
人的骨骼在一生中不断进行着新陈代谢-即吸收旧

骨，形成新骨的骨骼重建［1］，它涉及成骨细胞和破骨细胞

间数量和功能的动态平衡，骨代谢的异常是导致代谢性

骨病的主要原因。大多数代谢性骨病如骨质疏松症就

是由于骨代谢的失衡，破骨量大于成骨量所致，破骨细

胞的分化或其功能的改变所导致的骨改建失衡是代谢

性骨病的重要病理基础［2］。许多细胞因子在破骨细胞

生成和骨吸收中起作用，破骨细胞骨吸收功能活跃是其

发生的病理生理之一，对破骨细胞骨吸收功能的调节是

防治骨质疏松症的主要药理基础之一。

上世纪90年代末发现，ENaC不仅存在于上皮细

胞，在软骨和成骨细胞（Ob）上也有ENaC 的表达和活

性［3-7］。它是一种新型的非电压依赖性钠离子通道蛋白,

负责调控细胞的钠离子转运,维持体内钠离子的平衡,主

要受荷尔蒙、细胞内的Ca+、Na+、pH值和G蛋白调节。

ENaC是细胞间相互通讯和传送电信号的基本途径之

一，也是许多药物作用的靶点，研究表明［8-11］，Na +和
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摘要：目的 本文探讨上皮钠离子通道（ENaC）对破骨细胞功能和活性的影响。方法 采用大鼠巨噬细胞集落刺激因子和核转录

因子-κB受体活化因子配体诱导大鼠骨髓单核细胞使其分化为破骨细胞。以1.5×104密度接种到12孔板，查随机表分3孔为1

组，分为4组：Control组和不同浓度阿米洛利（Ami, ENaC的抑制剂）组。抗酒石酸酸性磷酸酶（TRAP）染色进行阳性破骨细胞

鉴定；将破骨细胞和骨片共同培养，测定骨吸收陷窝的数目；用RT-PCR技术分析破骨细胞标志酶基因组织蛋白酶K（CK）的表

达。结果 不同浓度的Ami处理破骨细胞后，TRAP染色阳性破骨细胞减少，抑制破骨细胞的形成和骨吸收，而且降低破骨细胞

特异性基因CK的表达。结论 本次实验在细胞水平证明ENaC在破骨细胞上的表达并且调控破骨细胞的分化和骨吸收，说明

ENaC可能参与破骨细胞的功能调节，提示破骨细胞可能存在一个与ENaC相关调节的新途径，为骨代谢的研究提供了一个新

思路。
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Abstract: Objective To explore the role of epithelial sodium channel (ENaC) in regulating the functional activity of osteoclasts.
Methods Multinucleated osteoclasts were obtained by inducing the differentiation of rat bone marrow cells with macrophage
colony-stimulating factor (M-CSF) and RANKL. The osteoclasts were exposed to different concentrations of the ENaC inhibitor
amiloride, and the expression of ENaC on osteoclasts was examined using immunofluorescence technique. The osteoclasts
were identified with tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) staining, and the positive cells were incubated with fresh
bovine femoral bone slices and the number of bone absorption pits was counted by computer-aided image processing. RT-PCR
was performed to analyze the expression of cathepsin K in the osteoclasts. Results Exposure to different concentrations of
amiloride significantly inhibited the expression of ENaC and reduced the number of TRAP-positive osteoclasts. Exposure of
the osteoclasts to amiloride also reduced the number of bone resorption pits on bone slices and the expression of
osteoclast-specific gene cathepsin K. Conclusions ENaC may participate in the regulation of osteoclast differentiation and
bone resorption, suggesting its role in functional regulation of the osteoclasts and a possibly new signaling pathway related
with ENaC regulation for modulating bone metabolism.
Key words: osteoclast cell; epithelial sodium channel; amiloride; immunofluorescence
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ENaC与骨质疏松等骨代谢疾病及成骨细胞功能存在

相关性，由于成骨细胞具有调节破骨细胞的功能［12-13］，那

么ENaC是否影响破骨细胞的功能，国内外在这方面的

研究尚未见文献报道，因此，本实验拟通过研究Ami对

破骨细胞功能的影响，探讨ENaC与破骨细胞功能及骨

质疏松的关系，为治疗骨代谢疾病的作用机制研究提供

新思路。

1 材料和方法

1.1 材料和仪器

1.1.1 实验动物 2只4周龄SD雄性大鼠，体质量108±

8 g；20只10周龄雌性SD大鼠，体质量160~180 g（广州

中医药大学实验动物中心提供许可证号：SCXK（粤）

2008-0020）。

1.1.2 主 要 试 剂 α-MEM 培养基、胎牛血清 FBS

（Hyclone），细胞分离液Histopaque-1083（Sigma），巨噬

细胞集落刺激因子（M-CSF）、核因子κB受体活化因子

配基（RANKL）（Peprotech公司），一抗α-ENaC（H-95）

（Santa），二抗FITC Goat-Rabbit LgG（H+L）（EarthOx），

盐酸阿米洛利（Sigma），CCK-8检测试剂盒（贝博生物），

抗酒石酸酸性磷酸酶（TRAP）染色试剂盒（Sigma）。

1.1.3 仪器 Micro-CT（美国GE），BT 25 S电子天平

（德国 SARTORIUS），Galaxy 二氧化碳培养箱（英国

RSBiotech），J-D200倒置生物显微镜（深圳拓天仪器设

备 有 限 公 司），BX51T-PHD-J11 显 微 镜（日 本

Olympus），SW-CJ-1CU型无菌超净台（苏州空气技术

有限公司），SP1600型锯片机（德国Leica），Bioquant-

Osteo骨形态学图像分析系统（美国BIOQUANT）。

1.2 方法

1.2.1 牛皮质骨片的制备及处理 取新鲜牛股骨切成

100 μm厚，4 mm×4 mm，70%乙醇浸泡过夜。双蒸水

中超声清洗5 min×3次。紫外照射2 h并在层流净化装

置中干燥。α-MEM培养基培养备用。

1.2.2 破骨细胞的诱导及实验分组 按照常规方法［14］分

离出4周龄SD雄性大鼠骨髓基质细胞，用α-MEM全培

养液（含体积分数为15%胎牛血清、青霉素100 U/mL、

链霉素100 μg/mL）重悬，然后Histopaque分离液分离

单个核细胞，再用α-MEM全培养液制备细胞悬液，加入

M-CSF（10 ng/mL），置于 100 mm培养皿中（2×107），

37 ℃、5% CO2培养箱内培养24 h。24 h后，收集非贴壁

细胞，离心，PBS清洗再用α-MEM全培养液制备细胞悬

液（1×106/mL），按1×105/孔的细胞密度种入预先放置细

胞爬片和骨片的96孔培养板中，30 ng/mL M-CSF预诱

导3 d，此时贴壁的细胞为破骨前体细胞（BMMs）。3 d

后，加入50 ng/mL M-CSF和100 ng/mL RANKL共同

诱导同时加入不同浓度的盐酸阿米洛利溶液进行干预

（Ami终浓度分别为：1×10-8、1×10-6、1×10-4 mol/L），设空

白对照组（Control，未给予盐酸阿米洛利）；另外按3×

106/孔的细胞密度种入6孔培养板中（用于RT-PCR实

验），盐酸阿米洛利溶液进行干预（Ami终浓度分别为：

1×10-6、1×10-4 mol/L），设空白对照组（Control，未给予盐

酸阿米洛利）。每2 d换液1次并在倒置相差显微镜下

观察。

1.2.3 破骨细胞TRAP染色鉴定 取诱导6 d的细胞爬

片，按TRAP染色试剂盒（Sigma公司）操作步骤进行染

色，显微镜下观察，计算破骨细胞数目。方法为显微镜

100倍下随机选取5个视野计数每孔中TRAP染色阳性

细胞（细胞核≥3个，细胞质内出现棕褐色颗粒）数目，5

个视野的平均数代表该细胞爬片的破骨细胞数目。

1.2.4 破骨细胞骨吸收功能检测 取与破骨细胞共同培

养9 d的骨片，2.5%戊二醛国定7 min，于0.25%氢氧化

铵中超声清洗5 min×3次，系列乙醇脱水，自然晾干。

1%甲苯胺蓝染液室温染色3~4 min，蒸馏水清洗后光镜

下观察。100倍光镜下观察和拍摄整张骨片（4视野/

片），计算机辅助计量骨吸收陷窝数每时相点计量不少

于5张骨片，以平均陷窝数（n）表示。

1.2.5 破骨细胞标志酶基因表达的检测 取诱导6 d的6

孔培养板，Trizol 提取总 RNA，按 PrimeScript（One

StepRT-PCR KitVer.2试剂盒说明进行逆转录直接合成

DNA。根据文献［15］设计引物，由 Invitrogen公司合成，

序列见表1。扩增条件：50 ℃ 30 min；94 ℃ 2 min；94 ℃
变性30 s；60 ℃退火30 s，72 ℃延伸1 min，共进行30个

循环，最后72 ℃ 7 min结束循环。RT-PCR产物在1.5%

琼脂糖凝胶电泳检测。

2 结果

2.1 破骨细胞形态学观察及TRAP染色鉴定

诱导培养结果显示，接种12 h后细胞开始贴壁，为

表1 引物序列列表
Tab.1 Primer sequences used for RT-PCR

Gene product

CK

β-actin

Primer sequence

Forward: 5'-CCCAGACTCCATCGACTATCG-3'

Reverse: 5'-CTGTACCCTCTGCACTTAGCTGCC-3'

Forward: 5'-TCAGGTCATCACTATCGGCAAT-3'

Reverse: 5'- AAAGAAAGGGTGTAAAACGCA-3'

Amplicon length (bp)

330

432
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体积较小的圆形细胞，大小一致，分布均匀；培养第2天

时，部分细胞伸出伪足；培养第3天时，悬浮于培养液中

的未贴壁细胞随换液被除去，剩余的贴壁细胞胞体逐渐

变大；培养第4天时，可观察到单个核细胞开始融合，出

现多核细胞（圆形、椭圆形或腊肠型等）,细胞边缘不规

则，有突起和伪足，细胞内有数个或数十个细胞核，细胞

质内可见大小不等的空泡；随着诱导时间的延长，破骨

细胞数量逐渐增多，体积不断增大。破骨细胞TRAP染

色（图1）。

2.2 阿米洛利抑制破骨细胞的形成

正常破骨细胞形态均一，为大而圆的多核细胞，胞

浆中有大小不等的空泡，细胞分布均匀、致密，轮廓清

晰。实验结果发现Ami处理后，破骨细胞形成的数目减

少，细胞液泡、核结构模糊。不同浓度的Ami处理后，随

着Ami剂量增大，对破骨细胞形成的抑制作用增强，呈

剂量依赖性。不同浓度Ami对破骨细胞的抑制率具有

统计学差异（P<0.05，图2）。

2.3 阿米洛利抑制破骨细胞的骨吸收作用

骨片上形成吸收陷窝是破骨细胞骨吸收的直接结

果，其陷窝数量、大小和深度直接反应破骨细胞骨吸收

的能力。不同浓度的Ami处理Oc后，骨片上形成吸收

陷窝数目明显减少，图片及统计结果如下。

2.4 阿米洛利降低破骨细胞标志酶基因的表达

组织蛋白酶是一大类主要存在于溶酶体的胞内蛋

白酶，OC中组织蛋白酶K（溶酶体含有的半胱氨酸蛋白

酶）选择性高表达，是OC作用中最主要的胞内蛋白酶，

它选择性的在OC介导的骨吸收中起特殊的作用［16］，是

介导OC引起骨吸收的重要因素。不同浓度的Ami处

理Oc后，与Ctrl组比较，Oc标志酶基因CK的表达明显

降低。结果见图4。

3 讨论

近年来，我国在原发性骨质疏松症发生率大幅度上

升的同时，由糖尿病、甲状腺疾病、高血压和长期应用糖

皮质激素所致的继发性骨质疏松症患者也明显增多。

骨质疏松的发生不仅增加原发病的治疗难度，而且它引

起的“骨折”给骨科的临床治疗带来了很大的难度。因

此，寻找防治骨质疏松发生的新思路、新药物一直是当

今医学研究的热点和急需解决的临床问题。

破骨细胞是骨组织吸收的主要功能细胞，直接参与

骨吸收，在维持骨代谢平衡中发挥重要的作用，它有助

图1 破骨细胞TRAP染色鉴定
Fig.1 Osteoclasts stained with TRAP (Inverted phase-
contrast microscopy, original magnification: ×200).
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Fig.2 Changes in viability of osteoclasts after treatment with
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于维持骨骼系统的完整性和矿物质的稳态，与骨质疏松

密切相关。本研究主要讨论ENaC是否与破骨细胞的

功能活性相关及其如何影响破骨细胞的功能。ENaC

蛋白属于 ENaC/DEG 超基因家族，主要调控跨上皮细

胞钠离子的转运，维持体内钠离子的平衡，ENaC在破骨

细胞和软骨细胞上都有分布［17-18］。ENaC不仅能够调节

上皮通道Na+的转运，而且参与了成骨细胞在压力的刺

激作用下的信号转导，从而发挥其调节骨形成的功能［19］。

也有研究［20］从结构基础与功能特点方面发现ENaC在

骨组织代谢中发挥作用。卢丽等［21］研究发现，低浓度

Na+明显促进Ob的分化，高浓度Na+则抑制Ob的分化，

ENaC通过调节成骨细胞内、外平衡，从而对成骨细胞的

分化以及矿化功能产生影响。另外，研究表明，阿米洛

利可特异性阻断ENaC 其功能活性［22］。本实验使用不

同浓度的阿米洛利处理破骨细胞后，破骨细胞的分化和

骨吸收都受到明显抑制。本实验首次发现体外培养破

骨细胞，抑制破骨细胞上的ENaC会降低Oc的功能活

性，它提示ENaC可能是骨代谢调节的新机制。

破骨细胞主要由RANKL和M-CSF共同刺激后融

合形成，其形成和活化过程中受到转录因子、细胞因子、

整合素、溶酶体、Src蛋白、骨保护素等的影响［23］。相关

研究表明［24-25］T细胞免疫调节子1通过影响组织蛋白酶

K影响破骨细胞的活性，最后导致骨基质去矿化和溶

解。组织蛋白酶K是破骨细胞作用中最主要的胞内蛋

白酶，在破骨细胞中选择性高表达，是介导破骨细胞引

起骨吸收的重要因素。值得注意的是蛋白酶K抑制剂

（奥达卡替）进入治疗绝经后骨质疏松症的二期临床，奥

达卡替虽能抑制骨吸收，但是不能抑制骨形成，其机制

与破骨细胞刺激骨形成有关［26-27］。本实验RT-PCR检测

发现，低浓度阿米洛利可以显著下调破骨细胞中ENa的

表达，同时下调组织蛋白酶K的表达。这提示组织蛋白

酶K的表达下调可能是由于破骨细胞中ENaC的表达

下降导致。但是ENaC具体通过何种途径来调节组织

蛋白酶K的表达有待进一步研究。

本研究结果提示：ENaC直接影响破骨细胞的功能

活性，影响作用与浓度相关。主要表现在影响破骨细胞

分化和骨吸收，以及破骨功能相关基因的调节。说明

ENaC可能是调控破骨细胞功能的重要内源性调节因

子。因此，ENaC对骨代谢的调节作用具有较高的研究

价值，它可能提示骨代谢调节的新机制，为代谢性骨病

的发生、发展机制提供新的理论依据，扩展新的思路。
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