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细胞黏附与骨发生
Cell� s adhesion and osteogenesis
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� � 在生物体内细胞黏附是指细胞与细胞之间的黏附, 是细

胞之间信息交流的一种形式,是多细胞生物维持本身的形态

结构及功能极为重要的生物学现象,它包括细胞分裂、细胞增

殖、基因表达、分化、凋亡及移行等细胞行为。细胞黏附, 细胞

与细胞外基质的黏附,是由位于细胞表面参与信息交流的可

溶性递质    黏附分子介导的。黏附分子是一类独特的分子

结构,可识别与其附着表面的特异性受体而发生相互间的黏

附现象。

1 � 黏附分子的种类及性质
� � 近年来由于单克隆技术的应用已鉴定出多种与细胞黏附

有关的黏附分子。根据其结构不同可将其分为 5 个家族, 预

期随着研究工作的不断深入将有更多的黏附分子被鉴定和阐

明。

1�1 � 整合素家族( integrin superfamily ) � 整合素是一族细胞

表面分子,介导细胞与细胞间、细胞与细胞外基质间的相互作

用或黏附。它由�链和�链构成的异二聚体( heterodimer ) ,�

链分子量为( 1� 4~ 2�0) ! 105 ,有 11 种, 其外部有多个与 2 价

阳离子和钙离子结合部位;�链有 8 种形式, 分子量为( 0�9~

1�1) ! 105, 分为 �1、�2、�3 亚家族。�1、�3 分布很广, 主要参

与细胞与基质间的表达。其配体为细胞外基质中各种成份,

如胶原、纤维连接蛋白等。�2 整合素又称为 CD18 抗原, 只分

布在白细胞上,其主要参与白细胞间反应, 对机体的防御功能

十分重要。

1�2 � 免疫球蛋白家族 ( immunog lobulin superfamily) � 该家族

黏附分子均含免疫蛋白 Ig 区段,主要参与不同细胞间的识别

与黏附。它包括:细胞间黏附分子( ICAMs、ICAM2、ICAM3) ,

血管细胞黏附分子 ( VCAM - 1) , 淋巴细胞功能相关抗原

( LFA- 2和 LFA- 3) ,细胞- 细胞黏附分子( C- CAM) , 血小

板或内皮细胞功能抗原。本族黏附因子在胚胎发育过程中起

重要作用, 是机体参与免疫应答的重要分子群。

1�3 � 选择素家族( selectin superfamily ) � 主要分布于白细胞、

血小板及血管内皮细胞, 在血细胞与血管内皮细胞, 血细胞与

血细胞间黏附过程中起重要作用。它包括: ∀ L- 选择素在

淋巴细胞、单核细胞及中性粒细胞上固有的表达。# E- 选

择素由 30~ 40个氨基酸构成, 可作为白细胞的受体, 使白细

胞向内皮细胞黏附, 与炎症时白细胞向血管内皮的黏附有关。

∃ P- 选择素也称颗粒蛋白。140 KD, 在 N 末端侧含有 117

~ 120 个氨基酸。选择素受体是外源凝素样蛋白。

1�4 � 钙依赖性黏附素家族( cadher in superfamily ) � 钙依赖性

黏附素是依赖于 Ca2+ 存在的单向跨膜蛋白, 主要介导细胞与

细胞间的黏附。近年来已发现 20 余种钙黏附蛋白,根据其结

构及分布可分为 E型(分布于上皮组织)、P型(分布于胎盘组

织)、N 型(分布于神经组织)。钙黏附蛋白黏附方式为同种黏

附, 具有特异性、选择性参与细胞黏附, 它在胚胎发育过程中

组织形成是至关重要的。钙黏附蛋白的失活将引起细胞- 细

胞连接的破坏。肿瘤组织中, 钙黏附蛋白的缺乏可造成原发

肿瘤的游离, 推测其可能与肿瘤的侵润和转移密切相关。

1�5 � H- 细胞黏附分子超家族( H - CAM superfamily ) � H-

CAM 最初认定为淋巴细胞% 归巢&受体, 为单向跨膜蛋白, 存

在于多种类型细胞内。CD 44 是透明质酸类的主要受体, 在

内皮、上皮、软骨细胞、纤维母细胞及白细胞上均有表达, 介导

这些细胞与透明质酸的黏附, 同时可调解细胞移行和细胞的

形态, 此外, CD 44 又称 ECM 受体,与胶原蛋白和纤维粘连蛋

白等细胞外基质结合。
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2 � 细胞黏附的生物学基础

2�1 � 细胞凝集及移行 � 由细胞黏附所介导的细胞形态上的
移行过程又叫凝集( condensation) ,在这移行( transition)中, 这

些松散的被细胞外基质包绕的间充质样细胞紧密凝集在一

起,并沿着细胞表面广泛而密切接触。使间充质细胞- 上皮

样细胞相互作用, 这种现象存在于正在发生 (进化) 的组织

中[ 1]。细胞与细胞间粘连主要由钙黏附蛋白介导, 它在软骨

生成及胚胎体节的形态发生中都是至关重要的。N�cadherin
在不同的细胞亚群中表达可引起各自的细胞分化。凝集可以

加强细胞之间的识别及分化过程, 从而使细胞分化为不同的

组织。黏附分子通过与细胞骨架(肌动蛋白)相连接,参与调

节细胞的功能。

2�2 � 细胞再排列 � 组织在形态上的变化常常与广泛的细胞

移行有关[ 2] , 细胞既可独立移行,也可以作为组织的一部分移

行,而长距离的移位常常沿着基底膜或细胞外基质进行的,而

整合素家族参与移行调控, 组织的形态变化主要是由于局部

细胞再次排列导致的,这种现象在两栖类胚胎中神经胚及脊

索形成中尤为显著。细胞重新排列仍然存在着细胞之间的相

互交流, 相互运行。在对蟾蜍原肠胎研究中发现, E- 钙依赖

性黏附素与细胞再排列有关,调控组织延长、会集、扩展运动。

3 � 细胞黏附因子在软骨生成中作用

3�1 � 软骨的胚胎发生 � 在肢体形成过程中, 由于中胚层及外

胚层相互作用而导致形成肢胚雏型 ,继发的生长又导致肢芽

的形成,肢芽不仅能分化为各种不同的间充质细胞, 同时也接

收移行而来的胚体壁细胞及神经,最后形成具有功能的骨骼、

肌肉、肌腱、韧带。未来的骨骼肢体的发生形式及定位是由中

胚层决定的。肢体的间充质在初始阶段是均匀的散在的细胞

排列。随着顶端外胚层( AER)在肢芽尖端的形成, 在此下的

细胞就形成了软骨生发层。在胚芽 22~ 24 期间, 胚芽的中心

部位细胞密度升高而形成的软骨前凝集, 进而软骨前凝集又

形成肢体软骨的原基,最后, 软骨内骨化将替代这些软骨原基

而形成骨。

3�2 � 钙黏附蛋白与在软骨生成中的作用 � Stott 等[ 3]在体外

高密度微球培养鸡胚肢芽间充质细胞向软骨转化过程中, 根

据细胞形态的变化, 将分化过程分为 5 个时期: ∀ 细胞分离
期; # 小聚集期; ∃ 集落形成期; (凝集期; ) 软骨小结形成

期。用 BMP 可促进凝集期细胞的形成,为体外观察不同的刺

激因子在不同的时相上刺激软骨生成, 提供了理论依据。

Yajima等[ 4]在不同时期鸡肢芽间充质细胞分化中发现, 细胞

黏附力的不同,可能依赖于各自处于近- 远轴的位置, 而哪类

分子决定其分化呢? N- 钙依赖性黏附素( N- cadherin)是参

与此分化过程,而且可能是肢体生长期近远端分化形式主要

机制之一。这种蛋白分子的分布将沿此轴可产生不同的形状

及数量的软骨成分。Ober lender 等[ 5]于 1994 年在鸡胚软骨

诱导中发现N- cadherin介导了细胞与细胞之间的相互作用,

主要表达于凝集期,用此分子的抗体可部分或全部封闭软骨

生成,表达主要位于凝集中心区, 与软骨小结形成后∗型胶原
的表达相一致。意大利学者 Tavella等[ 6]在鸡胚软骨发生中

发现 N- cadherin 与 N- CAM 具有协同调控分化软骨的作

用。本实验采用 Nort hern blo t and Southern blot 方法证实两

种分子在成软骨前细胞中均表达 ,在细胞聚集期升高, 在肥大

软骨细胞时未表达, 而至成骨细胞期再次表达。免疫化学定

位也证实 N- cadher in 可表达于∗型胶原阴性或阳性区,而 N

- CAM 则与∗型胶原表达相排斥, 位于凝集区周边。这些现

象表明 N- cadherin 启动了细胞- 细胞之间的相互作用,而 N

- CAM 则稳定了这种状态, 提示两种因子具有协同作用。

3�3 � N- CAM 在软骨生成中的作用 � Randall等[ 7]在研究对

N- CAM 在软骨生成过程中其表达时期上发现, N- CAM 则

短暂表达于软骨前凝集区, 而在向软骨分化中消失, 抗 N-

CAM Fab 片段可明显抑制凝集形成及软骨生成量, 用 N-

CAM 转染细胞后可提高 NCAM 表达及软骨小结的形成。表

明 N- CAM 不仅介导了凝集的形成, 而且具有促进软骨生成

的作用。

3�4� 整合素与软骨生成 � 随着对 N- cadherin 和 N- CAM

介导的细胞与细胞之间的黏附在骨发生中作用的不断深入研

究及理解, 许多学者又对整合素家族在软骨及骨生成中的作

用作了深入探讨。Loeser [ 8]认为细胞外基质与软骨细胞之间

贮藏着丰富的信息, ECM 对调解软骨静态平衡及修复如细胞

接触、生长、分布及生存起着重要的作用。软骨细胞可表达几

种整合素的亚型, 同时整合素可传导机械性刺激及软骨细胞

内信号从而影响软骨细胞的基因表达,调控软骨细胞的功能。

Shakibaei等[ 9 ]在体外胎鼠的间充质的软骨诱导中发现, 制备

抗整合素的抗体可明显抑制间充质细胞向软骨细胞的分化,

而且主要作用于培养阶段1~ 3 d,而晚期则未见任何结果, 而

其它亚型抗体均无此效果, 这表明整合素在软骨分化及早期

软骨诱导过程中细胞与基质之间的相互作用起关键性作用。

Hirsch 等[ 10]在体外培养鸡胸骨软骨细胞中证实整合素各个

亚型,不仅能封闭胸骨生长及 X型胶原的沉积, 同时软骨细

胞形态明显变小, 肌动蛋白破裂, 凋亡显著提高。

4 � 细胞黏附分子与骨生成中作用
4�1 � N- CAM 与骨生成 � Lee YS 等[ 11]在研究中发现发育

中成骨细胞可短暂表达 N- CAM,预示 N- CAM 与成骨细胞

之间有潜在的相互关联。1992 年,他又进一步在骨形成中发

现 N- CAM 强烈表达沿着骨小梁排列的成骨细胞中,并与+

型胶原及碱性磷酸酶的活动一致。在软骨内化骨中, N -

CAM 存在于胫骨、椎体骨骺及干骺端, 在膜内化骨中, N -

CAM 存在于颅盖骨骨源性凝集区及胫骨骨佝的骨膜。但由

于 N- CAM 在骨源性凝集形成之前, 并不表达于间充质细

胞。所以, 其表达非常短暂,晚期 N- CAM 在骨细胞中消失,

N- CAM 主要存在于成骨细胞膜表面。这些结果均表明 N

- CAM 介导了成骨细胞间相互作用, 并调控骨骼的形态发

生。

4�2� N- cadher in 与骨生成 � Fer rari等[ 12]在分化的成骨细

胞表型研究中, 对 N- cadher in 在成骨细胞功能中作了初步研

究, 通过原位杂交,免疫组织化学定位,发现 N- cadherin 主要

在分化良好的成骨细胞中。在对原代培养的胎鼠颅盖骨, 人

的 SaOS- 2 及鼠 ROS 成骨细胞样细胞作 Nor thern blot杂交

中表现出 N- cadher in mRNA表达与细胞与细胞黏附形态分

化、碱性磷酸酶、骨钙素的表达密切相关。用 N- cadherin 的

黏附基序 HAV 的合成肽可显著地减少骨小结的形成, 抑制
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细胞 - 细胞之间的接触, 用显性的 N - cadherin 突变体

( NCAD deltac)短暂转染 SaOS- 2 细胞可明显抑制其形态上

的分化。以上表明 N- cadherin 对成骨细胞表型维持及成骨

细胞分化调控起一定的作用。

4�3 � 整合素与骨生成 � 人们对整合素在骨发生的作用机制

尚缺乏充足依据。Hughes 等[ 13]用免疫组化方法对三种人

骨:骨、肿瘤反应骨、新生肋软骨中整合素不同亚型定位作初

步研究,结果表明三种类型骨中均表达 �1、�5 整合素, 破骨细

胞表达 �2、�V、�V、�3 整合素,从而推测 Integrin 介导了骨基

质中成骨细胞与破骨细胞之间多种相互作用, Gr onthoss 进一

步探讨了人的成骨细胞对不同的细胞外基质成份的黏附作

用,发现成骨细胞可优先与纤维连接蛋白、+型胶原、,型胶
原黏附,并证明整合素在介导成骨细胞与胶原层粘连蛋白、纤

维连接素的黏附担任重要角色,但整合素与成骨细胞生长、分

化及对表型的调控仍要进一步研究及丰富。
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关节软骨缺损修复的实验与临床
Experimental study and cl inical application of the repair of articular cartilage defect
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� � 关节软骨的修复一直是骨科领域尚未完全解决的一大难

题。现就关节软骨损伤后促进自身修复、组织或细胞移植修

复、组织工程修复等方面对关节软骨修复方法作一综述。

1 � 促进关节软骨自身修复

� � 关节软骨损伤或缺损能否自行修复,多数人认为, 成熟关

节软骨修复能力极为有限,其修复主要靠邻近组织, 尤其是软

骨下骨的化生,它是由来自软骨下骨组织的肉芽组织化生为

纤维软骨,然后成熟不到完善的透明软骨形态, 关节软骨虽具

有自行愈合的能力,但愈合能力十分有限。于是人们想借助

于外界刺激来促进软骨缺损的愈合。

Gill[ 1]提倡用微骨折及外科扩创技术来治疗软骨损伤,他

是通过钻孔以造成局部软骨以及软骨下骨小梁的微骨折而非

骨的破坏来诱导骨愈合反应, 同时通过外科扩创术局部形成

血凝块为软骨再生提供良好的生长环境, 以上方法旨在从骨

髓中获得多潜能的骨髓干细胞以及生长因子以促进软骨细胞

的分化和软骨缺损的修复。但这些方法是否确实有效尚有争

议。目前临床上钻孔术多用于局限性的关节软骨损伤,如髌

骨软化症、跖趾退行性关节病等。

Katsumi等[ 2]的研究证实透明质酸不仅有润滑作用, 还

有其直接的生物化学作用。Fortier等[ 3]研究了胰岛素生长因

子- 1( IGF- 1)在软骨急性损伤中的基因表达, 认为它能参

与软骨生长的调节, 但其浓度与软骨基质的生长不呈正比, 而

是不断波动的。Miura等[ 4]研究了高浓度的转化生长因子-

�1( TGF- �1)对软骨缺损修复的基因治疗, 发现它能刺激骨

膜移植软骨的再生, 促进新生软骨与软骨缺损区的融合, 提高

软骨愈合的质量。为了使生长因子和其他生物活性剂能有效
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