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胰岛素样生长因子 Ⅰ与透明质酸对人胚关节
软骨细胞表型的影响
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摘　要:【目的】研究胰岛素样生长因子Ⅰ(IGF-Ⅰ)和透明质酸(HA)联合培养对人关节软骨细胞生物学行为的影响 ,判

断其稳定软骨细胞表型的效果。【方法】分离培养人关节软骨细胞 , 从第 4 代开始 , 用 hIGF-Ⅰ和 HA 联合培养 , 通过电镜观

察 、甲苯胺蓝染色 、Ⅱ型胶原和 aggrecan免疫组化及 RT-PCR判断联合培养第 8 代软骨细胞表型的变化 。自然传代的第 6 代

细胞为对照组。【结果】IGF-Ⅰ和 HA联合培养的第 8 代细胞胞浆内含有丰富的粗面内质网和分泌小泡;RT-PCR显示Ⅱ型胶

原 mRNA 表达阳性而Ⅰ型胶原 mRNA 表达阴性;甲苯胺蓝染色显示细胞浆内有大量的紫色异染颗粒;Ⅱ型胶原和 agg recan

免疫组化见 80%～ 92%的细胞染色呈阳性或强阳性 , 平均灰度分别为 85.92 和 116.23 , 均显著低于对照组 ,说明处理组染色

较对照组增强。【结论】IGF-Ⅰ和 HA 联合培养的第 8 代细胞仍能保持透明软骨细胞的表型 ,为体外获得高数量级别的有正

常功能的人关节软骨细胞提供一种新方法。
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The Influence of Insul in-l ike Growth Factor Ⅰ and Hyaluronic Acid on the Phenotype of Human Embryonal

Articular Chondrocytes　HUANG Jian-rong , LIU Shang-li , SONG Wei-dong , LI Wei-ping , ZHENG Zhao-min , SHEN

Hui-yong , HUANGDong-sheng.(Department of Orthopedics , Second Af f iliated Hospital , Sun Y at-sen University , Guangzhou

510120 , China)

Abstract:【Objective】To investigate the biological role of insulin-like grow th facto r Ⅰ (IGF-Ⅰ)and hyaluronic acid(HA)on

human articular chondro cy tes and explore their effects on stabilizing the pheno type of human hyaline chondrocy tes.【Methods】Hu-

man ar ticular chondrocy tes were isolated and cultured in Dulbecco′s modified Eagle′s medium(DMEM).F rom passage 4 , IGF-Ⅰ

and HA were added into the cultured media.The electronic microscopic observ ation , toluidine blue staining , human collagen Ⅱ and

aggrecan immunohistochemistry , reverse transcript polymerase chain reaction(RT-PCR)w as conducted to investigate the phenotype

of passage 8 chondrocytes treated by IGF-Ⅰ and HA.【Results】There w ere massive rough surfaced endoplasmic reticulums and se-

cretory vesicles in cy toplasm by electronic micro scopic observation , collagen Ⅱ mRNA expressed by RT-PCR, metachromia g ranule

by toluidine blue staining , 80%～ 92%positive cell by human collagen Ⅱ and agg recan immunohistochemistry in the passage 8 chon-

drocy tes.I ts gray scale displayed distinctively weaker than the control g roup.I t illustrated that the chondrocy tes in treatment g roup

w ere stained stronger.【Conclusion】chondrocy tes can keep its hyaline chondrocy te pheno type more stable when IGF-Ⅰ and HA are

added to the culture media.It is a new method to get massive hyaline chondrocytes which have normal biological function in vitro .
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　　关节软骨缺损后自身的修复能力有限 ,采用软

骨细胞移植治疗关节软骨缺损是目前研究的热

点[ 1] 。自体软骨细胞与缺损区细胞同源性好 ,植入

体内成软骨能力强 ,是首选的种子细胞 ,但自体关

节软骨细胞来源有限 ,体外多次传代培养容易发生

“去分化”(dedif ferent iation),即向成纤维细胞转化 ,

表达 I 型和 Ⅲ型胶原 ,丧失分泌软骨基质的能力 ,

植入体内后不能形成透明软骨 ,所以难以从少量组

织经体外培养扩增来获得大量有正常功能的软骨

细胞 ,限制了其临床应用[ 2] 。研究显示 ,在软骨损

伤修复过程中 ,胰岛素样生长因子 1(insulin-like

grow th factor Ⅰ , IGF-Ⅰ)起重要的调节作用 。透

明质酸(hyaluronic acid , HA)是软骨基质的主要成

分之一 ,关节腔内注射透明质酸能保护软骨细胞免

受进一步损伤。本实验采用 IGF-Ⅰ与 HA 联合培

养人关节软骨细胞 ,探讨二者对人关节软骨细胞的

生物学影响 ,为临床软骨细胞移植提供依据。
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1　材料与方法

1.1　仪器与试剂

透射电镜(JME-100CXII ,日本), PCR仪(PCR

System-2700 , 新 加坡), 倒 置 显 微 镜 (Nikon

TE300 ,日本),图象分析系统(KONT RON , 德国),

DMEM 培养液(Hyclone 公司 , 美国), 胎牛血清

(Gibco 公司 ,美国), HA(Sigma 公司 ,美国), IGF-

Ⅰ(Sigma公司 ,美国), Ⅱ型胶原酶(Sigma公司 ,美

国), TRIzol和 THERMOSCRIPT RT-PCR试剂盒

(Gibco 公司 ,美国),鼠抗人 Ⅱ型胶原一抗 、鼠抗人

aggreacan一抗 、羊抗鼠 IgG(Lab vision公司 ,美国)。

1.2　人关节软骨细胞的分离与培养

人关节软骨取自因健康原因需终止妊娠的 4

～ 6月龄水囊引产的胚胎 ,用解剖刀将之切成约 1

mm
3
大小的碎块 ,以磷酸盐缓冲液(PBS ,含青霉素

0.2×106 U/L ,链霉素 200 mg/ L)冲洗两遍 ,去除

残余血迹 ,然后分别采用 2.5 g/ L 的胰蛋白酶 、2.0

g/L 的 Ⅱ型胶原酶分阶段消化 ,获得高成活率 、成

分均一的关节软骨细胞 ,接种于 DMEM 培养基中 ,

内含体积分数 10%的胎牛血清 、青霉素 0.1×10
6

U/L 、链霉素 100 mg/L ,于 37 ℃,体积分数 5%的

CO2 ,饱和湿度的孵箱培养 , 待细胞贴壁后隔天换

液。当软骨细胞铺满瓶底后 ,用PBS冲洗 ,2.5 g/L

的胰蛋白酶消化 ,离心收集细胞用以传代 。细胞传

至第 4代后 ,在培养液中分别加入 IGF-Ⅰ和 HA ,

终质量浓度分别为 50 μg/L , 100 mg/ L。收集第 8

代细胞用于生物学特性的检测(处理组)。自然传

代的第 6代细胞为对照组 。

1.3　电镜检查

分别收集处理组和对照组软骨细胞各 2×106

个于 Eppendorf 管中 ,离心去上清 , 30 g/L 的戊二

醛固定 , PBS 冲洗 ,脱水 ,环氧树脂包埋后 ,切片送

电镜检查 。

1.4　细胞甲苯胺蓝染色

将处理组与对照组细胞以 0.2×106 个/mL 接

种于预置有盖玻片的六孔板中 ,待细胞 80%融合

后 ,取出玻片 ,用预冷的丙酮固定细胞 15 min ,细胞

爬片置于 10 g/ L 的甲苯胺蓝染液中染色过夜 ,体

积分数 95%酒精分色后 ,烘干封片。

1.5　Aggrecan与 Ⅱ型胶原免疫组化

每组 40块细胞爬片用预冷的丙酮固定 15 min

后 ,PBS 冲洗 ,用体积分数 0.3%的过氧化氢甲醇

溶液室温处理 15 min ,以阻断内源性过氧化酶。再

用小牛血清室温下阻断 5 min ,分别滴加鼠抗人 Ⅱ

型胶原一抗和鼠抗人 agg recan一抗 , 4 ℃湿盒中孵

育过夜 ,然后分别用生物素标记的羊抗鼠 IgG和链

霉素过氧化物酶室温下孵育 10 min ,DAB显色 ,苏

木素复染细胞核后 ,常规脱水 、封片。以原代人关

节软骨细胞为阳性对照 ,以 PBS 代替一抗为阴性

对照 。

1.6　Ⅰ 、Ⅱ型胶原 RT-PCR

用 T RIZOL 试剂分别提取两组细胞的总

RNA ,RT-PCR试剂盒检测两组细胞中 Ⅰ 、Ⅱ型前

胶原 mRNA表达情况 ,纤维软骨细胞和原代透明

软骨细胞分别作为 Ⅰ型前胶原和 Ⅱ型前胶原表达

的阳性对照 ,以 β-actin 表达量作为内参照 。 Ⅰ型

前胶原 mRNA 上游引物为:5′-CCA CCA ATC

ACC TGC GTA CAG AAC-3′;下游引物为:5′-GGC

ACG GAA ATT CCT CCG GTT GAT-3′,片段长度

为 426 个碱基 。 Ⅱ型前胶原上游引物为 5′-CCA

GGT CAA GAT GGT C-3′;下游引物为 5′-CTT

CAG CAC CTG TCT CAC CA-3′,片断长度为 377

个碱基。

1.7　计算机图象分析和统计方法

Ⅱ型胶原和 aggrecan 免疫组化切片经显微成

像后 ,用 Nikon FDX-35摄像系统将图象直接输入

计算机 , IBAS 2.5 图象处理软件分析后得到各组

细胞染色的灰度值 ,数据以  x ±s表示。采用 SPSS

10.0版统计软件进行数据处理 ,先对各组总体方

差进行齐性检验 ,然后用单因素方差分析确定 3组

均数间是否有差异 ,当总的比较差异有统计意义后

再进行均数间的两两比较(q 检验),比较不同组别

的灰度差异。

2　结　果

2.1　倒置显微镜观察

IGF-Ⅰ和 HA联合培养第 8代软骨细胞仍然

保持原代软骨细胞的形态特点:细胞呈短梭形或多

角形 ,细胞突起短 ,体积小 ,细胞贴壁快 , 12 h 内全

部贴壁 ,分裂增殖明显。自然传代第 6代软骨细胞

向成纤维细胞形态转化 ,细胞体积增大 ,突起多而

长 ,突起之间互相融合交织成纤维网状 ,细胞增殖

变慢 。

2.2　电镜观察

电镜下可见处理组软骨细胞呈圆形或椭圆形 ,
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内有大量粗面内质网及分泌小泡 ,细胞表面出现大

量的丝状突起 ,多而密 ,其周围可见有较多的分泌

颗粒 。对照组第 6代细胞呈长梭形或不规则形态 ,

粗面内质网及分泌小泡明显减少 ,细胞表面未见明

显的丝状突起 ,细胞周围分泌颗粒减少(图 1 ,2)。

图 1　用 IGF-Ⅰ和 HA联合培养的第 8 代软骨细胞

Fig.1　The passage 8 chondrocytes under electron telescopy which

were cultured by hIGF-Ⅰ and HA(×13 000)

图 2　电镜下常规培养的第 6代人软骨细胞

Fig.2　The passage 6 chondrocytes by ordinary culture

under electron telescopy(×13 000)

2.3　软骨细胞表型鉴定

甲苯胺蓝染色 、Ⅱ型胶原及 ag reacan 免疫组

化:甲苯胺蓝染色见处理组软骨细胞内有大量紫蓝

色异染颗粒 ,细胞周围也有少量异染颗粒出现 ,而

对照组细胞异染颗粒明显减少(图 3)。Ⅱ型胶原

免疫组化示处理组 92%的细胞呈阳性或强阳性。

细胞核周围可见大量黄褐色或棕黄色颗粒(图 4)。

Aggreacan免疫组化也可见处理组阳性细胞较对照

组明显增多。二者的灰度对比见表 1 。

2.4　RT-PCR

IGF-Ⅰ和 HA联合培养组软骨细胞至第 8 代

未出现明显 I 型前胶原 mRNA 扩增带 ,而对照组

第6代细胞则出现了 I型前胶原mRNA的表达 ,说

明自然扩增第 6 代细胞发生了细胞表型的改变。

处理组第 8代细胞仍有 Ⅱ型前胶原 mRNA的特异

扩增带;对照组第 6 代细胞未见明显 Ⅱ型前胶原

mRNA 的表达 ,说明处理组软骨细胞仍然具有分泌

软骨基质的能力(图 5 ,6)。

表 1　软骨细胞爬片Ⅱ型胶原和 agg recan 免疫组化的灰度值

Table 1　The grey scale of different chondrocytes stained by SABC

Groups 1) n

Immunohisto-
chemistry of

collagen Ⅱ 2)

Immunohisto-
chemistry of

aggrecan 3)

Control Ⅰ 20 　 77.85±10.38 107.29±11.64

Control Ⅱ 20 105.12±12.2 4) 135.68±10.65 2)

T reatment 20 85.92±9.71 5), 6) 116.23±16.69 5), 6)

　　1)Group cont rol Ⅰ :2th generation chondrocytes by ordinary

culture;con trol Ⅱ:6th generat ion chondrocytes by ordinary culture;

treatment:8th generation chondrocytes by IGF-Ⅰ and HA;2)com-

paring the means of 3 groups on immunohisto-chemist ry of collagen

type Ⅱ, F =33.4 , P <0.01;3)comparing the means of 3 groups

on immunohisto-chemist ry of aggrecan , F =19.5 , P <0.01;4)

compared w ith cont rol Ⅰ , q 1=11.14 , q 2 =9.09 , P <0.01;5)

compared w ith cont rol Ⅰ , q1=2.81 , q2=2.73 , P >0.05;6)com-

pared wi th control Ⅱ , q 1 = 8.07 , q2 = 5.08 , P < 0.01. q1:

mmunohisto-chemistry of collagen Ⅱ;q2:immunohisto-chemist ry of

agg recan

图 5　Ⅱ型胶原 RT-PCR产物电泳

Fig.5　PCR amplification of collagen type Ⅱ in 15 g/L

agarose gel electrophoresis

M 1:DNA molecular size marker;Lane 1:positive cont rol wi th

MS2 viral RNA(1 011 bp);Lane 2～ 3:the passage 6 chondrocyte by

ordinary culture;Lane 4 ～ 5:chondrocytes cultu red by IGF-Ⅰ and

HA;Lane 6:the primary chondrocyte;M 2:DNA molecular size

marker.Upper bands(377 bp):collagen type Ⅱ;Low er bands(595

bp):β-actin

3　讨　论

软骨细胞有丝分裂活动极低 ,所以软骨缺损

后 ,自身没有修复的能力 。治疗软骨缺损的传统方

法包括软骨下骨钻孔术(subchondral drilling),打磨

术(abrasion)及微骨折法(microf racture)等。其目

的是促进具有成软骨潜能的骨髓基质干细胞参与

修复 ,但修复组织是由成纤维细胞 、软骨细胞和无

序排列的细胞外基质共同组成的纤维软骨[ 3] 。骨

膜或软骨膜含有成软骨潜能的基质干细胞 ,采用骨

膜或软骨膜移植能够在移植处产生透明样软骨 ,但
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图 6　Ⅰ型胶原 RT-PCR产物电泳

Fig.6　PCR amplification of collagen type Ⅰ in 15 g/L

agarose gel electrophoresis

M 1:DNA molecular size marker;Lane 1:positive cont rol wi th

MS2 viral RNA(1 011 bp);Lane 2～ 3:positive cont rol w ith f ibrob-

last;Lane 4～ 5:the passage 6 chondrocyte by ordinary culture;Lane

6 ～ 7:chondrocytes cultured by IGF-Ⅰ and HA;M 2:DNA molecular

size marker.Upper bands(426 bp):collagen type I;Low er bands

(595 bp):β-act in

随访发现治疗后两年移植物已经骨化 ,或者缺损区

出现软骨内成骨 。活检证实骨膜移植后新生物有

Ⅰ 、Ⅹ型胶原沉积和软骨内骨形成[ 4] 。软骨细胞移

植和软骨组织工程是治疗软骨缺损最理想的途径。

二者共同的难题是难以通过体外扩增获得表型稳

定的 、大量的软骨细胞[ 5] 。因此怎样保持体外培养

软骨细胞表型的稳定是目前研究的热点 。

透明软骨细胞和成纤维细胞在结构和功能上

都存在明显的区别:透明软骨细胞分泌功能旺盛 ,

主要分泌 Ⅱ型胶原 、agg recan 等特异性细胞外基

质;成纤维细胞分泌功能不旺盛 ,以分泌 I 型胶原

为主 。关节软骨细胞体外单层培养过程中 ,容易发

生表型改变 , 向成纤维细胞分化[ 6] 。本文结果显

示:体外培养的软骨细胞自然传代到第 6 代后 ,已

出现细胞结构的改变 ,粗面内质网和分泌小泡明显

减少;甲苯胺蓝染色 、Ⅱ型胶原及 agg recan 免疫组

化结果均显示细胞分泌特异性细胞外基质如 Ⅱ型

胶原和 agg recan的能力降低;RT-PCR结果显示 ,

细胞以分泌 Ⅰ型胶原为主。说明细胞表型已发生

改变 。应用 IGF-Ⅰ和HA联合培养后 ,从不同角度

都证实至第 8代细胞 ,透明软骨的表型仍得到较好

的维持。

体外培养软骨细胞容易发生细胞表型的改变 ,

可能由于在体外培养过程中 ,失去了体内正常的生

理环境 ,细胞相互之间缺乏必要的信号传导。研究

显示 ,生长因子在软骨细胞信号传导通路中起重要

作用 ,从而参与软骨细胞生长发育的调控 。 IGF-Ⅰ

是第一个被确认对关节软骨细胞具有自分泌调节

作用的生长因子[ 7] 。 IGF 在关节软骨中的作用有:

刺激细胞分裂增殖 ,在生长发育期间 ,刺激关节表

面的有控增大;促进蛋白聚糖合成 ,阻止基质金属

蛋白酶(MMPs)的表达以减慢蛋白聚糖的降解;刺

激Ⅱ型胶原蛋白的合成 ,表明 IGF-Ⅰ是维持软骨

细胞表型重要的因素。但 IGF-Ⅰ半衰期短 ,容易

降解 ,因此其作用受到限制[ 8] 。透明质酸是由 β-

葡萄糖醛酸和 2-乙酰氨基-2去氧-β-D 葡萄糖以糖

苷键形成的直链高分子聚合体 。HA 本身带负电

荷 ,有较强的亲水性和高粘附性 ,与软骨细胞之间

有较强的亲和力[ 9] 。HA 是软骨细胞外基质的主

要成分 ,具有软骨诱导功能 。HA 能为关节软骨细

胞提供营养 ,参与蛋白多糖聚合物的合成 ,通过糖

蛋白潴留在软骨细胞表面而起关节结构重建作用。

HA还能促进表层关节的增生 ,维持未钙化软骨的

厚度 ,对刚发生退行性变的关节软骨在一定程度上

具有促进其修复的作用[ 10] 。HA 和软骨细胞之间

的作用方式:其一是通过细胞表面的受体产生作用

(CD44是公认的 HA 受体),其二是 HA 与细胞表

面的疏水蛋白以共价键结合而发挥作用 。 IGF-Ⅰ

和HA联合培养软骨细胞有以下优点:①能提供给

软骨细胞与体内相似的生存环境;②有利于细胞与

细胞之间 、细胞与基质之间的信号传导;③HA 可

能充当 IGF-Ⅰ的载体 ,使 IGF-Ⅰ缓慢释放 ,减慢

IGF-Ⅰ的降解 ,有利于 IGF-Ⅰ发挥作用。除了在

保持软骨细胞表型方面二者存在较好的协同作用

以外 ,在促软骨细胞增殖方面 , IGF-Ⅰ和透明质酸

也存在较明显的协同作用(另文发表),二者协同作

用的机制还有待于进一步的研究。

IGF-Ⅰ和 HA联合体外培养人关节软骨细胞 ,

有助于保持透明软骨细胞表型的稳定 ,促进细胞的

增殖 ,为体外获得高密度而且具有正常功能的自体

软骨细胞提供了一种新方法 ,并为自体软骨细胞移

植或软骨组织工程的研究提供实验依据 。
(本文图 3 , 4 见插页 2.Fig.3 , 4 show n in back coloured

page 2)
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μmol/L)仅抑制肝癌细胞的增殖 ,而未进入实质凋

亡 ,高浓度才诱导肝癌细胞凋亡[ 5] 。根据抗癌药物

的敏感标准 ,药物的敏感性仅与凋亡发生率有关 ,

肿瘤细胞的凋亡阈值与化疗效果有着某种内在联

系[ 6] ,本实验中肝癌细胞对 As2O3 的敏感剂量(凋

亡阈值)是 5.0 μmol/L , 按公式:药物质量浓度

(μg/mL)=[(药物 mg ×体表面积)/体质量] ×

(100/60),临床用药的敏感剂量应是 20 mg/m2 ,显

然剂量偏大 。细胞分化剂是从健康人尿中分离提

纯的一组天然活性成分的非细胞毒抗肿瘤生物制

剂 ,其药靶是癌细胞的异常甲基转移复合酶 ,作为

甲基转移酶抑制剂能有效改善 DNA甲基化低水平

的状态[ 7] 。Shen等[ 8]在研究人肝癌时 DNA 甲基

化水平与临床病理指标的关系指出 , N-ras在肝癌

的表达阳性率高达 61%,而其甲基化降低 ,癌基因

的甲基化水平乃至整个 DNA 甲基化水平的低下在

肝癌中发挥了重要作用 ,甲基化水平越低 ,其肿瘤

渗透及转移的能力越强 。经美国 CMB 基金(95-

583)、国家自然科学基金(93670701)和国家“九五”

攻关基金(96-906-01-15)资助项目的研究提示

CDA-Ⅱ有明显抑制裸鼠人肝癌切除后的切缘复发

和肝内外转移 ,对原癌基因 c-myc 、N-ras 、c-jun 、c-

fos及 mmp-9基因的表达有明显的下调作用[ 9 ,10] 。

提示 CDA-Ⅱ的作用机理可能是下调 N-ras等原癌

基因的表达 ,改善 DNA甲基化水平。徐建业等
[ 2]

发现低浓度 CDA-Ⅱ能够明显逆转 KBV200(耐药

株)癌细胞的耐药性 ,与 VCR(长春新碱)合用可增

加 VCR诱导 KBV200细胞凋亡 。本实验结果可以

观测到 CDA-Ⅱ对肝癌细胞的直接凋亡效应并不明

显 ,但能增强 As2O3 诱发的细胞凋亡 ,细胞周期分

析发现低浓度的 CDA-Ⅱ使肝癌细胞滞留于 G2 或

S 期的数目增多 。此时只需增加小剂量的诱导凋

亡剂三氧化二砷便能极大地促进细胞凋亡的发生 ,

说明 CDA-Ⅱ可能降低了肝癌细胞的凋亡阈值 ,增

加肝癌细胞对 As2O3 敏感性。本实验 As2O3 合用

CDA-Ⅱ后凋亡阈值较单用时的 5.0 μmol/L 降低

至 1.0μmol/L 。临床用药As2O3只需 4 mg/m2 ,结

果有助于临床选择低剂量的 As2O3 并协同用 CDA-

Ⅱ ,以减少 As2O3对肝脏的毒副作用 ,提高疗效。
(本文图 1 见插页 2.Fig.1 shown in back coloured page

2)
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