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文题释义：

成骨分化：指骨髓间充质干细胞在特定条件下向成骨细胞转变的过程，包括细胞的增殖、基质合成和矿化沉积，最终形成新的骨组织。成

骨分化受到多种因素调控，如特定基因表达和蛋白质生成。

STRO-1阳性骨髓间充质干细胞：在骨髓间充质干细胞中表达STRO-1表面标志物的细胞群体。STRO-1是一种干细胞特异性标志物，STRO-1阳
性细胞具有较强的增殖和多向分化潜能。

摘要

背景：随着年龄增长，骨髓间充质干细胞的再生能力和分化功能逐渐下降，导致骨组织修复效果减弱。因此，探索成骨潜能更高的骨髓间

充质干细胞亚群对骨组织工程的发展具有重要意义。

目的：评估STRO-1阳性和阴性骨髓间充质干细胞在成骨诱导培养条件下的成骨分化能力差异。

方法：分离并培养SD大鼠骨髓间充质干细胞，采用流式细胞术和免疫荧光鉴定CD29、CD45、CD90和STRO-1的表达；利用免疫磁细胞分

选技术分离STRO-1阳性和阴性骨髓间充质干细胞，将两组细胞分别进行成骨诱导7，14 d，采用qRT-PCR和Western blot分析两组细胞成骨

相关基因(Ⅰ型胶原、Runt相关转录因子2、骨保护素、骨钙素)及蛋白表达水平差异，采用茜素红染色和碱性磷酸酶染色观察钙结节形成 

情况。

结果与结论：流式细胞术显示CD29和CD90高表达，CD45低表达，STRO-1的阳性表达率为12.8%，免疫荧光结果与流式细胞术一致。磁细胞

分选后发现STRO-1阳性细胞的集落形成率高于STRO-1阴性细胞；STRO-1阳性细胞在第14天的成骨分化能力显著高于第7天，且在第14天时

成骨相关标志物的表达水平显著高于STRO-1阴性细胞，差异有显著性意义(P < 0.01)。结果表明：STRO-1阳性骨髓间充质干细胞在成骨能力

上具有显著优势，为骨组织工程中理想种子细胞的筛选提供了理论依据，未来在骨缺损修复中有望成为一种潜在的治疗手段。

关键词：STRO-1；骨髓间充质干细胞；成骨分化；免疫磁细胞分选；骨缺损修复；种子细胞；骨组织工程；工程化干细胞
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0   引言   Introduction
骨缺损修复是临床治疗中的重大挑战，骨缺损通常由

创伤、肿瘤切除或先天性畸形引起
[1]
，会导致患者骨结构

和功能的丧失，严重影响生活质量。目前，自体骨移植是

传统的骨缺损修复方法，但受限于供体不足、供区并发症

和手术复杂性，应用存在诸多局限
[2]
。因此，近年来基于

干细胞的骨组织工程已成为骨再生领域的重要研究方向
[3-5]

。

骨髓间充质干细胞 (bone marrow mesenchymal stem 

cells，BMSCs) 因具有自我增殖和多向分化能力，能够在

特定条件下分化为成骨、软骨和脂肪细胞，使其成为骨组

织修复和重建的理想选择
[6]
。然而，BMSCs 是一个异质性

群体，不同亚群的增殖和分化能力存在显著差异。基质前

体抗原 1(stromal precursor antigen-1，STRO-1) 作为 BMSCs

的特异性标志物，可用于鉴别具有更高增殖和多向分化

潜能的特定亚群。STRO-1 不仅能富集多能性成纤维细胞

集落，还显著增强了细胞的增殖、分化、归巢及免疫抗

炎等能力
[7-8]

。此外，在哺乳动物包括人退变的椎间盘中

发现了表达典型干细胞标志物 (CD105、CD90、STRO-1) 的

细胞群，在退变处试图进行修复反应，间接反映出干细

胞的归巢能力
[9]
。在免疫调节方面，PAGANELLI 等 [10]

探

讨了 STRO-1 阳性干细胞通过分泌含白细胞介素 10、转化

生长因子 β 等抗炎因子的细胞外囊泡抑制巨噬细胞中促

炎因子的表达，从而减少炎症反应。这些特性使 STRO-1

阳性 BMSCs 成为骨组织工程中的理想种子细胞。此外，

STRO-1阳性细胞在心力衰竭等疾病中也展现了积极效果。

例如，通过心内膜注射不同剂量的 STRO-1 阳性间充质干

细胞可改善慢性心力衰竭患者的心功能
[11]
，在Ⅱ期试验

中，高剂量 STRO-1/STRO-3 阳性细胞显著改善了心室容积，

而在Ⅲ期试验中，显著降低了炎症水平较高患者的心肌

梗死和脑卒中发生风险。

该研究通过流式细胞术与免疫磁珠分选技术，从大

鼠股骨和胫骨中分离出 STRO-1 阳性和阴性 BMSCs，在成

骨诱导培养条件下，观察两者在成骨分化能力上的差异，

为骨组织工程中种子细胞的选择提供理论依据，并评估

STRO-1 阳性 BMSCs 在骨缺损修复中的应用潜力。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   随机对照实验设计，两组间的比较 (STRO-1 阳

性 vs.STRO-1 阴性 ) 使用 Student’s t 检验；不同时间点的

比较 (7 d vs.14 d) 使用配对 t 检验。

1.2   时间及地点   实验于 2023 年 10 月至 2024 年 8 月在

遵义市第一人民医院中心实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   6-12 周龄 SD 大鼠 6 只，雌雄各 3 只，

体质量 220-300 g，由长沙市天勤生物技术有限公司提供，

许可证号：SCXK(湘 )2022-0011，常规饲料喂养，自由饮水。

实验方案经遵义医科大学第三附属医院动物伦理委员会

批准，审批号为伦审 (2024)-6-642 号。实验过程遵循了国

际兽医学编辑协会《关于动物伦理与福利的作者指南共

识》和本地及国家法规。实验动物在麻醉下进行所有的

手术，并最大限度地减少其疼痛、痛苦和死亡。

1.3.2   仪器及试剂   倒置相差显微镜 (CKX53，日本OLYMPUS 

公司 )；倒置荧光显微镜 (IX53，日本 OLYMPUS 公司 )；

流式细胞仪 (FACSCanto™ II，美国 BD Biosciences 公司 )；
DMEM-F12 培养基 (Gibco)；双抗青霉素 - 链霉素溶液

(Biochannel)；大鼠骨髓间充质干细胞成骨诱导培养基
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(Pricella)；成脂诱导小分子化合物 (Solarbio)；碱性磷酸

酶染色试剂盒 ( 南京建成公司 )；PE anti-rat CD29 抗体、

PE anti-rat CD45 抗体、PE anti-rat CD90 抗体 (Biolegend)；
STRO-1 单克隆抗体 (eBioscience™，Invitrogen)；山羊抗鼠

Ig-G-FITC(Proteintech)；Anti-CD29 pAb、Anti-CD45 pAb、
Anti-CD90 pAb(Servicebio)；MACS 磁细胞分选器、MACS 

Buffer 缓冲液、MS 分选柱、鼠抗 Ig-M 免疫磁珠 (Miltenyi)；

Ⅰ型胶原、Runt 相关转录因子 2、骨保护素、骨钙素引物

及 Western blot 抗体 ( 北京博奥森 )。
1.3.3   成骨诱导分化培养基、成脂诱导分化培养基配置  

(1) 成骨诱导分化培养基：在严格无菌条件下，将试

剂盒中的成骨分化专用胎牛血清与大鼠 BMSCs 的成骨分

化添加物均匀混合至成骨分化基础培养基中，即成骨诱

导分化培养基。

(2) 成脂诱导分化培养基：基础培养基为含体积分数

12% 胎牛血清和青霉素 - 链霉素双抗的低糖 DMEM-F12

培养基。诱导液是在基础培养基中添加 200 μmol/L 吲哚

美辛、0.5 mmol/L 异丁基甲基黄嘌呤、10 μg/mL 胰岛素、 

1 mmol/L 地塞米松及 2 mmol/L 谷氨酰胺；维持液则在基

础培养基中仅添加 10 μg/mL 胰岛素。

1.4   实验方法   

1.4.1   BMSCs 的分离、培养、扩增  麻醉后使用颈椎脱臼

法处死 SD 大鼠，分离出胫骨和股骨，无菌操作下去除胫

骨和股骨的干骺端，使用 1 mL 注射器用生理盐水反复冲

洗骨髓腔，收集细胞悬液。将细胞悬液放入 15 mL 离心管

中，以 1 200 r/min 离心 7 min，去上清，再用 PBS 洗涤并

离心 2 次 (1 200 r/min，7 min)，加入含体积分数 12% 胎

牛血清和青霉素、链霉素双抗的低糖 DMEM-F12 培养基，

轻轻吹打混匀后，将骨髓细胞悬液接种于 T25 培养瓶中，

置于 37 ℃、体积分数 5%CO2、饱和湿度的培养箱中进行

原代培养，48 h 后首次换液，之后每两三天换液 1 次。

当单层细胞生长至 80%-90% 融合时按 1 ∶ 2 比例进行传

代培养。

1.4.2  BMSCs 成骨诱导与鉴定  当第 3 代 BMSCs 融合度达

到 80%-95% 时，使用含 EDTA 的 0.25% 胰酶消化细胞，

以 2×107 L-1
细胞浓度接种于 6孔板中，每孔 2 mL，在 37 ℃、

体积分数 5% CO2 培养箱中培养至细胞融合度达到 80%-

95%，弃去上清液，每孔加入 2 mL 成骨诱导分化培养基，

每两三天换液 1 次，在 37 ℃、体积分数 5% CO2 培养箱中

持续培养 7-14 d，观察细胞形态变化。根据钙结晶析出

和钙质结节形成情况，确定终止诱导的时间并进行染色

鉴定。

茜素红染色：吸除培养基，用适量 PBS 清洗细胞 2 次，

弃去 PBS，加入适量体积分数 4% 中性甲醛溶液覆盖培养

皿底部，室温固定 30 min，PBS 清洗去除残留固定液，加

入茜素红染液覆盖培养皿底部，室温染色 30 min，吸弃

染液，用 PBS 清洗背景杂质，在显微镜下观察并采集图像，

钙结节与茜素红染料结合呈现红色或橘红色。

碱性磷酸酶染色 (cAKP 钙钴法 )：按照试剂盒说明，

先滴加固定液固定细胞，再依次加入试剂 1- 试剂 5，β-

甘油磷酸钠水解产生磷酸，与钙离子结合生成无色磷酸

钙，随后与硝酸钴反应，经硫化铵处理后，形成灰黑色

颗粒、块状或条状沉淀。

1.4.3  BMSCs 成脂诱导与鉴定  当第 3 代 BMSCs 融合度达

到 80%-95% 时，使用含 EDTA 的 0.25% 胰酶消化细胞，

以 2×107 L-1
细胞浓度接种至 6孔板中，每孔 2 mL，在 37 ℃、

体积分数 5% CO₂ 培养箱中培养至细胞融合度达到 80%-

95%，弃去上清液，每孔加入 2 mL 成脂诱导分化培养基，

在 37 ℃、体积分数 5% CO₂ 培养箱中培养 3 d，然后更换

为含胰岛素的成脂诱导维持液培养 1 d，随后再更换为成

脂诱导培养基培养 3 d。按照此换液频率进行 14-21 d 的

成脂诱导培养，期间观察细胞形态变化。根据脂滴的数

量和大小，确定终止诱导的时间并进行染色鉴定。

油红 O 染色：吸除培养基，用适量 PBS 清洗细胞 2 次，

弃去 PBS，加入适量体积分数 4% 中性甲醛溶液覆盖培养

皿底部，室温固定 30 min，弃去固定液，再用 PBS 清洗 2

次，按油红 O 原液与生理盐水或 PBS 3 ∶ 2 的比例，现配

制油红 O 工作液。向清洗后的诱导孔中加入适量工作液，

室温静置染色 30 min，吸除工作液，用 PBS 清洗 2 次，

加入适量 PBS 以避免细胞干燥，显微镜下观察染色效果

并采集图像，脂滴与油红 O 结合后呈现红色或橘红色。

1.4.4  流式细胞术鉴定 BMSCs 表型  取第 3 代 BMSCs，

使用含 EDTA 的 0.25% 胰酶消化，获得细胞悬液，以 

1 000×g 离心 5 min，弃去上清液，PBS 洗涤细胞，再以

相同速度离心 2 次；将细胞沉淀用 2.5 mL PBS 重悬，分

装至 5 个 EP 管，配成细胞浓度为 1×1010 L-1
的细胞悬液，

依次加入 CD29-PE、CD45-PE、CD90-PE 和 STRO-1 单克隆

抗体各 6 μL，阴性对照组加入 6 μL PBS，4 ℃避光孵育 

30 min，孵育完成后，STRO-1 单抗组再加入 10 μL 山羊抗

小鼠 Ig-G-FITC 二抗，继续 4 ℃避光孵育 30 min；孵育完

成后，以 1 000×g 离心 5 min，重复 2 次，弃去上清液，

加入 500 μL PBS，轻轻吹打混匀，制备单细胞悬液；将样

本上流式细胞仪，检测 PE(CD29)、PE(CD45)、PE(CD90) 及
Ig-G-FITC(STOR-1) 标记的细胞在总细胞中的比例。

1.4.5  免疫荧光鉴定 BMSCs 表型  取第 3 代 BMSCs，胰酶

消化后计数，以 5×10³ 个 / 孔密度接种于 6 孔板中，置于

37 ℃、体积分数 5% CO₂ 孵箱中培养 2 h，待细胞贴壁后

取出，通过免疫荧光染色检测 BMSCs 表面分子 (CD29、
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CD45、CD90、STRO-1) 的 表 达。 染 色 步 骤 如 下： 用 

40 g/L 多聚甲醛固定 30 min，加入 1% Triton X-100 室温透

化 20 min，PBS 洗涤 3 次，每次 5 min；加入 5% BSA 封

闭 30 min，去除 BSA 后，加入 1 ∶ 200 稀释的 CD29、
CD45、CD90、STRO-1 一 抗，4 ℃ 孵 育 过 夜， 次 日 室

温复温 10 min，PBS 洗涤 3 次，加入 1 ∶ 200 稀释的 

Coralite488 标记山羊抗鼠 IgG 二抗，室温避光孵育 1 h，
PBS 洗涤 3 次，DAPI 复染 10 min，PBS 再洗涤 3 次；最后

用抗荧光淬灭剂封固，荧光显微镜下观察并拍照。

1.4.6  免疫磁细胞分选  取第 3 代 BMSCs，使用 STRO-1 单

克隆抗体 (eBioscience™，Invitrogen) 按说明书分离 STRO-1

阳性细胞。将 1×10⁷个 BMSCs重悬于MACS缓冲液 (pH 7.2、
PBS、0.5% BSA、2 mmol/L EDTA)，加入 6 μL STRO-1 单克

隆抗体，4 ℃避光孵育 30 min，离心去除上清液 (300×g，
10 min)，用 80 μL 缓冲液重悬，加入 20 μL 鼠抗 Ig-M 免疫

磁珠，4 ℃避光孵育 30 min，将试管置于 MACS 分选器中，

分离 STRO-1 阳性 BMSCs 和 STRO-1 阴性 BMSCs。
1.4.7  诱导 STRO-1 阳性与阴性 BMSCs 成骨分化  以 STOR-1

阴性 BMSCs 作为对照组，与 STRO-1 阳性 BMSCs 一并在

成骨诱导培养基的作用下，分别成骨诱导 7，14 d，诱导

完成后通过 qRT-PCR 和 Western blot 分析两组细胞中成骨

相关基因 ( Ⅰ型胶原、Runt 相关转录因子 2、骨保护素、

骨钙素 ) 及蛋白表达水平差异；使用茜素红和碱性磷酸酶

染色观察钙结节形成情况。

1.4.8   qRT-PCR 检测Ⅰ型胶原、Runt 相关转录因子 2、骨

保护素、骨钙素的 mRNA 表达   弃去成骨诱导培养基，用

PBS冲洗 3次，采用 Trizol法提取 RNA，定量后进行反转录。

荧光定量 PCR 反应体系：包括 7.5 μL Sybr、1.5 μL 引物、 

2.0 μL cDNA 和 4 μL 无酶水。PCR 反应条件：预变性 95 ℃ 

30 s，变性 95 ℃ 15 s，退火 / 延伸 60 ℃ 30 s，共进行 40

个循环。使用 2-ΔΔCt
计算基因相对表达量，每组实验独立

重复 3 次。引物序列见表 1。

液枪收集细胞放入 1.5 mL EP 管内，4 ℃、12 000 r/min 

离心 5-15 min，将离心后的上清转移至新的 EP 管内，使用

BCA 法测定蛋白浓度，蛋白上样进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，

每孔上样 5 μg 蛋白，电泳结束后，将蛋白转移至 PVDF 膜，

5% 脱脂奶粉封闭 30 min，加入一抗 ( 兔抗Ⅰ型胶原、兔

抗 Runt 相关转录因子 2、兔抗骨钙素、兔抗骨保护素，

稀释比例均为 1 ∶ 500；兔抗 β-actin，稀释比例为 1 ∶ 

5 000)，4 ℃孵育过夜，次日洗膜后，加入二抗 (HRP- 山

羊抗兔，稀释比例为 1 ∶ 5 000)，37 ℃孵育 30 min，充

分洗膜后，使用ECL化学发光显色。每组实验独立重复3次。

用 Image J 软件分析蛋白条带灰度值。

1.5   主要观察指标   STRO-1 阳性与阴性 BMSCs 的生长分

布特征及成骨分化情况。

1.6   统计学分析   使用 SPSS 24.0 软件进行数据处理与

分析。数据以 x-±s 表示，两组间的比较 (STRO-1 阳性 vs. 

STRO-1 阴性 ) 使用 Student’s t 检验；不同时间点的比较 

(7 d vs. 14 d) 使用配对 t 检验。P < 0.05为差异有显著性意义。

文章统计学方法已通过遵义医科大学生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   BMSCs 培养和多向分化能力鉴定结果   扩增后的

BMSCs表现出统一的梭形和成纤维细胞样形态 (图 1A，B)。

经过 3 次传代，BMSCs 群体更加均一，显微镜下显示出

大小均匀、折光性良好的贴壁细胞 ( 图 1C)。BMSCs 表现

出成骨和成脂分化潜能，在茜素红、碱性磷酸酶和油红 O

染色下形成钙盐结节和脂肪细胞内脂质 ( 图 1D-F)。第 3

代 BMSCs 增殖能力强，形态稳定，培养至第 3 代后冷冻

保存于 -80 ℃，供后续实验使用。

表 1 ｜引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences

基因 引物序列

Ⅰ型胶原 F：5′-CGT GGA AAC CTG ATG TAT GCT TG-3′
R：5′- CCT ATG ACT TCT GCG TCT GGT GA-3′

Runt 相关转录因子 2 F：5′- CAG TAT GAG AGT AGG TGT CCC GC-3′
R：5′- AAG AGG GGT AAG ACT GGT CAT AGG-3′

骨钙素 F：5′- GAG CTC AAC CCC AAT TGT GAC-3′
R：5′-AAC GGT GGT GCC ATA GAT GC-3′

骨保护素 F：5′-AAT TGT GGA ATA GAT GTC ACC CTG T-3′
R：5′-CAA ACT GTC CAC CAG AAC ACT CA-3′

GAPDH F：5′- CTG GAG AAA CCT GCC AAG TAT G-3′
R：5′- GGT GGA AGA ATG GGA GTT GCT-3′

1.4.9   Western blot 检 测 Ⅰ 型 胶 原、Runt 相 关 转 录 因

子 2、骨保护素、骨钙素蛋白表达   弃去成骨诱导培养

基，PBS 冲洗 3 次，用 RIPA 裂解液冰上裂解细胞，用移

图注：图 A 为原代 BMSCs，细胞形态多样，分布较为松散；B 为第 2 代

BMSCs，表现出明显的梭形和成纤维细胞样形态，细胞增殖和形态趋于

均一；C 为第 3 代 BMSCs，细胞群体更加均一，大小均匀，具有良好的

贴壁特性，形态稳定；D 为成骨诱导 14 d 后茜素红 S 染色，可见钙盐结

节形成 ( 箭头所指为红色钙盐结节 )；E 为成骨诱导 14 d 后碱性磷酸酶

染色，箭头所指为黑色钙颗粒；F 为成脂诱导 14 d 后油红 O 染色，可见

脂质累积 ( 箭头所指为橘红色脂滴 )。
图 1 ｜ SD 大鼠骨髓间充质干细胞 (BMSCs) 的形态学特征及成骨、成脂

分化能力 ( 标尺为 500 μm)
Figure 1 ｜ Morphological characteristics of SD rat bone marrow 
mesenchymal stem cells and osteogenic and adipogenic differentiation 
potential (scale bars: 500 μm) 
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图注：图 A 为免疫荧光染色图 ( 标尺为 100 μm)：CD29、CD90、STRO-1
可见绿色荧光表达，而 CD45 未见明显的绿色荧光；B 为第 3 代 BMSCs
表面标记物流式分析结果，CD29、CD90 高表达，CD45 低表达，STRO-1
部分阳性 (12.8%)。蓝色峰代表阳性细胞群，红色峰代表阴性对照。

图2｜第3代大鼠骨髓间充质干细胞 (BMSCs)表面标记物免疫荧光及流式 

分析

Figure 2 ｜ Immunofluorescence staining and flow cytometry analysis of 
surface markers on passage 3 rat bone marrow mesenchymal stem cells
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2.2   BMSCs 表面标记物鉴定结果   通过免疫荧光 ( 图
2A) 和流式细胞术 ( 图 2B) 分析第 3 代 BMSCs 的表面标

记物，结果显示 CD29(96.4%) 和 CD90(98.6%) 高表达，

CD45(3.54%) 低 表 达，STRO-1 阳 性 表 达 率 为 12.8%。

免疫荧光与流式细胞术结果一致，确认提取的细胞为 

BMSCs。

2.3   免疫磁细胞分选 STRO-1 阳性 BMSCs   免疫荧光结果

显示，STRO-1 阳性 BMSCs 中观察到明显的绿色荧光，而

STRO-1阴性细胞中未见荧光 (图 3)。结合流式细胞术结果，

可见 STRO-1 阳性细胞在总 BMSCs 中的比例较低，但由于

其增殖能力强，经过连续培养后，获得了数量较多且纯

度更高的 STRO-1 阳性 BMSCs，便于后续实验。

图注：左图显示 STRO-1 阴性 BMSCs，未观察到明显的绿色荧光；右

图显示 STRO-1 阳性 BMSCs，观察到明显的绿色荧光，表明成功富集

STRO-1 阳性细胞。STRO-1：基质前体抗原 1。
图 3 ｜免疫磁细胞分选 STRO-1 阳性和阴性骨髓间充质干细胞 (BMSCs)
免疫荧光染色图 ( 标尺为 100 μm)
Figure 3 ｜ Immunofluorescence representation of STRO-1 positive 
and negative bone marrow mesenchymal stem cells sorted via 
immunomagnetic cell separation (scale bars: 100 μm)

STRO-1 阴性 BMSCs STRO-1 阳性 BMSCs

STRO-1

DAPI

图注：左图为 STRO-1 阳性 BMSCs，显示出明显的细胞聚集现象，形成

多个高密度细胞簇；右图为 STRO-1 阴性 BMSCs，显示出细胞生长稀疏、

分散，细胞间距较大，缺乏聚集形成能力的特征。STRO-1：基质前体抗

原 1。
图 4 ｜ STRO-1 阳性和阴性骨髓间充质干细胞 (BMSCs) 生长分布特征 ( 标
尺为 500 μm)
Figure 4 ｜ Growth distribution characteristics of STRO-1 positive and 
negative bone marrow mesenchymal stem cells (scale bars: 500 μm)

STRO-1 阳性 BMSCs STRO-1 阴性 BMSCs

2.4   STRO-1 阳性与阴性 BMSCs 生长分布特征   连续培养

STRO-1 阳性 BMSCs 后，显微镜下观察到细胞出现明显聚

集现象，形成多个高密度细胞簇。相比之下，STRO-1 阴

性 BMSCs 生长稀疏、分散，细胞间距较大，缺乏集落形

成能力 ( 图 4)。

2.5   qRT-PCR 检测成骨基因的表达   在成骨诱导条件下培

养 STRO-1 阳性和阴性 BMSCs 7，14 d， qRT-PCR 检测成

骨相关基因 ( Ⅰ型胶原、Runt 相关转录因子 2、骨保护

素、骨钙素 ) 的表达。如图 5 所示，成骨诱导第 7 天时，

STRO-1 阳性组Ⅰ型胶原和骨保护素基因表达显著高于

STRO-1 阴性组，而 Runt 相关转录因子 2 和骨钙素基因表

达在两组之间未表现出显著差异。成骨诱导第 14 天时，

STRO-1 阳性组Ⅰ型胶原和骨保护素基因表达差异更加显

著，同时 STRO-1 阳性组 Runt 相关转录因子 2 和骨钙素基

因表达也显著高于 STRO-1 阴性组。
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1    2    3   

图注：
aP < 0.01，bP < 0.000 1。STRO-1：基质前体抗原 1。

图 5 ｜成骨诱导培养第 7，14 天，STRO-1 阳性与阴性骨髓间充质干细

胞的成骨相关基因表达 
Figure 5 ｜ Osteogenic-related gene expression in STRO-1 positive and 
negative bone marrow mesenchymal stem cells on days 7 and 14 of 
osteogenic induction
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图注：
aP < 0.05，bP < 0.001。STRO-1：基质前体抗原 1。

图 6 ｜成骨诱导培养第 7 天，STRO-1 阳性和阴性骨髓间充质干细胞中Ⅰ

型胶原和骨保护素的蛋白表达

Figure 6 ｜ Protein expression of type I collagen and osteoprotegerin in 
STRO-1 positive and negative bone marrow mesenchymal stem cells on day 
7 of osteogenic induction
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图注：
aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.000 1。STRO-1：基质前体抗原 1。

图 7 ｜成骨诱导第 14 天，STRO-1 阳性与阴性骨髓间充质干细胞中成骨

相关蛋白表达

Figure 7 ｜ Expression of osteogenic-related protein in STRO-1 positive and 
negative bone marrow mesenchymal stem cells on day 14 of osteogenic 
induction
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2.6   Western blot 检测成骨蛋白的表达   成骨诱导第 7 天，

STRO-1 阳性 BMSCs 中Ⅰ型胶原和骨保护素蛋白表达显著

增加，但未检测到 Runt 相关转录因子 2 和骨钙素蛋白表

达 ( 图 6)。成骨诱导第 14 天，STRO-1 阳性 BMSCs 中所有

成骨相关蛋白表达显著上调 ( 图 7)。

2.7   茜素红染色及碱性磷酸酶染色检测胞外基质钙结节形

成情况   成骨诱导第 7 天，光镜下 (×40 倍 ) 观察 STRO-1

阳性和阴性 BMSCs 钙盐结节均被染成红色，STRO-1 阳性

组在染色范围和成骨方面表现更为突出，显示更强的成骨

活性 ( 图 8)。进一步从微观角度展示茜素红染色和碱性磷

酸酶染色结果 ( 图 9)，在成骨诱导第 7 天时，STRO-1 阳

性组显示更多的红色钙结节和黑色钙化颗粒，且染色更

加密集，表明早期成骨分化活性较高。成骨诱导延长至

第 14 天时，STRO-1 阳性组的钙盐结节数量和面积进一步

增加，钙化水平显著提升，相较于 STRO-1 阴性组呈现出

更广泛、密集的钙盐沉积，表明成骨分化能力持续增强。

3   讨论   Discussion
该研究通过对比 STRO-1 阳性与阴性 BMSCs 的成骨分

化能力，探索了 STRO-1 阳性 BMSCs 在骨缺损修复中的潜

在应用价值。研究结果显示，STRO-1 阳性 BMSCs 在成骨

相关基因和蛋白表达方面表现出显著优势，特别是Ⅰ型

胶原和 Runt 相关转录因子 2 等成骨分化标志物的表达均

显著高于 STRO-1 阴性 BMSCs，同时 STRO-1 阳性 BMSCs

茜素红染色和碱性磷酸酶染色显示有更为密集的矿化沉

积，表明其具备更强的成骨分化能力。在细胞形态方面，

STRO-1 阳性 BMSCs 形成高密度细胞集落，与 STRO-1 阴性

细胞的稀疏分布不同，这可能与其较高的增殖和分化潜

力密切相关，进一步支持了 STRO-1 阳性 BMSCs 作为优选

种子细胞的理论依据。
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间充质干细胞在维持健康与疾病平衡中起着重要作

用。结合不同支架材料 ( 如羟基磷灰石和聚乳酸 )，间充

质干细胞为骨再生领域提供了创新的治疗手段
[12-14]

。考虑

到间充质干细胞在组织和器官中的重要作用，许多研究

深入探讨了其生物学机制及临床应用潜力
[15-23]

。间充质干

细胞的优势包括易于采集，并且可以减少移植后的免疫

排斥反应
[24-25]

。在特定的体外培养条件下，间充质干细胞

还展现出自我更新和分化为多种细胞类型的能力。此外，

不同来源的间充质干细胞还具备显著的免疫调节功能。

在炎症性疾病中，间充质干细胞通过归巢到受损组织以

调节局部免疫反应，这种独特的免疫调节特性使间充质

干细胞成为许多临床研究的核心细胞类型
[26-29]

。间充质干

细胞在骨损伤和骨疾病的病理生理学中展现出广泛的应

用前景，未来有望成为一种潜在的治疗策略。

在组织工程中，筛选最佳的种子细胞需综合考虑多

个因素，除细胞的增殖能力和特定谱系分化潜力外，细胞

来源的选择也至关重要。由于 BMSCs 在术中可从四肢骨

的骨髓腔中便捷获取，且可自体利用，逐渐成为再生医

学中有前景的细胞来源。尽管自体骨移植效果较好，但

受到供体数量有限、手术复杂及并发症风险等限制，常

见供区问题包括疼痛和感染等
[30-31]

。而同种异体骨和人工

骨面临高昂成本、免疫排斥风险及生物活性不足等局限，

异体骨在愈合效果、整合度和机械强度方面均不如自体

骨，且与人体骨骼的匹配性不足
[32-33]

。上述限制不仅增加

了患者的经济负担，还对生活质量产生了负面影响。因此，

通过标志物筛选出优质的 BMSCs，评估其在骨再生中的

应用前景成为此次研究的重点。

通过从大鼠股骨和胫骨中分离 BMSCs，流式细胞

术和免疫荧光结果显示细胞高表达 CD29 和 CD90，低表

达 CD45，且具有成骨和成脂分化潜力，符合国际细胞治

疗标准
[34]
。STRO-1 阳性 BMSCs 占 12.8%，与既往研究

(6.7%-20%) 相当
[7，35]

。STRO-1 阳性细胞聚集成高密度细

胞簇，而阴性细胞则稀疏分布，在增殖能力上有显著差

异
[36-37]

。

Runt 相关转录因子是成骨分化过程中的核心转录因

子，主要在成骨分化的早期阶段发挥重要作用。它通过

启动下游成骨相关基因的表达，如Ⅰ型胶原和骨钙素，

来促进骨基质的合成和骨组织的矿化
[38]
，Ⅰ型胶原是骨

基质的主要组成部分，而骨钙素是成熟成骨细胞的标志

物，参与骨的矿化过程
[39]
。因此，Runt 相关转录因子的

激活对于成骨细胞的功能性发育至关重要，直接影响骨

组织的形成和质量。BMSCs 具有多向分化的潜能，成骨

分化这一过程受到多种信号通路和调控因子的共同作用，

包括Wnt/β-catenin、ERK和Notch等通路
[40-41]

。在该研究中，

Ⅰ型胶原和骨保护素基因在成骨诱导第 7 天时的表达有显

图注：图 A 为茜素红染色显示钙结节的矿化情况，箭头为钙结节；B 为

碱性磷酸酶染色，箭头为黑色片状或条状钙颗粒，表明该区域具有较高

的成骨活性。STRO-1：基质前体抗原 1。
图 9 ｜ STRO-1 阳性与阴性骨髓间充质干细胞成骨诱导后茜素红和碱性

磷酸酶染色 ( 标尺 500 μm)
Figure 9 ｜ STRO-1 positive and negative bone marrow mesenchymal stem 
cells stained with Alizarin Red and alkaline phosphatase after osteogenic 
induction (scale bars: 500 μm)
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图注：在成骨诱导第 7 天时，STRO-1 阳性组的矿化水平明显高于

STRO-1 阴性组，红色染色区域更加密集；成骨诱导第 14 天时，STRO-1
阳性组的矿化结节进一步增加，分布更为广泛，表明成骨活性显著增强。

STRO-1：基质前体抗原 1。
图 8 ｜ STRO-1 阳性与阴性骨髓间充质干细胞成骨诱导后茜素红染色

(×40)
Figure 8 ｜ STRO-1 positive and negative bone marrow mesenchymal stem 
cells stained with Alizarin Red after osteogenic induction (×40)
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著差异，且 STRO-1 阳性组高于阴性组，而 Runt 相关转录

因子 2 和骨钙素基因在两组之间无显著差异，造成这一

现象很可能为 STRO-1 阳性 BMSCs 在成骨前期通过激活核

因子 κB 受体活化因子 (receptor activator of nuclear factor 

kappa B，RANK)/ 核因子 κB 受体活化因子配体 (receptor  

activator of nuclear factor kappa B ligand，RANKL)/ 骨保护

素系统，为后期的成骨分化创造了一个更有利的环境。

骨保护素作为 RANKL 的“诱饵受体”，通过抑制破骨

细胞的活性，减少了骨吸收，从而使成骨细胞在一个较

为稳定的微环境中进行分化。相比之下，Runt 相关转录

因子 2 虽然是成骨分化的早期关键因子，但其表达在早

期阶段未见显著差异，可能是由于 RANK/RANKL/ 骨保

护素系统的优先激活，使得成骨前期的骨代谢平衡更多

地倾向于抑制骨吸收，而非立即启动成骨基因的表达。

STRO-1 阳性细胞可能通过这一机制，间接为成骨分化的

后期提供了更加有利的基础。在成骨分化的第 14 天，

STOR-1 阳性组 Runt 相关转录因子 2 和骨保护素基因开始

表达，且基因和蛋白层面上骨保护素的表达量略低于第

7 天，这一结果支持了 STRO-1 阳性 BMSCs 在成骨早期通

过 RANK/RANKL/ 骨保护素系统调控骨代谢的假设。随着

成骨诱导的时间推移，Runt 相关转录因子 2 和骨钙素的

表达逐渐增加，表明成骨分化已进入成熟期，成骨基因

逐渐被激活，取代前期 RANK/RANKL/ 骨保护素系统。MA 

等
[42]

研究表明，Exendin-4 通过抑制骨吸收和促进老年卵

巢切除大鼠的骨形成来提高骨强度和改善骨微结构。因

此，这种动态调控机制解释了早期 RANK/RANKL/ 骨保护

素系统的作用，其在成骨前期为后续分化创造的有利条

件是有价值的。

尽管实验观察到 STRO-1 阳性 BMSCs 在成骨分化中的

显著作用，但其潜在的分子机制尚未深入探讨。为更深

入理解 STRO-1 阳性 BMSCs 的成骨分化潜力，未来可通过

探索 RANK/RANKL/ 骨保护素系统及 Wnt 和 MAPK 信号通

路的调控作用，为揭示 STRO-1 阳性 BMSCs 的成骨机制提

供更清晰的分子图谱。另外，该实验未量化碱性磷酸酶

活性
[43]
，未来研究可弥补这一不足，并结合其他成骨标

志物的表达，全面评估 STRO-1 阳性 BMSCs 的成骨能力。

综上所述，实验成功分离了STRO-1阳性和阴性BMSCs， 

并发现 STRO-1 阳性 BMSCs 在成骨能力上具有显著优势，

这为骨组织工程中种子细胞的筛选提供了理论依据，在

骨缺损修复中具有潜在的治疗应用价值。
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