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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨电离辐射对人外周血单核细胞来源的破骨细胞体外诱导分化的影响。 方

法　 将人外周血采用密度梯度离心法获得单核细胞，经核因子 κＢ 受体活化因子配体（ＲＡＮＫＬ）和巨

噬细胞集落刺激因子（Ｍ⁃ＣＳＦ）诱导培养 ２４ ｈ，分别给予 ０、０ ７５ 和 ２ Ｇｙ 的１３７Ｃｓ γ 射线照射，第 ７ 天

行 ＴＲＡＰ 染色后计数 ＴＲＡＰ 阳性多核破骨细胞，第 １０ 天取象牙骨片基质行甲苯胺蓝染色观察骨吸

收陷窝形成；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测破骨细胞特征标志物组织蛋白酶 Ｋ 和 ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 的 ｍＲＮＡ 表达水平；
ＥＬＩＳＡ 法检测培养上清液中 ＴＲＡｃＰ⁃５ｂ 含量。 结果　 ０ ７５ Ｇｙ 照射组ＴＲＡＰ 染色阳性多核破骨细胞

计数显著多于对照组（０ Ｇｙ）（ ｔ ＝ ３ ４５１，Ｐ ＜ ０ ０５），组织蛋白酶 Ｋ 和 ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 的 ｍＲＮＡ 表达水平

明显上调（ ｔ ＝ ２ ３４３、２ ７２８，Ｐ ＜ ０ ０５），且培养液中 ＴＲＡｃＰ⁃５ｂ 浓度明显增加（ ｔ ＝ ３ ６３１，Ｐ ＜ ０ ０５）。
而 ２ Ｇｙ 照射组的 ＴＲＡＰ 染色阳性多核破骨细胞计数少于对照组，并伴有组织蛋白酶 Ｋ 和 ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３
的 ｍＲＮＡ 表达水平下调、培养上清液中 ＴＲＡｃＰ⁃５ｂ 浓度下降，但差异无统计学意义。 结论　 电离辐

射可改变人外周血单核细胞破骨样细胞分化趋势，小剂量照射时可促进破骨细胞分化和骨吸收活

性，而较大剂量照射后破骨细胞分化和骨吸收活性均降低。
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　 　 放射治疗是肿瘤治疗的重要手段，但放疗在杀

死肿瘤细胞的同时可损伤周围正常组织，并出现一

些特殊的、长期的放疗并发症。 与肿瘤邻近的骨组

织是比较常见的受照组织，可产生不同程度的骨损

伤，导致增加骨折危险性。 放疗后骨折发生率的增

加多发生在前列腺癌、宫颈癌和子宫内膜癌等患者

接受放疗后［１⁃３］。 动物实验研究也显示，电离辐射

照射后早期即可出现快速的骨量丢失，引起骨小梁

微结构的破坏，最终导致骨密度下降与骨折危险性

增加［４⁃５］。 电离辐射可致骨重建失衡，一些研究认

为是以骨形成受阻为主要表现，另一些研究则认为

照射后早期主要表现为骨吸收亢进，出现一过性的

破骨细胞数量增加和活性增强，还有文献推测骨骼

受照后出现的以破骨细胞过度活跃为特征的高骨

转换率可能是由于细胞趋化因子如 ＣＸ３ＣＬ１ 调控增

加外周血单核细胞即破骨前体细胞募集启动分化

有关［６⁃８］。 但有关破骨细胞在电离辐射致骨重建失

衡中的作用及机制报道不多，得到的研究结论也不

一致［９⁃１０］。 本实验选用易于获得的破骨细胞前体即

人外 周 血 单 核 细 胞 （ ｈｕｍａｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ
ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓ， ＰＢＭＣｓ），观察在离体培养条件

下，电离辐射对破骨细胞分化潜能的影响，探讨

ＰＢＭＣｓ 向破骨细胞分化诱导作为放射性骨质疏松

症骨重建状态及疗效评估指标的可行性，为临床放

射性骨代谢异常的有效防治提供参考。

材料与方法

１． 试剂和仪器：α⁃ＭＥＭ 培养基和胎牛血清（美
国 ＧＩＢＣＯ 公司），ＰＢＳ、１％甲苯胺蓝（国产分析纯自

配），人淋巴细胞分离液（上海华精生物高科技有限

公司），ＲＡＮＫＬ、Ｍ⁃ＣＳＦ（美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司），凝血

酶受体激动剂肽（ＴＲＡＰ）染色试剂盒（美国 Ｓｉｇｍａ 公

司），ＴＲＡｃＰ⁃５ｂ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （美国 Ｒ＆Ｄ 公司），
ＲＮＡ 抽提及反转录试剂盒（北京天根生化科技有限

公司），引物（上海生工生物公司），ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ ＥＸ
Ｔａｇ（大连宝生物工程公司），实时荧光定量 ＰＣＲ 仪

（瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司）。
２． 照射条件及方法：照射条件为１３７Ｃｓ γ 辐射源，

Ｇａｍｍａｃｅｌｌ ４０（加拿大 Ｎｕｒｄｉｏｎ 公司），放射源出厂活

度为 １ ２７ × １０１４Ｂｑ，吸收剂量率为 ０ ７５ Ｇｙ ／ ｍｉｎ。 照

射方法为将培养板放入自封袋中密闭以免污染，装

入托盘中带进１３７Ｃｓ 源室，置于辐射源正下方，给予

不同剂量的 γ 射线照射。
３． 人外周血单核细胞分离：招募 １０ 名健康志

愿者，每人抽取肘部正中静脉血 ２１ ｍｌ，其中 １ ｍｌ 用
于血常规分析仪检查，白细胞计数均在正常范围。 用

等体积 ＰＢＳ 混匀稀释抗凝血后，置于按 １∶ １添加人淋

巴细胞分离液的上层，水平离心机室温下１ ０００ × ｇ离
心 ２０ ｍｉｎ，吸取中间白膜层到新的离心管中，至少按

１∶ ５添加 ＰＢＳ 稀释，３００ × ｇ 离心１０ ｍｉｎ，再重复离心

洗涤 １ 次。 弃上清液将沉淀细胞重悬，调整细胞密度

至 ５ ×１０５ ／ ｍｌ，接种于 ４８ 孔板内。
４． 破骨细胞培养与诱导：将人外周血单核细胞

接种 ４ ｈ 后换液，加入含 ＲＡＮＫＬ（５０ ｎｇ ／ ｍｌ）、Ｍ⁃ＣＳＦ
（２５ ｎｇ ／ ｍｌ）的 １０％ ＦＢＳ α⁃ＭＥＭ 诱导液，诱导培养。

５． ＣＣＫ⁃８ 法检测破骨细胞存活率：取人外周血

单核细胞铺 ９６ 孔板共 ６ 块，每块铺孔 １６ 个，铺板密

度为 ２ × １０５ ／孔，适应性培养 ２４ ｈ，给予不同剂量的

γ 射线照射，继续破骨细胞诱导培养，７ ｄ 后弃培养

液每孔加 ＣＣＫ⁃８ 孵育液（１００ μｌ 无血清培养基 ＋
１０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液），同时设置调零孔 （孔内无细

胞），继续培养 ２ ｈ 后酶标仪读取吸光度（Ａ 值），计
算细胞存活率。

６． ＴＲＡＰ 染色及计数：破骨细胞诱导培养 ７ ｄ，
按 ＴＲＡＰ 染色试剂盒操作说明进行染色，冲洗晾干

后显微镜下观察。 每个培养孔随机选择 １０ 个视野

（ × ２００）光镜下观察，双人盲法独立计破骨细胞数，
计数标准为含有 ３ 个及以上细胞核的 ＴＲＡＰ 染色阳

性细胞，每组 ６ 个复孔，取其平均值。
７． 骨吸收陷窝及甲苯胺蓝染色：接种细胞于

１００ μｍ 厚象牙骨片上 １０ ｄ，取出骨片，２ ５％戊二醛

固定 ７ ｍｉｎ，超声清洗 ３ ｍｉｎ，乙醇梯度脱水各 ３０ ｓ，
自然晾干，１％甲苯胺蓝室温染色 ５ ｍｉｎ，去离子水洗

净，光镜观察。
８． 破骨细胞相关基因表达：细胞经诱导培养

７ ｄ，收集细胞，按试剂盒方法提取总 ＲＮＡ，紫外分

光光度计测定 ２６０ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ 处的光密度值，计
算 ＲＮＡ 溶液浓度和纯度。 按试剂盒说明进行反转

录和荧光实时定量 ＰＣＲ，以各组的 ＧＡＰＤＨ 作为内

参基因，用ΔΔＣｔ 法进行相对定量分析破骨细胞相关

基因组织蛋白酶 Ｋ 和 ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 的 ｍＲＮＡ 表达情

况。 引物序列见表 １。
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表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
基因 上游引物（５′→３′） 下游引物（５′→３′）
ＧＡＰＤＨ ＣＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧ ＡＧＡＴＣＣＡＣＧＡＣＧＧＡＣＡＣＡＴＴ
Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ ＡＣＧＧＡＧＧＣＡＴＣＧＡＣＴＣＴＧＡＡ ＧＡＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＧＣＧＴＣＧＡＴ
ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ ＡＴＴＧＡＧＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＧＴＧＡＧ ＧＡＣＡＧＧＴＣＣＡＴＣＡＡＧＴＡＧＴＡＧ

　 　 ９． 培养上清液中 ＴＲＡｃＰ⁃５ｂ 浓度：采用酶联免

疫吸附（ＥＬＩＳＡ）双抗体夹心法试剂盒测定培养液上

清中 ＴＲＡｃＰ⁃５ｂ 浓度。 操作步骤按试剂盒说明书进

行，用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长下测定吸光度（Ａ 值），
通过标准曲线计算样品中蛋白浓度。

１０． 统计学处理：采用 ＳＰＳＳ ２０ ０ 统计软件，实
验数据用 ｘ ± ｓ 表示，组间差异采用 ｔ 检验进行比

较。 Ｐ ＜ ０ ０５ 为差异有统计学意义。

图 １　 人外周血单核细胞诱导后不同时间破骨样细胞形态及功能鉴定 × ２００　 Ａ． ７ ｄ，倒置相差显微镜；
Ｂ． ７ ｄ，ＴＲＡＰ 染色； Ｃ． １０ ｄ，骨吸收陷窝， 甲苯胺蓝染色

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ＰＢＭＣｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄａｙｓ
× ２００　 Ａ． Ａｔ ７ ｄ， ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｐｈａｓｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ； Ｂ． Ａｔ ７ ｄ， ＴＲＡＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ； Ｃ． Ａｔ １０ ｄ， Ｂｏｎｅ ｒｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｐｉｔｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ ｂｌｕｅ

图 ２　 不同剂量 γ 射线对 ＴＲＡＰ 阳性多核细胞数量的影响　 ＴＲＡＰ 染色 × ２００　 Ａ． ０ Ｇｙ； Ｂ． ０ ７５ Ｇｙ； Ｃ． ２ Ｇｙ
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ γ⁃ｒａｙｓ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＴＲＡＰ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｕｌｔｉｎｕｃｌｅａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ＴＲＡＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ，

× ２００　 Ａ． ０ Ｇｙ； Ｂ． ０ ７５ Ｇｙ； Ｃ． ２ Ｇｙ

结　 　 果

１． 实验照射剂量的选择：为观察 γ 射线照射对

细胞存活能力的影响，选取 ５ 个不同剂量 （０ ５、
０ ７５、１、２、３ Ｇｙ）照射细胞。 结果表明，小剂量（０ ５、
０ ７５ Ｇｙ）照射后细胞存活能力有一定增加，０ ７５ Ｇｙ
照射组与对照组（０ Ｇｙ）相比，两组吸光度的差异有

统计学意义（ ｔ ＝ ３ ０３０，Ｐ ＜ ０ ０５）。 但 １ Ｇｙ 以上剂

量照射时，细胞存活能力有一定下降。 后续实验中

选择了 ０ ７５ 和 ２ Ｇｙ 两个照射剂量观察电离辐射对

破骨细胞分化潜能的影响。
２． 破骨细胞诱导与鉴定：诱导培养至第 ７ 天，

倒置相差显微镜下可见多核细胞形成，细胞体积明

显大于周边单核细胞，形态不一，有漏斗形、圆形或

不规则形，并可见部分伪足。 ＴＲＡＰ 染色后光镜下

观察显示，细胞核有几个至几十个不等，细胞质为

紫红色颗粒样沉淀，可见部分伪足，即 ＴＲＡＰ 染色阳

性；诱导培养至第 １０ 天时，取基质象牙骨片经甲苯

胺蓝染色，光镜下观察显示骨吸收陷窝呈圆形或不

规则形，大小不等，提示可体外诱导生成具有骨吸

收能力的破骨样细胞，见图 １。
３． γ 射线对破骨样细胞数量的影响：０ ７５ Ｇｙ

照射后 ＴＲＡＰ 阳性的多核破骨样细胞计数为（２４３ ±
１９）个，对照组（０ Ｇｙ）为（１９５ ± １６）个，两组比较差

异具有统计学意义（ ｔ ＝ ３ ４５１，Ｐ ＜ ０ ０５）；而 ２ Ｇｙ 照

射组 ＴＲＡＰ 阳性的多核破骨样细胞计数为（１７４ ± ９）
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个，少于对照组，但差异无统计学意义（ ｔ ＝ ２ ０７８，
Ｐ ＞ ０ ０５），见图 ２。

４． γ 射线对培养上清液中 ＴＲＡｃＰ⁃５ｂ 含量的影

响：对照组（０ Ｇｙ）细胞培养上清液中 ＴＲＡｃＰ⁃５ｂ 浓

度为 （ １ １８３ ± ０ １４３ ） Ｕ ／ Ｌ， ０ ７５ Ｇｙ 照射 组 为

（１ ７１０ ± ０ ２０７） Ｕ ／ Ｌ，两组比较差异具有统计学意

义（ ｔ ＝ ３ ６３１，Ｐ ＜ ０ ０５）；而 ２ Ｇｙ 照射后细胞培养上

清液中 ＴＲＡｃＰ⁃５ｂ 浓度为（１ ００３ ± ０ １７７） Ｕ ／ Ｌ，较
对照组 （０ Ｇｙ） 降低，但差异无统计学意义 （ ｔ ＝
１ ３７２，Ｐ ＞ ０ ０５）。

５． γ 射线对破骨细胞特征标志基因表达的影

响：０ ７５ 和 ２ Ｇｙ γ 射线照射人外周血单核细胞，经
ＲＡＮＫＬ 和 Ｍ⁃ＣＳＦ 诱导培养 ７ ｄ，行实时荧光定量

ＰＣＲ 分析，观察电离辐射对破骨细胞特征标志基因

组织蛋白酶 Ｋ 和 ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 表达的影响。 与对照组

（０ Ｇｙ）相比，０ ７５ Ｇｙ 照射组细胞组织蛋白酶 Ｋ 和

ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 的 ｍＲＮＡ 表达明显升高，且差异有统计

学意义（ ｔ ＝ ２ ３４３、２ ７２８，Ｐ ＜ ０ ０５）；但 ２ Ｇｙ 照射组

细胞组织蛋白酶 Ｋ 和 ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 的 ｍＲＮＡ 表达较

对照组降低，尤其是 ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 的 ｍＲＮＡ 表达下调

明显，差异具有统计学意义（ ｔ ＝ ２ ７６５，Ｐ ＜ ０ ０５），
见表 ２。

表 ２　 不同剂量 γ 射线对破骨细胞特征标志基因组织

蛋白酶 Ｋ 和 ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ ｍＲＮＡ 表达的影响（ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｍａｒｋｅｒ
ｇｅｎｅｓ Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ ａｎｄ ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ （ｘ ± ｓ）
剂量（Ｇｙ） 样本数 Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ ／ ＧＡＰＤＨ ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ ／ ＧＡＰＤＨ
０ ６ ０ ８６ ± ０ １１ ０ ６３ ± ０ ０８
０ ７５ ６ １ ０７ ± ０ １９ａ ０ ８０ ± ０ １３ａ

２ ６ ０ ７４ ± ０ ０９ ０ ５１ ± ０ ０７ｂ

　 　 注：与 ０ Ｇｙ 相比，ａ ｔ ＝ ２ ３４３、 ２ ７２８， Ｐ ＜ ０ ０５；ｂ ｔ ＝ ２ ７６５，
Ｐ ＜ ０ ０５

讨　 　 论

骨代谢的动态平衡主要是由成骨细胞介导的

骨形成过程和破骨细胞介导的骨吸收过程所决定，
破骨细胞功能的变化将会导致骨重建异常。 破骨

细胞主要通过微环境的酸化和分泌酶来完成对骨

矿盐和骨有机质的降解，其中组织蛋白酶 Ｋ 和

ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 在破骨细胞的骨吸收过程中发挥着重要

的作用［１１］。 组织蛋白酶 Ｋ 在破骨细胞中高度选择

性表达，在酸性条件下激活，是对I胶原等骨有机质

成分进行降解的主要成分。 而上述骨降解发生的

前提是破骨细胞与骨基质之间形成封闭区，ｉｎｔｅｇｒｉｎ

β３ 参与破骨细胞的迁移黏附，介导封闭区的形成。
本研究观察不同剂量 γ 射线照射对人外周血

单核细胞向破骨细胞分化潜能的影响，发现 γ 射线

对破骨细胞分化潜能的影响可能表现为双向效应，
１ Ｇｙ 以下剂量（０ ７５ Ｇｙ）照射后可观察到 ＴＲＡＰ 阳

性多核破骨样细胞数量的明显增加，并伴随有破骨

细胞特征标志基因组织蛋白酶 Ｋ 和 ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 表达

的升高，且细胞培养上清液中 ＴＲＡｃＰ⁃５ｂ 浓度也明

显增加。 表明小剂量照射可增加人外周血单核细

胞向破骨样细胞的分化潜能，但较大剂量（２ Ｇｙ） γ
射线照射后，ＴＲＡＰ 阳性多核破骨样细胞数量、特征

标志基因和细胞培养上清液中 ＴＲＡｃＰ⁃５ｂ 浓度均有

不同程度下降。 可能是由于受到较大剂量照射后

细胞存活能力下降所致。
Ｙａｎｇ 等［１２］ 研究显示，２ Ｇｙ 的 γ 射线照射后

ＲＡＷ ２６４ ７ 细胞的 ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 和 ＲＡＮＫ ｍＲＮＡ 表

达升高、ＣＴＲ ｍＲＮＡ 表达减少，但是在有 ＲＡＮＫＬ 诱

导 ＲＡＷ ２６４ ７ 的 情 况 下， ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 和 ＲＡＮＫ
ｍＲＮＡ 表达降低，ＣＴＲ ｍＲＮＡ 表达升高，从而认为电

离辐射可以促进破骨细胞前体细胞的增殖和成熟，
增加其活性，但是对破骨细胞的增殖、成熟和活性

却具有抑制作用。 然而，刘华清［１３］ 研究却发现，在
ＲＡＮＫＬ 诱导 ＲＡＷ ２６４ ７ 分化为破骨细胞的过程

中，给予 １ ～ ４ Ｇｙ 的 γ 射线照射可以直接促进破骨

前体细胞 ＲＡＷ ２６４ ７ 分化形成破骨细胞，并且与剂

量呈正相关，其机制可能是通过升高细胞内 ＲＯＳ 和

Ｃａ２ ＋ 水平，进而间接促进破骨细胞的分化。
骨重建状态标志物主要是以胶原裂解产物和

代表破骨细胞活性的 ＴＲＡｃＰ⁃５ｂ 为指标，虽然可在

血或尿中监测和追踪，但灵敏度不够，且变异性

大。 选择和建立合适的骨代谢标志物以实时监测

骨重建状态，有助于确定临床干预的合适时间点，
以保护骨代谢平衡。 目前的研究证明，外周血单

核细胞在 Ｍ⁃ＣＳＦ 和 ＲＡＮＫＬ 存在的条件下可体外

诱导生成破骨细胞，其数量和活性，以及相关基因

和蛋白表达改变可作为监测骨吸收活性的有效指

标。 结合骨密度和骨代谢生化指标的相关性分

析，可实时监测骨重建状态，可望成为骨质疏松及

其骨折发生发展中骨重建状态及临床疗效评估的

新型指标。
综上，目前电离辐射对破骨细胞的研究主要集

中在效应方面，有关电离辐射对破骨细胞影响的分

子机制尚不明确。 另外，对电离辐射照射后成骨与
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破骨、成骨与免疫系统，以及破骨与免疫系统之间

耦联关系的研究，有助于解释电离辐射致骨重建失

衡的机制，有望为临床放疗后骨质疏松和骨折的预

防提供可行的药理靶向，有效防治和降低放疗后的

骨丢失和骨折危险。

利益冲突　 本研究未因进行该研究而接受任何不正当的职

务或财务利益，在此对研究的独立性和科学性予以保证
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论文；朱国英，设计研究方案，指导、监督试验进行，修改论

文；王建平，参与、指导细胞实验；翟江龙，负责辐射源的安全

与防护、γ 射线的照射
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