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大鼠骨髓基质细胞体外成脂、成骨分化的研究 

张维成 陈志信 王和平 刘林 

摘要：目的 观察体外定向诱导大鼠骨髓基质细胞分化为脂肪细胞和成骨细胞。方法 全骨髓法分 

离大鼠骨髓基质细胞，传3代后分别在成脂、成骨诱导条件下继续培养，油红 O染色、碱性磷酸酶染色 

和 von K0ssa染色判定其分化结果。结果 传 3代大鼠骨髓基质细胞成脂诱导 21 d后，分化为脂肪细 

胞的阳性率为(83．6±2．8)％，成骨诱导 12 d后碱性磷酸酶染色阳性率达(87．6±2．8)％，连续诱导 35 

d可见矿化结节形成 结论 随着诱导条件的不同，大鼠骨髓基质细胞在体外可定 向分化为脂肪细 

胞或成骨细胞。 
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Bone marrow stromal cells differentiate into adipocytes and osteoblasts ZHANG Weicheng，CHEN Zhixin， 

WANGHeping，et a1．Department ofOrthopaedics，The People's Hospital ofGansu Province，The Third Teaching 

Hospital，Lanzhou Medical College，Lanzhou 730000，China 

Abstract：Objective To investigate the differentiation from bone marrow stromal cells to adipocytes and OS- 

teoblasts．Methods Bone marrow stromal cells were isolated from both femora in Wistar rats using all-bone mar- 

row culture method．The cells were subcultured，collected after passage 3，and induced to adipocytes or osteoblasts 

by adipogenic inducer or osteogenic inducer．The differentiation of adipocytes or osteoblasts from bone marrow stro- 

mal cells was observed by oil red O，alkaline phosphatase and Von Kossa staining．Results After 2 1 days of 

adipocyte inducing，about(83．6±2．8)％ of the cells displayed accumulation of lipid vacuoles．The rate of alka- 

line phosphatase positive cells reached(87．6±2．8)％ after 1 2 days of osteoblast inducing．When cultured up to 

35 days，there was calcium deposition in the nodules．Conclusions Under appropriate conditions，bone malTow 

stromal cells can be induced to differentiate along the adipocytic or osteoblastic pathways． 
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骨质疏松患者骨量减少与髓腔内脂肪增多总是 

相伴出现，这一现象已为大家所公认。骨髓基质细 

胞具有多向分化潜能，可在不同的生物环境和细胞 

因子的作用下向相应的方向转化 ，是否可以通过抑 

制骨髓基质细胞向脂肪细胞的化，从而有效地促进 

骨形成，是为治疗骨质疏松症提供了新的思路。本 

实验采用细胞培养技术，观察不同诱导条件下大鼠 

骨髓基质细胞向成脂和成骨方向分化的过程，以期 

为将骨髓基质细胞应用于骨质疏松的治疗提供理论 

依据，并希望所建立的实验方法能为将来进一步的 

临床和科研工作建立稳定的细胞模型。 

l 材料和方法 

作者单位：730000 兰州医学院第三临床医学院(甘肃省人民医 
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1．1 材料 

1．1．1 实验动物：Wistar大鼠，雌性，6周龄(合格证 

书：医动字第 14．006号，兰州医学院实验动物中心提 

供)。 

1．1．2 主要试剂及仪器设备：DMEM培养基(GIB． 

CO)，胎牛血清(中美合资兰州民海生物工程有限公 

司)，胰蛋白酶(AMRESCO)，3-异丁基．1．甲基黄嘌呤、 

胰岛素、吲哚美辛、地塞米松、维生素 C、J3．甘油磷酸 

钠(SIGMA)；倒置相差显微镜 (OLYMPUS)，照相机 

(CANON)，超净工作台，二氧化碳孵箱，离心机。 

1．2 实验方法 

1．2．1 细胞培养 

1．2．1．1 原代细胞培养：颈椎脱位处死大鼠，无菌 

条件下取出双侧股骨 ，用 DMEM培养液冲洗髓腔，冲 

出的骨髓细胞用含 10％胎牛血清、青链霉素各 100 

U／ml的 DMEM培养液制成骨髓细胞悬液，以2×10 
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骨匝墙怔杂． 2(X)5 r 2̈ 卫 ll篷 l 型 

／ 的密睦种植于培养帆内，置37 ： 5％ ：() 、95％ 

泓度的孵销巾培养 3 d后 次换液，以舌每隔3～5 

·1换液一次．． 

1．2．1．2 传代细胞培养：原代纠胞堵养 12～I6 c】融 

合．用0 25％的胰蛋Fl酶消化细胞，畋打息浮细胞． 

过滤成单纳胞悬被，以5 x 10 ／t-m 的密度传代培养， 

用传3代细胞进行 F实骑 

1．2．2 培养细胞的诱导分化 

传 3代骨髓莘质细胞分对J{ci虮和实验组，对照 

组培养液同臆代培养液；成脂诱导组培养液为对照 

组培养液 +0．5 l_1_11I】]／L 3-异 J。 一I一甲l荩赞嘌呤+IfJ 

tB／mI睫岛素+100 itg／ml l吲哚美 +lO mol／1地 

塞米松：成骨诱导组培养液为对j!ci 培养被 +50 

t~g／ml维生索 f-+10 retool／I —I r泊磷敝钠 +10 

mo[／[ 地塞米松 

1 2．3 细胞形态观察 

倒置相差 徽镜下逐¨舭察细胞增碴与分化的 

情-兕。 

1 2．4 脂肪细胞档定 

成脂诱导纽细胞以 t×Io4／4L利I于 扎培养板 

【{l并进行 片，瞬呻2l cl j 细胞油红 【)染 

色，染色完成后光镜舰察．每张玻片随机数取 10个 

非霭叠视野c x 100)，计算脂肪细胞f 0 总圳f{包数f}{)比 

例． 

1．2．5 碱性磷艘酶染色厦细胞钙化捡删 

成骨诱导组细胞以 l×l04／4L种丁24孔培养搬 

中井进行爬片．苷；l 2犬取细胞做碱性磷酸酶的改良 

Gomori氏钙钻法染色，染色完成 光镜观察，每张玻 

片随机数取 】0个 重叠视野(X l00)，计贷‘碱性磷 

酸酶 细胞 I 细胞数的比例． 于筇 35天取 

胞做 ~on K‘) a染色． 

2 结果 

2．1 细胞形志蜕察 

原代接种 最协72 h内培养物Il 以造m细胞峨 

分居多，随培养时 n̈]的延}乇，这 细胞逐渐坏死或随 

换液而移去。搂种后24 h有少星细胞贴壁，48 h后 

贴壁细胞明显增多．并l阡始分裂增殖．72 h后部分区 

域形成集落：细胞呈多角形、纺锤形、短援形，胞核 

质分界清楚，胞体 不规则突起 l 2～14 rl后集落 

迅速增多，逐渐长大融台成片，细胞形态为长梭形及 

多边形，无接触抑制现象发生 传代细胞分组培养 

后增殖速度均明 减慢，传代后2 h开始蝇占壁，8 h 

后基本贴壁。贴壁细胞多呈长棱形及大多角形 ，一 

J舌】左￡l达到融台生K【 I) 

图I 镶3代· 髓越匝 胞培器1 触舟c 1牛谴 mc' 

骨髓基质细胞歧脂 导48 h J 胞ri 小脂淌 

出现，主要集I卜于细胞孩 }爿，，j、H舟淌逐渐壤集成太 

呐脂泡，细胞逐渐增大，山原束帕梭彤变为吲形或多 

角形一 

骨髓雄鹰细胞成骨诱岢15 t 圳胞卡j】q．接触连 

成 ，̈_，上f}养20·I后细胞聚 {l戍多个散仵{_内细胞结 

节，坫节中 的细咆lJI梭J眵变 矮 状、锥体珏；、 

，J形或扁平 规 形， f胞排列紧街，逐渐形成多层 

结构．，1：产生分泌颗粒将 包埋 随培养lJ1f问的 

延K结 逐渐增大， {·心部逐渐变俄，直至小透光m】 

成 也 

2．2 脂H 细胞油 l：O染色 

传3代骨髓幕质细胞成脂 导 21人f 钠“ 【] 

染色．镜下观察脂肪细胞为吲形域多边形． 摘为橙 

包．胞核为蓝色，脂肪细胞 1t 夫小 等的脂昕 

滴，细胞核被脂淌挤于绑胞 -恻f 21 每张墩片 

随机数取 10个视野汁算结粜盟 ．寓骑纽脂腑 胞 

为(83 6±2 8)％，埘照组为(6 5±2．9)％ 

囤2 骨髓蘑质细胞戚脂诱 3I,ql神 I(’ 乜 x 41J 

2．3 碱性磷酸酶染色及细胞钙化的检测 
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3 讨论 

骨髓呵分为造血盟肚质蹰大系统，骨髓的成骨 

能力来源于基质系统 骨髓基质细胞也叫 充质 r 

细胞⋯，是近年米发现的 一种易于扩增、具柯多种分 

化潜能的细胞．造I f：细胞能分泌 ＆因子及促贴 

壁物质，促进骨髓毖质细胞的贴壁和生I圭l2l 因此 

本实验在参照丁Pe~ira等 的骨髓摹质细胞分离方 

法的基础上．采用国内常用的 骨髓法分离培养骨 

髓肚质圳胞，通过更换培养澈的 ‘̂ C占除悬浮 K 

的造 0̈l细胞．．虽然 核细胞和破骨『ii『体细胞可能 

最 的 肇细胞-{J混杂，但凶这 细【抱的生长需要 

I．25 cOI：11 Vit 或集落刺激 子．所 它『『J 般 

原代培养末期就基本消失r，圳J他幽少 留仔也会 

经传代而去除 ，凶此 J̈获得均一 较高的骨髓 

质细胞．．我们培养的原代细胞 壁生【乇10～I4 t1便 

可融合成片．细胞主要为长梭J_眵． 

骨髓蕈质细胞在适 的诱导条件下可 成骨 

胞、软骨细胞、脂腑细胞和 【自“胞等多种细胞 分 

化 ．在细胞传代培养中，我们J=}{地罐米松、3一异 r 

基一I一【T1基黄嘌呤、胰岛索羽Il吲哚美 。}诱导骨髓 质 

胞寅观 r向脂a玎细胞的定向分化 地塞米松能澈 

活骨髓基质细胞丧【fIi的糖皮质激素受体，使 脂 

肪细胞分化 I
． 在脂肪细胞的分化州拄 中，核激鬃 

爱悼l家族成员 PPAR"Z2 转求l 子家峨J戊 C／EBP 

以硬脂肪决定．分化 ．c-1(ADD1一SREBP)起决定性 

f1 刚 I 3一异丁基一I一甲基特嘌呤址璐罐睦二酣胁的特 

异性搁1制剂．通过抑制 A"vlP nq降解Ifi J提高 胞内 

rAⅥI 的水平：f-AMP足 ·种融要的脂时污导制 ， 

它通过澈活 cAMP反应 件结合蚩l I((1 EB)求州控 

c／ P凸和 C／EBP8的表达，促进 细胞呐产q 

胰岛素与IGF-I受体结合，通过激活 K̂l、}t ERK1／ 

ERK2等信号传导途径，以l歧降低1=萋蛋rj磷陂雠 

rP2A的活性来调 CREB的磷酸化和转录}舌 I 

吲哚美 通过激活 PI AR y雌进脂 肪细胞岫， 

成 ⋯0 污导 细胞山味米的梭形变 圆膨或 多确 

彤．胞内有脂滴出现"逐渐采集成 良脂池．表耻H{ 

脂舫细胞卡}1似的， l=乏特点，细胞内 油 -酯禽 lW 

艟增加，肄有与脂肪细胞相似fIc)功能， l_IJJ采川此种 

方法怍外培养的骨髓基质细胞．fJ州确峋成脂肪能 

力 ／1~．I 细胞的特点是能够台成肝1i{=}仃 油 酯 

此水发验以检测 油_三喃的汕 (J染色作为蝼定 

脂肪纳l抱的主要力‘浊；同H1f我f『_用地褰水桧、口-H‘汕 

踌酸钠 维生索 c羼导骨髓基质细胞 r 成H’ 

细胞 定l；=1J分化 地塞米松 lI促进骨髓堆质 胞向 

坡 细胞分化，其促进骨形成的作f{]机制可能足地 

謇米橙能增『Jl】增殖 r受体，从『̂J性进骨雪Il1也的增 

殖 ⋯ 口一片油磷酸钠I 提供磷离子忤1̂J溅r1：磷酸酶 

的嘁物，从而加速站 钙化 Coelhn等 认为只有 

S-日 油磷酸钠存在时骨髓甚质细胞才发生矿化结 

的沉积 维生素 C足胶原巾脯氨艘和赖氟酸末端羟 

基化的共同影响因子，也可单独促进鼠骨髓基质缃 

胞向成骨细胞转化l L31。维生素C能通过诱导成骨 
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细胞特异性分化蛋 白基因的表达，来诱导碱性磷酸 

酶活性的增加 ，同时增加钙盐的沉积和促进钙化结 

节的形成。诱导后细胞由梭形向多角形、锥形、立方 

形转化，能多层重叠生长，不出现接触抑制现象，具 

有与成骨细胞相似的形态和生长特点；同时表现出 

较强的碱性磷酸酶活性 ，具有与成骨细胞相似的功 

能，证明采用此种方法体外培养的骨髓基质细胞有 

明确的成骨能力。碱性磷酸酶是骨形成所必需的 

酶，在体外钙化中起着关键性的作用 ，可表达于成熟 

期的成骨祖细胞和前成骨细胞，并且随着成骨细胞 

的成熟其表达进一步增强，即使在骨细胞的形成期 

碱性磷酸酶的表达依然很强 ，因此它的活性和矿 

化结节的检测是鉴定成骨细胞的主要方法。 

骨质疏松症是以骨量减少、骨微观结构退化为 

特征，致使骨脆性增加易于发生骨折的一种全身性 

骨骼疾病。随着年龄的增加，骨髓 中的脂肪细胞逐 

渐增多，甚至四肢长骨中90％骨髓腔中充满脂肪细 

胞。增龄、去卵巢及其他原因造成的骨质疏松都存 

在骨量减少和骨髓脂肪增加，在各种类型的骨质疏 

松症患者中发现骨髓中的脂肪细胞与松质骨的骨量 

成反比 。由于骨量减少与髓腔 内脂肪增多总是 

相伴出现，且人们发现骨髓基质细胞中含有可以同 

时向这两个方向分化的干细胞，有一套复杂的机制 

调控骨髓基质细胞的分化方向。本实验也证实成骨 

细胞与脂肪细胞均可由骨髓基质细胞分化而来，由 

此推断，可以通过抑制骨髓基质细胞向脂肪细胞的 

分化并促进其分化为更多的成骨细胞，从而有效地 

促进骨形成，达到治疗骨质疏松的 目的。这为治疗 

骨质疏松的研究提供了新的思路，利用体外定向诱 

导骨髓基质细胞分化为脂肪细胞或成骨细胞的模型 

有助于将来进一步的临床和科研工作。 
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