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　　［摘要］　目的　观察骨关节炎（ＯＡ）关节液对滑膜间充质干细胞（ＳＤＳＣｓ）软骨分化能力的影响。方法　用ＯＡ患者手

术切除的滑膜组织标本分离培养ＳＤＳＣｓ并诱导成软骨分化。将ＯＡ患者的关节液加入诱导后的ＳＤＳＣｓ培养液中，模拟体内

的ＯＡ关节环境继续培养（实验组），以不加ＯＡ关节液的ＳＤＳＣｓ作为对照组。测量两组ＳＤＳＣｓ形成的软骨小球的直径，采用

实时荧光定量ＰＣＲ和蛋白质印迹法检测成软骨相关标志物ＣＯＬⅡ、Ａｇｇｒｅｃａｎ、ＳＯＸ９的ｍＲＮＡ及蛋白表达。结果　ＯＡ关

节液处理１６ｄ后，实验组软骨小球直径大于对照组（犘＜０．０５），ＣＯＬⅡ、Ａｇｇｒｅｃａｎ、ＳＯＸ９ｍＲＮＡ和蛋白的表达均高于对照组

（犘＜０．０５）。结论　ＯＡ关节液能够促进ＳＤＳＣｓ软骨分化。
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　　 骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是临床常见的一

种退变性疾病，它不仅影响患者的关节功能及生活

质量，也严重影响整个社会健康水平［１２］。关节软骨

退变和软骨缺损为ＯＡ的主要病理改变，在软骨缺

损区重建透明软骨、实现关节软骨的功能是治疗该

疾病的难点［３］。用组织工程的方法可在缺损区形成

真正的透明软骨，实现关节软骨功能，其中将滑膜间

充质干细胞（ｓｙｎｏｖｉｕｍｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＳＤＳＣｓ）

作为种子细胞来修复软骨缺损是目前研究的主流方

向［４７］。该方法首先在体外培养ＳＤＳＣｓ并进行软骨

诱导分化，然后植入ＯＡ关节的软骨缺损区，诱导分

化后的细胞将会受到周围关节液的影响。目前研究

证明，急性膝关节损伤的关节液可促进软骨形成，而

慢性损伤的关节液对软骨形成起抑制作用［８］。ＯＡ

是关节表面退行性疾病，关节液中含有多种炎症介

质和细胞因子。本研究采用体外实验，将ＯＡ关节

·６７７·
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液加入诱导后ＳＤＳＣｓ的培养液中，模拟体内的ＯＡ

关节环境，观察ＯＡ关节液对ＳＤＳＣｓ的软骨分化能

力的影响，进一步验证ＳＤＳＣｓ作为修复ＯＡ关节软

骨缺损的种子细胞的可能性。

１　材料和方法

１．１　ＳＤＳＣｓ的分离培养　选取因膝关节ＯＡⅣ期

行膝关节置换的病例１２例，其中男４例，女８例，平

均年龄（６４．４±５．１）岁。术前向患者交代实验目的，

所有入选患者均签署知情同意书。保存手术中切除

的滑膜组织标本，并抽取关节液备用。将标本置入

加有ＰＢＳ的培养皿中，剪除脂肪和结缔组织，分离

出滑膜组织，用ＰＢＳ冲洗３次。用小组织剪将滑膜

片剪成１～２ｍｍ大小的小碎块后移入直径为３５ｍｍ

的培养皿中，加入Ⅰ型胶原酶（０．４ｇ／１００ｍＬ，

Ｂｉｏｓｈａｒｐ）４ｍＬ，在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中消化４ｈ。

将组织消化液经１２０目尼龙网（７０μｍ）过滤，用移液

管将过滤液移入离心管中，５６０×犵离心１０ｍｉｎ后弃

去上清液。获得的细胞用ＰＢＳ重悬，５６０×犵离心

１０ｍｉｎ，重复３次，弃去含胶原酶的上清液。使用含

１０％胎牛血清（ＦＢＳ，Ｈｙｃｌｏｎｅ）的ＤＭＥＭ培养液培

养细胞，在３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养２４ｈ，弃去

未贴壁细胞，贴壁细胞即为原代ＳＤＳＣｓ。继续培养

约７ｄ，用０．０５％胰蛋白酶０．０２％ＥＤＴＡ消化后进

行传代培养。

１．２　ＳＤＳＣｓ表面标记物鉴定　取培养后第４代

ＳＤＳＣｓ，弃去原有培养液，用ＰＢＳ漂洗２次，加入１

ｍＬ０．２５％胰蛋白酶。镜下观察，当细胞稍微变圆

时，加入含血清培养液终止反应，离心收集细胞；加

入固定液，重悬细胞，摇床摇动３０ｍｉｎ，离心收集细

胞，ＰＢＳ漂洗２次，去除多余固定液；最后用ＰＢＳ重

悬细胞，使细胞密度达到１×１０７／ｍＬ。流式管中加

入带有ＦＩＴＣ或ＰＥ标记的ＣＤ４４、ＣＤ４５、ＣＤ９０、ＣＤ１０５

抗体（均购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ），冰上孵育３０ｍｉｎ，离心收集

细胞，小心吸尽上清，ＰＢＳ漂洗２次。用１％多聚甲醛

５００μＬ重悬细胞，上流式细胞仪检测。

１．３　成软骨诱导　 配制诱导培养液：高糖ＤＭＥＭ

培养液（Ｇｉｂｃｏ）＋１００ｍｇ／ｍＬ丙酮酸钠＋４０ｍｇ／ｍＬ

脯氨酸＋５０ｍｇ／ｍＬ抗坏血酸＋１００ｍｍｏｌ／Ｌ地塞

米松＋１０ｎｇ／ｍＬ转化生长因子β３（ＴＧＦβ３）＋

１ｍｇ／ｍＬ牛血清白蛋白＋１０％ＦＢＳ。选择生长状

态良好的第４代ＳＤＳＣｓ，ＰＢＳ清洗２次，加入０．２５％

的胰蛋白酶消化，室温消化１ｍｉｎ左右；加入

ＤＭＥＭ完全培养液终止反应，收集细胞混合液，

５６０×犵离心３ｍｉｎ。离心后去上清，加入１ｍＬ的

ＤＭＥＭ完全培养液，重悬细胞，制成细胞悬液，并进

行计数。以８×１０５个细胞／管将细胞接种至１５ｍＬ

离心管中，６７２×犵离心３ｍｉｎ，去上清，加入成软骨

诱导液５ｍＬ。同时再以１×１０５个细胞每孔将细胞

接种至２４孔板中，培养诱导，待细胞贴壁后（此时细

胞密度达７０％），加入成软骨诱导液１ｍＬ，每３ｄ换

液１次，诱导２１ｄ。将成软骨诱导分化２１ｄ所得组

织经４％甲醛溶液固定，常规脱水，石蜡包埋，切片

厚度４μｍ，进行阿利辛兰染色和番红Ｏ染色，显微

镜下观察。

１．４　ＯＡ关节液处理及分组　第４代ＳＤＳＣｓ经成

软骨诱导分化２１ｄ后，分为实验组和对照组。将实

验组中５％的培养液更换为ＯＡ关节液，每３ｄ换液

１次，处理１６ｄ；对照组不更换含ＯＡ关节液的培养

液，其余同实验组。

１．５　软骨小球直径测量　测量两组细胞团培养形

成的软骨小球的最大直径和最小直径，取其平均值

作为软骨小球直径。

１．６　成软骨相关基因表达检测　采用实时定量

ＰＣＲ检测两组成软骨相关基因犆犗犔Ⅱ、犃犵犵狉犲犮犪狀、

犛犗犡９ｍＲＮＡ 的表达。提取细胞总 ＲＮＡ，用

ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）合成ｃＤＮＡ。引

物序列犆犗犔Ⅱ：Ｆ５′ＣＡＡＧＡＡＣＡＧＣＡＴＴＧＣ

ＣＴＡＴＣＴＧ３′，Ｒ５′ＣＣＡＴＣＣＴＴＣＡＧＧＧＣＡ

ＧＴＧＴＡ３′；犛犗犡９：Ｆ５′ＴＡＡ ＡＧＧＣＡＡＣＴＣ

ＧＴＡＣＣＣＡＡＡＴ３′，Ｒ５′ＧＴＣＣＡＧＴＴＴＣＴＣ

ＧＴＴＧＡＴＴＴＣＧ３′；犃犵犵狉犲犮犪狀：Ｆ５′ＣＡＣＣＴＡ

ＣＡＡ ＡＣＧＣＡＧ ＡＣＴ ＡＣＡ ＧＡ３′，Ｒ５′ＡＡＡ

ＧＣＧＡＣＡＡＧＡＡＧＡＧＧＡＣＡＣＣ３′；β犪犮狋犻狀：Ｆ

５′ＣＴＴＡＧＴＴＧＣＧＴＴＡＣＡＣＣＣＴＴＴＣＴＴＧ

３′，Ｒ５′ＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧ ＴＴＣＣＡＧ

ＴＴＴ３′。实时定量ＰＣＲ反应体系：ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ

ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ２１μＬ，上游引物和下游引物各

１μＬ，ｃＤＮＡ模板２μＬ。利用Ｅｘｉｃｙｃｌｅｒ
ＴＭ９６荧光

定量仪（韩国ＢＩＯＮＥＥＲ公司）进行荧光定量分析。

１．７　关节软骨标志性蛋白检测　采用蛋白质印迹

法检测关节软骨标志性蛋白ＣＯＬⅡ、Ａｇｇｒｅｃａｎ、

ＳＯＸ９蛋白的表达。用ＮＰ４０裂解液（碧云天生物

技术研究所）裂解细胞，提取蛋白质，ＢＣＡ蛋白浓度

测定试剂盒（碧云天生物技术研究所）定量。行

ＳＤＳＰＡＧＥ，转膜，脱脂奶粉封闭。加入一抗

·７７７·
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（ＣＯＬⅡ、Ａｇｇｒｅｃａｎ抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＳＯＸ９抗

体购自Ａｂｃａｍ，βａｃｔｉｎ抗体购自康成生物工程有限

公司）孵育，加入二抗孵育。ＥＣＬ化学发光染色。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件对各组数

据进行统计学分析。结果以珔狓±狊表示，采用两样本

均数比较的狋检验比较两组之间的差异，检验水准

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　获得的ＳＤＳＣｓ具备成软骨分化能力　采用流

式细胞术鉴定第４代ＳＤＳＣｓ的相关表面标记物

ＣＤ４４、ＣＤ４５、ＣＤ９０、ＣＤ１０５，结果显示ＣＤ４５阴性，

ＣＤ４４、ＣＤ９０、ＣＤ１０５阳性，与ＳＤＳＣｓ的特点相符（图

１）。经成软骨诱导后，细胞团逐渐变大，形成透明样

软骨小球，阿利辛兰染色可见细胞外基质中的蛋白

聚糖被染成深蓝色（图２Ａ），番红Ｏ染色显示细胞

外基质中的蛋白聚糖被染成红色（图２Ｂ），表明本研

究分离培养的ＳＤＳＣｓ具备成软骨分化能力。

图１　流式细胞术显示滑膜间充质干细胞（犛犇犛犆狊）

表面犆犇４５阴性，犆犇４４、犆犇９０、犆犇１０５阳性

图２　滑膜间充质干细胞（犛犇犛犆狊）成软骨诱导后

阿利辛兰染色（犃）和番红犗染色（犅）结果

２．２　ＯＡ关节液促进软骨小球增长　实验组成软

骨诱导生成的软骨小球经ＯＡ关节液处理１６ｄ后，

肉眼观察发现其直径大于对照组，而且形状更规则，

表面更光滑。经测量，实验组软骨小球直径大于对

照组（犘＜０．０５，图３）。

图３　两组软骨小球肉眼观及直径的比较

犘＜０．０５与对照组比较．狀＝６，珔狓±狊

２．３　ＯＡ关节液促进关节软骨标志蛋白合成　实

时定量ＰＣＲ结果显示，实验组细胞经ＯＡ关节液处

理１６ｄ后，其关节软骨常用标志性基因犆犗犔 Ⅱ、

犃犵犵狉犲犮犪狀、犛犗犡９ｍＲＮＡ的表达高于对照组（犘＜

０．０５，图４Ａ１～４Ａ３）；蛋白质印迹结果与此一致（图

４Ｂ１～４Ｂ３）。说明 ＯＡ 关节液促进了 ＣＯＬ Ⅱ、

Ａｇｇｒｅｃａｎ、ＳＯＸ９的合成，对ＳＤＳＣｓ的软骨形成能

力有促进作用。

图４　两组细胞犆犗犔Ⅱ、犃犵犵狉犲犮犪狀、犛犗犡９犿犚犖犃和蛋白的表达

Ａ１～Ａ３：实时定量ＰＣＲ检测ｍＲＮＡ表达；Ｂ１～Ｂ３：蛋白质印迹分析检测蛋白表达．犘＜０．０５与对照组比较．狀＝６，珔狓±狊
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３　讨　论

ＯＡ患者的关节液中含有多种成分，包括多种

基质成分（如糖胺聚糖、硫酸软骨素、透明质酸等）、

结晶（如焦磷酸钙盐、磷灰石）及多种细胞因子和炎

症因子［９１０］。研究表明，有些细胞因子及炎症因子

可对ＳＤＳＣｓ的软骨分化能力起到促进作用。ＴＧＦ

具有诱导ＳＤＳＣｓ向软骨细胞分化、合成软基质的作

用，可提高ＣＯＬⅡ的合成；胰岛素样生长因子同样

有促进ＳＤＳＣｓ软骨分化的作用，而且与ＴＧＦ联合

应用，其促进作用大于两种因子的单独使用，可以产

生更多的透明软骨细胞外基质成分糖胺聚糖［１１］。

骨形态发生蛋白（ＢＭＰ）家族中的ＢＭＰ２和ＢＭＰ７

对ＳＤＳＣｓ软骨分化的促进作用大于ＴＧＦβ１，其中

ＢＭＰ７和ＴＧＦβ１ 的协同应用可提高ＳＤＳＣｓ的软

骨分化能力［１２］。

本研究结果显示，采用ＯＡ关节液处理的实验

组软骨小球直径大于对照组，而且实验组形成的软

骨小球形状比对照组更加规则、表面更加光滑，说明

ＯＡ关节液有促进ＳＤＳＣｓ软骨分化后软骨基质合成

的作用；实验组细胞表面ＣＯＬⅡ、Ａｇｇｒｅｃａｎ、ＳＯＸ９

３种透明软骨标志性基因的表达量及蛋白的合成量

明显高于对照组，说明ＯＡ关节液有上调ＣＯＬⅡ、

Ａｇｇｒｅｃａｎ、ＳＯＸ９３种基因表达及蛋白合成的作用，

进一步证明ＯＡ关节液能够促进ＳＤＳＣｓ软骨形成。

以上实验结果说明ＯＡ关节液有促进ＳＤＳＣｓ软骨

分化的作用，提示ＳＤＳＣｓ可作为修复ＯＡ关节软骨

缺损的种子细胞。但ＯＡ关节液中含有各种成分和

因子，其促进ＳＤＳＣｓ软骨分化的机制可能较为复

杂，有待深入研究。
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