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摘要：目的 通过对人骨髓基质细胞体外培养及检测，研究地塞米松在骨髓基质细胞体外增生并向

成骨细胞定向分化过程中的应用。方法 骨折内固定术扩髓前收集髓腔内骨髓进行原代和传代培

养，传代后改用条件培养基（含地塞米松）和基础培养基（不含地塞米松）分别进行培养，应用组织化学

及 2/3 4/..& 方法检测细胞碱性磷酸酶和细胞外基质矿化程度；半定量 567895 方法检测 9:;&( %5<=
和 >.?@A’B %5<= 在细胞培养过程中不同时间点的表达。并观测地塞米松对上述成骨细胞相关基因表

达的影响。结果 条件培养基组细胞 9:;&( %5<= 和 >.?@A’B %5<= 的表达峰值高于基础培养基组细

胞，并且峰值出现的时间提前。结论 地塞米松通过促进 9:;&( %5<= 和 >.?@A’B %5<= 的表达而促进

骨髓基质细胞向成骨细胞分化。
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骨髓基质细胞（N/3@ O&AA/@ L?A/%&( 9@((.，NOL9）

具有向多个细胞谱系分化的能力，在一定条件下可

以向 骨、软 骨、脂 肪 等 方 向 分 化［,7#］。 地 塞 米 松

（D@B&%@?*&./3@，E$F）作为体外骨髓基质细胞诱导分

化的必要辅剂，可以促进成骨细胞的分化和调控多

种成骨细胞相关标志性蛋白的表达。本试验通过体

外培养人骨髓基质细胞并定向向成骨细胞诱导分

化，研究 E$F 在骨髓基质细胞向成骨细胞诱导分化

过程中对成骨细胞特异性转录因子 9:;&(、>.?@A’B 表

达的作用。

= 材料和方法

=>= 细胞培养

=>=>= 原代培养：将所得的成人骨髓 # P Q %(，于

R!! AS%’3 离心 ,! %’3，去除上层脂肪，用 TT U 针头

吹打成单细胞悬液，采用全骨髓培养法以 , V ,!" S
1%T 种植于 TQ %( 培养瓶内，培养瓶内含 Q %( 培养液

（含青、链霉素各 ,!! WS%(，体积分数 ,!X的胎牛血

清，,! %%/(SY 的!7U8，Q! %CSY 的 Z’?9）；置 #[\、QX
9>T 的湿化气孵箱中行原代培养，]R * 后半量换液，

以后隔日换液。

=>=>? 传代培养：原代培养至 [、R D，细胞接近融

合，行无血清的 EO$O 洗涤细胞，!^TQX的胰酶消化
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细胞；细胞脱壁后用完全培养液终止消化，收集细胞

悬液，!""" #$% 离心 !" $&’，弃上清，加入完全培养

基重悬，计数后以 ! ( !") *+$, 种植于 -.!平皿；传

代后分为两组：一组在完全培养基内加入 /01（!"2 3

$45*6）为实验组，另一组继续应用完全培养基为对

照组。两组持续培养，常规换液。

!"# 细胞生物学特性检测

!"#"! 碱性磷酸酶检测：传代细胞分别于传代后 7、

!)、,!、,3、-. 8 用 96: 试剂盒检测两组细胞的 96:
活性，光镜下观察。

!"#"# 细胞形成钙结节能力的检测：传代细胞分别

于传代后 7、!)、,!、,3、-. 8 用 ;4’ <4==> 法进行钙染

色，直视与光镜下观察。

!"$ 成骨细胞分化相关基因表达的检测

细胞总 ?@9 于传代后 7、!)、,!、,3、-. 8 采用

A#&B45（:#4$CD>）一步法分别提取两组细胞总 ?@9，将

?@9 的浓度调至 !"D*"5 备用。取 ,"5 总 ?@9 进行

反转录，反应体系含 . ( ?A EFGGC# ."5，,"" H*"5 的 IJ
I6K?AI 酶 !"!，?@>=&’ !"5，"L."D*"5 的 M5&D4（8A）

!"5，!" ’$45*6 的 8@A:= ,"5，加入去 /0:N 水补至 ,.

"5。充分混匀，-7O反应 P" $&’。 2 ,"O保存。取

,L."5 +/@9 作为模板于 ,."5 反应体系中行 :N?，

所用引物见表 !。

:N? 反应先于扩增仪中 Q.O - $&’。再进行 -"
个循环（Q)O -" =，.PO -" =，7,O P" =），最后 7,O延

长 !" $&’，)O保存。用 ,R琼脂糖凝胶，取反应产物

3"5 电泳，溴化乙锭染色。利用凝胶成像系统（S&4J
?>8 TC5 /4+ ,"""）中扫描，分析各目的基因条带的光

密度值，并求出与内参基因 T9:/U 的比值。

表 ! :N? 引物序列

目的

基因
上游引物 下游引物

产物大

小（E%）

NEG>5 .VJ+>DWW+++>>D+>WWW+>W++J-V .VJW+>>W>WDDW+D++>>>+>DJ-V ))-
MX1 .VJD+>D+W>D>>DDD>DWDDWDJ-V .VJD+>DD+>DDWD>>+WW+WW+J-V -.Q
T9:/U .VJ>D++D+>W+WW+WWWWD+DW+J-V .VJW+>W>WWWDD+>DDWWWWW+WJ-V 3!P

!"% 统计学处理

所有数据输入 0Y+C5 表，采用 X:XX!"L" 对结果

进行 ! 检验，结果以均数 Z 标准差（!" Z #）表示。

# 结果

#"! 细胞培养结果

倒置相差显微镜观察原代细胞，! 8 后可见有变

形贴壁的细胞，多为梭形，细胞周围可有镂空的透光

区（图 !9）。以后细胞呈克隆样生长，胞核明显卵圆

形，核仁多，胞质丰富清晰。7 [ 3 8 细胞接近融合，

不贴壁细胞随换液弃去。传代后实验组细胞随时间

延长，可发生重叠生长，没有接触抑制现象（图 !S）。

随胶原的堆积及钙的沉积逐渐形成小结样结构（图

!N）。而对照组细胞则随时间延长出现接触抑制的

现象，细胞体积逐渐增大，会出现一些退行性改变。

很少形成小结样结构（图 !/）。

9：相差显微镜显示原代初期细胞多为梭形，周围有镂空区；S：传代后试验组细胞增殖旺盛，无接触抑制现象；

N：试验组细胞钙化小结的形成；/：对照组传代后细胞有接触抑制，无钙化小结

图 ! 骨髓基质细胞向成骨细胞转化过程中的表现
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!"! 细胞生物学检测

试验组细胞 !"# 活性在检测的各个时间点都

强于对照组细胞，且强阳性结果出现早，持续时间

长。实验组细胞在传代后 $ 周可有钙结节形成，%&’
(&))* 染色显示为不透光的黑色块状物，而对照组则

无此结节出现。在随后的检测中试验组细胞的钙结

节逐渐增多，对照组也可出现极少数的结节。

!"# 骨髓细胞骨形成相关基因的表达变化

+,-#.+ 半 定 量 分 析 表 明 /01 加 入 促 进 了

234*5、6718+9! 的表达，在各时间点的表达都强于

对照组细胞（图 $、:），#.+ 结果分析见表 $、:。

图 ! +,-#.+ 检测 .34*5 8+9!（;;:3<）的表达结果

!：对照组各时间点的表达情况；=：试验组各时间点的表达情况

图 # +,-#.+ 检测 671 8+9!（>:? 3<）的表达结果

!：对照组各时间点的表达情况；=：试验组各时间点的表达情况

表 ! 各时间点 .34*5 8+9! 表达情况

组别 @ A B; A $B A $C A :> A
对照组（ ! D ;） — EF?? G EFE: BF;> G EFBE BFE> G EFE; BFEE G EFEB
试验组（ ! D ;） — BFB$ G EFE; $F@H G EFB; BFCC G EFEC BF>> G EFE@
" 值 — :F?;H B;F:E; B>F;>B B$FH?@
# 值 — I EFE> I EFEB I EFEB I EFEB

注：第 @ 天均为基础培养基，未作分析

表 # 各时间点 671 8+9! 表达情况

组别 @ A B; A $B A $C A :> A
对照组（ ! D ;） — — EFC; G EFE? BFE@ G EFB: EF>C G EFE$
试验组（ ! D ;） — EF@C G EFEH BF@; G EFEC BF$E G EFE? BFE@ G EFE;
" 值 — — B:FBH? BFH;: B@FHB$
# 值 — — I EFEB J EFE> I EFEB

注：第 @ 天、B; 天对照组 671 未测到表达

# 讨论

骨髓 基 质 细 胞（3&’K 8*LL&M )NL&8*5 )NK8 2K55，
=O7.）是一种条件成骨细胞，在一定理化条件诱导

下可以向成骨细胞（&)NK&35*)N，6=）转化，地塞米松

（AKP*8KNQ)&’K，/01）、!-甘油磷酸钠、维生素 . 则是

这一过程中必须的辅基［;，>］，/01 可以促进 =O7. 向

成骨细胞分化，并刺激碱性磷酸酶（!"#）、骨钙素、R
型胶原等的表达。!"# 是骨形成过程中必须的酶，

!"# 的表达情况代表着骨形成的状况，标志着成骨

细胞分化的开始［H］，并与成骨细胞的分化成熟呈正

相关。随着成骨细胞的成熟，细胞外基质分泌的增

加，钙盐不断的沉积于细胞外基质，则可形成钙化小

结，这是成骨细胞的另一种特征性标志。/S2T 等［@］

的研 究 表 明，核 心 结 合 因 子 *5（2&LK 3U’AU’V 4*2N&L
*5<Q* B，.34*5）是调节成骨细胞分化和功能行使的中

心因子，也是成骨细胞分化最早、最特异的标志。

.34*5 属于 +W9, 结构域基因家族，通过 +W9, 结构

域选择性结合把基因，调节着成骨细胞转录的起始，

并通过结合成骨细胞表达的特异性标志物的启动子

调节这些成骨标志物的表达。.34*5 的突变或缺失

将导致骨骼发育不良或停止，人的 .34*5 自然变异表

现为颅骨锁骨发育不良，被称为颅骨锁骨发育不良

综合症（25KUA&2L*’U*5 AT)<5*)U*，../）。6)NKLUP（671）［C］

则是最近才发现的一个调控成骨细胞分化和骨形成

的特异性转录因子，它与 .34*5 处于同一个转录途

径，位于 .34*5 的下游，其表达需要 .34*5 的存在。

671 的突变或缺失同样会造成骨骼发育不良或停

止。本研究采用体外试验的方法，探讨了 /01 在骨

髓质细胞向成骨细胞转化过程中的作用；结果表明，

/01 所诱导转化的试验组细胞在形态和生物学特

性上都较对照组更具有成骨细胞的特征，其 !"# 的

活性和形成钙结节的能力都强于对照组细胞。这表

明 =O7. 在体外适合的条件下可以向成骨细胞诱导

转化，所得到的成骨细胞可以进行分化并可检测到

特异性的标志 物 的 表 达。说 明 /01 的 加 入 使 得

=O7. 向成骨细胞转化的过程加速，并促进了成骨

细胞 的 分 化。同 时 本 试 验 采 用 +,-#.+ 技 术 从

$> 中国骨质疏松杂志 $EEH 年 $ 月第 B$ 卷第 B 期 .QU’ X 6)NK&<&L&)，YK3LS*LT $EEH，Z&5 B$，9&FB



!"#$ 的水平检测发现 %&’() 与 *+, 在两组细胞中

均有表达，但表达情况却有很大不同：试验组细胞的

%&’() !"#$ 的水平在检测的各时间点都高于对照

组细胞，两组间差异有显著性；试验组细胞的 *+,
!"#$ 的表达以及到达峰值的时间均提前于对照组

细胞。这说明试验组所诱导的成骨细胞其分化要早

于对照组，分化的程度也较对照组高。表明 -.,
（/01 2 !3)45）的加入提高了各时间点 %&’() !"#$ 的

表达水平，使 *+, !"#$ 的表达及达峰时间提前；而

%&’() 的表达标志着成骨细胞分化的开始，其表达的

水平与成骨细胞分化的水平呈正相关［6］。结合同一

时间点对细胞进行的生物学特性的检测结果说明，

-.,（/01 2 !3)45）的加入促进了骨髓基质细胞向成

骨细胞的转化，并促进了成骨细胞的分化。

本试验结果表明，利用成人骨髓进行体外培养

能够在较短时间内获得大量较高纯度的自体成骨细

胞，且周期短、重复性好，可作为骨组织工程学中种

子细胞的重要来源。-., 促进了骨髓基质细胞向

成骨细胞的转化，并促进了成骨细胞的分化，它的这

一作用正是通过上调 %&’() !"#$ 和 *+, !"#$ 的

表达而实现的。但成骨细胞分化是一个复杂的过

程，是不同途径、不同因子共同作用的结果，其具体

的过程仍有待我们继续探索。
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少，ZG 例为骨质疏松。对这 2U 例患者术后经 U 个月

_ KU 个月的随访，患者的骨量明显增加，平均增加

在 U‘ _ /G‘，6G 例患者中没有椎弓根螺钉松动和

脱出 的 发 生。治 疗 前 后 骨 密 度 比 较：手 术 前 为

0a2FU b 0aGK，治疗后为 0a2K/ b 0aKG，治疗 /2 个月后

为 /a00G b 0aGU；’ c 0a0Z。

! 讨论

有关的研究报道证明骨密度与螺钉的最大轴向

拔出力有正相关的联系（ % d 0a60F）［G］。因此骨密度

对椎弓根螺钉的牢固性具有重要的影响，术前应常

规检测脊柱的 I7-，尤其是对中老年人更为重要。

对于有骨量减少及骨质疏松的患者要给予抗骨质疏

松的相应治疗，以提高其骨的密度，增加内固定螺钉

的稳定性。

$5[L 内固定技术是将椎弓根钉尾外侧设计有

弧形咬合结构，只要拧紧螺帽，钉杆角永远保持原角

度。杆帽之间也采用锁钉结构，使螺帽不能因机体

活动而松动。其弧形咬合结构与内侧的球形结构相

对应，二者的位置决定钉H杆的高度，同时其弧形咬

合在平螺帽拧紧的情况下，锁块与钉尾的弧咬合口

紧密咬合，弓根钉外侧平帽与内侧球帽有与连接杆

的锁紧装置，使其结构达到充分的稳定。

密盖息能减少骨量的丢失，促进骨矿化，提高骨

密度，加快骨痂的形成，促进骨折愈合；改善骨质量，

提高骨的生物力学特性和抗骨折能力，降低骨折的

发生率。阿法迪三吸收率高，可及时补充钙及提高

骨矿化量。

综上所述，采用我院自行设计的 $5[L 固定技

术可增强椎弓根螺钉内固定系统的稳定性，加强内

固定螺钉与骨界面抗拉力，综合治疗可促进骨折的

愈合，提高骨密度，收到满意的效果。
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