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#摘要$
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目的
!

探索
$

型胶原酶消化法分离兔肋软骨细胞的最佳消化时间$方法
!

取
.

月龄新西兰大白兔肋软骨组织!采

用
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型胶原酶分别消化
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!对应为
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组!获取细胞后进行培养$通过比较
I

组
G0

代软骨细胞在形

态&增殖速度&细胞内基质分泌等方面的差异!选择合适的消化时间$结果
!

4

&

3

&

]

组获取的原代软骨细胞数量比
#

&

8

组多'

4

&

3

组
G0

代软骨细胞增殖能力强于其他
.

组'

4

&

3

组
G0

代细胞内基质分泌情况最佳$结论
!$

型胶原酶最佳消化时间为
,0

!

,/

[

!获取的原代软骨细胞数量多!活性率较高!增殖能力强!

G0

代软骨细胞表型良好$
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目前!软骨细胞在临床研究和基础实验方面均应用广泛!

如软骨类疾病的基础研究&

,

'

%软骨和气管组织工程的构建&

0

'

!

缺损关节软骨的修复%美容整形&

.

'等方面$软骨细胞的分离培

养技术已经比较成熟!主要采用胰蛋白酶和
$

型胶原酶序贯消

化法或单纯
$

型胶原酶消化法!但对于获得软骨细胞最重要的

胶原酶消化时间仍具有较大争议!本文旨在探讨获取原代软骨

细胞的最佳消化时间!优化软骨细胞体外分离培养技术$

?

!

材料与方法

?'?

!

材料
!

.

月龄新西兰大白兔
0I

只"川北医学院实验动物

中心提供#!雌雄不限!体质量
,'I

!

0'IW

?

)

4T

0

孵箱采自美国

$[@A<L

公司)甲苯胺蓝染液%番红
5T

染液%

$

型胶原酶购自美

国
PE

?

<;

公司)蛋白多糖"

;

??

A@F;=

#一抗"小鼠抗兔#%二抗"山

羊抗小鼠#购自美国
$[@A<L

公司)

$

型胶原免疫组织化学试

剂盒购自美国
4[L=CA@H

公司)其他试剂均为市售分析纯$
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!

软骨细胞的消化分离和培养
!

将新西兰大白兔分为
#

%

8

%

4

%

3

%

]

组!每组
I

只$用
,)

戊巴比妥钠过量麻醉处死$取

肋软骨浸泡于含双抗"

,)

青霉素和链霉素#

G87

中!转入超净

工作台!去除软骨周围肌肉和筋膜!用手术刀把软骨块切碎成

,<<

.

"甚至更小#$将软骨块收集入
I+<>

离心管中!加

+'0)

$

型胶原酶
I<>

!

.-j

恒温摇床中震荡$

#

%

8

%

4

%

3

%

]

组分别连续消化
%

%

&

%

,0

%

,/

%

0+[

!各组在中位时间点更新
,

次

$

型胶原酶$消化相应的时间后离心!弃上清液!加入
3"]"

培养基"含
,+)X87

!

,)

双抗#

&<>

!接种于
$-I

的培养瓶中!

置于
.-j

%体积分数
I) 4T

0

培养箱培养$

?'!

!

检测指标

?'!'?

!

原代软骨细胞的计数和活性检测
!

将细胞悬液吸出少

许!滴加在盖玻片边缘!使悬液充满盖玻片和计数板之间$镜

下计算计数板
%

大格细胞总数!压线细胞只计左侧和上方的$

然后按下式计算*每毫升细胞数
*

"

%

大格细胞总数(
%

#

e,+

%

$

用台盼蓝染液检测细胞活性!吸取
(+

'

>

细胞悬液到离心管

中!加入
,+

'

>

染液轻轻混匀!染色
,<E=

!细胞活性率
*

"细胞

总数
a

蓝色细胞数#(细胞总数
e,++)

$

?'!'@

!

细胞形态观察
!

"

,

#原代细胞贴壁情况*原代细胞装瓶

%&[

后光镜下观察细胞贴壁情况$"

0

#

G0

代细胞番红
5T

染

色*取各组
G,

代软骨细胞行细胞爬片!

%)

多聚甲醛室温固定

.+<E=

!

+'0)

快绿染色
,<E=

)

+'I)

番红
5T

染色
I<E=

!中性

树胶封片$"

.

#

G0

代细胞甲苯胺蓝染色*取各组
G,

代软骨细胞

行细胞爬片!多聚甲醛室温固定
.+<E=

!甲苯胺蓝染色
%[

!中
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重庆医学
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年
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卷第
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期
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"

,%#++-.

#$

!

作者简介*袁德超"

,((+a

#!医师!在读硕士!主要从事脊柱外科研究$

!

#

!

通讯作者!

]5<;EU

*

Z@=

??

;=

?

=FF[

"

;UE

2

S='FL<

$



性树胶封片$

?'!'!

!

细胞免疫组织学染色
!

"

,

#

G0

代细胞蛋白多糖"

;

??

A@5

F;=

#免疫荧光染色*取各组
G,

代软骨细胞行细胞爬片!

%)

多聚

甲醛室温固定
.+<E=

!

+'.)$AEQL=5,++

孵育
,+<E=

!添加一抗
%

j

过夜!添加二抗室温下孵育
,[

!抗荧光淬灭剂封片$"

0

#

G0

代细胞
$

型胶原免疫组化染色*取各组
G,

代软骨细胞行细胞爬

片!

%)

多聚甲醛室温固定
.+<E=

!

0)

牛透明质酸酶
.+<E=

!

.)

过氧化氢
,+<E=

!

+'.)$AEQL=5,++

孵育
,+<E=

)

$

型胶原

一抗
%j

过夜!添加二抗在室温下孵育
,[

)

3#8

显色
I

!

,+

<E=

!苏木素复染
,<E=

!

-I)

盐酸酒精
,P

!中性树胶封片$

?'!'A

!

44O5&

法测定
G0

代软骨细胞生长增殖曲线
!

取
G,

代软骨细胞用含
,+)X87

的
3"]"

培养基配成单个细胞悬

液!细胞计数
,e,+

% 个(
<>

!以每孔体积
,++

'

>

加入
(/

孔培

养板中$每组接种
,

板!每板接种
I

列!共接种
%+

板$

44O5&

检测液用
3"]"

培养液按
,k,+

"体积比#稀释成工作液!分

别于培养
,

%

0

%

.

%

%

%

I

%

/

%

-

%

&C

!每孔加入
0++

'

>

工作液!置于

细胞培养箱孵化
%[

!终止培养!酶标仪上
%I+=<

处测
K4

值$

?'A

!

统计学处理
!

采用
7G77,-'+

统计软件进行统计分析!

计量资料正态分布用
Oh3

!每组间均数比较采用方差分析!组

间两两比较采用
7KO5

-

检验!检验水准
(

*+'+I

!以
!

%

+'+I

为差异有统计学意义$

@

!

结
!!

果

@'?

!

原代软骨细胞的计数和活性检测
!

见表
,

$

表
,

!!

原代软骨细胞的计数和活性率

组别
'

细胞计数"

e,+

/

# 细胞活性率"

)

#

#

组
I +'%+h+'+/ ((',

8

组
I ,'.+h+',. (&'&

4

组
I 0'0+h+'0+

*

(%'0

&

3

组
I 0'%+h+',-

'

(0'%

]

组
I 0'I+h+',I

(

&-'0

)

!!

*

*

!

%

+'+I

!与
#

%

8

%

]

组比较)

'

*

!

%

+'+I

!与
#

%

8

组比较)

(

*

!

%

+'+I

!与
#

%

8

%

4

组比较)

&

*

!

%

+'+I

!与
#

%

8

%

]

组比较)

)

*

!

%

+'+,

!与
#

%

8

%

4

%

3

组比较$
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细胞形态观察

@'@'?

!

原代细胞贴壁情况
!

待原代软骨细胞装瓶
%&[

后*

#

组培养瓶内可见大量组织块!组织块周围见大量未消化出来的

软骨细胞!贴壁细胞少)

8

组培养瓶内见少量组织块!大量胶原

纤维缠绕软骨细胞!贴壁细胞较少)

4

%

3

组培养瓶内未见组织

块和胶原纤维!细胞基本上贴壁)

]

组培养瓶内未见组织块和

胶原纤维!可见大量悬浮未贴壁的细胞!见图
,

$

!!

#

*

#

组)

8

*

8

组)

4

*

4

组)

3

*

3

组)

]

*

]

组$

图
,

!!

各组原代软骨细胞装瓶
%&[

后镜下观察

细胞贴壁情况&

e,++

'

@'@'@

!

G0

代软骨细胞的番红
5T

染色和甲苯胺蓝染色
!

I

组

细胞番红染色均呈阳性!细胞形态呈多边形!胞质呈深红色!胞

核浅红色!核周可见棕红色颗粒!

4

%

3

组细胞染色更深!见图

0

$

I

组
G0

代细胞甲苯胺蓝染色均呈阳性!细胞形态呈多边

形!胞质蓝染!核周及胞质内可见异染颗粒!见图
.
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#

*

#

组)

8

*

8

组)

4

*

4

组)

3

*

3

组)

]

*

]

组$

图
0

!!

各组
G0

代软骨细胞番红
5T

染色&

e0++

'

!!

#

*

#

组)

8

*

8

组)

4

*

4

组)

3

*

3

组)

]

*

]

组$

图
.

!!

各组
G0

代软骨细胞甲苯胺蓝染色&

e0++

'

!!

#

*

#

组)

8

*

8

组)

4

*

4

组)

3

*

3

组)

]

*

]

组$

图
%

!!

各组
G0

代软骨细胞蛋白聚糖免疫荧光染色&

e0++

'

!!

#

*

#

组)

8

*

8

组)

4

*

4

组)

3

*

3

组)

]

*

]

组$

图
I

!!

各组
G0

代软骨细胞
$

型胶原免疫组化染色&

e0++

'

@'!

!

G0

代软骨细胞蛋白多糖免疫荧光和
$

型胶原免疫组织

化学染色
!

I

组
G0

代细胞蛋白多糖免疫荧光染色均呈阳性!

%II%

重庆医学
0+,I

年
,,

月第
%%

卷第
.0

期



镜下可见胞质发绿色荧光!胞核不发荧光!

4

%

3

组细胞胞质绿

色荧光最强!见图
%

$

I

组
G0

代细胞
$

型胶原免疫组织化学染

色均显示阳性!部分细胞胞质着黄褐色!胞核为苏木素淡染的

蓝色!核周可见颗粒状物质沉着!

4

%

3

组阳性细胞较其余
.

组

的多!见图
I

$

@'A

!

G0

代软骨细胞生长增殖曲线
!

培养第
,

!

0

天为潜伏

期!第
0

!

/

天为指数增生期!以后进入平台期!见图
/

$培养

第
.

!

&

天时!

4

%

3

组与其余
.

组的
K4

值差异有统计学意义

"

!

%

+'+,

#)培养第
,

!

&

天时!

4

%

3

组间
K4

值差异无统计学

意义"

!

"

+'+I

#$

图
/

!!

各组
G0

代软骨细胞生长增殖曲线

!

!

讨
!!

论

!!

软骨细胞被广泛应用于骨关节炎退变机制的研究&

,

'

%构建

软骨组织工程&

%

'

%软骨组织的修复&

I

'

$软骨细胞的获取主要是

通过切取自身软骨组织!经酶消化体外培养获得的$目前!软

骨细胞的分离培养技术已比较成熟!主要采用胰蛋白酶和
$

型

胶原酶序贯消化法或单纯
$

型胶原酶消化法$无论哪种方法!

均需要用到
$

型胶原酶!因为软骨组织中的细胞外基质主要为

胶原纤维蛋白和蛋白多糖!其中胶原占软骨总质量的
I+)

!

-+)

!

$

型胶原占所有胶原的
(+)

以上!蛋白多糖占软骨总质

量的
0+)

!

%+)

&

/

'

$所以要获得游离的软骨细胞!必须充分

消化分解软骨组织中的
$

型胶原$

总的来说随着
$

型胶原酶消化时间的延长!获得的游离的

软骨细胞越多!活性率越低$过长的消化时间将破坏软骨细胞

的细胞活性!从而影响细胞的生长和细胞外基质的分泌$因

此!合理的消化时间是获得具有良好细胞活性的软骨细胞的一

个重要参数$根据文献报道!

$

型胶原酶的浓度一般是

+',)

!

+'.)

&

-5&

'

!但关于消化时间的报道却具有较大的差异$

>EQQU@

等&

(

'将
+'0)

$

型胶原酶在
.-j

恒温水浴条件下消化

软骨组织
%[

获取软骨细胞!

:@

2

BLLC

等&

,+

'用
+'0)

$

型胶原

酶消化软骨组织
,0[

获得软骨细胞)

9=

?

;\U@

等&

,,

'将软骨组织

用
+'0)

$

型胶原酶消化
,&

!

0+[

亦能获取大量活性良好的

软骨细胞$

针对该问题!本实验采用单纯
$

型胶原酶消化法分离软骨

细胞!通过固定胶原酶浓度为
+'0)

!改变消化时间!比较不同

消化时间获得的软骨细胞的生物学特性!探讨
$

型胶原酶的最

佳消化时间$本实验对软骨细胞生物学特性的鉴定主要从细

胞形态和分泌功能方面来判断!表型良好的软骨细胞在形态上

为多边形!在功能上为分泌蛋白多糖和
$

型胶原$蛋白多糖和

$

型胶原是鉴别软骨细胞的特异性标志物!其减少或丧失标志

着软骨细胞的去分化!软骨细胞在
G0

代之前能维持正常细胞

表型&

,0

'

!故通过对
G0

代细胞行番红
5T

染色%甲苯胺蓝染色%

蛋白多糖免疫荧光和
$

型胶原免疫组织化学染色观察细胞形

态和分泌功能$

实验发现!

4

%

3

组连续消化
,0

!

,/[

获得的细胞量多!细

胞活性率较高!原代细胞贴壁良好!

G0

代细胞能保持软骨细胞

生物学特性!增殖能力强$消化时间不足会使组织块消化不

全!大量的软骨细胞得不到分离$如实验中
#

%

8

组!接种的原

代细胞贴壁
0%[

后!镜下可见大量未分离的细胞!消化不全的

胶原纤维缠绕软骨细胞!阻碍细胞贴壁$延长消化时间可将胶

原纤维充分消化!但同时会对细胞膜造成伤害!细胞活性率降

低$实验中
]

组有较多原代细胞不能贴壁!消化时间过长!细

胞活性率降低)

4

%

3

组中原代细胞贴壁良好!消化时间适当!细

胞活性率较高$

I

组体外培养后的
G0

代细胞在形态和功能方面均能维持

软骨细胞表型!相比较而言!

4

%

3

组细胞表型最好!

]

组其次!

#

%

8

组最差!这与原代细胞接种密度有关$软骨细胞在体外

培养时!随着传代次数的增加极易发生去分化表现!特别是在

低细胞密度培养时)软骨细胞在一定范围的高密度培养有利于

维持细胞表型!细胞之间相互促进生长增殖&

,.

'

$

4

%

3

组
G0

代

细胞形态和分泌功能均良好!在番红
5T

染色%甲苯胺蓝染色%

蛋白聚糖免疫荧光染色%细胞生长增殖速度方面均优于其他
.

组!

$

型胶原免疫组织化学染色阳性数多于其余
.

组$说明以

4

%

3

组的高细胞密度接种原代细胞更有利于维持细胞表型!

这与文献报道相符$

]

组细胞由于
$

型胶原酶消化时间太长!

虽然细胞数量多!但是细胞活性低!原代细胞贴壁少)

#

%

8

组

$

型胶原酶消化时间不足!大量软骨细胞未得到分离!原代细

胞贴壁少!都不利于细胞表型的维持和细胞生长增殖$可见通

过适当延长
$

型胶原酶消化时间!提高软骨细胞接种密度是维

持细胞表型和活性的良好方法$

在兔肋软骨细胞分离培养中!

$

型胶原酶最佳消化时间为

,0

!

,/[

!能获得大量活性率较高%贴壁良好%增殖能力强的软

骨细胞!

G0

代软骨细胞表型稳定$探索
$

型胶原酶的最佳消

化时间!有助于获取大量活性良好的原代软骨细胞!为基础实

验和临床研究提供大量优质的软骨细胞$
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周的药物!给患者增加了身体的负担"如肝脏负担%血栓性

疾病风险等#)此外!降调后激素替代方案中患者还可能出现低

雌激素症状$因此对于部分不适合自然周期%降调或非降调激

素替代的患者!如*排卵障碍%高龄患者!本中心采用促排卵方

案准备子宫内膜共
,I0

周期!也取得了较好的临床效果!临床

妊娠率和种植率虽然低于激素替代方案组!但患者经促排卵后

具有健全的黄体!因此无需长期使用雌孕激素支持黄体!减轻

了患者经济和身体负担$因此!促排卵方案对于排卵障碍且具

有激素替代禁忌证的患者来说!无疑是一项不错的选择$其缺

点在于部分患者!尤其是多囊卵巢综合征患者!促排卵治疗具

有发生卵巢过度刺激综合征及诱导排卵失败而导致周期取消

的风险!治疗过程中应严格监测$

本研究通过对
.0+

个
X]$

周期进行回顾性分析得出!与

自然周期方案相比较!促排卵%降调或非降调激素替代方案均

可获得更高的临床妊娠率和种植率!其中降调后激素替代方案

在既往移植失败患者中仍具有较好的临床效果!值得临床

借鉴$
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