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� �  摘要!� 目的: 探讨辛伐他汀对骨髓来源的破骨细胞形成和功能的影响。方法: 取 Balb/C雄性小

鼠双侧股骨和胫骨的骨髓,以不含血清的 ��MEM培养液洗涤并收集骨髓细胞,再将细胞重新悬浮于含
100 m l/L胎牛血清的 ��MEM 培养液中,细胞计数后, 配成 1� 5 ∀ 109 /L的细胞悬液, 同时加入甲状旁腺

素相关肽 ( PTH rP )和不同剂量的辛伐他汀 ( 10- 7、10- 6、10- 5 mo l/L )于 24孔培养板进行培养,并设阳性

对照 (只加 PTH rP )和阴性对照 ( PTH rP和辛伐他汀都不加 )组, 每组均有 1孔放置骨磨片 1片, 培养 6 d

后; 去除上清,抗酒石酸 ( TRAP)染色检测培养板底部破骨细胞形成; 骨磨片用甲苯胺蓝染色,电镜检测

骨磨片的吸收陷窝。结果: 小鼠骨髓细胞在 PTH rP的诱导下获得大量的 TRAP染色阳性的破骨细胞,骨

磨片有吸收陷窝形成; 用辛伐他汀 ( 10- 7、10- 6 m ol/L )和 PTH rP共同培养下 TRAP染色阳性的破骨细胞

形成数量均明显减少 (P < 0� 01), 辛伐他汀在 10- 5 mo l/L时则无 TRAP染色阳性的破骨细胞形成; 辛伐

他汀在 10- 7 m o l/L时骨磨片有吸收陷窝的形成但少于阳性对照组 (P < 0� 01), 在 10- 6、10- 5 m o l/L时骨

磨片则无吸收陷窝的形成。结论:辛伐他汀对小鼠骨髓来源的破骨细胞的形成有着明显的抑制作用,并

且呈剂量依赖关系。
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ABSTRACT� O bjec tive: To evaluate the e ffec t o f sim vastatin on the o steoc la st form ation and function

by source o f bone m a rrow. M ethods: B ila tera l fem o ra l and tibia l bone m arrow o f B ale /C m a le m ice w e re

taken and cultured w ith ��M EM nutrien t so lution in wh ich no se rum w as con ta ined. A fte rw ashing, m u rine

pr im a ry bone m arrow ce lls w ere gathe red and re�suspended in the ��MEM nu tr ient so lution w ith 100 m l/L

fe ta l bov ine serum. The ce ll suspension in 1� 5 ∀ 109 /L concen tration w as m ade a fte r coun ting. Under the

induction by PTH rP, the ce lls w ere cultured fo r 6 day s in the presence o f 10- 7, 10- 6, 10- 5 m o l/L sm ivas�
tatin. M eanw h ile, the pos itive and negative contro l g roup w as set up. O steoc la st form a tion w as de tected by

TRAP sta ining and its func tion w as assessed by abso rp tion lacuna us ing e lectron m icroscope. R esu lts:

Large osteo clasts and absorption lacuna w ere fo rm ed unde r the induction o f PTH rP. Osteo clast form ation

w e re par tia lly inh ib ited add ing in 10- 7, 10- 6 m o l/L sim va statin (P < 0� 01) , and a lm ost no po sitive osteo�
clast fo rm ed add ing in 10- 5 m o l/L s im vasta tin. The abso rption lacuna w as partia lly few er add ing in

10- 7 m o l/L s im vasta tin than tha t o f po sitive group (P < 0� 01 ), and no abso rption lacuna w as found at the
h igh dose o f sim vasta in ( 10- 6, 10- 5 m o l/L ). Conc lusion s: S im vastatin has obv iously inh ib ition to osteo�

clast form ation and has a do se�dependence m anner.
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� � 近来大量研究发现, 他汀类药物可有效地治疗骨质疏松, 降低骨折的发病率 [1, 2] , 究其机制,多认为他汀类药物可以促

进骨髓基质细胞向成骨细胞的分化, 但对破骨细胞的作用目

前却很少报道。而破骨细胞是骨吸收过程的主要承担者。本

研究的目的是通过 PTH rP诱导的方法 [ 3]建立体外破骨细胞

分离培养体系,观察辛伐他汀对破骨细胞的形成和骨吸收活
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动的影响。

1� 材料和方法
1� 1� 主要试剂和动物 � 辛伐他汀原料药,由山东鲁南制药集

团提供 (生产批号: 050502); 甲状旁腺素相关肽 ( PTH rP ), 美

国 Cyto lab公司; ��MEM 培养基, 美国 G ibco公司; 胎牛血清

( FCS), H yco lon公司; 抗酒石酸 ( TRAP )染色试剂盒, 日本

H okudo株式会社; B alb/C小鼠 (清洁级 )由第四军医大学动

作实验中心提供。

1� 2� 骨磨片的制作 � 新鲜牛股骨干皮质骨 2�5%戊二醛固

定, 以低速锯式切片机横切,手锯修成 1 cm ∀ 1 cm ∀ 1 cm 大
小, L e ica硬组织切片机切成 30 �m 厚度的薄片, 100目木砂

纸上打磨, 梯度乙醇脱水, 稀氨水超声波清洗 10 m in ∀ 3次,
钴 60照射消毒。

1� 3� 实验方法
1� 3�1� 破骨细胞分离及培养 � 出生 24 h内的 Ba lb /C小鼠

2只,脱颈处死后 , 75%乙醇浸泡 5 m in。取双侧股骨和胫骨,

清除软组织和两端骨骺, 用不含血清的 ��MEM 培养液冲洗

髓腔, 收集骨髓细胞并用 ��MEM培养液洗涤 2次。然后将细

胞重新悬浮于含 10% 胎牛血清的 ��MEM培养液中, 细胞计

数后, 配成 1�5 ∀ 109 /L的细胞悬液, 24孔细胞培养板培养,
每孔加入 0� 5 m l细胞悬液并进行分组 (见 1� 3�2)。分组后,

培养板置于 5% CO 2的 37 ∃ 孵箱中进行培养。 2 d更换 1次

培养液, 每次换液时,移去 0� 25 m l旧的培养液, 补充等量新

的培养液以及等量的 PTH rP和辛伐他汀。

1� 3�2� 分组 � 共分 5组: 第 1组阴性对照组 (空白对照组 ):

不加 PTH rP和辛伐他汀,每次换液, 只加培养液; 第 2组阳性

对照组: 在开始和每次换培养液时每培养孔中加入 45 ng

PTH rP; 第 3、4、5组为实验组, 每培养孔在开始和换培养液时

加入 45 ng PTH rP和分别加入 10- 7、10- 6、10- 5mo l/L辛伐他

汀。每次每组共设 4个孔, 每组设 1个孔置入骨磨片 1个。

同时再做 4个复盘作为盘间比较, 计算出 5个培养板每组破

骨细胞平均数和标准差。

1� 3�3� 抗酒石酸 ( TRAP )染色 � 培养板中贴壁的细胞进行

TRAP染色。培养 6 d后, 小心移去培养液, 磷酸缓冲液

( PBS)洗涤后,按 TRAP试剂盒说明书操作, 首先用乙醇和丙

酮 ( 1%1)混合液固定 5 m in后, 去离子水洗涤 3次, 然后加入

缓冲液和发色基质的混合液 (均为试剂盒所带 ), 37 ∃ 孵箱中
温育 20~ 60 m in, 见染色呈红色良好后, 移去反应液, 去离子

水洗涤以终止反应, 22~ 25 ∃ 室温过夜干燥。
1� 4� 观察项目

1� 4�1� 观察破骨细胞的形成和分化的特点 � 分别在第 4、6、

8、14天, 用倒置显微镜观察培养孔中贴壁细胞的分化情况,

并进行 TRAP染色, 观察不同时期 TRAP染色阳性细胞的数

目和形态及细胞学特征。

1� 4�2� 破骨细胞计数 � 将培养 6 d的 TRAP染色标本于倒置

显微镜下, 观察并对每孔计数, 含 3个以上 (包括 3个 )细胞

核 TRAP染色阳性的巨大细胞均为破骨细胞。其他细胞, 如

巨噬细胞、成骨细胞、成纤维细胞 TRAP染色均为阴性。

1� 4�3� 破骨细胞吸收功能的测定 � 培养 6 d后, 取出骨磨

片, 去离子水冲洗 3遍, 甲醛固定液固定, 22~ 25 ∃ 室温下自

然干燥, 甲苯胺蓝染色, 标本喷金处理后, 用扫描电镜观察骨

磨片的吸收陷窝并计数。

1�5� 统计学处理 � 破骨细胞计数和骨磨片的吸收陷窝计数,

结果用均数 & 标准差 (  x & s )表示, SPSS 10� 0统计软件包, 破
骨细胞计数行 K ruska l�W allis Test( H检验法 )分析, 各组间行

M ann�Wh itney Test(秩和检验 ), 各组间 P < 0�05有统计学差
异;骨磨片的吸收陷窝计数行 t检验, P < 0�05有统计学差

异。

2� 结果

2�1� 破骨细胞的生长特点 � 在培养初期, 没有破骨细胞形
成,到第 4天时, 开始出现破骨细胞,第 6~ 8天时, 破骨细胞

数目达到高峰, 以后逐渐下降,到第 14天时, 基本消失。破骨

细胞的特点, TRAP阳性的多核巨细胞 , 基本上有两种形态:

一种是多个细胞核聚集在细胞的中心; 一种是多个细胞核分

布在细胞的周边部分。因为细胞核分布的不均匀性, 难以清

楚地区分这两种细胞形态, 故在细胞计数时, 均计为破骨细

胞。破骨细胞大多成簇出现, 而且邻近成骨细胞或基质细胞

簇附近, 没有观察到阳性的单核细胞。

2�2� 破骨细胞计数 � 培养的第 6天, 进行各组间的 TRAP阳

性细胞计数, 第 1 ~ 5组分别为 2� 30 & 0�92、116�04 & 11�15、
66� 44 & 3�01、6�08& 1� 74和 0�60 & 0�40。结果显示, 阳性对

照组,骨髓细胞在 PTH rP的刺激下,有大量的破骨细胞形成,

加入 10- 7、10- 6 mo l/L的辛伐他汀均明显抑制破骨细胞的形

成, 10- 5 mo l/L的浓度时,几乎完全抑制了 PTH rP诱导的破骨

细胞形成 (见图 1~ 5)。 5组统计学分析, H = 17� 85, P∋ 0,

第 2、3、4、5各组间比较有显著性差异 (P 均 = 0� 009< 0�01)。
表明辛伐他汀对 PTH rP诱导的破骨细胞形成有着明显的抑

制作用, 并呈剂量依赖关系。

� � � 图 1� 辛伐他汀对 PTH rP诱导的破骨细胞形成的影响

Fig�1� E ffect of sim vastat in on osteoclast form at ion

induced by PTH rP

2�3� 破骨细胞吸收功能的测定 � 骨磨片在第 1组 (阴性对照

组 )和第 4、5组 (辛伐他汀 10- 6、10- 5 m o l/L组 )均无吸收陷

窝形成, 在第 2(阳性对照组 )、3(辛伐他汀 10- 7 mo l/L组 )组

有吸收陷窝的形成, 并且第 2组的陷窝数目 ( 34� 80 & 5�76)明
显多于第 3组 ( 15� 40 & 4�82), 并有显著统计学差异 (P =

0�000 4< 0�05)见图 6~ 9。表明辛伐他汀对 PTH rP诱导的破

骨细胞的吸收功能有着明显的抑制作用。

3� 讨论
� � 从骨髓细胞中培养破骨细胞, 必须加入骨吸收因子,常用
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的是 1�, 25�二羟维生素 D3和地塞米松
[ 4], 但 1�, 25�二羟维

生素 D3不稳定, 见光易分解,破骨细胞生成的结果也不稳定,

常常容易失败。 PTH rP刺激的破骨细胞形成比较稳定,可以

作为研究破骨细胞生理学的手段之一。另外,在培养时, 比较

关键的一步是在换液时, 不能换掉全部的液体: 首先在培养液

中有很多自分泌或旁分泌的细胞因子,刺激破骨细胞的生成;

其次, 破骨细胞的前体细胞在形成破骨细胞之前, 是悬浮不贴

壁的。交换所有培养液, 容易丢失破骨细胞前体细胞。一般

文献报道是换 4 /5的液体,但是由于培养液的蒸发, 往往交换

4 /5的培养液时已经相当于交换了全部培养液。本试验采用

交换 1 /2的培养液较为合理。

� � 他汀类药物抗骨质疏松症有很大的潜能, 是目前发现的
一种能够既促进骨形成, 又抑制骨吸收的药物, 有学者报

道 [ 5, 6]辛伐他汀可降低外周血单核细胞 IL�6的表达水平, 而
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IL�6又是强有力的骨吸收因子。也有研究表明, 各种调节骨

代谢中骨吸收的激素和细胞因子均是通过针对 OPG ( Osteo�
protegerin)和 RANKL( receptor activ ator o f nuclear facto r�kB lig�

and)的影响来发挥作用的 [ 7]。OPG是通过和成骨细胞表面

的 RANKL的结合竞争性地抑制 RANKL和 RANK的结合, 从

而抑制成骨细胞对破骨细胞分化和功能的激活, 达到保护骨

组织不被过度吸收的作用。余利鹏等 [ 8]的实验证明,

10- 7 mo l/L和 10- 6 m o l/L的阿托伐他汀可以促进小鼠骨髓来

源的成骨细胞 OPG mRNA水平的高表达,同时抑制成骨细胞

内 RANKL mRNA水平, 而在 10- 8 m o l/L浓度的阿托伐他汀

作用则不明显。

自 1999年 Mundy等 [ 9]发现辛伐他汀的骨形成促进作用

以来, 大量的研究主要集中在对成骨细胞作用机制的研究, 而

辛伐他汀对破骨细胞的作用目前尚不清楚。有研究表明治疗

骨质疏松的药物二磷酸盐, 由于抑制甲羟戊酸代谢途径下游

产物的生成, 使 GTP ( guanosine tr iphosphat)蛋白 ras, rho家族

活化受阻而具有明显的抑制破骨细胞功能的作用 [ 10]。在甲

羟戊酸代谢途径中他汀类药物作为上游途径中 HMG�COA还
原酶抑制剂, 必将影响其下游产物的生成。因此他汀类药物

在促进成骨细胞活性的同时, 可能对破骨细胞也有抑制作用。

G rasser等 [ 11]研究表明洛伐他汀对体外培养新生大鼠破骨细

胞的形成和分化有着明显的抑制作用,并提出洛伐他汀对破

骨细胞的抑制作用是通过关键异戊烯化蛋白的二牛龙牛儿基

丙酮完成的, 并且他汀类药物的骨效应是影响局部破骨细胞

的数量。 von Knoch等 [ 12]报道了大鼠口服 120 mg� kg- 1� d- 1

洛伐他汀可以抑制超高分子量的聚乙烯颗粒诱导的大鼠颅骨

的骨吸收, 并使局部破骨细胞数目减少。本实验数据也验证

了 Grasser和 von Knoch的试验结果。本研究通过建立 PTH rP

诱导的破骨细胞培养体系, 用不同浓度的辛伐他汀干预, 得出

辛伐他汀不仅可以抑制破骨细胞的形成和功能, 且其抑制作

用呈剂量依赖。从而为他汀类药物治疗骨吸收性疾病提供了

实验基础。
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