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海藻酸钠凝胶对骨髓问充质干细胞生物学效应的初步研究 
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【摘 要】目的：初步探讨海藻酸钠凝胶对骨髓间充质干细胞(bone mesenchymal stem cells，bMSCs)的生物学效应。方法：将在海 

藻酸钠凝胶上培养的细胞设为实验组，在塑料培养板上的细胞设为对照组。以MqT法检测细胞在两种材料上的增殖；采用甲苯 

胺蓝染色观察细胞在凝胶上的生长形态；RT—PCR检测 bMSCs生长 6天后的成骨相关基因。结果：两组的bMSCs均能迅速贴 

附、铺展进入增殖期；在实验组 ，细胞成集落样生长较明显 ，且形态发生改变，伸出较多的伪足，细胞间接触更为紧密；培养至第 

6天 ，进行成骨相关基因检测，发现对照组和实验组均有 I型胶原和碱性磷酸酶表达，但它们在实验组的表达量高于对照组 ；同 

时，实验组骨连接蛋白为阳性表达，而对照组为阴性。结论：bMSCs可能具有 自发向成骨细胞分化的趋势；海藻酸钠凝胶具有促 

进干细胞向成骨细胞分化的生物学活性。提示海藻酸钠凝胶可能是比较适合的骨组织工程支架材料。 
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The effects of alginate gels on bone mesenchymal stem cells 

AⅣG y帆 ．et al 

(Department ofBiomedical Engineering,Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To examine the effects of alginate on bone mesenchymal stem cells(bMSCs)~ethods：bMSCs were cultured on the 

alginate gels (experimental group)and tissue culture plastics (control group)；the morphous of bMSCs was observed by microscope after 

toluidine blue staining；the growth curves were analyzed by MTr；and the expressions of osteoblast related genes (alkaline phosphalase， 

collagen I and osteonectin)were detected by RT-PCR when cultured for 6 days．Results：There were no difference in the cell proliferation 

between the experimental group and control group．The morphous of bMSCs in the experimental group was induced to hP similar to that of 

osteoblasts and form colony proliferation obviously．The alkaline phosphalase and collagen I genes were positive in the two groups，but their 

expressions in the experimental group were higher；at the same time，osteonectin gene was positive in the experimental group and negative 

in the control group． Conclusion： bMSCs may differentiate into osteoblasts automatically when cultured for longer time and that alginate 

gels could promote this differentiation and may be suitable biomaterial of scaffold in bone tissue engineering． 

【Key words】Alginate；Bone Mesenchymal stem cell；Proliferation&Differentiation． 

在骨组织工程中，选择理想的生物材料作为支 

架是关键的一步。目前 ，自然演化的多糖产物如海 

藻酸已开始应用于组织工程中。海藻酸是从褐藻中 

提取的一种酸性多糖，由古洛糖醛酸与甘露糖醛酸 

组成的嵌段聚合物 ，可与二价金属离子络合形成水 

凝胶。其生物相容性良好和凝胶过程温和等特点，使 

之在组织工程及医药等领域得到了广泛的应用flJ。迄 

今 ，尚未见到有关海藻酸对骨髓间充质干细胞 
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(bMSCs)的生物学作用的报道。本实验通过检测在 

不使用成骨诱导剂的情况下，bMSCs在海藻酸钠凝 

胶上的生长状况以及基因表达的变化，初步探讨海 

藻酸钠凝胶对 bMSCs的生物学作用。 

1 材料与方法： 

1．1 海藻酸钠水凝胶的制备 

用0．1％PBS配制 6％的海藻酸钠水溶液，搅拌均匀，高 

温高压(120cc，0．15MKp)下灭菌后在 4cc存放备用；种入细 

胞前用 oL—MEM稀释，终浓度为 3％。吸取 3％的海藻酸钠水 

溶液 700 l滴人 12孔塑料培养板的孔中，在孔内形成约 

lmm厚度的圆盘，再滴人 0．1％的 CaCI2 2ml于圆盘上，静置 
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发展将有望从根本上解决组织和器官缺损所致的 

功能障碍或丧失的问题。 

bMSCs由于取材方便 、增殖快，且可向骨 、软骨 

和脂肪等组织分化的多向分化潜能，在一定的诱导 

条件下，可分化为多种胚层细胞 ，为这些细胞的受 

损或缺如起再生和修复的作用I2J，因此成为组织工 

程中广泛应用的种子细胞。近年来用于诱导 bMSCs 

向成骨细胞分化的诱导剂为地塞米松、13一甘油磷 

酸钠和L一抗坏血酸I3J。有研究发现，常规培养的细 

胞无钙化结节形成，而当地塞米松、13一甘油磷酸钠 

等生长因子存在时就能诱导 bMSCs向骨细胞方向 

转化。本实验在对照组细胞培养过程中，偶见集落生 

成现象，但未出现钙化结节；在检测培养 6天的bM— 

SCs的成骨相关基因时，发现其有碱性磷酸酶和 I型 

胶原的表达，而在原代 bMSCs这两种基因均为阴 

性。这提示 bMSCs在传代培养过程中，在无促进成 

骨细胞分化的生长因子存在的条件下，自身也可能 

向成骨细胞分化，只是这种自发分化的效率不及诱 

导分化。据报道，加入诱导剂后 bMSCs的 I型胶原 

的 mRNA从 2天到 6天表达有明显升高的趋势，7 

天后碱性磷酸酶活性明显增高，并出现钙化结节 。 

目前 ，越来越多的研究者开始使用海藻酸钠凝 

胶作为骨组织 程的支架材料。据报道，使用古洛 

糖醛酸含量为 70％的海藻酸钠制备的支架材料适 

宜于 bMSCs的贴壁和生长17,8】，因此本实验选择高古 

洛糖醛酸的海藻酸钠作为细胞基质替代物。海藻酸 

对 Ca 的结合能力较强，加入 CaC1 后，海藻酸钠与 

Caz+进行耦连，立即形成凝胶。值得注意的是．培养 

液中 ca 浓度过高不利于 bMSCs贴壁生长，但是可 

通过换液来消除这一影响因素。 

海藻酸钠凝胶为半透明物质，在倒置像差显微 

镜下观察可看到细胞倾向于集落样生长，且在培养 

过程中，可逐渐观察到集落中央的细胞重叠生长； 

在成骨诱导中，细胞聚集成集落样 ，重叠生长，集落 

中央形成钙化结节，von Kossa染色可看到黑色、成 

团块的钙化物质是成骨标志之一 ；本实验中，因为 

海藻酸钠凝胶是以caz 为耦联剂，为避免其干扰， 

改用了甲苯胺蓝染色，从图 3可见在海藻酸钠凝胶 

上的细胞重叠生长，呈立方形、锥形，胞核大而圆， 

居中，从胞浆伸出较多的丝状伪足，与周围的细胞 

有更多的接触(由于是从凝胶上取像，图片颜色受 

到了干扰 )。因此，我们认为实验组的细胞在培养 6 

天后细胞形态上已显现出向成骨细胞分化的趋势， 

而对照组细胞的形态尚无类似改变。 

为进一步证实成骨分化的存在，我们检测了3 

种成骨相关基因的表达，包括碱性磷酸酶、I型胶原 

和骨连接蛋白。碱性磷酸酶(ALP)Igl是成骨细胞的早 

期标志酶，在成骨过程中水解磷酸酯，为羟基磷灰石 

的沉积提供必要的磷酸，有利于成骨，是成骨分化开 

始的标志；I型胶原在成骨早期的表达增加 00-]31；骨 

连接蛋白Il4J也是成骨细胞的表型之一，可能协同其 

它基质成分共同调节组织的形态发生，在成骨早期 

有一定作用。培养 6天后这 3种早期成骨相关基因 

在实验组都有表达，且前 2种基因的表达量明显高 

于对照组，与加入成骨诱导剂后所检测的结果类似 ， 

q；同时，在实验组还有骨连接蛋白表达。进一步提示 

海藻酸钠凝胶可能具有促进 bMSCs向成骨细胞分 

化的生物学作用。 

综上，从形态学观察到成骨相关基因的检测结 

果提示，海藻酸钠凝胶对 bMSCs的生物学效应类似 

成骨诱导剂，可以促进 bMSCs向成骨细胞分化，是 

骨组织工程中比较适合的支架材料。是否在用海藻 

酸钠凝胶做骨支架材料的同时，不使用成骨诱导剂 

而又能够保证 bMSCs顺利实现成骨分化，这尚待深 

入研究 
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面，粒酶 B可以直接裂解效应性 Caspase一3前体，使 

之活化。活化的效应性 Caspase一3可以直接或间接 

地酶解与细胞存活所必需的中间丝蛋白、DNA断裂 

因子(DFF)和核酸内切酶等一系列蛋白，从而引起靶 

细胞染色质 DNA片段化，胞质浓缩，细胞骨架解体 

等一系列病理改变，导致细胞凋亡 。本研究结果显 

示，Caspase一3于实验各组肾小管上皮细胞均有表 

达，以肾小管中的近曲小管表达较明显，而肾小球 

未见表达，这与 TUNEL法显示的凋亡细胞分布一 

致。进一步观察，与正常对照组相比，Caspase一3在 

缺血再灌注损伤后肾小管上皮细胞表达明显增强， 

阳性细胞数显著增加；经红花注射液治疗后，与缺 

血再灌注组相比较，治疗组肾小管上皮细胞 Cas— 

pase一3不仅表达强度显著减弱，而且阳性细胞数也 

明显减少。上述结果提示 ，红花注射液具有抑制 

Caspase一3表达的作用，该作用可能通过以上机制 

阻止 Fas／FasL系统 、粒酶 B／穿孔素系统的激活， 

从而抑制细胞凋亡的发生。 

Bcl一2(B—cell lymPhoma／leukemia一21是研究最 

早的与细胞凋亡相关的基因之一，bcl一2可通过直 

接调节线粒体膜的通透性，抑制促凋亡因子的释放 

对Caspase一3产生影响。线粒体内含有细胞色素 C、 

第2个线粒体源的 Caspase激活物 (Smac／Diablo) 

和核酸内切酶 G等多种促凋亡因子。其中细胞色素 

C能促使 Apaf_1(促凋亡蛋白酶激活因子 一1)及 

Caspase一9酶原信号复合体的形成，使 Caspase一9活 

化并激活 Caspase一3从而导致细胞凋亡，具有促凋 

亡作用 191。本实验表明，与缺血再灌注组相比较，治 

疗组 bcl一2表达强度明显增强，其阳性细胞数明显 

增加，提示红花注射液具有促进 bcl一2表达的作用； 

bcl一2的大量表达可降低线粒体膜的通透性，阻止 

促凋亡因子释放，引起 Caspase一3表达减少，从而抑 

制细胞凋亡的发生。 

综上所述，Caspase一3和 bcl一2是重要的凋亡相 

关基因，前者促进细胞凋亡而后者阻止细胞凋亡。 

本研究发现，在肾缺血再灌注损伤中，红花注射液 

能够抑制 Caspase一3和促进 bcl一2表达，具有抗细 

胞凋亡的作用，这可能是红花注射液抗凋亡的重要 

分子机制之一。 

(致谢 ：重庆医科大学解剖教研室孙善全教授对本课题 

提供 的无私帮助 ) 
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