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从人骨巨细胞瘤组织中纯化破骨细胞的简单方法

王运林*刘晓晴夏秦官玉红

(华中科技大学同济医学院附属同济医院老年科，武汉 430030)

摘要 利用破骨细胞贴壁快以及耐膜蛋白酶地特性，采用 0.25% 脆蛋白略和 0.2% 1 型胶

原晦来分离纯化骨巨细胞中的破骨细胞，即得到破骨细胞，并进行细胞学和分子生物学鉴定，包

括抗洒石酸酸性磷酸晦染色和 HE 染色，并采用 RT-PCR反应方法检测降钙素受体、组织蛋白酶K

和破骨细胞分化因子受体的表达。该方法所得细胞纯度可达 79.7%，具有破骨细胞表型特征。可

用于生化和分子生物学研究，是进行骨细胞学研究的破骨细胞来源。

关键词 破骨细胞:抗酒石酸酸性磷酸酶:降钙素受体:组织蛋白酶 K

破骨细胞是由造血下细胞分化而成[μ1.口.2叫2

中，单核细胞融合成多核E形的破骨细胞，无增殖

能力，且数量较少。成熟破骨细胞的生成有赖于两

种细胞冈子:单核 - B~.睦细胞集落剌激因子(M-CSF)

丰IJ破骨细胞分化因子(receptor activator of necrosis 

factor KB ligand, RANKL)。成熟破骨细胞表型包括

表达抗酒石酸酸性磷酸酶(tartrate-resistant acid 

phosphatase, TRAP)[3]. 碳酸背酶 11 (carbonic anhy­

drase 11 , CAII)[4]. 玻璃茹连蛋白受体(vitronectin

receptor, VNR) [5]. 降钙素受体 (calcitonin receptor, 

CTR)16 1和非受体型醋氨酸激酶 c-Src[7]。传统上破骨

细胞分化研究受技术条件限制，产量低，活性差，

缺乏成熟的破骨细胞系18-1叫然而，近二十年发现

的方法己克服了这些问题， 首先是能够从不同的种

属纯化成熟的破骨细胞，包括鸟[11]、鼠[12]、兔[13] 。

但除了兔以外，大部分其他种属的破骨细胞纯化均

存在各种缺陷:产量低、混有其他细胞、活性差

等。另外的 Jj法是从前体细胞诱导成具有破骨细胞

表型的多核细胞，也称为破骨样细胞，这些方法应

用于猫、狗、鼠、鸟、猪及人的骨髓细胞。共

同培养系统的发展明显优于以往的骨髓单种细胞培

养。文革今为止，动物中破骨细胞最好的来源是幼

兔，所得破骨细胞活性很好，高表达破骨细胞的特

征性基因[ 13 1 0

本文力求建立-种新的破骨细胞纯化及培养方

法，以骨L-:t:细胞瘤组织为标本，纯化出成熟的破骨

细胞，并进行特征性基因的表达。

1 材料与方法

1.1 仪器和器材

Nikon300 型自动摄像倒置显微镜(Nikon 公司);

紫外/可见分光光度计、 Gene Amp2400 PCR 扩增

仪(Perkin Elmer 公司);细胞培养瓶及培养板(Nunc 公

司)。

1.2 主要试剂

无酌红α-MEM培养基、 I型胶原酶均购臼 Sigma

公司;膜蛋白酶 -EDTA、焦碳酸二乙酶(DEPC) ，

Trizol、胎牛血清(FBS)购自 Gibco 公司;逆转录试

剂盒购白 Promega 公司 ; Taq 酶购自上海生工生物

工程有限公司:引物合成于上海博亚生物工程有限

公司; GeneRuler™ 100DNA Ladder 购自 L海生工

生物工程有限公司。血细胞 ACP染色测定试剂盒购

自上海太阳生物技术公司。荼盼 AS-BI 磷酸纳购自

Sigma 公司。

1.3 骨巨细胞瘤组织中破骨细胞的纯化

取瘤组织置于含的 α-MEM 培养液(含 10%FBS 、

50μg/ml 抗坏血酸、 1000 U/ml 青霉素、 1000μg/

ml 链霉素)的 50 ml 离心管中，在超净台上，取出

瘤组织置于培养皿中，离，心管中的细胞沉渣加入含

10%FBS 的 α-MEM. 转移至 25 cm2 培养瓶。将瘤

组织剪成 2mm3 大小的碎粒，加入 0.2%1 型胶原酶，

于 37 oC. 5% CO2 培养箱中消化 20 min. 1 X PBS 

清洗. 200 g 离心 5 min 后弃上清液，如此反复清
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洗 3 次，加入含lO%FBS 的 α-MEM，转移至 25 cm2 

培养瓶。上述两组培养瓶于 37 oc 、 5% CO2 培养

箱中培养 1-2 h 后，弃培养液， 1 X PBS 清洗 3 次，

加入 0.259毛膜蛋白酶 -EDTA 于培养箱中消化 5

min , 1 X PBS 清洗 10 次，残余细胞用 0.2%1 型胶

原酶f培养箱中消化 5 min , 1 X PBS 清洗， 200 g 

离心 5 min 后弃上清液，如此反复清洗 3 次，加入

含 10%FBS 的 α-MEM，即得到纯化的破骨细胞。

将纯化的破骨细胞转移至 24孔培养板(预置有0.9cm

X 0.9 cm 盖玻片)和 25 cm2 培养瓶中，于培养箱中

培养。用于细胞形态和功能鉴定。

1.4 破骨细胞功能鉴定

(1)抗酒石酸酸性磷酸酶染色(TRAP 染色):参考

文献[14]方法。 (2)HE 染色。 (3)检测特征性基因表

达:加入 Trizol 并吹打裂解细胞，抽提总 RNA ，

取 2μg 总 RNA 合成 cDNA，取 lμlcDNA 进行 RT­

PCR 扩增 CTR、破骨细胞分化因子受体(receptor

activator of necrosis factor KB , RANK)和组织蛋白酶

K( cathepsin K, CK) 的表达，反应总体积 20μ1，引

物序列及反应条件见表 1 。扩增产物在1.2% 琼脂糖

凝胶中电泳，澳化乙院染色显影并照相。

2 结果

2.1 破骨细胞形态

光镜可见盖玻片上附着一些因而大的多核细

胞，细胞贴壁后早期成圆形或椭圆形，无伪足伸

展。培养 1-2 h 后细胞形态逐渐发生变化，伸出伪

足，具有皱榴缘，表现为多形性:圆形、椭圆形

、扇形、多边形、漏斗形及其他不规则形态，随着

培养时间延长细胞形态变化越大，细胞表面不平整

(图 la，图 1 b) ，符合破骨细胞的形态特征。

2.2 TRAP 染色

破骨细胞经 TRAP 染色后，显示大量空泡和伪

足，胞浆成棕黄色，胞核成棕褐色(图 2) 。在低倍

显做镜下任选 10 个视野，计算破骨细胞纯度，纯

技术与方法.

度为(79.7 :t 5.24)% ，说明我们分离的破骨细胞纯

度较高，为进一步研究打下了基础。

2.3 HE 染色

胞核为褐色、多个，胞浆为红褐色(图 3)

2.4 RT-PCR 反应

测定 CTR 、 RANK 、 CK 基因表达(图 4)

3 讨论

自 Chamber 等[l 2]从新生动物体内成功地分离出

破骨细胞后， MacDonald 等[15]用人的骨髓在骨趋化

因子(主要是 1 ，25-(OH)2D3)作用下，培养出破骨细

胞样细胞。 Tezuka 等f13]从新生兔子骨中分离的破骨

细胞是成熟破骨细胞，细胞数量足够用作生化研

究，但每只兔子所含破骨细胞相对较少。对于更进

→步的研究，如需要细胞数量较多，则要很多兔子

才能满足要求。

我们通过体外培养，观察到破骨细胞无增殖能

力，破骨细胞具有较强耐受膜蛋白酶的特性，具有

皱裙缘结构，细胞形态为多核、多空泡、多伪足、

多形态等破骨细胞的特征。鉴定破骨细胞的重要指

标是TRAP染色，由于破骨细胞的胞浆中富含 TRAP ，

多核巨噬细胞却没有，故前者染色阳性。同时该细

胞表达 CTR 、 RANK 、 CK，因此完全具备破骨细

胞的特征，这→点也得到 Lau 等[16]的证实。从骨巨

细胞瘤组织中分离的破骨细胞数量较多，可开展破

骨细胞的分子生物学研究，克服了从动物分离破骨

细胞较少的缺点。

破骨细胞的纯化一直是研究破骨细胞方法上的

一个瓶颈，有关破骨细胞是否表达雌激素受体长期

以来争论不休，其技术上的难点就是破骨细胞的纯

度较低[17 ， 18] 。而检测组织蛋白酶 K 、 B 、 L 、 S f19] 

以及 CTRfI7 ]在破骨细胞上是否表达，其前提就是纯

化破骨细胞，因而提高破骨细胞的纯度非常重要。

无论取材于动物或者人体，目前国内外所采用

的破骨细胞纯化大致有以 F三种方法: (1)单纯机械

表 1 CTR 、 RANK 、 CK基因引物序列及 RT-PCR反应条件

扩增慕 I大| 引物厅，列 返火温度 Mg2+ 浓度 循环次数 产物长度

(5' • 3') ('C) (mmoI!L) (Ì欠) (bp) 

CTR '行义: GCAATGCTTTCACTCCTGAGAAAC 58 1. 8 30 363 

反义:CAGTAAACACAGCCACGACAATGAG

RANK 有义:CCTACGCACAAGGCGAAGATGC 62 1 , 5 30 702 

反义:CTGAGACCACGATGATGTCGCC

CK 有一义:CTCAAGGTTCTGCTGCTA 53 1.3 30 381 

反义:GACAGGAGTAACATATCC

细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
  

 
 
 
    
    
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
    
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



王运林等 : 从人'目 巨细胞瘤组织中纯化破骨细胞的简单方法 1 17 

(a) (b) 

图 1 破骨细胞形态

a 培养 2 h (200 X ); b: Ji行养 6 h (400 X ) 。

图 2 破骨细胞TRAP 染色(400 X) 

., 

• 

图 3 破骨细胞 HE 染色(400 X) 

微分离技术[圳，所用微l吸管直径为 100μm ，在显

微镜下操作，所要求的技术含量高，设备条件要求

也商，且费时，但细胞纯度不高。 (2)腆酶胶原酶

消化法[2IJ ，该方法利用破骨细胞与 I 型胶原酶高亲

合力，简单易行，但细胞纯度不高，约 50%~70% 。

(3)单克隆抗体结合免疫磁珠法 ， 所得细胞纯度很

高，达 90% 以上，但该方法价格昂贵，设备和条

件要求高，应用范围受限[18] 。 我们利用破骨细胞体

积较大(20~100μm)及耐膜蛋白酶特性，采用膜蛋

2 3 4 

图 4 RT-PCR反应

bp 

702 

381 
363 

1: marker: 2 : CTR: 3: C K: 4: RANK 。

白酶 - 胶原酶消化所得破骨细胞纯度达 80% ， 该方

法既经济又实用 。

综上所述，我们建立了一种比较简单有效的人

破骨细胞分离方法 。 其特点是所得破骨细胞数量较

多 ， 而且来源于人体， 具有破骨细胞典型特征，方

法简单易行 ， 是研究破骨细胞较好的材料来源 。
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A Simplified Method for Purifiing Osteoclasts from Human 

Giant Cell Tumor of Bone 

Yun-Lin Wang* , Xiao-Qin Liu, Qin Xia, Yu-Hong Guan 

(Department of Gerontism, Tongji Hospital, Tongji Medical College, Huazhong Universiη of 

Science and Techn%gy, Wuhan 430030, China ) 

Abstract We have developed a new method that allows the purification of large numbers of authentic 

osteoclasts (OCs). The OCs were isolated from tissue of human giant cell tumor of bone by 0.25% trypsin and 0.2% 

type 1 collagenase. We characterized OCs in terms of the expression of different phenotypic markers of OCs. the 

phenotypic markers of OC include Tartrate-resistant acid phosphatase staining (TRAP), the expression of calcitonin 

receptor (CTR) , cathepsin K and receptor activator of necrosis factor KB (RANK) mRNA were examined by RT­

PCR. The OCs cell purified by above method, the purity is about 79.7%. They showed the normal osteoclast 

phenotypes markers of OC. The method provided a system for performing biochemical and molecular studies of 

OCs. The study indicated that the method of purifying the osteoclasts from human giant cell tumor of bone cell 

could be used for research of bone metabolism. 

Key words osteoclasts; tartrate-resistant acid phosphatase; calcitonin receptor; receptor activator ()f 

necrosis factor KB; cathepsin K 
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