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ＯＰＮ诱导小鼠ＭＳＣｓ向表皮细胞分化促进创面愈合的研究
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　　［摘要］　目的　以骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）基因敲除小鼠及野生型小鼠为研究对象，探讨骨髓
间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）分化为表皮细胞的潜能及骨桥蛋白在分化过程中的作用。
方法　 体外实验：将分离培养的野生型（ＷＴ）和基因敲除型（ＫＯ）新生鼠（鼠龄１ｄ）ＭＳＣｓ鉴定纯度后
分别设为ＷＴ组和ＫＯ组，取其第３代分别在表皮转化培养体系中孵育，通过镜下观察、流式细胞术、免
疫荧光染色、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法，比较两组表皮细胞标志物（ＣＫ１４）表达水平的差异。动物实验：实验
分４组，ＷＴ组小鼠创周注射 ＧＦＰＭＳＣｓ（ＷＴ／ＭＳＣｓ）组，ＷＴ小鼠创周注射 ＰＢＳ（ＷＴ／ＰＢＳ）组，ＫＯ小鼠
创周注射ＧＦＰＭＳＣｓ（ＫＯ／ＭＳＣｓ）组，ＫＯ小鼠创周注射ＰＢＳ（ＫＯ／ＰＢＳ）组，每组各８只雄鼠，鼠龄６～８周，体
质量２０～２５ｇ，按分组将分离培养的ＧＦＰＭＳＣｓ和ＰＢＳ注射到创周，观察创面愈合及ＧＦＰＭＳＣｓ向表皮细
胞分化的情况。结果　分离培养的ＭＳＣｓ呈梭形或成纤维细胞样生长，流式细胞术检测ＭＳＣｓ的纯度超过
９１％；诱导分化第１２、１７天的两组细胞检测发现，ＷＴ组和ＫＯ组的细胞均表达ＣＫ１４；第１７天免疫荧光结
果示ＷＴ组ＣＫ１４的表达阳性率（０．９３６３±０．００９５）明显高于 ＫＯ组（０．６４７５±０．０２３１），（Ｐ＜０．０１）；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果也显示 ＫＯ组的 ＣＫ１４表达量（０．３８９４±０．０１６８）明显低于 ＷＴ组（０．６１４６±
００１５３），（Ｐ＜０．０１）。动物实验ＷＴ／ＰＢＳ组创面愈合速度快于ＫＯ／ＰＢＳ组（Ｐ＜０．０５），ＷＴ／ＭＳＣｓ组的
创面愈合速度快于ＷＴ／ＰＢＳ组（Ｐ＜０．０５），注射的ＧＦＰＭＳＣｓ向表皮细胞分化的能力ＷＴ／ＭＳＣｓ组强于
ＫＯ／ＭＳＣｓ组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＯＰＮ在体内、体外均可诱导ＭＳＣｓ分化为表皮细胞，进而促进创面愈合。
　　［关键词］　 愈合；间充质干细胞（ＭＳＣｓ）；骨桥蛋白（ＯＰＮ）；表皮；分化
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　　皮肤的损伤修复需要表皮细胞不断增殖迁移以维
持皮肤表面完整性。而间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）具有高度自我更新能力和多向分化
潜能，能向多种细胞及组织分化以修复缺损，尤其向表

皮细胞的转化已被应用于创面组织的修复［１－４］。研究

证实，小鼠或人类等不同物种的 ＭＳＣｓ均可在一定条
件下分化为表皮细胞［５－８］。我们既往研究发现创面组

织内ＭＳＣｓ与创面局部骨桥蛋白（Ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）的
高表达密切相关，两者在体内体外的定位存在关联

性［１］。骨桥蛋白又称为分泌磷酸蛋白ｌ（ｓｅｃｒｅｔｅｄｐｈｏｓ．
ｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ１，ＳＰＰ１）、骨唾液酸蛋白 Ｉ（ｂｏｎｅｓｉａｌｏｐｒｏｔｅｉｎ
Ｉ）和尿石蛋白（ｕｒｉｎａｒｙｓｔｏｎｅｐｒｏｔｅｉｎ），属于细胞外基质
（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）蛋白，在血液、心肌组织、肾
脏、骨骼、脑组织等不同的组织细胞中均有所发现。研

究证明ＯＰＮ对炎性细胞、成纤维细胞、表皮细胞、内皮
细胞等促进愈合细胞的调控发挥重要作用［２］。ＯＰＮ
调控创面愈合的多个关键环节，但对 ＭＳＣｓ向表皮细
胞转化的研究很少，在创面愈合中的作用尚不明确。

　　本研究从野生型（ＷＴ）和ＯＰＮ－／－（ＫＯ）小鼠的骨
髓分离并培养ＭＳＣｓ，应用已建立的 ＭＳＣｓ表皮诱导分
化体系，诱导其分化为表皮细胞；以免疫荧光、流式细

胞术以及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法检测 ＯＰＮ的表达与
ＭＳＣｓ分化为表皮细胞的效率之间的关系，并通过动物
实验研究ＯＰＮ在ＭＳＣｓ向表皮细胞转化、促进创面愈
合过程中的作用，为临床损伤修复提供新的理论依据

与治疗手段。

１　材料与方法

１．１　动物及试剂
　　雄性骨桥蛋白基因敲除（ＫＯ）小鼠（美国 Ｊａｃｋｓｏｎ

公司）和野生型（ＷＴ）Ｃ５７／ＢＬ６小鼠（大坪医院野战外
科研究所实验动物中心），各１６只，体质量２０～２５ｇ，
ＷＴＧＦＰＣ５７ＢＬ／６新生鼠用于分离培养ＧＦＰＭＳＣｓ，由
大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供。饲养条

件：２０～２５℃，充足的水和食物。实验过程中对动物
的处理符合医学伦理学标准。实验试剂：ＭＳＣｓ培养基
（赛业广州公司）；重组 ＨＧＦ、ＩＧＦＩ、ＦＧＦ（美国 Ｐｅｐｒｏ
ｔｅｃｈ公司），ＣＤ３４ＦＩＴＣ、ＣＤ１０５ＰＥ（美国 Ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
公司）；兔抗小鼠单克隆 ＣＫ１４抗体（美国 Ａｂｃａｍ公
司）等。

１．２　方法
１．２．１　ＭＳＣｓ原代提取培养　　取 ＫＯ及 ＷＴ新生小
鼠（鼠龄１ｄ），７５％乙醇浸泡５ｍｉｎ，冷无菌ＰＢＳ冲洗，
剪下四肢，剔出长骨，完全剪碎骨组织，加入 ＢＭＳＣｓ完
全培养液，重悬、混匀后转移至无菌塑料培养瓶，于

３７℃，５％ＣＯ２的恒温培养箱培养，２４ｈ后换液去除组
织块，每３～４天传代一次。
１．２．２　ＭＳＣｓ纯度流式检测及ＯＰＮ鉴定　　收集ＷＴ
及ＫＯ两组Ｐ３细胞，计数分装于ＥＰ管内，５×１０５／管，
３００×ｇ离心５ｍｉｎ后１００μＬＰＢＳ重悬。设置分组：空
白对照、ＣＤ１０５ＰＥ单染、ＣＤ３４ＦＩＴＣ单染、ＣＤ１０５ＰＥ
及ＣＤ３４ＦＩＴＣ双染（ｎ＝３），按分组分别加入２μＬ抗
体，４℃孵育１ｈ，加入９００μＬＰＢＳ，３００×ｇ室温离心
５ｍｉｎ，弃上清加入ＰＢＳ３００μＬ，吹打混匀后转移至流
式管内，流式细胞术检测ＣＤ１０５及ＣＤ３４的表达情况。
全蛋白提取试剂盒提取ＷＴ组和ＫＯ组ＭＳＣｓ的蛋白，
经Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定其ＯＰＮ的表达。
１．２．３　ＭＳＣｓ体外表皮细胞诱导分化　　取第３代
ＷＴ和ＫＯＭＳＣｓ，终止消化，离心，重悬，调整细胞至
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１×１０６／ｍＬ，取 １ｍＬ加入表皮转化培养体系（Ｆ１２
ＤＭＥＭ＋２％ＦＢＳ＋１０ｎｇ／ｍＬＩＧＦＩ＋２０ｎｇ／ｍＬＨＧＦ＋
１０ｎｇ／ｍＬｂＦＧＦ＋１００Ｕ／ｍＬ青霉素＋１００Ｕ／ｍＬ链霉
素），接种于培养瓶，放入３７℃、５％ ＣＯ２培养箱，每３ｄ
换液１次，每日镜下观察细胞形态变化至第１７天。
１．２．４　ＭＳＣｓ体外诱导分化后流式细胞术检测　　收
集诱导分化第 １２、１７天的两组细胞，５×１０５ｃｅｌｌ／管，
４％多聚甲醛１００μＬ室温２０ｍｉｎ，０．０５％Ｔｒｉｔｏｎ１００μＬ
室温１０ｍｉｎ，滴加一抗ＣＫ１４（１∶１００）４０～５０μＬ，３７℃
６０ｍｉｎ，滴加 ４０～５０μＬ荧光二抗（山羊抗鼠 ＩｇＧ），
３７℃ ３０ｍｉｎ，每两步间均ＰＢＳ清洗，３００×ｇ室温离心
５ｍｉｎ。最后弃上清加入ＰＢＳ３００μＬ，吹打混匀后流式
细胞术检测。

１．２．５　ＭＳＣｓ体外诱导分化后 ＣＫ１４免疫荧光染色　
　取第３代ＷＴ和ＫＯＭＳＣｓ，终止消化、离心、重悬、稀
释形成密度为１×１０６／ｍＬ的液体，取１００μＬ置于放有
细胞爬片的１２孔板内，加入诱导培养体系，１７ｄ后取
出爬片，温热 ＰＢＳ清洗、多聚甲醛固定，３％ＢＳＡ室温
封闭１ｈ，滴加一抗 ＣＫ１４（１∶５００）４℃过夜，滴加荧光
二抗（山羊抗鼠ＩｇＧ）３７℃孵育１ｈ，ＤＡＰＩ染核，封片，
立即在共聚焦显微镜下观察。

１．２．６　ＭＳＣｓ体外诱导分化后Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＫ１４
表达情况　　诱导分化的第１７天，提取 ＷＴ组和 ＫＯ
组的细胞总蛋白，ＢＣＡ法测浓度后，８％的聚丙烯酰胺
凝胶按每孔等量３０μｇ上样，积层胶８０Ｖ，分离胶１２０Ｖ
电泳，１００Ｖ转膜９０ｍｉｎ，转好的ＰＶＤＦ膜５％ＢＳＡ封闭
１ｈ，ＣＫ１４（１∶３００）、βａｃｔｉｎ（１∶１０００）一抗孵育，４℃振
荡过夜。ＴＢＳＴ洗涤后滴加二抗（１∶１０００），３７℃孵育
１ｈ，显影成像。Ｉｍａｇｅｊ分析软件扫描特异性条带净灰
度值后βａｃｔｉｎ作为内参，计算两者比值分析蛋白相对
表达量。

１．２．７　创面模型建立及 ＧＦＰＭＳＣｓ创周注射　　创
面模型建立：将４组小鼠以１％戊巴比妥１５０μＬ腹腔
注射麻醉，脱毛膏脱去背部毛发，勿伤及皮肤，碘伏消

毒２次后，打孔器在小鼠背部形成直径０．５ｃｍ深达筋
膜层的创面［９］。ＧＦＰＭＳＣｓ创周注射：取新生 １ｄ的
ＷＴＧＦＰ小鼠，培养的第３代 ＧＦＰＭＳＣｓ以 ＰＢＳ重悬
形成５×１０５／５０μＬ的细胞悬液，在距离创缘０．５ｃｍ
处分别均匀注射于 ＷＴ／ＭＳＣｓ组和 ＫＯ／ＭＳＣｓ组小鼠，
同时以等量的 ＰＢＳ注射于 ＷＴ／ＰＢＳ组和 ＫＯ／ＰＢＳ组
小鼠作为对照。实验后１、３、５、７ｄ创面拍照，计算创
面愈合百分率［创面愈合百分率 ＝（初始创面面积 －
观察日创面面积）÷初始创面面积 ×１００％］，并切取
创面组织做组织切片免疫荧光染色检测 ＭＳＣｓ向表皮
细胞分化情况。

１．３　统计学分析
　　实验重复３次以上，数据以 珋ｘ±ｓ表示，使用 ＳＰＳＳ
１３．０统计分析软件分析，两组间比较用ｔ检验。

２　结果

２．１　原代培养的ＭＳＣｓ形态学特征、流式细胞术鉴定
及ＯＰＮ表达检测

　　原代培养的细胞镜下见胞体呈多边形，较小，呈放
射状集落生长；随着细胞生长，贴壁细胞逐渐增大，呈

成纤维细胞样。ＭＳＣｓ的特征为 ＣＤ１０５阳性，而 ＣＤ３４
阴性。本实验ＭＳＣｓ的ＣＤ１０５阳性而 ＣＤ３４阴性表达
率为：ＷＴ组９４．０４％、ＫＯ组９１．５７％ ，鉴定结果提示
培养的细胞为高纯度ＭＳＣｓ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果示野生
型小鼠ＭＳＣｓ表达ＯＰＮ，而 ＯＰＮ－／－小鼠 ＭＳＣｓ不表达
ＯＰＮ蛋白（图１）。
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１：ＫＯ组；２：ＷＴ组
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测两组ＭＳＣｓＯＰＮ蛋白的表达

２．２　两组ＭＳＣｓ体外表皮细胞诱导分化结果
　　ＭＳＣｓ细胞贴壁生长。培养第１２天部分长梭形细
胞形态由梭形逐渐变扁变宽，第１７天时细胞呈现出典
型的铺路石样改变（图２），符合表皮分化的特点。
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Ａ：ＫＯ组；Ｂ：ＷＴ组
图２　两组ＭＳＣｓ诱导分化第１７天的形态学观察

（倒置显微镜 ×１００）

２．３　流式细胞术检测ＭＳＣｓ诱导分化后ＣＫ１４表达
　　ＷＴ组和 ＫＯ组的细胞均有表皮细胞标记 ＣＫ１４
表达，表明ＭＳＣｓ向表皮诱导分化成功。第１２天时两组
表皮分化率分别为：ＫＯ组３１．６７％、ＷＴ组３７．８８％；第
１７天时分别为：ＫＯ组６３．８４％、ＷＴ组９０．４０％。
２．４　免疫荧光检测两组ＭＳＣｓ诱导分化后ＣＫ１４表达
　　第１７天免疫荧光检测发现，ＷＴ组和 ＫＯ组的细
胞均表达 ＣＫ１４，表明 ＭＳＣｓ向表皮诱导分化，ＷＴ组
ＣＫ１４的表达阳性比率（０．９３６３±０．００９５），明显高于
ＫＯ组［（０．６４７５±０．０２３１），（Ｐ＜０．０１，图３）］。
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图３　两组ＭＳＣｓ诱导分化第１７天ＣＫ１４免疫荧光染色　（激光共聚焦显微镜 ×４００）

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭＳＣｓ体外诱导分化的结果
　　ＷＴ组ＣＫ１４蛋白的表达为（０．６１４６±０．０１５３），
ＫＯ组（０．３８９４±０．０１６８），ＷＴ组明显高于 ＫＯ组
（Ｐ＜０．０１，图４）。
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１、２：ＫＯ组；３、４：ＷＴ组
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测两组ＭＳＣｓ诱导分化第１７天

ＣＫ１４的表达

２．６　动物创面愈合率及ＧＦＰＭＳＣｓ上皮转化检测
　　伤后１、３、５、７天创面拍照计算创面愈合百分率，
以注射ＰＢＳ的野生型小鼠为对照，注射ＰＢＳ的敲基因
小鼠创面愈合率较前者低（Ｐ＜０．０５），ＯＰＮ在创面愈
合过程具有重要作用；同样以注射 ＰＢＳ的野生型小鼠
为对照，注射 ＭＳＣｓ的野生型小鼠创面愈合率较注射
ＰＢＳ的高（Ｐ＜０．０５），注射的ＭＳＣｓ能够加速创面的愈
合（图５，表１）。第３、５、７天免疫荧光染色，注射入创
面内的ＭＳＣｓ表达表皮标志物ＣＫ１４，ＫＯ／ＭＳＣｓ组表达
弱于ＷＴ／ＭＳＣｓ组（Ｐ＜０．０５），ＭＳＣｓ在创面内分化成
为了表皮细胞参与创面修复（图６，表２）。

表１　 ４组小鼠创面第１、３、５、７天的愈合率比较（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

组别 １ｄ ３ｄ ５ｄ ７ｄ
ＷＴ／ＰＢＳ组 ２１．６４±４．９０ ３７．５５±４．９７ ５８．５３±１．５９ ６５．０２±３．１１
ＫＯ／ＰＢＳ组 １４．１７±２．４５ａ２６．８５±３．４０ａ ４３．６６±３．６７ａ ５８．０２±２．５６ａ

ＫＯ／ＭＳＣｓ组 ２０．７９±３．６０ ４４．１０±６．３５ ５８．５２±６．３３ ６９．０７±３．０６
ＷＴ／ＭＳＣｓ组 ３９．４７±３．８７ａ６０．１７±２．５３ａ ７１．１１±１．８７ａ ８０．５３±３．１３ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＷＴ／ＰＢＳ组比较

表２　ＷＴ／ＭＳＣｓ、ＫＯ／ＭＳＣｓ组创面第３、５、７天ＣＫ１４
免疫荧光统计结果（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

组别 ３ｄ ５ｄ ７ｄ
ＫＯ／ＭＳＣｓ组 １．０３２５±０．１２４５ａ １．０２５０±０．０９１５ａ １．０３２５±０．０５３２ａ

ＷＴ／ＭＳＣｓ组 １．２２７５±０．１４００ １．３８７５±０．１３６５ １．８７７５±０．２５７３

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＷＴ／ＭＳＣｓ比较

３　讨论

　　大面积深度皮肤创伤、自体皮皮源十分缺乏的患
者，上皮化不足是创面难以愈合的关键。研究认为，以

ＭＳＣｓ为种子细胞，应用组织工程皮肤修复创面可以较
好地解决皮源供给以及皮肤结构、功能重建等问题。

ＭＳＣｓ经过体外扩增、纯化后仍然保持细胞的生物学特
性，并能分化为多种类型的细胞［１０－１１］。在小鼠嵌合体

模型中，骨髓ＭＳＣｓ能够增加创面中表皮与成纤维细胞
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图５　４组小鼠创面不同时间愈合的大体观察
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图６　两组小鼠创面第７天ＣＫ１４表达情况　（共聚焦显微镜 ×２００）

数量；移植到创伤部位的 ＭＳＣｓ可以表达角化细胞特
异性蛋白，形成腺体结构，参与皮肤再生［１２－１４］。ＥＧＦ
可诱导ＭＳＣｓ向皮肤组织分化，将两者复合移植用于
猪创面缺损模型，形成的表皮层厚、角化分层明显，

ＭＳＣｓ细胞可使经久不愈的创面表皮化，达到愈合重
建［１５］。大量资料说明，ＭＳＣｓ能分化为表皮细胞。
　　ＯＰＮ是在多种细胞中广泛表达的一种分泌型糖
蛋白，参与细胞的多种生理病理过程。ＯＰＮ高表达于
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创面内，趋化 ＭＳＣｓ向创面迁移。在创面愈合的关键
环节中具有多功能调控的功能，对炎性细胞、成纤维细

胞、表皮细胞、内皮细胞等促进愈合的功能调控发挥重

要作用［１６］。细胞分泌ＯＰＮ后，可动员骨髓ＭＳＣｓ增殖
分化参与修复，比如分化为成纤维细胞。但是目前对

此修复过程 ＭＳＣｓ参与过程和机制的报道较少，难以
说明ＯＰＮ调控ＭＳＣｓ的重要［１５］。本研究主要目的在于

探究创面修复过程中ＯＰＮ与ＭＳＣｓ上皮化之间的关系。
　　本研究发现，用 ＭＳＣｓ的专用培养基，新生１ｄ的
小鼠采用骨组织贴壁法培养的 ＭＳＣｓ细胞活性好、纯
度高，能够稳定传代。通过体外对野生型（ＷＴ）和
ＯＰＮ－／－（ＫＯ）小鼠的 ＭＳＣｓ进行表皮诱导，经多种方
法对比分析，ＷＴ组和ＫＯ组的细胞均表达ＣＫ１４，表明
ＭＳＣｓ向表皮诱导分化，ＷＴ组表皮标志物 ＣＫ１４的表
达阳性比率明显高于ＫＯ组，两组存在明显差异，证明
了ＯＰＮ基因表达降低后 ＭＳＣｓ的表皮分化能力下降。
动物实验表明敲除 ＯＰＮ基因后创面愈合的速度与正
常小鼠相比明显减慢了。

　　总之，本研究发现ＭＳＣｓ在体内、体外可诱导分化
为表皮细胞，进而促进创面愈合，ＯＰＮ可能在其中发
挥了重要作用，但是 ＯＰＮ诱导 ＭＳＣｓ向表皮细胞分化
的作用机制尚不清楚，可能为创面愈合过程中各种因

素共同作用的结果。继续研究ＯＰＮ诱导ＭＳＣｓ促进创
面愈合的信号传导通路，可完善其具体机制。
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