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新西兰兔关节软骨细胞分离培养与鉴定的实验研究
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　　摘　要：目的　探讨新西兰兔关节软骨细胞体外分离、培养及鉴定的实验方法。方法　单纯采用Ⅱ型胶原酶消化新西兰兔关

节软骨组织以分离软骨细胞，经体外培养后，以形态学观察、甲苯胺蓝染色和Ⅱ型胶原蛋白细胞化学染色对软骨细胞进行鉴定。

结果　倒置相差显微镜显示３代以内软骨细胞呈多角形或三角形，核为圆形或椭圆形；甲苯胺蓝染色可见细胞呈紫蓝色，细胞基

质呈蓝色；Ⅱ型胶原蛋白细胞化学染色可见胞浆及胞膜出现棕黄色颗粒，细胞基质内也有少量棕黄色颗粒。结论　成功建立了新

西兰兔关节软骨细胞分离及培养体系，３代以内软骨细胞生长良好，保持稳定的生物学特征，传代４次后出现“去分化”现象。
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　　关节损伤、炎症及退行性病变均可通过影响软骨细胞而导

致关节软骨破坏，因此软骨细胞是研究关节软骨生理和病理的

常用体外模型。软骨细胞位于软骨基质内的软骨陷窝中，周围

包裹着胶原纤维蛋白和蛋白聚糖等大分子构成的固态结构，因

此体外分离培养软骨细胞存在一定难度［１］；同时软骨细胞增殖

能力较低，随体外培养传代次数增加，Ⅱ型胶原和聚集蛋白聚

糖表达量逐渐减少，进而出现“去分化”现象［２３］。因此，软骨细

胞体外培养依然存在挑战。本研究采用Ⅱ型胶原酶消化法分

离软骨细胞，并进行体外培养及鉴定，以期建立软骨细胞体外

分离、培养体系，并研究其生物学特性。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康成年新西兰大白兔４只，体质量２．５～

３．０ｋｇ，清洁级，由甘肃中医学院动物实验中心提供［许可证：

ＳＣＸＫ（甘）２０１１０００１］，动物处理方法符合《关于善待实验动物

的指导性意见》［４］。

１．２　仪器与试剂　Ⅱ型胶原酶、ＭＴＴ、ＤＭＳＯ、吖啶橙（美国

Ｓｉｇｍａ），甲苯胺蓝（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ），兔抗人Ⅱ型胶原单克隆抗

体、免疫组织化学试剂盒（武汉博士德），倒置相差显微镜（日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ），ＣＯ２细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ），ＷｅｌｌｓｃａｎＭＫ３酶

标仪（芬 兰 Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ），ＤＭＥＭ 培 养 基、１０％ 胎 牛 血 清

（ＦＢＳ）、０．２５％胰蛋白酶（美国Ｇｉｂｃｏ）。

１．３　方法

１．３．１　关节软骨细胞的分离　剥离新西兰兔关节软骨组织，

无菌条件下迅速转至超净工作台，用含１００Ｕ／ｍＬ青霉素和

１００μｇ／ｍＬ链霉素ＰＢＳ冲洗３次，去除软骨组织沾染的血液

和脂肪组织；在ＤＭＥＭ培养基中将软骨组织切成约１×１×１

ｍｍ３ 大小碎片，将碎片移至２０ｍＬ无菌离心管中，按体积比

１∶３加入０．２ｍｇ／ｍＬⅡ型胶原蛋白酶，３７℃过夜；次日向离心

管中加入３～５ｍＬＤＭＥＭ 培养基（含１０％ＦＢＳ），经２００目细

胞筛过滤后收集过滤液，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，用

ＰＢＳ漂洗细胞沉淀２次后离心弃去上清液并收集细胞
［５６］。

１．３．２　关节软骨细胞的培养　将收集的细胞接种至２５ｍＬ

培养瓶中，用ＤＭＥＭ培养基（含１０％ ＦＢＳ）进行培养，每３天

换液１次，原代软骨细胞生长覆盖瓶底８０％以上时，用０．２５％

胰蛋白酶（含０．０２％ ＥＤＴＡ）消化，进行传代培养
［７］。

１．３．３　关节软骨细胞的鉴定　（１）形态学观察：用倒置相差显

微镜观察培养软骨细胞的形态，判断细胞生长状况及生命活动

规律。取生长状态良好原代及第１代软骨细胞，９５％乙醇固定

１０ｍｉｎ，干燥后加入足量０．０１％吖啶橙染液染色５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂

洗ｌｍｉｎ，０．１ｍｏｌ／Ｌ氯化钙分色１ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次，每次数

秒，荧光显微镜下观察并拍照。（２）甲苯胺蓝染色：软骨细胞甲

苯胺蓝染色方法参照文献［８］。（３）Ⅱ型胶原免疫细胞化学染

色：软骨细胞Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色方法参照文献［９］。

（４）增殖功能测定：软骨细胞增殖功能测定方法参照文献［１０］。

２　结　　果

２．１　软骨细胞形态学特征　在倒置相差显微镜下观察，原代

软骨细胞培养８～１２ｈ后贴壁，２～３ｄ后开始伸展，细胞体积

较小，呈多角形（图１Ａ）；１２～１５ｄ后形成单层细胞，呈梭形并

有少量突起，细胞核较大，细胞排列紧密，有较强折光性，呈“铺

路石”样。第１代软骨细胞刚接种时呈球形，１２ｈ开始贴壁，２４

ｈ完成铺伸，多呈三角形、长梭形或多角形，７２ｈ后开始增殖，

单层生长，彼此不相接触（图１Ｂ）。软骨细胞增长至爬满瓶底
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时变为圆形，胞体丰满，细胞质均匀，核大而圆并且互相连接成

“铺路石”样结构。长期培养可形成肉眼可见的白色“类软骨样”

物质。吖啶橙荧光染色显示软骨细胞核呈清晰绿色荧光，第１

代细胞贴壁时间较原代软骨细胞短，且增殖速度加快（图２）。

　　Ａ：新西兰兔原代关节软骨细胞接种３ｄ后（×１００）；Ｂ：新西兰兔

第１代关节软骨细胞接种３ｄ后（×１００）。

图１　　倒置显微镜观察

　　Ａ：新西兰兔原代关节软骨细胞接种３ｄ后（×２００）；Ｂ：新西兰兔

第１代关节软骨细胞种３ｄ后（×２００）。

图２　　吖啶橙荧光染色观察

２．２　甲苯胺蓝染色结果　甲苯胺蓝染色可见软骨细胞呈紫蓝

色，细胞基质呈蓝色，软骨细胞内及细胞周围有蓝紫色异染颗

粒，证明软骨细胞合成和分泌蛋白聚糖（图３Ａ）。

２．３　Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色结果　Ⅱ型胶原免疫组化染

色可见软骨细胞胞浆及胞膜染成棕黄色，细胞基质内可见少量

棕黄色颗粒，胞核不着色，证明细胞表达软骨细胞特征性Ⅱ型

胶原，且主要分布在细胞质和细胞膜上（图３Ｂ）。

　　Ａ：甲苯胺蓝染色（×２００）；Ｂ：Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色（×

２００）。

图３　　第１代新西兰兔软骨细胞染色观察

２．４　软骨细胞生长曲线　第１代软骨细胞培养０～３ｄ增殖

缓慢，４～６ｄ快速增殖并达到高峰，７～９ｄ趋于平缓，１０～１３ｄ

呈下降趋势（图４）。

图４　　第１代新西兰兔软骨细胞生长曲线

３　讨　　论

３．１　新西兰兔关节软骨细胞分离　目前，国外多采用链霉蛋

白酶和胶原酶序贯消化法分离软骨细胞［１１１２］，国内则多采用

胰蛋白酶和Ⅱ型胶原蛋白酶序贯消化法
［１］。由于酶序贯消化

法操作步骤复杂，且两种酶同时作用可能会加重对软骨细胞的

损伤。因此，有学者单纯用Ⅱ型胶原蛋白酶消化软骨组织以分

离软骨细胞，且分离获得的软骨细胞活性保持良好［３，１３１４］。本

课题组曾采用胰蛋白酶和Ⅱ型胶原蛋白酶序贯消化法分离新

西兰兔软骨细胞，发现分离获得的原代软骨细胞贴壁困难。为

此，本研究改用单纯Ⅱ型胶原蛋白酶消化软骨组织，以建立新

西兰兔软骨细胞体外分离及培养体系。单纯Ⅱ型胶原蛋白酶

消化法分离软骨细胞，可避免胰蛋白酶和Ⅱ型胶原蛋白酶的反

复消化，也减少了对分离细胞进行反复洗涤、离心的步骤。本

研究证实此法不仅简化了软骨细胞分离步骤，更减少了反复消

化、洗涤、离心对软骨细胞造成的损伤，使分离获得的原代软骨

细胞具有良好活性。

３．２　新西兰兔关节软骨细胞体外培养　软骨细胞随着体外培

养传代次数增加和培养时间延长，会因表型不稳定而出现“去

分化”现象［３］，在形态上表现为逐渐从多角形和圆形变为类似

成纤维细胞样的扁平、长梭形［１５］，在功能上主要表现为软骨细

胞特异性标志物Ⅱ型胶原蛋白和聚集蛋白聚糖表达减少或丧

失［１６］。Ｋａｎｇ等
［１７］研究发现，随着传代次数增加，软骨细胞增

殖能力下降而细胞凋亡增加，第２代软骨细胞高表达Ⅱ型胶原

蛋白而低表达Ⅰ型胶原蛋白，传代至第５代时Ⅱ型胶原蛋白表

达降低而Ⅰ型胶原蛋白表达升高，表明软骨细胞发生“去分

化”；也有研究显示原代软骨细胞传至第２代时已发生“去分

化”［１８］。目前普遍认为体外单层培养软骨细胞在传至３～４代

后，软骨合成基质相关基因表达下降，难以保留软骨细胞原有

表型而发生“去分化”［３］。本实验结果显示，第３代及以前新西

兰兔软骨细胞呈多角形，没有向成纤维样细胞转变，甲苯胺蓝染

色和Ⅱ型胶原蛋白细胞化学染色结果表明软骨细胞可良好地表

达聚集蛋白聚糖和Ⅱ型胶原蛋白，证明细胞具有良好活性。

３．３　新西兰兔关节软骨细胞鉴定　软骨细胞鉴定主要通过测

定聚集蛋白聚糖（甲苯胺蓝染色法）和Ⅱ型胶原蛋白（细胞化学

染色法）［１９］。本实验中，甲苯胺蓝染色显示新西兰兔软骨细胞

呈紫蓝色，细胞基质呈蓝色；Ⅱ型胶原蛋白细胞化学染色可见

胞浆及胞膜染成棕黄色，细胞基质内也有少量棕黄色颗粒。以

上结果显示，第３代及以前的软骨细胞聚集蛋白聚糖和Ⅱ型胶

原蛋白表达阳性，具有良好生物学活性和功能。

综上所述，Ⅱ型胶原蛋白酶消化法可在短时间内获得高纯

度和高存活率的软骨细胞，形态学、甲苯胺蓝染色及Ⅱ型胶原

蛋白细胞化学染色证实第３代及以前的细胞保留了稳定的软

骨细胞表型特征，具有良好生物学活性和功能。

参考文献

［１］ 刘军，戴刚，杨柳．骨关节炎软骨细胞的体外分离培养［Ｊ］．中国组

织工程研究与临床康复，２００８，１２（４６）：９０４５９０４８．

［２］ＣｌａｕｓＳ，ＡｕｂｅｒｔＦｏｕｃｈｅｒＥ，ＤｅｍｏｏｒＭ，ｅｔａｌ．Ｃｈｒｏｎｉｃｅｘｐｏｓｕｒｅｏｆ

ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２ｆａｖｏｒｓｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｈｕｍａｎａｒｔｉｃｕｌａｒｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｉｎｍｏｎｏｌａｙｅｒｃｕｌｔｕｒｅｓ［Ｊ］．

ＪＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，２０１０，１１１（６）：１６４２１６５１．

［３］ 张艳，柴岗，刘伟，等．体外培养过程中去分化的人软骨细胞基因

表达谱的变化［Ｊ］．中华整形外科杂志，２００７，２３（４）：３３１３３４．

［４］ 中华人民共和国科技部．关于善待实验动物的指导性意见［Ｚ］．北

京：科技部，２００６．

［５］ 宋鸿，陈炜．兔软骨细胞的分离培养及其生物学特征的检测［Ｊ］．

遵义医学院学报，２００８，３１（６）：５７３５７８．

［６］ 胡志俊，胡波，唐德志，等．兔膝关节软骨细胞的分离培养及形态

学特征［Ｊ］．中国组织工程研究与临床康复，２０１０，１４（４６）：８５５５

８５５８．　　　　　　　　　　　　　　　　　（下转第２３１２页）

·８０３２· 国际检验医学杂志２０１２年１０月第３３卷第１９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．１９



２．２　ＲＭ吸收峰检测　ＲＭ饱和溶液吸收峰主要在２０３、２１５、

３１７ｎｍ波长处，在４００～６００ｎｍ波长处无明显吸收峰，见图１。

图１　　ＲＭ饱和溶液吸收曲线

２．３　反应产物吸收曲线　Ｃｒ、ＲＭ 与苦味酸反应的产物在

４７５、４８０ｎｍ波长处出现吸收峰，见图２。

图２　　反应产物吸收曲线

３　讨　　论

本研究证实ＲＭ可导致Ｃｒ检测结果假性增高，原因在于

ＲＭ与苦味酸的反应产物在４８０ｎｍ处有吸收峰，与Ｃｒ检测波

长５１０ｎｍ十分接近。因此，如果血清标本中存在ＲＭ，可导致

Ｃｒ检测过程中５１０ｎｍ检测波长下的吸光度增加，导致血清Ｃｒ

检测结果假性增高。ＲＭ是新一代噻唑烷二酮类药物，能增强

肝脏、脂肪及肌肉组织胰岛素受体的敏感性，促进葡萄糖的摄

取和利用，广泛用于２型糖尿病的治疗
［６９］。而糖尿病肾病是

糖尿病患者是最常见，也是后果最为严重的并发症之一。监测

糖尿病患者血清Ｃｒ水平有助于科学、客观地评估患者肾功能，

并据此制定相应的治疗措施。本研究发现ＲＭ可导致Ｃｒ检测

结果假性增高，说明有必要在临床工作中加强分析前质量控

制，尤其是对于接受ＲＭ治疗的糖尿病患者，更应重视标本采

集的时间，避免在服药后立即采集血液标本进行检测，从而将

ＲＭ对Ｃｒ检测的干扰效应降至最小，进而为临床提供更为真

实、可信的检测结果［１０１１］。
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