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·组织工程·

肌腱细胞类胰岛素生长因子21受体密度分析
△

杨志明1　项　舟1　邹立群2　彭文珍3　魏大鹏3

　　摘　要　　为了了解类胰岛素生长因子21 ( IGF21)受体在不同代次体外培养的肌腱细胞的分

布 ,同时观察同一肌腱细胞周期中不同亚时相的 IGF21受体数目的差别 ,采用免疫组化和流式细

胞仪分析法 ,对体外培养的原代、第 6代和第 13代肌腱细胞的 IGF21受体密度进行了分析 ,并以第

6代肌腱细胞为对象 ,进行了同一细胞周期不同亚时相的 IGF21 受体数目差别分析。结果表明 ,

IGF21受体在体外培养的原代、第 6代和第 13代肌腱细胞的密度大体相同 ,而在同一细胞周期中

分裂前期及分裂期 ( G2 M期)的受体数目比 DNA合成前期 ( G1 期)的受体数目多 ( P < 0. 01)。提

示 ,在肌腱细胞培养的传代过程中和在同一细胞周期的不同亚时相 ,肌腱细胞均维持一个相对稳

定的 IGF21受体密度。为组织工程人工肌腱的构建和肌腱细胞生长的调控提供了理论基础。
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　　在肌腱细胞的培养中 ,我们发现从原代

细胞传代到第 13代 ,肌腱细胞的增殖能力就

变得十分低下 ,这种增殖能力的低下又能通

过增加外源性类胰岛素生长因子21 (insulin2
like growth factor21 , IGF21 ) 得到部分补

偿[1 ]。这一效应的产生除了外源性加入

IGF21 因子外 ,细胞对该因子的响应是促成

该效应的另一个重要方面。许多对 IGF21因

子进行深入研究的报道都指出 , IGF21 的效

应是通过模受体 - 配体模式产生的[2 ,3 ] ,即

对 IGF21 产生生物效应的细胞都应该有

IGF21受体。因此 ,肌腱细胞也具有这一受

体。那么 , IGF21 受体在肌腱细胞的分布如

何 ,不同代次细胞之间受体密度有无改变 ,是

否与肌腱细胞经多次传代后的繁殖能力低下

有关 ? 为了回答这些问题 ,我们采用免疫组

化与流式细胞技术定量分析等方法 ,对不同代

次培养的肌腱细胞的 IGF21受体进行了分析。
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1　材料与方法

1. 1　材料来源

肌腱取自水囊引产的 5月龄胎儿四肢。F212培养

基系 Sigma公司产品。新生小牛血清 (FBS)系华西医

科大学分子生物学研究室产品 ,经灭活过滤除菌及去

支原体处理。IGF21系 Boehringer Mannheim Biochemica

产品。IGF21受体的鼠单克隆抗体 (IGF21 Rα)系 Santa

Cruz Biotechnology ,Inc.产品。

1. 2　肌腱细胞的培养

按 Handerson[4 ]分步酶消化法分离人胚腱细胞。

首先在手术放大镜下剪除肌腱外膜组织 , Hank’s液

洗涤 3次 ,用 0. 25 %胰蛋白酶及 0. 1 %胶原酶将整

段肌腱在 37℃消化 20分钟 ,再次用 Hank’s液洗涤

3次。将余下的腱段剪成 1 mm3～2 mm3 碎块 ,再用

上述浓度的胰蛋白酶及胶原酶混合液在 37℃消化 1

小时 ,用新生小牛血清终止消化后过滤去除碎块 ,滤

液 4 000 r/ min离心 10分钟。弃上清液。用培养液

洗一次。再用培养液悬浮细胞 ,经细胞计数 ,将细胞

密度调至 1 ×105 个/ ml ,接种于培养瓶中培养。培

养液由 F212培养基加 10 %新生小牛血清 ,青霉素、

链霉素各 100 U/ ml ,抗坏血酸 50μg/ ml组成。在原

代培养的人胚腱细胞贴壁并融合成单层细胞后 ,进

行传代培养。培养条件为 37℃恒温 ,5 % CO2 浓度 ,

饱和温度。

1. 3　免疫组化检测
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将不同代次的肌腱细胞培养于经处理的盖玻片

上 ,倒置显微镜观察生长良好后 ,用丙酮、甲醇液固

定 10 分钟。取已固定的细胞片 ,浸入 0. 75 %

H2O22PBS ,37℃,30 分钟 ,以阻断内源性过氧化物

酶。滴加 25 %小牛血清 ,置于湿盒内 ,37℃保温 30

分钟 ,以消除非特异性染色。弃去血清。滴加 25 %

小牛血清2PBS配制的 1∶100 的 IGF21 Rα,4℃下过

夜。滴加生物素化马抗鼠 IgG ,37℃,30分钟。滴加

ABC复合剂 ,37℃,30分钟。将新鲜配制的 DAB (由

ABC Immuno2Detects试剂盒提供)溶液加到切片上 ,

在室温下置暗处 10 分钟后于显微镜下观察显色。

显色完成后浸入 PBS 中终止显色。逐级脱水 ,透

明 ,用中性树脂封片。

每例均以省略一抗作空白对照。

1. 4　抗体饱和试验

将对数生长期的单层培养肌腱细胞制成细胞悬

液 ,移入离心管中。4 000 r/ min离心 5分钟 ,弃上清

液 ,留 0. 5 ml 细胞悬液 ,用振荡器使细胞分散。分

别取 1×106 个细胞加入 6个试管中并按等倍稀释

浓度加入第一抗体 IGF21 Rα, 4℃孵育 30 分钟。

PBS洗涤后加入荧光标记的第二抗体 ,4℃孵育 30

分钟。用 COUL TER EPICS EL ITE ESP 型流式细

胞仪 (日本产)检测 ,每个样本采集 1 ×104 个细胞 ,

用 Elite分析软件进行分析 [5 ]。

1. 5　IGF21受体密度分析

将原代、第 6代及第 13代肌腱细胞依照上述方

法制成悬液 ,按饱和浓度加入 IGF21 Rα,4℃孵育 30

分钟。PBS洗涤两次后加入荧光标记的二抗 ,4℃孵

育 30分钟后按上述方法用流式细胞仪检测分析 [5 ]。

1. 6　细胞周期不同亚时相 IGF21受体的检测

取第 6代肌腱细胞培养如前述。按上述步骤作

一抗结合及荧光染色。用含 1 %皂角素的 PBS洗

涤、离心两次。弃去上清液 ,加入 1. 5 ml 碘化丙啶

( PI ,50μg/ ml)及 RNA酶 A 2μl (20 mg/ ml) ,室温放

置 30分钟。用流式细胞仪检测 ,每个样本采集 1 ×

104 个细胞 ,用 Elite分析软件进行分析 [5 ]。

本实验结果由三次独立的重复实验得出。

2　结果

2. 1　免疫组化检测

原代、第 6代及第 13代肌腱细胞 IGF21受体的

免疫组化检测结果见图 1a～c。从图 1 可见 ,原代、

第 6代及第 13 代肌腱细胞均有阳性信号。表明不

同代次的肌腱细胞均有 IGF21受体存在。

2. 2　不同代次肌腱细胞 IGF21受体密度分析

等倍稀释的 IGF21 Rα与肌腱细胞作用后 ,经流

式细胞仪检测的结果见图 2。结果显示 ,使肌腱细

胞受体抗原位点达到饱和的抗体稀释浓度为 1∶

200 ,实际应用为 1∶100 ,以保证抗体过量 ,从而使每

代细胞受体的抗原位点饱和。

原代、第 6代及第 13代肌腱细胞受体密度的检

测结果见图 3。结果表明 ,原代、第 6代及第 13代肌

腱细胞 IGF21 的平均荧光强度无明显差别。可见 ,

不同代次肌腱细胞的 IGF21受体密度无明显变化。

2. 3　肌腱细胞不同亚时相 IGF21受体数目变化

肌腱细胞 DNA合成前期 ( G1 期)、分裂前期及

分裂期 ( G2 M期) IGF21受体的相对量以平均荧光强

度表示 ,检测结果见图 4。结果显示 G1 期 IGF21受

体平均荧光强度为 3. 25±0. 31 , G2 M期为 6. 54±0.

17 ,经 t检验有显著性差异 ( P < 0. 01)。表明 ,在细

胞周期中 , G2 M 期细胞表面 IGF21 受体密度比 G1

期细胞表面的 IGF21受体密度高。

图 1　原代、第 6代及第 13代肌腱细胞 ( IGF21 Rα染色 ,ABC ×250)

a 原代　b 第 6代　c 第 13代
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图 3　不同代次肌腱细胞的 IGF21受体平均荧光强度及其比较 (流式细胞仪检测)

A 原代肌腱细胞　B第 6代肌腱细胞　C第 13代肌腱细胞　D上述三种细胞受体密度的比较 ,a ,b ,c峰值重叠 ,表明三种细

胞受体密度无显著差异 (d峰为空白对照)

图 4　肌腱细胞各亚时相受体相对数目流式细胞仪分析图
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3　讨论

肌腱缺损和肌腱粘连是导致手部创伤后

功能障碍的一个重要原因 ,也是手部创伤与

功能重建领域的一个亟待解决的重要课题。

随着创伤与功能重建这一领域的发展和创

新 ,对肌腱的修复已从单一的自体肌腱转移

或移植发展到了采用包括自体、异体、异种和

人造肌腱等多种供体和材料修复。随着对肌

腱组织、细胞及亚细胞结构和功能认识的深

入及材料科学的发展 ,采用组织培养技术和

材料技术相结合的新兴技术———组织工程技

术 ,将活的肌腱细胞与人造可吸收材料复合

培养 ,形成新型活性人工肌腱将成为现实。

我们在肌腱细胞培养成功的基础上[6 ] ,

初步进行了肌腱细胞与碳纤维复合 , 并植入

动物体内的实验研究[7 ]。发现构建新型活性

人工肌腱最大的难题是肌腱细胞生长缓慢 ,

且经 13 次传代后 , 其增殖能力变得十分低

下 , 显然不适应组织工程的需要。通过研究 ,

我们发现 IGF21对肌腱细胞的增殖有明显的

促进作用[1 ] ,而且这一作用是通过 IGF21 -

受体系统的激活得以实现的。说明 IGF21 -

受体系统在细胞的增殖过程中有着十分重要

的作用。许多对 IGF21 因子进行深入研究的

报道指出 , IGF21 的效应是通过模受体 - 配

体模式产生的[2 ,3 ]。在受体 - 配体型生物效

应模式中 , 这一体系的两方面因素都会影响

细胞的生物效应。在同一浓度配体的作用

下 ,不同细胞可由于受体密度的不同 ,产生非

常大 ,甚至是有和无的巨大生物效应差别。

要研究为什么不同代次的肌腱细胞 , IGF21

的促生长作用有差异 ,就必须了解其受体密

度的情况。

为准确估计肌腱细胞受体的量 ,必须用

超量的抗体 , 使所有 IGF21 受体的抗原决定

簇都与其特异抗体 IGF21 Rα结合 ,通过带

FITC荧光的第二抗体与 IGF21 Rα的特异结

合 ,将 IGF21 受体的数目转化成流式细胞仪

可以准确定量测知的荧光强度。通过等倍稀

释的 IGF21 Rα与等量肌腱细胞作用 ,可以测

知使细胞群体表面受体全部结合的饱和浓

度。所以 ,在饱和抗体浓度条件下便可测得

一定数量细胞群体的 IGF21 受体密度 ,以平

均荧光强度表示。流式细胞仪通常在每一细

胞群体中采集 1 ×104 个细胞作为样本分析 ,

这样不同细胞的受体密度差别就可直接由流

式细胞仪所记录的描记线上反映 ,也可由经

过流式细胞仪的电脑分析软件所得出的平均

荧光强度的值来反映。在记录曲线上 ,荧光

峰值越靠右 ,表明该细胞群体的平均荧光强

度越强 ,细胞的受体密度越大。经传统的免

疫组化法证实 ,原代、第 6 代及第 13 代肌腱

细胞的膜系统上均具有 IGF21受体。为了精

确定量受体 ,我们又采用了流式细胞定量分

析法对不同代次肌腱细胞的受体密度进行定

量分析 ,借以比较其受体密度的差别。经流

式细胞定量分析 ,不同代次肌腱细胞 IGF21

受体的荧光强度无明显差别。表明 , IGF21

受体在各代次细胞膜系统中的密度大体相

同。因此可以认为 , IGF21 作用于第 13 代细

胞产生的促生长作用低于原代和第 6代肌腱

细胞 ,不是由于受体密度降低所造成 ,并且第

13代肌腱细胞增殖能力低下[1 ]与 IGF21 受

体密度无关。

在细胞周期中 , G1 期是上一个增殖周期

完成有丝分裂后到 DNA 合成期前这一段时

期 ,是细胞质复制的主要阶段 ; G2 期发生在

DNA合成后和本次细胞分裂之前 ;M期是细

胞有丝分裂期 ,细胞经过此期后分裂为两个

子细胞[8 ]。G2M期的特点是细胞表面上仍是

一个细胞 , 但 DNA 含量加倍 ,并且经过 G1

期细胞质的复制 ,细胞体积增大 ,膜面积也相

应增大 ,为细胞分裂为两个子代细胞作了物

质上的充分准备。在检测中 ,因为肌腱细胞

G1期、G2M期在同一细胞群体中所占百分比

不同 ,所以测得的各亚时相的平均荧光强度

不能直接用于分析 ,必须各自乘以该亚时相
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所占百分比 ,从而得到各亚时相受体数目的

相对量才能进行比较。流式细胞仪的电脑分

析软件可对这一过程自动进行分析 ,因此可

以直观地在记录的描记线上看到 IGF21受体

在细胞周期各亚时相的相对量 ,也可由电脑

分析出各亚时相受体的相对数目 ,仍以平均

荧光强度表示。本实验结果 , G2M期的 IGF21

受体数目增加说明该受体也随着细胞整个物

质量的增加而增加 ,从而保证了该受体在一

定膜面积上的数目的稳定 ,为 IGF21 - 受体系

统在细胞生命过程中持续稳定地发挥其生理

功能打下了物质基础。

总之 , 无论是在肌腱细胞培养群体的生

命期 (life span of cell culture)还是在每个细胞

周期的亚时相 , IGF21 受体总维持着其相对

密度。这一现象表明 , IGF21 - 受体系统的功

能在肌腱细胞的生命活动中始终扮演着十分

重要的角色。
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ANALYSIS OF THE DENSITY OF INSUL IN2L IKE GROWTH FACTOR21 RECEPTOR ON

TENDON CELL/ Yang Zhi m i ng , Xiang Zhou , Zou liqun et al . Depart ment of O rthopedic

S urgery , Fi rst U niversity Hospital , West Chi na U niversity of Medical Sciences , Chengdu , P.

R . Chi na 610041

Abstract　　For the purpose of understanding the dist ribution of insulin2like growth factor21

( IGF21) receptor on the tendon cell , the continuous cultured tendon cell line was studied by fol2
lowing experiments. With the methods of immunohistochemical study and flow cytometric study ,

the density of IGF21 receptor of the primary , 6th and 13th generation of tendon cell was ana2
lyzed. The results showed that there was no difference of the receptor density among those gener2
ations. However , in the cell cycle , the numbers of IGF21 receptor in G2M phase tendon cells were

more than that in G1 phase cells ( P < 0. 01) . These works provided sufficient evident which sug2
gested there were stable density of IGF21 receptor on the tendon cell though out the life span of

tendon cell. This may build some foundation in growth control of tendon cell by growth factor in

the research of tendon tissue engineering.

Key words　　 Insulin2like growth factor21　　Receptor density　　Tendon cell　　Flow

cytometric study
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