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破骨细胞是人体生理性骨重建和病理性骨破坏过程中

高度特异性且唯一具有骨质吸收功能的多核巨细胞!来源于
骨髓单核巨噬细胞系" 破骨细胞在骨发育#骨形成#骨吸收和
骨量的调节方面起着关键作用" 到目前为止!虽然还没有建
立成熟的破骨细胞株!但近年来随着对破骨细胞分化调控机
制的深入认识! 破骨细胞的体外培养基础研究进展迅速!其
前体细胞株已建立!需要进一步诱导分化" 获得纯度高#分化
程度好#有骨吸收功能的破骨细胞非常重要" 所以!无论从功
能学还是形态学的观察角度分析!成熟的破骨细胞鉴定尤为
重要" 本课题组应用多种方法客观地综合比较#探讨!期望扬
长避短!找到经济#有效#快捷的鉴定方法!为破骨细胞的体
外功能研究奠定基础"

! 材料和方法
!"! 试剂及仪器
小鼠破骨前体细胞 !"#$%&’($")**%&抗酒石酸酸性磷

酸酶$)!"+%染色试剂盒$,-./0 公司%&1232 培养基$美国

4-567 公司%&胎牛血清$杭州四季青公司%&879/0:;:; 型 *<$

培养箱$美国%&倒置相差显微镜 *=!&;$<>?/@AB 公司%&扫描
电子显微镜&透射电子显微镜&超净工作台$上海博讯实业有
限公司%& 小鼠重组细胞核因子 CD 体活化因子配基$B!"E"
=F%$,-./0 公司%&超纯水仪$3>-G:H2->>I4D!法国 2->-@7 二公
司%&座式自动电热压力蒸气灭菌器$J1KL:MDN 型!上海%&电
了分析天平$D+$$;,!美国%&低温高速离心机$O*L:P;Q!!中
国%"

!"# 骨磨片的制备
取新鲜牛股骨! 用技工打磨机将骨皮质分切成约 %//!

%// 大小!厚约 $PP!/ 的骨片!再用金刚砂石将骨片磨至约
;P!/!蒸馏水清洗后浸泡于 1232 培养基$含 ;/.R/F 氨苄
青霉素#;/.R/F链霉素%中备用" 破骨细胞与骨磨片共培养!
取 $& 孔培养板!每孔加入 ;/F 完全 1232 培养液!再放入 ;
个骨磨片!置 :(##MS *<$培养箱中孵育 ;T!加入 !"#$%&’(

细胞悬液!每孔加 P’M/F!继续培养"
!"$ %&’#()"* 的培养和诱导分化
将 !"#$%&’( 复苏后!应用高糖 1232 进行培养!每隔

$$:U 细胞换液一次!换液之前观察细胞形态#贴壁和生长情
况"($;PU细胞铺满!贴壁完好!即可进行传代"当传代至所需的
细胞数量后!将细胞以 M!;P&R孔接种在 V%孔板!单独培养和与
骨磨片共培养! 并取小鼠重组 B!"E=F因子以 ;PPW.R/F的浓
度诱导 ;PU后!分别进行观察和鉴定"
!") %&’#()"* 单独培养诱导后的破骨细胞形态观察
直接用倒置相差显微镜观察活细胞! 比较细胞形态和数

量的变化&其次!通过普通常规的组织学 O3 染色和甲苯胺蓝
染色后细胞观察&最后!按照 )!"+ 染色试剂盒的说明对诱导
前后的细胞形态观察"

!"+ %&’#()"* 与骨磨片共培养诱导后的破骨细胞鉴定
采取以下方式进行破骨细胞鉴定’" 诱导前后无需染色

直接观察&# 诱导前后通过普通 O3 染色后细胞观察&$ 诱
导前后通过甲苯胺蓝特殊染色细胞观察&% 诱导前后通过扫
描电镜细胞观察! 把生长有破骨细胞的骨片以 P’$MS氢氧化
铵超声处理 ;M/-W!清除骨片上的破骨细胞!然后以 $’MS戊
二醛固定!再经 ;S锇酸固定!乙醇系列脱水!醋酸异戊酯置
换乙醇!*<$临界点干燥!镀金!观察并摄片"

# 结果与分析
#"! 单独培养诱导前后破骨细胞形态学观察
倒置相差显微镜观察 !"#$%&’(细胞的一般特点!复苏后

($;PU细胞形态呈星形#圆形或不规则形!细胞核 ;$$个!诱导
;PU后!细胞体积增大!细胞的外形仍然呈不规则形!但圆形细
胞基本消失!细胞核为多个$图 ;和图 $%"通过常规 O3染色和
特殊甲苯胺蓝染色后观察!发现细胞形态发生了变化!细胞核
的着色不清!细胞核与细胞质的界限不清楚!最终导致诱导后
细胞观察不明显" 但是!通过 )!"+染色后!随着诱导时间的延
长!细胞的体积变大!细胞核清楚!数量增多$图 :%"

图 $ %&,-. 诱导 %&’#()"*细胞后的
/%&0 染色

123" $ &4567 289:;283 %&’#()"* ;6<<=
/%&0 >5?28283 >@AB> C?5:76 A>56A;<?>5

图 ! 复苏后的 %&’#()"* 细胞
123" ! %&’#()"* ;6<< >@?D6

2> >5?7<2E6

图 # %&,-. 诱导 %&’#()"*
细胞 !F9 后

123" # &4567 289:;283 %&’#()"*
;6<< 4A7 !F 9?G>

研究论文!&752;<6>"

科技导报 #F!F##H!!" )+

C M Y K



!"! 共培养诱导前后破骨细胞形态学观察
!"!"# 诱导前后无需染色直接观察
诱导前对共培养过程中的贴附骨磨片生长的破骨前体

细胞!附着在骨磨片上!细胞形态各异"大小不等!密度较高
的是尚未分化为成熟破骨细胞的前体细胞!以至于骨磨片被
覆盖!骨单位等结构不是很清楚#图 !$% 通过对骨磨片 "#$%&
氢氧化铵处理后!无需染色直接进行观察!骨单位结构清楚!
骨陷窝明显!并且能够看到吸收陷窝的结构!但特异性不强
&图 %$%

!"!"! 诱导后通过普通 $% 染色和甲苯胺蓝特殊染色后形
态观察

’( 染色属于组织学普通染色!细胞被染色后!细胞核呈
紫蓝色!细胞质为粉红色!中央管和骨陷窝包括骨吸收陷窝
被苏木精或者是伊红这些染料所填充表现出紫色或者是红

色&图 )$%而甲苯胺蓝属特殊染色!也是一种非常简单易行的
方法!最终目的也是将甲苯胺蓝这种染料填充于这些空隙之
间!使中央管和骨陷窝包括骨吸收陷窝呈现淡蓝色&图 *$%

!&!&’ 诱导后通过扫描电镜细胞观察
通过扫描电镜观察!细胞边缘呈指状’刺状或不规则的

突起!外形不规则!细胞密度较低是已分化成熟的破骨细胞!

能够形成吸收陷窝&图 +$( 去除骨片表面的细胞再次进行观
察!吸收陷窝边界清楚&图 ,$(

’ 讨论
破骨细胞是负责骨吸收功能的细胞( 其前体细胞受多种

基因调控的细胞因子直接或间接刺激作用!经增殖’分化’生
存与融合发育为多核成熟的破骨细胞( 但到目前为止!还没
有成熟的破骨细胞株 ! 原代培养比较困难 ( 破骨样细胞

-./$)!#*是小鼠源性破骨前体细胞!来自 .012345 小鼠白血
病病毒所致的肿瘤!被认为代表了早期分化阶段的破骨前身
细胞 678( 所以!想要获得相当数量和纯度的破骨细胞!就需将

-./$)!#* 细胞进一步诱导分化( ’39 等 6$8报道!仅 3-.:;<
即可诱导 -./$)!#*细胞成为成熟的破骨细胞(因此!本课题
组选用 3-.:;< 进行单独诱导( 目前对破骨细胞的研究比较
多!但对分化过程的各个阶段仍不确定 6=>%8( 也有部分国内外
专家认为!破骨细胞和成骨细胞是一对相互依存’相互作用
的细胞!可进行联合培养!?@A@B@3BC 等 6)8’D@5EF@ 等 6*8先后进行

了联合培养!结果均表明联合培养后的破骨细胞和成骨细胞
分泌的细胞因子可以相互作用!促进双方的生长( 但是!分离
纯化应用却显得较为困难( 基于此!本课题小组应用较为经
济’适用的 3-.:;<单独诱导!并对 -./$)!#* 诱导后的鉴定
方法进行了实验性探讨(
本课题小组主要进行了形态学和功能学两方面鉴定和检

测!形态学方面的单独培养’诱导分化鉴定包括 ’( 染色’甲
苯胺蓝染色’?-.G 染色!而功能学指的是对骨的吸收后骨吸
收陷窝的观察!实质也是形态学观察!但需要与骨片共培养(
共培养诱导后进行 ’( 染色’甲苯胺蓝染色和扫描电镜观察(
’( 染色是一种形态学常规染色法! 是由苏木精和伊红两种
染料将细胞核与细胞质着色的一种方法!在组织学上被广泛
使用!但相对来说特异性较差( 而甲苯胺蓝染色法是一种特
殊染色方法!虽然特殊!但经过试验发现!甲苯胺蓝染色法并
不适用于 -./$)!#* 细胞的鉴定( ?-.G 染色是一种特异性
较强染色法(

图 ( )&!(*氢氧化铵
处理后的骨片

+,-& ( ./012 3145,6- 7,08 9:
;&!(* 4<<=6,>< 8:32=?,31

图 @ A.B!C@DE 细胞与骨磨
片共培养

+,-& @ F=GH>50>21I
A.B!C@&E H155 H=8121 =6

081 9=61 J1H0,=6

图 E A.KLM 诱导 A.B!C@&E
细胞后的甲苯胺蓝染色

+,-& E ./012 ,63>H,6-
A.B!C@&E H155N O=5>,3,61

P5>1 J04,6,6- J8=7J
$=7J8,QRJ 54H>64

图 C A.KLM 诱导 A.B!C@SE
细胞后的 $% 染色

+,-S C ./012 ,63>H,6- A.B!C@SE
H155N $% J04,6,6- J8=7J

$=7J8,QTJ 54H>64

图 U A.KLM 诱导 A.B!C@&E
细胞后电镜观察到的吸收陷窝

+,-& U ./012 ,63>H,6-
A.B!C@&E H155N =9J12V1
$=7J8,QTJ 54H>64 9:

JH466,6- 151H02=6 <,H2=JH=Q1

图 W 电镜观察残留在骨片上
的 A.B!C@SE 细胞

+,-S W A.B!C@SE H155
21<4,6J =6 081 9=61 J1H0,=6

9: JH466,6- 151H02=6
<,H2=JH=Q1

研究论文!.20,H51J"

@C 科技导报 !)#)#!W!#"

C M Y K



! 结论
通过综合评价分析!随着诱导时间的延长!多核细胞越

明显!骨吸收陷窝越明显"各种方法基本可鉴定!!" 染色#甲
苯胺蓝染色鉴定简单但主观性比较强!结果不可靠"扫描电
镜鉴定准确但操作繁琐"#$%& 染色价格较昂贵但结果特异
性强#结果准确$ 本研究结果表明!从形态学角度鉴定 #$%&
染色为最优"从功能学角度鉴定扫描电镜为较好!但也可在
高倍光镜下观察!效果较好$通过对 $%’()*+,细胞的诱导分
化和鉴定!本课题小组成功诱导出成熟的破骨细胞!并对破
骨细胞的形态特征%数量及的吸收功能进行了观察!为进一
步研究影响破骨细胞功能打下了一定的基础&
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