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骨质疏松大鼠脂肪基质细胞成骨能力的研究 *

申龙朵 巩哈伲 李 嘉 卢慧连 李 鹏 汤 炜△

（四川大学华西口腔医学院创伤与整形外科 四川成都 610041）

摘要目的：探讨骨质疏松大鼠的脂肪基质细胞有无成骨能力。方法：采用去势法构建 SD大鼠骨质疏松模型，设置 2组样本，分别
为 19月龄骨质疏松 SD雌性大鼠，正常 19月龄 SD雌性大鼠。每组大鼠分别取腹股沟脂肪垫中脂肪，用胶原酶消化法培养获得
脂肪间充质干细胞，绘制并分析细胞生长曲线；再用经典的骨向诱导液诱导 2组 ASCs，比较 2组细胞骨向分化能力有无差别。结
果：骨质疏松大鼠与正常老龄大鼠的 ASCs骨向分化能力无明显差别。结论：可用去势法构建 SD大鼠骨质疏松模型，并可取其细
胞行进一步研究。老龄骨质疏松大鼠的 ASCs也可以考虑作为种子细胞促进其自体骨愈合，从而为利用自体 ASCs促进骨质疏松
骨愈合打下一定的理论基础。
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ABSTRACT Objective: To investigate if the ASCs of osteoporosis SD rat have the ability of osteogenic differentiation. Methods: In

my study, the osteoporosis SD rat model was modeled by excising ovaries. We designed two test groups: 19 months female SD rats with

osteoporosis, normal 19 months female SD rats. The fat tissue was obtained from the inguinal site. We got and cultured the ASCs by the

tissue adherent and collagenase digestion methods independently to every group. And the rate was analyzed that getting ASCs

successfully by each method. Also, we recorded the growth curves to illustrate the proliferation activity of the different groups' ASCs. On

the other hand, the two ASCs were induced for osteogenesis through the classic ossifying culture solution; and the ability of osteogenic

differentiation was compared. Results: There was no significant difference between the normal old rats and the osteoporotic ones.

Conclusion: These results indicated that osteoporosis SD rat models could be constructed by ovariectomy. And the cells obtained from

them were convenient for the follow-up cytology study. The ASCs from the old SD rats with osteoporosis could also be the seeding cells

for enhancing the bone healing of themselves. And this conclusion offered an academic foundation for the treatment of bone fractures and

defects using autologous ASCs.
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骨质疏松症是老年人群的一种多发病和常见病，是一种以

骨量减少、骨的微观结构退化为特征的，致使骨脆性增加而易
于发生骨折的全身性骨骼疾病。骨质疏松性骨折患者除了要经
历一般的骨折愈合过程外，还要忍受更长的愈合时间才能使其

骨折处达到骨相连[1]。目前临床上能有效促进骨质疏松或者增
龄性骨量减少患者骨愈合的方法还不完善：采用自体骨移植难

以满足大段骨移植的要求，异体骨移植的传播疾病和排斥反应

令人担忧，使用各种以金属、陶瓷或高分子材料制造的人工骨
替代物在生物相容性、生物活性、生物可降解性及与被植入者
原有骨的力学匹配性等方面都有其各自的缺点目前，应用骨组

织工程促进骨质疏松症患者骨愈合是国内外研究的热点。

具有增殖和多向分化能力的骨髓基质细胞（BMSCs）已被

广泛应用于组织工程研究[1-11]。然而，BMSCs用于细胞治疗需要
大量的细胞，骨髓中只含有少量的间充质干细胞，仅占骨髓细

胞的 0.001-0.01%。另一方面从组织中分离 BMSCs的获得量因
人而异，但均会随年龄增长而明显减少[2]。基于此原因，目前的
热点转向脂肪基质细胞(Adipose-derived Stromal Cells, ASCs)，

它在适当诱导条件下可将其向成骨细胞、脂肪细胞、软骨细胞、
肝细胞、神经组织定向分化。与骨髓基质细胞 (Bone Marrow
Stromal Cells，BMSCs)相比较，ASCs具有突出优点，如取材创

伤小、组织量多、单位体积组织中干细胞量多等，这些优点使得
ASCs在原代培养阶段就可以轻松获得比 BMSCs更大的细胞

*基金项目：国家自然科学基金项目（30973347，81170940）；国家科技支撑计划资助项目(2009BA281B03)

作者简介：申龙朵（1984-），男，硕士研究生，主要从事颌面创伤的研究

△通讯作者：汤炜（1970-），男，博士生导师，教授，主要从事和面部创伤与畸形整复的研究，
Tel：028-85503406；E-mail:mydrtangwei@yahoo.com.cn

（收稿日期：2011-12-06 接受日期：2012-01-03）

2804· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.15 MAY 2012

图 1.1实验组大鼠椎体三维重建，

可见其骨质较稀疏、骨髓腔明显
Fig.1.1 Three-dimensional reconstruction of OVX rats vertebral body,

showing its relatively sparse bone, bone marrow cavity clear

量，这样不但可以大幅缩短体外扩增的时间，而且可以减少体

外扩增对细胞生物学特性的不良影响，这在细胞用量大的实验

中将体现出明显的优势[13-18]。在 ASCs的研究中，开展最早、研
究最多、结果比较肯定的是其向成骨方向的诱导分化[20-26]。
对于骨质疏松症或老年患者，其自体脂肪间充质干细胞是

否具有安全、有效、持久的多向分化潜能，能否替代骨髓间充质
干细胞作为种子细胞，利用组织工程促进其自体骨愈合关于这

方面的研究还缺乏实验及数据支持，有必要进一步地探讨和论

证。因此，本研究预探讨骨质疏松大鼠的脂肪间充质干细胞的
成骨能力，为使骨质疏松症患者能够使用自体脂肪间充质干细

胞修复骨质缺损打下理论基础。

1 材料和方法

1.1 实验动物

9月龄 SD大鼠（购自四川大学实验动物中心，生产许可：

scxk（川）-10-2006）20只。
1.2 实验试剂

I型胶原酶(Sigma)；胎牛血清(FBS)，α-DMEM培养基，胰
酶 -EDTA，(以上试剂购自美国 Gibco公司)，PBS缓冲液。
1.3 样本设计

本实验设置 2组样本，将 SD大鼠随机分为实验组和对照

组两组，其中实验组 10只，对照组 10只。实验组为骨质疏松
SD雌性大鼠，对照组为正常 SD雌性大鼠，每组大鼠 10只。每
组大鼠分别取腹股沟脂肪垫中脂肪间充质干细胞培养。所得数
据用 SPSS 17.0系统分析处理分析。
1.4 骨质疏松大鼠模型的建立

实验组采用双侧背部切口进入腹腔摘除卵巢，对照组采用

同样方法进入腹腔仅摘除部分脂肪组织而不摘除卵巢。于术后
10个月时间点处死动物，获取每只大鼠的股骨和腰椎，立即固

定于 4℃、10%中性福尔马林溶液中，进行显微 CT(Micro-com-
puted Tomography, Micro-CT)检测。将处理好的腰椎骨标本沿
腰椎体长轴垂直置入小号样品容器内，选择椎体部分为重点扫

描部位，沿椎体长轴方向扫描，获取连续的Micro-CT图像。图
像高斯滤波后，以计算机自动阈值提取骨小梁的图像信息，用

三维可视化呈现 ROI区域内松质骨，并生成骨小梁的显微三

维透视图。图像用 Scanco自带软件包进行数据分析计算。
1.5 脂肪间充质干细胞的分离、培养
两组大鼠的脂肪用胶原酶消化法得到脂肪间充质干细胞。
进行原代细胞培养，待细胞达到 80%融合时，用 PBS缓冲液清

洗后再用胰酶 -EDTA37℃孵箱中消化贴壁的脂肪间充质干细
胞，3分钟后用含体积分数为 10%FBS的 α-DMEM培养基中
和胰酶，1000转 /分离心 5 分钟后弃上清。用含体积分数为
10%FBS的 α-DMEM培养基重悬沉淀细胞，以 1：3比例传代
培养。
1.6 增殖速度的测定

用第 3代细胞以 2×104个 /ml密度接种于 96孔板中，每
孔 200 μl，每板实验组与对照组分别各种 8孔，共种 7板。从种
后第一天，每天定时检测一板 MTT值，取各组平均 MTT值绘

制生长曲线。
1.7 骨向分化诱导及成骨能力鉴定

取生长良好的 3-5代 ASCs，用 PBS缓冲液清洗后再用胰

酶 -EDTA37℃孵箱中消化贴壁的 ASCs，3分钟后用含体积分
数为 10%FBS的 α-DMEM培养基中和胰酶，1000转 /分离心
5min后弃上清，以充分清除 EDTA残余。成骨诱导液(内含体
积分数为 l0%FBS，l0-8mol／L地塞米松，50 mg／L左旋维生
素 C及 10 mmol／Lβ-磷酸甘油钠)悬浮细胞，以 2×105个 /ml
细胞密度传入 24孔及 6孔培养板中诱导培养。分别于诱导后
第 14天、16天、18天和 20天取 3孔测碱性磷酸酶活性。取 2
孔细胞用 0.25%胰蛋白 +0.02%EDTA消化 2-3分钟，1200转 /

分离心 6分钟，去上清，重悬细胞于 80%的 μLPBS缓冲液，离
心洗涤两次，采用冻融法于 -20℃反复冻融三次破碎细胞，4℃
下低温离心 15分钟收集上清液待测。通过 Varioskan Flash光
谱扫描多功能读数仪进行测试。以诱导培养时间为横坐标，每
毫克蛋白每分钟内产生的对硝基苯酚 (nmol p-nitrophe-

nol/min/mg protein)即比活力为纵坐标，绘图得到 ASCs向成骨

细胞分化过程 ALP的变化曲线。
钙结节染色：细胞骨向诱导培养 25天后，弃培养基，用

PBS缓冲液小心清洗 2次，用 4%多聚甲醛固定 1小时，茜素红

钙结节染色

1.8 细胞老化、凋亡鉴定
细胞骨向诱导培养 25天后，弃培养基，用 PBS缓冲液小

心清洗 2次，用 4%多聚甲醛固定 1小时，茜素红钙结节染色。
油红 O染色。

2 结果

2.1 骨质疏松大鼠模型的建立

用Micro-CT对大鼠的腰椎的椎体部分进行扫描，重建得

到整个椎体的三维图像（图 1.1-图 1.2）。图像高斯滤波后，选定
椎体的同一区域，以计算机自动阈值提取骨小梁的图像信息，

将该选定区域内的松质骨行三维可视化呈现，并生成骨小梁的

显微三维透视图(图 1.3-图 1.4)。从下面的椎体以及其中的骨
小梁的三维重建图像中可以看出，实验组大鼠骨标本的致密程

度明显不及对照组。证实了大鼠骨质疏松动物模型构建成功。
2.2 脂肪间充质干细胞的原代培养
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图 2 2组细胞MTT生长曲线

Fig. 2 MTT growth curves of 2 groups

图 1.2对照组大鼠椎体三维重建，其骨质依然致密、骨髓腔相对不明显
Fig. 1.2 Three-dimensional reconstruction of

Control group vertebral body, showing its dense bone, and unconspicuous

bone marrow cavity

图 1.3实验组大鼠椎体上段骨小梁的三维重建，骨小梁松散、排列稀疏
Fig. 1.3 The OVX rat vertebral segment on bone trabeculae 3 d

reconstruction: loose and sparse trabecular bone

图 1.4对照组大鼠椎体上段骨小梁三维重建，骨小梁排列相对紧密

Fig. 1.4 The control group vertebral segment on bone trabeculae 3d

reconstruction: relatively tightly trabecular bone

图 1.5实验组 ASCs，图示细胞呈集落状生长（×40）
Fig. 1.5 ASCs of the OVX rat are colony growth（×40）

图 1.6对照组 ASCs，图示细胞呈集落状生长（×40）
Fig. 1.6 ASCs of the control group are colony growth（×40）

用胶原酶消化法进行 ASCs的原代培养，3天后都可见原

代细胞贴壁或自组织块爬出，细胞大部分呈细长梭形的单层成

纤维细胞样细胞，其间也可见少量形态、体积不一的多种细胞
成分（图 1.5-图 1.6）；ASCs细胞团贴壁后慢慢伸出伪足，贴壁

细胞呈集落状生长，原代细胞集落培养 7-9天即可达到 80%融

合。两组细胞形态及生长速度均无明显差别，两组大鼠第 3代

细胞生长曲线如图 2。
2.3 脂肪基细胞的骨向分化诱导及成骨能力鉴定

经成骨诱导液培养后实验组及对照组 ASCs达 80%融合

所需时间约为 17~18天。待诱导 25天后，两组细胞茜素红染色
均有淡红色钙结节生成（图 3.1-图 3.2），实验组钙结节形态较

疏松，且数量较少；对照组与实验组无明显差别。
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从 2组大鼠 ASCs骨向诱导后 ALP活力比均值（U/mg）统

计学比较（表 1）可见 2 组细胞 ATP 活力比均在诱导后第

20~22天达到峰值。将第 2组大鼠的 ASCs的 ALP比活力均值
用两个样本 t检验两两比较分析 (两组细胞每个时间点于两两

之间行两个样本 t检验，n=6表示每组细胞每个时间点重复测

量三次，每次设置 1个复孔，故每组细胞每个时间点得到 6个

ALP活力比值，取平均值计算)，实验组与对照组间比较仅有 2

个时间点 P<0.05，不具有统计学意义，可以认为此两组大鼠

ASCs骨向分化能力及速度无明显差别。

图 3.1实验组 ASCs骨向诱导 25天后的钙结节

(茜素红染色)，可见其结构松散（×100）
Fig. 3.1 ASCs of the OVX rat are induced after 25 days，loose structure of

the calcium nodules can be seen（alizarin red staining）（×100）

图 3.2对照组 ASCs骨向诱导 25天后的钙结节（茜素红染色），

可见其结构松散（×100）
Fig. 3.2 ASCs of the control group are induced after 25 days，loose

structure of the calcium nodules can be seen（alizarin red staining）（×100）

图 4.1活力良好的 ASCs，细胞呈梭形，贴壁性好，细胞密集（×100）
Fig. 4.1 Energetic ASCs, cells were Spindle-shaped, good adhesion, cell

density（×100）

图 4.2活力良好的 ASCs，箭头所示

为细胞纤长的伪足（×200）
Fig. 4.2 Energetic ASCs, the arrow indicated the filopodia of cell (×200)

Note: A value of P< 0.05 was considered statistically significant.

Group（n=6)
Osteogenic days

12 14 16 18 20 22

Control group 98.7 119.8 210.0* 343.7* 510.6 493.1

Experimental group 101.2 125.7 230.7 332.8 507.1 488.8

表 1 2组大鼠 ASCs骨向诱导后 ALP活力比均值（U/mg）统计学比较

Table 1 Osteogenic induction increases alkaline phosphatase (ALP) activity in 2 group of ASCs

脂肪间充质干细胞老化、凋亡鉴定
实验组和对照组 ASCs平均培养至 11-13代就开始出现细

胞增殖能力下降，形态改变大面积细胞死亡、脱落等老化表现
如图 4。

3 讨论

骨质疏松症是一种常见病，一般将原发性骨质疏松症分为

绝经后骨质疏松症和老年性骨质疏松症。雌性大鼠的双侧卵巢
被切除后，骨松质明显丢失，其是研究妇女绝经后雌激素降低

所引起的高转换型骨质疏松理想的动物模型[14]。SD雌性大鼠
在 6到 9月时发生骨骺闭合，10月时达骨峰值，美国食品与药

物管理局在 1994年建议研究绝经后骨质疏松的雌鼠最佳月龄

为 6至 10月。根据绝经后骨质疏松症动物模型的经典法，19
月龄大鼠可算老龄大鼠，该动物模型同时具备绝经及老龄双重
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图 4.3 ASCs老化，细胞铺摊、脱落（×40）
Fig. 4.3 ASCs aging, cellSpread out, fall off (×40)

图 4.4 ASCs老化、脂滴形成，箭头所示油红 O染色，（×100）
Fig. 4.4 ASCs ageing/formation of lipid droplets / the arrow indicated oil

red O staining（×100）影响因素，即同时具备两型骨质疏松症实验条件，从而保证实

验动物骨质疏松效果。而 SD大鼠的 ASCs的获取、培养及骨向
诱导技术均较成熟，有操作规范方法可循，保证了实验操作的

准确性，减少干扰因素，增强结果的可信度，有利于日后重复实

验结果的比较。本实验研究对象为骨质疏松对 ASCs成骨能力
的影响，因此选择 SD雌性大鼠为实验动物。
骨小梁厚度、骨小梁数目、组织骨密度、骨小梁间隙和是确
定骨质疏松大鼠模型是否建立的重要参数。而近年来，Mi-
cro-CT被越来越多的应用于骨质疏松症的病理诊断中[9-10]。它
可通过三维重建来进行立体的骨形态计量学研究及骨密度测

定，真正做到了骨质疏松症病理学诊断的质与量相结合。为了
使实验结果准确，尽量减小随机误差，本实验尽量选取最具代

表性的同一部分标本通过Micro-CT检测。多数研究学者表明
[11]，去势后大鼠骨丢失速度较快的部位为腰椎、股骨、胫骨，故
本实验选取了去势大鼠的腰椎部分，以骨量变化和骨组织显微

结构变化这两项判断骨质疏松的主要指标作为依据。实验结果
表明实验结果发现实验组标本各项骨小梁参数（组织骨密度、
骨小梁厚度、骨小梁数目、骨体积分数）与对照组比较都具有统
计学意义，证实了大鼠骨质疏松动物模型构建成功。
ALP的表达是向成骨细胞分化的开始的标志[19]。其与成骨
细胞的分化、成熟呈正相关，因此 ALP增高在体外实验中作为
成骨细胞分化的指标。茜素红染色发现，ASCs在诱导 2周后染
色呈现阳性。经过诱导培养的 ASCs，细胞体积明显增大，胞浆
中的细胞器发达，细胞呈集落状层叠生长，中央部可形成矿化

结节。实验组与对照组钙结节形态较疏松,且数量较少；见无明
显差异。从 ALP比活力曲线变化可见两细胞 ATP活力比均在
诱导后第 20~22天达到峰值。
两组大鼠脂肪来源的间充质干细胞在成骨诱导后进行比

较，发现在碱性磷酸酶(ALP)、钙结节等各个检测指标均未发现
差异有统计学意义。细胞MTT生长曲线见两组细胞增殖速度
无明显差别。因为两组大鼠的 ASCs都属于幼稚细胞，其具有
增殖能力，其增殖能力均较强,且无明显差异，两组细胞的老化

速度也未见明显差异。

4 结论

通过本实验验证了骨质疏松症对 SD大鼠 ASCs成骨能力

无明显影响，因此老龄骨质疏松大鼠的 ASCs也可以考虑作为

种子细胞修复其自身骨折或骨缺损，从而为利用自体脂肪间充

质干细胞促进骨质疏松骨折、骨缺损愈合打下一定的理论基
础。
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由哈尔滨医科大学附属第四医院申宝忠教授主编的《分子影像学》第二版( ISBN：978-7-117-13344-9/R·
13345)一书已于 2010年 9月 14日由人民卫生出版社出版发行。《分子影像学》是国内第一部分子影像学大型
专著。对于分子影像学的基本概念、基本原理、基本方法和应用概况都有精彩而详细的论述，充分体现了国际
分子影像学的最新进展。
《分子影像学》第二版由著名医学影像学家、中国工程院院士刘玉清教授和美国分子影像学专家、美国医
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家参与编写。
全书共计 130余万字，收录图片 378幅，共分基础篇和应用篇。
基础篇共分 10章，主要介绍了分子影像学的发展简史，分子成像的相关概念、基本原理、基本技术和设备

等，内容较第一版更为精准、完善，覆盖面更加宽泛。着重针对探针合成这一当前分子成像研究的技术瓶颈，纳
入了材料学、生物学和化学等相关技术内容。
应用篇共分 7章，着重介绍了分子影像学技术的最新进展和应用情况，并详细介绍了分子成像在肿瘤、中
枢神经系统和心血管系统疾病诊断中的应用情况，重点阐述了分子成像在监测基因治疗、活体细胞示踪以及
新药研发等方面的最新研究进展，并就分子影像学向临床转化所面临的问题进行了深入剖析。
本书内容系统详实，深入浅出，图文并茂，可读性强。可供医学影像学专业、临床专业学生使用，并可为临
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《分子影像学》精装本定价 260元,全国各大书店有售。

2809· ·


