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文题释义： 

骨髓瘤细胞：具有无限分裂能力，由于该细胞并非高度分化细胞，因此分裂能力较强，而其他肿瘤细胞分

裂能力较弱，因此多在制备单克隆抗体时与 B淋巴细胞融合，使单克隆抗体迅速大量增殖。 

体外低强度震动流体室装置(flow fluid chamber)：模拟骨髓瘤骨病患者轻微运动或机械运动时产生的流体

剪切力在骨髓瘤环境下对骨细胞的影响。 

 

摘要 

背景：骨髓瘤骨病因骨骼疼痛、溶骨性破坏导致患者可能懒动而导致骨质丢失增加、骨病加重。 

目的：探讨运用液体流动装置模拟人机械运动时产生的流体剪切力在骨髓瘤环境下，瘤细胞(U266细胞)对

骨细胞(Y4细胞)、破骨细胞的作用，及其对骨细胞分泌的 RANKL表达的影响。 

方法：①建立液体流动装置，实验组为 U266细胞培养液，对照组为 Y4标准培养液，每组均设流动和不流

动模式；体外细胞传代培养骨髓瘤细胞系 U266细胞和小鼠骨细胞系 Y4细胞；②再取新的 Y4细胞，按实

验分组再培养 48 h，显微镜下观察骨细胞、破骨细胞的形态并计数；③ELISA定量检测 RANKL的水平；

Western Blotting检测 RANKL蛋白；④建立 RANKL+实验样品+标准培养液的体系，取 RAW264.7细胞体

外培养，用 RANKL干预诱导，TRAP染色观察 RAW264.7细胞株分化的破骨细胞数量及状态。 

结果与结论：①与对照组相比，U266细胞培养上清下的 Y4细胞计数显著下降，形态变化明显；TRAP阳

性细胞数增加和 RANKL蛋白表达显著升高(P均< 0.05)；②动模式较非流量模式，Y4细胞数量明显增多，

TRAP阳性细胞数明显减少，骨细胞表达的 RANKL蛋白降低(P均< 0.05)；③结果说明，骨髓瘤细胞可以

抑制正常骨细胞的生长和促进 RANKL 蛋白和破骨细胞的增殖。与静态相比，流体切应力可促进骨细胞的

增殖，RANKL蛋白表达受抑制和抑制破骨细胞的增殖。因此，推测机械运动可以防止骨髓瘤骨病进展。 

关键词： 
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流体剪切力对骨髓瘤细胞及骨细胞和破骨细胞的影响 

建立液体流动装置 

流动模式 

不流动模式 

实验组： 

为 U266 细胞培养液 

对照组： 

为 Y4 标准培养液 

检测： 

(1) 显微镜下观察骨细

胞、破骨细胞的形

态及计数； 

(2) ELISA 定 量 检 测

RANKL 的水平； 

(3) Western Blotting检

测 RANKL 蛋白； 

(4) TRAP 染色观察破

骨细胞形态。 

结论： 

(1) 骨髓瘤细胞可以抑制正常骨细胞的生长和促进RANKL蛋白

和破骨细胞的增殖： 

(2) 与静态相比，流体切应力可促进骨细胞的增殖，RANKL 蛋

白表达受抑制和抑制破骨细胞的增殖。 
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Abstract 

BACKGROUND: Myeloma patients have less movement because of bone pain and osteolytic destruction, which result in bone loss and 

disease aggravation.  

OBJECTIVE: To explore the effect of myeloma cells (U266 cells) on osteocytes (Y4 cells), osteoblasts and osteoclasts as well as RANKL 

secreted by osteocytes under fluid shear stress simulating human mechanical movement by a fluid flow devise.  

METHODS: A flow and no-flow model was established. U266 cell culture fluid was used in the experimental group and Y4 standard culture 

fluid was used in the flow and control groups. Myeloma cell line U266 and mouse osteocytes cell line Y4 were cultured and passaged in vitro. 

Y4 cells were allotted and cultured for 48 hours, and the morphology of osteocytes and osteoclasts was observed and counted under 

microscope. The level of RANKL was quantitatively determined by ELISA and western blot assay. The RANKL, sample and standard culture 

system was established, RAW264.7 cells were cultured in vitro, and induced by RANKL. Number and morphology of RAW264.7 cells 

differentiating into osteoclasts were observed by TRAP staining.  

RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the control group, Y4 cells in U266 culture supernatant exhibited morphological changes and 

their number was significantly decreased. The number of TRAP-positive osteoclasts was increased and the expression of RANKL protein in 

Y4 cells was significantly up-regulated (P < 0.05). Comparison between the flow model and the no-flow model showed that the number of Y4 

cells was significantly increased, the expression of RANKL protein decreased and the number of TRAP-positive osteoclasts was significantly 

reduced (P < 0.05). Our study indicates that myeloma cells can inhibit the growth of normal osteocyte and might promote the expression of 

RANKL protein and the growth of osteoclasts. Compared with static state, fluid shear stress may promote the proliferation of osteocytes and 

might inhibit the expression of RANKL protein and the growth of osteoclasts. So, we hypothesize that mild exercise may prevent the 

progression of myeloma bone disease. 

Subject headings: Multiple Myeloma; Osteoclasts; RANK Ligand; Tissue Engineering  
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0  引言  Introduction 

多发性骨髓瘤是浆细胞恶性克隆性疾病，骨髓瘤骨病

是多发性骨髓瘤患者常见的并发症。骨髓瘤骨病以进行性

骨质破坏、多发溶骨性病变等为特征，是多发性骨髓瘤患

者就诊及致残的主要原因[1]。研究表明，有40%左右的患

者因骨髓瘤骨病而危及生活质量及增加死亡风险，迫使患

者长期或绝大部分时间卧床，导致骨钙丢失加重，影响骨

髓瘤骨病的疗效，给家庭及社会造成沉重负担[2]。骨髓瘤

骨病发生的主要机制是在骨髓微环境中，瘤细胞与骨髓基

质细胞(bone marrow stromal cells，BMSCs)通过经典

RANKL/RANK等信号通路导致破骨细胞活性增强和成骨

细胞活性减弱，造成溶骨性损害，阻碍新骨生成[3]。已有

研究证实，RANKL是调节破骨细胞活性及功能的一个关键

性因子，在骨髓瘤骨病的骨质破坏中具有重要作用，主要

是瘤细胞表达[4]。骨细胞常常在某些因素作用下也能高表

达RANKL，如某些炎症性疾病如牙周炎小鼠骨细胞高表达

RANKL
[5]，小鼠骨髓瘤模型中骨细胞也高表达RANKL

[6]。

而骨细胞是骨髓瘤骨病骨丢失的关键性调节因子[7]。该研

究拟通过建立流体室实验模型，模拟骨髓瘤骨病患者机械

运动时骨细胞所处的环境，一方面观察骨髓瘤细胞

(myeloma cell，MC)分泌的炎症因子对正常小鼠骨细胞、

破骨细胞的影响，另一方面通过流体运动模拟肌肉机械运

动产生的剪切力对在不同介质培养下骨细胞、破骨细胞及

骨细胞表达RANKL的影响，探讨流体运动对于骨髓瘤骨病

发生的作用及可能机制，为验证轻微运动有利于骨髓瘤骨

病的恢复奠定理论基础。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  细胞学实验观察。 

1.2  时间及地点  实验于2015年3至12月在加拿大多伦

多大学工程生物学实验室完成。 

1.3  材料  小鼠骨细胞(MLO-Y4，BD实验室)；骨髓瘤细

胞 (U266，University of Toronto)，小鼠巨噬细胞株

RAW264.7(多伦多大学生物工程学实验室提供)；细胞培养

液MEM(美国Sigma公司)；RANKL-Elisa试剂盒(GIBCO公

司)；胎牛血清、小牛血清(美国CS公司)；RANKL抗体(BD

实验室)；鼠抗人RANKL单克隆抗体、山羊抗小鼠IgG(二

抗)、抗兔IgG酶联(均购自美国Cell Signaling Technology

公司)，抗兔IgG辣根过氧化物酶(上海羽朵生物公司)，RIPA

裂解缓冲液、GADPH单克隆抗体(内参照)(购自北京康为世

纪生物科技有限公司)，流动液体室(flow fluid chamber)装

置(多伦多大学机械工程学实验室研)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  细胞培养  Y4细胞在含体积分数10%胎牛血清

(FBS)、体积分数5%小牛血清(CS)、100 U/mL青霉素、  

100 mg/L链霉素的MEM培养基，37 ℃，体积分数5%CO2

培养箱中贴壁培养，U266细胞在含体积分数10%胎牛血

清、体积分数5%小牛血清、100 U/mL青霉素、100 mg/L

链霉素的MEM培养基，37 ℃，体积分数5% CO2培养箱中

悬浮培养。小鼠巨噬细胞RAW264.7细胞株(P5)在DMEM

标准培养液(体积分数10%胎牛血清，体积分数1%小牛血

清)，温度37 ℃，体积分数5%浓度CO2的细胞培养箱中培

养，每3 d换液并传代。 

1.4.2  实验分组  取U266和Y4细胞，采用相应的培养液

培养48 h后，离心收集两种上清液培养Y4细胞，实验组： 

U266上清液培养，对照组：Y4上清液培养；每组均设两种

模式：流动模式(Flow)，非流动模式(No-Flow)。 

1.4.3  细胞再培养  取12组新的Y4细胞，每组10
5细胞，

种在载玻片(经紫外照射，乙醇消毒后，铺明胶处理)上，

按实验分组再培养48 h后，显微镜下观察骨细胞、破骨细
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胞的形态并计数，实验重复6次。 

1.4.4  液体流体室装置  随机装载实验组和对照组样本，

分别置入流体装置中，流动模式启动并运行装置，在压强

达到1.0 Pa，电流设置1 Hz，流速为2 cm/s)运行2 h，非流

动模式则不启动电源运行装置，2 h后取出各组细胞，收集

各组细胞培养液以备后续实验，显微镜下观察细胞形态变

化并计数，实验重复3次。 

1.4.5  ELISA定量检测RANKL表达  取出1.4.4中装置运

行后的两种细胞用胰酶消化、离心、去除运行过程中产生

的可能细胞因子，调整每组细胞计数为10
5，接种于MEM

标准培养液(体积分数10%胎牛血清，体积分数5%小牛血

清，1%PS)中继续培养24 h后，然后收集两种培养液及相

应的细胞，采用ELISA方法检测此两种培养液中RANKL的

含量，具体步骤按照试剂盒说明书进行操作。 

1.4.6  Western Blotting检测RANKL蛋白  按凯基全蛋白

提取试剂盒说明书提取第1.4.5实验中各组细胞的总蛋白，

定量后于-20 ℃保存。取含蛋白30 μg的提取液提取上清行

聚丙烯酰胺凝胶电泳，将分离后的蛋白质电转至PYDF膜，

5%脱脂奶粉封闭1 h，加入抗RANK L一抗，4 ℃孵育过夜，

洗膜后以二抗孵育1 h，TBST洗膜后用ECL法显示抗原-

抗体复合物于暗室X胶片曝光，扫描条带并用Quail-tity 

One软件分析条带。 

1.4.7  TRAP染色诱导RAW264.7细胞分化破骨细胞  建

立 RANKL+ 实验样品 + 标准培养液的体系，取 p5 

RAW264.7用胰酶消化，每孔2 000个细胞种于96孔板中，

在温度37 ℃，体积分数5%CO2细胞培养箱中培养2 h，待

细胞贴壁后，每孔分别加入1.4.4中各组回收培养液样品 

50 μL，最后分别滴加10 μg/L的RANKL 50 μL进行干预诱

导2 h，TRAP染色RAW264.7细胞株分化的破骨细胞数量

及状态，每种样品分别做3个副孔。TRAP染色方法严格按

照试剂说明操作执行，实验重复10次。 

1.5  主要观察指标  Y4细胞的形态、数量，Y4细胞表达

的RANKL量，破骨细胞的形态及数量。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 19.0统计软件进行数据分

析，参数检验的计量资料以x
_

±s表示，两组间均数比较采用

t 检验。P < 0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  显微镜下观察  Y4上清液孵育的Y4细胞，细胞形状

为正常的长梭形。而用U266上清液孵育的小鼠骨细胞形态

则由典型的长梭形变短梭形，或变为三角形、棘形等不规

则形状，细胞膜明显增厚，细胞核增大，胞浆颜色变深，

贴壁生长细胞少，见图1。这一研究结果提示骨髓瘤细胞可

能分泌较多的细胞因子能抑制骨细胞的生长发育。 

2.2  流体装置培养对骨细胞的影响  与传统的培养模式

相比(非流模式)、流动模式可以促进Y4细胞分化，Y4细胞

形态发生改变，梭形细胞数量的增加表明，Y4细胞的数量

稍有增加，但差异无显著性意义(P > 0.05)。U266培养液

孵育的Y4细胞，不管是流动状态，还是非流动状态，较Y4

上清液孵育的细胞均减少，差异有显著性意义(P < 0.05)，

见图2细节图。这一结果表明，骨髓瘤细胞能抑制骨细胞的

增殖和分化。与非流动模型相比，流动模型能减轻骨髓瘤

细胞对骨细胞的抑制作用。 

2.3  骨髓瘤细胞对正常小鼠骨细胞RANKL的表达影响

U266上清液孵育Y4细胞，其分泌的RANKL含量高于正常

培养液孵育的Y4分泌的RANKL(P < 0.01)。不论是实验组

还是对照组，流动模式下Y4细胞分泌的RANKL低于相对应

的非流动模式下RANKL，差异有显著性意义(P < 0.05)。

该发现表明，流动模式可以抑制在骨髓瘤微环境下骨细胞

分泌RANKL蛋白，见图3A。 

2.4  各组骨细胞的RANKL蛋白表达  运用Western blot

方法进一步分析后，U266上清液孵育Y4细胞，其分泌的

RANKL含量高于正常培养液孵育Y4细胞分泌的RANKL。

流动模式下Y4细胞分泌的RANKL低于相对应的非流动模

式下。表示在相同培养介质下流动模式与非流动模式的比

较有统计学意义，或在同样模式下，Y4培养基与U266培养

基培养下Y4细胞表达的RANKL 有统计学意义，见图3B。

而不论是实验组还是对照组，流动模式可抑制在骨髓瘤微

环境下骨细胞RANKL蛋白的表达。 

2.5  流体装置培养前后破骨细胞的改变  显微镜下观察

不同样本培养液对RAW264.7细胞株诱导分化7 d后，

TRAP阳性细胞明显增多，镜下可观察到多核破骨样细胞。

不论是流动状态还是非流动状态，实验组的破骨细胞数量

均明显高于对应的对照组；而不论是实验组还是对照组，

流动组诱导分化的破骨细胞数量少于相对应得非流动组，

见图4。 

 

3  讨论  Discussion 

在正常骨代谢中，成骨细胞和破骨细胞可通过

OPG/RANKL/RANK系统、Wnt信号通路、泛素-蛋白酶体

途径等相互作用，维持机体骨吸收与骨形成之间的动态平

衡[7]。但在骨髓瘤骨病患者中，这种平衡由于受到骨髓瘤

细胞与骨髓微环境的作用而导致破坏，从而形成破骨细胞

活性增强、数量增加，成骨细胞活性受抑、数量减少，骨

吸收增多而导致溶骨性破坏[8-9]。作者采用体外细胞培养方

法，用骨髓瘤细胞(U266)的培养液培养正常小鼠骨细胞(Y4)

来观察骨髓瘤细胞分泌的各种细胞因子对正常骨细胞和破

骨细胞的影响。镜下观察到用U266培养液和培养的骨细胞

数量减少，形态发生了改变；而TRAP阳性的破骨细胞数

量则增多。推测骨髓瘤细胞能抑制骨细胞的生长、分化和

发育、促进骨细胞凋亡而导致数量下降，同样骨髓瘤细胞

可能促进破骨细胞的分化成熟而数量增多。其原因可能在

在骨髓瘤骨病患者中，因为骨髓瘤细胞的存在，分泌多种

炎症因子如肝细胞生长因子、白细胞介素3、分泌性型糖蛋 
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图注：图 A 为细胞的形态学改变

(×100)，与非流模式比较，流动模

式可以促进 Y4细胞分化，Y4细胞

形态发生改变；B 为不同条件下的

Y4细胞的计数。a
P < 0.05。 

图 2  各组 Y4 细胞的形态及数量 

Figure 2  Morphology and 

counts of Y4 cells in each group 
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图注：图 A 为不同培养介质下用

ELISA 法定量检测 Y4 细胞培养

上清液中的 RANKL 水平(ng/L)，
a
P < 0.05；B为Western blot 法

检测各组Y4细胞RANKL的表达

及与参照物 GADPH 的相对灰度

值。 

图 3  各组 Y4 细胞 RANKL 的表

达 

Figure 3  Expression of RANKL 

in Y4 cells of each group 
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 图注：图 A 显微镜下观察 TRAP

法染色的破骨细胞和破骨样多核

细胞的形态(×100)；B 为不同条件

下破骨细胞的数量，a
P < 0.05。 

图4  RAW264.7细胞在不同条件

下分化的破骨细胞的数量变化 

Figure 4  Osteoclast number 

after differentiation of RAW264.7 

cells under different conditions 
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图注：图 A 为 Y4上清液孵育的 Y4细胞，为正常的长梭形；B为 U266

上清液孵育的小鼠骨细胞，为不规则形状，细胞膜明显增厚，细胞核

增大。 

图 1  Y4 细胞在不同培养基条件下形态的变化(×100) 

Figure 1  Morphology of Y4 cells culture in different media under 

microscope (×100) 
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白DKK1等通过多种途径能直接或间接导致骨髓基质细胞

分化成骨潜能降低，骨细胞凋亡增加，骨细胞自噬活性升

高[10-11]。也可能是骨髓瘤细胞能分泌多种破骨细胞细胞激

活因子如巨噬细胞炎症蛋白1a，当其与受体结合后，使

RANKL表达增高，增高的RANKL与骨髓巨噬细胞膜上的

RANK受体结合，再通过其膜内部分特定区域激活下游信

号通路，这些信号通路激活后使得更多的骨髓基质细胞分

化成破骨细胞，引起骨损害[6，12]。 

临床上观察到许多多发性骨髓瘤患者因为骨骼疼

痛、压缩性骨折，拒绝运动，导致生活质量下降，导致

骨量丢失而促进骨髓瘤骨病恶性的发生、发展。有研究

报道，适量运动可预防骨丢失，增加骨密度[13-14]。为探

讨适量运动是否有助于骨髓瘤骨病的恢复，该研究采用

体外低强度震动流体室装置(flow fluid chamber)模拟骨

髓瘤骨病患者轻微运动或机械运动时产生的流体剪切力

在骨髓瘤环境下对骨细胞的影响，发现在流动模式培养

下，Y4细胞的数量较非流动模式下减少得少，而形态无

明显改变；而流动模式下TRAP阳性的破骨细胞数量较非

流动模式下明显减少，说明在骨髓瘤分泌的多种炎症因

子下，轻微运动或机械运动能轻度抑制骨细胞的凋亡，

利于骨细胞数量的维持和骨髓瘤骨病的恢复；却利于破

骨细胞的凋亡，减少骨髓瘤骨病的骨质破坏，延缓疾病

进展等。因此，推测适度的运动或肌肉机械运动有利于

骨髓瘤骨病患者的骨代谢、有利于骨骼矿物质的沉积和

骨细胞的发育。国外有研究发现，低强度震动能够抑制

多发性骨髓瘤小鼠模型的肿瘤进展，延缓疾病进展，并

且参与骨量的保持 [15]。其机制可能是肌肉的牵张力要比

单纯的重量负荷更有利于骨量的维持[16-17]，运动产生的

机械刺激通过血管压力和机械应力驱动液体产生的剪切

力，而剪切力是骨细胞机械化学信号转导的主要介质，

骨细胞是机械感觉细胞[18-19]，当机体处于肌肉与骨骼之

间通过紧密联系的“力量-效应关系”时，骨细胞可将机

械负荷转化为生化信号如鞘氨醇-1-磷酸调节、一氧化氮 

等[20-22]。鞘氨醇-1-磷酸则可显著增加骨保护素的水平而

降低RANKL水平，从而增加骨形成，抑制骨吸收，维持

骨细胞的正常发育和数量，骨细胞的稳态有利于成    

骨[23-24]。 

为验证流动模式下骨细胞数量能得到较好维持的机制

是否通过降低骨细胞分泌的RANKL水平有关，该研究进一

步检测了骨细胞培养上清液中RANKL含量及骨细胞分泌

的RANKL水平，结果发现用U266培养液培养的骨细胞表

达RANKL明显高于标准培养液，说明瘤细胞分泌的细胞因

子能刺激骨细胞分泌更多的RANKL；同样，将U266培养

液培养的Y4细胞置于流体室装置中，发现流动模式中的

RANKL含量明显低于非流动模式，用Western blot法进一

步验证了该结果。这些结果说明流动模式可抑制小鼠骨细

胞表达RANKL，RANKL也称破骨细胞样激活因子，RANKL

能激活破骨祖细胞的发育，使破骨细胞数量增多和活性增

强，导致溶骨性破坏，骨髓瘤骨病的发生和发展[25-26]。因

此，该实验进一步验证适度的运动或肌肉机械运动利于骨

髓瘤骨病患者的康复的可能机制之一是该方式能抑制骨细

胞或瘤细胞分泌RANKL，减少的RANKL与与骨髓巨噬细

胞膜上的 RANKL 受体结合能力下降，从而抑制骨髓基质

细胞分化更多的破骨细胞 [27-28]；同样，提高骨保护素

(OPG)/RANKL比例，抑制骨吸收[29]，促进骨病的恢复。 

该研究通过应用流体室模型模拟肌肉机械运动时产生

的流体剪切力，发现流体剪切力在骨髓瘤骨病环境下能抑

制小鼠破骨细胞的分化，抑制小鼠骨细胞表达RANKL，促

进小鼠骨细胞的发育，利于小鼠骨细胞数量的维持，为验

证多发性骨髓瘤患者轻微运动或肌肉机械运动有利于骨髓

瘤骨病的恢复奠定理论基础，但因该实验毕竟是体外实验，

研究对象是小鼠骨样细胞，其生物学特性与人类骨细胞仍

具有一定的差异，因而其具体机制及临床应用价值还有待

深入研究。 
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