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骨形态发生蛋白7诱导骨膜细胞碱性磷酸酶的表达*
★ 

 
廖家成1，贝抗胜2，连银川1 (1深圳市龙华人民医院骨外科，广东省深圳市  518109；2韶关市粤北人民医院，广东省韶关市  512025) 

 
文章亮点： 

1 实验用 β2-甘油酸钠+地塞米松+维生素 C作为骨膜细胞培养辅助剂，比较了含骨形态发生蛋白 7及成
骨培养辅助剂与单纯应用培养辅助剂诱导后骨膜细胞碱性磷酸酶的表达。 

2 骨膜细胞其成骨能力与细胞浓度有关，一般认为(0.7-20)×109 L-1是较好的初始接浓度，故实验采取的

种子细胞浓度为 1×108 L-1。 
3 实验结果表明，由骨形态发生蛋白 7诱导的骨膜细胞成骨标志物碱性磷酸酶阳性率明显高于单纯应用

培养辅助剂诱导。说明骨形态发生蛋白 7能诱导骨膜细胞加强碱性磷酸酶的表达，能诱导骨膜细胞向成骨细
胞转化。 
关键词： 
组织构建；骨组织构建；骨形态发生蛋白 7；骨膜细胞；碱性磷酸酶；诱导；成骨细胞；细胞培养；省级基
金 
 

摘要 
背景：关于骨形态发生蛋白 7作为刺激因子诱导细胞成骨的报道目前较少见。 
目的：观察骨膜细胞经骨形态发生蛋白 7诱导后碱性磷酸酶的表达。 
方法：取材于成人胫骨骨膜，常规细胞培养法行骨膜细胞体外培养，分为实验组和对照组，分别加入骨形态

发生蛋白 7 加成骨细胞培养辅助剂和单纯成骨细胞培养辅助剂，相差显微镜观察骨膜细胞形态特征及超微结
构。每组分别在第 7，14，21天设 3个时间点，每个时间点设 3个样本，采用碱性磷酸酶试剂盒法检测成骨
细胞特异性标志物碱性磷酸酶表达情况。  
结果与结论：骨膜细胞经分组培养后，第 7 天时，实验组和对照组骨膜细胞均有明显增殖，碱性磷酸酶的可
被检测出，但量不多，细胞外形为梭形，实验组比对照组检测的碱性磷酸酶数量稍多；第 14天时，实验组及
对照组骨膜细胞均显著增殖，细胞外形由梭形变为宽梭形，实验组比对照组检测的碱性磷酸酶数量明显增多。

第 21天时，实验组及对照组骨膜细胞均增殖，其中实验组细胞增殖明显，细胞外形为宽梭形，实验组比对照
组检测的碱性磷酸酶数量显著增多。经过统计学分析由骨形态发生蛋白 7 诱导的骨膜细胞的成骨标志物碱性
磷酸酶阳性率明显高于对照组(P < 0.01)。提示骨膜细胞具有良好的成骨和再生能力, 骨形态发生蛋白 7能诱
导骨膜细胞加强碱性磷酸酶的表达，能诱导骨膜细胞向成骨细胞转化。 
 

Bone morphogenetic protein-7 induces the expression of alkaline phosphatase in 
periosteal cells  

 

Liao Jia-cheng1, Bei Kang-sheng2, Lian Yin-chuan1 (1Department of Orthopedic Surgery, Longhua People’s 
Hospital, Shenzhen  518109, Guangdong Province, China; 2 Yue Bei People’s Hospital, Shaoguan  
512025, Guangdong Province, China) 
 

Abstract 
BACKGROUND: The reports on bone morphogenetic protein-7 as a stimulating factor to induce osteogenic are 
relatively rare.  
OBJECTIVE: To study the expression of alkaline phosphatase of periosteal cells after induced by bone 
morphogenetic protein-7 in vitro.  
METHODS: Periosteal cells were obtained from adult tibial periosteum, and then the periosteal cells were 
cultured by routine method in vitro. The cells were divided into experimental group and control group, and then 
cultured with bone morphogenetic protein-7 plus osteoblast culture adjuvants and simple osteoblast culture 
adjuvants, respectively. The phase contrast microscope was used to observe the morphology and ultrastructure 
of periosteal cells. Each group was observed at 7, 14 and 21 days, and three samples were observed at each 
time point. Alkaline phosphatase kit was used to detect the expression of osteoblast-specific markers alkaline 
phosphatase.  
RESULTS AND CONCLUSION: After cultured for 7 days, the proliferation of periosteal cells in the experimental 
group and the control group was increased obviously, and the expression of alkaline phosphatase was detected 
but less. The cells were spindle in shape, while the expression of alkaline phosphatase in the experimental group 
was higher than that in the control group. After cultured for 14 days, the proliferation of periosteal cells in the 
experimental group and the control group was increased obviously, the cell morphology was changed from     
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spindle-shaped to wide spindle-shaped, and the expression of alkaline phosphatase in the experimental group was 
increased significantly when compared with the control group. After cultured for 21 days, the proliferation of periosteal 
cells was detected in the experimental group and the control group, and the proliferation in the experimental group was 
more significant than that in the control group, the cell morphology was wide spindle-shaped, and the number of alkaline 
phosphatase in the experimental group was higher than that in the control group. Statistical analysis showed that the 
positive rate of osteogenic markers alkaline phosphatase of bone morphogenetic protein-7 induced periosteal cells in the 
experimental group was higher than that in the control group (P < 0.01). It suggested that periosteal cells had the 
osteogenic and regeneration ability, the bone morphogenetic protein-7 could induce periosteal cells, promote the 
expression of alkaline phosphatase, and could induce the periosteal cells to transform into osteoblasts.  
Key Words: tissue construction; bone tissue construction; bone morphogenetic protein-7; periosteal cells; alkaline 
phosphatase; induction; osteoblasts; cell culture; provincial grants-supported paper   
 
Liao JC, Bei KS, Lian YC. Bone morphogenetic protein-7 induces the expression of alkaline phosphatase in periosteal 
cells. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2013;17(33): 5917-5922. 

 

 
0  引言 
 

骨组织工程中，要解决的两个关键问题是种子细胞

和诱导因子。目前骨膜来源的骨膜细胞、骨组织来源的

骨膜细胞、骨髓来源的基质干细胞和骨外组织来源的干

细胞均可作为骨组织工程种子细胞，这些细胞从取材、

培养、与材料复合、体内植入到最终形成骨组织均已被

实验证实具有确切的成骨能力。 
体外培养条件下，骨膜来源的骨膜细胞具有很强的

传代增殖和稳定的定向分化能力，较骨髓基质干细胞具

有更强的成骨能力，体内植入后能很好地适应受区环

境，并保持良好的成骨活性，最终通过软骨化骨修复骨

缺损
[1-3]
。 

骨膜细胞具有很强的成骨能力，贝抗胜、刘建平  
等

[4]
经实验证实骨膜细胞植入机体后能适应受区环境， 

保持成骨活性，并促成基质矿化形成骨组织，具有良好

的成骨和再生能力，在骨骼的成长发育和修复过程中发

挥重要作用。  
骨形态发生蛋白除骨形态发生蛋白1 外构成一个

结构和功能相似的多肽因子家族，同属于转化生长因子

β超家族的成员[5]
。骨形态发生蛋白是目前最肯定的具有

诱导成骨作用的生长因子，骨组织工程中常用的骨形态

发生蛋白是骨形态发生蛋白2，有学者证实骨形态发生
蛋白2因子对成骨细胞、骨髓基质细胞，骨间质干细胞，
骨祖细胞均有促进成骨作用

[6-7]
。   

骨形态发生蛋白7对骨膜细胞的诱导作用的报道比
较少。祝联、陈付国等

[8]
对骨形态发生蛋白7对骨髓基质

细胞成骨作用做了相关研究，认为骨形态发生蛋白7对
骨髓基质细胞有促进其分化成骨作用。 
骨形态发生蛋白诱导成骨目前认为有 3 个必要条

件
[9]
，①诱导因子的存在：骨形态发生蛋白作为一种诱

导因子当局部浓度达到一定程度，就可以诱导骨生成。

骨形态发生蛋白有效量是指可引起诱导成骨作用的最

小骨形态发生蛋白量
[10]
。骨折端的坏死、吸收可以释放

内源性骨形态发生蛋白，骨形态发生蛋白向周围弥散，

形成一个由近及远逐渐降低的浓度梯度。成骨量与骨形

态发生蛋白浓度成正比，与扩散距离成反比。②骨形态

发生蛋白的靶细胞群：骨髓中存在定向性成骨细胞及诱

导性成骨细胞
[11]
，前者可以自行分化为成骨细胞，而后

者需要分子信号诱导分化。作为骨形态发生蛋白靶细胞

的是诱导性成骨细胞。体外实验认为骨形态发生蛋白靶

细胞还有：结缔组织中未分化、有活力的间充质细胞、 
骨膜基质细胞、骨膜细胞

[12]
。③允许骨生长的正常环境。 

实验选用骨形态发生蛋白7诱导骨膜细胞体外培
养，对其诱导后骨膜细胞碱性磷酸酶的量检测，为以后

进一步实验选取了良好的细胞源和诱导因子。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞学免疫组织化学实验。 
时间和地点：于2010年5至12月在复旦大学遗传所

实验室完成。  
材料：  
骨形态发生蛋白7诱导骨膜细胞碱性磷酸酶的检测实验所

用试剂及设备： 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 
 
 

试剂及仪器 来源 

DMEM/F12培养基、2.5 g/L胰蛋白酶、
胎牛血清、100 U/mL青链霉素 

0.1 μmol/L 地塞米松、10 mmol/L β甘
油磷酸钠            

50 mg/L 维生素 C                   
骨形态发生蛋白 7、碱性磷酸酶染色试
剂盒             

二甲基亚砜                         
CO2 培养箱      
                            
倒置相差显微镜(型号 AE-31)         
扫描电镜(H27650型)                
电子天平(型号 BT224S)              
水平离心机                         
普通冰箱(型号 KK24V4T1)           
水浴锅(型号 HSGJC-2)              
电热恒温鼓风干燥箱(型号 DHG-9240)

Gibco公司 
 
SOLARBIO公司 
 
天津制药 
南京建成科技有限公司 
 
上海生工生物工程公司 
美国 Thermo Fisher Scientific  
公司 

厦门 MOTIC公司 
日立 
北京赛多利斯公司 
上海安亭仪器厂 
德国西门子 
上海华药科学仪器有限公司 
上海一恒科技有限公司 



 
廖家成，等. 骨形态发生蛋白 7诱导骨膜细胞碱性磷酸酶的表达 

ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 5919 

www.CRTER.org 

成骨细胞培养辅助剂：传代细胞培养液+地塞米松  
10 mol/L+β2-甘油磷酸钠80 mg/L+维生素C 80 mg/L，
pH 7.3。 

实验方法： 

骨膜细胞取材：术中取自胫骨骨折患者胫骨上段前外

侧正常骨膜(骨膜提供者对此知情同意)，术中仔细剔除
其表面的肌肉等软组织,用尖刀切穿1 cm×1 cm范围的
骨膜全层后，使用骨膜剥离器紧贴骨皮质表面剥下骨

膜。 
骨膜细胞体外培养：骨膜用PBS冲洗干净，剪成     

1 mm×1 mm碎块，置于DMEM/F12培养液(含体积分数
15%小牛血清、青霉素100 U/mL、链霉素100 U/mL),
体积分数5%CO2 37 ℃恒温培养原代细胞。人骨膜细胞
原代培养方法同文献[4]。将原代骨膜细胞制成细胞悬
液，接种于培养瓶内，加入含体积分数10%小牛血清的
DMEM/F12培养基，在37 ℃，体积分数5%CO2恒温培

养箱中培养。每隔三四天更换1次培养液。相差显微镜
下观察见骨膜细胞融合至约90%时，用2.5 g/L胰蛋白酶
消化3-5 min后离心，弃上清，重悬，按1∶3比例传代
培养，传至3代后进行实验。 

实验分组及诱导培养：实验分为2组：含骨形态发生蛋
白7及成骨培养辅助剂的实验组和单纯应用培养辅助剂
的对照组。将传至3代的骨膜细胞制成浓度为1×108 L-1

细胞悬液，按2×104/孔的细胞数目接种在预置有圆形盖
玻片的24孔板中进行培养。待培养24 h细胞贴壁后，实
验组加入骨形态发生蛋白 7(40 μg/L)及辅助剂
(DMEM/F12 + 体积分数10%胎牛血清+100 U/mL青链
霉素 +0.1 μmol/L 地塞米松 +50 mg/L维生素 C+      
10 mmol/L β甘油磷酸钠)，对照组单纯加入辅助剂。置
体积分数5%CO2，37 ℃培养箱培养。每两三天换液1
次。 

骨膜细胞形态学观察：普通培养的骨膜细胞与实验组

和对照组均每日于倒置显微镜下观察骨膜细胞生长情

况及其形态。 
成骨指标检测：碱性磷酸酶是成骨细胞分化成熟早期

的标志性酶之一，其活性高低一定程度上可以反映出细

胞的成骨分化能力。分别在7，14，21 d时取出细胞爬
片，按碱性磷酸酶试剂盒法进行成骨细胞标志物碱性磷

酸酶染色检测。具体步骤：①取出新鲜细胞爬片滴加固

定液，室温固定3 min，水洗。②滴加作用液数滴，玻
片置湿盒内，加盖疏水膜，避光于37 ℃孵育15 min，
水洗。③趁湿滴加苏木精复染液数滴，复染3 min，水
洗，镜检。显微镜下观察阳性细胞核呈紫色，胞浆中出

现蓝紫色颗粒。阳性细胞计数方法：实验组和对照组每

张盖玻片均随机取3个视野，采用网格计数法，计算阳
性率。 
主要观察指标：①体外骨膜细胞普通培养的形态学

观察。②骨形态发生蛋白7诱导后的骨膜细胞形态学观
察。③骨膜细胞碱性磷酸酶染色阳性率。 
统计学分析：所有数据均用SPSS 17.0软件分析，

数据以x
_

±s表示，对组间变量采用配对t 检验进行统计学
分析。 
   
2  结果 

 
2.1  骨膜细胞形态学变化 

体外骨膜细胞普通培养的形态学观察：接种于T25细胞
培养瓶后，给予含体积分数10%小牛血清的完全培养基
培养。骨膜细胞24 h后完全贴壁，早期呈梭形，饱满透
明，立体感强；个别可见细胞两极有细丝状突起，随后

开始增殖，72 h后细胞增殖分裂迅速，分裂期呈立方形
或短柱状，体积逐渐增大，向成纤维细胞状改变逐渐变

成宽梭和不规则形，后期细胞排列紧密，成漩涡状生长，

细胞之间无接触抑制现象，呈典型的长梭形、平行或旋

涡状排列，集落间出现重叠。见图1-3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1  体外培养 1 d人骨膜细胞形态学观察(×200) 

Figure 1  Morphology of human periosteal cells after cultured 
for 1 d (×200) 

注：骨膜细胞应用含体积分数 10%小牛血清的完全培养基
培养 24 h 后完全贴壁，早期呈梭形，饱满透明，立体感强。 

图 2  体外培养 3 d人骨膜细胞形态学观察(×200) 

Figure 2  Morphology of human periosteal cells after cultured 
for 3 d (×200) 

 

注：应用含体积分数 10%小牛血清的完全培养基培养个别
细胞可见两极有细丝状突起，随后开始增殖。 
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骨形态发生蛋白7诱导后的骨膜细胞形态学观察：对照组

骨形态发生蛋白7诱导骨膜细胞形态学观察见图4-6，单
纯加入辅助剂后，细胞生长速度减缓，细胞初始为长梭

形，随时间延长形态改变不明显，形成的细胞集落比较

少。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验组骨形态发生蛋白7诱导骨膜细胞形态学观察

见图7-9。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3  体外培养 7 d人骨膜细胞形态学观察(×200) 

Figure 3  Morphology of human periosteal cells after in vitro 
cultured for 7 d (×200) 

注：应用含体积分数 10%小牛血清的完全培养基培养 72 h
后细胞增殖分裂迅速，细胞排列紧密，呈典型的长梭形、平

行或旋涡状排列，集落间出现重叠。 

图 4  对照组单纯加入辅助剂培养 7 d骨膜细胞形态学观察
(×200) 

Figure 4  Morphology of human periosteal cells in the control 
group after cultured with osteoblast culture 
adjuvants for 7 d (×200) 

注：细胞生长速度减缓, 细胞初始为长梭形。 

图 5  对照组单纯加入辅助剂培养 14 d骨膜细胞形态学观
察(×200) 

Figure 5  Morphology of human periosteal cells in the control 
group after cultured with osteoblast culture 
adjuvants for 14 d (×200) 

注：细胞随时间延长形态改变不明显。 

图 6  对照组单纯加入辅助剂培养 21 d骨膜细胞形态学观
察(×200) 

Figure 6  Morphology of human periosteal cells in the control 
group after cultured with osteoblast culture 
adjuvants for 21 d (×200) 

注：细胞形成的细胞集落比较少。 

图 7  加入骨形态发生蛋白 7及辅助剂诱导 7 d实验组骨膜
细胞形态学观察(×200) 

Figure 7  Morphology of human periosteal cells in the 
experimental group after cultured with bone 
morphogenetic protein-7 plus osteoblast culture 
adjuvants for 7 d (×200) 

注：细胞生长速度明显减缓，细胞初始仍为长梭形。 

图 8  加入骨形态发生蛋白 7及辅助剂诱导 14 d实验组骨
膜细胞形态学观察(×200) 

Figure 8  Morphology of human periosteal cells in the 
experimental group after cultured with bone 
morphogenetic protein-7 plus osteoblast culture 
adjuvants for 14 d (×200) 

注：细胞随时间延长逐渐变成多边形和三角形。 
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加入骨形态发生蛋白7及辅助剂后，细胞生长速度

明显减缓，细胞初始仍为长梭形，随时间延长逐渐变成

多边形和三角形，与成骨细胞形态相似，并能增殖形成

细胞集落。 
2.2  骨膜细胞碱性磷酸酶染色阳性率  碱性磷酸酶是成

骨细胞的标志性酶，成骨细胞含丰富的碱性磷酸酶。显

微镜下观察阳性细胞核呈紫色，胞浆中出现蓝紫色颗粒。

阳性细胞计数方法：实验组和对照组每张盖玻片均随机

取 3个视野，采用网格计数法,计算阳性细胞百分率。 
经骨向诱导剂及骨形态发生蛋白7诱导7，14，21 d 

实验组细胞碱性磷酸酶染色阳性率均较单纯骨向诱导

剂的对照组显著增高，差异有非常显著性意义(P < 
0.01)。见表1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
3.1  细胞因子和种子细胞的选择  细胞因子能促进或

抑制细胞的增殖、分化、迁移和基因的表达。骨组织工

程涉及的细胞因子众多，其中骨形态发生蛋白是目前已

知的最有效的促骨生长因子。它是广泛存在于动物骨

骼、牙齿中的一族低分子糖蛋白多肽 ,在骨形成中起着
重要的作用。有学者采用原位杂交技术观测到骨形态发

生蛋白7在犬恒牙牙根发育早期和成牙骨质细胞本质细
胞中有表达

[13]
。因此，骨形态发生蛋白 7可作为骨生长

的重要表达因子在骨组织工程中采用。 
实验用 β2-甘油酸钠+地塞米松+维生素 C 作为骨

膜细胞培养辅助剂，辅助剂提供了必要的物质，取到了

类似细胞培养基的作用。其中地塞米松可以辅助成骨细

胞分化成熟，提高碱性磷酸酶活性，调节成骨细胞分泌

胰岛素样生长因子，促进细胞外基质胶原合成。维生素

C可以促进培养的细胞合成Ⅰ型胶原，形成钙化，并调
节 ATP、碱性磷酸酶活性和非胶原基质蛋白的合成[14]

，

β2-甘油磷酸钠则为成骨细胞功能活动提供磷酸根离
子，其作为碱性磷酸酶的底物，在培养液中迅速被有机

磷酸酶水解，产生大量磷酸离子，促进生理性钙盐的沉

积和钙化，是骨膜细胞诱导发生矿化结节沉积的必要条

件。
 

实验选用的骨膜细胞具有很强的成骨能力
[4]
，其本

身是成骨细胞的前体细胞，大量的骨膜细胞位于骨膜生

发层，在不同的诱导因子的作用下，可向成骨化及软骨

化两个方向分化，类似于骨髓基质细胞或骨祖细胞。许

多实验研究表明，骨膜细胞其成骨能力与细胞浓度有

关。当高于 5.0×108 L-1
时，骨形成是连续的，而低于

5.0×106 L-1
时，就观察不到骨的形成。一般认为

(0.7-20)×109 L-1
是较好的初始接浓度，故实验采取的种

子细胞浓度为 1×108 L-1
。

 

3.2  研究碱性磷酸酶对骨膜细胞成骨的重要意义  碱
性磷酸酶是广泛分布于人体各脏器器官中，其中以肝脏

为最多其次为肾脏，骨骼、肠、和胎盘等组织。它是几

种显性基因的产物。其基因定位于 1号染色体，基因的
启动子可以被激活而产生持续的低活性，然后在特殊组

织中产生高活性
[15]
。 

目前认为骨碱性磷酸酶是成骨细胞的表型标志物

之一，它可直接反映成骨细胞的活性或功能状况,是近年
来主要用于小儿佝偻病早期诊断和亚临床鉴别的特异

性参考指标,也是目前用于评价人体骨矿化障碍的最佳
指标。碱性磷酸酶的活性的高低直接关系到成骨细胞分

泌胶原的量, Thomas 等[16]
研究表明, 碱性磷酸酶活性

的升高为细胞间质含量的改变作好准备，并且是启动矿

化的必备条件, 碱性磷酸酶可分解有机质中的磷酸，增
加局部无机磷酸浓度，促进矿化。 

 

目前，一般认为成骨细胞具有以下主要生物学特

征：成骨细胞在成骨过程中发挥着主要作用，它以类似

顶浆分泌的方式形成基质小泡，其中含有丰富的碱性磷

图 9  加入骨形态发生蛋白 7及辅助剂诱导 21 d实验组骨
膜细胞形态学观察(×200) 

Figure 9  Morphology of human periosteal cells in the 
experimental group after cultured with bone 
morphogenetic protein-7 plus osteoblast culture 
adjuvants for 21 d (×200) 

 

注：与成骨细胞形态相似，并能增殖形成细胞集落。 

表 1  骨膜细胞碱性磷酸酶染色阳性率 

Table 1  Positive rate of human periosteal cells for alkaline 
phosphatase                            (x

_

±s, %)
 

与对照组比较，
aP < 0.01。 

注：对照组单纯加入辅助剂培养，实验组加入骨形态发生蛋白 7及辅助剂培

养；实验组经骨向诱导剂及骨形态发生蛋白 7诱导 7，14，21 d 后，细胞

碱性磷酸酶染色阳性率均较单纯骨向诱导剂的对照组显著增高。 

组别 第 7天 第 14天 第 21天 
 

对照组

 
20.23±2.62 

 
30.12±3.03 

 
28.66±1.21 

实验组   50.34±14.60a  85.47±3.12a  90.14±2.64a 
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酸酶。基质小泡分布于成骨细胞与骨细胞附近的类

骨质中，当其破裂后，碱性磷酸酶释出，分解局部磷酸

钙盐，使局部的磷脂和游离钙离子浓度增高。磷质与钙

有强的亲和力，沉积于类骨质，从而导致其迅速钙化成

骨。因此成骨细胞具有较其他细胞更高的碱性磷酸酶含

量，碱性磷酸酶染色强阳性。可以作为成骨细胞的标志

之一，因此研究骨形态发生蛋白 7作用下成骨细胞碱性
磷酸酶活性改变具有重要意义。 
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