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组织工程与细胞培养                                                              

体外培养所形成的细胞外基质对MC3T3-E1细胞生长 
和分化的影响 

郭勇，刘璐，郝庆新，李瑞欣，张西正，王亮，宁波 
军事医学科学院卫生装备研究所，天津 300161 

摘  要: 细胞外基对组织细胞起支持、保护、营养作用，对细胞的增殖、分化有重要影响，在细胞和组织工程中，应

该充分考虑细胞外基质的作用。本研究首先脱去培养板中融合培养的原代小鼠心肌成纤维细胞和成骨细胞，获得两种

体外形成的细胞外基质包被的培养板，其中成骨细胞细胞外基质中含有骨形成蛋白 2。然后将 MC3T3-E1 成骨前体细

胞接种在这种培养板中，发现成纤维细胞胞外基质包被的培养板中的细胞增殖活性最高，而成骨细胞胞外基质包被的

培养板中细胞的碱性磷酸酶活性、骨形成蛋白 2 和骨桥蛋白的相对蛋白表达量最高，细胞外钙沉积量比其他组高 1 倍

左右。结果表明：包被在培养板上的这两种细胞外基质有不同的生物活性，成纤维细胞胞外基质可促进成骨前体细胞

增殖，成骨细胞胞外基质可促进成骨前体细胞骨向分化。 

关键词 : 细胞外基质，成骨细胞，成纤维细胞，增殖，分化  

Effects of extracellular matrix produced in vitro on growth  
and differentiation of MC3T3-E1 cells 

Yong Guo, Lu Liu, Qingxin Hao, Ruixin Li, Xizheng Zhang, Liang Wang, and Bo Ning 

Tianjin Institute of Medical Equipment, Tianjin 300161, China 

Abstract:  Extracellular matrix (ECM) keeps cell’s shape, protects and nourishes cells; it plays a great role in cell proliferation and 
differentiation. Therefore, ECM is very important in cell and tissue engineering. In this study, after primary mouse osteoblasts and 
fibroblasts maintained at confluence in vitro were removed, their ECM coated on cell culture plate was prepared, and bone 
morphogenetic proteins 2 (BMP-2) was detected in the osteoblasts ECM. MC3T3-E1 preosteoblasts cells were seeded on cell culture 
plates covered with fibroblasts ECM and osteoblasts ECM respectively. The proliferative activity of the cells cultured on fibroblasts 
ECM was higher than that on osteoblasts ECM and the control group. The alkaline phosphatase activity, relative protein levels of 
BMP-2 and osteopontin, secreted calcium of the cells cultured on osteoblasts ECM were all the highest. The results indicate that the 
two different ECMs produced in vitro had different bioactivities, the fibroblasts ECM coated on cell culture plates could accelerate 
MC3T3-E1 cells proliferation, and the osteoblasts ECM could promote cells osteogenic differentiation. 
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细胞外基质 (Extra cellular matrix，ECM) 是机

体发育过程中由细胞分泌到细胞外空间的分泌蛋白

和多糖构成的精密有序的网络结构[1-2]。ECM 对组织

细胞起支持、保护、营养作用，在细胞的增殖、分

化、代谢、识别、黏着、迁移等基本生命活动方面

起重要作用[3-4]。 

ECM 在细胞的功能和生长分化方面起重要调

节作用[5-6]，为维护体外和体内的细胞生长提供重要

微环境 [7]。从仿生角度看细胞外基质更接近天然状

态，是优良的生物材料和组织工程支架 [8]，必将在

细胞和组织工程等方面得到更广泛和深入的应用。

胶原、层粘连蛋白、纤连蛋白等 ECM 成分早已作为

培养皿 (瓶) 表面裱衬材料得到应用，可促进细胞的

粘附和生长[9-10]。近年来，ECM 对细胞 (组织) 生

长分化的研究更加深入全面，很多研究通过脱细胞

技术，脱去体外培养的细胞，获得包被在培养皿或

支架上的 ECM，然后研究这些 ECM 的生物活性。

例如：体外形成的成骨细胞 ECM 在二维条件下和三

维条件下均可促进干细胞骨向分化[11-12]。软骨细胞

来源的 ECM 可促进间充质干细胞软骨向分化，维持

软骨细胞的特征，并有助于软骨组织形成[13]。体外

形成的心肌成纤维细胞 ECM 可促进骨髓间充质干

细胞的粘附和增殖。研究者将体内不同组织的 ECM

包被在培养皿 (板) 上，发现这些 ECM 在体外培养

条件下可促进同种组织细胞的生长并有助于保持同

种组织来源细胞的分化状态[14]。 

分析以上研究结果，我们认为体外培养细胞形

成的 ECM 也具有“组织特异性”，即不同组织来源的

ECM 具有不同生物活性。为证实这个假设，我们选

择了两种比较典型的细胞：原代小鼠成骨细胞和心

肌成纤维细胞。利用脱细胞技术，获得这两种 ECM

包 被 的 培 养 皿  ( 板 ) ， 将 小 鼠 成 骨 前 体 细 胞

MC3T3-E1 接种在包被了体外形成的成纤维细胞和

成骨细胞外基质的培养 (皿) 板中，通过检测细胞的

生长、增殖、骨向分化，比较这两种 ECM 的生物活

性，探讨二维培养条件下不同 ECM 对细胞生长和分

化的影响，为将 ECM 用于不同的细胞和组织工程打

下基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料和试剂 
C57 小鼠乳鼠  (军事医学科学院动物中心)，

MC3T3-E1 细胞 (中国医学科学院细胞库)，α-MEM

培养液、胎牛血清 (Invitrogen 公司)，MTT 细胞增

殖检测盒 (Promega 公司)，钙检测试剂盒 (南京建

成生物工程所)，碱性磷酸酶活性检测试剂盒和 AEC

显色液 (北京中杉公司)，兔抗骨形成蛋白 2 抗体、

兔抗骨桥蛋白抗体 (武汉博士德公司)，VG 胶原染

色试剂盒 (福建迈威公司)，化学发光液 (Santa Cruz

公司)。 

1.2  方法 
1.2.1  ECM 包被培养板的制备 

无菌条件下取 C57 小鼠乳鼠颅顶骨和心室组

织，分别剪成碎片，以组织块法培养成骨细胞[15]和

心肌成纤维细胞，传到第 3 代后，将成骨细胞和成

纤维细胞分别接种于培养板中培养 6 d。通过去细

胞处理-PBS 缓冲液反复清洗后获得 ECM 包被培养

板[16]，按照试剂盒说明书，进行 Van Gieson (VG) 胶

原纤维染色观察并拍照，-20 ℃冻存备用。 

1.2.2  ECM 骨形成蛋白 2 免疫组化 

将包被于培养板中的 ECM 用 95％乙醇固定，

蒸馏水漂洗 3 次，5％  BSA 室温封闭 20 min 后，

滴加 1∶200 倍稀释的兔抗骨形成蛋白 2 多克隆抗

体，4 ℃过夜，PBS 磷酸盐缓冲液漂洗 2 min，重复

3 次；滴加辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG，37 ℃

湿盒孵育 45 min，PBS 磷酸盐缓冲液漂洗 2 min，重

复 3 次；AEC 显色液室温显色 10 min，显微镜下观

察、拍照。 
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1.2.3  细胞的接种和生长 

将 MC3T3-E1细胞以每孔 1.0×104个细胞的密度

接种在 24 孔 ECM 包被培养板中，以含 10％胎牛血

清的 α-MEM 培养液接种 1、3、5、7 d 后，以 MTT

细胞增殖检测盒检测细胞的增殖活性，增殖活性以

560 nm 下的吸光值 (A560) 表示相对大小。以未包被

ECM 的培养板为对照。 

1.2.4  MC3T3-E1 细胞的骨向诱导 

将细胞以每孔 2.0×104 个细胞的密度接种在

24 孔 ECM 包被培养板中，以含 50 mg/L 维生素 C、

10 mmol/L β-甘油磷酸钠的 α-MEM 培养液培养，

每 3 天换 1 次培养液。诱导后，检测细胞骨向

分化：  

1) 碱性磷酸酶活性检测 

以含 0.1％  Triton-X100 的 PBS 室温下处理培

养板中的细胞 30 min，反复冻融 3 次后，用碱性

磷酸酶活性检测盒试剂盒检测裂解液中的碱性磷

酸酶活性，按照说明书进行，酶活性以裂解液总

活性金氏单位  (U) 与其总蛋白含量  (g) 的比值

表示  (U/g)。  

2) 骨形成蛋白 2 和骨桥蛋白免疫印迹检测 

将细胞以 0.25％的胰蛋白酶消化后离心，PBS

重悬后再离心 1 次，RIPA 细胞裂解液裂解细胞，提

取细胞总蛋白，BCA 蛋白定量试剂盒定量。常规电

泳、转膜、封闭，然后分别用兔抗骨桥蛋白和 BMP-2

抗体  (1∶500) 孵育，二抗采用 HRP 耦联的羊抗

兔(1∶1 000)，以 GAPDH 为内参，化学发光液作

用 10 min 后 X 光片曝光显影。扫描胶片后以图像分

析软件 QuantityOne 分析蛋白含量变化。 

3) 钙分泌检测 

在 24 孔板培养 7 d 的细胞用 PBS 洗涤 2 次，每

孔加入 200 μL 0.1 mol/L 的 HCl，反复吹打裂解，室

温下处理 24 h，然后收集所有裂解液，4 000 r/min

离心，弃细胞碎片，通过钙检测试剂盒测定上清液

中的钙含量，此即为培养板的总钙含量，同时检测

ECM 包被的培养板中的钙含量，总钙含量减去 ECM

培养板的钙含量，即为细胞实际分泌的钙量。 

以上实验均以未包被 ECM 的培养板为对照。 

2  结果 

2.1  ECM 的观察和染色 
倒置纤维镜下观察 ECM 包被的培养板，未见任

何细胞结构，可见到织网状纤维结构，VG 染色可见

红色胶原纤维，也未见细胞结构，两种 ECM 的形态

基本相同 (图 1)。BMP-2 免疫组化显示成骨细胞

ECM 为阳性，成纤维细胞 ECM 为阴性 (图 2)。 

2.2  细胞增殖检测 
MC3T3-E1 细胞在 ECM 培养板上培养 2 d，就

发现成纤维细胞 ECM 包被板中细胞的 A560 值最高，

且显著高于对照组和成骨细胞 ECM 组，成骨细胞

ECM 组的 A560 值也显著高于对照组；培养 3 d 后，

检测结果与培养 2 d 后的基本相同，接种于成纤维  

 

图 1  ECM VG 胶原纤维的染色 
Fig. 1  VG histochemical staining for collagen fiber of ECMs. 
(A) Osteoblasts ECM. (B) Fibroblasts ECM. 

 
 

 

图 2  ECM BMP-2 免疫组化染色 
Fig.2  Immunohistochemical staining for BMP-2 of ECMs. (A) 
Osteoblasts ECM. (B) Fibroblasts ECM. 
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细胞 ECM 包被板中的细胞的 A560 值为最高；培养

5 d 后，成纤维细胞 ECM 包被板中细胞的 A560 值仍

最高，且显著高于对照组，但成骨细胞 ECM 组的

A560 值与对照组无明显差异；培养 7 d 后 3 组 A560

值均无显著差异 (图 3)。 

2.3  细胞分化检测 

2.3.1  碱性磷酸酶活性检测 

MC3T3-E1 细胞在 ECM 包被培养板中培养

3 d 后，3 组中碱性磷酸酶活性虽有差异但不显著；

培养 5 d 后，3 组中碱性磷酸酶活性开始有了明显

差异，成骨细胞 ECM 组的酶活性显著高于其他

2 组，其他 2 组间酶活性无明显差异；培养 7 d 后，

3 组的酶活性差距明显降低，但仍是成骨细胞 ECM

组的酶活性最高  (图 4)。  

2.3.2  骨形成蛋白 2 和骨桥蛋白免疫印迹 

MC3T3-E1 细胞在 ECM 包被培养板中培养 5 d

后，其骨形成蛋白 2 免疫印迹结果显示：对照组和

成纤维细胞 ECM 组 BMP-2 蛋白表达水平差别不大，

成骨细胞 ECM 组的 BMP-2 蛋白表达水平最高，

BMP-2 蛋白表达水平显著高于其他组 (图 5)。培养

5 d 后骨桥蛋白免疫印迹结果与 BMP-2 的结果相同：

对照组和成纤维细胞 ECM 组蛋白表达水平差别不

大，成骨细胞 ECM 组的骨桥蛋白表达最高。 

 

图 3  MC3T3-E 细胞增殖活性 MTT 检测  (*P<0.05; 
**P<0.01) 
Fig. 3  MC3T3-E1Cells proliferation assay with MTT. 
*P<0.05; **P<0.01. 

 

图 4  MC3T3-E1 碱 性 磷 酸 酶 活 性 检 测 (*P<0.05; 
**P<0.01) 
Fig. 4  Alkaline phosphatase activity of MC3T3-E1 assay. 
*P<0.05; **P<0.01. 

      

图 5  MC3T3-E1BMP-2 免疫印迹检测 
Fig. 5  Western blotting analysis of BMP-2 in MC3T3-E1cella. (A) Photo of Western blotting. (B) Relative protein levels. **P<0.01. 
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图 6  MC3T3-E1 骨桥蛋白免疫印迹检测 
Fig. 6  Western blotting analysis of osteopontin in MC3T3-E1cells. (A) Photo of Western blotting. (B) Relative protein levels. 
**P<0.01. 

 

 

图 7  MC3T3-E1 细胞钙分泌量检测 (**P<0.01) 
Fig. 7  Secreted calcium assay of MC3T3-E1 cells. **P<0.01. 
 
 

2.3.3  钙分泌检测 

MC3T3-E1 细胞在 ECM 包被培养板中培养 7 d

后，其钙分泌检测结果显示：对照组和成纤维细胞

ECM 组差别不大，成骨细胞 ECM 组的钙分泌量最

高，比其他组高 1 倍左右，如图 7 所示。 

3  讨论 

细胞外基质是细胞重要生存环境，从上世纪 60

年代开始，研究者就逐渐发现细胞外基质在调节胚

胎组织发育和细胞分化方面有重要作用[17]。细胞外

基质或细胞外基质中的胶原、粘连蛋白等已用于包

被细胞培养板 (瓶)[18]或用于组织工程支架[19]，这些

基质成分可促进细胞的粘附和生长，甚至可促进细

胞的分化。因此，在细胞/组织工程研究中，要充分

考虑细胞外基质和细胞外基质成分的作用。 

组织工程支架材料，本质上就是细胞外基质材

料，细胞外基质是一种复杂的网络状的具有生物活

性功能的复合材料。在组织修复方面已得到广泛应

用的脱细胞小肠粘膜下层、脱细胞膀胱粘膜下层等

脱细胞材料以及脱细胞/蛋白松质骨[20-24]，都是细胞

外基质材料，人工的支架材料，也必须模拟细胞外

基质，才有可能得到更好的应用[24]。Nicholas 发现

MC3T3-E1 细胞 ECM 可促进胚胎干细胞向成骨细胞

分化[25]。Pham 等以骨髓细胞诱导的成骨细胞 ECM

包被三维钛支架，发现该支架可促进骨髓干细胞的

成骨分化[26]。可见，细胞外基质在促进细胞生长和

分化方面有重要作用，在组织工程支架材料的改进

方面，也有积极作用。 

本实验制备出原代小鼠心肌成纤维细胞和成骨

细胞的 ECM 包被的两种细胞培养板，通过观测体外

二维培养条件下 MC3T3-E1 细胞的增殖和分化情

况，首次比较这两种 ECM 的生物活性，为将 ECM

用于组织工程打下基础。 

本实验所制备的两种 ECM 包被的培养板，均未
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见任何细胞结构，通过显微观察，可见网络状显微

结构，经 VG 胶原染色表明是胶原纤维，胶原是 ECM

的主要成分之一，这表明本实验制备的 ECM 包被培

养板是成功的。将 MC3T3-E1 细胞接种在成纤维细

胞 ECM 包被的培养板中，培养 1 d，即检测出细胞

的增殖活性明显高于其他组，成骨细胞 ECM 组的增

殖活性也高于对照组；培养 3 d 后，增殖活性与其

他组间的差距更明显，5 d 后细胞达到饱和，各组间

几乎无差异，这表明 ECM 可促进细胞的增殖，成纤

维细胞 ECM 的效果可能要优于成骨细胞 ECM。另

外，成骨细胞 ECM 中含 BMP-2，这是一种重要的

成骨诱导因子，可诱导干细胞分化为成骨细胞，导

致骨形成[27-28]，存在于骨基质中和在体外培养成骨

细胞胞外胶原纤维中[23]。这表明本实验制备的成骨

细胞 ECM 可能具有成骨活性。 

本实验将 MC3T3-E1细胞接种在两种 ECM包被

的培养板中，通过检测碱性磷酸酶、BMP-2、骨桥

蛋白以及钙分泌量，来评价细胞的骨向分化。在成

骨细胞 ECM培养板中的MC3T3-E1细胞在碱性磷酸

酶、BMP-2 和钙分泌量方面的指标均明显高于对照

组和成纤维细胞 ECM 组，碱性磷酸酶、骨桥蛋白、

骨形成蛋白 2、骨桥蛋白以及钙分泌量均是骨向分

化的重要指标，这表明成骨细胞 ECM 可促进细胞的

骨 向 分 化 。 在 成 纤 维 细 胞 ECM 培 养 板 中 的

MC3T3-E1 细胞在碱性磷酸酶、BMP-2、骨桥蛋白

以及钙分泌量方面的指标与对照组的差别不明显或

较小，表明成纤维细胞 ECM 对细胞骨向分化影响很

小。细胞外基质中除含有胶原、蛋白多糖、氨基聚

糖外，还含有多种活性蛋白和生长因子，例如成骨

细胞 ECM 中含有骨钙素、骨桥蛋白、骨连接蛋白、

骨涎蛋白等[29]，这些活性因子可能在促进细胞生长

和分化方面起重要作用。在以后的工作中，我们将

进一步检测 ECM 中的活性成分。 

在本研究中，包被在培养板上的这两种细胞外

基质有不同的生物活性，成纤维细胞的胞外基质可

促进 MC3T3-E1 细胞增殖，但对细胞骨向分化影响

不大；成骨细胞的胞外基质含 BMP-2，对 MC3T3-E1

细胞增殖的影响较小，但可促进 MC3T3-E1 细胞骨

向分化。这两种不同的细胞在体外形成的细胞外基

质，具有不同的生物活性。成骨细胞在体外形成的

ECM 适合应用于骨组织和细胞工程，而心肌成纤维

细胞在体外形成的 ECM 应该适用于心肌组织和细

胞工程，我们将在以后的研究中进一步证实。 
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