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　　【摘要】　目的 :在缺氧条件下体外培养成人成骨细胞 ,探讨缺氧对成骨细胞增殖及分化的影响。

方法 :将手术中取得的成人髂骨骨块 ,使用酶消化法进行培养 ,当细胞传至第 2代时 ,建立成骨细胞缺氧

模型 ,用 MTT法观察各组成骨细胞增殖活力的变化 ;用骨钙素放射免疫法分别检测各组骨钙素含量 ;用

激光共聚焦显微镜对两组培养前 3 d细胞血管内皮生长因子 (VEGF)光密度值作定量分析。结果 :正常

组细胞增殖活力较缺氧组强 ;缺氧组细胞 VEGF的光密度值及骨钙素含量均高于正常组。结论 :缺氧抑

制成骨细胞增殖 ,缺氧 (1～3 d)诱导成人成骨细胞 VEGF的高表达并促进成骨细胞的分化。
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ABSTRACT　O bjective: To exp lore the effects of hypoxia on osteoblasts p roliferation and differentiation.

M ethods:Obtained osteoblasts from the adults iliac bone during operation were cultured by the method of en2
zyme digestion in vitro. Hypoxic model of osteoblast were established when cell subculturing into the second

generation. The cell p roliferation and osteocalcin (OCN) content were detected byMTT and radioimmunoassy,

respectively. The VEGF op tical density (O. D. ) value of cells (which were cultured for the first three days)

were rationally analyzed by laser confocal m icroscope. Results: The cell p roliferation was inhibited in the hy2
poxic group when the cells were cultured for the first three days. The O. D. value of VEGF and OCN content of

the hypoxic group were more than that of the normal group. Conclusion:Hypoxia can inhibit the osteoblasts p ro2
liferation. Hypoxia (1 - 3 days) can induce the high exp ression of VEGF and advance the osteoblasts differenti2
ation.
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　　股骨头缺血性坏死是由于不同的病因 ,破坏了股骨头的

血液循环 ,造成局部血管破裂 ,触发炎症反应 ,包括坏死组织

中释放酶、肾上腺素介导的血管收缩 ,导致损伤区的局部缺

氧 ,最终导致股骨头塌陷 ,髋关节功能障碍。有研究表明血管

内皮生长因子 (VEGF)基因转染能促进股骨头缺血性坏死的

修复 [ 1 ]。因此 ,本实验采用缺氧条件下培养成人成骨细胞 ,

探讨缺氧对成骨细胞增殖及分化的影响 ,同时观察血管内皮

生长因子 (VEGF)在缺氧不同时间的表达 ,为探索骨缺血性

坏死等疾病的治疗提供理论依据。

1　材料和方法

111　主要试剂与仪器　DMEM培养基 ( Gibco, USA ) ;胎牛血

清 ( Sigma,USA) ;胰蛋白酶 ( Gibco, USA) ; Ⅰ型胶原酶 ( Sigma,

USA) ;噻唑蓝 (MTT, Sigma) ,二甲基亚砜 (DMSO ) ,骨钙素

(OCN)免疫组化试剂盒 (德国 Santa Cruz公司 ) ; OCN放免试

剂盒 (中国原子能公司 ) ;倒置显微镜 (日本 O lympus) ,酶标仪

(Labsystem s Multiskan MS, Version 510 ) YJ214S超净工作台

(苏州净化设备厂 ) ;激光共聚焦显微镜 (德国 Leica公司 )等。

112　成骨细胞的分离培养 [ 2 ]　将手术中取得的成人髂骨骨

块 ,除去肌肉、骨膜 , Hanks液冲洗 ,洗去骨髓细胞 ,直至松质

骨接近透明为止。将髂骨块剪成 1 mm3大小 ,加入 012%胶

原酶和 0125%胰蛋白酶混合液搅拌消化约 015 h,离心 5 m in,

去上清 ,沉淀的骨粒继续消化 1 h,吸取上层细胞悬液离心

5 m in,去上清 ,沉淀的细胞中加入 DMEM培养液 ,吹打成细胞

悬液并以 1×105 /m l植入 25 cm2培养瓶中。加培养液 (15%

胎牛血清的 DMEM培养液 ) CO2孵箱中 37 ℃培养。48 h更

换培养液 1次。待原代细胞接近汇合时 ,用 0125%胰蛋白酶

- 0102% EDTA (1∶1)混合液消化 ,以 5 ×104 / cm2个细胞的密

度接种于培养瓶 ,进行传代培养。

113　缺氧装置的构建　以橡皮塞密封培养瓶口 ,在橡皮塞上

插入 2个 7号针头分别作为进气、排气孔 ,高纯氮气通过装有

蒸馏水的已经高压灭菌处理的大烧瓶过滤后 ,经胶皮管与进

气孔针头相连接 ,以 1 L /m in的流量持续充入 5 m in,从出气

孔抽气进行血气分析 ,使培养瓶达到相对缺氧状态。分为实

验组 (缺氧组 )和对照组 (正常组 ) ,实验组为在缺氧条件下培
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养 ,对照组为在正常氧条件下培养。

114　成骨细胞的鉴定　通过倒置显微镜观察 ,对成骨细胞进

行形态学鉴定 ,通过 ALP改良钙 2钴法染色和 OCN免疫组化

染色检测 ,对成骨细胞进行生化指标鉴定。

115　成骨细胞增殖情况检测　缺氧方案取 2代细胞 ,分别设

正常氧组 (A组 )和缺氧 24、48、72 h (分别为 B、C、D )组作为

实验对象 ,加入 0125%胰酶消化收集细胞 , 1 000 r/m in,离心

5 m in, PBS洗沉淀 1次 ,加适量培养基 ,计数 ,以 5 ×104 /m l的

密度 ,每孔 100μl,接种于 96孔培养板内 ,共接种 6组 36孔 ,

每组 6孔平行 ,其中选 6孔 ,只加入等量培养基 ,而不加细胞 ,

做空白对照 ,放入 37 ℃, 5% CO2培养箱培养 24 h,吸出 A、B、

C、D培养基 ,用 PBS洗 1次 ,每孔加 10μlMTT,继续培养 2 h。

吸弃孔内培养上清 ,每孔加入 1∶1DMSO2乙醇溶液 100μl (包

括空白对照孔 ) ,震荡 ,使结晶物充分溶解 ,在酶联免疫检测

仪上选择 570 nm波长测定每孔的光密度值 (OD值 )。

116　OCN含量测定　将成骨细胞分别传代培养 1、2、3 d,每

天分别取正常氧组和缺氧组培养液 3瓶 ,每瓶 200μl,取无细

胞的培养液作为空白组 ,冷冻干燥后按照 OCN放免试剂盒的

步骤进行 ,得到两组细胞 OCN的含量。

117　VEGF表达的测定 　分别在传代培养的 1、2、3 d,取出

两组培养瓶中的盖玻片 , 4%多聚甲醛固定后加Ⅰ抗 (小鼠抗

人 VEGF单克隆抗体 , 1∶75稀释 ) , 37 ℃孵育 ,加羊抗小鼠

Ⅱ抗 , 37 ℃孵育 ,罗丹明标记 ,激光共聚焦显微镜扫描 ,用

Leica图像处理系统进行成骨细胞 VEGF的光密度值的定量

分析。

118　统计学处理 　计量资料用 �x ±s表示 ,所得数据采用

SPSS 1010统计软件进行 t检验和 F检验。

2　结果

211　成骨细胞鉴定　成骨细胞呈贴壁形生长 ,形态为梭形或

多角形。ALP改良钙 2钴法染色阳性细胞的胞质中有黑色颗
粒 ,有些融合成块状 (图 1)。OCN免疫组化染色结果 :成骨细

胞的胞浆染成棕色 ,胞核为蓝色 (图 2)。

212　MTT比色法测定成骨细胞增殖功能 　A、B、C、D组的

OD值分别为 (01256 5、01147 5、01064 3、01045 5)。各组与正

常组 (A组 )比较差异有统计学意义 ( P < 0101) , D组与 B组

比较差异有统计学意义 ( P < 0101)。可见 A组细胞的增殖活

力最强 , B、C、D组细胞的增殖活力随缺氧时间延长而逐渐减

弱。

213　OCN含量的检测　见表 1,缺氧对成骨细胞 OCN含量

的影响 ,在传代培养的前 3 d,缺氧组的 OCN含量均高于正常

氧组 ,在传代培养的第 1、3天 , P < 0105,和传代培养的第 2 d,

P < 0101。

214　成骨细胞 VEGF表达的检测 (见表 2)　由表 2和图 3, 4

可见 :在传代培养的前 3 d,激光共聚焦显微镜下可检测到的

VEGF的光密度值 (VEGF的光密度值与 VEGF表达的含量呈

正比 ) ,缺氧组大于正常组 ( P < 0101)差异有显著性统计学意

义。
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表 1　两组成骨细胞 OCN含量的比较 ( �x ±s)
Tab. 1　The com par ison of OCN con ten t of osteobla st

between the two groups ( �x ±s)

Days Normal group Hypoxic group t P

1 1151 ±0134 3102 ±0113 - 6174 01021▲

2 3131 ±0130 5169 ±0145 - 10131 010093

3 5117 ±0113# 9136 ±1126# - 5128 01034▲

注 :缺氧组与正常组比 , ▲ P < 0105, 3 P < 0101;培养第 3天与第 1天

比较 , # P < 0101

Note: Hypoxic group vs normal group, ▲ P < 0105, 3 P < 0101; the third

day after cultures vs the first day, # P < 0101

表 2　两组成骨细胞 VEGF含量表达的比较 ( �x ±s)
Tab. 2　The com par ison of the expression of VEGF OD

va lue in osteobla st between the two groups ( �x ±s)

Days Normal group Hypoxic group t P

1 69186 ±6184 88128 ±3104 - 7161 3129 ×10 - 53

2 73181 ±3185 95189 ±3106 - 22135 3104 ×10 - 93

3 76119 ±11393 3 105119 ±2159# - 42175 1104 ×10 - 113

注 :缺氧组与正常组比 , 3 P < 0101;第 3天与第 1天相比较 , # P <

0101, 3 3 P > 0105

Notes: Hypoxic group vs normal group, 3 P < 0101; the group of the third

day vs the first day, # P < 0101, 3 3 P > 0105

3　讨论

　　由于股骨头缺血性坏死导致局部血管被破坏 ,细胞能量

和营养需求量增高 ,从而诱导产生多种细胞因子 ,参与血管再

生 ,进而骨组织进行修复重建。目前 ,在基础及临床研究中 ,

利用各种生长因子促进骨修复重建已取得较好的效果 ,这些

细胞因子包括三类 : ①促进成骨细胞增殖的细胞因子 ,包括成

纤维细胞生长因子、转化生长因子 2β、胰岛素样生长因子、血
小板源性生长因子、肿瘤坏死因子等 ;②具有骨诱导活性的骨

形态发生蛋白 ;③血管生长因子如 VEGF血管生成素、成纤维

细胞生长因子、前列腺素 E2等
[ 3 ]。这些因子具有控制人成

骨细胞聚集、增殖和分化的作用。而 VEGF是目前所知惟一

特异作用于血管内皮细胞的细胞因子 ,可以刺激前体血管内

皮细胞和骨细胞分化、增殖 ,加快骨形成和重新塑形 [ 4, 5 ] ,

VEGF在其中发挥中心调控因子的作用。

成骨细胞体外培养在骨代谢的研究中非常重要 ,不仅可

为筛选骨代谢相关药物提供细胞模型 ,而且是研究骨代谢机

制的重要手段之一。近年来开始培养人成骨细胞 ,主要来源

于新生儿颅骨 [ 6 ]和成人松质骨 [ 2 ]。这些细胞所处的分化时

期不同 ,性质不完全相同。本实验中 ,我们直接取材成人髂骨

松质骨 ,用胰蛋白酶多次消化的方法体外培养人成骨细胞 ,获

得细胞的数量较多 ,形态正常 ,生长稳定 ,有成骨细胞特征 ,测

定缺氧对其增殖和分化的影响 ,所得结果可能更接近临床。

细胞的功能是指细胞在分化的基础上完成特定功能活

动 ,如分泌、传导、吞噬等。成骨细胞主要完成成骨活动 ,一般

认为 AKP是成骨细胞分泌的早期标志 , OCN是成骨细胞分化

成熟的标志。M idy等的研究显示 ,在成骨细胞培养液中加入

外源性 VEGF能使碱性磷酸酶的活性及 CAMP浓度提高

4倍 [ 7 ]。通过预实验证明缺氧组的成骨细胞从传代培养的第

3天后 ,活细胞数逐渐减少 ,说明缺氧 3 d后 ,细胞活性逐渐降

低。因此 ,为了保证在检测其他指标时 ,细胞活性处于良好状

态 ,本实验均采用传代培养的前 3 d实验数据进行统计学分

析。本实验使用 MTT法结果表明缺氧抑制成骨细胞增殖 ;使

用 OCN放射免疫法定量分析了 OCN的含量 ,结果表明缺氧

组与对照组的 OCN含量均增高 ,而且缺氧组的 OCN含量均

高于对照组 ;本研究通过激光共聚焦显微镜以及 Leica数据

处理系统 ,对细胞 VEGF的表达进行定量分析 ,结果表明缺氧

组的成骨细胞 VEGF的表达均高于对照组 ,而且在缺氧的前

3 d,随缺氧时间延长 , VEGF的表达逐渐增高 ,而对照组

VEGF的表达无明显改变 ,进一步说明缺氧能诱导成骨细胞

VEGF的表达 ,可以推断 :缺氧通过诱导成骨细胞 VEGF的表

达 ,加强局部血管形成 ,从而促进成骨细胞的分化 ,加速骨形

成 ,完成骨创伤的自身修复。有研究表明 VEGF可能通过以

下途径在骨形成与代谢中发挥作用 [ 8 ] : ①通过促血管生成参

与骨发育形成 ;②作为旁分泌因子或直接参与骨形成与代谢 ;

③通过促内皮细胞增殖参与骨愈合和骨代谢。

本实验通过在缺氧条件下体外培养成人成骨细胞 ,成功

地证实了缺氧抑制成骨细胞增殖 ,同时可以诱导 VEGF的表

达 ,从而促进成骨细胞的分化 ,可以推测成骨细胞存在一种氧

感受机制 ,氧张力减低可调节 VEGF的基因表达以及成骨细

胞的增殖与分化。提示在体内缺氧条件下利用 VEGF的血管

生成作用治疗骨缺血性坏死、骨折不愈合及延迟愈合、骨缺损

等方面具有广阔应用前景。
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