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三维培养条件下流体剪切力对人真皮成纤维细胞成骨分化的影响
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　　［摘要］　目的　通过准静态平面流场灌注系统，探讨不同流体剪切力对三维培养条件下人真皮成
纤维细胞增殖和成骨分化的影响。方法　将人真皮成纤维细胞按２×１０５／ｍＬ密度接种于胶原水凝胶
支架中，同时设置低流速处理组（ｌｏｗｆｌｏｗｖｅｌｏｃｉｔｙｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ＬＦＶ组）和高流速处理组（ｈｉｇｈｆｌｏｗ
ｖｅｌｏｃｉｔｙｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ＨＦＶ组）与三维静态培养的对照组（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ）进行比较。第３、６天和９天对
各实验组进行ＨＥ染色并计数细胞；全程每隔３天测１次培养基中葡萄糖的消耗量；第２１天行茜素红
染色观察各组诱导矿化情况，同时采用ＦＱＰＣＲ定量测定ＡＬＰ和ＢＭＰ２基因的表达。结果　３组细胞
均增殖明显，第６、９天ＬＦＶ组细胞增殖最多，组间比较差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）；实验周期内各
组培养基的葡萄糖含量均呈下降趋势，但组间比较差异无统计学意义；第２１天茜素红染色３组均呈阳
性，矿化结节面积大小统计显示ＨＦＶ组最大，组间比较差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）；ＡＬＰ和 ＢＭＰ２
基因表达量分别为 ＬＦＶ组：（１．７８０±０．２３３）／（２．７８８±０．２４１）；ＨＦＶ组：（２．２６２±０．３０６）／（４．５７６±
０２５３）；对照组：（１．１４７±０２１５）／（０．３５４±０．０６３），组间比较差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。
结论　流体剪切力能促进人真皮成纤维细胞的增殖和成骨分化，且流体剪切力较小时有利于细胞增殖，
而较大时会在一定程度抑制细胞增殖。
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　　近年来随着研究的不断深入，成纤维细胞（ｆｉｂｒｏ
ｂｌａｓｔｓ，Ｆｂｓ）已成为重要的创伤修复细胞，人真皮成纤
维细胞（ｈｕｍａｎｄｅｒｍａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ｈＦｂｓ）和真皮间充质
干细胞（ｄｅｒｍａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＤＭＳＣｓ）具有部
分相似的表面抗原，如 ＣＤ１４（－）、ＣＤ２９（＋）、ＣＤ３１
（－）、ＣＤ３４（－）、ＣＤ４４（＋）和 ＣＤ４５（－）等，可以经
诱导成脂、成软骨和成骨分化［１］。诱导 Ｆｂｓ成骨分化
的方式多以纤维结合蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）、生肌液或
者骨形态发生蛋白（ＢＭＰ２）加 ＴＮＦα等化学诱导为
主［２］。２００６年何川等［３］首次采用组织工程方法构建

藻酸丙二醇酯（ＰＧＡ）网架探讨三维培养对Ｆｂｓ成骨分
化的影响，结果显示骨特异性标志骨钙素（ＯＣＮ）和骨
特异性碱性磷酸酶（ＢＡＫＰ）均有表达，并产生大量细
胞外基质形成骨样组织。另外有研究表明，将含有干

细胞的三维结构置于灌注系统中施加剪切力刺激有利

于干细胞向成骨分化［４］。但对于 ｈＦｂｓ类似的研究甚
少，本实验拟在通过构建 ｈＦｂｓ胶原凝胶三维支架，探
讨不同灌注速度产生的流体剪切力对细胞增殖及成骨

分化的影响，为ｈＦｂｓ的增殖分化提供重要依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器
　　地塞米松、ＶＤ３、β甘油磷酸钠、抗坏血酸、茜素红
Ｓ（ＡｌｉｚａｒｉｎＲｅｄＳ，ＡＲＳ）、Ⅱ型胶原酶均购于 Ｓｉｇｍａ公
司；分离酶（Ｒｏｃｈｅ公司）、胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ公司）、胎
牛血清（ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ公司）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ试剂盒（中杉公
司）、葡萄糖试剂盒（恒远生物公司）、ＦＱＰＣＲ试剂盒
（ＴａＫａＲａ公司）、荧光定量 ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ公司）、青
霉素与链霉素（山东鲁抗医药）、倒置显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ

公司）、蠕动泵及硅胶管（重庆恒杰蠕动泵有限公司）、

切片机（Ｌｅｉｃａ公司）。
１．２　实验方法
１．２．１　培养液及固定液配置　　ｈＦｂｓ培养基：ＤＭＥＭ
高糖培养基添加５％小牛血清及１００Ｕ／ｍＬ双抗；成骨
诱导液（ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｍｅｄｉｕｍ，ＯＩＭ）参考李冬
梅等［５］方法增加了部分成分含量，最终配比为：１０％
胎牛血清、１０ｎｍｏｌ／Ｌ地塞米松、１００ｎｍｏｌ／Ｌ２５（ＯＨ）２
Ｄ３、５ｎｍｏｌ／Ｌβ甘油磷酸钠、２５μｍｏｌ抗坏血酸。
１．２．２　灌注装置该装置　　为本实验室已建立模型，
由蠕动泵、无菌硅胶管、储液瓶、生物反应盒及培养盘

构成［６］，其中培养盘置于生物反应盒内，培养盘主要

由以下几部分组成：静压槽、截流装置、培养室、培养

板、后溢流台和泄流沟。工作原理是通过蠕动泵转动

带动培养基从储液瓶流入静压槽，并产生稳定压头，再

经截流装置进入培养室，从而在培养室中形成平面均

匀流场，随后培养基经后溢流台至泄流沟，再通过蠕动

泵带动返回储液瓶，如此反复循环。见图１。经计算
流体动力学（ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌｆｌｕｉｄｄｙｎａｍｉｃｓ，ＣＦＤ）分析，
低流速处理组（ｌｏｗｆｌｏｗｖｅｌｏｃｉｔｙｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ＬＦＶ
组）流体剪切力为８ｍＰａ时相应流速是８０ｍＬ／ｍｉｎ，高
流速处理组（ｈｉｇｈｆｌｏｗｖｅｌｏｃｉｔｙｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ＨＦＶ
组）流体剪切力为２３ｍＰａ时相应流速是２００ｍＬ／ｍｉｎ。
１．２．３　人真皮成纤维细胞的分离培养和鉴定　　通
过包皮环切术获取成人或儿童包皮（第三军医大学大

坪医院野战外科研究所尿动力室，征得患者同意并通

过大坪医院伦理委员会审查），标本用４℃ ＰＢＳ缓冲
液迅速转移至实验室进行ｈＦｂｓ分离提取［７］，以后每隔

３天换液１次，观察细胞融合至９０％用胰酶消化传代。
取第４代ｈＦｂｓ做细胞爬片，待细胞融合至９０％以上进

７１４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１２）



行波形蛋白染色并统计阳性率，实验步骤参照ｖｉｍｅｎｔｉｎ
染色的试剂盒说明。
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Ａ：模式图；Ｂ：实物图；ａ：蠕动泵；ｂ：无菌硅胶管；ｃ：储液瓶；
ｄ：生物反应盒；ｅ：培养盘

图１　生物反应器示意图

１．２．４　实验组设定　　按本实验室建立的方法构建
胶原凝胶支架［８］：在冰浴条件下依次按比例加入浓缩

ＤＭＥＭ、酸溶性鼠尾胶原、壳多糖、６硫酸软骨素以及
透明质酸，充分混匀后用ＮａＯＨ溶液调ｐＨ值至７．２～
７．４，取第３代ｈＦｂｓ细胞，按２×１０５／ｍＬ浓度和凝胶混
匀，每孔接种２．５ｍＬ到培养板中，每组１６孔。实验组
分为 ＬＦＶ组和 ＨＦＶ组，设置 ＬＦＶ组灌注流速为
８０ｍＬ／ｍｉｎ，ＨＦＶ组灌注流速为２００ｍＬ／ｍｉｎ，对照组为
静态培养。ＬＦＶ组和 ＨＦＶ组分别加入３５０ｍＬＯＩＭ，
各组按设定流速每间隔５小时灌注３０ｍｉｎ施加剪切
力刺激。对照组每孔首次加ＯＩＭ１ｍＬ，第２天支架收
缩后每３天换液１次，每次３ｍＬＯＩＭ，换液总量与动

态相同均为３５０ｍＬ。
１．２．５　ＨＥ染色及细胞计数　　各组在培养第３、６天
和９天取材１次，每个时间点取２个支架，用４％多聚
甲醛溶液固定２４ｈ以上，常规脱水、浸蜡、包埋切片，
苏木精伊红染色，在倒置显微镜下观察照相，每组各
时间点随机抽取５个视野计数细胞并进行统计分析。
此外第２１天取材１次行ＨＥ染色观察细胞生长状况，
与茜素红染色做细胞形态对比。

１．２．６　茜素红染色　　各组在培养第２１天取材１次
观察细胞成骨分化情况，用 ４％多聚甲醛溶液固定
２４ｈ以上，常规脱水、浸蜡、包埋切片，０．１％茜素红
ＨＣｌ液（ｐＨ＝８．４）染色２ｍｉｎ，用 ＰＢＳ洗净杂色，在倒
置显微镜下观察拍照，随机选取５个视野用 ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ６．０软件对各组茜素红结节面积进行统计学分析。
１．２．７　葡萄糖测定　　每间隔３天取０．５ｍＬ灌注培
养基于 －８０℃保存，按葡萄糖试剂盒说明书步骤于
５０５ｎｍ处检测样品光密度值［Ｄ（５０５）］，每个检测样
本重复３次。
１．２．８　ＦＱＰＣＲ检测　　取各组诱导至第２１天标本
提取细胞 ＲＮＡ，参照 ＧｅｎＢａｎｋ数据库，使用 Ｐｒｉｍｅｒ
ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计引物，实验步骤参照 ＴａＫａＲａ公司
ＳＹＢＲＧＲＥＥＮ的试剂盒说明。ＡＬＰ引物基因序列为：
上游引物５′ＣＣＡＧＴＣＴＣＡＴＣＴＣＣＴＧＡＣＣＣ３′，下游引物
５′ＧＧＴＧＧＴＣＴＴＧＧＡＧＴＧＡＧＴＧＡ３′；ＢＭＰ２引物基因
序列为：上游引物：５′ＴＧＴＣＴＴＣＴＡＧＣＧＴＴＧＣＴＧＣＴ３′，
下游引物：５′ＣＡＡＣＴＣＧＡＡＣＴＣＧＣＴＣＡＧＧＡ３′。
１．３　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，数据均以
珋ｘ±ｓ表示。组间比较采用单因素方差分析，Ｐ＜００５
为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　原代ｈＦｂｓ的分离培养和鉴定结果
　　原代细胞呈短梭形，胞核居于细胞中央，培养至
７ｄ左右细胞融合可达９０％以上并变为长梭形，胰蛋
白酶消化传代后细胞形态不发生改变，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ染色
阳性率达９５％以上。见图２。
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Ａ：提取的原代ｈＦｂｓ初次换液后；Ｂ：第３代ｈＦｂｓ呈集落样生长；Ｃ：第４代ｈＦｂｓＶｉｍｅｎｔｉｎ染色，细胞质呈棕色
图２　人真皮成纤维细胞原代细胞的分离培养
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↑：示ＨＦＶ组成骨诱导第６天时ｈＦｂｓ细胞呈小圆形，胞质固缩
图３　各实验组凝胶支架ＨＥ染色观察　（×２００）

２．２　ＨＥ染色
　　ＨＥ染色检测不同培养条件细胞形态（图３），标本
随机选取５个高倍镜视野统计ｈＦｂｓ增殖情况（图４）。
结果表明第３天各组细胞增殖差异不大，但第６天和９天
ＬＦＶ组和ＨＦＶ组细胞数量明显多于对照组，且ＬＦＶ组
细胞增殖多于ＨＦＶ组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
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ａ：Ｐ＜００５，与对照组同时点比较
图４　各实验组凝胶支架细胞计数 （ｎ＝５）

２．３　茜素红Ｓ染色
　　镜下观察３组矿化染色结果均为阳性，ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ６．０软件分析各组面积显示：ＨＦＶ组为（３．２１２±

０．３２５）ｃｍ２；ＬＦＶ组为（１．１２８±０．１４８）ｃｍ２；对照组为
（０．７９３±０．０３８）ｃｍ２，组间比较差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。同时附上２１ｄ各组 ＨＥ染色，此时 ＬＦＶ
组和ＨＦＶ组支架中圆形细胞增多。见图５。
２．４　葡萄糖测定
　　葡萄糖消耗量均进行性下降，但组间比较差异无
统计学意义。从趋势线观察，大部分时间点 ＬＦＶ组和
ＨＦＶ组的葡萄糖消耗量多于对照组，且ＬＦＶ组葡萄糖
消耗量略多于ＨＦＶ组。见图６。
２．５　ＦＱＰＣＲ检测结果
　　３组ＡＬＰ及ＢＭＰ２基因均有表达，ＨＦＶ组两种基
因表达量均最多而对照组最少，且差异有统计学意义

（Ｐ＜００５）。见图７。

３　讨论

　　近年来研究发现包括 ｈＦｂｓ在内的多种成纤维细
胞［９－１０］具有成骨分化潜质，并且表达多种成骨相关基

因如：ＯＣＮ、ＲＵＮＸ２、ＢＭＰ２、ＡＬＰ等。Ｔｏｍａ等［１１－１２］证

明ｈＦｂｓ特异性表达波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）而 ＤＭＳＣｓ不
表达，因此波形蛋白可用于ｈＦｂｓ鉴定。目前 Ｆｂｓ成骨
分化多局限于使用化学试剂或生长因子等方法进行二

９１４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１２）
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图５　第２１天各实验组凝胶支架茜素红染色（×４００）及ＨＥ染色（×２００）观察
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图６　各实验组培养基中葡萄糖测定　（ｎ＝３）
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ａ：Ｐ＜００５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与ＨＦＶ组比较
图７　ＦＱＰＣＲ检测各实验组 ｈＦｂｓ成骨相关基因 ＡＬＰ、

ＢＭＰ２的表达 （ｎ＝３）

维平面诱导，但骨作为非均质性组织，上述方法只能证

实Ｆｂｓ具有成骨分化潜质，若要真正构建骨组织的生
物结构则需要三维培养并施加适宜力学刺激。三维培

养能模拟细胞在生物体内生长方式形成立体结构，有

利于细胞定向分化和增殖［１３］，并且三维培养提供的细

胞支架在成骨分化中不仅促进力生化信号的转化作
用，自身也能在力学刺激下发生改建［１４］。剪切力作为

力学刺激的重要方法，是参与骨骼重建的主要因

素［１５］，并为细胞生长分化提供了适宜的微环境［１６］，其

中包含的流体剪切力是利用液体冲击流动产生力学刺

激，其大小与液体流速密切相关。之前的相关研究表

明剪切力在５～１００ｍＰａ范围内时，能显著提高骨基质
蛋白的分泌，例如骨钙素（ＯＣ）及骨连接素（ＯＮ）［１７］，
因此剪切力对细胞成骨分化有重要调控作用。但关于

剪切力对细胞成骨分化的确切机制目前尚不清楚，Ｋａ
ｐｕｒ等［１８］研究表明剪切力可通过包括依赖细胞外信号

调节通路在内的多条竞争性信号转导通路干扰细胞向

成骨分化，例如促进细胞内 Ｃａ２＋水平升高，而 Ｃａ２＋作
为第二信使力学信号传导至细胞内引起一系列信号级

联反应［１９］。因此本实验拟在三维结构基础上探讨流

体剪切力对 ｈＦｂｓ成骨分化的作用，希望为 ｈＦｂｓ成骨
诱导提供更有效合理的方法和理论依据。

　　本实验设计了两个不同大小的流体剪切力，ＬＦＶ
组和ＨＦＶ组ＡＬＰ和ＢＭＰ２基因表达和矿化结节面积
均优于对照组，同时ＨＦＶ组成骨相关指标阳性最强并
率先形成圆形固缩细胞，这表明流体剪切力刺激能促

进ｈＦｂｓ成骨分化，较大流体剪切力对 ｈＦｂｓ成骨分化
作用更强，这与Ｌｉｕ等［２０］的关于大鼠成骨细胞的诱导

实验结果相符。Ｋｎｏｌｌ等［２１］对体外培养的成骨细胞施

０２４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



加不同水平力学刺激，发现较小的力学刺激作用后细

胞增殖指数上升，而较大的力学刺激作用时细胞增殖

指数反而下降，本实验第６和９天时 ＬＦＶ组细胞增殖
多于ＨＦＶ组，与 Ｋｎｏｌｌ等［２１］实验结果一致，均说明较

小的力学作用更能促进细胞增殖。相比传统静态换

液，灌注培养有效克服了物理渗透的缓慢性，更能高效

清除细胞代谢废物和补充营养达到促进细胞增殖的目

的，同时刺激多条竞争性信号转导通路干扰细胞向成

骨分化，因此 ＬＦＶ组和 ＨＦＶ组无论在细胞增殖或成
骨分化表达两个方面均优于对照组。综上所述，三维

培养和流体剪切力刺激对于构建 ｈＦｂｓ成骨分化体系
是可行的，本实验灌注过程中产生的流体剪切力对于

细胞成骨分化是正向作力，且不同程度促进细胞增殖，

但超过这次实验范围大小的流体剪切力诱导 ｈＦｂｓ成
骨分化作用是否加强尚不清楚。流体剪切力对 ｈＦｂｓ
增殖分化有双重影响，在较低流体剪切力作用下能促

进细胞增殖，流体剪切力较高时则促进细胞向成骨分

化并能缩短诱导时间。

　　另外，本实验 ＯＩＭ采用高糖培养基，有学者研究
表明低浓度葡萄糖更适合诱导牙龈 Ｆｂｓ成骨分化［２２］，

因此低浓度葡萄糖的三维培养能否诱导 ｈＦｂｓ成骨仍
需进一步研究。
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