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透明质酸对体外培养半月板纤维软骨细胞的影响

潘险峰1 ,林月秋2 ,张正治1 ,汤　逊2 ,徐永清2 ,李主一2　　(1第三军医大学高原军事医学系中心实验室 , 重庆 400038;2 成

都军区昆明总医院骨科 ,昆明 650032)

　　提　要:目的　观察体外培养半月板纤维软骨细胞的生长特点及生物学特性 , 研究中分子量透明质酸(hyaluronic

acid , HA)对体外培养半月板纤维软骨细胞的影响。方法　机械分离和胰酶 、胶原酶联合消化 ,将兔半月板纤维软骨细胞

进行体外分离培养 ,动态观察细胞形态变化和生长情况。设立对照 ,观察中分子量透明质酸 HA(分子量 2×106)对细胞生

长增殖的影响 ,利用同位素标记技术 , 测定细胞对培养基中 3H-TdR、 3H-Pro和 Na35SO4的摄取量 , 比较细胞 DNA、胶原蛋白

和蛋白多糖合成的速度。结果　体外培养的半月板细胞呈多角形 、有突起 、富含分泌颗粒。当培养基中加入 HA 后 ,细胞
3H-TdR、 3H-Pro和 Na35SO4 的摄取量不同程度高于对照组 , 统计学相差显著(P<0.05)。结论　中分子量透明质酸能促进

体外培养半月板纤维软骨细胞增殖和细胞外基质合成。
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Effects of hyaluronic acid on meniscal fibrochondrocytes cultured in vitro
PAN Xian-feng1 , LIN Yue-qiu2 , ZHANG Zheng-zhi1 , TANG Xun2 , XU Yong-qing2 , LI Zhu-yi2(1Central Laboratory , Third Mili-

tary University , Chongqing 400038;2Department of Orthopaedics , Kunming General Hospital , Chengdu Military Area Command , Kunming 650032 ,

China)

　　Abstract:Objective　To observe the growth characteristics and biological properties of meniscal fibrochondro-

cytes cultured in vitro and to study the effects of moderate-molecular-weight hyaluronic acid (HA)on the cultured

meniscal fibrochondrocytes.Methods　The rabbit meniscal fibrochondrocytes were isolated mechanically and digest-

ed with trypsin and type Ⅱ collagenase for the culture in vitro .The morphological changes and growth characteristics

of the cells were observed.A control group was employed.After the hyaluronic acid (molecular weight :2×106)and

vehicle were put into the cell culture medium , the cell growth was observed , and the ingestion of 3H-TdR , 3H-Pro ,

and Na2
35

SO4 was measured using isotope-labeling technique.The incorporation rates of DNA , collagen , and proteo-

glycan were compared.Results　The meniscal cells cultured in vitro were multi-angled , had with processes , and

contained many secretory granules.After treatment with HA , the incorporation rates of 3H-TdR , 3H-Pro , and Na2
35

SO4 were higher than those in the control group (P <0.05).Conclusion　Moderate-molecular-weight HA can pro-

mote the cell proliferation and the synthesis of extracellular matrix of the meniscal fibrochondrocytes cultured in vitro.
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　　半月板损伤后愈合困难 ,尤其是少血供的游离缘

部分 ,临床多采用切除整个半月板的方法 ,这往往带来

很多后遗症。过去认为半月板纤维软骨细胞为分化终

末细胞 ,损伤后难以自行修复 ,现在认为半月板纤维软

骨细胞 ,在一定条件下也能分裂增殖。
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　　透明质酸(hyaluronic acid , HA)是近年研究较多的

氨基糖类 ,在促进创伤愈合(wound healing)方面 ,有其

独特作用 。已经发现胎儿创伤愈合的速度和质量明显

高于成人 ,其原因之一是胎儿组织富含 HA[ 1] , HA 能

创造一个有利于伤口愈合的细胞微环境 。

　　本实验通过观察中分子量 HA对培养半月板纤维

软骨细胞的影响 ,探讨外源性 HA对半月板损伤后修

复的作用机制。
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1　材料和方法

1.1　材料
1.1.1　动物　　日本大耳白兔 1 只雄性 , 体质量 1.5 kg(普通

级 ,昆明市中心血站 , 滇实动证字 9720 号)。

1.1.2　试剂　　DMEM 培养液(Gibco 公司), D-Hanks 液(Gibco

公司), 胎牛血清(FBS , Sigma公司), 胰蛋白酶 , 胶原酶(Sigma 公

司), Ⅱ型胶原单克隆抗体(美国 Neo M arkers), S-P试剂盒(晶美

公司), 中分子量透明质酸(分子量 2×106 , Sigma公司), 3H-TdR,
3H-Pro , Na2

35SO4(中国原子能科学研究院同位素研究室)。 闪

烁液:5 g 2 , 5-二苯基恶唑(PPO , Fluka公司)、0.5 g 1 , 4-双(5-苯

基 2-恶唑)苯(POPOP , Sigma公司)和 100 ml甲苯[ 2] 。

1.1.3　材料和设备　　24 孔细胞培养板(Gibco公司), CO2 培

养箱(Hereaus),超净工作台(国产), 倒置显微镜(Olympus),液体

闪烁计数仪(LKB Wallac, Rack beta , 芬兰产)。

1.2　实验方法
　　按文献[ 3] 的方法 , 将兔膝关节半月板纤维软骨细胞进行

体外分离 、培养 、鉴定。原代培养的半月板纤维软骨细胞 , 按 2

×104/ml的密度 ,均匀分传于 3 块 24 孔培养板 ,继续培养 , 每 3

d 更换一次含 10%胎牛血清(FBS)的培养液。每块培养板随机

分成A 、B、C 、D组 , 每组 6孔。

　　细胞于对数生长期(1 周左右), 作以下处理:①A 组加入中

分子量透明质酸(HA ,分子量 2×106)2μg/孔 , 保持含血清的培

养液;②B 组更换无血清的 DM EM 液 ,加入等量 HA ;③C 组更换

无血清的 DMEM 液 ,不加 HA;④D组不加处理因素 , 保持含血

清培养液继续培养。

　　继续培养 18 h 后 ,分别加入经同位素标记的胸腺嘧啶核苷

(3H-TdR)、脯氨酸(3H-Pro)和硫酸钠(Na2
35SO4), 放射比活度均

为2.31×1010Bq/ mmol。第 1 块培养板 A、B、C、D组培养孔各加

入3.7×107Bq 的 3H-TdR;第 2 块培养板 A、B 、C 、D 组培养孔各

加入3.7×107Bq的 3H-Pro;第 3块培养板 A、B、C、D 组培养孔各

加入 3.7×107Bq的Na2
35SO4。

　　标记 6 h后 , 终止培养。取出培养板 ,用冷 PBS 液轻轻将每

个培养孔冲洗 2次 , 吸去 PBS 液 ,分别加入5%三氯乙酸和乙醇

/乙醚(体积比 3∶1)各 1 ml , 用细吸管伸入孔底轻轻吹打沉淀

物 ,每孔内容物收集于纤维滤膜上。蒸馏水冲去滤膜上未掺入

的同位素 , 滤纸置于液闪瓶内 , 每瓶加入 10 ml闪烁液 , 在液体

闪烁计数仪上测量每分钟放射性脉冲量。

1.3　统计学方法
　　测量结果以 x ±s表示 , 采用 SPSS 统计软件行方差分析及

均数间多重比较。

2　结果

2.1　细胞生长情况
　　培养的半月板纤维软骨细胞保持单层生长 , 铺满瓶底即停

止增殖;培养基中加入中分子量透明质酸 , 细胞分裂速度加快 ,

表现为相同视野内细胞数多于不加 HA 的其它组 , 但细胞形态

无明显改变;当更换不含血清的 DMEM 培养液后 , 各组细胞增

殖速度均明显减慢。

2.2　同位素标记结果
　　A组(含血清培养液加 HA)所测得的放射性脉冲均不同程

度高于 B 组(无血清培养液加 HA)、C 组(无血清培养液不加

HA)和 D 组(有血清培养液不加 HA), 其中 A 组最高 , D 组次

之 , B 组和 C组最低 , 见表 1～ 3。

表 1　HA 对纤维软骨细胞3H-TdR 、3H-Pro和 Na2
35SO4 掺入的影响

(n=6 ,  x ±s)

Tab 1　Effects of HA on 3H-TdR , 3H-Pro and Na235SO4 incorporation

of fibrochondrocytes(n=6 ,  x ±s)

Group Treatment 3H-TdR 3H-Pro Na2
35SO4

A HA+FBS+DMEM 3 381±592.9＊ 　1 362.3±395.2＊　5 876.3±2 170＊＊

B HA+DMEM 1 158±375.1 472.5±232.6 1 355.8±456.7

C DMEM 1 010.5±221.1 572.0±246.9 1 320.5±495.5

D FBS+DMEM 2 060.5±801.6 849.8±242.5 3 807.6±1 416.8

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs D

3　讨论

　　传统观点认为 ,细胞间质主要功能是为组织提供

物理支持 ,为细胞提供稳定 、平衡的附着环境 。但近年

的研究揭示 ,细胞间质不仅具有结构功能 ,而且是调节

细胞生长 、增殖 、分化和迁移的十分活跃成分[ 4] 。细胞

间质成分在细胞行为学 、组织发生学以及组织调整等

方面的作用 ,正逐渐为人们所重视。在细胞间质的各

种成分当中 ,近年来研究较多 ,也较为引人注目的是透

明质酸(hyaluronic acid ,HA)。

　　研究表明 ,HA除了构成细胞外基质和细胞骨架 ,

为细胞提供赖以生存发展的微环境以外 ,它还能参与

细胞运动的调节
[ 5]

,促进细胞迁徙和游走;与细胞表面

受体CD44作用 ,调节细胞外基质的积聚和形成[ 6 ,7] ;

与活性氧作用 ,抑制吞噬细胞的功能[ 8] 。在细胞内 ,

HA影响细胞核的功能 ,参与染色体的重排 ,以及参与

细胞分裂的其它过程[ 9] ;与其它间质成分作用 ,通过储

存和缓慢释放肽类细胞因子
[ 10]

,如 EGF 、PDGF 、bFGF

等 ,充当“细胞因子调节储库” ,使这些细胞因子更易于

与靶细胞结合 ,持续而精确地发挥生物学作用
[ 11～ 13]

。

HA在细胞粘附 、细胞运动 、细胞间信号传导以及储存

释放细胞因子等方面的特殊功能 ,决定了它对于体外

培养细胞生物学行为 ,如细胞增殖 、基质合成和细胞分

化的影响。已有研究表明 ,HA 能促进体外培养成纤

维细胞增殖和胶原合成[ 14 ,15] 。

　　细胞有丝分裂的进行是由 DNA合成速度控制的 ,

细胞合成 DNA 、胶原和糖胺多糖 GAG ,需要胸腺嘧啶

核苷酸(TdR)、脯氨酸(Pro)和含硫基团(-S)的参与 ,如

果预先将同位素标记物 3H 和 35S标记到胸腺嘧啶核
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苷酸 、脯氨酸和含硫基团中 ,那么 ,测定细胞中同位素

的量 ,就可以知道上述物质被细胞摄取的量 ,同样 ,也

就能知道有多少 DNA 、胶原蛋白和蛋白多糖被合成。

所以 ,
3
H-TdR ,

3
H-Pro 和 Na2

35
SO4 掺入量的多少 ,反映

出细胞合成 DNA 、胶原和 GAG 的量 。在我们的实验

中 ,将半月板纤维软骨细胞培养于含血清的 DMEM培

养液中 ,细胞表现出一定的增殖能力。而当在培养基

里加入一定量的中分子量透明质酸后 ,细胞增殖与合

成能力明显提高 ,表现为细胞对合成 DNA 、胶原蛋白

以及蛋白多糖原料的摄取量明显增加。

　　半月板纤维软骨细胞在含血清的培养基中 ,表现

出一定的增殖能力 ,当换成不含血清的培养液时 ,细胞

增殖速度明显减慢甚至停滞 ,说明在有血清的体外环

境 ,体内表现惰性的半月板细胞能够被激活 。当血清

培养液中加入 HA时 ,细胞在生长及合成胞外基质方

面 ,明显优于对照组。但如果培养液中缺乏血清 ,HA

的这种促进作用就表现不出来 。究其原因 ,可能是因

为透明质酸与血清中的物质 ,如细胞因子 、胶原蛋白等

相互作用 ,形成对细胞的“正性”作用。而当培养基中

没有血清存在时 , HA发挥其生物学作用的前提条件

没有了 ,它既不能与细胞因子相互作用 ,也不能同纤维

蛋白结合 ,构成分子网络 ,细胞的信号传导和运动就会

受到一定的削弱 。从这一结果 ,我们不难理解为什么

临床上不同部位半月板损伤后 ,其预后结果不同。在

富含 HA的关节滑液腔内 ,受损的半月板内侧缘无血

供区 ,由于缺乏血清的关系 ,其营养和修复能力非常有

限;而半月板外侧缘损伤后能很快自行愈合 ,可能由于

滑液 HA与血清物质能够协同作用 ,从而促进半月板

软骨修复 。
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