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骨组织工程中种子细胞的选择
Selection of seed cell in bone tissue engineering

王兆红 　齐新生
W A N G Zhaohong , QI Xinsheng

　　【摘要】　组织工程学是把材料学和生命学科有机结合的一门现代学科 ,材料学和细胞学的协同发

展有效的促进了组织工程学的发展 ,材料载体学已取得了相当的发展 ,学者们面临着如何在骨组织工程

中选取高效、便捷的种子 ,使工程化骨有效修复治疗骨缺损等骨骼疾病。细胞本文仅就组织工程学中种

子细胞的发展一简要综述 ,以供读者参考。
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　　在骨组织工程中 ,作为种子细胞其应具有的条件为 : ①对

机体损伤小 ,取材方便 ; ②种子细胞在体外培养体系中增殖传

代能力较强 ,并能保持良好的生物活性 ,培养衰减率低 ; ③移

植入体内能高质量的修复骨缺损 ,且修复后远期效果良好 ; ④

生物毒性低 ,组织相容性好 ,免疫活性低 ,致瘤性低。本文就

近年来在组织工程中较多应用的各类种子细胞特性作一简要

综述 ,以供读者参考。

1 　成骨细胞

成骨细胞作为骨组织工程中的经典组织细胞 ,它的分离、

培养技术已经成熟 ,目前较多采用的培养方法为三维网孔培

养法。即将成骨细胞种植于具有三维网孔特性的载体中 ,当

成骨细胞种植于载体中时 ,细胞逐渐弥散于载体三维微小网

孔空间 ,并通过细胞外基质粘附于载体三维网孔壁上。在它

的分化增殖过程中 ,成骨细胞与载体之间的相互作用除受成

骨细胞本身条件影响外 ,尚受载体的物理特性和化学组成、以

及培养体系介质组成的影响。载体的性质影响其增殖 ,粘附 ,

分化 ,载体成分如羟基磷灰石、载体表面形态 ,粗糙程度均可

影响成骨细胞的粘附与增殖 ,体外试验中发现 ,成骨细胞在

HA (羟基磷灰石)表面的矿化过程要强于钛表面矿化过程 ,原

因在于等体积的 HA 表面积大于钛的表面积。Chang 等[1 ]在

试验中对比研究发现成骨细胞与羟基磷灰石的亲和力强于钛

与成骨细胞亲和力 ,粘附于羟基磷灰石表面的成骨细胞数显

著多于钛表面。其它因素如细胞因子等 ,在有生长因子、多肽

因子等存在条件下 ,成骨细胞生长活性大有增加。Ong 等[2 ]

在成骨细胞体外培养模型中发现 ,有生长因子存在的条件下 ,

成骨细胞表达 Ⅰ型胶原和 AL P 的活性增高 ,生物活性增强。

同样培养介质对成骨细胞增殖与分化具有一定影响 , Hankey

等[3 ]在培养人成骨细胞时发现 ,用热处理自体同源血清培养

的成骨细胞无论从细胞增殖速度上还是在细胞表型上均优于

用胎儿血清培养的成骨细胞。

成骨细胞在向骨细胞分化过程中 ,自身分泌 Ⅰ型胶原 ,

AL P 等酶和蛋白类物质 ,Cooper 等[4 ]在研究中发现成骨细胞

在分化过程中所分泌和表达的蛋白和酶按顺序有 :早期表达

的有 Ⅰ型胶原和碱性磷酸酶 ;较为晚期表达的为骨涎蛋白和

骨钙素 ;最后表达的为骨桥蛋白。显然 ,检测这些酶和蛋白有

助于判断成骨细胞的分化与增殖程度。

在骨组织工程中 ,成骨细胞作为种子细胞 ,同其他种子细

胞相比 ,诱导分化相对较为简单 ,培养技术成熟 ,是一类较好

种子细胞来源。但它存在的问题在于 ①取材不便 ,对供者会

有一定的损伤 ; ②没有统一的培养介质组成成分。

2 　骨髓基质干细胞( MSCS)

人们在骨髓中发现除有造血干细胞外 ,尚有一类细胞具

有祖细胞的自我增殖、定向分化特性 ,该类细胞称为骨髓基质

干细胞 ,骨髓基质干细胞既是骨髓基质细胞的祖细胞 ,又可作

为骨、软骨、肌肉神经等组织的祖细胞。MSCS 易于分离获

得 ,便于体外培养扩增 ,常用的分离方法为密度梯度离心法 ,

贴壁筛选法 ,流式细胞仪法等。密度梯度离心后 ,可见骨髓基

质干细胞呈贴壁样生长 ,即所谓的“贴壁样细胞”,该类细胞在

光镜下形成细胞集落 ,细胞形态呈成纤维细胞样 ,体外倍增时

间为 33 h ,增值潜力巨大。细胞学上发现其表型不均一 ,该类

细胞具有间质细胞 ,上皮细胞 ,内皮细胞等特性。在体外培养

体系中 ,在地塞米松 ,β- 磷酸甘油、VitC、BMP 等因子诱导

下 ,骨髓基质干细胞可向成骨细胞方向分化 ,该类诱导因子的

具体作用机制目前仍不清楚。在体内实验中 Bruder 等[5 ]证

实骨髓基质干细胞具有促进骨折愈合能力 ,他将人 MSCS 种

植于陶瓷管载体中 ,将该人工骨植入无胸腺兔胫骨骨缺损处 ,

8 周后骨切片见有明显新骨形成 ,12 周明显增加 ,其生物力学

强度较对照组强 ,组织形态学发现见有编织骨和板层骨充满

于陶瓷管小孔中。

除在骨髓中发现骨髓基质干细胞外 ,尚在骨骼肌、骨外膜

等处分离出了 MSCS。从而扩大了组织工程中种子细胞的获
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取范围。Gronthos 等[6 ]从脂肪中分离出一类具有干细胞性质

的细胞 ,流式细胞仪和免疫组化显示该类干细胞和骨髓基质

干细胞具有相似的表型。证实在其他组织中同样含有基质干

细胞。该类细胞在向成骨细胞方向分化过程中也可以通过检

测 Ⅰ型胶原和 AL P 水平加以反映 MSCS 定向分化程度。

Zvaifler 等[7 ]在胎牛血清中培养人外周血间质干细胞 ,观

察到该类干细胞以指数形式生长 ,细胞呈贴壁样生长 ,细胞形

态呈成纤维细胞样。地塞米松、抗坏血酸、β- 甘油磷酸盐可

促进细胞向成骨细胞方向分化 ,在含有以上三种物质的培养

基中培养 , 5 d 后培养细胞开始表达碱性磷酸酶 ,而且 ,

BMP - 2可成倍促进 AL P 的表达。2 周后 1/ 3 的培养细胞可

与抗骨钙素抗体反应 ,表明培养细胞已具有成骨能力 ,在培养

体系中也发现有脂肪细胞生成。在基质干细胞的标志上该作

者认为抗 CD - 105 阳性染色的培养细胞为骨髓基质干细胞 ,

将之作为骨髓基质干细胞的标记之一。Barry 等[8 ] 利用

SH - 2单克隆抗体进行免疫沉淀测定、肽序列分析该干细胞

表面抗原为 CD - 105 ,分子量为 92kDa。为基质干细胞的分

离筛选提供了理论依据。Phinney 等[9 ]从不同年龄供者体内

取材培养 MSCS ,在年龄、性别和干细胞增长率之间无相关

性 ,但在没有骨形成诱导因子存在情况下 ,AL P 表达水平在

不同供者之间相差 10～40 倍。但有文献[10 ]报道骨髓来源的

骨髓基质干细胞的潜在分化潜能随供者的年龄而下降 ,该作

者在供者标本中进行 RT - PCR 分析显示年龄在 50 岁以下

的供者骨髓基质干细胞中碱性磷酸酶 mRNA 表达水平为年

龄在 60 岁以上的 3 倍以上 ,认为随年龄的增大骨髓基质干细

胞的分化潜能显著下降。即使在骨诱导因子存在情况下 ,供

者之间骨特异性诱导基因的表达水平也有显著差异 ,说明现

行培养的 MSCS 为处于不同分化时期、不同分化阶段 ,具有不

同分化潜能的干细胞的混合。

3 　同种异体成骨细胞和 MSCS

同种异体成骨细胞或 MSCS 来源广泛 ,可作为种子选择

之一 ,但是在应用过程之中存在不同程度免疫反应 ,对于

MSCS 而言 ,甚至要求组织配型和使用免疫抑制剂。近年来

有人使用人胚干细胞 ,该类细胞具有多向分化潜能 ,可作为种

子细胞的选择之一 ,具有应用前景。多潜能性胚胎干细胞可

分化为胎儿和成人的各种类型细胞 ,从此点而言它可作为骨

组织工程中重要的种子细胞来源 ,在一定程度上可避免伦理

学问题 ,Buttery 等[11 ]在胎鼠胚胎干细胞培养基中加入VitC ,

地塞米松、或维甲酸 ,胚胎干细胞定向向成骨细胞方向分化 ,

在培养体系中可分离出矿化的骨小结节 ,该骨小结节包含 Ⅰ

型胶原细胞外基质和骨钙素。除 VitC 外 ,β- 甘油磷酸盐可

显著诱导胚胎干细胞向成骨细胞分化外 ,该作者同时发现当

鼠胚胎干细胞和胎鼠成骨细胞共培养时 ,胎鼠成骨细胞诱导

干细胞诱导的成骨细胞数为单纯培养的 5 倍。

4 　转基因细胞

在骨组织工程中 ,软骨细胞和 MSCS 定向分化和活性的

维持需要生长因子的调控 ,可设想将生长因子基因转入

MSCS ,利用转基因细胞表达高生物活性内源性生长因子 ,调

控其自身生长分化 ,同时如能将免疫抑制基因转入异种细胞 ,

可克服其免疫原性 ,扩大种子细胞范围。即近几年学者逐渐

提出的“原位组织工程学”,Mason 等[12 ]在兔的膝关节骨软骨

缺损动物模型中 ,利用逆转录病毒载体稳定地转移人骨形态

发生蛋白 - 7cDNA 到骨膜来源的兔间叶干细胞中。将骨形

态发生蛋白 - 7 基因改良的细胞随后在单层培养中扩增 ,种

植到聚乙醇酸生物载体中 ,将载体移植于软骨缺损模型中 ,检

测转基因人工骨修复骨缺损情况 ,发现改良细胞移植组在 8

周和第 12 周达到接近完全的骨和关节软骨再生。首次报道

了结合基因重组和组织工程技术治疗骨缺损。Gazit 等 [13 ]在

鼠的桡骨阶段性骨缺损模型中 ,利用组织工程化多潜能间充

质干细胞 (表达 rh - BMP - 2) 作为种子细胞 ,该多能干细胞

在移植入动物模型中前进一步转染 LaZ 基因 ,该基因表达β

- 半乳糖苷酸 ,利用β- 半乳糖苷酶可以定位移植入体内的

细胞位置 ,在体内 rhBMP - 2 的表达和功能通过免疫组化和

生物鉴定加以鉴定 ,重组多能干细胞的分化程度利用碱性磷

酸酶染色加以衡量。结果证明重组细胞共表达β- 半乳糖苷

酶和 rhBMP - 2 ,移植术后 4 到 8 周荧光染色、X 线和组织形

态测定法显示组织工程化间充质干细胞显著修复桡骨阶段性

骨缺损。Marx 等[14 ]在使用含有绿荧光素的特殊病毒载体转

染鼠的基质干细胞 ,实验结果显著提高了转导率 ,同时可喜的

是 ,转基因的表达并未影响到基质干细胞的增殖和分化。

5 　种子细胞存在的问题和缺陷

①种子细胞增殖、分化的调控合适条件 ,即能控制增殖 ,

又能避免形成肿瘤。②MSCS 体外试验中难以获得纯的干细

胞 ,多数情况下为各种细胞的混杂 ; ③种子细胞与载体之间的

相互作用 ,其具体环节知之尚少 ,目前所能知的仅为三维多孔

多聚体支架结构可显著提高种子细胞迁移、增值、分化 ,较之

传统的“二维”培养 ,该类培养方法效果要好得多。同时人工

骨植入体内后提供一定机械支撑作用较为可靠。④需要克服

载体自身的缺陷。如载体的毒性问题、载体的抗原性问题、载

体的合适降解速度等问题。⑤基因细胞中 ,涉及的问题为转

导率的低下、转基因表达的衰减以及筛选细胞标记的技术问

题、以及潜在的致瘤性问题等。同时如何控制转入异源基因

的基质干细胞的定向分化问题。到目前为止 ,重组细胞尚处

于动物试验阶段 ,规模化的临床应用仍需进一步深入研究。

⑥在体内情况下缺乏有效的方法测定载体与种子细胞之间的

相互作用 ,AL P 和 Ⅰ型胶原仅能测定种子细胞的分化程度 ,

但不能说明种子细胞在载体中的弥散程度 ,以及人工骨植入

人体后 ,植入区周围正常细胞移入人工骨的程度如何加以判

断。

6 　结语

在骨组织工程中 ,成骨细胞和骨髓基质干细胞因其培养

成本较低 ,分离方便 ,取材相对容易 ,目前仍作为种子细胞的

首选细胞 ,在上二者之间 ,相比之下 ,骨髓基质干细胞取材更

为方便 ,仅需骨髓穿刺即可 ,但其培养时需诱导干细胞向成骨

细胞定向分化 ,培养条件、干细胞的分化潜能、分离纯化均会

对人工骨性能产生一定影响。胚胎干细胞和转基因细胞随着

在培养和技术上不断改进 ,正逐步克服自身的缺陷 ,因而具有

巨大应用前景。载体技术的飞速发展和种子细胞技术的不断

改进正加速骨组织工程的发展。新技术的发展不断扩大种子

细胞的选择范围。高性能 ,高生物活性的组织化骨将造福于
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广大患者。
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源源不断地到这里充电 ,提高。

2003 年下半年办学安排如下 :
一、举办学习班内容及安排 :
全国高级针灸进修班 :7 月 27 日 —8 月 10 日 ,学费 :1500 元。此班为著名中医针灸专家临床经验传授班 ,属于国家Ⅰ类中医药继续

教育项目 ,授予 25 学分。将邀请程莘农、贺普仁、田从豁、于书庄、张士杰、金伯华、王居易等。他们将亲自授课 ,表演手法、传授特技、答疑解惑。
通过学习 ,学员的医术均有显著提高 ,成为当地针灸骨干。

全国高级推拿进修班及高级按摩师资格取证班 :6 月 1 日 —6 月 16 日 　7 月 31 日 —8 月 16 日 　学费 2300 元。
本着使学员学到和掌握更丰富、更全面的推拿、按摩理论知识和技能 ,顺利通过考核 ,优先竞争上岗的办学宗旨 ,将高级推拿进修班与高级

按摩师取证班合二为一 ,我校重视理论联系实际 ,突出名师指导下的操练 ,使学员打下扎实的技术功底 ,练就一身过硬的技术本领 ,通过多期培
训 ,考试通过率达 99 % ,此班将邀请著名骨伤推拿专家臧福科、赵永刚等数位教授亲自授课和指导操练 ,本班招收具有八年以上从事按摩工作的
人员或临床推拿医师等。学习班结束后 ,考核通过颁发中华人民共和国劳动和社会保障部印制的高级按摩师资格证书及北京世针传统医学培
训中心结业证书。请提前 1 个月报名 ,报名时务必将身份证复印件、学历或工作证明、黑白 1 寸、2 寸 ,彩色 2 寸照片各二张、300 元报名费提前
寄到学校。

经筋疗法及临床技能运用传授班 :6 月 18 日 —6 月 30 日
经筋疗法是以中医古典经筋理论为指导 ,结合现代运动解剖学、生物力学原理及临床实践而形成的新型非药物疗法。经筋疗法是治疗以筋

性致因而造成的多种损伤病及 50 多种难病症 ,根据发病的不同阶段运用不同方法 ,例 :“毫针点刺法”、“拔罐法”、“特种针法”等达到消灶除病的
目的。该班将邀请著名经筋疗法专家黄敬伟、薛立功、运动医学专家卢鼎厚及针刀学专家田纪钧等四位教授 ,亲自授课及传授各自针法临床运
用技能技巧。学费 :1200 元　注 :经筋疗法及临床技能运用传授班为国家级中医药继续教育项目 ,20 学分。

腹针疗法培训班 :7 月 3 日—7 月 8 日
儿科疾病经络诊治方法与特点培训班 :7 月 10 日—7 月 14 日 (本班授予继续教育项目 10 学分)
中医美容培训班　7 月 16 日—7 月 25 日
此三班内容详情请索取招生简章。
针灸推拿函授班 :应广大针灸推拿爱好者要求 ,我校继续开办此班。详情请索取招生简章。
二、报到日期及地点 :
每班开学第一天为报到日 ,报到地点 :北京市东城区南小街 16 号。中国中医研究院针灸研究所。报到时务必请带身份证 ,2 寸免冠照片 2 张。
三、乘车路线 :
外地学员 :西客站 :乘 122 路至北京站 ,转乘地铁至东直门站或乘 21 路至西南门站 ,转乘地铁至东直门站 ;

北京站 :乘地铁至东直门站 ,D 口出站 ,向西 200 米即到中国中医研究院。
本市学员可乘 106 路、107 路电车或 24 路汽车至小街即可。
四、学习班负责安排食宿 (住宿费 20 元左右/ 天、食费用现金 ,根据北京地区消费标准 ,每人每天 10～15 元) 、定购车票等费用自理。
五、报名 :请寄 :北京市东城区南小街 16 号中国中医研究院针灸研究所 (邮编 :100700) 　联系人 :裴玉珍女士　赵长龙先生

电话 : (010) 64007111 或 64014411 转 2911、2781、2749
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