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软骨组织工程中细胞因子功能的研究进展

何劼, 赵建宁
(解放军第二军医大学南京临床医学院,江苏 � 南京 � 210002)

� �  摘要!� 随着骨关节疾病发病率的增加以及人们对生活质量提出的更高要求, 修复软骨损伤成为骨科临床一个

重要的问题。软骨组织工程以其不损伤自身组织、可调控、创伤小等优点成为修复软骨组织损伤的突破口。本文就多

种细胞因子在促进软骨种子细胞生长起的作用的最新研究做一综述。
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� � 随着社会经济的发展、生活水平的提高以及人口老龄化

现象, 以软骨面破坏为主要表现的骨关节炎等疾病的发病率

日益增加。为此, 如何微创修复损伤的软骨,缓解患者痛苦,

提高生活质量成为骨科临床一个亟待解决的问题。软骨退变

后纤维化, 软骨细胞及软骨含水量减少, 纤维等细胞外间质含

量增加, 通过适当锻炼增加应力以及关节内注射透明质酸钠

等药物虽可一定程度上修复损伤的软骨面并延缓其老化, 但

毕竟其远期疗效有限。以选取种子细胞体外培养组织或器官

并移植到体内发挥功能的组织工程方法成为解决这一问题的

突破口。

组织工程学是应用工程学和生命科学的原理、方法, 开发

应用能够恢复、维持及提高受损组织和器官功能的生物学替

代物的一门新兴学科,软骨组织工程学是其一分支。主要包

括 3个基本要素: 选取软骨种子细胞, 构建生物载体材料, 将

培育的软骨载体复合物移植到体内发挥作用。其中如何调控

种子细胞的生长和繁殖,使其分泌正常的基质并在多次传代

后不老化, 成为研究的热点。本文就多种细胞因子在促进软

骨种子细胞生长起的作用的最新研究做一综述。

对软骨种子细胞有明显调节作用的细胞因子主要有转化

生长因子�� ( transform ing grow th facto r�, TGF�� )、骨形态发生

蛋白 ( bone m orphog enetic proc tein, BM P )、胰岛素样生长因子

( insulin�like grow th factor, IG F )、成纤维细胞生成因子 ( fibro�
b last grow th factor, FG F )、肿瘤坏死因子 ( tum our necros is fac�

to r, TN F )、甲状旁腺激素相关蛋白 ( trFH rP )、肝细胞生长因子

( hepa to cy te g row th fac to r, HGF )以及近几年新发现的软骨调节

素 ( chondromodu lin)等。

1� 转化生长因子 ��( TGF�� )

TGF��是一族具有多种功能的蛋白多肽, 分子量 100 ~

250 KD,在多种细胞中, TGF��经表达、修饰后与 LTBP ( laten t

TGF�� b ind ing prote in)结合形成同源二聚体 LA P ( latency as�
soc iation prote in)。研究表明在生长板软骨细胞中, 由 LT BP

储存的 TGF��是细胞成熟依赖性的 [ 1]。二聚体成体具有活

性,分子量 25 K D[ 2] , 根据其在抑制内皮细胞、造血细胞的生

长及间充质干细胞生成细胞外间质等方面所起作用的不同,

分为 TGF��1、TGF��2、TG F��3 [3]。它广泛存在于动物正常组

织和转化细胞中, 以骨组织和血小板中含量最为丰富,通过自

分泌、内分泌以及旁分泌等方式发挥作用, 参与纤维化疾病、

寄生虫病、自身免疫性疾病以及肿瘤形成等很多疾病的病理

过程。

细胞外间质中的糖蛋白如 decor in、b ig lycan以及 fibro�

modu lin等通过阻断 TGF��作用通道来调节 TGF��的功
能 [ 4]。H ausser等 [ 5] 发现 decor in 促进 TGF��与成骨细胞

M C3T3�E1上的 TGF��受体的结合。∃型胶原本身可加强
TGF��对软骨细胞的作用, 而加热失活后的∃型胶原则不具

备此作用 [ 6]。在组织工程细胞培养体系中加入∃型胶原也

可以增加 TGF��1的表达 [ 7]。

体外实验表明, TG F��可促进骨膜间充质细胞的增殖和

分化,促进成骨和成软骨细胞的增殖, 刺激∃型胶原、骨粘连
蛋白和骨桥蛋白的合成。M oretti等 [ 8]研究了种子细胞在何
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种体外培养条件下具有促进生长作用。体外的培养液中加入

促增殖物: TGF��1 ( 1 ng /m l)、FGF�2和 PG F ( plate let�derived

g row th factor), 或者促分化培养液: TGF��1( 10 ng /m l)和胰岛

素。结果表明在促分化培养液中预先培养的软骨组织含有更

多的 GAG和 ∃型胶原, 并具有体内生长的更强的生命力。

G low ack i等 [ 9]在实验中发现 TGF��和 IL�1�均能够显著促进
4�硫酸黏多糖软骨素聚集。用 chondro inductive DBP溶液培养

的人真皮成纤维细胞高表达内源性生长因子, 在含有 1% N u�
tr idom a的 DM EM 溶液中培养的人真皮成纤维细胞在加入

TGF��和 IL�1� 11 d后也有明显的 4�硫酸黏多糖软骨素聚
集。表明在组织工程细胞培养中 TGF��和 IL�1�可作为胎牛

血清的替代品。通过单独或联合转染 TGF��1及 IGF�1进软
骨细胞后, 细胞分泌的 TGF��1、IG F�1、∃型胶原含量均明显

增加, 细胞增殖能力显著增强 [10]。生长因子的来源及功能见

表 1。

2� 胰岛素样生长因子 ( IGF�1)
1957年 Sa lmon和 D aughaday发现一种新的生长因子能

够刺激软骨硫化, 并改变了以往认为是生长激素发挥此作用

的观念, 并将其命名为硫化因子 ( su lfation factor)。以后逐渐

认识其多方面的作用, 20世纪 70年代早期更名为生长调节

素 ( soma tom ed in), 并与血小板源性生长因子、内皮细胞生长

因子以及成纤维细胞生长因子等同归为一组广谱生长因子。

该因子在血清中有胰岛素样作用, 但是不能被抗胰岛素抗体

所拮抗, 故将其命名为胰岛素样生长因子 ( insu lin�like grow th

factor, IG F)。 IG F�1是由 70个氨基酸组成的单链多钛, 分子

量为 7� 7 K D, 由 3个二硫键交叉连接, 被认为是软骨细胞合

成代谢的主要促生长因子。

IG F�1通过与 IGFBP s( IGF�b inding pro tein)相互作用来调

节其生物学功能。目前已发现 6种 IG FBP s, 分别命名为 IG�

FBP1- 6。在软骨组织中检测到 IGFBP2、3和 6, 但其作用尚

不清楚 [ 12]。在实验中发现 IGF的类似物与 IGFBP没有亲和

力, 具有比 IGF更强的作用, 由此可以推测 IG FBP在软骨的

生长发育中可能起抑制作用 [ 13]。 IG F与软骨 IGFBP结合调

节了 IGF在软骨细胞上的转运 [ 14]。

IGF�1可刺激单层培养中人软骨细胞的增殖, 且与其剂

量呈正相关。K e llner等 [ 15]在实验中发现 IG F�1在体外软骨
组织工程中具有显著的正面效应,而胰岛素也被证明能够与

IGF�1的受体相结合, 并产生相同的效应。他们在实验中将

牛关节软骨细胞在多聚葡酸 ( PGA )支架上培养 7周, 结果显

示体外胰岛素 ( 0� 05~ 50 mg /m l)能够促进组织工程软骨的生

长速度及多聚葡氨的聚集, 并能优化软骨形态, 并以 2� 5 m g /

m l的浓度效应最为明显。 IGF�1与透明质酸联合应用时具有
显著的促进组织工程软骨细胞生长的作用 [ 16]。 IG F�1与 bF�

GF或 TGF��2的混合物也可明显促进组织工程软骨的发生

以及∃型胶原的生长 [17]。腺病毒介导 hIG F�1基因转染对软

骨细胞增殖的影响存在量效和时效依赖关系, 浓度 50  g /L

时促进增殖的能力最强, 72 h内, 细胞呈线性增殖, 并达到峰

值,此后增殖下降 [ 18]。

3� 成纤维细胞生成因子 ( FGF)

20世纪 40年代在脑与垂体中发现一种可促进成纤维细

胞增殖的物质, 之后在多种组织中均发现此种物质。 1974年

G ospodarow icz等从牛神经组织中纯化到一种分子量约 16 ~

18 KD的蛋白质, 并将其命名为成纤维细胞生长因子 ( fibro�

blast grow th facto r, FG F )。根据等电点的不同, 将其分为酸性

和碱性 2种。广泛存在于脑、垂体、肝、肾、骨、软骨等多种组

织细胞中。

FGF s多通过与细胞外基质中的肝素黏多糖分子上的相应

受体结合, 并激活细胞, 产生相应的效应 [19]。比如 P erlecan是

一种在软骨细胞上高度表达的硫酸肝素黏多糖, 它通过增加

FGF受体的结合效率来放大 FGF介导的细胞活化功能 [20]。

bFG F是重要的有丝分裂促进分子,也是形态发生和分化

的诱导因子,在正常生理和病理过程中参与生长发育和组织

损伤修复过程。V e illeux等 [ 21]研究了 FGF�2与 IGF�1各自功

能及其共同效应 , 结果显示 5ng /m l的 FGF�2可明显促进软

表 1� 生长因子的来源及功能 [11]

Tab. 1� Source and effec ts of cytok ines

因子 � � � 来源 � � � � � � � 作用 � � � � � 备注

PDGF 血小板、内皮细胞、胎盘 促进结缔组织、胶质与平滑肌细胞的增殖 两个蛋白质链形成 3种不同的二聚

体: AA、AB、BB

EGF 血小板、内皮细胞、胎盘 促进间充质、胶质及内皮细胞的增殖

TGF�� 在变异细胞中广泛存在 可能对正常的创伤愈合有重要作用 与 EGF有关

FGF 广泛存在,蛋白与细胞外间质相连 促进众多细胞的增殖,抑制一些干细胞,促进胚胎中

胚层的形成

至少有 19个家族成员与 4个不同

的受体

NGF 存在于有神经支配的组织 促进神经轴突向外生长及神经细胞的存活 一些蛋白最初被认为是原癌基因;

trKA、trkB、trkC

EPO 肾脏 促进红细胞的增殖、分化

TGF�� 激活 TH1细胞和 NK细胞 抗炎 (抑制细胞因子的合成与∃类 MHC的表达 ),

促进伤口的愈合,抑制巨噬细胞和淋巴细胞的增殖

至少有 100个不同的家族成员

IGF�1 主要由肝脏合成 促进多种细胞的增殖 与 IGF�∃及前胰岛素有关,也被称

为 Som atom ed in C

IGF�2 多种细胞 促进多种胚胎细胞的增殖 与 IGF�%及前胰岛素有关
BM P 存在并在骨组织分离 胚胎的早期发生;促进骨、软骨等结缔组织的发育
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骨细胞的生物合成能力及 GAG ( g lyco sam inog lycan)的聚集, 更

高剂量的 FGF�2以及与 IGF�1的混合物所产生的效应均较
弱, 同时发现在此浓度下生长的软骨细胞使得作为载体的胶

原支架崩解, 这成为软骨细胞发生的一个定性标志。 FG F促

进软骨细胞发育分化也存在剂量依赖性。D ing等 [ 22]将关节

软骨细胞分为 2组, 1组在 H am F�12与 bFGF混合液中培养,

2组仅用 H am F�12培养,第 2代细胞注射入皮下行活体内培

养。结果表明, 在体外培养后, 1组的细胞数目增长了 70倍,

2组增长了 5� 4倍。体内培养后, 1组在细胞质量与体积上均

较 2组高, 但两组在组织学上均与原先的软骨细胞一致。

4� 骨形态发生蛋白 ( BM P)

骨形态发生蛋白是一组疏水性的酸性糖蛋白, 属于转换

生长因子超家族, 等电点 5� 0 & 0�2, 含 10余种氨基酸。 BM P

被认为在胚胎形成过程中发挥着重要的作用, 可能是早期发

育及器官形成的主要分子。在运动系统,则促进骨、软骨及运

动系统相关结缔组织的发生。目前已成功分离并克隆出

16种 BM P cDNA, 其中 3种已成功从宿主细胞内表达并经动

物实验证实具有高度的异位成骨的活性, 分别是 BM P�7,
BM P�2, BM P�4。Bo rden等发现 BM P�6调节 M SC s成骨分化能

力是 BM P�2, BM P�4的 2~ 2�5倍, 而且在糖皮质激素羟基强

的松龙存在的情况下, BM P�2、4和 6的诱导功能均可以增加

到原来的 10倍左右, 他们认为这是羟基强的松龙提高了

M SCs对各种 BM Ps的反应敏感性所致 [23]。

BM P�2在 N末端有 1个肝素结合位点, 通过与肝素结合

调节 BM P�2的生物学活性 [ 24]。BM P�2能结合∃型前胶原 A。

软骨细胞特异性∃型胶原由 2个片断 A和 B组成 [25]。而

BM P�2通过结合 A片断在软骨的发生中具有重要的作用。

N aw ata等 [ 26]研究发现在 10 m g rhBM P�2存在的情况下,

将肌肉源性的间充质细胞移植到大鼠腹部筋膜下,移植4 d后

表达了∃型胶原 mRNA, 5周后有成熟的软骨细胞团形成,

1 m g及空白对照组均无此现象, 以此浓度及方法来修复软骨

缺损, 6个月内可恢复正常形态。软骨细胞体外增殖的过程

中会发生去分化现象 ,在表型上表现为% 型胶原的表达增加

及∃型胶原表达减少。研究者将 11例无基础疾病的个体的

膝关节软骨细胞在 rhBM P�2存在的情况下置于 3 D或 2 D的

体系中培养, 结果表明在 2 D体系中 , ∃型胶原及 IL�1�的相

应 mRNA的表达无明显增加,而在 3 D体系中培养则有明显

增加 [ 27]。GDFs是高度保守的 BM P信号分子的一个亚家族,

在骨骼系统中起着多种不同的功能。GD F�5、6和 7因为蛋白

质 C末端的信号转导区域的氨基酸序列的高度同源性而被

归为一组。一些自然发生或实验中给予敲除 GDF s的大鼠模

型给认识 GDF在骨组织的功能提供了可能。最近研究表明

GDF�5在肌腱、韧带的修复、椎间盘退化、软骨修复以及骨塑
形等方面可能起着重要作用 [ 28]。

5� 血小板源性生长因子 ( PDGF)

血小板源性生长因子是大约 60 KD的蛋白, 自 A、B 2条

具有 60%同源性的多肽链通过二硫键结合构成的二聚体, 有

AA、AB、BB 3种。最初被认为是纤维细胞生长的促进因子,

血浆中大量存在, 但细胞浆内微量存在。现在发现还具有促

进结缔组织、胶质与平滑肌细胞的增殖等功能 [11]。

PDGF通过结合细胞外间质或胞浆内的蛋白分子 (包括

�2�巨球蛋白 )可以激活其生物学活性。PDG F是强阳离子蛋

白,所以只能结合在带负电荷的蛋白上。结合在 PDGF受体

上并形成二聚体, 激活下游酪氨酸蛋白激酶,引发磷酸化并产

生生物活性。

6� 软骨调节素 (ChM )

软骨调节素 ( chondromodu lin)是一组软骨特异性生长因

子,分为 %、∃、∋ 3种。 1991年 K ato发现一种软骨提纯物刺

激软骨细胞活性与转化生长因子所诱导的完全不同, 估计这

种因子的分子量为 24~ 27 KD [29]。同年, H iraki等 [ 30]证实并

克隆了 25 KD的糖蛋白 chondromodu lin�1,并报道了它的结构
和生物学活性。ChM�1是由 120个氨基酸残基组成的一个分

子更大的跨膜蛋白的 C末端, 存在于细胞外基质、肥大及增

生的软骨细胞、胎儿静息软骨细胞、成熟的椎间盘组织中。

ChM�1在体内和体外均能够刺激软骨细胞培养体系中软骨细
胞的生长及集落形成, 并抑制新生组织血管形成的作用 [ 31]。

软骨组织工程技术为临床软骨缺损修复提供了一个极富

应用前景的方法, 但如何选择合适的培养体系,控制软骨细胞

的发生、发育及分化,并将培养的软骨细胞集落移植至体内,

维持其活性、延长其寿命等问题均还有待解决。各种软骨细

胞生长因子在软骨细胞的发育分化中起着各种不同的作用,

其信号转导的途径和相互之间交互对话的机制, 以及量效及

时效关系还需进一步探索。
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