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软骨细胞迁徙能力与自体细胞软骨移植中整合的相关性*★

陆一鸣，桂鉴超，徐 扬，尹昭伟，杨晓斐，蒋逸秋(南京医科大学附属南京医院骨科，江苏省南京市 210006)

文章亮点：

1整合不良是导致自体细胞移植修复软骨缺损失败的原因之一。软骨细胞迁徙能力被证明和整合有相关

性，但具体作用途径需要进一步阐明。国内外有关整合方面的报道较少，且大多从大体和组织学角度对整合

进行研究。

2文章采用一种最新的细胞软骨环整合模型来研究软骨细胞的整合，这种细胞/软骨环共培养模型很大程

度上模拟了临床上采用的自体细胞软骨移植技术，实验中没有加入支架，为的是想更好地模拟自体细胞软骨

移植。

3结果显示，可以通过 Src-磷酸化磷脂酶 Cγ1-细胞外调节蛋白激酶 1/2通路调节软骨细胞的迁徙能力从

而影响软骨的整合能力。首次从分子层面阐明软骨细胞的迁徙能力和软骨的整合密切相关，为后续的临床治

疗提供了指导。
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摘要

背景：在关节外科中常用自体细胞软骨移植技术修复软骨缺损，整合不良是导致修复失败的原因之一。软骨

细胞迁徙能力被证明和整合有相关性，某些通路如 Src-磷酸化磷脂酶 Cγ1-细胞外调节蛋白激酶 1/2已经被证

实和软骨细胞的迁徙能力相关，但是否和整合相关还是个未知数。

目的：阐明软骨细胞迁徙通路在自体细胞软骨移植中和整合之间的相关性。

方法：将来源于猪膝关节的软骨细胞分成 4组，为 Src、磷酸化磷脂酶 Cγ1、细胞外调节蛋白激酶 1/2抑制组

以及正常组，通过博伊登小室来量化 4组软骨细胞的迁徙能力。将处理后的软骨细胞与软骨环建立共培养模

型培养 28 d后，进行组织学、生物化学、生物力学、免疫蛋白印迹以及细胞示踪等分析来观察正常组与抑制

组之间的差异。

结果与结论：当用抑制剂处理软骨细胞后，软骨细胞的迁徙能力明显下降。在软骨细胞软骨环共培养 28 d后，

免疫印迹蛋白分析表明通路抑制剂一直存在于整个培养周期中。同时正常组迁徙到整合区域中的软骨细胞数

量和距离以及分泌的胶原、基质和力学强度明显高于其他 3个抑制组。说明可以通过 Src-磷酸化磷脂酶 Cγ1-
细胞外调节蛋白激酶 1/2通路调节软骨细胞的迁徙能力从而影响软骨的整合能力。

Correlation between chondrocyte migration and integration capability during
autologous chondrocyte transplantation

Lu Yi-ming, Gui Jian-chao, Xu Yang, Yin Zhao-wei, Yang Xiao-fei, Jiang Yi-qiu (Department of Orthopedics,
Nanjing Hospital Affiliated to Nanjing Medical University, Nanjing 210006, Jiangsu Province, China)

Abstract
BACKGROUND: In joint surgery, the commonly used autologous chondrocyte transplantation often used to repair
cartilage defects, and poor integration is one of the reasons that leading to failure repairing. Chondrocytes
migration capability is proven to have correlation with integration and some pathways, such as Src-phosphorylated
phospholipase Cγ1-extracellular regulated kinase 1/2 has been confirmed to have correlation with the migration
ability of chondrocytes, but the correlation with the integration is still unknown.
OBJECTIVE: To determine the chondrocyte signaling pathways involved in autologous chondrocyte migration and
their effects on cartilage integration in autologous chondrocyte implantation.
METHODS: Articular chondrocytes were isolated from immature pig knee joints. The cells were divided into four
groups: Src group, phosphorylated phospholipase Cγ1 group, extracellular regulated kinase 1/2 group and control
group, then the Boyden chambers were used to quantify the chondrocyte migration. The chondrocytes/
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cartilage ring integration model was developed and cultured for 28 days, and then histology, biochemistry, biomechanics,
western blot analysis and cell tracking analysis were performed to observe the differences between the control group and
the suppression groups.
RESULTS AND CONCLUSION: The migration ability of chondrocytes was significantly decreased after pretreated with
inhibitors. After the chondrocytes/cartilage ring co-cultured for 28 days, Western blot analysis showed that the pathway
inhibitors has been presented in the entire culture cycle. The number and length of chondrocytes migrated into the
integration area, collagen secretion level, matrix and mechanical strength in the control group were higher than those in
three suppression groups. The results suggest that chondrocyte migration ability can affect the cartilage integration
capability through Src-phosphorylated phospholipase Cγ1-extracellular regulating kinase 1/2 signal transduction
pathway.

Subject headings: chondrocytes; transplantation, autologous; immunoblotting; biomechanics
Funding: Project of “Science and Education Promoting Health Engineering” of Jiangsu Province, No. YZK07119*

Lu YM, Gui JC, Xu Y, Yin ZW, Yang XF, Jiang YQ. Correlation between chondrocyte migration and integration capability during
autologous chondrocyte transplantation. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2013;17(44):7721-7728.

0 引言 Introduction

关节软骨损伤是临床上常见病，多见于关节外伤、

运动损伤和年龄老化等，约占关节外科门诊病例的1/2，
且每年新增病例数在逐渐增加。由于关节软骨再生能力

极为有限，损伤后难以自身修复，若得不到适当的治疗，

损伤会逐渐扩大，最终导致关节功能的完全丧失。采用

组织工程技术修复关节软骨损伤是目前公认的一个有

效治疗手段，但该技术尚不完善，修复组织与宿主软骨

组织整合不良是国内外学者公认的修复失败的主要原

因之一。整合过程包括了由软骨细胞以及整合界面的微

环境等等一系列的复杂过程[1]。某些学者发现整合的过

程开始于孤立的软骨细胞和整合界面的接触 [2]。

Pabbruwe等[3]最近的研究发现和整合界面相接触的软

骨细胞在整合过程中会逐渐迁徙到周围软骨组织中去。

因此可推断出，软骨细胞的迁徙可能对整合界面的形成

具有重要的意义。然后Theodoropoulos等[4]在体外的整

合模型中却发现没有软骨细胞能够渗透到宿舍软骨中

去。因此，软骨细胞的迁徙能力和软骨整合两者之间的

关系需要进一步的阐明。

当软骨细胞受到细胞外的刺激时，通过一系列复杂的

信号通路的传导，使得软骨细胞的迁徙能力发生变化。某

些信号通路，包括磷脂酰肌醇激酶、促分裂素原活化蛋白

激酶、磷酸化磷脂酶Cγ被有选择的用来研究软骨细胞的

迁徙能力[5]。但国内外学者从未从分子水平上进行过软骨

细胞的迁徙能力和软骨整合之间的相关性研究。

细胞外调节蛋白激酶是一种受到细胞微环境变化

从而发生调节的丝氨酸和酪氨酸激酶，它在很多种细胞

内，尤其是软骨细胞中发现和细胞迁徙能力密切相关。

Src是一种能够影响很多下游信号蛋白的络氨酸蛋白激

酶。Whitney等[6]发现超声能够通过影响Src和细胞外调

节蛋白激酶表达从而促进软骨细胞的迁徙能力而且Src
是细胞外调节蛋白激酶的一个上游蛋白。磷酸化磷脂酶

Cγ1 是磷酸化磷脂酶Cγ的一种丝氨酸苏氨酸激酶，而

且磷酸化磷脂酶Cγ1在小鼠胚胎成纤维细胞的信号传导

中起着很重要的作用。最近有学者发现周期性应力可以

通过刺激Src-磷酸化磷脂酶Cγ1-细胞外调节蛋白激酶

1/2通路从而促进细胞的迁徙[7]。但是这个信号通路在体

外的整合模型中能否通过影响软骨细胞的迁徙能力从

而进一步影响整合，存在着一个很大的疑问。

从上述的发现中，假设软骨细胞的迁徙能力可以通

过Src-磷酸化磷脂酶Cγ1-细胞外调节蛋白激酶1/2通路

发生改变，从而影响修复组织和周围组织的整合。在作

者看来，这是国内外首次从分子机制上研究软骨的整

合，从而可以从分子水平的角度给临床治疗带来某些启

示。

1 材料和方法 Materials and methods

设计：对比观察实验。

时间及地点：于2012-03-01/10-30在南京医科大

学附属南京医院中心实验室完成。

材料：

实验动物：普通健康4月龄小型猪，雌雄不拘，体质

量约为30 kg，由南京医科大学动物实验中心提供，许

可证号：SYXK(苏)2008-0007。
软骨细胞迁徙通路与软骨整合实验的主要试剂及仪器：

实验方法：软骨细胞共分为4组，分别用Src抑制剂

PP2组(10 μmol/L)、磷酸化磷脂酶Cγ1抑制剂U73122

试剂及仪器 来源

胎牛血清、胰蛋白酶、DMEM、Ⅱ型胶原酶、

Ⅰ型胶原一抗、Ⅱ型胶原一抗

Src抗体、磷酸化 Src抗体、磷脂酶 Cγ1抗体、

磷酸化磷酸化磷脂酶 Cγ1抗体、细胞外调节

蛋白激酶 1/2抗体、磷酸化细胞外调节蛋白

激酶 1/2、PD98059
PP2
U73122
生物力学测定仪器

激光共聚焦显微镜

Gibco

CST Co,Ltd

BIOMOL
Santa Cruz
常州康辉医疗器械公司

ZEISS，L710，德国
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组 (10 μmol/L)、细胞外调节蛋白激酶 1/2抑制剂

PD98059组(50 μmol/L) 或同体积的二甲亚砜(体积分

10%，正常组)预处理30 min。实验共分成2个部分。第

一部分是通过博依登小室来检测Src-磷酸化磷脂酶

Cγ1-细胞外调节蛋白激酶1/2在软骨细胞迁徙中的作用

效果。第二部分是采用体外整合模型来观察细胞通路是

否在体外模型中影响迁徙能力从而影响整合效果的作

用，示意图见图1。

细胞分离和培养：软骨细胞来源于动物实验用猪的膝

关节。将做成体外整合模型之后剩余的软骨块切碎成

1 mm×1 mm×1 mm大小的碎块。然后用PBS反复冲洗，

在含有0.2%的胰蛋白酶溶液中过夜孵育。消化后的悬液

用孔隙75 μm的细胞筛滤过后，按照1×106的浓度种植

于150 mm的培养皿中。37 ℃，含有体积分数5% CO2
的培养箱中孵育，每隔3 d换液1次。当细胞传至第2代
时，开始用于实验[8]。

博依登小室评估软骨细胞迁徙能力：在实验前，细胞先

用无血清的DMEM预处理饥饿细胞12 h，然后分别用抑

制剂或者二甲亚砜预处理0.5 h。将各组细胞消化后用不

含血清的DMEM重悬，分别取大约100 μL的细胞悬液

(1×109 L-1)加入到博依登小室的上室中，在下室中加入

含有体积分数10%胎牛血清的DMEM。经过16 h的孵育

后，用结晶紫染色膜的下表面，计数细胞。

软骨环的制作：用直径为6 mm的皮肤科打孔器在实

验用猪的股骨髁上打孔，接着再用3 mm的皮肤科打孔

器在上述圆环的中心打孔，用手术刀将其切下。就制作

成了外径为6 mm，内径为3 mm，厚度约为3 mm的软

骨环。将上述软骨环取下，放置含有体积分数10%胎牛

血清的DMEM培养箱中培养备用。其余剩余的软骨碎

片，按照上述分离软骨细胞用[8]。

体外软骨整合模型的建立：约1周后，软骨细胞在体外

增殖到第2代。模型是建立在六孔板上的。含有1%低熔

点琼脂糖的PBS在高压蒸汽锅内消毒，当冷却到37 ℃

时，在孔中加入1 mL的上述溶液，迅速摇匀，这样就在

培养皿的底部形成约1 mm厚的封底，立刻将软骨环种

于培养皿的中间，放置4℃的冰箱中中5 min，待琼脂糖

凝固后，用移液枪头将软骨环内环里的琼脂糖吸除干

净，将10 μL(约1.25×106细胞)上述处理后的4组细胞悬

液加入到内环中，培养箱中孵育4 h后，加培养液没过

软骨环共培养。每隔3 d换液，换液前用含有抑制剂或

等量的二甲亚砜的无血清培养液预处理整合模型

30 min。培养28 d后取模型检测[8]。

细胞标记评估软骨迁徙：在软骨细胞用抑制剂或者等

量的二甲亚砜处理之后，软骨细胞加入到环中以前，将

软骨细胞用PKH26所标记。将10×106个软骨细胞用试剂

盒中1 mL溶液重悬后，加入等量的含有PKH26的溶液，

约5 min后，加入等量的血清中止反应，重悬到所需浓

度按照上述建立模型。

28 d培养后，将整合模型取出，冰冻切片切成约

10 μm薄片，DAPI复染后，激光共聚焦显微镜下成像。

采用Aim Image Brower来分析细胞迁徙的两种指标：最

远迁徙距离以及最大迁徙细胞数。从每组中分别取5张
照片。沿着环的内径画同心圆，找出距离软骨环内径最

远的细胞，即为最远迁徙距离；从每张照片中随机画一

个直径约为0.2 mm的正方形，正方形的面积一半在环

上，一半在环内，计算这个正方形内的细胞数，即为最

大迁徙细胞数。

组织学、生化测定：28 d培养后，切片后常规苏木精-

伊红、番红O、Ⅰ型、Ⅱ型胶原纤维染色。内径为直径

3 mm的内芯，假设内芯的外周1 mm为整合区域，测定

外周1 mm和中间2 mm的糖胺多糖，胶原，DNA以及内

芯和整合界面发生位移的生物力学。

生物力学测定：需要制作用于实验的特制夹具，已由

常州康辉医疗器械有限公司完成制作。采用Instron6022
生物力学实验机(东南大学生物科学与医学工程学院生

物力学中心协助测试)进行测定，通过推压软骨组织环中

央孔处新生软骨块来获得整合界面的力学参数。推压棒

以0.5 mm/min的速率进行推压，测得应力和应变值，制

作应力应变曲线，求得整合界面的弹性模量，持续推压

直到界面发生完全破坏为止，然后再重复1次试验，以

排除摩擦力的影响，以第1次测量值减去第2次测量值即

可求得最大破坏能。

免疫印记测定：28 d培养后，将各组的内芯取出，进

图 1 软骨细胞迁徙通路与软骨整合实验设计示意图

Figure 1 Schematic of study designs of chondrocyte
migration pathway and chondrocyte integration
experiment

注：实验共分成 2个部分。第一部分是通过博依登小室来检测Src-
磷酸化磷脂酶Cγ1-细胞外调节蛋白激酶1/2在猪膝关节软骨细胞

迁徙中的作用效果，第二部分是采用体外整合模型来观察细胞通

路是否在体外模型中影响迁徙能力从而影响整合效果的作用。
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行免疫印记测定，检测抑制组中Src-磷酸化磷脂酶Cγ1-
细胞外调节蛋白激酶1/2的表达和正常组是否有差异，

从而判断在这个整合过程中通路究竟是不是一直存在

和起效。

主要观察指标：各组博伊登小室过膜细胞数以及各

模型中组织学、生化、力学以及免疫印记的指标分析。

统计学分析：统计学处理者为第一、二作者，采用

t-test来检测正常组和抑制组之间的区别，P < 0.05为差

异有显著性意义。

2 结果 Results

2.1 Src、磷酸化磷脂酶Cγ1和细胞外调节蛋白激酶1/2
在博依登小室中能影响软骨细胞的迁徙能力 见图2。

在倒置显微镜下观察博伊登小室后发现，化学趋化

因子(血清)能促进Src-磷酸化磷脂酶Cγ1-细胞外调节

蛋白激酶1/2。当Src、磷酸化磷脂酶Cγ1、细胞外调节

蛋白激酶1/2受到抑制后，软骨细胞的迁徙能力下降，

表现为每个视野下迁徙过膜的软骨细胞数量减少(P <
0.05)，见图2。

结果说明在化学趋化因子的刺激下Src、磷酸化磷

脂酶Cγ1、细胞外调节蛋白激酶1/2和软骨细胞的迁徙具

有相关性。

2.2 Src、磷酸化磷脂酶Cγ1和细胞外调节蛋白激酶

1/2在体外整合模型中同样影响软骨细胞的迁徙能力

Src、磷酸化磷脂酶Cγ1、细胞外调节蛋白激酶1/2已经

被证明在博依登小室中影响软骨细胞的迁徙能力，但

在体外整合模型中是否发挥作用还不能确定。实验结

果显示种植在软骨环中的软骨细胞具有迁徙的能力。

此外，它们可以穿过整合界面，迁徙到宿主软骨中去，

见图3。迁徙细胞的迁徙能力，反映为最远迁徙距离以

及最大迁徙细胞数，抑制组是明显低于正常组的，表

现为正常组的最远迁徙距离以及迁徙细胞数显著高于

其他3个抑制组(P < 0.05)，见图3。结果证明了Src、
磷酸化磷脂酶Cγ1、细胞外调节蛋白激酶1/2信号通路

在类似于自体细胞软骨移植的整合模型中对细胞迁徙

具有重要意义。

2.3 软骨整合受到Src、磷酸化磷脂酶Cγ1和细胞外

调节蛋白激酶1/2介导的迁徙通路的影响 在Src、磷

酸化磷脂酶Cγ1和细胞外调节蛋白激酶1/2没有受到抑

制的情况下，软骨细胞的迁徙能力被证明是增强的。但

是迁徙能力增强到底对整合有着何种效果还不得而知。

如图4中所示，在没有抑制剂存在的情况下，更多的软

骨细胞迁徙到整合区域中(苏木精-伊红染色)。这些软骨

细胞保持正常的表型正如图中所示分泌较多的Ⅱ型胶

原和较少的Ⅰ型胶原。如图中番红O和Ⅱ型胶原的染色，

正常组中在整合区域要比其他3个抑制组要分泌更多的

细胞外基质和胶原。而生物力学的结果是与组织学染色

结果密切相关的。

整合区域中正常组的DNA含量要其他3个抑制组

明显增多，见图5，结果提示更高的细胞密度存在于

整合区域中。整个内芯的DNA含量并没有太大的区

别，见图5A，所以能认定抑制剂对细胞增殖并没有太

大的意义。因此判断正常组整合区域中的细胞较其他

3个抑制剂组多是因为细胞迁徙的原因，而不是细胞

增殖的原因。整个内芯中的糖胺多糖/DNA或者胶原/
DNA差异并无显著性学意义，见图5，说明抑制剂对

细胞的分化并没有影响。正常组迁徙到整合区域的细

胞较多，导致分泌的胶原和细胞外基质也比抑制组

高，整合效果因此更好，继而导致生物力学明显要强

于其他3个抑制组。

图 2 Src、磷酸化磷脂酶 Cγ1和细胞外调节蛋白激酶 1/2对
软骨细胞迁徙的影响(结晶紫染色，×400)

Figure 2 Effect of Src, phosphorylated phospholipase Cγ1 and
extracellular regulated kinase 1/2 on chondrocytes
migration (Crystal violet staining, ×400)

与正常组比较，aP < 0.05。

注：PP2为 Src抑制剂，U73122为磷酸化磷脂酶 Cγ1抑制剂、

PD98059为细胞外调节蛋白激酶 1/2抑制剂。膜下表面的细胞

是用结晶紫染色来量化的，过膜细胞均被染成紫色。各组在膜下

表面的细胞数为：正常组 123±21, PP2 组 83±8, U73122 组

77±9, PD98059组 64±10，各抑制组迁徙细胞数量低于正常组，

差异有显著性意义(n=5, P < 0.05)，说明 Src、磷酸化磷脂酶

Cγ1、细胞外调节蛋白激酶 1/2与软骨细胞的迁徙有相关性。
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图 3 培养 28 d后 PKH26标记的细胞在激光共聚焦显微镜

下的成像(×200)

Figure 3 Image of PKH26 labeled chondrocytes under laser
scanning confocal microscope after cultured for
28 d (×200)

与正常组比较，aP < 0.05。

注：PP2为 Src抑制剂，U73122为磷酸化磷脂酶 Cγ1抑制

剂、PD98059为细胞外调节蛋白激酶 1/2抑制剂。造模前细

胞用 PKH26标记，观察前用 DAPI复染后，标记的细胞呈现

出紫色。环中的紫色细胞即箭头所指为迁徙进入宿舍软骨中

的细胞。统计学分析列于下方：最远迁徙距离正常组

(214.564±23.256)μm，PP2组(174.432±20.451) μm，U73122
组(164.936±15.434)μm，PD98059 组(153.726±14.255)μm；

最大迁徙细胞数正常组 52±6，PP2 组 31±4，U73122 组

27±4，PD98059组 21±5，正常组的最远迁徙距离以及迁徙

细胞数显著高于其他 3个抑制组(n=5, P < 0.05)，说明 Src、
磷酸化磷脂酶 Cγ1和细胞外调节蛋白激酶 1/2在体外整合模

型中同样影响软骨细胞的迁徙能力。
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图4 体外整合模型整合区域的组织学和免疫组化染色评估

(×400)

Figure 4 Histological and immunohistochemical staining
evaluation of the in vitro chondrocytes/cartilage ring
integration model in the integration zone (×400)

注：PP2为 Src抑制剂，U73122为磷酸化磷脂酶 Cγ1抑制剂、

PD98059为细胞外调节蛋白激酶 1/2抑制剂。在没有抑制剂存

在的情况下，更多的软骨细胞迁徙到整合区域中，表现为正常组

比其他 3个抑制组在整合区域有更多的细胞存在(苏木精-伊红

染色)。同样在没有抑制剂存在的情况下，整合区域存在更多的

细胞外基质和胶原，表现为正常组比其他 3个抑制组在整合区

域有更多的基质和胶原(番红 O和Ⅱ型胶原染色)。

A，B，C，D：正常组；E，F，G，H：PP2组；I，J，K，L：U73122

组；M，N，O，P：PD98059组；A，E，I，M：苏木精-伊红染色；

B，F，J，N：番红 O染色；C，G，K，O：Ⅱ型胶原染色；D，H，

L，P：Ⅰ型胶原染色。
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2.4 Src、磷酸化磷脂酶Cγ1 和细胞外调节蛋白激酶

1/2通路在培养过程中是持续存在的 见图6。

Src、磷酸化磷脂酶Cγ1和细胞外调节蛋白激酶1/2
三者之间的关系是用免疫印记来评估的。在PP2组中，

Src、磷酸化磷脂酶Cγ1和细胞外调节蛋白激酶1/2磷酸

化和正常组比较都有显著降低 (P < 0.05, n=5)。在

U73122组中，磷酸化磷脂酶Cγ1和细胞外调节蛋白激酶

1/2磷酸化和正常组比较都有显著降低(P < 0.05, n=5)，
然而Src的磷酸化差异无显著性意义 (P > 0.05)。在

PD98059组中，细胞外调节蛋白激酶1/2磷酸化和正常

组比较都有显著降低(P < 0.05, n=5)，然而Src和磷酸化

磷脂酶Cγ1的磷酸化差异无显著性意义(P > 0.05)，见图

6。此外，Src是磷酸化磷脂酶Cγ1和细胞外调节蛋白激

图 5 体外整合模型的内芯生化和生物力学分析

Figure 5 Biochemical and biomechanical analysis of the
cores of in vitro chondrocytes/cartilage ring
integration model

与正常组比较，aP < 0.05。

注：PP2为 Src抑制剂，U73122为磷酸化磷脂酶 Cγ1抑制剂、

PD98059为细胞外调节蛋白激酶 1/2抑制剂。在整合区域中糖

胺多糖含量正常组为 (8.14±0.39)%，显著高于 PP2 组(6.34±
0.20)%、U73122 组(5.94±0.14)%和 PD98059组(5.57± 0.10)%
(n=5, P < 0.05)。胶原含量正常组为(7.80±0.63)%，显著高于

PP2 组(6.29±0.38)%、U73122 组(5.25±0.26)%和 PD9805 组

(5.17±0.13)%(n=5, P < 0.05)。DNA 含量正常组为 (0.042 6±
0.002 7)%，显著高于 PP2组(0.032 7±0.002 2)%、U73122组

(0.029 3±0.002 3)%和 PD98059 组(0.028 6±0.002 4)% (n=5
P < 0.05)。整个内芯中的糖胺多糖/DNA和胶原/DNA比值差异

无显著性意义。内芯中总的糖胺多糖、胶原、DNA含量在 4组
中差异无显著性意义，提示正常组迁徙到整合区域的细胞较多，

分泌的胶原和细胞外基质也比抑制组高，导致力学强度优于其他

3个抑制组(P < 0.05)。
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图 6 培养 28 d后 Src、磷酸化磷脂酶 Cγ1和细胞外调节

蛋白激酶 1/2磷酸化

Figure 6 Phosphorylation of Src, phosphorylated
phospholipase Cγ1 and extracellular regulated
kinase 1/2 after cultured for 28 d

与正常组比较，aP < 0.05。

注：PP2为 Src抑制剂，U73122为磷酸化磷脂酶 Cγ1抑制剂、

PD98059为细胞外调节蛋白激酶 1/2抑制剂。培养 28 d后，在

PP2组中，Src、磷酸化磷脂酶 Cγ1 和细胞外调节蛋白激酶 1/2
磷酸化和正常组比较都有显著降低；在 U73122组中，磷酸化磷

脂酶 Cγ1和细胞外调节蛋白激酶 1/2磷酸化和正常组比较都有

显著降低；在 PD98059组中，细胞外调节蛋白激酶 1/2磷酸化

和正常组比较都有显著降低 (n=5, P < 0.05），说明 Src、磷酸

化磷脂酶 Cγ1 和细胞外调节蛋白激酶 1/2通路在培养过程中是

持续存在的。

a a a

a
a a

a a a

正常组 PP2组 U73122组 PD98059组

Src磷酸化

Src

磷酸化磷脂酶 Cγ1磷酸化

磷酸化磷脂酶 Cγ1

细胞外调节蛋白激酶 1磷酸化

细胞外调节蛋白激酶 2磷酸化

细胞外调节蛋白激酶 1

细胞外调节蛋白激酶 2

正常组 PP2组 U73122组 PD98059组

1.5

1.0

0.5

0

比
率

A：各组 DNA含量

B：各组糖胺多糖含量

C：各组胶原含量

D：各组力学强度

a a

a

a

a
a

a
a

a

Src磷酸化/Src
磷酸化磷脂酶 Cγ1磷酸化/磷酸化磷脂酶 Cγ1
细胞外调节蛋白激酶 1磷酸化/细胞外调节蛋白激酶 1
细胞外调节蛋白激酶 2磷酸化/细胞外调节蛋白激酶 2



陆一鸣，等. 软骨细胞迁徙能力与自体细胞软骨移植中整合的相关性

ISSN 2095-4344 CN 21-1581/R CODEN: ZLKHAH 7727

www.CRTER.org

酶1/2上游蛋白，而细胞外调节蛋白激酶1/2是磷酸化磷

脂酶Cγ1的下游蛋白。因此，Src、磷酸化磷脂酶Cγ1和
细胞外调节蛋白激酶1/2在整个培养周期中是持续存在

的。

3 讨论 Discussion

虽然很多种基于细胞理论的技术，比如说胶原消化

液和支架技术[9]，被很多研究者认为对软骨修复是很有

用处的。但是整合不良做为一个关键性难题至今并没有

得到解决，同时很少有基质去阐述它。整合是通过各种

蛋白调节的一个复查的过程，体内实验不能很精细的去

研究，因此体外模拟整合过程的研究是很有必要的。文

献中用于研究整合的模型中，最多报道的是细胞/软骨环

共培养模型。这个模型是Enders等[8]首先发明的，作者

采用并且加以改进，用琼脂糖将软骨环和培养皿底部的

空隙密封住，这样就能防止细胞的外漏。虽然近些年有

许多技术出现，但是自体细胞软骨移植还是临床上被用

作最多的治疗软骨缺损的手段。这种细胞/软骨环共培养

模型很大程度上模拟了临床上采用的自体细胞软骨移

植技术。因此，作者没有加入支架，为的是想更好地模

拟自体细胞软骨移植技术。

细胞团块培养被证明是维持细胞表型，防止去分化

的最好的手段之一[10]。单纯细胞培养容易导致细胞去分

化，从而失去正常的功能，作者采用的细胞高密度培养

完全可以近似于细胞团块培养，进而能维持细胞正常的

分化能力[11]。

在这次实验中，细胞迁徙是在整合过程中发生的普

遍现象，但驱使细胞发生迁徙的机制需要去阐明。Seol
等[12]发现软骨受伤会产生多种生化物质，包括细胞溶菌

产物HMGB1，RAGE。这些物质对软骨细胞有趋化性

的作用，而软骨细胞有许多种物理以及化学受体，这些

受体一旦激活后便能使得软骨细胞向受伤的部分产生

迁徙。Raggatt等[13]还发现MMP-13在机械压力作用下能

直接释放到培养液中，而且MMP-13还能直接促进细胞

外调节蛋白激酶1/2的活性。Kudirka等[14]也发现P2Y具
有同样的作用。因此，从破坏的软骨上，诸如软骨环的

切开分泌的某些化学因子能促进细胞外调节蛋白激酶

1/2的活性从而使得修复组织的软骨细胞定向向整合区

域迁徙。更关键的是，这个释放化学因子的过程是一个

缓慢持续的过程，所以，修复组织的软骨细胞长时间地

自发向整合区域迁徙。

虽然有许多信号通路(诸如整合素、PI3K-Akt 和

Wnt5b)被发现和软骨细胞的迁徙相关[15]。但是在自体细

胞软骨移植技术中软骨细胞内的迁徙相关信号仍然是

未知的。Src、磷酸化磷脂酶Cγ1和细胞外调节蛋白激酶

1/2这些在其他细胞中已经被研究者们广泛地研究出和

细胞迁徙密切相关，但是在自体细胞软骨移植模型中仍

然未知。本实验研究证明这个通路在这样一个自体细胞

软骨移植的环境中同样能够起到作用。这些发现符合之

前其他学者对其他细胞与之类似的研究。另外，Src、
磷酸化磷脂酶Cγ1 和细胞外调节蛋白激酶1/2蛋白的磷

酸化在培养28 d后始终存在，说明这个通路在这个模拟

自体细胞软骨移植技术软骨修复的过程中持续存在。

Src、磷酸化磷脂酶Cγ1和细胞外调节蛋白激酶1/2磷酸

化的比例不对称可能是由于其他通路可能在里面也起

作用而引起的，这需要后续更加深入的研究。

Bursell发现Src抑制剂PP2能促进软骨细胞的表型

发生变化[16]，Ryan等[17]发现细胞外调节蛋白激酶的活

性升高能促进蛋白多糖类物质的聚合和表达。由此可

见，Src、磷酸化磷脂酶Cγ1和细胞外调节蛋白激酶1/2
不仅仅使得软骨细胞的迁徙能力发生变化，还能引起其

他表型的变化。Yoon等[18]在最近的1篇文献中报道说细

胞外调节蛋白激酶对维持软骨细胞的表型起到一定的

作用。这就很好的解释了在PD98059组中软骨细胞表型

能够维持同时能够和正常组分泌类似的细胞外基质以

及胶原。Ryan等[17]发现PD98059抑制效应具有浓度效

应，这就很好地解释了作者采用50 μmol/L对细胞迁徙

起作用而不是Yoon使用的200 μmol/L对分化有效果的

剂量。虽然在本实验中各抑制组中没有发现很明显的对

分化有效果的依据，但是因为任何一种抑制剂对蛋白所

产生的效果涉及到许多通路，是不是只对迁徙起到作用

需要谨慎的评估。

虽然学者们也做了一些对于迁徙和软骨整合的研

究，但是两者相关性到现在还不是很清楚。在本实验中，

当信号通路蛋白受到抑制(Src、磷酸化磷脂酶Cγ1和细

胞外调节蛋白激酶1/2)，更少的蛋白迁徙到整合区域中，

于是就分泌更少的细胞外基质和胶原。DiMicco等[19]发

现整合区域的力学强度是由胶原的强度和位置所决定

的。由上述可以得出细胞迁徙能力的强弱和力学强度是

呈正相关的，这是国内外第一次阐明细胞迁徙和软骨整

合之间的关系。

同样，实验也存在一些不足，首先，这是一个体外

自体细胞软骨移植的模型，它是静止的，不像在人体中

时时产生行走的压力。其次，很多软骨破坏往往是由于

炎症因子导致的，但炎症因子作者并没有考虑在内。最

后，荧光标记28 d会发生衰变，但是在本实验中观察的

是相关数，找到有迁徙的证据即可，而不是找到迁徙细

胞的绝对数。
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