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ＦＧＦ２对破骨细胞体外分化以及骨吸收功能的直接调控作用
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　　［摘要］　目的　研究成纤维细胞生长因子２（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ２，ＦＧＦ２）对于破骨细胞（ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ，ＯＣ）体外分化
与功能的直接调控作用。方法　 分离野生型 Ｃ３Ｈ／ＨｅＪ小鼠骨髓单核细胞，利用核因子 κＢ受体活化因子配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆＮＦκＢｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）以及巨噬细胞集落刺激因子（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＭＣＳＦ）诱导向破骨细
胞分化，同时在实验组中加入ＦＧＦ２，观察骨髓单核细胞向破骨细胞分化发育过程，鬼笔环肽（ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎｅ）染色观察破骨细
胞肌动蛋白环（ａｃｔｉｎｒｉｎｇ）变化，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测破骨细胞Ｔｒａｐ、Ｍｍｐ９、Ｃｔｓｋ以及 Ｃｌｃｎ７表达，破骨细胞与骨片共培养检
测骨吸收功能变化，并用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关信号通路分子表达情况。结果　 ①ＴＲＡＰ染色显示实验组与对照组破骨
细胞数量无明显差异（Ｐ＞０．０５）；②鬼笔环肽染色提示实验组与对照组肌动蛋白环均正常；③实验组 Ｔｒａｐ、Ｍｍｐ９及 Ｃｔｓｋ
ｍＲＮＡ表达量均高于对照组（Ｐ＜０．０５），而Ｃｌｃｎ７ｍＲＮＡ表达２组无明显差异；④体外骨片吸收实验提示实验组骨吸收陷
窝面积显著大于对照组（Ｐ＜０．０５）；⑤Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测实验组磷酸化细胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）较对照组表达明显增
多。结论　 ＦＧＦ２不影响破骨细胞前体细胞向破骨细胞的分化以及肌动蛋白环的形成，但可以通过ＥＲＫ信号通路正向调
控成熟破骨细胞的骨吸收功能。
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　　破骨细胞是体内行使骨吸收功能的最主要细胞，
对于骨骼稳态的维持发挥重要作用［１］。破骨细胞源

于造血干细胞的单核／巨噬系，成熟破骨细胞通过附着
于骨表面形成骨吸收陷窝，之后分泌 Ｈ＋以及各种溶
解性酶类降解骨质［２］。破骨细胞在分化发育过程中

受到多种细胞因子的调控，其中最主要的为核因子κＢ
受体活化因子配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆＮＦκＢｌｉｇａｎｄ，
ＲＡＮＫＬ）以及巨噬细胞集落刺激因子（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＭＣＳＦ），除此之外还包括转化
生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）、成纤
维细胞生长因子（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓ，ＦＧＦｓ）、骨形
态发生蛋白（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＢＭＰｓ）以及
甲状旁腺素（ｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅ，ＰＴＨ）等。
　　成纤维细胞生长因子家族是由２２个成员组成，其
中ＦＧＦ２被认为是作用最广泛的细胞因子，在骨组织
中，ＦＧＦ２由成骨细胞及其前体细胞分泌，以自分泌或
者旁分泌的形式作用于骨骼相关细胞。以往的研究发

现，ＦＧＦ２对于破骨细胞有很重要的调控作用，但是没
能明确ＦＧＦ２对破骨细胞早期分化的直接作用以及调
节破骨细胞功能的信号机制［３－９］。本实验通过 ＦＧＦ２
体外刺激骨髓单核／巨噬造血干细胞，观察其对破骨细
胞的分化发育与功能的影响。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　实验动物为 ＳＰＦ级 Ｃ３Ｈ／ＨｅＪ小鼠（第三军医大学大坪医
院野战外科研究所实验动物中心提供）；小鼠重组 ｓＲＡＮＫＬ
（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）；小鼠重组 ＭＣＳＦ（ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ）；ＦＧＦ２（Ｓｉｇｍａ）；
αＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ）；优质胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ）；ＴＲＡＰ染色试
剂盒（Ｓｉｇｍａ）；ｆｉｃｏｌｌｐａｑｕｅＰＲＥＭＩＵＭ（ＧＥｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）；ｐｈａｌｌｏｉ
ｄｉｎｅ（ＦＩＴＣｌａｂｅｌｅｄ，Ｓｉｇｍａ），总 ＲＮＡ抽提试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；
ＳＹＢＲＥｘＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ）；ＥＲＫ、ｐＥＲＫ以及
βａｃｔｉｎ抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）；抗兔、抗鼠辣根过氧化物酶抗体（北
京中杉）；化学发光试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏ）；胶片购自Ｋｏｄａｋ公司。
１．２　方法
１．２．１　牛皮质骨片的制备及处理　　新鲜牛皮质骨纵切成厚
约２００μｍ的骨片，用水洗砂纸磨薄至５０μｍ，眼科剪修剪为
５ｍｍ×５ｍｍ的骨片，超声波清洗３次，每次１０ｍｉｎ。无菌去离
子水冲洗后浸泡在含青霉素１０００Ｕ／ｍＬ、链霉素１０００Ｕ／ｍＬ
的ＤＨａｎｋｓ液中，换液３次，每次３０ｍｉｎ，最后置含抗生素（同
前）的αＭＥＭ培养液中备用。
１．２．２　破骨细胞的诱导以及 ＦＧＦ２处理　　参考 ＭｃＨｕｇｈ
等［１０－１１］方法，将４～８周龄雄性小鼠断颈处死，在无菌条件下
分离股骨及胫骨；剪断两侧骨骺端，使用 １ｍＬ注射器注满

αＭＥＭ（含１０００Ｕ／ｍＬ青霉素、１０００Ｕ／ｍＬ链霉素，１０％胎牛
血清）轻轻冲洗骨髓腔；收集骨髓细胞混合液，于２００目筛网过
滤并接种至直径１００ｍｍ的培养皿中，收集细胞，使用分离液分
离骨髓单核细胞，之后ＰＢＳ重悬，１０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，沉淀
用αＭＥＭ（含１０００Ｕ／ｍＬ青霉素，１０００Ｕ／ｍＬ链霉素，１０％胎
牛血清，５０ｎｇ／ｍＬＲＡＮＫＬ，３０ｎｇ／ｍＬＭＣＳＦ）培养液重悬，实验
组加入终浓度为 ２０ｎｇ／ｍＬ的 ＦＧＦ２，计数并调整细胞浓度为
１×１０７／ｍＬ后接种于预先放或者不放置牛骨片的６孔培养板
中，每孔接种２ｍＬ，３７℃，５％ ＣＯ２培养，细胞每２天换液１次，
诱导过程中不断观察破骨细胞形成和凋亡情况。

１．２．３　破骨细胞ＴＲＡＰ染色及计数　　破骨细胞诱导培养４、
５、６、７、８、９、１０ｄ后，将贴有细胞的玻片取出，ＰＢＳ冲洗１次；５％
的戊二醛４℃固定１０ｍｉｎ；蒸馏水冲洗３次；玻片浸入预热到
３７℃的 ＴＲＡＰ染色液，避光温育１ｈ；去离子水漂洗，１ｍｉｎ×
３次；自然干燥，中性树胶封片；光镜下观察，以ＴＲＡＰ（＋）多核
细胞（３个或３个以上）为破骨细胞。破骨细胞计数参照刘栓
得等［１２］方法，每个处理取３张玻片进行破骨细胞计数，每张玻
片随机取６个位置视野，取均值，结果以细胞个数／视野表示。
１．２．４　破骨细胞鬼笔环肽染色　　破骨细胞诱导培养１０ｄ
后，将贴有细胞的玻片取出，用 ３７℃预热的 ＰＢＳ清洗细胞
２次，之后使用４％ＰＦＡ固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次，１％ＢＳＡ阻
断３０ｍｉｎ，５ｍｇ／ｍＬ鬼笔环肽染液密闭湿盒室温染色６０ｍｉｎ，细
胞核使用ＤＡＰＩ染液染１０ｍｉｎ，中性树胶封片后激光共聚焦观察。
１．２．５　破骨细胞标志酶基因表达检测诱导培养　　采用 ＴＲ
ＩＺＯＬ法提取经过 １０ｄ诱导分化的破骨细胞总 ＲＮＡ，按照
ＴａＫａＲａ反转录试剂盒说明进行反转录及定量反应，内参Ｃｙｃｌｏ
ｐｈｉｌｉｎ以及Ｔｒａｐ（ｔａｒｔｒａｔｅｒｅｓｉｓｔａｎｔａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ）、Ｍｍｐ９（ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９）、Ｃｔｓｋ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＫ）以及 Ｃｌｃｎ７（ｃｈｌｏｒｉｄｅｃｈａｎ
ｎｅｌ７）基因引物序列参照 Ｓｕ等［１３］方法，扩增条件为：９５℃
３０ｓ、（９５℃ ５ｓ、５７℃ ２０ｓ、７２℃ ２０ｓ）×４０个循环、９５℃
３０ｓ、５７℃ ３０ｓ、９５℃３０ｓ。ＭＸ３０００Ｐ定量ＲＣＲ仪自动计算样
本Ｃｔ值以及样本含量。
１．２．６　破骨细胞骨吸收功能检测　　将接种于骨片上的破骨
细胞诱导培养１０ｄ后，将贴有细胞的骨片去除，ＰＢＳ清洗３次
后，２．５％戊二醛４℃固定１０ｍｉｎ后，０．２５％氢氧化氨５０ｋＨｚ
超声清洗３次，每次３ｍｉｎ，系列乙醇脱水，自然晾干。１％甲苯
胺蓝染液室温下染色１ｍｉｎ，蒸馏水洗后自然晾干。于解剖显
微镜下观察采像，利用ＳｐｏｔＲＴＣａｍｅｒａ软件对吸收陷窝进行面
积统计。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＲＫ蛋白表达　　细胞接种于６孔
板，实验组加２０ｎｇ／ｍＬＦＧＦ２以及ＲＡＮＫＬ和ＭＣＳＦ，对照组不
加ＦＧＦ２，ＲＡＮＫＬ和ＭＣＳＦ同前。诱导１０ｄ后，含蛋白酶抑制
剂的细胞裂解液收集总蛋白并用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度，Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测总ＥＲＫ、ｐＥＲＫ及内参βａｃｔｉｎ蛋白水平的变化。
１．３　统计学处理
　　结果以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行独立样本
ｔ检验。
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２　结果

２．１　ＦＧＦ２对骨髓单核细胞向破骨细胞分化无明显影响
　　实验组与对照组均于第５天开始出现破骨细胞，第６、７天
左右数量达到顶峰，之后数量开始减少（图１），通过计数发现
ＦＧＦ２实验组与对照组相比，二者在诱导后第５～１０天破骨细
胞数量无明显差异。
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图１　破骨细胞体外诱导分化计数

２．２　ＦＧＦ２不影响破骨细胞肌动蛋白环的形态
　　体外培养诱导骨髓单核细胞分化为破骨细胞后，通过
ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎｅ染色观察破骨细胞足体，结果显示（图２）ＦＧＦ２实验
组与对照组相比，破骨细胞肌动蛋白环均正常，二者形态无明

显差异。
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Ａ：对照组；Ｂ：实验组；箭头示破骨细胞肌动蛋白环
图２　破骨细胞鬼笔环肽染色观察　（×１００）

２．３　ＦＧＦ２上调破骨细胞骨吸收相关酶的表达
　　ＦＧＦ２刺激后的破骨细胞 Ｔｒａｐ（Ｐ＜０．０１）、Ｃｔｓｋ（Ｐ＜０．０５）
以及Ｍｍｐ９（Ｐ＜０．０１）的 ｍＲＮＡ水平表达均增高，而 Ｃｌｃｎ７的
ｍＲＮＡ表达实验组与对照组无明显差异。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
图３　ＲＴＰＣＲ检测破骨细胞相关功能酶表达

２．４　ＦＧＦ２促进破骨细胞骨吸收功能
　　利用破骨细胞与骨片共培养的方法，在培养１０ｄ后，对骨

片进行甲苯胺蓝染色，发现骨片上深蓝色的吸收陷窝（图４白
色虚线内），对实验组与对照组吸收陷窝面积进行统计，发现

ＦＧＦ２刺激后破骨细胞吸收陷窝面积为（３．２０±０．３３）ｍｍ２，明
显大于对照组（２．３２±０．５１）ｍｍ２（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：对照组；Ｂ：实验组
图４　体外骨片吸收实验检测破骨细胞骨吸收功能

２．５　ＦＧＦ２能够上调破骨细胞ＥＲＫ磷酸化水平
　　提取诱导的破骨细胞总蛋白，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术进行
检测，发现在总ＥＲＫ蛋白水平无明显差异的前提下，ＦＧＦ２刺
激后的破骨细胞ＥＲＫ磷酸化水平明显增高（图５）。
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图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测破骨细胞ｐＥＲＫ的表达

３　讨论

　　ＦＧＦ２是多功能的生长因子，对多种组织和细胞都
具有生物学效应，参与细胞的增殖、分化、迁移等过程。

ＦＧＦ２在体内主要通过自分泌及旁分泌的方式与位于
细胞膜上的高亲和力受体ＦＧＦＲｓ结合发挥作用，目前
研究认为 ＦＧＦ／ＦＧＦＲｓ信号主要是通过 ＭＡＰＫ、ＰＫＣ、
ＰＩ３Ｋ等通路介导［１４］，其中 ＭＡＰＫ通路包括 ＥＲＫ１／２、
Ｐ３８以及ＪＮＫ。
　　ＦＧＦ２在骨骼发育以及损伤修复中发挥重要的作
用，ＦＧＦ２能够促进人胚胎干细胞向骨与软骨分化［１５］。

人体血清中的 ＦＧＦ２水平可预测骨折愈合情况，提示
ＦＧＦ２为骨折愈合的正向调节因子［１６］。另外，ＦＧＦ２有
助于维持骨稳态，具有协调成骨细胞与破骨细胞的分

化发育及活性的功能［１７－１９］。有研究发现 ＦＧＦ２能缓
解卵巢摘除小鼠的骨质疏松［２０］，促进骨折的损伤修复

等。综上所述，ＦＧＦ２有望成为临床骨质疏松和骨折的
治疗药物。
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　　目前研究认为，ＦＧＦ２可通过促进成骨细胞分泌
ＲＡＮＫＬ来间接促进体外培养的骨髓细胞向破骨细胞
的分化［５，２１］，但 ＦＧＦ２是否直接作用于破骨细胞尚不
清楚。尽管Ｋａｗａｇｕｃｈｉ［５］以及Ｃｈｉｋａｚｕ［６］等在研究中均
提及ＦＧＦ２对于破骨细胞的影响，但是都没能明确
ＦＧＦ２对破骨细胞的早期分化的直接作用以及调控其
功能的机制。本研究利用小鼠骨髓造血干细胞单核细

胞系体外诱导的方式，探讨了 ＦＧＦ２对于破骨细胞分
化、形态、功能以及信号通路的直接调控作用。我们发

现ＦＧＦ２不影响破骨前体细胞向多核破骨细胞分化，
也不改变破骨细胞肌动蛋白环的形态，因此 ＦＧＦ２刺
激后破骨细胞的数量和粘附功能并没有发生变化。在

破骨细胞的骨吸收功能方面，ＦＧＦ２能够明显上调破骨
细胞相关功能酶的表达，进而促进了破骨细胞的骨吸

收功能。但是 ＦＧＦ２对 Ｃｌｃｎ７的表达并无影响，提示
ＦＧＦ２促进体外破骨细胞的骨吸收功能与吸收陷窝中
的酸化情况无关。另外，破骨细胞的分化发育以及功

能的维持主要依赖于 ＭＡＰＫ、ＮＦκＢ以及 ＰＩ３Ｋ３条信
号通路［２２］，而ＭＡＰＫ也是 ＦＧＦ信号重要的下游通路，
因此我们检测ＦＧＦ２对于破骨细胞 ＭＡＰＫ信号通路的
影响，发现 ＦＧＦ２可以上调磷酸化 ＥＲＫ的活化程度，
提示ＦＧＦ２对于破骨细胞功能的上调作用可能是通过
增强ＥＲＫ信号通路实现的。
　　综上所述，我们的研究明确了 ＦＧＦ２对于破骨细
胞体外分化的直接调控作用，为从调节 ＦＧＦ信号方面
治疗临床骨质疏松与其他骨骼疾病提供了新的实验证

据，但ＦＧＦ２在体内对破骨细胞的具体作用机制还不
完全清楚，尚需进一步的研究和探索。
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