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摘要：目的观察去卵巢骨质疏松大鼠颌骨及股骨来源的骨髓间充质干细胞增殖及成骨分化能力的差异。方法 雌性SD

大鼠双侧卵巢切除建立骨质疏松模型。培养正常和骨质疏松状态下大鼠颌骨及股骨来源的骨髓间充质干细胞。观察细胞形

态，进行MTT和CCK一8实验比较四组干细胞的增殖能力。制备四组干细胞膜片与TCP复合进行大网膜移植，术后6w行组织

学观察。结果去卵巢组BMSCs在同等时间条件下与未去卵巢组比较，初期增殖速度无显著性差异，3 d后增殖速度则慢于

健康组(P<0．05)。颌骨和股骨BMSCs在健康骨质环境下，细胞的OD值各时间段均未出现统计学差异；骨质疏松状态下颌

骨来源BMSCs后期的增殖能力明显优于股骨来源的BMSCs(P<0．05)；四种膜片的大网膜移植结果显示体内移植6w后在的

TCP诱导下均可形成不均质的矿化物沉积和纤维样组织穿通，似牙周膜／牙骨质复合体样结构；去卵巢组和未去卵巢组颌骨来

源BMSCs组较同等条件下股骨来源BMSCs再生矿化物能力强，牙骨质／牙周膜样复合体的形成更满意。结论 骨质疏松对

BMSCs的增殖和分化可能存在着部位因素影响且具有一定的时间依赖性。
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Abstract：Objective To observe the proliferative capacity and osteogenic differentiation of the bone marrow mesenchymal stem

cells from the mandible and the femur of ovariectomized rats．Methods The osteoporotic model was established in female SD rats

by ovariectomy．BMSCs were extracted from the mandible(mBMSCs)and the femur(fBMSCs)．Cell morphology was observed．

MTT and CCK一8 tests were performed to evaluate the cell proliferative capacity．Four kinds of cell sheets were fabricated and

transplanted into the greater omentum with TCP block for 6 weeks to evaluate the 0steogenic capacity．Result BMSCs from the

osteoporotic rats showed the lower growth tendency along with the culture duration compared to the healthy controls．The OD values

from the mBMSCs showed the higher proliferative capacity compared to that of the fBMSCs in osteoporotic and healthy group(P<

0．05)．In vivo transplantation results of the cell sheets fabricated by the four kinds of cells also showed that the cell sheet of

mBMSCs could regenerate more periodontium／cemtum—like structure compared to the cell sheet of fBMSCs and cell sheets of

osteoporotic group．Conclusion Osteoporosis could down—regulate the biological activity of BMSCs with time—and location—

dependence．
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骨质疏松具有较高的发病率，尤其是女性绝经

后因雌激素的缺乏可导致每年骨量丢失达到3％～

5％，严重影响中老年女性患者的生活。骨质结构和
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功能的变化是骨髓干细胞生物学活性变化的结果。

骨髓问充质干细胞(bone．marrow mesenchymal stem

cells，BMSCs)是目前研究较多的成体干细胞之一，

在适宜的诱导下具有向骨、软骨、脂肪、神经等多向

分化潜能，也是组织工程中较理想的种子细胞’1‘2 o。

大量资料提示雌性大鼠去除卵巢后机体雌激素

和骨密度将迅速下降，在短时间内极好地模拟绝经

后骨质疏松症(osteoporosis postmenopausal，OPM)的

病理生理变化，是较为理想的动物观察模型。31；有

学者发现骨质疏松对颌骨的影响在程度和时效上均

弱于全身其他骨骼Ho，这种差异是否也表现在干细

胞的生物学活性尚不确切。本实验通过构建骨质疏

松模型进行颌骨和股骨来源的BMSCs增殖和成骨

分化能力的比较研究，旨在观察骨质疏松对不同部

位骨髓基质干细胞增殖和成骨分化的影响。

1材料和方法

1．1实验动物和材料

1．1．1 实验动物：健康雌性未孕SD大鼠40只(购

于第四军医大学动物中心)，18 w龄，体质量

(160．12±7．12)g，同等条件下分笼适应性饲养1 W

后，随机分为对照组及实验组。实验过程严格遵照

第四军医大学动物伦理委员会准则。

1．1．2实验试剂及仪器：DMEM培养基(Gibco，美

国)；胎牛血清(杭州四季青生物工程有限公司)；地

塞米松(Sigma，美国)；L-谷氨酰胺(Gibco，美国)；

抗坏血酸(Sigma，美国)；0．25％胰蛋白酶(Amresco，

美国)；青、链霉素(Gibco，美国)；CCK-8检测试剂

盒(博士德生物工程有限公司，武汉)。

超净工作台(苏州SW．CJ一1SD)；酶联免疫检测

仪(南京华东DG5032)；二氧化碳恒温孵箱(Forma，

美国)；离心机(Kubota，日本)；六孔培养板(Nunc公

司，美国)；96孔培养板(Nunc公司，美国)；倒置相

差显微镜及照相系统((Olympus，日本)。

1．2实验方法

1．2．1 去卵巢骨质疏松大鼠模型的建立：清洁级

SD大鼠20只，经2％戊巴比妥钠麻醉腹腔注射麻

醉生效后，消毒铺巾，自背部切开，完整摘除双侧卵

巢，关闭术区。术后定量喂食，自由饮水，饲养温

度20～25℃，相对湿度为40％～70％。

1．2．2实验分组：16只未去卵巢大鼠和术后10 W

建模成功的16只去卵巢大鼠分成4组各8只分别

用于提取原代颌骨及股骨骨髓间充质干细胞。4只

未去卵巢大鼠用于体内实验。
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1．2．3大鼠骨髓基质细胞的分离及培养：采用全骨

髓贴壁法分别培养去卵巢大鼠和健康大鼠的颌骨骨

髓基质干细胞(mBMSCs)和股骨骨髓基质干细胞

(fBMSCs)。大鼠处死后即刻浸泡于75％乙醇中10

min，于超净工作台下剥离下颌骨，拔出牙齿，暴露骨

髓腔；切取双侧股骨，清理骨表面组织，去除股骨两

端，露出骨髓腔，用DMEM培养基经2 mL注射器反

复冲洗骨髓腔，转移冲洗液至离心管中，1000 r／min

离心5 min，弃上清，重复离心2次，用含10％胎牛

血清的DMEM培养基轻轻吹打制备单细胞悬液，并

接种于60 mm2培养皿中，标记，于37℃，5％CO，

孵箱培养48 h，贴壁细胞即为BMSCs，原代细胞铺

满瓶底约85％时即常规传代培养。

1．2．4骨髓基质干细胞增殖能力

1．2．4．1 CCK．8实验：调整四组第二代细胞以每孔

100¨L，2 X 103个／：fL密度接种于96孔板，各组分别

于接种后第1、3、5、7d加人CCK一8溶液10¨L／孔，

孵育4 h后酶标仪测定450 nm处吸光度。操作严

格按照CCK．8试剂盒的步骤说明进行。

1．2．4．2 MTT分析：将四组干细胞分别以2 X 103／

孔的密度接种于96孔培养板，按0．2 mL／孑L加入培

养液，37cC下5％CO，孵箱中连续培养7d，隔日换

液。连续6 d每组每日定时测量6个孔，加入20斗L

5 mg／mL的MTT液，继续孵养4 h。去除孑L内培养

液上清液，每检测孔加入150斗L的DMSO，低速震

荡10 min，确保结晶物充分融解。酶联检测仪测量

490 nm波长处各孔吸光度(OD)，分别以时间为横

坐标，吸光值为纵坐标绘制生长曲线。

1．2．5骨髓基质干细胞膜片的制备与体内移植

1．2．5．1 体内异位移植实验：将增殖状态良好的第

3代BMSCs胰酶消化5 min，调整细胞悬液密度，以

5 X 105个数量分别均匀接种于直径90 mm培养皿，

加入10 mL DMEM培养液(含10％FBS、50 txg／mL

抗坏血酸)，隔日换液，连续孵育10 d后培养皿出现

底部贴合紧密，边缘微卷的乳白色膜样物质，此即为

成熟的BMSCs单层细胞膜片。

1．2．5．2体内异位移植实验：A网膜下移植：4只

SD大鼠经2％苯巴比妥钠麻醉，固定、腹部脱毛、消

毒铺巾，腹部横切口暴露大网膜，于网膜中份分离两

层网膜制备移植囊，分别将4种于细胞膜片与TCP

复合置于植床内，适度内折固定，复位网膜，关闭创

口。B组织学评价：观察6 w处死动物，完整切取移

植物，10％福尔马林固定，冲洗，脱钙，系列脱水、石

蜡包埋、切片，HE染色，光镜观察。
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1．3统计学处理

采用SPSSl3．0软件对实验数据进行统计分析，

进行单因素方差分析。

2 结果

2．1去卵巢骨质疏松大鼠模型

本组20只去卵巢大鼠因4只出现手术并发症

先后死亡，其余16只大鼠在去卵巢后体质量2w内

平均增加37+8．19，术后8w时经股骨骨密度检测

显示BMD平均降低了97％，证实了模型的建立。

2．2 BMSCs形态学观察

本实验健康及骨质疏松状态下原代BMSCs均

贴壁迅速，二者贴壁速度及形态学特征均未见显著

性差异。4组细胞接种6 d后倒置相差显微镜下均

分布较为均匀，贴壁细胞形态呈多样化，以纺锤形为

主，短梭形、多角形、星形等均可察见。8d后可见梭

形细胞呈漩祸状集落生长，其间散在少许圆形细胞，

集落间呈现融合趋势。颌骨和股骨BMSCs间以及

健康与骨质疏松状态下BMSCs间细胞贴壁及增殖

速度未见明显差异，传代后4类细胞均生长均匀，胞

体明显增加，倾于均一的长梭形。

2．3 4种骨髓基质干细胞增殖情况

采用CCK一8法检测OD值，比较不同部位及全

身骨状况对BMSCs的影响，结果显示，随着培养时

间的延长，BMSCs的增殖活性呈升高趋势；骨质疏

松状态下颌骨及股骨BMSCs的增殖速度初期与健

康状态下的细胞无显著性差异(P>0．05)，3d后增

殖速度则逐渐缓慢于健康组(P<0．05)；健康组颌

骨和股骨不同部位间两种BMSCs的OD值比较无

统计学差异(P>0．05)，骨质疏松状态下颌骨来源

BMSCs后期的增殖能力明显优于股骨来源的

BMSCS(P<0．05)。见图1。

2．4 MTT分析

4组细胞不同时间段的单因素方差分析结果显

示，去卵巢组在同等时间条件下与未去卵巢组比较，

1 d时总体均数差异无显著统计学意义，2d后各时段

均数差异具有显著统计学意义(P<0．05)。由此

可见，骨质疏松对BMSCs的增殖的影响具有时间依

赖性。颌骨和股骨BMSCs在健康骨质环境下，细胞

的OD值各时间段均未出现统计学差异，骨质疏松

状态下颌骨的增殖速度初期与股骨BMSCs无显著

性差异(P>0．05)，48h后增殖速度则逐渐快于对照

组(P<0．05)；提示骨质疏松对BMSCs的增殖可能

存在着部位因素影响。见表1。

表1 不同部位及骨质状况培养的BMSCs的吸光度(OD)值

Table 1 Optical density of cuhured BMSCs in different location and bone condition

注：去卵巢组内比较，8 P<0．05；去卵巢股骨BMSCs与未去卵巢股骨BMSCs比较，6 P<0．05；去卵巢颌骨BMSCs与未去卵巢颌骨BMSCs

比较，。P<0．05；未去卵巢股骨BMSCs与去卵巢颌骨BMSCs比较，。P<0．05

2．5不同来源BMSCs细胞膜片的性能

4类细胞采用低密度接种法均能获取骨髓基质

干细胞膜片，膜片的成熟时间为7～10 d，去卵巢组

BMSCs的成膜及成熟时间略慢于未去卵巢组。动

态观察显示，从成骨诱导第三天开始就能观察到细

胞外基质的沉积，相对而言未去卵巢组BMSCs基质

分泌量及分布较骨髓基质于细胞更为迅速、均匀，后

期镜下观察未见显著差异。4种膜片随孵育时间增

长，细胞外基质大量分泌，细胞极性化排列更为整齐

紧密、胞体更丰满，细胞的梭形外形变得相对圆润，

细胞突起伸展自然且完整，细胞间有序地连接，细胞

复层化趋势更为明显。成熟的膜片厚度上未见明显

差异，剥离后均能迅速收缩。

4种膜片的大网膜移植结果，显示体内移植6w

后，在TCP诱导下均可形成不均质的矿化物沉积和

纤维样组织穿通，似牙周膜／牙骨质复合体样结构；

去卵巢组BMSCs膜片组再生的纤维束更为粗大，走

形不一致，仅见少量的矿化物质的生成，颌骨来源

BMSCs组较股骨来源BMSCs再生矿化物能力强；未

去卵巢组颌骨来源BMSCs组较股骨来源BMSCs组

纤维穿通性更明显，表面矿化沉积更均衡，有满意的

牙骨质／牙周膜样复合体的形成(见图2)。

万方数据
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图1不同部位及骨质状况对BMSCs增殖能力的影响

Fig．1 The effect different location and bone condition on the proliferation of cultured BMSCs

一一
?|然一
3 讨论

骨质疏松是一种以骨量减少为特征的骨代谢性

疾病，其发病因素众多，各种诱因导致的病理归宿均

为骨组织成骨能力弱于破骨能力、骨微结构破坏、骨

量丢失、骨强度下降，增加患者骨折的风险¨。。。骨

组织的健康是骨形成与骨吸收之间动态平衡的结

果，成骨细胞和破骨细胞的生物学活性及状态直接

影响着骨组织的转归。骨髓间充质干细胞广泛存在

于全身骨髓组织和松质骨内，作为成骨细胞的前体

细胞，具有成骨、成脂、成软骨等多向分化能力，对于

调控骨吸收和骨形成的相对平衡起着至关重要作

用¨‘91。随着现代分子生物学技术的深入运用，大

量资料证明BMSCs的异常表现与骨质疏松症的发
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病密切相关。干细胞的生物学活性极大程度上受骨

髓局部微环境的调控，机体激素水平、营养状况以及

局部应力和炎症变化等因素均可使微环境中细胞因

子发生改变，继而通过调节成骨细胞的生存时间及

状态来适应内环境的变化，当BMSCs的功能异常导

致骨吸收．骨形成的偶联失调时将导致骨质疏松的

发生。⋯川。对OPM的BMSCs生物学状态的研究尚

存争议，有学者发现OPM患者BMSCs对成骨诱导

分化的敏感性和钙沉积程度均明显下降；也有学者

观察到OPM患者因雌激素缺乏，BMSCs的多向分

化和增殖能力适应性增强以满足骨吸收而代偿性地

增加骨形成，进而导致骨重建的失衡。这些研究结

果均提示在骨质疏松状态下BMSCs的生物学活性

异常，其活性对于疾病的发展及转归具有重要意义。

膜片技术通过细胞外基质的大量沉积进而有序

地将细胞连接成一种不需要外源性材料，完全由细

胞及细胞外基质组成的片状结构。膜片内这些精细

构建的复杂的信号及结构系统可以提高细胞的生物

学活性，更便于对干细胞的生长、发育及分化过程进

行全方位的调控及干预，是干细胞移植定向分化的

一个重要的研究方向。1⋯。

目前关于骨质疏松对全身骨组织和口腔骨组织

的影响是否具有差异性尚存争议，但多数数据显示

由雌激素缺乏所引起的骨质疏松对全身骨组织与颌

骨的作用是不同步的，颌骨结构在骨质疏松早期尚

无明显改变，相对滞后于全身骨组织‘1⋯。颌骨发育

于颅神经嵴源外胚间充质，具有独特的膜内成骨机

制，这些资料均提示颌骨来源的BMSCs具有BMSCs

的生物学特性，但依然可能存在着一定的部位差异

性。本组将4种细胞膜片与骨替代物的异位移植拟

观察四种BMSCs在成骨分化方面的性能差异，结果
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显示颌骨来源的BMSCs能够形成不均质的矿化物

沉积和纤维样组织穿通，再生类牙周膜／牙骨质复合

体样结构的能力较股骨来源的BMSCs相对较强，这

证实了BMSCs分化潜能的区域性，颌骨来源的

BMSCs倾向于向颌面部组织细胞分化，更有利于牙

源性组织工程的应用。在矿物质的诱导下骨质疏松

状态的股骨来源的BMSCs的成骨活性有所降低，移

植6w未见显著的矿物质沉积，仅有大量的无序的

成纤维组织的再生，但在同等骨条件下其颌骨来源

的BMSCs依然表现出一定的成骨分化能力；细胞实

验也提示健康和去卵巢骨质疏松大鼠的骨髓间充质

干细胞培养未见形态学的显著差异；但BMSCs的增

殖实验发现接种初期去卵巢骨质疏松大鼠与健康状

态下的细胞增殖速度无显著性差异，随培养时间的

延长，各类BMSCs的增殖活性均出现显著差异性，

骨质疏松状态下干细胞的活性显著弱于健康组，但

骨质疏松状态下颌骨来源的干细胞后期的增殖能力

虽然较健康组有所减弱，但明显强于股骨来源的

BMSCs，本组结果部分印证了上述研究，但这是否提

示骨质疏松状态下颌骨来源的BMSCs的生物学活

性受影响的程度相对较小，尚待进一步探讨。
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