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要!本试验建立鸡胚骨髓间充质干细胞"

3M94,

#体外培养及其诱导成骨细胞方法!以探讨雌激素对
3M94

诱

导的成骨细胞的影响'以全骨髓进行体外贴壁培养(传代!取第
*

代细胞进行成骨细胞诱导培养!用倒置显微镜观

察其形态!

MPP

法测定细胞增殖率!流式细胞仪检测细胞周期率'通过碱性磷酸酶(

h<-![$D,#-

及茜素红染色等

方法进行成骨细胞鉴定'将诱导的成骨细胞分为
1

个试验组!分别添加
%&

Z8

(

%&

Z(

(
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Z/
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Z%&和
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Z%%
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+

E

Z%

浓度的
%8
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于成骨细胞诱导培养基!并设置对照组'用
MPP

法和
bcbb

法测定不同浓度
%8

'

!:

0

对诱导成骨细

胞增殖和分化的影响!判断其最有效浓度'并用该有效浓度作用于诱导培养的成骨细胞!通过流式细胞术观察该

浓度
%8

'
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0

对诱导的成骨细胞凋亡的影响'结果表明!鸡胚全骨髓贴壁培养法可获得
3M94,

!经典培养基诱导培

养获得的细胞具有成骨细胞典型的生物学特征!其
2Eb

(

F

型胶原及钙化结节染色均为强阳性'
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可促进诱导的成骨细胞增殖(分化!抑制其凋亡'经纯化处理的鸡
3M94,

可诱导成骨细胞!且雌激素可提高
3M94,

诱导的成骨细胞功能'

关键词!

3M94,

&成骨细胞&

%8

'

!:

0

&诱导$增殖&细胞凋亡&细胞周期

中图分类号!

9(*%

&

9(%)'%

!!!!

文献标志码!

2

!!!!

文章编号!

&*..!./.)

"

0&%)

#

&0!&%/8!%&

收稿日期!

0&%*!&/!0)

基金项目!国家自然科学基金"

*%080.%(

&

*&/800*)

&

*&.8%1).

#&江苏高校优势学科建设工程资助项目"

b2b5

#

作者简介!禹泽中"

%/81!

#!男!云南弥渡人!副教授!主要从事临床兽医教学和科研工作!

:!;<$=

$

/)&/&.0/&

!>>

'?#;

&王志美"

%/(1!

#!女!山东

枣庄人!硕士!主要从事畜禽骨骼生物学研究!

:!;<$=

$

%.(,N$

B

$-

L

%.(

!

%.*'?#;

'

%

为并列第一作者

"

通信作者!侯加法!教授!博士生导师!主要从事畜禽骨骼生物学研究!

:!;<$=

$

+

QN#A

!

-

+

<A'D"A'?-

722)-302#'

!

R7

!

05/,0<62),+3605

!

C

H

0

H

30*6*+5=M)<<M

;

-<)02

Z*3)08<+*3*45=>-)=8

;

UBAM*65M.6-P)57@8,

;

0*

KJHD!XN#-

L

0

%

!

O2c[HN$!;D$

%

%

!

F̂2c[9N<

%

!

]IJ $̂<!Q<

%

"

"

%./+00&

1

&+

2

%&#&'()$'

8

A&F("()&

!

B$)

R

()

1

!

1

'("40#4'$05)(6&'7(#

8

!

B$)

R

()

1

0%&&/1

!

/,()$

&

0.O4D(!

1

'("40#4'&%+"$#(+)C>&",)("$0/+00&

1

&

!

O4D(.1*%&&

!

/,()$

#

C8*3,+-3

$

P#$-SD,R$

L

<RDRNDDQQD?R#Q%8
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0

#-#,RD#C=<,R,$-"A?D"C

B

?N$?\D-C#-D;<TT#@;D,!

D-?N

B

;<=,RD;?D==,

"

3M94,

#!

RND;DRN#"#Q()6(#'+?A=RATD#Q3M94,<-"$R,$-"A?D;D-R#Q#,!

RD#C=<,R,@DTDD,R<C=$,ND"$-RN$,DV

U

DT$;D-R'4N$?\D-3M94,@DTD

U

AT$Q$D"@$RN@N#=D;<TT#@

<"NDTD-R?A=RATD<-",AC?A=RATD()6(#'+'PNDRN$T"

L

D-DT<R$#-#Q?D==,#Q3M94,@DTD,D=D?RD"Q#T

$-"A?$-

L

#,RD#C=<,R$??A=RATD'PND

L

T#@RN<-";#T

U

N#=#

LB

!

RND?D==

U

T#=$QDT<R$#-T<RD<-"RND?D==

?

B

?=D#Q#,RD#C=<,R,$-"A?D"!3M94,@DTD"DRD?RD"@$RN$-SDTRD"

U

N<,D?#-RT<,R;$?T#,?#

U

D

!

;DRN!

B

=!RN$<X#=!RDRT<X#=$A;

"

MPP

#

<-"Q=#@ ?

B

R#;DRT

B

!

TD,

U

D?R$SD=

B

'F-"A?D"!3M94,#C,RD#C=<,R,

@DTD$"D-R$Q$D"C

B

<=\<=$-D

U

N#,

U

N<RD,

"

2Eb

#!

h<-![$D,#-,R<$-$-

L

<-"2=$X<T$-TD",R<$-$-

L

!

TD!

,

U

D?R$SD=

B

'PND$-"A?D"#,RD#C=<,R,@DTD"$S$"D"$-R#1DV

U

DT$;D-R<=

L

T#A

U

,<-"?A=RATD"@$RN#,!

RD#

L

D-$?"$QQDTD-R$<RD";D"$A;?#-R<$-$-

L

"$QQDTD-R%8
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':QQD?R,#Q"$QQDTD-R?#-?D-RT<R$#-,#Q%8
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#-RND

U

T#=$QDT<R$#-<-""$QQDTD-R$<R$#-#Q$-!

"A?D"!3M94,#,RD#C=<,R,@DTD;D<,ATD"C

B

MPP<-"bcbbQ#TQ$-"$-

L

RND;#,RDQQD?R$SD?#-!

?D-RT<R$#-'PND-RN$,DQQD?R$SD?#-?D-RT<R$#-#Q%8

'

!:

0

@<,A,D"Q#T?A=RAT$-

L

$-"A?D"!3M94,#,!

RD#C=<,R,

!

<-"RND

U

DT?D-R<

L

D,#Q<

U

#

U

R#R$??D==,@DTD;D<,ATD"C

B

Q=#@?

B

R#;DRT

B

'PNDTD,A=R,

,N#@D"RN<R3M94,?#A="CD

U

AT$Q$D"@$RN@N#=D;<TT#@<"NDTD-R?A=RATD'I,RD#C=<,R,?#A="CD

$-"A?D"QT#;

U

AT$Q$D"3M94,A,$-

L

?=<,,$?"$QQDTD-R$<RD";D"$A;<-"@DTDR

BU

$?<==

B

?N<T<?RDT$,R$?

#QRND#,RD#C=<,R$?C$#=#

LB

'PND$-"A?D"!3M94,#,RD#C=<,R,

2

2Eb

!

?#==<

L

D-R

BU

D

(

<-"?<=?$Q$D"

-#"A=D,

2

,R<$-$-

L

@DTD,RT#-

L

=
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#,$R$SD?#;
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<TD"@$RN?#-RT#=
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T#A
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?#-!

?D-RT<R$#-TD

U

TD,D-RD"RND;#,R<?R$#-#Q

U

T#;#R$-

LU

T#=$QDT<R$#-<-""$QQDTD-R$<R$#-<-"$-N$C$R$-

L

<

U

#

U

R#,$,#Q$-"A?D"!3M94,#,RD#C=<,R,<;#-

L

RND#RNDT?#-?D-RT<R$#-

L

T#A

U

,'PNA,

!

$R$,,N#@-

RN<R#,RD#C=<,R,?<-CD$-"A?D"QT#;

U

AT$Q$D"?N$?\D-3M94,<-"D,RT#

L

D-?<-D-N<-?DRNDQA-?!

R$#-#Q$-"A?D"!3M94,#,RD#C<=,R,'

D)

;

90,=*

$

3M94,

&

#,RD#C=<,R,

&

%8

'
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0

&

$-"A?D;D-R

&

U

T#=$QDT<R$#-

&

<

U

#

U

R#,$,

&

?D==?

B

?=D
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骨髓间充质干细胞"

3#-D;<TT#@ ;D,D-?N

B

!

;<=,RD;?D==,

!

3M94,

#是中胚层来源的干细胞!主

要存在于全身结缔组织和器官间质中!以骨髓组织

中含量最为丰富!具有自我更新和增殖能力!在适宜

的微环境里具有多向分化潜能)

%

*

'在成年骨骼中!

3M94,

主要分化为成骨细胞和成脂细胞!成骨细胞

由
3M94,

通过骨原细胞(前成骨细胞分化而来!它

可分泌骨的有机成分!并控制骨质的矿化过程!即骨

形成'在骨骼生物学研究中!需要获取成骨细胞进

行体外试验'成骨细胞的获取有多种方法!如直接

从胚胎(幼年(成年动物或人骨组织培养!获取的成

骨细胞纯!但量少&另一种是从间充质干细胞诱导培

养!包括不同种属动物的骨髓间充质干细胞"

3M!

94,

#

)

0

*

(脂肪间充质干细胞)

*

*

(脐带间充质干细胞)

)

*

及羊膜间充质细胞)

1

*

!鸡精原干细胞)

.

*

'其中
3M!

94,

具有易获得(易培养(获得的成骨样细胞量多而

被广泛用于骨骼疾病的基础和临床应用研究'本试

验从鸡胚
3M94,

进行成骨细胞的诱导培养!建立

一种鸡胚
3M94,

简单易行的分离纯化(培养扩增

的方法'

雌激素是骨代谢重要的内分泌调节激素'研究

发现雌激素水平降低是引起骨质疏松的重要原因之

一'也有研究发现!人和动物患骨质疏松症时!其

3M94,

的成骨能力降低!导致成骨细胞生成减少!

脂肪细胞生成增多)

8

*

!并证实雌激素可能具有调节

3M94,

的增殖和分化!增强
3M94,

的成骨分化能

力)

(

*

'本试验在成功地从鸡胚获取
3M94,

进行成

骨细胞诱导培养的基础上!进行
%8

'

!:

0

对鸡胚
3M!

94,

向成骨细胞分化的影响!为深入研究蛋鸡骨质

疏松症发病机理提供理论基础'

#

!

材料与方法

#E#

!

材料

%1

日龄普通鸡胚"购自南京源创禽业#!

*8'&

f

自行孵化至
%(

日龄'

5M:M

培养基(

W

%0

培养基

和优级小牛血清"

49

#购于
[$C?#

&

E!

谷氨酰胺(青霉

素钠(硫酸链霉素(噻唑蓝"

MPP

#(胰蛋白酶(地塞

米松(

E!

抗坏血酸和
'

!

甘油磷酸钠均购于
9$

L

;<

&

34Fb

%

c3P

底物显色试剂盒购于北京天根生物技

术有限公司&其他试剂均为分析纯'

#E!

!

UBAM*

的分离培养

取
%(

日龄鸡胚
0&

枚!无菌条件下分离鸡胚双

侧胫骨!剪除骨骺端'用
5M:M

%

W

%0

培养基冲出骨

髓!充分分散细胞后!用完全培养基重悬细胞!接种

于
1&;E

培养瓶中!置于
164I

0

(

*8f

饱和湿度的

培养箱中培养'第
0

天半量换液除去非贴壁细胞'

首次换液后每
0"

全量换液
%

次'待原代细胞融合

率达
/&6

时!吸弃培养液!用无菌
b39

洗涤细胞!加

入
&'016

胰蛋白酶!

*8f

消化
%'&

"

0'&;$-

!显微

镜下观察'当细胞变圆时加
5M:M

%

W

%0

培养基终

止消化!去上清液!用完全培养基重悬细胞!以
%_

%&

1

+

;E

Z%密度传代'

#EI

!

UBAM*

的定向诱导培养

将第
*

代的细胞分成试验组和对照组!对照组

仍采用上述的培养液继续培养!试验组培养基更换

为成骨诱导培养基"地塞米松
%&

Z(

;#=

+

E

Z%

(

'

!

甘

油 磷 酸 钠
%& ;;#=

+

E

Z%

(

E!

抗 坏 血 酸
1&

#

L

+

E

Z%

#!每
0

"

*"

更换
%

次'用倒置相差显微

(/%
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0

期 禹泽中等$雌激素对鸡胚
3M94,

诱导的成骨细胞增殖(凋亡及细胞周期的影响

镜观察原代(传代及诱导细胞的生长(增殖情况及形

态特征'

%'*'%

!

诱导的成骨细胞增殖测定)

/

*

!!

将诱导的

成骨细胞以
)_%&

*个+

;E

Z%接种于
/.

孔细胞板!

每组
(

个重复!培养
0)N

后!首次吸出培养液!并用

b39

冲洗!更换无血清的
5M:M

培养液!同时加入

MPP

!孵育
)N

后!加入
5M9I

终止反应后!用酶标

仪"波长
18&-;

#测定其
I5

值'之后每
0)N

测定

%

次
I5

值'对照组"传代培养的
3M94,

#做同样的

处理'

%'*'0

!

诱导的成骨细胞周期率测定
!!

用
&'016

胰酶消化贴壁细胞!显微镜下观察!当细胞开始漂浮

时!立即用含
%&6

小牛血清的培养液终止消化'然

后进行如下操作$在室温下!以
(&&T

+

;$-

Z%离心

%&;$-

!收集细胞'用预冷
b39);E

重悬细胞
%

次!

(&&T

+

;$-

Z%离心
1;$-

!洗涤细胞'用灭菌去

离子水稀释
%&_3$-"$-

L

3AQQDT

至
%_3$-"$-

L

3AQQDT

!按每个标本
)&&

#

E

的
%_3$-"$-

L

3AQQDT

的

量配制!置于冰上备用'每份标本"

%&

1

"

%&

.细胞#

配制
2--DV$-h

标记液
%&&

#

E

"

%&

#

E%&_3$-"$-

L

3AQQDT

&

1

#

E2--DV$-h!WFP4

&

(1

#

E"$,R$==D"@<!

RDT

#'以
%&

1

"

%&

.细胞+

%&&

#

E

Z%的剂量用标记液

轻轻重悬细胞!在黑暗(室温下孵育
%1;$-

!然后再

在每份标本中加入
%&

#

EbF

"

5c2

染色剂#'每

%&&

#

E

孵育液中加入冷的
)&&

#

E%_3$-"$-

L

3AQQDT

稀释!

%1;$-

内进行流式检测'检测后通过

35

公司的
4D==GAD,R

软件进行分析处理!给出细

胞凋亡和周期结果'

%'*'*

!

诱导的成骨细胞碱性磷酸酶"

2Eb

#染色
!

!

取试验组细胞!去除瓶内的培养基!

b39

液冲洗
0

遍!

/16

酒精固定
%&;$-

后倒掉!在
*;E

反应缓冲

液中加入
%1&

#

E34Fb

和
%1&

#

Ec3P

!混匀'将

混合液加入培养瓶中!室温下摇动孵育
*&;$-

'同

样处理对照组细胞'

%'*')

!

诱导的成骨细胞钙化结节染色
!!

取试验

组细胞!去除瓶内培养基!

b39

液冲洗
0

遍!

/16

酒

精固定
%&;$-

后!蒸馏水冲洗
*

次'

&'%6

茜素红
!

PT$,!]?=

"

U

]('*

#溶液加入培养瓶中!

*8f

下反应

*&;$-

'同样处理对照组细胞'

%'*'1

!

诱导的成骨细胞
F

型胶原染色"

h<-![$D,#-

染色#

)

%&

*

!!

%&6

中性甲醛固定培养于
.

孔板诱导

成骨细胞!蒸馏水冲洗!

OD$

L

DTR

苏木素染液染色
%&

;$-

!自来水冲洗!

&'16

盐酸乙醇分化!

h<-[$D,#-

染

色!

/16

乙醇分化脱水!二甲苯透明!显微镜下观察'

%'*'.

!

%8

'

!:

0

影响诱导的成骨细胞增殖率测定

"

MPP

法#

!!

称量
%8

'

!:

0

&'08*

L

!充分溶解于
%&

;E

的无水乙醇溶液!作为
%&

Z%

;#=

+

E

Z%的
%8

'

!:

0

母液'依次梯度稀释为
%&

Z8

(

%&

Z(

(

%&

Z/

(

%&

Z%&和

%&

Z%%

;#=

+

E

Z%设为
1

个试验组!并设置对照组'

MPP

法检测其细胞活性'收集纯化后第
0

代对数

期细胞!按
)_%&

*个+ 孔Z%接种
/.

孔板!分别加入

0&&

#

E

的完全培养基!

*8'1 f

(

164I

0

培养箱培

养
0)N

'将完全培养基分别换成不同浓度的
%8

'

!:

0

以及含
%&6 49

的
5M:M

%

W

%0

培养液"阴性对

照组#!

*8'1f

(

164I

0

培养
80N

'每组
%&

个孔&

弃培养液!每孔加入
0&&

#

E

不含血清的
5M:M

%

W

%0

培养液!洗去悬浮的死细胞及杂质&每孔加入
%(&

#

E

不含血清
5M:M

%

W

%0

培养液及
0&

#

E MPP

溶

液!继续培养
)N

&每孔加入
%&&

#

E5M9I

!置摇床

低速振荡
%&;$-

'紫外光
18&-;

检测各孔的吸光

值&同时设置调零孔"无细胞孔添加培养基(

MPP

(

5M9I

#!对照孔"无
%8

'

!:

0

!

其余与各试验组条件一

致#'

%'*'8

!

%8

'

!:

0

影响诱导的成骨细胞
2Eb

活性检

测"

bcbb

法#

!!

收集纯化后第
0

代对数期成骨细

胞!按
)_%&

)

+

E

Z%接种
/.

孔板!分别加入
0&&

#

E

完全培养基!

*8'1f

(

16 4I

0

培养箱培养
0)N

&将

完全培养基分别换成上述不同浓度的
%8

'

!:

0

稀释

液以及不含
%8

'

!:

0

的培养液培养
%

(

*

(

8

及
%)"

!每

组
(

个重复&吸弃培养液!预热
b39

冲洗悬浮的死

细胞及杂质&每孔加入
1&;;#=

+

E

Z%

5:2

"二乙醇

胺!含镁离子
0&;;#=

+

E

Z%

!

U

]m%&'1

#

%&&

#

E

!

*

;;#=

+

E

Z%的
bcbb

"磷酸对硝基苯酯#及缓冲液
1&

#

E

!

*8f

孵育
*&;$-

&加入
&'0;#=

+

E

Z%氢氧化

钠!

1&

#

E

+孔Z%

!终止反应!酶标仪
)&1-;

波长测

其
I5

值'

%'*'(

!

适宜浓度
%8

'

!:

0

影响诱导的成骨细胞凋亡

的测定
!!

选择适宜浓度的
%8

'

!:

0

作用于诱导培

养成骨细胞!在平台期初期!用
&'016

胰酶消化贴

壁细胞!收集洗涤细胞后!用细胞流式仪测定成骨细

胞凋亡'

!

!

结果与分析

!E#

!

UBAM*

诱导的成骨细胞增殖与形态学变化

全骨髓法初接种的细胞密度大!但血细胞所占

比例多!细胞呈圆形!大多数悬浮'经不断换液!骨

//%
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髓中外周血及造血干细胞等非贴壁细胞大部分被去

除!

3M94,

即已经贴壁开始增殖"图
%2

#!生长良

好'增殖速度快!

1"

后多呈梭形或多角形"图
%

3

#'传代后!细胞
0)N

内完全贴壁!形态与成纤维

细胞相似!成克隆性生长!

1"

左右完全达到融合

"图
%4

#'前
1

代的细胞生长迅速!

)

"

."

传代
%

次'但是!加入成骨细胞诱导培养基后!其细胞增殖

速度减慢!

8"

时细胞形态仍以梭形和多角形为主

"图
%5

#!融合后多层生长!不出现接触抑制!继续

培养
%0"

后细胞明显变为不规则形状"图
%:

#!细

胞外基质分泌多!在
0%"

后形成明显的钙化结节

"图
%W

#'

2'

鸡胚
3M94,

细胞培养
80N

后!细胞贴壁 "

%&&_

#&

3'

鸡胚
3M94,

细胞培养
1"

后形态!可见有多角形或梭型明

显集落 "

0&&_

#&

4'

传代后的鸡胚
3M94,

细胞培养
1"

后形态!成集落样!类似成纤维细胞 "

%&&_

#&

5'

鸡胚
3M!

94,

细胞经诱导培养
8"

后!细胞形态仍以梭形和多角形为主 "

%&&_

#&

:'

鸡胚
3M94,

细胞诱导
%0"

后!呈现不规

则形状"

%&&_

#&

W'

鸡胚
3M94,

细胞经诱导培养
0%"

后!出现钙化结节"

0&&_

#

2'4N$?\D-D;CT

B

#3M94,<QRDT?A=RATD"Q#T80N

!

<"NDTD-?DR#RND@<==

"

%&&_

#&

3'PND;#T

U

N#=#

LB

#Q?N$?\D-D;CT

B

#

3M94,<QRDT$-"A?D?A=RATD"Q#T1"

!

,N#@

U

#=

B

<-

L

A=<T#T,

U

$-"=D<

UU

D<T<-?D

"

0&&_

#&

4'PND;#T

U

N#=#

LB

#Q?N$?\D-D;CT

B

#

3M94,<QRDT$-"A?$-

L

?A=RATD"Q#T%0"

!

=$\DQ$CT#C=<,R,

!

?D==?=A,RDT,?<-CD@<R?ND"

"

%&&_

#&

5'PND;#T

U

N#=#

LB

#Q?N$?\D-

D;CT

B

#3M94,<QRDT$-"A?$-

L

?A=RATD"Q#T8"

!

;<

+

#T$R

B

?D==,N#@

U

#=

B

<-

L

A=<T#T,

U

$-"=D<

UU

D<T<-?D

"

%&&_

#&

:'PND;#T!

U

N#=#

LB

#Q?N$?\D-D;CT

B

#3M94,<QRDT$-"A?$-

L

?A=RATD"Q#T%0"

!

$TTD

L

A=<T,N<

U

D,#Q?D==,#C,DTSD"

"

%&&_

#&

W'PND;#T!

U

N#=#

LB

#Q?N$?\D-D;CT

B

#3M94,<QRDT?A=RATD"Q#T0%"

!

?<=?$A;-#"A=D,<TDQ#T;D"

"

0&&_

#

图
#

!

鸡胚
UBAM*

诱导的成骨细胞形态观察

F6

1

E#

!

:.)@0,

H

.0<0

1;

020*3)08<+*3*65=>-)=8

;

-.6-P)5)@8,

;

0UBAM*

!E!

!

鸡胚
UBAM*

诱导的成骨细胞生长曲线变化

鸡胚
3M94,

生长良好!且传代细胞的生长比

原代较快!一般在接种
8

"

/"

后即可铺满
/.

孔板!

潜伏期为
0)

"

*.N

&对数增殖期约为
*

"

)"

(

8

"

("

&&0



!

0

期 禹泽中等$雌激素对鸡胚
3M94,

诱导的成骨细胞增殖(凋亡及细胞周期的影响

后进入平台期!细胞增长逐渐缓慢!曲线呈现,

9

-型

"图
0

#'诱导的成骨细胞潜伏期增长!细胞增长缓

慢!对数期不如
3M94,

细胞明显!平台期时间后移

"图
*

#'

!EI

!

UBAM*

诱导的成骨细胞细胞周期检测结果

流式细胞仪检测结果表明!鸡胚诱导的成骨细

图
!

!

鸡胚
UBAM*

细胞生长曲线图%呈(

A

)型

F6

1

E!

!

N,093.->,?)

%

ARA.+

H

)=02-.6-P)5)@8,

;

0UBAM*

胞与
3M94,

相比!

9

期细胞数诱导组为
0'&%6

!对

照组 升 高 到
%*'()6

!

[0

期 细 胞 数 诱 导 组 达

)%a&86

!而对照组则降至
%0'1&6

!提示鸡胚诱导

的成骨细胞从
9

期到
[0

期发生了抑制!其具体数

据见表
%

!细胞周期图见图
)

和
1

'

图
I

!

鸡胚
UBAM*

诱导成骨细胞生长曲线

F6

1

EI

!

N,093.->,?)020*3)08<+*3*65=>-)=8

;

-.6-P)5)@R

8,

;

0UBAM*

表
#

!

鸡胚
UBAM*

及其定向诱导的成骨细胞细胞周期比较

:+8<)#

!

:.)-0@

H

+,6*0502-)<<-

;

-<)8)39))5UBAM*+5=0*3)08<+*3*65=>-)=8

;

-.6-P)5)@8,

;

0UBAM* 6

组别

[T#A

U

[%

期细胞

bN<,D[%

9

期细胞

bN<,D9

[0

期细胞

bN<,D[0

[0

%

[%

[0

%

[%

凋亡

2

U

#

U

R#,$,

6 4h

6 4h

诱导组
F-"A?D" 1.'/0 0'&% )%'&8 0'&& %'/) 0)'.(

对照组
4#-RT#= 8*'.8 %*'() %0'1& 0'&& %'%8 /'%1

!E$

!

UBAM*

诱导的成骨细胞
CT/

染色检测结果

34Fb

%

c3P

底物显色检测发现!试验组细胞的

胞质内外均可见紫色的细小颗粒!分布不均匀"图
.

2

#'试验组细胞
2Eb

检测呈强阳性!

F;<

L

D̂

软件

统计显示!阳性细胞纯率超过
/&6

!符合试验要求'

对照组染色阴性"图
.3

#'

!E%

!

UBAM*

诱导的成骨细胞钙化结节观察结果

成骨细胞生长融合成单层!继续培养增殖细胞

则相互重叠成多层!并聚集成簇!形成多个散在的致

密灶!灶中央细胞逐渐萎缩变形!被分泌的基质包

埋!进而钙盐沉积!发生基质矿化!形成不透明区'

茜素红法染色显示!试验组细胞的胞质外可见广泛

的大片红色结节!在细胞密集区反应强烈"图
82

#!

结节的颜色深浅不一!体积相差较大!分布不均匀&

而对照组染色阴性"图
83

#'

!E&

!

UBAM*

诱导的成骨细胞
4

型胶原染色&

[+5R

N6)*05

染色'结果

培养
*

(

8

(

%)

(

0%"

诱导的成骨细胞用
h<-![$D!

,#-

染液染色!胶原生成时!胞浆呈红色!红色越深!

提示胶原越多'诱导的成骨细胞
*"

时细胞胞浆基

本不被红染"图
(2

#!诱导培养到
8"

可见胞浆被染

成淡粉红色"图
(3

#!

%)"

时!胞浆的红色进一步加

深!

0%"

时!胞浆红色更著'

!E'

!

#'

!

R7

!

对诱导的成骨细胞增殖的影响

雌激素对诱导的成骨细胞有一定的增殖作用!

且增殖作用与浓度密切相关'本试验所采用的

%8

'

!:

0

浓度为
%&

Z%%

"

%&

Z8

;#=

+

E

Z%

!随着浓度的上

升!雌激素可促进成骨细胞的增殖!其中以
%&

Z%&

(

%&

Z/

;#=

+

E

Z%时尤为明显'雌激素促进成骨细胞

的增殖也有一定的时间性!

%8

'

!:

0

作用
0"

后!试验

组的
I5

值明显高于对照组"

N

#

&'&1

!表
0

#'

!EL

!

不同浓度
#'

!

R7

!

对诱导的成骨细胞
CT/

的

影响

加入
%8

'

!:

0

的体外
3M94,

成骨诱导培养的
*

"

左右!

2Eb

的表达开始上升!随后保持增长至
8"

左右!但到
%)"

左右开始下降'其中以
%&

Z/

;#=

+

E

Z%的试验组上升最明显"表
*

#'

!EJ

!

最适浓度
#'

!

R7

!

对诱导的成骨细胞凋亡的影响

根据上述试验结果!认为本试验
%8

'

!:

0

%&

Z/

;#=

+

E

Z%值为最适宜浓度'

%&

Z/

;#=

+

E

Z%

%8

'

!:

0

作用于诱导培养的成骨细胞!

%&

"

%0"

时流式细胞

术检测结果表明!试验组凋亡的细胞为
*1'*&6

"图

%&0
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表
!

!

不同浓度的
#'

!

R7!

对诱导的成骨细胞增殖的影响&

.\L

'

:+8<)!

!

722)-3*02=622),)53#'

!

R7

!

-05-)53,+3605*05

H

,0<62),+3605020*3)08<+*3*65=>-)=8

;

UBAM*

&

.\L

'

组别%"

;#=

+

E

Z%

#

[T#A

U

成骨细胞增殖
I5

值
I5S<=AD,Q#T#,RD#C=<,R

U

T#=$QDT<R$#-

%" 0" *" )" 1" ." 8"

&

"对照组#

&'00̀ &'&&) &'00̀ &'&&* &')*̀ &'&&. &'.(̀ &'&0& &'(1̀ &'&%* %'00̀ &'&*) %'&/̀ &'&0%

%&

Z%%

&'0&̀ &'&&/ &')*̀ &'&&) &')%̀ &'&&1 &'8*̀ &'&%)

"

&'(/̀ &'&%1

"

%'0*̀ &'&&.

"

%'%0̀ &'&08

"

%&

Z%&

&'00̀ &'&&* &'))̀ &'&&*

&'8%̀ &'&%)

"

&'./̀ &'&%& &'(%̀ &'&%0 %'&0̀ &'&.% %'&(̀ &'&0*

%&

Z/

&'0&̀ &'&%% &')0̀ &'&&) &'.1̀ &'&00

"

&'(1̀ &'&%0 &'(.̀ &'&&/ &'/(̀ &'%88 %'&1̀ &'&).

%&

Z(

&'0)̀ &'&%0

&')&̀ &'&&.

"

&'8)̀ &'&)%

""

&'(0̀ &'&%1 &'(0̀ &'&*1 %'&)̀ &'&*8 %'&1̀ &'&0(

%&

Z8

&'00̀ &'&&1 &')%̀ &'&&. &'.0̀ &'&%%

"

&'()̀ &'&)) &'(*̀ &'&1% %'%0̀ &'&00 %'&.̀ &'&%1

与对照组相比!

"

'

差异显著"

N

#

&'&1

#&

""

'

差异极显著"

N

#

&'&%

#'下同

"

'N

#

&'&1

&

""

'N

#

&'&%?#;

U

<TD"@$RN?#-RT#='PND,<;D<,CD=#@

图
$

!

鸡胚
UBAM*

诱导的成骨细胞周期

F6

1

E$

!

:.)-)<<-

;

-<)020*3)08<+*3*65=>-)=8

;

-.6-P)5UBAM*

图
%

!

鸡胚
UBAM*

细胞周期图

F6

1

E%

!

:.)-)<<-

;

-<)02-.6-P)5UBAM*

2'

鸡胚
3M94,

诱导的成骨细胞
2Eb

染色&

3'

鸡胚
3M!

94,2Eb

染色

2'4

B

R#?ND;$?<=,R<$-$-

L

#Q2EbQ#T#,RD#C=<,R,$-"A?D"

C

B

?N$?\D-D;CT

B

#3M94,

&

3'4

B

R#?ND;$?<=,R<$-$-

L

#Q

2EbQ#T3M94,

图
&

!

鸡胚
UBAM*

诱导的成骨细胞和
UBAM*CT/

染色
!""W

F6

1

E&

!

M

;

30-.)@6-+<*3+6565

1

02CT/20,0*3)08<+*3*65=>-)=

8

;

-.6-P)5)@8,

;

0UBAM*+5=UBAM*!""W

2'

鸡胚诱导的成骨细胞钙化结节染色呈阳性&

3'

鸡胚

3M94,

细胞钙结节染色呈阴性

2'2=$X<T$-TD",R<$-$-

L

Q#T#,RD#C=<,R,$-"A?D"C

B

?N$?\D-

D;CT

B

#3M94,,N#@D",RT#-

LU

#,$R$SD

&

3'2=$X<T$-TD"

,R<$-$-

L

Q#T3M94,,N#@D"-D

L

<R$SD

图
'

!

鸡胚
UBAM*

诱导的成骨细胞和
UBAM*

细胞钙化

结节染色
!""W

F6

1

E'

!

C<6]+,65,)=*3+6565

1

20,@65),<6]+630550=)020*3)R

08<+*3*65=>-)=8

;

-.6-P)5)@8,

;

0UBAM*+5=UBR

AM*!""W

2'

鸡胚
3M94,

诱导的成骨细胞培养
*"

后的
h<-![$D!

,#-

染色&

3'

鸡胚
3M94,

诱导的成骨细胞培养
8"

后的

h<-![$D,#-

染色

2'h<-![$D,#-,R<$-Q#T#,RD#C=<,R,$-"A?D"C

B

?N$?\D-

D;CT

B

#3M94,*"<QRDT?A=RATD"

&

3'h<-![$D,#-,R<$-Q#T

#,RD#C=<,R,$-"A?D"C

B

?N$?\D-D;CT

B

#3M94,8"<QRDT

?A=RATD"

图
L

!

鸡胚
UBAM*

诱导的成骨细胞
[+5RN6)*05

染色
#""W

F6

1

EL

!

[+5RN6)*05*3+6520,0*3)08<+*3*65=>-)=8

;

-.6-P)5

)@8,

;

0UBAM*#""W

/2

#!对照组为
.)'(/6

"图
/3

#!且早(晚期凋亡比

例均有显著的下降!提示
%&

Z/

;#=

+

E

Z%

%8

'

!:

0

可

对抗凋亡!且差异显著"

N

#

&'&1

!表
)

#'

0&0



!

0

期 禹泽中等$雌激素对鸡胚
3M94,

诱导的成骨细胞增殖(凋亡及细胞周期的影响

表
I

!

不同浓度的雌激素对诱导的成骨细胞
CT/

活性的影响&

.\L

'

:+8<)I

!

:.))22)-3*02=622),)53#'

!

R7

!-

05-)53,+3605*05CT/+-36?63

;

020*3)08<+*3*65=>-)=8

;

UBAM*

&

.\L

'

组别%"

;#=

+

E

Z%

#

[T#A

U

诱导的成骨细胞
2Eb

活性
2Eb<?R$S$R

B

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

#Q$-"A?D"#,RD#C=<,R,

%" *" 8" %)"

&

"对照组#

&'%.̀ &'&&) &'**̀ &'&% &'1)̀ &'&)( &'&/̀ &'&&0

%&

Z%%

&'%.̀ &'&&( &'*%̀ &'&%* &'10̀ &'&0. &'&/̀ &'&&%

%&

Z%&

&'%.̀ &'&&) &'*)̀ &'&01 &'..̀ &'&0(

"

&'&/̀ &'&&0

%&

Z/

&'%/̀ &'&&*

&')%̀ &'&)(

"

&'8*̀ &'&*.

""

&'&/̀ &'&&0

%&

Z(

&'%*̀ &'&%% &')&̀ &'&*

"

&'10̀ &'&0( &'&/̀ &'&&%

%&

Z8

&'%1̀ &'&&) &'0)̀ &'&%( &'1(̀ &'&08 &'&/̀ &'&&%

2'%&

Z/

;#=

+

E

Z%

%8

'

!:

0

组!诱导的成骨细胞凋亡散点

图&

3'

对照组成骨细胞凋亡散点图

2'9?<RRDT

U

=#R#Q<

U

#

U

R#,$,Q#T#,RD#C=<,R,$-"A?D"C

B

3M!

94,@$RN%&

Z/

;#=

+

E

Z%

%8

'

!:

0

&

3'9?<RRDT

U

=#R#Q<

U

#

U

R#!

,$,Q#TRND?#-RT#=#,RD#C=<,R,

图
J

!

#"

^J

@0<

*

T

^#

#'

!

R7

!

作用于
UBAM*

诱导成骨细

胞与对照组成骨细胞凋亡散点图

F6

1

EJ

!

A-+33),

H

<0302+

H

0

H

30*6*20,0*3)08<+*3*65=>-)=8

;

UBAM*963.#"

^J

@0<

*

T

^#

#'

!

R7

!

+5=-053,0<0*R

3)08<+*3*

I

!

讨
!

论

IE#

!

UBAM*

细胞的分离培养与纯化

M94

最初由
2'̂'WT$D"D-,RD$-

)

%%

*发现!研究表

明!

3M94,

易于获取!保持高度未分化状态!在一定

的条件下!可诱导分化为成骨细胞(软骨细胞等!表

现出多向分化潜能'但是!

3M94,

含量稀少!仅占

表
$

!

#'

!

R7

!

试验组与对照组细胞凋亡率对比

:+8<)$

!

M0@

H

+,6*0502-)<<+

H

0

H

30*6*,+3)*963.#'

!

R7

!

+5=

-053,0<

1

,0>

H

* 6

区域
2TD<

意义
MD<-$-

L

%8

'

!:

0

对照
4#-RT#=

下左
EE

阴性对照的正常细胞
.)'%1 **'))

上左
JE

碎片及损伤细胞
&'11 %'.8

上右
Jd

晚期凋亡及死亡细胞
0&'08 *)'81

下右
Ed

早期凋亡细胞
%1'&* *&'%)

凋亡总计
*1'*& .)'(/

单核细胞的
%&

Z.

"

%&

Z1

)

%0

*

'目前分离纯化
3M94,

的方法$全骨髓贴壁培养法(密度梯度离心法(流式

细胞仪分离法和免疫磁珠法'流式细胞仪分离法与

免疫磁珠法操作繁琐!费用昂贵!并且对细胞活性影

响较大)

%*

*

'本试验采用全骨髓贴壁培养法!将
3M!

94,

直接加入培养瓶中!而未先进行分离'由于

3M94,

贴壁生长!而造血细胞悬浮生长!尽管有较

多造血细胞沉淀于细胞培养瓶底部!但早期连续换

液后!能基本除去未贴壁细胞'该培养方法省略了

3M94,

分离步骤!减少了污染机会和细胞丢失'

IE!

!

条件培养基对
UBAM*

向成骨细胞转化的影响

3M94,

只有在条件培养基中才能大量向成骨

细胞转化!形成骨组织'具有成骨诱导作用的有$骨

形态发生蛋白"

3#-D;#T

U

N#

L

D-DR$?

U

T#RD$-

!

3Mb

#(

碱性成纤维细胞生长因子"

3<,$?Q$CT#C=<,R

L

T#@RN

Q<?R#T

!

CW[W

#(转 化生长因子
3

"

PT<-,Q#T;$-

L

L

T#@RNQ<?R#TCDR<

!

P[W!3

#(胰岛素样生长因子

"

F-,A=$-!=$\D

L

T#@RNQ<?R#T

!

F[W

#(地塞米松"

5DV<!

;DRN<,#-D

!

5DV

#(维生素
4

(

3!

甘油磷酸钠(瘦素

"

ED

U

R$-

#(骨生长肽"

I,RD#

L

D-$?

L

T#@RN

U

D

U

R$"D

!

I[b

#(雌激素"

%8CDR<!D,RT<"$#=

#(

%

!

01

"

I]

#

0

5

和

*&0



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)1

卷
!

甲状旁腺激素"

b<T<RN

B

T#$"N#T;#-D

!

bP]

#

)

%)

*

'其

中生长因子和地塞米松"

5DV<;DRN<,#-D

!

5DV

#(维

生素
4

(

3!

甘油磷酸钠研究较多'

'

!

甘油磷酸钠可

为骨细胞分化和增殖提供磷原子!能增加
2Eb

在成

骨细胞中的表达!从而促进生理性钙盐的沉积和钙

化'

'

!

甘油磷酸钠可诱导
3M94,

向成骨细胞方向

分化!为分化中的成骨细胞的成骨活动提供磷酸根!

促进生理性钙盐沉积)

%1

*

&

M'̂'4#D=N#

等)

%)

*认为骨

髓间充质干细胞只有在
'

!

甘油磷酸钠存在的情况下

才可发生矿化结节的沉积'维生素
4

可促进体外

培养细胞合成胶原!形成钙化并调节
2Eb

活性)

%1

*

'

地塞米松是一种糖皮质类固醇!可提高碱性磷酸酶

合成!增加细胞骨钙素的表达!诱导
3M94,

向成骨

细胞分化)

%.

*

!骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化对

地塞米松具有浓度依赖性!低浓度促进骨髓间充质

干细胞向成骨细胞分化!高浓度使其向脂肪细胞分

化)

%8

*

!研究表明
%&

Z(

;#=

+

E

Z%时促进成骨分化作

用最为明显'本试验观察到
3M94,

在高分化时!

它的增殖减慢!这可能与地塞米松对细胞的增殖抑

制有关'

%

!

01

"

I]

#

0

h5

*

是维生素
5

活性代谢产物!其

作用通过维生素
5

受体介导!诱导其向成骨细胞分

化且能抑制成骨细胞凋亡!促进骨髓间充质干细胞

成骨标记物
(

胶原蛋白(骨桥蛋白及其碱性磷酸酶

的分泌)

%(

*

'

从第
*

代细胞形态学以及诱导分化后的成骨活

性看!间接证明所培养的细胞就是成骨细胞'

2Eb

强阳性表达是
3M94,

向成骨细胞分化的重要标

志)

%/

*

'茜素红可与钙离子结合形成复合物!在成骨

细胞基质矿化期!形成钙化结节!使茜素红染色阳

性)

0&

*

'在细胞周期中!

5c2

含量是恒定的参量!随

细胞增殖周期各时相不同而发生变化!通过流式细

胞技术检测细胞周期分析显示
8*'.86

的细胞处于

5c2

合成前期
[&

%

[%

期!说明大量细胞处于休眠

期!仅少数细胞处于细胞分裂期'提示分离培养的

细胞是属于原始状态的一种干细胞'诱导的成骨细

胞
9

期"

5c2

合成期#增加到
%*'()6

!说明诱导的

细胞增殖能力变强'

3M94,

细胞和诱导的成骨细

胞生长曲线无显著性差异!提示培养的细胞经过传

代诱导!其生长特性未改变!自我更新能力随着代数

的增加有所增强'细胞周期在一定程度上可反映细

胞的增殖状态!

9

期细胞比例越高!则细胞分裂活力

强!处于增殖旺盛的细胞比例越高)

0%

*

'试验结果表

明!诱导组
9

期细胞低于对照组!说明培养基中某种

成分可能抑制了成骨细胞分裂增加!延长成骨细胞

周期的进程'这也与细胞增殖率的结果相吻合!诱

导的成骨细胞潜伏期增长!细胞增殖缓慢!对数期不

如
3M94,

细胞明显!平台期时间后移'但是鉴于

3M94,

体内成骨环境及调节机制的复杂性!迄今为

止!还未形成一套标准的
3M94,

体外提取和培养

诱导的方法'

IEI

!

雌激素对
UBAM*

成骨分化作用

雌激素对
3M94,

成骨分化作用的研究由于细

胞来源(生长发育成熟等方面的差异!其结果不一

致!尚有争议'袁成良等)

00

*研究表明雌二醇可抑制

骨髓基质细胞向成骨细胞分化!而陈翠平等)

0*

*研究

表明!

%8

'

!:

0

可增强
3M94,

体外诱导成骨分化'

%8

'

!:

0

对
3M94,

成骨分化促进作用的机制可能表

现在
0

个方面$"

%

#雌激素的直接刺激效应$雌激素

对骨细胞及其他细胞的作用通过受体
)

(

'

调节'雌

激素与
3M94,

内受体结合发挥促增殖作用!增加

M94,

的数量'而
3M94,

的成骨分化能力很大程

度上与细胞的数量相关'"

0

#雌激素的间接效应$

雌激素作用发挥诱导或促进
3M94,

成骨分化作用

的细胞因子'本试验中!当
%8

'

!:

0

浓度为
%&

Z%&

(

%&

Z/和
%&

Z(

;#=

+

E

Z%时!可促进诱导的成骨细胞增

殖!其中又以
%&

Z/

;#=

+

E

Z%浓度促进作用更明显!

%&

Z8

;#=

+

E

Z%浓度时不能促进增殖'药物作用
0)

N

时!试验组与对照组比较无显著差异!但随着时间

的推移!有明显的增殖作用!说明
%8

'

!:

0

作用时间

越长!其增殖作用越明显!但当
%8

'

!:

0

浓度大于

%&

Z8

;#=

+

E

Z%时!

I5

值并不出现持续的增高!可

能是高浓度的
%8

'

!:

0

对成骨细胞有一定的毒害作

用'由此推出!

%&

Z/

;#=

+

E

Z%的
%8

'

!:

0

可能是促进

鸡胚
3M94,

诱导成骨细胞的最佳生理浓度'

2Eb

是成骨细胞成熟的早期标志之一)

0)

*

!可作为观察成

骨分化的早期指标'本试验使用
%&

Z%&

(

%&

Z/及

%&

Z(

;#=

+

E

Z%

%8

'

!:

0

时!体外
3M94,

成骨诱导培

养
*"

左右其
2Eb

明显上升!随后保持较稳定增长

至第
8

天!到 第
%)

天 开 始 明 显 下 降'

%&

Z8

;#=

+

E

Z%

%8

'

!:

0

对
2Eb

的促进作用不明显'

E'

d'4N<A"N<T

B

等)

01

*认为!雌激素对成骨细胞
2Eb

活性无作用!但陈翠平等)

0*

*研究证明!雌激素可促

进诱导的成骨细胞分泌
2Eb

!与本试验结果基本一

致'

细胞凋亡"

2

U

#

U

R#,$,

#或细胞程序性死亡"

bT#!

)&0



!

0

期 禹泽中等$雌激素对鸡胚
3M94,

诱导的成骨细胞增殖(凋亡及细胞周期的影响

L

T<;;D"?D=="D<RN

!

b45

#是指在一定的条件下!细

胞遵循固定的程序!自己结束生命的过程'

2--DV!

$-h

%

bF

双染色法可很好地区分早期凋亡(晚期凋

亡及坏死细胞!是目前判断细胞凋亡的常用方

法)

0.

*

'本研究试验组与对照组细胞凋亡比较!试验

组晚期凋亡细胞降低!证明雌激素不仅具有抗凋亡

作用!且主要在抗晚期凋亡'研究表明!雌激素可通

过多种途径来抑制细胞的凋亡)

08!0/

*

!但雌激素抗凋

亡作用的剂量和时间依赖性还有待进一步研究'

IE$

!

雌激素$

UBAM*

与骨质疏松

骨组织通过破骨细胞的骨吸收和成骨细胞的骨

形成不断进行骨重建过程)

*&

*

'雌激素是骨代谢调

节的重要激素之一!参与机体骨骼生理和病理的相

关过程!雌激素水平下降时!骨骼对钙的结合能力下

降!破骨细胞的吸收作用增强!导致骨质疏松'产蛋

前期蛋鸡!在性成熟前形成与禽类产蛋功能密切相

关的髓质骨'髓质骨是产蛋鸡的钙库!为蛋壳形成

时钙的主要来源)

*%!*0

*

'雌激素对蛋鸡骨骼的生长发

育(成熟以及骨量的维持有重要的调节作用)

**

*

!可

直接或间接地对破骨细胞和成骨细胞活性发挥调节

作用!以维持骨重建的平衡!雌激素能介导成骨细胞

性骨形成!促进成骨细胞增殖(分化(成熟!改善骨代

谢)

*)

*

!本试验的目的在于研究外源性
%8

'

!

雌二醇对

3M94,

细胞诱导的成骨细胞的影响!为探索髓质骨

形成及其蛋鸡骨质疏松症发病机理提供理论基础'

$

!

结
!

论

综上所述!鸡胚的
3M94,

体外培养增殖能力

强!添加条件诱导培养基可诱导其向成骨细胞分化!

经体外诱导和分化的成骨细胞生长良好!表现出与
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