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增殖!分化!矿化的影响
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!!!摘要"!目的!在钛"* 铝"+ 钒"',"*-."+/#合金微粒环境下观察重组成骨蛋白"#"012345,67689:"#$09:"##对成骨细胞

的影响$为防治关节假体无菌性松动提供新的治疗途径% 方法!根据小鼠颅顶骨前成骨细胞亚克隆 #+"$%&'&"(##中是否加

入',"*-."+/微粒和09:"#$分为微粒组";&#<&#;

!

=>4?',"*-."+/#&处理组"微粒组加入 )<< 6=>4?09:"##&阳性组"加入 )<<

6=>4?09:"##和对照组$检测各组 )+&@)&#)< A $%&'&"(# 细胞增殖能力&@) A碱性磷酸酶"7B7.,61CA3DCA787D1$-E:#&骨钙素

"3D81327.2,6$9%F#和骨桥蛋白"3D813C368,6$9:F#4GF-的表达$及 #)< A 成骨细胞的矿化能力% 结果!

"

09:"# 无促进

',"*-."+/微粒环境下成骨细胞增殖能力$与微粒组比较$差异无统计学意义"!H<I<;#'

#

09:"# 可提高成骨细胞分化$与对照

组比较差异有统计学意义"!J<I<;#'同时逆转 ',"*-."+/微粒抑制成骨细胞分化$与微粒组比较差异有统计学意义"!J

<K<;#'

$

茜素红 L染色后',"*-."+/微粒钙结节数量随着浓度增加逐渐降低$和微粒组比较$加入09:"# 后钙结节数量呈增多

趋势% 结论!',"*-."+/微粒环境下$09:"# 无提高成骨细胞增殖能力$能提高细胞分化矿化能力$09:"# 可以作为潜在治疗关

节假体无菌性松动一种方法%

!!!关键词"!钛合金微粒'重组成骨蛋白"#'成骨细胞'骨溶解
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$

234C701N S,8A ',"*-."+/=03RC$ 7.,Z70,6 01N D87,6,6=N1436D80781N 8A78

8A1̂ R768,8T3W27.2,R463NR.1DS101470B1N.T,62017D1N ,6 8A1',"*-."+/]09:"# =03RC 78A3R0D#)<I6&*$,24-&*!9R001DR.8,6N,"
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!!关节置换术后假体发生无菌性松动的问题一直

基金项目# 江苏省临床医学科技专项" ?̀)<#)<<)#'南京军

区医学科技创新项目"##a<)M#'南京市科技发

展项目")<#)D2&##<)<#

作者单位# #I)#<<<) 江苏南京$南京军区南京总医院骨
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难以解决$既往很多研究从破骨细胞着手$抑制破骨

细胞相关靶点$但是疗效甚微% 我们前期研究表明$

钛"* 铝"+ 钒"',"*-."+/#合金微粒能够抑制成骨细

胞活性(#)

$提示我们从促成骨能力方面为切入点$

找到解决问题的关键% 在促骨形成因子中$重组骨

蛋白"# "012345,67689:"#$09:"##占据重要作用$
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具有高效促进骨基质合成能力()"+)

$美国已经用于临

床治疗包括大段长骨骨缺损修复和脊柱融合等病

例% 而关节假体无菌性松动后$主要是成骨不足和

破骨吸收加剧产生骨重建失衡$采用 09:"# 对关节

假体无菌性松动进行治疗则未见报道% 本文拟观察

了解在 ',"*-."+/微粒环境下$09:"# 对小鼠颅顶骨

前成骨细胞亚克隆 #+"$%&'&"(##成骨细胞增殖&

分化和矿化的影响%

@A材料与方法

@I@A试剂和仪器A$%&'&"(# 成骨细胞"购自中国

科学院细胞库#$细胞计数试剂盒"M"%%E"M$上海睿

安生物科技有限公司#$茜素红 L" L,=47公司$美

国#$碱性磷酸酶"7B7.,61CA3DCA787D1$-E:#&骨钙

素"3D81327.2,6$9%F#和骨桥蛋白"3D813C368,6$9:F#

的 G'":%G检测试剂盒"'7B707公司$美国#$',"*-."

+/"直径 ;< d#;< 64$南京工业大学#$e$($培养

基"X6Y,803=16 公司$美国#$<I);f胰蛋白酶"L,=47

公司$美国#$二甲基亚砜"e$L9$L,=47公司#$胎牛

血清"X6Y,803=16 公司$美国#$09:"# "%1..L,=67.,6=

'12A63.3=T公司$美国#%

@IBA钛合金微粒处理和准备A将 #< 4=',"*-."+/

微粒置离心管中$加入 @;f乙醇震荡消毒 &< 4,6$

低速离心去除乙醇$用无菌 :̀ L 洗涤沉淀 & 次$将

消毒后的微粒用 :̀ L稀释成 ;&#<&#;

!

=>4?% 经检

测显示微粒黏附内毒素浓度J<I#< (U>4?$排除其

对试验的影响%

@ICA实验方法A

@ICI@A细胞培养和分组!将 $%&'&"(# 细胞株在

;f%9

)

&&@g条件下常规培养于
%

"$($培养基"含

#<f胎牛血清$#<< U>4?青&链霉素#中% 细胞分

别以 ; h#<

& 的浓度分别接种于 O* 孔板中$并各加

入 )<<

!

?培养基% 根据研究目的分为空白对照组&

阳性组&微粒组";&#<&#;

!

=>4?',"*-."+/#和处理

组"微粒组加入 )<< 6=>4?09:"##$各孔相应加入不

同浓度',"*-."+/微粒及 )<< 6=>4?09:"# 后培养$

三个时间点")+ A&+M A&@) A#分别以%%E"M 法检测

细胞增殖能力$@) A 以 G'":%G法检测 -E:&9%F

和9:F4GF-的表达$#)< A 以茜素红 L 染色法检

测细胞矿化能力%

@ICIBA%%E"M 法检测成骨细胞增殖能力!细胞培

养达到药物处理时间时$按照 #<<

!

?加入 #<

!

?

%%E"M 溶液的比例$在相应孔中加入 %%E"M 反应

液% &@ g培养箱中放置 # A后$读取 +;< 64处的吸

光度"3C8,27.N16D,8T$9e#$以9e值显示成骨细胞的

增殖能力%

@ICICAG'":%G法检测-E:&9%F和9:F4GF-水

平的变化!均按试剂盒操作说明提取细胞总 GF-$

反转录为 2eF-$在 :%G仪上进行定量 :%G% 以

#ML 0GF-为内参基因$所检测基因的引物序列见表

#"上海捷瑞公司设计#%

表 #!检测基因的引物序列

目的基因 引物序列";ij&i#

-E: ;i"'k-k%k-%-%kk-%--k-"&i

;i"k-k'k''k''k-'kk'%%kk"&i

9%F ;i"%%--k%-kk-k%k%--'-"&i

;i"--'%%'kk-%-%k-%%kk-"&i

9:F ;i"-k%--k---%'%''%%--k%--"&i

;i"k'k-k-''%k'%-k-''%-'%%k"&i

#ML 0GF- ;i"-k'%%%'k%%%'''k'-%-%-"&i

;i"%k''%%k-kkk%%'%-%'"&i

@ICIDA茜红素 L染色法测定细胞矿化能力 !室温

下$相应细胞培养孔弃去培养液$用 + f多聚甲醛

固定 &< 4,6 后$用 :̀ L 清洗 ) 次% 浸入 #f茜素

红 L$静置 # A后采用Y36 E3DD7方法$浸入 ;f硝酸

银水溶液中紫外光 # A$蒸馏水洗涤后浸入 ;f次亚

硫酸钠溶液中$再经蒸馏水洗$扫描仪进行图片扫描

后观察细胞矿化能力%

@IDA统计学处理A采用 L:LL ##I< 统计软件包$计

量资料用均数[标准差"G[A#表示$多组均数比较

采用单因素方差分析"961"S7T$-F9/-#'组间两两

比较采用?Le检验'!J<I<; 为差异有统计学意义%

BA结A果

BI@ A09:"# 对不同浓度 ',"*-."+/微粒环境下

$%&'&"(# 成骨细胞增殖能力影响!',"*-."+/微粒

浓度为 #<

!

=>4?$在生长 #)< A 后与同时点空白对

照组比较亦出现细胞增殖抑制"表 )$!J<I<;#'微

粒浓度达 #;

!

=>4?时各时间点抑制成骨细胞增殖

更为显著"!J<I<;#$提示高浓度',"*-."+/微粒对

成骨细胞增殖有抑制现象$此抑制可能受到多因素

影响$如抑制时间和微粒浓度等% 加 09:"# 处理组$

与微粒组比较$差异无统计学意义"!H<I<;#$提示

成骨细胞在',"*-."+/微粒中$加入09:"# 改善成骨

细胞增殖能力$效果并不理想%

BIB A09:"# 对不同浓度 ',"*-."+/微粒环境下

$%&'&"(# 成骨细胞-E:"9%F和 9:F4GF-表达

的影响! ',"*-."+/微粒可以抑制 $%&'&"(# 成骨

细胞-E:&9%F和9:F4GF-表达$与空白对照组

!)! 东南国防医药 )<#; 年 # 月第 #@ 卷第 # 期!$,.,870T$1N,27.c3R067.3WL3R8A17D8%A,67$/3.I#@$F3I#$c76I)<#;



表 ) !09:"# 及',"*-."+/微粒环境下$%&'&"(# 成骨细胞增殖能力比较$G[A%

组别
9e值

)+ A @) A #)< A

空白对照组 <I&*< [<I<#; <I;;* [<I<<* <I*@@ [<I<#)

微粒组

!;

!

=>4? <I&++ [<I<<* <I;); [<I<<) <I*;+ [<I<<&

!#<

!

=>4? <I&;# [<I<<@ <I;<; [<I#;+

<I*<+ [<I<#@

!

!#;

!

=>4?

<I&+M [<I<<@

!

<I&<@ [<I<)&

!

<I)MO [<I<#&

!

处理组

!;

!

=>4? <I&+* [<I<<; <I;)@ [<I<<; <I*;O [<I<)#

!#<

!

=>4? <I&+O [<I<<& <I;<@ [<I<)< <I*<+ [<I<#M

!#;

!

=>4? <I&&O [<I<#& <I&<; [<I<<@ <I)OO [<I<#M

!注*与同时间点对照组比较$

!

!J<I<;

比较差异有统计学意义"图 # d&$!均 J<I<;#$提

示',"*-."+/微粒抑制成骨细胞分化% 而加入 09:"

# 后$与空白对照组比较差异有统计学意义"!J

<K<;#$与微粒组比较差异亦有统计学意义 "!J

<K<;#$提示 09:"# 能促进成骨细胞分化$降低 ',"

*-."+/微粒抑制成骨细胞分化效应%

!!与对照组"236#比较$

!

!J<I<;'微粒组"',"*-."+/#和

处理组"',"*-."+/]09:"##比较$

!!

!J<I<;

图 #!09:"# 对不同浓度',"*-."+/微粒环境下

成骨细胞-E:4GF-表达的影响

!!与对照组"236#比较$

!

!J<I<;'微粒组"',"*-."+/#和

处理组"',"*-."+/]09:"##比较$

!!

!J<I<;

图 )!09:"# 对不同浓度',"*-."+/微粒环境下

成骨细胞9%F4GF-表达的影响

!!与对照组"236#比较$

!

!J<I<;'微粒组"',"*-."+/#和

处理组"',"*-."+/]09:"##比较$

!!

!J<I<;

图 &!09:"# 对不同浓度',"*-."+/微粒环境下

成骨细胞9:F4GF-表达的影响

BIC A09:"# 对不同浓度 ',"*-."+/微粒环境下

$%&'&"(# 成骨细胞矿化影响!随着 ',"*-."+/微

粒浓度增加$抑制成骨细胞矿化明显% 加入 09:"#

后$可以降低',"*-."+/微粒抑制作用% 见图 +%

图 +!09:"# 对不同浓度',"*-."+/微粒环境下

成骨细胞矿化影响

CA讨A论

人工关节置换技术已是较为成熟的技术(;)

$随

着关节假体置换广泛开展$其并发症也日益显著%

长期随访资料显示$目前人工假体晚期失败的最主

要原因$是关节界面的磨损颗粒在体内导致的假体
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周围骨溶解造成的无菌性松动% 尽管多项实验结果

证明磨损微粒激活巨噬细胞系统和增加破骨细胞活

性造成假体周围出现无菌性松动(*)

$但是不可否

认$无菌性松动假体周围成骨细胞数目明显减少(@)

以及钛微粒&聚乙烯微粒和钴铬钼合金微粒均能影

响成骨细胞分化&成熟和功能(M"O)

% 本实验认为

09:"#可以促进',"*-."+/微粒环境中成骨细胞分化

和矿化能力$但是这种机制仍然不甚清楚% 本实验

通过%%E"M 法证实在 )+ A&+M A 和 @) A ',"*-."+/

微粒的不同浓度均能抑制细胞增殖$说明此环境中

细胞增殖受到多方面因素影响$包括 ',"*-."+/微

粒的浓度以及时间等因素的影响% 本实验亦发现$

在',"*-."+/微粒环境下$09:"# 具促进成骨细胞增

殖的有意义的现象%

LA7S6等(#<)研究结果证实09:"# 能够刺激聚乙

烯微粒中成骨细胞-E:表达$-E:是成骨细胞分化

成熟标志$存在能和 GUFQ) 结合位点结合的 9L(

序列$说明09:"# 能够刺激聚乙烯微粒中成骨细胞

分化% 我们的前期研究(O)表明$',"*-."+/微粒可以

抑制成骨细胞相关转录因子 )"0R68"01.781N 8076D20,C"

8,36 W72830)$GUFQ) # 的表达$09:"# 亦可以提高

GR6V) 4GF-的表达% GUFQ) 和 -E:& 9%F和

9:F密切相关$GUFQ) 可以促进9%F和 9:F等细

胞外基质蛋白合成(##)

% 在本研究中$ ;& #<& #;

!

=>4?浓度的 ',"*-."+/微粒均能抑制 -E:&9%F

和 9:F4GF-表达$经过 09:"# 干预后$明显可以

提高成骨细胞在 ',"*-."+/微粒环境下的分化能

力$故在 ',"*-."+/和聚乙烯微粒这两种微粒环境

下$应用09:"# 均能提高成骨细胞的分化能力%

本实验中$加入09:"# 可成功抑制',"*-."+/微

粒对成骨细胞矿化能力的不利影响% 采用茜素红 L

染色法实验$可以反映成骨细胞矿化能力(#))

$而骨

矿化能力直接反映是否最终成为钙化骨$反之$形成

胶原纤维组织$造成骨形成障碍% 本实验表明$随着

',"*-."+/微粒浓度增加$成骨细胞矿化能力逐渐减

弱$加入09:"# 后则可有效促进细胞的矿化%

总之$09:"# 可以促进 ',"*-."+/微粒环境下

$%&'&"(# 细胞的分化和矿化能力$采用局部输送

09:"# 治疗假体无菌性松动可能是一种潜在的治疗

方法% ',"*-."+/微粒抑制细胞分化& 矿化和

GUFQ)$但它们之间通过何种通路发生联系仍然需

要进一步研究%
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=161078,36 8A03R=A DRCC01DD,36 3W,6W.74478,36 ,6 078ZT43D76",6"

NR21N 708A0,8,D(c)I%1..',DDR1G1D$)<##$&++")#*&)#"&&)I

(&)! 7̀00'$$2F74707-c$Ll6N30kE$187.I%34C70,D36 3W8A13D813,6"

NR28,Y,8T3W5,3,4C.768D23687,6,6=012345,6768AR476 5361430"

CA3=1618,2C0381,6D) "X6WRD1# 76N @ "9:"##(c)I907.LR0=907.

$1N 907.:78A3.907.G7N,3.(6N3N$)<#<$#<O"+#*;&#";+<I

(+)!LC,03-L$ 1̀,.\'$ 7̀0763SDBT-$187.Ì $:"@",6NR21N 1283C,2
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*<O*"*#<#I

(O)!c,76=n$c,7'$k36=_$187.I(WW128D3W',$:$$-$Um$_:($76N

%3"%0S170C708,2.1D36 N,WW10168,78,36 76N WR628,36D3W5361470"

03SD80347.21..D(c)Ic ,̀341N $7810G1D-$)<#&$#<# "#<#*

)M#@")M);I

(#<) LA7S6 E$G,2A70N %$',6=$7$187.I9:"# " $̀:"@# D8,4R.781D3D"

813C03=16,83021..N,WW10168,78,36 ,6 8A1C01D16213WC3.T418AT."

418A720T.781C708,2.1D(c)Ic̀ ,341N $7810G1D-$)<#<$O+")#*

+M;"+MMI

(##) %A,R G$$7'$L4,8A G?$187.I:3.T418AT.418A720T.781C708,2.1D

,6A,5,83D8135.7D8,2N,WW10168,78,36 3W$%&'&"(# 3D813C03=16,830

21..D(c)Ic908A3C G1D$)<<M$)*"@#*O&)"O&*I

(#)) E766 L$%A,R G$$7'$k33N476 L Ì9:"#" $̀:"@#D8,4R.781D3D"
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