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摘要： 目的　研究结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ）对体外培养的破骨细胞前体细胞 ＲＡＷ２６４畅７增殖及对核因子 Ｋａｐｐａ Ｂ配体受体
（ＲＡＮＫＬ）诱导体外培养的破骨细胞前体细胞 ＲＡＷ２６４畅７分化为成熟多核破骨细胞的影响。 方法　使用 ２００ ｎｇ／ｍＬＣＴＧＦ 干
预培养的破骨细胞前体细胞 ＲＡＷ２６４畅７，采用３Ｈ-ＴｄＲ掺入法检测 ＲＡＷ２６４畅７细胞增殖率；使用 ２００ ｎｇ／ｍＬ ＣＴＧＦ与 ＲＡＮＫＬ单
独或共同处理 ＲＡＷ２６４畅７细胞，抗酒石酸酸性磷酸酶（ＴＲＡＰ）染色观察 ＴＲＡＰ阳性多核细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测碳酐酶Ⅱ蛋白
的表达。 结果　ＣＴＧＦ 可显著促进 ＲＡＷ２６４畅７ 细胞增殖；２００ ｎｇ／ｍＬＣＴＧＦ 与 ＲＡＮＫＬ 共同处理 ＲＡＷ２６４畅７ 细胞可促进
ＲＡＷ２６４畅７细胞分化为成熟多核破骨细胞；２００ ｎｇ／ｍＬ ＣＴＧＦ与 ＲＡＮＫＬ共同处理 ＲＡＷ２６４畅７细胞可促进 ＲＡＷ２６４畅７细胞碳酐
酶Ⅱ蛋白的表达。 结论　ＣＴＧＦ促进体外培养的破骨细胞前体细胞 ＲＡＷ２６４畅７ 增殖，促进 ＲＡＮＫＬ诱导的破骨细胞前体细胞
ＲＡＷ２６４畅７分化为成熟多核破骨细胞。
关键词： 破骨细胞；结缔组织生长因子
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Abstract： Objective　To investigate the effect of CTGF on the proliferation of cultured RAW２６４畅７ cells and the differentiation
of mature multinuclear osteoclasts induced by RANKL．Methods　RAW２６４畅７ cells were cultured with the intervention of ２００ng／
ml CTGF．The cell proliferation rate was detected using （３H）-thymidine （３H-TdR） incorporation method．After the intervention
with or without RANKL， TRAP staining was performed to observe TRAP-positive multinuclear cells （MNCs）．The expression of
carbonic anhydrase II was detected using Western blotting．Results　CTGF could significantly promote the proliferation of
RAW２６４畅７ cells．The intervention of ２００ng／ml CTGF combined with RANKL could promote RAW２６４畅７ cell differentiation into
mature multinuclear osteoclasts．It also could promote the expression of carbonic anhydrase II in RAW２６４畅７ cells．Conclusion
CTGF canpromote the proliferation of cultured RAW２６４畅７ cells and promote its differentiation into mature multinuclear osteoclasts
induced by RANKL．
Key words： Osteoclast； CTGF

　　ＲＡＷ２６４畅７ 细胞是一种较好的破骨细胞前体细
胞模型，该细胞系处于由造血干细胞（ ｈｅｍｏｐｏｉｅｔｉｃ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ，ＨＳＣ）分化为成熟破骨细胞 （ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ，

ＯＣ）过程中的相对晚期阶段，诱导成熟 ＯＣ 所需的
条件是核因子 Ｋａｐｐａ Ｂ 配体受体（ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ
ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｋａｐｐａ Ｂ ｌｉｇａｎｄ， ＲＡＮＫＬ），用该法可获得
大量的成熟 ＯＣ。 研究表明， １７β-雌二醇（１０ －６ ～
１０ －８ｍｍｏｌ／Ｌ）可下调成骨细胞（ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ， ＯＢ）结缔
组织生长因子 （ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ，
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ＣＴＧＦ）表达，而 ＣＴＧＦ参与 ＯＢ的增殖、分化，可能亦
与骨质疏松症有关［１，２］ 。 但 ＣＴＧＦ对破骨细胞增殖、
分化的影响目前尚未见报道。 本实验使用重组人结
缔组织生长因子 （ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｈｕｍａｎ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ
ｔｉｓｓｕｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ｒＣＴＧＦ）含人成熟结缔组织生长
因子 Ｃ-末端的自 Ｍｅｔ２５３ ～Ａｌａ３４９氨基酸序列，共 ９８
氨基酸（ ｒＣＴＧＦ２５３ －３４９ ），不含成熟 ＣＴＧＦ 的胰岛素生
长因子结合区、ＶＷ（ｖｏｎ Ｗｉｌｌｌｅｂｒａｎｄ）因子 Ｃ 重复序
列及血小板反应蛋白（ ｔｈｒｏｍｂｓｐｏｎｄｉｎ，ＴＳＰ）重复区，
具有人 ＣＴＧＦ的与肝素结合、促进粘附、促分裂等生
物学活性。 重组 ＣＴＧＦ干预体外培养的破骨前体细
胞 ＲＡＷ２６４畅７， 观 察 ＣＴＧＦ 对 破 骨 前 体 细 胞
ＲＡＷ２６４畅７增殖及对 ＲＡＮＫＬ 诱导体外培养的破骨
细胞前体细胞 ＲＡＷ２６４畅７ 分化为成熟多核破骨细
胞的影响。

1　材料和方法
1畅1　材料

仪器：细胞培养箱，超净台：Ｆｏｒｍａ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公
司，Ｍａｒｉｅｔｔａ，Ｏｈｉｏ，ＵＳＡ；高速低温离心机：Ｂｅｃｋｍａｎ
公司， Ｐａｌｏａｌｔｏ，ＣＡ，ＵＳＡ；紫外／可见分光光度仪：
Ｐｅｃｋｍａｎ Ｅｌｍｅｒ 公司，ＣＴ，ＵＳＡ； Ｎｉｋｏｎ３００ 型自动摄
影倒置显微镜： Ｎｉｋｏｎ公司，Ｔｐｋｙｏ， Ｊａｐａｎ。
试剂：重组人 ＣＴＧＦ（含人成熟 ＣＴＧＦ Ｃ 末端的

自 Ｍｅｔ２５３ ～Ａｌａ３４９ 氨基酸序列， 共 ９８ 氨基酸
ｒＣＴＧＦ２５３ －３４９ ）购自 ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司；ＢＣＡ 蛋白定量试
剂盒购自美国 Ｐｉｅｒｃｅ 公司； ＰＶＤＦ 膜购自美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；羊抗碳酐酶Ⅱ的抗体、猴抗羊二抗及
化学发光法显影试剂自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ公司。
1畅2　方法
1畅2畅1　细胞培养：小鼠的单核细胞系 ＲＡＷ２６４畅７
细胞用含１０％胎牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）的
无酚红 ＤＭＥＭ培养液培养，其中含 ５０ Ｕ／ｍＬ青霉素
和 ５０ μｇ／ｍＬ 庆大霉素。 ２ ｄ 换液 １ 次， 细胞汇片
后， 用胰酶 ＥＤＴＡ 消化液消化细胞，根据不同的实
验目的接种于不同规格的培养板上。
1畅2畅2　 ｒＣＴＧＦ 对 ＲＡＷ２６４畅７ 细胞增殖的影响：
ＲＡＷ２６４畅７细胞接种于 ２４ 孔培养板，１０％ ＦＢＳ无酚
红 ＤＭＥＭ培养液培养 ２ｄ，于第 ３天换 ０畅１％ ＢＳＡ无
酚红ＭＥＭ培养液培养 ２４ｈ后，用不同浓度的 ｒＣＴＧＦ
（０、５０、１００、２００、１０００ ｎｇ／ｍＬ）干预 １６ｈ 后，加入３Ｈ-
ＴｄＲ１μＣｉ／孔，继续培养 ８ｈ 后，吸走培养液，加入 ２
ｍＬ预冷的 １０％三氯乙酸 １０ ｍｉｎ，１０％三氯乙酸反
复洗涤 ３次。 每孔加入 ０畅３ｍｏｌ／Ｌ ＮａＯＨ ＳＤＳ液 ０畅５

ｍＬ，６０℃，３０ ｍｉｎ。 收集细胞裂解液，加入３ ｍＬ闪烁
液，液闪仪测定每孔 ｃｐｍ值。
1畅2畅3　ｒＣＴＧＦ对 ＲＡＮＫＬ诱导的破骨细胞的影响：
ＲＡＷ ２６４畅７ 细胞以 １ ×１０４ ／孔接种于 ６ 孔板，培养
过夜后分别用 ５０ ｎｇ／ｍＬ ＲＡＮＫＬ 和 ＣＴＧＦ（２００ ｎｇ／
ｍＬ）干预，细胞每 ２ｄ 换液 １ 次。 第 ６ 天 ＴＲＡＰ 染
色，细胞用柠檬酸盐／丙酮溶液固定 ３０ｍｉｎ， 在以萘
酚 ＡＳ-ＢＩ 磷酸盐作为底物的孵育液中 ３７°Ｃ 孵育
１ｈ，蒸馏水洗 ３次，苏木素复染 ２ ｍｉｎ，干燥后二甲苯
透明，ＤＰＸ封固，光镜观察。 显微镜下计数 ＴＲＡＰ阳
性多核 ＯＣ（≥３ 个核）。
1畅2畅4　ｒＣＴＧＦ 与 ＲＡＮＫＬ 共干预对 ＲＡＷ２６４畅７ 细
胞碳酐酶Ⅱ表达的影响：用细胞裂解液（１５０ ｍｍｏｌ／
Ｌ ＮａＣｌ，５０ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ，ｐＨ ７畅５，１％ ＮＰ-４０，０畅２５％
Ｎａ-ｄｅｏｘｙｃｈｏｌａｔｅ，１ ｍｍｏｌ／Ｌ ＰＭＳＦ，１ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＶＯ４ ，
２ ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＧＴＡ， ５０ μｇ／ｍＬ ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ）冰上孵育裂
解细胞 ２０ ｍｉｎ，将匀浆于 １００００ ｒ／ｍｉｎ，４℃离心 ５
ｍｉｎ。 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒定量后，各取 ５０ μｇ蛋白
于 １０％ ＳＤＳ-ＰＡＧＥ电泳，转膜至 ＰＶＤＦ膜，含 ５％脱
脂奶的 ＰＢＳＴ（含 ０畅０１％ 吐温-２０的磷酸缓冲液） 封
闭液室温下振荡 ２ ｈ，抗碳酐酶Ⅱ的抗体（１∶１０００）
孵育 ３ ｈ， 含辣根过氧化酶标记二抗（１∶５ ０００）孵育
１ ｈ， ＰＢＳＴ室温下漂洗 １５ ｍｉｎ后，化学发光法显影。
1畅3　统计学处理

各实验独立重复 ３ 次，数据以均数北标准差（珋x
±s）表示，组间比较用方差分析。 显著性水平为 P
＜０畅０５。

2　结果
2畅1　ｒＣＴＧＦ对体外培养的 ＲＡＷ２６４畅７ 细胞增殖的
影响

与空白对照组相比，５０ ～１０００ ｎｇ／ｍＬ ｒＣＴＧＦ 干
预使３Ｈ-ＴｄＲ掺入量明显增加，ｒＣＴＧＦ 的浓度为 ２００
ｎｇ／ｍＬ达最大效用（图 １）。
2畅2　ＣＴＧＦ促进 ＲＡＮＫＬ诱导的 ＲＡＷ２６４畅７细胞分
化为破骨细胞

２００ ｎｇ／ｍＬ 浓度 ＣＴＧＦ 能显著促进 ＲＡＮＫＬ 诱
导 ＲＡＷ２６４畅７细胞分化为成熟 ＯＣ数量 （图 ２）。
2畅3　ＣＴＧＦ 对 ＲＡＷ264畅7 细胞碳酐酶Ⅱ蛋白表达
的影响

与 ＲＡＮＫＬ 对照组相比，ＣＴＧＦ（２００ ｎｇ／ｍＬ）与
ＲＡＮＫＬ合用显著促进 ＲＡＷ２６４畅７ 细胞碳酐酶Ⅱ蛋
白的表达（P ＜０畅０５）（图 ３）。
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图 1　不同浓度 ｒＣＴＧＦ 干预 ４８ｈ 对 ＲＡＷ２６４畅７ 细胞
增殖的影响
注：１ 对照组，２ ～５ 分别为 ５０、１００、２００、１０００ ｎｇ／ｍＬ 干预组
与对照组相比，倡P ＜０畅０１

Fig．1　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒＣＴＧＦ ｏｎ
ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡＷ２６４畅７ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ４８-ｈｏｕｒ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
　

图 2　ｒＣＴＧＦ对 ＲＡＮＫＬ诱导 ＲＡＷ２６４畅７ 细胞分化
为破骨细胞的影响
注： １ ＲＡＮＫＬ 对照组，２ 为 ２００ ｎｇ／ｍＬＣＴＧＦ ＋ＲＡＮＫＬ 干
预组，与单独的 ＲＡＮＫＬ 组相比，倡P ＜０畅０１

Fig．2 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒＣＴＧＦ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ
ＲＡＷ２６４畅７ ｃｅｌｌｓ ｉｎｔｏ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＲＡＮＫＬ
　

3　讨论
3畅1　正常成熟骨的代谢

正常成熟骨的代谢主要以骨重建形式进行，在
全身激素、局部细胞因子和其他细胞调节因子的协
同作用下，骨组织不断吸收旧骨，生成新骨，骨吸收
和骨形成保持相对稳定状态。
骨吸收主要由 ＯＣ介导，活化的 ＯＣ分泌某些酶

图 3　２００ ｎｇ／ｍＬ ｒＣＴＧＦ 干预 ７２ ｈ 对 ＲＡＮＫＬ
诱导的 ＲＡＷ２６４畅７ 细胞碳酐酶Ⅱ蛋白蛋白表
达的影响
注：１ ＲＡＮＫＬ对照组，２ 为 ２００ ｎｇ／ｍｌ ＣＴＧＦ ＋ＲＡＮＫＬ
干预组

Fig．3　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ２００ ｎｇ／ｍＬ ｒＣＴＧＦ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｂｏｎｉｃ ａｎｈｙｄｒａｓｅ ＩＩ ｉｎ ＲＡＷ２６４畅７
ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＲＡＮＫＬ ａｆｔｅｒ ７２-ｈｏｕｒ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
　

和细胞因子溶解骨基质的胶原纤维，矿物质被游离。
在绝经后骨质疏松症及各种炎症性骨吸收中，过量
表达的细胞因子如 ＴＮＦ-α可通过抑制骨前体细胞
向 ＯＢ分化，诱导 ＯＢ凋亡，从而抑制 ＯＢ的功能，参
与骨质疏松症的发生、发展。 ＯＣ 产生增多、活性增
强导致骨吸收大于骨形成，骨基质降解明显大于形
成，骨转换增加，导致骨量丢失和骨质量下降。 ＯＣ
在骨发育、骨形成、骨吸收和骨量的调节方面起着关
键作用。 ＯＣ起源于 ＨＳＣ 或骨髓始祖细胞，ＨＳＣ 分
裂为多能单核细胞／巨噬细胞谱系细胞的前体细胞
后，受多种细胞因子的直接或间接刺激作用，经增
殖、分化与融合后，形成多核的成熟 ＯＣ，最后被活化
成为具有骨吸收功能的 ＯＣ［３-７］ 。 组织蛋白酶 Ｋ、ＣＡ
Ⅱ等与成熟 ＯＣ骨吸收功能有关。 组织蛋白酶 Ｋ和
ＣＡⅡ的表达是其最终发挥骨吸收功能必备的物质
条件。
3畅2　重组人 ＣＴＣＦ 可促进小鼠破骨前体细胞
ＲＡＷ２６４畅７增殖与分化
以往的研究发现， ＣＴＧＦ 可抑制成骨细胞

ＲＡＮＫＬ的表达［８］ ，提示 ＣＴＧＦ可通过抑制成骨细胞
ＲＡＮＫＬ的表达，可能具有间接抑制 ＯＣ 活化的作
用。 但 ＣＴＧＦ对 ＯＣ形成直接效应，目前研究较少。
Ｎｏｚａｗａ等［９］研究发现活动性类风湿性关节炎病人

血清 ＣＴＧＦ水平显著升高，ＣＴＧＦ 与 Ｍ-ＣＳＦ、ＲＡＮＫＬ
协同作用促进外周血单核细胞分化形成 ＯＣ，抗
ＣＴＧＦ抗体可抑制 ＣＴＧＦ 与 Ｍ-ＣＳＦ、ＲＡＮＫＬ 协同促
进外周血单核细胞分化为 ＯＣ的作用。 本研究使用
的重组人 ＣＴＣＦ 含有人结缔组织生长因子 Ｃ-末端
９８氨基酸残基（自 Ｍｅｔ２５３ ～Ａｌａ３４９ 氨基酸序列，分
子量 １１畅２ ｋＤａ），具有与全长 ＣＴＧＦ相同的生物学效
应如与肝素结合、促进粘附、促分裂等；并发现重组
人 ＣＴＣＦ 可促进小鼠破骨前体细胞 ＲＡＷ２６４畅７ 增
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殖；２００ ｎｇ／ｍＬ ＣＴＧＦ 与 ＲＡＮＫＬ 联合干预小鼠破骨
前体细胞 ＲＡＷ２６４畅７ 较单用 ＲＡＮＫＬ 可显著增加
ＲＡＷ２６４畅７细胞分化为成熟 ＯＣ 的数量；此外，２００
ｎｇ／ｍＬＣＴＧＦ与 ＲＡＮＫＬ联合干预小鼠破骨前体细胞
ＲＡＷ２６４畅７较单用 ＲＡＮＫＬ 可显著增加 ＯＣ 功能基
因碳酐酶 ＩＩ的表达，这说明 ＣＴＧＦ可能具有促进 ＯＣ
介导骨吸收的作用。 雌二醇可抑制人成骨细胞
ＣＴＧＦ的表达，本研究提示 ＣＴＧＦ可能参与介导雌二
醇抑制 ＯＣ介导骨吸收的作用。

ＣＴＧＦ可促进破骨前体细胞 ＲＡＷ２６４畅７ 增殖，
协同增加 ＲＡＮＫＬ诱导 ＯＣ 形成，并增加 ＯＣ 功能基
因碳酐酶 ＩＩ的表达，说明 ＣＴＧＦ 对维持骨代谢平衡
具有重要作用。
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