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!摘要" 目的!

1-*)LPF88

小室内建立体外小鼠成骨
Q

破骨细胞共培养体系"并检测体系对成骨及破骨细胞活性的

影响# 方法! 体外培育小鼠成骨细胞
4&%1%QK#

和小鼠单核巨噬细胞
R=S!<>9?

"

R=:TN

诱导小鼠单核巨噬细胞

R=S!<>9?

分化为成熟破骨细胞后"于
1-*)LPF88

小室内建立成骨
Q

破骨细胞共培养体系# 通过
&&TQ$

实验$茜素红染

色$

1R=I

染色检测细胞的成骨$ 破骨活性# 采用
I&R

$

SFL.F-) U8/.

方法检测成骨细胞
4&%1%QK#

中
,IH

$

=NI

$

R=:TN

$

1HAQV;

的基因表达以及
R=:TN

的蛋白表达"检测破骨细胞
R=:T

$

:AQ!U

的基因表达和蛋白表达#结果!小

鼠成骨细胞
4&%1%QK;

和小鼠破骨细胞可在
1-*)LPF88

小室内建立共培养体系%共培养体系影响小鼠成骨细胞与破骨

细胞的分化活性"镜下可见成骨细胞分化增多"破骨细胞分化稍减少# 共培养体系中成骨细胞基因
,IH

&

"9<@WO9O$

'$

=NI

&

O9#<WO9O#

'较单独培养
,IH

&

#9OOWO9O$

'$

=NI

&

#9O#WO9#<

'表达下降"而
1HAQV#

&

>9>!WO9!#

'$

R=:TN

&

>9#!W#9O>

'

较单独培养组
1HAQV#

&

#9OOWO9#O

'$

R=:TN

&

#9OOWO9OX

'表达上升 %破骨细胞相关
R=:T

&

O9<%WO9O<

'$

:AQ!U

&

O9<>W

O9O$

'基因表达较单独培养组的
R=:T

&

#9OO WO9O$

'$

:AQ!U

&

#9OOWO9OX

'下降"差异均有统计学意义# 同时共培养组的

,IH

&

O9>%WO9O@

'$

:AQ!U

&

O9@XWO9O@

'的蛋白表达较单独培养组的
,IH

&

O9$>WO9O<

'$

:AQ!V

&

#9#%WO9O%

'减少%共培养组

R=:TN

&

O9@>WO9O%

'的蛋白表达则较单独培养组的
R=:TN

&

O9%#WO9O%

'增加"差异有统计学意义"均与基因表达变化趋

势一致#结论!小鼠成骨细胞
4&%1%QK#

和小鼠破骨细胞可在
1-*)LPF88

小室内建立共培养体系"共培养体系中成骨细

胞活性高于破骨细胞活性#

!关键词" 成骨细胞% 破骨细胞% 基因表达

!"#

!

#O9%X<X Y Z9(LL)9;OO%QOO%>9!O;$9O%9O;O
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'

()*+# ,-$. /%.0

'
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'
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'

#7" :6. ;5.0

'

12 :6 45.0

'

<*+= 3%.0 /-6%

'
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'

17" >'5 ?5'

'

6.@ !* 36. -$65A :'B6CDE

F'.D %G "CD-%B6'@5/H

'

D-' <-5C@ *GG5I56D'@ )%HB5D6I %G =$6.09-%$ 7.5J'CH5D& %G K-5.6 !'@5/5.'

'

=$6.09-%$ @;O;OO

'

=$6.0E

@%.0

'

K-5.6

678496:4 "(;/0&*</

!

1/ FL.*V8(L' /L.F/V8*L. /L.F/E8*L. EF88 E/ E28.2-F L[L.F3 () * 1-*)LPF88 E'*3VF-

'

*)B BF.FE. EF88

J(*V(8(.[ /G /L.F/V8*L.L *)B /L.F/E8*L.L () L[L.F39 =/&+->%

!

,L.F/V8*L. 4&%1%QK; *)B 3/2LF 3/)/E[.FL R=S!<>9? PF-F E28\

.(J*.FB () J(.-/9 R=:TN ()B2EFB 3/2LF R=S!<>9? 3/)/E[.FL B(GGF-F).(*.FB ()./ 3*.2-F /L.F/E8*L.L

'

/L.F/V8*L. /L.F/E8*L. EF88

E/ E28.2-F L[L.F3 P*L FL.*V8(L'FB () 1-*)LPF88 E'*3VF-9 &F88 *E.(J(.[ /G /L.F/V8*L.L *)B /L.F/E8*L.L PF-F BF.FE.FB V[ &&TQ$

F]0F-(3F).()C

'

=8(^*-() RFB L.*()()C

'

1R=I L.*()()C9 1'F F]0-FLL(/) /G ,IH

'

=NI

'

R=:TN

'

1HAQV# CF)F *)B R=:TN 0-/\

.F() () /L.F/V8*L. 4&%1%QK# PF-F BF.FE.FB V[ I&R

'

SFL.F-)QU8/. 3F.'/BL9 =8L/

'

.'F F]0-FLL(/) /G R=:T

'

:AQ!U () CF)F

*)B 0-/.F() 8FJF8 () /L.F/E8*L. PF-F 3F*L2-FB .'-/2C' .'F L*3F 3F.'/B -FL0FE.(JF8[9 9/%.)&%

!

1'F E/ E28.2-F L[L.F3 /G 4/2LF

4&%1%QK# EF88L *)B R=S!<>9? EF88 PF-F FL.*V8(L'FB () 1-*)LPF88 E'*3VF-9 &/ E28.2-F L[L.F3 *GGFE.FB EF88 B(J(L(/) *E.(J(.(FL

/G /L.F/V8*L.L *)B /L.F/E8*L.L9 _(GGF-F).(*.(/) /G /L.F/V8*L.L PF-F ()E-F*LFB

'

P'(8F B(GGF-F).(*.(/) /G /L.F/E8*L. B(J(L(/) PF-F

L8(C'. BFE-F*LFB 2)BF- 3(E-/LE/0F /VLF-J*.(/)9 ,IH

%

69<@W696$

&

*)B =NI

%

69#<W696#

&

CF)F F]0-FLL(/) /G E/ E28.2-F L[L.F3

PF-F 8FLL .'*) L()C8F E28.2-F ,IH

%

#966W696$

&

*)B =NI

%

#96#W69#<

&$

1HAQV#

%

>9>!W69!#

&

*)B R=:TN

%

>9#!W#96>

&

/G /L\

.F/V8*L.L () E/ E28.2-F L[L.F3 PF-F '(C'F- .'*) 1HAQV#

%

#966W69#6

&

*)B R=:TN

%

#966W696X

&

2)BF- L()C8F E28.2-F9 `/PFJF-

'

CF)F F]0-FLL(/) /G R=:T

%

69<%W696<

&

*)B :AQ!U

%

69<>W696$

&

() E/ E28.2-F L[L.F3 PF-F BFE-F*LFB .'*) R=:T

%

#966W696$

&
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随着人口老年化! 骨质疏松症的发病率越来越

高! 骨质疏松相关性的病理性骨折的发病率也不断

上升"

;

#

$ 骨组织能维持正常的生理代谢需要破骨细

胞和成骨细胞! 并与骨组织内多种基础细胞相互协

调来完成$其中!破骨细胞主导的骨吸收过程和成骨

细胞参与的骨形成过程尤为关键"

!

#

$ 因此!研究成骨

细胞和破骨细胞的相互作用机制对于探讨骨质疏松

的病理改变有重要意义$ 单独培养的成骨细胞或破

骨细胞的体外研究均有部分局限性! 共培养细胞可

更好地模拟骨组织内环境解决这一问题$ 本实验的

目的是在
1-*)<=>88

小室内建立体外小鼠成骨
?

破骨

细胞共培养体系! 并检测体系对成骨及破骨细胞代

谢的影响$

!

材料与方法

!" !

实验材料和仪器

主要细胞% 小鼠成骨细胞
4&%1%?@;

和小鼠单

核巨噬细胞
ABC!DE5F

$ 仪器和试剂% 超净工作台

&苏州安泰空气技术有限公司'! 荧光定量
G&A

仪

BHIFJ66

&美国
B008(>K H(/<L<.>3<

'!

D

孔
1-*)<=>88

小室&美国
&/-)()M

公司'!胰蛋白酶&美国
N(OP/

公

司'!

Q4@4

细胞高糖培养基 &美国
N(OP/

公司'!重

组小鼠
AB:RS

试剂&

T()/O(/8/M(U

公司'!胎牛血清

&澳洲
N(OP/

公司'!

1ABG

染色试剂盒 &美国
T(M3*

公司'!茜素红染色试剂盒&美国
T(M3*

公司'$

!" #

小鼠成骨细胞
4&%1%?@;

的培养

使用购买的小鼠成骨细胞
4&%1%?@;

! 将刚运

输回培养基较满的培养瓶于孵箱内孵育
"9J '

!使用

乙醇清洁无菌工作台后! 放入含有小鼠成骨细胞

4&%1%?@;

的培养瓶!完全弃去其中液体后!给予更

换
E 38

含有胎牛血清的培养基!进行细胞培养$ 每

瓶细胞培养
%VE K

!更换培养基$ 当培养瓶中的细胞

覆盖率为
$"WVX6W

时!进行细胞传代!将原有培养

基完全吸掉!加入
#V! 38

的
GHT

溶液彻底清洗$ 之

后加入
# 38

含胰蛋白酶&含
69!JW@Q1B

'进行适度

消化约
% 3()

$期间于显微镜下密切观察细胞形态改

变!当细胞立体性增强或体积变化为圆形明显时候!

加入含血清的培养基终止消化$ 之后用移液枪反复

吹打并收集细胞$ 将细胞悬浮液吸入
#J 38

的小型

离心管内!

# 666 - Y 3()

速度离心
J 3()

! 可见细胞沉

淀$ 此时洗掉上清液!加
! 38

培养基重悬细胞!通过

细胞计数器计算细胞密度! 经台盼蓝检测细胞活性

后! 适度接种于更多培养瓶或者
D

孔板内进行培养

观察$

!" $

小鼠单核巨噬细胞
ABC!DE5F

的培养及破骨

分化诱导

使用购买的小鼠单核巨噬细胞
ABC!DE5F

!此

细胞特点在于容易老化!生长迅速!需要生长空间$

故相较于小鼠成骨
4&%1%?@;

的培养! 此细胞根据

显微镜观测其密度!当部分细胞不再为圆形!而出现

梭形时!应及时传代予其更多空间$细胞传代方法与

小鼠成骨
4&%1%?@;

相同! 但当细胞贴壁明显难以

消化时!需酌情增加细胞消化时间并反复吹打$每瓶

细胞给予更换
E 38

含有胎牛血清的培养基!进行细

胞培养$ 每瓶细胞培养
;V! K

后更换培养基$

ABC!DE5F

细胞的破骨诱导培养通过核因子
!H

受体活化因子配体&

AB:RS

'来实现!

AB:RS

可以

在
ABC!DE5F

细胞表面!与细胞核因子
!H

受体活化

因子&

AB:R

'相互结合!经肿瘤坏死因子受体连接

因子&

1ABZ

'介导!完成破骨细胞分化$ 本部分实验

在适度获得表型良好的
ABC!DE5F

细胞后! 更换含

有
J" )M [ 38 AB:RS

的培养基进行诱导!诱导第
%

天

可出现
!V%

核破骨细胞样改变! 之后通过
1ABG

染

色鉴定$

!" %

小鼠成骨
?

破骨细胞共培养体系建立

本实验主要使用
1-*)<=>88

小室完成细胞共培

养体系的建立$ 充分
GHT

清洗后!胰酶适度消化后

将小鼠成骨细胞
4&%1%?@;

!以
J\ """ [

个密度接种

于
D

孔
1-*)<=>88

小室的下培养室内进行培养(胰酶

适度消化后将小鼠
ABC!DE5F

细胞!以
;" """ [

个密

度接种在另置于
D

孔板上的
1-*)<=>88

上培养室内

进行培养&图
;

!

1-*)<=>88

小室'$ 待细胞贴壁后!更

换含有诱导因子&

J" )M [ 38

的
AB:RS

'的培养基进

行培养!诱导
% K

后将铺有
AB:RS

诱导的
ABC!DE5F

细胞的
1-*)<=>88

上培养室移回铺有
4&%1%?@;

细

胞的
D

孔
1-*)<=>88

板内! 共培养
F K

后进行鉴定和

检测$ 细胞接种前需经过台盼蓝检测溶液测试证实

*)K :Z?!H

&

;5""]696X

'!

() <()M8> P28.2->

!

*)K '*K <(M)(^(P*). K(^^>->)P><5 T(3(8*-8L

!

0-/.>() >U0-><<(/) /^ ,GN

&

"5E%]"5"J

'

*)K :Z?!H

&

"5JX]"5"J

'

/^ P/ P28.2-> <L<.>3 =>-> 8><< .'*) ,GN

&

"5$E]"5"D

'

*)K :Z?!H

&

;5;%]"5"%

'

/^ <()M8> P28.2->5 C'(8>

AB:RS 0-/.>() >U0-><<(/)

&

"5JE]"5"%

'

/^ P/ P28.2-> <L<.>3 =*< 3/-> .'*) <()M8> P28.2-> AB:RS

&

"5%;]"5"%

'!

*)K '*K <.*.(<_

.(P*88L K(^^>->)P><

!

='(P' =*< () *M->>3>). /^ .'> .->)K /^ M>)> >U0-><<(/) P'*)M>5 &'()*+,-'(

%

&/ P28.2-> <L<.>3 /^ 3/2<>

4&%1%?@; P>88< *)K ABC!DE5F P>88 =*< `(*O8> () 1-*)<=>88 P'*3O>-

!

*)K .'> *P.(`(.L /^ /<.>/O8*<.< (< '(M'>- .'*) /<.>/P8*<.<

() P/ P28.2-> <L<.>35

./012345 ,<.>/O8*<.

(

,<.>/P8*<.

(

N>)> >U0-><<(/)

a'/)MM2/ N2 !'*)M [ &'()* + ,-.'/0 1-*23*

!

!";$

!
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&

%

'%

!E;?!EF ===5bMM<bb5P/3
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图
! 1-*);<=88

小室
!"# 1-*);<=88

小室的原理图
!$

!

!%# 1-*);<=88

小室的外观图

&'(#! 1-*);<=88 >'*3?=- !"# @>'=3*.(> A(*B-*3 /C .-*);<=88 >'*3?=- !$

!

!%# D00=*-*)>= A-*<()B /C .-*);<=88 >'*3?=-

表
! )*+

实验引物设计选择

,"$#! -./'(0 12 34'5.4/ 214 )*+ .63.4'5.07

基因名称
E=)= FG

引物序列!

H

"

I%

"# 扩增长度!

?0

#

J/-<*-A

$

DEE1&EE1E1EDD&EED111E

K=L=-;=

$

1E1DED&&D1E1DE11EDEE1D

J/-<*-A

$

&1&&&E1EE&11&1DE1E&

K=L=-;=

$

E&&11DE111EED&DEED1&1E

J/-<*-A

$

EDEE1&1&1EEEEE1D&&D1

K=L=-;=

$

DDEE&1E&&1EED1&D&11&

J/-<*-A

$

1EEE1ED1111&1111EE1EEE

K=L=-;=

$

&&DDEDD&&DE1E&1&E1ED

J/-<*-A

$

DEE&1EEE&&DDED1&1&1D

K=L=-;=

$

E1&1E1DEE1D&E&11&&&E

J/-<*-A

$

&&DD&1&1111E1E&&DEDED

K=L=-;=

$

EE&1D&D11EE1E11EDE&1111

J/-<*-A

$

&&&11E&&&1ED&&D&1&11

K=L=-;=

$

DEE1DD&E&&&11&&1&D&

EDMGN

1EJI?O

:JI!PO

KD:Q

KD:QR

DRM

,ME !"S!O$!

OOTUS

!OVU%

!OV%U

O$6%%

!O$6%

OUU%% O!%

O%%

$V

V%

O%6

OO6

OH6

!"

!# !$

其活性高于
VHW

%称取台盼蓝粉剂
"9U B

%融入
O"" 38

MP@

溶液内溶解!最终浓度
"9UW

#%室温条件下内放

置配合细胞悬浮液检测细胞活性&

!# 8

观察项目与方法

!# 8# !

成骨细胞活性检测 使用
&&QI$

实验检测

成骨细胞活性$在成骨
I

破骨共培养
S A

后于铺有成

骨细胞的
1-*);<=88

小室下室中加入
O" "8 &&QI$

溶液 %孵箱中继续孵育
U '

后使用移液枪吸取

!"" "8

溶解后的溶液加入
VT

孔细胞培养板内%适度

震荡后减少每孔内的气泡数量% 如有明显气泡产生

则使用枪头或者针头挑破%在酶标仪上于
UH" )3

波

长处测定各孔吸光度度% 每样本重复测量
%

次取平

均值&

茜素红染色检测成骨细胞成骨结节大小$ 在共

培养
S A

后% 充分吸取
1-*);<=88

小室下室中的细胞

培养液%使用
MP@

溶液充分清洗
%

次后%使用
UW

多

聚甲醛固定细胞蛋白
OH 3()

%使用蒸馏水浸洗%放入

茜素红染色液
HX#6 3()

后染色充分后%再次使用蒸

馏水浸洗%于光镜下观察拍照&

!# 8# 9

破骨细胞活性检测
1KDM

染色检测诱导

后
KDY!TU9S

细胞的破骨分化程度$ 在共培养
% A

后%用柠檬酸盐
Z

丙酮溶液固定细胞
%" ;

%之后将细

胞放置于在以萘酚
D@IPF

磷酸盐作为底物的孵育液

中
%" [&

孵育
O '

%之后蒸馏水洗细胞
%

次%并用苏

木素复染
! 3()

%干燥后用二甲苯透明%自然晾干%甘

油明胶封片% 显微镜观察
1KDM

阳性多核破骨细胞

!

!%

个核#&

!# 8# :

成骨细胞及破骨细胞基因及蛋白表达检测

本实验部分对共培养体系中的小鼠成骨细胞

4&%1%I\O

细胞的
,ME

'

1EJI?O

'

DRM

'

KD:QR

基

因%以及破骨细胞的
KD:Q

和
:JI!P

基因%采用多

聚酶链式反应 !

M&K

# 来体外特异性扩增
>G:D

%

]K1IM&K

的方法检测其
3K:D

的表达情况%并与单

独培养的
4&%1%I\O

细胞和破骨细胞基因表达情况

相对比%结果见表
O

&

对共培养体系中的小鼠成骨细胞
4&%1%I\O

的

!U%

" "
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图
!

小鼠成骨细胞
4&%1%;<#

示细

胞形态不一!多数呈梭形分布

!"# =>66 !$# =!66

%&'#! ,?.@/A8*?. 4&%1% ;<> () -*.?

?'/B@C D/-3*.(/) /D E@88 B@-@ (--@F28*-

*)C 8*-F@ )23A@- /D @G0-@??@C ?0()C8@

C(?.-(A2.(/) !"# =>"" !$# =!""

图
(

经
HI:JK

诱导后小鼠
HIL!MN9O

细胞破骨分化形态 "

=!66

#

("#

诱导第
!

天

示细胞贴壁
($#

诱导第
%

天示细胞呈较大的菌落状
()#

诱导第
N

天示部分细胞形

状开始改变
(*#

诱导第
P

天示部分细胞融合成
!

核或
%

核细胞

%&'#( Q(DD@-@).(*.@C 3/-0'/8/FR /D /?.@/E8*?. /D HI:JK;()C2E@C 3/2?@ HIL!MN9O

"

=!66

.(3@?

$

("# &@88 *..*E'3@). /) .'@ ?@E/)C C*R /D ()C2E@C ($# &@88 ?'/B@C 8*-F@ E/8/)R

?'*0@ ()C2E@C D/- .'-@@ C*R? ()# &@88 D/-3*.(/) .2-)@C ./ E'*)F@ /) .'@ D/-.' C*R *D.@- ()S

C2E@ (*# T*-.(*8 E@88 D2?@ ()./ .B/ /- .'-@@ )2E8@*- E@88? /) .'@ D(D.' C*R *D.@- ()C2E@

'"'(

,TU

%

HI:JK

蛋白表达!以及破骨细胞的
:V ;!W

蛋

白表达!用
L@?.@-);W8/.

方法检测表达及变化情况&

+# ,

统计学处理

采用
XTXX!!9"

统计软件进行统计分析&

T&H

%

L@?.@-);W8/.

检测的
,TU

%

1UV;A>

%

IKT

%

:V;!W

基

因等计量资料结果以均数
Y

标准差"!

!

!"

$表示!不同

组间结果比较采用独立样本
#

检验& 以
$Z696P

为差

异有统计学意义&

!

结果

!# +

小鼠成骨细胞
4&%1%;<#

的培养及形态

购买的小鼠成骨细胞
4&%1%;<#

来自
W*#A [ &

乳鼠!经过高糖培养基培养后!其形态特点具有一般

成骨细胞的形态特征'细胞形态拉长延伸!多数呈梭

形!细胞两端尖端形态或者多尖端形态分布!原始骨

细胞的圆形形态不再明显!

4&%1%;<>

细胞可呈有

序分布%旋涡状分布或者集落性分布&培养过程中调

整培养密度使其形态特点明显"图
!

$&

!# !

小鼠破骨细胞的培养及形态

小鼠
HIL!MN5O

细胞经过
HI:JK

诱导分化

后! 表现出不同的形态特征& 如图
%

所示! 原始

HIL!MN5O

细胞呈单核巨噬细胞样改变! 小而呈圆

形!增殖能力较强& 随着
HI:JK

诱导破骨分化培养

基的加入!细胞逐渐呈不规则形态!外表有少许凸起

呈三角形或正方形&诱导破骨分化第
!

天开始!明显

观察到诱导后的
HIL!MN5O

细胞因其增殖力强!呈

较大的菌落状分布( 诱导后的
HIL!MN5O

细胞逐渐

延伸!呈不规则形态!较多细胞呈梭形!有些细胞融

合成较大的
!

核或
%

核细胞!呈破骨细胞样改变&

!# (

小鼠成骨
;

破骨共培养体系的建立

本实验建立了小鼠成骨细胞
4&%1%;<>

和小鼠

破骨细胞)由
HI:JK

诱导
HIL!MN5O

细胞形成$的

共培养体系! 光镜下显示小鼠成骨细胞
4&%1%;<>

!NN

" "



!"#$ !"#$% %&' %#(' %) &'()* + ,-.'/0 1-*23*

!

4*-5!6#$

!

7/89%#

!

:/5%

!"

!# !$

%&

图
!

小鼠成骨
;

破骨细胞共培养形态 !

<="

"

!"

!

!#$

共培养第
>

天的成骨细胞和破骨

细胞均正常贴壁
!%

!

!&$

共培养第
?

天的成骨细胞和破骨细胞形态正常#成骨细胞分化

生长明显#破骨细胞数量稍减少

'()$! 4/-0'/8/@A /B.C/D8*B. /B.C/E8*B. EC88 E/ E28.2-C BAB.C3

!

<=6

"

!"

!

!#$ ,B.C/D8*B. *)F

/B.C/E8*B. /) .'C G(-B. F*A *G.C- E/ E28.2-C B'/HCF )/-3*8 EC88 *..*E'3C). !%

!

!&$ ,) .'C G/-.'

F*A *G.C- E/ E28.2-C B'/HCF G/-3*.(/) /G /B.C/D8*B. *)F /B.C/E8*B. HC-C )/-3*8

#

@-/H.' *)F F(GI

GC-C).(*.(/) /G /B.C/D8*B. /DJ(/2B8A

#

)23DC- /G /B.C/E8*B. FCE-C*BCF

图
*

共培养体系中染色的成骨细胞及破骨

细胞 !

<!K"

"

*"$

共培养体系中成骨细胞茜

素红染色 # 存在成骨细胞
*#$

破骨细胞

1LMN

染色形态#部细胞有多个细胞核#呈空

泡状改变

'()$* ,B.C/D8*B.B *)F /B.C/E8*B.B /G E/ E28.2-C

BAB.C3

!

<!KK

"

*"$ M8(O*-() LCF B.*()()@ /G /BI

.C/D8*B.B CP(B. /B.C/D8*B.B () E/ E28.2-C BAB.C3

*#$ Q/-3*.(/) /G 1LMN B.*()()@ /G /B.C/E8*B.B ()

E/ E28.2-C BAB.C3 *)F B/3C EC88B '*F 328.(08C

)2E8C*- H(.' J*E2/8*- E'*)@C

'"

()

细胞形态良好# 符合一般单独培养的
4&%1%;R>

细

胞形态特征#破骨细胞在共培养体中系亦是如此$共

培养期间# 成骨细胞分化效果明显# 细胞呈饱满梭

形 % 三 角 形 % 鳞 片 形 # 部 分 细 胞 浆 内 有

空泡&破骨细胞数量稍有减少#集落分布增强!图
?

"$

+$ !

小鼠成骨
;

破骨共培养体系的成骨活性及破骨

活性的鉴定

&&S;$

检测结果显示'小鼠成骨细胞培养液体

吸光度为
K9T>=

%

K9TUK

%

K9UV=

%

K9T#V

%

K9U?=

%

K9T$=

#均

值为
K9T$$WK9KU>

#提示成骨细胞其活性较好 $ 茜素

红染色结果显示#

4&%1%;R>

细胞可形成深色茜素

红染色改变#存在成骨活性$

1LMN

染色结果显示#

LMX!T?9U

细胞可诱导分化为较为成熟的破骨细

胞#含有多个细胞核#呈空泡状改变!图
=

"$

+$ *

小鼠成骨
;

破骨共培养体系的基因表达检测

共培养体系中成骨细胞基因
,NY

!

K9T=WK9K$

"%

MZN

!

K9>TWK9K>

"较单独培养
,NY

!

>9KKWK9K$

"%

MZN

!

>9K>WK9>T

"表达下降#而
1YQ;D>

!

?9?!WK9!>

"%

LM:I

SZ

!

?9>!W>9K?

"较单独培养组
1YQ;D>

!

>9KKWK9>K

"%

LM:SZ

!

>9KKWK9KV

"表达上升&破骨细胞相关
LM:S

!

K9T%WK9KT

"%

:Q;![

!

K9T?WK9K$

"基因表达较单独培

养组的
LM:S

!

>9KKWK9K$

"%

:Q;![

!

>9KKWK9KV

"下降$

结果见表
!

$

+$ ,

小鼠成骨
;

破骨共培养体系的蛋白表达检测

对共培养体系中小鼠成骨细胞的
,NY

%

LM:SZ

蛋白表达#以及破骨细胞的
:Q;![

蛋白表达进行检

测#与单独培养的成骨细胞和破骨细胞作比较$共培

养组的
,NY

!

K9?%WK9K=

"%

:Q;![

!

K9=VWK9K=

"的蛋白

表达较单独培养组的
,NY

!

K9$? WK9KT

"%

:Q ;![

!

>9>%WK9K%

"表达减少&共培养组
LM:SZ

!

K9=?WK9K%

"

的蛋白表达则较单独培养组的
LM:SZ

!

K9%>WK9K%

"

表达增加$ 结果见表
%

$

!?=

" "
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表
!

成骨
"

破骨共培养体系中细胞的
#$%"&'$

结果!!

!

!"

"

%()*! #$%+&'$ ,-./01. 23 2.1-2)0(. 2.1-240(.1 4-00 42

4/01/,- .5.1-6

!!

!

!"

"

表
7

小鼠成骨
"

破骨共培养体系中细胞的
8-.1-,9":021

结果!!

!

!"

"

%();7 8-.1-,9":021 ,-./01. 23 2.1-2)0(.1 2.1-240(.1 4-00 42

4/01/,- .5.1-6

!!

!

!"

"

基因 单独培养组 共培养组
#

值
$

值

,;< =5"">"5"$ "5?@>"5"$ "5""% !"5!==

AB:CD =5"">"5"E F9#!>#96F 6966G H!%5!=%

BD; =5"=>"5=? "5=?>"5"= "5""= G@5@!!

1<IJK= =966>69=6 F9F!>69!= 69666 JF!9F$G

AB:C =966>696$ 69?%>696? 6966% !!9EF?

:IJ!L =966>696E 69?F>696$ 6966G !@9%=!

目的蛋白 单独培养组 共培养组
#

值
$

值

,;< 69$F>696? 69F%>696@ 6966= %6966E

AB:CD 69%=>696% 69@F>696% 6966= J==9%?@

:IJ!L =9=%>696% 69@E>696@ 69666 !F9%!@

7

讨论

7; <

建立成骨破骨细胞共育体系的意义

骨质疏松容易引起骨质疏松相关的病理性骨

折#容易造成老年人正常活动受限$增加致残率和死

亡率的常见疾病%

%

&

' 健康骨质的生理性功能维持需

要破骨细胞和成骨细胞# 并与骨组织内多种基础细

胞相互协调来完成(因而#建立多种细胞共同培养的

体系对于后续病理机制实验$ 药物实验等具有重要

意义(目前已有多项实验针对成骨
J

破骨细胞共培养

进行#比如人的骨髓干细胞及关节软骨细胞共培

养 %

F

&

$小鼠颅骨成骨细胞与骨髓巨噬细胞共培养 %

@

&

$

肺癌细胞与骨髓干细胞共培养 %

?

&

$动物脂肪细胞及

肌肉细胞共培养%

G

&等( 但关于成骨细胞与破骨细胞

共培养的文献有限# 在参考了多数采用共培养方法

用于体外骨生理学研究的文献以及目前常用于实验

研究的成骨类细胞和破骨类细胞的种类后%

$J=6

&

#本实

验采用了小鼠的成骨细胞系细胞
4&%1%JM=

和经

AB:CD

破 骨 诱 导 后 的 小 鼠 单 核 巨 噬 细 胞

ABN!?F5G

# 通过
1-*)OPQ88

小室于体外共培育建立

共育体系( 该体系更好地模拟了成骨细胞及破骨细

胞在体内共同生长$相互影响#为以后研究骨质疏松

的机理提供了一个良好的基础(

7; ! 1-*)OPQ88

小室内建立成骨破骨细胞共育体系

本部分实验采用的
4&%1%JM=

细胞属于成骨细

胞前体细胞# 在成骨分化过程中可逐步表现出成骨

细胞的形态功能特点)

ABN!?F5G

细胞属于同骨组

织内破骨细胞相同起源的骨髓
J

巨噬细胞#也经常于

文献中应用# 通过
AB:CD

诱导来体外模拟破骨细

胞(

1-*)OPQ88

小室是常应用于组织工程学和细胞学

的非直接接触性细胞培养膜# 可以较好地模拟体内

多种细胞共存培养的条件( 本部分共培养实验的科

学性体现在*!

=

"采用文献常用的具有代表性的成骨

细胞
4&%1%JM=

及
ABN!?F5G

来诱导破骨细胞#这

!

种细胞具有增值快+细胞表型稳定$易培养检测的

特点)!

!

"

1-*)OPQ88

小室作为一种细胞支架# 通透性

较好#常用于组织学实验#细胞间多种通信方式得以

保存)!

%

"由于单独培养的成骨细胞或破骨细胞的体

外研究均有部分局限性# 共培养细胞可更好地模拟

骨组织内环境来解决这一问题(以上特点说明#本部

分实验能够较好模拟体内成骨
J

破骨共培养环境(另

外#本部分结果通过
&&CJ$

方法显示了共培养体系

内成骨细胞活性较好# 通过茜素红染色证实共培养

体系中成骨细胞的成骨分化改变明显# 通过
1AB;

染色显示破骨细胞在共培养过程中同样表现明显的

破骨细胞改变# 以上结果更加证实了实验设计的科

学性(

7; 7

共培养体系内成骨破骨细胞活性相互影响

以往研究发现共培养的细胞会影响相互之间的

活性 %

F

#

?

&

#本研究结果显示成骨
J

破骨细胞共培养可

影响成骨细胞与破骨细胞生理活性的关联性( 镜下

观察发现成骨细胞生长分化要多于破骨细胞# 在共

培养体系中成骨细胞的
,;<

基因和蛋白表达#以及

破骨细胞的
:IJ!L

基因和蛋白表达均有下降( 同

时#成骨细胞的
BD;

基因#破骨细胞的
AB:C

基因

表达亦下降#但成骨细胞的
1<IJK=

$

AB:CD

基因表

达显示为上升且较单独培养时明显上升( 以往研究

发现成骨细胞活性增强时#

,;<

蛋白表达增多%

==

&

(以

上结果说明了共培养体系中成骨细胞活性增强#破

骨细胞活性减弱# 这一点提示了成骨细胞和破骨细

胞间相互通信作用的存在(总的来说#可能存在以下

原因*!

=

"共培养整合了成骨细胞和破骨细胞共培

养#虽然成骨细胞总数增多#破骨细胞总数稍减#但

其各自功能表达受到细胞间通信作用的影响# 并不

是所有成骨细胞相关的基因表达均上升)!

!

"成骨细

胞数量增多后可能存在同种细胞间接触性抑制的作

用# 可能导致上述结果的发生)!

%

"

4&%1%JM=

细胞

和诱导后的
ABN!?F5G

细胞属于多代复制的细胞

系# 其功能调控结构可能与实际中细胞通信有所差

别( 而
4&%1%JM=

和
ABN!?F5G

作为体外诱导后的

成骨
J

破骨细胞#其细胞间通信机制可能与已知的不

尽相同( 其中的具体机制有待进一步研究发现(

总之# 小鼠成骨细胞
4&%1%JM=

和小鼠破骨细

!F?

" "
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胞可在
1-*);<=88

小室内建立共培养体系!共培养体

系中成骨细胞及破骨细胞活性相互影响! 表现为成

骨细胞活性增强!破骨细胞活性减弱"
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