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文题释义： 

骨髓间充质干细胞：间充质干细胞是一种多能干细胞，最早于骨髓中发现，后来陆续在外周血、脂肪等组织

中被分离出来。相比于其他来源的干细胞，骨髓间充质干细胞不仅具有自我更新及多向分化潜能，同时还能

分泌某些有助于血管生成的细胞因子；在骨修复方面，其能在促成骨的同时促进局部毛细血管的再生，有较

好的应用前景。 

成骨分化：人体内干细胞在生长增殖过程中，受各种生物因素如细胞调控因子、激素水平以及细胞微环境中

微量元素的影响，可向不同组织分化。影响成骨分化的因素包括降钙素、锌离子、铜离子、钙离子、骨形态

发生蛋白 2、生长分化因子 5 等，因此量化每一个影响因素对于骨组织工程具有重要意义。 

 

摘要 

背景：锌离子是人体所必需的金属微量元素，在抑制破骨细胞活性和促进细胞成骨分化方面起着重要作用。

然而，不同浓度锌离子对兔骨髓间充质干细胞增殖及成骨分化的影响却鲜有研究。 

目的：评价不同浓度锌离子对兔骨髓间充质干细胞增殖与成骨分化的影响，探索最适宜的锌离子浓度。    

方法：从乳兔长骨骨髓内提取骨髓间充质干细胞培养并传代，分为 6 组，即 10-4，10-5，10-6，10-7，10-8 mol/L

锌离子组以及空白对照组，采用 CCK-8 法检测细胞增殖活性并绘制生长曲线，碱性磷酸酶试剂盒评价细胞的

成骨分化能力，活/死细胞染色表征细胞的生长活性，茜素红染色观察细胞的矿化能力，荧光定量 PCR 检测

成骨相关基因的表达。    

结果与结论：①除 10-4 mol/L 锌离子组之外，随着时间延长，各组细胞数量呈增长趋势，且 10-7 mol/L 锌离

子组在培养 5 d 后细胞数量最多，而 10-4 mol/L 锌离子组细胞数量最少；②细胞培养 14 d 后，当锌离子浓度

为 10-7 mol/L 时，碱性磷酸酶活性最高，10-4 mol/L 时碱性磷酸酶表达量最低；③活/死细胞染色显示 10-7 mol/L

锌离子组活细胞数量最多，10-4 mol/L 锌离子组则几乎全为死细胞；④细胞培养 14 d 后，当锌离子浓度为   

10-7 mol/L 时，可观察到明显的钙结节形成，且成骨相关基因表达水平最高；⑤结果表明，锌离子在一定浓度

范围内，能有效促进兔骨髓间充质干细胞的增殖与成骨分化，且浓度为 10-7 mol/L 时，其促增殖、成骨诱导

及促矿化能力最强。因此，在培养基中添加适宜浓度锌离子，有利于兔骨髓间充质干细胞的成骨分化。 
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文章特色— 

(1)锌离子能刺激间充质干细胞增殖及成骨分化，国内外许多专家学者在制作组织工程骨支架材料过
程中，通常添加锌离子或者锌涂层来促进骨修复； 

(2)目前关于锌离子浓度的报道相对较少，没有形成统一标准； 

(3)该实验研究试图找出能够促进兔骨髓间充质干细胞增殖以及成骨分化的最适浓度，有助于更好地
发挥锌离子在成骨修复相关动物实验中的重要作用。 

新西兰大白兔 
全骨髓贴壁法分离培养兔
骨髓间充质干细胞 

 

含不同浓度锌离子
的 DMEM 培养基 

培养细胞 

评价细胞增殖
与成骨分化 

结论： 

(1)锌离子在一定浓度范围内，能有效促进兔骨髓间充质干细胞的增殖与
成骨分化； 

(2)当浓度为 10
-7

 mol/L 时，其促增殖、成骨诱导及促矿化能力最强。 
 



赵桥，杨飞，张成栋，陈硕，孙枭，张波，肖东琴，刘康，冯刚，段可. 锌离子浓度可影响兔骨髓间充质干细胞的增殖与成骨分化[J]. 

中国组织工程研究，2020，24(19):2985-2990. DOI:10.3969/j.issn.2095-4344.2042 

 ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 2986 

Corresponding author:  

Duan Ke, MD, Associate 

professor, Department of 

Orthopedics and Arthrology, 

Affiliated Hospital of 

Southwest Medical 

University, Laboratory of 

Research and Development 

and Application of 

Orthopedic Devices, Luzhou 

646000, Sichuan Province, 

China 

 

 

 

 

 

 

 

Zinc ion concentration affects proliferation and osteogenic differentiation of rabbit 
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Abstract 

BACKGROUND: Zinc ion is a necessary metal trace element in human body, which plays an important role in 

inhibiting osteoclast activity and promoting osteogenic differentiation. However, the effect of zinc ion at different 

concentrations on osteogenic differentiation of rabbit bone marrow mesenchymal stem cells has been rarely 

studied.  

OBJECTIVE: To evaluate the effects of zinc ion at different concentrations on the proliferation and osteogenic 

differentiation of rabbit bone marrow mesenchymal stem cells for exploring the appropriate zinc ion concentration.    

METHODS: Bone marrow mesenchymal stem cells were extracted from the long bone marrow of rabbits and 

passaged. The cells were divided into six groups, including 10
-4
, 10

-5
, 10

-6
, 10

-7
 and 10

-8
 mol/L zinc ion groups, and 

blank control group. The cell proliferation activity was measured by Cell Counting Kit-8 and the growth curve was 

drawn. Alkaline Phosphatase Assay kit was used to evaluate the osteogenic differentiation ability of the cells, and 

the growth activity of the cells was shown by Live-Dead Cell Staining Kit. The mineralization ability of the cells was 

observed by alizarin red S staining. The expression of osteogenic genes was detected by fluorescence 

quantitative polymerase chain reaction. 

RESULTS AND CONCLUSION: The number of cells in each group showed an increasing trend with the 

prolongation of time except for the 10
-4

 mol/L zinc ion group. After 5 days of culture, the number of cells was 

highest in the 10
-7
 mol/L zinc ion group, but lowest in the 10

-4
 mol/L zinc ion group. Alkaline phosphatase activity 

was highest when zinc ion concentration was 10
-7
 mol/L, but lowest at the 10

-4
 mol/L zinc ion after cell culture for 

14 days. The method of Live-Dead Cell Staining revealed the number of viable cells was highest in the 10
-7
 mol/L 

zinc ion group. All cells were almost dead in the 10
-4
 mol/L zinc ion group. Calcium nodule formation was visible, 

and the expression level of osteogenic genes was highest in the 10
-7
 mol/L zinc ion group after 14 days of cell 

culture. These findings suggest that zinc ion can effectively promote the proliferation and osteogenic 

differentiation of rabbit bone marrow mesenchymal stem cells in a certain concentration range. The promoting 

effects of zinc ion on proliferation, osteogenic induction and mineralization are strongest. Therefore, the addition 

of a suitable concentration of zinc ions in the medium is beneficial for the osteogenic differentiation of rabbit bone 

marrow mesenchymal stem cells.  

Key words: bone marrow mesenchymal stem cells; zinc ion; cell proliferation; osteogenic differentiation; 

mineralization  
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0  引言  Introduction 

骨骼中存在多种金属微量元素，它们在促进成骨相关

细胞生长以及功能分化方面起着重要作用。研究表明，金

属微量元素缺乏可能导致严重的骨关节功能障碍及相关疾

病[1]。锌离子作为人体必需的微量元素，参与DNA和RNA

的复制及蛋白合成，其缺失会降低骨密度，是维持骨代谢

必不可少的微量元素[2]。近年来金属微量元素在骨组织修

复中的作用越来越得到重视[3-4]。研究表明，含锌生物材料

能促进细胞增殖和成骨分化[5-6]。然而，人体组织中锌离子

浓度对干细胞生长与成骨分化的影响却鲜有研究。该实验

旨在培养基中添加锌离子，探究锌离子浓度对兔骨髓间充

质干细胞增殖与分化的影响，以确定最佳锌离子浓度，为

支架材料中锌离子添加含量提供实验依据。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  体外细胞学实验。 

1.2  时间及地点  实验于2019年1至5月在川北医学院第

二临床医学院·南充市中心医院组织工程与干细胞研究所

完成。 

1.3  材料 

1.3.1  实验动物  1月龄新西兰大白兔6只，雌雄不限，体

质量约0.5 kg，由川北医学院实验动物中心提供。 

1.3.2  实验试剂与仪器  超净工作台(Airtech公司，美国)；

细胞培养箱(Thermo公司，美国)；荧光倒置显微镜(Nikon

公司，日本)；0.25%胰蛋白酶(Sigma公司，美国)；DMEM

培养基(Gibco公司，美国)；胎牛血清(Gibco公司，美国)；

CCK-8试剂盒(凯基生物科技发展有限公司，中国)；碱性

磷酸酶检测试剂盒(南京建成生物工程研究所，中国)；活

细胞/死细胞染色试剂盒(上海贝博生物，中国)；茜素红S

染色液(北京索莱宝科技有限公司，中国)；PCR引物(成都

豪乙生物科技有限公司，中国)；mRNA提取试剂盒(Sigma

公司，美国)；生物安全柜(Thermo公司，美国)；酶标仪
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(Thermo公司，美国)等。 

1.4  实验方法 

1.4.1  兔骨髓间充质干细胞的提取和原代培养  空气栓

塞法处死乳兔，浸入体积分数为75%乙醇中5 min，然后完

整取出肱骨、股骨及胫骨，剃净肌肉，PBS(含5%双抗)冲

洗3遍后移入超净工作台；用20 mL注射器针头分别从骨两

端沿长轴刺入，PBS(含1%双抗)反复冲洗骨髓腔，依次处

理所有长骨；将骨髓腔冲洗液收集到50 mL离心管中，    

2 000 r/min离心20 min，去上清，用20 mL DMEM(含1%

双抗+体积分数为10%胎牛血清)轻柔吹打沉淀并将其移入

细胞培养皿培养；培养1 d后采用半量换液法，即吸取出  

10 mL DMEM培养基，再加入10 mL DMEM培养基，其后

每2 d换1次液，共5 d，可见兔原代骨髓间充质干细胞长满

培养皿。 

1.4.2  骨髓间充质干细胞传代培养  待兔原代骨髓间充

质干细胞长满培养皿后，吸弃旧培养基，用PBS将培养皿

中多余的组织及血细胞清洗干净，加入1 mL胰蛋白酶，轻

晃培养皿，消化20-30 s，荧光倒置显微镜可见梭形细胞回

缩变圆，并有部分细胞漂浮，立即加入5 mL DMEM培养基

(含1%双抗+体积分数为10%胎牛血清)终止消化，轻柔吹

打使细胞重悬，移入15 mL离心管，2 000 r/min离心5 min，

计数。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.3  CCK-8法检测细胞增殖  将第2代兔骨髓间充质干

细胞以1×10
5
/孔的密度加入96孔板，将其分为空白组、

10
-4，10

-5，10
-6，10

-7，10
-8

 mol/L锌离子组共6组，每组9

个平行孔，向每组孔板中加入相应浓度的锌离子，培养   

24 h，每组吸弃3个平行孔中的DMEM培养基(含1%双抗+

体积分数为10%胎牛血清)，再加入含10%CCK-8试剂的

DMEM培养基 (含1%双抗+体积分数为10%胎牛血清 )  

100 μL，培养2 h，酶标仪测其在450 nm处波长的吸光度

值。重复上述操作，并依次检测培养第3天及第5天的吸光

度值。 

1.4.4  碱性磷酸酶试剂盒检测成骨分化能力  将第2代兔

骨髓间充质干细胞加入48孔板中按上述方法分组，每组设

置6个平行孔，置于细胞培养箱中培养，隔天换液，培养7 d，

每组选择3个平行孔，吸弃DMEM培养基(含1%双抗+体积

分数为10%胎牛血清)，PBS洗涤3次，每孔加入100 μL细

胞裂解液常温下裂解40 min，移液器吸出待测。每组取   

30 μL样本依次加入50 μL缓冲液及基质液，充分混匀，于

37 ℃水浴15 min，加入150 μL显色剂；同时制作空白孔

及标准孔，酶标仪测其在520 nm处波长的吸光度值；培养

14 d后重复上述操作，记录数据，代入公式计算碱性磷酸

酶活性，并除以每孔蛋白浓度，即可得到相应数值。  

碱性磷酸酶活性(金氏单位/100 mL)=(测定孔吸光度

值-空白孔吸光度值)/(标准孔吸光度值-空白孔吸光度值)×

酚标准品浓度×100 mL。 

1.4.5  活/死细胞染色检测细胞活力  将第2代兔骨髓间充

质干细胞加入6孔板中按上述方法分组，置于细胞培养箱中

培养，隔天换液，培养7 d，吸弃培养基，胰酶消化重悬，

细胞计数，控制细胞浓度在1×10
6
 L

-1左右，PBS清洗3次，

用200 μL染色工作液将细胞重悬，4 ℃避光孵育30 min，

荧光显微镜下使用(490±10) nm激发滤片观察，可见黄绿

色荧光的活细胞及红色荧光的死细胞。 

1.4.6  茜素红染色检测钙结节  将第2代兔骨髓间充质干

细胞加入6孔板中按上述方法分组，置于细胞培养箱中培

养，隔天换液，换液时每孔加入2 mL含有相应锌离子的

DMEM培养基，当细胞铺满孔板80%左右，加入1 mL含锌

离子培养基及1 mL成骨诱导液。培养14 d，吸弃培养基，

PBS洗涤3次，加入体积分数为10%甲醛缓冲液固定    

10 min，吸弃固定液后再次用PBS洗涤细胞，加入茜素红

染色液染色5 min，吸弃染色液，PBS洗涤，镜下观察可见

钙沉积阳性的细胞为桔红色。 

1.4.7  荧光定量PCR检测相关成骨基因表达  将第2代兔

骨髓间充质干细胞以1×10
5
/孔加入12孔板并按上述方法分

组，每组设置6个平行孔，隔天换液；换液时每孔加入2 mL

含有相应锌离子的DMEM培养基，当细胞铺满孔板80%左

右，加入1 mL含锌离子培养基及1 mL成骨诱导液。培养  

14 d，用Trizol法提取RNA，反转录成cDNA，行qPCR扩

增分析，以GAPDH为内参；设计引物序列：ALP上游引物

序列：5'-GTT CAG TGC GGT TCC AGA CAA-3'，下游引

物序列：5'- CTG CAA GGA CAT CGC TTA TCA-3'；OCN

上游引物序列：5'-TGA TGC AAG CCT GAC CTC C-3'，

下游引物序列：5'-CCA TAG CCC ACG GCC AAA A-3'；

OPN上游引物序列：5'-TGG CTT TCA ATG GAC TTA 

CTC G-3'，下游引物序列：5'-CAG CTT TAC CAC AAA 

CAC CCG-3'；OXS上游引物序列：5'-GCA AGG TGT ACG 

GCA AGG-3'，下游引物序列：5'-CAG AGC AGG CAG 

GTG AAT T-3'，结果以相对GAPDH的表达量表示。 

1.5  主要观察指标  ①兔骨髓间充质干细胞生长情况；②

锌离子浓度对兔骨髓间充质干细胞增殖的影响；③锌离子

浓度对兔骨髓间充质干细胞成骨及矿化的影响。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 16.0软件分析，计量资料以

x
_

±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，P < 0.05为差

异有显著性意义。 

骨髓间充质干细胞的培养及鉴定 

细胞来源： 新西兰大白兔骨髓组织 

原代培养方法： 采用全骨髓贴壁培养法分离提取骨髓间充质干细胞  

基础培养基： DMEM basic(1×)培养基 

添加材料： 体积分数为 10%无菌胎牛血清、体积分数为 1%的双抗

(Penicilin-Streptomycin Solution)、不同浓度的锌离子(0，

10
-4，10

-5，10
-6，10

-7，10
-8 

mol/L) 

原代培养时间： 原代培养采用半量换液法，即培养 1 d 后吸取一半 DMEM

培养液，再加入等量的 DMEM 培养液，其后每 2 d 换 1 次

液，共 5 d  

细胞传代： 细胞融合至 90%，用胰酶(0.25% Trypsin-EDTA(1×))消化传

至下 1 代，按 1∶3 传代，约 3 d 传 1 代，共传 1 代 

细胞鉴定： 采用流式细胞仪鉴定 

伦理学批准： 该实验经川北医学院伦理委员会批准 
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2  结果  Results  

2.1  兔骨髓间充质干细胞的形态  培养的兔骨髓间充质

干细胞多呈长梭形，也可见三角形、多角形等形态，折光

性强，漩涡状平行排布，原代中可见较多血细胞及其他组

织，清洗传代后，细胞形态未见明显差别，见图1。 

2.2  各组细胞增殖能力  除10
-4

 mol/L锌离子组外，各组

骨髓间充质干细胞随培养时间的延长而逐渐增多。第1天，

10
-6，10

-7，10
-8

 mol/L锌离子组及空白组之间差异无显著

性意义(P > 0.1)，10
-4，10

-5
 mol/L锌离子组细胞数量低于

其他各组，差异有显著性意义(P < 0.05)；第3天，10
-4，

10
-5，10

-6，10
-7，10

-8
 mol/L锌离子组与空白组比较差异有

显著性意义(P < 0.05)；第5天，各组间两两比较差异均有

显著性意义(P < 0.05)，其中10
-7

 mol/L锌离子组细胞数量

最多，10
-6

 mol/L锌离子组次之，其后依次为10
-8

 mol/L锌

离子组、空白组、10
-5

 mol/L锌离子组、10
-4

 mol/L锌离子

组；由此，当锌离子浓度为10
-7

 mol/L时，培养基内骨髓间

充质干细胞的数量最多，而当其浓度为10
-4

 mol/L时，培养

基内骨髓间充质干细胞的数量最少，见图2。 

2.3  各组细胞成骨分化能力  除10
-4

 mol/L锌离子组外，

其余各组第14天的碱性磷酸酶活性均高于第7天。培养7 d，

各组间差异均有显著性意义(P < 0.05)，10
-7

 mol/L锌离子

组碱性磷酸酶活性最高，10
-6

 mol/L锌离子组次之，其后依

次为10
-8

 mol/L锌离子组、10
-5

 mol/L锌离子组、空白组、

10
-4

 mol/L锌离子组。培养14 d，10
-7

 mol/L锌离子组碱性

磷酸酶活性仍为最高，差异有显著性意义(P < 0.05)。由此，

当锌离子浓度为10
-7

 mol/L时，骨髓间充质干细胞的碱性磷

酸酶活性最高，见图3。 

2.4  活/死细胞染色检测细胞活力  10
-7

 mol/L锌离子组大

片绿色视野，表明活细胞最多，10
-6

 mol/L锌离子组次之，

其后依次为10
-8

 mol/L锌离子组、空白组，10
-5

 mol/L锌离

子组活细胞较少，并且可见较多死细胞，而10
-4

 mol/L锌离

子组活细胞几乎不可见。由此，当锌离子浓度为10
-7

 mol/L

时细胞活力最强，当锌离子浓度为10
-4

 mol/L时有明显细胞

毒性，见图4。 

2.5  茜素红染色检测钙结节  10
-7

 mol/L锌离子组可见桔

色细胞最多，表明该组钙结节沉积最多，10
-6，10

-8，     

10
-5

 mol/L锌离子组钙结节沉积依次减少，10
-4

 mol/L锌离

子组几乎为死细胞，染色效果不佳，空白组可见少量桔红

色钙沉积。由此，当锌离子浓度为10
-7

 mol/L时，钙结节沉

积最多，见图5。 

2.6  荧光定量PCR检测相关成骨基因表达  10
-7

 mol/L锌

离子组细胞的ALP、OCN、OPN、OSX基因表达水平均为

最高，差异有显著性意义(P < 0.05)，其他各组基因表达水

平由高至低大致为10
-6，10

-8，10
-5

 mol/L锌离子组，差异

有显著性意义(P < 0.05)，10
-4

 mol/L锌离子组几乎无法检

测到相关基因表达；由此，当锌离子浓度为10
-7

 mol/L时，

骨髓间充质干细胞的相关成骨基因表达水平最高，见图6。 

 

3  讨论  Discussion 

锌是生物生长发育必不可少的金属元素，85%都存在

于肌肉和骨骼当中，它们在DNA合成、RNA转录、酶活性

调节、核酸超分子化等过程中发挥着极其重要的生物作  

用[7-9]。在骨代谢中，锌能抑制破骨细胞活性，这可能与其

抑制破骨细胞分化过程中RANKL及RANK信号通路以及抑

制NFATc1的激活有关[10]；同时，锌可以通过促进细胞增殖、

分化、成骨基因表达等途径增强细胞成骨能力[11]。因此，

锌离子成为许多生物骨支架的添加因子之一[12-14]。 

然而，细胞对环境中锌离子的反应具有剂量依赖性[15]，

锌离子浓度过高会引起细胞凋亡、局部炎症等[16-17]，浓度

过低则可通过线粒体介导途径诱导成骨细胞凋亡，同样不

利于细胞增殖[18-19]；同时，低浓度的锌离子还能抑制瘦素

的产生从而引起肥胖及骨髓脂肪化[20-21]。因此，探究出既

能促进骨髓间充质干细胞成骨分化，又能抑制骨吸收和骨

髓脂肪化的适宜锌离子浓度尤为重要。 

目前，研究锌离子对骨髓间充质干细胞成骨分化影响

的相关报道较少，主要探索的是其浓度与人骨髓间充质干

细胞增殖与成脂分化之间的作用。朱晓宇等[22]研究发现锌

离子浓度在10
-6

 mol/L到10
-5

 mol/L之间，最有利于人骨髓

间充质干细胞的增殖与成脂分化；毕晓云等[23]则发现其浓

度为10
-5

 mol/L能够明显提高人骨髓间充质干细胞的贴壁

与增殖能力，并认为可在人无血清培养基中添加锌离子作

为必要成分。组织工程骨的研究多以动物实验为基础，植

入的材料在体外进行生物学性能检测后，再植入兔或鼠体

内验证其可行性，相比于鼠类，体型较大的新西兰大白兔

近年来越来越到受实验人员的青睐，故研究锌离子对兔骨

髓间充质干细胞成骨分化的影响有其重要性和必要性，能

为相关后续动物体内实验奠定基础。 

CCK-8试剂盒可通过检测细胞线粒体活性来反映细胞

增殖和生存能力，在该研究中，细胞数量随着时间的增长

而增多，且在锌离子浓度为10
-6

 mol/L到10
-8

 mol/L时，细

胞数量高于空白组，当锌离子浓度为10
-7

 mol/L时，细胞长

势最好；活/死细胞染色利用不同荧光染色剂分别进入活/

死细胞内部发出不同颜色的荧光来区分细胞生存状态，锌

离子浓度为10
-6

 mol/L到10
-8

 mol/L时，其活细胞率及细胞

密度均高于空白组，10
-7

 mol/L组最高；两种检测方法皆能

证明锌离子在细胞增殖方面发挥的重要作用，并进一步提

示其浓度为10
-7

 mol/L时，促细胞增殖能力最强。 

碱性磷酸酶是细胞成骨分化及含锌离子金属酶的标 

志[24]，OCN在正常骨组织中含量较高，是骨形成过程中的

负性调节因子[25]，OPN可由多种骨相关细胞合成和分泌，

在骨基质的矿化和吸收过程中发挥着重要作用[26]，OSX可

在成骨细胞中表达，是一种具有锌指结构的转录因子[27]，

茜素红可沉积矿物并将其染色。因此，可利用它们进行成

骨相关基因水平的检测，研究锌离子对兔骨髓间充质干细

胞的成骨分化及促矿化作用。结果显示，除10
-4

 mol/L锌离

子组外，各组碱性磷酸酶表达呈时间依赖性，当锌离子浓

度在10
-6

 mol/L到10
-8

 mol/L之间时，细胞碱性磷酸酶表达

量增加，钙沉积增多，成骨基因的表达水平也相应增高，

表明在培养基中适当添加锌离子能发挥促细胞成骨分化及

促矿化作用；当锌离子浓度为10
-7

 mol/L时，碱性磷酸酶表
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达活性、钙沉积及成骨基因的表达水平均高于其他各组，

提示在该浓度下，其骨诱导能力及促矿化能力最强。 

当锌离子浓度为10
-4

 mol/L时，细胞增殖与碱性磷酸酶

活性的纵向数据皆没有显著性意义(P > 0.05)，考虑为细胞

在该浓度下直接死亡，未发生贴壁及生长，细胞活力检测

同时印证了该观点，这也与BRAUER等[28]的研究结果相

同，锌离子浓度高于10
-4

 mol/L时，具有明显的细胞毒性，

导致细胞无法继续生长。锌离子浓度为10
-5

 mol/L时，其活

细胞数量低于空白组，碱性磷酸酶活性却较空白组高，可

能是由于该浓度下兔骨髓间充质干细胞被锌离子诱导分

化，但细胞基数较低，因此二者比值相对性增大，从而表

现出低促细胞增殖而高成骨诱导。 

综上，该研究发现锌离子在一定浓度范围内，能有效

促进兔骨髓间充质干细胞的增殖与分化，且浓度为    

10
-7

 mol/L时，其促增殖、成骨诱导及矿化能力最强。因此，

在培养基中添加适宜浓度锌离子，有利于兔骨髓间充质干

细胞的成骨分化。在后续的实验中，还将继续探讨支架材

料中锌离子浓度释放对兔骨髓间充质干细胞成骨分化的影

响，从而为构建促骨分化的支架材料提供实验参考。 
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图 2  各组骨髓间充质干细胞的增殖条形图 

Figure 2  Proliferation bar chart of bone marrow mesenchymal 

stem cells in each group 

图注：图中 A 为原代骨髓间充质干细胞；B-D

分别为传代后 1，2，3 d，细胞形态未见明

显差别 

图 1  兔骨髓间充质干细胞的形态(×40) 

Figure 1  Morphology of rabbit bone 

marrow mesenchymal stem cells (×40) 

图 3  各组骨髓间充质干细胞的碱性磷酸酶活性条形图 

Figure 3  Alkaline phosphatase activity bar chart of bone marrow 

mesenchymal stem cells in each group 

图注：图中 A-F 分别为空白组、10
-4，10

-5，10
-6，10

-7，10
-8
 mol/L

锌离子组，其中 10
-7
 mol/L 锌离子组活细胞最多，10

-4
 mol/L 锌离子

组活细胞几乎不可见 

图 4  各组骨髓间充质干细胞的活/死细胞染色荧光图(×40) 

Figure 4  Live-Dead Cell Staining Fluorescence map of bone 

marrow mesenchymal stem cells in each group (×40) 

图注：图中 A-F 分别为空白组、10
-4，10

-5，10
-6，10

-7，10
-8
 mol/L

锌离子组，其中 10
-7
 mol/L 锌离子组钙结节沉积最多，10

-4
 mol/L 锌

离子组几乎为死细胞，染色效果不佳 

图 5  各组骨髓间充质干细胞茜素红染色(×100) 

Figure 5  Alizarin red S staining of bone marrow mesenchymal 

stem cells in each group (×100) 
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图 6  荧光定量 PCR 检测各组细胞成骨相关基因表达水平 

Figure 6  Quantitative fluorescence polymerase chain reaction detection of osteogenic gene expression levels in each group 
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