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磷离子对 BM-hMSCs增殖及成骨分化的影响 *
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摘要 目的：探讨磷离子对人骨髓来源的间充质干细胞(Human bone marrow mesenchymal stem cells，BM-hMSCs)增殖及成骨分化

的影响。方法：从 ScienCell实验室购买的 BM-hMSCs分别在无血清生长培养基(对照组)和添加 4mmol(4P组)、8mmol(8P组)磷离

子的无血清生长培养基中培养 21天，通过 CCK8比色法评估细胞的增殖情况；RT-PCR检测成骨分化标记性基因胶原蛋白Ⅰ、骨

钙素、碱性磷酸酶的表达水平；茜素红染色检测 BM-hMSCs成骨分化产生的矿化结节。结果：在培养 4、7、14天时，4P和 8P组中
BM-hMSCs的增殖都明显高于对照组，且 8P组中 BM-hMSCs的增殖高于 4P组；培养 21天时，4P和 8P组中 BM-hMSCs的增殖

明显低于对照组。与对照组相比，在培养 7天时，4P和 8P组 OC的表达下调，而 14、21天时，OC的表达上调。4P和 8P组中 ALP

的表达水平与对照组无明显差异。7天时，4P、8P组 ColⅠ的表达水平均明显高与对照组；14天时，8P组 ColⅠ的表达水平与对照
组表达无明显差异；21天时，4P、8P组中 ColⅠ的表达水平都均与对照组表达无明显差异。培养 21天时，4P、8P组矿化结节的形

成明显增加。结论：磷离子在早期可以促进 BM-hMSCs的增殖，晚期诱导其成骨分化。
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Study on the Effect of P Ion on the Proliferation and Osteogenic
Differentiation of BM-hMSCs*

To investigate the effect of P ion on proliferation and differentiation of BM-hMSCs. BM-hMSCs

purchased from ScienCell Research Laboratories were subjected to serum free growth medium (control group) and serum free growth

medium with additional 4mmol Pi(4P) or 8mmol Pi(8P) for 21d. CCK8 colorimetric method was used to assess the cellular proliferation;

RT-PCR was used to examine the mRNA expression of osteogenic marker genes, including alkaline phosphatase, collagen typeⅠ and

osteocalcin; Alizarin Red-S method was used to study the mineralization of BM-hMSCs. The proliferation of BM-hMSCs

significantly increased in 4P and 8P groups in day 4, 7 and 14 whereas decreased in day 21 compared to that in the control group. The

proliferation of BM-hMSCs was more obvious in 8P group. The mRNA expression of OC was down-regulated in 4P and 8P groups in
day 7 whereas the mRNA expression of OC was up-regulated in day 14 and 21compared to control group.The mRNA expression of ALP

in 4P and 8P group was not different with that in control group. The mRNA expression of collagen typeⅠ significantly increased in 4P

group in day 7 and 14, but only increased in 8P group in day 7. The formation of mineralization nodules in BM-hMSCs were obvious in

both 4P and 8P groups in day 21. Our data indicated that Pi could promote proliferation at an early stage and induced

osteogenic differentiation of BM-hMSCs.at late stage.
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前言

间充质干细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)是一种在体

外能进行反复自我复制、并保持其生物学性能特别是多向分化

潜能的细胞。在不同因素的诱导刺激下，MSCs可以向不同的

细胞系分化生长。骨髓间充质干细胞 (bone marrow mesenchy-

mal stem cells，BM-MSCs) 因其独特的优势近年来也引起了研

究者的广泛关注[1-3]。扩增人的间充质干细胞(human mesenchy-

mal stem cells，hMSCs) 特别是人骨髓来源的间充质干细胞(hu-

man bone marrow mesenchymal stem cells，BM-hMSCs) 后通过
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基因疗法或者构建骨组织工程用于骨组织再生或骨组织缺损

修复的方法成为了当前研究的热点。而我们所面临的一个重要

挑战是确定促进 BM-hMSCs增殖和成骨分化的因素和途径。

磷是人体骨骼无机成分的主要组成部分，而骨骼中含有全

身 80%的磷[4]。人工合成的各种含磷骨粉及支架材料因具有良

好的生物相容性和机械性能，已被广泛用于口腔及整形外科的

骨缺损修复。以支架材料复合种子细胞构建的组织工程骨较传

统的填充材料在修复程度、修复速度、新生骨形态等方面具有

更多的优越性，是骨组织工程学的重要研究内容，也是近年来

的研究热点。了解骨粉、支架材料组成成分对种子细胞生物学

行为与功能的影响对于更好的构建组织工程骨至关重要。以往

关于磷离子(Pi)对其它干细胞的作用研究表明，4 mmol、8 mmol

的 Pi对干细胞的调控作用相对明显[5-7]，但多数采用含血清的

培养基进行细胞培养研究。血清的成分复杂，可能对研究结果

有一定的影响，而且不同的物种对同一种材料的反映也不尽相

同[8]。因此，本研究选择在无血清培养基培养条件下，探讨 4

mmol、8 mmol的 Pi对 BM-hMSCs增殖及成骨分化的影响，以

期为未来更合理的应用磷材料提供更多的参考依据。

1 材料和方法

1.1 主要试剂
人骨髓间充质干细胞(美国 ScienCell)，间充质干细胞生长

培养基 -无血清(美国 ScienCell)，间充质干细胞完全培养基(美

国 ScienCell)，二水氯化钙(CaCl2·2H2O)(上海恒远)，二水磷酸

二氢钠(NaH2PO4·2H2O)(上海恒远)，二水磷酸氢钠(NaHPO4·

2H2O)(上海恒远)，CCK8试剂盒 (北京泰泽瑞达)，Trizol试剂盒
(美国 Gibco)，引物 (上海博亚），反转录酶(美国 Invitrogen)，
SYBR GreenⅠ荧光染料 (美国 Biotium)，茜素红 (上海恒远)
1.2 主要仪器

液氮罐 (上海赛岐 )，-80 ℃ 低温冰箱 (德国 Heraeus
HFU586)，CO2培养箱 (德国 Heraeus BB622002)，超净工作台
(北京半导体设备厂 JJT-1300)，全自动酶标仪 (美国 BIO)，
CFX96实时定量 PCR 仪 (美国 Bio-Rad), 倒置显微镜 (日本
Olympus)。
1.3 方法
1.3.1 实验分组对照组 (GM): BM-hMSCs+间充质干细胞生长

培养基 -无血清
4P组：BM-hMSCs+4mM Pi+ 间充质干细胞生长培养基 -

无血清

8P组：BM-hMSCs+8mM Pi+ 间充质干细胞生长培养基 -

无血清

1.3.2 Pi 离子溶液的制备 普通培养液中的 Pi 主要来源于
NaH2PO4，但添加不同浓度的 NaH2PO4将会对培养液 pH值构

成显著影响，因此本试验参照文献方法[9]，将 NaH2PO4·2H2O和
NaH2PO4·2H2O按 1:4的摩尔比溶解于 Hepes缓冲液制成 Pi浓
度为 400和 800 mmol的母液，通过孔径为 200目筛网过滤。用

无血清间充质干细胞生长培养基稀释母液配制成 Pi浓度为 4

和 8 mmol的培养液。
1.3.3 BM-hMSCs的复苏和传代 从液氮罐中取出 BM-hMSCs

的冻存管，置于 37 ℃温水中溶解，吸出细胞悬液，注入 EP管中

并加入合适体积的完全培养基，低速离心，弃上清，重复一次。

离心得到的 BM-hMSCs在 5% CO2、37 ℃培养箱培养，每 3天
更换培养液。BM-hMSCs达到 80 %汇合时以 1:3传代，传至第

三代时用于实验。

1.3.4 BM-hMSCs增殖的测定 将 BM-hMSCs以细胞密度 1×
104/cm2接种于 96孔培养板内，每组设 5个平行孔，共 3组 15

孔。4天、7天、14天、21天，每个时间点设置一块培养板，共 4

板。37 ℃，5 %CO2培养 24小时使细胞贴壁后去除原培养基，

添加 4 mmol或 8 mmol Pi的无血清生长培养基和单纯的无血
清生长培养基，各 200滋L，每 3天换相应的培养液一次。在培养

4、7、14、21天时，分别取相应培养板，去除原培养基，将无血清

生长培养液与 CCK8 溶液按 10：1 的比例混合，每孔加入
150滋L CCK-8混合培养液，继续培养 5小时，检测 450 nm波长

下的 OD值。计算细胞的相对增长率 P%=OD实验组 /OD对照
组× 100%。
1.3.5 定量 RT-PCR 检测 将 BM-hMSCs 以细胞密度 1 ×
104/cm2接种于 3块 6孔板，37 ℃，5 %CO2培养 24小时使细胞

贴壁后去除原培养基，添加 4 mmol Pi或 8 mmol Pi的无血清

生长培养基和单纯的无血清生长培养基，各 2 ml，每 3天换相
应的培养液一次，培养 21天。PCR引物序列由上海博亚生物技

术有限公司合成。碱性磷酸酶(alkaline phosphatase，ALP)引物

序列：5’-AACATCAGGGACATTGACGTG-3’(正义链 )，5’
-GTATCTCGGTTTGAAGCTCTTCC-3’(反以链)；Ⅰ型胶原蛋

白(collagen typeⅠ，COL Ⅰ )引物序列：5’-GAGGGCCAAGAC-

GAAGACATC-3’( 正 义 链 )，5’-CAGATCACGTCATCGCA-

CAAC-3’(反以链 )；骨钙素 (osteocalcin, OC) 引物序列：5’
-CACTCCTCGCCCTATTGGC-3’( 正 义 链 )，5’-CCCTCCT-

GCTTGGACACAAAG-3’(反以链)；内参磷酸甘油醛脱氢酶
(Phosphoric acid glycerol aldehyde dehydrogenase protein，
GAPDH)引物序列：5’GAGTCAACGGATTTGGACGT-3’(正义
链 )，5’-GACAAGCTTCCCGTTCTCAG-3’(反义链 )。细胞总
RNA抽提按 Trizol RNA试剂盒的操作说明进行，总 RNA 反

转录，调节不同样本的 cDNA模板量，以每 25 滋L PCR反应体

系加 1 滋L模板。定量 PCR扩增不同样品的 cDNA，以 GADPH

为内参，采用 Bio-Rad CFX96荧光定量 PCR仪扩增并检测目的
基因。计算机分析 Ct值，样品中基因表达相对值表示为 2-△△Ct。

1.3.6 茜素红矿化结节染色 将 BM-hMSCs 以细胞密度 1×
104/cm2接种于 24孔板，37 ℃，5 % CO2培养 24小时使细胞贴
壁后去除原培养基，添加 4 mmol或 8 mmol Pi的无血清生长培

养基和单纯的无血清生长培养基，每 3天换相应的培养液一

次。培养 21天，弃去培养上清液，用 PBS缓冲液冲洗 2遍，加

入 95 %乙醇固定 10分钟，再用蒸馏水冲洗 3次，风干，倒置显

微镜下观察。将 0.5 %茜素红 -Tris-HCl(PH8.3)加入培养孔中，

在 37 ℃恒温条件下放置 30分钟弃去染液，用蒸馏水冲洗干

净，观察染色情况。

1.4 统计学分析
利用 SPSS16.0分析实验数据，计量资料数据统一表示为

均数± 标准差(x± s)，方差齐时通过单因素方差分析，两组间的

比较采用 SNK-q检验，方差不齐时通过秩和(x2)检验分析，P<0.

05时为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 Pi对 BM-hMSCs增殖的影响

在培养 4天、7天、14天时，4P和 8P组中 OD值明显高于

对照组；21天时，低于对照组，说明 4P和 8P组中 BM-hMSCs

的增殖在培养 4天、7天、14天时都明显高于对照组，且 8P组
中 BM-hMSCs 的增殖高于 4P 组；21 天时，4P 和 8P 组中
BM-hMSCs的增殖明显低于对照组(见表 1、图 1)。

表 1 Pi对 BM-hMSCs增殖的影响(OD值)

Table 1 The effects of Pi on the proliferation of BM-hMSCs(OD)

GM 4P（P%） 8P(P%) P(4P/8P)

4d

7d

14d

21d

0.094± 0.006

0.148± 0.008

0.250± 0.005

0.210± 0.011

0.166± 0.004*(177%）

0.217± 0.003**(147%)

0.393± 0.006**(157%)

0.123± 0.006**(59%)

0.174± 0.004**(185%）

0.271± 0.008**(183%)

0.405± 0.006**(162%)

0.091± 0.005**(43%)

<0.05

<0.01

<0.05

<0.01

2.2 Pi对 BM-hMSCs 中 OC、COLⅠ及 ALP mRNA 表达水平

的影响

与对照组相比，BM-hMSCs 在添加 4 mmol 和 8 mmol Pi

的培养基培养 7天时，OC的表达下调；培养 14天、21 天时，
OC的表达明显上调（见表 2）。4P和 8P组中 ALP的表达水平

与对照组无明显差异(见表 3)。7天时，4P、8P组 ColⅠ的表达水

平均明显高与对照组；14天时，8P组 ColⅠ的表达水平与对照

组表达无明显差异；21 天时，4P、8P组中 ColⅠ的表达水平都

均与对照组表达无明显差异(见表 4)。
表 2 Pi对 OC表达的影响(2-ΔΔCt）

Table 2 The effects of Pi on the expression of OC(2-ΔΔCt）

表 3 Pi对 ALP表达的影响(2-ΔΔCt）

Table 3 The effects of Pi on the expression of ALP(2-ΔΔCt）

表 4 Pi对 COLI表达的影响(2-ΔΔCt）

Table 4 The effect of Pi on the expression of COL I(2-ΔΔCt）

2.3 Pi对 BM-hMSCs矿化结节形成的影响

培养 21天时，肉眼观察和显微镜 200倍镜下观察茜素红

矿化结节染色，可见 4P、8P组形成多处红染矿化结节，而对照

组未见任何红染矿化结节 (图 2、3)，表明 BM-hMSCs可在 4

mmol或 8 mmol Pi诱导下成骨分化，并形成细胞外矿化结节。

3 讨论

BM-hMSCs是具有多向分化潜能的间充质干细胞，是近年

注:* P＜0.05，**P<0.01与对照组比较。

Note:*P＜0.05, ** P＜0.01 compared with control group.

图 1 Pi对 BM-hMSCs增殖的影响

Fig. 1 The effects of Pi on the proliferation of BM-hMSCs

4P 8P P

7d

14d

21d

0.40± 0.18*

60.14± 26.02**

68.04± 29.17*

0.42± 0.03*

75.59± 20.89**

66.10± 29.46*

>0.05

>0.05

>0.05

注:与对照组比较 *P<0.05；与对照组比较 **P<0.01。

Note:*P＜0.05 compared with control group; ** P＜0.01 compared with

control group.

4P 8P P

7d

14d

21d

5.27± 4.34

6.19± 4.66

1.34± 0.49

4.55± 3.75

5.64± 3.85

1.01± 0.21

>0.05

>0.05

>0.05

4P 8P P

7d

14d

21d

133.18± 19.76**

13.77± 6.73*

1.86± 0.79

163.25± 7.38**

10.69± 7.29

1.79± 1.14

>0.05

>0.05

>0.05

注:与对照组比较 *P<0.05；与对照组比较 **P<0.01。

Note:*P＜0.05 compared with control group; ** P＜0.01 compared with

control group.

图 2 茜素红矿化结节染色

Fig. 2 Mineralized nodules staining by alizarin red

图 3 显微镜下观察茜素红矿化结节染色(× 200)

Fig.3 Mineralized nodulesstainingbyalizarin red undermicroscope(× 200)
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来受到研究者广泛关注适用于骨组织工程的种子细胞[10-12]，如何

诱导其定向分化成骨是目前其应用于骨组织工程所面临的重

大困难。而磷是目前大多数商用骨粉和支架材料共同含有的物

质，也是矿化骨组织的重要组成成分之一，在调节细胞生物过

程如复制、分化、矿化、凋亡方面都起着重要作用[13, 14]。了解磷对

BM-hMSCs增殖和定向成骨的作用可以更合理利用其为构建

骨组织创造一种新的途径，但迄今为止，关于 Pi对 BM-hMSCs

的作用尚未完全阐明。由于血清的成分复杂，为避免其影响，本

实验建立在体外无血清培养条件下，通过检测干细胞增殖及成

骨分化过程中表达的一些特定指标来探讨 Pi对 BM-hMSCs增

殖和成骨分化的调控作用，旨在为优化 BM-hMSCs在骨组织

工程、骨再生中的应用提供理论基础。

MSCs的成骨分化过程一般包括以下几个阶段：首先，在

各种促成骨的生长因子或激素的刺激下，MSCs复制，增生，转

化为成骨母细胞；随着 ALP的表达升高，成骨母细胞复制受到

抑制，分化形成前成骨细胞和成熟的成骨细胞，分泌细胞外基

质；随后细胞外基质出现聚集，矿化沉淀 [15,16]。本研究中，4

mmol/L和 8 mmol/L Pi培养 BM-hMSCs4天、7 天、14天时，其

增殖均明显高于对照；培养 21天时，其增殖均明显低于对照，

表明在前期时，Pi可以促进 BM-hMSCs的明显增殖，而后期
BM-hMSCs可能进入分化、矿化阶段。

ALP是组织非特异性多功能酶，广泛分布于人体各组织，

能催化核酸分子脱掉 5’磷酸基团；水解含磷基质增加局部环

境的磷酸根；拮抗抑制矿化因子焦磷酸盐作用促进骨矿化。

Ca2+、Pi在 ALP作用下沉积在胶原上完成骨基质矿化。ALP是
细胞成骨分化的早期标志物，在启动和加强基质矿化中扮演着

重要角色 [17,18]。本实验中，4 mmol/L 和 8 mmol/L Pi 培养
BM-hMSCs7天、14天、21天时，其 ALP的表达与对照组均无

明显差异。究其原因，可能是因为外部补充的 Pi已经能满足基

质矿化的需要，而减少了对 ALP作用使局部 Pi增加的需要。
COLI是成骨分化早期的标志物，是矿化的胞外基质的主要有

机成分，可达到总的有机成分的 90 %左右[19]。骨基质中除了主

要的胶原蛋白，还包含一些非胶原蛋白，如 OC。OC又名 酌-梭

基谷氨酸蛋白，占骨组织中非胶原蛋白的 15 %[20]，是惟一只在

成骨细胞中表达的特异性标志物。该蛋白可以通过其特有的谷

氨酸序列选择性地将羟基磷灰石和胶原联系在一起，形成钙沉

积；可以调节矿化晶体增长速度和体积，是细胞分化晚期的标

志物 [21]。本研究结果显示，4 mmol/L 和 8 mmol/L Pi 培养
BM-hMSCs在相应的时间点上调成骨分化早期基因 COLⅠ和

晚期基因 OC 的表达水平。此外，矿化结节检测结果显示，4

mmol/L 和 8 mmol/L Pi 培养的 BM-hMSCs 都有矿化结节生

成，而对照组未见红染矿化结节，说明 BM-hMSCs即使在无血
清培养条件下也可在 Pi诱导下成骨分化，生成矿化结节。

总之，本研究结果表明，即使在无血清培养条件下，Pi不仅

可以刺激种子细胞 BM-hMSCs的增殖，同时可以诱导 BM-hM-
SCs的成骨分化，是一种具有骨诱导性的化学物质，是适合构
建骨组织工程学的材料。本研究为诱导种子细胞 BM-hMSCs

的定向成骨分化提供了一种方法，有助于骨组织工程学的构

建。但 Pi促进种子细胞 BM-hMSCs的增殖与诱导其定向成骨

分化的作用机制目前尚不清楚，有待下一步的研究。
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DC表型和自身因子分泌的机制如果能进一步认识，可以为过

敏性哮喘治疗提供一种新的手段。
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