
颞下颌关节骨关节病是口腔颌面外科的常见

病!多发病"其病因!发病机理尚不十分清楚"所以
也无满意的治疗办法 !"##对关节软骨退变的研究主
要集中在相关的炎症因子! 细胞因子对关节软骨
退变的影响" 但这些因子究竟是始动因素或是疾

病发生后机体的自身反应目前尚无定论 !$#$与其他
体细胞相比" 软骨细胞是处于关节内特殊的压力
环境之中" 其功能和结构必然受压力的影响或调
控 !%#$本实验尝试从细胞学层面探讨压力与关节软
骨退变之间的关系$

压力对体外培养髁突软骨细胞增殖!凋亡的影响
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摘 要! (目的) 观察压力对体外培养 () 大鼠髁突软骨细胞增殖!凋亡以及合成蛋白多糖的影响"探讨
压力与软骨退变之间的相互关系$ (方法) 在一个大气压基础上" 分别对 %组体外培养髁突细胞进行加压"*+ ,-.!
*+ ,-."$+ ,-. /&0 1234"以未加压组作为对照"用四唑盐法%566 法’和流式细胞技术分别检测各组标本在加
压 % 7 和加压 38 7 后细胞增殖!凋亡的情况*应用硫酸#咔唑法检测各组标本在加压 % 7 和加压 38 7 后蛋白
多糖的含量$ (结果) 加压 % 7 后"各加压组与对照组相比"细胞的增殖+凋亡以及蛋白多糖含量无明显变化*
加压 38 7 后"压力值为 3’ ,-. 时可以明显拟制增殖"并诱导髁突软骨细胞发生凋亡增加"蛋白多糖含量明显
减少$ (结论)长时间的异常压力负荷可使髁突软骨细胞增殖减缓!凋亡增加"蛋白多糖含量减少"诱发或加重

关节软骨退变$
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表 ! 压力对体外培养髁突软骨的影响
"#$%& ! ’()%*&(+& ,) -.#./+ +,012&--/,( ,( +,(34%#2 +#2./%#5& +6,(32,+4.&- !" #!$%& !’()""78#

! 材料与方法

!"! 动物与试剂
#周龄 9: 大鼠 #$ 只%中山大学北校区动物中

心提供&’雌雄不限$ 主要试剂包括%高糖 ()*) 培
养基&胎牛血清&+, 染液 %-./01 公司 &"胰蛋白酶&
!型胶原酶%2.345 公司&"羟脯胺酸检测试剂盒!南
京建成生物制品研究所’"四唑盐!)66’&葡萄糖
醛酸标准品!上海生工’$
!7# 软骨细胞的分离与培养
脱颈椎处死大鼠后 ’在无菌条件下 ’耳前切口

显露髁突" 仔细将附着于髁突的肌肉和滑膜等软
组织分离" 用刀片从髁突关节面上削下软骨 ’用
+82洗去软骨片表面的血液及滑膜组织 ’在玻璃平
皿中用弯剪将其修剪成 ! 449以下的小块$ #": 3;<
胰蛋白酶’9= ;消化 >7: 6? 接着以 ! 3;<!型胶原
酶’9= ;消化 !<# 6’加入含 !>> 4<;< 血清的培养
基终止消化"! >>> 2;4.@’: 4.@’+82 冲洗两遍"收
集细胞" 于 #: 04#培养瓶中培养 ’ 培养液为高糖
()*) 培养基’内含体积分数 !>A胎牛血清"在含
有体积分数 :=BC#’保持一定湿度的条件下培养"
倒置显微镜下观察细胞生长情况 "9<D E 换液 !
次$ 当镜下观察到软骨细胞铺满瓶底 F$A<G$A
时’ #7: 3;< 的胰蛋白酶消化得到细胞悬液$
!79 软骨细胞分组加压培养
取第 # 代软骨细胞"按 !>!$:;4< 接种于 F 块

!# 孔板内"每块板上接种 F 个孔"每孔 ! 4<"另取
F 块 GH 孔板上"每块板上接种 F 孔"每孔接种细胞
悬液 !$$ "<$ 接种细胞悬液接种后 9<H E"当细胞
处于对数增长期时" 将上述培养板分别放入 F 个
含有体积分数 := BC#混合空气的密闭容器内$随
机分为 D 组%I 组%不加压"做为对照组(8 组%在
一个大气压基础上通以含体积分数 := BC# 混合

气体加压 !$ J+5(B 组%加压方法同 8 组"加压 #>
J+5(( 组%负压组"抽吸负压值大小为?!> J+5"各
加压组加压过程中均以压力表监测压力值$
!7D 四唑盐法检测压力对细胞增殖的影响
加压 9 K&#D K 后分别取出 D 块 GH 孔板"吸去

原培养液 ’ 每孔加 >7! 4< (@L5@JM 液和 !> "<
)66%: 43N4< 溶于培养液中&’培养 D 6$ 每孔加入
!>> 3;< 2(2’在振荡器上振荡混匀 !> 4.@’待还原
产物%O1P45Q5@ 结晶&充分溶解后 ’置酶标分析仪上
测定吸光值 *:=>$
!7: 软骨细胞凋亡的检测
加压 9 K&#D K 后分别取出 D 块 !# 孔板’更换

培养液后)原来的培养液保存备用’"用 #7: 3;< 胰
蛋白酶消化制成单细胞悬液后’! :>> P;4.@ 离心 :
4.@%!R!> 04&’去上清 ’+82 冲洗 # 次 ’加入 6P.S1@T@
!>>’作用 #> 4.@$ +82 洗涤 # 次’加入 +, 染液’避光
作用 #> 4.@$ +82 洗涤 ! 次’#>> 目筛网过滤 # 次’
上机检测 $ UIBM1PS 流式细胞仪 %美国 8*B6CV
(,BW,V2CV& 采集数据’<X2X2!分析软件分析’通
过计数凋亡区%亚二倍体区&细胞数量得出凋亡率$
!7H 硫酸!咔唑法检测软骨细胞蛋白多糖合成量
称取葡萄糖醛酸标准品 !$ 43"定容于 #: 4<

定容瓶中制成标准溶液 " 然后分别量取 $"$7!"
$7#"$7D"$7H"$7F 4< 标准溶液置于带塞试管中"各
管加水至 ! 4<" 在冰水浴中向各管加入 H 4< 浓
硫酸"摇匀"F: ;水浴 #$ 4.@"取出冷却至室温后
各管加入 $7# 4< 咔唑液"室温静置 # K"测定 :9$
@4 波长下的吸光度 ":9$’ 以浓度对吸光度做标准
曲线$ 取待测样本上清 $7D 4<"加水补足至 ! 4<"
再测 ":9$"根据标准曲线可得出样本葡萄糖醛酸浓
度$
!7= 统计学方法
用统计学软件 2+22!$7$ 将各加压组所测得实

验数据进行单因素方差分析"取 !R$7$:$

!$ J+5
?!$ J+5
#$ J+5
B1@SP1Y

9 K
F$7GA!79
F!7DB!7:
=F79B!7#
=G7#B!7=

#D K
F:7!B!7H
F:7:B!7G
F#79B!7!!&

FD7GB!7G
+,H7#$C
-7DEDDF

9 K
9G7DB97D
D!7#B97!
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D$7HB#79

#D K
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:97FB97H
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:!79B97=
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9 K
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+P1SZ13Y[05@M !43;<’ )66 % " & I\1\S1M.M P5SZ %A&
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! 结 果

加压 " ## 各加压组 $%% 实验吸光度$ 凋亡
率$蛋白多糖含量与对照组相比无显著性差异#加
压 !& # 后#对照组相比#!’ ()* 组 $%% 实验吸光
度$蛋白多糖含量明显降低#而发生凋亡的细胞比
例明显升高#差异具有统计学意义+表 ,-%

" 讨 论

"., 压!应"力负荷与关节软骨的关系
关节软骨是由软骨细胞及其合成$分泌的细胞

外基质&/012*3/4454*2 6*127089:$’所构成#与其他体
细胞相比#关节软骨细胞始终处于一定的压&应’力
环境中#正常生理范围内的应力负荷对维持软骨正
常的生理功能具有重要的作用#而异常的应力负荷
则可能诱发或加速软骨的退变;&8<=%基质的主要成分
是蛋白多糖与胶原蛋白8它是关节软骨不同区域之
间相互联系的媒介8同时也是敏感的应力传递者;>=%
在关节软骨承载时#胶原和蛋白多糖构成的细胞外
基质发生(蠕变)效应8保护软骨细胞避免因受过高
应力作用而损伤8除了对软骨细胞起着一定的保护
作用之外#9:$ 对软骨细胞的生长$代谢亦具有重
要的调节作用% 当把关节软骨细胞培养的平皿用
9:$人工基质包埋处理后8即使不加有维持软骨细
胞表型作用的细胞因子&如 ?@?’8细胞也能增殖 ,!
代而并保持软骨表型不变;A=% 在软骨的钙化调节中8
蛋白多糖亦发挥重要作用% 当蛋白多糖含量丰富
时8能抑制软骨组织的矿物质沉积和钙化% 把分解
蛋白多糖的酶加入软骨细胞培养液中8则促进培养
细胞的钙化;B=% 这可能是骨关节病软骨退变的同时
往往伴有骨赘形成的原因之一%
".! 异常压!应"力负荷与骨关节病的关系
既往对骨关节病的研究 8 大多数着重于细胞

外基质酶性降解和C或合成新的基质受到抑制而
导致软骨的破坏8 很少注重软骨细胞生存或死亡
在骨关节病关节软骨退变中所起的作用% ,DD< 年
国际骨关节病专题会议提出了骨关节病的最新定

义E 认为骨性关节炎是力学和生物学因素共同作
用下导致软骨细胞$ 细胞外基质以及软骨下骨 #
者降解和合成正常偶联失衡的结果% 近年来8在对
骨关节病关节软骨组织学研究中发现有软骨细胞

减少8而软骨细胞凋亡在其中起到关键作用 ;D8,’=%但
目前对于关节软骨细胞凋亡发生的确切诱因尚不

清楚# 关节软骨细胞凋亡与软骨基质降解究竟何

为始动因素尚存在争论 ;,,=% 本实验研究证实*当关
节软骨细胞所受到的异常压力负荷达到一定阈值

并持续一段时间后#可抑制软骨细胞增殖$诱导软
骨细胞凋亡#软骨细胞合成分泌细胞外基质&如蛋
白多糖’明显减少#导致软骨基质合成与降解代谢
的动态平衡被打破#软骨生物力学特性改变#进而
可能诱发或加重关节软骨进行性$不可逆的退变%
至于异常压&应’力是通过什么机制抑制软骨细胞
增殖$诱导软骨细胞凋亡#目前尚不清楚#本课题
组将进一步深入研究%
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