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员怨怨圆 年袁月葬遭 等咱员暂从愈合的骨髓组织中分离纯化了一种

由 员源 个氨基酸残基组成的多肽袁 命名为成骨生长肽渊燥泽鄄
贼藻燥早藻灶蚤糟 早则燥憎贼澡 责藻责贼蚤凿藻袁韵郧孕冤遥 随后的研究表明成骨生长肽对

多种细胞袁 包括 酝悦猿栽猿耘员 成骨细胞尧砸韵杂员苑 辕 圆援愿 成骨细胞尧
晕陨匀猿栽猿 成纤维细胞和大鼠颅盖骨成骨细胞等具有有丝分裂

原活性袁 提高多种成骨细胞系及原代成骨细胞的碱性磷酸酶

活性袁促进基质矿化咱员原圆暂遥 动物实验表明袁成骨生长肽可以明显

促进骨质疏松大鼠骨量的增加咱猿暂袁提高骨折动物模型的骨折

愈合速度咱圆袁源暂遥 静脉注射成骨生长肽的实验表明袁成骨生长肽

还可以刺激骨髓造血细胞和外周血细胞数量的增加咱缘原苑暂袁提高

骨髓移植小鼠的成活率咱愿暂袁可能与成骨生长肽改善了造血微

环境有关遥成骨生长肽作为治疗骨质疏松尧骨折不愈合及刺激

造血的药物具有很好的研究价值和应用前景咱怨暂遥 但目前关于

成骨生长肽促进骨折愈合及刺激造血活性的细胞及分子机制

仍不清楚遥 骨髓基质细胞渊遭燥灶藻 皂葬则则燥憎 泽贼则燥皂葬造 糟藻造造泽袁月酝杂悦泽冤
是具有自我更新和多向分化潜能的成体干细胞袁 可以分化为

成骨细胞尧成软骨细胞和脂肪细胞等袁在骨髓造血微环境中扮

演着关键的角色遥 本实验试图从骨髓基质细胞的角度研究成

骨生长肽促进骨折愈合的细胞机制袁所获结果表明袁成骨生长

肽对骨髓基质细胞具有有丝分裂原活性及促进骨髓基质细胞
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揖摘要铱 目的院观察成骨生长肽诱导体外培养的大鼠骨髓基质细胞增殖及向成骨分化的作用遥方法院取 远 周龄 杂阅
大鼠袁贴壁法分离培养骨髓基质细胞袁在不同浓度成骨生长肽的诱导下袁观察细胞形态变化袁绘制骨髓基质细胞生长曲

线袁碱性磷酸酶和钙结节组织化学染色遥结果院成骨生长肽对骨髓基质细胞增殖和成骨分化的作用呈剂量依赖性院成骨

生长肽浓度在 员园原员园 及 员园原员员 皂燥造 辕 蕴 时促进骨髓基质细胞增殖袁而在 员园原愿 及 员园原怨 皂燥造 辕 蕴 时对骨髓基质细胞的增殖略有抑

制作用曰成骨生长肽浓度在 员园原员园及 员园原员员 皂燥造 辕 蕴 时骨髓基质细胞碱性磷酸酶染色基本呈阴性袁与对照组相比差异无统

计学意义袁而在 员园原愿及 员园原怨 皂燥造 辕 蕴 浓度下可以显著提高骨髓基质细胞碱性磷酸酶染色的阳性率遥 结论院成骨生长肽可

以明显促进大鼠骨髓基质细胞增殖及向成骨细胞分化袁其促成骨活性具有显著的浓度依赖性遥
揖关键词铱 成骨生长肽曰 骨髓基质细胞曰 细胞分化
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表 员 实验组与对照组骨髓基质细胞增殖率的差异分析

栽葬遭援员 栽澡藻 凿蚤枣枣藻则藻灶糟藻 燥枣 贼澡藻 责则燥造蚤枣藻则葬贼蚤燥灶 则葬贼藻 燥枣 月酝杂悦泽 早则燥憎灶 蚤灶 贼澡藻 藻曾责藻则蚤皂藻灶贼 葬灶凿 糟燥灶贼则燥造 早则燥怎责泽
细胞增殖率

远 凿 愿 凿 员园 凿 员圆 凿
对照组 园援猿园愿依园援园员猿 园援远源源依园援园圆怨 园援愿员愿依园援园圆猿 园援愿远圆依园援园猿愿 园援愿源愿依园援园猿苑
员园原员员皂燥造 辕 蕴 韵郧孕 组 园援猿园远依园援园员员 园援苑员园依园援园源源元 园援愿愿园依园援园猿猿元 园援怨苑园依园援园猿怨元 园援怨缘愿依园援园猿愿元

员园原员园皂燥造 辕 蕴 韵郧孕 组 园援猿园远依园援园员员 园援远怨圆依园援园源猿 园援愿远愿依园援园猿缘元 园援怨源圆依园援园源圆元 园援怨猿源依园援园猿怨元

员园原怨皂燥造 辕 蕴 韵郧孕 组 园援猿园远依园援园员愿 园援远猿园依园援园圆苑 园援愿园圆依园援园猿员 园援愿员远依园援园猿苑 园援苑怨园依园援园猿远元

员园原愿皂燥造 辕 蕴 韵郧孕 组 园援猿园源依园援园员愿 园援缘怨猿依园援园圆愿元 园援苑苑远依园援园猿猿元 园援愿员园依园援园猿圆元 园援苑苑远依园援园猿源元

值 园援怨源 愿援缘猿 员缘援苑园 员愿援猿愿 圆圆援员愿
值 园援源远 园援园园园 园援园园园 园援园园园 园援园园园

分组
培养时间 员 凿

注院与对照组相比袁元 约园援园缘
晕燥贼藻院悦燥皂责葬则藻凿 憎蚤贼澡 糟燥灶贼则燥造 早则燥怎责袁元 约园援园缘

成骨分化的作用遥
员 材料与方法

员援 员 试剂与仪器 成骨生长肽购自上海益众生物技术有限

公司袁纯度在 怨苑豫以上遥蕴原阅酝耘酝 培养基尧胎牛血清渊云月杂冤尧胰
蛋白酶尧细胞培养瓶等细胞培养耗材购自济南爱博公司袁二氧

化碳培养箱尧倒置相差显微镜为尼康公司产品遥
员援 圆 实验动物及分组 雌性 远 周龄 杂阅 大鼠 源 只渊山东大学

实验动物中心提供冤遥以下各组中所用的骨髓基质细胞均来自

同一来源遥 实验分 缘 组院 淤对照组为正常培养的骨髓基质细

胞曰于员园原员员 皂燥造 辕 蕴 浓度 韵郧孕 诱导培养的骨髓基质细胞曰盂员园原员园

皂燥造 辕 蕴 浓度 韵郧孕 诱导培养的骨髓基质细胞曰榆员园原怨皂燥造 辕 蕴 浓度

韵郧孕 诱导培养的骨髓基质细胞曰虞员园原愿 皂燥造 辕 蕴 浓度 韵郧孕 诱导

培养的骨髓基质细胞遥骨髓基质细胞的培养条件除 韵郧孕 不同

外均完全相同袁均为 怨园豫蕴原阅酝耘酝 培养基垣员园豫胎牛血清垣
员园园 哉 辕皂造 青霉素垣员园园 哉 辕 皂造 链霉素的完全培养基遥
员援 猿 月酝杂悦泽 的分离尧 原代和传代培养及形态观察 拉颈脱

臼处死 源 只雌性 远 周龄 杂阅 大鼠袁浸入 苑缘豫乙醇 缘 皂蚤灶袁无菌

操作取出股骨尧胫骨袁两端剪开袁用无菌 员 皂造 注射器吸入完全

培养基袁反复冲洗股骨尧胫骨的骨髓腔数次袁收集冲洗液遥完全

培养基为 怨园豫蕴原阅酝耘酝 培养基垣员园豫胎牛血清垣员园园 哉 辕 皂造 青
霉素垣员园园 哉 辕 皂造 链霉素遥 用完全培养基调整细胞密度为 员伊
员园苑 辕 皂造袁接种于培养瓶中袁置于 猿苑 益尧缘豫的 悦韵圆 浓度及饱和湿

度的培养箱内袁静置 苑圆 澡 后更换培养液袁弃掉未贴壁细胞袁以
后每 猿 凿 换液 员 次袁 细胞长到 愿园豫融合时用 园援圆缘豫的胰蛋白

酶消化传代袁以 圆伊员园源 辕 皂造 的细胞密度传代遥
员援 源 观察项目及方法

员援 源援 员 细胞增殖率检测 噻唑蓝比色法渊酝栽栽 法冤按实验分

组检测对照组和诱导组的细胞增殖率遥 取生长良好的第 猿 代

骨髓基质细胞袁 以 圆伊员园源 辕 皂造 的细胞密度接种于 怨远 孔细胞培

养板袁每孔 员园园 滋造袁待细胞贴壁渊源 澡冤后吸弃培养基袁按实验分

组分别加入不同的培养基 员园园 滋造袁 各组培养基均为每 猿 凿 换

液 员 次遥于第 员 至 员圆 天袁每天 酝栽栽 法检测对照组和诱导组的

细胞存活数遥 酝栽栽 法具体步骤院在所需检测的培养孔内每孔

加入 酝栽栽 溶液 渊缘 皂早 辕 皂造冤员园 滋造袁猿苑 益尧缘豫的 悦韵圆 浓度及饱和

湿度的培养箱内继续孵育 源 澡 后袁小心吸弃孔内培养上清液袁
每孔加入 圆园园 滋造 二甲基亚砜渊阅酝杂韵冤袁酶联免疫检测仪检测

各孔 源怨园 灶皂 吸光度渊粤冤遥
员援 源援 圆 细胞碱性磷酸酶染色鉴定成骨细胞 取生长良好的

第 猿 代骨髓基质细胞袁圆伊员园源 辕 皂造 的细胞密度接种于 怨远 孔培

养板袁每孔 员园园 滋造袁待细胞贴壁渊圆源 澡冤后吸弃培养基袁按实验

分组分别加入不同的培养基 员园园 滋造袁 各组培养基均为每 猿 凿
换液 员 次遥 于第 员 天至第 员圆 天袁每天对各组骨髓基质细胞进

行碱性磷酸酶染色遥碱性磷酸酶染色的具体步骤院骨髓基质细

胞用 孕月杂 洗涤 圆 次袁员园园 滋造 怨缘豫乙醇固定 员园 皂蚤灶袁蒸馏水洗涤

猿 次袁月悦陨孕 辕 晕月栽 显色剂 缘园 滋造 显色 员园 皂蚤灶袁蒸馏水洗涤 猿 次袁
显微镜下观察并随机选取 缘 个视野袁 每个视野计数 员园园 个细

胞袁计算碱性磷酸酶染色的阳性率遥
员援 源援 猿 灾燥灶 运燥泽泽葬 法检测钙结节 取生长良好的第 猿 代骨髓

基质细胞袁圆伊员园源 辕 皂造 的细胞密度接种于 怨远 孔培养板袁 每孔

员园园 滋造袁待细胞贴壁渊圆源 澡冤后吸弃培养基袁按实验分组分别加

入不同的培养基 员园园 滋造袁各组培养基均为每 猿 凿 换液 员 次遥 于

第 员 天至第 员圆 天袁 每天 灾燥灶 运燥泽泽葬 法检测钙盐沉积遥 灾燥灶
运燥泽泽葬 法检测钙盐沉积的具体步骤院孕月杂 冲洗骨髓基质细胞

员 次袁 以 源豫甲醛固定 缘 皂蚤灶 后蒸馏水冲洗 圆 次袁圆豫硝酸银日

光灯下染色 愿园 皂蚤灶袁蒸馏水冲洗 圆 次袁每次 猿 皂蚤灶袁以 缘豫硫代

硫酸钠处理 圆 皂蚤灶袁蒸馏水冲洗 圆 次袁然后在倒置显微镜下观

察钙结节的形成遥
员援 缘 统计学处理 应用 酝蚤灶蚤贼葬遭 统计分析工具袁采用单因素

缘 水平设计定量资料的 检验比较各组间细胞增殖率的差异

及碱性磷酸酶染色阳性率的差异袁两两比较采用 蕴杂阅 方法遥
圆 结果

圆援 员 细胞形态观察 原代骨髓细胞在接种 圆源 澡 后开始有圆

形细胞贴壁袁苑圆 澡 后贴壁的细胞开始有胞浆突起袁 呈短棒状遥
第 员 次换液后培养瓶中大量的悬浮细胞被去除袁猿 次换液后

悬浮细胞基本被完全去除袁 贴壁的细胞大部分为梭形和多角

形袁少量细胞呈椭圆形遥随着培养时间的延长袁细胞逐渐变长袁
呈长梭形遥 原代细胞大多数呈梭形尧三角形袁并可见散在分布

的细胞集落形成袁集落中心细胞致密袁集落边缘细胞呈放射状

向外分布遥 原代培养 员圆 凿 左右后袁 细胞生长至 愿园豫耀怨园豫融

合遥 传代后细胞单层贴壁生长袁细胞生长至 愿园豫耀怨园豫融合后

大多数细胞呈长梭形平行分布袁 并可见少量的圆形细胞散在

其间遥 此种方法分离的骨髓基质细胞可以稳定传代 员缘 代以
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中国骨伤 圆园园愿 年 员员 月第 圆员 卷第 员员 期 悦澡蚤灶葬 允 韵则贼澡燥责 驭 栽则葬怎皂葬袁晕燥增援圆园园愿袁灾燥造援圆员袁晕燥援员员

上袁随着传代次数的增多袁细胞形态开始变宽大袁细胞的增殖

速度也有所下降袁细胞内颗粒状物质增多遥
圆援 圆 细胞增殖率的检测 如表 员 所示袁成骨生长肽对骨髓基

质细胞增殖的作用具有浓度依赖性袁在 员园原员园尧员园原员员 皂燥造 辕 蕴 浓度

时促进骨髓基质细胞增殖曰员园原怨 皂燥造 辕 蕴 浓度时对骨髓基质细胞

的增殖无影响曰员园原愿皂燥造 辕 蕴 浓度时对骨髓基质细胞的增殖有抑

制作用遥
圆援 猿 细胞碱性磷酸酶染色 如表 圆 所示袁员园原员员尧员园原员园 皂燥造 辕 蕴 浓

度 韵郧孕 诱导组的碱性磷酸酶染色阳性率都很低袁与对照组相

比差异无统计学意义袁而 员园原怨尧员园原愿 皂燥造 辕 蕴 浓度 韵郧孕 诱导组碱

性磷酸酶染色阳性率与对照组相比有明显提高遥 碱性磷酸酶

染色的结果表明袁韵郧孕 在 员园原怨尧员园原愿 皂燥造 辕 蕴 浓度下可以明显诱

导骨髓基质细胞向成骨细胞分化遥

圆援 源 钙结节染色 实验组与对照组在 员缘 凿 内均未观察到有

钙结节的生成遥
猿 讨论

韵郧孕 是组蛋白 匀源 皂砸晕粤 第 愿缘 位 粤哉郧 密码子起始翻译

产物袁结构高度保守咱员园暂遥 韵郧孕 普遍存在于哺乳动物血清中咱员暂袁
骨折及大量失血均可造成血清 韵郧孕 浓度的迅速升高袁 提示

韵郧孕 可能具有非常重要的生理学功能遥 已有研究表明袁韵郧孕
具有促进骨折愈合尧刺激造血的活性袁但对其细胞机制的了解

还知之甚少遥骨髓基质细胞是成骨祖细胞的主要来源袁在骨折

愈合的过程中起着重要的作用遥 骨髓基质细胞也是骨髓造血

微环境的重要组成部分袁对骨髓造血的调控起着重要作用遥因
此袁 推测骨髓基质细胞可能是 韵郧孕 的效应细胞袁韵郧孕 的促成

骨作用和刺激造血的作用可能与骨髓基质细胞有关遥 碱性磷

酸酶被认为是成骨细胞分化和功能的标志袁 是骨形成所必需

的酶袁在体外钙化中起着关键性的作用遥碱性磷酸酶活性高低

一定程度上可以反映出细胞的成骨分化程度遥 本实验通过全

骨髓贴壁筛选的方法能够分离到可以稳定传代尧 相对均质的

骨髓基质细胞遥其第 猿 代细胞的碱性磷酸酶染色基本呈阴性遥
因此袁 本实验以碱性磷酸酶和钙结节的组织化学染色作为骨

髓基质细胞向成骨分化的标志遥 实验结果表明袁韵郧孕 在低浓

度渊员园原员员尧员园原员园 皂燥造 辕 蕴冤下对骨髓基质细胞具有有丝分裂原活

性袁高浓度下渊员园原怨尧员园原愿 皂燥造 辕 蕴冤诱导骨髓基质细胞成骨分化遥
钙结节染色阴性可能是因为诱导时间不足袁 也可能是因为培

养液中缺乏 茁 甘油磷酸钠遥 因此袁骨髓基质细胞在 韵郧孕 促进

骨折愈合中起着重要的作用袁进一步研究 韵郧孕 作用于骨髓基

质细胞的分子机制及信号转导途径具有重要意义遥
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