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复合振动抑制RAW264．7细胞分化成熟
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摘要：目的研究复合振动对核因子．KB受体活化因子配体(RANKL)诱导的RAW264．7细胞分化

的影响。探讨复合振动对破骨细胞分化的影响及机制。方法 RAW264．7细胞RANKL诱导培养3或

4d并施加复合振动干预，通过抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)染色观察TRAP阳性多核细胞形成的变

化，real-time RT—PCR分析破骨细胞特异性基因组织蛋白酶K(cathepsin K)，金属蛋白酶-9(MMPO)

和TRAP表达的变化。结果复合振动能抑制RANKL诱导破骨细胞形成，下调破骨细胞特异基因

cathepsin K，MMP．9和TRAP的表达。结论RANKL促进RAW264．7细胞向破骨细胞分化，并增加

特异基因的表达，但RANKL的促进作用受复合振动抑制。这进一步的阐释复合振动抗骨质疏松的

作用机制。
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Abstract：0bjective To investigate the effect of compound vibration on osteoclast differentiation using

receptor activator of nuclear factor-kappa B ligand(RANKL)·treated RAW 264．7 cells，and to explore the

mechanism of compound vibration on osteoclast differentiation．Methods RAW264．7 cells in the presence

of RANKL were treated with or without compound vibration for 3 or 4 days．Tartrate resistant acid

phosphatase(TRAP)·positive multinuclear cells(MNCs)were examined using TRAP staining．Expression

of the osteoclast-speci?C genes，such as TRAP，cathepsin K，and matrix metallopeptidase-9(MMP-9)，

were analyzed using real—time RT·PCR．Results Compound vibration significantly decreased the number of

TRAP-positive MNCs，and down-regulated the mRNA expression of cathepsin K，MMP-9，and TRAP．

Conclusions RANKL stimulated osteoclast differentiation by RAW264．7 cells，and stimulated the

expression of osteoclast·specific genes．The RANKL—induced stimulation WaS inhibited by compound

vibration．The finding further explored the anti-osteoporosis mechanism of compound vibration．
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骨质疏松症是一种以骨量减少、骨组织微结构

退化为特征，以致骨的脆性增高而骨折危险性增加

的一种全身性、系统性代谢性骨病⋯。骨重塑是一

个成骨细胞骨生长和破骨细胞骨吸收的渐进、循环

性过程。当破骨细胞活性增加时，骨吸收大于骨生

长，出现骨重塑失衡和骨量丢失。骨量丢失导致一

辩
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·论著·

系列疾病的发生，其中骨质疏松症作为一个危害大，

治疗耗资大，社会负担重的公共卫生问题引起全世

界的广泛关注。骨质疏松症的发病机制、病因尚未

完全清楚。目前，骨质疏松症的治疗大部分集中在

抑制破骨细胞的吸收上¨1。近年来，振动因其显著

的成骨效应及非侵入性，无创，不良反应小等特点，

被运用于防治骨质疏松症，骨折愈合，预防骨量丢失

上，前景广阔。既往研究表明复合振动能促进成骨

细胞增殖分化¨J。增加骨密度"1，而复合振动在破

骨细胞分化方面的研究尚未报导。本实验研究复合

振动对破骨细胞分化及特异性基因表达的影响，旨
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在探讨复合振动对破骨细胞分化的影响屉机制。为

复台振动防治骨质疏轮症提供一定的理瞳依据

1材料和方法

1 1材料

1 1 1丰萤的试剂胎牛血清(FBS)RPMl 1640

培养摹、双抗无酚红q—MEM(Cib<o)，TRAP染色试

剂盒(Sigma)：RANKL(R&D)．活性碳嗷附型血清

(Bioind)；M-MLV反转采试荆盒([nvilrogen)：L'rizol，

SYBR’Premlx Ex Taq”试剂盘(Takara)。

1．1 2复合振动仪复台报动仪自主设计研制，主

要包括控制器和搬动台两部分。振动音町振动置于

舟上的细胞．而控制器控制并监测着振动的强度及

频率。垂直搬动与水平振动每los交替进行构成复

合振动(见隔1)。寅验时．复合振动组给予高频低

强度复音振动(0 3 g，45 Ih，15分／状，1趺／天)．而

对照组及RANK]纽置于相同的平板上不予振动。

渡王二薹k2J
∞I女o％自m^*自^RRM《

1 2方法

1．2．1细胞培养RAW264 7细胞接种丁霄4ml完

个培养基的25cm 2培养瓶巾．在37℃含5％CO，潍

化空气的培养箱中培养：其中完争培养基星禽有

10％FBS，2m mol／L符氩酰胺，100 IU／ml青毒幕和

loo“g／ml链霉索的RPMI r】640培养基，而柞诱导

阶段，要崩诱导培养幕培养，诱导培养基是含Io％

活性碳吸附型血清的无酚红种MEM培养基。

1．2．2 复合振动对菠骨细胞分化的影响：

RAW264 7细胞雌3 x10’个／：f／的密度接种丁96

孔板上，每孔加200p1先仝培养基。细胞贴擘后换

成200“1诱导j}}养基，RANKI组及复合振动组冉加

l u1 RANKL(L0“g／m1)．使疑终浓度为50n∥mI每

3d按1次渍，换髓时加入相应噩的RANKI。，持续诱

导培葬4d后，弁培养萆．PBS缓冲渡洗1次．按

TRAP染色试剂盒说明进行染色，倒置显微镜下观

察。“TRAP染色融性．细胞核≥3个为破骨细胞。

1 2 3复合振动对破骨细胞特异性基圳表达的影

响：RAW264 7细胞以1 x10’十／'E的密度接种丁6

孔板r．每孔加2mI完全培养基。其体培养方法同

前，细胞培养3d后用Trizol提般总RNA，井州M

Ml v反转录试剂盒厦转采为。DN^．井用DEPC球

稀群10倍。按船SYBR‘P⋯i Ex Taq“试剂盘说
明书采用20p．I反应体泵，eDNA 2Ⅱl。0I物序列如

下：MMP 9：5 GCc CTG GAA CTC ACA CGA CA 3‘，

5’．订c GAA AC r CAC ACG CCA GAA G-3’，拶增产

物为85bp。Cathepsin K 5’一CAG CAG AAC GGA

GGC ATY GA-3’5’-CCT TTG CCG TGG CGT t^T

AC 3’自增产物为85bp。TRAP：5’一CTA CCT GTG

TGG ACA TGA CCA．3
7

5’GCA CAT AGC CCA CAC

CGT TC 3’．打增产物为65bp。GAPDH 5’‘AAA

TGG TGA AGG TCG GTG TG，3‘．5’，TGA AGG GGT

CGT。rGA TGG 3’，扩增产物为108bp。Real—time

RT-PCR反府过程在ABl7500仪器上完成，其中反

应条件是先95。C预变性30s．冉95。c变性5日，60

’C退火3As，40次循环。溶解曲线验证基因的特异

性，lm基因的袁选则用栩对cI方法进行计算。

1 2 4统计学分析：实验所得剑的结果均“均敬

±标准燕表示。采用SPSS l 3 0统计学软件对实验

数据进行分析，各组总体比较运用单向方差分析．组

间两两比较采川Dunnett’sT3法分析，P<0 05为有

统计学意义。

2结果

2 1复合振动抑制破骨细胞形成

通廿对培养的细胞进行TRAP染色，观察复合

挺动对破骨细胞分化的影响。诱导培养4天后进于亍

TRAP染色，可见对皑组都屠rRAP染色阳性的单核

细胞，细胞呈集落式生K，而RANKL绀则出现许多

TRAP染色阳性多棱细胞(≥3桉)即破骨细胞．细
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胞太，胞浆成空泡状，染成淡红(ks 2)。但是复台振

动组的TRAP染色阳性多桉细胞较RANKL组明罹

减少．提示复台振动抑制ffANKI．诱导RAW264 7

细胞向破骨细胞分化(P=0 002)。同时发现，复合

振动组大破骨细胞(}10核)也明辊少于RANKL

封【(P(0 001)(圈3)。
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3讨论

根据Wolff娘理，骨生长与机械扭荷紧密联系

吸收的作用6。MMP-9促进破骨细胞向骨表面吸

附．井启动骨暇收”。而TRAP和eathepsln K是破

骨细胞分泌的两种主要的水解酶．促进对骨质的吸

收‘6．研究表明．骨吸收功能迁与破骨细胞桉的散

量密切相关．校数多的畦骨细胞吸收活性更加强

大’。率实螗研究发现复台振动抑制破骨细胞拔

数的增加．real-lime RT-PCff结果娃示无论是MMP-
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9还是TRAP和cathepsin K都在复合振动的作用下

呈下降趋势。这提示复合振动不但抑制破骨细胞的

形成，还降低破骨细胞的骨吸收活性。

本实验运用复合振动直接对破骨细胞分化进行

干预，证实复合振动可抑制破骨细胞的分化成熟。

这为复合振动防治骨质疏松症提供一定的理论依

据。
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第四届全国脊柱非融合与融合技术研讨会

暨首届全国椎间盘镜技术学习班通知

由国际脊柱功能重建学会中国分会(SASCB)、中国老年学学会骨质疏松委员会、《中国脊柱脊髓杂志》

编辑部、《中国骨质疏松杂志》编辑部、中国人民解放军总参谋部总医院、中国人民解放军空军总医院、中国

人民解放军海军总医院、中国人民解放军总装备部总医院联合主办的“第四届全国脊柱非融合与融合技术

研讨会暨首届全国椎间盘镜技术学习班”(2011年国家级继续教育项目，编号：2008-04-07-017)定于2011年

9月16—18日在北京召开。

研讨会将邀请国内、外该领域著名专家和学者发言，探讨脊柱非融合与融合领域的基本理论，重点介绍

临床应用技术及最新进展，并针对临床疑难问题及病例开展讨论。主要内容包括：半刚性椎弓根动态稳定、

棘突间动态固定、人工椎间盘置换、同种异体椎间盘置换、椎间关节成形术以及各种脊柱前后路融合等技术

和要点。研讨会将安排专门时间进行病例讨论及争论性发言，欢迎各位参会代表携带病例进行交流讨论，参

会者可获得国家级一类继续教育学分。

椎间盘镜技术学习班将邀请国内著名脊柱微创外科专家与会，采用专家辅导，分组模型操作和手术讲解

等方式授课，并从临床实用角度，结合典型病例，现场互动讨论，参会学员可获得全军继续教育学分。

会期安排：2011年9月16日14—22时报到，17日非融合与融合新技术研讨会，18日上午椎间盘镜技术

学习班。

会议地点：北京市海淀区五棵松路北甲八号鸿府大厦。

报名方式：欢迎以E．mail方式和手机短信报名。报名时请注明姓名、性别、职称、单位、联系电话、详细

通讯地址、E—mail地址等。

会务费：1000元，住宿统一安排，费用自理。

联系地址：北京市海淀区黑山扈甲17号总参谋部总医院骨科 100091

联系人：胡 明13701398979 E-mail：humin9309@hotmail．corn

刘海容13910070929
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