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　　［摘要］　目的　联合单层培养和三维培养方法，探讨软骨细胞培养的理想方法。方法　第一步先将软骨细胞进行常规
单层培养扩增，第二步再将单层培养第４代软骨细胞包裹于海藻酸钠水凝胶中进行三维培养。通过倒置显微镜定期观察软骨

细胞的形态变化；应用锥虫蓝染色和ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤＲ○ Ｋｉｔ试剂盒检测软骨细胞的活力和细胞增殖；通过组织化学甲苯胺蓝特异

性染色检测细胞外基质的形成变化。结果　单层培养３代之前软骨细胞能保持正常的组织学形态，三维培养能使去分化的４
代软骨细胞逐渐恢复并持续维持正常的软骨组织表型。单层培养的软骨细胞的４代以前的细胞活力保持在９０％左右，第４代

以后开始下降；三维培养的软骨细胞活力都保持在９０％以上。在细胞增殖率方面，单层培养６代软骨细胞（２８ｄ）总的倍增率

是同期三维培养的４４倍。单层培养的软骨细胞４代之后，其细胞外基质平均染色强度降低（Ｐ＜０．０５）；三维培养２１ｄ和２８ｄ

后的软骨细胞外基质表达强度与７ｄ时相比升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　先通过单层培养使软骨细胞适宜扩
增，然后将其转入水凝胶中三维培养恢复退变的软骨组织表型，可达到既扩增自体软骨细胞数目同时又保持正常组织表型的

目的，两步培养法是一种较理想的软骨细胞培养方法。

　　［关键词］　软骨细胞；细胞培养；表型；细胞增殖；海藻酸钠
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　　１９６５年Ｓｍｉｔｈ［１］应用消化法第一次使大规模的

软骨细胞培养获得成功，１９７１年 Ｇｒｅｅｎ［２］创建两室

消化法进一步提高了软骨细胞的成活率。在取得这

些初步进展后，软骨细胞的研究一直未再能取得突

破性进展：软骨细胞在保持软骨细胞表型的同时不

能连续传代这个问题，至今未能解决［３］。使用常规

的平面细胞培养技术，３代以内的软骨细胞能够保持

正常软骨表型，６～９代的则几乎完全丧失殆尽［４］。

经过近２０年来的研究，科学家们已经确认在三维立

体的条件下［５６］，使用海藻酸钠水凝胶、琼脂糖、胶

原、生物胶、透明质酸、高分子合成材料等非平面支

架培养软骨细胞，能够较强地表达其特异性标志Ⅱ
型胶原酶和糖胺聚糖（ＧＡＧ）。其中，海藻酸钠水凝

胶包裹技术不仅能使去分化的软骨细胞产生新分化

的软骨特有表型［７］，而且能够使其稳定表达长达８
个月［８］。鉴于平面细胞培养通过传代能够快速获取

大量软骨细胞，藻酸钠凝胶三维培养能使失去软骨

特异性表型的软骨细胞重新恢复并具有一定的增殖

能力，本研究采用两步法培养软骨细胞，探索软骨细

胞培养的理想方法。

１　材料和方法

１．１　材料　海藻酸钠 Ａ２１５８（Ｓｉｇｍａ）；Ⅱ型胶原酶、

胰蛋白酶、ＦＢＳ和Ｆ１２培养基干粉（Ｇｉｂｃｏ）；锥虫蓝、

氯化钙、甲苯胺蓝染色剂（Ｓｉｇｍａ）；ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤＲ○

Ｋｉｔｆｏｒ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｃｅｌｌｓ（Ｌ３２２４，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；

ＤＭ４０００Ｂ荧光生物显微镜、倒置相差显微镜及照相

系统（Ｌｅｉｃａ）。

１．２　软骨细胞的分离培养和扩增　取２～３周龄新

西兰白兔，处死后无菌条件下切取双侧的肱骨头、股

骨髁负重面全层关节软骨，ＰＢＳ漂洗后，剪碎并加入

０．１％Ⅱ型胶原酶消化液，置于３７℃条件下过夜消

化。将软骨细胞悬液４００×ｇ离心１０ｍｉｎ，加入适量

的Ｆ１２培养液。血细胞计数板计数后，锥虫蓝排斥

染色法确定 收 获 软 骨 细 胞 的 生 存 比 例。用 含

１０％ＦＢＳ的Ｆ１２培养液调整细胞密度为（０．５～２）×

１０６／ｍｌ，接种于２５ｃｍ２细胞培养瓶，５％ＣＯ２、３７℃培

养箱培养。接种７２ｈ后首次更换培养液，此后每３ｄ
更换１次。当软骨细胞生长至约９０％融合时，用含

ＥＤＴＡ的０．１２５％胰蛋白酶消化传代培养。细胞以

传代次数分组：第一代（ｐａｓｓａｇｅ１，Ｐ１）组、Ｐ２组、Ｐ３
组、Ｐ４组……，共９组。

１．３　软骨细胞的三维培养［８］　用１．５％海藻酸钠溶

液将离心收获的Ｐ４软骨细胞稀释为（６～８）×１０６／

ｍｌ，通过２１号针头将细胞悬液滴加入胶凝液中，即

时形成的微球需在胶凝液中加强交联１５ｍｉｎ。生理

盐水洗３次后，按每瓶３．５×１０６细胞转入细胞培养

瓶，每３ｄ更换１次含１０％ＦＢＳ的Ｆ１２培养液。三

维培养后７、１４、２１、２８ｄ取材观察检测。

１．４　单层培养软骨细胞的细胞活力和增殖率检

测　将单个细胞悬液０．２ｍｌ和０．３ｍｌ的 ＰＢＳ、

０．５ｍｌ０．４％的锥虫蓝溶液充分混匀，调整细胞密度

约１×１０６／ｍｌ，放置１０ｍｉｎ。取细胞悬液２０μｌ，按照标

准计数程序用细胞计数板计数染色细胞至少３次，每

次计数细胞不少于５００个。细胞生存率（％）＝［（全部

细胞数－染色细胞数）／全部细胞数］×１００％。细胞

增殖率＝当日每毫升细胞悬液细胞数／每毫升原代细

胞接种悬液细胞数。

１．５　三维培养软骨细胞的活力（Ｌｉｖｅ／Ｄｅａｄｓｔａｉｎｉｎｇ）
检测　将ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤＲ○ Ｋｉｔ试剂盒内的Ａ成分———
钙黄绿素乙酰甲酯（ｃａｌｃｅｉｎＡＭ）稀释成２μｍｏｌ／Ｌ；Ｂ
成分———溴乙啡啶二聚体（ｅｔｈｉｄｉｕｍｈｏｍｏｄｉｍｅｒ１，

ＥｔｈＤ１）稀释成４μｍｏｌ／Ｌ的混合染液。按照说明书
配成工作液１０ｍｌ，置于－２０℃备用，使用前室温融
化。取新鲜的海藻酸钠细胞微球（ｎ＝５），切成１ｍｍ
左右的薄片。于暗室滴加染液，覆盖细胞凝胶薄片，
常温下孵育５ｍｉｎ，生物荧光显微镜观察。

１．６　三维培养的软骨细胞增殖率检测　每个时间
点取５个海藻酸钠细胞微球，分别用３００ｍｌ的

０．０５％Ｔｒｉｔｏｎ溶解，冻融３次使细胞裂解。按照标
准程序用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８荧光光谱检测法测量ＤＮＡ
含量。

１．７　组织学甲苯胺蓝特异性染色　将标本用４％多
聚甲醛固定２４ｈ，流水过夜冲洗，常规乙醇梯度脱
水，透明，石蜡包埋切片，行甲苯胺蓝染色。以染色
强度来表示细胞外基质含量。

１．８　统计学处理　计量资料均以珚ｘ±ｓ表示，统计
分析采用ＳＰＳＳ１２．０软件包，组间比较均采用单因
素方差分析，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　两步法培养的软骨细胞形态学表现　单层培
养的软骨细胞接种后１２～２４ｈ贴壁，２４～３６ｈ后细
胞伸展。贴壁２４ｈ后开始增殖，完全融合的原代软
骨细胞呈现典型的铺路石样外观（图１Ａ）。Ｐ３之
后，软骨细胞的形态开始向梭形转化，胞质、胞核结
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构的清晰程度、立体感逐渐下降（图１Ｂ）。Ｐ６之前的
软骨细胞经过７～１０ｄ的单层培养能够达到９０％以
上的融合，完全融合后的软骨仍能呈现典型的铺路
石样外观。传至Ｐ６～Ｐ９，超过半数软骨细胞的形态
逐渐呈梭形或成纤维细胞样，１０～１４ｄ能达到９０％
融合，融合后的软骨细胞已失去其典型的铺路石样
外观，呈结节样细胞团。Ｐ９后，软骨细胞完全失去
其本身所特有的圆形或椭圆形细胞学形态，转变为
长梭形，传代后增殖缓慢，１４ｄ后才能达到８０％～
９０％融合，融合的细胞呈局部紧密堆积的细胞团。

　　包裹于海藻酸钠凝胶内三维培养的Ｐ４软骨细
胞分布均匀，５ｄ后部分细胞出现分裂相，细胞增殖
缓慢。７ｄ后相差显微镜下可见包裹软骨细胞的软
骨囊状结构（图１Ｃ）。培养２１ｄ后，有同源细胞群形
成。２８ｄ后，相差显微镜下可见部分软骨细胞呈丛
状或团状生长，伴有黑色的死亡细胞（图１Ｄ）。

２．２　两步法培养的细胞活力检测　单层培养的软
骨细胞Ｐ４前的活力都能够保持在９０％左右，各代次
细胞的活力检测值差异均没有统计学意义；三维培
养的软骨细胞的生存率稳定，一直保持在９０％，各时
间点的细胞活力差异没有统计学意义（表１）。

图１　倒置显微镜观察单层培养软骨细胞（Ａ，Ｂ）

形态和三维培养软骨细胞（Ｃ，Ｄ）

Ｆｉｇ１　Ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｃｙｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｄｕｒｉｎｇ
ｍｏｎｏｌａｙｅｒｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ（Ａ，Ｂ）ａｎｄ

ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ（Ｃ，Ｄ）ｂｙｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ａ：Ｔｙｐｉｃａｌｃｏｂｂｌｅｓｔｏｎｅｌｉｋｅｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ；Ｂ：Ｐｏｌｙｇ

ｏｎａｌｏｒｓｐｉｎｄｌｅｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｄｕｒｉｎｇＰ４ｍｏｎｏｌａｙｅｒｃｕｌｔｕｒｅ；Ｃ：Ｃａｒｔｉ

ｌａｇｅｃａｐｓｕｌｅ（ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅ）ｆｏｒｍｉｎｇａｆｔｅｒ７ｄａｙｓ；Ｄ：Ｓｏｍｅｇｒｅｗ

ｉｎｔｏｃｌｕｍｐｏｒｂｕｎｃｈ，ａｎｄｓｏｍｅｗｅｒｅａｐｏｐｔｏｔｉｃａｆｔｅｒ２８ｄａｙｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ，Ｂ），×２００（Ｃ），×４０（Ｄ）

表１　两步法培养的软骨细胞的生物学特征

Ｔａｂ１　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓａｆｔｅｒｔｗｏｓｔｅｐｃｕｌｔｕｒｅ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｃｙｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ（％） Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅ Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ

Ｐ１ Ｐｏｌｙｇｏｎａｌｓｈａｐｅ ９３．６２±７．９１ ５．５３±３．６５ ３．２７±０．４３

Ｐ２ Ｐｏｌｙｇｏｎａｌｓｈａｐｅ ９４．８１±５．９１ １５．８６±４．１２ ３．０４±０．３８

Ｐ３ Ｐｏｌｙｇｏｎａｌｓｈａｐｅ ９２．６４±９．９４ ３２．６７±３．２８ ２．７２±０．２１

Ｐ４ Ｓｈｏｒｔｓｐｉｎｄｌｅｓｈａｐｅ ８９．２１±８．８１ ８８．６２±９．８６ １．６６±０．１２
７ｄ Ｂａｌｌｓｈａｐｅ ９２．３６±９．８２ １．２２±０．２３ ２．０２±０．１３
１４ｄ Ｂａｌｌｓｈａｐｅ ９５．７６±８．８５ １．６８±０．３１ ３．９９±０．１５
２１ｄ Ｉｓｏｇｅｎｏｕｓｇｒｏｕｐ ９６．３６±８．２３ １．９２±０．１９ ５．１４±０．１６△

２８ｄ Ｃｌｕｍｐｏｒｂｕｎｃｈ ９６．２６±９．９６ ２．４５±０．２２ ５．４９±０．２１△

　Ｐ：Ｐａｓｓａｇｅ；７ｄ，１４ｄ，２１ｄ，２８ｄ：Ｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓＰ４ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓ７ｄｇｒｏｕｐ

２．３　两步法培养的软骨细胞的增殖率　平面单层
培养的软骨细胞经过２２ｄ达到４次传代扩增，细胞
总数达到了原代细胞数的（８８．６２±９．８６）倍。随着
传代次数的增加，软骨细胞的生长规律也发生了变
化。与原代和Ｐ１软骨细胞相比，Ｐ４软骨细胞的生
长潜伏期已不明显，且倍增点和对数生长期提前。

Ｐ６软骨细胞的增殖能力明显下降，对数生长期不明
显。包裹于海藻酸钠凝胶内的软骨细胞增殖率不同
于单层培养的软骨细胞，整个观察期内细胞增殖速
率缓慢而平稳，细胞的倍增时间约为２８ｄ，经过２８ｄ
的三维培养，细胞总数达到了接种时的（２．４５±

０．２２）倍（表１）。单层培养６代软骨细胞（２８ｄ）总的
倍增率是同期三维培养的４４倍。

２．４　组织化学染色检测软骨细胞外基质结果　单
层培养的Ｐ３以前的完全融合软骨细胞甲苯胺兰染
色强阳性，特异性出现在细胞的周围，而同期未达到
完全融合的则染色阴性（图２，Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３）。Ｐ４、Ｐ５
完全融合的细胞弱阳性（图２，Ｐ４），Ｐ６以后的则为
阴性（图２，Ｐ９）。统计学分析发现Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３软骨细
胞分泌的细胞外基质含量差异无统计学意义，而在

Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３软骨细胞分泌的细胞外基质含量与Ｐ４
比较差异存在统计学意义（Ｐ＜０．０５，表１）。
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　　三维培养的Ｐ４软骨细胞具有甲苯胺蓝染色特
异性。７ｄ细胞膜上出现微弱的阳性染色（图３Ａ），

１４ｄ阳性染色开始出现在细胞膜外围（图３Ｂ），２１ｄ
后阳性染色成絮团状以细胞为中心分布在细胞外围

（图３Ｃ）。通过对染色强度的分析表明，２１ｄ、２８ｄ组
的细胞外基质与７ｄ组之间差异存在统计学意义，
其他各组间差异无统计学意义（Ｐ＜０．０５，表１）。

图２　单层培养软骨细胞的甲苯胺蓝染色

Ｆｉｇ２　Ｍｏｎｏｌａｙｅｒｃｕｌｔｕｒｅｏｆｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｔｏｌｕｉｄｉｎｅｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇ
Ｐ１，Ｐ２ａｎｄＰ３ｗｅｒｅｓｔｒｏｎｇｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅ，Ｐ４ｗａｓｗｅａｋｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅ，Ｐ６ｗａｓｄｉｍｐｏｓｉｔｉｖｅ，ａｎｄＰ９ｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图３　三维培养的软骨细胞甲苯胺蓝染色

Ｆｉｇ３　Ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｃｕｌｔｕｒｅｏｆｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｔｏｌｕｉｄｉｎｅｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇ
Ａ：７ｄ；Ｂ：１４ｄ；Ｃ：２１ｄ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

３　讨　论

　　通过目前平面单层和立体２种细胞培养方法的
对比研究，我们可以看出这２种培养方式在软骨细
胞的生长、增殖、细胞外基质的分泌等细胞生物学特
性方面有着显著不同。

３．１　两步法培养的软骨细胞的形态结构　平面单
层培养的软骨细胞传至Ｐ４后出现了去分化趋势，当
传代至Ｐ８～Ｐ１０代时，即便是处于细胞团中央部分
的细胞仍表现为去分化的梭形。而包裹在海藻酸钠
水凝胶中的软骨细胞始终保持着软骨细胞所特有的

球形特征，而保持这种立体结构是软骨细胞正常分
泌细胞外基质、维持其正常细胞表型的基本条
件［５］。　　　
３．２　两步法培养的软骨细胞的活力和增殖能
力　平面单层培养软骨细胞增殖能力随着传代次数
的增加而呈逐渐下降趋势，两步法培养的软骨细胞
始终都能够保持９０％的细胞成活率，单层培养２８ｄ
的总倍增率仍然是三维培养的４４倍，这是平面单层
培养软骨细胞最大的优势所在。文献报道以藻酸盐
凝胶为支架，以２×１０６／ｍｌ的密度培养牛软骨细胞，

５７ｄ后细胞增殖２．２倍［９］；在单层培养条件下，细胞
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的增殖情况［１０］都与我们的观察结果相似。

３．３　两步法培养的软骨细胞的功能状况　平面单
层培养Ｐ３以内的软骨细胞融合时分泌的细胞外基
质含量无显著性差异，Ｐ３软骨细胞与Ｐ４之后存在
显著性差别。但细胞增殖率却有着不同的表现，传
代对单层培养的软骨细胞增殖能力的影响主要表现

在Ｐ４以后，Ｐ６的增殖能力明显下降。三维培养能
够使去分化的软骨细胞逐渐恢复其特有的分化表

型［５，８］，有利于细胞外基质特别是Ⅱ型胶原酶的分
泌、合成和沉积［１１］。有报道经过海藻酸盐水凝胶三
维培养７ｄ的软骨细胞启动了软骨特有表型基
因［１２］，并逐渐开始分泌细胞外基质，１４ｄ后新的完
整软骨细胞表型便重新建立起来。海藻酸盐水凝胶
还能够长时间地保持着软骨细胞不肥大［８，１３］，所以
说海藻酸盐水凝胶立体静态培养方法培养软骨细胞

的优点是能够稳定、持续地恢复软骨特有表型的
表达。

　　软骨细胞两步培养法，通过单层培养细胞快速
增殖提供较大的细胞供应量，通过三维培养能够使
去分化的软骨细胞恢复并维持软骨特有的组织表

型，是一种较为理想的软骨细胞培养方法。
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