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　　【摘要 】　目的 :观察原发性膝骨关节炎患者滑膜细胞的体外生长特性 ,探讨骨性关节炎的发病机

制。方法 :组织块培养法分离早期与晚期 (依据 Kellgren和 Lawrence的放射学诊断标准划分 ) OA患者

滑膜细胞进行培养 ,用光镜、电镜、组织化学方法等观察鉴定该细胞类型。结果 :患者滑膜细胞符合巨噬

样滑膜细胞 (A型细胞 )及成纤维细胞样滑膜细胞 (B型细胞 )的特征 ,早期与晚期滑膜细胞在生长周期

及细胞超微结构等方面存在差异。晚期较早期滑膜细胞生长周期长、生长极向性差、细胞内溶酶体丰

富。结论 :组织块培养法可以有效分离人类关节滑膜细胞 ,建立原发性膝骨关节炎患者滑膜细胞系。
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ABSTRACT　O bjective: To investigate the biological characteristics of human synoviocytes of p rimary

gonarthritis in vitro. M ethods:Human synoviocytes were isolated from synovial membrane ( earlier stage and lat2
er stage of OA) by tissue culture isolation, which were identified by light m icroscope, electro m icroscope, histo2
chem ical method. Results: The isolated cellswere in acordance with the characteristics of macrophage2like syno2
viocytes( type2A synoviocytes) and fibroblast2like synoviocytes ( type2B synoviocytes). D ifferences showed in

the growth cycles, differentiations and ultra m icrostructures between the two stages. Conclusion: Tissue culture

isolation is an effective isolation of human synoviocytes to establish the human synoviocyte line of p rimary gonar2
thritis.
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　　骨关节炎 (osteoarthritis, OA) ,又称骨关节病、退行性关节

病 ,是最常见的一种慢性、进展性关节疾病。滑膜细胞是构成

滑膜层的最大细胞群体 ,因此体外滑膜细胞的培养是探求骨

关节炎发病机制、体外筛选治疗药物的重要手段。人类关节

滑膜细胞的分离培养方法较多 [ 123 ] ,我们采用组织块培养法 ,

建立早期与晚期原发性膝骨关节炎患者滑膜细胞系 ,并对其

特性及两期细胞的差异进行了观察。

1　材料与方法

111　试剂及器材 　含 10%小牛血清 (杭州四季青 )的DMEM

培养液 ( Gibco )、胰蛋白酶 ( Sigma)、25 cm2 细胞培养瓶、

24孔、96孔细胞培养板 (Corning公司 Corstar)、倒置相差显微

镜 (O lympus)、CO2 细胞培养箱、超净工作台 (上海净化设备

厂 )、酶标分析仪 (Multiskan m s)、非放射性细胞增生检测试验

盒 ( Promega)、CM - 120透射电镜 ( Philip s)。

112人类滑膜细胞的分离与培养

11211　滑膜组织 　膝骨关节炎患者滑膜组织由上海交通大

学附属瑞金医院骨科提供。年龄为 48～61岁患者 ,病症符合

美国风湿病学院于 1986年提出的膝 OA诊断标准 [ 4 ] ,并依据

Kellgren和 Lawrence的放射学诊断标准分为早期 ( 0～2级 )

与晚期 (3～4级 )患者。经膝关节镜清创手术获取病变滑膜

组织。

11212　滑膜细胞的组织块培养法 [ 5 ] 　D2Hanks液漂洗滑膜

组织 3次 ,剪碎至 1 mm3 的小块 ,少量培养液湿润培养瓶底 ,

将滑膜组织块以间距 5 mm左右放入培养瓶内 ,将培养瓶放

置入培养箱内 ,待 2 h后组织小块贴附 ,缓缓加入 1 m l培养液

覆盖组织小块。

11213　滑膜细胞的原代培养 　培养 24 h后补加 4 m l培养

液。2 d后首次更换培养液 ,除去未贴壁的组织块 ,补充新鲜

培养液 ,以后隔天换液 ,倒置相差显微镜下逐日观察细胞形态

及增殖水平 ,适时拍照记录 ,直至组织块周围细胞铺满 50%

培养瓶底面 ,此为滑膜细胞的原代培养。
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11214　滑膜细胞的传代培养 :原代培养的滑膜细胞铺满培养

瓶底面 50%面积时 ,即可进行传代培养。以 0125%胰蛋白酶

溶液将贴壁细胞消化分离 (37 ℃, 3～5 m in) ,小牛血清终止 ,

按 1∶2比例进行传代培养接种 ,此为 1代滑膜细胞。待布满培

养瓶底面 90%面积时 ,即可按 1∶3比例再次进行传代培养。

113　四唑氮化合物 (MTS) /黄嘌呤氧化酶 ( PMS)比色法 [ 7 ]测

定滑膜细胞生长曲线 　取培养 3～5代滑膜细胞 ,经胰蛋白酶

消化后制备成滑膜细胞悬液 ,光镜下计数后接种于 4块 96孔

细胞培养板中 ,每块板接种 8个复孔 ,接种密度 5 ×104 个细

胞 /cm2 , 10%小牛血清培养 ,连续观察 9 d,共 4个点 (分别是

第 2、4、6、9天 ) ,以 MTS/PMS比色法测定细胞增殖 ,共测量

4次 ,绘制细胞生长曲线。

114　人滑膜细胞的鉴定

11411　HE染色光镜观察 　将 3～5代滑膜细胞悬液加入

12孔培养板内 (孔内预置有 115 cm ×115 cm大小方玻片 ) ,

培养 7 d后取出玻片。D2Hanks液漂洗 ,乙醇梯度脱水、固定 ,

常规 HE染色 ,二甲苯透明后封固。倒置相差显微镜下观察

细胞的形态及生长状况。

11412　组织化学观察 　按以往方法 [ 7 ]分别进行 ARS及甲苯

胺兰染色 ,光镜观察。

11413　透射电镜观察 　取布满瓶底 90%面积的 3～5代滑膜

细胞 , 2%戊二醛 PBS固定液固定 2 h, 1%锇酸 PBS固定液固

定 2 h,乙醇梯度脱水 ,环氧丙烷置换 2次后 618包埋液浸透。

超薄切片 ,枸橼酸铅电子染色。Philip s CM - 120透射电镜观

察。

2　结果

211　细胞活体相差显微观察 　原代培养的滑膜细胞组织块

贴附后第 2天即可见组织块边缘有细胞爬出 ,细胞呈树突样、

成纤维细胞样、巨噬细胞样及卵圆形等不同 ,以卵圆形细胞为

主 ,待生长 2周后成纤维细胞样细胞比例逐渐增加 ,并呈长梭

状极向排列 (图 1)。早期患者原代滑膜细胞约经 21 d布满

瓶底 50%面积 ,晚期患者原代滑膜细胞生长慢于早期患者 ,

约需 30 d左右。

经传代以后滑膜细胞增殖迅速 , 7 d (早期 )或 10 d (晚期 )

即可布满瓶底 90%面积 ,此时已可见分泌颗粒及囊泡出现。

1代以后 B型滑膜细胞比例逐渐增加 ,至第 3代可占视野内细

胞 95%以上。此时如不进行传代培养而继续定期更换培养

液 ,则可见不透光的结节出现 ,且密度及数量渐增 (图 2)。

212　滑膜细胞生长曲线 　2～6 d细胞快速增殖 , 6 d左右细

胞增殖接近高峰后逐渐平缓 ,增殖速度明显下降 (见表 1)。

表 1　滑膜细胞生长曲线值 (OD值 )

Tab. 1　The growth curve of synov iocytes(OD)

培养时间 ( d) OD值 ( n = 8 )

2 0. 560 ±0. 042

4 0. 747 ±0. 056

6 1. 059 ±0. 091

9 1. 067 ±0. 073

213　HE染色光镜观察 　光镜下见早期组滑膜 A型细胞呈

卵圆形或呈不规则形状 ,胞周有短突起 ,核仁清晰 ; B型细胞

呈梭形或柱形 ,细胞核呈卵圆形位于细胞中央 ,核仁明显 ,细

胞周围可见分泌物集聚。晚期组与早期组相比较可见细胞排

列极向性稍差。

214　组织化学观察 　ARS染色 :结节呈由红至深红染的强阳

性 ,散在于视野中 ;甲苯胺蓝染色 :结节及周围细胞皆呈阳性

反应 ,结节处异染质呈深蓝色。此生物学特性同于采用胰蛋

白酶消化法分离之滑膜细胞 [ 1 ]。

215　透射电镜观察 　早期组 A型滑膜细胞内有较多的线粒

体、次级溶酶体 ,仅有少量的粗面内质网和游离核糖体分散于

胞质内 ; B型滑膜细胞内核仁明显 ,粗面内织网和高尔基体高

图 1　第 1代滑膜细胞生长 3 d后 　图 2　3代滑膜细胞生长 75 d后 　　图 3　早期 A型滑膜细胞 ( ×9 700) 　图 4　早期 B型滑膜细胞

( ×9 700) 　图 5　晚期 A型滑膜细胞 ( ×9 700) 　图 6　晚期 B型滑膜细胞 ( ×7 400)

F ig. 1　The synoviocytes in the 1 st passage cultureswere cultured for 3 days　F ig. 2　The node of the synoviocytes in the 3 rdpassage cultureswas cultured

for 75 days　F ig. 3　The type A synoviocytes of earlier stage of OA ( ×9 700) 　F ig. 4　The type B synoviocytes of earlier stage of OA ( ×9 700) 　

F ig. 5　The type A synoviocytes of later stage of OA ( ×9 700) 　F ig. 6　The type B synoviocytes of later stage of OA ( ×9 700)
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度发达 ,胞浆突起长而粗。符合以往文献 [ 3, 8 ]记载两型细胞

的特征。而晚期组的差异则主要表现为 : B型滑膜细胞内除

了较发达的粗面内质网以外 ,还有较多的溶酶体分布 (图 3 -

6)。可能与其生长时间较长 ,在生长过程中吞噬了细胞碎片

与分泌颗粒等物质有关。

3　讨论

　　正常人类关节滑膜约 1～3μm厚 ,可分为内膜和内膜下

层 2层。内膜是由相互重叠成 2～3层的滑膜衬里 ( Synovial

lining cells)组成。这些细胞又可分为 A型、B型和尚存有争

议的 C型 3种滑膜细胞 ,这些细胞包埋在颗粒状无定形的基

质中 ,基质内有分散的纤维分布。A型滑膜细胞是关节内的

主要炎性细胞 ,具有吞噬并降解和清除关节腔内颗粒物质及

细胞碎片、合成并释放溶解酶类等功能。在正常情况下 ,其活

性较低。但是 ,一旦被激活 ,它们可以产生炎性反应 ,合成并

分泌白细胞介素 1 ( IL21)和肿瘤坏死因子 ( TNF)等。这些炎

性反应一方面促进了组织的修复 ,另一方面又导致了关节的

损伤。B型滑膜细胞内丰富的、高度发达的粗面内质网和高

尔基体反应了其具有分泌功能 ,是关节内的主要功能细胞。

作为成纤维细胞的一种特殊亚型 ,其具有合成和分泌透明质

酸、Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白等的能力 [ 8 ]。

人类关节滑膜细胞的分离培养方法较多 ,可单用胰蛋白

酶 [ 1 ]或胶原酶 [ 2 ]消化滑膜组织而获得滑膜细胞 ,也可以采用

联合使用胶原酶和胰蛋白酶消化的方法 [ 3 ]。本实验采用较

为传统的滑膜组织块贴附培养法 ,同样可以获得实验所需的

滑膜细胞 ,且具有以下优点 : ①所需滑膜组织量少 ,仅 5 mm3

左右滑膜组织即可以进行培养 ; ②避免了购买价格昂贵的胶

原酶 ; ③经 3次传代后的细胞数量足可用于实验研究。但如

传代超过 5次后会出现细胞老化现象 ,增殖速度减慢 ,细胞形

态变化较大 ,至第 8代完全失去增殖活性。

采用本法分离培养滑膜细胞 ,需注意以下几点 : ①取材要

保证新鲜无菌 ,可用培养液及冰块暂时保存 ,并尽快进行分离

培养 ; ②滑膜组织冲洗尽量仔细 ,以冲去组织块上血细胞及脂

肪组织等 ; ③剪切滑膜组织时应尽量剪碎 ,以剪碎至 1 mm3的

小块为宜 ; ④补加培养液时应缓缓加入 ,避免将已贴附的组织

块冲起 ,导致分离培养失败。
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