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核因子κB受体活化因子配体诱导破骨细胞前体的培养与分化☆ 
 
朱伟平1，史  伟2，林  琳1，李中和1，黄  瑾3 (中山大学附属第五医院，1肾内科，3呼吸科，广东省珠海市  519000；2 广东省人民医

院肾内科，广东省广州市  518900) 

 
文章亮点： 

1 文章采用不同浓度的分化刺激因子(细胞核因子 κB 受体活化子配体)和不同的接种浓度诱导破骨细胞前

体分化为成熟的破骨细胞，同时检测其诱导全程的前体细胞凋亡情况，探索最理想的破骨细胞培养方法，全

面论述了破骨细胞培养方法及相关技术细节，在国内尚属首次。 
2 实验结果显示，骨髓细胞或 RAW264.7 细胞诱导破骨细胞的培养方法皆简单可行，细胞接种的最佳浓

度为 104/cm2；核因子 κB 受体活化因子配体的适宜刺激浓度为 30-50 μg/L。 
关键词： 
组织构建；骨组织构建；核因子 κB 受体活化因子配体；破骨细胞；细胞培养；凋亡；单核巨噬细胞；矿物质

和骨代谢紊乱；肾性骨病；骨髓细胞 
主题词： 
RANK 配体；破骨细胞；细胞凋亡；单核巨噬细胞系统；骨髓细胞 
 
摘要 
背景：以往的研究多采用长骨机械分离法获得破骨细胞，破骨细胞为终末分化细胞，无法进一步增殖和传代。

因此目前常用骨髓细胞诱导培养法和 RAW264.7 细胞诱导培养法获得大量的破骨细胞以满足实验需要。 
目的：探讨细胞核因子 κB 受体活化因子配体诱导破骨细胞前体细胞分化为成熟破骨细胞的最佳方法。 
方法：分离小鼠骨髓细胞后添加核因子 κB 受体活化因子配体与巨噬细胞集落刺激因子共同诱导或者取

RAW264.7 细胞单独加入核因子 κB 受体活化因子配体诱导破骨细胞的形成；分别给予不同浓度的核因子 κB
受体活化因子配体，观察生成破骨细胞的数量，评价核因子 κB 受体活化因子配体与破骨细胞生成的量效关系；

采用膜联蛋白 V-FITC 联合 PI 染色进行流式细胞术分析破骨细胞形成过程中单核巨噬细胞的凋亡情况。 
结果与结论：当核因子 κB 受体活化因子配体浓度为 10 μg/L 时，破骨细胞形成数量最多的时间点在第六至七

天；而核因子 κB 受体活化因子配体浓度为 100 μg/L 时，高峰期出现在第四至五天。破骨细胞的形成数量随

着核因子 κB 受体活化因子配体刺激浓度升高而增加，呈浓度依赖性，50 μg/L 的核因子 κB 受体活化因子配

体是破骨细胞形成数量与浓度关系曲线的转折点，高于 150 μg/L 以后破骨细胞形成数量的增幅明显放缓。核因

子 κB 受体活化因子配体即能诱导单核巨噬细胞形成破骨细胞又可以促进其凋亡，通过破骨细胞计数比较发现在

同一浓度(104/cm2)接种单核巨噬细胞后以 30 μg/L 的核因子 κB 受体活化因子配体诱导后，平均每单位核因子 κB
受体活化因子配体所获得的破骨细胞数量最多。提示骨髓细胞或 RAW264.7 细胞诱导破骨细胞的培养方法皆简

单可行，细胞接种的最佳浓度为 104/cm2；核因子 κB 受体活化因子配体的适宜刺激浓度为 30-50 μg/L。 
 
Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand induces osteoclast precursor 
culture and differentiation  
 
Zhu Wei-ping1, Shi Wei2, Lin Lin1, Li Zhong-he1, Huang Jin3 (1Department of Nephrology, the Fifth Affiliated 
Hospital of Sun Yat-sen University, Zhuhai  519000, Guangdong Province, China; 2Department of 
Nephrology, Guangdong Provincial People’s Hospital, Guangzhou  518900, Guangdong Province, China; 
3Department of Pneumology, the Fifth Affiliated Hospital of Sun Yat-sen University, Zhuhai  519000, 
Guangdong Province, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: Previous studies have applied long-bone mechanical separation method to obtain osteoclasts, 
which are terminally differentiated cells and cannot further proliferate. Therefore a large number of osteoclasts 
can be harvested with bone marrow cells inducing culture method and RAW264.7 cells inducing culture method 
to meet clinical requirements. 
OBJECTIVE: To investigate the optimal method of receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) 
induced osteoclast precursors to differentiate into mature osteoclasts.  
METHODS: After bone marrow cells were isolated from mouse, RANKL and macrophage colony stimulating 
factor were added into the medium together, or RAW264.7 cells were cultured with RANKL to induce osteoclasts. 
The osteoclast precursors were treated with different concentrations of RANKL to observe the number of 
generated osteoclasts and evaluate the dose-effect relationship between RANKL and osteoclastogenesis.     
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Annexin V-FITC and propidium iodide staining were used for flow cytometry to analyze the mononuclear-macrophage 
apoptosis during osteoclastogenesis.  
RESULTS AND CONCLUSION: When 10 μg/L RANKL was used, the peak of osteoclastogenesis appeared at days 6-7; 
when the concentration of RANKL was up to 100 μg/L, the peak appeared at days 4-5. The number of new osteoclasts 
was dose-dependent on the RANKL concentration. 50 μg/L of RANKL was the turning point in the fitted curve from 
osteoclastogenesis and RANKL concentration. After the RANKL concentration was more than 150 μg/L, the number of 
osteoclasts slowed down obviously. RANKL can induce monocyte-macrophage to form osteoclasts and promote 
monocyte-macrophage apoptosis. The highest number of osteoclasts would be obtained to each unit of RANKL when 
monocyte-macrophage cells were cultured with 30 μg/L of RANKL in the same vaccination density (104/cm2). 
Experimental findings indicate that, RAW264.7 cells or bone marrow cells inducing culture methods are simple and 
feasible, the optimum cell seeding density was 104/cm2; the appropriate stimulation concentration of RANKL was     
30-50 μg/L. 
 
Subject headings: RANKL; osteoclasts; apoptosis; mononuclear phagocyte system; bone marrow cells 
 
Zhu WP, Shi W, Lin L, Li ZH, Huang J. Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand induces osteoclast precursor 
culture and differentiation. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2013;17(46):7981-7987. 
 

 
0  引言  Introduction 
 

人体的骨组织中含有成骨细胞和破骨细胞，共同负

责完成骨吸收和骨形成两个骨重塑过程，两者处于动态

平衡[1]。破骨细胞是主要的骨吸收细胞，来源于骨髓造

血干细胞，由骨髓中的多个单核巨噬细胞融合而成[2]。

破骨细胞数量和活性的增加与多种骨质流失的临床疾

病密切相关，包括骨质疏松、慢性肾脏病并发的矿物质

和骨代谢紊乱[3-4]；破骨细胞还主导骨移植物的骨吸收作

用和炎症性骨丢失等[5-6]。这些疾病及其引发的骨折将严

重影响患者的生活质量和生存时间[7]。因此，为了在矿

物质和骨代谢紊乱的发病机制与治疗方面寻求突破，破

骨细胞成为相关研究的重点。随着时间的推移和科技的

进步，破骨细胞的培养方法也日新月异，文章旨在探讨

破骨细胞培养的相关技术，以供广大的研究者参考。 
 
1  材料和方法  Materials and methods   

 
设计：方法学实验。 
时间及地点：于2013年5月在广东省人民医院医学

研究中心完成。 
材料：  
核因子κB受体活化因子配体诱导的细胞凋亡与破骨细胞

培养方法实验的主要试剂： 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

实验动物：4周龄C57小鼠，雌雄不拘，由中山大学

动物实验中心提供。 
方法： 

骨髓细胞培养：按文献[8]方法拉颈处死4周龄C57小
鼠，用体积分数75%乙醇浸泡5 min；无菌条件下分离

一侧股骨，清除骨表面的软组织和骨骺；剪断两侧骨骺

端，用1 mL注射器吸取α-MEM培养液缓慢地冲洗骨髓

腔；收集骨髓细胞混合液共10 mL，加入巨噬细胞集落

刺激因子至终浓度25 mg/L，并接种至75 cm2培养瓶中，

置于37 ℃，体积分数5%CO2培养箱内；培养48 h后，

PBS漂洗，去除未黏附的淋巴细胞及血细胞，以贴壁的

骨髓单核细胞作为诱导破骨细胞的前体细胞。 
RAW264.7 细 胞 培 养 ：按文献所述 [9] ，将装有

RAW264.7细胞的冻存管从液氮中取出，迅速投入37 ℃
水浴，800 r/min 离心5 min，弃上清，以α-MEM重悬后

进行接种，隔天换液1次。待细胞铺满至70%即用细胞

刮将贴壁的RAW264.7细胞刮下，再次离心后取新鲜培

养基重悬，轻柔吹打均匀，细胞按1∶4传代。 
诱导破骨细胞形成：经细胞计数板计数，将RAW264.7

细胞和骨髓单核细胞按104/cm2的浓度接种于培养板。

核因子κB受体活化因子配体以含0.1%牛血清白蛋白的

PBS作溶媒进行溶解与分装，储存于-20 ℃；核因子κB
受体活化因子配体用前取出解冻，使用过程中始终置于

冰块中，用毕存放于4 ℃冰箱保存。RAW264.7细胞只

加入核因子κB受体活化因子配体诱导其分化。骨髓单核

细胞则需加入30 μg/L的核因子κB受体活化因子配体与

25 μg/L的巨噬细胞集落刺激因子共同诱导。置于37 ℃、

体积分数5%CO2培养箱内培养7 d，隔天换液1次，并保

持核因子κB受体活化因子配体的终浓度为30 μg/L，观

察细胞形态特征变化。为寻找合适的细胞接种浓度与核

因子κB受体活化因子配体浓度，实验分别采用不同的接

种 浓 度 (5×102/cm2 ， 7.5×102/cm2 ， 1×103/cm2 ，

3×103/cm2，5×103/cm2，7.5×103/cm2，1×104/cm2，

3×104/cm2，7.5×104/cm2，1×105/cm2，3×105/cm2，

试剂 来源 

α-MEM 培养液 
DMEM 培养液、青链霉素、胎牛血清 
TRAP 染色试剂盒 
巨核细胞集落刺激因子、soluble murine 核因子 κB

受体活化因子配体 
小鼠单核巨噬细胞系 RAW264.7 细胞株 
Annexin V-FITC/ PI 凋亡检测试剂盒 

杭州吉诺公司 
美国 Gibco 
南京建成 
R&D 公司 
 
ATCC 
上海碧云天公司 
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7.5×105/cm2)和核因子κB受体活化因子配体浓度(10，
30，50，100，150，200，250 μg/L)诱导破骨细胞生

成。 
TRAP染色实验：培养于96孔板的RAW264.7细胞分5

组，每组设3个复孔。第1组不加核因子κB受体活化因子

配体作为对照；第2组加核因子κB受体活化因子配体刺

激1 d；第3组加核因子κB受体活化因子配体刺激3 d；
第4组加核因子κB受体活化因子配体刺激5 d；第5组加

核因子κB受体活化因子配体刺激7 d。于第8天取出培养

板，PBS冲洗1次；25 g/L的多聚甲醛固定10 min，PBS
冲洗3次；然后加入临时配制的TRAP染色液，将培养板

置入37 ℃的恒温箱，避光孵育1 h；然后用苏木精复染   
3 min，PBS冲洗3次，在倒置相差显微镜下观察及拍片。 

破骨细胞凋亡检测：RAW264.7细胞在12孔培养板经

核因子κB受体活化因子配体诱导生成破骨细胞，分别于

第2-6天每日采集细胞(约1×105)，PBS洗2次，加入   
100 μL Binding Buffer 和 FITC 标 记 的 Annexin V      
(20 mg/L)10 μL ，室温避光 30 min ，再加入 PI         
(50 mg/L)5 μL，避光反应5 min后，加入400 μL Binding 
Buffer，立即用流式细胞仪检测，同时以不加染料的一

管单核巨噬细胞作为阴性对照。活细胞不能被Annexin 
V-FITC或PI染色；早期凋亡细胞因磷脂酰丝氨酸的暴露

及具有完整细胞膜，故呈Annexin V-FITC染色阳性及PI
染色阴性；坏死或晚期凋亡细胞呈Annexin V-FITC和PI
染色双阳性。 

破骨细胞计数：将RAW264.7细胞按104/cm2的浓度

接种于96孔板，分别加入上述不同浓度的核因子κB受
体活化因子配体培养，每组浓度设3个复孔，最后在倒

置显微镜下对培养板的每个孔随机拍摄5个视野并计

数。 
主要观察指标：破骨细胞形成数目、破骨细胞前体

凋亡百分率。 
统计学分析：由第一作者采用SPSS 13.0软件包进

行统计学分析，计量数据以x
_

±s表示，P < 0.05为差异有

显著性意义。 
   
2  结果  Results 
 
2.1  破骨细胞的形成  两种方法获取破骨细胞的结果

基本一致，以下以RAW264.7细胞为例进行说明。   
RAW264.7细胞刚贴壁时呈类圆形，第2天可见伸出

的伪足、单核，极少数有2个核；第3天可以观察到细胞

开始发生融合，逐渐形成空泡样多核巨噬细胞；第5天
细胞融合形成破骨样细胞达高峰；第7天开始，部分破

骨细胞出现碎裂现象；至第9天破骨细胞数目明显减少，

可见较多细胞碎片。 
2.2  TRAP染色结果  见图1-4。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1  未诱导时 RAW264.7 细胞的 TRAP 染色情况(倒置显

微镜，×100) 

Figure 1  Non-induced RAW264.7 cells (Tartaric-resistant 
staining, inverted microscope, ×100) 

注：RAW264.7 细胞未经诱导时 TRAP 染色为阴性。 

图 2  核因子 κB 受体活化因子配体诱导 1 d 后 RAW264.7
细胞的 TRAP 染色情况(倒置显微镜，×100) 

Figure 2  The RAW264.7 cells induced by RANKL for 1 d 
(Tartaric-resistant staining, inverted microscope, 
×100) 

注：RAW264.7 细胞经核因子 κB 受体活化因子配体诱导 1 d 后，

出现部分胞浆呈紫红色的 TRAP 阳性细胞。 

图 3  核因子 κB 受体活化因子配体诱导 3 d 后 RAW264.7
细胞的 TRAP 染色情况(倒置显微镜，×100) 

Figure 3  The RAW264.7 cells induced by RANKL for 3 d 
(Tartaric-resistant staining, inverted microscope, 
×100) 

注：诱导 3 d 后，TRAP 阳性细胞进一步增多、融合，体积增大，

并且可见囊泡。 
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RAW264.7细胞诱导培养3 d后，可见少量TRAP染

色阳性的细胞，类圆形，体积明显比单核细胞大数倍；

培养5 d后，TRAP染色阳性的细胞形状不规则，多核  
(核>3个)，体积大，直径可达50-100 μm，有伪足，可

见囊泡，镜下细胞核呈紫蓝色，胞浆中抗酒石酸酸性磷

酸酶活性部位呈紫红色颗粒。 
2.3  接种浓度与破骨细胞生成  见图5。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RAW264.7细胞接种浓度低于103/cm2时，虽然仍能

有效诱导破骨细胞形成，但数量稀少；接种浓度高于

5×104/cm2时，RAW264.7细胞经过增殖后逐渐凋亡，

未见破骨细胞的形成。 
2.4  核因子κB受体活化因子配体刺激浓度与破骨细胞

形成  RAW264.7细胞形成破骨细胞的数量随着核因子

κB受体活化因子配体刺激浓度升高而增加，呈浓度依赖

性。当核因子κB受体活化因子配体浓度高于50 μg/L后，

刺激RAW264.7细胞生成破骨细胞作用逐渐放缓。 
从核因子κB受体活化因子配体浓度与破骨细胞形

成的关系曲线可以反映出50 μg/L是核因子κB受体活化

因子配体与破骨细胞生成量效关系曲线的转折点，见图

6。 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
核因子κB受体活化因子配体的诱导浓度高于   

150 μg/L以后破骨细胞形成数量的增幅明显降低，进入

平台期。 
2.5 流式细胞分析  见图7。 

RAW264.7细胞给予30 μg/L核因子κB受体活化因

子配体诱导以后，第2天可以看到部分早期凋亡细胞

(11.0±1.2)%，晚期凋亡细胞较少(5.9±0.6)%。 
第3天早期凋亡细胞比例增多(15.4±1.0)%，晚期凋

亡细胞增加不明显(6.0±1.4)%。 
第4天早期凋亡细胞比例较前减少(2.4±0.5)%，晚

期凋亡细胞增多(10.3±2.1)%。 
第5天仍有少量早期凋亡细胞(4.6±0.7)%，晚期凋

亡细胞比例达到高峰(11.0±1.9)%，此时倒置显微镜下可

见大量破骨细胞形成。 
第6天活细胞比例降至最低(68.4±3.2)%。 

A 

注：按 7.5×102/cm2
接种单核巨噬细胞(A)，经 30 μg/L 核因子 κB

受体活化因子配体诱导 5 d 后形成的破骨细胞数量非常少(B)；随
着接种浓度的增加，所获得的破骨细胞数量增多；接种浓度达到

3.0×104/cm2
时(C)，经 30 μg/L 核因子 κB 受体活化因子配体诱

导 5 d 后可收获大量的破骨细胞(D)；当接种浓度继续增加时，所

形成的破骨细胞反而减少甚至不能形成。箭头所示为破骨细胞。

B

C D

图 5  RAW264.7细胞不同接种浓度对破骨细胞形成的影响

(倒置显微镜，×100) 

Figure 5  The effect of RAW264.7 cell density on osteoclast 
formation (Inverted microscope, ×100) 

破
骨
细
胞
数
量

 

注：随着核因子 κB 受体活化因子配体刺激浓度的增加，在 96
孔板中的单核巨噬细胞分化为破骨细胞的数量逐渐增加，其量效

关系呈一上升曲线，随着核因子 κB 受体活化因子配体浓度上升，

曲线的斜率逐渐降低并趋于平坦。 

核因子 κB 受体活化因子配体浓度(μg/L) 

图 6  核因子 κB 受体活化因子配体浓度与破骨细胞形成的

关系 

Figure 6  The correlation between osteoclast formation and 
receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 
concentration

图 4  核因子 κB 受体活化因子配体诱导 5 d 后 RAW264.7
细胞的 TRAP 染色情况(倒置显微镜，×100) 

Figure 4  The RAW264.7 cells induced by receptor activator 
of nuclear factor kappa-B ligand for 5 d (Tartaric- 
resistant staining, inverted microscope, ×100) 

 

注：诱导 5 d 后，前体细胞已经分好为形态不规则、多核、胞浆

丰富的成熟破骨细胞。 
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3  讨论  Discussion 
 
以往的研究多采用长骨机械分离法获得破骨细  

胞[10]，该方法费时费力，而且破骨细胞为终末分化细胞，

无法进一步增殖和传代。因此目前常用骨髓细胞诱导培

养法、RAW264.7细胞诱导培养法、外周血单核细胞诱

导培养法或脾干细胞诱导培养法获得大量的破骨细胞

以满足实验需要，以前2种方法应用最为广泛[11-14]。 
3.1  传代方法  单核巨噬细胞或RAW264.7细胞贴壁

非常紧密，即使用含0.2%EDTA的胰酶消化30 min并反

复吹打也不容易使细胞脱壁，并且消化时间过长会使细

胞的活力下降，导致后续培养的细胞生长状态不佳，以

往也有类似报道[15-16]。 
因此，采用细胞刮匙将细胞轻柔刮下，充分吹打均

匀后再按需要的浓度接种的效果更好。用细胞刮匙分离

贴壁细胞所造成的损伤也比较轻微，不影响后续的培

养。传代比例以1∶4-1∶6为宜。 
3.2  培养基  多数文献采用α-MEM培养液作为破骨细

胞前体或破骨细胞的培养基，但也有部分研究者使用

DMEM作培养基[17-18]。后者的氨基酸和维生素的含量更

为丰富，并且还含有微量的铁离子。作者经过试验证实

2种培养液均可应用，α-MEM培养液的营养成分对破骨

细胞前体而言已经足够，但分化成熟的破骨细胞在营养

丰富的DMEM中生长得更好。换而言之，破骨细胞前体

的增殖传代使用α-MEM培养液，而诱导破骨细胞分化时

用DMEM培养液。 
其次，从液氮冰冻状态中复苏的单核巨噬细胞或

RAW264.7细胞非常脆弱，离心时不宜过快，转速不应

超过1 000 r/min；重悬时吹打细胞悬液要轻柔。复苏后

的细胞对培养基的温度也较为敏感，重悬或换液前需将

配备于50 mL离心管的培养基置入37 ℃水浴箱至少   
15 min，充分预热，如整瓶配的培养基则需预热至少   
30 min。复苏的细胞加入未经充分预热的培养基将会影

响细胞的生长与分化。 
3.3  传代时间  状态良好的单核巨噬细胞增殖迅速，一

般接种至细胞长满培养瓶的60%-70%(两至三天)后即可

进行传代，不宜待细胞相互接触成簇或铺满培养瓶。若

不及时传代，细胞将叠层生长并逐渐老化甚至凋亡。 
3.4  接种浓度  在诱导破骨细胞形成的过程中，研究

者对单核巨噬细胞接种浓度有不同的经验，大多认为比

较适宜的接种浓度为103-105/cm2[19-22]。接种浓度太低，

缺乏足够的前体破骨细胞进行融合，形成的破骨细胞数

目少。接种浓度过高，则细胞之间相互接触将抑制破骨

细胞的生成。在本实验条件下以7.5×103-3×104/cm2浓

度最为合适。 
3.5  核因子κB受体活化因子配体刺激浓度和诱导时间   
文献中所用的核因子κB受体活化因子配体浓度一般为

10-125 μg/L[23-27]。核因子κB受体活化因子配体促进破

骨细胞形成的作用呈浓度依赖性[28-29]，其刺激浓度越高

破骨细胞形成的高峰期就出现得越早。本实验数据显

示，当核因子κB受体活化因子配体浓度为10 μg/L时，

破骨细胞生成数量最多的时间点在第六至七天；而核因

子κB受体活化因子配体浓度为100 μg/L时，高峰期出现

在第四至五天。核因子κB受体活化因子配体与细胞膜上

的RANK结合后通过募集TRAF6和c-Src激活抗凋亡的

PI3K/Akt信号，促进破骨细胞存活[30]。值得关注的是近

年的研究发现核因子κB受体活化因子配体同时还具有

抗增殖作用，能促进单核巨噬细胞凋亡[31]，可能是通过

转化生长因子β激酶 (TAK1)激活核转录因子κB实现   

注：阴性对照图左下象限为活细胞，右下象限未见早期凋亡细胞，

右上象限亦未见晚期凋亡细胞；第二至三天可以检测到早期与晚

期的凋亡细胞比例持续增多，以早期凋亡细胞为主；第四至五天

凋亡细胞所占比例较前减少，以晚期凋亡细胞为主；第 6 天凋亡

细胞百分比再次增加，活细胞所占的比例最少。 

图 7  RAW264.7 细胞凋亡的流式细胞分析结果 

Figure 7  Flow cytometry results of RAW264.7 cell apoptosis

 
 

阴性对照                    培养第 2 天 

培养第 3 天                   培养第 4 天 

培养第 5 天                   培养第 6 天 
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的[32-33]，但也有研究认为与核转录因子κB途径无关，而

是与PI3K/mTOR、JNK/Bim(EL)等通路有关，可能经

mTOR激活下游的P34cdc2激酶，上调P27kip，使细胞

终止于G0/G1期或者通过JNK信号启动促凋亡基因

Bim(EL)的表达[34-37]。本实验还提示核因子κB受体活化

因子配体促进单核巨噬细胞凋亡的作用与核因子κB受

体活化因子配体刺激浓度呈正相关。膜联蛋白V-FITC联

合PI染色进行的流式细胞分析结果与诱导单核巨噬细

胞向破骨细胞分化过程中通过倒置显微镜所观察到大

量细胞脱落的情况刚好互相吻合，即诱导的第二三天即

可发现贴壁细胞脱落或漂浮，第四五天尤其显著，此时

亦是破骨细胞形成的高峰期，随后脱落细胞又逐渐减

少。由此可见，核因子κB受体活化因子配体具有诱导单

核巨噬细胞形成破骨细胞又可以促进其凋亡的双重作

用。通过破骨细胞计数比较，作者发现在同一浓度

(104/cm2)接种单核巨噬细胞继以30 μg/L的核因子κB受
体活化因子配体诱导后，平均消耗每单位(μg)核因子κB
受体活化因子配体所获得的破骨细胞数量最多。在诱导

破骨细胞的过程中，当出现贴壁细胞脱落后，换液间隔

时间应该适当缩短，以清除死亡的细胞，有利于形成更

多破骨细胞。 
总而言之，两种破骨细胞培养方法都操作相对简

单并且行之有效，以RAW264.7细胞株诱导的方法更

为简便、经济。此外，由于光镜观察破骨细胞对骨片

的骨质吸收过程比较困难，图片成像不清晰；而扫描

电镜又尚未普及，并且难以动态观察骨片的骨吸收情

况，所以更多的研究者倾向于采用覆盖羟磷灰石结晶

层的骨吸收活性测定板[38-40]，这种培养板可以通过倒

置显微镜随时直接观察和评估破骨细胞的骨吸收功

能。 
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