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探讨年龄因素对人黄韧带细胞原代培养的影响

张　宇１，吴少鹏１，夏雄智１，邓崇礼１，李参天１，许学猛１，钟招明２，陈建庭２

１．广东省第二中医院脊柱骨科，广州５１００９５
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　　［摘要］　目的　探讨从不同年龄的人获得黄韧带组织与原代培养细胞游出之间的关系，以提高黄韧带细胞原代培养的
成功率。方法　采用酶消化加组织块培养法，对来自２１例不同年龄腰椎管狭窄和腰椎间盘突出症患者的黄韧带组织进行黄
韧带细胞原代培养，倒置相差显微镜下观察细胞从组织块迁出时间、形态和生长状态；采用细胞免疫荧光染色法对传第３代细

胞进行Ⅰ型胶原和波形蛋白表达鉴定；对组织块内细胞游出率和年龄进行相关性分析。结果　倒置显微镜下见黄韧带细胞
形态生长良好，培养细胞的波形蛋白和Ⅰ型胶原免疫荧光化学染色均呈阳性。患者年龄与黄韧带组织块原代培养时细胞游出

率之间呈负相关关系（ｒ＝－０．６１８，Ｐ＜０．０５），年轻患者黄韧带组织细胞游出率高。结论　原代培养人黄韧带细胞时尽量采
用年轻人黄韧带组织。

　　［关键词］　黄韧带；细胞培养技术；年龄因素；组织块加酶消化法
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　　人黄韧带细胞（ｌｉｇａｍｅｎｔｕｍｆｌａｖｕｍｃｅｌｌｓ，ＬＦＣｓ）体外培养

体系是研究人黄韧带细胞分化的主要体外模型［１２］，人黄韧

带组织内细胞含量少，细胞活性低，原代培养相对比较困难。

原代培养过去大多采用组织块法，成功率较低，采用酶消化
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法可以获得较多的黄韧带细胞，但其步骤烦琐、易污染及实

验成本较高。黄韧带组织存在着增龄性变化［３］，随着年龄的

增加，黄韧带组织中弹性纤维减少，胶原组织表达增加［４］，成

纤维细胞（黄韧带细胞）的数量和大小均逐渐减少，黄韧带功

能由此降低。本研究结合酶消化法与组织块法，探讨不同年

龄的黄韧带组织对黄韧带细胞原代培养的影响，以期提高黄

韧带细胞原代培养的成功率。

１　材料和方法

１．１　主要试剂和仪器　ＣＯ２ 孵箱（ＦｏｒｍａＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；

倒置相差显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）；ＢｉｏｎｔｅｋＥＬＫ８００酶标仪

（Ｇｅｎｅ），ＬＳＭ５１０激光共聚焦显微镜（ＣａｒｌＺｅｉｓｓ，德国）。２５

ｍｌ塑料培养瓶（Ｇｉｂｃｏ，美国）；ＦＢＳ（ＰＡＡ，德国）；高糖ＤＭＥＭ

培养液、胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ，美国）；Ⅰ型胶原酶（Ｓｉｇｍａ，美国）；

波形丝蛋白（北京中山生物技术有限公司）；山羊抗Ⅰ型胶原

多克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国）；小鼠抗波形蛋白单克隆抗

体、荧光素异硫氰酸酯（ＦＩＴＣ）标记山羊抗小鼠ＩｇＧ、ＦＩＴＣ标

记兔抗山羊ＩｇＧ（北京中杉金桥生物技术有限公司）。

１．２　标本来源与采集　人脊柱黄韧带标本来源于南方医科

大学南方医院脊柱骨病外科，行后路减压手术的腰椎间盘突

出症和腰椎管狭窄症患者共计２１名。患者年龄２３～４９岁，

平均（３６．４８±５．３０）岁。标本采集经患者和家属同意。

　　无菌条件下，取患者后路开窗术中的黄韧带标本。

０．９％冰生理盐水冲洗掉血液，以眼科手术刀仔细修剪、剔除

外周附着骨质和脂肪组织等非韧带组织，将标本移入盛有Ｄ

Ｈａｎｋｓ平衡盐缓冲溶液的２５ｍｌ的血清瓶内，置于冰上，迅速

转移至实验室细胞台进行下一步处理。

１．３　人黄韧带细胞培养　参照文献［５］的方法并加以修改，

采用胶原酶预消化加组织块培养法分离黄韧带细胞。韧带

标本先用ＰＢＳ清洗血迹３～５次，然后用显微外科剪将韧带

剪成大小约０．２ｍｍ３的碎块。小组织块移入５０ｍｌ离心管

内，加入０．２％Ⅰ型胶原酶消化液，混匀，置入３７℃、５％ ＣＯ２
孵箱内消化９０ｍｉｎ，消化过程中每间隔３０ｍｉｎ震荡离心管１

ｍｉｎ。消化结束后行５６０×ｇ离心５ｍｉｎ，弃去上清。然后组

织块用ＰＢＳ清洗，离心，共重复３次，弃去上清。消化后的组

织块均匀放入２５ｃｍ２细胞培养瓶内，并用０．５ｍｌＰＡＡ血清

浸润组织块，置于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度的孵箱中静置８ｈ

后，沿孔板侧壁小心加入含有２０％ ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍｌ青霉素、

１００Ｕ／ｍｌ链霉素的ＤＭＥＭ培养液，使组织块浸没在培养液

中，继续培养。在加液和观察过程中避免过度晃动以防组织

块重新漂起。培养６～８ｄ后首次更换培养液，换液时小心清

除已经漂浮的组织块，同时避免造成其他组织块浮起，随后

每隔３ｄ换液１次，待组织块周围有大量细胞迁出后，摇动培

养瓶，使残留组织块脱落，更换培养液，去除脱落的组织块，

根据细胞的生长状况，每２～３ｄ更换细胞培养液。

１．４　细胞观察、传代　在倒置显微镜下观察组织块解离和

细胞生长状况，记录原代细胞从组织块迁出时间。原代细胞

生长至８０％融合时，吸去培养液，ＤＨａｎｋｓ液清洗细胞２次，

用含０．２５％胰蛋白酶和０．０２％ＥＤＴＡ的细胞消化液消化细

胞３～５ｍｉｎ；以含１０％ＦＢＳＤＭＥＭ 培养液终止消化，将

２０％ＦＢＳＤＭＥＭ 换为１０％ ＦＢＳＤＭＥＭ 培养液，将细胞吹

打成单细胞悬液，以１３的比例进行细胞传代。

１．５　人黄韧带细胞鉴定　在有盖玻片的６孔细胞培养板上

进行人黄韧带细胞培养，细胞生长至约７０％融合时取出盖玻

片，用ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×２次，盖玻片上的细胞用４．０％多聚甲

醛溶液固定１０ｍｉｎ。吸去固定液，用ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，

０．５％ Ｔｒｉｔｏｎ透化２ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×２次。１％牛血清

白蛋白（ＢＳＡ）室温孵育封闭３０ｍｉｎ后，倾去封闭液，勿洗。

对盖玻片上的细胞加入１１００稀释的小鼠抗波形蛋白单克

隆抗体和山羊抗Ⅰ型胶原多克隆抗体，用ＢＳＡ作阴性对照，

置入湿盒，４℃震动，过夜。ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，分别用１

５０稀释的 ＦＩＴＣ荧光标记的山羊抗小鼠ＩｇＧ和兔抗山羊

ＩｇＧ，３７℃避光孵育４５ｍｉｎ。ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，５０％缓冲甘

油封片，４℃避光保存。在激光共聚焦显微镜下观察并

摄像。　　　　

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析。

年龄与细胞培养成功率之间相关性采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分

析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　细胞形态学观察　所培养的２１例人黄韧带组织块中，

组织经消化后均能顺利贴壁，贴附组织块中约有１／３～１／２

能有细胞游出，其中最早的在第７天就有细胞游出（图１Ａ、

１Ｂ、１Ｃ），在组织块周围形成生长晕，细胞游出后１４～２１ｄ可

达汇合；整个培养瓶中细胞生长密度不均匀，细胞聚集在各

个组织块周围，生长会合后呈放射状或漩涡状排列，而远离

组织块的区域，细胞数量逐渐减少，甚至没有。传代后细胞

生长良好。

　　倒置显微镜下可见人黄韧带细胞形态呈梭形和多角形，

镜下透明度及折光性强，胞体透亮，胞质丰富，胞膜清晰，细

胞核呈椭圆型，核仁明显，保持良好细胞形态（图 １Ｄ、１Ｅ、

１Ｆ）。

２．２　波形蛋白和Ⅰ型胶原的免疫荧光染色　所有人黄韧带

细胞的波形蛋白和Ⅰ型胶原免疫荧光染色呈阳性（图２）。

２．３　不同年龄人黄韧带组织中细胞游出情况　如表１所

示，随年龄增长，组织块中细胞游出率呈下降趋势。

２．４　患者年龄与细胞游出率的相关性分析　患者年龄与人

黄韧带细胞游出率呈负相关（ｒ＝－０．６１８，Ｐ＜０．０１），随患者

年龄增长，细胞游出率降低（图３）。

３　讨　论

　　黄韧带增生肥厚退变可引起椎管狭窄，诱发腰腿痛和间

歇性跛行等神经症状［６］。人黄韧带细胞的体外培养是研究

黄韧带生物学特性的重要手段。从组织中分离的原代细胞
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能较好地保存源组织细胞的遗传特性，在体外与各种实验底

物的反应均与体内相近。因此，离体培养所获得的黄韧带细

胞对于黄韧带退变机制、椎管狭窄的研究都有着极其重要的

意义。

图１　倒置相差显微镜观察结果

△：组织块；▲：细胞．Ａ：培养７～１０ｄ，细胞团块自组织块迁出；Ｂ：细胞尚未完全附着底物；Ｃ：细胞贴壁；Ｄ：细胞迁出逐渐增多，主要为梭

形和多角形；Ｅ：细胞结构完整，形态良好；Ｆ：细胞接近融合时呈漩涡样生长．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图２　人黄韧带细胞免疫荧光染色

Ａ：Ⅰ型胶原阳性；Ｂ：波形蛋白阳性．标尺为２０μｍ

　　Ｉｓｈｉｄａ等［７］在１９９３年首先报道了用０．２％ Ⅰ型胶原酶

消化人脊柱后纵韧带３～４ｈ获取后纵韧带细胞的方法。Ｎａ

ｋａｔａｎｉ等［８］也介绍了用０．２５％胶原酶消化黄韧带组织获取

黄韧带细胞的经验。但黄韧带组织内多为弹性纤维和胶原

组织，黄韧带细胞含量少，采用酶消化法脱离组织后的少量

细胞会被胰酶损伤而难以成活；而组织块法培养周期过长，

一次培养失败会浪费大量的时间和精力。本研究采用钟招

明等［９］酶消化加组织块培养法，即将剪碎的组织块用酶短时

间预消化，一般采用Ⅰ型胶原酶进行消化黄韧带组织，因为

人黄韧带组织的细胞外基质成分主要是Ⅰ型胶原，然后再植

块培养，可以缩短黄韧带细胞的培养周期，这种培养方法的

优点在于人为促进了黄韧带细胞在韧带内的分离，尽可能去

除了细胞间质，细胞容易从组织块迁出，从而提高了人黄韧

带细胞培养的成功率。

表１　不同年龄人黄韧带组织中黄韧带细胞游出率

编号 年龄（岁） 总组织
块数

有细胞游出的
组织块数

细胞游出率
（％）

例１ ３７ ３２ １０ ３１．２５

例２ ２３ ３９ ２３ ５８．９７

例３ ２８ ３５ ２２ ６２．８６

例４ ３４ ３１ １３ ４１．９４

例５ ４９ ３７ ７ １８．９２

例６ ４３ ３９ １０ ２５．６４

例７ ２４ ３６ １７ ４７．２２

例８ ２９ ４１ １５ ３６．５９

例９ ４８ ３６ １１ ３０．５６

例１０ ３８ ３２ ９ ２８．１３

例１１ ４１ ３７ ８ ２１．６２

例１２ ４７ ３３ １０ ３０．３０

例１３ ４０ ３８ １３ ３４．２１

例１４ ２７ ３９ １７ ４３．５９

例１５ ３１ ２９ １２ ４１．３８

例１６ ３３ ３５ １３ ３７．１４

例１７ ４５ ４３ １８ ４１．８６

例１８ ２６ ２８ １８ ６４．２９

例１９ ３６ ３０ １３ ４３．３３

例２０ ４４ ３７ ７ １８．９２

例２１ ４３ ３３ １１ ３３．３３
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图３　患者年龄与黄韧带细胞游出率相关性分析

ｒ＝－０．６１８，Ｐ＜０．０５

　　黄韧带增生肥厚引发的退变和性别无关［１０］，但和年龄有

关［３］。在人体老龄化的过程中，黄韧带增生肥厚与脊柱失稳

或椎体退行性变产生的机械性应力刺激有关。正常人体椎

体在屈伸活动中，黄韧带会受到不断的牵拉，同时由于人体

退变产生腰椎不稳，可以导致黄韧带增生变厚［１１］。年龄因素

是否会是影响黄韧带细胞培养的关键因素，我们在实验中进

行了分析。本研究结果表明，黄韧带细胞原代培养时组织块

中细 胞 游 出 率 与 患 者 年 龄 之 间 存 在 负 相 关 关 系

（ｒ＝－０．６１８，Ｐ＜０．０５），提示在黄韧带细胞的原代培养时，

应尽量用年轻患者的黄韧带组织。在原代培养时，细胞实际

上是从组织块中游出来的而并非经分裂增殖，组织块中黄韧

带细胞游出降低可能与韧带组织老龄化，细胞数量减少及活

力下降有关。

　　黄韧带起源于中胚层间叶组织，呈成纤维细胞样特征，

目前认为黄韧带组织内主要细胞成分是成纤维细胞和未分

化的间充质细胞。波形蛋白是间充质细胞和中胚层来源细

胞（如成纤维细胞）的标志物。Ⅰ型胶原是成纤维细胞的主

要细胞外基质。免疫荧光技术是一种被广泛采用的鉴定细

胞表型的实验方法，本实验使用了免疫荧光方法对黄韧带细

胞进行波形蛋白和Ⅰ型胶原染色，所有细胞均呈阳性染色，

说明本研究原代培养的细胞为人黄韧带细胞［１２１４］。

　　以上结果表明，选取年轻患者黄韧带组织，采用胶原酶

消化加组织块法，是人黄韧带细胞原代培养的较佳方法。
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