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小鼠单核巨噬细胞白血病细胞(RAW264．7)的培养及

其在诱导破骨细胞中的应用
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摘要：小鼠单核巨噬细胞白血病细胞(RAW264．7)是通过Abelson鼠白血病病毒诱导BALB／c小鼠产生肿瘤后得到的细胞

株。RAW264．7细胞在医学研究中应用十分普遍：它是许多白血病相关研究模型的常用细胞株；在微生物学、免疫学等研究中

也十分常用；同时也是小鼠源性破骨前体细胞，可通过特定细胞因子的诱导在体外获得成熟破骨细胞，因此也成为许多骨骼

疾病研究的体外模型。但RAW264．7细胞形态和分化状态多变，在实际培养中较难把握，给科研工作带来了一定困难。科研

工作者在RAW264．7细胞的培养方法、细胞的形态及分化状态等方面始终观点不一，对于用RAW264．7细胞在体外诱导获得

破骨细胞的方法也有许多差别。本文结合文献资料及实践，探索了RAW264．7细胞的培养条件，冻存、复苏、传代方法，以及

用核因子KB受体活化因子配基(receptor activator for nuclear factor-KB ligand，RANKL)诱导其成为成熟破骨细胞的技术关键；

旨在总结RAW264．7细胞的培养及诱导其分化为破骨细胞的经验教训，探讨RAW264．7细胞的培养和在体外用RANKL诱导

RAW264．7细胞分化为破骨细胞的方法、技巧，供广大科研工作者借鉴。

关键词：RAW264．7；单核巨噬细胞；破骨细胞；RANKL；细胞分化

Culture skill of RAW264．7 and its application in osteoclastic differentiation
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Abstract：The RAW264．7 eell line was obtained from a tumor of BALB／c mouse induced by Abelson murine leukemia virus．

RAW264．7 cell was broadly applied in medical sciences：it is the mostly adopted cell line in many leukemia-related research．It is

also commonly used in immunity and microbiology research．In addition，it is the murine source pre—osteoclast which could be

stimulated with cytokines and differentiate into mature osteoclasts in vitro，thus becoming an in vitro model applied in many skeletal

diseases．However，its cellular morphology and differentiation stage are variable and hard to handle and therefore brings some

difficulties to practical work．As to the methods of induction of RAW264．7 cells to mature osteoclasts，researchers、opinions are also

different．In this article，we explored the culture condition with combination of literature study，figured out the methods of

cryopreservation，recovery and subculture of RAW264．7 cells，and stimulated it with the receptor activator for nuclear factor-KB

ligand(RANKL)．The aims of this article are to summarize experience of culturing RAW264．7 cell and its differentiation into

mature osteoclast，and to explore the related skills，thus providing reference to researchers．

Key words：RAW264．7；Monocyte／macrophage；Osteoclast；RANKL；Cell differentiation

小鼠单核巨噬细胞瘤RAW264．7细胞是用

Abelson鼠白血病病毒诱导BALB／c小鼠产生肿瘤

后，收集小鼠腹水单核样巨噬细胞得到的细胞

株⋯。它不仅是许多白血病相关研究模型的常用

}通讯作者：许雅君，Email：xuyajun@bjmu．edu．ca

细胞株，而且在微生物学、免疫学等研究中也十分常

用。此外，RAW264．7细胞也是小鼠源性破骨前体

细胞，可通过诱导获得成熟破骨细胞，因此也在许多

骨骼相关研究中广泛采用。尽管其应用十分普遍，

但科研工作者在RAW264．7细胞的培养方法、细胞

的形态及分化状态等方面却始终观点不一，对于用
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RAW264．7细胞在体外诱导获得破骨细胞的方法也

有许多差别⋯。本文总结了在培养RAW264．7细

胞及诱导破骨细胞过程中遇到的问题、教训。和了一

些相关技巧及经验，供广大科研工作者借鉴。

1 RAW264．7细胞培养

1．1 RAW264．7细胞的形态特征

根据美国模式培养物寄存库(American type

culture collection，ATCC)的描述，RAW264．7细胞的

形态多样，可有圆形、类圆形，以及长出伪足的长梭

形、多边形，可单核或多核⋯。有些研究者认为

RAW264．7细胞是巨噬细胞，有很强的吞噬抗原的

能力，各种刺激都有可能对其形态产生影响，因此，

其形态多样化属正常现象。而更多研究者则认为，

RAW264．7细胞的最佳形态是圆形、透亮的单核细

胞，变成多形性或长出伪足则是细胞衰老、分化的表

现，若用此时的细胞来进行实验，则会出现用药物刺

激不敏感、贴壁过牢导致消化传代困难等一系列问

题旧1。我们在用RAW264．7细胞诱导破骨细胞时

也发现，细胞形态越接近圆形，诱导出成熟破骨细胞

的数目就越多。而用多次传代、伪足较多的多形性

细胞诱导破骨细胞时，几乎无成熟破骨细胞产生。

因此认为，RAW264．7细胞的所谓“最佳”形态应是

较小的单核圆形细胞。

1．2 RAW264．7细胞的培养条件

RAW264．7细胞的培养环境与一般贴壁细胞并

无差异。即培养箱温度为370C，CO：浓度为5％。

ATCC推荐的培养基为dulbecco 7s modified eagle

medium(DMEM)添加10％的胎牛血清(fetal bovine

serum，FBS)。实际上，文献中报道的用于

RAW264．7细胞的培养基既有a—MEM
L
3]，又有高糖

型或低糖型DMEMH'5 J。以上3种培养基，作者在

培养中均使用过。在实验过程中发现，用Ot-MEM

培养基培养细胞时，会出现有些细№m占壁不牢、出现

悬浮细胞的现象，而换用DMEM培养基时，这种现

象则没有出现。但与低糖型DMEM相比，用高糖型

DMEM培养的RAW264．7细胞传代后贴壁更快，细

胞生长速度更快。这可能是由于高糖型DMEM培

养及含有更多的氨基酸、葡萄糖、维生素等营养物

质，细胞的生长状态更好，且高糖型有利于细胞停泊

在一个位置生长，有利于细胞的贴壁。因此，推荐使

用高糖型DMEM，FBS浓度为10％作为RAW264．7

细胞的培养基。

1．3 RAW264．7细胞的传代

关于RAW264．7细胞的传代方法，ATCC推荐

使用细胞刮刀。采用0．25％的胰酶消化、或采用弯

嘴吸管吹打等方法¨J。采用0．25％胰酶消化时，比

较一致的观点是，RAW264．7细胞贴壁较牢，仅仅在

37％消化2—3 min，不容易将所有细胞消化下来，普

遍认为延长消化时间，5～10 min则更易达到理想消

化效果。但缺点是，消化时间点不易把握，容易消化

过度，对细胞生长造成抑制。采用ATCC推荐的细

胞刮刀进行传代时，细胞能最大限度被收集起来，基

本很少造成细胞的浪费。我们在实际培养中发现，

细胞刮刀会对细胞造成机械性损伤，稍有不注意后

续细胞的形态便会发生变化，贴壁时间变长，且多形

性细胞增多，造成实验结果不良。因此，推荐采用弯

嘴吸管吹打进行RAW264．7细胞的传代，即当细胞

达到传代密度时，先弃去培养基，用PBS洗涤两次，

用弯嘴吸管吸取培养液，均匀、稍用力吹打瓶底，即

可将细胞吹打下来，离心后重悬即可分瓶培养。分

瓶后2 h即可见细胞已贴壁。

由于RAW264．7细胞生长速度较快，普遍的看

法是1～2d换液1次，待培养瓶中细胞密度至60％

～70％左右即可传代，传代比例可为1：3～1：6。若

传代间隔太久，细胞生长密度过大，细胞也容易发生

分化，出现长伪足的多形细胞。

1．4 RAW264．7细胞的冻存及复苏

RAW264．7细胞的冻存及复苏方法与一般贴壁

细胞并无较大差别。但由于RAW264．7细胞对外

界刺激较敏感，对营养条件要求较高，许多研究者建

议降低DMSO的浓度，增加FBS血清的浓度。作者

在实验中采用的冻存液是国家实验细胞资源共享平

台的推荐配方¨1，即含有5％DMSO和20％FBS的

培养液。采用此配方的冻存液在进行复苏时，细胞

存活率较高，生长状况良好。在进行复苏时，将冻存

的细胞加入新的培养液中之后，应注意充分吹打并

静置，以便细胞充分置换新的培养液。此外，还应注

意复苏密度不应过高，否则容易缺乏营养，造成细胞

分化。

2 RAW264．7细胞在体外培养破骨细胞中

的应用

2．1破骨细胞的来源

破骨细胞是具有骨吸收功能的多核破骨细胞，

它是一种由贴近骨表面的单核巨噬前体细胞分化而

来的具有组织特异性的多核巨噬细胞¨1。两种细

胞因子对破骨细胞的成熟十分必要，即巨噬细胞集
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落刺激因子(macrophage colony stimulating factor，

M．CSF)和核因子KB受体活化因子配基(receptor

activator for nuclear factor—KB ligand。RANKL)p’。

M．CSF在破骨细胞的形成过程中的主要作用是促进

破骨前体细胞(即单核巨噬细胞)的增殖和生存。

而RANKL则是由成骨细胞分泌，引发破骨前体细

胞分化成破骨细胞的重要细胞因子¨0。。总的来说，

在骨髓中，造血干细胞首先分化成骨髓细胞，而后又

在细胞因子的刺激下分化为粒细胞／巨噬细胞。然

后，在M．CSF的作用下，粒细胞／巨噬细胞分化为单

核巨噬细胞，即破骨前体细胞，而RANKL与破骨前

体细胞表面受体的结合最终导致了破骨细胞的生

成㈨。

2．2破骨细胞的体外培养方法

骨骼系统作为一个动态系统，便不断经历着骨

吸收和骨重塑的过程‘1“。破骨细胞和成骨细胞一

起，共同参与骨骼系统的重塑，调节骨密度，维持骨

骼的健康、稳定¨31。近年来，随着对许多骨骼疾病

研究的深入，对破骨细胞及其对骨骼系统疾病影响

的相关研究也越来越多。

由于目前并不存在稳定的永生化破骨细胞系，

破骨细胞的体外培养方法大致可分为原代培养和诱

导法两种‘14|。原代培养即在无菌环境下机械分离

动物四肢长骨，冲洗骨髓并收集细胞而后进行纯化

得到破骨细胞。诱导法培养破骨细胞又可源自多种

细胞，既包括从动物四肢长骨骨髓中得到的单核细

胞、从动物脾脏得到的脾细胞、以及外周血单核细胞

等原代细胞；又包括成熟的细胞系如RAW264．7、

FDCP、HL-60、C7细胞等¨“。

2．3 RAW264．7细胞诱导分化为破骨细胞意义

RAW264．7细胞是小鼠源性破骨前体细胞，可

表达破骨细胞的一些表型标志基因如金属蛋白酶．9

(matrix metalloproteinase-9，MMP-9)、抗酒石酸酸性

磷酸酶(tartrate resistant acid phosphatase，TRAP)、

降钙素受体(calcitonin receptor，CTR)等。16|，因此采

用适当的诱导剂可使其在体外分化得到成熟破骨细

胞。早期的学者，使用较多的诱导剂将M．CSF和

RANKL联合，诱导RAW264．7细胞分化成破骨细

胞。尽管M·CSF和RANKL两种细胞因子对于破骨

细胞的形成缺一不可，但Hsu等Ⅲ1发现，

RAW264．7细胞自身即可表达M．CSF，所以仅

RANKL即可诱导RAW264．7细胞分化。因此，使用

RANKL诱导RAW264．7细胞在体外分化为成熟破

骨细胞也在骨骼系统疾病、骨代谢等研究中广泛应

用‘18驯。

这种方法的优点显而易见：首先，大大降低了破

骨细胞培养的技术难度。原代培养或用原代细胞进

行诱导不仅操作繁琐，而且难度较大，对技术要求较

高；而RAW264，7细胞系则较容易得到且生长迅速

容易培养。其次，这种诱导方法得到的破骨细胞数

目比其他分离、纯化等方法得到的破骨细胞数目多

得多，且均一性好，不含有其他诸如成骨细胞等杂质

细胞，因而更有利于针对破骨细胞研究的开展。最

后，RAW264．7细胞通过诱导得到破骨细胞的方法

已在大量研究中得到验证，它不仅对RANKL的刺

激敏感心1|，而且得到的破骨细胞具有吸收骨质、形

成骨吸收陷窝的能力旧2’231，因此可广泛使用。

3诱导RAW264．7细胞分化为破骨细胞的

技术要点

3．1 RAW264．7细胞的传代次数

RAW264．7细胞是与破骨细胞基因表达谱十分

相似的破骨前体细胞，它对RANKL的刺激反应敏

感，只要生长状态良好，即可诱导出破骨细胞¨“。

也有文献报道传代超过20代的RAW264．7细胞将

失去对RANKL的敏感性，不能诱导产生破骨细

胞旧4’2引。我们在研究中，也遇到了与后者相似的问

题，即当RAW264．7细胞分化严重，长出伪足的长

梭形、多边形细胞比例较多时，诱导产生的破骨细胞

数目很少甚至观测不到。因此，要保证成功诱导出

破骨细胞，RAW264．7细胞的传代次数不宜过多，且

细胞应保持在圆形单核细胞占优势的状态。

3．2接种浓度

RAW264．7细胞的接种浓度各不相同，但是基

本范围大致在103～104／cm2之间汹．281。为探索最

佳接种浓度，作者分别按5×103／cm2，1×104／cm2，

2．5×104／cm2和5×104／cm2 4个浓度接种至96孔

板中加入50ng／mL的RANKL，培养5天，随后计数

每孔中的成熟破骨细胞数目，进行统计并分析。结

果发现，如图1所示，生成的破骨细胞数目随接种浓

度的增加有增加的趋势(与最低接种浓度5×103／

cm2相比有统计学差异，P<0．05)，但是当接种浓

度达到2．5×104／cm2之后，生成的破骨细胞数目便

不再增加(2．5 x 104／cm2浓度与5 x 104／cm2浓度

相比每孔生成的成熟破骨细胞数目无显著性差异，

P>0．05)。因此，作者认为，在2．5×104／cm2这个

浓度接种RAW264．7细胞，达到的效果最好。

3．3 RANKL浓度
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图1 不同浓度RAw264．7细胞诱导产生

的破骨细胞数目

注：}与5×103／cm2接种浓度组相比P<0．05

Fig．1 Numbers of osteoclasts well seeded with different

concentrations of RAW264．7 cells

‘P<0．05 compared with the 5×10，／cm2 group

大部分研究者认为，RAW264．7细胞对RANKL

的刺激敏感，只要10 ng／mL即可成功诱导产生。作

者采用了10、25、50 ng／mL和100 ng／mL 4个浓度，

分别对RAW264．7细胞进行诱导。5天后，用TRAP

法对细胞进行染色，观察并比较生成的破骨细胞的

数量，同时拍照。结果如图2所示，随着RANKL浓

度的增加，生成的成熟破骨细胞(细胞呈紫红色，细

胞核数目≥3)的数目有逐渐增加的趋势。

≥罐戛

但100 ng／mL(图2D)和50 ng／mL(图2C)组相

比，生成的破骨细胞数目差别不大。因此，将

RANKL的浓度设为50 ng／mL时，可以高效地得到

大量破骨细胞，又避免了细胞因子的浪费。

3．4诱导时间由于破骨细胞形成后，在体内存在时

间短，往往1～2 d即凋亡，因此准确把握破骨细胞

形成的时机是研究成功的关键。有研究表明，在

RANKL诱导RAW264．7细胞的第三天，便可观测到

破骨细胞的产生∽9。。但大部分研究者采取的做法

是诱导5—7d一0’32。。作者分别在诱导第5天、第6

天和第7天时，收集细胞用Annexin V／PI双染法对

细胞进行染色，然后用流式细胞仪进行检测。结果

如图3所示，右上(UR)和右下(LR)象限分别表示

晚期和早期凋亡。在第5天，仅少量细胞发生凋亡

(图3A)；早期和晚期细胞凋亡率都较低。在第六

天，早期和晚期细胞凋亡均有稍微增加，但并不明显

(图3B)；在第7天，凋亡细胞数目进一步增多(图

3C)。由此可推测，破骨细胞形成的高峰期可能在

第5天，第6天已开始有少量发生凋亡，第7天则凋

亡进一步加剧。因此，推荐用RANKL诱导

RAW264．7细胞5天来获得破骨细胞。

4 结论

RAW264．7细胞由于具有粘附和吞噬能力，以

图2 不同浓度的RANKL诱导产生的破骨细胞(×20)

～．RANKI．：10 ng／mI．；B RANKI．：25 ng／ml，；C．RANKI，：50 ng／mI，；I)RANKI一：100 ng／m

Fig．2()sleoclasts formed
induced by different con(’entrations of RANKL(×20)
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Fig．3 ¨1、、(。j 11)111t-li、msuits I)I叩。’ptosis 111 ostPo(’]asl^、、ith difff-Ient indu(‘tion time

A induction time：5 days；B induction time：6 days：L induction time：7 days

及又具有破骨前体细胞的多方面的特性，在免疫学、

微生物学以及骨骼系统疾病、营养学等研究中被广

泛应用。虽然它生长速度很快，但它同时又对环境

反应敏感、对生长环境要求很高。作者认为，圆形的

单核细胞是其较佳状态，在培养过程中培养基营养

不够、细胞密度过高以致生长空间变小、以及操作不

当等都会使其形态发生变化。细胞变成长出伪足的

长梭形、多边形则会对后续试验结果产生不良影响。

采用高糖型DMEM培养液(FBS浓度为10％)，当

细胞生长密度为60％时用弯嘴吸管吹打细胞按比

例1：4～l：6进行传代，可使细胞保持良好生长状

态。

RAW264．7细胞由RANKL诱导产生破骨细胞，

作为一种公认的比较成熟的体外培养破骨细胞的方

法，已在许多研究中得到应用。作者认为，诱导成功

的关键需首先建立RAW264．7细胞状态良好的基

础之上。其次，采用2．5×104／cm2这个浓度接种

RAW264．7细胞，用50 ng／mL RANKL诱导5d即可

产生大量破骨细胞供后续研究使用。
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