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等轴牵张应变对骨间充质干细胞成软骨分化

早期的影响
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&

!摘要" 目的!观察平面诱导培养条件下"等轴周期性牵张应变刺激对小鼠
TU6(N

成软骨分化早期的影响"探讨

等轴周期性牵张应变刺激在软骨分化过程中早期的作用机制# 方法!选取
=

周龄
VU

小鼠
'M

只"雌雄不限"平均体重

'%8> C

$

'<W!' C

%"提取骨髓间充质干细胞"体外培养至第
&

代"种植于
T*1A:7X

细胞培养板"根据实验设计分
M

组!空白

组"普通培养液培养
$ B

"不给予等轴周期性牵张应变刺激&对照组"成软骨诱导分化培养液培养
$ B

"不给予等轴周期

性牵张应变刺激&实验组"实验组又分
=

组"均使用成软骨诱导分化培养液培养
$ B

"期间分别给与
'

'

&

'

>

'

< B

等轴周

期性牵张应变刺激( 于培养第
$

天收集各组细胞"采用
Y3ZE(Y

分析
6.[%

'

(1:Z!

及
Y.(V# 5Y;P

的相对表达量"

采用
((VZ$

法对各组细胞行增殖率检测"使用糖胺聚糖
H:*N,

试剂盒检测上清液糖胺聚糖含量"行番红
.

及阿利新

蓝染色观察细胞外基质$

H(U

%变化"正态计量资料采用均数
\

标准偏差表示"对照组与空白组比较采用配对样本
!

检

验"实验组与对照组比较采用单因素方差分析) 结果!*

'

%培养
$ B

后"对比对照组"实验组中随加载时间延长"

6.[%

+

(1:Z! 5Y;P

相对表达量呈逐渐增高趋势*

"]GSG>

%"而
Y.(V' 5Y;P

相对表达量呈下降趋势*

"]GSG>

%&对比空白组"

实验组及对照组的
Y.(V' 5Y;P

相对表达量均增加*

"]GSG>

%# *

!

%随加载时间延长"实验组出现先降后升趋势"但是

对比空白组及对照组均增高"对照组较空白组明显下降#*

&

%通过对最后
'

次换掉的培养基做糖胺聚糖浓度的
H:*N,

检

测"实验组内糖胺多糖的分泌量逐渐增加"加载
< B

组含量变化较其他组差异有统计学意义*

"]GSG>

%&与空白组比较"

实验组及对照组糖胺多糖的分泌量明显增加*

"]GSG>

%#*

=

%番红
.

及阿尔新兰染色显示"实验组有成软骨分化趋势"形

状随时间加载均逐渐变长"均较对照组明显&实验组内
E(U

'

(1:Z!

'

QPQ

含量随力学刺激天数增加逐渐增多均较对

照组明显# 结论!平面诱导培养条件下"在
TU6(N

成软骨分化早期"等轴周期性牵张应变刺激可以促进骨髓间充质干

细胞增殖以及向软骨细胞分化"等轴周期性牵张应变刺激可能是通过抑制
Y)1 ^ Y.(V'

信号通路来促进成软骨分化#

!关键词" 生物力学& 细胞增殖& 成软骨分化

!"#

!
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'
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G&GGG'

'
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'
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31 1_N7/`7 0)7 7aa7D0 1a DID:*D 7K4*,X*,: 07+N*:7 N0/,*+ *+ 0)7 7,/:I B*aa7/7+0*,0*1+ 1a _1+7 5,//1b

57N7+D)I5,: N075 D7::N

%

TU6(N

&

*+01 D,/0*:,C7 *+ 514N7 4+B7/ D1+B*0*1+N 1a 0b1 B*57+N*1+,: D4:04/7

'

,+B 01 *+`7N0*C,07 0)7

57D),+*N5 1a DID:*D 7K4*,X*,: 07+N*:7 N0/,*+ *+ 7,/:I D)1+B/1C7+*D B*aa7/7+0*,0*1+S A&(6)41

!

6*X077+ VU 514N7 ,C7B = b77cN

b7/7 N7:7D07B

'

5,:7 ,+B a75,:7 4+:*5*07B

'

b*0) ,+ ,`7/,C7 b7*C)0 1a '%S> C

%

'< 01 !' C

&

S Pa07/ 7X0/,D0*+C ,+B *N1:,0*+C 0)7 TUd

6(N a/15 VU 514N7

'

0)7+ N4_D4:04/7 0)7 TU6(N 01 0)7 &/B C7+7/,0*1+S 677B 0)7 D7::N *+ 0)7 _*1:1C*D,: 2:,07

%

T*1A:7X

&

S PDD1/Bd

*+C 01 7X27/*57+0,: B7N*C+

'

0)7 D7::N b7/7 B*`*B7B *+01 M C/142N

'

_:,+c C/142

!

1/B*+,/I D4:04/7 57B*45 b,N D4:04/7B a1/ $ B,IN

b*0)140 *N1570/*D DID:*D 07+N*:7 N0/,*+ N0*54:,0*1+S (1+0/1: C/142

!

D)1+B/1C7+*D B*aa7/7+0*,0*1+ 57B*45 b,N 4N7B 01 D4:04/7 a1/ $

B,IN b*0)140 *N1570/*D DID:*D 07+N*:7 N0/,*+ N0*54:,0*1+S HX27/*57+0,: C/142

!

0)7 7X27/*57+0,: C/142 b,N B*`*B7B *+01 = C/142N

'

,:: 1a b)*D) b7/7 D4:04/7B b*0) D)1+B/1C7+*D B*aa7/7+0*,0*1+ 57B*45 a1/ $ B,INS @4/*+C b)*D) *N1570/*D DID:*D 07+N*:7 N0/,*+

N0*54:,0*1+ b,N C*`7+ a1/ '

'

&

'

> ,+B < B,IN /7N27D0*`7:IS P0 0)7 $0) B,I

'

,:: 0)7 D7::N b7/7 D1::7D07B

'

0)7 7X2/7NN*1+ 1a 0)7 61X%

'

(1:Z!,+B Y.(V ' N*C+,:*+C 2,0)b,I /7:,07B 51:7D4:7N b,N ,+,:IJ7B _I Y3ZE(YS (7::N *+ 7,D) C/142 b7/7 7X0/,D07B

'
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关节软骨退变及损伤可导致骨性关节炎!

.<=

071,/0)/*0*<

"

.>

#"且难以进行修复及再生 $

'

%

"目前为

止
.>

成为世界范围内最为常见的关节炎$

!

%

"目前仍

然无有效的办法进行软骨修复和移植$

&

%

& 间充质干

细胞 '

57<7+?)@5,: <075 ?7::<

"

A6(<

(是组织工程重

要的种子细胞来源$

B

%

& 而组织工程化的软骨组织涉

及到许多因素" 力学因素刺激对于软骨的调控也具

有重要的影响$

CDE

%

& 研究表明"一定范围的力学刺激

可调节
A6(<

中特异性标记物质的合成与分解"并

诱导
A6(<

分化形成软骨细胞$

F

%

&这提示适当的力学

刺激对维持关节软骨结构功能的完整性起着重要作

用$

$

%

& 牵张应变是在体的正常受力类型之一"而力学

特性的变化是组织工程技术运用于在体实验重要关

键因素之一$

%D'G

%

& 一般来说"周期性牵张应力)

(36

(

对细胞的增殖功能及基因表达的影响往往显著于持

续性牵张应力的作用$

''

%

& 该实验目的在于观察在生

理性等轴周期性牵张应变!

H(36

(作用力下"骨髓间

充质干细胞在向软骨分化过程中会发生何种相关改

变以及相关特异性因子的变化" 从而探讨与之相关

的作用机制"进一步明确*优化组织工程学中种植细

胞的培养条件&

!

材料与方法

!" !

实验材料与仪器

'E

只健康
B

周龄昆明小鼠!山西医科大学动物

室提供("雌雄不限"平均体重
'%8C I

!

'FJ!# I

("按动

物实验伦理相关要求对实验动物进行处理& 胎牛

血清 !

KL6

"杭州四季青公司 "批号 +

#EG%!&

"规格 +

#GG 5:

(,青链霉素混合液 )索莱宝公司 "批号 +

!G#EGB!&

"规格+

#GG 5:

(,

MAHA N KD#!

)美国
O@?:1+7

公司" 批号+

6O&GG!&

" 规格+

CGG 5:

(,

G8!CP

胰酶
D

HM3>

溶液)博士德"批号+

QRSGG'C

"规格+

'GG 5:

(,

干细胞成软骨诱导培养基 )广州赛业" 批号+

ATL=

AUD%GGB' N %GGB!

"规格+

!GG 5:

(,糖胺聚糖
H:*<,

试

剂盒 )上海江莱" 批号+

-V!GCEB

" 规格+

B$3 N %E3

(,

((WD$

试剂盒)博士德"批号+

>X##EGD#GG

"规格+

#GG

次(,

(.

!

细胞培养箱)上海力申"型号+

OK%G

(,

倒置相差显微镜 )日本
.:@524<

" 型号+

(WUB#

(,

K:7Y(7::DCGGG

力学加载系统)美国
K:7Y(7::

(,酶标

仪)美国
3)7/51

"型号+

AW&

(,台式低温高速离心机

)德国
H227+Z1/[

" 型号+

C$#G

(, 核酸定量仪 )美国

3)7/51

" 型号+

;,+1Z/12!GGG

(,

Q(X

扩增仪 )美国

L*1DX,Z

"型号+

3#GG

(&

!" #

间充质干细胞的提取与种植

无菌条件下分离小鼠两侧股骨与胫骨& 用
# 5:

注射器吸取含
#P

青链霉素混合液*

#GP

胎牛血清*

$%P MAHA N KD#!

的混合培养液充分冲洗髓腔"再

用细胞滤网过滤之后接种于
!C ?5

!细胞培养瓶内"

置于
&F \

*

(.

!

体积分数
CP

的细胞培养箱内培养&

待细胞融合约
%GP

后进行细胞传代培养&

!" $

实验分组及力学加载

待第
&

代细胞融合约
%GP

时"用
QL6

将细胞洗

涤两遍"再用
G8!CP

的胰酶
DHM3>

消化"使用细胞计

数板调整细胞浓度为
E8E]'G

B

N 5:

" 将该细胞混合悬

液按每孔
& 5:

种植于
E

孔
L*1K:7Y

培养板" 待细胞

0)7 7[[*?*7+?@ 1[ ?7:: 2/1:*[7/,0*1+ *+ 7,?) I/142 ^,< Z707?07Z _@ ((WD$8 S:@?1<,5*+1I:@?,+ ?1+07+0 *+ 57Z*45 ?),+I7Z :,<0

^,< Z707?07Z 4<*+I HV`6>8 Q7/*?7::4:,/ 5,0/*Y ^,< 1_<7/a7Z _@ 6,[/,+*+ . <0,*+*+I ,+Z >:?*,+ L:47 <0,*+*+I8 ;1/5,: 57,<4/7=

57+0 Z,0, 4<*+I 57,+b<0,+Z,/Z Z7a*,0*1+ ?152,/7Z _70^77+ 0)7 _:,+c I/142 ,+Z ?1+0/1: I/142 4<*+I 2,*/7Z 0 07<0

"

?152,/7Z

_70^77+ 0)7 7Y27/*57+0,: I/142 ,+Z /7:,0*a7 I/142 4<*+I <*+I:7 [,?01/ ,+,:@<*< 1[ a,/*,+?78 %&'()*'

+)

'

(

>[07/ $ Z,@< 1[ ?4:=

04/7

"

?152,/7Z ^*0) 0)7 ?1+0/1: I/142

"

0)7 /7:,0*a7 7Y2/7<<*1+ 1[ 61Y % ,+Z (1:D! 5X;> *+ 0)7 7Y27/*57+0,: I/142 *+?/7,<7Z

I/,Z4,::@ ^*0) 0)7 *+?/7,<7 1[ :1,Z*+I 0*57

)

!dG8GC

("

^)*:7 0)7 /7:,0*a7 7Y2/7<<*1+ 1[ X.(W' 5X;> Z7?/7,<7Z

)

!dG8GC

(

8

(152,/7Z ^*0) 0)7 _:,+c I/142

"

0)7 /7:,0*a7 7Y2/7<<*1+ 1[ X.(W' 5X;> *+ 7Y27/*57+0,: I/142 ,+Z ?1+0/1: I/142 *+?/7,<7Z

)

!dG8GC

(

8

)

!

(

e*0) 0)7 *+?/7,<7 1[ :1,Z*+I 0*57

"

0)7 7Y27/*57+0,: I/142 <)1^7Z , 0/7+Z 1[ Z7?/7,<*+I ,0 [*/<0 ,+Z 0)7+ *+?/7,<=

*+I

"

_40 ?152,/7Z ^*0) 0)7 _:,+c I/142 ,+Z 0)7 ?1+0/1: I/142

"

0)7 ?1+0/1: I/142 Z7?/7,<7Z <*I+*[*?,+0:@8

)

&

(

S:@?1<,5*+1I:@?,+

?1+07+0 *+ 0)7 57Z*45 ?),+I7Z :,<0 ^,< Z707?07Z _@ HV`6>8 3)7 I:@?1<,5*+1I:@?,+< *+ 0)7 7Y27/*57+0,: I/142 *+?/7,<7Z I/,Z=

4,::@

"

,+Z 0)7 ?1+07+0 ?),+I7< 1+ F Z,@< :1,Z*+I I/142 ^7/7 <0,0*<0*?,::@ <*I+*[*?,+0 ?152,/7Z ^*0) 10)7/ I/142<

)

!dG8GC

(

8

)

B

(

6,[/,+*+ . ,+Z >:?*:,+ <0,*+*+I <)1^7Z 0),0 0)7/7 ^,< , 07+Z7+?@ 1[ ?,/0*:,I7 Z*[[7/7+0*,0*1+ *+ 0)7 7Y27/*57+0,: I/142

"

,+Z 0)7

<),27 I/,Z4,::@ *+?/7,<7Z ^*0) 0*57

"

^)*?) ^,< 51/7 1_a*14< 0),+ 0),0 *+ 0)7 ?1+0/1: I/142

,

3)7 Q(A

"

(1:D! ,+Z S>S *+ 0)7

7Y27/*57+0,: I/142 *+?/7,<7Z I/,Z4,::@ ^*0) 0)7 *+?/7,<7 1[ 57?),+*?,: <0*54:,0*1+ Z,@<

"

^)*?) ^7/7 51/7 1_a*14< 0),+ 0)1<7

*+ 0)7 ?1+0/1: I/1428 +,-.)('/,-

+

T+Z7/ ?1+Z*0*1+< 1[ 0^1 Z*57+<*1+,: ?4:04/7

"

*+ 0)7 7,/:@ Z*[[7/7+0*,0*1+ 1[ 57<7+?)@5,: <075

?7::< *+01 ?,/0*:,I7

"

?@?:*? 7f4*,Y*,: 07+<*:7 <0/,*+ ?,+ 2/15107 0)7 2/1:*[7/,0*1+ 1[ LA6(< ,+Z 0)7 Z*[[7/7+0*,0*1+ *+01 ?)1+Z/1=

?@07<8 A1/71a7/

"

?@?:*? 7f4*,Y*,: 07+<*:7 <0/,*+ 5,@ 2/15107 ?)1+Z/1I7+*? Z*[[7/7+0*,0*1+ 0)/14I) *+)*_*0*+I 0)7 X)1 N X.(W '

<*I+,:*+I 2,0)^,@8

01234%56 L*157?),+*?<

,

(7:: 2/1:*[7/,0*1+

,

()1+Z/1I7+*? Z*[[7/7+0*,0*1+

g)1+II41 S4 !),+I N ()*+, - ./0)12 3/,45,

"

!G'$

"

&'

)

%

(+

$BED$C! ^^^8hII<hh8?15

$BF

" "
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图
!

传代
<$ )

细胞呈长梭形鱼群状排列!

=<>

"

"#$%! ?@07/ 0)7 A7+7/,0*1+ 1@ <$ )

#

0)7 B7::C D7/7 ,//,+A7E *+ , :1+A

@4C*@1/5 C)1,:

!

= <>

"

表
! &'() *#+'

引物序列

,(-%! ./#+'/ 0'12'34' 56 /'() *#+'

引物名称 序列信息!

F

$

G&

$"

#$6 H (II(3?((?(?3((??III??

J I(3II??33?((I?II(3

6.K% H (?II??I(3II(?I?((?I3?

J ??III3(3(33(3(I(3(3(I33

(.LM! H (?3((?III(3((??3I?3I3?

J ?3I3((?3III3I(I?3I3(

J.(N# H II3?3(I3(?(??I3?I(?I(?3(?

J 3???((?III(?3((??3((?

完全贴壁后# 根据实验分组分别更换相应培养基预

诱导至次日%根据实验设计#细胞分为
O

组&空白组#

普通培养液培养
$ E

#不给予等轴周期性牵张应变刺

激'对照组#使用成软骨诱导分化培养液培养
$ E

#不

给予等轴周期性牵张应变刺激'实验组#又分
<

组#

均使用成软骨诱导分化培养液培养
$ E

#期间分别给

与
#

(

&

(

F

(

P E

等轴周期性牵张应变刺激% 实验利用

H:7QB7::MF>>>

基底牵张加载系统对贴壁的小鼠
RST

6(C

进行精确地
U(36

刺激% 设置力学加载参数为&

正弦波
>V#WU:1+A

(

' XY

(

< ) Z E

%

!% 7

观察项目与方法

!% 7% !

细胞形态学观察 力学加载结束后次日#用

<W

多聚甲醛溶液将各组细胞固定
' )

# 然后常规进

行番红
.

和阿尔辛兰染色并在倒置显微镜下进行

形态等观察%

!% 7% 8

细胞总
J;?

的提取 用胰酶
MU[3?

溶液

将各组细胞消化后置于
'8F 5: U\

管内#使用离心机

以
' !>> / Z 5*+

离心
F 5*+

#然后弃去上清夜% 如此方

法用
\R6

缓冲液将各组细胞洗涤
!

遍# 再
3/*Y1:

法

提取细胞总
5J;?

%使核酸定量仪检测
J;?

浓度在

合适范围内#然后将
5J;?

逆转录为
B[;?

%

!% 7% 9

实时荧光定量扩增 通过使用
6]RJ \/7T

5*Q UQ 3,^3S

试剂盒将已逆转录的
B[;?

用
\(J

仪进行扩增#检测
6.K%

(

(1:M!

和
J.(N'

的
5J;?

的表达#然后按照相应扩增条件进行相应扩增#通过

使用计算机测量和计算相应
(0

值#计算目的基因的

相对转录水平% 引物设计序列见表
'

%

!% 7% 7 U:*C,

检测上清液糖胺聚糖含量 取细胞上

清液离心后#按分组加样#每孔
F> ":

#在
&P _

水浴

箱内#孵育
&> 5*+

#然后用
U:*C,

洗涤液洗涤#每孔加

入酶标试剂
F> ":

后再次洗涤#避光条件下#每孔加

入显色剂
?

及显色剂
R

各
F> ":

# 小心晃匀后
&P `

染色
'F 5*+

后终止反应# 将加入终止液的
U:*C, %O

孔板板放入酶标仪#以空白孔调零后#在
<F" +5

波

长处#测量每孔的
.[

值#计算样品中
I?I

浓度%

!% 7% : ((NM$

法检测各组细胞增殖率 力学加载完

成后次日 #弃各组细胞上清液 #使用胰酶
MU[3?

消化细胞#细胞计数后调整细胞浓度为
'='"

F

Z 5:

#吸

取
'"" ":

细胞悬液加入
%O

孔板# 每组细胞设置复

孔
<

个% 最后将
%O

孔板置于细胞培养箱中培养#完

全贴壁后每孔加
'" ":

的
((NM$

# 再置于细胞培养

箱内
' )

#酶标仪
<F" +5

处#检测细胞增殖率%

!% :

统计学处理

使用
6\66 !!8"

软件进行数据处理#经
&

次独立

实验获得数据#取平均值#正态分析#计量资料以均

数
a

标准差!!

!

!"

"表示#对照组与空白组比较采用配

对样本
#

检验# 实验组与对照组比较采用单因素方

差分析% 以
$b>8>F

为差异有统计学意义%

8

结果

8% !

小鼠骨髓间充质干细胞的分离与体外培养

小鼠骨髓在传代
<$ )

后生长迅速#细胞增殖明

显# 在传代培养至第
&

代换液# 通过倒置显微镜观

察#发现细胞贴壁#呈长梭形鱼群状!图
#

"%

8% 8

加载后细胞形态学染色观察

力学加载完成后#通过番红
.

染色及阿尔新兰

染色观察可见#

RS6(C

均有不同程度变化!图
!M&

"#

显示诱导组均较空白组染色明显# 且随染色程度随

加载时间延长而明显'随时间加载而细胞形状变长#

诱导组空白组及对照组变化更明显%

8% 9 J3M\(J

检测

在加载完成后次日#提取各组细胞的
5J;?

做

J3M\(J

#检测指标
6.K%

#

(1:M!

和
J.(N#

结果见

表
!

% 对照组
6.K%

相对表达量与空白组比较#明显

升高!

$b>8>F

"#实验组中
6.K%

随力学加载表达量

逐渐增加#其中除诱导
& E

与对照组比较#差异无统

$<$

" "
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图
!

阿尔新兰染色结果!

<#==

"

!"#

空白组#未见细胞分化趋势
!$#

对照组#较
&,

有明显分化
!%

!

!&

!

!'

!

!(#

实验组#分别加载
'

$

&

$

>

$

? @

#

各组细胞可见随加载时间变化#细胞形状变长#

A(B

分泌增多#数量细胞增多

)*+#! C7D4:0D 1E F:G*:,+ D0,*+*+H

!

<'""

"

!"# I:,+J H/142

#

0)7/7 K,D +1 0/7+@ 1E G7:: @*EE7/7+0*,0*1+ !$# (1+0/1: H/142 G152,/7@ K*0) &,

#

0)7 G1+0/1:

H/142 K,D D*H+*E*G,+0:L @*EE7/7+0*,07@ !%

!

!&

!

!'

!

!(# AM27/*57+0,: H/142 K,D :1,@7@ 1+ '

#

&

#

> ,+@ ? @,LD /7D27G0*N7:L

#

0)7 G7::D *+ 7,G) H/142 D)1K7@

G),+H7D K*0) 0)7 :1,@*+H 0*57 *+G/7,D7@

#

0)7 G7::D H/7K :1+H7/

#

OFO D7G/707@ 51/7

#

,+@ 0)7 +45P7/ 1E G7::D *+G/7,D7@

图
,

细胞番红
.

染色结果!

<'==

"

,"#

空白组#未见细胞分化趋势
,$#

对照组#较
!,

明显分化
,%

!

,&

!

,'

!

,(#

实验组#分别加载
'

$

&

$

>

$

? @

#

各组细胞可见随加载时间变化#细胞形状变长#

A(B

分泌增多

)*+#, C7D4:0D 1E 6,E/,+*+ . D0,*+*+H

!

<'==

"

,"# I:,+J H/142

#

0)7/7 K,D +1 0/7+@ 1E G7:: @*EE7/7+0*,0*1+ ,$# (1+0/1: H/142 G152,/7@ K*0) !,

#

0)7 G1+Q

0/1: H/142 K,D D*H+*E*G,+0:L @*EE7/7+0*,07@ ,%

!

,&

!

,'

!

,(# AM27/*57+0,: H/142 K,D :1,@7@ 1+ '

#

&

#

> ,+@ ? @,LD /7D27G0*N7:L

#

0)7 G7::D *+ 7,G) H/142

D)1K7@ G),+H7D K*0) 0)7 :1,@*+H 0*57 *+G/7,D7@

#

0)7 G7::D H/7K :1+H7/

#

A(B D7G/707@ 51/7

#

,+@ 0)7 +45P7/ 1E G7::D *+G/7,D7@8

!"

!# !$

%& %'

%(

)"

)# )$

)(

)& )'

计学意义# 余组均较其之前各组差异有统计学意义

!

!R=8=>

"%其中除诱导
' @

与对照组比较差异无统计

学意义外# 余组均较其之前各组差异有统计学意义

!

!R=8=>

"% 对照组
C.(S'

相对表达量与空白组比

较#明显升高!

!R=8=>

"#实验组与比对照组比较差异

有统计学意义# 加载
? @

组与其他组比较差异有统

$T%

" "
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注!对照组与空白组比较采用配对样本
!

检验"对照组与诱导组比较采用单因素方差分析#

6.<%

相对表达量"对照组与空白组比较
!=>8%?>

"

"=

@8""!

"对照组与加载组比较
#=>&8%A!

"

"="8"!'

$

(1:B!

相对表达量"对照组与空白组比较
!=$C">>

"

"D"8""'

"对照组与加载组比较
#=&"8>"$

"

"=

"8"'A

$

E.(F#

相对表达量"对照组与空白组比较
!=GH"$A

"

"D"8""'

"对照组与加载组比较
#='$8$A?

"

"="8"!$

# 细胞上清液
IJI

分泌"空白组与

对照组比较
!=A8&&A

"

"=K8""'

"对照组与加载组比较
#=!8$%!

"

"="8"!&

;107

!

(152,/*L1+ *+ 0)7 M:,+N O/142 ,+P Q1+0/1: O/142 57,L4/757+0 P,0, 4L*+O 2,*/7P ! 07L0

"

Q152,/*L1+ *+ 0)7 7R27/*57+0,: O/142 ,+P /7:,0*S7 O/142

57,L4/757+0 P,0, 4L*+O L*+O:7 T,Q01/ ,+,:UL*L 1T S,/*,+Q7H V+ 0)7 /7:,0*S7 7R2/7LL*1+ :7S7: 1T 6.<%

"

0)7 Q1+0/1: O/142 W,L Q152,/7P W*0) 0)7 M:,+N O/142

W*0) !=>H%?>

"

"=KHKK!

"

0)7 Q1+0/1: O/142 W,L Q152,/7P W*0) 0)7 :1,P*+O O/142 #=>&H%A!

"

"=KHK!#H V+ 0)7 /7:,0*S7 7R2/7LL*1+ :7S7: 1T (1: !

"

Q152,/7P

W*0) 0)7 Q1+0/1: O/142 ,+P 0)7 M:,+N O/142 !=$HK>>

"

"DKHKK#

"

0)7 Q1+0/1: O/142 W,L Q152,/7P W*0) 0)7 :1,P*+O O/142

"

#=&KH>K$

"

"=KHK#AH V+ 0)7 /7:,0*S7

7R2/7LL*1+ 1T E.(F#

"

0)7 Q152,/*L1+ M70W77+ 0)7 Q1+0/1: O/142 ,+P 0)7 M:,+N O/142 W,L !=GHK$A

"

"DKHKK#

"

0)7 Q1+0/1: O/142 W,L Q152,/7P W*0) 0)7

:1,P*+O O/142 !=#$H$A? "=KHK!$H V+ 0)7 L7Q/70*1+ 1T Q7:: L427/+,0,+0 1T IJI

"

0)7 Q1+0/1: O/142 W,L Q152,/7P W*0) 0)7 M:,+N O/142 W*0) !=AH&&A

"

"=

KHKK#

"

0)7 Q1+0/1: O/142 W,L Q152,/7P W*0) 0)7 :1,P*+O O/142 #=!H$%!

"

"=KHK!&

表
!

各组基因
"#$%

相对表达量及上清液糖胺聚糖分泌量%!

!

$%

"

"O X Y

&

&'()* +,-'./0, ,123,44/56 57 "+$% '6( .8, '"596. 57 :-;<54'"/65:-;<'6 /6 .8, 492,36'.'6. !

!

$%

"

"O X Y

&

组别 孔数%

&

&

6.<% (1:Z! E.(F' IJI

空白组
& KH%GA["8'%& '8%G!["8&G' '8&AG["8'$A '%8!A[!8'$

对照组
& !8&"'["8'?> &8?>'["8AG& !8>A$["8&?A !G8!$[!8>&

加载
' P & '8%?$["8'!> A8>$&["8G$? !8!G$["8!?& !>8G"[!8?G

加载
& P & !8&"%["8!'' A8$&'["8$%" !8!'&["8!$& !G8%&[!8$?

加载
G P & &8!"'["8'G' >8%&!["8$'$ '8?&%["8&!% !$8!>[!8&%

加载
? P & &8!?>["8'%! ?8G'>["8G>& '8?!?["8'%A &"8'$[&8GG

计学意义%

"D"8"G

&#

*= >

培养基中糖胺聚糖的分泌量

使用酶标仪对最后
'

次所换掉的培养液做

\:*L,

检测培养液中
IJI

的浓度"结果见表
!

# 与空

白组相比"对照组和实验组分泌
IJI

明显增多%

"D

"8"'

&"实验组内随加载时间延长而浓度增高"其中

与对照组'加载
'

'

& P

相比"加载
? P IJI

浓度变化

有统计学意义%

"D"8"G

&#

*= ?

细胞增殖能力检测

在加载完成次日收集细胞"采用
((FZ$

法分别

对细胞增殖能力进行检测"结果见图
A

"对照组较空

白组增殖率显著降低"随着早期
\(36

加载"实验组

细胞增殖率逐渐升高"但是随着加载时间的增加"增

值率有波动但是变化并不显著#

@

讨论

]^6(L

是由
_/*7P7+L07*+

等 (

'!

)发现 "具有来源

广'采集容易"增殖力强'具有多向分化潜力等优点"

且在特定的培养条件下"可分化成为软骨细胞"因此

成为组织工程化软骨的重要种子细胞之一# 而且骨

髓间充质干细胞向软骨细胞表型分化过程中" 除培

养方式'培养的环境等"生物力学也具有重要影响#

@= A

牵张应变刺激
^6(L

增殖与分化关系机制

一般来说"细胞在受到牵张应变刺激时"会激活

一类称为电或化学的*信号感受器+如整合素(

'&

)的膜

蛋白分子和信号传导通路 (

'A

)

"最终将信号传导至细

胞内"引起细胞一系列的下游生物学反应"从而影响

细胞增殖'凋亡'分化等(

'GB'>

)

# 力学刺激对细胞产生

的应力可引起细胞间流体的流动" 进而形成流动电

势来引起细胞反应" 这比细胞形变更能引起细胞反

应(

'?

)

#因此在关节运动时"通过对软骨细胞产生的微

牵张应变而产生的电生理刺激对软骨细胞的基因表

达'蛋白合成'细胞增殖及分化有重要的作用#

B) C

牵张应变刺激频率及强度对
^6(L

增殖与分

化关系

力学刺激对
^6(L

增殖' 定向分化等起着尤为

重要的作用" 国内外很多学者致力于研究力学刺激

对照组 实验组
'

实验组
!

实验组
&

实验组
A

空白组

诱导

'

KH$

KH>

KHA

KH!

!

图
>

经过培养及加载后细胞增殖率
((FB$

检测结果# 分别在加入

((FB$

试剂后
' )

检测
.`

值# 可见对照组较空白组增殖率明显降

低"实验组中随着力学加载时间不同"增值率有波动"但均较对照组

及空白组升高

D/:)> 3)7 ((FB$ /7L4:0L 1T 7,Q) O/142LH 37L0 0)7 .` P,07 ,T07/ ') 1T

,PP*+O ((FB$

"

*0 L)1WL 0),0 0)7 2/1:*T7/,0*1+ /,07 1T 0)7 Q1+0/1: O/142 W,L

L*O+*T*Q,+0:U :1W7/ 0),+ 0),0 1T 0)7 M:,+N O/142H V+ 0)7 7R27/*57+0,:

O/142

"

0)7 S,:47 ,PP7P /,07 T:4Q04,07L W*0) 0)7 P*TT7/7+0 57Q),+*Q,: :1,Pa

*+O 0*57

"

M40 *0 *L )*O)7/ 0),+ 0),0 1T 0)7 Q1+0/1: O/142 ,+P 0)7 M:,+N O/142

$GK

" "
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对体外培养间充质干细胞增殖和定向诱导分化!

'$<!=

"

#

而力学刺激的类型$强度$频率及作用时间等对其作

用不尽相同%研究发现低频率$低强度的牵张应变可

促进软骨细胞合成分泌蛋白多糖%而高频率$高强度

的牵张应变则抑制蛋白多糖等的合成和分泌 !

!'<!!

"

#

微牵张应变作为机体内正常受力类型之一% 对软骨

组织和软骨细胞的代谢有很大影响# 国外学者利用

单一的力学因素刺激骨髓间充质干细胞后% 发现骨

髓间充质干细胞出现了向软骨方向分化的现象 !

!&

"

#

该实验中采用正弦波
=>'? @:1+A

$

' BC

$

D ) E F

的低

频率$ 低强度的
@(36

发现实验组对比对照组
GHI

6(J

的增殖率及
(1:<!

的表达均增加% 与文献结论

相似#

!" ! H6(J

分化中力学刺对
K)1 E K.(L<'

信号通

路的影响

K,J

相似物酶&

K)1M3N,J7J

'在细胞信号转导通

路中起着非常重要的作用% 且对改变细胞骨架发挥

着重要的作用#

K)1M3N,J7J

被激活后可以通过调节

多种相关效应蛋白影响细胞增殖和基因表达 !

!D

"

#

K)1 E K.(L<'

信号通路是一条力学敏感通路% 该通

路对软骨的分化及退化有至关重要的调节 !

!O<!P

"

%有

实验通过对终板软骨细胞施加高强度的
@(36

刺

激%发现
K)1 E K.(L<'

通路可被激活而出现软骨退

化%而选择性抑制
K)1 E K.(L<'

通路后%可以显著

改善该
@(36

刺激引起的软骨退化 !

!Q

"

%还有学者选

择性阻断该通路后%发现可以促进
H6(J

的分化 !

!$

"

#

在该实验中%使用生理性
@(36

变刺激细胞后%实验

组细胞
K.(L'

表达量均逐渐减少#这可能是在牵张

应 变 作 用 下 电 信 号 或 细 胞 骨 架 整 合 重 组 对

K)1 E K.(L<'

通路进行抑制调控%因此推测%与高强

度刺激相反% 低强度
@(36

刺激对
K)1 E K.(L<'

的

表达会有抑制进而促进软骨分化#

软骨的形成与发育与机械刺激有着重要的关

联% 适当的力学刺激可以促进软骨的形成及机制的

产生# 关于牵张应变在
H6(J

成软骨过程中的研究

目前较少%该实验对
@(36

对
H6(J

成软骨分化过程

早期的增殖和
6.R%

$

(1:<!

及
K.(L'

的表达进行

初步研究%但是对于力学刺激和软骨分化的时间$空

间关系以及力学性质在
H6(J

分化成软骨过程中的

影响和机制仍然需要大量研究来发现#
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