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� �  摘要!� 目的: 研究间歇性压力培养环境对兔骨髓基质干细胞 (M SC)增殖的影响, 探讨假体置换术后活动所需

的最适宜压力。方法: 以新西兰兔的骨髓基质干细胞为实验材料, 通过噻唑盐 ( M TT )比色试验, 观察间歇性压力对骨

髓基质干细胞增殖的影响。结果: M SC在 60、100 kPa间歇性压力培养环境下 M TT反应的 OD值小于对照组, 压力值

越大, OD值越小 (P < 0�05)。而 20 kPa间歇性压力情况可显著促进 M SC增殖,并随时间增加而增强。在实验第 7天

时, 实验组 OD值高于对照组 (P < 0� 05),差异有显著性意义。结论: 关节置换术后早期下地活动产生的较大应力,会

明显抑制骨髓腔内 M SC的增殖,不利于骨的重建愈合, 临床应当避免。然而, 较小的间歇性压力对 M SC增殖有明显

的促进作用, 提示关节置换患者可在较小压力范围 ( < 20 kPa)内进行早期关节被动活动训练, 有利于关节术后骨的重

建愈合。
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� � 骨髓基质干细胞 ( M SC )来源的成骨细胞是骨髓腔内主

要的受力细胞, 在人工关节转换病例中, 其生命活动状况与假

体传导压力有密切关系,本文应用可控压力细胞加载装置和

通过噻唑盐 (M TT )比色试验,观察间歇性压力对 M SC增殖的

影响, 以期为揭示间歇性压力对关节置换骨愈合进展及其术

后活动影响的生物学机制奠定基础。

1� 材料和方法

1� 1� 实验仪器 � 超净工作台 (中国四达净化技术研究所 ),

CO2培养箱 ( NATURE, U. S. A ), YM T�Z倒置显微镜 ( OLYM�

BUS, JAPAN) , DG3022型酶联免疫检测仪 (国营华东电子管

厂、第四军医大学联合研制 )。实验材料: 无血清 DM EM培养

液,含 10% FBS的 DM EM (含 1 U /L青霉素及 100 mg /L链霉

素 ) 25 m l、100 m l培养液, 24孔、96孔培养板 ( G ibcoU. S. A ),

含 2% FBS的 DM EM (含 1 U /L青霉素及 100 m g /L链霉素 )

胎牛血清 ( FCS, 浙江金华 ),噻唑蓝 (M TT ) ( S igm a), 胰蛋白酶

(上海生化试剂厂 ), ABC试剂盒 (武汉博士德公司 )。

1�2� 实验方法
1�2�1� 兔 M SC的培养 � 出生 1个月的新西兰幼兔 1只, 断

头处死, 无菌条件下取四肢长骨,纵行剖开,用 DM EM培养液

冲洗骨髓腔, 轻轻吹打,静置 1 m in, 使大块组织沉降, 取上清

接种于 10个 25 m l培养瓶中进行培养。24 h后换液, 去除未

贴壁的血细胞,以后每 3 d换液 1次。细胞长满培养瓶底部

后,用 0�25%胰酶常规传代, 传代比例为 1∀3。倒置显微镜上
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观察细胞的生长情况。

矿化结节染色: 取第 3代细胞, 胰酶消化, 接种在 25 m l

培养瓶中, 用矿化液 (含 20%胎牛血清、2 nm ol/L ��甘油磷酸

钠、50 �g /m l维生素、10 nm o l/L地塞米松 )连续培养 30 d, 在

倒置显微镜下观察矿化结节形成情况。取 30 d标本 , 95%

乙醇固定后行 Von�Kossa染色, 观察矿化结节的形成情况。

1� 2�2� 细胞加载装置 � 本实验所用的细胞加载装置是可控

压力细胞加载装置 (由第四军医大学口腔医院修复科自行研

制并提供本课题组使用 )。该装置主要由高压储气室、控压

加载室、气流量调控器、压力检测器、计时器组成。高压储气

室储备 5% CO2、95%空气,气压大于 1� 0M Pa。控压加载室通

过气流量调控器与高压储气室连接, 并由压力检测器和气流

量调控器控制加载室室内压力,室内压力与设定压力之误差

小于 5%。

1� 2�3� 细胞加载方法 � 首先, 按实验方案设定、调试控压加

载室气压值; 继之,将细胞培养板放入加载室内,关闭室门; 再

开启气流量调控器向加载室充气加压。到达预定加载时间

后, 通过排气阀排气减压并打开室门。接受加载后的细胞重

新放入 CO2培养箱培养或加入试剂染色以观察数量。

1� 2�4� 分组 � 将生长良好的第 3~ 4代 M SC按 1 # 104个 /孔

随机接种于 4块 24孔培养板, 14 h后细胞完全贴壁 ,换新鲜

含 10% FCS的 DM EM。按压力施加类型不同分为持续性和

间歇性压力, 每块培养板的细胞为 1个大组,随机将 4块培养

板分为 4个大组即: 对照组、20 kPa间歇组、60 kPa间歇组、

100 kPa间歇组。每大组按观察期分为 4个小组即 : 1 d、3 d、

5 d、7 d组。每小组样本 (细胞 )为 6孔。对照组不予加压,

20 kPa、60 kPa、100 kPa间歇组分别在每天施以 20 kPa、

60 kPa、100 kPa的压力 5 m in 2次。

1� 2�5� M SC的存活和增殖的检测方法 � 在规定的观察期,分

别给相应的实验小组加入噻唑蓝 (M TT, 5 mg /m ,l S igm a, U. S.

A ) 60� ,l继续孵育 4 h后吸弃孔内液体备检。当各组观察期

的反应均完成后, 每孔加入二甲基亚砜 ( DM SO, 西安化学试

剂厂 ) 600 � ,l充分振荡 10 m in,使结晶物充分溶解,用酶联免

疫检测仪 ( B io�Rad, U. S. A )测定各孔细胞 490 nm波长的光

吸收值 ( OD 490 nm )。

1� 2�6� 数据处理 � 各组光吸收均值用 SPSS 13�0软件, 采用

单因素 4水平定量资料的方差分析进行统计学处理。

2� 实验结果

2� 1� 细胞生长状况 � 原代培养后, 细胞在第 5 ~ 7 d内可见

细胞从组织块边缘游出, 以组织块为中心成放射状向外排列,

细胞呈长梭形, 伸展良好,胞体丰满, 胞浆均匀, 5代以前细胞

生长旺盛, 生长状态良好。矿化结节染色阳性。

2� 2� 不同间歇压力对不同观察期间 M SC的 OD值影响 (见

表 1) � 自实验第 1天起, 各实验组 M SC的 OD值逐渐升高。

实验的第 3天, 对照组、20 KPa组与 60 kPa组间 OD值比较差

异无显著性意义 (P > 0� 05), 但均高于 100 kPa组; 实验的第

5天, 4组 OD 值比较, F = 19� 985, P < 0� 01。 60 kPa组、

100 kPa组值均数均小于对照组、20 kPa组; 实验的第 7天,

4组OD值比较 F= 19�985, P < 0� 01。 60 kPa组、100 kPa组值

均数均小于对照组、20 kPa组。

表 1� 骨髓基质干细胞在不同间歇压力作用下的
光吸收值 (OD ) (  x ∃ s )

Tab. 1� M ean and standard dev iation of op tical density(OD )

under d ifferen t in term itten t stress inM SC s� (  x ∃ s )

组别

Groups

光吸收值 ( OD)

1 d 3 d 5 d 7 d

对照组� 0�297 ∃ 0�038 0�678 ∃ 0�039 1�368 ∃ 0�056 1�632 ∃ 0�070

20 kPa组 0�298 ∃ 0�038 0�695 ∃ 0�057 1�435 ∃ 0�042 1�877 ∃ 0�070

60 kPa组 0�292 ∃ 0�021 0�663 ∃ 0�059 1�243 ∃ 0�051 1�550 ∃ 0�084

100 kPa组 0�273 ∃ 0�039 0�552 ∃ 0�055 1�062 ∃ 0�080 1�303 ∃ 0�097

3� 讨论
3�1� M SC对机械力效应的力学模型 � M SC转化来的成骨细

胞是关节置换手术后主要的应力细胞, 同时具有合成胶原形

成胶原纤维,分泌重要的活性物质以调控骨内组织的代谢等

功能。M SC生活在骨髓腔中, 该组织既是细胞物质交换的媒

体又是传递和缓冲应力的介质。假体积压受力发生位移的同

时,必然挤压骨内松质骨的组织液致使其组织液液压亦即

M SC的受力改变, 因此,通过改变液压的方式实施对 M SC加

载能比较好地模拟临床关节置换术后情况 [ 1]。

3�2� 应力对 M SC增殖的影响 � 通过向压力培养箱持续注入

3种持续加压的混合空气,作用于鼠成骨样细胞持续性压力,

证实持续性压力 ( Continuous compress ion pressure )对成骨细

胞有抑制作用 [2]。本研究用可控压力细胞加载装置和 M TT

法 [ 3]观察了体外环境下正压力对 M SC增殖的影响, 结果表

明: M SC在小剂量压力下间歇作用后, 有明显的促进增殖作

用,并且该压力增殖作用具有时间效应。

M ukher jee等 [ 3]报道关节置换术后的早期被动关节锻炼

( CPM )能够产生 0� 6~ 20 kPa的压力, 证实关节置换早期功

能锻炼有利于关节的修复,在此压力范围条件下机械压力有

利于调节关节发生及其成熟。本实验同样观察到较小的压力

间歇条件下能够促进 M SC的增殖。从而提示早期的关节被

动活动训练 ( < 20 kPa)有利于关节初次或者翻修手术后骨和

假体的愈合以及周围骨的改建, 而关节置换术后早期下地易

引起压力过大,导致骨愈合细胞的增殖抑制,从而更易引起假

体松动下沉。
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