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摘要 目的：骨髓间充质干细胞(Bone Mesenchymal Stem Cells，BMSCs)是骨再生工程中重要的种子细胞，它对骨组织缺损的修复
有着良好的效果。但是 BMSCs向成骨细胞分化并修复骨组织缺损是是由细胞外因子共同作用产生的结果。DDR2（Discoidin
Domain Receptor 2）作为 I型胶原的特异性受体在成骨细胞的分化中发挥重要的调节作用。而对于其在 BMSCs向成骨细胞的分
化过程中的所起到的作用还鲜有研究，对其作用机理尚不明确。因此我们希望通过分离、培养并鉴定比较 DDR2基因缺失小鼠与
野生型小鼠来源的骨髓间充质干细胞了解其生物学特性，为后续的实验奠定理论基础。方法：采用改良型的全骨髓贴壁细胞分离

方法分离培养两种小鼠来源的骨髓间充质干细胞,采用流式细胞技术鉴定其表面标记物的表达，并利用诱导培养液诱导骨髓间充

质干细胞向成骨细胞和成脂肪细胞分化。结果：分离培养的两种骨髓间充质干细胞形态一致，增殖能力和自我更新能力强，流式

细胞术检测其表面标记物 CD29，Sca-1均表达阳性，CD105，CD45表达为阴性，分离得到的两种细胞均有向成骨细胞和成脂肪细
胞分化的能力，但可以明显观察到 DDR2基因缺失小鼠的骨髓间充质干细胞的成骨分化能力减弱。结论：本实验通过对于 DDR2

基因缺失小鼠 BMSCs分离、培养和鉴定，初步探索 DDR2基因缺失在在成骨过程中的作用结果，为进一步研究提高 BMSCs的成
骨分化能力奠定理论基础。经实验证明, DDR2基因缺失小鼠来源的骨髓间充质干细胞虽然仍具备干细胞的生物学特性,但其向
成骨细胞的分化能力明显减弱，说明 DDR2基因缺失对其骨髓间充质干细胞的成骨分化等有着重要的影响。
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Biological Characteristics of Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells
(BMSCs) Derived from Discoidin Domain Receptor 2 Knockout Mice*

Bone Mesenchymal Stem Cells are a kind of stem cell, which are the common cell source of osteoblasts,
have good ability to repair bone defects. However, the differentiation of BMSCs into osteoblasts is a very complicated process, DDR2
(Discoidin Domain Receptor 2) as a specific receptors of type I collagen, plays an important role in regulation of osteoblast differentiatio-

n. However, the function of DDR2 on the osteogenic differentiation of BMSCs is rarely studied, and its functional mechanism is also
unclear. Therefore, we hope that through isolated, cultured and identified comparison between DDR2 gene deletion in mice and
wild-type mice bone marrow-derived mesenchymal stem cells to understand their biological characteristics, the theoretical basis for the
subsequent experiments. BMSCs were isolated from DDR2 knockout mice by using a modified adherent culture method, and

general BMSCs surface markers were detected by flow cytometry method. To detect their differentiation capacity, BMSCs were
differentiated into osteoblasts and adipocytes. Upon certain induction conditions. The BMSCs showed spindle-shape morphology

and high capacity of proliferation and self-renewal. The cells were CD105+ and Sca-1+, but CD29- and CD45-. They also showed the
differentiation capacity into osteoblasts and adipocytes. In this study, we isolated, cultured and identified the BMSCs
derived from DDR2 gene knockout mice and explored the influence of DDR2 on the biological characteristics and osteogenic ability of
BMSCs,to lay the theoretical foundation for the promotion of BMSCs ability on bone regeneration. These results illustrated that BMSCs
derived from DDR2 knockout mice have perfect stem biological characteristics, but their differentiation ability into osteoblasts are

significantly reduced, which suggests that DDR2 has very important role in BMSCs' differentiation.
DDR2; Mesenchymal Stem Cells; Flow Cytometry; Differentiation
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前言

DDR2（Discoidin Domain Receptor 2）是 DDRs (Discoidin
Domain Receptors)家族中的一员。它可以选择性地被纤维性胶

原刺激活化，当 DDR2与胶原结合后，首先发生磷酸化，并进一

步发生受体酪氨酸残基磷酸化的扩大，激活下游信号分子的活

化与级联放大，从而介导细胞与细胞外基质之间的信号传导。

有研究表明，DDR2 参与了包括有小鼠的个体发育[1]以及肿瘤

的转移[2]、类风湿性关节炎、动脉粥样硬化、组织修复等重大疾

病过程。其主要表达于间质来源的细胞，通过介导基质金属蛋

白酶的产生调节细胞外基质的微环境[3,4]，而 I型胶原是成骨细

胞分化的早期标志性分子，同时也是成骨细胞胞外基质的重要

组成成分，因此，DDR2作为胶原的特异性受体，必然在成骨细

胞的分化中发挥重要的调节作用[5-7]。

骨髓间充质干细胞(Bone Mesenchymal Stem Cells，BMSCs)

是一种具有多向分化能力的多能干细胞，其在体外向成骨细

胞、脂肪细胞、神经细胞等多个方向诱导分化[8,9]，因其较低免疫

原性，和较强的多向分化能力，现已成为组织工程中热门的种

子细胞[10,11]。

DDR2作为成骨过程中的特异性受体，如何在成骨分化过

程中对骨髓间充质干细胞的增殖分化产生影响使得分离、培养

DDR2基因缺失小鼠自体的骨髓间充质干细胞并掌握其生物
学特性显得尤为重要了。

1 材料和方法

1.1 实验动物

取同窝生 6-8周龄野生型 C57小鼠、DDR2基因缺失 C57

小鼠，各 20只，雄性，体重 18-22 g，基因缺失小鼠于第四军医
大学基础部生物化学教研室繁殖以获得足够的动物样本。

1.2 细胞分离和培养

使用改良型全骨髓贴壁法培养小鼠 BMSCs[15]。在超净工

作台内，用颈椎脱臼法处死小鼠，取出小鼠四肢，将剪下的四肢

放于 75%乙醇浸泡 5 min后，在 PBS中去除附着在下肢上的筋

膜 、肌肉、其他结缔组织，尽量保持其完整。之后于两端的骨骺

段剪断，用 1 mL无菌注射器吸取含 10%FBS的 琢-MEM培养

液，反复冲洗骨髓腔，将骨髓腔冲干净，收集冲出液。将培养液

中骨髓块反复吹打至均匀，将细胞计数后按 3× 106个 /mL的

细胞密度接种于 25 cm2的培养瓶中，置于 37 ℃，5%CO2孵箱

中培养。48 h后半量换液，以后每隔 72 h全量换液，显微镜下观

察细胞形态的变化，待细胞生长至 80%密度时，用含有 EDTA

的 0.25%胰酶消化并按 1:2比例传代培养[12]。

DDR2基因缺失小鼠骨髓间充质干细胞的传代：经 12-14 d

的原代培养后，细胞贴壁生长达到 70%-80%时，去除培养基并
用 PBS冲洗 2次，然后加入胰酶室温下消化贴壁生长的细胞，

显微镜下观察，待大部分贴壁生长的细胞变圆或漂起时，加入

适量培养液终止胰酶消化作用，反复、轻柔吹打仍贴壁的细胞，

转移细胞悬液到离心管中，800 rpm离心 5 min，重新加入培养

基吹打成细胞悬液，计数后按 2× 106个 /cm2的浓度接种细胞

于培养瓶中扩增培养[12,13]。

DDR2基因缺失小鼠的骨髓间充质干细胞的形态及生长

状态的观察：相差倒置显微镜下观察分离所得骨髓间充质干细

胞在不同生长点的生长状态和形态特征。

1.3 对 DDR2基因缺失小鼠及野生小鼠的骨髓间充质干细胞

成骨分化能力的研究

取第 2代 BMSCs，消化后重悬细胞，镜下计数以 3× 105个

/mL的密度铺于 6孔板中，观察细胞贴壁长满后，换培养液为
含有 10% FBS的成骨诱导液[14,15]，每 3 d换液。21 d后弃去培养

液，用 PBS冲洗 2遍。在室温下，4%多聚甲醛固定 40 min，弃去
固定液，PBS冲洗 2遍，弃去。加入茜素红染液，室温下染色 30
min，PBS冲洗 2遍，镜下观察[16-18]。对照组野生型小鼠骨髓间充

质干细胞同上处理，镜下观察。

1.4 诱导 DDR2基因缺失小鼠的骨髓间充质干细胞及野生小

鼠的骨髓间充质干细胞向成脂分化

取对数生长期的第 2代 BMSCs，以 3× 105个 /mL密度接

种于 6孔板中待细胞贴壁长满后，加入成脂诱导液每 3 d换液

一次，观察细胞分化情况[19]。镜下可见培养第 7-10 d后细胞质

中开始出现圆形透明脂滴，14 d后油红 O染色。染色前 4%多

聚甲醛固定细胞 30 min。将配好的油红染剂静置 10 min，滤纸
过滤。吸出孔内固定液，PBS冲洗，加入油红 O染液，室温下避

光染色 30-40 min，弃去油红 O，PBS冲洗 2遍，镜下观察[16,19-22]。

对照组野生型小鼠骨髓间充质干细胞同上处理，镜下观察。

1.5 流式细胞技术检测

选用第 2代处于对数生长期的两种 BMSCs，弃去培养液

后用 PBS清洗 2遍，常规方法消化，离心，弃上清，加入含 10%

胎牛血清的 PBS重悬细胞，计数使细胞密度为 1× 107个 /mL，
均匀吹打后，分别加入到 4个 1.5 mL的 EP管中，每管 100 滋L，

再分别加入 CD29、CD45、CD105以及 sca-1抗体。每隔 15 min

轻晃，共孵育 1小时。吸出抗体，用 PBS洗 2遍，离心（800 rpm

/ 5 min），重悬细胞，于流式细胞仪检测细胞表面分子的表达水

平[16]。

2 结果

2.1 细胞形态学观察

原代细胞培养 24 h后开始贴壁，但数量极少。刚贴壁细胞

不规则，原代培养 3-5 d后，大部分细胞贴壁生长，大部分细胞

形态呈多变形，散在分布（图 1A，B）。经原代培养 7 d后，培养

的细胞开始进入对数生长期，倒置显微镜下观察可见细胞形态

为梭形，呈漩涡状生长并有细胞集落形成（图 1C，D）。传代后，

细胞增殖速度较快，大约 4 h后贴壁，一般 3-4 d细胞呈漩涡状

或放射状排列，即可长满。倒置显微镜下观察，传代培养的

BMSCs，细胞生长密集，基本以长梭形为主（图 1E-H）。

2.2 DDR2 基因缺失小鼠与正常野生型 C57 小鼠的骨髓间充

质干细胞表面抗原表达的鉴定结果

结果显示：C57小鼠骨髓间充质干细胞 CD29和 Sca-1阳
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性率分别为 95.2 %和 94.7 %，DDR2基因缺失小鼠骨髓间充质

干细胞 CD29和 Sca-1阳性率为 95.4 %和 92.4 %。C57小鼠骨

髓间充质干细胞 CD105 和 CD45 阴性率分别为 0.6 %和 5.2

%，DDR2基因缺失小鼠骨髓间充质干细胞 CD105和 CD45阴
性率为 1.0 %和 5.1 %（图 2）。
2.3 DDR2 基因缺失小鼠与正常野生型 C57 小鼠的骨髓间充

质干细胞多向分化能力的鉴定结果

2.3.1不同来源两组 BMSCs向成骨细胞方向分化结果的比较

野生型小鼠骨髓间充质干细胞在成骨诱导过程中，可观察到细

胞形态的改变。成骨诱导 14 d后在显微镜下观察到一些散在

分布的小褐色结节。成骨诱导 21 d后，茜素红染色可见大量的
矿化结节形成。但是 DDR2基因缺失型小鼠的骨髓间充质干细

胞的成骨诱导第 21 d，镜下观察可见矿化结节形成量极少。茜

素红染色同样证实了镜下观察（图 3）。

图 1 BMSCs在不同培养天数的形态学特征

注：A为野生小鼠 BMSCs培养第 3天（× 100）；B为 DDR2基因缺

失小鼠 BMSCs培养第 3天（× 100）；

C为野生小鼠 BMSCs培养第 10天（× 100）；D为 DDR2基因缺失

小鼠 BMSCs培养第 10天（× 100）；

E为野生小鼠 BMSCs P2代（× 100）；F为 DDR2基因缺失小鼠

BMSCs P2代（× 100）；

G为野生小鼠 BMSCs P2代（× 200）；H为 DDR2基因缺失小鼠

BMSCs P2代（× 200）

Fig. 1 Morphology of two groups of BMSCs after culturing the cells for

different days

Note: A, BMSC derived from wild type mice culturing for 3 days (×

100); B, BMSC derived from DDR2 knockout mice culturing for 3 days

(× 100); C, BMSC derived from wild type mice culturing for 10 days

（× 100）; D, BMSC derived from DDR2 knockout mice culturing for

10 days（× 100）; E, the second passage of BMSC derived from wild

type mice（× 100）; F, the second passage of BMSC derived from

DDR2 knockout mice（× 100）; G, the second passage of BMSC

derived from wild type mice（× 200）; H, the second passage of BMSC

derived from DDR2 knockout mice（× 200）

图 2 流式细胞仪对培养细胞表面抗原表达情况的检测结果

Fig.2 Flow cytometry analysis of the expression of stem cell surface markers
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3 讨论

目前分离骨髓间充质干细胞的方法有很多种，常用的方法

有：密度梯度离心法[23]，全骨髓贴壁法[13,24]，免疫磁珠分选法[25]等

等。经过多次实验比较，本实验选用了改良型的全骨髓贴壁法。

该操作简单，不易污染且保持了骨髓的微环境有利于细胞的生

长[26]。

观察分离培养的 DDR2基因缺失小鼠的骨髓间充质干细
胞，发现原代培养过程中有细胞克隆形成现象，从第二代起细

胞以梭型为主，增殖能力较强，可以稳定传代。这说明了 DDR2

基因敲除小鼠的骨髓间充质干细胞同样具有自我更新及较强

的增殖能力。

对 DDR2基因缺失小鼠的骨髓间充质干细胞的表面抗原
采用流式细胞仪检测，骨髓间充质干细胞一直缺乏特异性的分

子标记，大家所使用的表面抗原标记物各有不同[27]。现阶段很

多研究表明，经流式细胞仪检测的骨髓间充质干细胞可以表达

内皮细胞，间质细胞，表皮细胞，以及肌肉细胞等多种细胞的表

面标记，如 CD44（透明质酸受体）、细胞因子类 CD105（内皮因

子表面标记）、CD29（结合素类）及其他因子 CD90（Thy-1糖蛋
白）等。但骨髓间充质干细胞不表达造血谱系细胞的表面标记

如 CD45（白细胞标记），也不表达淋巴细胞表面标记 CD11a和

巨噬细胞表面标记 CD11b等。流式细胞仪检测 DDR2基因缺

失小鼠的骨髓间充质干细胞的表面抗原结果与上述研究成果

相符。

此外，本实验通过将培养的骨髓间充质干细胞向成骨及成

脂方向诱导分化的实验，验证了 DDR2基因缺失小鼠的骨髓间

充质干细胞在体外同样具有向成骨细胞，成脂肪细胞分化的能

力。

综上，通过上述实验结果，说明 DDR2基因缺失小鼠骨髓

间充质干细胞具有良好的干细胞的生物学特性，但从诱导成骨

分化实验的结果提示，DDR2基因缺失导致其骨髓间充质干细

胞向成骨细胞分化的能力明显的下降。这与我们前期对 DDR2

作为 I型胶原的受体参与到成骨过程中的预测一致。目前的研

究鲜有 DDR2对于 BMSCs向成骨细胞分化方面的作用影响

的相关报道，因此，本实验为研究 DDR2基因缺失小鼠成骨能

力低以及进一步深入研究 DDR2基因作为成骨过程中重要的

基因所发挥的作用提供了方法学上的指导和治疗学上的实验

依据，为进一步了解 DDR2成骨分化过程中作用的机制机理研

究过程奠定理论基础。

图 3 茜素红染色结果

Fig.3 Alizarin Red S staining to detect the osteogenic differential ability of BMSC in two groups

图 4 油红 O染色结果

Fig.4 Oil Red O staining to detect the adipogenic differential ability of BMSC in two groups

2.3.2 骨髓间充质干细胞向脂肪细胞分化结果 镜下可观察到

两种骨髓间充质干细胞均可见细胞内出现小的圆形脂滴，随着

时间的变长，细胞逐渐变大，变圆，细胞内脂滴逐渐增多。诱导

14 d后，油红O染色，可见细胞内明显的红色圆形脂滴，如图4。
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