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［摘要］ 目的 比较基质金属蛋白酶 9 （matrix metalloproteinase 9，MMP-9） 表达在机械法获得破骨细胞

（osteoclasts，OC） 和诱导法获得破骨样细胞 （osteoclast like cells，OLC） 的差异，为体外培养 OC 提供实验依据．

方法 采用机械分离方法，从 1 d 龄 SD 大鼠四肢长骨获得成熟 OC；利用 RANKL （100 ng/mL） 和 M-CSF （100

ng/mL） 诱导 RAW264.7 细胞形成 OLC．采用免疫细胞化学和原位杂交技术检测不同方法获得的 OC 和 OLC

MMP-9 蛋白及其 mRNA 的表达．结果 诱导法 12 d 组的积分光密度和平均光密度均明显高于机械法 3 d 组．结

论 诱导 12 d 的 OLC MMP-9 及其 mRNA 表达的明显高于机械法 3 d，为 OLC 提供了进一步的实验数据．
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［Abstract］ Objective To investigate the differences of protein and mRNA expression of matrix

metalloproteinase 9 （MMP-9） in osteoclasts （OC） and osteoclast-like cells （OLC） obtained by mechanical and

inducement methods. Methods Mechanical separation method was used to separate mature osteoclasts from long

bones of SD rats aged one-day; and inducement culture method was applied to induce OLC by using RANKL （100

ng/mL） and M-CSF （100 ng/mL） . The protein expression of MMP-9 was measured by immunocytochemistry and

mRNA expression of MMP-9 was assayed by in situ hybridization. Results The integral optical density （IOD）

and average optical density （AOD） of positive cells in the visual field were higher in the 12-d group of inducement

method as compared with the 3 d-group of mechanical method. Conclusions It is suggested that the protein and

mRNA expression of MMP-9 in OLC obtained by 12 d inducement method is much high than in OC obtained by 3 d

mechanical method. OLC obtained by inducement method can be applied in the study of osteoporosis.

［Key words］ Osteoclast； Osteoclast like cells； Mechanical method； Inducement method； Matrix

metalloproteinase 9
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正常的骨代谢有赖于破骨细胞 （osteoclasts，

OC） 所致的骨吸收与成骨细胞所致的骨形成这两

个过程处于相对平衡状态．若这一平衡状态遭到破

坏，出现骨吸收大于骨形成时，就可导致骨量的丢
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失．在病理上，若 OC 异常活跃，造成了较深的吸

收陷窝，而成骨细胞分泌的类骨质又不能足够地

填充这些陷窝，就可导致骨量的丢失[1]．常规的机

械分离法获得的 OC 含量少，严重限制了分子生物

学的研究．因此，探索一种永生化的、能方便使

用的破骨细胞前体细胞系对骨科相关疾病的研究

意义重大．破骨样细胞 （osteoclast like cells，

OLC） 是指实验中原代培养或诱导生成的、具有

OC 特性、用于细胞学或分子生物学研究的细胞．

基质金属蛋白酶 9 （matrix metalloproteinase 9，

MMP-9） 亦称 IV 型胶原酶或明胶酶 B，是 MMPs

家族的成员，是一种重要的反映骨吸收的关键

酶．由于其具有降解细胞外基质 （extracellular

matrix，ECM） 的功能，并且通过降解细胞外基质，

在 OC 的迁移、侵蚀和锚着过程中发挥重要作用
[2]．因而，MMP-9 已成为研究防治骨质疏松症的重

要靶标．

本实验在经典的机械分离法和骨髓细胞诱导

培养法的基础上加以改进，在对所获细胞的形态、

分化及功能进行鉴别的基础上，测定 OC 和 OLC

的 MMP-9 蛋白及 mRNA 表达水平量，旨在进一步

探索和比较两种不同方法所获取的破骨细胞的

MMP-9 表达的差异，为体外培养破骨细胞提供方

法学实验依据．

1 材料

1.1 药品和试剂

DMEM 培养基，Medium M199，GIBCO 公司产

品 ； 小 鼠 重 组 可 溶 性 RANKL， 规 格 :10 滋g，

PEPROTECH 公司产品； M-CSF，规格 :10 滋g，

PEPROTECH 公司产品．胎牛血清 （FBS），杭州四

季青生物制品有限公司产品；金属基质蛋白酶 -9

抗体，MILLIPORE 公司产品；MMP-9 原位杂交检

测试剂盒，武汉博士德生物工程有限公司．

1.2 动物和细胞

1 d 龄 SD 大鼠，SPF 级，雌雄均用，由昆明

医科大学实验动物中心提供 （实验动物生产许可

证：SCXK （滇 2005-008） ．小鼠单核巨噬细胞

RAW264.7，购于上海中科院细胞库．

1.3 主要仪器

1×71-12 FL/PH 型倒置相差显微镜 （日本，

Olympus）；病理多头显微镜，DM4000B 型徕卡高

级显微摄影系统 （德国，LEICA）；Image-Pro Plus

6.0 专 业 图 像 分 析 软 件 （ 美 国 Media

Cybernetics） ．HPIAS-1000 高清晰度彩色病理图

文分析系统，同济大学千屏影像工程公司．

1.4 方法

1.4.1 机械分离培养法制备 OC [3，4] 1 d 龄 SD 大

鼠，拉颈处死后，浸泡于 75 %乙醇中 1 min，分离

四肢长骨；仔细清除附着于骨表面的软组织和骨

骺，骨干部分在冰 PBS 中清洗后放入盛有完全培

养液 （15% FBS，100 U/mL 硫酸链霉素，100 U/mL

青霉素钠） 的玻璃平皿中，平皿置于冰上；用解

剖刀片将骨质刮碎入培养液中，再用旋涡混合器

混悬 30 s×2 次，每次静置 10 s 取上层悬液，将 2

次所得上层细胞悬液 （含有 OC） 混合后均匀接种

于 24 孔板，每孔加完全培养液至 1 mL．常规静置

培养 （5 % CO2，37℃ 湿热） 30 min，用预温的无

血清培养液冲洗 2 次以洗去未贴壁细胞，更换完

全培养液 1mL/ 孔继续培养，隔天换液．于培养3 d

后用倒置相差显微镜观察 OC 形态特征鉴定后用于

实验．

1.4.2 诱导法制备 OLC [5，6] 将 RAW264.7 细胞复

苏后，应用无酚红高糖 DMEM 完全培养液 （含体

积分数为 15% FBS、100 U/mL 青霉素、100 mg/L

链霉素和 0.01 mol/L HEPES 缓冲液） 于 37℃，体

积分数为 5% CO2 培养．每隔 1～2 d 细胞换液 1

次，换液前观察细胞形态、贴壁和生长情况．3～

5 d 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 1×105 / 孔接种在

24 孔板，1 d 后更换为 OC 培养液，每孔为 1 mL

DMEM 全培养液 （含 100 ng/mL 的 RANKL，100

ng/mL 的 M-CSF），隔 2 d 细胞换液 1 次．于培养

第 12 d 用倒置相差显微镜观察 OLC 形态特征鉴定

后用于实验．

1.4.3 对破骨细胞基质金属蛋白酶 -9 蛋白表达的

影响 实验分组：机械法培养 3 d 组和诱导法 12 d

组，每组 4 个复孔．

先用 0.1%多聚赖氨酸处理盖玻片，在 24 孔培

养板中用盖玻片上常规培养 OC．孵育 24 h 后，用

0.01 mol/L 的 PBS （pH＝7.4） 冲洗细胞 3 次，然后

用 4 %多聚甲醛固定 20～30 min，PBS 漂洗；3 %

H2O2 去离子水孵育 10 min，以阻断内源性过氧化

物酶；滴加一抗，4℃过夜；滴加试剂 1，37 ℃孵

育 20 min，PBS 冲洗 3 次；滴加试剂 2，37 ℃孵育

20～30 min；DAB 溶液显色后冲洗、封片．用图文

分析系统检测视野中阳性细胞的积分光密度、平

均光密度．

1.4.4 对破骨细胞 MMP-9 mRNA 表达的影响

实验分组同上．按原位杂交试剂盒说明，针对大

鼠 MMP-9 的 mRNA 序 列 为 ： （1） 5'-TCCCT



GCCCC AGACT GGTGA GCTGG ACAGC-3'； （2）

5'-CAACT CGGCA GGAGA GATGT GCGTC

TTCCC-3'； （ 3） 5'-CCAGG TGGAC CACGT

GGCCT ACGTG ACCTA-3’.

按试剂盒说明常规处理后，滴加生物素化鼠

抗地高辛，37 ℃ 60 min．原位杂交用 PBS 洗 5

min×4 次．滴加 SABC：37℃ 20 min 或室温 30

min．原位杂交用 PBS 洗 5 min×3 次．滴加生物素

化过氧化物酶：37 ℃ 20 min 或室温 30 min．原位

杂交用 PBS 洗 5 min × 4 次．DAB 显色，充分水

洗，封片．用图文分析系统检测视野中阳性细胞

的积分光密度、平均光密度．

机械法培养 3 d OC；诱导获得的第 12 天 OLC

每组固定 4 个孔的细胞爬片用 PBS 冲洗 3 遍．按

上述原位杂交步骤进行操作．实验重复 3 次．

MMP-9 的 mRNA 主要表达于破骨细胞胞浆中，阳

性细胞胞浆染色为棕黄色．本实验用 Image-Pro

Plus 图像分析系统检测视野中阳性细胞的积分光密

度、平均光密度．

1.5 统计学处理

采用 SPSS 统计软件进行分析，所有数据用

（x±s） 表示，组间比较采用方差分析，两两比较

采用 检验， ＜0. 05 为差异有统计学意义．

3 结果

3.1 MMP-9 蛋白的表达

积分光密度：诱导法 12 d 组积分光密度明显

高于机械法 3 d 组积分光密度 （ ＜0.01）；平均光

密度：诱导法 12 d 组平均光密度明显高于机械法

3 d 组平均光密度（ ＜0.01），见图 1、表 1．

3.2 MMP-9 mRNA的表达

积分光密度：诱导法 12 d 组的积分光密度明

显高于机械法 3 d 组的积分光密度 （ ＜0.01） ．

平均光密度：诱导法 12 d 组的平均光密度明

显高于机械法 3 d 组的积分光密度 （ ＜0.01），见

图 2、表 2．

积分光密度 平均光密度

128.41±4.97 0.31±0.02

251.56±15.75** 0.52±0.04**

组 别

机械法 3 d

诱导法 12 d

n
4

4

积分光密度 平均光密度

118.53±3.42 0.34±0.03

212.22±6.60** 0.45±0.02**

n
4

4

组 别

机械法 3 d

诱导法 12 d

表 1 机械法和诱导法获得的OC及OLC MMP-9蛋白的表达（x±s）
Tab. 1 Expression of MMP-9 protein in OC and OLC obtained by mechanical and inducement methods （x±s）

与机械法组比较，** ＜0.01.

表 2 机械法和诱导法获得的OC及OLC MMP-9 mRNA的表达 （x±s）
Tab. 2 Expression of MMP-9 protein in OC and OLC obtained by mechanical and inducement methods （x±s）

与机械法组比较，** ＜0.01.

图 1 机械法和诱导法分别获得的OC及OLC MMP-9蛋白的表达（ICC）

Fig. 1 Expression of MMP-9 protein in OC and OLC obtained by mechanical and inducement methods

机械法 3 d 诱导法 12 d
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图 2 机械法和诱导法分别获得的OC及 OLC内MMP-9 mRNA的表达（ISH）

Fig. 2 Expression of MMP-9 mRNA in OC and OLC obtained by mechanical and inducement methods

3 讨论

MMPs 是一组锌依赖的蛋白水解酶，主要参与

细胞外基质的代谢．MMP-9 是 MMPs 家族中的一

员，可特异性地降解Ⅳ型胶原，在破骨细胞中呈高

表达[7]．MMP-9 在一些衬细胞中的表达，可能与去

除骨表面类骨质，便于 OC 与矿化基质黏附有关．

而骨髓单核细胞 （包括单核破骨前体细胞） 中

MMP-9 的表达，可能反映该酶参与 OC 的发育和

募集过程 [8]．MMP-9 通过降解 ECM，在 OC 的迁

移、侵蚀和锚着过程中发挥作用 [9]．MMP- 9 的缺

失，会阻碍破骨细胞的移动，使破骨细胞聚集在类

骨质和软骨界面处 [10]．有学者报道：MMP-9 表达

水平可随骨吸收活性的不同而改变[11]．抑制破骨细

胞分化能够下调 MMP-9 表达[12，13]．MMP-9 是一种

重要的反映骨吸收和骨重建的关键酶，且在破骨细

胞性骨吸收中发挥重要作用[14，15]．是用于观察各种

细胞因子、激素及药物对破骨细胞影响的常用指标

之一．

积分光密度定义为测量标本结构范围内各个像

素点光密度之和，它可反映所测结构的光密度与面

积的综合变化，其与物质的质量成正比，其数值反

映物质的相对含量[16]．平均光密度定义为整个视野

中每一点的光密度的叠加除以点数的总和．在本实

验中，积分光密度和平均光密度的数值越大，说明

阳性细胞中所要检测的物质含量越多．积分光密度

和平均光密度可反映破骨细胞 MMP-9 及其 mRNA

表达的强弱．结果表明，诱导法 12 d 组的积分光

密度和平均光密度均明显高于机械法 3 d 组，提示

诱导 12 d 的 OLC MMP-9 及其 mRNA 表达的明显

高于机械法 3 d，诱导获得的 OLC 可应用于骨质疏

松的研究．

机械法 3 d 诱导法 12 d
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至动作粗鲁或轻佻等[6]．另外还给医学生开设相关

的遗体捐献课程，这样一方面可以作为独特的医学

教育[7]，另一方面可以吸引更多的医学生成为未来

的遗体捐献者[8]．有条件的话医学院校还应该经常

组织学生到遗体捐献纪念碑扫墓，以示医学生对捐

献者的尊重和纪念，也体现了遗体捐献的社会价

值，同时也起到了宣传的作用．

云南省的遗体捐献工作还处于起步阶段，要搞

好云南省遗体捐献工作仍然是一条很漫长很艰辛的

路，尤其对于少数民族更加困难，但笔者相信在政

府和社会各界的共同努力下，一定会有更多人加入

到遗体捐献的队伍，一定会有更多的人实现遗体捐

献的崇高愿望．
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