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【摘要】 目的 观察唑来膦酸盐对RAW264.7细胞系毒性作用的浓度范围和抑制RAW264.7分化

为破骨细胞的最佳实验浓度。方法 以小鼠前破骨细胞系RAW264.7为研究对象，应用MTT法检测唑

来膦酸盐对小鼠前破骨细胞系RAW264.7的毒性作用范围。使用TARP染色法观察不同浓度的唑来膦

酸盐作用下破骨细胞的生成数目。结果 体外培养 24 h后，酶联免疫反应吸光度结果显示，10-3 mol/L

（0.511±0.920），10-4 mol/L（0.615±0.577）唑来膦酸对小鼠前破骨细胞系RAW264.7增殖有毒性作用，与空

白对照组（0.789±0.061）相比，差异有统计学意义（F=5.880，P＜0.01）。TRAP染色破骨细胞计数结果显

示：10- 5 mol/L（8.333±0.817）、10- 6 mol/L（10.400±1.817）、10- 7 mol/L（11.250±2.750）及 10- 8 mol/L（11.143±

1.864）唑来膦酸盐实验组破骨细胞数与空白对照组破骨细胞数（13.833±2.483）相比，差异具有统计

学意义（F=27.972，P＜0.05），且呈浓度依赖性，当唑来膦酸盐浓度为10-5 mol/L时，抑制效果最明显（P＜0.01）。

结论 唑来膦酸盐抑制RAW264.7细胞系分化为破骨细胞的最佳体外实验浓度为10-5 mol/L。
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【Abstract】 Objective To further observe the concentration range of zoledronate on RAW264.7 cell

toxic effect and confirm the optimum concentration in inhibition of RAW264.7 differentiation of osteoclast.

Methods Mouse leukemia macro phage RAW264.7 was cultured as research object. RAW264.7 osteoclast

toxic effect of zoledronate was detected by MTT method. Inhibition of osteoclast differentiation by different

concentration of zoledronate were detected by tartrate- resistant acid phosphatase staining method. Results

After 24 h vitro culture, Enzyme-linked immunosorbent assay absorbance indicated that 10- 3 mol/L (0.511±

0.920), 10- 4 mol/L (0.615±0.577) concentrations of zoledronate had significantly toxic effects on cells com-

pared with the blank control group (0.789±0.061)(F=5.880, P<0.01). TRAP staining osteoclast count indicat-

ed that 10- 5 mol/L (8.333 ± 0.817), 10- 6 mol/L (10.400 ± 1.817), 10- 7 mol/L (11.250 ± 2.750) and 10- 8 mol/L

(11.143±1.864) concentrations of zoledronate all significantly inhibited RAW264.7 differentiation compared

with the blank control group (F=27.972, P<0.05), showing concentration dependence, 10-5 mol/L zoledronate

had the highest inhabitation effect (P<0.01). Conclusion Zoledronate can effectively inhibit RAW264.7 dif-

ferentiation, and the optimum concentration in vitro is 10-5 mol/L.
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·骨质疏松·

唑来膦酸抑制RAW264.7细胞系分化的

最佳浓度体外实验
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近年随着世界人口的老龄化，骨质疏松的患病

率逐年升高并影响着众多人群的健康，目前已经成

为全世界最关注的公共疾病之一[1]。根据国内最新

的研究报告显示我国目前大约共有1.4亿名骨质疏

松患者，其中男性和女性骨质疏松患者每十年增长

率分别为15%和20%，如何预防骨质疏松的发生，提
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高骨质疏松患者的骨骼强度是一个重要的急需解决

的问题[2]。

骨质疏松的发生大多和破骨细胞的骨吸收功能

过强有关，正常情况下破骨细胞骨吸收功能与成骨

细胞骨重建功能保持在一定的动态平衡之中，当破

骨细胞的骨吸收功能亢进时将会导致骨基质吸收过

度，全身骨量降低，甚至引发疼痛，进而引发骨质疏

松[3-4]。目前市面上的抗骨质疏松药物多分为基本补

充剂、抗骨吸收抑制、促进骨形成药物和新型单克隆

抗体抗骨质疏松药物（狄诺塞麦）。唑来膦酸作为一

线的抗骨质疏松药属于抗骨吸收抑制剂类药物，目

前有大量实验研究唑来膦酸盐对破骨细胞分化和骨

吸收功能的抑制作用[5-7]，旨在探究治疗骨质疏松的

新目的和方法，然而目前对于唑来膦酸盐的实验浓

度没有统一的标准。本实验以小鼠前破骨细胞系

（RAW264.7细胞株）为实验对象，通过四甲基偶氮

唑盐检测法（menthyl thiazolyl tetrazolium，MTT）检

测唑来膦酸盐对前破骨细胞的毒性范围，抗酒石酸

酸性膦酸酶（tyrosine rich amelogenin peptidetartrate

resistant acid phosphatase，TRAP）染色法观察不同唑

来膦酸盐浓度对前破骨细胞的分化效果，最终得出

唑来膦酸盐抑制前破骨细胞分化的最佳浓度，为今

后研究提供实验依据。

材料与方法

一、实验设计

分组对照细胞学实验，2016年9至12月于天津

市骨科研究所实验室完成。

二、材料

小鼠前破骨细胞系（RAW264.7细胞株）由北京

协和科学研究院提供，见表1。

三、实验方法

（一）小鼠前破骨细胞系RAW264.7培养

将小鼠巨噬细胞系RAW264.7接种在含有10%

F-GBS的双抗高糖DMEM培养液（dulbecco’s modi-

fied eagle medium，DMEM）中，于37℃、5%CO2培养

箱中培养，隔天更换一次培养液，当细胞铺满细胞培

养瓶底面80%～90%时，采用0.25%的胰酶和0.04%

的EDTA消化传代。

（二）药品的制配

将纯度≥99%唑来膦酸盐粉末用D-Hanks溶解

（dulbecco’s hanks balanced salt solution，Hanks）后

滤膜过滤，配置 10-2 mol/L的唑来膦酸溶液祖液，然

后用无血清的高糖DMEM培养液稀释唑来膦酸盐

祖液，分别配置成 10-3 mol/L、10-4 mol/L、10-5 mol/L，

10-6 mol/L、10-7 mol/L、10-8 mol/L六种不同浓度备用。

（三）RAW264.7细胞株增殖测定

实验组分别添加10-3 mol/L、10-4mol/L、10-5mol/L，

10-6 mol/L、10-7 mol/L、10-8 mol/L的唑来膦酸盐溶液，

加入高糖DMEM培养液的作为空白对照组，设6个

复孔。调整细胞悬液浓度为 105 个/ml，每孔加入

100 ul细胞悬液接种于 96孔板中，细胞培养箱培养

24 h当细胞贴壁后，换为加入药物的培养液，作用

36 h后按照MTT试剂盒方法检测实验组与对照组

的增殖率，具体的实验步骤按照说明书要求，多功能

酶标仪读取波长450 nm处吸光度值。

（四）破骨细胞TRAP阳性细胞计数

实验组分别添加10-5 mol/L、10-6 mol/L、10-7 mol/L、

10-8 mol/L的唑来膦酸盐溶液，加入DMEM高糖培养

液作为对照组，调节细胞悬液为5×104个/ml，每孔2 ml

溶液接种于 12孔板，调整每孔核因子 kB受体活化

因子（receptor activator for nuclear factor-kB Ligand，

RANKL）浓度为 100 ng/ml，诱导RAW264.7向破骨

细胞分化，诱导7 d后，进行TARP染色，具体的方法

参照说明书进行操作。计数方法：五组分别在200倍

的视野下随机选取10个视野进行破骨细胞计数，随

后取平均值。破骨细胞判断标准：细胞呈玫瑰红色

或粉红色，细胞核≥3个，上述实验重复5次。

四、主要观察指标

唑来膦酸对 RAW264.7 巨噬细胞系的增殖影

响：在96孔板中接种细胞36 h后，向每孔加入10 μl

表1 唑来膦酸干扰前破骨细胞活性及抑制前破骨细胞

分化实验所用试剂和仪器

试剂及仪器

DMEM培养基、胰蛋白酶、胎牛血清、

磷酸缓冲液D-Hank’s

二甲基亚砜

青链霉素溶液

MTT试剂

碱性磷酸酶试剂盒

细胞培养皿

倒置显微镜

细胞培养箱

唑来膦酸

来源

Sigma公司，美国

自制

美国 sigma公司

美国 Invitrogen公司

美国 sigma公司

南京建成生物工程研究所

美国Corning公司

德国Leica公司

德国Heraeus公司

美国 sigma公司
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浓度为5 mg/ml的MTT溶液，避光条件下共培养4 h

后，去掉培养液并加入 100 μl二甲基亚砜摇床低速

震荡10分钟并弃液，最后在酶联免疫检测仪吸光值

（optical density，OD）为 490 nm 处测得各孔的吸光

值。唑来膦酸对RAW264.7巨噬细胞系向破骨细胞

分化的影响：在 100 ng/ml的RANKL诱导七天后，

对孔板内细胞进行TRAP染色（具体操作按照说明

书要求），染色完成后在200倍视野的显微镜下进行

观察，细胞呈玫瑰色或酒红色且胞内细胞核≥3个即

被认定为破骨细胞，同时每孔随机选取10个视野对

破骨细胞进行计数。

五、统计学分析

采用 SPSS 19.0（IBM，美国）对数据进行录入

及 统 计 学 分 析 。 计 量 资 料 采 用 Kolmogorov-

Smirnov检验是否符合正态分布，符合正态分布的

组间吸光度值、破骨细胞数的比较方差分析，两两比

较采用Dunnet-t检验，检验水准α值取双侧0.05。

结 果

一、唑来膦酸对小鼠前破骨细胞系RAW264.7

增殖的影响

MTT 法检测后结果显示 RAW264.7 在唑来膦

酸盐 10-3 mol/L，10-4 mol/L浓度作用 36 h后，与空白

对照组相比，巨噬细胞系的增殖均受到抑制

（F=5.880，P＜0.01），其余四组对小鼠前破骨细胞

系RAW264.7的增殖无显著抑制作用（见图 1）。因

此得出结论，当唑来膦酸盐的浓度小于 10-5 mol/L

时对小鼠前破骨细胞系 RAW264.7 不具有生长抑

制的作用。

二、唑来膦酸对RAW264.7巨噬细胞系分化为

破骨细胞的影响

在RANKL诱导剂诱导7 d及TRAP染色后显示

唑来膦酸盐的浓度为 10-8 mol/L到 10-5 mol/L之间，

对破骨细胞的分化均有抑制作用，呈浓度依赖性

（F=27.972，P＜0.05）（见图2～7）。因此我们得出结

论，当唑来膦酸盐的浓度为10-5 mol/L（8.333±0.817）

时，与对照组（13.833±2.483）相比对破骨细胞分化

的抑制作用最明显（P＜0.01）。

讨 论

一、双膦酸盐与破骨细胞

当破骨细胞的骨吸收功能过度、骨吸收和骨形

成的动态平衡被破坏时将会造成骨质疏松，然而骨

质疏松是一种慢性进行性疾病，患者多在伴有骨折

的发生时才得知有骨质疏松症，因此预防骨质疏松

的发生和及时治疗是目前的首要方向[8-10]。近些年

来，有关于骨质疏松的治疗药物和靶向治疗方法成

为实验研究的热点，其中抗骨吸收抑制剂双膦酸盐

类药物在临床实验和细胞组织工程实验上都进行了

大量的研究[11-12]。

近年来的研究表明，双膦酸盐类的药物用于临

床治疗骨质疏松性疾病有明显的防治和治疗效果，

双膦酸盐可抑制骨过度吸收，恢复骨小梁的微结构，

增强骨骼的强度，同时治疗一些特殊性骨病，降低骨

性关节炎的发生[13-14]。唑来膦酸盐为第三代双膦酸

盐类药物，抗骨质疏松能力约为一代双膦酸盐类药

物的10 000倍，其侧链为含有双氮的环状结构，加强

了唑来膦酸与羟基磷灰石的结合力[15-17]。双膦酸盐

图1 不同浓度唑来膦酸盐作用36 h后各孔的吸光度值 图2 不同浓度唑来膦酸盐组破骨细胞生成数目
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抑制破骨细胞的分化主要通过三个方面：（1）直接作

用于破骨细胞，抑制破骨细胞的增殖和凋亡，减少细胞

的数量，改变破骨细胞的数量和活性并阻止破骨对骨组

织的粘附性，抑制了骨基质的重吸收[18-19]；（2）直接与骨

基质相结合，抑制骨骼的重吸收，研究发现双膦酸盐

可在骨基质的表面聚集并在一定的时间内保持相对

稳定浓度，保持抑制骨吸收作用[20]；（3）干扰破骨细胞

介导因子的生成，如（L-1，L-6，TNF），间接的抑制破骨

细胞的活性和破骨前体细胞的分化[21]。

二、破骨细胞的来源与形成

破骨细胞来源于骨髓造血系统，属于单核/巨噬

细胞系，目前破骨细胞的分化分为四个阶段：（1）骨

髓来源的单核细胞分化为特定的造血祖细胞；（2）造

血祖细胞分化为前破骨细胞（osteoclast precursor，

OCP）；（3）前破骨细胞进一步分化为抗酒石酸酸性

磷酸酶阳性前破骨细胞；（4）OCP聚集，集合成为成

熟的破骨细胞，目前发现破骨细胞的形成通路有

RANKL-RANK-OPG 信号通路、ITAM 信号通路、

M-CSF信号通路[22-24]。破骨细胞是唯一具有骨吸收

功能的细胞，破骨细胞的作用为清除旧的骨基质，促

进骨基质的新陈代谢，然而当破骨细胞的骨吸收功

能亢进，旧骨基质的吸收速度小于新骨基质的形成

即会造成骨质疏松[4，24]。

三、实验讨论与展望

本实验选用小鼠前破骨细胞系RAW264.7为研

究对象，通过设定不同浓度的唑来膦酸盐实验组，最

终得出在唑来膦酸盐浓度为 10-5 mol/L时为抑制小

鼠前破骨细胞系RAW264.7分化的最佳浓度。跟成

骨细胞与破骨细胞建立共培养体系相比，目前多为

对破骨细胞的直接研究，然而共培养体系具有更加

接近人体内环境的优点。本实验选择了研究唑来膦

酸盐在体外对前破骨细胞的直接作用，采用MTT法

检测唑来膦酸盐对前破骨细胞的毒性作用和TRAP

染色法检测破骨细胞的生成数目。本实验设计一方

面可以观察唑来膦酸盐对前破骨细胞分化的直接作

用，另一方面与建立成骨细胞与破骨细胞共培养体

系相比，本实验所得出的浓度更具有实验指导意

义。本实验的不足之处有：（1）仅从破骨细胞的生成

角度考虑唑来膦酸盐对小鼠前破骨细胞RAW264.7

的作用，而未进一步地从细胞凋亡的角度观察唑来

膦酸盐的作用。（2）本实验未设立成骨细胞与小鼠前

破骨细胞系RAW264.7共培养体系组，进而观察唑

来膦酸盐对共培养体系中小鼠前破骨细胞系

RAW264.7分化的抑制作用。（3）本实验仅从体外研

究唑来膦酸盐对前破骨细胞分化的抑制作用，然而

体外实验环境不能很好的模拟唑来膦酸盐在体内的

作用过程。这些不足将是我们下一步的研究重点。

四、小结

此次实验从细胞增殖和分化的角度探讨了唑来

膦酸盐对小鼠前破骨细胞的抑制作用，为今后的细

胞实验和动物实验提供了可靠实验浓度依据，同时

为更加深入的细胞通路研究提供了基础支持。

图3～7 不同浓度唑来膦酸盐作用下各组TRAP染色结果。图 3、4、5、6、7唑来磷酸盐浓度分别为 10-8 mol/L、

10-7 mol/L、10-6 mol/L、10-5 mol/L

③ ④ ⑤

⑥ ⑦
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