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韧带肌腱损伤是肌肉骨骼疾病发病率最高的疾

病之一' 全球每年韧带肌腱相关损伤占运动损伤的

%"NO<@N

(

#

)

* 韧带组织由高度取向性的胶原纤维组

成'作为体内主要的辅助固定结构'在体内承担着各

种巨大应力* 韧带相关的损伤或疾病是关节功能受

损的常见原因'损伤可引起关节不稳定+疼痛及运动

韧带组织工程中物理环境影响干细胞分化的

研究进展

张亚强 #
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!杨成伟 #
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!摘要" 韧带组织工程是目前治疗韧带损伤的一种新型的方法!其可以替代自体移植物的不足"韧带组织工程包

括
Q

个基本要素#种子细胞$纳米支架$生长因子$机械刺激" 目前韧带组织工程存在的主要问题是如何更可控的使种

子细胞向韧带细胞分化" 研究发现天然生物韧带的每一个物理特性及机械刺刺激%单轴拉伸&在干细胞向韧带细胞分

化中起十分重要的作用!所以纳米纤维支架的设计必须要考虑材料的弹性模量$材料的结构%材料的排列方式$孔隙率

及直径等&!不同范围内的弹性模量及材料结构会引导细胞向不同谱系分化"考虑到韧带是人体主要的受力组织!所以

机械刺激对干细胞分化也是必不可少的!尤其是单轴拉伸!其最符合韧带在体内的受力情况!大量研究发现拉伸的频

率$幅度及时间也会引导细胞向不同方向分化"

R'/S T

卷曲螺旋蛋白激酶对细胞骨架的重构和分化起调节作用!同时

研究发现
R'/S U

卷曲螺旋蛋白激酶蛋白参与了纳米纤维排布及机单轴拉伸引导干细胞向韧带细胞分化的过程! 具体

是如何影响干细胞分化的!目前并不清楚!了解物理特性对干细胞分化的影响并且弄清
R'/S U

卷曲螺旋蛋白激酶蛋白

的作用机制!将为进一步优化韧带组织工程提供了新的理论依据"

!关键词" 韧带组织工程' 机械刺激' 弹性模量' 单轴拉伸
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障碍!严重影响患者生活质量"目前临床上韧带损伤

修复的主要策略是韧带成形术! 在这种干预中使用

的移植物包括自体移植物# 异体移植物和人工替代

物$

!

%

" 然而!这些手术仍存在许多缺点!包括供区骨

关节炎#免疫排斥和有限的移植物来源"随着组织工

程的兴起! 韧带组织工程可成为修复损伤韧带功能

的一种新颖#有吸引力的替代方法 $

%

%

" 值得注意的

是! 生物材料与干细胞结合的应用是一种新的和广

泛探索的组织工程方法!用于再生受损组织!利用功

能细胞加强修复过程的机会"然而!这一策略的关键

点是如何确定有效和准确地促进干细胞分化成期望

的细胞类型! 其中物理环境对干细胞分化的影响值

得探究"

目前用于组织工程的材料包括天然生物材料和

人工合成生物材料"天然生物材料主要有胶原#透明

质酸#壳聚糖#蚕丝#海藻酸盐#硫酸软骨素等!这些

生物材料虽然具有良好的生物相容性和生物活性#

易被细胞识别# 有利于细胞黏附# 迁移和增殖等优

点!但植入人体后易降解!且力学强度不足" 人工合

成生物材料主要包括单一合成材料和复合材料!目

前研究的主要有聚己内酯#聚左旋乳酸#聚乙醇酸以

及聚乳酸
9

聚羟基乙酸等! 这些合成材料在机械性

能#降解速度得到了极大改善!其在组织工程领域的

应用也越来越广泛! 但其生物相容性与天然生物材

料相比!仍有很大不足$

%

%

" 所以两种材料的结合也是

一种目前研究的热点"

组织工程韧带的关键是设计模拟纤维结构和天

然肌腱细胞外基质的机械和功能特性的纤维支架以

及可控的干细胞分化诱导方式" 对仿生材料构建物

与干细胞之间的相互作用的协调研究促进了再生的

潜力和可能直接替换患病的细胞和组织" 目前可利

用各种纤维形成技术和纺织技术构建微结构与韧带

相似的纳米支架"然而!这些纳米级别的支架不同于

天然细胞外基质固有的纳米级纤维组织! 导致细胞

交互作用减少以及很难刺激组织再生! 机械刺激可

以更好的诱导组织的再生$

:

%

" 目前组织工程面临的

最大障碍之一是生物材料支架及机械刺激产生的特

定细胞外信号如何影响干细胞的增殖和分化" 如果

解决这些问题! 可以更好的将机械刺激与仿生支架

相结合!进一步优化韧带组织工程"

!

材料对干细胞向韧带细胞分化的影响

细胞分化#增殖#迁移#凋亡或执行其他功能的

最终决定是对与细胞外细胞外基质的物理和化学相

互作用的协调响应$

:

%

" 所以在设计用于体内外产生

具有特定微结构组件的组织材料时! 必须考虑细胞

与周围基质之间的动态相互作用" 研究发现材料弹

性模量# 材料结构对干细胞向韧带细胞分化都有很

大的影响!了解这些因素如何影响细胞分化!可以更

准确#更可控的诱导干细胞向特定谱系分化$

;9<

%

"

!" !

材料弹性模量对干细胞向韧带细胞分化的影响

人体内的韧带组织是有很定的弹性强度的!所

以纳米纤维支架的设计要充分考虑到与天然韧带相

匹配的弹性模量! 但目前存在的问题是如何确定最

佳的弹性模量$

:

%

" 研究发现基质弹性&刚度'在细胞

粘附#迁移#形态和分化中起着重要作用$

;

!

=

%

" 细胞可

以动态地感知微环境的弹性模量! 并通过整合素介

导的粘着斑复合物施加收缩力!增加细胞的粘附"但

细胞仅对与细胞刚性相当的窄范围内的刚性差异敏

感$

>

%

" 例如!神经干细胞在具有近似脑组织硬度的基

质上才显示出神经原性生物标志$

<

%

"

?/2@*5(

等$

A

%初

步证明通过改变聚丙烯酰胺凝胶弹性模量可以指导

干细胞的谱系特异性!在
"6$B#

#

!CB!;

和
%CB:; DE*

的弹性基质上骨髓间充质干细胞分别向神经源性#

软骨性和成骨性的分化" 细胞与基底弹性之间的物

理相互作用已经显示出可以引导干细胞向腱系分

化"

F'*-3*

等$

#C

%用胶原包被聚丙烯酰胺作为基质!

证实
%CB;C DE*

的弹性可以促进人骨髓间充质干细

胞的韧带细胞分化"

G'(.H'H*I

等 $

##

%得出的结果与

F'*-3*

报道的结果吻合!发现增加弹性模量导致肌

腱
J

韧带相关基因
!

型胶原!

"

型胶原!生腱蛋白
9&

和巩膜素的表达增加" 他们观察到在
%CB;C DE*

的

弹性范围内
K?F&@

向韧带样分化更强" 有趣的是!

F'*-3*

等 $

$C

%在
=CBAC D0

基质上没有观察到明显的

成腱分化!但有明显的成骨分化!他们把这个结果归

因于分化的成骨细胞和间充质干细胞之间的旁分泌

信号传导!抑制了肌腱的分化" 同时!

LH'3*))

等$

$!

%

发现!随着弹性从
;C DE*

增加到
AC DE*

!腱源性标

记基因表达水平恒定" 尽管在特定范围内基质弹性

的增加并不抑制间充质干细胞向腱源性谱系分化的

能力!但随着基质弹性的增加!观察到腱源性祖细胞

和成骨性祖细胞的混合"由于细胞来源#底物制备和

分化方案的差异!在不同的研究中!最佳的底物刚度

是不同的" 因此!了解干细胞感受弹性#启动腱源性

分化的机制是十分必要的! 从而为进一步促进韧带

生成和抑制成骨提供线索"

!" #

材料结构对干细胞向韧带细胞分化的影响

纳米纤维支架的排列和直径大小对干细胞的分

化有一定的影响$

$%

%

"

MHH

等 $

$:

%比较聚左旋乳酸纤维

排列对肌腱干细胞的影响" 当在取向排列的支架上

培养时!肌腱干细胞显示纺锤形的形态!典型的成纤

维细胞表型" 此外!与随机排列的支架相比!在取向

排列的纤维支架上培养的细胞呈现出肌腱上调的表

$C>$

" "
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达和基质沉积!胶原"并抵抗骨诱导# 当将相同的支

架植入异位小鼠模型中时$ 纤维排列也能增强细胞

排列的形态和胶原合成#

9):;<-;.=/)

等%

$>

&研究了纤

维直径对细胞活性的影响$ 他们在不同纤维大小的

聚乳酸
?

羟基乙酸共聚物支架上培养人肩袖成纤维

细胞#细胞与不同基质接触后$在直径较小的纳米纤

维支架中呈现高产量的肌腱样基质 !胶原和糖胺胶

原"$ 而在较大的纤维支架中培养
!@ A

后呈现高表

达的肌腱相关标志物!

!

型胶原'

"

型胶原和腱调蛋

白"# 在类似的研究中$

&*-AB;88

等 %

$C

&也研究了纤维

直径对干细胞分化为腱韧带谱系的影响# 培养
D A

后$ 细胞实现了肌腱韧带的分化$ 不管纤维排列如

何$在较大的纤维上产生更多的胶原# 综上所述$小

的' 纳米级的随机纤维提供了类似于肌腱愈合过程

中的炎症阶段的细胞环境$ 促进了细胞外基质的合

成和细胞增殖$而较大'规则排列的纤维则模仿了肌

腱中胶原的正常结构$维持肌腱细胞表型#这可以解

释为什么大纤维促进高水平的肌腱相关基因表达$

确保成纤维细胞表型的维持#

韧带多由型胶原构成#为此$大多数研究都集中

在胶原单独或与其他分子混合$ 如糖胺聚糖作为肌

腱组织工程的载体$ 以进一步模拟腱系细胞外基质

的性质# 目前已经有很多不同的方案来生产理想的

胶原支架$例如三维胶原海绵 '挤压胶原纤维或电

化学胶原线 $所有这些都适用于肌腱重建 %

$E?$@

&

#

F/2):=.-/3

等%

$D

&制造了胶原
?

硫酸软骨素性海绵$其

通过在定向与无规孔隙分布的海绵上培养马肌腱细

胞$发现与无规孔隙海绵相比$定向孔隙海绵上细胞

增殖'代谢活性更强$且细胞沿着孔隙方向排列# 同

时与小孔隙相比$大孔隙!

G$>H #3

"也增强了细胞

增殖和代谢活性$且上调肌腱相关标记物!

!

型胶

原$

"

型胶原"的表达#

I(='/-;

等%

!"

&比较了电化学取

向胶原线!直径
>"J#HH #3

"与随机胶原线$以更好

地阐明胶原排列对人间充质干细胞的影响# 有趣的

是$与随机胶原线相比$细胞在取向胶原线中容易粘

附$但随机细胞的增殖高于取向胶原线#

#K A

后通过

取向胶原线培养的细胞呈现纺锤形的成纤维细胞形

态$并且高表达腱调蛋白# 另一方面$在随机胶原线

上培养的细胞呈现随机形态和较少的腱系相关标记

物表达#同时在没有任何分化因子刺激的情况下$胶

原线的排列足以产生肌腱分化# 可以肯定的是不管

是何种材料$其结构!直径大小'排列方式'孔径大

小"对于干细胞向腱系分化有很大的影响#在制造纳

米纤维支架时$应充分考虑这些物理特性$并将这些

特性结合起来$ 结合之后是否对引导干细胞向特定

谱系分化$目前仍然不知$仍需要大量的研究去证明#

!

机械刺激力对干细胞向韧带细胞分化的影响

目前$组织工程和再生工程最关键的目标是提

供适当刺激使干细胞预先确定分化并最终分化为特

定谱系%

!#

&

# 机械刺激本身可以有效地控制间充质干

细胞的分化%

!!

&

# 间充质干细胞先前已被证明是高度

机械敏感性的$ 机械刺激可诱导干细胞向肌腱样细

胞分化$ 在体内和体外上调韧带特异性标志物的表

达和细胞外基质的产生%

!%

&

# 因此机械刺激是非侵入

性引导其分化的理想方法# 在体内和体外可能有许

多不同类型的力可应用于间充质干细胞$如剪应力'

拉伸应力'压缩应力$这些力对间充质干细胞的不同

分化途径具有显著的作用#

F/2):=.-/3

等%

#D

&研究显

示动态拉伸和扭转应变可以上调人间充质干细胞在

胶原凝胶中的
!

型和
"

型胶原表达$ 并引导干细胞

向成纤维细胞表型#类似地$最近的研究也显示了压

缩应变和剪切应变分别用于软骨' 骨和血管组织工

程的潜力%

!#

$

!K?!>

&

#机械刺激对于干细胞的分化是必不

可少的$研究力型是如何影响干细胞分化的方向$是

下一步的研究重点$尤其是其作用机制#

研究发现单轴拉伸是目前诱导和指导干细胞向

腱源性分化的最佳力型# 相比于难以控制时间和浓

度的化学诱导$机械刺激$尤其是单轴拉伸在诱导干

细胞向腱源性分化的过程更可控$ 更易引起机械转

导反应$特别是调节反应基因表达$促进纤维发育过

程中的基质沉积%

!>

&

#

L2<-*3/)M

等%

!C

&研究了力型是如

何影响间充质干细胞的增值和分化$ 发现单轴拉伸

应变能更好地模拟体内的肌腱韧带细胞的受力情

况$能够促进干细胞的增值$增加肌腱
N

韧带相关标

记物的表达$然而$最佳载荷的大小'持续时间'频率

仍不清楚#

9):;<-;.=/)

等%

#>

&将干细胞种植在脐带静

脉管上$施加单轴拉伸$持续时间为!

H6>

'

#

'

! ' N A

"$

频率为!

H6>

'

#

'

! OP

"$干细胞增殖率最高的是
H6> '

和
H6> OP

$紧随其后的是
# '

和
# OP

$培养
E A

后$韧

带相关标记物
!

型胶原'

"

型胶原'生腱蛋白
?&

'巩

膜素表达上调$成骨细胞'软骨细胞和脂肪细胞表型

下降# 表明$在早期培养中$较慢频率和较短持续时

间可以指导干细胞向腱源性分化#考虑到材料不同$

最佳载荷也不同$ 但可以肯定的是载荷大小对于干

细胞谱系特异性分化有一定影响#

&';)

等%

!E

&在硅树

脂材料上的间充质干细胞施加低强度拉伸时$ 间充

质干细胞表达成骨分化标记基因$但有趣的是$当长

期使用高强度拉伸时$ 肌腱和韧带相关基因反而上

调# 其以
#HQ

拉伸
K@ '

后$腱生成标志物
!

型胶原'

"

型胶原和韧蛋白
?&

的表达显著增加#这一研究得

到了
R/2=(5*

等%

D

&的研究结果的支持$他通过对人骨

髓间充质干细胞以
$ OP

的循环频率进行
%

种循环

$H@!

" "
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!

4/6$$

延伸!即
9:

!

#;:

或
$9:

!持续
!< '

或
<= '

!通过聚

合酶链反应测定基因表达水平和蛋白质印迹分析蛋

白质表达水平的两种方法评估分细胞分化效果!结

果显示标志物
!

型胶原"

"

型胶原"生腱蛋白
>&

"巩

膜素表达水平均增加!

$;:

单轴拉伸刺激较其他组

蛋白明显增加! 说明
$;:

拉伸刺激有效诱导人骨髓

间充质干细胞分化为肌腱细胞#不同的载荷大小"频

率都会影响干细胞的分化方向! 探究其应力转导的

具体机制! 可以更好的掌握不同仿生材料在单轴拉

伸刺激下引导干细胞向韧带分化的最佳载荷大小"

持续时间"频率$

! "#$% &

卷曲螺旋蛋白激酶信号在干细胞向韧带

细胞分化的作用

近年来的研究发现!小分子量
?

蛋白家族成员

@'/A

及其下游的
@'/

相关卷曲螺旋蛋白激酶能够

控制肌动蛋白的产生和重组!对细胞的骨架结构%细

胞粘附"细胞形变和分化都具有重要的调节作用&

!=

'

$

细胞外基质和单轴拉伸会激活整合素通道! 该通路

下游的
@'/A B

卷曲螺旋蛋白激酶作为细胞应力转导

过程的关键分子!能感受细胞所处的力学微环境!调

节细胞骨架结构使细胞形态与其所处的力学环境相

适应! 这对于感知机械刺激和指导干细胞分化是必

不可少的&

!C

'

$ 值得注意的是!在受到机械刺激后!已

经发现
@'/A B

卷曲螺旋蛋白激酶% 细胞骨架组织和

黏着斑激酶在
1D-%CE

上的磷酸化是必不可少的$

1F-%CE

磷酸化可调节机械牵张诱导间充质干细胞

的腱源性分化 $ 这种磷酸化过程可以通过抑制

@'/A B

卷曲螺旋蛋白激酶% 细胞骨架组织或黏着斑

激酶而被阻断! 这意味着这三者都是信号网络中的

重要组成部分!该信号网络感知机械拉伸!然后驱动

人类间充质干细胞的腱源性分化$

@'/A B

卷曲螺旋

蛋白激酶% 黏着斑激酶是机械牵张诱导人间充质干

细胞向腱源性细胞分化的必要条件&

!C>%;

'

$

G2

等&

%$

'通

过对细胞进行
$ HI

和
$;:

应变的机械拉伸
<= '

后! 发现机械牵张可诱导人骨髓间充质干细胞
!

型

胶原%

"

型胶原%生腱蛋白
>&

%巩膜素等腱源性相关

蛋白表达显著增加! 给予
@'/A B

卷曲螺旋蛋白激酶

的特异性抑制剂(

F>!EJ%!

)%黏着斑激酶的特异性

抑制剂(

KL 9E%!!=

)后相关的蛋白表达明显减弱# 表

明卷曲螺旋蛋白激酶% 黏着斑激酶在干细胞分化过

程中起着关键的作用#

之前的研究发现纳米纤维支架的排列也可以指

导干细胞的分化# 在取向纳米纤维材料上培养的干

细胞保持细长的成纤维细胞形态! 卷曲螺旋蛋白激

酶通路是激活的!细胞高表达腱源性的蛋白!无规纳

米纤维材料上的干细胞随意排列! 卷曲螺旋蛋白激

酶通路未激活的!未表达相关腱源性蛋白&

%;

'

#值得注

意的是! 在单轴牵张应力诱导间充质干细胞韧带分

化的试验中 !取向纳米纤维表面的细胞拉伸时 !

@'/A B

卷曲螺旋蛋白激酶信号激活! 且高表达韧带

特异性蛋白&

%!

'

# 纤维随意排列的无规纳米纤维支架

表面的干细胞受到单轴牵张应力刺激后! 细胞内

@'/A B

卷曲螺旋蛋白激酶 信号也激活! 可分化为成

纤维细胞!但并不表达韧带细胞的标记物!甚至有骨

化的倾向 &

%%

'被认为是瘢痕细胞# 以上的研究表明!

@'/A B

卷曲螺旋蛋白激酶同时参与取向纳米材料和

机械刺激引导干细胞向韧带细胞的分化! 但
@'/A B

卷曲螺旋蛋白激酶是否是单轴牵张应力联合取向纳

米纤维排布诱导干细胞向韧带细胞分化的必要条

件!还需进一步研究!弄清
@'/A B

卷曲螺旋蛋白激酶

在干细胞分化中的具体机制! 了解卷曲螺旋蛋白激

酶通路上下游相关蛋白的激活情况! 有利于优化韧

带组织工程#

'

总结与展望

根据韧带的特定生理化学和生物力学特征设计

的仿生支架已经被证实为调节韧带再生的细胞功能

提供生物活性线索# 然而!在韧带组织工程中!材料

线索在指导干细胞向韧带细胞分化中的确切机制尚

未得到确认#如何微妙地修改这些材料线索!并把它

们最佳地结合到支架中! 以开发具有生物活性的仿

生材料#同时了解机械刺激对干细胞分化的影响!探

究其具体的机制! 才能有望将接近韧带组织特性的

仿生材料与适宜载荷% 频率的机械刺激巧妙地相结

合! 才能更有效% 更准确引导干细胞向特定谱系分

化# 尽管大量的研究评估了细胞对生化和生物物理

线索的反应的基本特性! 但是将组织工程产品转归

到临床中仍然是具有挑战性的# 目前可以从
@'/A B

卷曲螺旋蛋白激酶信号入手! 阐明细胞形变与分化

的关系!深入了解其中的应力转导机制!将为韧带的

生物学修复提供新的理论依据和实验基础#
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