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摘　要　目的：观察陶瓷化骨对成人骨髓基质干细胞生长和分化的影响。方法：体外分离培养成人骨髓基质干细胞，将第二代细

胞以陶瓷化骨为载体进行培养，利用倒置显微镜、碱性磷酸酶细胞化学染色、碱性磷酸酶活性检测等条件，了解陶瓷化骨对成人骨

髓基质干细胞生物学行为的影响。结果：体外连续培养６ｄ，倒置显微镜下可见成人骨髓基质干细胞与陶瓷化骨相容性好，材料周

边细胞生长密集，并有向陶瓷化骨趋化迁移现象，３周后形成矿化结节。碱性磷酸酶染色呈阳性、碱性磷酸酶活性检测有明显的

细胞分泌量。结论：体外培养条件下，陶瓷化骨可诱导成人骨髓基质干细胞向成骨和骨质细胞分化。
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　　骨髓基质干细胞是一种取材方便，具有类似胚胎
细胞的多分化潜能的细胞，在适当的体外环境诱导下

可以分化为骨、软骨、脂肪、肌肉、神经、肌腱及韧带等

多种组织细胞［１－７］。陶瓷化骨一般是由松质骨经煅

烧而来，除了保留了原有自然骨的连续微孔大小和形

状外，还具有人工合成材料难以相比的天然网孔结

构，有利于细胞的植入与贴附，以及细胞营养成分的

渗入和细胞代谢产物的排出，有利于传导成骨。本实

验通过将成人骨髓基质干细胞分离培养后，再在陶瓷

化骨在进行骨髓基质干细胞的成骨和骨质细胞分化

培养。结果表明，成人骨髓基质干细胞在陶瓷化骨上

生长活跃，并分泌大量胶原基质，为临床移植干细胞

提供基础。现实验研究如下。

１　材　料
冷冻离心机（Ｔｈｅｒｍｏ公司）、生物安全柜（青岛海

尔）、ＰＢＳ（ＢＤＦａｌｃｏｎ）、ＤＭＥＭ（ＢＤＦａｌｃｏｎ）、ＡＭＥＭ
（ＢＤＦａｌｃｏｎ）、培养瓶（ＢＤＦａｌｃｏｎ）、离心管（ＢＤＦａｌ

ｃｏｎ）、无菌穿刺针（上海强智）、ＣＯ２培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ
公司）、ＡＬＰ试剂盒（上海沪宇生物科技有限公司）、
倒置相差显微镜（日本奥林巴斯）、ＮａＯＨ、氯仿甲醇、
３０％ Ｈ２Ｏ２、ＣａＣｌ２、ＬｉＣｌ、程控箱式电炉（ＳＸＬ１２０８型，
上海）、０．２５％胰蛋白酶（ＢＤＦａｌｃｏｎ）、扫描电镜
（ＸＬ３０Ｅ型，荷兰）。

２　方　法
２．１　ｈＢＭＳＣｓ及血清的获得　无菌条件下取骨髓３０
ｍＬ，１００Ｕ·ｍＬ－１肝素抗凝，２００ｇ离心６ｍｉｎ，吸取中

间富含有核细胞的界面层至另一离心管，１０００ｇ离心
６ｍｉｎ，弃上清液；加入 ＤＭＥＭ培养液（含体积分数为
１０％自体血清 ＋８Ｕ·ｍＬ－１强力霉素 ＋３Ｕ·ｍＬ－１肝

素），于３７℃，体积分数为５％ＣＯ２饱和湿度培养箱中
原代培养，每３ｄ换液１次，８ｄ后用０．２５％胰蛋白酶
消化传代培养，以后每３ｄ传代１次。在第２代细胞
后用ＤＭＳＯ进行冷冻保存，备用。无菌采集外周静脉
血２００ｍＬ，在超净工作台内分装，２００ｇ离心２０ｍｉｎ，
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吸取上层血清，－２０℃冰箱中短时间内保存，－８０℃
冰箱内长期保存。

２．２　陶瓷化骨的制备　取经股骨头置换术置换下的
股骨头一个，将股骨头切割成大小适当的几块。经以

下步骤脱脂脱蛋白：①０．５ｍｏｌ·ｍＬ－１ＮａＯＨ，１２ｈ；

②１∶１氯仿甲醇，１ｈ；③３０％Ｈ２Ｏ２，２４ｈ；④２ｍｏｌ·ｍＬ
－１

ＣａＣｌ２，１ｈ；⑤８ｍｏｌ·ｍＬ
－１ＬｉＣｌ，１ｈ；４０℃，恒温干燥。

每个步骤之间均用三蒸水清洗３次。随后将标本置
于箱式电炉中缓慢加温８００℃，煅烧３ｈ，自然降温取
出，清洗，切割成大小为１ｃｍ×１ｃｍ×１ｃｍ的形状，
环氧乙烷消毒备用［５］。

２．３　细胞接种　取无菌细胞培养瓶８个，在其中的４
个培养瓶内放置消毒好的 ＢＢＣ颗粒２～３个，另４个
不放置消毒好的ＢＢＣ颗粒。取４孔培养皿１个，将消
毒的盖玻片放入。将第２代成人骨髓基质干细胞接
种到培养瓶和培养皿上。

２．４　各组细胞形态学观察　倒置相差显微镜下每日
观察养瓶和培养皿中细胞形态和生长状态。培养６
天后将含陶瓷化骨的培养瓶进行电镜扫描观察。

２．５　矿化结节观察　每天在倒置显微镜下观察细
胞，待盖玻片上出现肉眼可见的白色结节时，细胞爬

片行ＡＫＰ染色。
２．６　碱性磷酸酶（ＡＫＰ）细胞化学染色　将第２代细
胞以５×１０４个·ｍＬ－１接种于预先放有盖玻片的培养
皿中，含ＡＭＥＭ的培养液每４天更换１次，至细胞长
满后取出盖玻片，Ｇｏｍｏｒｉ钴钙法ＡＫＰ染色，随机计数
５张染片，每张计数３００个细胞，计算 ＡＫＰ阳性细胞
百分率作为成骨转化率。

２．７　成骨细胞ＡＬＰ活性检测　细胞以１×１０５·ｍＬ－１

接种到２４孔板，每孔接种１ｍＬ，隔天换液，换液后第
２、４、６、８天测定培养液中ＡＬＰ含量。测定方法：每孔
各吸取 １５０ｍＬ，按试剂盒方法说明测定，标准液吸
５０ｍＬ，用培养基稀释到１５０ｍＬ，测定ＡＬＰ活性。
２．８　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１０．０统计学软件对结
果进行检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

３　结　果
３．１　ｈＢＭＳＣｓ分离培养及增殖　刚接种的原代细胞
由于与其它细胞互相混杂交难辨认。第２天首次换
液，未见贴壁生长的骨髓基质干细胞。第４天换液时
可见骨髓基质干细胞迅速增殖，呈克隆样生长。此时

细胞形态渐为成纤维样的长梭形，体积较大，胞体透

亮，折光性强，胞核呈卵圆形。ｈＢＭＳＣｓ贴壁后２～４
天，经多次换液及ＰＢＳ洗涤后，其它细胞逐渐被清除，
８ｄ后细胞融合达 ８０％，形态更趋一致。传代后的
ｈＢＭＳＣｓ生长速度增快，３ｄ可铺满培养瓶底，旋涡状
分布直至融合（图１）。

图１　培养７ｄ的成人骨髓基质干细胞倒置显微镜图　×１００

３．２　陶瓷化骨的观察　煅烧形成的陶瓷化骨保持了
原骨组织的多孔网状结构，骨组织支架的三维多孔结

构存在，较骨组织色白，质脆（图２）。

图２　陶瓷化骨

３．３　倒置显微镜观察　细胞接种与陶瓷化骨联合培
养４０ｈ后，可见陶瓷化骨周边细胞增多，并附着在陶
瓷化骨上且不易脱落，细胞由接种时的圆形变为长梭

或多角形，并伸出长的突起（图３）。只接种细胞的培
养瓶内只见到细胞生长，没观察到伸出长的突起。

图３　培养４０ｈ后骨髓基质干细胞在陶瓷化骨上上
生长倒置显微镜图　×１００

３．４　扫描电镜下观察　陶瓷化骨与细胞联合培养
３ｄ后，可见细胞附着生长，但分布不均，贴近培养瓶
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底部一侧细胞较多。细胞沿微孔生长，伸出较多的树

枝状突起，其边角开始伸展而未见边角翘起和反褶。

细胞呈多角形、矮柱形及长梭形，部分可见细胞遮盖

微孔间隙。培养６ｄ后部分区域可见多角、星形细胞
连接成单层可见重叠生长，附着与载体孔壁相互连

接，细胞间通过伪足接触融合，互相形成网状，可见细

胞间有部分重叠生长，并分泌大量条索状胶原纤维并

向孔内生长。

３．５　矿化结节　接种培养３周后细胞聚集成多个散
在的结节，结节中间细胞由梭形变为矮柱状，排列紧

密，逐渐形成多层结构。结节中心部逐渐变浓，直至

不透光而成黑色（图５）。
３．６　ＡＫＰ染色　经 ＡＫＰ染色及 ＨＥ复染后，阳性细
胞可见灰黑以至深黑色沉淀（图６），阴性细胞为均一
的红色。

图４　培养６ｄ的骨髓基质干细胞在陶瓷化骨上
生长扫描电镜图　×１０００

图５　骨髓基质干细胞培养３周后形成的矿化结节
倒置显微镜图　×１００

图６　成骨细胞ＡＫＰ染色（黑色）图

３．７　ＡＬＰ活性检测　各组 ＡＬＰ活性检测结果分别
为：第２天（１．４±０．３９）Ｕ·ｍＬ－１、第 ４天（１．５±

０．１９）Ｕ·ｍＬ－１、第６天（２．１±０．１４）Ｕ·ｍＬ－１、第８

天（３．３±０．１６）Ｕ·ｍＬ，经重复测量方差分析，第２、
４、６及第８天陶瓷化骨 ＡＬＰ分泌量（Ｆ＝２１．５９１，Ｐ＝
０．０２３）均有显著性差异。

４　讨　论
陶瓷化骨成分为精细结晶状态 ＨＡ，与正常骨组

织成分相似。陶瓷化骨具有原骨的骨小梁、小梁间隙

及骨内管腔系统，保留了自然骨的连续多孔结构。陶

瓷化骨解决了化学合成人工骨的孔隙率、孔隙连通、

孔径大小等方面的制作难题。陶瓷化骨具有良好的

生物相容性、骨传导性、机械承载能力、细胞易于贴附

和可控制降解速度等特性。同时，其在韧性、功能适

应性、理化性能、体内降解等方面也优于人工陶瓷材

料［６－８］。陶瓷化骨作为骨组织工程的支架材料，其来

源丰富，制作要求低、难度小、费用低，基本符合骨组

织支架材料的要求。为了进一步提高和改善陶瓷化

骨的生物活性，可将生陶瓷化骨与生物活性因子或药

物复合，形成多种生物活性陶瓷基复合材料，进一步

模拟骨正常结构及生理功能，是生物活性人工骨的研

究方向，目前已有关于陶瓷化骨与水凝胶、骨形态发

生蛋白、胶原等复合研究的报道［９－１１］。

本实验使用陶瓷化骨培养成人骨髓基质干细胞

符合骨组织工程的基本要求，即将体外培养的高浓度

组织细胞，吸附扩增于一种生物相容性良好并可被人

体逐步降解吸收的生物材料上，形成细胞—生物材料

复合物。然后将此细胞—生物材料复合体植入机体

组织的病损部位。生物支架材料在集体组织病变部

位逐步降解吸收，但细胞继续增殖分化并分泌基质，

形成新的具有与自身功能和形态相应的组织和器官，

为临床应用打下基础。
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·通　知·

全国水针刀三氧消融术尸体解剖研修班及

中华筋骨三针法学习班通知

水针刀三氧消溶术及筋骨针法是由中国骨伤微创水针刀学术委员会会长、张仲景国医学院教授、广东省中医院主任导师吴

汉卿教授在水针刀疗法的基础上，结合三氧治疗仪所研发的新技术，研制发明的多用系列筋骨针具已获国家专利，并创立了十

大筋骨针法（已编入骨伤教材），出版了《中华筋骨三针疗法》。该项技术的培训班已举办１８０余期，来自国内包括台湾、香港等

地区及国外（马来西亚、新加坡、韩国）的万余名医生学习、掌握了该技术。为满足广大医师要求，现继续举办以下研修、学习班：

水针刀三氧融盘术及尸体解剖研修班：由吴汉卿教授主要传授：水针刀新针法治疗骨伤颈肩腰腿痛病、水针刀三氧融盘术。

应用水针刀法结合新鲜尸体详细讲解三针法安全入路法、配合独特松解液及椎间孔扩张术、侧隐窝分离术。新颖的三针法理

论、独特的十大针法、结合尸体刀法入路、水针刀挂图，有专科医院手术病人治疗，同时讲解影像诊断，保证每位学员能够独立操

作。临床上可治疗腰椎间盘突出症，对颈肩腰腿痛患者具有较好的疗效。

中华筋骨三针法学习班：中华筋骨三针法是吴汉卿教授在水针刀针法九针疗法基础上，根据人体生物力学，提出了人体软

组织立体三角平衡学说，创立了平衡三针法。该班传授筋骨三针法原理、三针定位法、十大针法技巧。该法主要治疗：颈椎病、

颈１横突综合症、颈７棘突综合症、肩关节周围炎、肌筋膜炎、腰椎间盘突出症、股骨头坏死症、膝关节骨关节炎、神经痛、类风湿

性关节炎、脊柱相关病等。

脊柱九病区药磁线植入技术：传授独特的脊背九大诊疗区，临床应用水针刀分离、磁线留置并配合整脊手法，快速治疗脊柱

相关病，如颈源性心脏病、颈性咽炎、面瘫、三叉神经痛、癫痫病、慢性支气管炎、哮喘、胃炎、胃溃疡、结肠炎、生殖疾病等。

其他：参加学习班者将授予国家级中医药Ⅰ类继续教育学分（项目编号：３９０２０６００６）

　　开学时间：２０１２年３月１日开课，以后每月１日开课，需提前２日报到

报到地址：河南省南阳市仲景路与天山路口（水针刀专科医院）
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