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� � 软骨缺损的修复一直是骨科界的难题之一, 自 1968 年

Chesterman 等[ 1]首次采用体外培养的软骨细胞修复软骨缺损

以来,该方面的研究越来越受到人们的重视, 近几年发展起来

的应用组织工程学方法修复软骨缺损虽未应用于临床, 但逐

渐被认为是一种有希望治疗全层软骨缺损的手段。组织工程

化软骨包括: ∀ 种子细胞�软骨细胞。# 组织相容性好、可降
解、可吸收、可塑性的生物材料。∃ 加入能调节细胞增殖、保

持细胞表型等特征的细胞因子, 适合工程化软骨生长环境的

各种生物反应器。而能大量获得良好的软骨细胞是对骨性关

节炎和类风湿性关节炎等发病机理研究所需要的[ 2, 3] , 也是

软骨组织工程研究的前提。

1 � 软骨细胞的提取、培养和鉴定
目前的实验研究,软骨细胞多采用 1 个月龄的家兔关节

软骨、耳廓软骨或出生 24 小时家兔取双侧下颌骨髁状突软骨

细胞、大鼠的胸肋软骨、由水囊流产下来的胎儿关节软骨

等[ 4~ 7] , 越年幼软骨细胞的数量越多, 细胞分化能力越强, 将

取下来的软骨切成 1~ 2mm3大小, 因软骨细胞埋藏于致密的

氨基糖蛋白基质中,必须经酶消化法去除基质才能获得 ,一般

采用透明质酸酶、胰蛋白酶和 %型胶原酶在 37& 温度下消

化,各种消化方法在用酶的浓度和消化时间上有所不同[ 8] ,目

的是为了能充分消化软骨基质,获得较多的软骨细胞, 又不损

伤软骨细胞。目前常采用质量分数为 0� 25% 的胰蛋白酶消
化 30 分钟, 0�1%或 0� 2% %型胶原酶消化 4~ 8 小时, 恒温

37 & 的摇床上进行, 消化液用 100�m 滤网过滤, 将滤液离心

洗涤软骨细胞, 然后用 DMEM 培养液稀释, 计数细胞总量和

检测细胞成活率,培养用体积分数为 10%的新生小牛血清 1

∋ 105U/ L 青霉素、100mg/ L 链霉素、50mg/ L 抗坏血酸的

DMEM 培养液中培养。培养条件 37 & 恒温, 体积分数为 5%

的 CO2 饱和温度下孵育箱培养,隔日或 3 天换液 1 次。传代

用 0�25%胰蛋白酶室温消化, 收集原代和传代 2~ 4 代的软

骨细胞为组织工程化的种子细胞,接种到生物载体上。

在细胞学鉴定上: ∀ 相差显微镜下,软骨细胞培养 24~

36 小时开始贴壁变形, 可见三角形, 主要为多边形, 胞浆丰

富,胞核圆形居中, 有 2~ 3 个核仁, 细胞长成一片时呈明显铺

路石状, 外观与长梭形的成纤维细胞较易区别, 培养 2 周细胞

聚集, 可出现结节状分布,细胞传至 5~ 6 代时,细胞体积开始

变大, 边缘出现一些指状突起, 核也变大, 增殖速度减慢。#
HE 和甲苯胺蓝染色: HE 染色 ,在载玻片上染色后可见细胞

中等大小, 圆形或椭圆形,少数可见突起,胞浆丰富, 呈透明蓝

色均质状, 有的内含大小不等的空泡及嗜酸性尘粒, 核圆或椭

圆, 有 1~ 2 个核仁, 细胞周围有猩红色基质;甲苯胺蓝染色有

异染物质出现, 说明有糖胺聚糖合成。 ∃ 透射电镜下, 软骨

细胞呈圆球形, 胞浆丰富, 内含粗面内质网、高尔基复合体较

发达, 胞浆中有较多的分泌泡, 胞内为合成基质成份, 还可见

大量呈团的糖元颗粒, 细胞核周围有大量的线粒体, 在细胞周

围可见细小胶原纤维。(S~ 100 蛋白免疫组织化学链霉素

合素�辣根过氧化物酶法染色鉴定软骨细胞, 显示原代细胞核

内见 S~ 100 蛋白阳性标记颗粒, 对照人胎成纤维细胞 S ~

100 蛋白呈阴性。) %型胶原染色,细胞在盖玻片长满后取

出, ABC 法进行%型胶原免疫组化染色, 可见软骨细胞胞浆、

胞外分泌的%型胶原被染成棕黄色,胞核不着色, 未成片的细

胞为弱阳性[ 9]。∗核酸原位杂交技术检查软骨细胞特异性

的%型胶原 mRNA, 大多数体外培养的原代细胞胞浆内可见

密集的紫色颗粒, 呈阳性结果, 对照组细胞浆内未见紫色颗

粒, 呈阴性,说明软骨细胞内有合成%型胶原的 mRNA, 具有

合成%型胶原的能力, 从而确定为软骨细胞。

2 � 有关软骨细胞培养的其它问题

2�1 � 细胞贴壁率及纯度 � 在相差显微镜下, 细胞的贴壁率传

代快于原代是因为传代细胞对环境有很强的适应性, 塑料培

养瓶贴壁率大于玻璃瓶。关于软骨细胞纯度的问题因软骨组

织中只含有单一的软骨细胞, 所以分离出来的软骨细胞纯度

很高, 在操作过程中,如误带滑膜后可混入成纤维细胞,当培

养细胞贴壁后, 在相差显微镜下可用细胞刮子刮除或经过传

代可获得 99%以上高纯度的软骨细胞。

2�2 � 软骨细胞生长曲线 � 原代细胞接种后第 2 天生长缓慢,

为潜伏期, 自第 3 天起呈快速生长,构成生长曲线, 为对数生

长期, 到第 5 天以后, 细胞生长再次平缓, 为平台期。传代方

面组织工程化软骨在细胞选择上,就细胞增殖而言, 第 4 代以

前传代细胞优于原代, 而且传代细胞均有比原代更强的材料

适应性, 到第 8 代细胞的生长能力明显减弱, 第 12 代已无明
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显细胞增殖。细胞倍增时间可用公式求得: DT = ( t- t0) log2/

( logN- logN0 ) , 其中 t0、t分别代表细胞培养起、止时间, N 0、N

分别代表 t0 和 t时的细胞数。

2�3 � 永生化软骨细胞 � 从软骨中获得的软骨细胞来源有限,

而且软骨细胞增殖能力低,体外培养对细胞密度有高度依赖,

且为有限增殖,传代代数过多, 细胞出现老化现象, 使传代细

胞难以为计,特别是软骨细胞在体外长期培养有去分化趋势,

表型(特别是%型胶原)难以保持, 因此众多学者试图建立一

种能长期培养,表型稳定的永生化软骨细胞, 为软骨组织工程

提供大量的经过预先处理和优化的软骨细胞。Steimberg 把

类人猿病毒和 40 大 T 抗原基因 ( simian v irus 40 larg e T anti�

gen, SV40LTAg)以%型胶原基因的启动子和增强子所构成的
重组质粒用磷酸钙共沉淀法转入兔关节软骨细胞中, 获得了

永生化兔关节软骨细胞, 可传代 80 代以上, 而且保存着软骨

细胞特有的表型( %型胶原和多聚糖) , 但永生化软骨细胞在

致瘤性和表型稳定性方面存在着争议, 还有待于进一步深入

研究[ 10]。

2�4 � 软骨细胞的保存 � 软骨在 10%的小牛血清 DMEM 培

养液中 4& 冷藏 3 天, 细胞仍保持高度活性, 细胞成活率可达

93� 5+ 7�2%以上, 1 周存活率在 87% ~ 97%。也有报道将分

离好的软骨细胞 DMEM 溶液中加低温冷冻保护剂 10%二甲

基亚砜 ( DMSO )预冷 4 & , 然后以 1& / min 速度缓慢降至-

80 & ,最后迅速投入- 196 & 液氮中储存 7 天后, 采用快速复

温法细胞存活率可达 95% 以上, 进行培养 14 天仍可保持软

骨细胞形态和生物学特征, 为今后进一步开展软骨细胞移植

研究提供实验依据
[ 11, 12]

。

2�5 � 软骨细胞浓度 � 软骨细胞移植浓度对组织工程化有一

定的影响。Vacanti等
[ 13]
研究表明 5 ∋ 10

8
~ 10∋ 10

8
/ ml的细

胞是适宜的,这种浓度的细胞生成软骨组织绝大部分为透明

软骨,只有少量的纤维组织。另有报道
[ 14]

, 移植软骨细胞浓

度小于 2∋ 107 / ml产生纤维组织, 当 2 ∋ 107~ 10∋ 107/ ml形

成透明软骨,无纤维组织形成。在无蛋白的琼脂糖培养中,细

胞浓度大于 106/ ml时, 大部分细胞能存活数周, 小于 105 / ml

细胞很快死亡。移植软骨细胞密度明显影响软骨细胞的功能

和生存,所以放入载体的软骨细胞必须有足够的浓度才能取

得满意的效果。

2�6 � 有关细胞因子对软骨细胞的作用 � 在软骨细胞移植过
程中,生长因子具有刺激软骨细胞分化和产生软骨基质的作

用[ 15] ,软骨组织骨含有多种生长因子及其受体, 主要通过自

分泌和旁分泌的方式对软骨的形成和修复起局部调节作用,

如成纤维生长因子( fibroblast growt h facto r, FGF)在体外培养

中可促使分化中的软骨细胞发生迁移和集落的形成, 促进离

体的软骨细胞前质的分化和软骨细胞的增殖与成熟, 导致有

丝分裂原的形态的形成[ 16] , 当软骨细胞缺乏碱性成纤维细胞

因子时( bFGF)便不能合成与释放硫酸软骨素和%型胶原蛋
白,加入 bFGF 时可又恢复这种能力[ 17]。国内有分离兔髁状

突软骨细胞在培养基内加入 10�g/ LbFGF细胞增殖后与胶原

酶培养,培养 1 周后植入同种成年兔背部, 几周后可见软骨样

组织形成[ 18]。转化生长因子( transforming grow th factor beta,

T GF- �)对软骨细胞发育不同阶段起着不同的作用 ,对软骨

细胞的分化和功能具有双向调节作用[ 19] , 它能促进未分化和

分化早期的软骨细胞 DNA 复制, 从而促进软骨细胞增殖, 并

促进蛋白多糖和%型胶原的合成, 对于分化末期的软骨细胞

可抑制其分化, 并抑制软骨基质的合成与钙化, 抑制碱性磷酸

酶的活性。另外胰岛素生长因子 ( insulin�like grow th factor,

IGF) , 血小板衍生生长因子 ( platelet der ived gr owth factor,

PDGF) , 骨形成蛋白 ( BMP)等都具有促进细胞增殖, 调节细

胞的分化, 促进细胞外基质合成的作用。

总之, 生物活性因子对软骨细胞的生物学作用其间的量

效和时效关系以及生物因子间相互作用等仍需全面系统的研

究[ 20]。
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