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自体成骨细胞的诱导培养及其生物学特性 

杨福军 夏玉莲 李雨民 孙元明 刘征 刘宗礼 李贺达 杨学琪 

【摘要】 目的 诱导培养来自自体骨髓间充质干细胞的成骨细胞或成骨细胞的前体细胞，进行 

自体成骨细胞异体骨复合移植实验研究。方法 抽取动物骨髓、抗凝稀释，以适当条件培养诱导，分 

化为成骨细胞并分析细胞生物学特性。成骨细胞生长在同种异体骨制成的载体上，形成复合物，植入 

人工缺损处，观察骨修复情况。结果 可以诱导培养出大量的成骨细胞或成骨细胞的前体细胞。自 

体成骨细胞异体松质骨复合物修复骨缺损的效果明显优于对照组。结论 本实验为自体成骨细胞异 

体骨复合移植的临床应用提供一个简单有效的方法。 
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【Abstract】 Objective To induce and cultivate osteoblast(OB)from bone marrow mesenchymal stem cells 

(MSC)for transphtation of an autoosteoblast and allogeneic bone complex．Methods Bone maFrow was collected 

and diluted with anticoagulant．The cells were cukured and induced into OB in conditional media．OB differentia— 

tion，growth and biological characteristics were observed，OBs were plated and grew on allogeneic bone slices， 

which were mmsplanted to bone defects．Results OB were induced from blSC and grew abundantly．Th e臼舶 s— 

plan~ion of auto-OB and allogenic bone complex to repair bone defects had a maruedly better result than that in 

control group．Conclusion Th is experiment provides a simple and effective method for clinical use of allogeneic 

bone complex transplantation． 
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骨髓间充质干细胞属于多能干细胞，在适当的 

条件下可以分化为前体成骨细胞和成骨细胞。20 

世纪60年代，已经有异体骨移植用于治疗骨髓炎的 

报道，近年来荷兰、比利时。法国、印度ll4]等诸多学 

者在利用骨库的损赠骨移植方面做了大量工作。 

对成骨细胞的认识大部分是通过体外培养细胞 

而获得，近年来发展起来的组织培养技术已成为研 

究成骨细胞起源、形态、生化特性、分化发育及代谢 

调节等的重要技术。本项研究在原有研究的基础 

上l5．6]，参考有关资料[’驯，成功地诱导骨髓内间充质 

细胞分化为成骨细胞及成骨细胞前体细胞，并进行 

了自体成骨细胞异体骨复合移植。 
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材料和方法 

· 论 著 · 

1．试剂 

a．MEM(HyClon产品)，地塞米松(DEx)，维生素 

C(vc)(均为天津金耀氨基酸存限公司产品)，胎牛血 

清(天津市川页生化制品有限公司产品)，B．甘油磷 

酸钠(MERCK产品)，巴比妥钠，氯化钙，硫代硫酸 

钠，硫酸镁(均为 AMRESCO产品)，硝酸银 (Promega 

产品)，硝酸钴(Sigma产品，联星生物分装)，sP系列 

试剂盒(北京中山公司产品)，Cbf-al抗体(Santa Cruz 

产品)。 

2．自体成骨细胞的培养 

无菌条件下取家兔股骨骨髓2 ml，置于含有肝 

素的抗凝管中。将 2 IIll骨髓用 8 IIll a．MEM培养液 

稀释，细胞计数，1×107／cm3培养于25 cm2培养瓶中 

(37~C 5％ CO2)。48 h后，换为含有 50 t~s／ml Vitamin 

C，10 nunol／L B．谷氨酰胺和 10{mol／L DEX及 10％ 

FBS的a．MEM继续培养。第5天时，去除悬浮细胞， 
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用 PBS液冲洗，之后 2～3 d换液 1次。培养 7～8 

周。取一部分细胞做碱性磷酸酶染色及 Von K a 

染色。待有 70％ ～80％细胞融合时，用0．25％胰酶 

消化，1000 r／rain转离心 5 min 去除上清，用培养藏 

洗 1次，离心 

3 碱性磷酸酶染色 

配制孵育液。将 24 L培养板孔 内的培养液吸 

出．加 1 ml冷丙酮置于4℃待冷丙嗣挥发。在孔内 

各加入 2 5 ml孵育液，37℃温箱孵育 3 h：将 24孔 

板取出，用蒸馏水冲洗3—4次，每次 1 min 2％硝 

酸钴水溶液作用 8 min，蒸馏水冲洗 2～3次．每次 l 

alln，2％硫化铵水溶液处理 1 min．流水冲洗数分钟， 

再用蒸馏水冲洗1 ITlin，镜下观察．拍照 

4．Voa Kossa染色 

吸除原培养液，PBS冲洗 3次 中性甲醛溶液 

固定 5 min 去离子水冲洗。5％硝酸银溶液染色30 

min。紫外灯照射 l h 去离于水冲洗。5％硫代硫 

酸钠中和剩余的硝酸银 显微镜下观察．拍照，显示 

骨小节。 

5，Chfc~l免疫组织化学染色 

培养有细胞的盏玻片用 PBS冲洗后，按 sana 

Cruz Bioteeh免疫组化和染色试剂盒说明进行实验操 

作。镜下观察并记数 500细胞，深染为抗体结合细 

胞，计算阳性细胞百分数。 

6 异体松质骨载体制备 

取家兔眩骨及股骨，将松质骨切成2一 的薄 

片。5O℃水浴中超声清洗 2 h，每隔 15 rain换水 1 

次。无水乙醇和二甲苯(2：1)浸泡 12 h，脱脂 1飙氧 

水浸泡 24 h，脱蛋白，0．6 MHCI浸泡5 m_in，脱钙：蒸 

馏水浸泡 2 h．清洗骨片。干燥，冷藏保存 使用 

前 cs照射(暖收剂量率为 90．6894 R／mln)3 h灭 

菌。备用。 

7．自体成骨细胞异体骨复合物制备 

将上述洗后离心的细胞加含有50 t,e,／r~Vitamin 

C，10 mmol／Lla-谷氨酰胺和 10 MDEX及10％FBS的 

n-MEM冲打开，加入含有消毒骨片的 l2 L板内：每 

孔2 mI。继续培养 待细胞爬满骨片后 (约为 4 

周)，将骨片重新接种于兔右尺骨 同时将消毒但未 

附着成骨细胞的骨片接种于对照组骨缺损处。 

8．骨缺损及骨移植手术 

常规骨科手术，乙醚麻醉。右侧尺骨造成 1．0 

em节段性骨缺损，髓针固定 2只 1组，设空白对照 

组、对照组、实验组。空白对照组，缺损处不接种骨 

片和成骨细胞；对照组，缺损处植人无成骨细胞的异 

体松质骨骨片；实验组(为取骨髓细胞的家 兔)，植 

人自体 0B和异体松质骨的复合物：8周及 l2周 x 

线拍片．比较植入物的骨修复能力 l2周 HE染色 

行组织学检查。定时拍 x光片；观查接种骨片生长 

和缺损的修复情况 ： 

结 果 

1．自体 OB的诱导培养 

骨髓细胞刚培养时，呈圆形，悬浮状，48 h后可 

见细胞贴壁生 长，大多仍为圆形，密布培养板底部， 

胞浆开始伸展=血细胞因不贴壁随换液而逐渐清 

除．培养液逐渐透亮，之后贴壁细胞逐渐呈梭形，有 

长的细胞突起．铺满瓶底，细胞核明显．呈椭圆形。甚 

至可见含 1—2个拔仁，胞浆内可见黑色颗粒。2周 

后，大量梭形细胞中有少量多角细胞，呈星状，可形 

成花边样网状结构。传代培养，2 h后可看到细胞贴 

壁．24 h后则完全贴壁，呈棱形。 

2 ALP染色 

200倍光镜下可见染色深浅不一，细胞呈棱形 、 

多角形、椭圆形等，形状各异，大小不等，细胞之间可 

连接成同状，酶活性部位是紫色细颗粒状，分布于整 

个跑浆，jIfj性细胞达 60％左右(图 1)。400倍光镜 

下，细胞染色是棕色，细胞内酶分布不均。其中可见 

少量多角细胞，呈星状，可形成花边样网状结构 

3．Cbf=l免疫组化染色 

细胞是棕色，梭形、椭圆形、多角形，可见长的细 

胞突起，胞核清楚(图 1，2)，可见到核中满布深棕色 

颗粒 教在有阴性的多角形细胞，细胞阳性率达 

50％以上 加人 10 mmol／L B．甘油磷酸钠后，生成大 

量黑色的骨小结，光镜 下呈圆形，直径 约为 O．2 

n1ITI一0．4 Ill／11(图 3)： 

田 I OB内有罐棕色颗粒A 染色(x 200 

4．自体成骨细胞异体骨复合物制备 

兔松质骨载体经系列化学处理后。白色，多孔样 
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囤 fI- 1 {1̈帕 串坫 I* I。地 化 已 x 2t 

圈 1 惭社瑚骨小 、-u，I K--一、· 巴r lfH 

f；J 裁件。 H肯 骨的骨小 、小泶问隙硬骨 

舒 最统．扎 {‘ 、光滑，_束见j E他物质戏 f 

卸【胞培养J 10 d芷 -，培养液业清亮，细胞铺满 

埔捧帆 ．大多 j‘ 酬彤．腻膊ffIj化J- +细胞悬浮． 

乖新接利t寸。救件 I． 接 5 cI ．骨救体轰由边 

愀例， 『 腿雏 B状，10·】左 将 OB钕质丹复合物植 

入竹缺损址 

5 痫 明” 

l2刷 ，儿镜下nr 刊照纽及实验 骨质监也 

均匀，骨小棠大小 ·致．结构完褴，伺细胞驶啃佛氏 

管 =̂小⋯致．分 规律 空r] l』照仍为缺损 埘心 

组发 骨不琏f 4)．缺拟处被部分瓶骨、纤维组 

织、脂肪妾【I ! 叭肉 l填充 实，蚧 【，异体骨 j缺 

损处 I．F} 龠 丽i有新骨组织形成，异悼骨与缺 

处 下紧晰骨 结 ．达到完伞骨性融台，松质骨中 

骨组织生成数量多，I司时 丁̈ 软骨组织q-成和软骨 

内化骨肜成( 5) 

6．x线拍片 

8 ．实验州．异体骨胤⋯大赜骨蛳生长，两 

结台 折 融砌．移 — 边缘祁舒 一!虫蚀样吸 

【女变，刈照圳 ‘ 实骑 f『l似； t’l埘照仍为缺损， 

止纠峨l彤l『戎 】2 J ．实验 竹缺损 奉淌失+移植 
’

忖 喘 j悄 l-什连娃．I 规川 髓聆，婷体骨 

ll lf】蚪肜忖蛳也绕，许肜成新flI{J皮髓，移衙骨吸收 

叫!l【}c 6)：《- 川侈慨中}州 爿̈fj片蜥包绕，l『鹱收蒋j 

l篮．葡d 。 f f f l 7 ； I’1 0 1 ；1敞托l j然，f靠． 

九 1_Iï； 

图4 卜- 址 却 I l1Il l1H1 

图 踏 6̂ 骨蛳址．，J 新 }．m {，J、 rII 也xI c 

讨 论 

】 成骨 胞的诱 培养殷生物P埘寺性 

多能 I：圳胞H有门找复制、增m f11多 分化潜 

能，包括造向 I。细胞(]~ematopoil ti(- -̈ll cell，HSC)和 

非造 m组织 的 J：细胞 即n 允质子细胞 (n 。hn nJ 

slem eel【，MSC)．．骨髓硬脐血来源的 list可以分化 

为各种类 的血细胞．．骨髓米源的 MSC在体内外 

都能诱导分化为0B【IO J、成软骨细胞ll。l、成脂肪细 
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围7 刈 纠 l2州 ．Fi!i， 

蜘川惭  ̈ 乜缝 

驰 成 叭圳抛、骨’髓 质 至盯卸I胞 和神经 细 

胞 ’ 等．最终分化 H、软骨、肌哒、肌肉 刨一 、 

神经翱脂『 等纠【 M J】t住 l 述饥织及m髓 、真皮 

_f】也发现仃 Msc．它tl'】计 为 sc的存储库．当发 f 

虑外伤 筹时．1：1T以分化为棚庙的-q【 { 

细胞湃导培养中，DEX可以诱导骨髓 下细胞 

laJ OB分化 10 lTln101／1 0一甘油磷敬钠可以诱甘OB 

，1-陂 叫、结．培养 7 d就IlJ以看到零艰骨小结，16 d 

后数量叫 增加，特别是加 r口 盱汕磷酸钠后 形 

成骨小结足OB体外培养时所眨示山的成骨功能之 

，丧HJ】013已向成熟呐骨细胞转化 

AI I，染色可以硅永卸l胞浆I n勺AI．P，说明 钉 

OB的，l 物 学特 ．． 

(：l，fn】 OB J 别十其他圳胞n勺特异性表达 

I't ．J_̈J‘f1 榆}!_!lJ 01~m 个指柄 特异rI南，反 

映 J OV,外化的 期阶段 凡鼠 fm 怵外诱导培养． 

12-IJ 后量l̈胞礴喧逐渐撼蛭 ，，泌功能活跃． l 『 

秆成 盛．此划IU她刮火 免螋纠l化 色 l 细胞． 

(=h 1&j占刖 率商达50％ 

2．移机 的选择 

¨前ll6·眯 卜删科·抖体骨终 ：I州呐处理 常f1 J的 

有冷球 日 、珠 卜 、脱钙骨幕质．骨耩质明胶和占抗 

腺n溶iaJ种异体骨 。 虽然这 5种骨都保留r骨 

{ K 子的活性，fI 其抗原性和器 I 长因子的纯度 

因处理方法不同而异 同种肄摔骨的生物相容性主 

要表现在扰啄性方面，抗原成分主要来自骨髓细胞、 

骨缃胞．骨基嗳 的酸性蛋 和脂类．单纯玲冻或 

两．1。H能f}Ij际部分抗原性，Jfl_f将 1种异体骨经过脱 

脂、毗萤r1、眦 、脱水等综合化学处理 再冻结丁 

燃，议大程度地削弱歧消除 J 免疫 性， 中脱钙处 

理 仪际去一 批原成分． 解除 r尤机矿物质时 

骨， K阴子 抑制 

本文所使用的问种异体脱钙骨作为 OB的载体 

制料 j 下优 ． ：qj良自ffl勺 彝!f̈容性：．彻Jll=i『l『除了 

抗 ．《]种 J flll脏技邻近 【织尢免瘦 九毒 

九破畸 ：一!．I辽 r的 柳降晰- ，l1降解丰‘』 1织 

{-【 半村i赶『 1 睫 f n l 十 m1．利 J’ Ill乜 

附．也 干IJ r OB K 埘 乏̂增锄细胞i-计￡的 

形态发 卜 I'I(}J̈llI tllorp]lOgelmtic plXJleill，BM1-")．为 

细胞 其丧州七长、增殖、讣泌丛质提供良好的徽 

境： 良好的 堆 ．体多孔结构．孔隙丰然 9O％眦 

． 类似№沫状，具有天然骨的骨小粱 、小粱问瞰技 

骨 管 系统．有利于传导成骨ll ，提供宽大的丧 

碰积和空间．一 T以吸收和容纳大量 OR．利于细胞黏 

附 K技代谢；⑤良好的 1_塑性和机械强度．能根据 

需要厨圯制成一定的形状．且有一定的机械强度，为 

新生组织提供吏撑 此．是适台Hj于细胞种植的 

良奸基质材料，为复台骨体内移植提供丁良好的载 

休研究方『m．有着广阔的应用前景 

术研究采用 自体骨髓细胞体外扩增，和击抗原 

的同种异悱钕质骨 维 盘体培养后，共l刮植人动物 

体内．观察骨修复嫂果．x线拍片艟永，这种 法所 

构建的组 }【 程化人1 骨叫 逑了骨修复进程， 

县 良好的 l 物桕容性 l奉实验为把州种 体松质 

骨作为骨．ell织1：程材料、体外纽装 OB以期达到植 

骨I{的提供 r一定的实验依 
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此表现与拓扑异构酶 Ⅱ抑制 amsacrine和 etoposide 

的作用相同。因此，作者认为 genistein通过抑制拓 

扑异构酶 Ⅱ的活性来抑制破骨样细胞的形成_】 。 

半定量 RT．PCR、Northern 杂交和 ELISA分析也显 

示_】 ，genistein剂量和时间依赖性地提高原代人成 

骨细胞 OPG的 mRNA和蛋白水平 2—6倍 ，其中最 

有效剂量为 10 mol／L；这种作用可被 ER特异性拮 

抗剂 ICI182780所抑制，提示其刺激 OPG的表达与 

ER直接相关；同时，这种促进作用不受蛋白合成抑 

制剂放线菌酮的影响，说明 OPG上调的效应与 OPG 

基因转录有关。本实验通过半定量 RT．PCR观察 

到，在 10～ 10 mol／L剂量范围内，应用各种浓度 

的genistein，其 OPG和 RANKL的表达都有增强，最 

终在 10一一10 mol／L剂量范围内增大 OPG／RAN． 

KL比值，呈正量效关系。从时间上看，在加入 10 

moL／L genistein 0—12 h，OPG和 RANKL的比值时间 

依赖性地升高，24 h后有下降。浓度 10～mol／L、作 

用时间12 h的效果最强。这一结果从分子角度为 

genistein防治骨吸收的作用提供了依据，对 2种因子 

蛋白表达的影响还需进一步研究。 
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