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摘要　采用 SD 乳鼠颅顶骨体外培养成骨细胞, 运用核酸分子原位杂交技术研究了三个时期、4 种骨组织替代材料

对成骨细胞 IGF2ImRNA 表达水平的影响。结果表明, 替代材料能够影响成骨细胞 IGF2ImRNA 的表达, 其表达规

律的检测有可能成为评价骨组织替代材料生物相容性的一个指标。

关键词　 IGF2ImRNA 　核酸原位杂交　成骨细胞　骨组织替代材料

　　胰岛素样生长因子2I( IGF2I)m RNA 在成骨细

胞中的表达 1 , 以及其膜受体 2 和结合蛋白 3 的发

现, 已成为骨形成与改建研究中的热点之一。IGF2I

能协调成骨细胞成熟过程中细胞增殖与分化这两

个互相反馈制约的过程 4 。但是, 对成骨细胞功能

能够产生影响的生物材料, 能否影响成骨细胞的

IGF2I m RNA 表达, 以及 IGF2I m RNA 的表达与

成骨细胞的增殖、分化状态之间的联系, 目前尚不

清楚。

本研究采用体外细胞培养实验, 建立了骨组织

替代材料与成骨细胞相互作用的实验模型 5 , 利用

核酸原位杂交技术, 研究不同骨组织替代材料对成

骨细胞 IGF2I m RNA 表达水平的影响, 探讨 IGF2I

m RNA 表达水平与成骨细胞功能状态的关系。

1　材料和方法

1. 1　成骨细胞的培养及制备

大鼠成骨细胞体外培养的材料、方法和成骨细胞的鉴

定见参考文献 5 。

1. 2　实验用骨组织替代材料及制备

　　4种骨组织替代材料: 生物玻璃陶瓷 (BGC , 华西医

科大学口腔生物医学工程重点实验室提供) ; 钛合金

(T i6 A l 4V , 宝鸡有色金属研究所提供) ; 羟基磷灰石 (HA ,

华西医科大学口腔生物材料研究室提供) ; 羟基聚磷酸钙钠

(H PA , 中国科学院成都有机化学研究所提供)。

HA ,BGC, H PA 3 种实验用陶瓷类材料的尺寸为: 直径

5 mm , 厚度 1 mm ; T i6 A l 4V 合金直径 3 mm , 厚度 1 mm。

经 95% 乙醇浸泡, 在蒸馏水内用超声波振荡清洗 3 遍,

100℃烘箱干燥, 37℃烘箱保存备用。

1. 3　 IGF2ImRNA 原位杂交实验

1. 3. 1　材料表面的成骨细胞培养及细胞涂片制备　将第

三代成骨细胞经胰蛋白酶消化后 (浓度 5×105öm l) 接种到

置于培养瓶中的材料表面, 分别在 3 d, 7 d 和 21 d 取样, 经

胰酶消化, 加入 199 培养液, 用液体轻轻吹打材料表面。将

细胞悬液移入离心管中, 1200 röm in, 离心 8 m in。倾去上清

液, 加入 1×PBS, 重复离心, 将细胞悬液涂于玻片表面 (表

面有多聚赖氨酸) , 室温吹干, 4% 多聚甲醛固定 15 m in, 吹

干后 4℃保存备用。

1. 3. 2　细胞核酸原位杂交用主要试剂　 IGF2I寡聚核苷酸

探针由上海细胞所赛尔公司合成, 探针序列为: 5’TCC

A CA CA C GAA CT G AA G A GC A TC CA C CA G 3’, 地高

辛 (D ig) 标记 3’ 末端加尾标记试剂盒及地高辛标记检测试

剂盒 (Boeh ringer M annheim ) ; RNA 酶 (Sigm a)。

1. 3. 3　寡聚核苷酸末端标记　标记反应体系为 5×反应缓

冲液 4 Λl, CoC l 4 Λl,D ig2112duT P1Λl, 寡聚核苷酸 1 Λl (100

pmo l) , dA T P1 Λl, 末端转移酶 1 Λl, 双蒸水 8 Λl, 将反应管

置于冰上。混匀后于 37℃水浴 20 m in, 然后置于冰上; 1 Λl

糖原和 200 Λl 012 mo löL ED TA 混合液, 取其 2 Λl 加入反

应管, 以终止反应。加 215 Λl 4 mo löL L iC l, 75 Λl 冷乙醇于

反应管, - 70℃下沉淀核苷酸 015 h; 1300 röm in 冷冻离心

15 m in; 倾去乙醇, 再加 50 Λl 70% 冷乙醇, 洗涤沉淀, 重复

离心; 冷风吹干沉淀, 加 20 Λl 双蒸水, - 20℃下保存备用。

1. 3. 4　核酸原位杂交程序　取出细胞涂片, 风干 10 m in;

二乙基焦碳酸 (D EPC) 011% 水液重新水化 5 m in, 风干; 用

RNA 酶 (10 Λgöm l) 处理作阴性对照; 其它各种阳性和阴性

对照以及实验组用 1×PBS (37℃) 一起孵育 30 m in; D EPC

液洗, 5 m in×2, 风干; 杂交液探针浓度 0125 Λgöm l, 37℃杂
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交 16 h; 2×SSC 15 m in×1, 012×SSC 10 m in×1, Buffer

(É )浸; 抗D ig2A p 酶 (1∶500) , 37℃, 50 m in; Buffer (É ) 10

m in ×2, Buffer (Ë ) 5 m in×2, 20℃显色 (显色液为: NBT 4

Λl+ BC IP 3 Λl+ Buffer (Ë ) 1 m l, 水洗, 终止后用甲基绿衬

染细胞核。

1. 3. 5　原位杂交结果观察和计算机图像分析　原位杂交

结果, 以细胞浆染为紫红色为阳性, 图像分析以细胞浆区染

色的灰度为参数进行测定, 并进行统计学方差分析和 t 检

验。

2　结　　果

阴性对照片, 成骨细胞胞核被染为绿色, 胞浆

未着色, 为阴性结果。

4 种骨组织替代材料接种成骨细胞, 成骨细胞

原位杂交结果, 胞浆阳性, 呈紫红色, 胞核经甲基绿

衬染为绿色, 各组细胞染色深浅有差异 (见图 1,

2) , 但总的趋势是细胞阳性程度与实验时间有关,

并受实验材料理化性质的影响。

不同时期材料对成骨细胞 IGF2I m RNA 表达

的影响结果见附表。在 3 d, 7 d 两个时期中, HA ,

H PA 组阳性程度均高于对照组, 而BGC 与对照组

相近。T i6 A l 4V 7 d 时 IGF2Im RNA 表达较 3 d 时

增高, 这两期内 IGF2I m RNA 的表达程度存在显

著性差异。21 d 时各材料组细胞表达 IGF2Im RNA

均减弱, 且与对照组无显著性差异。
附表　不同时期 4 种材料

对成骨细胞 IGF- Im RNA 表达影响的结果

分组
IGF2ImRNA (xθ±s)

　　3 d　　　　　　　7 d　　　　　　　21 d　　

对照组 127. 38±6. 04 123. 46±12. 29 　112. 55±8. 61

H PA 141. 30±7. 523 139. 86±13. 513 114. 82±24. 06

HA 140. 04±9. 333 128. 15±10. 36 106. 35±11. 00

BGC 129. 50±14. 99 116. 40±14. 63 114. 43±8. 88

T i 125. 77±7. 16 132. 25±13. 483 121. 38±14. 68

对照组: 不加任何材料组
3 　各材料与同期对照组之间存在显著性差异　P < 0105

3　讨　　论

自B inderm an 首次用大鼠颅骨培养出成骨细

胞以来, 人们用体外细胞培养模型, 研究了不同组

成和结构的植入材料对成骨细胞的影响。本实验选

用 SD 乳鼠颅骨成骨细胞体外培养, 研究了 4 种替

代材料对成骨细胞 IGF2I m RNA 表达水平的影

响。

本实验发现成骨细胞接种于材料表面后 3 d,

HA 和 H PA 组细胞的 IGF2I m RNA 表达较强, 而

T i6 A l 4V ,BGC 组与空白对照组无显著性差异。这

可能与 HA , H PA 的晶体结构、表面亲和性有关。

HA , H PA 能够快速吸附培养液中的蛋白质成份,

使骨细胞快速附着, 对成骨细胞的增殖早期产生促

进作用。而成骨细胞在金属钛表面达到附着、增殖

的时间可能较长些。7 d 后, 成骨细胞功能处于活跃

状态, HA , H PA 组的 IGF2I m RNA 表达水平仍然

较高, H PA 组最高, 这可能与 H PA 的活性有关 6 ,

它具有交换和捕捉 Ca2+ 的能力, 对成骨细胞基质

形成的促进作用大, 进而影响到 IGF2I m RNA 的

表达。7 d 时钛合金组的 IGF2I m RNA 表达较 3 d

时有显著性增强, 这可能与钛合金表面已经形成一

层很薄的细胞外基质有关, 它的形成完全改变了钛

合金的表面性质, 细胞逐渐适应了这种表面结构,

并

通过材料表面不断变化的成份, 对成骨细胞的功

能产生了影响。 21 d 时, 除钛合金外, 各组 IGF2I

m RNA 水平均较低, 这可能与细胞的分化和成熟有

关。而此时钛合金组 IGF2Im RNA 表达仍较强, 可

能与钛合金所引起的成骨细胞分化时期出现较晚

有关, 这一点与体内实验时, 钛合金植入后达到骨

性结合的时间较磷灰石类长是相一致的。在整个实

验中, BGC 对成骨细胞的影响较小, 与其他学者所

报道的该材料生物相容性评价结果不同, 可能与所

用材料不完全相同有关。

本实验表明, 不同替代材料能够不同程度影响

成骨细胞对 IGF2I m RNA 的基因表达水平。这种

影响可能与替代材料改变了细胞外基质成份和结

构有关, 因为不同材料表面形成的细胞外基质层是

不同的, 细胞外基质通过细胞膜上的结合蛋白或受

体与细胞内骨架结构相连, 而细胞骨架结构和基因

表达之间存在联系, Sloan 等 7 认为肌动蛋白丝的

重新组织是启动不同蛋白相应基因的前提。已有文

献表明 8 , 细胞基因的表达会受到细胞外基质的影

响, 并且在细胞形态改变之前, 基因表达已经受到

影响。

已有研究表明 4 成骨细胞在成熟过程中, 其功

能状态有一个重要的转折点, 即成骨细胞的增殖、

基质形成向基质成熟、矿化的转变, 这种功能状态

的转变相互反馈制约 每一期都以某些特定蛋白基
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因表达为特征, 基因表达之间相互促进、制约。

Hock 等 9 研究了 IGF2I 对成骨细胞增殖与分化的

效应, 发现 IGF2I 作用于前成骨细胞和已具分化的

成骨细胞的机制是不同的, 彼此相互独立。其它研

究也表明 IGF2I 能促进前成骨细胞的增殖, 且同时

增加成骨细胞合成É 型胶原 10 和骨钙蛋白 (o steo2
ca l2cin) 11 , 增加成骨细胞碱性磷酸酶的活性。IGF2
I 所具有的这种既可以刺激前成骨细胞的增殖, 又

可以促进新形成的成骨细胞进一步高度分化的性

质是非常重要的, 因为前期细胞的增殖与骨早期形

成的量和后期细胞分化程度与骨的分化、钙化程度

分别相关。本实验表明 IGF2I m RNA 的表达水平

与材料对成骨细胞的影响有关, 而成骨细胞的增殖

和分化状态的改变能够反映材料的生物学性能。

IGF2I m RNA 的表达规律与骨组织替代材料的生

物学性能有一定的联系。成骨细胞 IGF2I m RNA

表达的检测, 有可能成为评价骨组织替代材料生物

相容性的一个指标。

(本文图见中心插页 6)　　
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The Research on Effect of Four K inds of Substitutive M a ter ia ls

for the Bone T issues on IGF- Im RNA Express ion L evel of O steobla st
O u Guom in, Chen Zh iqing

Colleg e of S tom a tology , W est Ch ina U n iversity of M ed ica l S ciences

Abstract
T he au tho rs studied the exp ression level of IGF2ImRNA of o steob lasts cu ltu red from the rats’ calvarias, affected by fou r

k inds of subst itu t ive m ateria ls fo r bone tissues, u sing the techn ique in situ hyb ridizat ion. T he resu lt show ed that the subst itu2
t ive m ateria ls cou ld affect the exp ression level of IGF2ImRNA of o steob lasts. T he m easu rem en t of exp ression regu lat ion m ay

be a param eter fo r evaluat ion of b iocompatib ility of subst itu t ive m ateria ls fo r bone tissues.

Key words: 　 IGF2ImRNA 　　in situ hyb ridizat ion　　o steob last
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