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[摘要]　目的　探讨上调钙敏感受体(CaSR)对大鼠多孔钽-骨髓间充质干细胞(BMSCs)复合培养成骨向分化的影

响及其作用机制。方法　提取SD大鼠BMSCs培养至第3代，通过成骨向和成软骨向诱导后，采用茜素红染色和甲苯

胺蓝染色鉴定；荧光显微镜观察BMSCs在多孔钽表面的生长黏附情况；CCK-8法检测BMSCs在不同浓度(200、250、

300、350、400 μmol/L)GdCl3(CaSR激动剂)处理下培养1~5 d的细胞增殖情况，选取最适作用浓度；激光共聚焦显微镜

观察激活CaSR后细胞内钙离子分布情况。取第3代BMSCs成骨诱导并分为对照组(加入成骨诱导培养基)、GdCl3组(加

入含300 μmol/L GdCl3的成骨诱导培养基)、多孔钽组(与国产多孔钽材料复合培养，加入成骨诱导培养基)与GdCl3+多

孔钽组(与国产多孔钽材料复合培养，加入含300 μmol/L GdCl3的成骨诱导培养基)。培养第7天，检测各组碱性磷酸酶

(ALP)活性；培养第7、14、21天，采用ELISA法检测Ⅰ型胶原(ColⅠ)、骨桥蛋白(OPN)分泌水平，Western blotting检

测ColⅠ、OPN、Runt相关转录因子2(Runx2)、Homer 1蛋白的表达。结果　茜素红、甲苯胺蓝染色结果显示分离提取

的细胞为BMSCs；CCK-8法检测结果显示，300 μmol/L GdCl3处理的细胞活性最高(P<0.05)；激光共聚焦显微镜观察显

示，激活CaSR后细胞内钙离子荧光强度明显增高(P<0.05)。GdCl3组、多孔钽组和GdCl3+多孔钽组培养第7天ALP活性

以及第7、14、21天的ColⅠ、OPN、Runx2、Homer1蛋白相对表达量均高于对照组(P<0.05)；GdCl3+多孔钽组培养第7

天的ALP活性以及ColⅠ、Runx2、Homer1蛋白相对表达量高于GdCl3组、多孔钽组，第14天的ColⅠ、OPN、Runx2、

Homer1蛋白相对表达量高于GdCl3组，第21天的ColⅠ、OPN、Runx2、Homer1蛋白相对表达量高于多孔钽组，第7、

14、21天的ColⅠ与第7、21天的OPN蛋白分泌量明显高于GdCl3组、多孔钽组和对照组(P<0.05)；多孔钽组培养第7天

的ColⅠ与第21天的OPN蛋白分泌量高于对照组(P<0.05)；GdCl3组培养第21天的ColⅠ与第14天的OPN蛋白分泌量高于

对照组(P<0.05)。结论　多孔钽与BMSCs复合培养后，上调CaSR可促进细胞成骨向分化，其机制可能与激活ColⅠ、

Runx2、OPN等成骨基因的表达有关。
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[Abstract]　Objective　To investigate the effect and mechanism of up-regulating calcium-sensing receptor (CaSR) on 

osteogenic differentiation of complex culture with porous tantalum-bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs). Methods

　BMSCs were extracted from SD rats and cultured to the third passage, and identified by alizarin red staining and toluidine 

blue staining after osteogenic and chondrogenic induction. The growth and adhesion of BMSCs on porous tantalum surface 

were observed by fluorescence microscope. CCK-8 assay was used to detect the proliferation of BMSCs cultured at different 

concentrations (200, 250, 300, 350, 400 μmol/L) of GdCl3 for 1-5 d, and the optimal concentration was selected. Confocal laser 

scanning microscopy was used to observe the intracellular calcium distribution after activation of CaSR. The third-generation of 

BMSCs were divided into control group (with osteogenic induction medium), GdCl3 group (with osteogenic induction medium 

containing 300 μmol/L GdCl3), porous tantalum group (with domestic porous tantalum material, with osteogenic induction 

medium) and GdCl3+porous tantalum group (with domestic porous tantalum material, with osteogenic induction medium 

containing 300 μmol/L GdCl3). At the 7th day of culturing, alkaline phosphatase (ALP) activity was measured in each group. On the 

7th, 14th and 21st day of culturing, the protein secretion levels of type I collagen (ColⅠ) and osteopontin (OPN) were detected by 

ELISA, and the protein expression levels of ColⅠ, OPN, Runt-related transcription factor 2 (Runx2) and Homer 1 were detected by 

Western blotting. Results　Alizarin red and toluidine blue staining showed that the isolated and extracted cells were BMSCs; CCK-8 

assay showed that 300 μmol/L GdCl3-treated cells had the highest activity (P<0.05); confocal laser scanning microscopy showed 

that the intracellular calcium content was significantly increased after activation of CaSR (P<0.05). ALP activity on day 7 and 

relative expression levels of ColⅠ, OPN, Runx2 and Homer1 protein on days 7, 14 and 21 in GdCl3 group, porous tantalum group 

and GdCl3+porous tantalum group were higher than those in control group (P<0.05). ALP activity and relative expression levels of 

ColⅠ, Runx2 and Homer1 protein on day 7 were higher in GdCl3+porous tantalum group than those in GdCl3 group and porous 

tantalum group; relative expression levels of ColⅠ, OPN, Runx2 and Homer1 protein on day 14 were higher than those in GdCl3 

group; relative expression levels of ColⅠ, OPN, Runx2 and Homer1 protein on day 21 were higher than those in porous tantalum 

group, the secretion levels of ColⅠ on days 7, 14, and 21, and OPN on days 7 and 21 were higher than those in GdCl3 group, porous 

tantalum group and GdCl3 + porous tantalum group (P<0.01). The secretion levels of ColⅠ on day 21 and OPN on day 14 in GdCl3 

group were higher than those in control group (P<0.05). The secretion of OPN protein was higher in GdCl3 group than in control 

group on the 21st and 14th day of culture (P<0.05). Conclusions　After co-culture of porous tantalum with BMSCs, up-regulation 

of CaSR may promote osteogenic differentiation of BMSCs by activating the expression of Col I, Runx2 and OPN.
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骨缺损临床较为常见，在其治疗中自体或同

种异体骨移植技术已被广泛应用[1]，其中自体骨移

植为骨移植的金标准，但仅适用于处理小尺寸缺

陷 [2]；异位骨移植具有排斥反应及潜在传播疾病

的风险[3]，因此亟需进行新型骨组织工程材料的研

发 [4-5]。近年来，骨髓间充质干细胞(bone marrow 
mesenchymal stem cells，BMSCs)由于具有多向分化

潜能、抗炎及免疫调节等特性而在骨组织工程应用

中展现出巨大优势 [6-8]。长期以来，多孔支架被认

为是骨组织修复的最佳替代品[9]。国产多孔钽的孔

隙率较高，呈骨松质样微孔结构[10-12]，可为BMSCs
成骨向诱导及增殖提供力学支撑，且其三维空间

结构能够使营养物质被有效运输，更加有利于细

胞的生长增殖。钙离子是生物功能的重要辅助信

使和调节因子，可通过激活钙敏感受体(calc ium-
sensing receptor，CaSR)发挥第一信使的作用 [6]。

CaSR是一种G蛋白偶联受体，在维持钙稳态中起着

关键作用[13-14]。近年来，CaSR在骨科领域中的应用

逐渐增多，如治疗骨质疏松的药物雷诺酸锶[15-16]能

够通过激活CaSR而发挥促进骨形成与抑制骨吸收

的作用 [17]。有研究发现，成骨细胞上的钙感受器

是骨痂成熟和骨折愈合所必需的 [18]。碱性磷酸酶 
(alkaline phosphatase，ALP)、Ⅰ型胶原(collagen type I， 
ColⅠ)、骨桥蛋白(osteopontin，OPN)是成骨早期

分化的重要标志物，而Runt相关转录因子2(r unt-
related transcription factor 2，Runx2)被认为是骨发育

和成骨细胞分化的主要调节因子[19-20]。本研究探讨

了上调CaSR对多孔钽-BMSCs复合培养成骨向分化

的影响及其作用机制，旨在为后续以CaSR为作用

靶点、结合多孔支架材料与种子细胞治疗骨缺损提

供新思路。

1　材料与方法

1 . 1　主要材料、试剂及仪器　多孔钽材料(直径

15 mm、厚度2 mm，圆形片状；重庆润泽医疗器

械有限公司)。CaSR激动剂三氯化钆(GdCl3，上海

Adams公司)；β-甘油磷酸钠(美国Alfa Aesar公司)；
地塞米松、抗坏血酸(梯希爱上海化成工业发展

有限公司)；α-MEM培养基(北京中生奥邦生物科

技有限公司)；快速SDS -PAGE凝胶制备试剂盒、
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CCK-8试剂盒(北京庄盟国际生物基因科技有限公

司)；ALP检测试剂盒、DAPI染色液(上海碧云天生

物技术有限公司)；鬼笔环肽(Phal loidin，上海翌

圣生物科技股份有限公司)；ColⅠ、OPN ELISA检

测试剂盒(江苏酶标生物科技有限公司)；Fluo-4/
AM(Molecular Probes，美国Oregon公司)。二氧化

碳培养箱(美国Esco公司)；低温高速离心机(美国

Sigma-SK公司)；超净化工作台(上海一恒科学仪器

有限公司)；倒置相差显微镜(日本Olympus公司)；
激光共聚焦扫描显微镜( F V- 1 0 0；日本O l y m p u s 
Corporation公司)；酶标仪(美国BI公司)；免疫印迹

电泳槽、免疫印迹电泳仪(北京六一仪器厂)。
1.2　BMSCs的分离与培养　3周龄Sprague-Dawley
大鼠 8 只，体重 6 0 ~ 8 0  g ，由北京华阜康生物

科技股份有限公司提供 ( 实验动物合格证号：

110322210100776462)。本研究经华北理工大学动

物实验伦理委员会批准(LAEC-NCST-2020194)，实

验过程符合国家和单位有关实验动物的管理和使用

规定。

大鼠麻醉后采用脊椎脱臼法处死，消毒后于

细胞培养超净台中无菌分离股骨和胫骨，剔除表面

软组织，于生理盐水中浸泡30 s，去掉骨两端的干

骺端，使用10 ml注射器吸取α-MEM培养基将骨髓

冲入离心管中，反复冲洗直至髓腔发白，冲入离

心管中的骨髓细胞经离心、完全培养基(含10%胎

牛血清的α-MEM培养基)重悬后接种于培养瓶中，

于37 ℃、5% CO2细胞培养箱中培养。培养48 h后换

液，之后每3 d换液1次，待细胞长至培养瓶底75%
时进行传代。

1.3　BMSCs的诱导鉴定

1.3.1　茜素红染色　取第3代BMSCs，制备细胞悬

液，按照5×10 4个/孔的密度接种于6孔板中，采

用完全培养基培养细胞稳定生长24 h后，每孔加入

2 ml成骨诱导培养基(完全培养基中含10 mmol/L β-
甘油磷酸钠、50 mg/L抗坏血酸及10–8 mol/L地塞米

松)，每24 h换液1次，诱导28 d后进行染色。弃去

培养基，PBS冲洗3次，95%乙醇固定10 min，蒸馏

水冲洗3次，加入1%茜素红染色液(pH 4.2)，37 ℃
温箱孵育30 min，ddH2O冲洗3次，自然晾干后于正

置显微镜下观察并拍照。

1.3.2　甲苯胺蓝染色　取24孔板，每孔放入细胞

爬片，将BMSCs细胞悬液按照2.5×10 4个/孔的密

度接种于孔板中，采用完全培养基培养细胞稳定

生长24 h后，每孔加入1 ml软骨诱导培养基(完全培

养基中含110 mg/L丙酮酸钠、37.5 g/L抗坏血酸、

10–7 mol/L地塞米松及10 μg/L转化生长因子-β1)，
每24 h换液1次；7 d后取出细胞爬片进行染色，PBS

清洗3次，滴加500 μl甲苯胺蓝染色液染色5 min；
滴加 5 0 0  μ l蒸馏水与染液充分混匀，继续染色

15 min；吸去稀释染液，蒸馏水清洗3次，自然晾干

后于正置显微镜下观察并拍照。

1.4　荧光显微镜观察BMSCs在多孔钽表面的生长黏

附情况　将多孔钽材料用纯水清洗后，浸泡于无水

乙醇中过夜，超声清洗3次，每次20 min；重复上述

过程1~2次，然后高压蒸汽灭菌后干燥箱烘干备用。

将国产多孔钽片置于35 mm细胞培养皿中，取第3代
BMSCs按照3×104个/片分两次接种到多孔钽片的

正反两面，每隔48 h进行换液。培养第5天，倒置显

微镜下观察活细胞在多孔钽中的生长分布情况。弃

去培养基，PBS清洗；4%多聚甲醛溶液固定后再次

使用PBS清洗，使用0.5% Triton-100对细胞进行破膜

处理10 min，PBS清洗；加入按照鬼笔环肽说明书

配制的FITC荧光标记的鬼笔环肽工作液，室温避

光孵育2 h，PBS清洗；加入DAPI染色液对细胞核进

行避光染色5 min，PBS清洗；晾干后于荧光显微镜

下观察细胞在多孔钽表面的生长黏附情况。

1 . 5　CCK-8法检测BMSCs的增殖能力　取第3代
BMSCs，按照2000个/孔的密度接种于96孔板中，待

稳定生长24 h后按顺序每孔分别加入含200、250、
300、350、400 μmol/L GdCl3的完全培养基，设置 
3个复孔。加入不同浓度GdCl3培养后，每隔24 h对
细胞进行处理至第5天，具体处理方法如下：弃去

培养基，PBS清洗3次，每孔加入100 μl完全培养基

与10 μl CCK-8溶液，在细胞培养箱中孵育1 h后，使

用酶标仪检测450 nm处各孔的光密度(OD)值，计算

细胞活性。实验重复3次。后续实验选取细胞活性

最高的GdCl3浓度作为细胞最适增殖浓度。

1.6　激光共聚焦扫描显微镜观察钙离子分布情况

　取生长状态良好的第3代BMSCs，胰酶消化后加

入完全培养基，离心制成细胞悬液，取1×10 4个

细胞移入35 mm共聚焦培养皿并加入2 ml完全培养

基培养24 h后，设置对照组与GdCl 3组，对照组加

入2 ml成骨诱导培养基培养，GdCl 3组加入2 ml含
300 μmol/L GdCl 3的成骨诱导培养基培养。培养

至第7天，收集细胞，使用钙离子指示剂Fluo -4/
AM(激发波长488 nm)染细胞质，Hoechst 33342(激
发波长405 nm)染细胞核，20 min后采用激光共聚焦

显微镜在相应激发波长及716 V电压下观察细胞内

钙离子荧光强度。

1 . 7　A L P活性检测　取生长状态良好的第3  代
BMSCs，用胰酶消化后加入完全培养基，离心制

成细胞悬液，取1×105个细胞移入25 cm2培养瓶并

加入5 ml完全培养基稳定培养24 h。设置对照组(加
入成骨诱导培养基)、GdCl3组(加入含300 μmol/L 
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GdCl3的成骨诱导培养基)、多孔钽组(与国产多孔

钽材料复合培养，加入成骨诱导培养基)与GdCl3+
多孔钽组(与国产多孔钽材料复合培养，加入含

300 μmol/L GdCl 3的成骨诱导培养基)。培养第7
天，提取各组细胞总蛋白，按照A LP检测试剂盒

说明书步骤操作，使用酶标仪检测405 nm处的OD
值，绘制标准曲线并计算ALP活性。

1.8　ELISA法检测ColⅠ、OPN浓度　按照1.7的方

法进行分组和处理，培养第7、14、21天分别收集

各组细胞上清培养液于EP管中，3000 r/min离心

15 min。按照ColⅠ、OPN ELISA检测试剂盒说明书

步骤操作，于450 nm波长处检测各组ColⅠ、OPN
的OD值，绘制标准曲线并计算相应浓度。

1.9　Western blotting检测ColⅠ、OPN、Runx2、
Homer 1蛋白的表达　按照1.7的方法中进行分组和

处理，培养第7、14、21天提取各组细胞总蛋白，

根据快速SDS-PAGE凝胶制备说明书进行制胶，将

蛋白与蛋白上样缓冲液按照4:1的比例混合后，使

用煮沸法金属浴5 min。上样，经电泳、转膜、10%
脱脂牛奶封闭后，分别加入ColⅠ、OPN、Runx2、
Homer1一抗(1:1000)以及GAPDH一抗(1:2000) 4 ℃
孵育10 h，洗涤后加入二抗(1:5000)室温摇床孵育

40 min，TBST洗涤10 min×3次，加入显色液于凝胶

成像仪中曝光显影，采用ImageJ软件分析。

1.10　统计学处理　采用SPSS 18.0软件进行统计分

析。计量资料均符合正态分布且方差齐，以x±s表
示，两组间比较采用独立样本t检验，多组间比较

采用单因素方差分析，进一步两两比较采用L SD
法。P<0.05为差异有统计学意义。

图1　大鼠BMSCs成骨、软骨向分化后染色鉴定

Fig.1　Staining identification of rat BMSCs after osteogenesis and cartilage differentiation
A. 成骨向诱导第28天(茜素红染色)；B. 软骨向诱导第7天(甲苯胺蓝染色)

2　结　　果

2.1　大鼠BMSCs诱导鉴定结果　茜素红染色结果

显示，钙化细胞间形成的结节呈橘红色，符合典型

成骨细胞特征(图1A)。甲苯胺蓝染色结果显示，细

胞质呈深蓝色，细胞核呈蓝紫色，可见紫色异染颗

粒，提示胞内存在大量蛋白聚糖，符合软骨细胞特

征(图1B)。表明分离培养的细胞为BMSCs。
2.2　大鼠BMSCs在多孔钽表面的生长黏附情况　国

产多孔钽材料外观呈深灰色，直径约15 mm，厚度

约2 mm，表面凹凸不平有光泽，可见蜂窝状孔隙，

质地坚硬，无磁性(图2A)。与BMSCs复合培养后，

倒置显微镜观察可见少量细胞分布于多孔钽周边和

孔隙中(图2B)。鬼笔环肽染色结果显示，多孔钽支

架材料内部小梁结构清晰可见，小梁间有细微的微

孔结构，细胞在小梁表面生长黏附，并逐渐长入到

材料内部微孔的孔隙中，填充到材料内部(图2C)。
2.3　不同浓度GdCl 3对大鼠BMSCs增殖的影响　

CCK-8法检测结果显示，培养1 d时，200、250、
300、350、400 μmol/L GdCl3处理的细胞活性差异

无统计学意义(P>0.05)；培养2~3 d，300 μmol/L 
G d C l 3处理的细胞活性最高 ( P < 0 . 0 5 )；培养4  d
时，300 μmol/L GdCl3处理的细胞活性高于200、
250、350 μmol/L GdCl3处理(P<0.05)；培养5 d时，

300 μmol/L GdCl3处理的细胞活性高于200、250、
400 μmol/L GdCl3处理(P<0.05或P<0.01，图3)。后续

实验选取300 μmol/L GdCl3作为细胞最适作用浓度。

2.4　上调CaSR对大鼠BMSCs内钙离子分布的影响

　激光共聚焦显微镜观察显示，对照组可见少量荧

500 μm

500 μm

200 μm

200 μm

A

B
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图2　大鼠BMSCs与国产多孔钽复合培养

Fig.2　Compound culture of rat BMSCs and domestic porous tantalum
　　A. 多孔钽表面大体观察；B. BMSCs在多孔钽表面及周围生长；C. 鬼笔环肽染色显示BMSCs在多孔钽材料上生长(绿色示细胞微丝

结构，蓝色示细胞核)

图3　CCK-8法检测不同浓度GdCl3对大鼠BMSCs增殖的影响

Fig.3　Effect of different concentrations of GdCl3 on the proliferation of rat BMSCs detected by CCK-8 method
*P<0.05，**P<0.01

Phalloidin DAPI 合并

200 μm 200 μm 200 μm

A B

C

光细胞，细胞质呈绿色，细胞核呈蓝色；GdCl3组

荧光细胞数量较对照组明显增多。GdCl3组BMSCs
内钙离子荧光强度明显高于对照组，差异有统计学

意义(P<0.05)(图4)。
2.5　各组大鼠BMSCs中ALP活性比较　GdCl3组、

多孔钽组、GdCl 3+多孔钽组ALP活性均高于对照

组，差异有统计学意义(P<0.01)；GdCl3+多孔钽组

ALP活性高于GdCl3组和多孔钽组，差异有统计学

意义(P<0.01)；多孔钽组ALP活性低于GdCl3组，差

异有统计学意义(P<0.01，图5)。

2.6　各组大鼠BMSCs ColⅠ、OPN分泌水平比较

　ELISA法检测结果显示，GdCl3+多孔钽组培养第

7、14、21天的ColⅠ蛋白分泌量明显高于对照组、

GdCl3组和多孔钽组，差异有统计学意义(P<0.05)；
多孔钽组培养第7天的ColⅠ蛋白分泌量高于对照

组、GdCl3组(P<0.05)，但培养第14、21天的ColⅠ蛋

白分泌量与对照组、GdCl3组比较差异无统计学意义

(P>0.05)；GdCl3组培养第21天的ColⅠ蛋白分泌量高

于对照组，差异有统计学意义(P<0.05)(表1)。
GdCl3+多孔钽组培养第7、21天的OPN蛋白分
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表1　各组大鼠BMSCs Col Ⅰ、OPN分泌水平比较(x±s, n=6)

Tab.1　Comparison of Col Ⅰ and OPN secretion levels of rat BMSCs in each group (x±s, n=6)

组别
Col Ⅰ(μg/L) OPN(ng/L)

第7天 第14天 第21天 第7天 第14天 第21天

对照组 13.490±0.638 25.609±0.935 24.625±0.281 4.777±0.300 4.759±0.291 6.993±0.078

GdCl3组 14.009±0.510 26.910±1.171 29.993±3.817(1) 5.444±0.089(1) 6.117±0.685(1) 7.697±0.153(1)

多孔钽组 15.363±1.562(1)(2) 26.227±1.814 28.424±5.308 5.090±0.318 5.516±0.700 7.283±0.063(1)(2)

GdCl3+多孔钽组 18.719±0.233(1)(2)(3) 35.330±6.225(1)(2)(3) 41.190±5.753(1)(2)(3) 5.984±0.457(1)(2)(3) 6.412±1.302 8.337±0.058(1)(2)(3)

F 41.989 11.326 16.031 15.809 4.670 221.510

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.012 0.000

　　Col Ⅰ. Ⅰ型胶原；OPN. 骨桥蛋白；与对照组比较，(1)P<0.05；与GdCl3组比较，(2)P<0.05；与多孔钽组比较，(3)P<0.05

泌量高于对照组、GdCl3组和多孔钽组，差异有统计

学意义(P<0.05)；多孔钽组培养第21天的OPN蛋白分

泌量高于对照组，但低于GdCl3组，差异均有统计学

意义(P<0.05)；GdCl3组培养第14天的OPN蛋白分泌

量高于对照组，差异有统计学意义(P<0.05)(表1)。
2 . 7　各组大鼠BMSCs中ColⅠ、OPN、R unx2、
Homer1蛋白相对表达量比较　Western blotting检
测结果显示，GdCl3组、多孔钽组和GdCl3+多孔钽

组培养第7、14、21天的ColⅠ、OPN、R unx2、
Homer1蛋白相对表达量明显高于对照组，差异有

统计学意义(P<0.05或P<0.01)。GdCl 3+多孔钽组

培养第7天的ColⅠ、Runx2、Homer1蛋白相对表

达量高于GdCl 3组、多孔钽组，第14天的ColⅠ、

OPN、Runx2、Homer1蛋白相对表达量高于GdCl3
组，第21天的ColⅠ、OPN、R unx2、Homer1蛋
白相对表达量高于多孔钽组，差异有统计学意义

(P<0.05或P<0.01)。GdCl3组培养第7天时OPN蛋白

相对表达量高于多孔钽组(P<0.05)，第21天低于多

图4　上调CaSR对大鼠BMSCs内钙离子分布的影响

Fig.4　Effects of up-regulation of CaSR on the distribution of intracellular calcium ions of rat BMSCs
绿色为Fluo-4/AM钙荧光指示剂染细胞质，蓝色为Hoechst 33342染细胞核，箭头示代表性钙离子阳性结果；*P<0.05
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图5　各组大鼠BMSCs中ALP相对活性比较(n=18)

Fig.5　Comparison of relative ALP activity in rat BMSCs 

among groups (n=18)
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孔钽组(P<0.05)，培养第14、21天时ColⅠ蛋白相

对表达量低于多孔钽组(P<0.05)，培养第7、14天
时Runx2蛋白相对表达量培养高于多孔钽组(P<0.05

或P<0.01)，培养第7、21天时Homer1蛋白相对表

达量高于多孔钽组，差异均有统计学意义(P<0.05) 
(图6)。

3　讨　　论

有研究发现，平均孔径高达400 μm、孔隙率

高达70%的支架可促进细胞迁移、增殖、成骨分化

以及血管和骨组织的形成[22-23]。多孔钽是一种十分

有应用前途的骨缺损修复材料，其高孔隙率和相互

连通的孔隙结构保证了内部空间内良好的成骨分化

和新骨形成，可进一步促进骨整合和长期骨植入的

稳定性[24]。BMSCs在骨代谢中发挥着非常重要的作

用，是骨组织工程中最受欢迎的种子细胞之一[25]。

本课题组前期研究证实，国产多孔钽支架材料

具备良好的生物相容性，有利于细胞黏附生长，但

其促BMSCs成骨向分化的作用及机制尚不明确[26]。

BMSCs具有多向分化潜能和增殖能力[27]，本研究通

过诱导提取的大鼠BMSCs向成骨细胞、软骨细胞方

向分化，成功鉴定细胞类型。鬼笔环肽染色显示细

胞在多孔钽表面、孔隙及周围生长黏附良好，提示

多孔钽支架材料生物相容性良好，与相关研究结果

图6　各组大鼠BMSCs中Col Ⅰ、OPN、Runx 2及Homer1蛋白相对表达量比较

Fig.6　Comparison of the relative protein expression levels of Col Ⅰ, OPN, Runx2 and Homer1 in BMSCs of rats in each group
Col Ⅰ. Ⅰ型胶原；OPN. 骨桥蛋白；Runx2. Runt相关转录因子2；*P<0.05，**P<0.01
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一致[28]。

骨骼作为钙储存库，在维持机体的钙离子动

态平衡中具有重要作用 [29]。CaSR是一种G蛋白偶

联受体(GPCR)，在参与全身钙稳态的组织中呈高

表达，对维持骨骼与钙含量之间的代谢平衡至关

重要[30]。GdCl3是一种有效的CaSR激活剂，本研究

CCK-8法检测结果表明GdCl3对细胞增殖具有促进

作用，提示激活CaSR可促进BMSCs的增殖。激光

共聚焦扫描显微镜观察显示，加入GdCl3后，细胞

内荧光强度增高，提示激活CaSR可促进细胞内钙

浓度升高。ELISA与Western blotting检测结果显示，

在BMSCs成骨向分化过程中，激活CaSR后细胞分

泌ColⅠ、OPN蛋白量以及细胞中Runx2、ColⅠ、

O P N蛋白表达量明显增高，与既往研究报道的

CaSR参与骨代谢，激活CaSR可促进细胞增殖，并

刺激细胞分化和骨组织矿化的结果一致[31-32]。

本研究同时发现，多孔钽与BMSCs复合培养

时，激活Ca S R后成骨相关因子R u n x 2、Co lⅠ和

OPN的表达明显增加；ELISA与Western blotting检
测结果显示，与对照组相比，国产多孔钽与BMSCs
复合培养后，ColⅠ、OPN蛋白分泌以及Runx2、
ColⅠ和OPN蛋白表达大多呈增高趋势，而CaSR
激活后对此效应加持更加明显。ColⅠ可决定骨组

织的机械和弹性行为 [33]；OPN在骨基质的钙化和

吸收中发挥重要作用[34]；Runx2是成骨细胞分化必

需的转录因子 [35]，可促进间充质细胞向成骨细胞

分化 [36]，激活Runx2可调节ALP、OPN和ColⅠ等

成骨基因的表达，诱导成骨细胞的成功分化 [37]。

因此，激活CaSR可能通过调控大鼠R unx2基因，

促进ColⅠ、OPN蛋白的表达，从而维持细胞外基

质的生成代谢平衡，进而诱导BMSCs与多孔钽复

合培养后的成骨向分化。同时CaSR上调后BMSCs
中Ho m e r 1蛋白表达量有所升高，与多孔钽共培

养组ColⅠ、OPN、Runx2蛋白表达也明显升高。

Homer1蛋白具有调节钙离子通道、支架蛋白Shank
和内质网钙离子释放通道的功能[38]。有研究发现，

在细胞外钙离子的作用下，人成骨细胞中可形成

一种CaSR、Homer1与mTORC2组成的蛋白质复合

体，介导调控Akt磷酸化途径，从而促进成骨细胞

的增殖分化 [39-40]。锶离子可通过作用于细胞膜的

CaSR而发挥作用，增加Runx2的表达，促进BMSCs
成骨向分化 [ 4 1 ]。由此可见，上调C a S R可能导致

Homer1表达增加，进而激活R unx2，调节ALP、

OPN和ColⅠ等成骨基因的表达。BMSCs的成骨分

化和成熟是一个复杂的过程，是否有其他信号分子

或信号通路参与CaSR对BMSCs成骨向分化的调控

仍待进一步研究。

综上所述，大鼠BMSCs与国产多孔钽体外复合

培养后可正常生长增殖，表明国产多孔钽具有良好

的生物相容性；BMSCs与国产多孔钽复合培养时，

上调CaSR可影响ColⅠ、OPN、Runx2及Homer1的
表达，促进BMSCs的成骨向分化。由于多孔支架材

料与种子细胞治疗骨缺损的机制较为复杂，CaSR
对下游Homer1-Akt通路的影响以及可能涉及的信号

通路尚不明确，仍需进一步验证。本研究未在动物

模型中加以验证，后续研究将继续完善，以期为未

来骨缺损及相关疾病的治疗提供更多理论依据。
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