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P物质在 BMSCs来源的成骨细胞与内皮细胞体外联合培养中的作用 *
李富航 靳宇飞 毕 龙 裴国献△

(第四军医大学西京医院骨科 陕西西安 710032)

摘要 目的：观察 P物质(substance P，SP)在 BMSCs来源的成骨细胞与内皮细胞体外联合培养中的作用，研究 P物质作用于种子

细胞的最适浓度指导组织工程骨修复骨缺损。方法：采用新生新西兰大白兔胎兔（雌雄不限）密度梯度离心法分离骨髓间充质干

细胞行体外培养和连续传代,获得较纯的 BMSCs。取生长状态良好的第 3代 BMSCs行成骨诱导培养及成血管内皮细胞诱导培养
并鉴定。将诱导 7 d的两种细胞按 2：1比例混合培养，待细胞传至 2代加入不同浓度的 SP作为实验组，以正常未加 SP的细胞培

养基为对照组。培养后 1、3、5、7 d采用 CCK-8法测定细胞增殖并绘制生长曲线，观察细胞生长数量，测定碱性磷酸酶活性及观察

细胞周期分布。结果：浓度范围从 1× 10-12-1× 10-6 mol/L的 SP对联合共培养的成骨细胞增殖和活性都有促进作用，在浓度为 1×
10-8mol/L对联合共培养的成骨细胞增殖和活性的作用功效最强。结论：在体外直接联合共培养的体系中,SP对新种子细胞促进效

果明显，其在 1× 10-8 mol/L对联合共培养的成骨细胞增殖和活性作用最强。
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Study of SP on Effect of Osteoblasts and Vascular Endothelial Cells from
Rabbits BMSCs Co-cultured*

To study the effect of SP (Substance P) of osteoblasts and vascular endothelial cells from rabbits BMSCs

co-cultured in vitro. To find the optimal concentration of SP on the new seed cells to guide bone defect repairing in tissue engineering of

bone. The BMSCs were obtained from new-born rabbits by using gradient centrifuge method and cultured in vitro. The third

generation of BMSCs were induced into osteoblasts and vascular endothelial cells. The osteoblasts and vascular endothelial cells, after
being induced for 7 days in a ratio of 2 to 1, were directly co-cultured, the co-cultured osteoblasts and vascular endothelial cells in the

second generation were used, and then SP with different concentrations was added (experimental group). While the second generation of

co-cultured cells without SP was used as a control (control group). The function of SP was assessed by CCK-8 examination assay and the

growth curve was drawn on 1,3,5,7 days, then counted the cells. Determined the ALP activity and examined the change of cell cycle

distribution. SP of 1× 10-12-1× 10-6 mol/L had enhancing effects on the proliferation and activity of co-culture osteoblasts, while
the concentration of 1× 10-8 mol/L had the strongest enhancing effects. In direct co-culture system in vitro, the effect of

SP-promoting on the new seed cells was significant. SP can improve activity of co-cultured osteoblasts.

Substance P; BMSCs; Osteoblast; Endothelial cell; Co-cultured

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2014.19.004

前言

近年在骨折愈合过程中神经系统作用的深入研究，其对骨

代谢的影响尤为突出。感觉神经末梢可通过释放神经递质 SP、
CGRP等从而作用于成骨。而 P物质因其良好的成骨作用而备
受关注。P物质(substance P，SP)是最早发现的神经肽，已经证实
SP神经肽来源于感觉神经纤维，可作用于成骨细胞，且贯穿于

骨折愈合的整个过程[1]。SP对血管的调节作用主要为内皮依赖

或非依赖性的舒张反应[2]。本实验研究最新种子细胞在于保证

足够量的接种细胞数量，与此同时维持细胞增殖活性且可以预

防细胞衰老。文献报道证实成骨细胞与血管内皮细胞体外联合

共培养作为最新的种子细胞[3-5]，其在促进成骨细胞的增殖同时

又有助于组织工程骨的血管化再生过程,故而有助于增强组织

工程骨对于骨缺损的修复[6]。因此,我们对 SP作用于体外联合

培养的 BMSCs来源的成骨细胞与内皮细胞进行了最适浓度以

及后期的分子水平影响的研究,以发现其在新种子细胞中的促
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成骨作用。

1 材料与方法

1.1 实验材料
1.1.1 实验动物与试剂 初生 24 h新西兰大白兔胎兔 10只(第

四军医大学实验动物中心提供)，胎牛血清(fetal bovine serum，
FBS)(BD，美国)，CCK-8 (南京建成)，M199(GIBCO，美国)；SP、

一抗内皮Ⅷ因子、地塞米松、茁-甘油磷酸钠、维生素 C(Sigma，

美国 )；VEGF、bFGF(R&D，美国 )，碱性磷酸酶 (alkaline phos-

phatase，ALP)活性定量检测试剂盒(Genmed，上海)。
1.1.2 实验仪器 透射电镜 JEM-1230(Hitachi，日本)，流式细胞

仪 BD FACSAria（Bection Dickinson，美国）。
1.2 实验方法
1.2.1 BMSCs分离培养 将出生 24 h以内的新西兰大白兔胎
兔 10只处死酒精浸泡消毒,无菌超净台下取双侧四肢长骨，剪

断骨骺暴露骨髓腔。用包含双抗(青、链霉素)的 DM-F12培养液

反复冲洗骨髓腔，冲洗出骨髓悬液。细胞悬液在半径 12 cm，
800 r/min离心 8 min，倒掉上清加入 DM-F12，吸打混匀，分装

入培养瓶中然后放入 37℃孵箱孵育培养。
1.2.2 BMSCs诱导培养 待 BMSCs细胞纯化至第 3代，将其

加入含 10% FBS、10 mmol/L 茁- 甘油磷酸钠、1× 10-8 mol/L 地
塞米松、50 mg/L维生素 C的成骨分化培养基，成骨诱导培养；

加入含 10% FBS、10 滋g/L VEGF、2 滋g/L bFGF 的内皮分化培

养基，成血管内皮细胞诱导培养。

1.2.3 两种诱导细胞共培养及 P物质刺激 将分化培养 7 d的
两种细胞以 2：1[7-9]比例接种于同一培养板中共培养，待细胞铺

满胰酶消化传代，加入含有 1× 10-12-1× 10-6 mol/L[10，11]不同浓度的

SP作为实验组，以正常未加 SP的DM-F12培养基作为对照组。
1.3 实验检测项目
1.3.1 成骨分化 ALP染色(钙钴法) 取诱导培养 7 d的成骨细
胞进行玻片爬片，行常规 ALP染色（钙钴法），光镜下可见黑色

沉淀表示酶活性，以 BMSCs作对照组。
1.3.2 内皮细胞免疫组化 取诱导培养 14 d 的血管内皮细胞

行玻片爬片，倒置显微镜下观察细胞形态以及内皮细胞免疫细

胞化学Ⅷ因子染色，一抗工作浓度为 1:200。
透射电镜：诱导分化 14 d内皮细胞消化离心，常规制作细

胞铜网透射电镜下观察。

1.3.3 磷酸酶（ALP）活性 以 1× 104/孔接种于 96 孔板,培养
24 h，然后更换为含有不同浓度 SP培养基，每浓度 6个平行

孔。分别于接种后第 1、3、5、7 d进行，吸尽 96孔培养板内的培
养基，PBS冲洗 3次，进行常规 ALP活性检测，使用酶联免疫

仪于波长 410 nm下读取光密度(OD)值。
1.3.4 CCK-8细胞增殖以及生长曲线 细胞处理以及检测时间

同 ALP，常规 CCK-8增殖检测。酶标仪测定在 450 nm处的吸

光度。

1.3.5 流式细胞周期检测 传代细胞培养至铺满瓶底 80%，加

入不同浓度 SP培养 24 h，消化，洗涤，常规流式细胞周期检测，

用 BD FACSAria型流式细胞仪测定 DNA含量，ModFit LT软

件分析细胞周期分布情况。

1.4 统计学分析

采用 SPSS17.0统计学软件进行分析，数据 x± s表示，组

间比较采用方差分析(ANOVA)统计，组内两两比较采用秩和
检验，P<0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 BMSCs形态观察

接种后 24 h骨髓间充质干细胞，可见少部分 BMSCs自原

单个核细胞贴壁伸展为梭形，大部分尚未贴壁伸展，（图 1a）。

2.2 诱导的成骨细胞形态观察及鉴定

成骨分化 7 d，细胞渐大，呈多角型分化形状不规则，有多

处突起，细胞有集落趋化趋势（图 1b）。BMSCs成骨诱导 7 d，
ALP染色示分化成骨细胞胞浆蓝染，而胞核红染（图 2a）。
2.3 诱导的内皮细胞形态学及鉴定

内皮细胞分化 14 d后，诱导细胞表现为典型的“铺路石”

样形态（图 1c）。Ⅷ因子免疫组化染色阳性,细胞质呈棕色（图
2b）。透射电镜可观察到内皮细胞典型特征棒状WP小体（图
2c）。

图 1 1a骨髓干细胞、1b成骨细胞、1c内皮细胞（× 40），1d共培养细胞

（× 100）

Fig. 1 1a BMSCs,1b osteoblast, 1c endothelial cell（× 40），1d co-cultured

cells（× 100）

图 2 2a成骨细胞 ALP染色，2b内皮细胞Ⅷ因子免疫组化染色

（× 100），2c内皮细胞透射电镜（× 80w）

Fig.2 2a ALPdyeingofosteoblast,2bendothelialcellsⅧ factor

immunohistochemical staining（× 100）, 2cTEMofendothelialcells（× 80w）
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图 3 共培养细胞 1、3、5、7 d CCK-8生长曲线

Fig. 3 The 1,3,5,7 d CCK-8 growth curve of co-cultured cells

2.4 共培养细胞形态学

倒置显微镜下观察可见两种细胞在共培养初期保持各自

细胞形态生长良好,伴随着时间越长,共培养 7 d时分化成骨细

胞与内皮细胞失去自身细胞形态，均梭形生长(图 1d)。

2.5 ALP活性
ALP活性检测各浓度组较对照组均有显著增加（P<0.05）,

且随着时间增长吸光值增加，而在 P物质在 1× 10-8 mol/L组

作用效果最显著(P<0.05）,均具有统计学差异（表 1）。

表 1 不同浓度 P物质作用共培养的 BMSCs来源成骨与内皮细胞 ALP活性吸光度(A)值的比较(x± s，n=6)与对照组比较，Pa<0.05,Pb<0.01;组间比

较，Pc<0.05

Table 1 Compared with the ALP absorbance(A) of different concentrations of SP on osteoblasts and vascular endothelial cells from rabbits BMSCs

co-cultured(x± s,n=6). Compared with the control group, Pa<0.05, Pb<0.01; compared between the two groups, Pc<0.05

Time( d)
SP Group(mol/L)

1× 10-6 1× 10-8 1× 10-10 1× 10-12 0

1

3

5

7

0.322± 0.035a

0.657± 0.053a

0.965± 0.105a

1.085± 0.092bc

0.332± 0.041

0.733± 0.051bc

1.125± 0.059bc

1.280± 0.158bc

0.318± 0.012

0.653± 0.043a

0.917± 0.099a

1.060± 0.100a

0.313± 0.036

0.637± 0.022

0.842± 0.034

1.032± 0.025a

0.295± 0.031

0.588± 0.055

0.807± 0.028

0.907± 0.061

2.6 CCK-8细胞增殖与活性

不同浓度组的表达随着时间推移都有增加，且均有明显增

加（P<0.05 或 <0.01）而 P物质在 1× 10-8 mol/L 组作用效果最

显著（P<0.01）,均具有统计学差异（图 3、表 2）。

表 2 不同浓度 P物质作用共培养的 BMSCs来源成骨与内皮细胞 CCK-8活性吸光度(A)值的比较(x± s，n=6)与对照组比较，Pa<0.05,Pb<0.01;

组间比较，Pc<0.05

Table 2 Compared with the CCK-8 absorbance(A) of different concentrations of SP on osteoblasts and vascular endothelial cells from rabbits BMSCs

co-cultured(x± s,n=6). Compared with the control group, Pa<0.05, Pb<0.01; compared between the two groups, Pc<0.05

Time( d)
SP Group(mol/L)

1× 10-6 1× 10-8 1× 10-10 1× 10-12 0

1

3

5

7

0.325± 0.08a

0.708± 0.010b

1.110± 0.059b

1.745± 0.094b

0.331± 0.013ac

0.748± 0.043bc

1.211± 0.059bc

1.921± 0.065bc

0.315± 0.012a

0.682± 0.030b

1.003± 0.076a

1.712± 0.035bc

0.310± 0.010

0.652± 0.019b

0.986± 0.016b

1.588± 0.052b

0.297± 0.012

0.543± 0.014

0.864± 0.020

1.233± 0.029

2.7 流式细胞周期检测

不同浓度的 SP干预共培养细胞 24 h后，对其细胞周期的
影响均有增加，在浓度为 1× 10-8 mol/L对联合共培养细胞的周

期影响最大，共培养细胞 S期增加或者促进（P<0.01），G1及
G2/M期有所缩短（P<0.05）。见表 3。

3 讨论

文献报道 SP与骨代谢联系紧密。在骨折愈合过程中，发现
SP样神经纤维与毛细血管一同出现在新生骨组织的周围，SP

主要通过与它的受体 -Neurokinin-1受体(NK1受体)结合发挥

调节作用[12,13]。SP主要通过内皮细胞发挥作用，0nuoha[14]认为

SP能刺激内皮素细胞，动脉平滑肌细胞，皮肤成纤维细胞的增

殖，而且能够促进毛细血管的生长[15]。如能将 SP作用于其共培

养细胞，使其既能有效作用于成骨细胞促进其细胞增殖、同时

表 3 BMSCs来源的成骨细胞与血管内皮细胞共培养细胞周期测定。

与对照组比较，Pa<0.05，Pb<0.01;组间比较，Pc<0.05

Table 3 Determination of cell cycle of osteoblasts and vascular endothelial

cells from rabbits BMSCs co-cultured. Compared with the control group,

Pa<0.05, Pb<0.01; compared between the two groups, Pc<0.05

SP( mol/L) G1 G2/M S S+ G2/M

Control

10-6

10-8

10-10

10-12

87.42± 2.06

83.57± 1.52a

78.26± 1.82bc

85.93± 1.09

85.97± 1.09

8.06± 1.99

9.28± 1.56

10.55± 1.81a

9.45± 1.09c

7.38± 1.35

4.52± 0.64

7.14± 1.47a

11.52± 2.49bc

4.62± 0.74

6.65± 1.85ac

12.59± 2.06

16.43± 1.52a

22.08± 1.77bc

14.07± 1.09

14.03± 1.09
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作用于内皮细胞加速组织工程骨的血管化再生过程，将进一步

增强组织工程骨的骨缺损修复。本实验旨在观察 SP作用于共
培养细胞的成骨效果，探讨 SP最适浓度。

从本实验 CCK-8 曲线图可以直观的看出 SP各浓度组对
共培养细胞均具有促进作用且随着时间的推移作用效果呈现

增长，而 1× 10-8 mol/L浓度的细胞增殖效果最明显。ALP活性

吸光度结果提示 3 d以后 SP作用效果明显，低浓度组 1× 10-12

mol/L作用效果不明显，而 1× 10-8 -1× 10-6 mol/L作用效果明

显，说明在 ALP活性作用可以看出其对细胞分泌物的影响存
在浓度依赖以及时间依赖。在细胞周期测定中各实验组相对于

对照组 G1期均有所缩短，G2/M+S 期均有所增加。在 1× 10-8

mol/L浓度组作用效果最明显，表明 SP作用于共培养细胞可

改变细胞周期，促进细胞增殖活跃。结果表明浓度范围从 1×
10-12-1× 10-6mol/L的 SP对联合共培养细胞的 CCK8和 ALP以
及细胞周期均较单纯的共培养时增强。表明其对成骨细胞的增

殖和活性有促进作用，且浓度为 1× 10-8mol/L(P<0.01)对联合共

培养的成骨细胞增殖和活性的促进作用最强。

究其原因：①SP可直接作用于成骨细胞，与成骨细胞 SP

受体结合，并进一步激活细胞内部第二信使 Ca2+，继而作用于

成骨细胞的增殖 [14]。②SP可促进内皮细胞的增殖从而间接作

用于成骨细胞来促进成骨细胞的增殖与活性。SP参与调控内

皮的静脉张力，其作用过程可能是最先激活内皮细胞 IP系统，

从而通过释放细胞内储存的 Ca2+以及连锁的胞膜 Ca2+通道开

放而增高胞浆游离 Ca2+，从而发挥其调节作用[16,17]。P物质可促

进内皮细胞分泌细胞介质,表达骨形态发生蛋白、血管内皮生

长因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)以及四环素等,

对 OB具有与 TGF-茁相似的调节作用,VEC 能够合成和分泌
VEGF,因此能明显提高 OB的 ALP活性水平[18-20]。本实验通过

三种检测确定 SP对共培养细胞的最适浓度以及作用效果，指

导后期的具体作用机制的研究。因而其详尽的作用机制较为复

杂，有待进一步深入的研究其具体的分子作用机制。总之，其可

以作用于新的种子细胞促进其成骨与血管化再生过程，进而通

过组织工程骨应用于临床。
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