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【摘要】　目的　探讨转化生长因子-β1 (TGF-β1 )在静张应力环境下对髁突软骨细胞增殖效应的影响。方法　(1)

将传代培养至第 4代大鼠下颌髁突软骨细胞在 12孔培养板上培养 ,采用流式细胞仪测定加入不同浓度 TGF-β1 (011、1

、10 ngΠml) 0、6、12、18、24 h后 ,对髁突软骨细胞增殖活性 (PI值)的影响。(2)将第 4代大鼠下颌髁突软骨细胞在细胞

膜式张应力施加装置上培养 ,检测不同浓度 TGF-β1 及 5 kPa静张应力联合应用 0、6、12 h后 ,对髁突软骨细胞增殖活性

(PI值)的影响。结果　不同浓度 TGF-β1 (011、1、10 ngΠml)在模拟生理环境下以剂量依赖型的方式整体促进了髁突软

骨细胞增殖效应 ,对髁突软骨细胞的增殖活性调节作用主要在 12～18 h段 ,增殖峰值在 18 h左右 ;在 5 kPa静张应力

联合 TGF-β1 刺激下培养较 TGF-β1 的单独效应具有更强的促髁突软骨细胞增殖作用。结论　静张应力联合 TGF-β1 可

以调节髁突软骨细胞的增殖活性。
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【Abstract】　Objective　The purpose of this study was to investigate effects of static tension- stress and TGF-β1 on proliferation

of mandibular condylar chondrocytes in vitro. Methods　The fourth-passage chondrocytes were harvested from the mandibular con2
dyles of 2-week-old SD rats for this study , and a cellular static tension- stress device was used to apply stress on cells. The effects of

continuous static tension- stress andΠor transforming growth factor-β1 (TGF-β1 ) on the proliferation of mandibular condylar chondrocytes

were examined using flow cytometry. The experiment was divided into two parts. The first part consisted of 100 specimens which were

divided into 20 groups with different TGF-β1 dosage (0 ngΠml , 0. 1 ngΠml , 1 ngΠml and 10 ngΠml) for 0 , 6 , 12 , 18 and 24 hours re2

spectively. The second part consisted of 30 specimens which were divided into six groups under continuous static tension- stress (5

kPa) and different TGF-β1 doseage (0. 1 ngΠml , 1 ngΠml , 10 ngΠml) for 0 , 6 and 12 hours. Multivariable analyses were conducted

to test for associations between proliferation of mandibular condylar chondrocytes and TGF-β1 andΠor different stresses. Results　The

results showed that TGF-β1 had a mitogenic effect on rat mandibular condyle at the concentrations of 0. 1 , 1 and 10 ngΠml , and the

mitogenic effects of TGF-β1 on condylar chondrocytes were demonstrated in 12 to 18 hours after application of stresses , and the peak

of mitogenic effects appeared at 18 hour ( P < 0. 05) . The most active mitogenesis happened in the group with continuous static ten2
sion- stress (5 kPa) combined with TGF-β1 . Conclusion　These results prove mechanical stimulates and TGF-β1 in vitro could influ2

ence and regulate the growth of condylar chondrocytes.
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　　在功能矫形治疗中 ,功能矫治前伸下颌后颞颌关

节的生物力学环境发生改变 ,继发的生物学效应使下

颌髁突软骨周围的生长因子和激素含量增高 1～4
,刺

激髁突软骨细胞增生活跃 ,促进髁突及下颌骨的生

长。髁突软骨生长改建不仅仅受到生物力学效应 ,力

学环境变化继发的生物学效应也是重要的影响因素

之一。转化生长因子-β1 (transforming growth factor-β1 ,

TGF-β1 )是目前作用最为复杂和多样的生长因子 ,但

TGF-β1 对软骨细胞的作用在相同或不同的实验模型

中得出的结论不完全一致 5～8 ,尤其是尚未见模拟功

能矫治状态下联合静张应力、TGF-β1 对髁突软骨细胞

增殖活性时相影响的报道。本实验联合细胞生物力
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学实验手段 ,模拟研究大鼠下颌髁突软骨细胞在

TGF-β1 及静张应力联合作用下的增殖效应变化 ,有助

于进一步阐明 TGF-β1 对软骨细胞的生物力学作用机

制 ,为功能矫形治疗提供依据。

1　材料和方法

1. 1　主要实验设备及材料

NUAIRE Class II超净工作台 ,SANYO MCO-17AI CO2 培养

箱 ,OLYMPUS IX 50相差显微镜 ,Heraeus Varifuge 310RS9 。

II型胶原蛋白酶 ,胰蛋白酶 ,DMEM培养基 ,新生小牛血

清 ,聚苯乙烯一次性培养瓶、皿、板 ,2周龄纯种 SD大鼠 ,医用

硅胶膜 ,医用耐酸不锈钢及常规细胞培养实验器械等 9 ; TGF-

β1 (Peprotech EC LTD 100-21R ,英国)。

1. 2　实验方法

将 SD大鼠下颌髁突软骨细胞的原代、传代培养 ,每天常

规在倒置相差显微镜下观察 SD大鼠下颌髁突软骨在培养皿

及硅胶膜上的培养性状 9 。

1. 3　实验分组

实验分为两部分 : (1)检测不同浓度的 TGF-β1 对髁突软骨

细胞增殖活性的影响 ; (2)不同浓度的 TGF-β1 和 5 kPa静张应

力联合作用对髁突软骨细胞增殖活性的影响。实验均采用

15 %小牛血清浓度 DMEM培养基进行培养。

1. 3. 1　TGF-β1 对髁突软骨细胞增殖活性的影响　在 12孔培

养板上培养的髁突软骨细胞中加入浓度分别为 011、1、10

ngΠml的 TGF-β1 ,并在加入 TGF-β1 0、6、12、18和 24 h后进行流

式细胞仪检测。空白对照组不加 TGF-β1 进行培养。

1. 3. 2　TGF-β1 和 5 kPa静张应力联合作用对髁突软骨细胞增

殖活性的影响　对照组为硅胶膜上培养 0、6、12 h后的髁突软

骨细胞 ;在 5 kPa静张应力实验开始时每组分别加入浓度为

011、1、10 ngΠml 的 TGF-β1 ,实验开始后定时用倒置相差显微镜

观察细胞形态 ,12 h后进行流式细胞仪检测。

1. 4　流式细胞仪检测

在培养膜加入适量 0125 %胰酶-0102EDTA ,室温下消化 15

s左右 ,4℃PBS漂洗、离心 ,4000 rΠmin 4 min各 1次 ,收集髁突

软骨细胞 ;1 ml 75 %酒精固定保存于 EP管 ,用流式细胞仪检

测髁突软骨细胞增殖活性。细胞增殖活性以增殖指数 (prolif2
erative index , PI)表示 ,其计算公式为 :

PI( %) =
S + G2ΠM

G0ΠG1 + S + G2ΠM
×100 %

1. 5　统计分析

实验数据利用 SAS v6112作重复测量的组间方差分析。

2　结　　果

2. 1　倒置相差显微镜观察

在 5 kPa静张应力及 TGF-β1 联合作用下硅胶膜

上大鼠髁突软骨细胞具有典型多角样细胞形态特征 ,

并可见正在大量分裂增殖的软骨细胞 ,在单位培养面

积上大鼠髁突软骨细胞数目较单纯力学刺激培养增

多。

2. 2　在不同浓度 TGF-β1 作用下髁突软骨细胞的增

殖活性

培养孔中不同 TGF-β1 浓度下髁突软骨细胞各培

养时段 PI指数变化见表 1 ,从表 1可见 ,随着培养时

间的增加 ,各组大鼠髁突软骨细胞具有增殖活性 ,与

0 h相比均有显著差异 ( P < 0105) ;在不同浓度 TGF-β1

作用下 ,0～18 h内 ,大鼠髁突软骨细胞 PI指数随着

培养时间的延长呈剂量依赖型增加 , 但在 18～24 h

段内出现下降的趋势。12～18 h 时段下 ,不同浓度

TGF-β1 组与不加 TGF-β1 组比较均有显著性差异 ( P

< 0105) 。

表 1　培养孔中不同 TGF-β1 浓度下髁突软骨细胞各培养时段 PI指数变化( �x±s)

Tab 1　Comparison of the average PI index of condylar chondrocytes cultured with the different TGF-β1 dose( �x±s)

TGF-β1浓度
(ngΠml)

PI指数

　0 h　　　　　　　　6 h　　　　　　　　　12 h　　　　　　　　　18 h　　　　　　　　24 h　　

0 　29. 86±2. 63 　33. 30±0. 99 　35. 54±0. 841 # 　41. 28±0. 92 # 　38. 02±0. 97 #

0. 1 29. 86±2. 63 36. 52±0. 57 # 38. 38±0. 72 3 # 42. 46±1. 52 3# 36. 24±1. 19 #

1 29. 86±2. 63 40. 34±0. 84 # 42. 44±0. 85 3 # 46. 78±1. 14 3# 38. 02±0. 63 #

10 29. 86±2. 63 42. 44±1. 68 # 47. 40±0. 76 3 # 48. 82±0. 97 3# 42. 08±1. 39 #

注 : 3 示相同时段与不加 TGF-β1 相比 P < 0105 ; # 示相同 TGF-β1 浓度条件下不同培养时间组与 0 h组相比 P < 0105

2. 3　TGF-β1 及静张应力联合作用 12 h后髁突软骨

细胞的增殖活性

髁突软骨细胞在 TGF-β1 及 5 kPa 静张应力联合

作用 12 h后 PI指数变化见表 2 ,从表 2可见 ,在硅胶

膜上培养的大鼠髁突软骨细胞 PI指数随着 TGF-β1 浓

度上升而增加 ( P < 0105) ,即 TGF-β1 可以促进大鼠髁

突软骨细胞的增殖活性 ;联合 5 kPa 静张应力后 ,大

鼠髁突软骨细胞 PI指数在 12 h培养段也随着 TGF-β1
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浓度上升而增加 ( P < 0105) ,且较单独应用 TGF-β1 促

增殖效应更明显 ,011 ngΠml 和 1 ngΠml 组有显著差异

( P < 0105) 。
表 2　髁突软骨细胞在 TGF-β1 及 5 kPa静张应力联合作

用 12 h后 PI指数变化( �x±s)

Tab 2 　Comparison of the average PI index of condylar

chondrocytes cultured with the different TGF-β1

dose and continuous static tension- stress( 5 kPa)

( �x±s)

静张应力
(kPa)

PI指数

　0 ngΠml　　　0. 1 ngΠml　　　1 ngΠml　　　10 ngΠml　

0 16. 85±0. 63 20. 9±1. 0 3 23. 26±1. 08 3 26. 52±0. 98 3

5 21. 40±1. 16 # 26. 32±2. 3 3# 28. 32±1. 37 3# 28. 34±2. 27 3

注 : 3 不同 TGF-β1 浓度组与不加 TGF-β1 组比较 P < 0105 ; # 5
kPa静张应力组与不加静张应力组比较 P < 0105

3　讨　　论

3. 1　TGF-β1 与髁突软骨细胞增殖的调控效应

TGF-β在软骨的分布是有规律的 ,但与软骨细胞

的分化程度、功能状态及发育阶段相关 ,同时 TGF-β1

是一种具有双向调节作用的生长因子 ,体外研究结果

差异较大 5～8 。有研究已经证实 TGF-β1 可以促进软

骨合成胰岛素样生长因子- I (insulin-like growth factor-

I ,IGF- I) ,通过 IGF- I介导骨的合成代谢 ;而 IGF- I可

能以剂量依赖方式增加胶原和胞外基质 (蛋白多糖

等)的合成 ,减少胶原降解 ,加快胶原的转化率 ;同时

维持蛋白多糖的稳态代谢 6 。

动物实验研究5 证实 TGF-β与软骨代谢存在一

定的调节关系 ,但 TGF-β在软骨细胞增殖效应调节的

具体作用机制至今未明。本研究模拟功能矫治的生

理环境下观察 TGF-β1 水平的上升对髁突软骨细胞的

增殖效应调节的影响。将具有旺盛增殖活性的第 4

代髁突软骨细胞在含 15 %小牛血清 DMEM培养基进

行对比实验 ,一方面模拟体内生理激素、生长因子环

境 ;另一方面避免低血清对髁突软骨细胞的不良影

响。

本实验统计结果提示在 0～18 h内随培养时间

的延长 ,各组髁突软骨细胞的增殖活性上升 ,这表明

不同浓度的 TGF-β1 在本研究设定的条件下对髁突软

骨细胞具有促细胞增殖的作用 ,可能是通过激活血清

中其它生长因子如 IGF-1等来发挥其巨大的调节效

应。此外 ,不同浓度 TGF-β1 对髁突软骨细胞的增殖

活性调节作用主要在 12～18 h段 ,增殖峰值在 18 h

左右 ,可能是 TGF-β1 对髁突软骨细胞的调节、分化作

用需要一定的时间来发挥其生物学效应 ,在 18 h左

右发挥最大的生物学效应 ,随后由于外源性 TGF-β1

及血清中其它生长因子的消耗及大多数髁突软骨细

胞的细胞进入新的细胞周期 ,PI指数逐渐下降。

相同时段的不同浓度 TGF-β1 实验组与对照组比

较有统计学差异 ( P < 0105) ,提示在 0～18 h内 TGF-

β1 以剂量依赖型促进髁突软骨细胞增殖活性 ,而较高

的 TGF-β1 浓度延长了促髁突软骨细胞增殖效应 ;综

合考虑各组的比较结果 ,在实验设定的浓度范围内 ,

TGF-β1 以剂量依赖型的方式整体促进了髁突软骨细

胞增殖效应 ,同时提高了增殖峰值 ,对髁突软骨细胞

的增殖效应具有正向调节作用。

3. 2　5 kPa静张应力联合 TGF-β1 培养对髁突软骨细

胞的增殖调控效应

在 0～12 h内空白对照组髁突软骨细胞增殖活

性随培养时间延长而上升具有统计学意义 ,显示该组

中髁突软骨细胞本身具有增殖的潜力 ,与青春生长高

峰期中髁突软骨类似 ;而 TGF-β1 或 5 kPa静张应力均

能增加髁突软骨细胞增殖活性。

比较单独 TGF-β1 刺激培养组与张应力联合 TGF-

β1 刺激培养组发现张应力联合 TGF-β1 较 TGF-β1 的单

独效应具有更强的促髁突软骨细胞增殖作用 ,可能是

静张应力增加 TGF-β1 合成、分泌以及促进其生物学

效应 ,李小兵也证实功能矫形时力学环境改变可以促

进下颌髁突软骨的合成代谢 ,其作用方式是通过增加

TGF-β1 合成、分泌以及提高其功能来实现的。5 kPa

静张应力联合不同浓度 TGF-β1 实验组中 ,1、10 ngΠml

组比 011 ngΠml组具有更高的增殖活性 ,1、10 ngΠml两

组无统计学差异可能是髁突软骨细胞上 TGF-β1 受体

有限 ,当受体结合到一定程度后 ,其生物学效应会受

到限制 5 ,8 ,10 。

不同浓度 TGF-β1 以剂量依赖型的方式整体促进

了髁突软骨细胞增殖效应 ,对髁突软骨细胞的增殖活

性调节作用主要在 12～18 h段 ,增殖峰值在 18 h左

右 ;同时 5 kPa 静张应力联合 TGF-β1 刺激培养下较

TGF-β1 的单独效应具有更强的促髁突软骨细胞增殖

作用 ,即功能矫治的力学效应利于 TGF-β1 发挥促进

髁突软骨增殖作用。鉴于功能矫形治疗能够促进局

部的 TGF-β1 浓度上升 ,而 TGF-β1 分泌及作用也具有

时间阶段性 ,同时考虑患者的合作性 ,所以在临床上

采用间断、持续戴用功能矫治器是可行的。
(下转第 73页)
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胞系中均有扩增。人 MDR1基因位于 7 号染色体的

7q2111 ,其编码的 Pgp具有 ATP依赖性药物泵出的功

能 ,目前认为这是其介导细胞耐药的基础。MRP也

是一种膜结合蛋白。其基因定位于染色体 16p1311 ,

功能与 Pgp相似 ,均属于ATP结合的转运载体超家族

(ATP-binding cassette , ABC)家族成员 ,能引起多种肿

瘤细胞对联合化疗敏感性减低。人的 MDR1基因启

动子包含一个 CAAT盒的同感序列和两个 GC盒样序

列 ,可被紫外线、雌激素、化疗药物、促细胞分化剂、癌

基因 (如 c- Ha- Ras-1和 p53) 、蛋白激酶 A、蛋白激酶 C

等激活 ;MDR1 基因在许多正常组织也有表达 ,是细

胞的一种自我保护机制 ,而且与某些细胞的分泌功能

有关。

化疗药物引起肿瘤细胞 MDR1表达升高通常被

认为是化疗药物对肿瘤细胞进行选择的结果。但由

于MDR药物和非MDR药物均可诱导多种敏感细胞

系成为耐药细胞并引起 MDR1基因过表达及 Pgp 表

达升高 ,提示细胞毒药物或许是通过某种共同的机制

将敏感细胞转化成耐药细胞的。

目前多药耐药检测方法很多 ,由于各种检测方法

的技术路线不同 ,敏感性不同 ,得到的结果并不完全

相同。Abbaszadegan等 4 检查了 20 例临床耐药的标

本 ,用传统免疫组化方法不能发现 Pgp 表达的样品 ,

用 RT- PCR法发现大部分表达一定的MDR1mRNA ,表

明RT- PCR 法与临床化疗效果之间的相关性更好。

本实验为检测肿瘤细胞短暂接触化疗药物后的反应 ,

选择了敏感性很高的 RT- PCR方法检测肿瘤细胞内

耐药基因的表达。采用在大多数细胞膜上恒定高表

达的β2-MG为内对照 ,去除了实验过程中尤其是 PCR

反应体系中诸多因素的干扰 ,使实验更加简便、快速、

可信。实验结果显示短期接触化疗药物可以诱导敏

感的 Tca8113细胞株耐药基因的表达 ,但其表达产生

较慢 ,表达量随细胞接触化疗的时间延长而逐渐升

高。原发耐药的细胞株 K562ΠADM在接触化疗药物

后其MDR1及 MRP表达随时间的延长也略有升高 ,

其表达量明显高于 Tca8113细胞株 ;与荧光分光光度

计检测到细胞内阿霉素浓度的变化相一致。证实了

化疗与肿瘤细胞继发性耐药之间的关系。
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