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目的
!

探讨神经元特异性烯醇化酶"

<?&

%和人多发性骨髓瘤细胞
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对人破骨样细胞"

YA@

%功能的影响&方法
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采用正常人外周血单个核细胞加用细胞核因子
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受体激治蛋白配体"
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巨噬细胞集落刺激因子"

F'@?K

%的方法诱

导培养
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$实验分
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组#将
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孔培养板中培养
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的
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!分别加入
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重组人
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培养
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组#将
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孔
E-)71Q0++

小室下室中培养
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的
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!各上室分别加入
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'孔
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细胞进行共培养
:9

(

9#

(

8:N

$对照组#单独

培养的
YA@

&通过实时荧光定量
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比较
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和
T:22

细胞株对
YA@

的
;=<XA

(扩胃蛋白"
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UA'2

和抗酒石酸酸性磷酸

酶"
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转录水平的影响&结果
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共培养组(
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组和对照组
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(

YCV
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UA'2(;<=

在
YA@

均不表达$与对照组

相比!共培养组(
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组的
E;=C(;<=

表达水平升高!差异有统计学意义"
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表达水平的升高尤其以
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明显&结论
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本试验中
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表达
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是促进骨髓瘤骨病中
YA@

分化和成熟的因素!提示
<?&

能增强
YA@

的活性&
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FJB

"是影响多发性

骨髓瘤!

(P+H*

O

+0(

R

0+.()

#

FF

"患者生存质量和预后的主要

因素(

!

)

#

FJB

的发生*发展是多因素作用的结果#

FF

细胞活

化破骨细胞!

.1H0.5+)1H

#

Y@

"#抑制成骨细胞!

.1H0.I+)1H

#

YJ

"活

性#导致骨代谢失衡是其主要的病理生理机制#其中
Y@

为主

要的效应细胞(

:

)

$细胞核因子
"
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"

J

"受体激活蛋白!

-0'

50

O

H.-)5H*L)H.-./7P5+0)-/)5H.-

"

J

#

;=<X
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受体激活

蛋白 配 体 !
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#
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"&护骨蛋白!

.1H0.

O

-.H0

M

0-*7

#

YCV

"系统是耦联
YJ

和

Y@

功能最重要的方式#

;=<XA

为
#

型跨膜蛋白#主要由
YJ

和基质细胞产生#是介导
Y@

分化和活化的关键因子(

3

)

$

;=<XA

在
FF

患者来源的浆细胞中高表达#而且有溶骨病

变患者的表达水平明显高于无溶骨病变者(

9

)

$

;=<X

属于肿

瘤坏死因子!

E<K

"受体超家族#为
,

型跨膜糖蛋白#可表达于

Y@

的前体细胞和成熟的
Y@

表面$

;=<XA

与
;=<X

结合

后促使
Y@

前体细胞分化成
Y@

而产生溶骨效应#同时

;=<XA

通过
<K'

"

J

和
eP7<'

终端激酶!

e<X

"途径#直接活化

成熟的
Y@

#促进骨的重吸收(

>

)

$

YCV

是
;=<XA

的可溶性诱

导受体#可竞争性阻止
;=<X

与
;=<XA

结合#抑制
Y@

的分

化和活化$

FF

细胞除影响
;=<XA

的表达外#还可抑制
YJ

和基质细胞分泌
YCV

#从而减少骨髓微环境中的
YCV

$在

FF

患者中
YCV

产生明显减少#

;=<XA

&

YCV

比例失调#造

成骨代谢失衡#促进溶骨病变的同时也促进瘤细胞本身的增

殖#最终造成
Y@

活化与骨髓瘤进展的恶性循环(

2

)

$

FF

细胞

本身不表达
YCV

#但可通过细胞间的相互作用直接抑制骨髓

基质细胞表达
YCV

(
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$破骨样细胞!

.1H0.5+)1H'+*W050++

#

YA@

"

功能与
Y@

相似(

#

)

#人外周血单个核细胞诱导培养的
YA@

为

研究提供了细胞来源$

YA@

能分泌并表达特异性标志酶抗酒
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能参与骨吸收的调节(

#

)

$神经元特异性烯醇化酶!

70P'

-.71

O

05*/*507.+)1

#
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"在多种实体瘤和
FF

等血液肿瘤中

均有表达(

"'!:

)

#且与溶骨性病变有关(

!3

)

#但
<?&

在
FJB

中如

何起作用#对
Y@

的影响如何尚不清楚$本研究旨在通过人外

周血单个核细胞诱导培养
YA@

#并通过
<?&

和人多发性骨髓

瘤细胞株
T:22

对
YA@

的作用#观察
<?&

对
YA@

功能的

影响$

?

!

材料与方法

?4?

!

材料
!

外周血来源于
#

名健康志愿者#其中男
3

名#女
>

名#平均年龄!

:>4!

士
:49

"岁#血常规正常'人多发性骨髓瘤细

胞株
T:22

由第二军医大学上海长征医院侯健教授惠赠传代

培养$主要试剂%

;=<XA

和人巨噬细胞集落刺激因子!

()5'
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'1H*(P+)H*7

M

/)5H.-

#

F'@?K

"购自英国
C0

O

-.'

E05N

公司#

E;=C

染色试剂盒购自南京建成生物研究所#

E;'

UZ.+

试剂购自美国
;.5N0

公司#逆转录试剂盒购自加拿大
K0-'

(07H)1

公司#

;=<XA

*

YCV

*

UA'2

和
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基因扩增相关引物

均由上海生物工程技术服务有限公司合成$
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方法

?4@4?

!

人外周血单个核细胞诱导培养
YA@

?4@4?4?

!

分离人外周血单个核细胞
!

抽取外周血
:$(A

#置

于含
!(A

无菌肝素钠生理盐水!

!$$$T

&

(A

"的
>$(A

离心

管中#加入等量磷酸盐缓冲液!

CJ?

"稀释#充分混匀#并分为两

等份!各
:$(A

"'另取两支
>$(A

离心管#分别加入
:$(A

淋

巴细胞分离液!

K*5.++

"#将装有
K*5.++

液的离心管倾斜
9>m

#用

尖头吸管将等体积的稀释标本沿管壁!距离液面
!5(

处"缓慢

加入离心管#使其轻铺在
K*5.++

液上#

:$$$-

&

(*7

离心
:>(*7

#

小心吸取单个核细胞层置于新的离心管'加入
>

倍体积
CJ?

重复洗涤细胞
:

次!

!>$$-

&

(*7

离心
!$(*7

"#获得单个核细

胞'加入含
!$\

胎牛血清!

KJ?

"的
*

'F&F

培养液#将细胞吹

打均匀$取部分细胞悬液#加入适量
<[

9

@+

裂解液裂解残存

的红细胞#

:>$$-

&

(*7

离心
>(*7

#弃上清液#加入含
!$\KJ?

的
*

'F&F

培养液重悬细胞#吸取
!$

%

A

置于血细胞计数板

上#计算细胞浓度$

?4@4?4@

!

细胞的纯化
!

将上述单个核细胞的密度重调#以

!4>c!$

2

&

(A

种植于
:>5(

: 培养瓶#每瓶加入含
!$\ KJ?

和

!$$UT

&

(A

青*链霉素的
*

'F&F

培养液
>(A

#置于在
38]

*

>\ @Y

:

饱和湿度的培养箱内孵育$

:9N

后轻轻倒去瓶中的

上清液#用不含
KJ?

的
*

'F&F

培养基反复冲洗#去除未贴壁

细胞$加入
!(A$4:>\

胰蛋白酶
'

乙二胺四乙酸!

&BE=

"液#

常温消化
!
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后置于倒置显微镜下观察#待细胞变圆#立

即加入含
!$\KJ?

的
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培养液终止胰蛋白酶的作用$

用弯头吸管轻轻吹打细胞#待细胞脱离瓶壁#吸取细胞悬液#将

细胞悬液
!$$$-
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离心
!$(*7

#弃上清液$

?4@4?4A
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的诱导培养
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将上述分离的人外周血单个核

细胞以
!4>c!$

2

&

(A

种植于培养瓶#进行细胞纯化'将纯化的

细胞以
>c!$

>

&孔的密度接种于
"2

孔培养板!预先将牙质片

层铺入培养板中"及
!c!$

2

&

(A

的密度接种于
2

孔和
:9

孔培

养板#加入含重组人
;=<XA!$$7

M
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M
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和

!$\ KJ?

的
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培养液在
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饱和湿度的培

养箱内诱导培养$

?4@4?4B

!

细胞形态学观察
!

用倒置相差显微镜观察细胞的形

态变化和分化$
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的鉴定
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染色%取培养
!9,

左右的细胞

爬片#经洗涤*固定和清洗'按照
E;=C

染液说明书具体步骤

进行染色#并用苏木素复染#清洗后自然风干'水性封片剂封片

后光镜观察
E;=C

阳性细胞#照相$骨吸收陷窝观察%取出
"2

孔培养板诱导培养
:#,YA@

作用的牙质片层#经清洗*固定*

风干及乙醇梯度脱水等处理#扫描电镜观察
YA@

对牙质片层

的骨质破坏情况$
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实验分组
!

<?&

组%将
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孔
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小室下室中培养
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#各上室

分别加入
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&孔
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细胞进行共培养
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'对照

组%单独培养的
YA@

$每孔设
3

个平行复孔$
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实时荧光定量
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检测
YA@

的
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UA'2

和
E;=C(;<=

转录水平的表达情况
!

按预设时间点收集

<?&

组*共培养组和对照组样本#采用
E-*Z.+

试剂盒#严格按

照试剂操作说明提取单个核细胞的总
;<=

#紫外分光光度仪

测定
;<=

含量及纯度#反转录合成
5B<=

#以
V=CB[

作为内

参照对
5B<=

产物行
C@;

扩增#各目的基因扩增引物见表
!

$

扩增过程为
">]!$(*7

预变性'

">]!>1

变性#

>"]:$1

退火#

2# ] >$1

延伸#

9$

个循环结束反应$实时荧光定量

C@;

检测目的基因表达%反应结束后#以
V=CB[

为内参照#

实时荧光定量
C@;

检测
;=<XA

*

YCV

*

UA'2

和
E;=C

基因的

表达#由
=JU83$$

随机软件分析扩增曲线和产物熔解曲线#按

照相对定量公式
:

%

""

@H计算目的基因参照管家基因的相对含

量#每一标本设置
3

个平行管#以
3

个平行管所得到
@H

值的均

值计算#比较各组
;=<XA

*

YCV

*

UA'2

和
E;=C

基因的表达

情况$

表
!

!!

扩增引物序列

目的基因 引物序列!

>̂'3̂

"

产物片段

长度!

I

O

"

;=<XA

正向引物%

@VE@V@@@EVEE@EE@E= :>8

反向引物%

@=E@@=@@=E@V@EEE@E

YCV

正向引物%

VV=@@=@==EV==@==@E 9##

反向引物%

=@=VVVEV@EEE=V=EV=

UA'2

正向引物%

VV=V=@EEV@@EVVEV== 33$

反向引物%

@EV=VVEV@@@=EV@E=@

E;=C

正向引物%

@@@@V@V=@VV@=VVV==E== :9:

反向引物%

EE@@@VVV@@VEVEVV==EV

V=CB[

正向引物%

V@=EVV@@EE@@VEVE@@@@ 33"

反向引物%

VV@EVVEVVE@@=VVVVE@E

?4A

!

统计学处理
!

采用
?C??!34$

软件进行数据的统计分

析#计量资料经正态性检验符合正态分布#结果均以
Bb6

表

示$采用重复测量资料的方差分析#其中不同分组*各时间段

进一步两两比较采用
?<X

检验$以
!

#

$4$>

为差异有统计

学意义$

@

!

结
!!

果

@4?

!

细胞形态学观察结果
!

倒置显微镜下观察诱导培养
2

'

8,

#有个别单个核细胞体积增大#出现融合现象#形态多为圆

形或椭圆形#

!9,

左右可观察到圆形*椭圆形*长条形*漏斗形

或不规则形的多核巨细胞#见图
!

$

@4@

!

E;=C

染色结果
!

诱导培养
!9,

#取出细胞爬片进行

E;=C

染色#可观察到圆形*椭圆形*长条形*漏斗形或不规则

形的细胞#体积较大#细胞质丰富#细胞质内可见酒红色颗粒沉

积#部分细胞质中可见大小不等空泡#核数个#呈淡黄色#细胞

核清晰#大小不一#聚积在细胞中央或排列在细胞周边$苏木

素复染后细胞核染呈蓝色#细胞质仍为酒红色#见图
:

$

@4A

!

牙质片层扫描电镜结果
!

诱导培养
YA@:#,

#骨片表面

可见形态不规则的吸收陷窝#常规培养组!未进行诱导培养"对

照组骨片表面未见骨吸收陷窝#见图
3

$

$!3!

重庆医学
:$!2

年
9

月第
9>

卷第
!$

期



!!

=

%

3,

'

J

%

8,

'

@

%

!:,

'

B

%

!9,

$

图
!

!!

人外周血单个核细胞经
;=<XAkF'@?K

诱导下不同时间段的细胞形态'

c:$$

(

!!

=

%

E;=C

染色!

c:$$

"'

J

%

E;=C

染色!

c9$$

"'

@

%

E;=C

染色
k

苏木素复染!

c:$$

"'

B

%

E;=C

染色
k

苏木素复染!

c9$$

"$

图
:

!!

诱导培养
!9,E;=C

染色的细胞形态

!!

=

%对照组!

?&Fc!$$$

"'

J

%诱导培养组!

?&Fc!$$$

"$

图
3

!!

骨吸收陷窝扫描电镜观察

表
:

!!

3

组不同时间
YA@

的
E;=C(;<=

!!!

表达情况'

Bb6

(

分组
:9N 9#N 8:N

共培养组
#42>b$49!

)

!:43!b$422

)I

!!4#!b$4>9

)I

<?&

组
8492b$4>#

)

!$4>!b$498

)I

!!439b$43:

)I

对照组
34:!b$4>! 34"2b$49$ 3489b$43"

!!

)

%

!

#

$4$!

#与对照组比较'

I

%

!

#

$4$!

#与
:9N

比较$

图
9

!!

3

组不同时间
E;=C(;<=

表达水平的变化趋势图

@4B

!

各组
YA@

时
;=<XA

*

YCV

*

UA'2

和
E;=C(;<=

表达

情况
!

共培养组*

<?&

组及对照组
;=<XA

*

YCV

*

UA'2(;'

<=

均不表达'共培养组*

<?&

组与对照组相比#

E;=C(;<=

转录水平的表达呈升高趋势#差异有统计学意义!

!

#

$4$!

"$

共培养组*

<?&

组
9#N

和
8:NE;=C(;<=

的表达水平高于

:9N

#差异有统计学意义!

!

#

$4$!

"#两组
9#N

和
8:NE;=C

(;<=

的表达水平差异无统计学意义!

!

%

$4$>

"'对照组
:9

*

9#

*

8:NE;=C(;<=

的表达水平差异均无统计学意义!

!

%

$4$>

"#见表
:

*图
9

$

A

!

讨
!!

论

正常情况下#骨形成和骨吸收处于动态平衡状态#这是骨

重塑过程$

Y@

和
YJ

是这一过程中的主要细胞#协调成骨与

破骨的动态平衡#从而维持骨的相对稳定(

!9

)

$

Y@

是体内生理

状态下惟一有骨吸收功能的细胞#在生理性骨重建和病理性骨

吸收中起重要作用(

!>

)

$

Y@

在受到
FF

细胞或骨髓微环境中

其他细胞的刺激下#可致细胞数量增多#功能活跃#出现溶骨

增强(

!2

)

$

Y@

是高度分化的终末细胞#体外分离的细胞只能存活

8

'

!9,

#且获得的细胞数量有限$经诱导培养的
YA@

在功能

上与
Y@

相似#相对容易获得*纯度较高$本试验参照文献方

法(

!8'!"

)

#采用正常人外周血单个核细胞加用
;=<XAkF'@?K

的方法诱导培养
YA@

#为
FJB

的体外研究提供可靠的细胞

来源$

Y@

从发育*成熟*活化再到发挥骨吸收功能经历一个复

杂*多级的调节过程#而
Y@

的分化和成熟是调控整个骨吸收

过程的重要靶点#

;=<X

&

;=<XA

&

YCV

系统在介导
Y@

分化

和成熟方面起到关键的作用$

;=<XA

与
Y@

和破骨前体细

胞膜表面表达的
;=<X

结合#能促进
Y@

的分化*成熟#增强

其活性#抑制凋亡(

:$

)

$本研究中
YA@

不表达
;=<XA

#与文献

报道一致(

:!

)

$成熟的
Y@

和
YA@

分泌并高表达
E;=C

#且具

有噬骨功能(

#

)

$本试验中
YA@

表达
E;=C

#并能在牙质片层

片上形成骨吸收陷窝#也验证了本研究诱导培养的细胞为

YA@

'而且试验结果显示共培养组和
<?&

组
E;=C

的表达上

调#提示在体外
FF

细胞和
<?&

能增强
YA@

的活性$

烯醇化酶是参与糖酵解途径中
:'

磷酸甘油酸转化成磷酸

烯醇式丙酮酸的限速酶#它由
*

*

.

*

0

亚基以二聚体形式组成免

疫性质不同的
**

*

..

*

00

*

*0

*

*

.

>

种同工酶'其中
00

*

*0

主要存

在于神经元和神经内分泌细胞中#称为
<?&

(

::

)

$另有实验证

实正常的
E

和
J

淋巴细胞在特定发展阶段也表达
<?&

(

:3

)

#这

说明
<?&

不是神经内分泌细胞所特有的$

A*

等(

:9

)研究发现

在体外
<?&

能促进人视网膜母细胞瘤细胞的增殖#并认为

<?&

是一种神经细胞生存和营养因子$

FF

细胞株
T:22

表

达
<?&

#

FF

患者血清中也发现
<?&

水平明显升高#且与临

!!3!

重庆医学
:$!2

年
9

月第
9>

卷第
!$

期



床分期*骨损害程度及治疗效果存在相关性$应用
<?&

处理

YA@

#

E;=C (;<=

转录水平的表达上调#提示
<?&

促进

YA@

的分化和增殖'

<?&

具有
T:22

细胞对
YA@

的类似作

用'推测
<?&

可能通过细胞代谢或作为营养因子起作用#但是

否有其他某种方式的参与尚不清楚#目前国内外亦无这方面研

究的报道#值得进一步探讨$
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