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 摘要! 目的 了解表皮生长因子( EGF)和胰岛素样生长因子( IGF)对体外培养兔关节软骨细胞

存活数目和分裂增殖百分数的影响。方法 体外培养兔关节软骨细胞传至第 2 代, 分别以 EGF、IGF,

以及二者不同的浓度组合作用于软骨细胞。通过酶联免疫检测仪( MTT )测定软骨细胞存活数,流式细

胞仪测定软骨细胞分裂增殖百分数。结果 不同浓度 EGF 对兔关节软骨细胞存活和分裂增殖均有促

进作用,作用浓度强度次序为: 10 ng/ ml> 0 1 ng/ ml> 100 ng / ml。不同浓度 IGF 对兔关节软骨细胞的

存活和分裂增殖均有较强促进作用, 浓度为 50 ng/ ml时,刺激效果最显著。EGF 与 IGF 联合使用时, 刺

激效果优于任何一种因子单独使用,而以 EGF 10 ng/ ml和 IGF 50 ng/ ml为最佳浓度组合。结论 EGF

和 IGF 都可促进兔关节软骨细胞存活和分裂增殖, 但以协同作用效果最佳。
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 Abstract! Objective To study the influence of epidermal g rowth facto r ( EGF ) and insulin like

g rowth factor ( IGF) on the surv ival number and the splitting proliferation per centage of articular cartilage cells

in rabbit in vitro Methods The cultured monolay er cells of ar ticular chondrocytes in r abbit in vitro have been

t ransferred to t he second generation and the ar ticular chondro cytes w ere t reated w ith EGF or IGF, as well as

t he combinations of the both in various concentrations. The survival number of chondrocytes was investig ated

by MTT enzyme linked immunometric meter and t he splitting prolifer at ion percentage of chondrocy tes was de

termined by flow cytometer. Results EGF wit h various concentrations had auxo action on the surv ival num

ber and the splitting proliferation percentage of ar ticular chondrocytes in rabbit. The intensity of the auxo ac

tion decreases in the following order: 10 ng/ ml> 0 1 ng/ ml> 100 ng / ml. IGF of var ious concentrations exhib

ited stronger auxo action on the survival number and the splitting prolifer ation percentage of ar ticular chondro

cytes in rabbit than that of EGF. T he most significant st imulation occurr ed at the concentr at ion of 50 ng / ml.

T he cooperation of EGF and IGF w as superior to either of the grow th factors in stimulation and t he best com

bining concentration was 10 ng/ ml of EGF and 50 ng/ ml of IGF .Conclusion It is show n that EGF and IGF

are able to promo te the surv ival number and the splitting prolifer ation per centag e o f ar ticular chondrocy tes in

r abbit , but the cooperation of the both exhibits the best result.

 Key words! Epidermal grow th factor( EGF) ; Insulin like grow th factor ( IGF) ; Car tilage; Cells,
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外伤或疾病引起的关节软骨损伤在临床上很常

见,但软骨组织中不具有血管与神经, 其损伤后不易

自我修复。对于关节软骨损伤的修复在目前的骨科

临床、基础研究中是一个重要的课题。许多研究表

明, 生物活性因子在关节软骨的损伤、修复机制中,

起着重要的调节作用。如胰岛素样生长因子 ( In

sulin like Growth Factor, IGF)可刺激软骨细胞分化

的表型
[ 1, 2]
。表皮生长因子( Epidermal Grow th Fac

tor, EGF)具有很强的促有丝分裂和刺激合成代谢的

作用
[ 3]
。在体内许多细胞表面都表达 EGF 受体

[ 4]
。

本实验在培养 2周龄新西兰白兔关节软骨细胞中,

通过 EGF、IGF 的分别作用和协同作用,了解其对软

骨细胞存活数目和分裂增殖的影响, 为关节软骨细

胞的修复提供理论依据。
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1 材料与方法

1 1 软骨细胞的培养 无菌条件下, 片状切取 2 周

龄新西兰白兔关节面软骨 (肱骨近端、股骨近、远端

及胫骨近端) , 放入 PBS 液冲洗 2 次, 将软骨片切成

1 0 mm ∀ 1 0 mm ∀ 1 5 mm 左右小粒。经 0 2% #

型胶原酶 10 ml, 37 ∃ 条件下振荡消化 3 5 h, 再用

200目不锈钢滤网过滤,去除杂质, 获取细胞。此细

胞用 PBS液洗、1500 rpm离心 5 min3遍, 弃上清, 沉

淀物接种到含 15%胎牛血清的 DMEM 培养基中, 调

整细胞数目约 2 ∀ 10
5
/ m l, 在培养瓶中培养, 培养条

件为 37 ∃ 、5% CO2。原代细胞贴壁后, 隔日更换培

养基,汇合成单层细胞后,传代培养。

1 2 细胞因子对软骨细胞存活数目的影响 取第 2

代软骨细胞,在培养液中配成 1 ∀ 104/ ml浓度, 接种

4块 96孔培养板,每板接种 48 孔, 24 h 待细胞贴壁

后,每块板加入相应浓度细胞因子, 即将每块多孔板

上的细胞随机分成 12组,每组 4孔。其中 1- 3组加

不同浓度的 EGF; 4- 6 组加不同浓度的 IGF; 7- 11

组加不同浓度的 EGF 和不同浓度的 IGF 的各种组

合;第 12 组为对照组, 不加任何因子。各孔中分别

加入细胞生长因子的量为 0 1 ml(详见表 1)。

表 1 每组中 EGF 和 IGF 浓度( ng/ ml)

组别 EGF IGF 组别 EGF IGF

1 0 1 / 7 0 1 100

2 10 / 8 10 50

3 100 / 9 10 10

4 / 10 10 100 50

5 / 50 11 100 10

6 / 100 12 / /

24 h 以后, 于相应培养板的各小孔加入 5 mg/

mlM TT 液 0 02 ml,送 5% CO2孵育箱内培养 5 h,取

出后吸除培养液, 仅留少量残液, 加入 0 2 mlDMSO

(二甲基亚砜)振荡 10 min。以酶联免疫检测仪测定

光密度值( OD值)。

1 3 细胞因子对软骨细胞增殖的影响 将第 2 代

软骨细胞按 3 96 ∀ 104/ ml浓度,接种 2块 24孔培养

板,每板接种 12孔, 在含 3%胎牛血清的培养基中培

养。然后随机分成 4个组, 每组 3孔, 即第 1组加浓

度为 10 ng/ ml的EGF;第 2组加浓度为 50 ng/ ml的

IGF;第 3组加浓度为 10 ng/ ml的 EGF 和浓度为 50

ng/ ml的 IGF;第 4 组不加任何因子, 为对照组。各

孔中分别加入细胞生长因子的量为 0 1 ml。

1周后,用胰蛋白酶消化后将各孔分别收集, 制

备样本,行激光流式细胞仪检测[ 5]。每个样本测得

的细胞周期图形, 使用机器自备的软件处理, 计算出

细胞 G2/ M 期和 S期的百分比,采用增殖指数(处于

G2/ M 期和 S 期的百分比)表示细胞增殖情况。

1 4 数据统计 数据结果使用 SAS 6 12软件,通

过多因素析因设计分析方法进行统计, 并进行组间

两两比较。

2 结果

2 1 细胞存活数情况 以酶联免疫检测仪( MTT )

测定的光密度( OD)值, 检测波长为 490 nm,参考波

长为 600 nm。因为细胞存活数与 OD 值成正比,所

以 OD值可作为细胞相对数,可直接反映细胞数。根

据结果绘出加不同浓度 EGF 或(和) IGF 后的 OD值

直方图(见图 1)。

2 2 细胞增殖数情况 将流式细胞仪测定结果按

G2/M 期和 S期的百分数比值,转换成增殖指数,表

示增殖情况, 绘出直方图 (见图 2)。各组经统计分

析,与对照组比较, 表明 EGF 和 IGF 都可促进软骨

细胞增殖, 而 IGF 效果优于 EGF, 当二者联合使用

时,促进效果最显著( P< 0 01)。

3 讨论

EGF、IGF 都是体内重要的生长因子之一,具有

重要的生理学特性
[ 4]
。EGF 对多种组织来源的上皮

细胞具有强的致有丝分裂活性, 同时还刺激各种间

充质细胞的增殖分化[ 6] , 它可刺激培养的兔肋软骨

细胞分化的表型[ 7]。IGF 作为一族依赖生长激素的

多肽蛋白, 能在骨与软骨发育的不同阶段起作用。

IGF对体外培养的软骨细胞可刺激分化中的软骨细

胞的增殖,并合成软骨基质,同时可维持软骨细胞表

型
[ 8]
。

在本实验中,通过 MTT 检测软骨细胞存活数,
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以及通过流式细胞仪对软骨细胞增殖指数的测定,

从图 1可以看出,不同浓度 EGF 对软骨细胞的存活

数有不同的促进作用( P< 0 01) ,不同浓度强度次序

为 10 ng/ ml> 0 1 ng/ m l> 100 ng/ ml,浓度为 10 ng/

ml时刺激效果最强。目前认为, EGF 对软骨细胞的

效应是通过 EGF 受体进行调节的[ 9] ,这种作用的基

础是致有丝分裂活性
[ 10]
。Bonassar 等

[ 11]
研究发现:

用EGF 处理后的软骨细胞可刺激蛋白合成增加

30% ~ 50%,这种增加是由于增加了每个受体的数

量,而受体亲和力未改变。Yoon等[ 12]认为: 外源性

EGF抑制间充质细胞的软骨细胞分化。在本实验

中,在 EGF 高浓度( 100 ng/ ml)时对细胞增殖数促进

作用不如低浓度,说明 EGF 活性可能有强的剂量依

赖。从图 1中, 不同浓度 IGF 对软骨细胞的增殖均

有较强的促进作用, 但浓度为 50 ng / ml时,刺激效果

最显著。综合图 1、图 2, EGF 与 IGF 的联合应用中,

各浓度组合均有刺激软骨细胞分裂增殖作用, 但是

以 EGF10 ng / ml和 IGF50 ng/ ml的浓度组合刺激能

力最强,此浓度组合优于任何一种因子单独的刺激

作用 ( P < 0 01)。这种协同机制是通过生长激素

IGF轴而进行的
[ 11]
。Bonassar 等

[ 11]
进行研究时发

现,用 EGF 处理后 IGF 对软骨细胞有丝分裂活性增

加90%,蛋白聚糖合成增加60%,说明二者在软骨生

长调节中起相互促进的协同作用。通过本实验证实

了这一点。

本实验筛选出了对体外软骨细胞增殖刺激作用

最强的 EGF 和 IGF 浓度组合, 即 EGF 浓度为 10

ng/ ml、IGF 浓度为 50 ng / ml时为最佳。应用 EGF

单因子时对软骨细胞存活数和增殖数在一定浓度范

围内有不同增加,应用 IGF 单因子时对软骨细胞存

活数和增殖数增加明显, 而 EGF 与 IGF 协同作用

时,效果最强,且优于单独应用 EGF 或 IGF。说明细

胞生长因子对软骨细胞的作用效应依赖于多种因

素,同时也可说明, 各种生长因子在相互促进、相互

抑制的平衡机制中发挥协同作用, 对于这种复杂机

制的揭示有利于对体内因子相互作用机制的进一步

认识。
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