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摘要院目的 探讨以间充质干细胞渊MSC冤与同种异体脱钙骨复合培养法构建组织工程化生物衍生骨的可行性遥方法 预

先制备同种异体脱钙骨袁取健康成人骨髓袁用单核细胞分离液分离 MSC袁间充质干细胞基础培养基原代和传代培养遥倒

置显微镜下观察细胞生物学特性袁用 FITC标记的抗 CD105 对第 3 代细胞进行流式细胞鉴定袁并与同种异体脱钙骨复

合培养 1 周后行扫描电镜观察遥结果 原代及传代培养的 MSC 增殖迅速袁第 3 代 CD105 阳性细胞占64.1%袁复合同种

异体脱钙骨培养 1 周后细胞生长状态良好袁增殖迅速袁在材料表面形成细胞层遥结论 未诱导的 MSC 是骨组织工程适宜

的种子细胞袁与同种异体脱钙骨复合可作为骨组织工程的载体遥
关键词院间充质干细胞曰脱钙骨曰组织工程曰
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Abstract: Objective Toinvestigate the feasibilityofusingdecalcifiedbonematrix loaded with mesenchymal stemcells
(MSCs)derivedfromadulthumanbonemarrowasscaffoldsforbonetissueengineering. Methods Allogenicdecalcifiedbone
matrix was prepared. MSCs were isolated fromadulthuman bone marrowwithmonocyte-separatingmediumandthen
cultured inbasicmediumofmesenchymalstemcells (MSC). Thethirdgenerationofthe culturedcellswereidentifiedby
FITC-antiCD105, seededontoallogenicdecalcifiedbonematrixfollowedbyobservationunderscanningelectronmicroscope
andinvertmicroscopeaweeklater. Results RapidproliferationofbothprimaryandsubculturedMSCswasobserved, and
CD105-positivecellsreached64.1%amongthethirdgenerationofthecells. MSCs also grewwellandproliferatedrapidly
afterbeingculturedwithdecalcifiedbonematrix. Conclusion NaiveMSCsareidealseedingcellsforbonetissueengineering,
andtheallogenicdecalcifiedbonematrixloadedwithMSCsmaybeusedasagoodscaffold.
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对由创伤尧肿瘤尧感染等引起的骨缺损袁传统治

疗采用生物材料渊自体骨尧同种异体骨尧异种骨等冤或

非生物材料渊骨水泥尧金属尧陶瓷等冤植入袁但修复效果

并不理想遥自组织工程技术成为骨缺损修复的新手段

之后袁种子细胞和生物材料成为组织工程研究的核

心遥理想的种子细胞应具有取材方便尧增殖分化能力

强的特点袁现多数学者采用成骨细胞咱1~3暂和成骨分化

的间充质干细胞渊mesenchymalstemcell, MSC冤咱4~6暂袁
前者取材不便尧机体损伤大曰后者在体外诱导成骨分

化后移植袁细胞增殖能力显著下降遥我们将未经诱导

的 MSC 与具有骨诱导和传导活性的同种异体脱钙

骨复合培养袁观察细胞在材料表面的生长增殖情况遥

1 材料与方法

1.1 同种异体脱钙骨的制备

取青壮年新鲜尸体骨袁无菌条件下去除骨膜袁-70 益
冷 冻 6 个 月 以 上袁 用 0.6 mol/L 盐 酸 在 2 益浸 泡

12~24h袁蒸馏水反复冲洗后袁冷冻干燥袁环氧乙烷气

体熏蒸灭菌袁4 益保存备用遥
1.2 MSC 的分离与培养

将 1ml 健康成人骨髓肝素化后袁用间充质干细

胞基础培养基(BioWhittaker 公司产品)稀释 2.5 倍袁
单核细胞分离液渊密度 1.077g/ml冤分离袁取白膜层袁将

分离的单核细胞按 2.0伊107/ml 密度接种至 25 ml 培

养瓶内遥加入含 10％胎牛血清(美国 BioWhittaker 公

司) 的MSCBM 培养基袁37 益尧5％CO2 条件下培养遥
4 8 h后第 1 次换液袁去除未贴壁细胞袁以后每 3~4 天

全量换液遥接种后 9 d 细胞长满瓶底袁用 0.25%胰酶

渊Sigma 公司产品冤消化分离 (37 益尧3~5min)袁按 1颐3
比例传代接种培养袁3 ~ 4 d常规全量换液袁7 d 后传代

细胞长满瓶底遥
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图 3 同种异体脱钙骨渊伊20冤 Fig.3 Allogenic decalcifiedbone matrix (伊20)
图 4 间充质干细胞复合同种异体脱钙骨培养 1 周渊伊200冤

Fig.4 MSCs seeded on allogenicdecalcified matrixfor 1 week渊伊200冤
图 5 间充质干细胞复合同种异体脱钙骨培养 1 周渊伊1000冤

Fig.5 MSCsseeded on allogenic decalcified matrixfor 1 week渊伊1000冤

图 1 培养 7 d 的成人骨髓间充质干细胞渊伊100冤
Fig.1 Mesenchymal stem cells from adultbone

marrowcultured invitro for 7 d (伊100)

图 2 第 3 代细胞 FITC- 抗
CD105 流式细胞检测结果

Fig.2 Thethird
generationof the MSCs

identified by
FITC-antiCD105

A:Control;B:Thethird
generationoftheMSCs

1.3 细胞与生物衍生骨复合培养

取同种异体脱钙骨用 Hanks 液冲洗 3 次袁培养基

浸泡 2 4 h袁将第 3 代 MSC 用 0.25％胰酶消化袁以 2.0伊
106/ml 的密度接种于脱钙骨袁37 益尧5％CO2 条件下培

养袁4~6h后换液去除未黏附细胞袁3~4d常规换液遥
1.4 细胞形态学和免疫组织化学观察

倒置显微镜观察细胞形态遥 取 第 3 代 MSC袁
0.25％胰酶消化袁离心重悬袁调整细胞浓度至 106/ml袁
与 FITC 标记的小鼠抗人 CD105渊Serotec 公司产品冤
4 益孵育 30min袁4％多聚甲醛固定袁进行流式细胞仪

分析遥MSC 与脱钙骨复合培养 1 周后袁0.25％戊二醛

固定袁丙酮梯度脱水袁乙酸异戊酯置换袁干燥喷金袁扫

描电镜观察遥
2 结果
2.1 倒置显微镜观察

骨髓 MSC 原代接种培养后 2 ~ 3 d袁显微镜下即

可见有稀疏分布的单个细胞贴壁生长袁细胞为长梭

形袁呈典型的成纤维细胞样外观袁原代培养第 5 天可

见散在分布的贴壁细胞数目增加袁形成多个细胞克

隆袁细胞形态同前袁第 9 天细胞铺满培养瓶底面(图

1)遥传代培养细胞贴壁快袁生长迅速袁7 d 长满培养瓶

底面遥细胞在 MSCBM 中传至第 8 代形态无明显变

化袁且细胞生长无接触抑制现象袁可长至 2~3 层遥
2.2 免疫细胞化学检测

第 3 代 MSC袁用 FITC 标记的 CD105 抗体进行

流式细胞仪分析袁结果示 CD105+ 细胞占 64.1％(图 2)遥
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2.3 扫描电镜观察

脱钙骨结构疏松袁孔隙大且互相交通袁呈多孔网

状结构(图 3)遥MSC 接种于脱钙骨培养 1 周后袁可见少

数细胞变圆袁为处于分裂期细胞袁多数细胞呈长梭形袁
随材料表面特征成一定方向排列遥在平坦表面袁细胞

生长致密袁形成完整细胞层遥在空隙部位袁细胞向孔

内生长袁细胞及突起交错呈网状覆盖孔隙表面 渊图

4冤遥细胞表面微绒毛丰富袁有多个细长突起袁细胞突

起交互连接呈网状渊图 5冤遥
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3 讨论

骨髓细胞分为造血细胞和间质细胞袁其中造血干

细胞为悬浮生长细胞袁MSC 为贴壁细胞袁在 MSC 增

殖分化过程中表面标志不断变化遥CD105 是 MSC 保

持未分化状态时较为特异性的表面标志咱10暂遥本实验从

骨髓中分离贴壁生长的 MSC袁以 FITC- 抗 CD105 进

行流式细胞仪分析鉴定 遥第 3 代可得到 MSC 占

64.1％的贴壁细胞袁因此用单核细胞分离液从骨髓中

分离贴壁生长的 MSC 法是一种经济尧简单尧有效的

分离方法遥本实验中分离所得的 MSC 在基础培养基

中扩增迅速袁具有很强的增殖能力袁直至第 8 代仍保

持未分化状态袁为体外操作提供了充足的时间遥
利用组织工程的方法修复骨缺损成为创伤修复

研究的热点袁理想的骨组织工程种子细胞应具有以下

特点院①取材方便袁对机体损伤小曰②体外培养增殖能

力强曰③能特异性向成骨方向分化曰④植入体内能保

持成骨活性遥既往实验研究中多数作者选用成骨细胞

为种子细胞袁其来源有三种袁骨组织尧骨膜尧骨髓遥由于

数量有限袁取材不便袁采用自体成骨细胞对机体损伤

大等原因袁在实际应用中有一定的局限性遥随着干细

胞研究的进展袁组织工程种子细胞的研究转向具有多

向分化潜能的成体干细胞袁特别是来源于自体骨髓的

MSC遥MSC 取材方便袁对机体损伤小尧易于分离尧体外

培养扩增迅速尧无免疫原性尧可在体内体外分化为多

种细胞类型遥本实验从健康成人骨髓分离的 MSC 在

基础培养基中扩增迅速袁增殖能力强遥目前骨组织工

程研究中袁多以经地塞米松尧茁甘油磷酸钠诱导分化

为成骨细胞的 MSC 为种子细胞遥但魏宽海等咱7暂的实

验发现地塞米松对体外培养的 MSC 的增殖有明显

的抑制作用袁大大降低了其增殖能力袁而 MSC 体内

分化研究发现将其注入早期囊胚袁几乎可以分化形成

所有的体细胞类型 咱8暂遥傅文玉等 咱9暂 的实验证明袁将

MSC 注射到裸鼠皮下袁可分化为骨尧软骨组织袁可见

MSC 体外扩增后移植入体内无需特殊条件仍然可以

向成骨方向分化袁具有成骨能力遥虽然 MSC 是一种

幼稚细胞袁生命周期长袁但不具有恶性肿瘤的无限增

殖能力咱9暂袁体内移植较为安全遥因此袁自体未经诱导分

化的 MSC 是骨组织工程较为理想的种子细胞遥
同种异体脱钙骨是临床常用的骨缺损填充材料袁

但作为骨组织工程种子细胞的载体仍处于探索阶段袁
其天然网状孔隙未受破坏, 仍保留原有的骨小梁尧小

梁间隙及骨内管腔系统 , 骨支架的三维结构依然存

在袁这种天然结构有利于种子细胞粘附尧生长并为细

胞外基质分泌提供充分的空间及表面积咱11暂袁本实验中

材料结构扫描电镜观察与此一致曰将 MSC 悬液接种

于脱钙骨袁1 周后细胞在材料表面形成致密细胞层袁
细胞突起交错袁表面微绒毛丰富示细胞生长状态良

好袁部分细胞呈圆形处于分裂期袁说明细胞在材料表

面增殖活跃遥同种异体脱钙骨对细胞生长不仅无抑制

作用袁而且具有良好的细胞黏附特性和组织相容性曰
且同种异体脱钙骨具有骨诱导性和骨传导性咱12暂袁复合

未经诱导的 MSC 利于其向成骨方向分化袁因此同种

异体脱钙骨复合 MSC 用于骨缺损修复具有可行性遥
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