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摘要: 　目的　探讨硫酸软骨素对软骨细胞增殖的影响。　方法　 M TT法研究硫酸软骨素对体外培养软骨细胞

存活与增殖的影响。　结果　在含 20, 10, 5 mg /mL硫酸软骨素的条件培养液中 ,软骨细胞的增殖不受影响 ,用 M TT

法测得的光密度值与对照组无明显差异 (P> 0. 05)。 　结论　具有软骨细胞保护作用的硫酸软骨素不会促进软骨细

胞的过度增殖。
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　　在耳硬化病中 ,镫骨底板的前庭侧及底板与前庭

窗之间的关节面的软骨组织的破坏吸收是病理改变

重要的起始环节 [1 ]。因此 ,使用具有保护软骨细胞作

用的药物可防止病变的发展 ,减少对患者听力的损

害。但 Jiang等发现在耳硬化病病变的修复期 ,镫骨

底板和前庭窗周围的软骨组织的过度增殖和骨化可

能是耳硬化病中镫骨底板过度增生并固定于前庭窗

从而导致听力下降的一个重要环节
[ 2-4 ]
。因此 ,在治疗

耳硬化病时 ,必须注意药物对软骨细胞的增生可能产

生的影响。 已有大量的实验依据表明硫酸软骨素

( CS)具有软骨保护作用
[5-7]。笔者采用体外培养的软

骨细胞作为实验材料 ,研究 CS对软骨细胞增殖的影

响 ,并探讨其运用于耳硬化病防治的可能性。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂　 Ham 's F12干粉为美国 Gibco公司

产品 ,胎牛血清为杭州四季青公司产品 ,胰蛋白酶购

自英国 EML公司 ,梭状芽胞杆菌胶原酶Ⅱ型、透明

质酸酶、硫酸软骨素 A( CSA)、噻唑蓝 ( M T T)均购自

Sigma公司。

1. 2　动物　日本小白兔 ( 2～ 3月龄 )体质量 1. 5～

2 kg ,由福建医科大学中心动物室提供。

1. 3　方法

1. 3. 1　软骨细胞的体外培养　兔软骨单个细胞的分

离、接种及原代培养采用体外单层软骨细胞培养方

法 [8 ]。在原代培养软骨细胞形成单层后 ( 10 d)进行实

验。

1. 3. 2　 CSA对软骨细胞增殖的影响的 MT T法测

定　取第一次传代的软骨细胞 ,调节细胞含量为 3×

105 m L- 1 ,在 96孔培养板上每孔加入 100μL,接种

24 h,见细胞已贴壁后吸出原培养液 ,换入含 10%胎

牛血清的 F12培养液 ,再加入含不同质量浓度 ( 0, 5,

10, 20 mg /m L)的 CSA(用 F12溶解 , 0. 22μm滤膜

过滤除菌 ) ,每孔体积 100μL,每种 CSA的质量浓度

均设 3个复孔 ,同时设不含 CSA的细胞对照孔和不

含细胞只加培养液的空白对照孔。 将此培养板置于

37℃ 5% CO2培养箱内培养 ,每两天换液一次。第 10

天时 ,每孔加入 MT T溶液 20μL( 5 mg /mL) ,继续

在 5% CO2 37℃的培养箱内培养 4 h,然后终止培养 ,

小心吸弃上清液 ,每孔加入 20%十二烷基硫酸钠

( SDS) -50%二甲基甲酰胺 ( DM F) 100μL,振荡器上

振荡 15 min, 37℃孵育 18 h后在酶标仪 ( Model

΢960型 )上 570 nm波长处进行比色测定。

1. 4　统计学处理　数据均用 x
-±s表示 ,统计学处理

采用 Student 's t检验。

2　结　果

分别含 20, 10, 5 mg /mL的 CSA的条件培养液

对软骨细胞的生长无明显影响 ,实验组和对照组软骨

细胞的形态及大小均未见明显差异 (图 1, 2)。 用

M T T法测得的光密度值 (D值 )与对照组差异无显

著性 ( P> 0. 05,表 1)。

图 1　对照组软骨细胞
F12培养液中不含 C SA　× 250
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图 2　实验组软骨细胞
F12培养液中含 20 mg /mL CSA　× 250

表 1　不同质量浓度 CSA对软骨细胞增殖的影响

C SA( mg /m L) D

0 0. 531± 0. 043

5 0. 505± 0. 039

10 0. 495± 0. 027

20 0. 472± 0. 046

3　讨　论

耳硬化病的病因至今未完全明了。其病变常自骨

迷路的内生软骨层开始
[1 ]
,镫骨底板的前庭侧及底板

与前庭窗之间的关节面的软骨组织的破坏吸收常是

重要的始动环节 ,因此 ,使用具有保护软骨细胞作用

的药物 ,可望保护这些部位的软骨组织 ,防止耳硬化

病病灶的发展 ,减少对患者听力的损害。

Pipitone证明 CS能抑制补体、透明质酸酶、弹性

蛋白酶等
[7 ]
,因此 CS具有保护软骨组织免受这些损

伤因子作用的功能 ,即具有软骨保护作用。 进一步的

研究发现 ,其口服后吸收良好 ,能浓集于软骨基质 ,无

毒性 ,无致畸性 [ 5]。在国外已成功地应用于病理特征

为关节软骨受损的骨关节炎的治疗 ,发现其具有良好

的减轻临床症状 ,缓解功能受损的功效 [5 ]。因此 ,可以

考虑利用 CS或其衍生物的软骨保护作用来治疗耳

硬化病 ,以取得保护骨迷路的软骨组织 ,防止病灶发

展的作用。

本实验发现 ,在培养液中含不同浓度的 CS对软

骨细胞的增殖无明显的影响 ,其 D值与对照组无明

显的差异。光镜下细胞的形态与大小亦无明显差异 ,

说明 CS不会促进软骨细胞的过度增殖。 另外 ,有研

究证明 CS对软骨细胞的生物活性也无明显影响
[9 ]
。

因此 ,具有软骨保护作用的 CS在治疗耳硬化病时不

仅可以保护骨迷路中的软骨组织 ,防止病变的进展 ,

而且不会在病变的修复过程中促进软骨组织的过度

增生及进一步的过度骨化。因此 CS在耳硬化病的治

疗上应有良好的前景。
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　　ABSTRACT: 　Object ive　 To figure out the inf luence of chondroi tin sulfate on the prolifera tion of chon-

drocytes and the possible ro le in t rea ting o to sclero sis.　Methods　 The ef fect o f chondroitin sulfate on pro li f-

eration and viabi li ty of the chondrocytes w ere studied by M T T method.　Results　 In the condi tioned medi-

um containing 5, 10, and 20 mg /mL o f chondroitin sulfate, the pro liferation o f the chondrocy tes w as not

found.　Conclusion　 Chondropro tectiv e agent of chondroi tin sulfa te will not cause the over-pro li feration of

chondrocytes in v itro.
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