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人腱止点软骨细胞的分离培养及形态学特征观察

郭　林，陈加荣，陈　昊，杨　柳，戴　刚，王富友，何　锐　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院关节外科中心）

　　［摘要］　目的　探讨人膝关节前交叉韧带（ａｎｔｅｒｉｏｒｃｒｕｃｉａｔｅｌｉｇａｍｅｎｔ，ＡＣＬ）腱止点软骨细胞的分离方法，观察软骨细
胞的生物学特性。方法　取１例来源于交通事故的健康志愿者膝关节前交叉韧带腱止点标本，胰蛋白酶去除纤维组织后
Ⅱ型胶原酶消化，观察细胞形态变化，使用甲苯胺蓝染色鉴定软骨细胞表型。结果　甲苯胺蓝染色见软骨细胞内蓝紫色
异染颗粒，细胞核深染；细胞周围有少量异染颗粒出现。Ⅱ型胶原免疫组化染色：软骨细胞细胞质被染成棕黄色，细胞核
不着色，具有软骨细胞共同生物学特性。结论　成功分离提取了腱止点软骨细胞，其形态和生物学特性与关节软骨细胞
相似，但细胞密度低于相同方法分离的关节软骨细胞。
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　　腱止点是肌腱和韧带附着的重要结构，韧带纤维
依次通过较厚的软骨层和较薄的钙化层附着于骨

骼［１］，在关节活动中韧带受到的应力被软骨层缓冲，

因此软骨层是生理性腱止点“纤维软骨钙化层骨”
复合界面构成的关键［２－３］，研究其发育可为临床上腱

止点结构的生理性修复、重构或再生带来全新的治疗

理念［４］。了解腱止点软骨细胞的增殖和生物学活性

是治疗腱止点退变疾病的关键［５－６］。本研究为了解腱

止点软骨细胞体外分离和生物学行为，利用人膝关节

前交叉韧带（ａｎｔｅｒｉｏｒｃｒｕｃｉａｔｅｌｉｇａｍｅｎｔ，ＡＣＬ）获取腱止
点软骨细胞，了解其分离方法和生物学特性将为其体

外研究提供重要的研究依据。

１　材料与方法

１．１　仪器及试剂
　　细胞培养箱，倒置相差显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ７１），１０×１０４Ｕ／Ｌ
青霉素钠／庆大霉素双抗培养液，低糖 ＤＭＥＭ（ＧＩＢＣＯ公司），
３．５ｇ／Ｌ葡萄糖培养液，０．０５％的Ⅱ型胶原酶（ＧＩＢＣＯ公司），
２．５ｇ／Ｌ胰蛋白酶（ＧＩＢＣＯ公司），ＰＢＳ清洗液，手术刀、眼科剪
和镊子。

１．２　实验方法
１．２．１　人腱止点软骨细胞分离　　选取１例来源于交通事故
的健康志愿者成人膝关节（年龄为３５岁），完整切取ＡＣＬ胫骨
侧腱止点组织，去除肉眼可见的腱止点纤维组织，将软骨及软

骨下骨和残余腱组织结构一同用骨刀及手术刀切成小片，将所

有组织片放到盛有ＤＭＥＭ培养基的培养皿中。用含青霉素钠／
庆大霉素双抗液的ＰＢＳ冲洗数次后，剪切组织至１ｍｍ×１ｍｍ×
１ｍｍ大小的碎块，转入无菌离心管中。加入２．５ｇ／Ｌ的胰蛋白
酶５ｍｌ，在３７℃恒温水浴中摇荡消化４０ｍｉｎ直至软骨组织块
基本消失，溶液变混浊为止，轻轻吹打弃去；再加入质量分数

００５％的Ⅱ型胶原酶５ｍｌ，将消化瓶放置恒温摇箱中，消化４～
６ｈ。用５ｍｌ离心管收集细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清
液，ＤＭＥＭ液清洗２次，重悬后使细胞均匀分布。
１．２．２　软骨细胞的计数、活性鉴定　　移取９滴悬液入离心
管中，加入１０ｇ／Ｌ的台盼蓝液，混匀，置２～３ｍｉｎ，取适量均匀
分散于计数板，计算每毫升ＤＭＥＭ培养液中活细胞的数量。
１．２．３　细胞的培养、传代培养　　按 １×１０６／孔细胞浓度接种
于６孔培养板，加入２ｍｌＤＭＥＭ培养液，置于３７℃、饱和湿度
５％ ＣＯ２的孵箱中培养，每３天换液１次，倒置显微镜下观察并
照相。细胞长满单层后，用酶消化法消化并收集、计数并传代。

１．２．４　软骨细胞鉴定　　分离原代细胞在倒置显微镜下观
察。随机抽取３代培养细胞爬片，采取１０ｇ／Ｌ甲苯胺蓝法进行
基质异染。常规行Ⅱ型胶原免疫组化染色。

２　结果

　　倒置显微镜下观察，分离培养的原代细胞为圆球形，胞外
见折光性较强的基质，细胞呈悬浮状，接种后１２ｈ开始贴壁，
２４～４８ｈ大部分细胞贴壁伸展（图１Ａ），呈多角形、三角形、圆
形和短梭形，细胞间突触相互融合，细胞间隙逐渐减小，并逐渐

呈单层“铺路石”状生长（图１Ｂ），胞核为圆形或椭圆形，位于胞
体中心。培养至７～１０ｄ即可传代。传至第４代，梭形细胞逐
渐增多。以后传代速度逐渐减慢。甲苯胺蓝染色：软骨细胞内

见蓝紫色异染颗粒，细胞核深染；细胞周围有少量异染颗粒出

现（图１Ｃ）。Ⅱ型胶原免疫组化染色：软骨细胞细胞质被染成
棕黄色，胞核不着色（图１Ｄ）。
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Ａ：原代培养第３天光镜观察（×１００）；Ｂ：原代培养第７天光镜观察（×１００）；Ｃ：甲苯胺蓝染色观察；Ｄ：Ⅱ型胶原免疫组化染色观察
图１　人腱止点软骨细胞培养及鉴定结果

３　讨论

　　腱止点是人体韧带或肌腱的附着结构［１］，通常在

承受较大或多向应力的部位容易发育为层次较厚的腱

止点复合结构，也被称为间接腱止点，有别于多数肌肉

组织附着于骨的直接腱止点。韧带纤维依次通过较厚

的软骨层和较薄的钙化层附着于骨骼，软骨层可缓冲

韧带传来的应力，钙化层决定了附着于骨的强度，曾被

认为不含软骨、钙化层的直接腱止点，亦被证实有极薄

的软骨层和钙化层与 Ｓｈａｒｐｅｙ纤维共同附着［２］。其

中，软骨钙化层的形成是构成生理性腱止点的关键，
单纯修复仅能够带来瘢痕化的腱止点［３］。研究其发

育的调控因素将为临床上腱止点结构的再生或生理性

修复带来全新的治疗理念。

　　腱止点软骨细胞含量少，取材时应尽量保存软骨
下骨和纤维组织以避免去除过多软骨成分。这样虽然

尽可能从组织中保留了腱止点软骨细胞，但不能以净

重来计算软骨细胞含量。因既往文献中罕见腱止点软

骨细胞的分离方法，我们借鉴关节软骨细胞分离方法

以尽可能获取软骨细胞。Ｍａｎｎｉｎｇ等［７］曾于 １９６７年
报道了酶消化分离法，但软骨细胞收获量不佳。目前

常见的还有 Ｇｒｅｅｎ［８］法和 Ｋｌａｇｓｂｒｕｎ［９］法等，但这些方
法对软骨细胞的分离数量和纯度均有不尽如人意之

处。归其原因，与消化过程过长和使用酶步骤过多有

关，消化和死亡的软骨细胞数量均较多，使得收获率下

降。我们设计了原代软骨细胞Ⅱ型胶原酶顺序消化联
合胰蛋白酶法［１０］，使细胞的分离具有优良而稳定的效

果。与传统酶消化法相比，没有过多的酶消化过程破

坏细胞，收获率明显提升。同时，两步酶消化较以往复

杂的程序简化了操作，也减少了细菌污染机会。

　　从本研究中发现，腱止点软骨细胞的生长与传代
特性与关节软骨细胞非常相近，无论在形态学还是生

长贴壁及传代上均有较多共同之处，均呈现为典型的

多角形、三角形、圆形或短梭形，在贴壁生长的过程中

细胞间突触相互融合，细胞间隙逐渐减小，逐渐呈关节

软骨细胞常见单层“铺路石”状生长［７，１１－１２］。既往文

献报道提示，腱止点软骨在胚胎发育阶段与关节软骨

处于同一胚层，在成长发育阶段也与关节软骨有相同

的内环境，这也解释了腱止点软骨细胞与关节软骨细

胞为何有如此之多的生物学相似处。本研究通过分

离、传代、鉴定腱止点软骨细胞，为其体外实验打下了

一定基础，并为将来深入研究其体外生物学活性以及

生长调控提供了有力的实验依据。
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