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一种新的佐剂性关节炎兔成纤维样滑膜细胞分离培养法

刘　琴，陈　芳，朱以良，张　宜*

解放军中部战区总医院医学实验科，武汉 430070

[摘要]　目的　采用悬浮组织块法建立一种新的、操作简单的佐剂性关节炎新西兰大白兔模型成纤维样滑膜细

胞体外分离培养法。方法　选择健康新西兰大白兔 16 只，随机分为 2 组：正常组和模型组，每组 8 只。对模型组

多点多次注射弗氏完全佐剂制备佐剂性关节炎模型，取膝关节滑膜组织，分别采用悬浮组织块法、组织块贴壁法分

离培养佐剂性关节炎兔成纤维样滑膜细胞，观察细胞生长状况及形态特征，用 CCK-8 法检测细胞活力，免疫荧光法

鉴定波形蛋白的表达情况。结果　模型组兔足跗关节及足趾部较正常组明显肿胀，解剖兔足趾部后肉眼可见模型组

伴有明显的微血管增生和炎症。H-E 染色结果显示，正常组兔膝关节滑膜细胞呈串珠样规则排列，而模型组滑膜细

胞排列紊乱，提示佐剂性关节炎新西兰大白兔模型制备成功。悬浮组织块法和组织块贴壁法操作所需时间分别约为  

25 min、1 h，分离所得细胞的形态、活性相似，波形蛋白阳性率分别为 98.01%、98.35%。结论　悬浮组织块法可成

功分离培养出佐剂性关节炎兔成纤维样滑膜细胞，操作简单，所需时间短。
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A new method for isolation and culture of fibroblast-like synovial cells from adjuvant arthritis rabbits　
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[Abstract]　Objective　To establish a new, simple method for isolation and culture of fibroblast-like synoviocytes 
(FLSs) from adjuvant arthritis (AA) rabbits using suspended explant culture method. Methods　Sixteen healthy New 
Zealand white rabbits,  weighing 2.0-2.5 kg, were randomly divided into two groups: the normal control group (n＝8) and 
the model group (n＝8). Rabbit models of AA were prepared by injection with complete Freund’s adjuvant at multiple 
sites and time points. The joint synovial layers were obtained. The FLSs of rabbits with AA were cultured by suspended 
explant culture method and explant culture method. The growth and morphological characteristics of cells were observed, 
and the cell viability was measured by CCK-8 assay. The expression of vimentin was detected by immunocytochemistry.  
Results　The tarsometatarsal joints and toes of rabbits in the model group were swollen more obviously than those in the 
normal control group. After the toes were dissected, obvious microvascular proliferation and inflammation were observed in 
the model group. The results of H-E staining showed that synoviocytes in the normal control group were arranged in a regular 
manner like beads, while those in the model group were arranged in a disordered manner, suggesting that the AA model was 
successfully prepared. The operating durations required for suspended explant culture method and explant culture method 
were about 25 min and 1 h, respectively. The morphology and viability were similar for the cells obtained by the two methods. 
The positive rates of vimentin in the suspended explant culture method and explant culture method group were 98.01% and 
98.35%, respectively. Conclusion　Isolation and culture of FLSs by suspended explant culture method has been successfully 
established, and the method is simple and needs a short time.
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类风湿关节炎是一种系统性的自身免疫性疾

病，轻者表现为关节疼痛，严重者出现关节畸形、

萎缩，还常伴有胸膜炎、心包炎等病变，严重影响

人们的生活和工作[1-2]。关节滑膜是类风湿关节炎
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累及的主要器官，滑膜中的成纤维样滑膜细胞是

类风湿关节炎的主要病变细胞[3]。从佐剂性关节炎

动物模型中分离培养成纤维样滑膜细胞是研究类

风湿关节炎发病机制与体外筛选药物的重要手段

之一[4]。现有成纤维样滑膜细胞分离培养的主要方

法之一是组织块贴壁法，然而该方法存在组织块

贴壁难、操作时间长的问题。本实验以佐剂性关

节炎动物模型为研究对象，采用悬浮组织块法体

外培养成纤维样滑膜细胞，并与组织块贴壁法作

比较。

1　材料和方法

1.1　实验动物 健康新西兰大白兔 16 只，体质

量（2.0±0.5）kg，由武汉市新洲区万千佳禾实验

动物养殖场提供 [实验动物生产许可证号 SCXK
（鄂）2011-0011]。在解放军中部战区总医院医学

实验科动物实验设施内进行实验 [实验动物使用许

可证号 SYXK（鄂）2014-0082]，实验过程中对动

物的处置符合实验动物伦理学标准。

1.2　试剂与仪器 弗氏完全佐剂购自美国 Sigma 
公司；CCK-8 试剂盒购自上海碧云天生物技术

有限公司；DMEM 高糖培养液、磷酸盐缓冲液

（phosphate buffer saline，PBS）购自美国 HyClone 
公司；胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限

公司；荧光（Cy3）标记羊抗小鼠免疫球蛋白 G、

小鼠波形蛋白一抗购自武汉博士德生物工程有限公

司；生物安全柜购自青岛海尔股份有限公司；倒置

荧光显微镜购自日本奥林巴斯公司；MCO-175 CO2 
细胞培养箱购自日本三洋公司。

1.3　实验方法

1.3.1　佐剂性关节炎兔模型的制备[5] 新西兰大

白兔适应性喂养 1 周后，随机分为正常组和模型

组，每组 8 只。剃去背部肩胛骨间、双膝关节以

下的毛，每只兔右跖部皮下注射 0.4 mL 弗氏完全

佐剂，同时在背部肩胛骨间随机取 4 点，每点注射 
0.2 mL 弗氏完全佐剂。7 d 后进行加强注射 1 次：

每只兔右跖部皮下注射 0.4 mL 弗氏完全佐剂，背

部肩胛骨间任取 2 点，每点注射 0.2 mL 弗氏完全

佐剂。造模 24 d 后观察两组兔足趾肿胀情况和足

关节的病理切片，鉴定模型。

1.3.2　成纤维样滑膜细胞的分离培养 （1）悬浮

组织块法。随机选取佐剂性关节炎模型兔 2 只，

参照既往报道的方法[6] 取出平滑光亮的滑膜组织，

放入含青链霉素双抗的 PBS 中，然后移入生物安

全柜内。用含青链霉素双抗的 PBS 洗 3～4 次，剪

成绿豆大小，置入 3.5 cm 平皿中（3～4 块/皿）并

立即加入含 10% 胎牛血清的 DMEM 高糖培养液使

组织块处于悬浮状态，轻晃平皿使组织块分布均匀后

即可放入 37 ℃、5% CO2 培养箱培养。5 d 后首次换

液，9～10 d 后去除组织块。约 2 周细胞融合度达 
80%～90% 时用胰酶消化，按 1∶2 的比例传代，

在显微镜下观察细胞生长形态。从将取出的滑膜组

织移入生物安全柜后开始计时，将平皿放入培养箱

开始培养结束计时，得到采用悬浮组织块法分离成

纤维样滑膜细胞的操作时间。

（2）组织块贴壁法。采用与上述相同的方法

取出滑膜组织并移入生物安全柜中，然后用含青

链霉素双抗的 PBS 洗 3～4 次，无菌滤纸吸干组织

表面水分后剪成绿豆大小，均匀置入 3.5 cm 平皿

中（7～8 块/皿），将平皿倒置于培养箱内 30 min 
后轻缓地加入 5～6 mL 含 10% 胎牛血清的 DMEM 
高糖培养液，于 37 ℃、5% CO2 培养箱继续培养。 
3 d 后首次换液。约 12 d 细胞融合度达 80%～90%
时用胰酶消化，按 1∶2 的比例传代，在显微镜下

观察细胞生长形态。同样从将取出的滑膜组织移入

生物安全柜后开始计时，将平皿倒置培养后加入生

长液放入培养箱开始培养结束计时，得到采用组织

块贴壁法分离成纤维样滑膜细胞的操作时间。

1.3.3　细胞活力检测 将第 3 代细胞接种到 96 孔
培养板内（1×103/孔），每组设 6 个复孔，分别于培养 
1、2、3、4、5、6、7 d 后随机取出一孔，参照 CCK-8 
试剂盒操作说明进行检测，读取 450 nm 波长处光密

度（D450）值，绘制细胞生长曲线。

1.3.4　细胞鉴定 将第 3 代细胞接种到铺有无菌

爬片的 6 孔板中（1×105/孔），培养 2 d 后去上清，

PBS 洗 3 次，用 40 g/L 多聚甲醛溶液 4 ℃ 固定  
25 min。PBS 洗 3 次，用 0.5% Triton X-100 室温下处

理 20 min。PBS 洗 3 次、每次 3 min，吸水纸吸干残

留的 PBS。用山羊血清室温封闭 30 min，吸水纸吸

去封闭液。加入 1∶100 稀释的波形蛋白一抗并放入

湿盒，4 ℃ 静置过夜。PBS 洗 3 次，吸水纸吸干残留

液体，滴加 1∶100 稀释的荧光（Cy3）标记羊抗小鼠

免疫球蛋白 G，放入湿盒中，于 25 ℃ 静置 1 h。
PBS 洗 3 次，滴加 4’,6-二脒基-2-苯基吲哚染核  
5 min，磷酸盐吐温缓冲液洗 4 次、每次 5 min。吸

干爬片上的液体，封片，在荧光显微镜下观察。

2　结　果

2.1　佐剂性关节炎新西兰大白兔模型的鉴定 造模完

成后，从外观上看，模型组新西兰大白兔足跗关节
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及足趾部较正常组明显肿胀，解剖兔足趾部后肉

眼可见模型组伴有明显的微血管增生和炎症（图 
1A）。病理切片 H-E 染色结果显示，正常组滑膜

细胞呈串珠样规则排列（图 1B），而模型组滑膜

细胞排列紊乱（图 1C），提示佐剂性关节炎新西

兰大白兔模型制备成功。

图 1　新西兰大白兔足趾部的病变特征

Fig 1　Histopathological changes of the toes in New Zealand white rabbits
A: The toes of New Zealand white rabbits in normal control group (left) and model group (right); B: Synovial tissue in normal control 

group; C: Synovial tissue in model group. H-E staining. Original magnification: ×200 (B, C)

图 2　佐剂性关节炎新西兰大白兔成纤维样滑膜细胞原代培养

Fig 2　Primary culture of fibroblast-like synoviocytes from adjuvant arthritis rabbits
A-C: Suspended explant culture. A: 3-4 d after culture; B: The first passage; C: The third passage. D-F: Explant culture. D: 3-4 d after 

culture; E: The first passage; F: The third passage. Original magnification: ×100

2.2　两种方法操作时间与分离细胞形态 组织块

贴壁法接种组织块后要先用滤纸吸干组织块表面

附着的水分，再将平皿倒置培养 30 min 后才能缓

慢加入培养液，且需避免组织块脱落。采用悬浮

组织块法接种滑膜组织块后可立即加入培养液使

组织块处于悬浮状态，不存在组织块贴壁难易的

问题。组织块贴壁法的操作时间约为 1 h，悬浮

组织块法的操作时间约为 25 min，悬浮组织块法

操作时间较组织块贴壁法缩短至少 30 min。两种

方法组织块接种 3～4 d 后均可见少量长梭形细胞

生长，随后细胞数量明显变多。组织块贴壁法需 
12 d 细胞融合度达到 80%～90%，悬浮组织块法

约 2 周细胞融合度达到 80%～90%。两种方法所

得的原代细胞透明度大、折光度强、轮廓不清，

形态以典型的长梭形为主。初步判断为成纤维样

滑膜细胞。两种方法分离获得的细胞均可在培养  
1 周左右传代 1 次。传至第 3 代时可见大量均匀

分布的长梭形细胞。随着传代次数增加，细胞逐

渐出现轮廓增强、折光度变弱、细胞间隙加大等

衰老迹象。见图 2。
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2.3　两种方法分离细胞生长曲线 悬浮组织块法

和组织块贴壁法分离获得的细胞经短暂的潜伏期后

即进入指数生长期，在第 7 天进入平台期后生长稳

定，最后出现衰老迹象，细胞生长曲线均呈“S”
形，细胞活力较高。见图 3。

究对象，在其右跖部皮下和背部多点多次注射弗氏

完全佐剂。造模 24 d 后，模型组新西兰大白兔足

跗关节及足趾部明显肿胀，解剖后可见足趾部有明

显的微血管增生和炎症，H-E 染色示滑膜细胞排列

紊乱，这些表现与类风湿关节炎相符。

组织块贴壁法是原代细胞分离培养的主要方

法[9]，也是成纤维样滑膜细胞常见的体外分离培养

方法，但组织块贴壁法经常出现组织块脱落的情

况，虽然已有一些解决组织块贴壁难的方法，如将

接种有组织块的培养瓶（皿）倒置培养或培养瓶

（皿）在接种组织块之前加入适量的血清，但这些

方法均延长了操作时间。与组织块贴壁法相比，本

实验的创新点在于将组织块悬浮培养，既不需要用

无菌滤纸吸干组织表面的水分和将培养皿倒置培养 
30 min 克服组织块贴壁难的问题，也不需要人为

地将组织块一块一块地接种均匀，仅需轻轻摇晃平

皿使组织块分布均匀即可，一方面简化了操作步骤，

另一方面缩短了操作时间（至少缩短 30 min）。在培

养过程中，悬浮组织块法分离培养的原代细胞融合度

达到 80%～90% 的时间稍长于组织块贴壁法，这可

能与悬浮组织块法接种时的组织块（3.5 cm 平皿，

3～4 块/皿）少于组织块贴壁法（3.5 cm 平皿，7～ 

8 块/皿）有关（经过多次尝试发现使用悬浮组织块

法时，一个 3.5 cm 培养皿中加入 3～4 块剪碎的组

织块即可，组织块过多可能会导致实验失败），但这

种差异在传代过程中即消失，传代时细胞融合度达

到 80%～90% 的时间均为 1 周左右。两种方法所

得细胞的形态无明显差异，细胞活力都较高。传至 
5～6 代时，细胞出现明显的衰老迹象。原代细胞的

纯度是判断原代培养成功与否的关键因素之一。滑

膜细胞有巨噬样滑膜细胞、成纤维样滑膜细胞、树

突状细胞，其中成纤维样滑膜细胞是主要成分[10]。

其他杂细胞因与成纤维样滑膜细胞的贴壁能力和增

殖能力不同，故可在连续的传代过程中被逐步去

除。传至第 3 代时，根据免疫荧光鉴定结果，两种

方法所得的细胞纯度均较高，无明显差异，与文献

报道结果[11-12]相符。

采用悬浮组织块法能成功从佐剂性关节炎模

型新西兰大白兔滑膜组织中分离出成纤维样滑膜细

胞，与组织块贴壁法相比，不存在组织块贴壁难的

问题，操作简单，所需时间短，并且可在一定程度

上克服原代培养因长时间操作常出现的细菌或真菌

图 3　佐剂性关节炎新西兰大白兔成纤维样

滑膜细胞生长曲线

Fig 3　Growth curve of fibroblast-like synoviocytes 

from adjuvant arthritis rabbits
n＝6, x±s

图 4　免疫荧光检测佐剂性关节炎新西兰大白兔成纤维

样滑膜细胞波形蛋白表达

Fig 4　Expression of vimentin in fibroblast-like 

synoviocytes from adjuvant arthritis rabbits by 

immunofluorescence staining
A: Explant culture; B: Suspended explant culture. Original 

magnification: ×100
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2.4　两种方法分离细胞的鉴定 根据免疫荧光结

果，悬浮组织块法和组织块贴壁法分离获得的细胞

均强表达成纤维样滑膜细胞特异性分子波形蛋白，

阳性率分别为 98.01%、98.35%（图 4）。

A B

3　讨　论

合适的动物模型是医学科研的重要手段。类

风湿关节炎的造模方法有很多，如胶原酶诱导法、

佐剂诱导法、抗原诱导法等[7]，其中弗氏完全佐剂

诱导是比较经典的类风湿关节炎造模方法。目前关

于弗氏完全佐剂诱导的佐剂性关节炎动物建模方法

还缺乏统一的标准[8]。本实验以新西兰大白兔为研



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

· 797 ·

污染问题。通过多次的实验，我们发现该方法有  
2 个关键点：（1）轻轻摇晃平皿使组织块尽量均

匀分布，保证游离的细胞在平皿中的分布较均匀；

（2）建议使用平皿接种，相同体积培养液加入平

皿或细胞瓶后，组织块在平皿中的悬浮状态更佳。

建立关节炎动物模型的方法很多，各个动物

模型的特点也存在差异[7]。采用不同方法建立的关

节炎动物模型中分离的成纤维样滑膜细胞在蛋白水

平、基因水平是否存在差异还不得而知，造成类风

湿关节炎的机制、治疗药物的作用效果及作用机制

是否存在差异也还有待探究。
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