
respectively) ． The model of liver fibrosis was induced by carbon tetrachloride( CCl4 ) subcutaneously for 6 weeks

continuously． The serum activities of aspartate aminotransferase ( AST) ，alanine aminotransferase ( ALT) and the
levels of albumin( ALB) were detected by an autoanalyzer． The levels of hydroxyproline ( Hyp) in liver were meas-
ured by spectrophotometry． Changes in liver pathology were examined by hematoxylin and eosin( HE) staining and
Van Gieson( VG) staining． The expression of TGF-β1 in liver tissue was evaluated by immunohistochemistry． Ｒe-
sults Compared with the model group，serumactivities of ALT and AST were decreased significantly in melatonin-
treated groups( P ＜ 0. 01) ． The levels of serum ALB were increased significantly in melatonin-treated group( 10. 0
mg /kg) compared with the model group( P ＜ 0. 05) ． In comparison with the model group，the levels of Hyp in liver
were decreased significantly in melatonin-treated groups( P ＜ 0. 01 ) ． Pathologic grading score of melatonin-treated
group( 10. 0 mg /kg) was much lower than that of the model group( P ＜ 0. 05) ． The expression of TGF-β1 in liver
was decreased remarkably in melatonin-treated groups compared with the model group( P ＜0. 01) ． Conclusion Me-
latonin protects liver fibrosis，one mechanism of which may be related to the inhibition of TGF-β1 expression in liver．
Key words melatonin; liver fibrosis; transforming growth factor β1
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犬牙槽骨干细胞与髂骨骨髓干细胞体外成骨能力的比较
郑文龙1，2，3，吴 涛1，2，3，邹多宏1，2，3，陈乔尔1，2，3

摘要 目的 比较犬牙槽骨来源干细胞( ABSC) 和骨髓间充
质干细胞( BMSC) 的体外成骨能力，为骨组织工程的种子细
胞选择提供新思路。方法 取同一只犬的牙槽骨骨组织和
髂骨骨髓作为 ABSC 和 BMSC 的来源。取第 3 代细胞进行
一系列体外检测: MTT法检测两种细胞的增殖能力; 成骨诱
导和常规培养条件下，不同时间点进行茜素红和碱性磷酸酶

染色，观察钙盐沉积和碱性磷酸酶合成能力，同时对细胞内

碱性磷酸酶活力进行半定量检测; 成骨诱导后 7、14、21 d 利
用 ＲT-PCＲ法检测关键性成骨因子［Ⅰ型胶原( COL-1 ) 、碱
性磷酸酶( ALP) 、骨钙素( OCN) ］的表达情况。结果 相较
BMSC，ABSC增殖能力略高，钙结节和碱性磷酸酶的表达能
力更强。COL-1 早期在 ABSC 中的表达高于 BMSC，并随着
时间呈下降趋势。ALP 在 ABSC 中的表达始终高于 BMSC，

且在 14 d达到最高峰。OCN 总体呈上升趋势，14 d 和 21 d

有明显表达，且 ABSC 高于 BMSC。结论 犬 ABSC 的成骨
能力与 BMSC差别不大，提示犬 ABSC可以成为骨组织工程
优先选择的种子细胞之一。

关键词 骨髓干细胞; 牙槽骨干细胞; 成骨分化
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研究［1］表明，颌骨组织修复颌面部的骨缺损比

使用中轴骨或四肢骨拥有更加稳定的成骨效果，远

期的骨吸收更少。胚胎学证实，颌骨起源于神经嵴，
又称为外胚间叶组织，而躯干四肢骨起源于中胚

层［2］。研究［3］显示，牙槽骨来源干细胞 ( alveolar
bone-derived stem cells，ABSC) 和骨髓间充质干细胞
( bone marrow mesenchymal stromal cells，BMSC) 在胚
胎和骨骼系统发育相关基因的表达上存在较大差

异。近年来，Clausen et al［4］使用流式细胞术检测人
的 ABSC，证明其高表达干细胞表面标志 CD13、
CD44、CD90、CD73，低表达 CD31，并利用 ＲT-PCＲ
检测证明了成骨诱导后其成骨相关基因的高表达。
Payer et al［5］证明 ABSC 在体外培养下具有成骨和
成脂的潜能。研究［6］证明，颌骨 BMSC 比髂骨 BM-
SC具有更高的神经向分化能力。以上结果说明，牙
槽骨中具有多项分化潜能的干细胞，在组织工程中

有巨大的潜力。该研究旨在比较 ABSC 和 BMSC 的
体外成骨能力，为其将来更好地应用于组织工程提

供更多的理论支持。

1 材料与方法

1． 1 材料
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1． 1． 1 实验动物 拉布拉多犬，1． 5 岁，18 ～ 20 kg，
雄性，饲养于安徽医科大学动物实验中心。
1． 1． 2 实验试剂 DMEM 培养基、地塞米松、抗坏
血酸、β-甘油磷酸钠、茜素红( 美国 Sigma 公司) ; 胎
牛血清、BCI /PNBT碱性磷酸酯显色试剂盒、碱性磷
酸酶( alkaline phosphatase，ALP) 检测试剂盒( 上海
碧云天生物技术公司) ; 逆转录试剂盒、qPCＲ 反应
试剂盒( 大连 TaKaＲa公司) 。
1． 1． 3 实验仪器 CO2 细胞培养孵箱( 美国 Ther-
mo公司) ; I 型超净工作台( 苏州净化设备厂) ; 荧
光倒置相差显微镜和照相系统( 德国 Leica 公司) ;
实时荧光定量 PCＲ 仪( 美国 Stratagene 公司) ; 低温
高速离心机( 德国 eppendorf 公司) ; 自动细胞计数
分析仪( 北京京百卓显公司) ; 全自动酶标仪( 美国

BioTek公司) ; 生物安全柜( 中国 ESCO公司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 ABSC 的培养: 使用 3%的戊巴
比妥钠对拉布拉多犬进行静脉麻醉，然后固定于操

作台，备皮、消毒，拔去犬的上颌前磨牙，从牙槽骨壁
及其周围获得牙槽骨并送实验室培养。PBS 冲洗 3
遍，去除血凝块，使用无菌器械将牙槽骨剪碎成大小

约 2 mm × 2 mm × 2 mm，加入含 10% FBS 的
DMEM，于 37 ℃、5% CO2 的孵箱中进行培养。接种
5 ～ 7 d 后进行观察，换液。此后每隔 3 d 细胞全换
液 1 次，倒置显微镜下观察细胞生长情况。BMSC
的培养: 对犬的髂骨进行穿刺获得 5 ～ 8 ml骨髓，置
入含肝素钠的离心管，送实验室采用全骨髓贴壁法

培养细胞。5 d 后小心吸取培养液和未贴壁细胞进
行首次换液。当 ABSC 和 BMSC 细胞生长融合约
80% ～90%时，用 0. 25%胰酶消化传代。第 3 代细
胞用于实验。
1． 2． 2 MTT 法检测细胞增殖 取第 3 代两种细
胞，分别以 1 × 104 /ml 接种于 96 孔板，每孔 200 μl
完全培养基，每组 5 个复孔; 使用 MTT 法，通过酶标
仪测两者的吸光度( optical density，OD 值) ，连续测
9 d，绘制生长曲线。
1． 2． 3 成骨诱导分化后钙结节和 ALP 的染色 取
第 3 代两种细胞，分别以 5 × 104 /ml 的密度接种于
24 孔板培养，每孔 0. 5 ml，每组 6 个复孔。当细胞
贴壁生长达 90%汇合后，加入成骨诱导液( 含 10%
FBS、10 mmol /L β-甘油磷酸钠、10 －7 mol /L 地塞米
松、50 mg /L维生素 C) 进行诱导培养。培养约 7 、
14 、21 d 行茜素红和 ALP 染色，扫描并于倒置显微
镜下观察。ABSC 和 BMSC 的钙结节面积比较，则

将染色后培养皿放在网格板上，平均分 9 个视野，取
上、下、左、右和中间 5 个视野，拍照后，使用 Image
Pro Plus软件计算钙结节所占面积。
1． 2． 4 ALP相对活力的检测 取第 3 代两种细胞，
分别以 5 × 104 /ml的密度接种于 10 cm 板，每板 10
ml。当细胞贴壁生长达 90%汇合后，加入成骨诱导
培养液进行诱导培养。另设置对照组，不加入成骨
诱导液，只加普通的培养基。每 3 d 换液 1 次。第
7、14、21 天提取蛋白，使用对硝基苯磷酸二钠法
( pNPP法) 对 ALP的含量进行测定。
1． 2． 5 实时荧光定量 PCＲ分析成骨相关基因的表
达 取第 3 代两种细胞，分别以 5 × 104 /ml 的密度
接种于 6 孔板，每孔 2 ml。成骨诱导 7、14、21 d 后，
使用 TＲIzol 试剂分别提取其总的 ＲNA，对收集的
ＲNA进行纯度与量的测定，逆转录合成 cDNA，然后
进行实时荧光定量 PCＲ，反应体系为 20 μl。扩增基
因为 I型胶原( collagen I，COL-1 ) 、ALP、骨钙素( os-
teocalcin，OCN ) 及内参基因 β-actin。实验重复 3
次。引物由上海生工生物工程公司进行设计
( 表 1) 。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 18. 0 软件进行分析，
两组数据间的比较采用独立样本 t检验，数据以 珋x ±
s表示。

2 结果

2． 1 犬 ABSC 和 BMSC 的形态学观察 ABSC 从
骨组织边缘迁移出来，其大小形态等与 BMSC相似，
如单细胞核、成纤维样( 图 1) 。原代细胞传代时使
用细胞计数仪对其进行检测，两者的活力可达 95%
以上。在第 3 代至第 7 代细胞活力没有明显下降趋
势。

表 1 犬引物基因序列表

基因名称 引物序列( 5'-3')
β-actin F: GATCTGGCACCACACCTTCT

Ｒ: GGTCATCTTCTCACGGTTGG
COL-1 F: GGCAAGAACGGAGATGACG

Ｒ: TCCAAACCACTGAAACCTCTG
ALP F: CCGCCTACTTGTGTGGAGTG

Ｒ: CACGATTCCCCAGCGTCCTT
OCN F: GCAGGAAGAGGGTCAGAGGT

Ｒ: GTGGGCGGTTAGGAAGACAG

2． 2 犬 ABSC和 BMSC生长曲线的比较 MTT结
果显示 ABSC在扩增的第 1 ～ 3 天，两组细胞增殖情
况基本一致，第 4 天后 ABSC 增殖速度略高于 BM-
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SC，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，9 d 后，ABSC 基
本趋于稳定( 图 2) 。

图 1 倒置显微镜下观察原代培养 BMSC和 ABSC × 40

A: BMSC; B: ABSC

2． 3 成骨诱导后钙结节和 ALP的染色 茜素红染
色: 成骨诱导 14 d 时，茜素红染色可见 ABSC 中有
局部散在的钙化结节且多余 BMSC。21 d 时，ABSC
的矿化结节面积较大且稠密，明显多于 BMSC。Im-
age-Pro Plus 6. 0 软件分析表明，ABSC 其钙结节面
积百分比高于 BMSC，差异有统计学意义［14 d:
( 31. 5 ± 1. 7 ) % vs ( 25. 7 ± 0. 6 ) %，t = 5. 432，P ＜
0. 05; 21 d: ( 59. 5 ± 1. 4 ) % vs ( 35. 6 ± 0. 5 ) %，t =

27. 304，P ＜ 0. 05］，见图 3。ALP染色: 成骨诱导 7 d
时，可见 ABSC的皿底散在分布着蓝紫色的颗粒沉
淀，而 BMSC仅有皿底中央区域散在分布的着色点。
随着诱导时间的增加，ALP 越来越多。21 d 时，可
见 ABSC的 ALP表达明显高于 BMSC( 图 4) 。

图 2 第 3 代 ABSC和 BMSC生长曲线比较

与 BMSC比较: * P ＜ 0. 05

图 3 ABSC和 BMSC诱导 14 d和 21 d后茜素红染色扫描

和镜下( ×40) 以及两者钙结节面积所占百分比
A、a: ABSC 的 14 d; B、b: ABSC的 21 d; C、c: BMSC的 14 d，D、d:

BMSC的 21 d; 与同一时间点 BMSC比较: * P ＜ 0. 05
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图 4 ABSC和 BMSC诱导 7 d和 21 d后 ALP染色扫描和镜下 × 40

A、a: ABSC 的 7 d; B、b: ABSC的 21 d; C、c: BMSC的 7 d; D、d: BMSC的 21 d

2． 3 ALP活力相对定量检测 非诱导组中，ABSC
中 ALP在 14 d之后较为稳定，BMSC 则一直较为稳
定。成骨诱导后，ABSC 中 ALP 增加趋势明显，BM-
SC中 ALP在 21 d才有明显增加，每个时间点 ABSC
中 ALP的活性均高于 BMSC，差异有统计学意义( 7
d: t = 0. 868，14 d: t = 6. 439，21 d: t = 1. 940，P ＜
0. 05) ，见图 5。

图 5 ABSC和 BMSC成骨诱导与常规培养 ALP活力相对定量
ABSC-OB、BMSC-OB: ABSC和 BMSC成骨诱导下; ABSC、BMSC:

ABSC和 BMSC常规培养下; 与 BMSC-OB比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 成骨诱导后成骨相关基因的表达 ＲT-PCＲ
结果显示，成骨诱导培养后，ABSC 和 BMSC 的成骨
相关基因 COL-1、ALP、OCN 都有差异表达。7、14
d，COL-1 在 ABSC 中的表达高于 BMSC ( 7 d: t =
37. 283，14 d: t = 14. 900 ) ，且 COL-1 在两种细胞中
的表达随着时间呈下降趋势。ALP在两组细胞的表
达在 14 d达到最高峰，且 ABSC的 ALP的表达始终
高于 BMSC( 7 d: t = 12. 674，14 d: t = 7. 007，21 d: t =
6. 099) 。OCN随着诱导时间在两种细胞中均呈上
升趋势，14 d 和 21 d 的 OCN 在 ABSC 的表达高于

BMSC( 14 d: t = 36. 908，21 d: t = 23. 938) ，以上差异
有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见图 6。

3 讨论

有关颌骨内干细胞的研究之前多是从颌骨中进

行骨髓的抽取并进行相关的实验，而对于从颌骨骨

松质中迁移出来的干细胞研究相对较少。研究［7］

表明，从颌骨骨髓、骨松质或者两者混合物中生长出
来的干细胞，三者在早期的细胞增殖速度上有所区

别，但是在干细胞表面标志的表达上没有明显的区

别。在 30 代内，三者没有致癌基因的异常表达，35
代后才有核型异常的发生。Akintoye et al［8］报道，
人类的颌骨中含有更少的造血干细胞，并显示较高

的增殖能力和骨向分化能力。但是，在裸鼠皮下试
验中，BMSC的成骨能力却又高于 ABSC。研究［9］表
明，不管是体外还是体内试验，大鼠的 ABSC 成骨能
力均高于胫骨来源的间充质干细胞。Matsubara et
al［10］报道人和犬的 ABSC和 BMSC具有相似的成骨
能力，但是成软骨和成脂肪能力却有不同。Pekovits
et al［11］报道，人类下颌骨骨松质与髂骨骨髓来源的
干细胞的增殖能力没有明显差别。尽管这些研究结
果之间存在着争议，但是多数研究［9 － 11］表明 ABSC
和 BMSC确实存在位点差异。出现这些争议有可能
是因为实验对象( 物种、年龄) 、研究方法的不同导
致。解剖位点的差异主要受以下因素影响:① 血供
区域的不同; ② 骨皮质和骨松质数量与结构的不
同;③ 空间物理结构的不同; ④ 基因表达的不
同［12］。从胚胎发育来看，颌骨起源于外胚层的神经
嵴，并经历骨膜内成骨过程。躯干四肢骨起源于中
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图 6 ABSC和 BMSC在成骨诱导后，骨相关基因的表达

A: COL-1; B: ALP; C: OCN; 与 BMSC比较: * P ＜ 0. 05

胚层的间叶细胞，并经历软骨成骨［2］。胚胎发生的
不同对两者在骨骼系统发育相关基因的表达上会产

生一定的影响，并影响着疾病的发生。如巨颌症、甲
状旁腺亢进 －颌骨肿瘤综合征等仅发生在颌骨。除
此之外，颌面部的骨纤维异常增殖症在组织学和影

像学上与中轴骨和四肢骨也有明显的不同。近期，
有很多关于下颌骨长期使用抗吸收剂( 二碳磷酸

盐) 导致骨坏死发生的病例。然而将二碳磷酸盐应
用于中轴骨，仅仅导致轻微骨折而不是骨坏死［3］。
本次研究所选择的干细胞已经被证实具有多向

分化潜能，并具有较强的成骨特性［13］。为使干细胞
更快的从骨松质中迁移出来，研究者使用胶原酶对

骨组织进行了处理，这不可避免的对细胞的状态会

产生一定的影响［8］。为了排除干扰，此次实验并未
使用胶原酶。由于细胞增殖能力强，为保证在观察
期内细胞不受接触抑制继续生长，MTT 实验中的细
胞浓度控制在 1 × 104 /ml。实验结果说明，ABSC 的
增殖能力高于 BMSC，这与之前的研究［8］结果相一
致。研究［3］显示，ABSC 的同源异型盒基因家族的
MSX基因相对 BMSC高表达，而MSX作为核转录因
子对细胞的增殖能力具有较强的控制能力。

ALP虽然是成骨分化的早期标志物，但是在骨
细胞的形成期表达依然存在。因此本实验通过 ALP
半定量和 ALP染色检测成骨诱导 7、14、21 d的变化
情况。钙结节是成骨分化的晚期标志物，因此选择
检测的时间为 14、21 d。为使细胞更快地增殖和汇
集，进行骨诱导培养，实验中选择细胞浓度为 5 ×
104 /ml。镜下显示 ALP 和钙结节特别容易在皿底
中央聚集，这可能是由于高密度状态更容易表现出

骨向分化趋势。ALP是细胞成骨向分化的早期分泌
产物，在 ABSC中早期就有表达，说明 ABSC 的成骨
分化趋势更加明显。镜下显示，不同细胞间着色程
度不同，这可能是因为即使是同一批传代的细胞，每

个细胞个体的分化潜能也存在着差异。此次研究培
养的是混合型细胞群，并不是所有细胞均具有三系

分化的潜能，能分化的干细胞只是其中一部分［11］。
ALP半定量结果显示，ABSC 的 ALP 活力高于 BM-
SC，这与研究［8 － 9］结果一致。ABSC 在诱导和非诱
导情况下 ALP活力的表达存在较大差异，说明 AB-
SC更容易受到骨诱导的影响。
本实验采用 COL-1、ALP、OCN 3 种骨向分化相

关基因作为 ＲT-PCＲ 的检测指标，COL-1、ALP 基因
是成骨分化的早期标志物，OCN 是成骨分化的晚期
标志物。ＲT-PCＲ 的结果表明，COL-1、ALP 在 AB-
SC中的高表达，有利于其成骨早期分泌更多的矿化
基质，这与 ALP染色和 ALP半定量结果相符。OCN
的表达随着时间逐渐增加与细胞进入矿化期有关，

有利于形成更多的钙结节，其在 ABSC 中的高表达
与茜素红的染色结果一致。
以上结果说明: ABSC 的成骨能力与 BMSC 差

别不大，是骨组织工程中很有潜力的种子细胞，其深

入机制还有待进一步研究。
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Canine alveolar bone-derived stem cells and bone marrow mesenchymal
stromal cells: a comparative study of the osteogenic potential

Zheng Wenlong1，2，3，Wu Tao1，2，3，Zou Duohong1，2，3，et al
( 1Stomatologic College of Anhui Medical University，2The Affiliated Stomatologic Hospital

of Anhui Medical University，3Key Lab of Oral Diseases Ｒesearch of Anhui Province，Hefei 230032)

Abstract Objective To compare the osteogenic ability of two different canine stem cells in the application of
bone tissue engineering in vitro，namely alveolar bone-derived stem cells( ABSC) and bone marrow mesenchymal
stromal cells( BMSC) ． Methods ABSC and BMSC were prepared from the alveolar bone and bone marrow of a
dog． The third generation of these cells were used for the following studies． Firstly，the proliferation of the two cells
was detected by MTT assay． Secondly，after osteogenic induction，the osteogenic ability was detected by alizarin red
staining and alkaline phosphatase staining． Thirdly，after osteogenic induction for 7，14 and 21 d，the activity of in-
tracellular alkaline phosphatase was detected by the pNPP method． Fourthly，after osteogenic induction，the ex-
pression of collagen Ⅰ( COL-1) ，alkaline phosphatase( ALP) and osteocalcin( OCN) was analyzed by ＲT-PCＲ．
Ｒesults ABSC showed higher proliferative ability． After osteogenic induction，ABSC produced more calcium nod-
ules and alkaline phosphatase． The results showed that the expression of COL-1 in ABSC was higher than that in
BMSC and both of them decreased gradually． The expression of ALP in them reached the highest peak at 14 d．
OCN was significantly expressed in ABSC at 14 and 21 d，and was higher in BMSC． Conclusion The osteogenic
abilities of ABSC are similar to that of BMSC，which is an ideal seed cell in the research of bone tissue engineering．
Key words bone marrow mesenchymal stromal cells; alveolar bone-derived stem cells; osteogenic differentiation
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