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黏附因子 N2cadherin 在体外骨髓间质细胞
诱导分化中的表达
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　　摘要　目的 :探讨黏附因子 N2cadherin在骨髓间质细胞诱导分化中的表达及其转化机制。方法 :体

外分离 ,扩增 Wistar大鼠骨髓间质细胞 ,按一定浓度种植于 24孔板内 ,并加入 TGF2β诱导剂 ,于不同时

间点取材固定。用免疫组化方法动态观察 N2cadherin在骨髓间质细胞诱导分化中表达时相。同时加入

抗 N2cadherin抗体干扰细胞聚集。结果 :N2cadherin主要表达于加入诱导剂后 24 h ,之后呈下调控趋势 ,

并呈现时间依赖性。加入抗体后可明显干扰细胞聚集 ,当浓度为 300μl/孔时 ,未见细胞小结形成。结

论 :N2cadherin介导了细胞与细胞之间的相互作用 ,在体外间质细胞转化中发挥重要作用。
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Abstract Objective :To investigate the expression of N2cadherin by inducing differentiation of TGF2β1 .

Methods :The mesenchymal stem cells of Wistar Rats were harvested in vitro and implanted in 242hole plates

in a monolayer culture as well as fixed at different timepoint after adding inducer TGF2β1 ,immunohistoche2
mistry was applied to observe the time2phase of expression of N2cadherin during cell transformation ,and with

its anti2body to disturb aggregation of cells. Result :N2cadherin was expressed only in 24h after adding TGF2
β1 ,and then down2regulation and time2dependant phase were be showed ,its antibody could inbibit the cellular

aggregation completely. The optimal dose was 300 ul/ hole. Conclusion :N2cadherin mediates interaction among

cells ,it is an important role playing in the differentiation of cells.
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　　在生物体内细胞黏附是指细胞与细胞之间的黏

附 ,是细胞之间信息交流的一种形式 ,是多细胞生物

维持本身的形态结构及功能极为重要的生物学现

象 ,黏附分子被认为是胚胎发生及形态发生过程的

重要介导因子及成年组织结构的稳定因子。其中钙

依赖性黏附分子家族及钙非依赖性免疫球蛋白家族

是两类重要的黏附分子家族成员。它们均以嗜同种

黏附方式介导了细胞 - 细胞之间的黏附作用并在胚

胎软骨发生过程中调控细胞的分化。本试验旨在探

讨钙黏蛋白 (N2cadherin)在体外成龄动物间质干细

胞诱导分化中的表达及功能 ,为深入探讨其转化机

制提供理论依据。

1　材料及方法

111　实验试剂　DMEM培养液、胎牛血清均为 Hy2
clone公司产品 ,N2cadherin 抗体购自武汉博士德公

司 , TGF2β1为英国 Peprotech公司产品。

112　大鼠骨髓间质干细胞分离培养　体质量100～

150 g的成龄大鼠 ,雌雄不限 ,断颈处死 ,75 %乙醇浸

泡颈部以下 5 min ,于超净台内无菌手术切取大鼠双

侧股骨 ,去除骨周围的肌肉组织 ,用注射器反复吹

打 ,将骨髓打入培养液中 ,记数有核细胞数 ,以 10 ml

体系内 2 ×107 个有核细胞数种植于 75 ml 培养瓶

内 ,加 10 ml DMEM培养液含终浓度为 15 %的胎牛

血清 ,在 5 % CO2 孵箱内生长。4 d 后半量换液 ,以

后视情况每 2～3 d半量或全量更换培养液 ,约 12～

14 d 细胞基本长满单层 ,用 0125 %胰酶含015 mM

ED TA消化 1～2 min ,即得到原代大鼠骨髓间质干
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细胞 ,按 1∶1比例传代培养。

113　标本制备　选择生长状态良好的传 2～3代的

细胞 ,以 3×105/ cm2 种植于 24 孔板内 ,板内预留处

置好的盖玻片 ,待种植细胞长满后 ,分别加入不同剂

量的 TGF2β1诱导剂 (1 ,5 ,10 ng/ ml) ,并于不同时间

点 (12 ,24 ,48 ,72 h)取出盖玻片 ,冷丙酮固定 20 h

后 ,用于免疫组织化学染色。

114　免疫组织化学染色方法 (ABC)及步骤 　①将

切片用 PBS冲洗 3 次 ; ②对每张切片行微波加热抗

原修复 20 s ;③PBS冲洗 ; ④3 % H2O2 及甲醇阻断内

源性过氧化物酶 ; ⑤PBS冲洗 ; ⑥滴加鼠血清 ,室温

孵育 10 min ;⑦滴加一抗体 ;N2cadherin 4 ℃过夜 ; ⑧

PBS冲洗 ;⑨滴加生物素化的第二抗体 ,室温下孵育

30 min ;⑩PBS冲洗 ; �λϖ滴加链亲和素 - 过氧化物酶

溶液 ,室温下孵育 30 min ; �λωPBS冲洗 ; �λξDAB 液显

色 ; �λψ苏木精染核 ; �λζ树胶封片。对照 :以 PBS代替

一抗作阴性对照。

115　不同剂量抗体干扰细胞聚集 　将不同剂量的

抗 N2cadherin 抗体分别以 100 ,200 ,300μl/孔加入

24孔板内 ,同时加入诱导剂 ,分别于第 3、7天取出盖

玻片 ,观察细胞小结形成情况。

2　结果

211　大鼠骨髓基质细胞的原代培养 　刚接种的骨

髓细胞悬液中以红细胞、造血细胞、淋巴细胞为主 ,

24 h后几乎所有细胞都沉淀在瓶底 ,瓶底内可见大

圆形细胞贴壁 ,个别区域内有少量细胞开始拉长。

3 d后观察见贴壁的大圆形细胞开始增多 ,1 周后发

现细胞形成多个集落 ,但集落大小不均 ,集落中心细

胞生长状态良好 ,分布较密。第 10 天 ,细胞数目继

续增加 ,原来长满单层的区域内细胞变得更加密集。

12～14 d后 ,各个集落之间基本汇合达 80 % ,集落中

心细胞排列更加致密 ,呈旋涡状生长 ,复层生长的细

胞形态呈多边角形。

212　免疫组织化学结果　N2cadherin表达于 24 h组

细胞小结中 ,细胞的胞浆着色阳性 ,随着培养时间的延

长 ,其表达的阳性细胞逐渐减少 ,72 h后未见表达。

213　不同剂量的抗体干扰细胞小结形成 　本实验

中 ,随着抗体剂量的不断增加 ,细胞结合逐渐松散 ,

直至未形成细胞小结。对于抗钙黏附蛋白抗体 ,则

浓度增加到 300μl/孔时 ,则未见细胞小结形成。即

使再增加诱导剂量 ,也未能使细胞发生聚集现象。

3　讨论

　　细胞黏附分子 (cell adhesion molecule ,CAM)是

指由细胞产生 ,介导细胞与细胞或细胞与基质间相

互接触和结合的众多分子的统称。黏附分子以配

体 - 受体相对应的形式发挥作用 ,参与细胞的信号

转导与活化、细胞的伸展与移动、生长分化、创伤愈

合、肿瘤形成等一系列重要生理和病理过程。在胚

胎发育过程中 ,不同类型的细胞按既定的规律形成

细胞与细胞及细胞与细胞外基质的附着 ,有序地组

合在一起构成不同的组织及器官。在这一过程中 ,

黏附因子发挥重要的功能[1 ,2 ]。

在组织进化过程中 ,一种黏附因子的表达往往

伴随实质性形态变化过程。Hall 等[3 ]在对鸡胚肢芽

软骨发生中观察到 :分化的间质细胞首先形成凝集 ,

近而形成软骨核心 ,最后分化为软骨细胞。间质细

胞的紧密排列可以促进细胞与细胞之间的相互作

用。San Antonio等 [4 ]研究证明 :在高密度微球培养

条件下 ,外源性钙离子可明显刺激软骨生成 ,且效果

主要发生于培养的头 24 h ,此时正是间质细胞发生

凝聚期。Bee 等[5 ]也描绘了在鸡胚肢芽间质细胞中

发生钙依赖性黏附现象。Oberleander等[6 ]研究中进

一步证明肢芽间质细胞分化过程中 N2cadherin主要

表达于细胞的凝集区 ,此后 ,呈下调控趋势 ,NCD22

抗体可完全抑制软骨生成。本实验研究结果表明 :

在体外高密度培养诱导体系中 ,N2cadherin的表达程

度与 Oberleander等体内研究结果相一致。首先 ,N2
cadherin表达于加入诱导剂后 24 h 组 ,此时间质细

胞已从复层排列向某一中心移动 ,形成细胞小结 ,位

于细胞小节的细胞已由长梭形变成圆形 ,随着培养

时间延长 ,小结中心圆形细胞不再表达 N2cadherin ,

呈明显下调控趋势。当培养体系中加入抗 N2cad2
herin抗体后 (300μl/孔) ,可部分或完全阻断细胞小

结的生成。本实验的研究结果进一步证明 :由功能

性的 N2cadherin 介导的细胞与细胞之间的黏附对

TGF2β诱导间质干细胞向软骨转化至关重要。我们
推测 :只有表达相同的 Cadherin 的细胞之间产生相

互作用 ,使细胞形态发生变化 ,并向细胞移动形成细

胞小结 ,最后分化为软骨样细胞。随着细胞被基质

包绕后 ,细胞与细胞之间的相互作用就中止。

在细胞发育 ,分化以及创伤修复过程中都需要

细胞的移动 ,迄今为止 ,对这一过程的确切机制认识

尚不完全。由细胞黏附所介导的细胞形态上的移行

过程又叫凝集 (condensation) ,在移行中 ,松散的被细

胞外基质包绕的间充质样细胞紧密凝集在一起 ,并

沿着细胞表面广泛而密切接触。为进一步证明 Ca2 +
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是否参与细胞之间的移动 ,Oberleander 等[6 ]在培养

的细胞液中分别加入 Ca2 +和 EGTA ,后者可清除细

胞表面 N2cadherin 并使其失去功能。结果发现 :加

入 Ca2 +的细胞产生明显聚集现象 ,而加入 EGTA组

则未见聚集。当加入抗 N2cadherin 抗体后 ,细胞聚

集程度明显降低。我们在实验研究中发现 :在 TGF2
β1的作用下 ,表达 N2cadherin 的细胞发生了聚集现

象 ,铺满单层的细胞向中心移动 ,形成细胞小结 ,同

时导致细胞形态发生变化。加入相应抗体后 ,则未

发生聚集现象 ,实验结果进一步表明 : N2cadherin 在

调控细胞移动、再排列过程中发挥重要作用 ,也在一

定程度上支持上述推测。

阐明 Cadherin的信号传导途径是目前的一个热

点。传统的 Cadherin 家族公认为与连环蛋白

(catenin)有关 ,后者可介导 Cadherin 与细胞骨架连

接。这种机械连接很可能通过连环蛋白及细胞骨骼

网络将信号传入细胞内使调控机制发挥效能。Tuli

等[7 ]研究证明 : N2cadherin , Wnt 信号 , MAP 激酶在

TGF2β1 诱导软骨发生及凝集过程中相互关联 ,共同

发挥重要作用。MAP激酶通过调控 N2cadherin的表

达水平而发挥作用 ,很可能控制细胞与细胞之间的

相互作用进而导致软骨样分化 , TGF2β1 介导的 MAP

激酶激活也控制 Wnt27A 的基因表达 ,而 Wnt 的信

号活动在软骨转化的早期就已调控 N2cadherin的表

达及细胞 - 细胞的黏附。
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手术治疗儿童髂前下棘撕脱骨折

陈二民 ,陶文生 ,陈耀山
(舞阳人民医院骨科 ,河南　舞阳　462400)

　　临床上髂前下棘撕脱骨折较为常见 ,其中少年儿童运动

暴力牵拉伤占绝大多数。手术治疗 ,能缩短疗程并较快地恢

复儿童的运动功能。我院自 1997年 1月 - 2000年 12月 ,手

术治疗髂前下棘撕脱骨折 6例 ,疗效满意 ,现报告如下。

1　临床资料

本组 6例均为男性。右侧 4例 ,左侧 2例 ,年龄 13～16岁 ,

就诊时间均为受伤当日。受伤原因 :5例为运动牵拉伤 ,1例

为高坠伤 ,6例均为 X线证实骨折移位 2～3 cm。

2　治疗方法

患者仰卧位 ,常规消毒 ,铺巾 ,局部麻醉后 ,取髂前下棘外

侧切口 ,显露骨折块 ,用巾钳复位后临时固定 ,用 < 116 mm克

氏针交叉固定 ,冲洗切口并缝合。术后屈髋 45°卧床制动 2

周 ,床上锻炼 1周。3周后开始下床进行髋关节功能锻炼。

3　治疗结果

本组 6例均获随访 ,随访 6个月～4年 ,平均 9个月。疗

效评定标准 :优 5例 ,髋关节屈曲活动度 > 130°,肌力正常 ( Ⅴ

级)活动后髋无任何不适 ,恢复正常体育运动 ,骨骺发育良好。

良 1例 ,髋关节活动度 < 120°,肌力较健侧稍弱 ,患髋活动后

有酸困感 ,能正常恢复参加一般性体育运动 ,骨骺发育好。

4　讨论

赛跑时有突感腹股沟处剧痛 ,或有跌倒病史 ,有典型的逆

行性运动症状 ,即患儿因疼痛不能向前运动 ,但能向后倒退行

走 ,则应考虑髂前下棘骨折。髂前下棘骨化点出现在 12～

19岁 ,闭合于 20～25 岁 ,在骨骺未闭合前 ,易出现骺的撕脱

骨折 ,髂前下棘为股直肌止点 ,骨折移位对股直肌屈髋作用影

响较大 ,因此应解剖复位给以固定 ,恢复股直肌的肌力 ,用

< 116 mm克氏针交叉固定 ,固定牢靠 ,经随访 ,骨骺发育未见

明显影响。髂前下棘骨折 ,骨块下移 ,传统的保守治疗 ,因止

点下移 ,股直肌肌力下降 ,后期易并发骨化性肌炎 ,甚至骨疣

形成 ,影响屈髋功能。外科小切口 ,恢复快 ,疗程短 ,无并发

症 ,能较快地恢复儿童身体运动功能。
(收稿日期 :2003 - 12 - 04　本文编辑 :王宏)
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