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摘要　目的: 研究胰岛素样生长因子 ( IGF2É )、碱性成纤维样生长因子 (bFGF)及转化生长因子2Β1 (T GF2Β1) 对人髁

突软骨细胞增殖及代谢的调节作用。方法: 采用体外细胞培养技术及同位素掺入法。结果: 在014% 新生小牛血清

(N CS) 条件下, bFGF 对人髁突软骨细胞DNA 合成有显著的促进作用, 浓度在1 ngöm l 以上具显著性 (P < 0105)。

IGF2É 在10～ 100 ngöm l 呈剂量效应地促进3H 2T dR 的掺入, 而 T GF2Β1无显著作用。bFGF 在011～ 100 ngöm l 可显

著促进人髁突软骨细胞3H 2P ro line 掺入, 最大效应剂量为10 ngöm l(增加60% )。IGF2É 在10～ 100 ngöm l 能够明显

促进细胞胶原合成, 最大值在100 ngöm l(增加98% )。T GF2Β1在1～ 10 ngöm l 明显抑制3H 2P ro line 掺入, 最大抑制浓

度为1 ngöm l, 抑制率约为24%。结论: 生长因子可有效促进软骨细胞增殖及基质合成, 为关节软骨损伤性疾患的治

疗提供一种有效的途径。
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　　关节软骨特殊的解剖特点决定了关节软骨自

身修复能力较差。尽管修复重建外科有了长足的发

展, 但多是对病变软骨组织进行置换而并非对病变

软骨的生理性修复治疗。以往研究 1, 2 证实生长因

子参与了关节软骨的生理及病理过程, 但研究多是

局限对单一生长因子作用的研究, 且研究对象多为

低等动物的软骨细胞。本研究首次探讨多种生长因

子对人髁突软骨细胞增殖及代谢的影响研究。

1　材料和方法

1. 1　材料和试剂

Ê 型胶原酶 (Sigm a Chem ical Co,U SA ) , 碱性成纤维细

胞生长因子 (bFGF)、转化生长因子2Β1 (T GF2Β1)、胰岛素样

生长因子 ( IGF2É ) 及DM EM 培养基 (G IBCOBRL , U SA ) ,

小牛血清 (华西医科大学分子生物学实验室) , 3H 2胸腺嘧啶

脱氧核苷 (3H 2T dR , 中国科学院上海原子能研究所) , 3H 2脯
氨酸 (3H 2P ro line, 中国原子能研究所) , 其它试剂均为国产

分析纯。

1. 2　人胚髁突软骨细胞分离培养

参照参考文献 3 方法。髁突软骨取自因健康原因需终

止妊娠的4～ 6月龄水囊引产的人胚胎。经机械分离及

0125% 胰蛋白酶、012% 胶原酶联合消化, 获得高成活率的、

均一的关节软骨细胞, 接种于DM EM 培养基中, 内含10%

小牛血清、青霉素100 U öm l、链霉素100 Λgöm l, 于二氧化

碳孵箱内, 37 ℃, 5%CO 2饱和湿度下培养。

1. 3　bFGF、T GF2Β1及 IGF2É 对人髁突软骨细胞DNA 及

胶原蛋白合成的影响

取处于对数生长期的第2代人髁突软骨细胞, 经0125%

胰蛋白酶消化制成单细胞悬液, 用DM EM 培养基调整细胞

浓度为1×105öm l, 定量接种于96孔板。待24 h 细胞贴壁后,

更换不含血清DM EM 培养基培养24 h, 使细胞相对同步

化。更换含不同生长因子及浓度的DM EM 培养基 (内含

014%N CS) , 3种生长因子选用4个浓度级011、1、10、100 ngö

m l, 同时各样品孔加入3H 2T dR 或3H 2P ro line, 终浓度为185

kBqöm l(5 ΛC iöm l)。继续培养至预定时间, 弃去原培养液,

用011 molöL PBS 洗涤细胞2次, 每孔加入0125% 胰蛋白酶

50 Λl 消化细胞5 m in。镜下证实细胞分离后, 充分吹打使细

胞悬浮, 多头细胞收集器将细胞抽滤点样于“49”型玻璃纤

维滤纸上。并用生理盐水、10% 三氯醋酸、无水乙醇各2 m l

依次洗涤滤膜, 滤膜在80 ℃烘干30 m in, 取下滤膜, 置入闪

烁瓶, 并加入 5 m l 二甲苯闪烁液 ( 014% PPO , 0104%

PO PO P ) , 用国产 FJ 2007P 液体闪烁谱仪测定各样品的放

射强度, 以每分钟脉冲值 (cpm )表示。

1. 4　统计学分析

检测结果经 t 检验确定组间差异的统计学意义。
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2　结　　果

2. 1　生长因子对人髁突软骨细胞DNA 合成的影响

bFGF 对人髁突软骨细胞DNA 合成有显著的促

进作用, 浓度在1 ngöm l 以上与空白对照组比具有显

著性 (P < 0105)。IGF2É 在10～ 100 ngöm l 范围内也

呈剂量效应地促进3H 2T dR 的掺入, 而 T GF2Β1作用不

显著 (P > 0105) (图1)。

图1　生长因子对人髁突软骨细胞DNA 合成的影响

2. 2　生长因子对人髁突软骨细胞胶原合成的影响

bFGF 在011～ 100 ngöm l 浓度范围内, 显著促进

髁突软骨细胞3H 2P ro line 掺入, 最大效应剂量为10

ngöm l, 与 对 照 组 比 较 增 加 近 60% , IGF2É 在

1 ngöm l时 作 用 不 显 著 ( P > 0105 ) , 但 在

10～ 100 ngöm l浓度范围能够明显促进细胞胶原合

成, 最大值在100 ngöm l, 3H 2P ro line 掺入增加了98% ,

T GF2Β对3H 2P ro line 掺入无促进作用, 在1～ 10 ngö

m l 范围内明显抑制3H 2P ro line 掺入, 最大抑制浓度为

1 ngöm l, 抑制率约为24% (图2)。

图2　生长因子对人髁突软骨细胞胶原合成的影响

3　讨　　论

关节软骨细胞的分化, 增殖及基质合成能力直接

影响了关节软骨的功能状态及损伤后的修复。关节软

骨、软骨下骨中存在着多种生长因子, 并且软骨细胞

本身具有合成多种生长因子及表达相应受体的功能。

它们与细胞因子、激素形成一个精密的网络调节系

统, 通过自分泌、内分泌及旁分泌的形式, 在时间及空

间上相互协同或拮抗, 控制了组织器官的发生、改建、

内环境的稳定及创伤后的修复等生理及病理过程。研

究不同生长因子对人体关节软骨细胞分化增殖的影

响, 对探讨生长因子的作用机理及寻找有效的生长因

子及组合治疗软骨损伤具有重要的理论及实践意义。

胰岛素样生长因子家族有两个成员即 IGF2É、

IGF2Ê , 它们与胰岛素在氨基酸组成上有50% 的同

源性。大多数组织细胞包括软骨细胞均能合成 IGF2
É。以往研究 4, 5 显示 IGF2É 是软骨分化、代谢的重

要调节因子, IGF 对人及动物的大关节生长板软骨细

胞具有促进增殖及基质合成的作用。但对人下颌髁突

软骨细胞的增殖分化研究, 目前尚未见报道。本研究

证实, IGF2É 能在低浓度血清条件下促进人髁突软

骨细胞的增殖。且在 10～ 100 ngöm l浓度下呈剂量依

赖性的促进软骨细胞增殖, 最大效应下, 较对照组增

加了24% , 超过50 ngöm l 其作用降低, 这可能与细胞

表面受体结合状态有关。同时, 10～ 100 ngöm l 时

IGF2É 显著促进其胶原蛋白的合成, 在最大效应

下, 3H 2P ro line 的掺入增加了98%。这种促进基质合

成的作用, 在3种因子中 IGF2É 最为突出。

碱性成纤维细胞生长因子对起源于中胚层及神

经外胚层的细胞均具有强的有丝分裂活性, 除促进细

胞增殖外, bFGF 还具有调节细胞分化及代谢的功

能。以往研究证实, 关节软骨细胞具有 bFGF 的高、低

亲合力受体, 软骨细胞自身能够合成 bFGF。1994年

发现, bFGF 受体突变是遗传性侏儒症中最常见类型

——软骨发育不良的直接原因。体外研究 6 显示,

bFGF 可促进生长板软骨细胞增殖, 并稳定其软骨表

型。动物实验 2 表明, bFGF 可促进关节软骨损伤的

修复。本研究发现, 在014% N CS 条件下, bFGF 能够

显著促进人髁突软骨细胞增殖, 在3种生长因子中其

作用最为突出。在低浓度血清条件下, bFGF 还能够

促进软骨细胞胶原蛋白的合成, 鉴于其对髁突软骨细

胞增殖及代谢的特殊作用, bFGF 在软骨损伤修复中

可能发挥着重要作用。

转化生长因子 Β是一类具有多种生物学功能的

蛋白多肽, 广泛存在于正常组织细胞及转化细胞中,

以骨组织及血小板中含量最丰富。最初发现骨基质提

取物, 可诱导大鼠肌细胞向软骨细胞的转化; 遂命名

为软骨诱导因子A (C IF2A )。研究表明 7, 8 T GF2Β是

一种具有双向调节作用的生长因子, 体外研究差异较

大。有研究表明, T GF2Β可促进兔关节软骨细胞增

殖、胶原及蛋白多糖的合成, 并抑制基质金属蛋白酶

合成。但也有相反的研究结果。在骨关节病变骨赘中,
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发现其mRNA 表达增强, 说明 T GF2Β参与了软骨的

修复、改建过程。本研究结果表明, 在低浓度血清条件

下 T GF2Β1无促增殖作用, 而在014%N CS 条件下,

T GF2Β1能够显著抑制软骨细胞胶原蛋白的合成, 抑

制率达24%。其确切调节机理有待于进一步研究。

本研究探讨了体外3种生长因子对人髁突软骨细

胞增殖及代谢的调节, 但体外研究有其相对性, 实验

结果往往受到细胞来源、分化程度、培养条件及培养

基中血清浓度等因素所影响。有关体内环境下生长因

子作用的确切机理有待于更深入的研究。
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Effects of Growth Factors on D NA and Col lagen Syn thesis of

Human M andibular Condylar Cartilage Cel ls
J iao Yan tao,W ang D azhang, H an W enli, et al

Colleg e of S tom atolog y , W est Ch ina U niversity of M ed ical S ciences

Abstract
Objective: To investigate the effects of transfo rm ing grow th facto r2Β1 (T GF2Β1) , in sulin2like grow th facto r2É ( IGF2É ) and

basic fibroblast grow th facto r (bFGF) on DNA and co llagen syn thesis of m andibular condylar cartilage (M CC) of hum an fetus.

M ethods: Cell culture, 3 H 2T dR and 3 H 2P ro line inco rpo ration m ethodsw ere used. M CC cellsw ere harvested from 4 to 5 mon th s

o ld hum an fetus. Cells w ere seeded at 2×104öw ell on 962w ell P late. A fter synch ron ization, m edium w as rep laced by DM EM

con tain ing 0. 4% N CS w ith various grow th facto rs and concen trations. Results: bFGF stim ulated the DNA syn thesis

sign ifican tly, and IGF2É had less effect, w h ile the effect of T GF2Β1 w as insign ifican t. Fo r co llagen syn thesis, bFGF caused a

dose2dependen t increase (60% ). A greater effect (98% )w as ach ieved w hen IGF2É w as added. In con trast, T GF2Β1 could inh ibit

co llagen syn thesis(24% ). Conclusion: Grow th facto rs p lay an importan t part in the p ro liferation and m atrix syn thesis of M CC

cells,w h ich m igh t be of po ten tial app lication in treating cartilage destructive lesions.

Key words: 　grow th facto r　　condylar　　cartilage cell　　p ro liferation　　co llagen syn thesis
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