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低强度脉冲超声波对体外培养的兔骨髓基质细胞成骨作用的影响
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［摘要］　目的：研究低强度脉冲超声波（ＬＩＰＵＳ）对体外培养的兔骨髓基质细胞（ＢＭＳＣｓ）成骨能力的影响。方法：抽取新西

兰白兔的骨髓，体外分离纯化获取ＢＭＳＣｓ，加入条件培养基后随机分为实验组和对照组：实验组应用ＬＩＰＵＳ对ＢＭＳＣｓ每天作

用２０ｍｉｎ，对照组未予作用。通过倒置相差显微镜观察细胞增殖分化情况，分别于１、２、３周后停止ＬＩＰＵＳ作用，应用碱性磷

酸酶（ＡＬＰ）和ＶｏｎＫｏｓｓａ染色的方法鉴定细胞成骨性能。结果：ＢＭＳＣｓ经ＬＩＰＵＳ刺激后，细胞形态变大，核增大，核质比减

小；而对照组细胞相对扁平，折光率降低。ＢＭＳＣｓ经ＬＩＰＵＳ刺激１、２、３周后，ＡＬＰ活性均较对照组明显增高（Ｐ＜０．０５）。

ＬＩＰＵＳ刺激３周后，实验组钙结节像素值较对照组像素值明显增多（Ｐ＜０．０５）。结论：ＬＩＰＵＳ能促进条件培养基中的ＢＭＳＣｓ
向成骨细胞转化。
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　　骨髓基质细胞（ＢＭＳＣｓ）是间充质来源的干细胞，
通常也被称为骨髓间充质干细胞。它具有来源广泛，
取材方便，对供体损伤小，易于分离培养，体外增殖能
力强的优点，作为种子细胞在骨组织工程中具有广阔
的应用前景。近几年，有关ＢＭＳＣｓ特性及其在骨组
织工程中的应用取得了很大的进展，但由于ＢＭＳＣｓ
的分化及成骨机制相当复杂，能够分化为成骨细胞、

软骨细胞、脂肪细胞、神经细胞和肌细胞等［１］，因此在

体外培养过程中如何使其向成骨细胞转化，并保持此
特性至关重要。大量动物实验和临床试验已经证实
了低强度脉冲超声波（ＬＩＰＵＳ）在骨细胞和软骨细胞

发育中发挥重要的作用，能明显促进骨折愈合［２４］。

本实验采用贴壁培养的方法，对ＢＭＳＣｓ进行分离培

养和体外扩增，观察ＬＩＰＵＳ对其成骨潜能的影响，以
期为ＢＭＳＣｓ的分化调控提供实验基础。

１　材料和方法

１．１　实验动物和主要试剂　３月龄健康雄性新西
兰大耳白兔１只，体质量２．４ｋｇ，由上海市伤骨科研
究所动物实验中心提供。ＤＭＥＭ 培养液（Ｇｉｂｃｏ），

１０％胎牛血清（杭州四季青公司），胰酶（ｔｒｙｐｓｉｎ１

２５０Ｄｉｆｃｏ），碱性磷酸酶（ＡＬＰ）试剂盒（南京建成生
物工程研究所），ＢＣＡ 试剂（ＰＩＥＲＣＥ）。条件培养



基：在１０％胎牛血清（ＦＢＳ）低糖ＤＭＥＭ培养基中加
入以下试剂（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）：１×１０－８ｍｍｏｌ／Ｌ地塞
米松（Ｄｅｘ）；１０ｍｍｏｌ／Ｌβ甘油磷酸钠，５０ｍｇ／Ｌ维
生素Ｃ。

１．２　实验仪器　立刻生ＴＭ低强度脉冲超声波治疗

仪，由杭州核新生物医疗技术有限公司提供。超声
波强度为４０ｍＷ／ｃｍ２，超声波频率为１．５ＭＨｚ，脉
冲频率为１ｋＨｚ，脉冲宽度为２００ｍｓ，间隙时间为

８００ｍｓ。紫外分光光度仪（Ｂｅｃｋｍａｎ，ＵＳＡ）；酶标仪
（ＷｅｌｌｓｃａｎＭＫ２）。

１．３　取材及细胞培养　３％戊巴比妥钠按２５ｍｇ／ｋｇ
浓度对新西兰白兔经耳缘静脉给药麻醉后，剪除双侧
臀外侧区皮肤，碘伏消毒后切开皮肤、皮下及深筋膜，
从臀大肌外侧肌间隙进入，充分暴露股骨，刮除骨外
膜，将灭菌钻头自股骨上端骨骺端钻入髓腔内，取１０
ｍｌ已肝素化处理的注射器抽取骨髓约５ｍｌ。

　　无菌工作台上，用２００目滤纱过滤骨髓，１５００
ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝８ｃｍ）水平离心４ｍｉｎ，将沉淀的细胞重悬
于含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）低糖ＤＭＥＭ 培养基的培
养瓶中（２５ｃｍ２），置于恒温二氧化碳细胞培养箱中
培养（３７℃、５％ＣＯ２、１００％饱和湿度）。第５日首次
进行半量换液，加入ＤＭＥＭ 培养液，此后每周换液

２次。

　　待培养皿中细胞融合成单层时，采用酶消化
法＋机械刮除法进行细胞传代：０．２５％胰蛋白酶使
贴壁细胞脱壁，并用橡皮细胞刮子将瓶底薄膜样物
质刮下，将细胞悬液按１３的比例接种，继续使用
条件培养液培养。

１．４　ＬＩＰＵＳ作用方式　将第３代ＢＭＳＣｓ以１×
１０４／孔的密度接种于８块６孔培养板中，加入条件
培养基。其中３块培养板应用ＬＩＰＵＳ对ＢＭＳＣｓ每
天作用２０ｍｉｎ，作用时间分别为１、２、３周，另３块培
养板作为对照组未予作用，进行形态学观察并行

ＡＬＰ测定。余下的２块培养板中１块予以ＬＩＰＵＳ
作用３周，另１块未予作用，均培养３周，观察钙结
节的形成。在立刻生ＴＭ骨科超声治疗仪的治疗头上

涂抹耦合胶，并紧贴在实验组培养板底部进行作
用。　　　　　　
１．５　细胞鉴定

１．５．１　形态学观察　自接种之日起，每天在倒置相
差显微镜下观察ＢＭＳＣｓ的外观形态变化，及其贴壁
生长分化、增生融合钙化情况，拍摄不同时期照片进
行比较。

１．５．２　ＡＬＰ定量测定　对ＬＩＰＵＳ刺激的实验组
和对照组的６孔培养板中细胞匀浆中 ＡＬＰ含量按

试剂盒说明书分别进行测定。计算公式如下：

ＡＬＰ＝测定管光密度／标准管光密度×标准管含酚
量（０．００３ｍｇ）／取样量中的蛋白含量（ｇ）。

１．５．３　钙结节形成及观察　对ＬＩＰＵＳ刺激的实验
组和对照组的６孔培养板，应用 ＶｏｎＫｏｓｓａ染色法
对培养细胞进行染色。采用Ｌｅｉｃａ显微镜照相，以

ＬｅｉｃａＱｗｉｎ图像分析系统进行图像分析：先将图像
转换为２５６级灰度图像，每张图像选择４个高倍镜
（×１００），手动清除异常染色点，分析并自动计算细
胞核灰度值，计算其方差。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１０．０软件对实验组
和对照组ＡＬＰ活性率及钙结节染色像素的差异进
行ｔ检验。

２　结　果

２．１　ＢＭＳＣｓ形态学观察　刚接种的第３代ＢＭＳＣｓ
呈圆形，大小不等（图１Ａ）；２４ｈ后开始贴壁生长，大
多数细胞为不规则梭形，有多个突起，少数细胞为三
角形、多边形，半透明。周围悬浮细胞主要为血细胞
和造血干细胞。５ｄ后半量换液去除悬浮细胞。１０
ｄ后形成纤维细胞集落，实验组大部分细胞呈梭形、
多角形或纺锤形，细胞核变大，核质比变小（图１Ｂ）；
而对照组细胞生长缓慢，数量少，形态变扁，折光率
降低（图１Ｃ）。体外培养２１ｄ时，实验组与对照组的
细胞折光率均进一步下降，较多细胞脱壁死亡（图

１Ｄ）。

２．２　细胞匀浆中 ＡＬＰ的测定　第３代ＢＭＳＣｓ经

ＬＩＰＵＳ分别作用１、２、３周后，实验组 ＡＬＰ含量均
较对照组ＡＬＰ含量明显增高，经统计学分析有显著
性差异（表１）。

２．３　钙结节染色图像分析　经ＬＩＰＵＳ作用３周
后，ＢＭＳＣｓ呈集落生长后开始形成黑色的钙结节
（图２）。应用ＬｅｉｃａＱｗｉｎ图像分析系统进行分析
后，发现实验组钙结节像素（２０７１４±１０２２）较对照
组钙结节像素（１１６５９±２３７８）明显增多，经统计学
分析有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　ＢＭＳＣｓ具有取材方便、对机体损伤小、体外培
养增殖能力强、在特定因素作用下可向成骨细胞分
化、不易老化等特点，作为骨组织工程学的种子细胞
为骨缺损、骨不连的治疗带来了希望。ＢＭＳＣｓ具有
多向分化潜能，能够分化为成骨细胞、软骨细胞、脂
肪细胞、神经细胞和肌细胞等，成人骨髓中具有成骨
能力的ＢＭＳＣｓ数量仅占单核细胞的十万分之一，局
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部无法保持有效浓度，成骨效率不高，严重限制了其
在临床上的应用［５］。如果能提高ＢＭＳＣｓ向成骨细

胞转化的效率，无疑会使ＢＭＳＣｓ作为骨组织工程的
种子细胞更有前途。

图１　低强度脉冲超声（ＬＩＰＵＳ）对骨髓基质细胞（ＢＭＳＣｓ）形态学的影响

Ｆｉｇ１　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｌｏｗｉｎｔｅｎｓｉｔｙｐｕｌｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ（ＬＩＰＵＳ）ｏｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ（ＢＭＳＣｓ）（×１００）

Ａ：ＢＭＳＣｓｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｔｔｈｅ１ｓｔｄａｙａｆｔｅｒＬＩＰＵＳｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｂ：ＢＭＳＣｓｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｔｔｈｅ１０ｔｈｄａｙａｆｔｅｒＬＩＰＵＳ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃ：ＢＭＳＣｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔｔｈｅ１０ｔｈｄａｙａｆｔｅｒＬＩＰＵＳｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｄ：ＢＭＳＣｓｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｔｔｈｅ２１ｓｔｄａｙａｆｔｅｒＬＩ

ＰＵＳｔｒｅａｔｍｅｎｔ

表１　实验组与对照组ＡＬＰ含量

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＡＬＰｖａｌｕｅｓｏｆ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，Ｕ／ｇｐｒｏｔｅｉｎ）

Ｇｒｏｕｐ
ＴｉｍｅａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｂｙＬＩＰＵＳ（ｔ／ｗｅｅｋ）

１ ２ ３
Ｃｏｎｔｒｏｌ ３．４０±０．２９ ４．９２±１．０１ ３．７２±０．５０
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ５．０５±０．４３ ７．６７±１．１３ ５．２１±０．２９

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

图２　ＬＩＰＵＳ作用３周后ＶｏｎＫｏｓｓａ染色的钙结节

Ｆｉｇ２　ＶｏｎＫｏｓｓａｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｃａｌｃｉｕｍｎｏｄｕｌｅｓ

３ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒＬＩＰＵＳｔｒｅａｔｍｅｎｔ（×１００）

　　ＢＭＳＣｓ在体外培养时呈克隆样贴壁生长，由于
造血干细胞呈悬浮生长，随换液被清除，巨噬细胞随
传代而退化，定期传代到第３代可获得较高纯度的

ＢＭＳＣｓ。倒置显微镜下动态观察发现，第 ３ 代

ＢＭＳＣｓ经ＬＩＰＵＳ刺激后细胞核变大，核质比变小，
细胞数目增多，生长加速，提示ＬＩＰＵＳ对ＢＭＳＣｓ的

形态和数量产生影响。

　　本实验将ＡＬＰ作为ＢＭＳＣｓ向成骨细胞转化的
评价指标。ＡＬＰ是成骨细胞分化成熟的重要标志之
一，可采用细胞化学染色或定量测定［６］。成骨细胞
在体外培养时能形成矿化的细胞外基质，而矿化区
经ＶｏｎＫｏｓｓａ染色呈阳性反应［７］。实验中观察到第

３代ＢＭＳＣｓ培养２周时的ＡＬＰ活力较１周和３周
时的ＡＬＰ活力高，说明 ＡＬＰ活力在成骨分化过程
中与时间不是成正相关，它在２周之前处于上升阶
段，２周左右达到峰值后逐渐下降。同一时期检测的
实验组 ＡＬＰ活力均较对照组 ＡＬＰ活力增高，说明

ＬＩＰＵＳ对不同阶段的ＡＬＰ活力均有促进作用。

　　影响ＢＭＳＣｓ向成骨细胞分化的因素很多，包括
物理、化学和生物等多种手段。目前研究较多的主
要为生物因素：Ｄｅｘ、β甘油磷酸钠、维生素Ｃ、骨形态
发生蛋白（ＢＭＰ）、碱性成纤维细胞生长因子（ｂ
ＦＧＦ）和转化生长因子（ＴＧＦβ）。Ｄｅｘ作为糖皮质激
素能调节ＢＭＳＣｓ的基因表达，从而促进其向成骨细
胞分化，并能调节成骨样细胞合成胰岛素样生长因
子（ＩＧＦ），影响胶原合成的能力［７］。β甘油磷酸钠对

Ｄｅｘ的作用具有协同性，可提高 ＡＬＰ作用的底物磷
离子，激活 ＡＬＰ促进有机磷向无机磷转化，加速钙
盐沉积和骨质形成。维生素Ｃ为胶原合成所必需，
还能调节ＡＴＰ酶和ＡＬＰ活性及非胶原基质蛋白的
合成。

　　然而通过物理手段实现ＢＭＳＣｓ向成骨细胞分
化的研究一直进展缓慢。近年来，脉冲超声波在骨



·６０６　　 · 第二军医大学学报　２００７年６月，第２８卷

科疾病的治疗中得到广泛应用和越来越多的重视，
大量动物实验和临床试验已经证实了ＬＩＰＵＳ在骨
细胞和软骨细胞发育中发挥重要的作用，能明显促
进骨折愈合。目前有关ＬＩＰＵＳ对ＢＭＳＣｓ分化影响
的实验报道甚少，本实验通过观察ＬＩＰＵＳ对体外培
养的ＢＭＳＣｓ成骨能力的影响，证实了在ＬＩＰＵＳ刺
激下，条件培养液中ＢＭＳＣｓ的ＡＬＰ活性、钙结节形
成均明显增强，而张超等［８］发现ＬＩＰＵＳ对在标准培
养液中培养的人ＢＭＳＣｓ的ＡＬＰ活性和骨钙素分泌
量无明显影响。本实验结果与张超等的发现并无矛
盾，因为本实验中ＢＭＳＣｓ体外培养采用的是条件培
养液，包含有Ｄｅｘ、β甘油磷酸钠、维生素Ｃ，张超等
采用的是标准培养液。Ｄｅｘ在条件培养液中起主导
作用，能使ＢＭＳＣｓ进入分化状态，在ＢＭＳＣｓ向多种
组织分化的过程中都不可缺少［９１０］。本实验提示ＬＩ
ＰＵＳ很可能在促使ＢＭＳＣｓ向成骨细胞分化中发挥
作用，也为进一步进行相关研究，实现ＢＭＳＣｓ分化
的调控和保持可持续性成骨潜能奠定了基础。
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《神经科病———名家医案·妙方解析》和
《眼科病———名家医案·妙方解析》已出版

　　中医临床案例教学系列丛书之《神经科病———名家医案·妙方解析》和《眼科病———名家医案·妙方解析》已于２００７年１
月由人民军医出版社出版。大３２开，平装。

　　《神经科病———名家医案·妙方解析》ＩＳＢＮ９７８７５０９１０６２５９，定价４５．００元。全书共分２２章分别对２２种神经系统疾病

古今名家医案作了系统整理和分析，重点指出医案的精要之处，揭示名医独特的学术思想、知常达变的诊治技巧和遣方用药的

特色。

　　《眼科病———名家医案·妙方解析》ＩＳＢＮ９７８７５０９１０６５７０，定价３５．００元。全书以现代病名为纲，扼要阐述疾病特征与

中医证属和经典辨证论治，并精选了古今著名中医医家的经典医案，系统介绍了病史、辨证及诊治经过，重点对处方作了详细

解析，指出了医案的精要之处，揭示了名医独特的学术思想、知常达变的诊治技巧和遣方用药的特色。

　　这两本书可供中医、中西医结合临床专业案例教学时作为教材使用，也可供广大中医、中西医结合眼科临床工作者阅读参

考。
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