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 摘要! 目的: 通过对体外培养的兔骨髓间质干细胞 (M SCs)在特定培养液作用下向软骨细胞表型分化的研究,

探讨鹿茸多肽对其软骨分化的影响。方法:将第 3代兔 M SCs随机分为 A组 (空白对照组 )、B组 (诱导组 )、C组 (鹿茸

多肽组 ) ,并取兔的关节软骨作为 D组 (关节软骨组 )。A、B、C 3组分别采用普通培养液、诱导培养液、含 10 ug /m l鹿

茸多肽的诱导培养液于离心管内进行培养,分别于 1、2、3周后取材,通过组织学、生物化学和 RT PCR技术, 对离心管

内构建的软骨组织进行形态学和细胞功能状态的观察。结果: A组培养 2周后 ,细胞团块逐渐崩解,无法进行 HE染

色。 B、C组细胞团块除有轻度收缩外, 呈白色半透明状, HE染色发现细胞为圆形或卵圆形,表层细胞密度大。 B、C组

糖胺多糖 ( GAG )含量及∀型胶原 mRNA表达随培养时间延长而增多,并以 C组为著; 各时间点 B、C组与 A组相比明

显增多, 且差异有显著性统计学意义 (P < 0 01), C组与 B组相比较多, 差异有显著性统计学意义 (P < 0 01), C组与

D组相比较少,差异有显著性统计学意义 (P < 0 01)。结论: MSCs在特定培养条件下能向软骨细胞表型分化, 且鹿茸

多肽对其定向软骨分化有明显促进作用。虽然在体外可以构建出软骨组织,但其与关节软骨质量相比仍有很大差距。
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组织工程化软骨形成的重要条件之一是必须获得大量

的有功能和活力的软骨细胞, 而 M SCs在组织工程领域展现

了其良好的应用前景。我们的研究旨在建立一种持续、稳定

地向软骨细胞表型分化的 MSC s体外培养体系, 并观察鹿茸

多肽对其向软骨细胞表型分化的影响, 为软骨组织工程种子

细胞的优化提供依据。

1 材料与方法

1 1 动物 6周龄新西兰健康大白兔 (福建医科大学实验动

物中心提供 ), 体重 ( 1 000 ∃ 10) g,皆为雄性。
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1 2 主要试剂 高糖 MEM 培养基、胎牛血清 FBS( H yC lone

公司 ) ;胰蛋白酶 T rypsin l%250( Am ersco公司 ) ; 转化生长因

子
1
( TGF

1
) ( P epro Tech EC 公司 ); 1, 9二甲基亚甲蓝

DMB ( A ldr ich公司 );木瓜蛋白酶 ( Sigm ag公司 ); TR IZOL、RT

PCR试剂盒 ( Inv itrogen公司 ); PCR引物 (上海生物工程有限

公司 ) ;鹿茸多肽粉针 (长春中医学院附属医院新药研究中

心 )。

1 3 MSCs的软骨诱导培养 在无菌条件下穿刺抽取兔髂嵴

部骨髓分离 M SCs。将第 3代兔 M SCs(活力 > 90% )分别按

2 & 107个 /管接种入 15 m l锥形聚丙烯离心管, 1 500 r /m in离

心 5 m in, 弃上清, 随机分为 A组 (空白对照组 )、B组 (诱导

组 )、C组 (鹿茸多肽组 ), 并取等量兔的关节软骨作为 D组

(关节软骨组 ), 每组 6份。A、B、C 3组分别采用普通培养液、

诱导培养液 (高糖 M EM培养基、胰岛素 6 25 mg /m l、转铁蛋

白 6 25 mg /m l、亚硒酸 6 25 mg /m l、亚油酸 5 35 m g /m l、抗坏

血酸 37 5 mg /m l、牛 血清 白蛋 白 1 25 m g /m l、TGF 1

10 ng /m l、地塞米松 10- 7m o l/ l)、含 10 ug /m l鹿茸多肽的诱导

培养液于离心管内进行培养, 培养液每周更换 2次,连续培养

3周。

1 4 HE染色显微镜观察 培养至第 1、2、3周, 4%多聚甲醛

固定, 常规包埋、切片, H E染色,显微镜下观察。

1 5 二甲基亚甲蓝显色法测定 GAG含量 每周分别取 A、

B、C 3组样品, 同时取 D组作对照, 用滤纸吸干组织所带水

分, 电子天平称组织湿重。将样品用木瓜蛋白酶消化后用二

甲基亚甲蓝显色法测定 GAG含量, 每克湿重组织中 GAG含

量按下列公式计算: 单位 GAG 含量 ( mg /g ) = GAG 含量

( m g) /组织湿重 ( g)

1 6 RT PCR检测∀型胶原 mRNA表达 每周分别取 A、B、

C组样品, 同时取 D组作对照, 用 T rizo l试剂提取总 RNA, 再

用随机引物, 逆转录酶转录为 cDNA, 然后以此 cDNA第 1链

为模板, 进行 PCR扩增。PCR引物由上海生物工程有限公司

合成。

∀型胶原: 5∋ CTG CTC GTC GCC GCT GTC CTT 3∋
5∋ AAG GGT CCC AGG TTC TCC ATC 3∋ ( 225 bp);

actin: 5∋ TCTACAATGAGCTGCGTGTGG 3∋
5∋ GGAACCGCTCATTGCCAATG 3∋ ( 499 bp)

扩增条件如下: 94 ( 变性 45 s, 60 ( 退火 50 s, 72 ( 延伸
1 m in, 30次循环, 最后 72 ( 延伸 2 m in后, 扩增产物片段长

度为 225 bp。取 5  l PCR产物在含有 1% 琼脂糖的 0 5 &
TBE缓冲液中电泳, 电压控制在 100 V, 时间控制在 30 ~

40 m in。用 Ge l Doc 2000 型凝胶图像分析系统拍照, 用

Ge lw orks 1D Interm id iate软件定量分析。

1 7 统计学方法 应用 SPSS 11 0统计软件进行分析。定

量资料实验结果以  x ∃ s表示, 相同时间点 GAG含量及∀型

胶原 mRNA表达应用组间独立样本 t检验,多组样本均数比

较采用方差分析。

2 结果

2 1 离心管聚集体培养的细胞团块形态学观察 A组培养

2周后,细胞团块逐渐崩解, 无法进行 HE染色。 B、C组培养

2周后细胞团块除有轻度收缩外, 呈白色半透明状; H E染色

发现细胞为圆形或卵圆形, 表层细胞密度大,见图 1。

2 2 GAG含量 A组在各个时间点均没有检测到 GAG, 而

B、C组随培养时间延长 GAG含量增加,且以 C组增加明显,

各时间点 B、C组与 A组比较明显增多,且差异有统计学意义

(P < 0 01) , C组与 B组相比较多, 差异有显著性统计学意义

(P < 0 01) , C组与 D组相比较少,差异有显著性统计学意义

(P < 0 01) ,见表 1。

表 1 不同培养时间各组单位 GAG含量 (  x ∃ s, mg /g)

Tab. 1 The con ten ts of GAG of differen t group at

d ifferen t tim e (  x ∃ s, mg / g)

组别

Groups

兔数

Rabb its
1周 2周 3周

A 6 0 0 0

B 6 5 36 ∃ 0 02* 11 65 ∃ 0 09* 13 71 ∃ 0 01*

C 6 15 68 ∃ 0 12* # 22 93 ∃ 0 05* # 29 74 ∃ 0 01* #

D 6 46 17 ∃ 0 05 45 86 ∃ 0 02 46 38 ∃ 0 08

注: B、C组与 A组相比, * P < 0 01; C组与 B组相比, #P < 0 01; C组

与 D组相比, #P < 0 01

Note: G roup B and C VS groupA, * P < 0 01; group C VS group B, #P <

0 01; group C VS group D, #P < 0 01

2 3 ∀型胶原 mRNA的表达 在 1、2、3周 3个时间点 A组

∀型胶原 mRNA表达阴性, B、C组 ∀型胶原 mRNA表达均

呈逐渐上升趋势 , C组表达较多, 与 B组相比差异有显著性

统计学意义 (P < 0 01), 但 C组与 D组相比表达较少, 差异

有显著性统计学意义 (P < 0 01) , 见表 2。在 2周时∀型胶
原 mRNA D组表达最多, B、C组表达较少 , 而 A组无表达,

见图 2。

表 2 不同时间各组∀型胶原 mRNA的相对表达量 (  x ∃ s,% )

Tab. 2 ThemRNA expression of collagen type ∀ of

d ifferen t groups at d ifferent t im e (  x ∃ s, % )

组别

Groups

兔数

Rabb its
1周 2周 3周

A 6 0 0 0

B 6 0 21 ∃ 0 01* 0 25 ∃ 0 01* 0 28 ∃ 0 01*

C 6 0 32 ∃ 0 01* # 0 38 ∃ 0 01* # 0 41 ∃ 0 01* #

D 6 0 87 ∃ 0 01 0 86 ∃ 0 02 0 85 ∃ 0 01

注: B、C组与 A组相比, * P < 0 01; C组与 B组相比, #P < 0 01; C组

与 D组相比, #P < 0 01

Note: G roup B and C VS groupA, * P < 0 01; group C VS group B, #P <

0 01; group C VS group D, #P < 0 01
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图 2 RT PCR检测 2周后各组∀型胶原 mRNA的表达 注: ∀型
胶原 mRNA的表达水平为 225bp, act in ( 499 bp ) 作为内参照,

M: ( 501 /489 bp)为 DNA分子量标记, 1、2、3、4分别为 D、A、C、B

组

F ig 2 The mRNA express ion of collagen type ∀ in d ifferen t groups

by RT PCR techn iqu e at 2w eeks after cu lture Note: T otalmRNA was

am p lified for collagen type ∀ ( 225 bp) and actin ( 499 bp) , M:

DNA ladder m arker, lanes 1, 2, 3, 4 w ere group D, A, C, B respect ively

3 讨论

种子细胞是组织工程中用于重建新生组织的原动力。

M SCs是软骨组织工程最有希望的种子细胞来源之一 [ 1]。然

而, MSC s在体外培养条件下软骨表型的分化却是一个受多种

因素限制的复杂过程。目前其调控机制仍不是很清楚。已知

局部环境是影响 MSC s向软骨细胞转化的重要因素 [ 2]。

高密度的种子细胞能够促进细胞与细胞之间的接触与相

互作用, 并且细胞通过自分泌、旁分泌的方式分泌多种细胞生

长因子从而影响软骨的增殖、分化 [3]。本研究细胞密度较

高, 达 2 & 107个 /管, 并通过离心的方法使细胞聚集成团, 创

造了细胞与细胞之间的紧密接触以及相互作用的环境, 当细

胞分泌基质后, 转化的软骨细胞随后就被埋于三维基质中, 从

而使细胞与在体环境较为相似。本实验 B组及 C组细胞团

块的 HE染色发现细胞为圆形或卵圆形,表层细胞密度大。

研究发现软骨内含有许多细胞因子及其受体, 并且表明

这些细胞因子通过自分泌和旁分泌这两种分泌基本方式来调

节软骨的生成 [ 4]。软骨组织工程种子细胞需适当的生长因

子调控才能获得良好的生物学活性。鹿茸多肽是从梅花鹿茸

中提取的一种多肽类生物活性因子,为鹿茸主要活性成分, 实

验研究证明它能刺激软骨细胞增殖 [5]。本实验结果证实, 鹿

茸多肽在软骨诱导培养条件下可促进 MSC s分泌软骨基质并

表达∀型胶原 , 说明鹿茸多肽对MSC s软骨分化有明显的

促进作用。

细胞本身的功能表达不仅取决于细胞内在的基因序列,

在很大程度上受到外界环境因素的影响, 其中细胞外基质

( ECM )有着很重要的作用。ECM不仅为细胞生长提供支持

和保护, 更重要的是调节细胞的形态发生过程, 影响细胞生

存、迁移、增殖和功能代谢。所以, 在软骨组织工程研究中制

备和筛选有利于种子细胞的黏附、增殖和分化的生物材料是

十分重要的。本实验结果证实该培养体系可诱导 MSCs形成

一定组织结构软骨, 但只表层细胞密度大,这可能与中心部物

质交换不足有关。因此, 有必要研制具有高孔隙率的三维支

架材料以利于组织生成过程中的物质交换。

蛋白多糖聚集体是软骨两大特异性基质成分之一 [ 6] , 其

分子结构中的主要组成即为 GAG。所以, 细胞外基质中 GAG

的含量可作为判断体外培养扩增软骨细胞分泌基质功能的可

靠依据。本实验结果显示 DMB比色法具有较好的精确度,

B组及 C组随培养时间延长 GAG含量增加, 且以鹿茸多肽组

增加明显, 两者相比差异有显著性统计学意义 (P < 0 01), 进

一步说明鹿茸多肽在软骨诱导培养条件下, 可促进 MSC s向

软骨细胞表型分化。 C组在各个时间点较 D组 GAG含量明

显减少, 与之相比差异有显著性统计学意义 (P < 0 01) ,提示

本实验虽在体外可以构建出软骨组织, 但其与关节软骨组织

质量相比仍有很大差距。如何于体外培养出高质量的软骨组

织,仍需进一步探索。
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