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破骨细胞建模方法的探索
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摘 要:目的 探索RAW264.7细胞向破骨细胞分化的最佳条件,为后续的实验研究提供一个可靠的破骨细胞建模方

式。方法 将RAW264.7细胞以每孔2×104 个、每孔3×103 个分别接种到6孔板、24孔板中,待贴壁24h后更换为含

20ng/ml的巨噬细胞集落刺激因子(M-CSF)、50ng/ml的核因子κB受体活化因子配体(RANKL)的诱导液诱导培养,

每隔2d换液一次,待镜下观察到较多破骨细胞时进行抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)染色并利用实时荧光定量PCR检

测活化T-细胞核因子1(NFATc1)、TRAP、基质金属蛋白酶9(MMP-9)的 mRNA表达水平。结果 经过诱导培养3d
时破骨细胞开始聚集生长,出现多个核,但整体阳性破骨细胞不是太多,待诱导至4~6d时,可见到较大面积的破骨细

胞,细胞核增多达数十个,细胞质也非常丰富;与对照组相比,诱导组NFATc1、TRAP、MMP-9的mRNA表达水平上调。

NFATc1、MMP-9与对照组的差异有统计学意义(P <0.05),但是 TRAP与对照组的差异没有统计学意义。结论 

RAW264.7细胞在20ng/ml的 M-CSF、50ng/ml的RANKL这两种细胞因子存在的条件下经过4~6d培养可以被诱

导为破骨细胞。
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  Abstract: Objective ToexploretheoptimalconditionsforRAW264.7cellstodifferentiateintoosteo-
clasts,soastoprovideareliableosteoclastmodelingmethodforsubsequentexperimentalresearch. Methods
 RAW264.7cellswereinoculatedinto6-wellplatesand24-wellplates,with2×104cellsineachwelland3×
103cellsineachwell,respectively.After24hoursofattachment,theywereculturedwithinductionsolution
containing20ng/mlofmacrophagecolonystimulatingfactor(M-CSF)and50ng/mlofreceptoractivatorof
nuclearfactor(NF)-kB-ligand(RANKL).Thefluidwaschangedeverythreedays.Tartrate-resistantacid

phosphatase(TRAP)stainingwasperformedwhenmanyosteoclastswereobservedunderthemicroscope.We
detectedthemRNAexpressionsofnuclearfactorofactivatedT-cells,cytoplasm1(NFATc1),TRAPandma-
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trixmetalloproteinase-9(MMP-9)byreal-timequantitativePCR. Results Afterbeinginducedandcultured
for3days,osteoclastsbegantoaggregateandgrowwithappearanceofmultiplenuclei,buttherewerefew
wholepositiveosteoclasts.After4~6daysofinduction,weobservedandfoundlarge-sizedosteoclastswith
dozensofnucleiandabundantcytoplasm.Incomparisonwiththecontrolgroup,theinductiongrouphadup-
regulatedmRNAexpressionsofNFATc1,TRAPandMMP-9.NFATC1andMMP-9levelsintheinduction

groupwerestatisticallysignificantdifferentfromthoseinthecontrolgroup(P<0.05),buttheirTRAPlevel
wasnotstatisticallysignificantdifferentfromthoseinthecontrolgroup. Conclusion RAW264.7cellscanbe
inducedintoosteoclastsafter4~6daysofcultureinthepresenceof20ng/mlofM-CSFand50ng/mlof
RANKL.
  Keywords: RAW264.7cells;osteoclasts;NFATc1;TRAP;MMP-9

  骨质疏松症是一种以骨量减少,骨骼微结构退化、
脆性增加的疾病。绝经期妇女由于卵巢功能减退、雌
激素水平的下降加速了骨质的流失,增加了骨折的风

险[1]又称为绝经后骨质疏松症(postmenopasalosteo-
porosis,PMOP)。发生PMOP时破骨细胞功能活跃,
又被称为高转换型骨质疏松症[2]。骨稳态取决于破骨

细胞对骨骼的吸收和成骨细胞对骨骼的形成作用,这
种紧密耦合过程的不平衡会导致骨质疏松症、炎性关

节炎等疾病[3]。骨质疏松性骨折危害巨大,但是目前

椎体成形术这种手术方式,因其创伤小,并发症低等优

势对于治疗骨质疏松症致脆性骨折有一定疗效[4]。因

此,调节破骨细胞和成骨细胞之间的平衡对于骨细胞

生物学至关重要[5]。多项研究[6-9]主要聚焦于各种药

物、蛋白等对破骨细胞的影响以及其具体机制的探究,
其中关于RAW264.7细胞向破骨细胞分化的具体方

法各有不同。因此,本实验的主要目的是为了探索

RAW264.7细胞向破骨细胞分化的最佳条件,为后续

的实验研究提供一个可靠的破骨细胞建模方法。

1 材料与方法

1.1 材料 DMEM高糖培养基(Gibco,货号C11995
580BT)、FBS胎牛血清(Gibco,货号10099141C)、青
链霉素双抗(Gibco,货号15140122)、胰蛋白酶-ED-
TA,0.25%,含酚红(Gibco,货号25200-056)、巴氏吸

管、RecombinantMouse M-CSFProtein(RD,货 号

416-ML-050/CF)、Recombinant MouseTRANCE/

RANKL(RD,货号462-TEC-010/CF)、RAW264.7细

胞(购自中科院上海细胞库)、抗酒石酸酸性磷酸酶

TRAP染色试剂盒(CTCC,货号JD005)、RNA提取

试 剂 盒 (AXYGEN,货 号 AP-MN-MS-RNA-50G
AxyPrep总 RNA 小量制备试剂盒)、实时荧光定量

PCR试剂盒(HieffTMqPCRSYBRGreenMaster
MixNoRox,货号11201ES08)、倒置显微镜。

1.2 方法

1.2.1 破 骨 细 胞 诱 导 方 法  从-80°冰 箱 取 出

RAW264.7细胞,立刻放到37°水浴锅中摇晃解冻。
待冰晶融化后将细胞悬液吸至15ml离心管中,以

1000r离心5min后,弃掉上清,加入1ml完全培养

基,将细胞悬液转移至25cm2 培养瓶中,放入37°,5%
CO2 培养箱中培养24h。待贴壁24h后,用胰酶消化

细胞按2×104 个每孔、3×103 个每孔分别接种到6孔

板、24孔板中,待细胞贴壁24h后,对照组加入完全

培养基,实验组加入诱导液(20ng/ml的 M-CSF、50
ng/ml的RANKL)诱导培养,每隔2d换液1次。待

成功诱导出破骨细胞后进行TRAP染色,并通过实时

荧光定量PCR检测活化T-细胞核因子1(NFATc1)、

TRAP、基质金属蛋白酶9(MMP-9)的 mRNA表达水

平。

1.2.2 TRAP染色方法 CTCCTRAP染色法:24
孔板中细胞培养到达指定天数后,弃掉培养基,加入1
号洗涤液清洗,加入固定液室温固定5min,然后加入

2号洗涤液,清洗2次。再加入TRAP染色液37°避光

孵育15min。染色结束后,加入2号洗涤液清洗2次,
于显微镜下观察并拍照。若破骨细胞抗酒石酸酸性磷

酸酶活性较低,可适当延长染色时间在显微镜下观察

染色达到预期深浅。

1.2.3 实时荧光定量PCR检测 NFATc1、TRAP、
(MMP-9)的mRNA相对表达量 6孔板中细胞培养

达到指定天数后,根据试剂说明书提取总RNA,然后

将RNA逆转录为cDNA并进一步扩增目的基因。逆

转录条件:42℃孵育60min,70℃加热5min扩增条

件:95℃预变性300s;95℃变性10s;60℃退火/延伸

30s,共40个循环,以上操作均在冰上进行。以β-ac-
tin为内参,目的基因相对表达量采用2-△△ct法。引物

序列见表1。
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表1 目标基因引物序列

基因 引物序列(5′→3′)

NFATc1 上游:CATCCTTGCCTGCCCTTGACTG
下游:TGAGCCCTGTGGTGAGACTTGG

TRAP 上游:CAGTGCTGTGATTTGTGCCA
下游:TTAACCCGAAGCCCTTGATT

MMP-9 上游:CACCGGCTAAACCACCTC
下游:CGCCCGACACACAGTAAG

β-actin 上游:CCTCACTGTCCACCTTCC
下游:GGGTGTAAAACGCAGCTC

1.2.4 统计学方法 通过SPSS17.0进行统计学分

析,计量资料采用(췍x±s)表示,两组间比较采用两独立

样本t检验,当P<0.05时,差异有统计学意义。

2 结果

2.1 破骨细胞未染色的形态学观察 RAW264.7细

胞在向破骨细胞分化过程中,随着诱导分化时间的不

同会呈现出不同的形态。利用倒置相差显微镜观察

RAW264.7细胞诱导前后,细胞形态变化情况。将

RAW264.7细胞以2×104 个每孔接种到6孔培养板

中,经完全培养基正常培养贴壁24h的RAW264.7
细胞呈圆形,小而饱满,透光性好,边界清晰,结构完

整,没有或少见触角,见图1A;经诱导分化培养基培养

3d的RAW264.7细胞,细胞变长呈梭形,头尾伸出长

长的触角,见图1B;经诱导分化培养基培养4d的

RAW264.7细胞,开始相互融合形成多核细胞。单个

细胞形态变得更为不规则,胞体变大,细胞四周长出多

个触角,伪足增多,见图1C;经诱导分化培养基培养6
d的RAW264.7细胞,细胞融合成多个核细胞,胞质

增多,细胞体积进一步增多,可见较多的破骨细胞,见
图1D;如果进一步延长诱导时间如诱导8~9d,破骨

细胞胞质破裂,细胞核溶解,背景变得模糊,细胞聚集

成团呈现漂浮状,见图1E、图1F。

图1 RAW264.7不同诱导时间形态变化图(10×)

2.2 破 骨 细 胞 TRAP 染 色 的 形 态 学 观 察  将

RAW264.7细胞以3×103 个每孔接种到24孔板中,
培养4d后通过 TRAP染色发现经完全培养基培养

的RAW264.7细胞,不见破骨细胞,图中细胞未被

TRAP着色,见图2A。经诱导分化培养基培养4d的

RAW264.7细胞,经过TRAP染色可见破骨细胞被着

色,阳性率较高,见图2B、图2C、图2D。

注:A:10×;B:10×;C:20×;D:40×
图2 破骨细胞TRAP染色图

2.3 实 时 荧 光 定 量 PCR 检 测 NFATc1、TRAP、

MMP-9的 mRNA表达水平 6孔板中 RAW264.7
细胞经过诱导6d后通过实时荧光定量PCR检测,发
现与对照组(完全培养基组)相比,NFATc1、TRAP、

MMP-9的mRNA水平均上调。NFATc1、MMP-9与

对照组的差异有统计学意义(P<0.05),但是TRAP
与对照组的差异没有统计学意义(P >0.05)。结果

见图3。

注:与control组相比,*表示P<0.05,**表示P<0.01;

ReleativemRNA为以control组为参照的mRNA相对表达量。

图3 对照组与诱导组NFATc1、TRAP、

MMP-9的 mRNA表达情况

3 讨论

发生PMOP时破骨细胞功能活跃,因此,熟练掌

握建立破骨细胞诱导模型的方法对于后续探索用药机
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制十分重要。RAW264.7细胞是小鼠巨噬细胞系,可
以被诱导为破骨细胞,是实验室常用的细胞系,相比于

小 鼠 骨 髓 巨 噬 细 胞 (bone marrow macrophage,

BMM),RAW264.7细胞具有在体外易于生长、经过

诱导形成的破骨细胞较多、无需分离、纯化等优势。这

与杨佛等[10]的研究结果一致,即骨髓单核细胞和

RAW264.7细胞在50ng/ml的 M-CSF和100ng/ml
的RANKL存在的条件下经过诱导培养5d可以见到

体积较大数量较多的破骨细胞,且RAW264.7细胞诱

导形成的破骨细胞更多。另外,细胞的状态也会影响

破骨细胞的形成,当细胞传代过多时,细胞形态变得不

规则、触角增多,分化严重时不适合诱导。研究中发现

RAW264.7细胞如果只加入 RANKL而不加入 M-
CSF将会导致诱导时间延长,若 M-CSF加入过多会

使细胞生长过密,即使后面再加入RANKL也无法形

成破骨细胞。SongCC等[11]研究发现合适的细胞种

植密度以及适宜的RANKL干预时间点都会影响破

骨细胞形成的数量,这与我们实验的观点相同。所以

实验开始前就确定好种板密度,并同时加入 M-CSF
和RANKL约4~6d就可以诱导出破骨细胞。但是

由于诱导剂的批次以及细胞培养过程中计数的误差将

会导致破骨细胞出现的天数可能推迟或提前,但总体

上约4~6d可以达到满意效果。

RANKL和破骨细胞前体表面上RANK结合,通
过一系列信号转导最终激活转录因子活化T细胞核

因子(nuclearfactor-activatedTcell,NFATc1),激活

后的NFATc1从细胞质进入细胞核转录出破骨细胞

特异性基因如 TRAP、组织蛋白酶 K(cathepsinK,

CTSK)、MMP-9等[12]。NFATc1的表达对于破骨细

胞的生成至关重要,即使在不存在 RANKL的条件

下,NFATc1在破骨细胞前体细胞中的异位表达也可

以促进破骨细胞的生成[13]。本实验将RAW264.7细

胞以每孔2×104 个、每孔3×103 个分别接种到6孔

板、24孔板中,待贴壁24h后更换为含 M-CSF和

RANKL的诱导培养基,诱导约4d后,可以看到24
孔培养板中出现破骨细胞。诱导约6d后,可以看到6
孔板中出现破骨细胞。经过TRAP染色发现只有诱

导后的破骨细胞才能着色而未加诱导剂的细胞则不被

TRAP 染 色。并 通 过 实 时 荧 光 定 量 PCR 检 测

NFATc1、TRAP、MMP-9的 mRNA 均呈现上调趋

势,进一步证明破骨细胞诱导成功。
但是,由于RAW264.7细胞贴壁严重、难以消化、

容易分化、诱导剂 M-CSF和RANKL的价格昂贵、诱
导成功的破骨细胞容易死亡等问题,在一定程度上也

限制了破骨细胞研究的发展。
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