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转化人关节软骨细胞的Ⅱ型胶原表型诱导

何清义 ,李起鸿 ,许建中 ,杨　柳　　(第三军医大学附属西南医院骨科 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　用离心管聚集体培养(Aggregate culture)诱导转化人关节细胞的 Ⅱ型胶原。方法　将体外长期培养的第 30、40、
50 代转化软骨细胞消化后进行离心管培养 , 比较细胞在单层培养 、离心管聚集体培养 , 以及在普通培养基 , BAI诱导培养基下[ 2 型

骨形态发生蛋白(BMP-2)+抗坏血酸盐(Ascorbate)+胰岛素(insulin)] , Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅲ型胶原的表达和胞外基质产生情况。 结果　在单层
培养条件下 ,转化软骨细胞只表达Ⅰ型胶原 , 而在 BAI诱导培养基及离心管聚集体培养下转化软骨细胞表达丰富的Ⅱ型胶原和大

量胞外基质。结论　离心管聚集体培养是诱导转化软骨细胞Ⅱ型胶原的有效方式。
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Phenotype induction of type Ⅱ collagen in transformed human articular chondrocytes
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　　Abstract:Objective　To induce type Ⅱ collagen phenotype of transformed human articular chondrocytes with aggregate culture of centrifuge

tube.Methods　The 30th , 40th , 50th passaged transformed chondrocytes maintained for long term in vitro were digested and cultured respectively

in two-dimensional culture and centrifuge tubes.Under the circumstances of two-dimensional culture , aggregate culture , ordinary medium and BAI

induced medium (bone morphogenetic protein 2 + ascorbate +insulin), the expressions of typeⅠ , Ⅱ , Ⅲ collagens and the production of extra-

cellular matrix were compared in above-mentioned cells.Results　In two-dimensional culture and ordinary medium , only type Ⅰ collagen was se-
creted in transformed chondrocytes.Aggregate culture and BAI inducted medium induced rich type Ⅱ collagen and extra-cellular matrix in trans-

formed chondrocytes.Conclusion　Centrifuge tube aggregate culture method can induce the secretion of type Ⅱ collagen of transformed chondro-
cytes.
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　　关节软骨的营养仅来自于关节滑液 ,无血液 、淋巴
循环 ,亦无神经支配 ,损伤后其自身修复能力较差 ,关
节软骨的缺损的修复一直是临床上尚未解决的难题 ,
因为成熟的关节软骨修复能力相当有限 ,直径大于 4

mm者一般不能自行修复。异体软骨移植存在两个致
命的弱点 ,一是无法克服组织相容的问题 ,最终会被受
者排斥而使移植失败;二是异体软骨的来源严重不足;
自体软骨移植虽无免疫排斥反应 ,但自体软骨来源却
极为有限 ,并且还会形成供区的软骨缺损 ,是一种创伤
修复创伤的治疗模式;人工合成替代品植入后易导致
异物反应和感染 。近年来 ,组织工程学的发展为软骨
缺损的完全修复带来了契机[ 1] 。但是 ,种子细胞-关
节软骨细胞在体外培养至第 5代时 ,其特异性标志蛋
白Ⅱ型胶原已经丧失表达。因此 ,不能通过体外大量
扩增种子细胞来满足构建软骨的需要[ 2] 。作者在通过
人乳头瘤病毒 16型 E7基因片段(HPV16E7)转化人关
节软骨细胞使其增殖能力大大提高的基础上 ,通过离
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心管聚集体培养研究其诱导Ⅱ型胶原的表达情况 。

1　材料与方法

1.1　材料来源
　　经HPV16E7 基因转化成功的人关节软骨细胞 、DMEM/F-12
(1∶1)培养基 、Ham F-12培养基及胎牛血清(FBS)均为美国 Hy-

clone 公司产品。 2 型骨形态发生蛋白(BMP-2)、抗坏血酸盐
(Ascorbate)、胰岛素(Insulin)来自于美国 Gibico 公司 , TripureTM

Isolation Reagent购自 Roche 公司 ,一抗鼠抗人 Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅲ型胶原

抗体购自Newmarker公司。二抗(生物素化兔抗鼠 IgG/羊抗鼠
IgG)及 SABC的试剂盒来自于美国 Dako公司。

1.2　细胞培养及诱导
1.2.1　单层二维培养　　转化软骨细胞第 30 、40 、50 代 , 经质
量浓度为 2.0 g/ L的胰酶消化后 , 按 2×104cells/ cm2 接种于铺

有 1.0 cm ×1.0 cm 盖玻片的培养板上。 分别用 DMEM/F-12

(10%FBS)培养液 及 BAI诱导培养液(其中含 BMP-2 30ng/ml ,
ascorbate 25 μg/ml , insulin 100 ng/ ml)进行培养 , 每 2 ～ 3 d 换液 1

次。

1.2.2　离心管聚集体培养　　各取第 30、40、50 代转化软骨细
胞 ,制成细胞悬液后 , 细胞计数 ,分别按 1×107cells/ tube 接种入

15 ml聚苯乙烯离心管 , 1 000 r/min 离心 5 min , 弃上清 , 加入磷
酸缓冲液(PBS)吹打洗涤 2 次 , 1 000 r/ min 离心5 min , 用吸管小

心吸除上清 ,分别加入 DMEM/F-12(10%FBS)培养液 及 BAI 诱

导培养液 ,每个离心管 10 ml ,进行诱导培养 ,每 3 d 换液 1 次。
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1.3　Ⅰ 、Ⅱ、Ⅲ型胶原及胞外基质检测
1.3.1　免疫组化染色　　取上述各代 80%汇合的细胞盖片 ,

PBS 洗涤 , 90%的乙醇固定 10 ～ 12 min , PBS 洗涤 2次 , 分别加入

一抗鼠抗人Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅲ型胶原抗体 , 4 ℃冰箱过夜 , 二抗(生物素

化兔抗鼠 IgG/羊抗鼠 IgG)37 ℃孵育 2 h , 用 SABC 试剂盒及

DAB 显色 ,按说明书上染色步骤操作。

1.3.2　离心管聚集体培养的 HE 及阿尔新蓝染色　　取上述

各代离心管聚集体培养 14 d 的细胞团块 , 4%多聚甲醛固定 , 常

规组织切片 ,HE、阿尔新蓝染色。

1.3.3　单层培养以及离心管聚集体培养后Ⅱ型胶原 RT-PCR

　　TripureTM Isolation Reagent提取单层培养的各代转化软骨细

胞以及经离心管聚集体及 BAI 诱导培养 14 d 的各代细胞团块

的 RNA。

　　Ⅱ 型胶原的引物为 :上游引物 5′AACTGGCAAGCAAG-

GAGACA 3′

　　下游引物 5′AGTTTCAGGTCTCTGCAGGT3′

　　RT-PCR在美国 PE 公司的 PERKIN ELMER 2 000 上进行 , 用

Roche公司的高保真Titan one Tube RT-PCR试剂盒来操作 ,以出

现 621bp 的目的条带为阳性结果。

1.3.4　离心管聚集体 BAI 诱导培养后免疫组化检测　　取上

述各代离心管聚集体培养 14 d 的细胞团块 , 4%多聚甲醛固定 ,

常规组织切片 , Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅲ型胶原免疫组化检测方法同 1.3.1。

2　结果

2.1　单层二维培养的Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅲ型胶原的表达
　　第 30 、40、50代转化软骨细胞不论在普通培养基或 BAI 诱

导培养基条件下均只表达Ⅰ 型胶原 , 见图 1 , Ⅱ 、Ⅲ型胶原表达
阴性。

图 1　二维单层培养的转化软骨细胞在普通培养基或 BAI诱导培

养基条件下均只表达Ⅰ型胶原(※)　(SABC×100)

Fig 1　Positive stained typeⅠ collagen(arrow) in transformed

chondrocytes in normal medium or BAI inducted medium

under two-dimensional monolayer cul ture　(SABC×100)

2.2　离心管聚集体培养的细胞团块的形态观察
　　用普通培养基 DMEM/ F-12 培养 2 周后 , 细胞团块逐渐崩
解 ,无法进行 HE 及阿尔新蓝染色 , 而用 BAI诱导培养基培养 2

周后的各代 转化细胞其细胞团块除有轻度收缩外 , 细胞团块
呈白色半透明状 ,HE 染色发现细胞圆或卵圆形 , 分布均匀 , 细

胞位于陷窝内 ,见图 2。阿尔新蓝染色强阳性 ,显示有大量的胞
外基质合成和分泌 ,见图 3。

图 2　离心管及 BAI诱导培养后,转化软骨细胞团块 HE染色发现细胞圆

或卵圆形 ,分布均匀,细胞位于陷窝内　(HE×100)

Fig 2　Round or olivary transformed chondrocytes bonded in lacunae in uni-
form order after the centrifuge tube and BAI culture　(HE×100)

图 3　离心管及 BAI诱导培养后 ,转化软骨细胞团块阿尔新蓝染色呈强阳
性,显示有大量的胞外基质合成和分泌　(Alcian blue stain ×100)

Fig 3　Massive extracellular matrices with Alcian blue staining produced by

transformed chondrocytes after centrifuge tube and BAI culture　(Al-
cian blue staining×100)

2.3　单层培养以及离心管聚集体 BAI 诱导培养后 Ⅱ
型胶原的表达

　　离心管聚集体 BAI 诱导培养后 , RT-PCR 显示各转化细胞
代次均有621bpⅡ型胶原的 m RNA表达 , 证明经过上述诱导后 ,
Ⅱ型胶原的 m RNA 已经被成功翻译;不论是用 DMEM/F-12
(10%FBS)培养液 或 BAI 诱导培养液 , 单层培养的各代转化软
骨细胞的Ⅱ型胶原 m RNA表达阴性 ,见图 4。

1 , 3 , 5:No collage type Ⅱ in transformed chondrocytes at passage

30 , 40 and 50 with monolayer culture;2 , 4 , 6:Bands of 621 bp
in transformed chondrocytes at passage 30 , 40 and 50 with aggre-
gate culture of centrifuge tube;M:PCR marker(from down to up

237 , 377 , 515 , 695 , and 994 bp)
图 4　单层培养及离心管聚集体诱导培养后后转化软骨细胞Ⅱ型

胶原的 RT-PCR
Fig 4　RT-PCR of collagen type Ⅱ secreted by transformed chondro-

cytes by monolayer culture and aggregate culture of centrifuge

tube induction
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2.4　离心管聚集体 BAI诱导培养后免疫组化情况

　　免疫组化显示 ,细胞团块的Ⅰ 、Ⅲ型胶原染色阴性 ,而Ⅱ型

胶原表达强阳性 ,表明诱导已使Ⅱ型胶原蛋白成功表达 , 从蛋

白质水平证明上述诱导方法完全成功 ,见图 5。

图 5　离心管及 BAI诱导培养后细胞团块Ⅱ型胶原表达强

阳性　(SABC×100)

Fig 5　Strongly positive stained collage type Ⅱ in transformed

chondrocytes after centrifuge tube and BAI culture 　

(SABC×100)

3　讨论

　　软骨细胞在体生理环境就处于三维立体环境中 ,
软骨细胞位于软骨陷窝内 ,四周均为胶原以及蛋白多

糖等胞外基质 ,体外培养必须模拟这一状态
[ 3]
。细胞

与细胞的相互作用以及胞外基质等均可影响软骨细胞

表型的表达 。在成熟的关节软骨中 ,软骨细胞一般处
于静止状态 ,软骨细胞与软骨基质之间保持着动态的

平衡 ,当用酶消化基质打破这种稳态后将启动软骨细
胞的增殖 ,但是体外单层培养很快将使软骨细胞表型

不稳并去分化(Dedifferentiation)
[ 4]
,本实验转化软骨细

胞单层培养时只表达 Ⅰ型胶原 , Ⅱ 、Ⅲ型胶原表达阴

性。这种去分化是可逆的 ,一旦被它们自己新产生的
基质所包绕(Encapsulated)就会重新分化并恢复表

型[ 4] 。Benya 等[ 5]用琼脂悬浮培养的方法可使去分化

的兔软骨细胞重新表达软骨细胞的特有表型-Ⅱ型胶

原 ,表明三维培养能够使表型恢复 ,但对于人软骨细胞
的表型恢复并不适用 。

　　高浓度的种子细胞能够促进细胞与细胞之间的接
触与相互作用 ,并且细胞通过自分泌 、旁分泌的方式分

泌多种细胞生长因子从而影响软骨的增殖 、分化[ 6] 。

本研究的细胞密度较高 ,达 1×10
7
个/管 ,并通过离心

的方法使细胞聚集成团 ,创造了细胞与细胞之间的紧

密接触以及相互作用的环境 ,当细胞分泌基质后 ,转化
软骨细胞随后就被埋于三维基质中 ,从而使细胞与在

体环境较为相似 ,细胞团块的 HE 染色发现细胞圆或

卵圆形 ,分布均匀 ,细胞位于陷窝内 。阿尔新蓝染色呈

强阳性 ,显示有大量的胞外基质合成和分泌。

　　BMP-2为 30 kDa的蛋白质 ,由两个 16-kDa 的亚单
位通过二硫键联结在一起 ,提取的 BMP-2蛋白质异位

注射 7 d后能诱导软骨的形成
[ 7]
。 Iwata

[ 8]
的研究表明

BMP 能够诱导肌肉来源和滑膜来源的细胞向软骨细

胞分化 。BMP-2刺激蛋白多糖显著上升 ,但只有在不

含血清或血清浓度很低的情况下才得以实现[ 9] ,如用
10%胎牛血清可抑制人肋软骨细胞Ⅱ型胶原基因的表

达 ,当去掉血清加入含有胰岛素的替代血清培养基就
能使 Ⅱ型胶原基因表达[ 10] 。小剂量的抗坏血酸盐加
入无血清培养基中能够刺激软骨细胞 4 ～ 5倍的增

殖[ 11] 。上述结果与本研究的实验比较一致 ,BAI诱导
培养液(其中含 BMP-2 , ascorbate , insulin )诱导转化软

骨细胞后 , RT-PCR 显示各转化细胞代次均有 621bpⅡ
型胶原的m RNA表达 ,证明经过上述诱导后 , Ⅱ型胶
原的 mRNA已经被成功翻译 ,免疫组化显示细胞团块

Ⅱ型胶原表达强阳性。总之 ,软骨细胞体外培养增殖
能力较差 ,虽然可通过基因转染的方式使其增殖能力

大大提高 ,但Ⅱ型胶原的表型却不易维持 ,本实验表明
可通过模拟在体三维环境以及各种生长因子的组合使

去分化的转化软骨细胞重新表达Ⅱ型胶原表型。
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