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体外培养成骨细胞研究新进展
Development of osteoblast culture in vitro
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　　成骨细胞是骨形成细胞 ,对骨组织的生长发育、骨代谢平

衡、骨量维持和损伤修复起关键作用。一旦成骨细胞生成不

足或功能降低 ,不能及时补充由于破骨细胞活动所导致的骨

吸收、骨量丢失 ,将直接导致骨形成减少。随着细胞培养技术

的发展 ,人们已经从许多动物的颅骨、骨髓基质和骨膜中成功

分离培养出了具有典型成骨细胞特征的细胞株 ,研究表明培

养后的成骨细胞在体内仍具有良好的成骨能力 ,在不同环境

下可以形成骨组织。将分离培养的成骨细胞大量增殖后回植

于体内 ,具有取材方便 ,成骨能力好等优点 ,且不需考虑免疫

反应和传播疾病的危险。

1 　成骨细胞的演变阶段

成骨细胞在骨形成过程中可划分为分化期、增殖期、矿化

期和休止期四个阶段 ,但这四个阶段之间并没有明确的界限 ,

很多因素可调节这几个阶段从而调控骨形成。在分化早期碱

性磷酸酶的表达是成骨细胞分化的主要特征之一 ,增殖下调

可提前诱导 AL P mRNA 表达。而 AL P 的高峰表达发生在增

殖期 ,为矿化期磷酸盐的聚集提供有利条件。增殖期成骨细

胞在有丝分裂原作用下复制 DNA 和细胞分裂 ,最新进展表

明通过抑制与细胞周期调节相关的基因会导致增殖的停止 ,

目前已发现的与增殖激活有关的基因有 c - Myc、c - Fos、c -

J un 等[1 ,2 ] ,它们作为即刻早期表达基因在细胞的增殖分化中

发挥着重要的作用 ,可将来源于细胞膜受体的促有丝分裂信

号和生长发育信号传入胞浆和细胞核 ,通过释放局部骨生长

因子特异性的增加有丝分裂原活化蛋白激酶酪氨酰磷酸化作

用和活性以促进成骨细胞增殖 ;c - Fos、c - J un 基因表达在增

殖晚期明显下调 ,同时伴随成骨细胞增殖减慢。此期同时还

能表达的基因有胰岛素样生长因子、血小板衍生生长因子、成

骨细胞特异性转录因子、转化生长因子β、Ⅰ型胶原等。在细

胞增殖后期 ,编码细胞外基质成熟的蛋白的基因开始表达 , Ⅰ

型胶原的合成在细胞增殖期占主导地位 ,并与细胞的进一步

分化有着很大的关系。骨桥蛋白的 mRNA 在成骨细胞分化

的早期即开始表达 ,并在细胞增殖期和矿化期呈现出两个合

成高峰。前者被认为可能和介导成骨细胞与胶原的粘附有

关 ,促进成骨样细胞贴附于细胞外基质 ;而后者则因其存在着

潜在的钙结合位点而被认为在基质矿化中起着调节机体生长

的作用。在成骨细胞进入矿化期 ,细胞内的 AL P 活性下降 ,

而与细胞外基质中羟磷灰石沉积相关的基因表达达到高峰 ,

如骨桥蛋白、骨钙素、骨唾液酸蛋白基因。骨钙素是维生素 K

依赖、维生素 D 诱导的钙连接基质蛋白 ,骨钙素 mRNA 的转

录和蛋白合成是成骨细胞进入矿化期的主要指征之一 ,是成

骨细胞成熟的标志。

2 　成骨细胞的增殖和分化的调节

成骨细胞的产生、发展的各个阶段均需借助于精细的调

控 ,以最终完成正常的骨形成 ,AL P、Ⅰ型胶原和骨钙素等的

表达不仅代表了成骨细胞演化的不同阶段 ,而且对成骨细胞

的表型发育起着一定的诱导作用。已知许多全身和局部调节

因子如 PTH、性激素、IGF、TGF -β、PD GF、IL - 1 等都对成骨

细胞发挥作用并影响成骨细胞发展的各个阶段 ,调节成骨细

胞功能 ,新近发现的还有 :

211 　血管内皮生长因子 (V EGF) 　血管的侵入是骨形成的

必要条件 ,而 V EGF 的失活会使血管的生成减少 ,因此血管

内皮细胞分泌的血管生成因子 V EGF 可能在成骨细胞的分

化和增殖中起着重要作用。Martine 等 [3 ]在 IGF 促成骨细胞

分化实验中发现有 V EGF - A 高表达 ,加入 PTH 相关肽抑制

成骨细胞分化则导致 V EGF - A 减少。因此在软骨内骨形成

和骨折愈合过程中 V EGF 在血管发生和骨形成间的作用值

得进一步探讨。

212 　溶血磷脂酸 (L PA) 　是磷脂代谢的中间产物 ,细胞促有

丝分裂剂 ,可以促进体外培养成骨细胞 DNA 合成和增殖 ,

Andrew 等[4 ]认为 L PA 作用于成骨细胞 L PA 受体 L PA - l/

edg - 2/ vzg - 1 ,在细胞分裂剂活化蛋白激酶的磷酸化作用

下 ,可在短时间内刺激成骨细胞有丝分裂原激活蛋白激酶的

磷酸化 ,从而促进成骨细胞增殖。

213 　成骨细胞因子 45 (OF45) 　Donna 等[5 ]在小鼠骨髓细胞

编码细胞外基质成熟的蛋白 DNA 中发现骨细胞所独有的

DNA 片段 ,根据其 DNA 编码命名为 OF45 (Osteoblast factor of

45 kDa) ,发现在成骨细胞矿化的早期能检测到 OF45 表达 ,

在骨组织中 OF 的表达可促进基质成熟和提高细胞的矿化能

力。认为 OF45 控制着成骨细胞的矿化能力 ,OF45 的表达可

作为成骨细胞矿化期的一个重要指征。

214 　成骨生长肽 (O GP) 　在生理状态下 ,大量存在于人和哺
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乳动物的血清中 ,是新近被发现的具有促进成骨和刺激造血

的多肽类生长因子 ,愈合的骨髓组织能产生促进成骨细胞增

殖的活性因子 ,对细胞的增殖和 AL P 活性的表达 ,呈现低浓

度时抑制而高浓度时促进。在骨丢失的预防以及骨质疏松症

的治疗方面有很大的潜力 [6 ] 。

215 　核心结合因子 -α1 (CBF -αl) 　是骨形成的关键基因 ,

决定着成骨细胞的发生与分化 ,它在维持正常的骨骼生长发

育中起着重要作用[7 ] 。人们应用靶基因阻断或定点突变技

术 ,成功地制造出 CBF -αl 基因缺失或突变的小鼠 ,并对其胚

胎骨骼的发育过程进行了研究。结果发现 CBF -αl 基因缺失

的纯合子出生后因没有肋骨导致呼吸困难而很快死亡。X 线

显示完全没有骨化组织的成骨细胞形成 ,因此整个成骨过程

均被终止[8 ] 。Ducy等最近利用只在出生后分化的成骨细胞中

过度表达 CBF -αlDNA 结合区的转基因小鼠 ,证明 CBF -αl 除

调节成骨细胞分化外 ,还调节已分化成骨细胞的功能和其它

生长因子的基因表达 ,从而控制出生后骨骼形成和发育的生

理过程[9 ] 。CBF - αl 可能不仅扮演了促使成骨细胞分化的

“总开关”角色 ,也可能是成骨细胞激发破骨细胞形成的关键

因子。因此对于 CBF -αl 的深入研究可能有助于揭示间充质

细胞向成骨细胞转化的主要机制。

体外培养的成骨样细胞来源于组织内的前成骨细胞 ,具

有分裂增殖能力 ;在体内成骨细胞本身是不分裂的 ,其数量的

增加完全依赖于其前身细胞的不断增殖、分化。目前大多数

学者认为细胞因子促增殖机制主要是通过成骨细胞膜上的特

异性受体促使有丝分裂信号向胞内传递 ,促进 DNA 的合成

和细胞的分裂增殖 : ①与其相应受体结合活化膜内磷脂酶 C ,

刺激脂醇磷脂产生三磷酸肌醇 ( IP3)和甘油二酯 (DA G) 。IP3

主要对内质网起作用 ,DA G则可激活蛋白激酶 C ( PKC) 使细

胞内相关蛋白磷酸化或分解成乙酰甘油和花生烯酸 ,从而刺

激细胞从 G0/ G1 期进入 S 期。②通过内源性细胞内底物的

自动磷酶化而调节酶的活性。膜上受体酪氨酸激酶活化刺激

受体上部分酪氨酸磷酸化 ,使酪氨酰转移酶活性增强 ,从而促

进细胞分裂增殖。

成骨细胞不仅决定成骨 ,同时也调节破骨细胞性骨吸收 ,

是骨代谢的主要功能细胞。IL - 1、TNF、IGF 和 TNF -α等

引起破骨作用增加的细胞因子 ,都具有刺激成骨细胞分泌

前列腺素 E2 、IL - 6 等细胞因子的作用。而成骨细胞产生的

IL - 6 可直接作用于破骨细胞前体及破骨细胞 ,以增加破骨

细胞的数量 ,增强破骨作用。破骨细胞的分化发育及其骨吸

收功能 ,不仅需要骨吸收刺激因素的存在 ,而且需要与成骨细

胞的直接接触和相互作用才能够完成。破骨细胞分化因子

(ODF)与破骨细胞生成抑制因子 (OCIF) 的发现 ,揭示了成骨

细胞介导破骨细胞骨吸收的分子基础 ,以及破骨细胞分化与

功能调节最新机制。ODF 是各种骨吸收刺激因子与破骨细

胞之间的重要偶联因子 [10 ] ,而 OCIF 具有对破骨细胞分化与

功能的特殊拮抗作用 [11 ] ,两者构成一种骨吸收代谢的正负调

节体系。进一步研究成骨细胞 ODF 与 OCIF 产生的调节规

律 ,及其与成骨细胞骨形成功能之间的关系 ,将有助于我们认

识骨吸收与骨形成的偶联与平衡问题 ;而对于 ODF 与 OCIF

的应用研究 ,将有可能为钙磷代谢紊乱、骨质疏松等代谢性骨

病的诊断与治疗提供新的有效手段。另外 ,ODF 与 OCIF 的

发现 ,还揭示了骨细胞与免疫细胞之间的密切关系 ,对于研究

骨代谢与免疫系统的调节作用 ,以及免疫制剂对骨代谢的影

响 ,都开辟了新的途径 ,具有重要的理论意义和应用前景。

3 　中药对成骨细胞活性的影响

随着现代分子生物学实验技术与方法的不断改进和发

展 ,国内一些学者们已开始尝试从分子生物学水平探讨中药

影响骨改建的作用机制。目前对体外培养成骨细胞的研究主

要集中在活血祛瘀和补肾壮骨这两类骨科常用中药方面。

俞文华等[12 ]认为由首乌、苁蓉等组成的具有补肾益精、

延缓衰老的固真方可促进 ROS17/ 218 细胞 DNA 和 AL P 的

合成 ,促进 UMR106 细胞中与增殖相关的原癌基因 c - Fos

mRNA 表达和骨钙素基因 mRNA 表达。提高大鼠成骨样细

胞甲状旁腺素受体的结合率 ,增进 PTH 刺激后细胞内钙的释

出。胡光亮等[13 ]认为由淫羊藿、杜仲等组成的用于治疗骨质

疏松症的补肾密骨液以剂量依赖方式促进成骨样细胞的增

殖 ,同时可抑制体外培养颅骨的骨吸收。李芳芳等 [14 ]观察到

淫羊藿可促进成骨细胞的增殖 ,但对成骨细胞 AL P 活性无影

响。王拥军等[15 ]提取黄芪的主要活性成分黄芪多糖进行定

性定量分析 ,认为在短期内促进成骨细胞增殖和增强 AL P 活

性 ,对自然衰老成骨细胞的增殖能力也有一定恢复作用 ,而长

期高浓度则抑制成骨细胞增殖 ,降低其活性。

高晓燕等[16 ]观察到牛膝的醇提液及其石油醚和乙酸乙

酯萃取的混合物对细胞具有较强的促进增殖作用 ,因而认为

牛膝中含有直接刺激成骨细胞增殖的成分。丁寅等 [17 ]发现

丹参可增强分化晚期的 MC3 T3 - E1 细胞内 AL Pase 活性 ,而

在分化早期则表现为抑制作用 ,对各生长分化期的细胞内

DNA 合成均无影响。认为不同分化阶段的成骨细胞具有不

同的生物学特性 ,这可能是导致丹参对不同分化阶段的细胞

产生相反作用的主要原因。丹参促进新骨生成的作用机制可

能是增强了成骨细胞本身的功能与活性。

由此可见 ,补肾壮骨类中药可以促进体外培养成骨细胞

的增殖 ,目前已被大多数国内学者们所认可 ,然而有关于作用

机制方面的研究尚缺乏一定的深度。活血化瘀类中药的促增

殖作用不同的学者有不同的观点 ,其确切的影响还需进一步

的观察。

4 　体外培养成骨细胞研究中必须注意的几个问题

然而 ,许多学者在研究中也观察到相同的实验干涉因素

往往也会导致相反的实验结果。比如在鼠骨肉瘤 ROS17/

218 细胞系培养中 ,BMP - 7 抑制细胞增殖 ,而在人成骨细胞

培养中 ,BMP - 7 刺激细胞增殖。有人认为β转化生长因子

( TGF -β)可以刺激成骨细胞增殖 ,但对分化没有作用 [18 ] : ①

能增加其 DNA 的合成 ,而对 AL P 活性无影响。②在有血清

培养的条件下 ,低剂量的 TGF -β增加 DNA 和胶原的合成 ,

抑制 AL P 活性 ,并引起细胞形态学上明显变化 ,高剂量的

TGF -β抑制胶原合成 ,对 DNA 合成没有作用 ; ③在无血清

的培养条件下 , TGF -β对 AL P 表现为双相作用 ,高剂量抑制

但低剂量增强 AL P 的活性 ,并且对胶原合成只有轻度的刺激

作用。而 Tsuchida 等[19 ]认为 TGF -β对成骨细胞增殖无作

用但刺激其分化 :对来源于正常人肋骨的成骨细胞研究发现 ,
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TGF -β不影响其细胞增殖 ,但刺激其蛋白合成和增强 AL P

的活性 ; Hefferan 等[20 ]进一步证实了除上述作用外 ,还发现

TGF -β能增加来源于正常人肋骨的成骨细胞 Ⅰ型胶原表

达。Kumar 等[21 ]对 ROS17/ 218 研究发现 , TGF -β降低其细

胞增殖率 ,增加了胶原的产生和 AL P 活性 , Kaji 等[22 ] 证实

TGF -β提高编码纤维结合素、Ⅰ型前胶原、骨桥蛋白、AL P

和骨连接素的基因转录水平。

导致这些不同实验结果的因素归纳起来包括 : ①细胞模

型不同 ,目前用于此研究的细胞模型分为四类 :一是原代分离

培养的成骨样细胞群 ,该细胞群离体时间短 ,生物学特性及成

骨能力与体内相比具有很好的相似性 ;二是从正常组织中克

隆传代的成骨样细胞株 ,它具有成骨细胞固有的生物学特性 ,

细胞成分单一 ,与体内成骨存在一定差异 ;三是从肿瘤细胞中

克隆传代筛选建立的成骨样细胞株 ,该细胞株增殖速度快 ,具

有致瘤性 ,与体内成骨有较大差异 ;四是利用转基因技术建立

的永生细胞株 ,该细胞多为非二倍体细胞 ,与体内成骨细胞生

物学特性和成骨能力差异很大。这些来源不同的成骨细胞 ,

具有共同的表型结构及相似的生物学特性 ,但对外界的刺激

反应性仍不尽相同。因此 ,在体外实验中应注意不同来源细

胞对同一刺激物产生结果可能存在一定差异性。②同一类型

的细胞由于细胞来源、种属、取材部位及所选动物的发育阶段

不同 ,其结果也可能不一致。③培养条件不同 ,包括有细胞分

离传代的方法、细胞接种的密度大小、培养基的不同选择、培

养液中有无血清和其他相关因子存在等因素均可影响实验结

果。④干涉因素的剂量、处理时间、方式的不同对成骨细胞的

作用机制不同 ,其实验结果也可能不一致。
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