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结核分枝杆菌诱导单核巨噬细胞初级纤毛降解促进破骨细胞分化的机

制研究
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［摘　要］　目的　探讨结核分枝杆菌感染对单核－巨噬细胞初级纤毛的影响及其促进破骨细胞分化的可能机制。

方法　通过提取对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）和脊柱结核组（ＴＢ组）患者骨髓来源单核细胞（ＢＭＭＣｓ）进行体外培养，并与

结核分枝杆菌共同培养，构建感染模型（Ｒｖ组）。利用荧光染色和扫描电镜技术观察纤毛的变化，并通过建立小鼠

脊柱结核模型进行验证。结果　与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＴＢ组患者病灶骨组织中初级纤毛标志物表达显著降低；与结

核分枝杆菌共培养后，Ｒｖ组单核－巨噬细胞的初级纤毛比率（４８．５６％±７．７７％ ＶＳ９．５８％±５．５９％）和长度

［４．０５０（３．２８９，４．６６６）μｍＶＳ０（０，０．６７６）μｍ］均显著减少；脊柱结核小鼠的骨髓腔中破骨细胞浸润明显，初级纤

毛比例和长度显著下降。结论　结核分枝杆菌的胞内感染可诱导单核－巨噬细胞初级纤毛降解，促进破骨细胞分

化，从而加剧椎体骨质吸收。
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　　结核病仍然是全球最严重的传染病之一。根据

世界卫生组织《２０２３年全球结核病报告》，２０２２年全

球新增结核病例７５０万例，其中中国占全球病例的

７．１％
［１］。在结核病患者中，约２０％为肺外结核，其

中１５％～３５％为骨关节结核，脊柱结核约占此类病

例的５０％
［２３］。作为最常见的肺外结核类型，脊柱

结核主要特征是椎体骨质破坏，易导致椎体塌陷和

骨折，进而引起脊髓神经损伤，致残率较高［４］。

在骨组织中，破骨细胞负责降解骨基质中的矿

物质和有机质，由巨噬细胞融合形成，具有特征性的

肌动蛋白结构［５］。正常情况下，成骨细胞介导的骨

形成与破骨细胞诱导的骨吸收共同维持骨代谢平

衡。然而，结核分枝杆菌感染会异常激活破骨细胞，

增加骨吸收，打破骨代谢平衡，加速椎体骨质破坏，

导致椎体塌陷和骨折［６８］。Ｌｉｕ
［９］和乔永杰等［１０］通

过构建兔脊柱结核模型证实了破骨细胞在脊柱结核

病变中的过度激活。

初级纤毛是细胞表面的环状细胞器，Ｓｕｔｔｏｎ等
［１１］

发现单核－巨噬细胞存在初级纤毛，并指出其降解

可能是破骨细胞分化的必要步骤。越来越多的证据

表明，初级纤毛可能成为治疗骨相关疾病的新靶点，

深入研究其在骨吸收过程中的作用至关重要。然

而，结核分枝杆菌是否通过影响初级纤毛调控破骨

细胞分化尚需进一步研究。本研究旨在探讨结核分

枝杆菌被单核－巨噬细胞吞噬后，是否通过诱导初

级纤毛降解促进破骨细胞分化，从而增加骨吸收。

以期该研究能为脊柱结核患者的骨质破坏治疗提供

新靶点。

１　材料与方法

１．１　单核－巨噬细胞培养及感染模型构建　从对

照组（包括腰椎管狭窄、腰椎骨折或滑脱的患者，

Ｃｏｎｔｒｏｌ组）和脊柱结核组（ＴＢ组）患者的椎体髓腔

中提取１０ｍＬ骨髓（已获患者及其家属同意，并经

过中南大学湘雅医院医学伦理委员会的批准，伦理

编号：２０２４０３０５１２）。将骨髓注入含有淋巴细胞分

离液的１５ｍＬ离心管中，２０００ｒ／ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ，

吸取中间层云雾状液体转移至新的离心管中，

１５００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，去除上清液，加入红细胞

裂解液，１０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，获得骨髓细胞并接

种于细胞培养瓶中。两天后，将上清液１０００ｒ／ｍｉｎ，

离心５ｍｉｎ，并转移至新的培养瓶中，加入２５ｎｇ／ｍＬ

巨噬细胞集落刺激因子 （ＭＣＳＦ），在 ３７℃、５％

ＣＯ２ 培养箱中诱导分化７２ｈ，得到巨噬细胞。

在 ＭＯＩ为１∶１０的条件下，使用 ＧＦＰＨ３７Ｒｖ

感染骨髓来源的单核－巨噬细胞４ｈ（Ｒｖ组）。感染

成功后，细胞用１００μｇ／ｍＬ庆大霉素处理２ｈ以杀

死胞外结核分枝杆菌，采用０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ，下文中未注明ＰＢＳ浓度者均为０．０１ｍｏｌ／Ｌ）

清洗两次后，加入新鲜培养基继续在３７℃、５％ ＣＯ２

培养箱中培养。

１．２　抗酒石酸酸性磷酸酶（ＴＲＡＰ）染色　（１）将巨

噬细胞以每孔２×１０３ 细胞接种于９６孔板中，待细

胞完全贴壁后，按照１．１单核－巨噬细胞感染步骤

与ＧＦＰＨ３７Ｒｖ共培养。（２）加入含有核因子κＢ

受体激活因子配体 （ＲＡＮＫＬ）（５０ｎｇ／ｍＬ）和

ＭＣＳＦ（２５ｎｇ／ｍＬ）的新鲜培养基，诱导培养７ｄ。

诱导结束后，采用ＰＢＳ冲洗细胞，并根据制造商的

说明书使用ＴＲＡＰ染色试剂盒（Ｇ１４９２）对细胞进行

染色。（３）使用显微镜测量每孔５个视野内的破骨

细胞数量，具有３个以上核的ＴＲＡＰ阳性细胞被鉴

定为成熟的破骨细胞。

１．３　肌动蛋白（ＦＡＫ）染色　（１）巨噬细胞经过破骨分

化诱导７ｄ后，使用ＰＢＳ冲洗，并在３７℃下使用４％

多聚甲醛固定１０ｍｉｎ。（２）使用ＰＢＳ洗涤两次，采用

０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００孵育５ｍｉｎ。（３）加入２００ｎｍｏｌ

ＴＲＩＴＣｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ（４０７３４ＥＳ７５，Ｙｅａｓｅｎ），

３７℃下避光孵育１ｈ。（４）使用ＰＢＳ洗涤后，室温下

用ＤＡＰＩ对细胞核染色５ｍｉｎ，采用荧光显微镜观察

Ｆａｃｔｉｎ环。

１．４　扫描电子显微镜（ＳＥＭ）检测　（１）样本使用

２．５％戊二醛固定液在４℃下固定过夜。（２）使用

０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．０）冲洗３次，每次１５ｍｉｎ，使
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用１％ 透化钨酸铵溶液固定１～２ｈ。使用０．１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ（ｐＨ７．０）冲洗３次。（３）将样品依次浸泡于

不同浓度的乙醇梯度中进行脱水处理，每种浓度

处理１５ｍｉｎ。（４）使用１００％乙醇处理两次，每次

２０ｍｉｎ，进行临界点干燥。处理完成后，样品进行金

属喷涂，并在ＳＥＭ下观察。

１．５　脊柱结核小鼠模型构建　本研究使用的野生

型Ｃ５７ＢＬ／６小鼠购自湖南博瑞鑫生物技术有限公

司，并在无特定病原体（ＳＰＦ）实验室中饲养。所有

小鼠通过腹腔注射０．１ｍＬ弗氏完全佐剂进行致

敏，两周后开始建模。ＭＴＢＧＦＰＨ３７Ｒｖ标准株在

罗氏培养基中培养和扩增４周，菌落生长良好后，

将其加入０．９％灭菌生理盐水中研磨，制成浓度为

１０８ＣＦＵ／ｍＬ的细菌悬液。悬液分装至１ｍＬ医用

注射器中，冰上保持并在使用前充分摇匀。对照组

使用０．９％生理盐水。注射前，细菌悬液或生理盐

水与 Ｍａｔｒｉｘ基质胶（上海宾智生物科技有限公司）

按３∶１体积比混合，摇匀后立即注射到每只小鼠的

椎体内。试验小鼠经异氟醚吸入麻醉后，在尾椎的

椎体内注射０．１ｍＬ细菌悬液胶（Ｒｖ组，狀＝５）或生

理盐水胶（Ｓｈａｍ组，狀＝５）。注射完成后，保持针头

在位置上３０ｓ，待凝胶固化后再拔出针头。上述试

验在上海晶诺生物技术有限公司的生物安全实验室

内进行。

１．６　ＭｉｃｒｏＣＴ检测　在造模四周后，利用 ｍｉｃｒｏ

ＣＴ扫描仪（ＳＣＡＮＣＯ ＭｉｃｒｏＣＴｖｉｖａＣＴ４０）对鼠尾

进行扫描，并通过ＣＴｖｏｘ软件进行三维重建。使用

ＣＴａｎ软件比较病变椎体和相邻椎体的骨微结构，

选择骨组织体积比（ｂｏｎｅｖｏｌｕｍｅ／ｔｉｓｓｕｅｖｏｌｕｍｅ，

ＢＶ／ＴＶ）作为评估指标。

１．７　石蜡切片及 ＨＥ、ＴＲＡＰ染色　（１）从人和小

鼠骨组织中采集标本后，使用福尔马林固定２４ｈ。

（２）使用１０％ 乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）溶液脱钙３周，

进行组织脱水和石蜡包埋。（３）将石蜡组织连续切

片，每片厚度为３μｍ，脱蜡并水化后，根据生产商的

说明书进行 ＨＥ染色和ＴＲＡＰ染色。

１．８　免疫荧光染色　（１）对石蜡切片进行脱蜡和再

水化以及抗原修复。（２）将切片置于３％ 过氧化氢

溶液中，在室温下避光孵育２５ｍｉｎ，以封闭内源性

过氧化物酶活性。（３）使用３％ＢＳＡ封闭液封闭切

片３０ｍｉｎ，并在４℃下过夜孵育一抗。次日，切片使

用ＰＢＳ洗涤３次，然后在室温下避光孵育５０ｍｉｎ，

加入相应的荧光二抗。孵育完成后，切片再次使用

ＰＢＳ洗涤３次，并用４’，６－二眯基－２－苯基吲哚

染色（ＤＡＰＩ）染色细胞核。（４）使用自发荧光猝灭封

闭剂封闭切片，采集图像并进行分析。

１．９　统计分析　应用 ＧｒａｐｈＰａｄ（ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔ

ｗａｒｅ，ＵＳＡ）软件进行数据分析，计量资料用均数±

标准差（狓±狊）表示。采用狋检验和Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ事后

校正后的双向方差分析。犘≤０．０５为差异具有统计

学意义。

２　结果

２．１　结核分枝杆菌对破骨细胞生成的影响　对脊

柱结核患者病灶组织进行免疫荧光检测后发现，巨

噬细胞标记物 ＣＤ６８表达显著增加（见图１Ａ）；

ＴＲＡＰ染色结果显示，骨组织中破骨细胞数量明显

增多（见图１Ｂ）。为研究结核分枝杆菌感染对体外

破骨细胞生成的影响，从Ｃｏｎｔｒｏｌ组和ＴＢ组患者中

提取骨髓来源的单核细胞（ＢＭＭＣｓ），并用 ＭＣＳＦ

诱导７２ｈ；同时，按照前述方案用ＧＦＰＨ３７Ｒｖ感染

细胞（Ｒｖ组）（见图１Ｃ）。破骨分化诱导７ｄ后，

ＴＲＡＰ染色结果显示，结核分枝杆菌感染后ＴＲＡＰ

阳性多核破骨细胞显著增加（见图１Ｄ、Ｆ）。随后通

过ＦＡＫ染色探讨结核分枝杆菌感染对破骨细胞融

合的影响，结果显示，结核分枝杆菌感染后肌动蛋白

环的大小和数量显著增加（见图１Ｅ）。

２．２　结核分枝杆菌对ＢＭＭＣｓ初级纤毛诱导作用　

免疫荧光染色结果显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组患者骨组织

相比，ＴＢ组患者病灶组织中的初级纤毛标志物

ａｃｅｔｙｌａｔｅｄαｔｕｂｕｌｉｎ和Ａｒｌ１３ｂ表达显著降低（见图

２Ａ），巨噬细胞上存在初级纤毛（见图２Ｂ）。在用

ＲＡＮＫＬ和 ＭＣＳＦ培养ＢＭＭＣｓ后，使用初级纤毛

标志物ａｃｅｔｙｌａｔｅｄαｔｕｂｕｌｉｎ对与结核菌共培养前后

的巨噬细胞进行免疫荧光成像。结果显示，巨噬细

胞的初级纤毛比率约为４８．５６％（见图２Ｂ、Ｃ）。然

而，与结核分枝杆菌共培养后（Ｒｖ组），初级纤毛比

率降至９．５８％，主要存在于未成熟的破骨细胞群体

中（＜３个核的融合巨噬细胞）。通过扫描电镜观察

共培养前后初级纤毛的变化，结果显示，巨噬细胞初

级纤毛长度明显缩短，从４．０５０（３．２８９，４．６６６）μｍ

缩短至０（０，０．６７６）μｍ（见图２Ｄ、Ｅ）。
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图２　结核分枝杆菌对ＢＭＭＣｓ初级纤毛的诱导作用
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２．３　脊柱结核小鼠模型中，初级纤毛表达及破骨细

胞生成情况　为验证体外试验结果，根据图３Ａ所

示步骤构建了小鼠脊柱结核模型。ＭｉｃｒｏＣＴ结果

显示，与野生型小鼠（Ｓｈａｍ组）相比，脊柱结核小鼠

（Ｒｖ组）骨质破坏明显，骨体积分数（ＢＶ／ＴＶ）显著

降低（见图３Ｂ），与预期一致。ＨＥ染色显示，脊柱

结核小鼠骨髓腔内有明显炎症细胞聚集（见图３Ｃ）。

此外，骨组织免疫荧光染色显示，病变组织中巨噬细

胞标志物Ｆ４／８０表达显著增加（见图３Ｄ），ＴＲＡＰ

染色显示骨组织中破骨细胞大量生成（见图３Ｅ），这

与结核病患者中的现象一致。初级纤毛的ａｃｅｔｙｌａｔ

ｅｄαｔｕｂｕｌｉｎ和Ａｒｌ１３ｂ免疫荧光染色显示，ＴＢ小鼠

骨组织中纤毛数量和长度明显减少（见图３Ｆ）。
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和乙酰化α微管蛋白（红色）的免疫荧光染色； 表示犘＜０．０００１。

图３　脊柱结核小鼠模型中初级纤毛表达及破骨细胞生成情况

犉犻犵狌狉犲３　Ｐｒｉｍａｒｙｃｉｌｉｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｍｏｕｓｅｓｐｉｎａｌｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｍｏｄｅｌ

３　讨论

骨组织是一个动态平衡的系统，成骨细胞的骨

形成和破骨细胞的骨吸收共同维持骨稳态。然而，

骨稳态失衡会导致病理性炎症性骨疾病的出现。临

床研究［１２１４］表明，与健康人群相比，结核病患者通常

表现出明显的骨质破坏、骨量减少以及骨折易感性

增加。Ｙｕｅ等
［１５］在构建的兔脊柱结核动物模型中

也观察到类似现象。这可能与结核分枝杆菌感染引

发的破骨细胞异常激活有关，导致骨重塑失衡和骨

吸收增加。本研究收集了脊柱结核患者（ＴＢ组）和

对照组患者（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）的椎体组织进行切片染色，

结果显示，脊柱结核患者病灶组织中巨噬细胞显著
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聚集，且破骨细胞数量异常增加。从两组患者骨髓

中提取ＢＭＭＣｓ，并建立结核分枝杆菌共培养模型

（Ｒｖ组）。试验结果表明，结核分枝杆菌能够在巨噬

细胞内存活，并诱导其向破骨细胞分化，与 Ｄｅｎｇ

等［１６］研究结论一致。与之不同的是，本研究使用结

核分枝杆菌的标准参考株 Ｈ３７Ｒｖ以及人骨髓来源

的单核－巨噬细胞作为研究对象，相较于ＢＣＧ（牛

型卡介苗）和鼠源性的巨噬细胞，能够引发与人类结

核病更为相似的病理变化，是研究结核分枝杆菌致

病机制的理想模型。初级纤毛是由九对微管组成的

环状表面感觉细胞器，能以细胞周期依赖的方式从

中心体组装和拆卸，广泛存在于人体几乎所有类型

的细胞中［１７１８］。近年来，越来越多的证据表明，初级

纤毛在调节骨组织稳态中起着至关重要的作用，其

缩短或缺失会导致骨骼相关疾病和骨量减少［１９２０］。

研究［１１］发现，单核－巨噬细胞中也存在初级纤毛，

并在向破骨细胞分化过程中发挥重要作用。本研究

通过荧光染色分析脊柱结核患者的病灶组织，发现病

灶骨组织中的初级纤毛标志物ａｃｅｔｙｌａｔｅｄαｔｕｂｕｌｉｎ

和Ａｒｌ１３ｂ表达显著降低。此外，对两组巨噬细胞进

行荧光染色显示，ＴＢ组患者细胞的初级纤毛比率

从４８．５６％±７．７７％ 降至９．５８％±５．５９％。为验

证这一结果，本研究使用ＳＥＭ 观察两组细胞的初

级纤毛变化。结果显示，ＴＢ组巨噬细胞的初级纤毛

不仅比率下降，长度也明显缩短，从４．０５０（３．２８９，

４．６６６）μｍ缩短至０（０，０．６７６）μｍ。

为进一步验证体外试验结果，本研究根据现有

方案并进行了改进，成功构建了小鼠脊柱结核模型

（Ｒｖ组）
［２１］，成模率达８３％。这可能与试验者的熟

练程度及影像学指导有关。通过组织切片染色，发

现脊柱结核小鼠的骨髓腔内有大量炎症细胞聚集，

并伴有破骨细胞浸润，这与脊柱结核患者的骨组织

病理特征相符。进一步研究探讨了结核分枝杆菌对

骨组织中初级纤毛的影响。结果显示，病灶组织中

初级纤毛的比例和长度显著降低，这一现象与在脊

柱结核患者骨组织中观察的结果一致，为本研究结

论提供了有力支持。

然而，本研究也存在一些局限性。首先，结核分

枝杆菌通过何种具体机制诱导初级纤毛降解尚不完

全明确。现有研究表明，这一过程可能与肿瘤坏死

因子（ＴＮＦ）α、白细胞介素（ＩＬ）１、转化生长因子

（ＴＧＦ）β等炎症信号通路密切相关
［６，２２］，但具体的

分子机制仍需进一步探讨。其次，通过药物干预增

加巨噬细胞初级纤毛的发生率和长度，能否有效挽

救脊柱结核患者的骨质破坏，目前尚未得到明确答

案。这一假设仍需通过大量实验室研究和临床验证

来证实。

综上所述，结核分枝杆菌的胞内感染通过诱导

巨噬细胞初级纤毛降解，促进其向破骨细胞分化，进

而加剧骨吸收，导致骨质破坏。这一机制为理解结

核相关骨质破坏的发生发展提供了新视角，并为未

来治疗策略提供了潜在靶点。
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