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Ⅱ型胶原体外促进大鼠骨髓间充质干细胞向软骨细胞分化
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　　［摘要］　目的　探讨Ⅱ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ）在体外促进大鼠骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）向软骨细胞的定向分化作用。方法　 体外培养ＢＭＳＣｓ，分不同ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ接种浓度
组（２５、５０、１００、２００μｇ／ｍＬ）和空白对照组，分别作用于ＢＭＳＣｓ７、１４、２１ｄ，采用ＣＣＫ８法检测各不同浓
度组对ＢＭＳＣｓ活性的影响；ｑＰＣＲ法和免疫荧光法检测不同浓度组处理 ＢＭＳＣｓ后，各浓度组与空白对
照组相比，ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ、ＳＯＸ９及ａｇｇｒｅｃａｎｍＲＮＡ及蛋白表达量的差异。结果 　①ＣＣＫ８检测结果显示
各浓度组在７、１４、２１ｄＤ（４５０）值差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；②ｑＰＣＲ检测结果显示２１ｄ后，不同浓
度组与空白对照组比较，ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ、ＳＯＸ９及ａｇｇｒｅｃａｎｍＲＮＡ表达量均升高（Ｐ＜０．０５），以１００μｇ／ｍＬ组
最高（Ｐ＜０．０１）；１４ｄ时，各浓度组 ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ、ＳＯＸ９及 ａｇｇｒｅｃａｎｍＲＮＡ以１００μｇ／ｍＬ组上调最明显
（Ｐ＜０．０５），而在７ｄ时，各组之间三者 ｍＲＮＡ的表达差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；③各浓度组２１ｄ
时免疫荧光结果显示：在１００μｇ／ｍＬⅡ组ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ、ＳＯＸ９及 ａｇｇｒｅｃａｎｍＲＮＡ蛋白的表达量较其他各
组均明显上调（Ｐ＜０．０５）。结论 　ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ可在体外促进大鼠 ＢＭＳＣｓ向软骨细胞分化，其中以
１００μｇ／ｍＬ组促进作用最为明显。
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｐｒｏｍｏｔｉｏｎｏｆｔｙｐｅⅡ ｃｏｌｌａｇｅｎ（ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ）ｏｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｒａｔｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＢＭＳＣｓ）ｉｎｔｏｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＢＭＳＣｓ，
ｓｅｅｄｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｙｐｅⅡ ｃｏｌｌａｇｅｎ（２５，５０，１００ａｎｄ２００μｇ／ｍＬ）ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
ｗｅｒｅａｓｓｅｓｓｅｄｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙｏｎｄａｙｓ７，１４ａｎｄ２１．ｑＰＣＲａｎｄｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ
ｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｏｌｌａｇｅｎⅡ，ＳＯＸ９ａｎｄａｇｇｒｅｃａｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＣＣＫ８ａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｎｄａｙｓ７，１４ａｎｄ２１ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｏｌｌａｇｅｎⅡ，ＳＯＸ９ａｎｄａｇｇｒｅｃａｎｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
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ｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｎｄａｙ７，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎⅡ，ＳＯＸ９ａｎｄａｇｇｒｅｃａｎｗｅｒｅｏｂｖｉｏｕｓｌｙｅｎｈａｎｃｅｄｉｎｔｈｅ１００μｇ／ｍＬ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｔｈａｎｔｈｅｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ ｐｒｏｍｏｔｅｓｒａｔＢＭＳＣｓ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｔｏｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｉｎｖｉｔｒｏ，ｗｉｔｈｔｈｅｄｏｓｅｏｆ１００μｇ／ｍＬｈａｖｉｎｇｔｈｅｂｅｓｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃｏｌｌａｇｅⅡ；ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１０７０９８１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺｈａｏＪｉａｎｈｕａ，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｏｊｉａｎｈｕａ１９６４＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ

　　软骨缺损常导致关节顽固性疼痛、关节畸形、功能
障碍等一系列临床症状，给患者带来终身的伤痛，也给

社会造成巨大的经济负担［１］。软骨组织主要由软骨

细胞、基质及纤维构成，由于缺少血管、神经及淋巴系

统等限制了其修复能力，因此，长期以来，一直被认为

是最难修复的机体组织。自１９世纪早期以来，随着软
骨细胞移植技术的发展，软骨组织被修复的可能性和

实用性被证实，研究者不断探索着各种策略来修复损

伤的软骨组织。尤其是组织工程技术的发展，给人们

提供了更多的仿生材料，用于损伤后软骨的修复［２］。

Ⅱ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ）可由软骨细胞分泌合成［３］，具

有亲和性强，能为软骨细胞的生长、增殖、分化及功能

发挥近似于体内组织发生发育的细胞外基质作用的特

点。作为软骨损伤修复中最好的种子干细胞———骨髓

间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ），
是目前联合组织工程技术，实现联合移植和研究定向

分化为机体所需要的特定的组织或细胞研究领域的重

点及热点。研究表明ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ在体内和体外均可促
进ＢＭＳＣｓ向骨细胞方向分化，并可促进骨缺损的愈
合［４］。而其对 ＢＭＳＣｓ的影响少见报道。本实验以
ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ作为细胞外基质，以ＢＭＳＣｓ为种子细胞，体
外研究ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ对ＢＭＳＣｓ向软骨细胞方向的分化作
用，了解 ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ对 ＢＭＳＣｓ分化为软 骨细胞的影
响，以期为ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ作为仿生材料，用于损伤后软骨
的修复研究提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　ＳＰＦ级４周龄 ＳＤ大鼠５０只，由第三军医大学实
验动物中心提供。手术过程及处死方式严格遵循国际

通用实验动物使用指南及第三军医大学动物实验管理

使用规定。

１．２　实验材料
１．２．１　药品与试剂　　ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ抗体（博奥森，ｂｓ
１０５８９Ｒ），ＳＯＸ９抗体（２００９５）、ａｇｇｒｅｃａｎ抗体（１６４９２，
ＳａｎｔａＣｒｕｚ），ＦＩＴＣ山羊抗小鼠二抗、ＣＹ３山羊抗兔二
抗（北京中杉金桥），优质胎牛血清（ＦＢＳ）、ＤＭＥＭ／Ｆ１２

（Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ），ＣＣＫ８（日本ＤＯＪＩＮＤＯ）。
１．２．２　器材　　低温离心机、多功能酶标仪（美国
Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ），倒置荧光显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ），
３７℃、５％ ＣＯ２培养箱（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ公司）。
１．３　方法
１．３．１　大鼠ＢＭＳＣｓ的培养　　４周龄 ＳＤ大鼠，以水
合氯醛行腹腔注射麻醉，７５％酒精消毒后，在无菌条件
下剪除大鼠双侧股骨和胫骨，剔除其表面肌肉及软组

织，用１０ｍＬ注射器吸取含有１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ
青霉素Ｇ、１００ｍｇ／ｍＬ链霉素的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液冲
洗骨髓腔，直至骨髓腔发白。将冲洗出来的细胞悬液

移至５０ｍＬ离心管，离心１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ，制成单细
胞悬液，以３×１０５／ｃｍ２接种于２５ｃｍ２的培养瓶中。在
３７℃、５％ Ｃ０２培养箱内进行培养。２４ｈ后半量换液，
以后每２～３天全量换液。换液时弃去未贴壁细胞，待
贴壁细胞生长铺满瓶底后，进行传代培养。

１．３．２　大鼠ＢＭＳＣｓ的鉴定　　①成骨分化：取培养
第３～５代细胞，接种于预先消毒过的置入载玻片６孔
板，在成骨诱导液诱导至第２１天按照细胞茜素红钙结
节染色试剂盒说明书对样本进行固定、染色及澄清处

理，显微镜下观察钙结节染色情况；②成软骨分化：同
①方法，在成软骨诱导液诱导至第２１天按照阿尔欣蓝
染色试剂盒说明书对样本进行固定、染色及澄清处理，

显微镜下观察染色情况；③成脂分化：方法同①，在成
脂诱导液诱导至第１４天按照油红 Ｏ染色试剂盒说明
书对样本进行固定、染色及澄清处理，显微镜下观察染

色情况。

１．３．３　ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ对 ＢＭＳＣｓ活性的检测　　采用
ＣＣＫ８法。取对数期生长的 ＢＭＳＣｓ，０．２５％胰酶消化
后，台盼蓝染色细胞计数，以４０００／１００μＬ接种于预
先用不同浓度 ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ包被的 ９６孔板（ＮＥＳＴ）培
养。设置空白对照组及２５、５０、１００、２００μｇ／ｍＬ组，每
组６个复孔，分别孵育 ７、１４、２１ｄ后取出，每孔加入
１０μＬＣＣＫ８，孵育２．５ｈ后，使用多功能读数仪比色
读数，设定波长４５０ｎｍ，分别测定光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．３．４　ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ对 ＢＭＳＣｓ向软骨细胞分化的
ｍＲＮＡ标志物检测　　采用实时荧光定量 ＰＣＲ
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（ｑＰＣＲ）法。取对数期生长的 ＢＭＳＣｓ，０．２５％胰酶消
化后，台盼蓝染色细胞计数，以３×１０５／ｃｍ２接种于预
先用不同浓度ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ包被的６孔板（ＮＥＳＴ）培养。
设置空白对照组及２５、５０、１００、２００μｇ／ｍＬ组，分别孵
育７、１４、２１ｄ后取出，以 ＴＲＩｚｏｌ提取总 ＲＮＡ，测定
ＲＮＡ浓度，每组５００ｎｇＲＮＡ进行逆转录为 ｃＤＮＡ，扩
增所需序列，取等量产物上样，行定量 ＰＣＲ检测目的
基因 ｍＲＮＡ表达量的变化，并以 ＧＡＰＤＨ作为内参。
引物序列见表１。

表１　ｑＰＣＲ引物序列及片段大小

引物名称 引物序列 片段大小（ｂｐ）

ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ 上游５′ＣＡＧＣＡＡＧＡＧＣＡＡＧＧＡＧＡＡ３′ １３３

下游５′ＧＧＡＣＡＧＴＡＧＡＣＧＧＡＧＧＡＡ３′

ＳＯＸ９ 上游５′ＡＣＴＣＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＴＡＣＡＴ３′ ３２３

下游５′ＡＴＣＴＣＡＧＣＡＡＴＣＧＴＴＡＣＣＴＴ３′

ａｇｇｒｅｃａｎ 上游５′ＴＧＧＡＴＧＣＣＴＴＧＧＡＣＡＣＴＴ３′ １９７

下游５′ＧＡＣＧＡＴＧＣＴＧＣＴＣＡＧＡＴＧ３′

ＧＡＰＤＨ 上游５′ＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧ３′ １１６

下游５′ＴＡＣＴＣＡＧＣＡＣＣＡＧＣＡＴＣＡ３′

１．３．５　ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ对 ＢＭＳＣｓ向软骨细胞分化的蛋白
标志物的检测　　采用免疫荧光方法。设置阴性对照
组、空白对照组及２５、５０、１００、２００μｇ／ｍＬ组，于２１ｄ
对不同组别细胞以４％多聚甲醛固定，０．５％ Ｔｒｉｔｏｎ透
膜，３％ ＢＳＡ封闭后，加入不同一抗４℃孵育过夜（阴
性对照组不加一抗）；漂洗后，以相应荧光标记二抗室

温孵育２ｈ；漂洗后，以ＤＡＰＩ复染细胞核后，在荧光显
微镜下观察各蛋白的表达情况。

１．４　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，数据以珋ｘ±ｓ表示，多组
间比较行单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＢＭＳＣｓ的培养和鉴定
　　ＢＭＳＣｓ贴壁生长，类似成纤维细胞。４ｄ后呈相
对静止状态，之后细胞增殖加速，出现团、簇状细胞群

（图１）。传代后细胞增殖迅速，一般２～３ｄ可传１代。
将ＢＭＳＣｓ接种于２５、５０、１００、２００μｇ／ｍＬ浓度ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅱ诱导液中培养，并分别于７、１４、２１ｄ进行分化鉴定，
可见成骨诱导液中细胞间致密、呈片状，在集落中央可

见明显的黑色团块的钙结节，周围颜色较浅（图２Ａ）；
成软骨后阿尔欣蓝染色可见细胞呈蓝色淡染（图２Ｂ）；
成脂诱导后细胞可出现脂滴，油红 Ｏ染色呈红色点状
（图２Ｃ）。

!

"

Ａ：ＢＭＳＣｓ散在生长，呈长梭形；Ｂ：ＢＭＳＣｓ呈鱼群样、漩涡
状、辐射状或网状排列

图１　倒置相差显微镜下观察所培养的大鼠骨髓间充质
干细胞形态　（×１００）

! "

#

Ａ：茜素红染色；Ｂ：阿尔欣蓝染色；Ｃ：油红Ｏ染色
图２　不同染色观察大鼠骨髓间充质干细胞分化情况

（倒置相差显微镜 ×２００）

２．２　不同浓度ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ对ＢＭＳＣｓ的活性无影响
　　将对数期生长的ＢＭＳＣｓ进行分组干预。空白对照
组及２５、５０、１００、２００μｇ／ｍＬ组分别在第７、１４、２１天后，
经多功能读数仪比色读数，在４５０ｎｍ处测定光密度值
［Ｄ（４５０）］，经统计学比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５，图３）。这提示ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ作为关节软骨的主要成
分，能为ＢＭＳＣｓ细胞的生长提供细胞外基质支架条件。
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１：空白对照组；２：２５μｇ／ｍＬ组；３：５０μｇ／ｍＬ组；
４：１００μｇ／ｍＬ组；５：２００μｇ／ｍＬ组

图３　ＣＣＫ８检测２１ｄ时不同浓度ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ对ＢＭＳＣｓ
活性的影响

２．３　ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ可上调 ＢＭＳＣｓ向软骨细胞分化的
ｍＲＮＡ标志物

　　不同浓度组处理ＢＭＳＣｓ２１ｄ后，与空白对照组比
较，各浓度 ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ、ＳＯＸ９及 ａｇｇｒｅｃａｎｍＲＮＡ表达
量均升高（Ｐ＜０．０５），以 １００μｇ／ｍＬ组最高（Ｐ＜
００１），在 １４ｄ时，各浓度组 ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ、ＳＯＸ９及
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ａｇｇｒｅｃａｎｍＲＮＡ以 １００μｇ／ｍＬ组上调最明显（Ｐ＜
００５），而在７ｄ时，各组之间三者 ｍＲＮＡ的表达无统
计学意义（Ｐ＞０．０５，图４～６）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较
图４　ｑＰＣＲ检测２１ｄ时不同浓度ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ处理后对

ＢＭＳＣｓ的ａｇｇｒｅｃａｎｍＲＮＡ表达变化的影响
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较
图５　ｑＰＣＲ检测２１ｄ时不同浓度ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ处理后对

ＢＭＳＣｓ的ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ ｍＲＮＡ表达变化的影响
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较
图６　ｑＰＣＲ检测２１ｄ时不同浓度ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ处理后对

ＢＭＳＣｓ的ＳＯＸ９ｍＲＮＡ表达变化的影响

２．４　ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ可上调 ＢＭＳＣｓ向软骨细胞分化的蛋
白标志物

　　在 ｍＲＮＡ表达量的基础上，根据以上 ｑＰＣＲ检测

结果，设置阴性对照组，空白对照组及 ２５、５０、１００、
２００μｇ／ｍＬ浓度ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ组处理ＢＭＳＣｓ２１ｄ后，免
疫荧光结果显示：１００μｇ／ｍＬ组 ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ、ＳＯＸ９及
ａｇｇｒｅｃａｎ蛋白的表达量较其他各组均明显上调（Ｐ＜
００５，图７～９）。
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Ａ：阴性对照组；Ｂ：空白对照组；Ｃ：２５μｇ／ｍＬ组；Ｄ：５０μｇ／ｍＬ
组；Ｅ：１００μｇ／ｍＬ组；Ｆ：２００μｇ／ｍＬ组

图７　免疫荧光法检测各组大鼠骨髓间充质干细胞中
ａｇｇｒｅｃａｎ蛋白的表达　（标尺：２０μｍ）
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Ａ：阴性对照组；Ｂ：空白对照组；Ｃ：２５μｇ／ｍＬ组；Ｄ：５０μｇ／ｍＬ
组；Ｅ：１００μｇ／ｍＬ组；Ｆ：２００μｇ／ｍＬ组

图８　免疫荧光法检测各组大鼠骨髓间充质干细胞中
ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ蛋白的表达　（标尺：２０μｍ）
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Ａ：阴性对照组；Ｂ：空白对照组；Ｃ：２５μｇ／ｍＬ组；Ｄ：５０μｇ／ｍＬ
组；Ｅ：１００μｇ／ｍＬ组；Ｆ：２００μｇ／ｍＬ组

图９　免疫荧光法检测各组大鼠骨髓间充质干细胞中
ＳＯＸ９蛋白的表达　（标尺：２０μｍ）

３　讨论

　　ＢＭＳＣｓ作为成体干细胞的一种，自 １９８７年
Ｆｒｉｅｄｅｎｓｔｅｉｎ等［５］发现以来，因其具有良好的向软骨细
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胞分化的潜能，在关节软骨缺损后修复领域被广泛研

究［４，６－７］。本实验分离并培养 ＢＭＳＣｓ，证实所培养的
细胞不仅具有良好的增殖能力，并且可功能性分化为

骨、软骨及脂肪细胞，为后续实验奠定了良好的细胞

基础。

　　ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ在体内由软骨细胞分泌合成，并组成
软骨组织的主要细胞外基质，为软骨细胞的生存提供

了良好的条件［３］。研究表明其作为细胞外支架材料

与脂肪来源的干细胞联合移植可促进其向软骨细胞方

向分化［８－９］。本实验以 ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ为研究对象，采用
ＣＣＫ８法检测各不同浓度ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ对ＢＭＳＣｓ活性的
影响，证实ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ具有良好的生物相容性，实验所
设置的不同浓度包被的ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ均可为ＢＭＳＣｓ提供
良好的生存环境并保持良好的生长状态。

　　既往研究证明，ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ的局部异常堆积与遗
传因素的相互作用可成为类风湿性关节炎的一个诱

因［１０－１１］，因此我们推测 ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ作为细胞外基质，
在体内浓度的升高或者降低可能对 ＢＭＳＣｓ产生不同
的作用。因此，本实验通过底物对 ＢＭＳＣｓ向软骨细胞
方向分化进行研究，并设置不同浓度组别的 ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅱ进行分析。结果证明：１００μｇ／ｍＬ组软骨标志物
ｍＲＮＡ水平（ＳＯＸ９、ａｇｇｒｅｃａｎ及 ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ）在１４ｄ后
均明显升高，通过蛋白水平的检测，也发现相似的趋

势，均高于其他组别。此浓度的意义为后续研究该现

象的机制提供了良好的浓度范围。

　　ＳＯＸ９蛋白直接调控编码 ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ的 ＣＯＬ２Ａ１
基因［１２］，同时 ＳＯＸ９基因的表达可正性调控 ａｇｇｒｅｃａｎ
基因的表达［１３］，并且是调控细胞向软骨方向分化的重

要因子［１４］。本实验通过观察不同时间点、不同浓度包

被的ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ，证实１００μｇ／ｍＬ组可能通过与之相
关的受体正反馈调控了 ＳＯＸ９蛋白的表达，进而引起
一系列诱导ＢＭＳＣｓ向软骨细胞分化的信号转导机制。
而过低或过高浓度的ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ可能不能或负性调节
了ＳＯＸ９蛋白的表达，进而影响了 ＢＭＳＣｓ向软骨细胞
分化。但这些信号转导通路可能受多种信号转导通路

的影响，我们将于以后的实验中证实其可能的信号通

路和调控方式。

　　综上所述，ＢＭＳＣｓ作为细胞替代疗法的种子细胞
与作为软骨细胞外基质的 ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ的共同作用，促
进了ＢＭＳＣｓ向软骨细胞的分化成熟。本研究进一步
阐述了ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ诱导ＢＭＳＣｓ向软骨分化的较为合适
的浓度，但可能在以后的实验中尚需优化。本实验可

能为仿生材料的研究提供了一种新的可采用的天然细

胞外基质，根据研究结果可能会进一步拓展 ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅱ应用的空间，为软骨损伤的细胞替代疗法联合仿生
材料植入提供了新思路。
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