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地塞米松对骨髓基质干细胞体外增殖的影响
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摘要：目的 观察地塞米松对小鼠骨髓基质干细胞体外增殖的作用。方法 取雄性 6周龄 789小鼠
股骨骨髓基质细胞进行体外培养，在细胞培养不同时间点加入 %": 0 (5+;<地塞米松（实验组）或保持
基础培养条件（对照组），用 8=++>*?=@方法分别检测两组的细胞增殖情况，并予比较。结果 在细胞培
养不同阶段开始应用地塞米松的实验组中，细胞增殖能力较对照组降低，随着培养时间延长实验组细

胞数量明显少于对照组。实验组中细胞形态较对照组更趋成熟。结论 地塞米松在促进骨髓干细胞

定向分化早期抑制骨髓基质干细胞体外增殖。
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骨髓基质干细胞（I5-= ()@@5J 2?=( 4=++，KOQ8）
为多分化潜能细胞。研究表明，KOQ8 在适当诱导
条件下可向成骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞和肌细胞

等多种细胞分化［%］。地塞米松（C=G)(=?B)25-=，N’R）
在体外诱导 KOQ8向成骨细胞分化过程中起着重要
地作用［&］，但其作用机制尚未阐明。

我们以往研究应用 N’R体外诱导小鼠 KOQ8，
细胞经诱导后递次表达成骨细胞特异性标志物如!
型胶原蛋白、碱性磷酸酶和骨钙素等，细胞外基质最

终发生矿化，表明细胞具有成熟成骨细胞特征［!］。

本研究重点探讨 N’R在促进成骨细胞分化早期对
KOQ8增殖的影响。

> 材料和方法

>?> 细胞培养
6周龄 789雄性小鼠（北京大学医学实验动物

科学部）经颈椎脱位法处死后，于无菌条件下取出双

侧股骨，去除股骨双侧干骺端，以"HO’O冲洗骨髓
腔，收集骨髓细胞，以 S*45++ 液离心，收集并计数有
核细胞，然后接种细胞于培养瓶中，加入条件培养液

（"HO’O培养基，%TU标准胎牛血清，T"#.;(<维生
素 8，%" ((5+;<$H甘油磷酸钠，和 %"" V;(<青链霉
素）。置入 TU二氧化碳培养箱 !$W培养，隔日更换
半量培养液。原代细胞培养 T C 时，吸出培养液，
XKQ冲洗 & 次，"3&TU胰蛋白酶H’N>Y消化后，%"""
@;(*-离心 %" (*-，弃上清，加入适量"HO’O重悬细
胞并计数，按 %"! 个细胞;孔传代接种于 Z6孔培养板
中，隔日半量换液。

>?@ 细胞增殖检测
传代细胞按 %"! 个细胞;孔接种于 Z6孔培养板

中，实验组于传代培养后第 "、&、# C 起分别加入
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!"# $ %&’() *+,，每时间点设置 -孔培养细胞用于检
测，并平行设置未加 *+,对照组。每间隔 . /采用
01’’23415 67 试剂盒（85&%19:）方法，分别读取各孔在
-6" ;%下吸光度，根据标准曲线计算实验组与对照
组中每孔细胞数。

!"# 统计学方法
实验组与对照组每一时间点平行设置 -个培养

孔，根据吸光度计算各孔细胞数。结果以均数 <标
准差表示，=>?@=方法检测组间均数差异，! 值小
于 "A"B认为组间样本均数差异有显著性。

$ 结果

原代培养中贴壁细胞多呈梭形，少数呈小圆形

或三角形。原代培养 B /后进行传代，传代细胞中
贴壁细胞形态较均一，呈多边形，胞核大而圆。在各

实验组中，多数细胞在加入 *+,后逐渐呈均一多边
形形态，细胞大而舒展；随着培养时间推移，细胞呈

叠形多层排列，细胞外基质明显增多，并逐渐形成多

小结样结构。对照组中细胞形态欠均一，可见梭形、

小圆形形态，少数细胞呈多边形，细胞外基质明显少

于实验组，罕见小结样结构。形态学观察与我们以

往诱导骨髓基质干细胞分化为成骨细胞结果一

致［-］。

我们在细胞传代培养后第 "、.、- /时分别于实
验组培养基中分别加入 !"# $ %&’() *+,，对照组细
胞中加入等量的 8CD，以 . /为间隔进行细胞计数。
对照组细胞数量在传代培养 !" / 内增长 .B 倍，显
示在体外环境中骨髓基质干细胞保持持续分裂增殖

能力。实验组细胞数量亦有增长，但在各计数时间

点细胞数量均少于对照组。传代培养后即刻加入

*+,，继续培养第 -、7、$、!"和 !. /时实验组细胞数
量分别较相应时间点对照组下降 BEF、..F、.7F、
.7F和 E.F，其中第 !" 和 !. / 两组细胞数量差异
显著（ ! G "A"!，图 !=）。传代培养第 . / 时加入
*+,后，第 -、7、$、!"和 !. /时实验组细胞数量分别
较相应时间点对照组下降 E6F、.BF、!.F、!.F和
E-F（! G "A"!，图 !C），第 - /时加入 *+,后，第 7、
$、!"和 !. /时实验组细胞数量分别较相应时间点
对照组下降 !6F、!6F、!$F（! G "A"!）和 .$F（! G
"A"!，图 !0）。

# 讨论

骨髓基质干细胞具有不断自我增殖和在特定条

件下定向分化的特性。*+, 作为合成的可溶性糖

图 ! 骨髓基质细胞体外培养中 *+,（ H）或

*+,（ #）细胞增殖变化。!显示加入 *+,时间

皮质激素是体外诱导成骨细胞生长和分化的重要因

子。*+,是绝大部分种属骨髓基质细胞向成骨细
胞分化过程中所必需的［B］，其基本作用是在转录水

平促进各种成熟成骨细胞标志物的表达，促进 =)8
活性，并促进骨结节的形成。在我们的细胞培养体

系中，传代培养后第 "、.、- /分别加入 *+,，从形态
学、组织化学染色、基因表达和细胞外基质染色等多

方面观察表明，CID0经 *+,诱导均可定向分化为
成熟成骨细胞。与实验组比较，对照组细胞大部分

仍保持未分化状态。

本研究重点就加入 *+, 后 CID0 的细胞增殖
能力进行比较。实验表明，在无 *+,处理的对照组
中细胞保持持续增殖能力。而实验组在 CID0增生
过程中 E个时间点分别加入 *+,后，细胞增殖水平
较对照组均有下降，显示 *+,在开始诱导 CID0向
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成熟成骨细胞分化后，抑制了 !"#$的增殖，而成熟
成骨细胞不再增殖。同时，在传代培养第 %、&、’ (
分别加入 )*+后，实验组细胞增殖能力下降趋势一
致，这一方面显示非经诱导的对照组中 !"#$仍保
持着持续增殖的潜能，另一方面也证明了 )*+抑制
!"#$增殖是诱导其定向分化过程早期的重要组成
机制。

糖皮质激素对于细胞增殖的作用途径尚不完全

清楚。研究表明，)*+可以通过调节与增殖激活相
关的原癌基因如 ,-./0 等抑制细胞内 )12复制［3］。
)*+还可通过启动甲状旁腺激素（456）信号传导系
统［7］和放大并增强细胞对骨形态蛋白（!"4）的反
应［8］发挥作用。)*+与细胞增殖后期同时表达的其
他细胞生长因子如表皮生长因子（9:9）、胰岛素样
生长因子（;:9）、转化生长因子!（5:9!）等的相互关
系尚不明了。我们曾观察到瘦素（<=>?@0）抑制 !"#$
增殖作用亦发生于传代培养 7& A之内，与 )*+单独
诱导细胞分化有叠加效应［B］。

【 参 考 文 献 】

［ C］ 4@??=0D=E "9，"F,GFH 2"，!=,G #$，=? FI J "/I?@I@0=FD= >K?=0?@FI KL

F(/I? A/MF0 M=N=0,AHMFI N?=M ,=IINJ #,@=0,=，CBBB，&8’：C’O-C’7 J
［ &］ PQ=0 "，9E@=0(=0N?=@0 2RJ #?EKMFI N?=M ,=IIN：MFEEKQ-(=E@S=(

KN?=KD=0@, >E=,/ENKENJ $@TF 9K/0( #HM>，CB88，CO3：’&-3% J
［ O］ U/ U，4=EV-6=F>= "，WF>F0=0 2， =? FI J *N?EKD=0 =0AF0,=N

(@LL=E=0?@F?@K0 KL KN?=KTIFN?N @0 MK/N= TK0= MFEEKQ ,/I?/E=J !K0=，

CBB8，&&：&%C-&%B J
［ ’］ 曲强，万新海，陈翠珠 J 转录因子 ,TLFC在骨髓干细胞向成骨

细胞分化过程中的表达 J 中华实验外科杂志，&%%O，&%（O）：3&-

3O J
［ X］ $A=0D #<，YF0D RZ，[@LFN <，=? FI J )@LL=E=0?@F?@K0 KL A/MF0 TK0=

MFEEKQ KN?=KD=0@, N?EKMFI ,=IIN !" #!$%&：@0(/,?@K0 KL ?A= KN?=KTIFN?

>A=0K?H>= TH (=\FM=?AFNK0=J *0(K,E@0KIKDH，CBB’，CO’：&77-&83 J
［ 3］ WFN>=EG $，#,A0=@(=E ]，#KMM=E 9，=? FI J )@LL=E=0?@FI =LL=,?N KL

DI/,K,KE?@,K@(N K0 A/MF0 KN?=KTIFN?@, ,=II M=?FTKI@NM !" #!$%& J $FI,@L

5@NN/= ;0?，CBBX，X7：C&%-C&3 J
［ 7］ #/FE=^ 9，#@IS= $J *LL=,? KL >FEF?AHEK@( AKEMK0= K0 FEF,A@(K0@, F,@(

M=?FTKI@NM @0 MK/N= KN?=KTIFN?N： 4=EM@NN@S= F,?@K0 KL

(=\FM=?AFNK0=J *0(K,E@0KIKDH，CBB&，CO%：XB&-XB8 J
［ 8］ !K(=0 #，",,/F@D W，6F@E :， =? FI J )@LL=E=0?@FI =LL=,?N F0(

DI/,K,KE?@,K@( >K?=0?@F?@K0 KL TK0= MKE>AKD=0=?@, >EK?=@0 F,?@K0 (/E@0D

EF? KN?=KTIFN? (@LL=E=0?@F?@K0 !" #!$%& J *0(K,E@0KIKDH，CBB3，CO7：

O’%C-O’%7 J
［ B］ 陈翠珠，曲强 J 瘦素在骨髓基质干细胞向成骨细胞分化早期

的作用研究 J 中国骨质疏松杂志，&%%’，C%：CX8-C3C J

（收稿日期：&%%3-%O-&%）

（上接第 ’8’页）
低骨折危险性和提高生活质量。老年 &型糖尿病患
者的骨密度水平与血糖等因素有关，因此严格控制

血糖等危险因素对预防骨质疏松症十分重要。
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