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近年来，应用物理疗法(力学、电磁学方法)防治

骨质疏松症（osteoporosis，OP）的研究成为热门[1—6]。

机械振动是力学刺激形式之一,目前相关研究表明

振动疗法是一种具有无创、副作用小的非药物治疗

OP的新型模式，具有良好的应用前景[7—8]。振动的

成骨效应已经形成共识，但其具体的机制尚不清

楚。成骨效应是否就是成骨细胞效应的结果，还是

破骨细胞效应的成分尚未见有报道，研究振动对破
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摘要

目的：观察不同频率振动应力对RAW264.7细胞诱导分化及活性的影响。

方法：应用复合振动仪将不同频段3—10Hz、15—35Hz、35—45Hz、50—70Hz和70—90Hz振动应变分别作用于体外

诱导分化的RAW264.7细胞,振动应变加载6d时，通过抗酒石酸酸性磷酸酶（TRAP）染色及鬼笔环肽染色检查破骨

细胞形成情况，通过骨吸收陷窝分析比较各组破骨细胞活性的差异。

结果：不同振动频率组形成TRAP染色阳性多核细胞数量均低于对照组，骨吸收陷窝计数亦较对照组少，差异均有

显著性意义（P<0.01）。
结论：不同频率振动应力均抑制RAW264.7细胞向成熟破骨细胞分化,且随着振动频率的增加抑制能力逐渐增强。
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Abstract
Objective：To investigate the effects of different frequencies of vibration strains on differentiation potencies of

AW264.7 cells in vitro.

Method：RAW264.7 cells were induced and differentiated in vitro and subjected to vibration strains at different

frequencies(3—10Hz,15—35Hz,35—45Hz,50—70Hz,70—90Hz) respectively. Tartrate resistant acid phosphatase

(TRAP) staining and fluorescent microscope with FITC-Phalloidin were used to assess the differentiation. Bone

resorption pits were detected by scanning electron microscope to assess the function.

Result：The amounts of TRAP- positive multinucleated cells and bone absorptive lacunae in vibration group

were lower than control group at day 6 (P<0.01).

Conclusion：Different frequencies of vibration strains could inhibit differentiation potencies of RAW264.7 cells

into osteoclasts(OCs).With the frequency of vibration increasing，suppression ability of vibration strengthened

gradually.
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骨细胞分化的影响就能更好地阐述振动防治OP的

机制。因此，本实验拟使用不同频率的复合振动直

接作用于破骨细胞前体RAW264.7细胞，观察振动

对破骨细胞分化成熟的影响，从而为振动防治OP机

制提供进一步的理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

DMEM培养基和胎牛血清（购自Gibco公司），

抗酒石酸酸性磷酸酶（TRAP）染色试剂盒（购自Sig-

ma 公司），小鼠 RANKL（购自 Peprotech 公司），

RAW264.7细胞株（ATCC，Manassas，USA），鬼笔环

肽(FITC-Phalloidin) (购于 Enzo 公司);RANKL(R&D);

PI 染液(Keygen)。CO2 细胞培养箱 Nu3500E(奥地

利)，YG-875B超净工作台（苏州医疗设备厂），细胞

培养瓶和板（美国Corning公司），FV1000激光共聚

焦显微镜及倒置相差显微镜（日本Canon公司）。

1.2 方法

1.2.1 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，取状态良好同步化生长的第6代

OC，随机分为 A、B、C、D、E、F 组。每组加入含有

RANKL的DMEM诱导培养基，并将RANKL调节成

终浓度为50ng/ml，定期换液，并保持RANKL终浓度

不变；A组为非加力组，B、C、D、E、F组为加力组，分

别施加3—10Hz、15—35Hz、35—45Hz、50—70Hz及

70—90Hz频段的振动应力，各加力组其他振动参数

一致(振动强度:0.3g,振动时间:每次振动15min,每天

振动2次，共持续6d)。

1.2.2 标本处理及指标检测：①诱导破骨细胞形成

及 抗 酒 石 酸 酸 性 磷 酸 酶（tartrate resistant acid

phosphatase, TRAP）染色实验。12孔板内每孔放置

消毒准备好玻片，将状态良好的RAW264.7细胞以

1×105/cm2的密度传代于 12 孔培养板，每孔加入

RANKL进行诱导培养，并调节成终浓度为50ng/ml，

定期换液，并保持RANKL终浓度不变。每实验组重

复12孔。A组置于振动仪加载台上(时间与加力组

相同)，不予振动;B、C、D、E、F组置于振动仪加载台

上并施加不同频段的VS(其他振动参数相同)。在培

养第6天时取出6片盖玻片按TRAP试剂盒说明书

进行TRAP染色实验。以TRAP染色阳性,细胞核≥

3个为破骨细胞。

②细胞骨架纤维性肌动蛋白(F-actin)荧光染色

和细胞核PI染色。在培养第6天时去除培养液，取

出上述另外6片盖玻片用PBS清洗细胞2次, 4%多

聚甲醛室温固定10min,PBS再次清洗细胞3次后,

再用FITC-Phalloidin工作液(5μg/ml)并置于密闭的

湿盒中室温染色50min, PBS清洗3次,加入PI染液

染色10min后PBS清洗细胞3次,封片，荧光显微镜

下观察。

③骨吸收陷窝检测。取新鲜成年牛后腿股骨皮

质, 去除软组织、骨膜,-80℃贮存。用全自动磨片

机磨成厚50μm,面积为1cm×1cm的骨片,全自动抛

光机抛光两面,超声清洗仪清洗,75%乙醇浸泡24h，

紫外线照射消毒备用。将RAW264.7细胞以3×105/

cm2的密度传代于6孔板中,6孔板内每孔放置消毒

准备好牛骨皮质片（大小约为1cm×1cm），诱导培养

方法及不同频率振动干预同前；在培养6d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5min,在0.25mol/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4min,

三蒸水漂洗后,倒置显微镜下观察，光镜100倍下每

张骨片随机选择6个视野，观察并记录骨吸收陷窝

数目，取其平均值作为结果分析；再次予以0.25mol/

L氢氧化铵中超声清洗3次，然后系列乙醇脱水,

70℃烘箱内烘干48h后, 装台(粘胶)、表面真空离子

喷金, 扫描电子显微镜下观察并摄像。

1.3 统计学分析

统计软件SPSS 11.5，单因素方差分析法比较各

组间TRAP染色阳性多核细胞数及骨吸收陷窝数。

P<0.01表示差异有显著性意义。

2 结果

2.1 不同频率振动对RAW264.7细胞体外诱导分化

的影响，诱导细胞行TRAP染色情况

按实验设计分组，RAW264.7细胞诱导培养6d

后进行TRAP染色，观察不同频率振动对RAW264.7

细胞体外诱导分化的影响，未诱导培养对照组仅见
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少数TRAP染色阳性多核细胞(图1A)，实验A组明显

出现许多TRAP染色阳性多核细胞(≥3核)即破骨细

胞（osteoclast, OC），细胞大，胞浆成空泡状，染成淡

红，胞膜边界不整，周边可见伪足伸展(图1B),但是

B、C、D组TRAP染色阳性多核细胞(≥3核)较A组减

少(图 1C)，差异存在显著性意义(P<0.01)，E、F 组

TRAP染色阳性多核细胞(≥3核)很少形成(图1D)，

这暗示着不同频率复合振动均抑制RANKL诱导的

RAW264.7细胞向破骨细胞分化（见表1)，且随着振

动频率的增加对RAW264.7细胞分化的抑制能力逐

渐增强。

2.2 诱导细胞行免疫荧光检查情况

细胞骨架纤维性F-actin荧光染色和细胞核PI

染色，按实验设计分组，RAW264.7细胞诱导培养6d

后进行鬼笔环肽染色，观察不同频率振动对

RAW264.7细胞体外诱导分化的影响，未诱导培养

对照组可见大部分单核细胞聚集,但不融合(图2A)，

实验A组出现许多较大绿色的F-actin环,内含多核

细胞，细胞核蓝染,边聚，细胞膜边界不清，可见有伪

足和褶皱(图2B),但是B、C、D组的绿色F-actin环较

A组减少，且细胞核减少(图2C)，E、F组多核细胞明

显减少(图2D)。

2.3 诱导细胞行骨吸收陷窝的测定情况

按实验设计分组，RAW264.7细胞诱导培养6d

后进行甲苯胺蓝染色，观察不同频率振动对

RAW264.7细胞体外诱导分化的影响。倒置显微镜

下观察可见未诱导培养对照组未见有蓝染的骨吸收

陷窝(图3A)，实验A组出现许多形状为圆形、椭圆形

及不规则形，染色多不均匀，边界清晰的蓝紫色异染

(图3B),但是B、C、D组形成的骨吸收陷窝计数及面

积较A组减少(图3C)，E、F组未见有骨吸收陷窝(图

3A及表2)。电镜显微镜检查可见：破骨细胞在骨片

上的吸收陷窝呈圆形或椭圆形,边界轮廓清晰,陷窝

底部纤维腐蚀吸收的纹路清晰可见(图3D)。

图1 细胞行TRAP染色后倒置显微镜下观察形态(×100)

A

DC

B

表1 破骨细胞形成情况 (n=6，x±s)

组别

空白对照

A组（非加力组）

B组（3—10Hz）

C组（15—35Hz）

D组（35—45Hz）

E组（50—70Hz）

F组（70—90Hz）

①与A组比较P<0.01

TRAP染色阳性多核细胞(≥3核)（个）

2.17±2.07①

163±21.67

102±25.45①

82±28.66①

72±19.43①

32±19.66①

22±29.35①

图2 细胞行鬼笔环肽及PI染色后
荧光显微镜下观察形态 （×200）

A

DC

B

表2 骨吸收陷窝计数形成情况 (n=6，x±s)

组别

空白对照

A组（非加力组）

B组（3—10Hz）

C组（15—35Hz）

D组（35—45Hz）

E组（50—70Hz）

F组（70—90Hz）

①与A组比较P<0.01

骨吸收陷窝计数（个）

0①

83±8.76

52±9.45①

25±5.96①

16±8.45①

0①

0①
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3 讨论

骨重建是一个骨组织自我更新的过程:成骨细

胞(osteoblast，OB)不断形成新骨，破骨细胞不断吸收

旧骨。成骨细胞的骨形成与破骨细胞的骨吸收两者

间保持动态平衡是骨活动保持正常状态的基础。若

该平衡紊乱后可引起许多临床上常见疾病，包括

OP。

根据Wolff定律，骨重建是骨对机械应力的适应

过程。骨重建过程中，骨在应力集中的地方生长，而

应力减少的地方骨吸收[9—10]。机械振动是力学刺激

形式之一。大量的研究[11—13]表明,低强度、短时间、

一定频率的振动能通过降低骨吸收，促进成骨细胞

的增殖和分化，提高成骨速度，增加松质骨量而提高

骨的数量和质量是一种治疗OP的新型模式，在防治

OP中有广阔的应用前景。振动的成骨效应已经形

成共识，但其确切的信号传导通路也不清楚，目前研

究普遍认为与细胞膜离子通道激活、整合素-细胞

骨架复合体、力学调控系统[14—16]、生化信号有关。复

合振动在改善骨质量的同时还可在一定程度上预防

或改善肌萎缩，维持或增强肌力，有助于改善或增强

平衡能力[17]。目前国内外因实验方法及实验模型不

同，对振动频率研究虽然报道中应用的频率相差较

大,但均在低频范围(<100Hz)。复合振动虽然在成骨

细胞和动物层次得到很好的成骨效应，但其对唯一

引起骨吸收的破骨细胞尚未进行研究报道,因此，本

实验拟使用不同频率的复合振动直接作用于破骨细

胞前体RAW264.7细胞，观察振动对破骨细胞分化

成熟的影响，从而为振动防治OP机制提供进一步的

理论基础。

TRAP是一种结构高度保守的含铁糖蛋白，作用

的底物专一性较低，可以水解各种磷酸醋酶和无机磷

酸盐类。其主要存在于胞转小泡内，胞转时破坏内吞

噬的基质退化物。TRAP在成熟破骨细胞和融合前单

核细胞内表达，在破骨细胞前体细胞内不表达。本研

究发现不同频率的复合振动均抑制RANKL诱导

RAW264.7细胞阳性多核细胞分化。这与其他机械

刺激抑制破骨细胞形成的结果吻合[18—19]。破骨细胞

的骨吸收过程是一个复杂的过程。破骨前体细胞融

合形成成熟破骨细胞，并吸附于骨表面在骨与细胞

之间形成一个密闭的酸性环境，此时破骨细胞内的

骨吸收酶通过细胞表面的皱褶缘分泌进此空隙，对

骨质起吸收作用，骨表面形成骨吸收陷窝[20]。本研

究发现不同频率的复合振动均抑制RANKL诱导

RAW264.7细胞向成熟破骨细胞分化，本研究发现

随着振动频率增加，RAW264.7细胞向成熟破骨细

胞分化越少；本实验E、F组内未发现有骨吸收陷窝，

表明没有成熟破骨细胞分化成。骨吸收功能还与破

骨细胞核的数量密切相关，核数越多的破骨细胞吸

收活性越强大[21—23]。这可能跟融合的细胞多，增大

了细胞胞浆和细胞膜面积，使破骨细胞接触骨表面

的面积增大，吸收陷窝增大;也可能跟细胞核仍然保

存转录活性有关。本实验通过诱导细胞的荧光染色

观察可见不同频率的复合振动均抑制细胞增大和细

胞核的增多，从而抑制RANKL诱导RAW264.7细胞

向成熟破骨细胞分化。

总之，本实验发现不同频率的复合振动均抑制

RANKL诱导RAW264.7细胞向成熟破骨细胞分化,

且随着振动频率的增加对RAW264.7细胞分化的抑

制能力逐渐增强。从而阐述了成骨效应不仅仅就是

成骨细胞效应的结果，还有破骨细胞效应的成分，本

研究结果进一步完善了复合振动防治OP的机制。

先前有研究[24]表明促进体外成骨细胞增殖和分化的

最佳振动频率范围为15—45Hz；结合本研究可见过

高的振动频率(>50Hz)不仅可以抑制体外OB细胞的

增殖和分化，而且也抑制体外破骨细胞的增殖和分

化，过低的振动频率（<10Hz）对体外破骨细胞和成

图3 骨片行甲苯胺蓝染色后情况 （×100）

A

DC

B

12



www.rehabi.com.cn

2014年，第29卷，第1期

骨细胞活性影响较小。本课题通过体外实验间接指

导临床上运用复合振动防治OP的较佳振动频率范

围在15—45Hz。
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