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 摘要! � 目的 � 了解胰岛素样生长因子� ( IGF�� )对培养关节软骨细胞增殖及代谢的影响。方法

体外单层培养兔关节软骨细胞, 实验组以10, 100, 200ng/ ml IGF��作用细胞 2、4、6天, 对照组不加 IGF�

�作用培养细胞。检测细胞 DNA 及基质中糖醛酸含量。用流式细胞仪分析在 100ng/ ml IGF��作用下
细胞周期亚时相。结果 � IGF��在 10~ 100ng/ ml浓度范围内 ,对培养软骨细胞增殖和代谢有促进作

用,以 100ng/ ml浓度作用效果最佳。细胞周期分析,实验组 DNA 合成前期( G1 期)较对照组缩短。结

论 � IGF��促进软骨细胞的增殖与代谢,且通过缩短细胞 G1 期而缩短细胞周期。
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 Abstract! � Objective� To investig ate the effect of insulin like growth factor � ( IGF�� ) on prolifera�

tion and metabolism of cultured ar ticular chondrocytes. Methods � The monolayer chondro cytes obtained fr om

rabbit w ere cultured. The exper imental group was treated w ith IGF�� at doses ranging from 10, 100, 200ng/

ml at 2, 4, and 6 days while the control group was cultur ed w ithout IGF�� . The cell DNA content and matri�
cal glucuronic acid were maesured. The cell cycle of chondrocytes treaed w ith IGF�� at 100ng/ ml was deter�

mined by flow cytometer .Results � IGF�� stimulated proliferation and metabolism of chondrocytes at doses

r anging from 10 to 100ng/ ml. Max imal effect of stimulation occurred at 100ng / ml after tr eatment. The time

of DNA synthesis( G1) was shorter in experimental group than in control g roup.Conclusion � IGF�� st imu�
lated proliferation and metabolism o f chondrocy tes and shortened the time needed for G1 phase.
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� � 本实验运用 IGF��作用于体外单层培养兔关节软骨细
胞,探讨其对软骨细胞的作用机制, 为组织工程修复软骨缺损

提供理论依据。

1 � 材料和方法

1. 1 � 软骨细胞培养 � 无菌切取 4 周龄新西兰白兔关节软骨,

放入盛有 DMEM 培养液的培养皿中, 剪成 0�5mm ∀ 0. 5mm

∀ 0. 5mm 的碎块, 移入 25ml培养瓶中。用培养液洗软骨块

两次,加入 0�1% #型胶原酶 2ml消化 20 分钟,吹打后弃去,

重复一次。加入 0�1% #型胶原酶 5ml, 在孵箱内消化 6~ 8

小时, 观察大部分软骨块被消化后, 收集消化液, 1000 转/分

离心 3分钟使细胞沉淀, 用培养液洗两次。细胞记数后移入

25ml培养瓶中,每瓶接种细胞密度为 2 ∀ 104, 加入含胎牛血

清( FBS)的 DMEM 培养液, 于 37∃ , 饱和湿度, 5% CO 2 孵箱

中培养,每 2 天换培养液一次。原代细胞贴壁并融合成单层

后,传代培养。

1. 2 � 软骨细胞 DNA及糖醛酸含量测定 � 取生长良好的第 3

代软骨细胞,按 2 ∀ 104 /瓶接种到 50ml培养瓶中,各瓶细胞随

机分为 4 组,每组 4 瓶。对照组及加因子前对照组不加因子,

其它各实验组于 24 小时后加入 IGF�� , 使其最终浓度分别

为 10, 100, 200ng/ ml。分别作用 2, 4, 6 天。每 2 天换培养液

一次, 并相应添加 IGF��。终止培养时收获细胞, 以二苯胺

显色法[ 1]测定细胞 DNA 含量。收集细胞周围基质 , 用咔唑

硫酸法[ 1]测定基质中糖醛酸水平。检测数据用  x % s 表示,

作组间 t 检验。

1. 3 � 软骨细胞周期测定 � 取生长良好的第 3 代软骨细胞, 按

5 ∀ 105 /瓶接种于 50ml培养瓶中。培养 24 小时后,实验组加

入浓度为 100ng / ml的 IGF�� ,培养 72 小时后收获细胞。制

备样本, 用流式细胞仪检测[ 1]细胞 G1、S、G2M 时相所占百分

比, 按宋平根等[ 2]方法, 计算出软骨细胞 G1、S、G2M 期所占时

间。

2 � 结果

2. 1 � 软骨细胞 DNA 含量的变化 � 实验前各瓶细胞 DNA 含

量为 7�6 % 1. 28�g /瓶, 随着培养时间延长,实验组 DNA 含量

均高于对照组, 差异显著 ( P < 0� 01 ) , 且以 IGF�� 浓度为
100ng/ ml作用 4 天效果最佳。各组 DNA 含量及统计分析见

表 1,动态变化见图 1。

2. 2� 软骨细胞基质代谢的变化 � 细胞培养 24 小时, 糖醛酸

含量为 39. 6% 1. 85�g/瓶,随着培养时间延长, 其基质中糖醛
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表 1� 培养软骨细胞 DNA含量( x % s , �g/瓶)

组别
IGF��

( ng/ ml)
n 2d 4d 6d

对照组 0 4 40. 3 % 3. 14 49. 3 % 3. 82 51. 9 % 4. 08

实验组 10 4 56. 7 % 3. 46* 79. 1 % 5. 12* 75. 9 % 3. 10*

100 4 77. 8 % 2. 14* 90. 7 % 3. 79* 86. 3 % 2. 65*

200 4 78. 1 % 3. 61* 88. 5 % 2. 79* 85. 6 % 3. 16*

� � 注 � 实验组与对照组比较, * P< 0�01

酸含量明显增加, 4 天后趋于稳定, 实验组糖醛酸含量均高于

对照组( P < 0�01) , 差异显著。各组糖醛酸含量及统计分析

见表 2, 动态变化见图 2。

表 2 � 培养软骨细胞基质糖醛酸含量(  x % s, �g /瓶)

组别
IGF��

( ng/ ml)
n 2d 4d 6d

对照组 0 4 98. 1 % 2. 09 � 124. 45 % 6. 60 � 81. 78 % 4. 70

实验组 10 4 154. 6 % 5. 19* 181. 8 % 4. 67* 155. 2 % 12. 98*

100 4 157. 8 % 5. 78* 236. 6 % 6. 78* 189. 9 % 9. 50*

200 4 158. 9 % 5. 16* 233. 7 % 5. 33* 187. 2 % 7. 66*

� � 注 � 实验组与对照组比较, * P< 0�01

2. 3 � 软骨细胞周期分析 � 实验组在 100ng / ml IGF�� 作用

下,细胞周期的 G 1期较对照组大幅度缩短, 其他两期时间无明

显改变。培养软骨细胞各亚期细胞比例及各亚期时间见表 3。

表 3 � 软骨细胞各亚期细胞比例(%)及各亚期时间( h)

组别 G1 S G2M

对照组 68. 6( 36. 02) 22. 8( 15. 28) 8. 6( 4. 70)

实验组 60. 5( 20. 65) 26. 6( 12. 28) 12. 9( 7. 07)

� � 注 � 以上数据分别表示亚期细胞比例(亚期时间)

3 � 讨论

正常关节软骨细胞在体外培养过程中逐渐发生反分化,

软骨细胞从形态和机能上逐渐丧失原有细胞特征而向其幼稚

方向发展[ 3]。于长隆等[ 4]证明, 三代以内的培养软骨细胞,

细胞形态大多保持多角形或圆形,具有分泌蛋白多糖( PG)和

#型胶原的能力。四代之后,甲苯胺蓝异染转阴, 细胞已不能

合成 PG。且由于软骨细胞在反分化过程中, 合成 PG 能力丧

失与胶原类型转变是保持一致的[ 3] ,间接说明胶原合成类型

已不是#型。因此, 研究软骨细胞生长、代谢时, 应用四代以

前的细胞。本实验选择第三代软骨细胞,这是一种处于∋ 临界
状态(的反分化软骨细胞。首先, 它作为实验模型不违反原

则。其次, 如果在培养过程中使用抑制软骨细胞反分化因素,

例如用外源性生长因子干预, 如果软骨细胞再次获得旺盛的

增殖能力, 且分泌大量基质,表明在外源性因素作用下,细胞

由幼稚走向成熟, 符合我们的实验设计。

研究表明: IGF��可促进软骨细胞 DNA 合成、细胞分化

增殖和提高细胞成熟度[ 5]。IGF��对软骨基质形成和稳定起

关键作用, 可刺激软骨基质合成,抑制软骨细胞介导的基质分

解[ 6]。表 1说明在一定浓度范围内, IGF��对软骨细胞增殖

有促进作用, 实验组 DNA 含量均高于对照组, 且以 IGF��浓
度为 100ng/ ml作用效果最佳。糖醛酸是 PG 的重要组成部

分, 又是重要的分解代谢产物。本实验检测糖醛酸含量间接

反映基质中 PG 的含量。表 2 说明随着软骨细胞增殖, 基质

中糖醛酸含量明显增加 , 4 天后趋于稳定,实验组糖醛酸含量

均高于对照组。我们发现在体外培养状态下, 一定浓度范围

的 IGF��对软骨细胞增殖和代谢有促进作用, 表现出剂量 )
时间依赖效应, 但当浓度超过一定数值, DNA 及糖醛酸含量

不能同步增加, 显示出一定的耐受性。这可以从生长因子的

作用机制得以解释, 生长因子通过与细胞膜上相应受体结合

而发挥作用。受体数目多少及功能直接影响因子的效应。选

用对软骨细胞作用效果最佳因子浓度,分析细胞周期的改变,

我们发现 IGF�� 能大幅度缩短 G1 期时间, 对其他两期的时

间无明显影响。推测细胞在 IGF��作用下可能加快了 mR�

NA 转录、蛋白质翻译合成及各种细胞器的组装。

软骨细胞增殖与代谢是由多种生长因子同时参与调节

的。为此, 探讨不同生长因子及其相互协同对软骨细胞增殖、

代谢、分化的影响意义更为重要。今后工作需要解决的问题

是, 通过观察 IGF��、转化生长因子�( TGF��)、碱性成纤维生
长因子( bFGF )、血小板源性生长因子( PDGF )等及其相互协

同作用, 探索促进培养软骨细胞生长和代谢的最适剂量及协

同配方。
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