
网络出版时间: 2018 － 6 － 22 17: 52 网络出版地址: http: / /kns． cnki． net /kcms /detail /34． 1065． Ｒ． 20180621． 1453． 012． html

成骨细胞特异性识别多肽对人成骨细胞黏附

和迁移作用的实验研究
宋婷婷，王泽华，高启坤，庄艳琴，吴齐越，吴明月

2018 － 04 － 11 接收

基金项目:国家自然科学基金(编号:81170993)

作者单位:安徽医科大学口腔医学院、安徽医科大学附属口腔医院、

安徽省口腔疾病研究中心实验室，合肥 230032

作者简介:宋婷婷，女，硕士研究生;

吴明月，男，副教授，副主任医师，硕士生导师，责任作者，

E-mail:wumingyue321@ 126． com

摘要 目的 探讨成骨细胞特异性识别多肽对人颅骨成骨

细胞黏附和迁移作用的影响。方法 常规培养人颅骨成骨

细胞，分为 10 －4、10 －5、10 －6、10 －7、10 －8 mol /L 5 个实验组及

对照组，应用黏附实验、划痕实验及 Transwell 迁移小室实验

检测不同浓度的成骨细胞特异性识别多肽对人成骨细胞黏

附、迁移作用的影响。结果 成骨细胞特异性识别多肽在

10 －8 ～ 10 －4mol /L 浓度范围内能够促进人颅骨成骨细胞迁

移与黏附，其中 10 －5mol /L 浓度促进作用最为显著。结论

成骨细胞特异性识别多肽能够促进成骨细胞黏附及迁移。
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牙种植体负重能力主要取决于良好的种植体 －
骨界 面，普 遍 认 为 接 触 成 骨 是 该 界 面 的 理 想 状

态
［1 － 2］，这种接触方式能使周围骨组织受力均匀，

保证种植体的长期稳定
［3 － 4］。成骨细胞作为锚合依

赖性细胞，其在种植基材表面的黏附、丛集是接触成

骨的关键
［5］。因此，如何提高成骨细胞在种植体表

面黏附、增殖、聚集等成骨活性，一直是该领域研究

的热点。该实验以课题组前期研究获得的成骨细胞

特异性识别多肽为研究对象，探讨该多肽在特定浓

度下对人成骨细胞黏附、迁移作用的影响，旨为该特

异性多肽对成骨细胞成骨活性的影响机制研究提供

实验基础。

1 材料与方法

1． 1 试剂与仪器 DMEM 培养基、ＲPMI 1640 培养

基、胎牛血清、胰蛋白酶(杭州四季青公司);成骨细

胞特异性识别多肽(上海科肽生物科技有限公司);

SW-CJ-2F 双 人 双 面 净 化 工 作 台、二 氧 化 碳 孵 箱

(FOＲMA3111，美国 Thermo 公司);荧光倒置显微

镜(DMI3000B，德国 Leica 公司);流式细胞仪(美国

Coulter 公司);H-600IV 型透射电镜;DMEM(H) 培

养基、胎牛血清(美国 Gibco 公司);0. 25% 胰酶-ED-
TA(上海博光生物科技有限公司提供);磷酸盐缓冲

液(PBS:0. 01 mol /L，pH 7. 4); transwell 小室(美国

millpore 公司)。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 人颅骨成骨细胞株购自上海抚

生实验有限公司，10% FBS、1105 U /L 青霉素、100
mg /L 链霉素的 DMEM 培养基培养，每 2 ～ 3 d 换液

1 次，细胞融合约 80% ～90%时传代。
1． 2． 2 细胞黏附实验 实验组根据条件培养液浓

度分别为 10 －4 mol /L 组、10 －5 mol /L 组、10 －6 mol /L
组、10 －7mol /L 组、10 －8mol /L 组，以不含多肽的条件

培养液作为对照组，每组 6 个孔，将基本长满细胞的

培养皿内条件培养液倒去，加入含不同浓度(10 －4

mol /L，10 －5mol /L，10 －6mol /L，10 －7 mol /L，10 －8 mol /
L)的成骨细胞特异性识别多肽诱导培养基，对照组

则加入不含多肽的培养基，置 37 ℃、5% CO2 培养

箱孵育 24 h，按细胞数 2 × 104 /L 接种于 96 孔板，

共设 5 个时间点即 0. 5、1、2、4、8 h，每个时间点设 6
个孔。分别于相应时间点吸弃培养基，PBS 清洗，

4%多聚甲醛固定。采用体视学的方法，显微镜下计

算孔内黏附的细胞数目。每组记 6 个区域，计算出

平均值(细胞个数 /mm2)。
1． 2． 3 细胞划痕修复实验 将成骨细胞特异性识

别多肽用无血清培养基配制成 5 个浓度梯度作为实

验组，不含多肽的无血清培养基作为对照组。取状

态良好的细胞，常规消化离心，吹打重悬，血细胞计

数器计数，调整密度至 1 × 108 /L，均匀接种至 6 孔

培养板，每孔加 1 ml 细胞悬液，补充含 10% 胎牛血

清的 DMEM 培养基至 2 ml。待细胞铺满整个孔底

后，用 2 μl 枪头在单层细胞表面缓慢竖直划出一条
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图 1 不同浓度多肽对人成骨细胞黏附性能的影响

A:10 －4mol /L 组;B:10 －5mol /L 组;C:10 －6mol /L 组;D:10 －7mol /L 组;E:10 －8mol /L 组

图 2 划痕愈合实验检测不同浓度成骨细胞特异性识别多肽对成骨细胞迁移的影响

每组划痕愈合实验从左到右为 0 h、24 h、48 h;A:对照组;B:10 －4mol /L 组;C:10 －5mol /L 组;D:10 －6mol /L 组;E:10 －7mol /L 组;F:10 －8mol /L 组

笔直痕迹，吸弃培养液，PBS 小心冲洗 2 次，洗去残

留细胞分别加入实验组及对照组的无血清培养液，

放入 37 ℃、5% CO2 培养箱，继续培养。分别在 0、
24、48 h 拍照观察细胞的相对划痕愈合面积( 迁移

前划痕的面积 － 迁移后划痕的面积)，以 24 h 划痕

愈合面积作为统计学计算标准。实验重复 3 次。
1． 2． 4 Transwell 迁移实验 实验分为 6 组，即对照

组、10 －4mol /L 组、10 －5mol /L 组、10 －6mol /L 组、10 －7

mol /L 组、10 －8mol /L 组。实验前 1 天将细胞培养液

换成无血清培养液。胰酶消化后，离心收集细胞，用

无血清培养液清洗 2 次，再次离心收集用含 1% 血

清培养基配置成 1 × 105
个 /ml 的细胞悬液，以每孔

100 μl 细胞悬液接种于 24 孔，8 μm 聚碳酸酯膜孔

径的 transwell 小室即上室里，下室按照实验分组加

入含不同浓度多肽的含 30% 血清培养液 600 μl，对

照组加入不含多肽的含 30% 血清培养液 600 μl，
37 ℃、5% CO2 培养箱培养 72 h，72 h 后取出小室，

刮去上层未迁移的人成骨细胞及碎片，PBS 冲洗 3
次，4% 多聚甲醛固定 30 min，0. 1% 结晶紫染色

10 min，光镜下观察、计数、拍照。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 统计软件进行

分析，实验数据用 珋x ± s 表示。组间比较采用单因素

方差分析，进一步分析采用 LSD 法进行多重比较。

2 结果

2． 1 细胞黏附实验结果 不同浓度成骨细胞特异

性多肽培养一定时间后，对成骨细胞的黏附性能有

不同的影响。细胞黏附 0. 5 h、1 h 及 8 h，实验组除

10 －7mol /L 及 10 －8 mol /L 组外，其余各实验组黏附

细胞数目均高于对照组(P ＜ 0. 05);细胞黏附 2 h
及 4 h，实验组除 10 －8mol /L 组外其余各实验组黏附

数目均高于对照组(P ＜ 0. 05)。见图 1。
2． 2 成骨细胞特异性识别多肽对人颅骨成骨细胞

迁移能力的影响

2． 2． 1 成骨细胞划痕修复实验结果 实验组各浓

度组与对照组之间划痕愈合面积的差异均有统计学

意义(F = 75. 87，P ＜ 0. 05)，见表 1;与对照组及其

余实验组相比，10 －4 mol /L 与 10 －5 mol /L 组细胞划

痕愈合面积均显著增加(P ＜ 0. 05)，见图 2、3。
2． 2． 2 transwell 小室实验检测成骨细胞迁移结果

实验组各组细胞迁移数目均高于对照组，且差异

有统计学意义( F = 127. 999，P ＜ 0. 05) ，见表1。
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表 1 成骨细胞特异性识别多肽对人成骨细胞

迁移作用的影响(n = 6，珋x ± s)

组别 24 h 划痕愈合面积(pixel2) 迁移细胞数(个)

对照 17． 56 ± 0． 74 8． 33 ± 1． 86
10 －4mol /L 31． 54 ± 2． 87* 23． 00 ± 2． 10*

10 －5mol /L 35． 04 ± 2． 37* 36． 33 ± 3． 08*

10 －6mol /L 23． 27 ± 1． 60* 22． 83 ± 1． 47*

10 －7mol /L 23． 20 ± 0． 94* 16． 00 ± 2． 45*

10 －8mol /L 20． 09 ± 1． 96* 11． 83 ± 1． 33*

F 值 75． 87 127． 99

与对照组比较:* P ＜ 0. 05

图 3 不同浓度成骨细胞特异性识别多肽对成骨细胞迁移的影响

A:10 －4 mol /L 组;B:10 －5 mol /L 组;C:10 －6 mol /L 组;D:10 －7

mol /L 组;E:10 －8mol /L 组

10 －4mol /L 组与 10 －6mol /L 组组间差异无统计学意

义(F = 0. 25，P ＞ 0. 05)，其余各实验组间比较，差异

均有统计学意义(P ＜ 0. 05)，见图 3、4。

3 讨论

机体正常生长发育过程中，细胞黏附与迁移是

不可或缺的生理活动，也是组织工程中的重要现象，

是重新构建生成组织和器官的重要手段，而组织损

伤、感染及修复离不开细胞黏附、迁移
［5］。临床上

一切形式骨缺损后的骨愈合以及种植体的骨整合，

均需要进行以成骨为主的组织修复，而新骨形成主

要是成骨细胞活动的结果。种植体界面的骨整合是

决定种植体成功与否的关键，常见的界面接触形式

分为骨与种植体接触和纤维组织与种植体接触两

种，前者是种植成功的标志，后者则可导致种植失

败。多项研究显示成骨细胞在种植基材表面的初期

黏 附 是 一 个 最 先 发 生 且 决 定 其 命 运 的 关 键 环

节
［6 － 7］，成骨细胞无论是在体内还是体外都必须与

其所附着的材料表面发生适当的黏附才能进行迁移

和增殖
［8］。因此，如何提高成骨细胞在种植体表面

黏附、迁移、聚集和增殖等成骨活性并通过对材料表

面改性以提高种植基材的生物相容性是该领域研究

的中心问题。通过材料表面的生物化修饰，从分子

水平调控细胞与材料间的相互作用，诱发特异性细

胞反应，抑制非特异性反应，实现细胞的黏附、迁移、
增殖，甚至细胞的分化、凋亡及细胞外基质的重构成

为目前研究热点
［9 － 10］。本实验采用的成骨细胞特

异性识别多肽是课题组通过噬菌体肽库筛选技术所

得，本课题前期体内实验证实:10 －8 ～ 10 －4mol /L 浓

度范围内的特异性多肽能够显著促进人颅骨成骨细

胞增殖和矿化相关蛋白表达，其中 10 －5 mol /L 浓度

最为显著，体内实验证实:该多肽可促进兔颅骨缺损

的骨修复
［11 － 12］。本研究通过细胞黏附、迁移实验，

探讨该多肽分子对成骨细胞成骨活性的影响，结果

证实特定浓度的特异性多肽可促进成骨细胞的黏附

和迁移。
细胞黏附与迁移能力是表征细胞生物学性能的

一个重要指标，成骨细胞在种植基材表面的黏附、迁
移直接关系到种植体骨愈合的质量。本实验通过细

胞黏附、细胞划痕和 transwell 小室实验，探讨特异性

多肽对成骨细胞黏附、迁移的影响。结果显示:在各

个时间段(0. 5、1、2、4、8 h)，该特异性多肽在10 －6

图 4 transwell 小室实验检测不同浓度的成骨细胞特异性识别多肽对成骨细胞迁移的影响 ×50

A:对照组;B:10 －4 mol /L 组;C:10 －5mol /L 组;D:10 －6mol /L 组;E:10 －7 mol /L 组;F:10 －8mol /L 组
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～ 10 －4 mol /L 浓 度 均 能 促 进 成 骨 细 胞 黏 附，其 中

10 －5mol /L 浓度的黏附促进作用最为显著，且与其

他实验组比较，差异有统计学意义(P ＜ 0. 05)。划

痕愈合及 transwell 小室实验显示 10 －8 ～ 10 －4mol /L
浓度范围的特异性识别多肽与对照组相比均对成骨

细胞迁移有不同程度的促进作用，其中 10 －5 mol /L
及 10 －4mol /L 促进迁移作用较为显著。综上所述，

成骨细胞特异性识别多肽能够促进成骨细胞的黏附

与迁移，且 10 －5mol /L 浓度促进人颅骨成骨细胞黏

附与迁移作用最为显著。
在采用划痕愈合及 transwell 小室定时定量监测

细胞迁移的实验中，早期(即 24 h)即可观察到明显

划痕愈合的现象，而 transwell 小室实验在以 10% 血

清作为趋化条件下，各个时间段(24、48、72 h) 均未

见细胞穿过小室底，而后实验调整为以 30% 血清作

为趋化条件，72 h 后小室底可见理想的细胞迁移数

目。细胞迁移涉及到细胞骨架和细胞黏附相关的动

态组装和空间位置的改变，细胞胞质内的骨架结构

是细胞移行的基础，而分布在细胞表面的趋化因子

受体及黏附分子则能够使细胞对周围环境中的化学

物质或其他细胞做出反应
［13］，而划痕实验及 tran-

swell 小室实验能否很好地模拟细胞的这种活动可

能取决于所研究细胞系的特点。成骨细胞系在病理

状态下如组织损伤、感染及修复时细胞迁移可能以

侧向运动为主，所以划痕愈合实验能够很好地模拟

这种运动形式，而 transwell 小室实验需要在合适的

趋化条件和时间下才能达到理想的效果。上述推论

尚待进一步研究证实。
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The experimental study of effect of the peptide that specifically
bind to osteoblasts on attachment and migration

of human calvarial osteoblasts in vitro
Song Tingting，Wang Zehua，Gao Qikun，et al

(Stomatologic College ＆ Hospital of Anhui Medical University，The Affiliated Stomatological Hospital of Anhui
Medecal University，Key Laboratory of Oral Diseases Ｒesearch of Anhui Province，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the effect of the peptide that specifically bind to osteoblasts on the human cal-
varial osteoblasts attachment and migration in vitro． Methods Human calvarial osteoblasts were routinely cultured
which were divided into 6 groups including experimental groups containing the peptide at various concentrations
(10 －4，10 －5，10 －6，10 －7，10 －8 mol /L) and the control group． The migration activity was examined by scratch
test and Transwell chamber migration test on different time． Finally，experimental data were statistically analyzed．
Ｒesults The peptide that specifically binds to osteoblasts in the concentrations of 10 －8 mol /L to 10 －4mol /L could
promote the migration and attachment of human calvarial osteoblasts in vitro，and the best concentration was 10 －5

mol /L． Conculsion The peptide that specifically binds to osteoblasts can promote the migration and attachment of
human calvarial osteoblasts in vitro．
Key words osteoblast specific recognition polypeptide; human calvarial osteoblast;migration;adhesion
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