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离心力对兔骨髓基质细胞成骨分化的影响* 

徐南伟，张  煜，周  栋，孙荣彬 

Effect of centrifugal force on osteoblastic differentiation of bone marrow stroma cells in vitro    

Xu Nan-wei, Zhang Yu, Zhou Dong, Sun Rong-bin 

Abstract 
BACKGROUND: Centrifugal force is a contributing factor inducing osteoblastic differentiation from bone marrow stroma cells. 
OBJECTIVE: To explore whether centrifugal force promote osteoblastic differentiation from rabbit marrow stroma cell seeded on 
polylactic-co-glycolic acid (PLGA) scaffolds.  
METHODS: Rabbit bone marrow stroma cells were isolated and cultured by whole bone marrow method, purified by attachment 
method, and digested by trypsin-EDTA at 80% confluency. The cell concentration was adjusted to 1×109/L. PLGA was cut into 
pieces, 5 mm×5 mm, soaked in serum-conditioned culture medium for 24 hours. The third passage of bone stroma cell suspension 
at a density of 300 μL was respectively seeded into the PLGA material. The scaffold/cell compound was placed in centrifuge tube, 
with cell at the upper layer and cultured in osteoblastic induced medium containing antiscorbic acid, β-sodium glycerophosphate, 
and dexamethasone respectively under centrifugal force every 12 hours (1 000 r/min for 30 minutes, relative centrifugal force 132 g) 
and static condition. Alkaline phosphatase activity, osteocalcin content and calcium content as well as observation by light 
microscopy were used to evaluate osteoblastic differentiation.  
RESULTS AND CONCLUSION: After 16 days of in vitro culture, the scaffolds of centrifugal force group were coated by 
multiplayer cells and mineralized matrix, but only a thin layer of cells were observed on the scaffold of control group. The 
centrifugal force system resulted in a significant decrease in alkaline phosphatase activity at day 2 (P < 0.05) but significant 
increase at day 4 compared with the static culture condition (P < 0.05). During the whole culture time, osteocalcin secretion 
remained low in control group. At days 12 and 16, a significant enhancement in osteocalcin secretion was observed for 
centrifugal force culture compared with static culture conditions (P < 0.05). Moreover, after 16 days of culture a significant 
increase in calcium deposition was observed in the scaffolds subjected to centrifugal force compared with static culture 
condition (P < 0.05). Centrifugal force can enhance osteoblastic differentiation and mineralized matrix production of bone 
marrow stroma cell seeded in PLGA. 
 
Xu NW, Zhang Y, Zhou D, Sun RB.Effect of centrifugal force on osteoblastic differentiation of bone marrow stroma cells in 
vitro.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(1): 28-32.       
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：在骨髓基质细胞向成骨细胞分化过程中,离心力是一种促进因素。 

目的：探讨离心力是否能促进复合于聚羟基乙酸共聚物材料上的兔骨髓基质细胞向成骨方向分化。 

方法：全骨髓法分离培养兔骨髓基质细胞，贴壁法纯化，至细胞达 80%融合时胰酶-EDTA 消化传代，调整细胞浓度为 1×    

109 L-1
。将聚羟基乙酸共聚物切割成 5 mm×5 mm 大小，预先浸泡入含血清培养基内 24 h，然后将第 3 代骨髓基质细胞悬液

按 300 μL/块密度接种于支架材料表面，将复合物置入离心管底，细胞滴加面朝上，加入含抗坏血酸、β-甘油磷酸钠、地塞

米松的成骨诱导培养基。设立 2 组：离心力刺激组每间隔 12 h 将离心培养管置于离心机上，按 1 000 r/min 离心 30 min，相

对离心力 132 g；对照组培养管中细胞不作离心静态培养。通过光镜观察及检测碱性磷酸酶活性、骨钙素含量、组织钙含量，

评估成骨细胞的分化水平。 

结果与结论：体外培养第 16 天，离心力刺激组支架表面被多层细胞和矿化基质所覆盖，而对照组仅支架表层见一薄层细胞。

与对照组比较，离心力刺激组培养后第 2 天碱性磷酸酶活性明显降低(P < 0.05)，第 4 天碱性磷酸酶活性明显升高(P < 0.05)。

在整个培养期间对照组骨钙素质量浓度一直维持低水平，离心力刺激组第 12，16 天骨钙素质量浓度明显高于对照组(P < 

0.05)。培养 16 d 后离心力刺激组的钙质量浓度明显高于对照组(P < 0.05)。提示离心力能促进接种于聚羟基乙酸共聚物的兔

骨髓基质细胞成骨分化，并形成矿化产物。 

关键词：离心力；骨髓基质细胞；成骨分化；组织工程；兔 
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0  引言 

 

随着组织工程学的深入发展，力学环境对种子细胞

的成活、分化及和支架材料的结合效能产生的影响被广

泛研究。相对于普通的平板静力培养，在不同力学刺激

条件下，生成的组织工程产物在体内外都将发挥不同的

生物学作用[1-2]。特别是在软骨组织工程方面，各种生物

反应器已经被使用到软骨组织工程产品的培育中[3-7]，然

而对于骨组织工程，国内这方面的研究较少。 

实验选择离心力为刺激条件，观察力学环境对骨髓

基质细胞诱导分化为成骨细胞的影响。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外对照观察。 

时间及地点：于2008-03/09在南京医科大学附属常

州市第二人民医院中心实验室完成。 

材料：新西兰白兔10只，3周龄，雌雄不拘，由南

京安立默公司提供，动物质量合格证号：SCXK(苏) 

2005-0003，实验过程中对动物的处置符合动物伦理学

标准。 

实验用试剂与仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

兔骨髓基质细胞的分离与培养[8]：全部新西兰白兔空气

栓塞法处死后，获取双侧股骨、胫骨，剔除软组织，浸

泡于体积分数为75%的乙醇内10 min，无菌条件下切除

两侧骨骺，保留骨干部分，注射器吸取含100 mg/L青霉

素、100 mg/L链霉素的无血清DMEM培养液，将骨干内

骨髓组织完全冲出。反复吹打分散后离心弃上清，重置

细胞加入含体积分数为20%胎牛血清的L-DMEM培养

基，置入37 ℃、体积分数为5%的CO2饱和湿度培养箱

中，3 d后半量换液，后隔天全量换液，逐步去除红细

胞及不贴壁的杂质细胞。倒置显微镜下观察，见梭形骨

髓基质细胞覆盖瓶底80%时，用0.5 g/L胰酶+0.1 g/L 

EDTA消化，按1∶3比例分瓶传代培养。最终制成浓度

为1×109 L-1的细胞悬液。取传至第3代骨髓基质细胞进

行诱导分化。 

骨髓基质细胞和聚羟基乙酸共聚物支架的复合[9-10]：聚羟

基乙酸共聚物厚度4 mm，孔隙率  90%，拉伸模数

348~362 MPa，切割成5 mm×5 mm大小，经环氧乙烷

消毒。支架材料预先浸泡入含血清培养基内24 h，将

骨髓基质细胞悬液按300 μL/块密度接种于支架材料表

面。 

成骨诱导分化体系：向全培养基中加入50 mg/L抗坏

血酸，10-6 mol/L β-甘油磷酸钠，1.0×10-7 mol/L地塞米

松制成诱导培养基。将骨髓基质细胞-聚羟基乙酸共聚

物支架复合物小心置入离心管底，细胞滴加面朝上，将

滤网置于组织块上方防止其漂浮移位。每支离心管内添

加诱导培养基5 mL，静置贴附24 h，然后放入37 ℃、

体积分数为5%的CO2饱和湿度培养箱中培养。 

实验分组：设立2组：离心力刺激组每间隔12 h将离

心培养管置于离心机上，按1 000 r/min离心30 min，相

对离心力132 g；对照组培养管中细胞不作离心静态培

养。根据细胞生长情况适时换液，按实验要求于不同时

间段停止培养，收集组织块，观察细胞生长及生化指标

的改变，每组每时间段样本量为5管。 

光镜观察：分别于接种后第2，4，8，16天，在倒置

相差显微镜下观察细胞形态变化及和支架材料的结合

情况。 

碱性磷酸酶活性的测定：分别于第2，4，8，12，16

天采集细胞-支架复合物，PBS冲洗2遍，超声粉碎，离

心后以上清液为样品使用碱性磷酸酶试剂盒进行检测，

于405 nm测吸光度值，计算出细胞在不同时间的碱性磷

酸酶活性。蛋白染色法测定总蛋白含量。用碱性磷酸酶

活性除去各自相应的总蛋白含量，比较单位质量蛋白中

碱性磷酸酶的活性。 

骨钙素质量浓度的测定：将培养第4，8，12，16天的

组织块取出，终止培养，PBS冲洗2遍后，粉碎细胞，

采用骨钙素ELISA法试剂盒进行测定。 

组织钙质量浓度的测定：将培养第4，8，12，16天的

组织块中细胞粉碎后制成匀浆，采用OCPC法测定钙质

量浓度，测定波长575 nm。 

主要观察指标：①细胞形态及其与支架材料的结合

情况。②碱性磷酸酶活性。③骨钙素质量浓度。④组织

钙质量浓度。 

设计、实施、评估者：设计为第一、二作者，实施

与评估为第二、三、四作者，均经过系统培训，未使用

盲法评估。 

统计学分析：计量资料以x
_

±s表示，由第一作者采

用SPSS 12.0软件进行成组资料的两样本t 检验分析， 

P < 0.05为差异有显著性意义。 

试剂与仪器 

 

来源 

L-DMEM 培养基、胰蛋白酶 

胎牛血清 

青霉素、链霉素、地塞米松、抗坏血酸 

β-甘油磷酸钠 

碱性磷酸酶试剂盒、BCA 蛋白浓度测定 

试剂盒、钙含量测定试剂盒 

骨钙素酶联试剂盒 

聚乳酸、聚羟基乙酸共聚物 

相差显微镜 

酶标仪 

Gibco 

BIOIND 

Sigma 

MERCK 

南京建成生物制品公司

 

北京爱迪博 

济南岱罡生物 

olympus 

Bio-Tek 
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2  结果 

 

2.1  光镜观察       

 
细胞接种24 h后： 

相差显微镜下可见两组支架材料周围均有梭形细胞黏附，并于2 d

后开始增殖，但离心力刺激组细胞较稀疏。 

 

自培养第4天起： 

离心力刺激组支架表面贴附细胞量明显增多，形态仍以梭形为主，

并出现较多量的三角形、多角形细胞。 

 

培养第8天： 

离心力刺激组材料周围细胞连接成片，细胞分泌旺盛，呈多角形“铺

路石”外观。 

对照组支架表面才出现多角形细胞，数量较离心力刺激组少，与支

架结合较差。 

 

培养第12天： 

离心力刺激组细胞密度进一步增高，细胞与材料界限模糊。 

 

培养16天时： 

离心力刺激组支架上充满了矿化物，这种无机基质深入到支架内

部。 

对照组支架表面有一层薄的细胞基质。 

 

2.2  碱性磷酸酶活性  与对照组比较，培养后第2天离

心力刺激组碱性磷酸酶活性明显降低(P < 0.05)，第4天

时碱性磷酸酶活性明显升高(P < 0.05)，第8，12，16

天碱性磷酸酶活性无明显变化，见图1。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  骨钙素质量浓度  在整个培养期间，对照组骨钙

素质量浓度一直维持低水平；而离心力刺激组自第8天

起逐渐升高，并且在第12，16天明显高于对照组(P < 

0.05)，见图2。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  组织钙质量浓度  在整个培养期间两组的钙沉积

都很少，但培养16 d后离心力刺激组的组织钙质量浓度

明显高于对照组(P < 0.05)，见图3。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

力学刺激在促进骨组织生长、维持正常骨量，加快

骨折修复塑形等方面的重要作用早已被广泛报道[11-13]。

为了获得更加符合生理功能的组织工程骨，模拟体内细

胞所处的力学环境对培养体系施加力学干预一直是骨

组织工程研究的前沿课题。 

实验在骨髓基质细胞向成骨细胞诱导分化的过程

中，除使用常规诱导因子外，还施加间歇性力学刺激，

以观察力学作用是否能促进骨髓基质细胞向成骨细胞

表型分化，并最终形成成熟的骨组织。 

常用的力学刺激信号包括静水压力、张力等，实验

选择可控性较高的离心力进行检测。离心力首先引起黏
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Figure 1  Alkaline phosphatase(ALP) activity between two 
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图 1  不同培养时间点两组碱性磷酸酶活性的比较 
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Figure 2  Osteocalcin concentration between two groups at 
different culture time points  

图 2  不同培养时间点两组骨钙素质量浓度的比较 
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Figure 3  Calcium content between two groups at different 
culture time points 

图 3  不同培养时间点两组钙质量浓度的比较 
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附在材料上的细胞发生拉伸形变，是一种拉伸力。有

实验表明这种拉伸力可刺激成骨细胞自分泌一些可弥

散的有促生长活性的因子，这些因子能促进单层培养

的成骨细胞增生[14]，其次在离心开始与结束的过程中

液体与细胞-支架复合物相对移动，产生流体剪切力。

Smalt 等[15]认为，促使成骨细胞增殖的力学信号是主

要是通过液体流动产生的剪切力而不是机械张力。流体

力学刺激能够明显增加培养的骨膜细胞增殖，刺激细胞

DNA合成[16-19]。这种机械应力刺激过程中，有多条信号

传导通路参与，如细胞外信号调节激酶通路[20-23]、一氧

化氮合酶途径、COX-前列腺素E2[24-26]通路。应力作

用下骨细胞中迅速活化表达的黏附分子介导的细胞骨

架途径也参与其中[27]。 

但是对于成骨细胞的祖细胞骨髓基质细胞，离心

力是否能起到促进分化作用一直研究不多。力学效应

依赖于细胞的分化成熟程度，如果细胞没有增殖分化

的过程，就不会对应力产生有效应答。因此，与骨膜

细胞、骨干内成骨细胞、骨细胞等成熟靶细胞相比，

选择具有多向分化能力的骨髓基质细胞对于力学信号

更加敏感。 

在静态培养环境下，由于支架材料的空间因素，使

得只有位于支架周边的细胞能得到充足营养，因此限制

了材料中心地带的细胞分化和活性表达。在实验中发

现，对细胞-材料复合体施加离心力后，支架内部细胞

和边缘细胞形态一致，这说明离心力消除了培养基的转

运限制，增加了营养和氧气供应，同时便于带走代谢产

物，使得支架材料内部能更多的容纳细胞生长。除了这

种内外营养平衡机制，离心力自身也是一种成骨诱导因

素。Lee等[28]发现，单纯使用离心力在无血清培养条件

下就能增加骨髓基质细胞DNA合成。目前对于离心力的

机械刺激信号如何转化为细胞分化生长的生物信号的

具体机制还不清楚，可能应力作用于细胞后，能活化一

个或多个激素或因子作用与骨细胞，最终引起机械生物

信号传导，基因表达变化导致一系列化学物质产生，如

跨膜离子通道类，细胞骨架成分、整合素和CD44受体，

后续使c-fos，c-jun和COX-2基因表达水平发生改变，

CAMP增加，促使NO分泌和PG表达，此后IGF-Ⅰ、Ⅰ

型胶原、OPN、OC的表达水平增加，整个过程是由转

录因子及一系列蛋白的磷酸化和去磷酸化转录活化特

殊编码基因实现的[29]。 

碱性磷酸酶是成骨细胞分化早期的特异表型，其作

用在于水解对骨矿化有极强抑制作用的无机焦磷酸盐，

使其浓度下降，从而使得骨矿化增强；调节钙、磷等离

子浓度，增强骨钙化。实验中碱性磷酸酶活性在2 d时

力学组还低于离心力刺激组，提示离心力对于未完全黏

附的细胞有一定伤害的，有文献报道离心力小于320 g

对细胞无害[28]，但本组实验中130 g的离心力还是对细

胞产生了一过性损害。 

碱性磷酸酶的改变趋势提示离心力对于MSC成骨

分化的早期阶段是有积极意义的，但是由于这种指标为

非特异性，因此一些反应成骨分化的后期指标的改变更

让人信服。 

骨钙素又称r-羧基谷氨酸蛋白，是一种维生素K依

赖酶修饰的骨非胶原蛋白，在成骨细胞的分化成熟过程

中均有表达[30]，能在基质钙化后能明显上调表达，促进

钙与羟磷灰石结合及随后在骨基质的沉积，因此是成熟

成骨细胞合成的特异性蛋白。 

基质矿化过程是成骨分化的最终标志，通过测定组

织的钙沉积数量可以了解基质矿化程度。实验中在静态

培养的整个过程中，骨钙素和钙含量均保持低水平，在

离心力干预下骨钙素在第8~16天呈逐渐升高趋势，钙含

量也呈同比上升关系。这提示离心力的作用改善促进了

骨髓基质细胞的成骨化分化，并最终产生了具有生理意

义的基质钙化。 

总之，在骨髓基质细胞成骨化诱导体系中，间断施

加离心力有助于成骨细胞的成熟和生物活性表达。但是

施加离心力的大小、作用时间以及有关机制还有待于进

一步分析。 
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来自本文课题的更多信息--  

基金资助：常州市“831 工程”培养对象科研项目。 

课题的创新点：周围环境应力的变化是促进成骨细胞
有效生长分化的重要生理因素。在离心力作用下，利于培
养体系传输营养物质和氧气，产生流动电势及细胞感受力
学信号的分子媒介，促进骨髓基质细胞向成骨细胞的定向
分化。 

课题评价的“金标准”：根据文献报道，目前成骨细
胞的鉴定常用指标有：①碱性磷酸酶是成骨细胞分化早期
的特异表型。②骨钙素是成熟成骨细胞合成的特异性蛋
白。③基质矿化过程是成骨分化的最终标志。因此实验采
用了目前公用的上述几项检测标准。 

课题的缺陷与不足：通过贴壁法分离纯化骨髓基质细
胞未进行表型鉴定，有混入其他种类贴壁细胞的可能。 

提供临床借鉴的价值：实验通过改进细胞培养的力学
条件，促进骨髓基质细胞的成骨细胞方向分化，有助于高
效、稳定的构建组织工程骨，对于临床上提高骨修复率、
减少骨修复时间将是有益的尝试。 
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