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摘要：目的 探讨增龄和去卵巢大鼠骨髓基质细胞（<=>?.）对雌激素干预的反应。方法 取 5 月龄、

$ 月龄与去卵巢（卵巢切除 # 月后的 $ 月龄）>@ 雌性大鼠，全骨髓培养法分离培养 <=>?.，传代后给予

!" A= %: 干预不同时间（5、9、!!、!B C）。用油红 D 染色鉴定脂肪细胞，=EE 法检测细胞的增殖能力，采

用磷酸苯二钠法检测碱性磷酸酶的活性。结果 !细胞的增殖能力随增龄和去卵巢依次递减，去卵

巢组原代培养有细胞自发分化为脂肪细胞。"干预后细胞的增殖能力随时间延长逐渐增强，5 月龄

组和去卵巢组与相应对照组比较有显著差异。%: 增强各组碱性磷酸酶活性，对去卵巢组影响更显

著。结论 大鼠 <=>?. 的增殖和分化能力随增龄和去卵巢下降，雌激素促进大鼠 <=>?. 的增殖和成

骨分化，5 月龄组和去卵巢组细胞对雌激素更敏感。
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骨髓基质细胞（O/AH &’MM/K .IM/&’) 3H))，<=>?） 具有自我复制和多向分化的能力，体外不同诱导条

件下，能够向成骨细胞、成软骨细胞、成脂肪细胞等

不同的细胞系分化［!］。目前认为体内成骨细胞多来

源于 <=>?，雌激素是调节骨形成细胞的重要环境

因素之一，并通过其受体发挥作用［:］。有研究提示

绝经后骨质疏松症骨量的减少与 <=>? 成骨分化能
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力降低，成脂分化能力增强，骨髓中脂肪组织增多有

关［!］。本实验主要观察雌激素对体外培养正常增龄

及去卵巢大鼠 "#$% 的增殖和成骨分化能力的影

响。

! 材料和方法

!"! 实验材料

健康 ! 月龄雌性 $& 大鼠，由北京维通利华实验

动物技术有限公司提供。&#’#（()* +,-.)/0，(+）

培养液、胎牛血清（+12.)23, 公司，美国）。成骨诱导

培养液：含 456 胎牛血清 &#’#（(+）培养液 7 85

!9:;( 维生素 % 7 45 ;;),:("<甘油磷酸钠 7 45= >

;),:( 地塞米松 7 455 ?:;( 青、链霉素。#@@（北京

欣经科生物技术有限公司）。碱性磷酸酶试剂盒（南

京建成生物制品公司）。(A B55 酶标仪（AC/D0-3 公

司，法国）。

!"# 实验方法

!"#"! 去卵巢大鼠动物模型的建立：取 ! 月龄 $&
大 鼠，麻 醉 后 无 菌 条 件 下 行 双 侧 卵 巢 切 除 术

（)EC310.D);F，GHI）。术后在 JBK L J>K和通风良

好的条件下饲养 M 个月，自由摄水摄食。

!"#"# "#$% 的分离和体外培养：取 ! 月龄、N 月龄

与去卵巢大鼠，处死后无菌分离股骨、胫骨，刮除骨

膜和 软 组 织，切 除 股 骨、胫 骨 两 端 的 干 骺 端，用

&#’#（(+）全培养液（含 456 胎牛血清，455 ?:;,
青、链霉素）反复冲洗骨髓腔，吹散细胞，制成骨髓细

胞悬液。采用全骨髓法分离培养 "#$%［B］，将细胞分

别接种于 M5 .;J 培养皿中，置 !OK，86 %GJ，N86空

气饱和湿度的孵箱中培养。B> P 后第一次换液，除

去未贴壁细胞。以后，每隔 ! Q 更换培养液，弃掉未

贴壁的悬浮细胞。至细胞汇合成致密单层后进行传

代。

!"#"$ 实验分组：将第 J 代 "#$% 分为下列 M 组：

（4）! 月龄组；（J）! 月龄组 7 ’J（4O<"0/D3CQ1),）；（!）N
月龄组；（B）N 月龄组 7 ’J；（8）GHI 组；（M）GHI 组 7

’J。其中（4）（!）（8）组 "#$% 用 &#’#（(+）全培养

液培养。（J）（B）（M）组在 &#’#（(+）全培养液中加

入 45 R# ’J（根据本实验室前期实验观察不同浓度

’J 对 "#$% 增殖的效果，选择 45 R#）。成骨诱导分

化，分组与上同，用成骨诱导培养液代替 &#’#（(+）

全培养液。

!"$ 检测指标

!"$"! 原代培养的 "#$% 形态：在倒置相差显微镜

下，分别观察各组原代培养的 "#$% 的形态 45 L 4J
Q。

!"$"# 油红 G 染色鉴定脂肪细胞：培养细胞用 A"$
漂洗 ! 次，456中性甲醛固定 45 ;1R，A"$ 漂洗，油红

G 染液中浸染 J5 ;1R，A"$ 漂洗后在倒置显微镜下

观察。

!"$"$ #@@ 法检测细胞增殖水平：将第 J 代生长良

好的 "#$%，以 B S 45! 个:孔的细胞密度接种至 NM 孔

板，每组 8 孔，（J）（B）（M）组加入条件培养液，培养 !
Q，O Q，44 Q，48 Q，分别检测细胞增殖水平。终止培

养前加 #@@ J5!(，!OK孵育 B P 后，弃上清液，每孔

加入 485!( 二甲基亚砜，振荡 45 ;1R 溶解沉淀，酶

标仪测 BN5R; 吸光度（!）值。

!"$"% 细胞碱性磷酸酶（T(A）活性测定：取第 J 代

"#$%，按上法接种至 NM 孔板，每组 8 孔，进行成骨

诱导，于第 4B Q 时终止培养。移去培养液，A"$ 缓冲

液洗涤 ! 次，加入 5UJ6 D31D)R<I<455 裂解液 455!,，
BK冰箱过夜。次日将 M 组样本分别收集于 4U8 ;(
’A 管中，!555 3:;1R 离心 45 ;1R，吸取 455!, 细胞裂

解上清液，按碱性磷酸酶试剂盒说明操作，酶标仪测

8J5 R; 测吸光度（!）值。

!"% 统计学处理

对各实验数据采用 $A$$ 44U8 统计软件包进行

单因素方差分析（TVGHT），" W 5U58 代表有统计学

意义。

# 结果

#"! 原代培养的 "#$% 形态学观察

接种后 B> P 内，培养皿中含有大量造血干细胞

及悬浮细胞，无法观察到细胞贴壁情况。B> P 后全

量换液，移去悬浮细胞。隔 ! Q 再次全量换液，可见

! 月龄组贴壁细胞数比 N 月龄组多，细胞形态无明

显差异，细胞散在或聚集生长，细胞呈长梭形，形态

均一。而 GHI 组贴壁细胞数量最少，呈聚集生长。

培养至第 > Q 时，可见 ! 月龄组（图 4）和 N 月龄组细

胞数量增多，细胞分布不很均匀，面积扩大。GHI
组的细胞数明显少于 ! 月龄组和 N 月龄组，并且有

细胞自发向脂肪细胞分化（图 J），油红 G 染色可见

分化的脂肪细胞中红染的脂滴（图 !）。45 L 4J Q
后，! 月龄组长满整个培养皿底，N 月龄组细胞基本

汇合成单层，GHI 组细胞呈 85 L M56的汇合。

#"# "#$% 增殖能力的比较

#@@ 法检测显示细胞增殖速率随时间延长 ! 月

龄组逐渐高于 N 月龄组，! 月龄组与 N 月龄组明显
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高于 !"# 组（! $ %&%’）（图 (）；加入 )* 组细胞增殖

速率逐渐高于相应对照组，+ 月龄组在第 ’’ 天与对

照组有显著差异（! $ %&%,）（图 ,），- 月龄组与相应

对照组比较差异无显著性（! . %&%,）（图 /），!"# 组

差异显著（! $ %&%,）（图 0）。

图 ! 原代培养 1 2 的正常 + 月

大鼠 3456
图 " 原代培养 1 2 的去卵巢

大鼠的 3456
图 # 油红 ! 染色显示去卵巢组

3456 分化的脂肪细胞

图 $ + 月龄、- 月龄和 !"# 组 3456 增殖能力的比较

图 % 雌激素对 + 月龄组 3456 增殖能力的影响

"&# 雌激素对 3456 成骨诱导 789 活性的影响

各组 3456 成骨诱导培养至第 ’( 天，测 789 活

性，结果显示雌激素增强 + 月龄组、- 月龄组 3456
的 789 活性（! $ %&%,），对 !"# 组 789 活性影响更

为显著（! $ %&%’）（图 1）。

图 ’ 雌激素对 - 月龄组 3456 增殖能力的影响

图 ( 雌激素对 !"# 组 3456 增殖能力的影响

# 讨论

为了观察雌激素对不同条件大鼠 3456 增殖和

成骨分化能力的影响，我们分别取正常 + 月龄、- 月

龄与去卵巢大鼠骨髓细胞，采用全骨髓培养法分离

培养 3456。该方法操作简单易行，通过传代，可以
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图 ! !"#$ 成骨诱导 %& ’ ()* 活性的比较

获得相对纯化的 !"#$。

本实验比较了 + 月 龄、, 月 龄 和 去 卵 巢 大 鼠

!"#$的增殖能力，"-- 法检测结果显示 + 月龄组

和 , 月龄组的 !"#$ 的增殖能力具有时间依赖性，+
月龄组随时间延长逐渐高于 , 月龄组，并在第 %. 天

左右显示出明显差异；/01 组 !"#$ 的增殖能力明

显低于前两组。这一结果说明大鼠 !"#$ 的增殖能

力随增龄而降低；雌激素缺乏使大鼠的 !"#$ 的增

殖能力明显下降。这可能与老年动物骨髓中的基质

细胞集落形成单位数目减少有关［.］。

在分离 !"#$ 的过程中我们发现，/01 组培养

皿中漂浮大量脂肪颗粒，说明 /01 大鼠骨髓中脂肪

细胞增多；在原代培养中可见 /01 组 !"#$ 有少数

细胞自发向脂肪细胞分化。提示雌激素缺乏使得

!"#$ 更易向成脂肪细胞分化。()* 是一种细胞内

磷酸单酯酶，定量检测其活性是评价成骨细胞功能

及分化的重要指标。研究发现 !"#$ 在成骨诱导

后，()* 是最早出现的成骨性标志，并且有时间依赖

性，随着诱导时间延长表达量增加［2］。本实验检测

了各组 !"#$ 进行成骨诱导 %& 天 ()* 的活性，结果

显示 + 月龄组较 , 月龄组高，说明大鼠 !"#$ 的成

骨分化能力随增龄而降低。/01 组 !"#$ 的成骨能

力明显降低，与前述雌激素缺乏时 !"#$ 成脂肪细

胞能力增强一致。3456789:4 等［;］发现快速衰老模

型小鼠（#("*<2）不仅骨髓细胞的成骨生成能力下

降，表现为骨生成速率下降和骨密度下降，而且骨髓

中脂肪细胞的克隆形成单位和已分化成熟的脂肪细

胞都增加。!784=4>? 等［@］和 A9’BCD?7E 等［,］的实验结

果也说明了雌激素缺乏将导致 !"#$ 更多地分化为

成脂肪细胞。之后，/64E46C 等［%F］经体外实验证实雌

激素促进 !"#$ 向成骨细胞分化，抑制其向成脂肪

细胞分化。#7G>C 等［%%］研究认为成骨细胞分化和成

脂肪细胞分化有共同的球形转录模式，多种基因阻

遏在干细胞早期分化中是一种普遍现象，定向细胞

在特异性细胞程序激活前，有可能进行转分化。

我们在实验中观察了各组 !"#$ 对雌激素的反

应，有趣的是尽管雌激素对各组 !"#$ 的增殖及成

骨细胞分化均有促进作用，但反应程度并不完全相

同。/01 大鼠 !"#$ 对雌激素的反应似乎比 + 月龄

组和 , 月龄组更强，+ 月龄组又强于 , 月龄组。这

种现象是否与 !"#$ 的雌激素受体的数量或受体与

雌激素的亲和力有关，有待于进一步研究。
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