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研究表明，从器官、组织到细胞、亚细胞等各

个层次上的生命运动，都是在一定力学环境中进行

的。“应力—生长”的关系在细胞水平上主要体现在2

个方面：单个细胞的生物学行为，如增殖、形态变

化和分泌功能等的响应；群体细胞组织化的整体行

为响应，如肌肉组织在力学环境下的改建等。因此，

本实验结合肌细胞的力学作用的生物学活性，从细

胞力学层次模拟研究翼外肌组织的“应力—生长—

形态”构建过程，探讨功能矫形中翼外肌细胞在力

学环境下改建的形态和增殖的关系，为探讨矫治治

疗中成肌细胞改建机制提供理论基础。

1 材料和方法

l.1 主要实验仪器及设备

OLYMPUS IX 50倒置相差显微镜（Olympus公司，
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[摘要] 目的 探讨不同交变应力作用下，大鼠翼外肌成肌细胞增殖活性的变化，为交变应力下翼外肌组织的改

建提供必要的基础实验数据。方法 在自行研制的脉动式细胞力学系统基础上，将大鼠翼外肌成肌细胞在膜交变

应力培养小室内进行培养，分别施加2.5、5.0、10.0 kPa交变力学刺激于不同频率组，3H- TDR检测成肌细胞增殖活

性，并将结果进行统计学处理分析。结果 高频组不同大小的交变应力都有促成肌细胞增殖的趋势，与空白组比

较具有明显的促增殖作用（P<0.05）；在交变应力作用12 h后，不同频率组间比较的规律与6 h后基本一致，但是

较6 h具有更大的增殖活性变化。低频组组间的增殖活性变化规律基本与高频组一致，但低频组有更大的促增殖效

应。结论 低频率比高频率具有较高的促成肌细胞增殖活性；随着交变应力作用时间的延长，成肌细胞增殖活性

在较低应变范围内（≤5.0 kPa）随应变的加大而增加，较大应变具有较小的成肌细胞增殖活性增加趋势。
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[Abstract] Objective To investigate the effects of time varied stress on the proliferation of myoblast in rats and

provide the basic experimental data for the remodeling of tissue in functional orthopaedics. Methods Based on the

pulsatile mechanical system founded, this study loaded different strain（2.5, 5.0, 10.0 kPa） to the myoblast of lateral

pterygoid muscle. The proliferation of myoblast was detected by 3H- TDR. Results After 6 hours under time varied

strain, the significant proliferation of myoblast（P <0.05） was observed, and the 5.0 kPa group expressed the best

proliferation. After 12 hours under time varied strain, all groups expressed a better proliferation. Meanwhile, the lower

frequency（0.40 Hz） had the bigger effect on the proliferation more than in the higher frequency（1.25 Hz） under the

same time varied strain. Conclusion The frequency of time varied strain had also the important influence on the

proliferation, the lower frequency（0.40 Hz）had the bigger effect on the proliferation more than in the higher frequency

（1.25 Hz） under the same time varied strain. In the certain period of time and certain magnitude of time varied

strain, the proliferation of myoblasts rised.
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1.2 主要实验材料及试剂

Ⅰ型胶原酶、胰蛋白酶（Sigma公司，美国）、

DMEM培养基、新生小牛血清（四川大学华西医学中

心分子生物学实验室），2周龄纯种SD大鼠（四川大

学华西实验动物中心），医用硅胶膜（成都化工部有

机硅中心）。

1.3 细胞力学脉动流实验装置

将体外培养的成肌细胞培养于硅胶膜上，通过

硅胶膜密闭隔开细胞培养小室与液压小室。当直流

电机在驱动控制系统作用下运动时，带动循环液作

周期性的生理脉动，膜产生弹性变形，从而使贴附

于其上的成肌细胞受到相应的脉动流体剪切应力。

这就构建了细胞力学脉动流实验装置。

1.4 实验方法

1.4.1 SD大鼠翼外肌成肌细胞的培养、鉴定 采用

肌卫星细胞培养法获得高纯度的成肌细胞。分离培

养SD大鼠翼外肌肌卫星细胞，Ⅰ型胶原酶、胰蛋白

酶2次消化后接种于含胶原的培养瓶中培养，待90%

左右细胞近似汇集后传代。常规显微镜对培养成肌

细胞进行形态学观察。

1.4.2 膜交变应力培养小室和硅胶膜的处理 所用

硅胶膜在使用前置于75%乙醇中浸泡24 h，去除可

能的其他化学成分，然后三蒸水反复漂洗后浸泡

12 h。在接种成肌细胞之前，硅胶膜进行纤维蛋白

基底预处理。组装不锈钢整体培养小室，用高温、

高压（121°C、0.1 MPa、25 min）灭菌后备用。

1.4.3 SD大鼠翼外肌成肌细胞生长曲线的测定 将

培养瓶中传代第4代的翼外肌成肌细胞，以每毫升

1×104个的浓度接种于不锈钢培养小室的硅胶膜上，

每室4 mL，每3室为1组，共7组。将细胞继续培养

8 d，每天取1组，胰酶消化后进行细胞计数，取3室

平均值，绘制翼外肌成肌细胞生长曲线。

1.4.4 不同交变应力环境下3H- TDR检测成肌细胞增

殖活性 将含15%小牛血清的DMEM培养基，与第4

代具有旺盛增殖能力的SD大鼠翼外肌成肌细胞混悬

液5 mL（每毫升1×104个），加入不锈钢培养小室中培

养，并分别在2.5、5.0、10.0 kPa交变应力状态下

（0.40、1.25 Hz）持续培养6、12 h。将不锈钢培养小

室整体取出，立即送同位素检测室加入3H- TDR（上

海原子能研究所），放入37°C培养箱再培养6 h后，

用表面活性剂Xtraton 100%终止反应，令测试细胞

样本完全破裂，取上清液，在FJ- 2107p液体闪烁计

数器上测定cpm（次/分）值。

1.4.5 统计分析 用PEMS 3.0统计学软件进行统计

分析。

2 结果

2.1 成肌细胞生长曲线

成肌细胞数目在第1天缓慢增加，到第5天达到

峰值，以后生长开始减弱（图1）。

图 1 大鼠翼外肌成肌细胞生长曲线

Fig 1 The growth curves of every passage in myoblasts

2.2 不同交变应力环境成肌细胞增殖活性

在交变应力作用6 h后，高频组（1.25 Hz）不同大

小的交变应力都有促成肌细胞增殖的趋势，与空白

组比较具有明显的促增殖作用（P<0.05），以5.0 kPa

组效果最好；在交变应力作用12 h后，不同频率组

间比较的规律与6 h后基本一致，但是较6 h具有更

大的增殖活性变化。低频组（0.40 Hz）组间的增殖活

性变化规律基本与高频组一致，但低频组有更大的

促增殖效应。5.0 kPa低频交变应力相对于空白对照

组和其他实验组有显著的促增殖作用（P<0.05）（表1、

2）。实验中观察到在高交变应力（10.0 kPa）作用2 h

后，大鼠成肌细胞在硅胶膜局部，尤其在膜中心到

1/2半径处出现细胞脱落现象。
表 1 1.25 Hz高频率时不同交变张应力作用下成肌细

胞cpm值( n=5, x±s)

Tab 1 The compar ison of proliferative ability of

myoblasts under time var ied strain with

1.25 Hz in silicon membrane( n=5, x±s)

注：*示与对照组比较，P<0.05

时间（h） 对照组
交变应力（kPa）

2.5 5.0 10.0

6 1 485±132 1 528±177* 1 669±193* 1 509±168*

12 1 548±215 1 726±102* 1 843±83* 1 620±62*

表 2 0.40 Hz低频率时不同交变张应力作用下成肌细

胞cpm值( n=5, x±s)

Tab 2 The compar ison of proliferative ability of

myoblasts under time var ied strain in sili-

con membrane with 0.40 Hz( n=5, x±s)

时间（h） 对照组
交变应力（kPa）

2.5 5.0 10.0

6 1 485±132 1 643±52* 1 774±120* 1 684±66*

12 1 548±215 1 922±66* 2 091±94* 1 883±96*

注 *示与对照组比较 P 0 05
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3 讨论

3.1 翼外肌在功能矫形治疗中的改建

功能矫形治疗是应用肌收缩能力刺激颌骨发生

适应性改建，改善颌骨的矢状关系，达到矫治下颌

后缩、发育不足的Ⅱ类错!畸形[1]。目前肌肉力学
改建的具体机制尚存在争论，一般关注肌肉在力学

作用下的生物学效应，而忽视了力学作用对肌肉的

形态学改建研究[2]。同时，单纯形态学改建并不足

以导致临床形态学改建，必然伴随一定程度的成肌

细胞增殖[3- 4]。以往的研究[5]发现，功能矫治前伸下

颌后幼年大鼠翼外肌线粒体数量增多，体积增大，

这种变化导致线粒体内酶的合成增多，活性增强，

翼外肌的氧化代谢功能增强，表示应力刺激增加了

翼外肌增殖活性。有学者[6- 9]对实验组和对照组大鼠

翼外肌内胰岛素的含量进行检测后发现，实验组的

胰岛素含量明显高于对照组，提示胰岛素通过促进

肌肉葡萄糖跨膜转运，促进糖元合成，增加蛋白质

合成，使肌纤维肥大、增殖，为功能前伸下颌后翼

外肌功能和结构的适应性改建奠定基础。

3.2 交变应力环境下成肌细胞的增殖活性

以往的研究表明：第4代成肌细胞具有较高的

增殖活性。本研究通过绘制第4代成肌细胞生长曲

线发现传代后第5天的成肌细胞具有高增殖活性。

所以，本研究选取第4代成肌细胞培养5 d后的细胞

作为实验用细胞。细胞增殖周期中DNA、RNA合成

的增加是3H- TDR作用的原理所在。3H- TDR在培养

基中作为合成原料被摄入成肌细胞，测定成肌细胞

内3H- TDR的放射量即掺入率，间接反映了成肌细胞

的增殖情况[10]。

本研究表明交变张应力作用于成肌细胞不同的

时间段具有不同的增殖活性。12 h组较6 h组成肌细

胞增殖活性具有上升的趋势，说明交变应力对成肌

细胞增殖活性的时间效应是上升的。随着交变应力

作用时间的延长（12 h以内），成肌细胞增殖活性在

较低的应变范围内（≤5.0 kPa）随应变的加大而增

加，较大应变（10.0 kPa）具有较小的成肌细胞增殖

活性增加趋势。因此，在不同应变范围下，成肌细

胞增殖活性增殖趋势在一定的范围，并非越大越

高。发生这种变化可能的原因是，较大的应变所提

供的促增殖信号与成肌细胞在硅胶膜上的附着有一

定的关联。当应变应力由2.5 kPa上升到5.0 kPa时，

张应力促增殖信号处于优势状态，这时成肌细胞的

新陈代谢速度同样加强，处于过度增殖状态；当交

变应力由5.0 kPa进一步上升到10.0 kPa时，成肌细

胞营养物质的代谢受过度高压的影响逐渐处于降低

状态，成肌细胞的增殖逐渐受到抑制。这可以解释

为什么临床接受同样治疗的某些患者未见明显改

建，而有些患者改建明显的现象。

本研究结果显示，成肌细胞的增殖活性与交变

张应力的动态频率有关，低频率（0.40 Hz）比高频率

（1.25 Hz）具有较高的增殖活性，其可能的原因：一

方面是低频率动态张应力较高频率交变应力促进翼

外肌细胞增殖，另一方面是大应变动态张应力造成

贴壁细胞脱落或降低翼外肌细胞增殖。
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