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3种磨损颗粒对体外原代培养人成骨细胞的作用
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　　提　要:目的　比较 3 种不同磨损颗粒对体外原代培养人成骨细胞的作用。方法　PE 颗粒 、TI-6Al-4V颗粒 、Co-Cr-

Mo颗粒加入体外原代培养的人成骨细胞 , 噻唑蓝(MTT)比色试验检测细胞存活和生长。用酶联免疫检测仪在 490 nm 波

长处测定其吸光度值 ,可间接反映活细胞数量。结果　不同浓度 、不同磨损颗粒对原代培养成骨细胞成活无明显影响。

结论　不同浓度 、不同磨损颗粒对原代培养成骨细胞成活无明显影响 , 表明人工关节松动中磨损颗粒的骨溶解作用是通

过其它途径起作用的。
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Effects of 3 kinds of wear particles on primary cultured human osteoblasts
WANG Wen-liang , WU Yue-song , JIAO Bing-hua , YANG Liu , XU Jian-zhong , LOU Yong-hua(Department of Orthopaedics ,
Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing , 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To compare the effects of 3 kinds of wear particles on primary cultured human osteo-

blasts.Methods　After PE , TI-6Al-4V and Co-Cr-Mo particles were added into primary cultured human osteo-

blasts , the viability and growth of the osteoblasts were measured by MTT assay.Optical density(OD)at 490 nm was

determined by ELISA.Results　Wear particles of different kinds and concentrations had no effect on viability and

growth of osteoblasts.Conclusion　The clinical findings suggest that osteolysis during aseptic loosening is by other

route instead of the direct action of wear particles on osteoblasts.
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　　成骨细胞体外培养为体外研究成骨细胞和骨代谢

之间关系提供了一个体外模型 。通过体外培养可以研

究植入材料的生物学特性 ,如生物相容性 ,生物毒性

等 ,可以研究骨代谢过程中一些激素和细胞因子调节

的过程和作用机制
[ 1]
。国内目前报道成骨细胞体外培

养有骨膜成骨细胞培养和骨粒成骨细胞培养 。培养标

本来源涉及禽类 ,啮齿类 ,哺乳动物并最终过渡到人

类。在培养方法上由单层的二维单层培养向有培养支

持物的三维空间转化 ,使更接近正常生理环境和正常

生理状态
[ 2 ～ 4]

。

　　人工关节磨损颗粒在人工关节的远期松动中起重

要作用 。一般认为其引起骨溶解(Osteolysis)的机制是

首先被巨噬细胞吞噬 ,继而释放各种炎性介质 。单核

巨噬细胞吞噬异物即磨损颗粒 ,包括骨水泥颗粒(PM-

MA)、PE 颗粒 、Co-Cr-Mo 颗粒 、Ti-6Al-4V 颗粒 , 并
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分泌炎症介质。这些炎症介质能趋化周围的其他细胞

并诱导细胞功能变化而导致一系列反应 。这些炎症介

质包括 IL-6 , TNF-α,OPG OCIF , PG(Prostaglandins)等 ,

参与反应的细胞包括单核巨噬细胞 、成骨细胞 、破骨细

胞等
[ 5, 6]
。研究认为:IL-1 , IL-6 , TNF-α, M-CSF , ODF 

OPGL(Osteoclast differentiation factor osteoprotegerin li-

gand)等细胞因子直接或间接刺激破骨细胞的发生 、分

化 、成熟和活性 ,增加破骨细胞的数目 ,引起骨吸收。

对其对于成骨细胞的直接作用研究较少 。

　　本实验旨在建立一种胎儿头骨成骨细胞原代培养

体系 ,采用碱性磷酸酶染色方法鉴定。加入不同种类

不同浓度的磨损颗粒 ,观察细胞反应 ,了解成骨细胞在

这一过程中的作用。

1　材料和方法

1.1　主要仪器及试剂
　　CO2 孵箱(瑞士Heraeus 公司),超净工作台(上海山湖超净设

备厂), 酶联分析仪 ,离心机(Beckman 公司)。DMEM 培养液(GI-

BECO 公司), 小牛血清(杭州四季青生物工程材料研究所),
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0.25%胰蛋白酶 , 0.02%EDTA ,Hanks 液 ,MTT(噻唑蓝 , 华美生物

工程公司)。染色用试剂:固定液 , 冷丙酮 , ALPase活性检测试剂

盒(BGH 公司)。 0.1%Triton X-100 孵育液:2%巴比妥钠(5 ml ,上

海化学试剂公司), 3%β-甘油磷酸钠(5 ml ,MERCK 公司), 2%硝

酸钙(10 ml ,上海化学试剂公司), 2%硫酸镁(5 ml ,上海化学试剂

公司),蒸馏水(25 ml ,上海化学试剂公司),磨损颗粒:PE 颗粒、

TI-6Al-4V颗粒 、Co-Cr-Mo颗粒(均为Zimmer公司惠赠)。

1.2　主要步骤
1.2.1　取材　　无菌条件下取流产 70 d 胎儿头盖骨(上海长

海医院妇产科),剪碎成2 mm×2 mm×2 mm ～ 5 mm×5 mm×5

mm ,Hanks液反复冲洗 , 取 20 个左右组织块 , 置于培养瓶中 , 翻

转培养 2 h , 加入 DMEM ,培养 , ALP 鉴定染色。对照组:孵育液

中以 10 ml蒸馏水代替甘油磷酸钠。

1.2.2　染色步骤　　固定 、干燥 , 入孵育液 2 h , 蒸馏水洗 , 2%

硝酸钙 2 min , 2%硝酸钴 2 min , 蒸馏水洗 , 0.5%硫化铵 1 min ,

水洗 、脱水 、透明 、封片。

1.2.3　ALP活性检测　　细胞接种于 96 孔板 , 每孔加 200 μl

0.1% Triton X-100 12 min , 超声破碎(冰浴 、150 W、5 s 间歇), 加

新鲜配制底物 100 μl , 37 ℃孵育 30 min , 加 NaOH 终止反应 , 免

疫酶联检测 ,波长 410 nm。

1.2.4　磨损颗粒与成骨细胞相容性检测　　接种细胞于 96 孔

板 ,加磨损颗粒 , 生理盐水(阴性对照), 磨损颗粒浓度分别为

0.1 、 1、 10、 100 ng ml ,培养 24 h ,呈色 , 每孔加MTT(5 mg ml)20

μl , 孵育 4 h , 弃上清 , 加 150 μl DMSO 振荡 10 min , 比色 , 490 nm

波长酶联免疫检测仪测定光吸收值(A 值)。

1.3　统计学处理
　　结果以  x ±s 表示 , 应用 SPSS 医用统计软件包。 采用

ANOVA方差分析 , 并行方差齐性检验。

2　结果

2.1　培养成骨细胞倒置显微镜观察
　　培养 2～ 3 d 后 ,倒置相差显微镜下可见骨块周围开始细胞

长出 ,贴壁生长 , 成梭形 , 胞核呈椭圆形 , 见图 1。 7 d 左右细胞

开始融合成片 ,分界模糊 , 有多层现象 ,见图 2。

图 1　培养 3 d的成骨细胞　(倒置显微镜×100)

Fig 1　Osteoblasts after culture for 3 d　(Inverted phase

microscope×100)

图 2　培养 7 d的成骨细胞　(倒置显微镜×100)

Fig 2　Osteoblasts after culture for 7 d　(Inverted

phase microscope×100)

2.2　培养成骨细胞碱性磷酸酶染色结果
　　经 AKP 染色后 , 多数细胞的胞质中可见灰褐色的细小颗

粒 ,有些融合成片状 , 表明 AKP含量较高 ,见图 3。

图 3　碱性磷酸酶染色显示 ,培养细胞浆内有灰褐色细小颗粒　(×200)

Fig 3　AKP staining of cultured osteoblasts　(×200)

2.3　MTT 法结果
　　将不同种类不同浓度所得的 A 值进行方差分析 ,结果各组

数据之间无显著性差异(P>0.05 , n=10),见表 1。

表 1　不同种类磨损颗粒加入后的 MTT法光吸收值(A490 , x±s)

Tab 1　A490 value after adding different kinds of wear

particles by MTT(A 490 , x±s)

Concentration(ng ml)
Wear particles

0.1 1 10 100

PE 0.25±0.006 0.28±0.050 0.28±0.053 0.26±0.010

TI-6Al-4V 0.26±0.035 0.28±0.042 0.27±0.060 0.28±0.015

Co-Cr-Mo 0.27±0.015 0.27±0.006 0.28±0.042 0.25±0.031

DMEM 0.27±0.032 0.28±0.040 0.26±0.006 0.27±0.036

3　讨论

　　成骨细胞体外培养经过近 40年的发展
[ 4]
,目前已

成为一种成熟的方法 。本实验按照 Riccio 等
[ 1]
方法建
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立原代体外培养的成骨细胞。原代培养最大的优点是

组织与细胞刚刚离体 ,生物学性状尚未发生很大变化 ,

具有二倍体遗传性 ,在一定程度上能反应体内状态。

同时原代培养也是建立各种细胞系的前提 。故成骨细

胞的原代培养目前仍是成骨细胞体外实验的重要来源。

　　本实验采取组织块移行生长法培养 。Ecarot-char-

rier 根据成骨细胞具有移行生长的特点 ,1983年首次

提出用组织块移行生长法分离成骨细胞并获成功 。组

织块移行生长法较为简单 ,对细胞损伤少 ,所得成骨细

胞数量较少 ,不能满足短期内获得大量成骨细胞的需

要。成骨细胞呈贴壁型生长 ,形态均匀一致 ,均为梭

形 ,胞质透明颗粒少 ,单个核 ,具有多数学者报道的形

态学特征
[ 7 , 8]
。成骨细胞鉴定方法包括形态观察 、碱性

磷酸酶(ALP)活性检测 、Ⅰ型胶原测定等 。形态上 ,成

骨细胞一般呈长梭形 ,与纤维细胞相似
[ 2 , 3]
。而碱性磷

酸酶检测是最为常用的细胞的成骨鉴定方法。Bruder

等
[ 9]
研究发现 ,碱性磷酸酶在骨 、肝 、肾 、肠等组织都有

表达 ,它们是同工酶 。除小肠的碱性磷酸酶外 ,由同一

基因编码 ,分子质量在 155×10
3
左右 。Bruder等

[ 9]
制

成一种针对鸡成骨细胞的特异性抗体 SB-1 ,经实验证

实 , 这种特异性抗体就是针对碱性磷酸酶表位

(Epitope)的。碱性磷酸酶活性是成骨细胞分化成熟的

重要标志之一 ,可采用细胞化学或定量测定 ,并以同源

的其它细胞(多用纤维细胞)为对照 。成骨细胞碱性磷

酸酶染色阳性 ,或可测得一定数值 ,同源的其它细胞染

色阳性 ,定量数值往往测不到 。本试验选用改良的

Gomori钙钴法染色 ,结果碱性磷酸酶呈淡灰 、灰黄 、灰

黑色 ,色深者表示酶多。

　　人工关节置换术后 ,当局部磨损颗粒产生时 ,与周

围环境中的单核巨噬细胞 、成骨细胞 、破骨细胞和血循

环中的白细胞接触 ,故有必要研究磨损颗粒对各种细

胞的作用。单核巨噬细胞吞噬磨损颗粒 ,如骨水泥颗

粒(PMMA)、PE 颗粒 、Co-Cr-Mo 颗粒 、TI-6Al-4V 颗粒

后 ,分泌炎症介质。这些炎症介质能趋化周围的其他

细胞并诱导细胞功能变化而导致一系列反应 。这些炎

症介质包括 IL-6 , TNF-α,OPG OCIF ,PG(Prostaglandins)

等 ,参与反应的细胞包括单核巨噬细胞 、成骨细胞 、破

骨细胞等
[ 3 , 7]
。研究认为:IL-1 , IL-6 , TNF-α, M-CSF ,

ODF OPGL等细胞因子直接或间接刺激破骨细胞的发

生 、分化 、成熟和活性 ,增加破骨细胞的数目 ,引起骨吸

收
[ 5 ,10]
。Wang等

[ 6]
观察到不同浓度的金属颗粒如钛 、

钴 、铬颗粒对成骨细胞系 CRL 1534细胞无毒性作用 ,

但可以刺激细胞分泌 IL-1β , IL-6 ,和 TNF-α,同时不分

泌TGF-β1。本实验将 PE颗粒 、TI-6Al-4V颗粒 、Co-Cr-

Mo颗粒加入体外原代培养的人成骨细胞培养环境中 ,

比较 3种不同磨损颗粒对体外原代培养人成骨细胞的

作用。结果显示不同浓度 、不同磨损颗粒对原代培养

成骨细胞成活均无明显影响 ,但至于磨损颗粒对成骨

细胞有无刺激分泌各种炎性介质或影响代谢等作用 ,

有待于进一步实验证实。
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列腺素E1 可使宫颈纤维组织软化胶原降解 ,引起子宫平滑肌收

缩,因此能有效地促进子宫收缩。从本研究看 ,前列腺素 E1 对采

用缩宫素等方法治疗宫缩乏力性出血无效时, 仍能发挥较好的促

宫缩作用 ,且在较短时间内获得显著的临床效果。因此 ,我们认为

前列腺素 E1治疗宫缩乏力性出血疗效可靠,副作用小, 起效快 ,无

特殊禁忌 ,尤其是目前无麦角新碱药物时的最佳选择。

　　关键词:产后出血;宫缩乏力;前列腺素 E1

　　中图法分类号:R714.461;R977.6　　　文献标识码:B
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