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摘耍 目的 :研究在构建的去卵集骨质硫松山羊动物模型中
,

骨旋基质细胞 (M别弘 )的生物学特性以及其成甘能力
。

方法 : 建

立去卵粱骨质硫松山羊动物模型
,

使用全骨桩法获取去卵粱骨质硫松山羊 ( 实脸组 )和正常山羊 (对照组 )M 3汤
,

流式细胞仪检浏

实脸组和对照组细胞周期及淆位指数 ( PI ) ; 地塞米松诱导 Z dl 时油红 O 染色
,

观察成脂分化比例 ; 成骨诱导液诱导 1d4
,

城性礴改

璐 (A LP )染色
、

检侧 人1尸表达 1
。

结果 : 对照组 PI 高于实脸组 ; 地塞米松诱导后实脸组脂肪细胞比例明显高于对服组 ; 成骨诱导

第 7 d
,

对照组 A廿 的表达 1 明显高于实脸组
。

结论 :去卵粱骨质硫松山羊的 M以运增技和成骨分化能力都降低
,

可能与骨质硫松

症的发病机理有关
。

关扭词 : 去卯粱甘质硫松山羊 ; 介健基质细胞 ; 成骨能力
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前言

骨做可以分为造血及基质两大系统
。

骨位基质细胞也叫

间充质干细胞
,

具有多向分化潜能
,

可同时向成骨细胞和脂肪

细胞分化
,

也可以分化为软骨细胞
、

神经细胞
、

肌细胞
。

骨质

疏松症骨盘减少同时
,

通常伴有骨位中脂肪组织增多
,

但是其

具体机制尚未阐明
。

目前
,

对于骨位基质细胞的研究多集中

于人以及鼠
、

兔等动物实验
,

对于 山羊
,

尤其是去卵巢山羊

M S。 的研究报道很少
。

本研夯旨在通过建立去卵巢骨质疏

松山羊动物模型
,

研究其 h贬艾污生长特性以及成骨能力
,

初步

探讨骨质疏松症的细胞学机制
。
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1 实验材料

山羊 (由第四军医大学实验动物中心提供 )
,

低糖 n M 曰功

培养液 (G 伍, 公司 )
,

胎牛血清 (杭州四季青生物公司 )
,

地塞

米松佃 , . 公司 )
,

碱性磷酸酶检测试剂盒 (南京建成生物公

司 )倒置相差显徽镜 (。勺. , . )
,

酶联免疫检测仪 ( 日立公司 )

流式细胞仪 (B EC K期A[ N 一 C〔阳 I.’ IE R )
。

完全培养液
:

含胎牛

血清体积 比 10 %
,

青霉素 1X() UI/ L
,

链霉素 1的U / L 的 n M翻协

培养液
。

2 实验方法

2
.

1 建立去卯撰后骨质疏松山羊动物模型

成年雌性山羊十只
,

体重 (45
.

03
.

4) 纯
,

年龄 (解
.

抖
.

9) 月
,

由第四军医大学动物中心提供
。

手术切除双侧游巢
,

术前行

腰椎
、

跟骨骨密度检测
,

术后 6 月复查
,

证实骨质疏松模型成

立
。

2
.

2 拟巴O 细胞原代培养

去势组山羊骼骨部剪毛
、

消毒
,

用灭菌骨位穿刺针穿刺进

人骨健腔
,

在无菌条件下用预先吸有肝素抗凝液的注射器抽



取骨位 sn `
,

完全培养液盯℃
、
5 % 《加入

、

饱和湿度下培养
。

照

组对处理相同
。

.2 3 换液
、

传代
:

细胞培养 d4 首次换液
,

去除未贴壁细胞
,

留下贴壁细胞

继续培养
,

以后隔日换液
,

进一步去除未贴壁细胞
。

细胞长满

瓶底后
,

用 0
.

25 %腆蛋白醉消化
、

悬俘细胞
,

镜下见大部分细

胞胞质回缩
、

形态变回后
,

含血清的 众M习从培养液中和消化
,

按 1 : 2接种传代
。

2
.

4 州n
,

T法洲定两组细胞的生长曲线

取生长良好的两组第 2代细胞
,

细胞长满瓶底后消化
,

调

整细胞浓度为 2 x l护/ . L
,

接种于 % 孔培养板
,

隔日换液
。

每

拼h 取出一板
,

每孔加人 M l l
.

溶液 (5叫岁毗 )火朴L
,

培养箱内

培养 4小时后
,

吸去上清液
,

每孔内加人 l义朴L I熟概。
,

展荡 10

分钟
,

选择 闷以脑口波长
,

在醉联免疫掩侧仪上侧定各孔吸光度

A 值
。

以时间为横坐标
,

以 3 孔光吸收值的平均值为纵坐标
,

绘制生长曲线
。

2
.

5 细胞增殖周期和增班指傲的检刹

分别取实验组和对照组第 2 代 MCS 、
,

以 1 x l护接种于培

养瓶
,

每组 3瓶
。

细胞融合生长后
,

消化
、

固定细胞
,

碘化丙锭

( , 恤留 L )作用 加分钟
,

经流式细胞仅检侧细胞周期变化
。

H

( S 十 C万M 期细胞百分比 )表示细胞增殖活性
。

.2 ` 地容米松诱导分化
;

分别取实验组和对照组第二代 韧峨 、
,

以密度 Z x 】护几

接种预 t 益玻片的泌孔培养板
,

含地塞米松 l x 幻
一 ’口刃L 的

完全培养液培养
,

隔日换液
。 ;

.2 , 成. 诱导分化

分别取实验组和对照组第二代 M哭.
,

以密度 2 x l护几

接种预 t 盖玻片的解孔培养板
。

用成骨诱导液 (含地塞米松

l x 幻
一

d 八
J 、

维生素 c 50 . 留L
、

卜 磷酸甘油钠 1伪泣圈盯L 的

完全培养液 )进行诱导
,

第 1d4 行钙钻法碱性磷酸醉染色
。

染

色完成后光镜检查
,

每张玻片随即抽取 10 个非重至视野 ( x

100 )
,

计算孩性碑酸醉阳性细胞数的比例
。

另取两组第二代

州侣公
,

以密度 2 x l口几接种解孔培养板
,

每组 6孔
。

成骨诱

导液诱导 1d4
,

去上清
,

加人 1竹加 X ` 1的
,

4℃过夜
,

按试剂说

明步骤
,

最后在醉联免疫检侧仪上 41 仓. . 波长检侧各孔吸光

度 A 值
,

反映碱性磷酸醉活性
。

为生长潜伏期
,

此后进人对数生长期
,

1d3 后细胞长满瓶底
,

进人平台期
。

实验组 翻侣Q 接种后有 5 一 M 的生长潜伏期
,

7

d后进人对数生长期
,

巧d 后细胞长满瓶底
,

进人平台期
。

(图

3 )

3
.

3 细胞增殖周期和增殖指傲
。
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3 结果和分析
三

3
.

1 原代细胞形态学观察

4d 后首次换液
,

倒 t 相差显徽镜下观察
,

两组细胞形态相

似
,

呈典型的成纤维细胞样外观
,

多皇集落生长
。

可见多角

形
、

三角形
、

梭形细胞贴壁
,

有不规则突起
,

并可见较多的红细

胞
。

随着换液次数的增加
,

细胞逐渐纯化
。

8 一 1沉 后可见多

个成纤维样细胞集落
,

出现较多的宽大扁平细胞
,

13 一 1d5 后

细胞密集生长
,

几乎长满瓶底
,

细胞间紧密贴附
。

(图 1
,

2)

.3 2 细胞生长曲钱
;

两组细胞生长曲线表明
,

两组细胞具有相似的 S形生长

曲线
,

对照组 h贬艾、 生长快于实验组
。

对照组侧侣 ( 、 接种后 d3

.P < .0 仍
.

实验组与对服组相比
。

3
.

4 脂肪细胞油红 0 染色

第 2 代骨位基质细胞经地塞米松诱导 21 天行油红 0 染

色
,

镜下观察脂肪细胞为圆型或多边形
,

脂滴为橙红色
,

脂肪

细胞中含大小不等的脂肪滴
,

细胞核被挤到细胞一侧
。

每张

玻片随机抽取 6 个视野
,

高倍镜下统计每组各 4 张细胞爬片脂

肪细胞分化比例
,

结果显示
,

去卵巢骨质硫松组 76
.

6% (仍 /

82 ) h侣山分化为脂肪细胞
,

对照组 65
.

6 % ( 61 /刃 ) h份山 分化

为脂肪细胞
,

两者之间存在显著差异 ( P < 0
.

01 )
。

(图 4
,

5)

3
.

5 碱性礴酸醉染色以及活性检侧

第 2 代骨位基质细胞成骨诱导第 1d4
,

取出细胞爬片
,

丙

酮固定
,

按照说明步骤行碱性磷酸酶染色
。

镜下见部分细胞

胞质内有棕黑色顺粒状沉淀
,

显示孩性磷酸醉染色强阳性
。

每张玻片随机抽取 6个视野
,

高倍镜下统计每组各 4 张细胞爬

片碱性磷酸醉染色阳性细胞率
。

结果显示
,

去卵巢骨质硫松

组碱性碑酸醉染色阳性率为 71
.

4% (义V ( )
,

对照组为 81
.

3%

(39力铭 )
,

两者之间存在显著差异 ( P < 0
.

0 1 )
。

光吸收值 ( 《犯 )

值
:

实验组 ( 0
.

1350
,

《兀巧
, n 二 6) ; 对照组 ( 0

.

巧加
,

以抖
, 。 二 6)

,

两

者之间有显著差异 (P < 0
.

0 1 )
。

(图 6
,

7 )

4 讨论

州侣O 分离方法通常分为密度梯度分离法和全骨位贴壁

法
。

骨位中的造血干细胞能分泌生长因子以及促贴壁物质
,

促进骨位基质细胞的贴壁和生长川
,

因此本研究采用全骨位



法分离培养骨位基质细胞
,

利用骨妞荃质细胞贴壁生长的特

性
,

通过更换培养液的方法
,

逐渐去除悬浮生长的造血细胞
,

从而获得了均一性较高的骨位基质细胞
。

该方法操作简单
,

减少了离心
、

密度分离等步骤
,

从而减少污染机会以及对细胞

的损害
,

因而成功率高
,

本实验 10 只动物的原代培养中有 8 只

一次成功
。

该方法缺点是红细胞干扰原代细胞的观察
。

骨质疏松等骨丢失性疾病在骨量减少的同时往往伴随骨

位内脂肪组织增加2[]
。

实际上
,

所有导致骨丢失的条件如卵

巢切除
、

制动
、

服用糖皮质激素等
,

均伴有妞内脂肪细胞的增

加 31[
。

成骨细胞和成脂细胞拥有一个共同的前体细胞源

M别 ) 2J[ 州Sl 。 向成骨与成脂细胞分化的平衡维系着位内骨组

织与脂肪组织量的平衡
。

一旦 M别) 过多地向成脂细胞方向

分化
,

则向成骨细胞分化的细胞数就相应减少
,

进而引起成骨

缺陷
。

成骨与成脂平衡的调控机制十分复杂
,

有多条信号通

路的参与
。

包括 l
、

过氧化酶增殖体激活受体 r 通路 ; 2
、

W ao St

通路 ; 3
、

川. A 通路 ; 4
、

G 蛋白偶联受体通路 5
、

N以d叮 d e加扩

」吧州 通路等5[]
。

地塞米松在成骨
、

成脂的诱导分化中均起着重要作用
,

有

人称之为骨位基质细胞分化的启动因子 e[]
。

刘杰等 [, ] 实验结

论
:

地塞米松可以从分子水平调控骨健基质细胞分化
,

地塞米

松浓度 l x 幻
一 , . 目盯 L 时

,

诱导体外培养的骨位基质细胞向脂

肪细胞分化方向较强
。

脂肪细胞可以合成并储存甘油三醋
,

因此可以用油红 0 染色作为鉴定脂肪细胞的方法
。

碱性磷酸

酶是诱导成骨后的关键性标志之一
,

并且是最早出现的成骨

标志 s[]
。

定量检侧碱性磷酸酶的活性可以衡量成骨细胞分化

程度和成骨细胞的功能状态
。

5 结论

本研究结果表明
,

采用全骨妞贴壁法可以获得去卵巢骨

质疏松山羊 M S C s ,

并且体外扩增生长良好
,

可以用于相关研

究
。

在地塞米松浓度 l x 幻
一 , . 州叮L 诱导下

,

去卵巢骨质疏松

组 M以、 向脂肪细胞分化比例明显高于对照组
,

在成骨诱导

液诱导下
,

去卵巢骨质疏松组 M义为碱性磷酸酶表达量明显

低于对照组
,

由此
,

可以得出结论
:

去卵巢骨质琉松山羊 侧侣Q

成脂分化能力增强
,

成骨分化能力减弱 ; 并且其成骨能力减

弱
。

因此洲侣仓细胞分化方向改变
,

致成骨细胞生成减少
,

脂

肪细胞生成增多可能是骨质疏松症的原因之一
。

参 考 文 献

【1] . 由即 凡
.

( 址鞠口峨
一 。 . 时目 。, 加口. r l洲. . 。侧, 曰. : . 比

·

脚目面困 . 日阅. 倪 恤血 侧. 创如川 c ll. , 解【J]
.

C目 d f
l

l触. 此 加
,

1卯5
,

56
: 1 1 一 12

〔2〕 洲灿伪山 M E
,

G如臼. JM
.

肠 . . 吧 . 血” 脚d 〔 叩脚比创灯 ot d
·

粗比 r 声价 a 目 or tr . t .o 恤甲园 e dl . ” 闭比I, 勿 加目目山奄 皿. r n , ,
目卜

哪 . , 目 . ? [J ]B. .
.

2创X)
,

27 ( 2 )
: 一刀

一 l斜

【3 I M巨恤 I
皿

,
O如, 班,

,

l刀目. AP
.

B . . 心. r 日, 即甸 “ . 山 , . 加 比
·

加山. . b . . . . 岌倒目 .叱 . 目 砚” . . 山曰耐的口 加 加七比吸 . 目 。

佣时倪加. 臼目 山, 【JJ
.

C日 d甘 n .
侧

,
19引)

,

肠
: 189

一 l只

〔4 〕 《为旧, A
.

W加` 肠 . 目了恤加, . 山. ? 食 J n叮曲白勿
.

么刀 3
,

183

( 2 )
: 肠2

【s] 抽峭目 1 M E
,

O如臼 e JM
.

0 浏叭皿魂 血 加肠口比 b日, 限吧 n 睁

.叻场心叼目油 . 目 目脚解此山 . 日 它触 “ 口. 匆口翻 肠旧, 阴山 c

如娜口山 . 【J]
.

0 . , . 吐 0 脚̀ . 加 n . . . “ 山.
,

刀以” ,

4 : 2创〕

一 2叫

〔6] H嘴喇扭 正”
,

肠侧为, 田
.

。 加白目 民, . 搜 协如 .

一
。 . 峥

砷. 臼` . 加 d日“ 叭. 喇 .

一
侧. , . 山 呐, 如山 【J 〕

.

】翔川】,

么刃 l
,

卯 ( 5)
: l刀 7一 123 1

【7」 刘杰
,

孙正义
,

官曹
.

地塞米松对骨位墓质干细胞生物学行为的

影响〔J]
.

中华骨科杂志渭切
,

刀 ( 1 1 )
:
的 1一朗

【8] 5. . . 国 . J
,

冉加侧目 N
.

1触 ”山 心 BM , 一 6
,

几
一 6

.

. 日 B州口 一 4

恤

~
日妙. 目 目. . 。目 一山铆洲勿 d b . 比 山, 山甲. 对

:
由玫匆 .

. 目. 份. 吮 口肠, . 山山. 加山. 目 勿 脚. 椒川匆 七. 比 . . 甘 . 目 讨
·

烟. 恤 D (3 ) [ J ]
.

5扭. C日 aI
,

加以
,
13 ( 3 )

:刀 3

(圈 l
,

圈 2
,

圈 4 一 圈 7幼见封 3)

(上接策 26 页 )

一..J工..J

,一匕
一.. L工.. L

[4 ]

参 考 文 献

E m皿比川. 价
.

C知阶d c .因 鹅户同, 匈〔J]
.

刃山曰 加
.

1叨 3

J川 ; 4 ( l )
: l一 5

日日 d吐M
,
盆加旧目吐 . G

.

刀A P
,

血 日. 州恤. . 电对〔J]
.

h目 R曰

h如 C目】E如
.

2以) 1 J ul 口( 7 )
: 5父

一 5肠

D 曰. , 即口 Q L
,
T al . 如. hj R

,

幽山. 此” 4沼
,

d al
.

X 一 山由目 】A P sI a

山代d bl 目加奴口 政 d
一

如比 脚川 . . . 〔J]
.

洲. 加比
.

199’7 J目 17 ;

388 (肠3 9 )
: 〕艾】一 义抖

敌. 因 Y
,

N 吐园比押曲 I Y
,

N 目. 加 K
,
吐 目

.

X 一 比止目 加加加叙片 砧

.脚树. 山 碑. d . (刀A P ) 加目目

二
娜. . 一 3 砚日 一 7 加 山团 . d

川日. 【J〕
.

J B如 Q 曰.
.

么刃 I uJl 为
;刀 6 (万 )

: 刀份 8 一刀伪 3

[5 ]

[6 ]

《】目 J
,

肠七. 目 E
,

S内目” 目山 SM
,

时 目
。

S扮侧出叮川 加目. 公 。 . ,

, 口
一 7 加划时幽. 勿 为伪 P【J]

.

C目1
.

期 1和 aI r g ; l以 (5 )
:

油
-

7即

及. C
,

(划 M
,

C . . 州比. 冉R
,

时 目
.

N M皿 目” 蛇加 . . 目 . . 加
,

, 州山 吐触 加目加叙甘 一 心一训咖山 脚川山 为认 P【J]
.

洲巨. 花
.

l臾冲 《袱 2 1;拍 l(675 5 )
:
8 18一 吕刀

蒋云生
,

X 运成
,

罗季安
,

等
.

碘化钾抗铅性肾细胞损害的机制探

讨【J]
.

中华劳动卫生职业病
,
1期

,

15 ( 3)
: 1

一
170

抽山。 C V
,

日如肠么 Z A
.

l月目 叫咖耐喇 d yt a目 . . 犯肠触d 司目甘
,

山. : 肠叼比园因 . 日巨目. . 厂互b 目创 .树【J]
.

1卯2
.

73 (2 )
: 127 -

146

1.Jf ..J1.J

-,自
门」

p.
`

户̀..̀ù.. L




