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文章亮点： 

1 先前国内外对破骨细胞的获取一般采用基质细胞诱导培养或共培养，或运用核因子 κB受体活化因子
配体和巨噬细胞集落刺激因子共同诱导形成成熟的破骨细胞，近来有研究单用核因子 κB受体活化因子
配体诱导培养 RAW264.7细胞向成熟破骨细胞分化。 

2 实验单用核因子κB受体活化因子配体诱导RAW264.7细胞7 d后观察抗酒石酸酸性磷酸酶染色结果，
以鬼笔环肽荧光染色观察纤维性肌动蛋白环，甲苯胺蓝染色观察牛骨片表面的吸收陷窝情况。 

3 结果显示单独运用核因子 κB受体活化因子配体诱导 RAW264.7细胞分化成熟，减少了巨噬细胞集落
刺激因子的应用，使培养体系更加简单，易于操作，诱导出的细胞纯度高，适合于破骨细胞的生物学和

生化研究。 
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摘要 

背景：破骨细胞作为一种终末细胞，获取困难，而且没有成熟破骨细胞株等因素限制了其应用。先前国

内外对破骨细胞的获取一般采用基质细胞诱导培养或共培养，或运用核因子 κB 受体活化因子配体和巨
噬细胞集落刺激因子共同作用诱导形成成熟的破骨细胞。 

目的：观察小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7的一般生物学特征，分析其在核因子 κB受体活化因子配体诱
导下形成成熟破骨细胞的可行性。 

方法：培养 RAW264.7后，用核因子 κB受体活化因子配体诱导 RAW264.7细胞 7 d后观察抗酒石酸酸
性磷酸酶染色结果，以抗酒石酸酸性磷酸酶染色阳性，细胞核≥3个为破骨细胞。以鬼笔环肽荧光染色
观察纤维性肌动蛋白环，甲苯胺蓝染色观察牛骨片表面的吸收陷窝情况。 

结果与结论：核因子 κB受体活化因子配体可诱导 RAW264.7细胞形成抗酒石酸酸性磷酸酶染色阳性的
多核细胞，形成纤维性肌动蛋白环，电镜下可见骨片上圆形或椭圆形的吸收陷窝。提示 RAW264.7 是
一种较好的破骨前体细胞模型，可用于破骨细胞分化研究。单用核因子 κB 受体活化因子配体诱导
RAW264.7细胞分化成熟，减少了巨噬细胞集落刺激因子的应用，使培养体系更加简单，易于操作，诱
导出的细胞纯度高，适合于破骨细胞的生物学和生化研究。 
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Abstract 

BACKGROUND: Osteoclast as a terminal cell is difficult to obtain, and the shortage of mature osteoclast  
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strains limits its application. Previous studies have shown that stromal cell culture or co-culture is commonly used 
to obtain the osteoclasts, and the receptor activator of nuclear factor κB ligand and macrophage 
colony-stimulating factor can be used in combination in order to obtain the mature osteoclasts. 

OBJECTIVE: To observe the biological characteristics of mouse monocyte macrophage RAW264.7, and to 
analyze the feasibility of receptor activator of nuclear factor κB ligand-mediated differentiation of monocyte 
macrophage RAW264.7 into osteoclasts.  

METHODS: The RAW264.7 cells were cultured, and then the RAW264.7 cells were induced with receptor 
activator of nuclear factor κB ligand for 7 days to observe the tartrate-resistant acid phosphatase staining results. 
The positive tartrate-resistant acid phosphatase staining and nucleus ≥ 3 were considered as the osteoclasts. 
Phalloidin staining was used to observe fibrous actin ring, and toluidine blue staining was used to observe the 
resorption pits on the surface of bovine bone slice.   

RESULTS AND CONCLUSION: RAW264.7 cells could be induced into tartrate-resistant acid phosphatase-positive 
multinuclear cells with receptor activator of nuclear factor κB ligand, and formed fibrous actin rings; round or ellipse 
bone resorption pits were found in bone slice surface by microscope. RAW264.7 cells were considered as a good 
preosteoclast model that used for research of osteoclast differentiation. Receptor activator of nuclear factor κB 
ligand can induce the differentiation and maturation of RAW264.7 cells, reduce the application of macrophage 
colony-stimulating factor and make the training system simpler and easier to operate, and the induced cells have the 
high purity suitable for biological and biochemical studies of osteoclasts.  

Key Words: tissue construction; bone tissue construction; osteoclasts; receptor activator of nuclear factor kappa 
B; ligand; RAW264.7 cells; cell differentiation; induce; identification; fibrous actin; bone resorption; provincial 
grants-supported paper 
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0  引言 

 
骨再建是人类的调节骨结构完整性的重要机制，它是由一对作用相拮抗的细胞，成骨细

胞和破骨细胞控制和调节的，成骨细胞合成并沉积胶原(Ⅰ型胶原)，增加骨量，而破骨细胞
负责不断吸收骨组织

[1]
。在骨发育和重建过程中破骨细胞是惟一有吸收功能的细胞。破骨细

胞数量和活性的改变可导致多种代谢性骨病发生，一直是研究的热点和重点。但因破骨细胞

属于终末细胞，不能分化传代，分离纯化困难，限制了破骨细胞功能的深入研究。本实验旨

在观察小鼠单核巨噬细胞RAW264.7细胞在核因子κB受体活化因子配体的诱导下生成有骨吸
收能力破骨细胞的可行性，以期为进一步研究破骨细胞相关骨疾病奠定基础。 

 
1  材料和方法 

 
设计：细胞学对比观察实验。 

时间及地点：于2011年1月至2012年5月在南方医科大学南方医院实验中心完成。 
材料： 

RAW264.7细胞诱导分化为破骨细胞实验的主要试剂及仪器： 

Main reagents and instruments: 

 
 

 
 

 
 

 
 

试剂及仪器 来源 

DMEM培养基和胎牛血清 
抗酒石酸酸性磷酸酶染色试剂盒 
小鼠核因子 κB受体活化因子配体 
RAW264.7细胞株 
FITC-Phalloidin 
核因子 κB受体活化因子配体 
PI染液 

Gibco公司 
Sigma公司 
Peprotech公司 
ATCC，Manassas，USA
Enzo公司 
R&D 
Keygen 
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方法：   

RAW264.7细胞培养：从液氮中取出装有RAW264.7
细胞的冷冻管，快速37 ℃水浴直到解冻后，离心弃上

清，培养液重悬，隔天换液，细胞约长满后，用0.25% 胰
酶+0.02% EDTA将RAW264.7细胞消化下传代培养，用

倒置显微镜观察RAW264.7细胞的形态特征。 
诱导破骨细胞形成及抗酒石酸酸性磷酸酶染色实验：6孔

板内每孔放置消毒准备好玻片(大小约为1 cm×1 cm)，
将RAW264.7细胞以3×105/cm2

的浓度传代于6孔培养

板，置于培养箱内(37 ℃、体积分数5%CO2)培养7 d，
对照组和诱导组各3孔；其中3孔加入核因子κB受体活化

因子配体进行诱导培养，并调节成终浓度为50 μg/L，定
期换液，并保持核因子κB受体活化因子配体终浓度不

变，观察细胞形态特征变化。在培养第7天时取出盖玻
片按抗酒石酸酸性磷酸酶试剂盒说明书进行抗酒石酸

酸性磷酸酶染色实验。以抗酒石酸酸性磷酸酶染色阳

性，细胞核≥3个为破骨细胞。 

细胞骨架纤维性肌动蛋白荧光染色和细胞核PI染色：同

样将RAW264.7细胞以3×105/cm2
的浓度传代于6孔培

养板，对照组和诱导组各3孔，诱导培养方法同前；在
培养第4天时去除培养液，PBS清洗细胞2次，40 g/L多

聚甲醛室温固定10 min，PBS再次清洗细胞3次后，再
用FITC-Phalloidin工作液(5 mg/L)并置于密闭的湿盒中

室温染色50 min，PBS清洗3次，加入PI染液染色10 min
后PBS清洗细胞3次，封固，荧光显微镜下观察。 

骨 吸 收 陷 窝 检 测 ：同样将 RAW264.7细胞以
3×105/cm2

的浓度传代于6孔板中, 对照组和诱导组各3

孔，6孔板内每孔放置消毒准备好牛骨皮质片(大小约为
1 cm×1 cm)，诱导培养方法同前；在培养10 d后弃培养

液，PBS清洗细胞2次，骨片采用2.5%戊二醛固定液固
定5 min，在0.25 mol/L氢氧化铵中超声清洗3次，然后

系列乙醇脱水，最后1%甲苯胺蓝室温染色4 min，三蒸
水漂洗后，倒置显微镜下观察。  
主要观察指标：RAW264.7破骨细胞形态学特征，

抗酒石酸酸性磷酸酶染色结果及免疫荧光及骨吸收陷

窝检测结果。 

   
2  结果 

 
2.1  RAW264.7细胞形态学观察结果   复苏后的

RAW264.7细胞贴壁快，一般2 h，贴壁后细胞呈类圆形，
并有较长突触，多为单核，极少数有2个核。培养2 d后

细胞呈集落式生长, 之后集落迅速增多扩大融合；加入

核因子κB受体活化因子配体诱导培养后RAW264.7细

胞质内空泡逐渐增多，且随培养时间的延长胞体逐渐增

大，边缘不整齐，周围有刷状缘(褶皱)，有伪足，多核

巨细胞的数目逐渐增多，见图1。 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
2.2  RAW 264.7诱导形成的破骨细胞抗酒石酸酸性磷

酸酶染色结果  核因子κB受体活化因子配体诱导培养  
7 d后可见较多抗酒石酸酸性磷酸酶染色阳性多核细胞

(核≥3个)，细胞核染成紫色，胞浆染成淡红色，呈空泡
状，细胞膜边界不清，可见有伪足和褶皱，而未诱导培

养的RAW 264.7细胞大部分是苏木精紫染的单核细胞，
见图2。 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

图 1  RAW264.7细胞形态学观察结果(倒置显微镜，×200) 

Figure 1  Morphological observation of RAW264.7 cells 
(Inverted microscope, ×200) 

注：RAW264.7 细胞呈集落生长，未发现多核细胞；经核因
子 κB受体活化因子配体诱导培养后逐渐形成多核巨细胞，边
缘不整齐。 

B：RANKL诱导组  A：对照组

图 2  RAW 264.7诱导形成的破骨细胞抗酒石酸酸性磷酸
酶染色结果(倒置显微镜，×200) 

Figure 2  Tartrate-resistant acid phosphatase staining of 
RAW264.7-induced osteoclasts (Inverted 
microscope, ×200) 

注：核因子 κB受体活化因子配体诱导培养后逐渐形成抗酒石
酸酸性磷酸酶阳性的多核巨细胞，而对照组未见。 
 

B：RANKL诱导组  A：对照组
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2.3  RAW 264.7诱导形成的破骨细胞荧光染色结果 
核因子κB受体活化因子配体诱导后多核细胞形成绿色

的纤维性肌动蛋白环，细胞核蓝染，边聚，细胞膜边界

不清，可见有伪足和褶皱。而未诱导培养的对照组见大

部分单核细胞聚集，但不融合，见图3。 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

2.4  骨吸收陷窝的测定结果  核因子 κB受体活化因子
配体诱导培养 10 d 后，骨片甲苯胺蓝染色上有大片的
虫蚀状的蓝紫色异染，而对照未诱导培养组骨片没有蓝

染，见图 4。 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
3  讨论 

 
骨重建是一个骨组织自我更新的过程，破骨细胞不

断吸收旧骨，成骨细胞则不断形成新骨补充骨吸收部

分。当骨骼成熟后，破骨细胞在骨重建过程中维持骨量

稳定发挥重要作用。骨吸收和合成过程被一些列相关细

胞因子和激素所调控
[2-6]
，以维持骨结构及骨强度的完整

性。破骨细胞的骨吸收和成骨细胞的骨形成能力之间的

平衡是维持正常骨重建的基础
[7]
，破骨细胞数量和活性

的改变是导致各种骨骼系统疾病
[8]
，如类风湿关节炎、

骨质疏松、转移性骨肿瘤和关节置换后假体松动等发生

的主要原因之一；临床上常见置换关节松动的主要原

因：关节假体的磨损颗粒作用于假体周围组织产生炎性

递质，诱使破骨细胞生成、活化，导致假体周围骨溶解，

引起置换关节松动
[9]
。 

 
破骨细胞起源于造血干细胞，在多种基因调控作用

下增殖、分化为多核的成熟破骨细胞，并可活化成有骨

吸收能力的破骨细胞
[10]
。对破骨细胞生物学特性的探索

是最近的研究热点，然而破骨细胞作为一种终末细胞, 
获取困难, 而且没有成熟破骨细胞株等因素限制了对破

骨细胞的研究。众多研究开始采用基质细胞或成骨细胞

与骨髓或脾细胞混合共培养或分层共培养来获取破骨

细胞，但该些方法存在着培养体系细胞不纯等问题，不

适合基因转染的研究
[11]
。 

 
目前较为理想的方法是将破骨细胞前体定向诱导

分化成破骨细胞。曾有多种破骨前体细胞系(如FDCP、
TCM16、HL-60细胞、C7细胞和FLG29.1等)用于破骨

细胞的研究
[12-15]

。 
 

RAW264.7细胞是目前一种常用的破骨细胞前体细
胞，RAW264.7细胞是小鼠源性破骨前体细胞，其最初

来自Abelson小鼠白血病病毒所致的肿瘤[16]
，该细胞可

表达成熟破骨细胞表型标志的基因 , 因此认为

RAW264.7细胞是晚期分化阶段的破骨前体细胞[17]
。 

 

核因子κB受体活化因子配体属于肿瘤坏死因子配
体家族，人类核因子κB受体活化因子配体基因主要表达

于骨、骨髓及淋巴组织。核因子κB受体活化因子配体通
过与其受体结合而发挥其生理作用。人类核因子κB受体

活化因子编码的蛋白在体内有2种存在方式，第一为跨

图 3  RAW 264.7诱导形成的破骨细胞荧光染色结果(鬼笔
环钛免疫荧光染色，荧光显微镜，×200) 

Figure 3  Fluorescence staining of RAW264.7-induced 
osteoclasts (Phalloidin immunofluorescence 
staining, fluorescence microscope, ×200) 

注：核因子 κB受体活化因子配体诱导后抗酒石酸酸性磷酸酶
阳性的多核细胞形成绿色的纤维性肌动蛋白环，而未诱导培

养的对照组见大部分单核细胞聚集。 

B：RANKL诱导组  A：对照组 

图 4  牛骨皮质片骨吸收陷窝测定结果(甲苯胺蓝染色，倒置
显微镜，×100) 

Figure 4  Detection of resorption pits on the surface of bovine 
bone slices (Toluidine blue staining, inverted 
microscope, ×100) 

注：核因子 κB受体活化因子配体诱导组骨片上可见大量的骨
吸收陷窝呈蓝紫色，而未经诱导的小鼠单核巨噬细胞

RAW264.7细胞对照组未见。 

B：RANKL诱导组  A：对照组 
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膜蛋白，表达于破骨细胞前体细胞膜表面，与核因子κB

受体活化因子配体结合后促进破骨细胞分化生熟；另一

种存在循环血液中，称为可溶性，可溶性核因子κB受体

活化因子虽然也能与核因子κB受体活化因子配体结合，
但不能介导破骨细胞分化，反而起抑制作用；骨保护素

和核因子κB受体活化因子相互竞争与核因子κB受体活
化因子配体结合，若骨保护素与核因子κB受体活化因子

配体结合则抑制破骨细胞分化。因此骨保护素/核因子
κB受体活化因子/核因子κB受体活化因子配体调节轴在

破骨细胞分化及骨重建偶联中发挥重要的作用。 
 

众多研究证明核因子κB受体活化因子配体是破骨
细胞增殖、分化和存活所必需的调节因子

[18-23]
；起初有

研究表明用核因子κB受体活化因子配体和巨噬细胞集
落刺激因子诱导RAW264.7细胞可获得抗酒石酸酸性磷

酸酶阳性的多核细胞
[24]
，然而近来有研究者发现

RAW264.7细胞不需要巨噬细胞集落刺激因子仅核因子

κB受体活化因子配体即可诱导成成熟的破骨细胞[25-26]
，

本实验单用核因子 κB受体活化因子配体诱导

RAW264.7细胞，实验结果也证实单用核因子κB受体活
化因子配体即可诱导RAW264.7细胞成为成熟的破骨细

胞，这因为RAW264.7不仅表达巨噬细胞集落刺激因子，
还表达核因子κB受体活化因子。 

 
实验过程中发现，核因子κB受体活化因子配体诱导

4 d后出现较多抗酒石酸酸性磷酸酶染色阳性(破骨细胞
特征性标志物)的多核细胞，免疫荧光染色可见纤维性肌

动蛋白环，这是成熟破骨细胞被激活后骨吸收活性的标

志；在诱导培养10 d后可见骨片上有较多骨吸收陷窝，

这是RAW264.7细胞在体外诱导分化为成熟破骨细胞最
可靠的鉴别指标

[27-31]
。 

  
实验单用核因子 κB受体活化因子配体诱导

RAW264.7细胞分化成熟，减少了巨噬细胞集落刺激因

子的应用，使培养体系更加简单，易于操作，诱导出的

细胞纯度高，适合于破骨细胞的生物学和生化研究，为

进一步研究破骨细胞相关骨疾病奠定了基础。 
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