
·基础研究·

碱性成纤维细胞生长因子对肌腱细胞基质

合成及 !"#!$基因表达的作用
徐燕 汤锦波

【摘要】 目的 探讨碱性成纤维细胞生长因子（%&’() *(%+,%-&’. /+,0.1 *&).,+，%"2"）对兔屈肌腱细胞

3!4合成、5型胶原和 !"#!$基因表达的作用。方法 采用 $+67掺入技术，观察肌腱细胞 3!4合成情况；
采用 89#:;8方法，检测 5型胶原 <8!4、!"#!$ <8!4在不同浓度 %"2"作用下的合成变化。结果 质量
浓度为 = >/ ? <-的 %"2"组、质量浓度为 @A >/ ? <-的 %"2"组与正常对照组相比，肌腱细胞 3!4合成显著增
多（ ! B C D "EFE、C F "FGG，# H AIA@）。质量浓度为 @A >/ ? <-的 %"2"组和正常对照组相比，5型胶原密度
表达相对比值显著增加（ ! B C J "=KF，# H AIA@）。!"#!$基因表达增强，实验组和正常对照组相比，差异
有显著意义（ ! B C @@ "@EF、C = "JDF、# H AIA@）。结论 %"2"可提高 5型胶原和 !"#!$ 基因表达水平。
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指屈肌腱损伤修复后，目前尚难以达到非常满意

的效果。近年来，众多学者从促进肌腱细胞生长增殖

的生物活性方面进行研究，期望提高肌腱的愈合能力；

结果发现生长因子对肌腱细胞的增殖有一定的作

用［@，=］。本实验旨在研究 %"2"对腱细胞的促进作用，
以探索调节生长因子作用的中心环节。

材料与方法

一、肌腱的获取和培养

无菌条件下，切取 J只新西兰白兔的趾深屈肌腱，
将肌腱端剪成 @ <<D 大小的组织块，置于 "#@=：3TUT
完全培养基培养。游出的肌腱细胞增殖至几乎覆盖培

养皿底时进行传代。

二、实验分组

将肌腱细胞以每孔 @ V @AK个的密度接种于 =F孔
板（每块板接种 @=孔），每孔肌腱细胞铺满培养皿底面
积的 JAW X EAW，共接种 =G块板。其中 E块板用于
检测肌腱细胞的增殖率，另 =@块板用于检测基因的表
达。每块板的孔按加入 %"2"（美国 ;1M<(),> 公司生
产）浓度的差异随机分成 D组：质量浓度为 = >/ ? <-的

%"2"组，质量浓度为 @A >/ ? <- 的 %"2" 组，正常对照
组。其中的 E块板同时加入 $+67（美国 Y(/<&公司产
品），$+67终浓度为 K#<,- ? Z。DE[恒温、体积分数为

KW的 ;\=和饱和湿度下培养 K 6，中途换 @次培养液、

%"2"和 $+67。
三、肌腱细胞增殖率和基因表达的测定

@ I $+67掺入技术检测肌腱细胞 3!4合成
吸去培养液，经体积分数为 FW的多聚甲醛固定、

含体积分数为 @AW的羊血清的 A I A@ T :$Y液封闭及
一抗、二抗（均为美国 Y(/<&公司产品）孵育后，在荧光
显微镜下（ V @DK）用$波长观察，计数每 <<=视野内的

荧光细胞数。
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! " #$%&’#法测肌腱细胞 (型胶原和 )*%!+的基
因表达

（,）引物合成：-%磷酸甘油脱氧酶（./01234/52607/2%
-%8679864:2 5260537.2;4929，<=&>?）是所有细胞均存在
的一种看家基因，本实验将其作为检测目的基因表达

的对照。采用 >)= @ #)=自动合成仪合成兔 (型胶原、
)*%!+和 <=&>?的引物。(型胶原和 <=&>?引物，引
用 (A 等［-］、B4CDA4 等［E］所得的序列。)*%!+ 引物序
列，遵循引物设计原则，根据基因库 )*%!+ 的基因序
列，由本实验室设计。)*%!+引物序列为：/2F: 83DA23：
G’%$<’=’’$=<’$<’’===<==<<=%-’，3D.6: 83DA23：
G’%$’$<’$’’$<’$<’$$$<=<==%-’，预期扩增产物
长度 -HI J8。
（!）总 #)=提取和鉴定：$#(K7/法提取所有培养
的腱细胞 #)=，经甲醛变性胶电泳检测 #)=完整性，
并用紫外分光光度计测定 L>!IM、L>!NM。

（-）1>)=第一链合成及 &’#扩增：取不同组别的
#)=样本 ,".，按逆转录 OD:（德国 PD4.2;公司产品）操
作步骤合成 1>)=。在 &’#合成仪上扩增 (型胶原和
)*%!+ 基因。(型胶原的反应程序为：QER变性 - AD;，
QER变性 EG 9、GQR变性 EG 9、H!R变性 EG 9，循环 -M
次。)*%!+的反应程序为：QER变性 G AD;，QER变性
,G 9、GIR变性 -M 9、H!R变性 -M9，共循环 -G 次。以
<=&>?为内参照，每管加入内参 <=&>? 引物 9 S 49
（各 ,M 8A7/）,"/，采用浓度为 , "GT的琼脂糖凝胶电泳
检测 (型胶原和 )UV+扩增产物。
（E）电泳条带密度分析：用基因条带图像处理系
统，将电泳结束后的凝胶块放入紫外投射仪的暗箱内。

将 <=&>?的密度值设定为 ,，目的基因条带密度相对
于 <=&>?条带密度的比值即为目的基因的相对密度
值，测量 -次，取平均值进行分析。
五、统计学分析

测量数据采取单因素方差（7;2%W40 =)LX=）分析，
!值有意义后，分别将质量浓度为 ! ;. @ A/、,M ;. @ A/
的 J*<*组和正常对照组间进行肌腱细胞的 +35Y标记
阳性细胞数、( 型胶原 @ <=&>?及 )*%!+ @ <=&>?比值
的 " 检验，# Z M"MG示两者差异有显著意义。

结 果

一、+35Y掺入技术检测肌腱细胞 >)=合成
+35Y是胸苷的类似物，能代替胸苷掺入 >)=，使

染色体着色有所变化。本实验结果显示每 AA! 视野

下的荧光细胞数（个），对照组、质量浓度为 ! ;. @ A/和
,M ;. @ A/的 J*<*组（实验组）分别为（IN[N \ ,Q[,）、

（!QN[M \ EE[G）和 HMM[N \ ,I-[-），!$ \ %!$，下同。两
实验组分别与对照组相比，差异均有非常显著意义（ "
] ^ -"HEH、̂ E "ENN，# Z M"M,）。
二、甲醛变性胶电泳检测 #)=完整性
用 $3DK7/法提取 #)=。正常对照组与实验组 #)=

的 L>!IM @ L>!NM比值在 , " N _ ! " - 之间。总 #)=经甲
醛变性胶电泳，紫外透射灯上观察：!N‘、,N‘条带清晰
可见，!N‘条带亮度大于 ,N‘条带的亮度；提示提取的
总 #)=完整，没有降解。
三、#型胶原基因表达的变化（图 ,）

#型胶原密度相对比值见表 ,。质量浓度为
,M ;. @ A/ 的 J*<*组 (型胶原基因表达相对比值约是
对照组的 ! 倍，两者相比差异有非常显著意义（ " ]
^ I"!GE、# Z M[M,）。质量浓度为 ! ;. @ A/的 J*<*组 (
型胶原基因表达和对照组相比，差异无显著意义（ " ]
^ ,"E,N，# a M"MG）。
四、)*%!+ 基因表达的变化
)*%!+密度相对比值见表 ,。)*%!+ 基因在电泳

图上的条带位置与设计的扩增长度相符（图 !）。质量
浓度为 ! ;. @ A/的 J*<*组 )*%!+基因表达比正常对
照组增加 M "H倍（ " ] %! " I-E、# Z M" MG）。质量浓度
为 ,M ;. @ A/的 J*<*组比正常对照组增加 N "I倍（ " ]
^ ,,",HE、# Z M"M,，图 -）。

讨 论

生长因子可促进肌腱分裂增殖，有望在临床上加

表 ! !型胶原，)*%!+基因电泳条带密度相对比值（!$ \ %!$）
组别 !E孔板（块） #型胶原 )*%!+
正常对照组 H ! "I \ ,", M "! \ M ",
!;. @ A/ J*<*组 H - ", \ ,"- M "- \ M ",
,M;. @ A/ J*<*组 H G "M \ ,"! , "Q \ M "I

, 正常对照组 ! ! ;. @ A/ J*<*组 - ,M ;. @ A/ J*<*组

图 ! !型胶原基因表达电泳图
图 " )*%!+基因表达电泳图
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图 ! !"#!$基因的表达

速肌腱愈合速度及强度，适应肌腱术后早期活动的需

要和减少再次断裂的发生机会。%"&"、’&"、()&" 和
*&"#"均有明显促进细胞生长的作用

［+，, # -］。崔志明

等［.］使用自然凝胶电泳分离出相对分子质量为 /, 000
的特异增强蛋白区带，而离体的实验结果也证实其具

有促进腱细胞生长的能力。但是对于生长因子促进腱

细胞的生长，仅局限于其能否发挥作用，而对调节其发

挥作用的环节尚未有研究报道。本研究探索了和肌腱

细胞作用密切相关的 ’型胶原合成基因，及在生长发
育胚胎形成、炎症反应时具中心调节作用的 !"#!$因
子基因的表达水平，及其和生长因子浓度的关系。

本研究结果表明，%"&" 能显著刺激肌腱细胞的
)!1和 ’型胶原的合成，并引起 !"#!$这一早期即时
转录因子基因表达的增强。)!1合成代表肌腱的增
殖，’型胶原是肌腱基质的主要成分。!"#!$因子的表
达增加，提示 %"&"可能通过 !"#!$相关的作用信号传
递途径使肌腱细胞的 )!1和 ’型胶原合成增加。!"#

!$因子是 20年前由 345和 $6789:;<4等首先发现的在
转录水平起调节作用的因子，在治疗肿瘤、过敏、炎症、

神经系统的疾病探索中，起重要调节作用［=］。但是

!"#!$的作用具有明显的细胞种类特异性，在部分组
织中不起调节作用。!"#!$对腱细胞是否能起作用未
见报道。本研究首次证实生长因子通过 !"#!$因子对
肌腱可起作用的依据。

!"#!$因子是 >?(#2，’@#. 和 ()&"#$$ 产生作用
的共同 )!1 转录因子［20］。本研究发现 %"&" 也可以

影响 !"#!$的表达，这提示 %"&"和 ’@#.、()&"#$$具
有共同的作用通路。因而，在设计使用生长因子促进

肌腱细胞生长时，很可能以一种生长因子，或以一种生

长因子为主即可达到目的。因为，多种生长因子可能

通过共同的作用途径而发挥作用的；另外，直接调节

!"#!$因子的表达水平，或外源性加入 !"#!$因子可能
会起到和多种生长因子应用同样的效果，从而可以在基

因转录水平控制、促进或调节腱细胞的生长和增殖。
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