
兔关节软骨细胞在几丁糖中培养的生物学特性

　　收稿日期:2000-03-16

　　基金项目:香港杨震基金资助课题

　　作者简介:郑卫平(1970-),男 ,江西新干人 ,硕士 ,医师.

郑卫平 , 张志光 , 郑有华 , 杨国平

(中山医科大学口腔医学院口腔颌面外科 , 广东 广州　510055)

摘　要:【目的】观察关节软骨细胞在几丁糖凝胶中培养的生物学行为 ,以探讨几丁糖凝胶作为组织工程细胞支架的可行

性。【方法】从幼龄兔关节表面削取薄层软骨 ,经酶消化获得大量的软骨细胞。原代培养后 ,按 106/ mL 细胞浓度接种于几丁

糖凝胶 ,通过绘制生长曲线 , 组织化学检测 ,透射电镜观察 ,了解软骨细胞在几丁糖中生长特征。【结果】软骨细胞在几丁糖中

保持圆形 ,甲苯胺蓝异染及Ⅱ型胶原免疫组化染色呈强阳性;细胞内富含高尔基体 、粗面型内质网及大量的分泌泡。【结论】

软骨细胞在几丁糖中保持圆形生长状态 ,几丁糖能促进软骨细胞分裂 、增殖 , 提高其分泌基质的能力。几丁糖可作为可注射

性软骨组织工程的载体材料。
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Abstract:【Objective】To observe the biolog ical behavior of chondrocy te in chitosan gels in vit ro and the

possibility of chitosan using as scaffolds in tissue engineering .【Methods】Chondrocy tes isolated by enzymic di-

gestion from the condylar cartilages of the young rabbi ts were cultured in monolayer system.After primary cul-

ture , the cells w ere seeded in chitosan gels in concentration of 106/mL in vit ro.Characteristics of chondrocy te

g row th w ere observed w ith grow th curve , toluidine blues staining , ty pe Ⅱ collagen immunohistochemistry reac-

tion and also observed by elect ronic microscope.【Result】Chondrocy tes retained thei r surrounded morphology ,

multiplited , and produced matrix in chitosan gels.The results of histochemistry examination w ere strong pos-

tive.Most cells appeared to contain several golgi zones and large areas of rough endoplasmic reticulum , partly

filled w ith dense secretory material.【Conclusion】Cell-culture system , using chi tosan gels , provided chondro-

cy tes a suitable envi ronment in which synthesized matrix macromolecules and preserved their surrouned mo-

rophology in vit ro.Chitosan gels may be a vehicle for injectable tissue-engineered cartilage.
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　　关节软骨自身修复能力很低 ,各种原因导致的

软骨缺损很难自愈 ,在临床治疗中一直是个难题。

组织工程技术的应用 ,为该疾病的治疗提供了新的

方法。其基本思路是在体外将一定数量的关节软

骨细胞接种到载体支架中 ,培养形成具有活性和功

能的软骨组织 ,然后移植到缺损部位 ,以达到修复

重建的目的[ 1] 。目前组织工程的研究重点在于寻

找最适的细胞载体材料。几丁糖凝胶是一种高分

子多糖类物质 ,有良好的生物相容性 、可降解性 、生

物活性[ 2] 。本研究将软骨细胞接种于几丁糖凝胶

中 ,观察细胞生长 、增殖 、分化等情况 ,为进行可注

射性软骨移植实验打下基础。
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1　材料和方法

1.1　软骨细胞的分离

2周龄新西兰白兔 2只(中山医科大学实验动

物中心提供), 参照文献[ 3]方法 ,无菌条件下削取

颞下颌关节(TM J)及四肢关节表面软骨 ,切成 1.0

mm
3
大小 ,置于 2.5 mg/ L 胰蛋白酶(Advanced)5

mL 中消化 40 min , 弃去消化液;再加入 1 mg/ LⅡ

型胶原酶(Sigma)5 mL , 消化 4 ～ 6 h。细胞大部分

游离后 , 200 目筛网过滤 ,收集并离心(1 000 r/

min , 5 min)。血细胞计数板计数 ,台盼蓝拒染检

测软骨细胞活性 。获得软骨细胞 5×106 ,活性率为

95%。

1.2　软骨细胞的原代培养

将细胞按 1.0×106/孔接种于 6孔培养板 , 加

入2 mL DMEM 培养液(Gibco),培养液中添加 150

mL/L 小牛血清(中山医科大学微生物教研室)、青

霉素 10 万 U/L 、庆大霉素 1 g/ L ,于 37 ℃、饱和湿

度 、体积分数为 5% CO2 的细胞培养孵箱中培养 ,

每3 d换液 1次 , 倒置显微镜下观察并照相 ,细胞

长满后用 2.5 mg/L 胰蛋白酶消化并收集 、计数 。

1.3　软骨细胞在几丁糖中培养

取初代软骨细胞 , 分成 2 组。一组接种于几

丁糖凝胶(上海其胜生物制剂实业公司)中 , 使细

胞终浓度为 10
9
/ L ,再加入 DMEM 培养液;另组按

相同的细胞浓度直接种于 DMEM 培养液。每 3 d

换1 次液 ,观察并比较 2种条件下细胞的生长情

况。

1.4　绘制生长曲线

分别于接种后 1 、2 、3 、4 、5 、6 、7 、8 d 各取 3 孔

细胞进行计数 ,两组间进行 t 检验 ,绘制生长曲线 。

1.5　组织化学检查

培养细胞用 10 g/L 甲苯胺蓝(pH 2.5)进行基

质异染 ,能特异地反映软骨细胞分泌的硫酸糖胺聚

糖的含量[ 4] 。取生长良好的软骨细胞 , PBS(pH

7.4)冲洗 ,体积分数为 95%酒精固定 ,ABC法进行

Ⅱ型胶原免疫组化染色。

1.6　透射电镜观察

取生长良好的软骨细胞 ,经 2.5 g/L 胰蛋白酶

消化后移入离心管 , 3 000 r/min离心 10 min ,取出

细胞团块用 30 mL/L 戊二醛固定 ,锇酸后固定 ,丙

酮系列脱水 ,环氧树脂包埋 ,切片进行观察。

2　结　果

2.1　软骨细胞的原代培养

接种培养 24 h 后 ,细胞开始贴壁 、伸展 ,出现

增殖 、分化 。8 d左右 ,细胞逐渐融合长满瓶底 。

2.2　软骨细胞在几丁糖凝胶中的生长

几丁糖凝胶为白色半透明。软骨细胞接种后

8 ～ 12 h ,在相差显微镜下可见大部分细胞保持圆

形形态 ,定植在凝胶中 ,少数在凝胶表面附着者 ,呈

椭圆形 。对照组 ,细胞定植于孔底 ,呈多角形。培

养后 3 d ,细胞不断分化 、增殖。甲苯胺蓝染色示细

胞内及胞周有异染物质出现 , Ⅱ型胶原染色也显示

细胞浆染成棕黄色 。5 ～ 7 d ,几丁糖逐渐收缩 、降

解。甲苯胺蓝染色及 Ⅱ型胶原染色呈强阳性 ,胞内

外着色连成一片 。9 ～ 10 d ,仍可见几丁糖存在。

镜下可见类软骨物质出现 ,呈结节状。甲苯胺蓝染

色及 Ⅱ型胶原染色分别呈强阳性 ,显示含有较多的

氨基多糖和Ⅱ型胶原成分(图 1 、2)。

图 1　软骨细胞甲苯胺蓝染色呈强阳性

Fig.1　Toluidine blue staining is strong postive in

Chondrocytes(×100)

图 2　软骨细胞Ⅱ型胶原单克隆抗体免疫组化染色呈强阳性

Fig.2　Immunohistochemistical stain with anti-type Ⅱ

antibody is strong postive in Chondrocytes(×100)
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几丁糖组及单层组软骨细胞生长曲线见图 3。

图 3　几丁糖组 、单层培养组软骨细胞生长曲线

Fig.3　Growth curve of chondrocytes with in chitosan

gels and in monolayer cultures

透射电镜观察见: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 ,在线粒体上可见深电子密

度的圆形颗粒 ,有丰富的粗面内质网及分泌小泡 ,

泡内为合成的基质成份 ,胞浆中还可见大量成团的

糖原颗粒。说明细胞分泌状态旺盛。有的细胞表

面可见微绒毛突起。

3　讨　论

3.1　细胞培养方式与组织工程的关系

软骨组织工程研究中一个重要的问题是细胞

单层培养时出现反分化现象 ,随着传代次数增加或

培养时间增长 ,软骨细胞由圆形变扁 , mRNA 表达

改变;软骨的主要成分Ⅱ 、Ⅺ型胶原合成减少 ,而 Ⅰ

型 、Ⅲ型胶原增加;逐渐产生金属蛋白酶抑制因子 、

细胞自溶素 B ,氨基乙糖苷酶活力增强 。这些物质

抑制软骨细胞生长 ,传至第 16代时完全失去合成

胶原和氨基多糖的能力[ 5] 。因此 ,需要一种培养方

式 ,使软骨细胞在体外保持稳定的表型表达 ,以维

持其正常功能
[ 6]
。三维立体培养 ,能维持细胞正常

表型 ,为细胞提供生长代谢空间 ,从而保持其正常

功能[ 7] 。在组织工程研究中 ,已有多种生物材料用

于细胞的三维载体。一些凝胶态的生物材料 ,如琼

脂糖 、透明质酸 、纤维蛋白 、藻酸盐和聚乙烯醇氧化

物等 ,还能促进细胞增殖 、分化 、分泌基质[ 8] 。

3.2　几丁糖对软骨细胞的作用

几丁糖是由虾 、蟹等动物甲壳的高分子化合物

几丁质脱 N-乙酰基后 ,加工而成的一种氨基多糖 ,

它和关节软骨基质中氨基多糖很相似 ,其降解中间

产物对细胞无害 ,最终物为水和二氧化碳 。实验证

明 ,几丁糖是一种组织相容性好 、生物可降解 、高度

活性的聚合物 ,已经广泛应用于医药各领域。本实

验将软骨细胞接种于几丁糖凝胶中 ,见软骨细胞在

几丁糖中维持圆形 , 增殖 、分化活跃;透射电镜下

见细胞内有丰富的粗面内质网 、线粒体及分泌泡 ,

有大量的基质合成。甲苯胺蓝及 Ⅱ型胶原免疫组

化染色呈强阳性 ,提示软骨细胞能分泌较多氨基多

糖和Ⅱ型胶原成分 ,与单层培养相比较 ,有明显差

异(P <0.05)。故此我们可认为 ,几丁糖能稳定

地维持软骨细胞的表型表达 ,适合作为软骨组织工

程研究的细胞载体材料。几丁糖如何促进软骨细

胞的增殖分化 ,目前还不太清楚 。有研究表明 ,几

丁质寡聚糖合成酶与南非有爪蟾蜍发育基因 DG42

相似 ,它也可在斑马鱼甚至小鼠的胚胎早期表达 ,

促进透明质酸的合成 ,推测几丁质-几丁质寡聚糖-

透明质酸-软骨之间的某种代谢关系 ,使它具有特

殊生物活性[ 9] 。
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