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摘要 】 目的 观察碱性成纤维细胞生长因子 〕 、

胰岛素样生长因子 对体外培养骨髓

基质干细胞 段 增殖
、

分化的影响
。

方法 一 月龄的雄性 大鼠处死后
,

取双侧股骨
、

胫骨的骨

髓进行体外培养
。

将含有不同细胞因子的培养基分为 组 ① 〔 组 ② 组 ③ 〕 组 ④

对照组
。

以上各组均含地塞米松
、

各甘油磷酸钠
、

维生素
、

青霉素
、

链霉素
。

显微镜下观察 段 的生

长特性
,

用 法测得的细胞相对值绘制生长曲线
。

采用改良 。泊 氏钙钻法计数碱性磷酸酶

阳性率的细胞
。

结果 在传代培养前两天
,

各组的细胞数量无明显变化
,

从第二至第八天
,

奋 组
、

组
、

〔万 十 组的细胞数量均高于对照组
,

并且 〔万 十 组明显高于其它 组
。

含

细胞因子 组的 阳性率均高于对照组
,

〔 组的阳性率最高
。

结论
、

都能促进

段增殖及向成骨细胞分化
,

并且两者同时运用优于单独使用
、

〔 在促进 段 增殖与分化

时起协同作用
。
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在过去 多年里
,

人们主要研究了单一细胞因

子对组织代谢的调节作用
,

近年来研究多因子之间

的相互关系得到了较多的关注
,

本实验的 目的是探

讨
、

对
’

增殖及转化作用的影响
。
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材料与方法

药品与试剂 培养基 公司 胎

牛血清 杭州四季青公司
、

助 公司

地塞米松
、

维生素 上海华美生物技术公司 俘
一

甘

油磷酸钠 公司 实验动物为 月龄 雄性

大鼠 苏州大学医学院实验动物中心
。

的分离
、

原代和传代培养 将 大鼠处

死后
,

酒精浸泡
,

无菌条件下取出动物的

双侧股骨
、

胫骨
,

将其两端的干髓端切除
,

显露骨髓

腔
,

用注射器将骨髓冲出
,

混人含 巧 胎牛血清的

培养基 含青霉素和链霉素各
、

维

生素 拜
、

地塞米松 “ 几
、 一

甘油磷酸

钠 飞

几 在 培养瓶中反复抽吸吹

打
,

然后置人 ℃ 饱和湿度下培养
,

后

半量换液
,

以后 一 全量换液 次
。

待原代培养

的细胞增殖至铺满瓶底时
,

在 ℃室温下用

胰蛋白酶消化
,

使之成为单细胞悬液
,

以

护 罕密度接种于 培养瓶
。

形态学观察 倒置显微镜下每 日观察细胞生

长情况及形态变化特点
。

组织学检测

碱性磷酸酶染色 将培养 周附有细胞的

盖玻片取出采用改良 。们 氏钙钻法测定
,

每张盖

玻片随机计数 个细胞
,

计数 阳性细胞率
。

钙结节染色 将传代培养 一 周附有细胞

的盖玻片取出进行 染色
。

细胞生长曲线 取生长良好的第 代
,

胰蛋白酶消化后制成单细胞悬液
,

将此悬液

按 护角 的浓度接种于 孔培养板每孔 川
。

以培养基内含不同的细胞因子分为 组
,

工组

组 组 和

各 组 对照组
,

分别以含不同细胞因子

的培养基对细胞进行培养
。

每天每组取三孔细胞
,

采用血细胞计数板计数法计算每孔的细胞数
。

以培

养时间为横轴
,

细胞数为纵轴绘细胞生长曲线
。

了
,

比色法分析 的增殖情况 以 只

护 浓度的细胞
,

川牙 接种于 孔平底培养

板中
,

分别加人含不同细胞因子的 酬 培养基

川厅
,

于 ℃ 培养箱中培养
,

每日分别

取三孔观察
。

方法 加人 川月
,

后
,

继续培养
,

吸去上清液
,

每孔加人 川二甲

基亚矾
,

振荡 使结晶物充分溶解
。

选择波长
,

在酶联免疫检测仪上测定各孔光吸收值
。

结果

相差显微镜观察 细胞接种后 可见部分

大圆形单核细胞贴壁
,

第 天观察时发现表面漂浮

大量的血细胞
。

后首次换液
,

观察可见培养瓶壁

上有成纤维样细胞散在分布
,

其形状
、

大小各不相

同
。

一 可见少量的集落形成
,

这些细胞被称

为成纤维细胞集落形成单位
一 一

, 一 ,

细胞集落的中央部位细胞分布较

密
,

外周细胞密度降低
。

时培养瓶内成纤维细

胞集落数目增多
,

并且集落的直径增大
,

时观察

见细胞基本铺满瓶底
,

用 胰蛋白酶消化后进

行传代培养
,

第三代时细胞出现重叠生长 图
,

传

代后可见各种形态的成骨细胞 图
,

传至 一 代

后
,

生长速度逐渐减慢
,

传代周期延长
、

细胞轮廓增

强
、

细胞变得粗糙
、

胞内出现颗粒状堆积物
。

碱性磷酸酶染色 将传代培养 一 周的

经改良钙钻法染色后
,

的胞浆中可见浅棕至

棕黑色的细小颗粒
,

细胞着色程度不一
,

在细胞密集

区反映强烈
, 〕阳性率可达 以上

,

见图
。

含细胞因子的 组 阳性率均高于对照组
,

组的阳性率最高 图
。
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图 如 二传代 一 周时各组的月卫 阳性细胞率

染色 传代培养 一 周可观

察到钙结节形成 义
,

见图
,

经 染色

后阳性反映为黑色结节散布于盖玻片上
。

和

组高于其它 组
,

对照组低于其它含细胞因子

组
。

和 对 生长曲线的影响

在传代培养前两天
,

各组的细胞数量无明显变化
,

从第二至八天
,

组
、

组
、

〔 十 组的

细胞数量均高于对照组
,

并且 十 组明显高

于其它 组
。

比色试验 为准确观察 和 对

生长的影响
。

我们将 了 加人细胞中
,

通过

所生成的有色物质进行光比色
,

来了解细胞的增殖

情况
,

以
、

测定所得的 〕值作为细胞的相对
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氏
, ,

数
,

结果表明
、

对 的增殖都有明显

的促进作用
,

并且同时使用 和 效果更好

图
。
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讨论

骨髓基质干细胞 是指能够为造血千细胞提

供结构和功能支持
,

并能影响造血干细胞分化的结

缔组织成份
。

包括细胞网和细胞外基质
。

是

多种细胞的前体细胞
,

能够向成纤维细胞
、

网状细

胞
、

脂肪细胞和成骨细胞方向转化川
。

骨重建除受

全身情况
、

内分泌等因素的影响外
,

骨微环境中生长

因子和细胞因子的自分泌和旁分泌的调节更直接地

控制骨重建
。

由于 段 的多分化潜能
,

故摸索

最佳体外培养条件
,

使 多量
、

稳定地向

成骨细胞转化对骨组织形成具有重要作用
。

可以在无诱导条件下骨化
,

称为确定性骨源性前体

细胞
, ,

也称作骨源性干细胞 。 而在骨

组织以外组织中存在的干细胞需要骨基质和移行上

皮来源的因子诱导骨化称之为诱导性骨源性前体干

细胞 印
, 。

和 对 增殖及分化的影响

主要分布于垂体
、

脑
、

神经
、

视网膜
、

肾上腺和

胎盘等组织中
,

尤其以垂体含量最高 雌人
,

其它组织中含量少
,

约为垂体的 一
,

在血清

和体液中浓度极低
。

夺 是多肤家族的一员
,

有潜

在的血管再生活性
,

并且在许多组织包括骨组织的

生长
、

发育
、

修复中起关键作用
,

脊椎动物的肢体形

成需要 , 〕
。

成骨细胞系的细胞 既 能产生

也能对储存在细胞外基质中高浓度的 应

答 ’
。

在多种动物模型上运用 表明它能够刺

激新骨形成
、

加速骨折愈合〔
一“〕。 成骨细胞起源于

中胚层
,

在其表面存在着
,

而成骨细胞本身合

成的 通过自分泌或旁分泌存在于骨基质中
,

当
〔万 与成骨细胞表面的受体结合后

,

可以促使其向

成骨细胞转化
。

来源于啮齿类动物的颅骨
,

人类肿瘤细胞

系和长骨在体外均有 〕 的表达
,

并向条件

培养基分泌
。

成骨细胞合成 并且具有

的 型和 且型受体
,

对于成骨细胞具有促进增

殖和分化的作用
,

因此 对骨重建有特别重要的

作用
。

地塞米松
、

件甘油磷酸钠
、

维生素 的作用 地

塞米松能够提高 的 活性
,

促进向成骨细

胞转化是 体外培养的重要条件但却抑制其增

殖
。

成骨细胞形成矿化结节
,

则必须有维生素

和 各甘油磷酸钠存在
,

后者提供有机磷
,

维生素 则

是合成胶原和骨形成的前提
,

并且调节成骨样细胞
、 〕 和蛋白合成

。

结果表明
、

都能促进 增殖及向

成骨细胞分化
,

并且两者同时运用优于单独使用
,

说

明 十 在 增殖与转化方面起相互协

同
、

相互促进的作用
。

但由于 。的体内转化及增

殖与多种因素相关
,

因此
,

下一步我们考虑进一步研

究多种因子
、

不同浓度
、

交叉及序贯应用对 的

作用
。

本文图 一 见后插页
。
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