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摘要 体外扩增和定向诱导成人骨髓间充质干细胞 ( M S)C 向骨细胞和软骨细胞分

化 从正常成人骨髓中分离 Ms c
,

经纯化和扩增后分别用地塞米松
、

p
一

甘油磷酸钠和

维生素 C 诱导 M S C 向成骨细胞分化 ; 用无血清培养基和转化生长因子书诱导 M sC 向

软骨细胞分化 ;诱导期间用光镜检测分化情况
,

并通过细胞化学和免疫组化方法检测

钙沉积
、

碱性磷酸酶
、

软骨细胞分泌的酸性蛋 白聚糖 以及 工和 11 型胶原表达情况
.

5
.

s x l护 个成人骨髓 M SC 在体外扩增 巧 代后可获得 7
.

5 x l0 , “
个细胞

,

扩增约 1
.

36
x

1丁倍 ;在地塞米松
、

p
一

甘油磷酸钠和维生素 c 诱导培养的第 7 天
,

光镜下可观察到少

数细胞逐渐由梭形变成多角形
,

碱性磷酸酶呈阳性
,

于培养的第 21 天 可观察到钙沉

积
,

工型胶原呈阳性反应
.

成人 M s c 在无血清培养基中和 GT F
一

俘诱导下可向软骨细

胞分化
,

阿茜蓝染色可观察到蓝染的酸性蛋 白聚糖
,

n 型胶原呈 阳性反应
.

因此
,

成

人骨髓 M S C 在体外可定向诱导分化为骨细胞和软骨细胞
.

关键词 骨髓 间充质干细胞 成骨细胞 成软骨细胞

骨髓中除造血干细胞外还含有另一类干细胞
一

间充质干细胞 ( M S C )
,

它是一群具有多 向分

化潜能的均质性细胞
,

在特定的诱导条件下可分化为多种 间充质组织细胞
,

如成骨细胞
、

成软 一

骨细胞
、

脂肪细胞
、

成肌细胞和神经细胞等上’ 〕
.

在体外长期培养 的过程 中
,

M sc 始终保持其多

向分化潜能
,

且遗传背景相当稳定
,

体内植人反应较弱
,

是一种理想 的组织工程种子细胞
.

然

而
,

人体内骨髓 中 M SC 的含量 极其稀少
,

每 1 x l护 一 1 x l护 个单个核 细胞 中大约有 1 个

M sc 图
.

组织工程 中对种子细胞 的数量要求巨大
,

如此微量的 M cs 难 以满足需要
,

因此体外纯

化和扩增 M S C 就显得尤为重要
.

动物体内实验表明
,

用全骨髓移植到骨缺损处可观察到骨和

软骨的形成 s[]
,

但这种转化具有随机性
,

且转化效率比较低
,

因此本研究拟在体外研究 M cs 的

分离
、

纯化和扩增 以及定向分化 为骨细胞和软骨细胞 的条件
,

为 M S C 的临床应用提供理论依

据
、

技术方法和丰富的种子细胞
.
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1 材料与方法

1
.

l h侣C 的分离
、

纯化和扩增培养

成人肋骨来源于非血液系统疾病的胸外科手术中摘取的肋骨
.

无菌条件下挤出骨髓
,

加

人 20 rnL 含 10 % 胎牛血清的 D M E M ( GI B Co) 培养液 中充分混合
,

15 00 r/ m in 离心 5 而
n

.

弃上清

及脂肪层后
,

加人 s mL 完全培养基 (含 10 % 胎牛血清的 D M E M )
,

充分混匀后
,

将骨髓液轻轻叠

加到密度为 1
.

m 3 的几祀oll 分离液上
,

巧oo r/ 面
n
离心 20 而

n ,

取白细胞膜层以上的部分
,

加人

M es en cu h 培养基 ( Semt Cell oC
.

)充分混匀
,

离心洗涤备用
.

按 l x l护/ mL 密度接种 M s c 于 eM
, ,cn ult 培养基中

,

放置于 37 ℃
,

5 % c q
,

饱和湿度的孵

箱内培养
.

培养 3 d 后
,

更换培养基
,

弃掉未粘附的细胞
.

以后每 4 d 换液一次
.

细胞达到

so % 融合单层后胰酶消化
,

将细胞重新悬浮并继续扩增培养
.

1
.

2 体外诱导 N侣C 向骨细胞分化

将体外扩增不同代数的 M sC 按 3 x l护 / mL 浓度接种 于事先放置有消毒盖玻片的六孔板

内制备细胞爬片
,

培养液为含 15 % 胎牛血清的低糖 D M E M
.

接种 24 h 后
,

更换培养液并加人

or
一 7

mmO
F L 地塞米松

,

10 昭mL 日
一

甘油磷酸钠 (俘
一

GP )和 50 拼g/ mL 维生素 C
,

同样条件下继续

培养
,

每 3 一 4 d 用含新鲜的塞米松
、

p
一

GP 和维生素 C 的低糖 MD E M 换液
.

1
.

3 体外诱导 N侣C 向软骨细胞分化

无血清软骨培养液组成成份为
:
高糖 DME M ( GI B Co )

,

胰岛素 6
.

25 “ g/ mL
,

转铁蛋 白 6
.

25

拜岁毗
,

牛血清白蛋白 1
.

25 拜g/ mL
,

丙酮酸钠 I n朋 o F L
,

亚油酸 5
.

35 解mL
,

维生素 C 50 拌岁

mL
,

地塞米松 10
“ 7 m心L

.

用 以上培养液代替 M es en c ul t 培养基
,

并调整细胞浓度为 4 x l护 /

mIJ
,

转移 l mL 细胞悬液于 巧 mL 离心管内
,

5 00 9 低速离心 巧 m in
,

使细胞形成微团
,

加人 or

恻妙 GTF
一

区PE oPR TE C H 公司 )
,

放置于 37 ℃
,

5 % C仇 的孵箱内培养
,

每 2 一 3 d 用上述培养

基加新鲜的 T GF
一

日换液
.

1
.

4 细胞染色

碱性磷酸酶 ( A x P )染色采用钙
一

钻显示法闭
.

钙沉积的检测采用 v on osK
s 。
方法闻

.

用阿

茜蓝染色显示软骨细胞分泌的酸性蛋白聚糖
,

具体步骤是将聚集诱导软骨培养 18 和 lZ d 的

细胞团经冰冻切片机切成厚度为 5 娜 的切片
,

甲醇 4℃ 固定 10 而
n ,

切片用去离子水洗 3 次

后
,

浸于 10 % 的阿茜蓝 (溶于 0
.

1 m o l / L CH )I 中室温过夜
.

P B S 洗 3 次后光镜下观察蓝染的酸

性蛋白聚糖
.

1
.

5 免疫组织化学显示 I
,

n 型胶原

参照 iH s

ost at i n…r M 一

sP 试剂盒 (中山公司 )操作方法进行
.

1
.

6 统计学处理

实验数据采用 t 检验进行统计学处理
.

2 结果

2
.

1 M S C 的分离
、

纯化
、

扩增

用密度为 1
.

07 3 的 eP o oll 分离液分离骨髓 M SC 细胞
,

以 l x l护 / tnL 密度接种于含 7
rnL

eM
s en cu lt 培养基的 25 e m Z塑料培养瓶 中培养

,

残 留的各种类型的血细胞在培养的第 3 天通过
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全量换液而逐渐除去
.

此时贴壁生长的M S C 呈单个分散存在或形成只有几个细胞的克隆
,

细

胞形态均一
,

呈长梭形 (图 1 ( a) )
.

贴壁的 M S C增殖迅速
,

培养 14 d 左右每个克隆就包含了约

100 个细胞
,

培养至 21 一 23 d 细胞生长达 80 % 一
90 % 融合单层

,

每个克隆约数百至数千个细胞

(图 1 ( b) )
.

融合单层的 M S C 用胰酶消化后可获得 5
.

5 x l护 个 M S C
,

将这些细胞扩增培养后
,

形态与原代细胞相似
,

传代细胞一般生长 7 一 or d 达融合单层
,

可继续传代扩增
.

图 l 原代 M S C 形态

(
。

) 生长 3 d的 MS C ; ( b ) 生长 Z l d 的 MS C

2
.

2 M S C 向骨细胞转化过程中的形态变化

M sc 在地塞米松
、

日
一

GP 和维生素 c 诱导下
,

在培养的第 7 天可观察到少许 M sc 细胞逐渐

由梭形变成多角形 (图 2 ( a) )
,

随着诱导时间的延长
,

多角形 的细胞增多并 聚集成团
,

培养 lZ d

后
,

可观察到较大的细胞结节 (图 2 ( b) )
.

图 2 光镜下观察骨诱导过程中细胞形态的变化

(a) 诱导 7 d 时镜下可观察到少数的多角形细胞 ; ( b) 诱导 lZ d 时多角细胞增多并聚集成团

2
.

3 细胞染色结果

在 M SC 向骨细胞分化培养体系中
,

用钙
一

钻法检测碱性磷酸酶的表达情况
.

在诱导培养

的第 7 天
,

可观察到碱性磷酸酶呈弱阳性反应
,

阳性细胞呈褐至黑色
,

诱导 的第 14 天
,

碱性磷

酸酶呈强阳性反应 (图版 L 1 )
.

在 M SC 向骨细胞分化培养体系中
,

用 V on oK
s sa 方法检测了 lZ d 时钙沉积 的情况

.

镜下

观察到 V o n

oK
s
sa 强阳性为较大的黑色结节

,

成骨细胞因包埋在钙化基质中而见不到清晰的细
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胞轮廓 (图版 工
一

2 )
.

2
.

4 免疫组化检测 I 型胶原表达

分泌 I 型胶原是骨细胞的特征之一
,

在 M SC 向骨细胞分化培养体系中
,

我们检测 了 I 型

胶原表达
,

诱导培养 lZ d 后在结节周围检测到呈黄褐色的 工型胶原 (图版 n
一

1 )
.

2
.

5 地塞米松及 T G f
.

肠对细胞聚集培养的影响

体外诱导 M sC 向软骨细胞分化的培养体系中
,

当细胞聚集培养 24 h 后
,

加人地塞米松及

T G F
一

p的细胞团与管壁分离
,

并可在试管中持续生长达 50 d
.

培养第 18 天
,

切片经阿茜蓝染色

可观察到蓝染的酸性蛋白聚糖
,

主要分布在切片的周边
,

在软骨细胞周围也可见到少许蓝染的

蛋白聚糖 (图版 n
一

2)
,

且型胶原弱阳性
,

分布于软骨细胞切片的周边
.

培养第 21 天
,

fl 型胶原

呈强阳性 (图版 n
一

3 )
.

未加地塞米松和 1℃ F
一

p 的细胞 团始终粘附于管壁
,

在 培养过程中逐渐

减小
,

培养 14 d 后细胞团消失
.

2
.

6 不同扩增代数的骨髓 M S C 的分化潜能

我们比较了扩增的第 1
,

5
,

or
,

巧 代 M S C 向骨细胞和软骨细胞分化情况
,

并检测了钙沉积
、

碱性磷酸酶以及 I
、

且型胶原表达情况
,

这几项指标的检测结果均为阳性 (结果见表 1 )
.

不同

代数的 M S C 向成骨细胞分化过程中碱性磷酸酶阳性率 (显微镜下记数 100 个 细胞中碱性磷酸

酶阳性的细胞数 )经统计学分析无显著性差异 ( 尸 > 0
.

05 )
,

其向骨细胞和软骨细胞的分化潜能

并没有随扩增代数的增加而丢失
.

表 1 不同扩增代数邓 C定向分化为成骨和软骨的能力 a)

碱性磷酸酶阳性率 / %

细胞代数
钙沉积

2 1 d

I 型胶原

Z l d

n 型胶原

2 1 d

十 +

十 +

+ +

+ + + + + +

. . . . . . . . . . . 口 . . . .

n丹,山2673757774.252626.24
、二户JO
ùf曰

`几1旧.几

a)
+ 十 +

为染色强阳性
, 十 + 为染色阳性

3 讨论

M sC 是骨髓中的一类干细胞
,

因其取材方便
、

具有多向分化潜能
、

体内植入后反应较弱等

优点正逐渐受到学者们的广泛关注
.

M S C 可以为骨
、

软骨
、

肺
、

脑组织等的修复和重建提供细

胞来源阁
.

从退行性关节炎患者骨髓中分离 M s c
,

在体外扩增后
,

直接注射到关节腔内
,

可形

成新的关节面
,

局部直接注射促进外科膝盖软骨切 口 的修复
,

M sC 还可植人愈合不 良的骨伤

口
,

以增加修复困
.

然而
,

骨髓中微量的 M sc 难以满足组织工程的需要
.

在我们的实验中
,

对

一 sM c 的分离和培养是基于 irF den s o i。 等的方法川并进行了一定的改进
,

即首先用密度为 1
.

073
的 eP o ol l 分离液分离细胞

,

根据 M S C贴壁生长 的特性除去未粘附的细胞
,

同时采用 M S C 的专

用培养基 M

~
c ul t 对 M S C进行进一步的纯化和扩增

.

M es en cu h 培养基具有促进 M S C 增殖并

抑制其分化的作用
,

通过传代培养后 M S C 的纯度可高达 95 %
,

在我们的实验中
,

培养的 M S C

共传 巧 代
,

由 5
.

5 又 1护个 M S C 最后获得了 7
.

5 x 101
2
个 M S C

,

扩增约 1
.

36 x l坟倍
.

尤其值得
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注意的是其向软骨细胞和骨细胞分化的潜能并没有随扩增代数的增加而丢失
,

这一发现将会

大大推进 M S C 的临床应用
.

通过体内一些观察表 明
,

M s c 具有向软骨细胞 和骨细胞分化 的潜能工
5〕

.

然而体内环境 的

复杂性限制 了我们研究影 响 M S C增殖分化的因素
.

在体外分离和扩增 M S C 以及诱导 M S C 定

向分化可帮助我们理解人 M SC 增殖分化相关的机制
.

鸟类 以及胚胎哺乳动物 M SC 及细胞系

体外诱导分化为软骨细胞的模式 已经用于探索软骨发生的机制
.

因此
,

我们在体外建立了成

人 M S C 定向分化为软骨细胞和骨细胞的模式
.

在 M S C 向骨细胞分化过程 中
,

我们发现地塞米

松
、

p
一

GP 和维生素 C 是极其重要的诱导剂
,

诱导第 7 天就可观察到梭形 M SC 形态发生改变
,

并

且碱性磷酸酶呈阳性反应
,

随着诱导时间的延长
,

多角形细胞逐渐增多并聚集成 团
,

碱性磷酸

酶呈强阳性反应 ;诱导 lZ d 后可观察 到钙沉积及碱性磷酸酶转为弱阳性现象
,

并有 工型胶原

表达
,

表明已成功诱导部分 M S C 转化为骨细胞
.

在 M S C 向成骨细胞分化过程中
,

维生素 C 的

加入认为与胶原的合成有关
,

lA l an 甲 all 等的实验证实维生素 C 具有调控碱性磷酸酶活性和蛋

白合成的作用 s1[
.

加人 p
一

GP 的 目的是为了提供骨组织在体外培养体系中发生钙沉积所需的

磷离子
.

然而
,

地塞米松在骨发生中的作用机制 目前仍不清楚
,

有研究认为地塞米松通过增强

其受体与基因组中靶序列的亲合性从而调控分化细胞 中的基因表达叫
.

地塞米松对骨细胞具

有刺激和抑制的双重效应
,

这取决于细胞所处的分化阶段 以及激素作用剂量和作用时间
.

但

另有人认为地塞米松是通过影响细胞对血清中其他调控因子的敏感性而发挥作用 的
.

血清的

成分相当复杂
,

已知的有生长激素
、

胰岛素
、

视黄醇类
、

维生素 D 3 代谢物
、

胰岛素样生长因子
、

上皮生长因子
、

成纤维生长 因子以及 GT F
一

俘等
,

这些 因子对细胞 的分化具有复杂的效应
,

而地

塞米松是否是影响细胞对血清 中这些调控因子的敏感性还需要进一步证实
.

体外成功诱导软骨的发生需要特定的无血清培养基和高密度 的细胞浓度
.

在本实验中
,

我们首先对细胞进行低速离心使其形成类似于致密的前软骨结构 的细胞团
,

高密度细胞浓度

表明在该培养体系 中细胞 间的相互作用是非 常重要 的
.

Jho sn otn 等在体外 用成年兔子骨髓

M SC 进行软骨诱导分化实验中详细阐述了体外诱导软骨分化以及维持软骨细胞表型中细胞间

相互作用的重要性仁刘
. r

r C F
一

p是人 M s c 向软骨细胞分化过程中必不可少的诱导 因子
,

胚胎期

软骨发生过程中
,

可观察到高浓度的 T G F
一

归
,

而 GT F
一

归及其家族成员也参与了成年后软骨和骨

损伤的修复过程
.

K a w a i 等在研究小 鼠胚胎细胞 系 A钧 5C 软骨发生过程 时发现
,

外源性 的

T G F
-

p可上调纤维连接蛋白和 且型胶原 rnR N A 的表达并同时下调 N
一

钙粘素
,

提示 咒F
一

日在软

骨转化过程中起关键 性的作用 〔’ ` 〕
.

在我们 的培养体系 中加 人 GT F
一

俘的作用可能是 提供了

M S C 向软骨细胞分化的胞外信号
.

根据 M S C 向不 同方 向分化需要不同的培养条件
,

我们可得 出这样 的结论
: 基础 的营养条

件
、

某些激素
、

细胞密度
、

空间结构
、

生长因子都影响着 M S C 的分化
,

诱导分化过程 中细胞 自分

泌和旁分泌产生的细胞 因子可能对维持细胞 向特定方 向分化起着重要作用
.

对这些作用机制

的深人研究和阐明
,

将最终使我们有可能定向地扩增和诱导靶细胞形成
,

从而更加有效地应用

于临床
,

为今后的细胞替代治疗和组织器官移植开辟一条新的途径
.
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杨 莉等: 成人骨髓间充质千细胞体外扩增和定向诱导分化为骨和软骨细胞的研究 图版 I

1
.

MS C 向骨细胞分化过程中碱性磷酸晦的表达
.

a ( ) 诱导7 d ;b ( ) 诱导 14d ;

2
.

Vn 0 K ~ 法细胞染色显示骨诱导l Z d 时钙沉积



杨 莉等 : 成人骨髓间充质千细胞体外扩增和定向诱导分化为骨和软骨细胞的研究 图版 n

免痰组化 S P法检测工型胶原表达` 2阿茜兰染色显示软骨细胞分泌的酸性蛋白泉枪 (蓝色为阳性 ) ;

3
.

免痰组化 S P法检测软骨细胞分泌 n型胶原的情况


