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骨髓间充质干细胞成骨分化过程中瞬时性受体电位香草精受体5的表达*☆ 

李福春1，马学玲2，屈艳萍3，谷贵山4 

 

 

文章亮点：①实验成功体外分离、传代培养大鼠骨髓间充质干细胞，并应用成骨细胞诱导培养体系，将培养成功的

大鼠骨髓间充质干细胞诱导为成骨细胞，所诱导的骨髓间充质干细胞来源的细胞具有显著的成骨细胞特征及特性。

②大鼠骨髓间充质干细胞来源的成骨细胞中存在瞬时性受体电位香草精受体 5钙离子通道，此通道可能成为调节成

骨细胞增殖和分化的侯选通道。 

关键词：瞬时性受体电位通道；骨髓间充质干细胞；成骨细胞；大鼠；分化；离子通道；钙离子；免疫组织化学；

骨髓来源干细胞；组织工程 

缩略语：瞬时性受体电位香草精受体 5：transient receptor potential vanilloid receptor 5，TRPV5 

 

摘要 

 

背景：目前，钙离子通道的研究仅限于肾脏、小肠、光滑卵母细胞中瞬时性受体电位香草精受体 5 所表现出来的电

生理特性。  

目的：观察新型钙离子通道瞬时性受体电位香草精受体 5在大鼠骨髓间充质干细胞来源的成骨细胞中的表达及意义。 

方法：分离、提取、培养大鼠骨髓间充质干细胞，诱导大鼠骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化，用免疫组织化学法

检测大鼠骨髓间充质干细胞诱导分化的成骨细胞中瞬时性受体电位香草精受体 5的表达。 

结果与结论：实验成功将体外培养大鼠骨髓间充质干细胞诱导培养为成骨细胞。碱性磷酸酶染色和茜素红染色检测

结果显示，诱导分化的成骨细胞中胞浆中可见紫黑色和红色的矿化结节。免疫组织化学染色结果显示，诱导的成骨

细胞中瞬时性受体电位香草精受体 5 呈强阳性表达。结果证实，大鼠骨髓间充质干细胞来源的成骨细胞中存在瞬时

性受体电位香草精受体 5钙离子通道，此通道可能成为调节成骨细胞增殖和分化的候选通道。 

 

 

Expression of transient receptor potential vanilloid receptor 5 during osteogenic differentiation 

of bone marrow mesenchymal stem cells    

 

Li Fu-chun1, Ma Xue-ling2, Qu Yan-ping3, Gu Gui-shan4 

 

Abstract 

 

BACKGROUND: At present, the calcium ion channel research is confined in the electrophysiological properties 

demonstrated by transient receptor potential vanilla receptor 5 in the kidney, small intestine and smooth oocytes.  

OBJECTIVE: To explore the expression and significance of new calcium ion channel transient receptor potential vanilla 

receptor 5 in rat bone marrow mesenchymal stem cells derived osteoblasts.   

METHODS: The rat bone marrow mesenchymal stem cells were separated, extracted and cultivated, then the rat bone 

marrow mesenchymal stem cells were induced to differentiate into osteoblasts, the expression of transient receptor 

potential vanilla receptor 5 in osteoblasts derived from rat bone marrow mesenchymal stem cells was detected by 

immunohistochemistry. 

RESULTS AND CONCLUSION: The in vitro cultured rat bone marrow mesenchymal stem cells were successfully 

induced to differentiate into osteoblasts. Alkaline phosphatase staining and alizarin red staining results showed that the 

purple-black and red mineralized nodules were visible in the cytoplasm of the osteoblasts derived from rat bone marrow 

mesenchymal stem cells. Immunohistochemical staining results showed the strongly positive expression of transient 

receptor potential vanilla receptor 5 in bone marrow mesenchymal stem cells derived osteoblasts. Results confirm that 

transient receptor potential vanilla receptor 5 calcium ion channel exists in rat bone marrow mesenchymal stem cells 

derived osteoblasts, and the transient receptor potential vanilla receptor 5 calcium ion channel may be the candidate 

channel which can regulate the osteoblasts proliferation and differentiation. 

 

Li FC, Ma XL, Qu YP, Gu GS. Expression of transient receptor potential vanilloid receptor 5 during osteogenic 

differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(45):8361-8366.     
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0  引言 

 

钙离子通道是一种存在于细胞膜上的与钙

离子转运有关的特定蛋白质，钙通道通过蛋白

构象的变化形成开放或关闭状态，从而控制钙

离子的流动，来发挥钙离子对成骨细胞生物功

能的调节作用。近年来，研究发现了多种钙离

子跨膜转运通道，其中瞬时性受体电位通道超

家族占有相当重要的地位，而瞬时性受体电位

香 草 精 受 体 5(transient receptor potential 

vanilloid receptor 5，TRPV5)是最具代表性的

2个通道之一，属于TRP家族的1个亚型。目前，

对这个钙离子通道的研究仅限于在肾脏、小

肠、光滑卵母细胞中TRPV5所表现出的电生理

特性
[1-6]
，TRPV5，1，25(OH)2D3，PTH，饮

食钙、雌激素和药物影响的调节在以往的研究

中已经明确，最近研究热点集中在钙调节蛋白、

S100A10-膜联蛋白-2复合物、80K-H等辅助蛋

白的作用方面
[7-11]

。而对其在骨髓间充质干细胞

来源的成骨细胞中的表达及意义的研究罕见文

献报道。 

实验用密度梯度离心法将大鼠骨髓间充质

干细胞从骨髓中成功分离并进行传代培养
[12-14]

，

并将骨髓间充质干细胞诱导为成骨细胞，对骨

髓间充质干细胞和成骨细胞鉴定结果符合各自

的细胞特性。用免疫组织化学法检测了骨髓间

充质干细胞来源的成骨细胞中TRPV5的表达情

况，探讨TRPV5离子通道在骨髓间充质干细胞

来源的成骨细胞中的表达及意义。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：于2010年1月至2011年11月

在哈尔滨医科大学附属第一医院中心实验室完

成。 

材料：健康出生后48 h的SD大鼠乳鼠5只，

体质量平均约20 g，哈尔滨医科大学动物实验

中心提供，动物许可证号：SYXK(黑)2006-032。

实验对动物的处理方法符合中华人民共和国科

学技术部颁发的《关于善待实验动物的指导性

意见》
[15]
。  

骨髓间充质干细胞向成骨细胞诱导分化应用的

试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

大鼠乳鼠骨髓间充质干细胞的分离培养：将乳

鼠拉颈处死，体积分数75%乙醇中浸泡10 min，

无菌条件下分离股骨，剪去骨骺端，用DMEM

培养基冲洗骨髓腔数次，将细胞悬液移入刻度

离心管，按1∶1加入大鼠淋巴细胞分离液

(percoll相对密度1.083)，离心2 500×g，20 min，

吸取中间薄膜层细胞，加DMEM培养基重悬细

胞，计数并将细胞浓度调整为1×10
9
 L

-1
，接种

于50 mL培养瓶，每瓶含20 mL培养液(含青霉

素100 U/mL、链霉素100 mg/L，体积分数10% 

胎牛血清，1%谷氨酰胺，普通低糖DMEM)，

37 ℃，体积分数5%CO2湿化空气的孵箱中进行

原代培养。每隔48 h半量换液，以后每隔3 d全

量换液。换液时弃去未贴壁细胞，待贴壁细胞

生长铺满瓶底后，进行传代培养。 

骨髓间充质干细胞向成骨细胞诱导分化：取第

三、四代的大鼠骨髓间充质干细胞进行诱导分

化。向在生长培养基中传代的大鼠骨髓间充质

干细胞中加入10
-8

 mol/L地塞米松、质量浓度     

50 mg/L维生素C和10 mmol/L β-甘油磷酸钠

等诱导剂诱导其向成骨细胞分化，分化过程中

每隔两三天换液1次。待细胞彼此汇合、铺满整

个培养瓶底后，按2×10
8
 L

-1
细胞浓度进行传代。 

成骨细胞鉴定： 

生长情况和形态学观察：每天观察诱导培养

的第三代大鼠成骨细胞，MTT法观察其生长情

况，绘制细胞生长曲线。到检测时间点前4 h加

试剂及仪器 来源 

DMEM培养液 

胎牛血清 

胰蛋白酶，青霉素和链霉素， 

二甲基亚砜(DMSO)，二 

甲基亚噻唑二苯基四唑溴盐 

(MTT)，维生素 C，地塞米松， 

β-甘油磷酸钠 

碱性磷酸酶免疫组织化学 

试剂盒 

TRPV5兔抗大鼠单克隆抗体 

免疫组织化学 SP 试剂盒， 

DAB显色试剂盒 

倒置相差显微镜 

酶标仪 

流式细胞仪 

美国 Gibco公司 

Hylcon公司 

Sigma公司 

 

 

 

 

南京建成公司 

 

Alomone Labs Ltd. Israel 

福州迈新生物技术公司 
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质量浓度5 g/L MTT，20 U/孔，到检测时间点后加

DMSO(二甲基亚砜)，150 U/孔，酶标仪检测。 

成骨细胞碱性磷酸酶染色：将无菌玻片放入第3代

培养皿，待细胞长至形成结节后取出。PBS冲洗。固定

液固定10 min。蒸馏水冲洗数次，晾干。滴加新鲜配制

的底物液盖满样本部分，加封口膜。孵育液中37 ℃    

15 min。蒸馏水冲洗数次。用苏木精复染10 min。蒸馏

水洗数次，晾干。 

苏木精复染的成骨细胞碱性磷酸酶染色阳性者细

胞浆中出现紫黑色颗粒，其强度可按Kaplow记分法表

示。0分：细胞浆内无紫黑色；1分：弥散的紫黑色并偶

见紫黑色颗粒；2分：弥散的紫黑色，有中等量的紫黑

色颗粒；3分：显著的紫黑色，有较多的紫黑色颗粒；4

分：显著的紫黑色并有粗大的紫黑色颗粒充满细胞浆。 

矿化结节的茜素红染色：在细胞矿化期，细胞分泌

的胶原纤维与钙盐亲和，形成矿化结节，该染色法是鉴

别成骨细胞的特异性染色法。取连续培养20 d的细胞爬

片，PBS洗3次，体积分数95%乙醇固定10 min，用饱

和茜素红染色30 min，然后水洗，乙醇脱色，二甲苯透

明，树胶封固。茜素红染色阳性结果为光学显微镜下观

察镜下矿化结节呈现红色。 

免疫组织化学染色检测骨髓间充质干细胞来源的成骨细

胞中TRPV5的表达：在第3代骨髓间充质干细胞向成骨细

胞诱导过程中，事先在24孔板中铺入一无菌盖玻片，将

细胞接种在24孔板中，至诱导成功成骨细胞后取出孔中

的盖玻片，进行TRPV5的免疫组织化学染色。用已知大

鼠肾小管上皮细胞阳性标本做阳性对照，以PBS代替一

抗作为阴性对照。具体步骤：倾去培养液，预冷PBS漂

洗2次，5 s/次。-20 ℃丙酮固定20 min；室温晾干后  

-20 ℃存放备用。每张切片加一滴3%过氧化酶阻断溶

液，室温下用孵育10 min，以阻断内源性过氧化物酶活

性。PBS冲洗3次，3 min/次。滴加适当稀释的一抗，4 ℃

过夜。PBS冲洗3次，每次3-5 min。除去PBS，每张切

片滴加生物素标记的二抗(山羊抗兔IgG)，室温下孵育

10 min。PBS冲洗3次，3 min/次。除去PBS，每张切片

滴加试剂链霉素抗生物素-过氧化物酶溶液1滴，室温下

孵育10 min。PBS冲洗3次，3 min/次。除去PBS，每张

切片加2滴新鲜配制的DAB溶液，显微镜下观察3-     

10 min，无论染色深浅，同一抗体的所有切片染色时间均

相同，室温显色。自来水冲洗，每张切片滴加苏木精染色

1 min，自来水下冲洗。每张切片滴加1% 盐酸乙醇，流

水返蓝。乙醇梯度脱水(体积分数70%乙醇1次，95%乙

醇2次，100%乙醇4次)。二甲苯中性胶封固。以大鼠肾

脏组织TRPV5的免疫组织化学检测结果作为阳性对照

组。 

用低倍镜和高倍镜观察切片，以细胞胞浆内或胞膜

出现棕黄色颖粒为阳性，将胞浆染色程度分为4级：阴

性(-)，基本不着色；弱阳性(+)，着色淡：阳性(++)色适

中；强阳性(+++)，着色深。 

主要观察指标：诱导的成骨细胞形态，大鼠骨髓间

充质干细胞诱导分化的成骨细胞中TRPV5的表达。 

   

2  结果 

 

2.1  诱导培养的大鼠成骨细胞的生长曲线  大鼠骨髓

间充质干细胞初次加用成骨诱导剂后，增殖速度明显变

慢，培养约15 d后才有明显改变。第3代成骨细胞生长

曲线呈对数生长，符合体外培养细胞生长的一般规律，

见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  诱导培养的大鼠成骨细胞形态 

碱性磷酸酶染色结果：诱导培养的大鼠成骨细胞经碱

性磷酸酶染色后，可见碱性磷酸酶染色强阳性的矿化结

节，表现为细胞浆染为紫黑色，并见大量紫黑色颗粒，

见图2。细胞培养传代3次，约80%以上的细胞呈阳性。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1  Growth curve of rat osteoblasts 
图 1  大鼠成骨细胞生长曲线 
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注：图中可见矿化结节(箭头所示)，表现为成骨细胞呈显著的紫黑色，

并有粗大的紫黑色颗粒充满细胞浆 

Figure 2  Morphology of the rat osteoblasts after cultured for 
20 d (alkaline phosphatase staining, ×400) 

图 2  培养 20 d后大鼠成骨细胞形态(碱性磷酸酶染色， 
×400) 



 

李福春，等. 骨髓间充质干细胞成骨分化过程中瞬时性受体电位香草精受体 5 的表达 

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   www.CRTER.org 8364 

www.CRTER.org 

茜素红染色结果：经茜素红染色后，矿化结节呈红色。

成骨细胞生长融合达单层，继续培养增殖细胞会互相重

叠成多层，并聚集成簇，形成多个散在的致密灶，灶中

央细胞逐渐萎缩变形，被分泌的基质包埋，进而钙盐沉

积，发生基质矿化，形成不透明区，经茜素红染色后显

微镜下可见红色矿化结节，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  大鼠骨髓间充质干细胞诱导分化的成骨细胞中

TRPV5的表达  大鼠肾脏TRPV5阳性对照组可见细胞

浆内充满棕黄色颗粒，染色较深，即为阳性表达，见图

4；在诱导分化的成骨细胞中TRPV5表达呈强阳性，细

胞浆内棕黄色颗粒染色更深，见图5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

骨髓间充质干细胞具有多向分化潜能。骨髓分为造

血和间充质两大系统，骨髓间充质系统能对造血系统提

供支持作用，影响造血干细胞生存、生长和分化
[16-20]

。

有实验证实在非诱导条件下的骨髓间充质干细胞 具有

多向分化潜能
[21]
。Digirolamo等

[22]
报道，体外培养的骨

髓间充质干细胞具有自动分化为成骨细胞并分泌矿物

质的能力。同年，Aubin等
[23]
用地塞米松作用于骨髓间

充质干细胞时发现：地塞米松可升高细胞各种成骨标记

物的表达，但并非必需，这说明存在两种类型的骨祖细

胞；一种不需要外源性诱导物如糖皮质激素、骨形态发

生蛋白的作用就能自动分化成骨，称为定向性骨祖细

胞，所以骨髓间充质干细胞具有自动成骨分化的能力。

另一种为诱导性骨祖细胞，其不能自发形成骨组织，必

须在诱导物的作用下才能成骨。这解释了为什么骨髓间

充质干细胞中部分细胞在没有成骨诱导因素的前提下

自动分化为成骨细胞，而加入诱导因素可增加成骨细胞

数量的原因。Pittenger等
[24]
认为确定某细胞为骨髓间充

质干细胞必须具有以下特性：①骨髓来源。②体外培

养贴附于培养皿上形态呈成纤维样集落形成单位。③

能够自主增殖至少可以分化为3种以上间充质细胞系。

因此，在进行关于骨髓间充质干细胞的研究和相关评

价时，必须考虑到以上差异因素。实验采用细胞骨髓

来源、细胞生长特性、细胞形态、向成骨细胞诱导等

手段对 骨髓间充质干细胞鉴定，结果显示：所分离传

代的细胞各项指标均符合骨髓间充质干细胞细胞特性

及特征。 

成熟的成骨细胞分化体系。近来，国内外学者研究

出了很多诱导骨髓间充质细胞成骨分化的体外培养体

系，可以归纳为主要利用化学、生物、物理3种因素进

行诱导。实验采用化学常规成骨诱导剂：向培养体系中

加入10
-8

 mol/L地塞米松、质量浓度50 mg/L维生素C和  

10 mmol/L β-甘油磷酸钠进行成骨诱导。培养15 d后骨

髓间充质干细胞产生矿盐逐渐沉积而形成矿化结节，其

碱性磷酸酶和茜素红染色均为强阳性。一般认为碱性磷酸

酶是成熟成骨细胞的标志酶之一
[25]
，在体外矿化中起着关

键性的作用，即如果没有碱性磷酸酶活力，矿化就不会发

生，其主要机理是碱性磷酸酶能够水解有机磷酸化合物，

使局部PO
4+
浓度升高，并可破坏钙化抑制剂，从而启动

矿化
[26]
。目前普遍认为碱性磷酸酶的活性和矿化结节的

检测是鉴定成骨细胞的主要方法。实验中大鼠骨髓间充

注：成骨细胞聚集成簇，形成多个散在的致密灶，灶中央细胞逐渐萎

缩变形，发生基质矿化，经茜素红染色后显微镜下可见红色矿化结节 

Figure 3  Morphology of the rat osteoblasts after cultured for 
20 d (mineralized nodule staining, ×400) 

图 3  培养 20 d后大鼠成骨细胞形态(矿化结节染色，×400) 

注：细胞浆内充满棕黄色颗粒(箭头所示为 TRPV5阳性表达细胞)，染色深 

Figure 4  Staining results of transient receptor potential 
vanilloid receptor 5 in the kidney of positive control 
group (immunohistochemical staining, ×400) 

图 4  大鼠肾脏阳性对照组 TRPV5染色结果(免疫组织化学
染色，×400) 

注：成骨细胞中棕黄色颗粒染色很深， TRPV5阳性表达细胞表达呈

强阳性(箭头所示) 

Figure 5  Expression of transient receptor potential vanilloid 
receptor 5 in the osteoblasts derived from rat bone 
marrow mesenchymal stem cells 
(immunohistochemical staining, ×400) 

图 5  大鼠骨髓间充质干细胞来源的成骨细胞中 TRPV5的
表(免疫组织化学染色，×400) 
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质干细胞经加入成骨诱导剂培养后，细胞碱性磷酸酶染

色呈强阳性，显示了成骨细胞的典型特征，证明该成骨

诱导培养体系可以刺激骨髓间充质干细胞向成骨细胞

的分化和增殖。诱导剂中地塞米松可抑制骨髓间充质干

细胞增殖，但是在早期地塞米松可以促进间充质(碱性磷

酸酶、骨涎蛋白和骨桥蛋白)合成，后期可以促进钙化，

是骨髓间充质干细胞体外成骨的必需成分。β-甘油磷酸

钠在地塞米松存在的条件下可以提供磷离子作为碱性磷

酸酶作用的底物，诱导和激活碱性磷酸酶，促进有机磷向

无机磷转化，加速钙盐的沉着。维生素C是细胞合成胶原

的必需物质。上述2种化学药物一般联合使用，以便发挥

它们的协同效应。实验观察到第4-7天完全贴壁的大鼠成

骨细胞进入活跃增殖阶段，生长增殖为连续的单层后，增

生速度减慢，转而细胞呈多层生长，在局部聚集成灶，分

泌骨基质并最终矿化成矿化结节。矿化结节茜素红染色呈

强阳性，表明培养的细胞具有钙质分泌的能力。 

TRPV5是瞬时性受体电位通道家族最具代表性的2

个通道之一。近年来，研究发现了多种钙离子跨膜转运

通道，其中瞬时性受体电位通道超家族占有相当重要的

地位，而TRPV5是最具代表性的两个通道之一，属于瞬

时性受体电位通道家族的一个亚型。目前，对这个钙离

子通道的研究仅限于在肾脏、小肠、光滑卵母细胞中

TRPV5所表现出的电生理特性。 

大鼠骨髓间充质干细胞来源的成骨细胞中TRPV5

表达为强阳性。实验用用免疫组织化学法检测了大鼠骨

髓间充质干细胞来源的成骨细胞中TRPV5的表达情况。

研究发现，大鼠骨髓间充质干细胞来源的成骨细胞中

TRPV5表达为强阳性。因此可以证明大鼠成骨细胞中存

在TRPV5钙离子通道。 

骨髓间充质干细胞向成骨分化的过程中有钙离子及

钙离子通道共同参与其中。目前研究表明，在骨髓间充

质干细胞向成骨细胞分化的过程中，骨髓间充质干细胞

必须吸收钙离子，这说明在由骨髓间充质干细胞向成骨

分化的过程中有钙离子及钙离子通道共同参与其中。

Zahanich等
[27]
在研究VOCCs通道在人骨髓间充质干细

胞向成骨细胞分化中的作用时发现，在成骨分化过程中，

L型钙通道阻断剂-硝苯地平不影响人间充质干细胞碱性

磷酸酶的活性、钙和磷酸盐的蓄积，因而提示，人间充

质干细胞成骨分化不需要L型钙通道功能。Zahanich等
[27]

认为：在大多数人间充质干细胞，钙离子通过质膜进入

是通过其他通道调节的，而不是VOCCs，阻断L型钙通

道不影响人间充质干细胞早期成骨分化。 

TRPV5钙离子通道有可能成为调节成骨细胞增殖、

分化的候选通道。根据实验的研究结果：在大鼠骨髓间充

质干细胞来源的成骨细胞中，有TRPV5钙离子通道蛋白

表达，说明TRPV5通道参与成骨细胞内钙离子变化，而

钙离子作为细胞内的第二信使，在信号传导中具有极其重

要的作用，成为各条信号传导途径的枢纽，钙离子能够直

接或间接地影响细胞的某些DNA复制和RNA表达功能，

从而完成生物信号的跨膜信息传递，将细胞受到的外部刺

激传递到细胞内部，不同的转录因子被激活，达到调节细

胞的生长、分化和功能活性的目的。而钙离子进入细胞的

中间环节就是钙离子通道，也就是说钙离子通过钙离子通

道进入细胞而发挥作用，钙离子通道是一种存在于细胞膜

上的与钙离子转运有关的特定蛋白质，钙通道通过蛋白构

象的变化形成开放或关闭状态，从而控制钙离子的流动，

来发挥钙离子对成骨细胞生物功能的调节作用。因此，钙

离子通道的存在对于成骨细胞的进一步分化、代谢、凋亡

起重要作用。近来已经证明，TRPV5是促进跨细胞钙离

子转运的3步过程中的一部分。钙离子通过TRPV5进入细

胞后，钙离子结合到钙结合蛋白D28K上和(或)钙结合蛋

白D9K上弥散到基底外侧膜；然后，钙离子经NCX1和ATP

依赖性质膜Ca
2+

-ATPase 1b排出。故实验推测：TRPV5

钙离子通道有可能成为调节成骨细胞增殖、分化的候选通

道，而TRPV5钙离子通道在成骨细胞中的作用还需要进

一步深入研究。 

综上所述，实验成功体外分离、传代培养大鼠骨髓

间充质干细胞，并应用成骨细胞诱导培养体系，将培养

成功的大鼠骨髓间充质干细胞诱导为成骨细胞，所诱导

的骨髓间充质干细胞来源的细胞具有显著的成骨细胞

特征及特性。 
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