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摘 要
:

【目的】探讨兔关节软骨细胞的分离
、

培养方法
,

观察单层高浓度培养时细胞表型表达情况
。

【方

法】无菌条件下
,

从 2周龄新西兰白兔的颗领关节及四肢关节裸突面削取软骨片
,

采用机械
一

酶消化法分离软骨

细胞
,

经台盼蓝拒染计数
,

将细胞按 1 x l护 个 /孔接种于 6 孔培养板
,

传代培养
,

描绘生长曲线
。

利用相差显微

镜及透射电镜观察细胞形态
。

应用 甲苯胺蓝及 11 型胶原免疫组化对细胞进行鉴定
。

[结果】每克软骨能获取
1

.

5 x
10

石
个软骨细胞

,

活性率为 95 %
。

培养 2 一 3 d
,

细胞贴壁
、

变形
,

呈多角形 ; s d 左右
,

细胞融合成层
。

透射电

镜观察显示细胞核圆形
,

有丰富的粗面内质网
、

高尔基体及分泌的基质成分
。

甲苯胺蓝及 n 型胶原染色阳性
。

细

胞传至 5 代后
,

出现
“

成纤维细胞样
” 。

【结论】本研究建立了简单易行的软骨细胞分离
、

培养方法 ;初代
、

第 2 代

细胞生长良好
,

适合于实验研究 ;软骨细胞 5 代培养后
,

细胞表型发生改变
。
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关节疾患的发生发展总伴随着关节软骨的破

坏
。

关节软骨缺乏再生功能
,

难以自愈
,

致使关节疾

患迁延不愈
。

应用组织工程学原理
,

体外再造软骨

移植修复软骨缺损
,

成为 目前研究的热点
“

,

2 ’ 。

本实

验研究了软骨细胞的分离
、

培养方法
,

观察单层高

浓度培养时细胞的表型表达情况
,

为组织工程软骨

的临床应用打下基础
。

l 材料与方法

1
.

1 软骨细胞的分离

2 周龄新西兰兔 2 只 (中山大学实验动物中心

提供 )
,

于耳缘静脉注射空气处死
。

在严格消毒的条

件下剪 开颖下领关节 ( t e m p o or m a n d i b u l a r j o i n t
,

T M )J 及四肢关节
,

用 n 号刀片削取关节表面软

骨
,

放人盛有 D M EM 培养基 (高糖型
,

GI B C O )的培

养皿中
,

清除表面血污及附着的其他组织
。

用含青

霉素钠 / 庆大霉素双抗液的 P B S 冲洗数次后
,

剪切

软骨至 1 。耐 大小的碎块
,

移入消化室内
。

加人

2
.

5 9 / L 的胰蛋 白酶 5 m L
,

磁力棒摇荡消化 4 0

m in
,

轻轻吹打弃去 ;再加入质量分数 0
.

1% 的 n 型

胶原酶 5 o L
,

将消化瓶放置恒温摇箱中
,

消化 4 一 6

h
。

大部分细胞游离时
,

2 00 目不锈钢筛网过滤
,

用 5

m L 离心管收集细胞
,

在 LD 4
一

ZA 型离心机 (北京医

用离心机厂 ) 上离心 (离心半径为 5 c m
,

1 o oo
r /

m i n
,

5 m i n )
,

弃上清液
,

D M E M 液清洗两次
。

4 o L

DM E M 培养液溶解细胞团
,

使细胞悬液均匀分布
。

1
.

2 软骨细胞的计数
、

活性鉴定

移取 9 滴悬液人一离心管中
,

加 l 滴 10 9 / L

的台盼蓝液
,

混匀
,

置 2 一 3 m in
,

取 1滴均匀分散于

计数板
,

根据下式计算每毫升 D M EM 培养液中活

细胞数
:
细胞

二 4 大格细胞总数 令 4 x 10
4 x
稀释倍

数
。

细胞活性率
二 4 大格活细胞总数 + 4 大格细胞

总数
。

1
.

3 细胞的培养
、

传代培养

按 1 火 1护 个 / 孔细胞浓度接种于 6 孔培养板
,

加人 2 m L D M EM 培养液
,

置于 3 7 ℃
、

饱和湿度
、

5% CO
Z

的孵箱中培养
,

每 3 d 换液 1 次
,

倒置显微

镜下观察并照相
。

细胞长满单层后
,

用酶消化法消

化并收集
、

计数并传代
。

1 4 绘制生长曲线

随机取培养细胞
,

分别于 1
、

2
、

..3
·

… s d 取 3

孔细胞进行计数
,

绘制曲线
,

并计算其倍增时间 [按

下列公式计算
: r 。 =

( :
一

r。 ) 19 2 / ( 19那
一

l g NO ) ]
,

其中
t。

、
t 分别代表细胞培养起止时间

,

N0
、

N 分别代表

t0
、

t 细胞数
。

1
.

5 甲苯胺蓝染色

随机抽取初代培养细胞
,

采取 10 9 / L 甲苯胺

蓝法进行基质异染 ( p H 2
.

5 )
。

1
.

6 n 型胶原染色

按常规 A B C 法进行 n 型胶原免疫组化染色
,

腿细胞作为阴性对照
。

1
.

7 透射电镜观察

按常规制备细胞爬片
、

固定
,

以日立 S
一

4 50 型

透射电镜观察
,

照相
。

2 结 果

2
.

1 软骨细胞获取量及活性检测

本试验取两周龄新西兰兔关节软骨
,

经酶消化

每克软骨可获得软骨细胞量 1
.

5 x l护 个
,

台盼蓝

拒染测得活性率为 95 %
。

2
.

2 软骨细胞的原代培养

接种细胞为小圆形
,

悬浮于培养液 中
。

静置 24

h 后
,

大多数细胞开始贴壁
,

圆形增大
,

伸长形成突

起
。

早期细胞一般呈多角形
。

胞核为圆形或椭圆形
,

位于胞体中心
,

核浆着色淡
。

核仁为 1 一 3 个
,

致密

程度和大小不等 (图 1 )
。

胞体越大
,

核和核仁越清

晰
。

胞核较稳定
,

不像胞膜和胞浆
,

易受外界因素影

响而发生改变
。

培养 4 d
,

可见细胞成簇现象
。

细胞

多见于培养孔壁边缘密集
,

保持圆形或椭圆形生

长状态
,

且出现重叠生长现象
。

s d 左右
,

细胞增

殖逐渐融合形成单层
,

呈不规则立体
“

铺路石
”

样 (图 2 )
。

长期培养可形成肉眼观的白色
“

类

软骨样
”

物质
。
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图 3 P S 代软骨细胞

图 1 P l 代软骨细胞 Z d

F i g
.

1 T h e e h o n d r o c y te s o f P a s s a g e o n e ( Z d )

hT
e 。 h o n d

r o e y t e s w e r e
di s p l

a y e d p o ly g o n al s h a p e
.

( / 10 0 )

F i g
.

3 T h e e h o n d r o e y t e s o f p a s s a g e if v e (Z d )

T h
e e h o n d ro e y t e s s e e m e d t o b e if b

r o
b l a s t

.

( x 10 0 )

图 2 P l 代软骨细胞 s d

Fi g
.

2 T h e

山 o n d r o e y t e s o f P a s s a g e o n e
( s d )

T h e e il o n dro
e y t e s

fo rm e d a e o
h

e s i v e m u l t i p l
a y e r

.

( 义 10 0 )

图 4 P l 代软骨细胞甲苯胺蓝染色

F ig
.

4 T o lu i d i n e b lu e s t a i n i n g ( P l )

T h e e h o n d ro
e y t e s s h o w e d

s t ro n g p o s i t i v e
.

( 义 10 0 )

2
.

3 传代培养

初代
、

第 2 代细胞生长 良好
,

增殖
、

分化及分泌

基质的能力强
,

细胞扩增率明显高于其它代
。

当培

养至第 5 代
,

体积开始变大
,

边缘出现一些指状突

起
,

核也变大
,

胞膜和胞浆不清晰
,

增殖速度减慢
,

细胞呈纤维细胞样 (图 3 )
。

甲苯胺蓝及 11 型胶原染

色淡
,

提示细胞分泌基质能力明显下降
。

2
.

4 软骨细胞鉴定

甲苯胺蓝染色
:

软骨细胞内见篮紫色异染颗

粒 ; 细胞周围有少量异染颗粒出现 (图 4 )
。

n 型胶

原免疫组化染色
:

软骨细胞胞浆被染成棕黄色
,

胞

核不着色 (图 5 )
。

借此并结合形态学观察可予认

定
。

2
.

5 透射 电镜观察结果

细胞核较大
,

多为圆形
,

形态不规则
,

核仁边

聚
,

常染色质明显
。

细胞质胞浆丰富
,

核糖体
、

线粒

体较多
,

有丰富的粗面内质网及分泌小泡
,

泡内为

合成的基质成分
,

胞浆中还可见大量成团的糖原颗

粒 (图 6 )
。

图 5 P l 代软骨细胞 n 型胶原免疫组化染色

F i g
.

5 I m m u n o h i s t o hc
em i s t i e

a l s t a i n iw t h a n t i
一

t y P e ll

a nt i b o d y ( P l )

hT
e c ho n dor e y t e s Sh o w e

d
: *or n g p o s i t i v e

.

( x 10 0 )

图 6 P l 代软骨细胞透射电镜显示

F i g
.

6 p a s s a g e 1 o b e r s v e d b y T EM (
x
6 6 1 0 )

T h e e h o n d r o e yt e s w e er d i sp l a y e d a bu n d a n t o吧 a n e l l e s
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3 讨 论

3
.

1 软骨细胞取材的实验动物

选择取材的实验动物
,

主要考虑是否能提供足

量的关节软骨细胞
,

同时也考虑动物遗传背景的一

致性和实验结果的可重复性
。

软骨组织工程研究
,

要求种子细胞浓度要足量
,

否则难以形成软骨
。

国

外学者多采用近交系大鼠
,

用同基因细胞代替自体

细胞来解决细胞量问题
,

但细胞量也十分有限
,

需

进行多个动物取材和细胞培养扩增
,

工作程序复杂

化 ;猪
、

羊等杂种动物的实验结果可重复性较差
。

新

西兰白兔是近交系动物
,

基因型基本相同
,

遗传背

景一致
,

实验质量高于杂交动物
,

且满足组织工程

细胞需要量
`” 。

3
.

2 软骨细胞的分离方法

关节软骨由软骨细胞和细胞基质组成
,

不含纤

维血管组织
,

用酶把基质消化后就可分离出大量高

纯度的软骨细胞
。

综合相关文献
,

应用最多的是低

质量浓度的胰蛋白酶和 n 型胶原酶顺序染色消化

法
。

胰蛋白酶对软骨细胞外周基质有较强的消化能

力
,

可见大部分的蛋白多糖分解 ; n 型胶原酶可将

胶元降解成低分子多肤短链物
。

但胰酶和胶原酶的

浓度和作用时间应严格控制
,

避免造成软骨细胞的

损伤
14

, “ 〕。

关节软骨的表面为一层纤维膜组织
,

取材时应

仔细剥离
,

可保证分离的细胞单一
。

本实验用质量

百分数为 0
.

25 % 的胰蛋白酶消化 40 m in
,

去除滑

膜组织和其他成分
,

此时肉眼可见组织松散迹象
。

弃去胰酶
,

用 0
.

1% n 型胶原消化软骨细胞
。

最初

1 一 Z h
,

镜下只有游离的细胞 ;2
一 4 h

,

组织块变小

松散
,

镜下见大量游离细胞
。

消化 5 一 6 h后经过过

滤
、

染色
、

计数
,

获得大量 ( 5
x 1 0` )

、

高活性 ( 9 5% )
、

高纯度的细胞
。

实验证明
:

振荡
、

37 ℃恒温
、

使用新

配置的消化液有助于缩短消化时间
,

减少对软骨细

胞的损伤
。

3
.

3 软骨细胞的体外培养

软骨细胞属低氧
、

低代谢细胞
,

它适合在
p H7

.

4
、

体积分数 5%
一

6 0% 的 e o
Z 、

6% 一 9 1% 的 0
2

浓度和低钙环境中生长
。

胎牛血清对细胞的生存和

增殖是不可或缺的
,

其他成分如维生素 C
、

生长因

子
、

B M P
一

7 等对软骨细胞的增殖
、

分化又促进作

用
。

软骨细胞长期单层培养或经过反复传代
,

其分

化不稳定
。

在低密度情况下
,

细胞易与基质间失去

联系
,

细胞因子无法提供反馈调节
,

细胞出现反分

化
,

呈成纤维细胞样
,

合成 n
、

XI 型胶原的能力下

降
,

I
、

111 型胶原增加
「“ 〕 ;高密度培养时

,

大多数细胞

能保持正常形态
,

有助于自分泌因子维持其表型和

基质的新陈代谢
7[ ’ ,

阻止或减缓细胞的反分化
。

本实验结果还表明
,

在进行组织工程或其他实

验研究时
,

选用初代或第 2代细胞实验质量更高
。

3
.

4 培养细胞的鉴别

软骨细胞无特异性标志物
,

通过对其分泌的基

质成分氨基多糖 ( G A G S
)的甲苯胺蓝染色

`8 ’ 和 n 型

胶原的免疫组化染色
,

结合取材部位和培养观察
,

可以鉴别
。

GA G S 为碱性糖聚合物
,

与甲苯胺蓝反

应时异染
。

软骨细胞分泌 GA G S 的含量不同
,

着色

深浅不一
。

n 型胶原免疫组化染色是应用 A B C 法

原理
,

即将特异性 11 型胶原单抗体与组织细胞相应

抗原结合后
,

通过生物素化桥抗体与其结合
,

接助

卵 白素与生物素的天然亲和性将生物素化辣根过

氧化物酶连接为复合物
,

通过酶促反应显示组织细

胞相应的抗原
。

由于关节软骨胶原主要为 11 型胶

原
,

通过免疫组化染色可特异性地反应软骨细胞的

表达 11 型胶原的含量
。

本实验观察到
,

甲苯胺蓝染

色时
,

软骨细胞内见篮紫色异染颗粒
,

细胞周围有

少量异染颗粒出现 ; 而 11 型胶原免疫组化染色时
,

软骨细胞胞浆被染成棕黄色
,

胞核不着色
。

证实了

本实验所观察的细胞为软骨细胞
。
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