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RANKL诱导小鼠单核细胞 RAW264．7 

分化成成熟破骨细胞 
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何玉玲 隋国良 翟木绪 王敏 廖二元 

摘要：目的 观察小鼠的单核／巨噬细胞 RAW264．7的一般生物学特征及在 RANKL诱导下形成成 

熟破骨细胞的特征。方法 RANKL诱导 RAW264．7细胞 6d后，用抗酒石酸酸性磷酸酶 (TRAP) 

染色法观察 TRAP阳性多核细胞，吖啶橙染色激光共聚焦显微镜 (LCSM)观察多核细胞形态；诱 

导RAW264．7细胞 9d后，RT—PCR检测 RAW264．7细胞的破骨细胞表型和功能基因表达及其 

RANKL诱导后变化；诱导 RAW264．7细胞12d后，钙磷覆盖的破骨细胞活性分析板观察破骨细胞 

的骨吸收功能。结果 RAW264．7细胞 TRAP染色阴性，单核或 2个核，能表达破骨细胞表型和 

功能基因，无骨吸收功能。RANKL可诱导RAW264．7细胞形成 TRAP阳性成熟的多核破骨细胞， 

上调 CathepsinK、CAⅡ、integrin~33等基因mRNA的表达。结论 RAW264．7具有破骨细胞特征 

性基因表达谱，是一种较好的破骨前体细胞模型。RANKL可诱导RAW264．7细胞形成成熟破骨 

细胞 。 

关键词：RAW264．7；破骨细胞；抗酒石酸酸性磷酸酶；RANKL 

Osteoclastogenesis in RAW264．7 cells induced 

Yunlin，et a1．Institute of Endocrinology& 

South University，Changsha 410011，China 

by RANKL XIA0 Xinhua，ZHOU Houde，WANG 

Metabolism，the Second Xiangya Hospitat of Central 

Abstract：Objective To observe the biologic characteristics of RAW2 6 4．7 cell，monocyte／macro- 

phage cell origined from mouse，and tO study the characteristics of mature osteoclast induced by 

RANKL from RAW 264．7． Methods RAW 264．7 cells were treated with or without RANKL for 6 

days，and the morphological change was observed after TRAP staining and by LCSM ．Osteoclast phe— 

notypic and functional genes were detected with semiquantitative RT—PCR when RAW 264．7 cells were 

induced for 9 days．Osteoclastic absorption functions were evaluated by bone resorption pit formation 

on osteoclast activity analysis platelet when RAW 264．7 cells were induced for 12 days． Results 

RAW 264．7cells show TRAP-negative with monocyte or 2 nucleus，expressing osteoclast phenotypic 

and functional genes without capability of absorbing bone tissue．RAW 2 64．7 cells could be induced tO 

mature multiple nucleus osteoclasts，The expression of cathepsin K，CAll，integrin B 3 mRNA could 

be up—regulated by RANKL． Conclusions RAW 2 64．7 cell could be used as a preferable preoste— 

oclast model in respect of its osteoclast characteristic gene expression profile．RANKL could induce 

RAW 2 64．7 cell tO mature osteoclast． 
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· 论 著 · 

衡是维持正常骨重建基础。破骨细胞的活性改变是 

导致各种代谢性骨病的主要原因，也是研究的热点 

和重点。但破骨细胞的分离和纯化问题困扰人们的 

研究。通过 RANKL诱导破骨前身细胞是获得成熟 

破骨细胞的一种较好方法。本研究在观察小鼠单核 

／巨噬细胞RAW264．7的一般生物学行为的基础上， 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


152 中国骨质疏松杂志 2005年 5月第 l1卷第 2期 Chin J Osteoporos，May．2005 Vol 11，No．2 

用RANKL诱导其形成成熟破骨细胞的可能性。 

1 材料和方法 

1．1 试剂 

无酚红的DMEM培养基、TRAP染色试剂盒 

和胎牛血清 (FBS)购 自Sigma公司，小鼠重组 

sRANKL购 自Peprotech公司，逆转录试剂盒购 自 

Promega公司。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 

小鼠的单核／巨噬细胞系 RAW264．7(ATCC 

号：TIB-71)用含 10 FBS的无酚红DMEM培养 

液于37℃，5 CO 培养，其中含 50U／ml青霉素 

和50 p．g／ml链霉素。根据不同的实验目的接种于不 

同规格培养板上，培养液每 3d换一次。 

1．2．2 RAW264．7的一般生物学特征 

RAW264．7细胞以1×10 ／：／L接种于6和14孔 

板，连续培养7 d，用倒置相差显微镜观察细胞的形 

态特征。细胞计数，观察细胞生长曲线。 

1．2．3 破骨细胞形态观察 

RAW 264．7细胞以1×10 ／：／L接种于6孔板，培 

养过夜后换用 50 p．g／ml，RANKL干预，细胞每3 d 

换液 1次，第 6天 TRAP染色 (sigma，387一A)，细 

胞用柠檬酸盐／丙酮溶液固定 30 S，在以萘酚A BI 

磷酸盐作为底物的孵育液中37℃孵育1h，蒸馏水洗3 

次，苏木素复染 2 min，干燥后二甲苯透明，DPX封 

片后光镜观察TRAP阳性多核破骨细胞 (≥3个核)。 

由于荧光染料吖啶橙可与细胞核内DNA结合，故可 

用吖啶橙染色观察 RAW264．7细胞及诱导后的多核 

破骨细胞形态。相同方法培养的RAW264．7细胞吖 

啶橙染色后，激光共聚焦显微镜 ( M，BioRad公 

司)下观察多核破骨细胞的形态。 

1．2．4 骨吸收陷窝形成 

RAw 264．7细胞以1×10 ／：／L接种于钙磷覆盖 

的破骨细胞活性分析板 (OAAs) (美国 OCT公 

司)，50／~g／m的 RANKL干预培养 12 d后，弃上 

清，PBS洗2遍，5 次氯酸钠孵育 5 min，蒸馏水 

洗2次，凉干后显微镜观察吸收陷窝。 

1．2．5 RT—PCR 

分别 用 10、30、50~g／ml的 RANKL干 预 

RAW264．7细胞培养 9 d，用 TRIZOL抽提总 

RNA，用 RT-PCR法检测 RANK、TRAP、MMP一 

9、Cathepsin K等基因的 tuRNA表达。以B actin 

基因作为对照引物序列见表 1，PCR产物用 1．2 

琼脂糖电泳后拍照。 

表1 PCR引物及退火温度 

1．2．6 统计学方法 

数据结果采用 SPSS l1．0软件，组间比较用方 

差分析。 

2 结果 

2．1 RAW264．7细胞的一般生物学特征 

RAW264．7细胞贴壁快，形态以类圆形和不规则 

为主，一般l～2个核，极少数有3个核，胞浆伸展时 

胞体较大。细胞贴壁紧，胰~-EDTA难以消化，需要 

多次消化吹打，也可采用细胞刮法，两种方法消化的 

细胞生长曲线基本一致 (图1)。 
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圈1 RAW264．7细胞生长曲线 
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2．2 抗酒石酸酸性磷酸酶 (TRAP)染色观察 ． ’ 

50“g／ml的 RANKI 干预 KAW264．7细胞． 

2d偶见TRAP阳性细胞；4d TRAP阳性多核细胞 

明显增多，镜下胞浆呈玫瑰红色．细胞核因苏木素 

复染而呈蓝色 (图2) 

2．3 激光共聚焦显微镜 (LSCM)观察多拔细胞 

50~g／ml的 RANKI 干预 RAW264．7细胞6 d 

后．取出玻片．吖啶橙荧光染料染色 2～3min． 

LSCM观察多核破骨样细胞 (圈3) 
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囤3 RANKL诱蚌RAW261． 细胞形成多格缃咆 

2．4 骨吸收陷窝形成 

RAW264．7细胞在 RANK1 的诱导下形成艘骨 

细胞，在钙磷覆盖的破骨细胞活 分析板 (OAAS) 

上形成骨吸收陷窝 ( 4)， 

2．5 破骨细胞表型基因和功能基因的表达 

RT—PCR结果表明，RAW264．7细胞表达破骨 

细胞表型基因 (如 RANK、 FRAP、MMP9等)及 

骨吸收功能相关基因 (如 Cathepsin K、CAII、in— 

tegrin等) 5O／,g／'ml的 RANKI 刺激后这些基因 

的mRNA的表达均有不同程度增加．其【{l以CAII、 

L l 2 3 4 

cathepsinK、TRAP、integrin 03和 RANK 明显 

与对照组相比P<0．05(图5)。 

注：箭 所指为破嚣细胞形成的骨吸II5【陷凹 

圈4 骨嗳啦陷阴形成 

Lane1 2 ， 4 

intcgtin B] 

i_E：1至4诛道廿别表示：RANK1 10aE／m1．RANKL3Ong／Ⅲl 

RANKL50a 拉对照组 (RANKI Ong／m1) 

圈5 礁骨细咆表型和功能基因的表达 
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M-CSF可取代成骨／基质细胞刺激破骨细胞的形成， 

3 讨论 其中MCSF是破骨前身细胞增殖和分化必需的[3“]。 

成骨细胞与骨髓基质细胞的共培养形成的破骨细胞 

破骨细胞是负责骨吸收功能的细胞。破骨细胞 可分3个阶段 ]：O～3d，无 TRAP阳性细胞产生； 

起源于造血干细胞 (HSC)或骨髓远祖细胞，HSC 4～6d，TRAP阳性的单核细胞形成；7～10d， 

分裂为多能单核细胞／巨噬细胞谱系细胞的前体细 TRAP阳性的多核巨细胞形成，形成骨吸收陷窝。 

胞后，受多种基因调控的细胞因子直接或间接刺激 RAW264．7细胞是小鼠源性破骨前体细胞，来 

作用，经增殖、分化、生存与融合发育为多核的成 自Abelson小鼠白血病病毒所致的肿瘤，被认为代 

熟破骨细胞，最后被活化成为功能性破骨细胞。迄 表早期分化阶段的破骨前身细胞 ]。用RANKL和 

今发现，造血干细胞在发育为功能性破骨细胞的过 M—CSF诱导 RAW264．7细胞可获得TRAP 的多核 

程中受多种基因调控口]，其中调节破骨细胞生成的 细胞，这种方法所得的破骨样细胞 (OCLs)不会受 

基因有 PU．1、M-CSF、ODF、ODAR、c-fos和细 其他细胞污染，便于破骨样细胞形态和功能的研 

胞核因子KappaB(NFx B)；活化破骨细胞的基因 究。从造血干细胞或骨髓远祖细胞分化成成熟的破 

有aBv 3、肿瘤坏死因子 (TNF)受体相关因子 6 骨细胞其破骨细胞表型标志物有：MMP9，TRAP， 

(TRAF6)、ODAR、ODF和细胞原癌基因 c—Src； VNR，CTR[7]。我们研究发现，RAW264．7细胞可 

与破骨细胞骨吸收有关的基因有 ODF、ODAR、 表达代表破骨细胞表型标志的基因，与破骨细胞的 

CK、CAⅡ、H ATP酶和A tp6 i(编码破骨细胞 基因表达谱相似。我们的研究与 Hsu等一致， 

特异性质子泵亚单位)。各种激素 (如 PTH、E2、 RAW264．7的增殖和分化不需要 M-CSF[8]，仅 

糖皮质激素、1，25(OH) D。及PGE 等)或细胞 RANKL即可诱导RAW264．7细胞成熟有功能的破 

因子 (如TGF[~、ILl、ILll、ILl7及 TNF等)与成 骨细胞。从而表明RAW264．7细胞不是早期分化阶 

骨／基质细胞所含的各自受体 (膜受体、胞浆受体 段破骨前身细胞，可认为是晚期分化阶段的破骨前 

或核受体)结合，刺激或抑制成骨／基质细胞表达 身细胞。RANKL刺激 RAW264．7细胞后部分基因 

RANKL或OPG，通过RANKL刺激破骨细胞谱系 mRNA的表达 (尤其是与骨吸收有关的基因如 ca一 

细胞膜上的RANK或OPG竞争性中和 RANKL的 thepsin K、CAII、integrin p3)明显上调，进一步 

三角调节关系，调节破骨细胞分化、活化、吸收与 表明 RAW264．7细胞是一种较好的破骨前体细胞 

凋亡 引。 模型。 

到目前为止，还没有成熟的破骨细胞株。目前 

根据实验的要求，所需破骨细胞的纯度和数量，分 【 参 考 文 献 】 
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OA对骨质疏松性骨折愈合影响的研究来循证骨性 

关节炎与骨质疏松呈负相关，是否会对骨折的愈合 

产生影响以及产生怎样的影响。 

本实验结果表明，虽然 OVX+OA+F与 OVX 

+F比较BMD和骨组织形态计量学参数有所增加， 

但是统计学上差异无显著性，因此尚不能确定骨性 

关节炎是否对骨质疏松性骨折的愈合有促进作用。 

综上所述，骨质疏松不仅延缓骨折愈合过程， 

而且降低骨折愈合质量。虽然有研究表明骨性关节 

炎延缓了骨质疏松的发展，但是，本实验尚未发现 

OA对骨质疏松性骨折的愈合产生确切促进作用。 
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