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狗骨髓基质细胞的体外诱导成骨潜能研究
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� � 摘要 � 目的:观察狗骨髓基质细胞的生长特点及诱导条件下的成骨能力。方法:采用成年狗双侧髂

骨取材进行骨髓基质细胞培养,应用四甲基偶氮唑蓝微量酶反应比色法观察细胞增殖;以对硝基苯磷酸

盐法及骨钙素含量放免测定法测定碱性磷酸酶活性及骨钙素含量; 用 Von Kossa染色法观察矿化结节;

用间接免疫荧光染色法测定 型胶原。观察在培养液中添加地塞米松、维生素 C、��甘油磷酸钠条件下

骨髓基质细胞生长及成骨分化情况。结果:骨髓基质细胞呈成纤维样表现,增殖力强。诱导条件下的细

胞碱性磷酸酶活性及骨钙素含量明显增高,  型胶原表达增多, 10~ 12 d 达到高峰, 并出现矿化结节。

结论:狗骨髓基质细胞在本实验条件下, 成骨能力肯定, 增殖能力强,可作为骨组织工程的种子细胞。

关键词 � 骨髓细胞; � 骨形成; � 细胞培养

Osteogenic potentiality of cultured dogs marrow stromal cells under condition of bone induction � SHANG
X ian�w en * , LI U Ri�guang , YIN Pei�r ong, YAN G Shu�hua, YI Cheng�q ing, LI U Jian�x iang. * Depart�

ment Of O r thopaedics , the A f f iliated Hosp ital of Guiyang Medical College, Guizhou G uiyang, 550004, Chi�
na

Abstract Objective: To investigate the g rowth and osteogenic potentiality of cultur ed dog marrow str omal

cells( M SCs) . Methods: M ar row stromal cells w ere obtained from the dual ilium of adult dogs. The adhesive

cells w ere preserved to passage culture. M SCs were cultured in a conditional medium in subculture including

dexamet hasone, vitamin C, and��glycerophosphate. The proliferation was obser ved by M TT . The ALPase ac�

tiv ity and BGP content were detected respectively through PNPP and radioimmunoassay. Von Kossa staining

w as used for the miner al nodule investigation. The collag en type  w as observed by indirect immunofluo�

rescent method. Results:T he adhesive M SCs had strong capability of proliferation. The mineral nodules were

observed on 12th to 14th days later under osteo genic condition. ALPase activit y, BGP and collag en type  of

M SCs increased significantly, and reached to a peak value on 10th to 12th days. Conclusion: The M SCs ob�
tained in our experiment have a strong activity of prolifer ation and osteogenic po tentiality . T his study reveals

t hat the M SCs can be used as the seed cells in the bone tissue eng ineering.
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� � 从人和动物骨髓和骨膜分离出来的骨髓基质细

胞( M SCs) 是一种间充质细胞, 具有多向分化潜

能
[ 1]
。分离的 M SCs在体外培养, 其表型稳定, 经适

当诱导可向成骨细胞、成软骨细胞分化的潜力不受

影响, MSCs的这种特性是骨组织工程或其他间充质

来源的组织工程实施的理想的种子细胞。本实验通

过对狗骨髓基质细胞的培养与诱导, 以期建立一种

狗骨髓基质细胞定向诱导为成骨细胞的培养方法。

1 � 材料与方法

1�1 � M SCs的分离与培养 � 戊巴比妥 30 mg/ kg 静

脉麻醉下, 经常规消毒铺巾后, 用 16 号骨穿针穿刺

狗( 12月龄成年狗, 购自同济医学院实验动物中心)

髂前上棘下缘, 以含肝素 800 U/ ml的 DMEM 抽吸

骨髓,用 4号针头反复抽吸,离心后吸取含 20%胎牛

血清 ( FCS) 的 DMEM, 吹打细胞团成细胞悬液, 置

50 ml的 2个塑料培养瓶中,于条件为 37 ! 、5% CO2

饱和湿度培养箱( SABC)培养。7 d 后换液, 倒置显

微镜下观察细胞贴壁及生长情况。在原代细胞融合

为单层后, 用 0�25%胰蛋白酶 ( Gibco, PBS 配制)消

化并传代。实验用 MSCs均不超过 4代。
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1�2 � 诱导 MSCs向成骨细胞定向分化 � 传代后的基

础培养液为含 10% FCS的 DMEM, 条件培养液则另

含地塞米松 10- 8 mol/ L, ��甘油磷酸钠 10 mmol/ L

及抗坏血酸 50 �g/ ml。

1�3 � MSCs的碱性磷酸酶( ALP)活性检测 � 传代细

胞按 2 ∀ 105 个/孔密度接种于 24 孔板,分别加入基

础培养基与诱导条件培养基, 分别于 2、4、6、8、10、

12、14 d时收集细胞。参照文献[ 2]方法进行ALP 活

性检测,按吸光光度法换算出 ALP 含量。

1�4 � MSCs的骨钙素( BGP)含量测定 � 收集上述时

间点的培养上清液, 置- 20 ! 保存,采用放射免疫法

测定 BGP含量, 方法按试剂盒(购自北京生物技术

所)要求进行,试剂批内变异系数< 5%, 批间变异系

数< 10%。

1�5 � 四甲基偶氮唑蓝微量酶反应比色法 � 取传代

细胞用 10%FCS 的 DM EM 释成 4 ∀ 104个/ m l, 以每

孔 200 �l加入 96孔板, 分别加入基础培养基与诱导

培养基。1~ 8 d以 MTT 法测定细胞增殖,绘制生长

曲线,并按文献[ 3]方法计算出培增时间。

1�6 � 细胞外基质  型胶原检测 � 传代细胞于 6 孔

板,分别加入基础培养基与诱导培养基,连续培养7 d

进行细胞外基质  型胶原检测。采用间接免疫荧光

法测定, 7 d取出细胞爬片, 冷丙酮固定10 min,常规

处理后滴加兔  型胶原抗体, - 4 ! 过夜,再加二抗

FIT 羊抗兔 IgG(用 0�01%伊文氏蓝溶液稀释) , 在

湿盒中,保存 30 min, 50%甘油封片,荧光显微镜下

观察。

1�7 � 钙结节染色 � 传代细胞于 6孔板,分别加入基础

培养基与诱导培养基,于 12 d按文献方法[ 4]进行染色。

1�8 � 数据处理 � 采用 SPSS 10�0软件包进行组间

定量资料的 t 检验,数据以  x # s表示。

2 � 结果
2�1 � M SCs原代培养 � 原代培养 M SCs至 7 d换液

时,可见细胞贴壁生长,圆而发亮,开始有伸展突起。

随着培养时间延长,细胞呈三角形、梭形和多角形等

形态,细胞数量增加并体积增大, 逐渐进入倍数增长

期。换液后培养 3~ 5 d时,细胞胞浆丰满且与邻近

细胞以突起相连, 此时细胞形态以梭形居多。再继

续培养 3 ~ 4 d, 细胞已融合, 较密集铺满培养瓶底

部。

2�2 � MSCs的传代培养 � 刚经传代的细胞为圆形,

折光好,接种后很快贴壁, 伸展,恢复原有的梭形样,

12 h左右细胞基本完成贴壁, 呈均匀生长,形态较为

单一, 2~ 3 d细胞完全融合铺满瓶底, 细胞排列仍有

规则的方向性。

2�3 � M SCs的诱导培养 � 贴壁细胞加入诱导培养基
后,细胞生长相对减慢, 4~ 5 d形成单层, 细胞为梭

形和多角形, 随着培养时间的延长, 细胞呈多层生

长,没有接触性抑制, 细胞形态逐渐变为多角形和方

形,细胞外基质增多。

2�4 � M SCs和诱导 MSCs的增殖分化情况

2�4�1 � 增殖生长曲线 � 传代后 MSCs和诱导 M SCs

细胞在 1~ 2 d内生长缓慢,从第 3天起快速增长,于

第 7天达最高峰, MSCs 的增殖时间为 32�5 h,诱导

细胞的培增时间为 31�8 h,见图 1。

2�4�2 � MSCs和诱导 MSCs 的 ALP 活性与 BGP 含

量 � 由表 1�2可见经诱导 4 d后的 M SCs的 ALP 活

性与 BGP含量明显增高,差异有显著性意义, 随着培

养时间延长, ALP 与 BGP 增加更为明显,至 12 d达

高峰, 14 d后略下降,但仍有统计学差异。

表 1� MSCs 和诱导MSCs的 ALP 酶活性的比较(单位: U/ ml)

Tab. 1� Comparison of ALPase activity between MSCs and induced MSCs( U / ml)

groups 2 d 4 d 6 d 8 d 10 d 12 d 14 d

MSCs 11. 16 # 0. 91 13. 46 # 0. 65 15. 10 # 0. 90 16. 09 # 0. 70 18. 07 # 0. 45 18. 42 # 0. 41 18. 12 # 0. 41

induced MSCs 11. 55 # 0. 52 18. 23 # 0. 41* 24. 28 # 1. 34* * 30. 10 # 0. 90* 32. 92 # 0. 99* * 34. 84 # 1. 07* 34. 19 # 1. 19* *

注: n= 6, t 2= - 0. 91, t 4= - 15. 18, t 6= - 13. 93, t 8= - 31. 84, t 10= - 33. 42, t 12= - 35. 11, t 14= - 31. 23。* P < 0. 05, * * P < 0. 01。

Notes: n= 6, t 2= - 0. 91, t 4= - 15. 18, t 6= - 13. 93, t 8= - 31. 84, t 10= - 33. 42, t 12= - 35. 11, t 14= - 31. 23。* P< 0. 05, * * P < 0. 01。
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表 2 � MSCs和诱导MSCs 的 BGP 含量的比较(单位:�g/ L )

Tab. 2� Comparison of BGP content between MSCs and induced MSCs(�g/ L)

groups 2 d 4 d 6 d 8 d 10 d 12 d 14 d

MSCs 1. 64 # 0. 13 1. 66 # 0. 16 1. 74 # 0. 11 1. 87 # 0. 18 1. 87 # 0. 08 1. 91 # 0. 09 1. 94 # 0. 07

induced MSCs 1. 67 # 0. 16 3. 60 # 0. 46* 4. 18 # 0. 38* 7. 64 # 0. 81* 8. 35 # 0. 89* 9. 50 # 0. 49* 9. 29 # 0. 61*

注: n= 6, t 2= - 0. 36, t 4= - 9. 73, t 6= - 18. 78, t 8= - 17. 14, t 10= - 17. 73, t 12= - 37. 33, t 14= - 26. 37。* P < 0. 05, * * P < 0. 01。

Notes: n= 6, t 2= - 0. 36, t 4= - 9. 73, t 6= - 18. 78, t 8= - 17. 14, t 10= - 17. 73, t 12= - 37. 33, t 14= - 26. 37。* P< 0. 05, * * P < 0. 01。

2�4�3 � 钙结节与细胞外基质  型胶原检测结果 �

经诱导的骨髓基质细胞 7 d后,大多数细胞  型胶原

呈阳性荧光反应; 14 d钙结节染色可见有大量阳性

细胞。

3 � 讨论

� � 本实验采用全骨髓贴壁分离筛选法, 初始培养

时以造血细胞成分居多, 随着培养时间的延长, 这些

细胞逐渐坏死碎裂或被换液而清除, 原代培养早期

贴壁细胞中可见到一些圆形和扇形的细胞, 在原代

培养末期这些细胞基本消失, 获得均一性较好的

M SCs。Cheng 等[ 5]认为这些圆形或扇形的细胞可能

是混杂的单核细胞及破骨前体细胞, 由于这些细胞

在生长时需要 1�25�( OH ) 2VitD3 或集落刺激因子的

作用,因此在培养过程中逐步消失。但本实验过程

中,在早期培养 7 d时贴壁的 MSCs 尚不多, 这比鼠

和兔类骨髓基质细胞培养所报道的贴壁时间要慢,

可能与本实验所选的狗均为成年狗, 其骨髓中所含

的 MSCs 相对较少, 以及狗骨髓中红细胞占据了

M SCs的贴壁空间有关。

本实验获得狗骨髓基质细胞在体外培养条件下

增殖能力强,在体外培养其形态特征和报道相似
[ 6]

,

经诱导完全具有成骨细胞的生物学特性。魏海宽

等[ 7]的报道指出:地塞米松浓度增大, 促进 M SCs成

骨分化的同时, 可抑制基质细胞的增殖。但本实验

使用的地塞米松浓度对M SCs增殖没有明显的影响,

ALP活性检测发现诱导因素能显著增加 ALP 的活

性,并且 ALP 随着诱导时间的延长而增高。BGP 检

测也同样发现诱导因素可显著增加 M SCs的 BGP 分

泌,其时效关系同 ALP 活性检测结果相一致。骨髓

基质细胞必须在地塞米松和甘油磷酸钠的条件培养

基中才能形成钙化, 这是由于地塞米松不仅能促进

成骨细胞分化成熟, 诱导成骨,而且具有调节成骨样

细胞合成胰岛素样生长因子和促进胶原合成的作

用,刺激 ALP 的活性;��甘油磷酸钠提供磷酸根离子
作为 ALP 作用的底物, 诱导和激活 ALP, 促进有机

磷向无机磷的转化,加速钙盐沉着。
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