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下颌骨髁突软骨细胞传代过程中生物学特性变化

焦岩涛　王大章　韩文利　胡　静

摘要　目的: 观察体外培养及传代对人髁突软骨细胞生物学特性的影响。方法: 采用体外细胞培养、免疫生化及分

子生物学方法观察传代过程中人髁突软骨细胞形态、Ê 型胶原及蛋白多糖合成及É、Ê、Ë 型前胶原的mRNA 水

平变化。结果:传代过程中人髁突软骨细胞Ê型胶原合成及其mRNA 水平逐渐降低,至第7代已基本丧失。而É、Ë

型胶原的mRNA 水平随传代逐渐升高,同时伴有细胞蛋白多糖合成的减少,细胞壁形态由圆形或多角形转变为长

梭形占优势。结论: 体外培养及反复传代可影响软骨细胞的表型特征。髁突软骨细胞的反分化标准应从胶原、蛋白

多糖合成及细胞形态等方面综合评价。

关键词　髁状突　软骨细胞　培养　表型

　　软骨细胞的分化状态直接影响着软骨的生物

学性能,软骨细胞分化异常是常见关节疾患——骨

关节病的一个重要表现。研究体外环境中细胞分化

状态的变化,可为寻找骨关节病有效防治手段及建

立性状稳定的软骨细胞库奠定基础。以往研究 1 多

为大关节软骨细胞。本研究采用形态学、生物化学

及分子生物学方法对体外培养人髁突软骨细胞在

传代过程中的生物学行为变化进行了观察。

1　材料和方法

111　材料和试剂

Ê 型胶原酶 (Sigm a, U SA ) , DM EM 培养基 (Gibco,

U SA ) ,小牛血清 (华西医科大学分子生物学实验室) , Ê 型

胶原单克隆抗体 (O ncogene R esearch P roducts, U SA ) , 含

É、Ê型胶原 cDNA 片段质粒 (北京医科大学运动医学研究

所曲绵域教授惠赠) ,含Ë 型胶原及 Β2A ctin cDNA 片段的

质粒 (华西医科大学章锦才教授惠赠) ,细胞总RNA 分离纯

化试剂盒及低熔点琼脂糖 (Gene Co L td, U SA ) , 限制性内

切酶 EcoR I, H ind Ë (Gibco, U SA ) , 地高辛标记检测试剂

盒及尼龙膜 (Boeh ringer M annheim , Germ any) ,其它试剂均

为国产分析纯。

112　髁突软骨细胞的分离、培养、传代

参照文献 2 方法,下颌骨髁突软骨取自因健康原因需

终止妊娠的4～ 6月水囊引产人胚胎,经机械分离及胰蛋白

酶、胶原酶消化,获得高成活率、均一的软骨细胞。接种于含

10%小牛血清的DM EM 培养基 (青霉素100 uöm l, 链霉素

100 Λgöm l, 抗坏血酸50 Λgöm l) , 于 CO 2孵箱内, 37℃, 5%

CO 2饱和湿度下培养。待细胞长满汇合成单层后开始传代,

本实验传代7次。

113　髁突软骨细胞形态学观察

在原代及传代培养过程中定期进行相差显微镜观察及

摄影。

114　生长曲线绘制

将不同传代髁突软骨细胞按2×104ö孔接种于24孔板。

从接种后第1天起,随机取孔,以0125%胰蛋白酶消化后记

数,取均数描记生长曲线。

115　甲苯胺蓝染色

培养软骨细胞甲苯胺蓝染色参照 T ak igaw a 等人3 的

方法。

116　培养软骨细胞合成Ê型胶原的免疫检测

取不同传代软骨细胞1瓶 (25 m l培养瓶)。用0125%胰

蛋白酶消化获得细胞,用 PBS洗涤两次,离心弃上清,加入

1× SD S 样品缓冲液 ( 50 mmolöL T ris. cl pH 618, 100

mmolöL二硫苏糖醇, 2% SD S, 10%甘油)充分混匀, 置100

℃煮沸10 m in,移入冰浴,离心取上清, 220 ℃保存备用。

分别取各传代细胞提取物4 Λl点样于硝酸纤维素膜

上, 平行点样不同稀释浓度的成骨细胞 (M c23T 3E1)提取

物, 室温干燥后装入塑料袋, 加入5 m l封闭液 (5%脱脂奶

粉, 0102%叠氮钠, 0105%吐温220的 PBS) ,封袋, 4 ℃过夜。

PBS 洗膜后, 将膜封于含Ê 型胶原单克隆抗体的 (1÷ 20稀

释)封闭剂, 4 ℃振荡下孵育2 h。再次洗膜后,将膜封于含辣

根过氧化物酶标记羊抗小鼠 IgG的封闭液中。封袋后,室温

振荡孵育2 h。室温洗膜10 m in。最后将膜置于显色液 (42氯
奈酚10 m g,甲醇3 m l, 10 mmolöL pH 716 T ris1cl 17m l, 3%

双氧水15 Λl)显色30 m in,照相记录。
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1. 7　培养软骨细胞 p ro Α1 (É )、Α1 (Ê )、Α1 (Ë )基因表达的

检测

含É、Ê、Ë 型胶原 cDNA 片段重组质粒经转化、鉴定

后,大量扩增,经碱裂解法抽提,限制性酶切消化后低熔点

琼脂糖凝胶电泳回收特定 cDNA 片段。探针标记按地高辛

标记试剂盒说明进行。取不同传代次数的髁突软骨细胞

(2×106) ,提取细胞总RNA。取各样品总RNA 2 Λg,与等体

积 RNA 稀释液 (20×SSC, 37%甲醛, 体积比3÷ 2) , 68℃变

性15 m in。将样品点样于预先用10×SSC 浸泡10 m in 尼龙

膜, 80℃烤膜2 h。分别与地高辛标记的É、Ê、Ë 型胶原的

cDNA 探针进行预杂交、杂交、显色及灰度扫描。

2　结　　果

211　传代软骨细胞形态及生长变化

在传代过程中软骨细胞形态改变显著,原代细

胞多数为圆形或多角形 (图1) ,自第3代开始出现长

梭形细胞,到第6代以后长梭形的成纤维细胞样细

胞可占90%以上。细胞重叠生长,呈漩涡状,长满单

层时细胞数大于原代培养的细胞 (图2)。传代软骨

细胞生长速度较原代快,细胞倍增时间缩短,通常

长满单层的时间为4～ 6 d (图3)。

图3　不同代的人髁突软骨细胞生长曲线

212　传代细胞Ê型胶原及蛋白多糖的合成
随传代次数增加, Ê 型胶原合成逐渐减少。至
第7代免疫印迹方法已不能检测出细胞裂解液中Ê
型胶原 (图4)。甲苯胺蓝染色原代细胞着色深,传代

后的细胞染色逐渐变浅,说明软骨细胞合成硫酸软

骨素蛋白多糖有减少趋势。

213　传代软骨细胞É、Ê、Ë 型胶原mRNA 水平

的变化

采用斑点杂交的方法,检测了不同传代细胞总

RNA 中 p ro Α1 (É )、Α1 (Ê )、Α1 (Ë )的相对水平。结

果表明: p ro Α1 (Ê ) mRNA 水平随传代逐渐降低,

第7代软骨细胞几乎不能表达 p ro Α1 (Ê )。与之相反

p ro Α1 (É )、Α1 (Ë )随传代次数增加均有显著增加

(图 5, 6)。

图5　传代过程中软骨细胞胶原基因表达的变化

3　讨　　论

软骨来源于未分化的间充质细胞,胚胎时期间

充质的中胚层及神经嵴均具有向软骨细胞分化的

能力,但只有在特定的条件下,这些细胞才能向软

骨细胞分化。目前软骨的分化诱导机制尚不清楚。

本研究结果显示出在反复传代过程中髁突软骨细

胞由多角形占多数转变为长梭形细胞占优势。并且

细胞合成特异性Ê 型胶原及蛋白多糖的功能逐渐
降低, É、Ë型胶原的表达逐渐升高。形态改变的软
骨细胞伴有其表型特征的丧失,这个转化过程与大

关节软骨细胞反分化现象是一致的 4 。

反分化是体外培养软骨细胞发生的一种表型

特征的丧失。其发生机理及影响因素目前尚不清

楚,但研究显示可能与培养环境的变化及传代次数

有关 5 。通常认为只有圆形及多角形的软骨细胞可

表达分化的软骨细胞表型,体外反复传代过程中细

胞形态发生变化,形状类似于成纤维细胞。这可能

因为体外贴壁培养软骨细胞的细胞骨架发生改变,

而这种变化可传递到细胞核基质,导致染色质结构

的改变,从而影响相应基因的转录 6 。近来研究表

明,许多因素可以调节体外培养软骨细胞的表型特

征, 如改进培养方法, 悬浮或半固体琼脂培养方

法 7 ,加入某些因子如BM P2、IGF2É等均能够达到
稳定软骨细胞表型、促进其分化的作用。

髁突软骨有别于其它关节透明软骨,研究表明

髁突软骨细胞能够同时表达É型及Ê型胶原。而透
明软骨细胞只合成Ê型胶原。因而不能单以出现É
型胶原的合成作为软骨细胞反分化的标准。应结合

Ê型胶原、蛋白多糖合成及细胞形态变化作综合评
价 8 。

在骨关节病及软骨损伤异常修复中也可伴有

软骨细胞合成胶原类型的改变,并失去合成蛋白多

糖基质的功能。因反分化的软骨细胞与之相似,因
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而可作为骨关节病的体外研究模型,用作探索骨关

节病的发病机制,并寻找预防和控制软骨细胞反分

化的措施,以治疗骨关节病 9 。

(本文图1、2、4、6见中心插页15)　　
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Phenotyp ic Changes of M andibular Condylar

Cartilage Cel ls D ur ing Subculture
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 demonstrate the pheno typ ic changes of m andibular condylar cartilage (M CC) cells during subculture in vitro.

M ethods: M CC cells w ere harvested from hum an fetus by digestion of co llagenase and cultured in DM EM supp lem en ted w ith

10% new born calf serum , then they w ere passaged w hen reached confluence. M orpho logical changesw ere observed under phase2

con trast m icroscope. T ype Ê co llagen, p ro teoglycan syn thesis and type É , Ê and Ë p roco llagen mRNA levelsw ere also studied

in serial mono layer cultures. Results: D uring subculture, type Ê co llagen and p ro teoglycan syn thesis w ere decreased, being

accompan ied by a low er type Ê co llagen mRNA level. In con trast, type É and Ë p roco llagen mRNA levels w ere elevated

p rogressively. T he morpho logy of po lygonal2shaped chondrocytes w as lo st to the bipo lar fibroblastic cells. Conclusion: Passage

and culture can affect the pheno typ ic p roperty of M CC cells.

Key words:　m andibular condyle　　cartilage　　cell culture　　 pheno type
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