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摘要：目的 探讨低氧对成骨生长肽(osteogenic growth peptide，OGP)诱导的小鼠骨髓间充质干细胞(bone ma玎ow

mesenchymal stem cells，BMSCs)增殖与成骨分化的影响。方法将第三代小鼠BMSCs随机分为四组：对照组(A组，常氧条件

下培养)；1％O：组(B组，1％O：条件下培养)；OGP组(C组，常氧条件下添加OGP培养)、1％O：联合OGP组(D组，1％O：条

件下添加OGP)。分别于培养后1天、2天、3天、4天收集细胞，噻唑蓝(Methylthiazolyldiphenyl．tetrazolium bromide，M7丌)比色

法观察BMSCs增殖能力；培养7、14天后收集细胞，可见光比色法检测细胞碱性磷酸酶活性(alkaline phosphatase，ALP)；培养1

天后收集细胞，ELISA法检测低氧诱导因子la(hypoxia inducible factor，HIF．1d)表达，培养3、7天后收集细胞，实时荧光定量

PCR检测RUNX2、Osterix表达。结果 M1’I'结果显示，与c组相比，在培养第2、3、4天D组能明显促进BMSCs增殖(P<

0．05)。与C组相比，在培养第7、14天D组能明显上调ALP表达(P<0．05)。与c组相比。在培养第3、7天D组能明显上调

RUNX2、Osterix信使RNA表达(P<0．05)。在培养后1天，A组及c组未能检测到HIF．1d蛋白，B组与D组HIF．1d表达明

显增加(P<0．001)。结论低氧明显增强了OGP促进BMSCs增殖及成骨分化的作用。
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Abstract：Ohjeetive To investigate the effect of hypoxia on the proliferation and osteogenesis of mouse bone marrow

mesenchymal stem cells(BMSCs)induced by osteogenic growth peptide(OGP)．Methods The third passage BMSCs were

randomly divided into 4 groups：control group(group A，under normal oxygen condition)，1％02 group(group B，under 1％02

condition)，OGP group(group C，addition of OGP under normal oxygen condition)，1％02 combined with OGP group(group D，

addition of OGP under 1％02 condition)．The proliferation of BMSCs was detected with methyl thiazolyl tetrazolium(MTT)assay

at 1 d，2d，3d，and 4d．ALP expression was determined with visible light photocolorimetric method at 7d and 14d after osteogenic

induction．ELISA was employed for detecting hypoxia inducible factor(HIF一1 0t)at 1 d．qPCR was employed for detecting the

mRNA of runt-related transcription factor 2(RUNX2)and Osterix at 3d and 7d．Results MTT assay showed that compared with

that in group C，BMSCs proliferation was promoted obviously in group D(P<0．05)．Compared with that in group C，ALP

expression was up-regulated obviously in group D(P<0．05)．Compared with that in group C。mRNA expression of RUNX2 and

Osterix increased obviously in group D．HIF·1 n protein was not detected in group A and group C．while the expression of HIF-1 d
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was up．regulated obviously in group B and group D(P<0．00 1)．Conclusion Hypoxia promotes OGP-induced BMSCs proliferation

and osteogenesis．

Key words：Hypoxia；Osteogenic growth peptide；Bone marrow mesenchymal stem cells；Osteogenesis

成骨生长肽是最初从血清中分离得到的14肽，

其经过水解后产生活性形式的羧基端五肽

OGP[10-14]o活化后的OGP进而激活MAPK／ERK信

号通路及Rho／ROCK信号通路强力促进间充质干

细胞增殖及成骨分化¨·2|。OGP在体外能强力促进

间充质干细胞增殖、成骨分化‘3’4’51。与OGP复合后

的可降解高分子复合物能明显促进成骨及再

生¨’川，显示出在骨组织工程中良好的应用前景。

近年，低氧对干细胞增殖及分化影响逐渐引起了学

者重视。低氧适应性反应由低氧诱导因子(hypoxia

inducible factor，HIF)所介导，其可调控一系列下游

基因如血管内皮生长因子、血小板源性生长因子、胎

盘生长因子、红细胞生成素、乳酸脱氢酶、葡萄糖转

运蛋白等的表达，在机体的能量代谢、新生血管形

成、红细胞生成、细胞凋亡调控等方面发挥重要调控

作用¨o并且越来越多的研究表明低氧在干细胞的

成骨分化中发挥重要的调控作用∽’10川。关于低氧

对OGP的成骨效应有何影响罕有报道，本文拟探讨

低氧环境对OGP诱导的间充质干细胞成骨分化的

影响，以期为后期动物实验及临床应用提供实验依

据。

1材料与方法

1．1材料与试剂

健康3．4周龄昆明小鼠(体重约18—20 g，雌雄

不限)购于昆明医科大学实验动物中心。OGP购自

北京博奥森生物技术有限责任公司，兔RUNX2、

Osterix单克隆抗体购自Santa C131Z公司，GAPDH单

克隆抗体购自abmart公司，HIF．1 0【ELISA试剂盒购

自R&D公司，低糖DMEM培养基、3一异丁基一1一甲基

黄嘌呤、胰岛素、转化生长因子B1、甲苯胺蓝、油红

O、吲哚美辛、维生素C、B一甘油磷酸钠、地塞米松

购自Sigma公司，ALP定量检测试剂盒购白南京建

成生物工程研究所，Platinum@SYBR@Green qPCR

试剂盒(Invitrogen公司)，Golden Taq PCR试剂盒

(北京天根生化公司)，Superscript III cDNA合成试

剂盒(Invitrogen公司)，Trizol裂解液(Invitrogen公

司)。

1．2骨髓间充质干细胞分离、培养与鉴定

自小鼠股骨及胫骨骨髓腔分离培养小鼠骨髓单

个核细胞，通过反复换液去除非贴壁细胞，贴壁细胞

达到80％～90％融合时消化传代¨2|。通过流式细

胞术对细胞表面标志进行检测及细胞成骨、成脂肪、

成软骨三系分化鉴定小鼠骨髓间充质干细胞，具体

方依照我们课题组既往实验步骤进行¨引

1．3实验分组

实验共分为4组：对照组(A组)、1％O：组(B

组)、OGP组(C组)、1％O，联合OGP组(D组)。A

组于常氧条件下培养，B组于1％低氧条件下培养，

C组于常氧条件下+OGP培养，D组于1％低氧条

件下+OGP培养。根据既往实验¨0’13’14'”1，我们选

择1％O：作为低氧干预浓度，10。9moL／L OGP作为

实验浓度。MTT细胞增殖实验中采用含10％胎牛

血清的低糖DMEM常规细胞培养基，其余实验均采

用成骨诱导细胞培养基(10％胎牛血清的低糖

DMEM+50pg／ml维生素C+10mmol／L13一甘油磷酸

钠+10—8mol／L地塞米松)。

1．4 MTT检测BMSCs增殖

以1×104个／ml的密度将第三代BMSCs接种

于96孔板内，每孔200斗l。分别于培养后的1 d、2

d、3 d天及4 d，弃上清，每孔加入含5 mg／ml MTT

的培养液150斗l，继续孵育4 h，小心吸弃孔内上清

液，每孔加入150斗l DMSO溶液震荡，待充分溶解

后，在酶联免疫检测仪上测量吸收值OD，测量波长

为490 nm，每组设6个复孔，计算其平均OD值。

1．5 ALP定量检测

细胞以1×105／孔密度接种于6孔板中，分别再

分组换液培养7 d、14 d后收集细胞。培养细胞先

用4％多聚甲醛液处理2 min，然后使用RIPA buffer

裂解液裂解细胞，按照碱性磷酸酶测定试剂盒说明

操作，酶标仪设定在520 nm波长处进行比色，碱性

磷酸酶ALP测定结果以金氏U／100 ml表示。每组

设6个复孑L计算平均值。

1．6实时荧光定量PCR检测

分别于培养3天、7天后使用TRIzol提取总

RNA，OD260／OD280比值检测RNA纯度与浓度；使

用RT-PCR的superscript第一链合成系统合成

cDNA。RUNX2引物序列为上游5’．1Trc AAC GAT

CTG AGA T’rr GTG GG．3’，下游5’．GGA TGA GGA

ATG CGC CCT A-3’；Osterix引物序列为上游5’一
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ATGGCGTCCTCTCTGCTTG-3
’， 下 游 5 ’．

TGAAAGGTCAGCGTATGGCTT一3’；B．actin引物序

列为上游5’一GTGACCTTGACATCCGTAAAGA一3’，

下游5’一GCCGGACTCATCGTACTCC．3’最后使用

SYBR Green qPCR荧光染料于ABI prism 7000型实

时荧光定量仪进行扩增。反应条件为95℃变性2

分钟，40个循环(95℃15 S，54℃30 S，65 cc 20 S)。

3-actin作为内参，目的基因表达量以2“¨‘法进行

相对定量分析，将A组各基因表达量设定为1。

1．7 ELISA法检测HIF一1仅的表达

细胞培养24 h收集细胞用于检测HIF．1仪蛋

白，PBS洗涤细胞后裂解液进行裂解，2 000 g离心5

分钟，收集上清液BCA法测定蛋白浓度。采用双抗

体夹心法检测HIF，先将捕获抗体包被于固相载体

上，然后加入含有待测抗原的样本与捕获抗体结合，

孵育2小时；随后再加入检测抗体孵育2小时，随后

加入辣根过氧化物酶标记链霉亲和素孵育20分钟，

底物溶液孵育20分钟，最后加入终止液。在450

nm处检测光密度值，最后通过绘制标准曲线计算出

HIF一1d浓度。HIF．1 OL测定结果以pg／mg总蛋白表

示。

1．8统计学分析

采用SPSS 17．0软件进行分析。数据以均数±

标准差表示，组间比较采用单因素方差分析，两两比

较采用SNK检验；检验水准d=0．05。

2 结果

2．1细胞增殖检测

MTT结果表明在培养后的第1天，B组、C组及

D组细胞增值率与A组相比均无明显差异(P>

0．05)。在培养后的第2、3、4天，与A组相比，B组

(2天：122％；3天：142％；4天：145％；均P<

0．05)、C组(2天：141％；3天：162％；4天：163％；

均P<0．05)及D组(2天：173％；3天：192％；4天：

213％；均P<0．001)均能明显促进BMSCs增殖。

与C组相比，D组(2天：123％；3天：1 18％；4天：

131％；均P<0．05)；与B组相比，D组(2天：

141％；3天：135％；4天：147％；均P<0．05)。与B

组相比，C组(2天：115％；3天：1 14％；4天：112％；

均P<0．05)

2．2 ALP定量检测

培养7天A、B、C、D组ALP含量分别为1．753

±0．077、7．222±0．175、9．125±0．582、12．587±

0．808金氏单位／100 ml，14天分别为3．412±

A组

B组

C组

D组

二 ．、 4

时间(灭)

图l !ⅥTT检测各组细胞增殖率

与A组相比，‘P<0．05，”P<0．00l；与B组及C组相

比，”P<0．05，与B组相比，6P<0．05

Fig．1 BMSCs proliferation ratio detected by M1’rI’．

Compared with group A，’P<0．05，”P<0．001；

compared with group B and group C，。P<0．05；

compared with group B，6P<0．05．

0．131、10．562±0．618、13．012±0．779、17．897 4-

1．826金氏单位／100 ml。B、C、D组ALP含量明显

高于A组(P<0．05)，D组明显高于B、C组(P<

0．05)，C组明显高于B组(P<0．05)。
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图2 锌组细胞～LP表达量

与对照组相比，+P<0．05；；与B组及C组相比，4P<0．05；与

B组相比，6P<0．05

Fig．2 The expression of ALP in each group．

Compared with group A，‘P<0．05；compared with group B and

group C．4P<0．05：compared with group B，6P<0．05．

2．3实时荧光定量PCR检测

培养3 d，A、B、C、D组RUNX2基因相对表达量

分别为l、3．82 4-0．126、7．556 4-0。221、9．821±

0．286，Osterix基因相对表达量分别为1．856 4-

0．062、2．965±0．286、4．057 4-0．297；培养7 d，A、

B、C、D组RUNX2基因相对表达量分别为1、4．05l

±0．132、8．982 4-0．245、11．1 15 4-0．30l，Osterix基

因相对表达量分别为1、2．259 4-0．062、3．688±

0．286、5．101±0．27。B、C、D组RUNX2与Osterix

相对表达量均高于A组，D组RUNX2与Osterix相

对表达量高于B、C组，C组RUNX2与Osterix相对

豳

巧

殉

”

旧

，

O
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A组

B组

C组

D组

时间(天)

图4各组细胞Osterix mRNA相对表达量

与A组相比，‘P<0．05；与B组及C组相比，4P<0．05；与B组

相比，6P<0．05

Fig．4 The mRNA expression of Osterix detected

with qPCR．

Compared with group A，’P<0．05；compared with group B and

group C，。P<0．05；compared with group B，6P<0．05

2．4 ELISA检测

细胞培养24 h后取各组细胞ELISA法检测

HIF-1仅蛋白表达。结果显示A组与C组几乎未能

检测到HIF．1 Ot蛋白，与A组相比，B组与D组能明

显上调HIF一1 0【蛋白表达(P<0．001)；B组与D组

HIF一1仅蛋白表达量相当，无明显统计学差异(P>

0．05)。

3 讨论

OGP是最初从血清中分离得到的14肽，以微

摩尔浓度存在于血清中的内源性多肽㈡16 3。已经有

1 383
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大量的体外研究证实其能促进成骨系细胞(包括间

充质干细胞)增殖、成骨分化一’4·”J。且其能通过静

脉给药促进骨组织修复或者是与各种支架材料复合

后增强生物材料的骨诱导性能阳’7’"．18】，在骨组织工

程研究显示出良好的应用前景。但是目前关于

OGP促进成骨系细胞成骨分化的最适浓度是有争

议的。Fei’”o等人及卞泗善114 o等人研究发现10。9

mol／L的OGP促进间充质干细胞成骨分化作用最

强；Lif 4。等人研究表明10“mol／L的OGP能明显促

进大鼠BMSCs成骨分化；刘俊丽‘”1等人研究发现

10“2 mol／L的OGP促进小鼠成骨系细胞MC3T3一

E1活性最强。我们在前期研究中发现处于10一1

mol／L与10‘7 mol／L之间浓度的OGP均能促进间

充质干细胞成骨分化，但是10。9 mol／L OGP具有最

强的促成骨活性。综合其他研究及我们前期研究，

所以我们在实验中选择10。9 mol／L作为OGP实验

浓度。

细胞低氧反应由低氧诱导因子(hypoxia

induciblefactor，HIF)介导，HIF是一个由仅和B亚

基组成的异源二聚体，HIF．B是结构亚基，在细胞内

维持在恒定水平持续表达。HIF．Ot由HIF．1d和

HIF一2ct组成。HIF一3也已经被证实，但目前研究较

少。HIF—l仪在机体组织内普遍表达，而HIF．2et仅

在特定组织中表达L20]。OL亚基是功能亚基，对氧分

压改变极为敏感，其本身半衰期仅为5分钟，在常氧

条件下迅速被降解，因此常氧条件下细胞内很难检

测出‘2⋯。我们实验中对照组与单纯OGP组也几乎

未能检测HIF一1d，而在1％低氧组与1％低氧+OGP

组HIF一1仅表达明显上调，两组之间表达并无明显差

异。到越来越多的研究表明低氧在间充质干细胞成

骨分化中发挥重要调控作用，但是有关低氧对细胞

成骨分化是促进还是抑制目前是有分歧的。Ma。221
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等人研究表明2％低氧环境抑制大鼠成骨细胞的成

骨分化；Tsang【2副等人研究也表明2％低氧环境抑制

人脐带干细胞的成骨分化；Fotia。241等人研究表明

2％低氧环境能明显促进人脂肪间充质干细胞的成

骨分化；Hsu【2纠等人研究表明1％O：抑制人骨髓间

充质干细胞成骨分化，而Ding¨驯等人研究证实1％

O，在成骨分化起始阶段能促进大鼠骨髓间充质干

细胞成骨分化。我们的研究表明1％低氧环境能明

显上调BMSCs的ALP、RUNX2、Osterix等成骨标志

性基因的表达，促进其成骨分化。我们推测出现以

上差异结果可能有以下几点：不同的低氧浓度可能

有不同作用；不同来源的干细胞可能对低氧有不同

的反应；低氧环境作用于细胞成骨分化不同的时间

段可能导致结果不同。但这需要我们下一步实验进

行验证。

同时我们的研究也表明相比单纯OGP组而言，

1％低氧联合OGP组的ALP、RUNX2及Ostefix表达

明显上调，表明1％低氧与OGP对于BMSCs的成骨

分化具有协同效应。目前关于低氧与OGP促进

BMSCs成骨分化的机制不甚明确。有研究表明"1

OGP可能是通过激活Rho／ROCK信号通路，改变细

胞骨架蛋白而促进干细胞成骨分化；Walker悼钊等人

研究表明1％低氧培养是通过激活Rho／ROCK通路

而促进肺动脉平滑肌细胞迁移与增殖；ChoiL2刊等人

研究也发现1％低氧环境培养通过上调激活Rho／

ROCK信号通路而促进胎盘来源问充质干细胞迁

移。我们推测1％低氧与OGP促进BMSCs成骨分

化的协同效应有可能是通过激活Rho／ROCK信号

通路实现，这个需要我们进一步的实验进行验证。

综上，本研究通过检测1％O：对OGP诱导的

BMSCs成骨分化的影响，发现1％O，能明显增强

OGP诱导的BMSCs成骨分化。虽然我们初步低氧

培养对BMSCs成骨分化的促进作用，但下一步还需

要对低氧及OGP对BMSCs成骨分化相关分子机制

进一步研究。
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