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大鼠跟腱来源肌腱干细胞的分离培养及鉴定
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　　［摘要］　目的　从大鼠跟腱标本中分离培养肌腱干细胞（ｔｅｎｄｏｎｓｔｅｍ／ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＴＳＣｓ）并加以鉴定。方法　大
鼠跟腱经消化后，获取的有核细胞按不同密度在３７℃，５％ ＣＯ２条件下培养，原代为Ｐ０代，Ｐ１～Ｐ３代用于实验研究。观察
其克隆形成和增殖能力，用流式细胞仪和免疫组化染色方法对其干细胞标志物予以鉴定，以不同的全成分诱导分化液诱

导，观察其多向分化潜能。结果　大鼠跟腱来源肌腱干细胞具有克隆生长特性，表面标记物表达为 ＣＤ４４ｈ（＋）、ＣＤ９０
（＋）、ＣＤ３４（－）、ＣＤ１０６（－），免疫荧光染色显示ＳＳＥＡ４、Ｎｕｃｌｅｏｓｔｅｍｉｎ及Ⅰ型胶原蛋白表达均为阳性。经诱导后能够向
成骨、成脂肪、成软骨多向分化。结论　大鼠跟腱来源肌腱干细胞具有干细胞特性，不同条件下可能向不同方向分化。
　　［关键词］　 跟腱；肌腱干细胞；分离；鉴定；大鼠
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ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｓｅｌｆｒｅｎｅｗａｌａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｔｈｅｏｂｔａｉｎｅｄｃｅｌｌｓ．Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ
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ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｙｓｈａｒｅｄｓｏｍｅｃｏｍｍｏｎｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｗｉｔｈｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｙａｌｓｏｅｘｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｉｒｕｎｉｑｕｅ
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　　肌腱病（ｔｅｎｄｉｎｏｐａｔｈｙ）在高运动量的人群中常见，
以局部疼痛、肿胀、功能障碍为临床特征，常见发病部

位为肩袖、岗上肌、髌腱及跟腱。目前肌腱病的发病机

制尚未完全研究清楚，国内外学者一致认为肌腱内细

胞异常增生、细胞外基质的变化是肌腱病发病的基

础［１－２］。２００７年美国学者从人和兔的肌腱中分离出
一种具有自我更新能力的细胞，将其命名为肌腱干细

胞或祖细胞（ｔｅｎｄｏｎｓｔｅｍ／ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＴＳＣｓ）［３］。
２０１０年香港学者从鼠肌腱中也分离出肌腱干细胞［４］。

该细胞具有多向分化潜能，并且在外源性前列腺素 Ｅ２
作用下异常分化。有学者提出肌腱干细胞的异常分化

可能是肌腱病的发病基础［５］。目前肌腱干细胞相关

研究在国内尚少见报道，大鼠是肌腱病研究常用的一

种动物模型，因此我们对大鼠跟腱来源肌腱干细胞予

以提取及鉴定，旨在为“肌腱干细胞肌腱病治疗”的
进一步研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　大鼠跟腱来源肌腱干细胞分离及培养
　　取８周龄ＳＤ大鼠，雄性，体质量２００～２５０ｇ（由第三军医大学
实验动物中心提供）。腹腔麻醉后，取出大鼠双侧跟腱，剔除腱鞘

及腱周部分以防被血管及软骨污染，将肌腱均匀剪碎成１ｍｍ×
１ｍｍ大小，每１００毫克组织用加入含 ３ｍｇ／ｍＬⅠ型胶原酶
（Ｓｉｇｍａ公司）和４ｍｇ／ｍＬ中性蛋白酶（Ｒｏｃｈｅ公司）的ＰＢＳ，３７℃
孵箱消化１ｈ。中止消化后，连同可能未消化完全的肌腱残留组
织直接种于细胞培养瓶中，加入含１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００Ｕ／ｍＬ
链霉素（碧云天）及１０％胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司）的 ＤＭＥＭ（Ｈｙ
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Ｃｌｏｎｅ公司）培养基，置于３７℃、５％ＣＯ２的温箱中孵育。２４ｈ后，
残留的肌腱组织用滴管接种于新的细胞培养瓶中，继续培养８～
１０ｄ（换液周期为３ｄ／次），可以观察到肌腱干细胞集落形成。
原代细胞为Ｐ０代，细胞扩增后，取Ｐ２～Ｐ３代用于相关实验。
１．２　观察克隆形成
　　取Ｐ１代肌腱来源细胞按照５０、５００、５０００、５００００／ｃｍ２接种
到６孔的培养板中，每个接种密度接种３个平行组。将培养皿
置入ＣＯ２孵箱，在３７℃、５％ ＣＯ２及饱和湿度环境下静止培养
１０ｄ，每３天换液。待细胞克隆形成后，用龙胆紫（Ｓｉｇｍａ公司）
染色，观察细胞克隆。

１．３　细胞增殖能力检测
　　取Ｐ１代跟腱来源干细胞按照２００、５００、１０００、２０００／ｃｍ２接
种于２４孔板中，每个密度接种３个平行组，接种后置于３７℃、
５％ＣＯ２的孵箱内培养。在预定的时间点２、４、６、８、１０、１２ｄ分别
予以消化后，制成细胞悬液，予以流式细胞计数，取平均值，作

为细胞基数。根据各时间点所测得的细胞增殖倍数，绘制肌腱

干细胞生长曲线。

１．４　大鼠肌腱干细胞鉴定
１．４．１　不同标记物免疫荧光鉴定　　取Ｐ１代细胞，消化后接
种于２４孔板中。待细胞贴壁后，吸去细胞培养液，尽量吸干；
用ＰＢＳ冲洗后，用４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ／
０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００（Ｓｉｇｍａ公司）通透３０ｍｉｎ；分别用一抗、二抗
（博 奥 森，ａｎｔｉＣｏｌｌａｇｅｎⅠ／ＲＢＩＴＣ，ａｎｔｉＣｏｌｌａｇｅｎⅢ／ＲＢＩＴＣ，
Ｎｕｃｌｅｏｓｔｅｍｉｎ／ＲＢＩＴＣ，ａｎｔｉＳＳＥＡ４／ＦＩＴＣ）孵育；用 Ｈｅｏｃｈｓｔ３３３４２
（碧云天）染核；于激光共聚焦显微镜下观察并拍照。

１．４．２　表面标记物流式细胞仪鉴定　　为了证实所获取的肌
腱来源细胞为干细胞，采用流式细胞分析仪对干细胞表面抗原

进行分析。收集约２×１０６个Ｐ３代细胞，１５００ｒ／ｍｉｎ离心４ｍｉｎ
后弃去上清；Ｂｕｆｆｅｒ液重悬，吸取１００μＬ细胞悬液（约３．０×１０５个
细胞）加入 Ｅｐ管内，按量加入抗体 ＣＤ９０、ＣＤ４４ｈ、ＣＤ１０６、ＣＤ１１ｂ
（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司），避光孵育３０ｍｉｎ。１５００ｒ／ｍｉｎ离心４ｍｉｎ后弃

去上清。每样品管加入３００μＬＢｕｆｆｅｒ溶液重悬，上机检测。
１．５　大鼠肌腱干细胞多向分化潜能鉴定
１．５．１　成脂肪诱导分化　　将细胞按３×１０３个接种于６孔板
中，加入２ｍＬ／孔的间充质干细胞诱导分化完全培养基 Ａ液
（广州赛业 ＲＡＳＭＸ９００３１），３ｄ换液，换用诱导培养基Ｂ液，作
用２４ｈ，再更换为Ａ液。重复该过程３次后，再维持 Ａ液诱导
７ｄ。诱导完成后，吸除培养基，ＰＢＳ冲洗后，加１０％中性甲醛
（Ｓｉｇｍａ公司）固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗２遍后，油红予以染色，观
察成脂情况。

１．５．２　成骨诱导分化　　取 Ｐ２代 ＴＳＣｓ进行诱导，待细胞达
到８０％～９０％融合时，消化。将细胞按３×１０３个接种于６孔
板，加入２ｍＬ／孔的间充质干细胞诱导分化完全培养基（广州
赛业ＲＡＳＭＸ９００２１）每３天换液，诱导２～３周。诱导完成后，
吸除培养基，ＰＢＳ冲洗后，加１０％中性甲醛固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲
洗２遍后，茜素红予以染色，观察成骨情况。
１．５．３　成软骨诱导分化　　将细胞按１×１０５个细胞置于离心
管内离心后，用成软骨完全诱导培养基（广州赛业 ＲＡＳＭＸ
９００４１）重悬浮，并再次离心制成微细胞球，不去上清，将离心管
直接置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱内培养。２４ｈ内严禁扰动细胞
球，每２～３天更换培养基，诱导２～３周。诱导完成后，取出细
胞球，石蜡包埋后切片，甲苯胺蓝予以染色，观察成软骨情况。

２　结果

２．１　细胞形态、克隆及增殖能力的观察
　　未消化完全的肌腱组织周围也有 ＴＳＣｓ生长，在显微镜下
能够观察到特征性呈鹅卵石样生长的 ＴＳＣｓ，在细胞培养 ７ｄ
后，即可在镜下观察到呈集落样生长的 ＴＳＣｓ，而细胞接种密度
与细胞集落形成的大小关系明显（图１、２）。在接种后第１天
开始，每２天予以细胞计数，并由此获得细胞增殖曲线（图３）。
细胞潜伏期为２～４ｄ，对数增殖期为６～１０ｄ，对数增殖期后至
接种后第１２天进入平台期。
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Ａ、Ｂ、Ｃ：ＴＳＣｓＰ０代培养３、７、１２ｄ时细胞集落（龙胆紫 ×４０）；Ｄ：呈漩涡样生长的ＴＳＣｓ（光学显微镜 ×４００）；Ｅ：细胞融合率高时，ＴＳＣｓ
呈特征性鹅卵石样排列（光学显微镜 ×４００）；Ｆ：未完全消化的肌腱组织周围可见鹅卵石样ＴＳＣｓ生长（光学显微镜 ×４００）

图１　大鼠跟腱来源肌腱干细胞克隆及形态观察
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Ａ～Ｄ：接种密度分别为５０、５００、５０００、５００００／ｃｍ２

图２　不同接种密度对细胞克隆形成的影响
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图３　不同接种密度对细胞生长曲线的影响

２．２　细胞组织来源及干性标志物的鉴定
　　肌腱干细胞免疫荧光染色鉴定结果显示其Ⅰ型胶原表达
呈阳性，Ⅲ型胶原表达呈阴性，阶段特异性胚胎表面抗原４
（ＳＳＥＡ４）、核干细胞因子（Ｎｕｃｌｅｏｓｔｅｍｉｎ）表达阳性（图４）。流式
细胞方法对细胞表面抗原鉴定的结果进一步显示大鼠跟腱来

源干细胞具有明确的干细胞特性（图５）。超过９９％和９１％的
细胞干细胞表面标记物 ＣＤ９０、ＣＤ４４呈阳性表达，而 ＣＤ３４、
ＣＤ１０６呈阴性表达。

２．３　ＴＳＣｓ多向分化能力的鉴定
　　在用成脂培养基诱导３周后，成脂趋势明显，光镜下可见
细胞内明显脂肪颗粒形成，油红染色可见团块样脂滴形成（图

６Ａ、Ｂ）。大鼠跟腱来源干细胞在用间充质干细胞成骨培养基
诱导４周后，有明显的成骨趋势，茜素红染色可见明显的钙结
节形成（图６Ｃ、Ｄ）。我们采用细胞团诱导的方法，肌腱干细胞
经成软骨诱导３周后，可形成质地较硬的软骨样组织，甲苯胺
蓝染色后可见蓝染的酸性糖胺聚糖，说明细胞外有软骨基质形

成（图６Ｅ、Ｆ）。
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Ａ：ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ（＋）；Ｂ：ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ（－）；Ｃ：ＳＳＥＡ４（＋）；Ｄ：Ｎｕｃｌｅｏｓｔｅｍｉｎ（＋）
图４　ＴＳＣｓ的免疫荧光鉴定
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Ａ：ＣＤ９０（＋）；Ｂ：ＣＤ４４（＋）；Ｃ：ＣＤ３４（－）；Ｄ：ＣＤ１０６（－）
图５　ＴＳＣｓ表面干性标记物的流式细胞鉴定

３　讨论

　　本研究成功从成年大鼠的跟腱中分离并鉴定了肌
腱干细胞，虽然国外学者已开展相关研究，但国内实验

研究尚少见报道。为获取更多的干细胞，在文献［４］
的基础上，我们改进细胞培养的方法，经过消化酶消化

后，在未完全消化的微小絮状肌腱纤维周围可能仍附

着有一定的ＴＳＣｓ，直接接种，类似于微组织块培养法。
本研究表明，此法相对于原有方法能够更加有效、更多

量获取ＴＳＣｓ，其细胞鉴定结果与相关文献［３－４］无明
显差异。
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Ａ、Ｂ：ＴＳＣｓ成脂肪诱导后细胞内脂滴及油红染色后形态（×１００）；Ｃ、Ｄ：ＴＳＣｓ成骨诱导钙结节及茜素红染色后形态 （×１００）；Ｅ、Ｆ：
微细胞团法诱导后软骨团块大体观及切片后甲苯胺蓝染色

图６　ＴＳＣｓ多向分化潜能鉴定

　　ＴＳＣｓ在较低的接种密度下，具有更大的增殖潜
能，且能形成更大的细胞集落，而在５０００、５００００／ｃｍ２

接种下的细胞集落形成较小。这可能是由于细胞密度

过大，细胞间相互联系紧密、接触抑制造成的。这种特

性与骨髓间充质干细胞研究［６－７］结果一致，也符合文

献［３－４］肌腱干细胞的报道。当细胞培养超过１０ｄ，
细胞生长进入平台期，可能与细胞融合率过高后，细胞

不能充分吸收培养基养分有关。本研究表明，大鼠跟

腱来源肌腱干细胞表达干细胞标记物 ＣＤ４４ｈ和
ＣＤ９０，与之前文献报道的人、小鼠及兔来源干细胞一
致［３－４］，与 ＢＭＳＣｓ表面标记物相似［８－９］。而 ＣＤ１１、
ＣＤ１０６的表达呈阴性，表明我们的培养方法提取的
ＴＳＣｓ非血液细胞来源［１０］，且未受其污染。胶原蛋白

是肌腱的主要基质成分，Ⅰ型胶原纤维较粗，占肌腱整
体胶原含量的９５％以上，和肌腱功能一致；而Ⅲ型胶
原纤维较细，占肌腱胶原含量５％左右，可能和肌腱修
复有关［１１］。本研究中 Ｐ１代 ＴＳＣｓⅠ型胶原表达阳性，
而Ⅲ型胶原表达阴性，表明其来源于肌腱组织；同时，
提示ＴＳＣｓ在正常情况下参与维持肌腱的正常功能。
ＳＳＥＡ４是一种早期胚胎糖脂抗原，在细胞质内表达，通

常作为人未分化多能干细胞和胚泡期分解产物的标

志［１２］，我们的实验结果与之前文献［１３］报道的ＢＭＳＣｓ
表达相一致。核干细胞因子仅仅在干细胞的核以及部

分肿瘤细胞中表达，而终末细胞是不能表达的［１４］，我

们的实验表明所提取的ＴＳＣｓ是具有干细胞特性的，也
验证了兔肌腱干细胞的鉴定结果［８］。这两个重要标

志物表达阳性，显示 ＴＳＣｓ具有明确的干细胞特性，与
ＢＭＳＣｓ相似［１５－１６］。这些细胞表面标记物鉴定结果显

示ＴＳＣｓ具有增殖及自我更新能力，是具有明确干细胞
特性的细胞。

　　多向诱导分化实验进一步明确了 ＴＳＣｓ具有多向
分化潜能，能够在不同条件下向成脂、成骨、成软骨方

向分化。本实验在单层细胞诱导分化中发现在成脂、

成骨诱导时，在局部钙结节沉积和脂肪堆积后，细胞围

绕其呈堆积样生长（图６Ａ～Ｄ）；而成软骨诱导时，能
够形成软骨质地的细胞团块。而肌腱病中往往以钙盐

沉积、脂肪变性为主要病理特征［１，１７］，肌腱干细胞在病

理状态下的特征，与肌腱病的病理特征相符。因此，我

们推测肌腱干细胞在一定的病理机制下的异常分化，

是引起肌腱病的重要原因。同时，在病理因素未消除
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的情况下，早期钙及脂肪沉积能够进一步加重肌腱病

的进程。其机制仍有待进一步实验研究。

　　大鼠跟腱来源肌腱干细胞培养及鉴定成功，为肌
腱病的进一步研究奠定基础。ＴＳＣｓ具有自我更新和
多向分化潜能，能够为研究不同致病因素和保护因素

对其影响奠定研究基础，为了解肌腱病的致病机制及

临床治疗提供进一步研究方向。
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统计学处理时应用直线相关与回归的注意事项

　　１．作直线相关与回归分析的两个变量要有实际意义，不要把毫无关联的两个事物或现象作相关、回归分析。
　　２．正确理解直线相关和回归分析的关系和区别。相关表示两变量间的相关关系；回归表示应变量 Ｙ随自变
量Ｘ变化而变化的依存关系，两变量间存在因果关系。如果两变量间有因果关系，可作直线相关与回归分析，如
健康成人血液凝固时间与血液凝血酶浓度；如果两变量间无因果关系，只作相关分析，如人的身高与前臂长度。

两变量间有相关关系，不一定是因果关系，可能是伴随关系；但若是因果关系，必然有相关关系。

　　３．在进行回归和相关分析之前，建议先绘制散点图，观察是否呈直线趋势，如果散点图呈直线趋势，可考虑做
直线回归或相关分析。如果散点图呈曲线趋势，则应进行曲线拟合。
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