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文章亮点： 

1 实验的特点在于：采用来源广泛的骨髓间充质干细胞向成骨细胞诱导分化；对兔骨髓间充质干细胞向成骨

细胞诱导分化的多种方法进行比较；使用自体富血小板血浆替代异种血清培养骨髓间充质干细胞。 

2实验结果显示，使用自体富血小板血浆替代异种血清培养骨髓间充质干细胞是一种安全可靠、操作简单、

纯度活性高的诱导骨髓间充质干细胞的成骨分化方法。 
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摘要 

背景：目前传统骨髓间充质干细胞的培养方法是应用异种血清为培养基，但其存在种间疾病传播、潜在免疫

排斥反应甚至是伦理学争议等问题；且与卫生部公布的《组织工程化组织移植治疗技术管理规范》的要求相

违背。自体富血小板血浆是生物自体的全血提取物，内含多种且含量丰富的生长因子。 

目的：使用自体富血小板血浆替代传统异种血清，探讨其对兔骨髓间充质干细胞诱导分化为成骨细胞的影响， 

方法：从兔髂后上棘穿刺抽出 8 mL骨髓并加肝素抗凝，密度梯度离心富集骨髓间充质干细胞，分为自体富血小

板血浆组、胎牛血清组，分别加入含 10%自体富血小板血浆、体积分数 10%胎牛血清。在传至 4 代时将自体富

血小板血浆组和胎牛血清组细胞各自分为实验组和对照组，实验组对培养及成分进行改变；对照组培养基不变。

通过生长曲线测定各代细胞的增殖情况；通过对各组细胞进行碱性磷酸酶活性测定，判断其成骨分化状况。 

结果与结论：骨髓间充质干细胞生长曲线可见各代细胞增殖良好。对第 4 代各组细胞进行碱性磷酸酶活性检

测，培养第 12天，第 4代自体富血小板血浆实验组及胎牛血清实验组的碱性磷酸酶活性均显著高于其相应对

照组；自体富血小板血浆组对照组、实验组碱性磷酸酶活性显著高于胎牛血清组的对照组、实验组，差异有

显著性意义(P < 0.01)。提示使用自体富血小板血浆替代异种血清培养骨髓间充质干细胞是一种安全可靠、操

作简单、纯度活性高的诱导骨髓间充质干细胞的成骨分化方法。 
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The different methods to induce the osteogenic differentiation of rabbit bone marrow 

mesenchymal stem cells    

 

Wang Hui1, Zhang Jian-jun2 (1Department of Emergency, Jizhong Energy Xingtai MIG General Hospital, 

Hengshui 054000, Hebei Province, China; 2Department of Neurosurgery, Tianjin 4th Centre Hospital, 

Tianjin 300071, China) 

 

Abstract 

BACKGROUND: At present, heterologous serum as a medium is a common method for culture of bone marrow 

mesenchymal stem cells, but it is limited by the disease transmission between species, the potential immune 

rejection and even controversial ethic issues. This method is also contrary to the requirements of the Ministry of 

Health. Autologous platelet-rich plasma is a kind of whole blood extract, containing a variety of growth factors. 

OBJECTIVE: To explore the osteogenic differentiation of rabbit bone marrow mesenchymal stem cells cultured in 

autologous platelet rich plasma alternative to traditional heterogeneous serum-free culture. 

METHODS: 8 mL bone marrow from the rabbit iliac crest was extracted and anti-coagulated with heparin, and 

then bone marrow mesenchymal stem cells were isolated using density gradient centrifugation. The cells were 

divided into autologous platelet rich plasma group (10% autologous platelet rich plasma) and fetal bovine serum 

group (10% fetal bovine serum). At the passage 4, the cells in the two groups were respectively subdivided into 

experimental and control groups. Experimental groups were subjected to osteogenic induction, while no change 

was done in the control groups. Cell proliferation was determined by using growth curves; the activity of alkaline 

phosphatase was detected to adjust the osteogenic differentiation of cells in different groups. 

RESULTS AND CONCLUSION: Bone marrow mesenchymal stem cells at different generations all showed good 

proliferation. At 12 days of autologous platelet rich plasma culture, the activity of alkaline phosphatase in the 

passage 4 cells in the experimental group was significantly higher than that in the control group; while the activity 

of alkaline phosphatase in the autologous platelet rich plasma group was significantly higher than that in the fetal 
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bovine serum group (P < 0.01). These findings indicate that autologous platelet rich plasma as a substitute of xenogeneic 

serum for culture of bone marrow mesenchymal stem cells is a method characterized as safe and reliable, simple 

operation, high-purity active induction. 

 

Subject headings: bone marrow; mesenchymal stem cells; platelet-rich plasma; actihaemyl 

 

Wang H, Zhang JJ. The different methods to induce the osteogenic differentiation of rabbit bone marrow mesenchymal 

stem cells. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2014;18(41):6609-6613. 

 

0  引言  Introduction 

临床骨科治疗过程中骨缺损，尤其是大型的骨缺损的

治疗，因为局部伤情的复杂以及缺乏理想的修复材料，一

直是困扰着临床医生和基础医学工作者的研究热点及难题

之一，而寻找一种理想的骨替代材料，尽可能的能达到或

接近自体骨移植效果的材料更是无数科研工作者热切探

索、孜孜以求的目标。近年来日趋活跃的骨组织工程(bone 

tissue engineering)技术为这一课题的研究带来了新的亮

点和希望。组织工程骨的构建又可以分为体内构建和体外

构建两种形式，体内构建是将成骨细胞-支架复合物植入体

内，修复骨缺损。体外构建则是通过体外组织培养的方法

应用水降解支架材料，接种成骨细胞，构建骨组织。目前

动物实验已能从骨膜、骨髓等定向性骨祖细胞密集处分离

培养出成骨细胞，经体外扩增并与载体结合，回植体内骨

缺损处取得骨缺损修复的成功
[1-3]
。与此同时，基于对患者

易接受性、可操作性和更简单易行性等方面的考虑，研究

者又开始把目光投向诱导性骨祖细胞。许多研究表明，骨

髓间充质干细胞易于获取，可诱导分化为多种细胞，骨髓

来源的间充质干细胞可以分化为神经元样细胞、肝细胞、

胰岛素产生细胞、软骨细胞、成骨细胞等，并且易于被外

源基因转染并稳定表达，在组织工程细胞替代治疗中有极

其广泛的应用前景，具有取材容易、多向分化潜能、少免

疫排斥反应、容易体外扩增等优点，对其分化为成骨细胞

的研究颇多，但其分化结果都不十分理想。 

目前传统的骨髓间充质干细胞培养方法是应用异种血

清为培养基进行培养
[1-3]
，但存在种间疾病传播、潜在免疫

排斥反应甚至是伦理学争议等问题；且与卫生部公布的《组

织工程化组织移植治疗技术管理规范》的要求相违背
[2-5]
。

自体富血小板血浆是生物自体的全血提取物，内含多种且

含量丰富的生长因子；目前已知的有血小板衍生生长因子、

类胰岛素生长因子和转化生长因子β等。于是作者使用自体

富血小板血浆替代异种血清，通过实验探究其对兔骨髓间

充质干细胞诱导分化为成骨细胞的影响，探讨诱导骨髓间

充质干细胞成骨分化的新方法。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

  设计：细胞学水平，对比观察实验。 

时间及地点：于2012年1月至2013年11月在河北医科

大学分子生物学实验室(BSL-2)完成。 

材料：新西兰大白兔10只，体质量2.0-2.5 kg，雌雄

各5只，由河北医科大学动物饲养中心提供，许可证号：

SYXK(京)2011-0039。实验过程中对动物的处置符合2009

年《Ethical issues in animal experimentation》相关动物

伦理学标准的条例。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

方法： 

自体富血小板血浆的制备：抽取兔耳中央动脉血10 mL

移入EDTA抗凝管中
[6-8]
，分别采用2次及3次离心法对兔血进

行离心。2次离心法：①使用离心机以2 400 r/min离心     

10 min，超净台内枪头吸取全部上清液、白膜层及以下2 mm

的红细胞层，置入另一EDTA抗凝管中。②以3 600 r/min离

心15 min，吸弃管内上层3/4上清液，剩余液体约1.0 mL，

将剩余液体摇匀即为富血小板血浆。3次离心法：将2次离

心法中的步骤①重复2次，其余与2次离心法相同。 

骨髓间充质干细胞的分离、培养及成骨分化
[9-13]
：从兔

髂后上棘穿刺抽出8 mL骨髓并加肝素抗凝，密度梯度离心

富集骨髓间充质干细胞，标记为原代，分为自体富血小板

血浆组、胎牛血清组，分别使用含10%自体富血小板血浆、

体积分数10%胎牛血清，使用美国拜力公司DMEM-F12培

养基，置于37 ℃，体积分数10%CO2饱和湿度培养箱中进

行培养。细胞融合达85%以上时，使用胰蛋白酶消化传代，

以1∶3比例传代培养。对原代及传代细胞生长状态进行检

测，绘制细胞生长曲线。在传至4代时将自体富血小板血浆

组和胎牛血清组细胞各自分为实验组和对照组，实验组对培

养及成分进行改变，在原培养基中加入美国西格玛公司的矿

兔骨髓间充质干细胞向成骨细胞诱导分化培养实验的主要试剂及仪器： 

试剂及仪器  来源 

胎牛血清  杭州四季青公司 

碱性磷酸酶试剂盒  南京建成公司 

矿化诱导因子  美国西格玛公司 

DMEM-F12培养基  美国拜力公司 

胰蛋白酶  美国Gibco BRL公司 

地塞米松注射液  吉林精优长白山药业有限公司 

β-甘油磷酸钠  上海研域生物科技有限公司 

碱性磷酸酶染色试剂盒法  北京雷根生物技术有限公司 

CO2培养箱  英国RS Biotech公司 

超净工作台  苏州安泰空气技术公司 

荧光倒置显微镜  日本Nikon公司 
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化诱导因子，调整地塞米松浓度至1×10
-2

 mol/L、β-甘油磷

酸钠浓度至1×10
-2

 mol/L和加入500 μg/L维生素C；对照组

培养基不变。 

骨髓间充质干细胞碱性磷酸酶活性测定：对第4代各组

细胞按5×10
4
/孔接种在2个36孔板上，每组12孔，依然使

用原来所使用的培养基进行培养。在第0，4，8，12天收

集细胞进行碱性磷酸酶活性检测，每次等间距收集3孔。以

0.01 mol/L磷酸盐缓冲液(pH 7. 4)洗各培养孔3次，然后加

入Triton X-100 100 μL , 4 ℃过夜，每孔加入碱性磷酸酶底

物液150 μL，37 ℃孵育30 min，以 1 mol/L KOH终止反

应，酶联免疫监测仪测410 nm波长的吸光度。 

钙结节测定：各组细胞诱导10 d后，将逐渐聚集、形

成结节有类似骨结构倾向的细胞进行形态学观测和染色实

验。使用茜素红染色来判断局部钙盐沉积，以此评估成骨

分化情况。 

主要观察指标：①各组兔骨髓间充质干细胞原代和传

代培养的生长曲线。②根据流式细胞仪结果判断兔骨髓间

充质干细胞表型。③自体富血小板血浆对兔骨髓间充质干

细胞增殖及碱性磷酸酶活性的影响。 

统计学分析：统计学处理者为第一作者王辉，样本资

料采用PEMS 3.1软件处理。资料比较采用t 检验，以P < 

0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  细胞生长曲线  对原代细胞(P1)及传至2，3，4代(P2、

P3、P4)的传代细胞进行检测，计算培养细胞个数，绘制

细胞生长曲线，结果见图1。 

2.2  细胞的形态学观察  使用倒置相差显微镜对各组、各

代细胞进行形态学观察，对比文献观察其诱导成骨分化时

及分化后的生长、增殖状况及形态学特征并拍照。原代培

养至第3天，细胞开始出现贴壁生长，细胞呈梭形、多角形

外观，细胞体积逐渐增大，长宽比约达到至为3∶1。培养

3-7 d，细胞覆盖培养皿底部，成片生长。传代培养2 d后

贴壁细胞散乱分布，呈三角形、多角形、梭形外观，细胞

分裂速度加快，6-8 d可整齐有序的覆盖培养皿底部，见图

2。流式细胞仪分析结果显示，细胞CD29，CD90及CD106

表达阳性，阳性率分别为98.9%，98.6%和92.4%，符合骨

髓间充质干细胞表面标志表达，见图3。 

2.3  碱性磷酸酶表达及形成钙结节能力的检测  在自体

富血小板血浆和胎牛血清各组培养基培养后，使用碱性磷

酸酶钙钴法染色后可观测到多半细胞呈现阳性反应，见图

4A，细胞胞浆可见棕黑色的颗粒。培养2周后，细胞开始

呈现集落聚集生长，此后逐渐形成钙结节，在使用茜素红

染色时呈现阳性，可以通过茜素红染成红色，提示局部钙

盐沉积，诱导成骨分化成功，见图4B。 

2.4  各组碱性磷酸酶活性的测定  对第4代各组细胞进行

碱性磷酸酶活性检测，培养第12天，第4代自体富血小板

血浆实验组及胎牛血清实验组的碱性磷酸酶活性均显著高

于其相应对照组；自体富血小板血浆组对照组、实验组碱

性磷酸酶活性显著高于胎牛血清组的对照组、实验组，差

异有显著性意义(P < 0.01)，结果见表1。 

 

3  讨论  Discussion 

种子干细胞、培养载体和生物调节因子是干细胞成骨

分化工程的三大不可或缺的因素
[14-16]
。骨髓间充质干细胞

是骨髓中存在的一种具有多方向分化潜能的、是成骨细胞

前身的原始干细胞
[14-17]
，是干细胞成骨分化工程中一种理

想的种子干细胞。在一定培养条件下可通过定向培养的方

式将其转化为成骨细胞。由于骨髓中间充质干细胞很是稀

少，所以在实验或进行临床运用时都是先经过培养繁殖达

到一定数量后，再进行相应的应用。 

自体富血小板血浆是生物自体的全血提取物，内含多

种且含量丰富的生长因子
[15-19]
；目前已知的有血小板衍生

生长因子、类胰岛素生长因子和转化生长因子β等
[20-24]
。其

具有促进间充质干细胞增殖、分化及合成分泌胶原蛋白等

作用。本实验通过自体富血小板血浆替代牛胎血清培养骨

髓间充质干细胞，结果表明自体富血小板血浆能向牛胎血

清一样具有促进干细胞增殖并启动其成骨分化过程的作

用。随着组织工程的发展，细胞替代疗法将成为一种新的

方式来攻克一些疑难病症，目前已取得了一定的成就。采

用自体富血小板血浆是目前临床和科学研究的热点，自体

富血小板血浆中含有多种高浓度的生长因子且生长因子活

性能够持续1周
[25-26]
。相关研究表明自体富血小板血浆具有

促进骨组织的再生和软组织的修复的作用。综合分析自体

富血小板血浆同时具有以下几点优势，其在临床及科学研

究中应该会有广泛的应用前景：①自体富血小板血浆取自

于自体，从根本上解决了临床及科研中的免疫排斥难题。

②自体富血小板血浆中含有多种高浓度的生长因子，且各

种生长因子的比例与体内正常比例相符能够起到最佳的协

同作用，效果明显优于单一生长因子或两种生长因子应用

的效果。③对患者损伤小，只要严格无菌操作，并发症少

甚至不会发生并发症。④自体富血小板血浆的制作简单，

手工制作一般在1 h内可以完成。⑤不存在伦理学及法律纠

纷问题。⑥经济，可为患者省钱，也可节约医药资源
[27-34]
。 

碱性磷酸酶是成骨细胞分化标志物之一
[35-37]
，其活性

出现于诱导早期，随着诱导时间延长而增加，与细胞的成

骨分化程度呈正相关。作者对第4代各组细胞进行碱性磷酸

酶活性检测，自体富血小板血浆实验组及胎牛血清实验组

的碱性磷酸酶活性均显著高于其相应对照组；自体富血小

板血浆对照组、实验组的碱性磷酸酶活性高于相应胎牛血

清组的对照组、实验组，差异有显著性意义。本实验结果

显示，自体富血小板血浆组和胎牛血清组细胞随着诱导时

间延长，碱性磷酸酶活性逐渐升高，12 d后趋于稳定，说

明两种方式对干细胞的成骨分化都有良好的效果。 
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钙盐沉积是诱导骨髓间充质干细胞成骨分化成功的直

接证据
[38-41]
。作者通过对自体富血小板血浆组和胎牛血清组

细胞诱导10 d后逐渐聚集、形成结节有类似骨结构倾向的细

胞进行形态学观测和染色实验
[41]
。通过使用茜素红染成红

色，显示局部钙盐沉积，得到成骨分化成功与否的结论。 

 

 

 

 

本实验结果表明，使用自体富血小板血浆替代异种血

清培养出的骨髓间充质干细胞与异种血清培养而来的细胞

在形态学大小、碱性磷酸酶活性、及钙盐沉积等生物学特

征方面基本一致。说明了其既符合相关规定，又可避免种

间疾病传播、排除潜在免疫排斥反应，这是一种安全可靠、

操作简单、纯度活性高的诱导骨髓间充质干细胞成骨分化

的方法。 

 

作者贡献：实验设计、实施为第一作者，评估为第二作者，

图 3  骨髓间充质干细胞抗原表达阳性率流式细胞仪检测结果 

Figure 3  Phenotypes of rat bone marrow mesenchymal stem cells by flow cytometry 

图注：流式细胞仪分析结果显示，细胞 CD29，CD90及 CD106表达阳性，阳性率分别为 98.9%，98.6%和 92.4%表达，符合骨髓间充质干细

胞表面标志的表达。 

 

图 2  原代培养 3 d及传代培养 3 d骨髓间充质干细胞贴壁细胞的形

态(×100)  

Figure 2  Morphology of adherent cells after 3-day primary culture 

or 3-day subculture (×100) 

图注：图中 A示原代培养 3 d，贴壁细胞为多角形、梭形；B示传代

培养 3 d，贴壁细胞为三角形、多角形、梭形。 

 

 A B 
12

10

8

6

4

2

0

细
胞

培
养

数
(×
1
0
7
 L

-
1
) 

1     2      3     4      5     6      7     8 

培养时间(d) 

图 1  原代及传代骨髓间充质干细胞的培养生长曲线 

Figure 1  Growth curves of primary and passaged bone marrow 

mesenchymal stem cells 

图注：可见各代细胞增殖良好。 

第 1代          第 2代 

第 3代          第 4代 

A B 

图 4 骨髓间充质干细胞的碱性磷酸酶钙钴法及茜素红染色结果

(×100)  

Figure 4  Calcium cobalt method and alizarin red staining for 

detection of alkaline phosphatase in bone marrow mesenchymal 

stem cells (×100) 

图注：图中 A示使用碱性磷酸酶钙钴法染色后可观测到多半细胞呈现

阳性反应，细胞胞浆可见棕黑色的颗粒；B示通过茜素红染成红色，

提示局部钙盐沉积，诱导成骨分化成功。 

表 1  各组骨髓间充质干细胞碱性磷酸酶活性的测定 

Table 1  Activity of alkaline phosphatase in the bone marrow 

mesenchymal stem cells                          (x
_

±s, nkat/L)

培养 

时间(d)

自体富血小板 

血浆对照组 

自体富血小板 

血浆实验组 

胎牛血清 

对照组 

胎牛血清 

实验组 

0 987.45±12.4 986.73±10.6 843.65±13.6 843.66±15.7 

4 1 237.28±16.2 1 694.38±17.6 849.42±14.4 1 423.62±21.4 

8 1 632.67±21.3 2 845.90±24.6 852.54±17.0 2 803.54±25.6 

12 1 876.76±23.4
b

3 487.43±31.5 995.73±17.1
ac
 3 017.00±31.5

b

表注：与自体富血小板血浆对照组比较，
a
P=0.000 0；与自体富血小板血浆实

验组比较，
b
P=0.000 0；与胎牛血清实验组比较：

c
P=0.000 0。 

CD29 CD90 CD106 
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均经过专业培训，采用盲法评估。 

利益冲突：文章及内容不涉及相关利益冲突。 

伦理要求：实验过程中对动物的处置符合 2009 年《Ethical 

issues in animal experimentation》相关动物伦理学标准的条例。 

学术术语：自体富血小板血浆-是生物自体的全血提取物，内

含多种且含量丰富的生长因子；目前已知的有血小板衍生生长因

子、类胰岛素生长因子和转化生长因子 β等。其具有促进间充质

干细胞增殖、分化及合成分泌胶原蛋白等作用。 

作者声明：文章为原创作品，无抄袭剽窃，无泄密及署名和

专利争议，内容及数据真实，文责自负。 
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