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人骨髓间充质干细胞向成骨细胞诱导分化条件的优化研究▲ 

李 帅 吕中静 孙晋虎 

(广西医科大学12腔医学院口腔颌面外科，南宁市 530021) 

【摘要】 目的 探讨使人骨髓问充质干细胞(MSCs)向成骨细胞诱导分化的高效诱导体系。方法 按照 

不同浓度的地塞米松、B．甘油磷酸钠和维生素c分将实验为4组，并设立空白对照组，诱导人骨髓间充质干细 

胞向成骨细胞定向分化，应用碱性磷酸酶钙钴法染色检测分化的成骨细胞的成骨特性。结果 在地塞米松 

10～mol／L、3-甘油磷酸钠 10～mol／L、维生素c 3×10“mol／L时，积分光密度值最高。结论 MSCs具备较强 

的增值能力和良好的成骨特性，可为骨缺损修复技术优化提供基础。 
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【Abstract】Objective To explore efficient induction system of inducing marrow mesenchymal stem cells to 
osteoblasts．Methods Trial was divided into 4 groups according to different concentrations of vitamin C，dexametha- 

sone and 13-glycerophosphate，and the control group was set．Human marrow mesenchymal stem ceHs were induced into 

osteoblasts，then the characteristic of osteoblasts Was detected by gomori method for alkaline phosphatase(ALP)． 

Results Under the concentration of dexamethasone of 10一 mol／L，B—glycerophosphate of 10一 mol／L and vitamin C of 

3 X 10～mol／L，integrated optical density was the highest．Conclusion Mesenchymal stem ceHs poses potential 

augment capability and excellent osteogenic characteristics，which provides foundation for technique optimization of 

bone defeat fixation． 
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人骨髓 间充质干细胞 (mesenchymal stem ceHs，MSCs) 

是一种具有多向分化潜能的成体干细胞，在特定的条件下 

可以分化为成骨细胞、成软骨细胞、脂肪细胞、肌肉细胞、肌 

腱细胞等⋯，具有来源广泛、便于体外大量扩增和低免疫性 

的优点 ，是组织工程学 的种子细胞。地塞米松、p一甘油 

磷酸钠、维生素 C是常用的 MSCs定向成骨细胞分化的诱 

导剂。本研究拟结合不同浓度的地塞米松、B一甘油磷酸钠、 

维生素 C，寻找具有高效诱导 MSCs向成骨细胞分化的诱导 

体系。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 实验试剂 ：地塞米松(索莱宝公司)，3-甘 

油磷酸钠(索莱宝公司)，维生素 C(索莱宝公司)，DMEM／ 
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F12(Hycone公司)，胎牛血清(Hycone公司)，青霉素 G钠 

(大 连制 药厂 )，硫 酸链 霉 素 (大 连制 药 厂 )，Hepes 

(MBCHEM公司)，谷氨酰胺(MBCHEM公司)。 

1．2 实验方法 

1．2．1 人骨髓问充质干细胞的获取及培养 经髂后上棘 

穿刺抽取成人健康骨髓，通过密度梯度离心法 ]，将分离的 

细胞以1×10。cells／mL接种于一次性塑料培养瓶中。5％ 

CO ，37℃，饱和湿度条件下培养。48～72 h首次全量换液， 

以后每 4 d半量换液。待细胞生长至 90％融合时应用 

0．25％胰酶 +0．01％EDTA消化传代。传代培养的 Pl、P2 

代细胞以1 800 cells／~L接种于96孔板内，应用MTF法选择 

570 n／n波长测定每孔的吸光度值(A值)，并绘制生长曲 

线 。培养的第二代 MSCs生长至90％融合时备用。 

1．2．2 人骨髓间充质干细胞鉴定 ’ 取 1．2．1培养的 P2 

代细胞，应用流式细胞仪检测 CD34、CD45、CD90、CD105表 

达情况，确定为 MSCs。 

1．2．3 筛选成骨效率高的诱导体系 按不同药物浓度将 

实验分 成 4组 ，并 设立空 白对照组 (表 1)。10％ FBS的 
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DMEM／F12培养基中含有 2 x 10 cells／mL浓度加入包被 圆 

形玻片的24孔板。按每组 2孔 ，随机加入上述组别 的实验 

因素。每4 d换液，10 d后行碱性磷酸酶钙钴法染色 ，同 

法重复取样8次。同一条件下，放大400倍，每张玻片随机 

取6个视野，image—pro plus软件分析积分光密度值。 

表 1 实验组浓度 

1．3 统计学方法 数据均以 ±S表示 ，用SPSS 16．0统计 

软件验证数据是否符合正态性和方差齐性，符合时采用 

检验 ，否则采用非参数秩和检验。P<0．05时表示差异有 

统计学意义，P<0．Ol时表示差异有显著统计学意义。 

2 结 果 

2．1 倒置显微镜观察 原代接种24 h后可观察到很少量 

的细胞贴壁，大多呈圆形或椭圆形；48～72 h后少部分细胞 

贴壁 ，呈现梭形 。初次换液后，细胞生长加快 ，局部呈单克 

隆样生长(见图 1A)。细胞生长至 70％ ～90％融合时及时 

传代(见图1B)。传代培养时 MSCs贴壁速度快。绝大部分 

可在 24 h之内贴壁 ，呈现梭形。 
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A 细胞呈集落成长， B 传代时的细胞呈梭形 

部分细胞呈梭形 

图 1 MSCs的体外培养 (X100) 

2 2 生长曲线 接种后2～3 d，Pl代、P2代细胞数量均下 

降，接着在第 4～I1天细胞进入对数生长期，但是 P2代细 

胞较 P1代细胞生长速度稍快，后进入平台期。见图2。 
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Pl、P2代细胞逐天生长情况 

图2 第 1代(PI)、2代(P2)的生长曲线 

2．3 人骨髓间充质干细胞表型 流式细胞仪检测表明，人 

骨髓间充质干细胞不表达 CD34、CD45，强表达 CD90、 

CD105。见图 3。 

图 3 人骨髓 间充质干细胞表型分析。红色表示阳性细胞，绿色表示阴性细胞。 

2．4 各组的积分光密度 4个诱导组碱性磷酸酶钙钻法染 

色表达均呈强阳性，但是表达程度有差异，空白对照组碱性 

磷酸酶钙钴法染色的积分光密度值最低。经统计分析，4个 

诱导组的结果与空白对照组的结果比较有显著意义(P< 

0．01，表 2)。4个诱导组的结果之间比较表明，诱导组 3诱 

导效率最高，诱导组 1、4的诱导效率较低。 

表 2 碱性磷酸酶钙钴法染色积分光密度 

非参数秩和检验结果：与第 1组比较， P<0．05；与第2组比 

较 ， P<0．05；与第 3组 比较 ， P<0．05；与第 4组 比较， P< 

0．05。 

3 讨 论 

CD105pE 

骨缺损修复一直是医学界的难题之一，往往需要借助 

植骨术来治疗 ，用于植骨的材料有 自体骨、异体骨和人工骨 

等，同时也带来了大量的问题，如对供体部位带来比较大的 

损伤、继发性的畸形、人体的排异反应等，同时提供的骨组 

织量也十分有限。MSCs具备较强的增殖能力和良好的成 

骨特性，为将来临床治疗骨缺损带来了希望。 

MSCs有多能分化特性 ，是一种在组织工程学和基因治 

疗研究 中有很好应用前景的干细胞。地塞米松 、B一甘油磷 

酸钠和维生素C是常用的诱导 MSCs向成骨细胞分化的诱 

导剂 J。地塞米松 可以显著增加人骨髓 问充质干细胞 的 

ATJP的量，而ALP能够水鹪有机磷酸酶，使细胞内的磷酸根 

浓度升高，同时钙盐沉降，从而开始钙化；B一甘油磷酸钠的 

主要作用是提供磷酸根离子，使局部磷酸根离子浓度升高， 
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提供磷离子作为AIJP作用的底物；维生素C则可调节成骨 

细胞 A 和胶原蛋白的合成 。目前，仅仅是从地塞米松 

的角度来研究对 MSCs定向成骨细胞分化的影响，而没有考 

虑 B．甘油磷酸钠和维生素 C的浓度差异在 MSCs定向成骨 

细胞分化中的影响，以及它们之间的关系。ALP是成骨细 

胞分化成熟的重要标志之一，钙钴法染色后分析所得的积 

分光密度值差异可以用来评价 MSCs向成骨细胞分化过程 

中的诱导效率。我们将地塞米松、B一甘油磷酸钠和维生素 

c组合成不同的浓度，诱导 MSCs向成骨细胞分化，寻找具 

有高效诱导MSCs向成骨细胞分化的诱导体系，以便于指导 

基础和临床应用。 

目前诱导 MSCs定向成骨细胞分化的方法有化学药物、 

细胞因子、物理刺激、转基因、中药提取液等 ，但是它们 

存在生物安全性问题，操作过程繁琐，以及对实验者和基础 

实验条件有比较高的要求。地塞米松、B一甘油磷酸钠和维 

生素 C无毒、无免疫原性、无致瘤性，生物安全性高，可直接 

应用于人体，而且价格低廉，获取广泛。本研究正是基于以 

上优点结合地塞米松、B-甘油磷酸钠和维生素 C优点，应用 

它们不同浓度组成的诱导体系，为研究结果在临床上的应 

用奠定基础。 

本研究显示，P2代 MSCs经流式细胞仪检测不表达 

CD34、CD45，强表达 CD90、CD105。由此，可以证明我们体 

外扩增的细胞是骨髓间充质干细胞。多体系成骨诱导筛选 

结果表明，诱导组 3诱导的MSCs的积分光密度值最高，而 

诱导组4诱导的MSCs的积分光密度值最低，统计分析进一 

步揭示诱导组 3的诱导效率最高。这说 明地塞米松浓度在 

10 mol／L时较地塞米松浓度为 10。。mol／L和 10 mol／L 

时诱导效率较高，Ogston等 亦发现地塞米松在这一浓度 

级别具有较高的成骨诱导效率。经分析诱导组2和诱导组 

3的诱导结果我们可以得知，B-甘油磷酸钠在 10 mol／L时 

诱导分化的效果比浓度在 10 mol／L时的效果好，这说明 

地塞米松、B一甘油磷酸钠在诱导 MSCs分化为成骨细胞过程 

中存在协同作用。因此，地塞米松 10一mol／L、B-甘油磷酸 

钠 10～mol／L、维生素 C 3×10“mol／L时，人骨髓间充质干 

细胞向成骨细胞诱导分化的效率最高。由于维生素 C是人 

体正常代谢必需的成分，而且维生素 c在 3×10 mol／L浓 

度级别也是人体组织细胞正常代谢比较合适的条件，因此 

研究中没有比较不同浓度的维生素 c对诱导效果的影响。 

虽然本研究采用的诱导体系(地塞米松、p一甘油磷酸钠和维 

生素 C)具有较高的生物安全性，并且初步筛选了MSCs的 

高效成骨诱导体系，但经其诱导分化的人骨髓间充质干细 

胞和成骨细胞有无畸形、成瘤等生物安全问题尚需进一步 

研究。 
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