
The surface of Wiltse space was covered by the erector spinae aponeurosis，which was constituted by the tendons of
longissimus pars thoracis． After the potential space was separated bluntly between the thoracic semispinalis tendons
and the first medial tendon of longissimus ( 83%，15 sides) ，or between the first and the second tendon of longissi-
mus additionally ( 17%，3 sides) ． The Wiltse space in all the thoracolumbar spine was exposed clearly． Through
the Wiltse space，the multifidus，T11 － T12 transverse process，L1 － L2 articular process were exposed． After the
accurate entry points of pedicle screw were shown，the pedicle screw fixation was simulated，and the pedicle screws
were inserted into pedicle and vertebral body successfully． The location of the pedicle screws were assured by posto-
peration CT，and the multifidus remained intact． Conclusion In-depth understanding of the anatomy of Wiltse
space in the thoracolumbar spine will contribute to the improvement of the minimally invasive pedicle screw fixation
in this area．
Key words thoracolumbar spine; paraspinal intermuscular space; pedicle screw fixation; anatomy

组织工程骨表面微观形貌和生物矿化的实验研究
宁寅宽，李 强，蔡伟良，武成聪，陈佳滨，石正松

摘要 目的 用绿色荧光蛋白( GFP) 标记结合扫描电镜和

X 射线能谱分析( SEM /EDS) 技术对组织工程骨的表面微观

形貌和生物矿化进行观测，以评价脱钙骨( DBM) 支架体外

构建组织工程骨的生物性能。方法 用重组腺病毒介导

GFP 基因转染兔骨髓间充质干细胞( BMSCs) 进行示踪标记，

细胞与 DBM 复合经成骨诱导后，通过倒置荧光显微镜对细

胞生长情况进行即时观察，结合 SEM /EDS 技术，观测组织工

程骨的表面微观形貌和生物矿化。结果 在倒置荧光显微

镜下见细胞在 DBM 支架上能较好的黏附、重叠生长和增殖，

体外培养至 14 d 时，细胞内 GFP 有 较 高 水 平 瞬 时 表 达。
SEM 见 DBM 呈疏松多孔结构，孔隙直径为 300 ～ 600 μm，孔

隙率达 90%。SEM 下观察组织工程骨，见细胞在 DBM 网孔

内表面贴壁生长，分泌基质旺盛，并可见粗糙的生物矿化物

覆盖支架。EDS 显示其表面为钙、磷沉积物，其钙磷比( Ca /
P) 为 1. 46。结论 DBM 体外构建组织工程骨有非常好的生

物性能，GFP 标记结合 SEM /EDS 技术可以作为 DBM 体外构

建组织工程骨较好的评价手段。

关键词 重组腺病毒; 绿色荧光蛋白; 骨髓间充质干细胞; 脱
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复提供新的治疗手段，种子细胞、支架材料和生长因

子是骨组织工程的 3 大要素，也是组织工程骨移植

到体内发挥功能的重要因素［1］。松质骨经过脱脂、
脱钙 等 处 理 后，内 含 有 骨 形 态 形 成 蛋 白 生 长 因

子［2］，与骨髓间充质干细胞( bone-marrow mesenchy-
mal stem cells，BMSCs) 复合可体外构建组织工程

骨。但是在构建组织工程骨及对其生物活性进行深

入研究时，对 BMSCs 在支架上的黏附、分布和生长

情况无较理想的即时观测方法［3］，对脱钙骨( demi-
neralized bone matrix，DBM) 体外构建组织工程骨的

表面矿化研究，国内外也鲜有报道。该实验用重组

腺病毒介导绿色荧光蛋白( green fluorescent protein，

GFP) 基因转染兔 BMSCs 进行示踪标记，结合扫描

电镜 和 X 射 线 能 谱 分 析 ( scanning electron micro-
scope and energy dispersive spectrometer，SEM /EDS)

技术，观测组织工程骨的微观形貌和生物矿化，以评

价 DBM 体外构建组织工程骨的生物性能，为后期组

织工程骨体内植入实验奠定理论基础。

1 材料与方法

1． 1 实验材料

1． 1． 1 腺病毒载体 Ad-GFP 表达载体由美国英潍

捷基( 上海) 贸易有限公司构建、鉴定和提供。采用免

疫法检测腺病毒滴度，病毒滴度为 2 ×1010 pfu /ml。
1． 1． 2 兔 BMSCs 制备 本课题组前期实验已完成

了兔 BMSCs 的获取、培养及鉴定，并取第 5 代细胞

加入冻存保护液，程序降温后液氮保存备用［4］。本
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次实验细胞为第 5 代冻存细胞复苏后传代至第 10
代的 BMSCs。
1． 1． 3 实验动物 健康雄性新西兰大白兔 1 只，6
月龄，3. 2 kg，清洁级，购于桂林医学院动物实验中

心，实验过程中对动物的处置符合医学伦理学标准。
1． 1． 4 主要仪器和试剂 低糖 DMEM、胰蛋白酶、
胎牛血清( 美国 Hyclone 公司) ; 维生素 C、β-磷酸甘

油、地塞米松( 韩国 BIOSHAＲP 公司) ; 脱钙液( 浓盐

酸 15 ml、氯化钠 175 g、蒸馏水 1 000 ml) 、戊二醛

( 美国 Sigma 公司) ; CO2 细胞培养箱( 美国 Thermo
Scientifc 公司) ; 生物安全柜( 中国苏净安泰公司) ;

倒置荧光显微镜 ( 日本 Olympus 公司) ; 场发射 SEM
( 荷兰飞利浦公司) ; EDS 仪( 英国牛津公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 DBM 制备 参考文献［5］方法制作 DBM 基

质。将健康雄性新西兰大白兔麻醉后处死，取四肢

骨干骺端、椎体及髂骨松质骨，－ 80 ℃ 冰箱冻存 3
d。除去附着肌肉和骨膜，放入脱钙液中脱钙 3 d。
再将骨块置于乙醚、无水乙醇中脱脂各 1 d，以无菌

蒸馏水反复冲洗、浸泡，至浸泡液呈中性。脱钙松

质骨自然晾干，剪成大小约 2 mm ×3 mm ×5 mm 块

状，环氧乙烷消毒，4 ℃保存备用。
1． 2． 2 兔 BMSCs 的复苏、传代培养及转染 将待

复苏的兔 BMSCs 冻存管迅速解冻，转移至含有 3 倍

于冻存保护液体积的 L-DMEM 离心管中 1 500 r /
min 离心 5 min，弃上清液。细胞沉淀中加入 5 ml 完

全培养基，充分吹打细胞悬液至细胞分布均匀，以含

15%血清的 L-DMEM 完全培养基( 含 100 IU /ml 青

霉素、100 IU /ml 链霉素) 接种于 25 cm2 塑料培养

瓶，置于 37 ℃、5% CO2 饱和湿度环境中培养，细胞

复苏 24 h 后换液。各代 BMSCs 体外培养至单层细

胞汇合约 80%，用 0. 25% 胰蛋白酶消化，行 1 ∶ 2 ～
3 传代培养，细胞传至第 10 代细胞进行实验。设置

转染复数( MOI = 100) ，用重组腺病毒 Ad-GFP 转染

细胞，转染 24 h 后换液。
1． 2． 3 转染后兔 BMSCs 与 DBM 复合构建组织工

程骨 将转染后的细胞重悬，用细胞计数板计数每

个 25 cm2 塑料培养瓶细胞数目，收集 1 × 108 个数

量细胞。用离心机低速离心( 1 500 r /min，5 min)

后，弃上清液，用 1 ml 完全培养基再次重悬细胞，以

调整细胞密度为 1 × 107 个 /ml，与 DBM 基质复合，

次日更换骨诱导培养液( 含 10 nmol /L 地塞米松、15

mmol /L 维 生 素 C、10 mmol /L β-磷 酸 甘 油、pH =
7. 3) ，孵育 1 周后，更换完全培养基培养。在倒置荧

光显微镜下逐日观察细胞在 DBM 上的黏附、分布和

增殖情况。
1． 2． 4 DBM 和组织工程骨在 SEM 下的表面微观

形貌及 EDS 分析 将构建的组织工程骨在体外培

养 2 周后，用 2． 5% 戊二醛固定，梯度丙酮脱水，并

与 DBM 同 时 真 空 干 燥，喷 金 镀 膜，在 Quanta 200
FEG 场发射环境 SEM 和 EDS 仪上进行测试。在

SEM 下观察 DBM 和构建的组织工程骨表面微观形

貌，应用计算机图像处理系统计算 DBM 的孔径和

孔隙率。随机获取检测微区，用 EDS 仪测定微区主

要元素( C、O、Ca、P) 的重量百分比和原子百分比百

分含量，重复 3 次。EDS 技术指标: 电压 10 kV，电

子束 6. 0，工作距离为 9. 0 mm。

2 结果

2． 1 组织工程骨在倒置荧光显微镜下的观察 参

考本课题组前期实验方法［5］，测定细胞黏附率为

71%。细胞黏附 DBM 后，在倒置荧光显微镜下选择

同一部位观察，在不激发蓝光的情况下，见不透光的

脱钙骨支架，支架边缘较薄处，显微镜微调下可见三

维孔隙结构。蓝光激发后，荧光显微镜下能观察到

绿色荧光，呈满天星样，细胞在 DBM 支架上能较好

的黏附、重叠生长和增殖，细胞内 GFP 有较高水平

瞬时表达。见图 1。并随着培养时间的延长，绿色

荧光逐渐增强，培养至 14 d 到最亮强度，培养至 21
d 后，荧光逐渐减弱至消失。

图 1 组织工程骨在倒置荧光显微镜下的观察 × 40

A: 不激发蓝光的情况下; B: 蓝光激发后，相同观测点

2． 2 DBM 和组织工程骨在 SEM 下的观察及 EDS
分析 SEM 下，DBM 表面粗糙，呈疏松多孔结构，孔

径大小不等，形状不规则且相互交通; 其孔隙直径为

300 ～ 600 μm，平均为 360 μm，孔隙率达 90%，见图

2。组织工程骨在 SEM 下观察，可见细胞在 DBM 网

孔内表面黏附、伸展良好，贴壁生长，呈成纤维细胞
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形态，叠瓦状分布，并可见细胞基质分泌旺盛，几乎

充满支架孔隙。见图 3。体外培养 14 d 后的组织工

程骨在 SEM 下可粗糙的生物矿化物覆盖。用 EDS
仪检测 DBM 和组织工程骨分别得出分析图谱。见

图 4。同时计算机由谱峰强度自动换算为所测主要

元素的相对含量。见表 1。数据显示组织工程骨体

外培养 14 d 后，表面钙元素含量较 DBM 约高 3． 38
倍，磷元素重量百分比从无增加到 0． 43。组织工程

骨钙磷比( Ca /P) 为 1. 46，接近羟基磷灰石钙磷比

1. 67，说明其表面有钙、磷沉积物产生，可能为磷酸

钙盐。

图 2 SEM 下 DBM

图 3 组织工程骨 SEM 下细胞在 DBM 网孔内表面贴壁生长

图 4 SEM/EDS 分析图谱

A: DBM; B: 组织工程骨

表 1 DBM 和组织工程骨表面元素分析

元素

DBM
原子质量

百分比( % )

原子个数

百分比( % )

组织工程骨

原子质量

百分比( % )

原子个数

百分比( % )

C、K 1． 76 31． 14 2． 19 27． 17
O、K 5． 11 67． 74 7． 28 67． 75
Ca、K 0． 21 1． 12 0． 81 3． 01
P、K 0． 00 0． 00 0． 43 2． 06
总量 7． 08 100． 00 10． 71 99． 99

3 讨论

SEM /EDS 在观测样品表面微观形貌的同时还

能进行微观元素分析，了解样品微观结构变化与其

元素组成变化的关系; 这是一种高度灵敏的超微量

表面分析技术，国内外大量学者已将其运用于生物

矿化材料领域研究［6］。EDS 是目前常用的分析物

质成分的方法。当能量大于原子电离临界激发能量

的入射电子打到样品上时，能将原子电离，激发出特

征性的 X 射线。一种元素发射出的特征性 X 射线

强度与该元素在样品中的含量呈正比例关系，因此

利用 EDS 仪测量出样品中各种特征性 X 射线的强

度，再利用定量模型计算出元素的绝对含量或相对

含量，可了解一种新物质的基本成分及其理化性

质［7］。但 EDS 技术的应用仍有局限性，是对样品表

面元素相对含量的分析，如相对质量、相对原子个

数，无法完全代表绝对含量变化［8］。本实验初步尝

试将 SEM /EDS 技术应用于以 DBM 为支架材料体

外构建组织工程骨研究，观测其表面微观形貌和生

物矿化。
生物矿化作用是在生物有机物质的控制或影响

下，将溶液中的离子转变为固相矿物的作用［9］。细

胞是矿化的主角［10］。本实验将兔 BMSCs 与 DBM
复合后经成骨诱导液诱导培养 14 d 后，在 SEM 下

观察到粗糙的生物矿化物覆盖。通过 EDS 仪测量

钙、磷 元 素 显 示，其 表 面 为 钙、磷 沉 积 物，钙 磷 比

( Ca /P) 接近羟基磷灰石钙磷比，说明沉积物可能为

磷酸钙盐，提示这是组织工程骨表面矿化沉积的结

果。组织工程骨矿化形成过程可能与兔 BMSCs 体

外经成骨诱导后其成骨分化标志物碱性磷酸酶( al-
kaline phosphatase，ALP) 、Ⅰ型胶原蛋白、钙结节形

成有关。成骨细胞高表达 ALP，促进骨间质矿化，其

分泌的Ⅰ型胶原蛋白是构成骨组织的蛋白支架，对

骨的矿化起重要作用。分泌的胶原纤维与钙盐亲

和，形成钙结节，促进钙盐沉积［11］。骨组织的矿化

过程实质上就是磷酸钙盐在骨组织内沉积的积累过
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程，整个骨组织矿化过程始终伴随着钙、磷等元素的

变化。
DBM 经过脱脂、脱钙等处理后，具有天然的立

体孔隙结构，同时 DBM 内含有骨形态形成蛋白，使

其具有骨诱导性［12］。本课题组在前期体外实验［5］

观察 DBM 的降解性能、孔隙率以及 BMSCs 和 DBM
的黏附性，证实 DBM 的降解曲线和 BMSCs 的增殖

曲线 相 一 致，具 备 良 好 的 孔 隙 率 和 黏 附 率，提 示

DBM 可成为比较理想的生物支架材料。在本实验

中，制备的 DBM 在 SEM 下有较好的三维孔隙结构，

孔隙直径为 300 ～ 600 μm，孔隙率达 90% ; EDS 显示

DBM 保留了适当含量的钙离子，可作为新生骨再钙

化的核心，为磷酸钙的矿化沉积提供晶核。SEM 和

GFP 标记显示细胞在 DBM 支架上黏附、伸展良好。
但是 DBM 作为骨组织工程支架材料仍存不足之处，

如机械强度差、降解快、供受体差异的缺点，以及

DBM 的制备方法等因素都可能影响 DBM 的质量，

使其应用受到限制［13］。
GFP 基因标记是一种细胞示踪技术，可观察细

胞在体外支架上的形态和分布［14］。重组腺病毒是

一种安全、高效的基因载体，能够高水平瞬时表达

外源基因，克隆的细胞不表达目的基因［15］。本实验

用成骨诱导液诱导兔 BMSCs 向成骨方向分化和增

殖，使细胞能在 DBM 有限的三维空间内重叠生长，

不发生接触抑制。GFP 标记显示细胞在 DBM 支架

上能较好地黏附、重叠生长和增殖。组织工程骨在

体外培养至 14 d 时，绿色荧光最亮，说明细胞内

GFP 仍有较高水平瞬时表达。培养至 21 d 后，荧光

逐渐减弱至消失，可能是 GFP 表达减弱和细胞大量

增殖、重叠生长的共同结果。因此，应用外源基因转

染细胞体外构建组织工程骨时，需要在目的基因较

高水平瞬时表达之前植入体内，才能发挥其生物学

功能。
综上所述，DBM 体外构建组织工程骨有非常好

的生物性能。其次，利用 GFP 标记结合 SEM /EDS
技术观测组织工程骨的体外构建，评价支架材料体

的生物性能，以利于筛选更好的支架，为体外构建组

织工程骨积累实验依据。
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Experimental study on surface microscopic morphology and
biological mineralization of tissue engineering bone

Ning Yinkuan，Li Qiang，Cai Weiliang，et al
( Dept of Limb Trauma Surgery，The Affiliated Hospital of Guilin Medical University，Guilin 541001)

Abstract Objective Green fluorescent protein( GFP) labeling，scanning electron microscope and energy disper-
sive spectrometer ( SEM /EDS) were applied to observe surface microstructure and biological mineralization of tissue
engineering bone for the purpose of evaluating the decalcified bone matrix ( DBM) scaffold materials of biological
properties in tissue engineering bone． Methods The rabbit bone-marrow mesenchymal stem cells ( BMSCs) were
marked by Ad-GFP． Ｒeal-time growth of the cells was observed by an inverted fluorescence microscope after the os-
teoinductive culture on to DBM，and surface microstructure and biological mineralization of tissue engineering bone
were observed by SEM /EDS． Ｒesults The cells on surface of DBM had a good adhesion，overlap growth，as ob-
served by an inverted fluorescence microscope，and a higher level of transient expression of GFP was confirmed af-
ter 14 days in vitro culture． SEM image showed that DBM had a porous structure，with pore diameter ranging from
300 to 600 μm，and a porosity rate was around 90% ． The tissue engineering bone showed that cells grew adherently
on the surface of DBM，matrix secretion was strong，and the DBM was covered by rough biological mineralization．
X-ray photoelectron spectroscopy showed that the surface of rough biological mineralization consisted of Calcium，

Phosphorus sediment，and its Calcium and Phosphorus ratio ( Ca /P) was 1． 46． Conclusion Tissue engineering
bone constructed by DBM scaffold materials in vitro has excellent biological properties，and combined application of
GFP labeling，SEM and X-ray photoelectron spectroscopy is a feasible method for evaluating DBM scaffold material
in tissue engineering bone．
Key words adenovirus; green fluorescent protein; bone-marrow mesenchymal stem cells; decalcified bone ma-
trix; X-ray photoelectron spectroscopy

ＲIP1 增强顺铂诱导食管癌细胞的凋亡
章余妹1，吴 萍1，张林杰1，吕 磊2，杨守梅2

摘要 目的 探讨受体相互作用蛋白 1 ( ＲIP1 ) 增强顺铂

( DDP) 诱导食管癌细胞凋亡的敏感性。方法 单溶液细胞

增殖分析 ( MTS ) 法 检 测 不 同 浓 度 DDP 对 食 管 癌 细 胞 株

KYSE510、KYSE410 的增殖抑制作用; Annexin V /PI 双染流

式细胞术检测细胞凋亡; Western blot 法检测 ＲIP1、半胱天冬

氨酸蛋白酶 3( caspase － 3) 、PAＲP 的蛋白表达。结果 DDP

诱导食管癌细胞凋亡具有剂量和时间相关性。凋亡率随剂
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量增加和时间延长升高，ＲIP1 蛋白的表达升高，DDP 联合

ＲIP1 特异性抑制剂处理食管癌细胞后，较敏感的 KYSE510
凋亡率明显减少。结论 ＲIP1 可能参与了 DDP 诱导食管癌

细胞凋亡的作用。
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食管癌是国内外常见的消化道恶性肿瘤之一，

据统计，全球每年新发食管癌 48 万例，每年约有 40
万人因此死亡，我国是食管癌高发国家［1］。辅助化

疗是治疗食管癌的一种重要手段，但其预后的改善

进展却很缓慢［2］。因此，研究增强食管癌对药物治

疗敏感性的策略，发现新的治疗靶点至关重要。受

体相 互 作 用 蛋 白 1 ( receptor-interacting protein 1，
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