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　　［摘要］　目的　研究软骨细胞骨架蛋白结构改变与成软骨细胞表型改变的关系。方法　 采用三
维微团培养法培养新西兰兔膝关节软骨细胞，将软骨细胞分为对照组、秋水仙碱组、细胞松弛素 Ｂ组及
丙烯酰胺组，通过秋水仙碱、细胞松弛素Ｂ及丙烯酰胺分别调节软骨细胞骨架的微管、肌动蛋白微丝及
波形蛋白中间纤丝，从大体形态、组织切片染色、免疫组化染色及ＲＴＰＣＲ分析成软骨细胞表型的改变。
结果　对照组、秋水仙碱组及细胞松弛素Ｂ组细胞较密集、均一，丙烯酰胺组细胞较少、分散。对照组、
秋水仙碱组及细胞松弛素Ｂ组ＣＯＬⅡ、蛋白多糖染色深，ＣＯＬⅠ染色浅；而丙烯酰胺组ＣＯＬⅡ、蛋白多糖
染色浅，ＣＯＬⅠ染色较深。ＲＴＰＣＲ数据统计分析显示对照组与秋水仙碱组、细胞松弛素Ｂ组相比，ＣＯＬⅠ
（１．２１±０．２１ｖｓ１．５５±０．０６、１．７０±０．０７）及ＣＯＬⅡ（１．１０±０．１２ｖｓ０．９１±０．２１、０．９０±０３０）表达差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；而对照组ＣＯＬⅡ表达明显多于丙烯酰胺组（０．２６±０．０６），ＣＯＬⅠ表达明显低
于丙烯酰胺组（９．６３±０．３８），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　丙烯酰胺调节软骨细胞骨架波形
蛋白中间纤丝可明显下调ＣＯＬⅡ、蛋白多糖的表达。
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　　关节软骨由软骨细胞及细胞外基质构成，当关节
软骨在过度负荷状态下或遭受外源性损伤时，软骨细

胞的新陈代谢平衡被打破，致使细胞外基质分解加速、

基质成分构成比例改变及软骨下骨重建，最终导致骨

性关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）［１－４］。研究发现，ＯＡ患者
软骨细胞的骨架结构蛋白表达较正常软骨细胞低，而

杨氏模量及粘弹性比正常关节软骨细胞高［５］。完整

的波形蛋白中间纤丝网络结构有利于维持软骨细胞表

型及合成基质，破坏软骨细胞骨架的成分，将会导致软

骨细胞表型改变、软骨基质成分合成减少［６－７］。因此，

研究软骨细胞骨架改变及其与软骨细胞表型改变的关

系，有利于阐明 ＯＡ的发生与发展机制。但目前的一
些实验研究大多基于二维方式培养软骨细胞，易导致

软骨细胞发生去分化表现，未能模拟体内关节软骨的

三维空间，即使采用支架材料的三维培养软骨细胞，也

只是破坏了软骨细胞骨架结构的单一成分，不能系统

分析软骨细胞骨架结构各成分作用及其相互作用，而

且支架材料降解产物通常为酸性物质及有毒性物质，

可引起机体严重的炎症反应。本实验采用三维微团培

养（ｐｅｌｌｅｔｃｕｌｔｕｒｅ）法培养新西兰兔膝关节软骨细胞，通
过秋水仙碱（Ｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅ）、细胞松弛素 Ｂ（Ｃｙｔｏｃｈａｌａｓｉｎ
Ｂ）及丙烯酰胺（Ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ）分别调节软骨细胞骨架的
微管、肌动蛋白微丝及波形蛋白中间纤丝，从形态上及

分子生物学方面分析软骨细胞骨架蛋白结构改变与成

软骨细胞表型改变关系。

１　材料与方法

１．１　实验动物与主要材料
　　新西兰大白兔１２只（ＳＰＦ级），雌雄不限，２～３月
龄，体质量２．０～３．０ｋｇ（第三军医大学实验动物中心
提供）。Ⅱ型胶原酶、Ｐｒｏｎａｓｅ酶、地塞米松、抗坏血酸、
秋水仙碱、细胞松弛素 Ｂ（Ｓｉｇｍａ公司），ＩＴＳ（Ｇｉｂｃｏ公
司），重组人ＴＧＦβ１（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司），丙烯酰胺（Ａｍ
ｒｅｓｃｏ公司），ＨＥ染色液、阿利新蓝 ８ＧＸ（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公
司），ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ一抗、ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ一抗、羊抗兔二抗、

ＤＡＢ染色试剂盒（Ｂｉｏｓｓ公司），ＲＮＡ提取试剂盒、逆转
录试剂盒、ＰＣＲ反应试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ公司）。ＣＯ２培养
箱（ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ公司）、倒置显微镜 ＩＸ７１（Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司）、生物安全柜（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）、逆转录及
ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ公司）。
１．２　方法
１．２．１　软骨细胞的提取　　无菌条件下获取新西兰
大白兔膝关节软骨（约１ｍｍ×１ｍｍ），０．２５％ Ｐｒｏｎａｓｅ
酶消化１ｈ，０．０２５％ Ⅱ型胶原酶消化过夜，４０μｍ细
胞滤网过滤，１０％胎牛血清高糖培养基重悬细胞，３ｄ
后首次换液，以后每隔２天换液，细胞长满９５％培养
瓶后传代，以第１代软骨细胞为种子细胞。
１．２．２　软骨细胞三维微团培养　　细胞计数，使每
１５毫升离心管细胞数为２×１０５个，加入软骨细胞诱导
培养基（ＤＭＥＭ高糖培养基，含有２％胎牛血清、１％青霉
素链霉素溶液、１％ ＩＴＳ、５０μｇ／ｍＬ抗坏血酸、１００ｎｍｏｌ／Ｌ
地塞米松及１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ）重悬细胞，离心后静置
于３７℃、５％ ＣＯ２孵箱中培养，３ｄ后首次换液，以后每
隔２天换液，培养２周。
１．２．３　实验分组　　将三维微团培养后形成的软骨
细胞微团组织分为对照组、秋水仙碱组、细胞松弛素Ｂ
组及丙烯酰胺组，加入秋水仙碱、细胞松弛素 Ｂ及丙
烯酰胺分别处理软骨细胞微团组织，每隔２天更换培
养基及药物，继续培养１周。
１．２．４　指标检测　　①大体观：观察对照组及不同药
物处理组形成软骨细胞微团组织的形态、大小、色泽及

硬度。②组织切片常规染色：按试剂盒要求行组织切
片ＨＥ及阿尔新蓝染色。③组织切片免疫组化染色：
按常规ＳＡＢＣ法进行 ＣＯＬⅠ及 ＣＯＬⅡ免疫组化染色。
④ＲＴＰＣＲ检测ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅡ ｍＲＮＡ的表达差异：将软
骨细胞微团组织匀浆后按照试剂盒要求提取总 ＲＮＡ、
逆转录为ｃＤＮＡ，并按以下条件进行ＰＣＲ：９５℃５ｍｉｎ，
９５℃ １０ｓ、６０℃ ３０ｓ，扩增４０个循环。其中 ＧＡＰＤＨ
为内参基因，引物序列：ＧＡＰＤＨ上游：５′ＧＧＴＧＡＡＧ
ＧＴＣＧＧＡＧＴＧＡＡＣＧ３′，下 游：５′ＡＧＴＴＡＡＡＡＧＣＡＧＣ
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ＣＣＴＧＧＴＧＡ３′，片段大小为 ６５ｂｐ；ＣＯＬⅠ上游：５′
ＧＧＡＣＡＣＡＡＴＧＧＡＴＴＧＣＡＡＧＧ３′，下游：５′ＴＡＡＣＣＡＣ
ＴＧＣＴＣＣＡＣＴＣＴＧＧ３′，片段大小为 ４６１ｂｐ；ＣＯＬⅡ上
游：５′ＡＣＡＣＴＧＣＣＡＡＣＧＴＣＣＡＧＡＴＣ３′，下游：５′ＧＴ
ＧＡＴＧＴＴＣＴＧＧＧＡＧＣＣＣＴＣ３′，片段大小为 ６４ｂｐ。实
验结果用 ＣＦＸＭａｎａｇｅｒ软件进行分析，实验数据以
２－△△Ｃｔ公式计算。
１．３　统计学处理
　　计量数据以珋ｘ±ｓ表示，应用ＳＰＳＳ１８．０统计软件，
组间比较行单因素方差分析。

２　结果

２．１　软骨细胞二维培养
　　原代培养的软骨细胞在６ｈ后就有少量的粘附贴
壁细胞，３ｄ后约 ９０％的软骨细胞贴壁生长，呈长梭
状。首次换液２ｄ后，细胞呈多边形，增殖迅速，７～９ｄ
后可达９０％融合。传代细胞２４ｈ基本贴壁铺展，呈均
一的多边形（图１）。
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Ａ：原代软骨细胞第３天；Ｂ：第１代软骨细胞第８天
图１　软骨细胞二维培养形态学特征

２．２　不同药物处理后软骨细胞三维微团培养形成微
团组织大体观

　　软骨细胞行三维微团培养 ２周，形成肉眼明显可
见的细胞微团组织，呈圆形，直径约３ｍｍ，厚约０．５ｍｍ，
柔软有弹性。加药物处理１周，大体外观上对照组与
秋水仙碱组、细胞松弛素 Ｂ组相比无明显差异，与丙
烯酰胺组相比有较大差异（图２）。
２．３　不同药物处理组软骨细胞微团组织 ＨＥ、阿尔新

蓝染色

　　软骨细胞微团组织行石蜡切片，ＨＥ染色显示对
照组、秋水仙碱组及细胞松弛素 Ｂ组细胞较密集、均
一，丙烯酰胺组细胞较少、分散（图３）；阿尔新蓝染色
显示对照组、秋水仙碱组及细胞松弛素 Ｂ组深染，丙
烯酰胺组染色较浅（图４）。
２．４　不同药物处理组软骨细胞微团组织免疫组化染色
　　软骨细胞微团组织行石蜡切片，免疫组化染色显
示对照组、秋水仙碱组及细胞松弛素 Ｂ组 ＣＯＬⅡ染色
深，ＣＯＬⅠ染色浅，而丙烯酰胺组 ＣＯＬⅡ染色较浅，
ＣＯＬⅠ染色较深（图５、６）。
２．５　不同药物处理组软骨细胞微团组织ＲＴＰＣＲ检测
　　软骨细胞微团组织行ＰＣＲ反应，统计数据分析显
示对照组与秋水仙碱组、细胞松弛素Ｂ组相比，ＣＯＬⅠ
（１．２１±０．２１ｖｓ１．５５±０．０６、１．７０±０．６７）及 ＣＯＬⅡ
（１．１０±０．１２ｖｓ０．９１±０．２１、０．９０±０．３０）表达差异均
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；而对照组 ＣＯＬⅡ表达明显
多于丙烯酰胺组（０．２６±０．６３），ＣＯＬⅠ表达明显低于
丙烯酰胺组（９．６３±０．３８），差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。
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Ａ：对照组；Ｂ：秋水仙碱组；Ｃ：细胞松弛素Ｂ组；Ｄ：丙烯酰胺组
图２　药物处理１周后各组兔软骨细胞三维微团培养大体观
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Ａ：对照组；Ｂ：秋水仙碱组；Ｃ：细胞松弛素Ｂ组；Ｄ：丙烯酰胺组
图３　不同药物处理组软骨细胞微团组织切片ＨＥ染色观察　（×４０）
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Ａ：对照组；Ｂ：秋水仙碱组；Ｃ：细胞松弛素Ｂ组；Ｄ：丙烯酰胺组
图４　不同药物处理组软骨细胞微团组织切片阿尔新蓝染色观察　（×４０）
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Ａ：对照组；Ｂ：秋水仙碱组；Ｃ：细胞松弛素Ｂ组；Ｄ：丙烯酰胺组
图５　不同药物处理组软骨细胞微团组织切片ＣＯＬⅠ染色观察　（×４０）
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Ａ：对照组；Ｂ：秋水仙碱组；Ｃ：细胞松弛素Ｂ组；Ｄ：丙烯酰胺组
图６　不同药物处理组软骨细胞微团组织切片ＣＯＬⅡ染色观察　（×４０）

３　讨论

　　关节软骨的功能主要由软骨细胞维持。在生理状
态下，软骨细胞通过合成及分解代谢维持软骨基质的

平衡；在关节过度负荷、关节外伤及畸形等异常力学刺

激作用下，软骨细胞新陈代谢失衡，软骨基质丢失，引

起关节软骨退变，最终导致 ＯＡ［１－４］。因此，力学刺激
的改变被认为是ＯＡ发生、发展的主要因素，而软骨细
胞作为关节软骨的唯一细胞，其力学性能具有重要的

意义。对于ＯＡ的防治，需要从细胞水平理解关节软
骨的力学传导机制。

　　软骨细胞骨架由肌动蛋白微丝、微管及波形蛋白
中间纤丝构成。肌动蛋白微丝主要为软骨细胞提供力

学结构，同时在一定程度上影响软骨细胞表型的表达；

微管在胞质中形成网络结构，作为运输路轨并起支撑

作用；而中间纤丝也可引起软骨细胞表型的改变。

Ｔｒｉｃｋｅｙ等［８］通过加入细胞松弛素Ｄ和丙烯酰胺，破坏
软骨细胞的肌动蛋白微丝和中间纤丝，发现人关节软

骨的弹性模量和粘弹性显著降低。相反，使用秋水仙

碱调节软骨细胞的微管对软骨细胞的力学特性不会有

明显影响。另有研究［９－１０］证明，破坏波形蛋白中间

丝，影响软骨细胞骨架，继而引起软骨细胞的结构改

变，能显著减低人关节软骨细胞的硬度。本研究发现，

软骨细胞三维微团培养后加入丙烯酰胺破坏波形蛋白

中间丝，形成的细胞微团组织小、质量轻，ＨＥ染色显
示软骨细胞变得更分散，细胞形态缩小，而加入秋水仙

碱及细胞松弛素Ｂ则不会影响软骨细胞形态，从细胞
形态学方面充分说明了波形蛋白中间丝对软骨细胞的

独特作用。

　　软骨细胞骨架结构改变，不仅会影响软骨细胞的
力学性能，更会引起其生物学性能的变化。研究显示，

完整的波形蛋白中间纤丝网络结构有利于维持软骨细
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胞表型及合成基质［６］；破坏软骨细胞骨架蛋白结构会

减少软骨细胞合成Ⅱ型胶原和蛋白聚糖，在人和小鼠
的ＯＡ关节软骨中，软骨细胞波形蛋白的表达发生了
不同程度的变化［７，１１－１２］。本研究发现，通过秋水仙

碱、细胞松弛素 Ｂ调节软骨细胞骨架的微管、肌动蛋
白微丝，不会影响软骨细胞 ＣＯＬⅡ及蛋白多糖的表
达，而应用丙烯酰胺破坏形蛋白中间纤丝，可明显下调

ＣＯＬⅡ及蛋白多糖的表达，这和以上文献报道的结果
类似，从生物学方面佐证了波形蛋白中间丝对软骨细

胞的独特作用。

　　以往研究软骨细胞力学及生物学，大多采用单纯
二维培养或粘附生物支架培养软骨细胞。采用二维方

法培养软骨细胞，在培养过程中往往造成软骨细胞去

分化表现，未能模拟真正的软骨细胞形态［１３］；应用三

维生物支架培养软骨细胞，单一的天然生物材料支架

降解速度过快，且生物力学性能差，而人工合成生物材

料支架降解产物为毒性物质，可引起机体严重的炎症反

应［１４－１７］。我们采用三维微团培养培养软骨细胞，２周
后软骨细胞可形成肉眼明显可见的细胞微团组织，继

续培养１周，阿尔新蓝染色、免疫组化染色及 ＰＣＲ分
析显示软骨细胞 ＣＯＬⅡ及蛋白聚糖分泌多，而 ＣＯＬⅠ
分泌极少，避免了软骨细胞在培养过程中出现去分化

现象；采用三维微团培养培养软骨细胞，同时避免了三

维支架降解产物对机体的炎症反应，更符合软骨细胞

生长的生理环境。通过加入不同药物改变软骨细胞骨

架成分，系统分析比较不同细胞骨架成分对软骨细胞

的作用，有利于从力学方面阐述ＯＡ的发病机制。
　　综上所述，软骨细胞作为关节软骨的唯一细胞，其
形态和结构完整影响关节软骨正常功能的发挥。软骨

细胞存在于充满压缩力、剪切力、液体静压、渗透压及

牵拉力的动态力学环境中，力学刺激改变影响软骨细

胞骨架结构，继而引起生物学性能发生改变，最终导致

ＯＡ发生。因此，从细胞及分子水平理解软骨细胞力
学生物学特性是十分必要的，可能为治疗 ＯＡ及其他
关节软骨病变提供新思路。
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