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关节软骨组织工程种子细胞的优化获取

戴　刚 ,李起鸿 ,周　强 ,杨　柳 ,唐康来　　(第三军医大学附属西南医院骨科 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　优化关节软骨组织工程种子细胞的体外获取方法。方法　分析不同代次体外单层培养幼兔关节软骨细胞接
种密度与相对接种存活率的关系 ,并观察其细胞生长状况 、形态特征及分化功能。结果　相同培养条件下 , 体外单层培养关节软骨

细胞的相对接种存活率和生长活性与其接种密度呈正相关;同一代次适宜密度[(2 ～ 3)×104 cm2] 接种者的相对接种存活率和生长
活性同高密度[ (4 ～ 5)×104 cm2] 接种者相近;传代培养(第 2～ 4 代)细胞的相对接种存活率和生长活性相对高于原代培养者。 结

论　在相同培养条件下及一定传代次数内 ,适宜密度接种进行关节软骨细胞单层传代培养 , 可获取数量多 、活性高的关节软骨组
织工程种子细胞。
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Optimal accumulation of seeding cells for articular cartilage tissue engineering
DAI Gang , LI Qi-hong , ZHOU Qiang , YANG Liu , TANG Kang-lai (Department of Orthopaedics , Southwest Hospital , Thi rd Military Medical University ,

Chongqing 400038, China))

　　Abstract:Objective　 To optimize the accumulation method of seeding cells for articular cartilage tissue engineering.Methods　Relation be-

tween the plating density and the plating efficiency of young rabbit articular cartilage cells at different passages in monolayer culture were analyzed ,
and the growth status , morphologic features , and differentiation properties of those cells were observed.Results　 Under the same circumstances ,

the plating efficiency , the growth activity of primary and passage articular cartilage cells in monolayer culture significantly related to the plating

density(The larger the density was , the higher plating efficiency and activity of the cells were).The plating efficiency and growth activity of the cells

at the appropriate plating density(2 ～ 3×104 cells cm2)was close to those in the high plating density , and the plating efficiency and grouth activity
of cell in passage culture(passages Ⅱ ～ Ⅳ)were higher than those of primary cells.Conclusions　After the division and proliferation of articular

cartilage cells in monolayer culture at the appropiate plating density , a large number of seeding cells with high growth activity can be obtained for ar-

ticular cartilage tissue engineering.
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　　种子细胞(Seeding cell)是组织工程的基本要素之
一。如何在适宜的体外消化分离和单层培养条件下 ,
充分利用培养软骨细胞的生物学特性 ,在其有限的分
裂增殖时限内 ,获取数量多 、活性高 、分化功能良好的
种子细胞 ,是目前关节软骨组织工程制备技术中的重

要问题之一
[ 1, 2]
。通过分析不同代次体外单层培养幼

兔关节软骨细胞接种密度与相对接种存活率的关系 ,
并观察其细胞生长状况 、形态学特征及分化功能 ,为关
节软骨组织工程种子细胞的优化获取提供了一种行之

有效的方法。

1　材料与方法

1.1　兔关节软骨细胞分离消化与单层培养
　　按魏西秦[ 3]方法 , 无菌条件下切取 4～ 6 周龄健康日本大
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耳白兔关节软骨 , 并将其切成 1 mm3大小的碎块。依次加入
0.05%透明质酸酶溶液 、 0.20%胰蛋白酶溶液及0.20% Ⅱ型胶
原酶溶液消化 ,用 300 目滤网过滤收获软骨细胞 , 经细胞计数
(台盼蓝染色细胞活度>90%)后 , 按(2 ～ 3)×104 cm2接种于含

常规原代细胞培养液(Hams-F12 +DMEM +10%胎牛血清 +

0.1%青 、链霉素)培养瓶内 ,置 37 ℃、5% CO2培养箱内孵育。

　　细胞形成单层后 , 加入 0.25%胰蛋白酶消化 , 镜下观察细
胞变圆 、部分游离后 , 终止消化;收获细胞经计数(台盼蓝染色

细胞活度>90%)后 , 以(2 ～ 3)×104 cm2接种于含常规传代细

胞培养液(DMEM +10%胎牛血清+0.1%青 、链霉素)培养瓶
内 ,置 37 ℃、5% CO2培养箱内孵育。每日在倒置显微镜下观察

细胞生长状况和形态变化。

1.2　不同代次及不同接种密度单层培养关节软骨细

胞生长活性检测
1.2.1　实验步骤　　将原代及第 2、4 代单层培养软骨细胞以
0.5 、1、2 、3、4、5×104 cm2密度梯度稀释 , 分别于 24 孔板及含盖

玻片 6孔板中接种培养。
1.2.2　检测指标　　①相对接种存活率(贴壁伸展细胞数 接

种细胞数×100%)检测[4] ;②细胞生长状况及形态变化:倒置
显微镜观察[ 4] ;③细胞病理学观察:采用 HE 、VG 和甲苯胺蓝染

色[ 5] , 光镜下观察。

1.3　统计学方法
　　结果以 x±s 表示 ,应用 SPSS 医用统计软件包进行数据统
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计学处理。采用 ANOVA 方差分析并行方差齐性检验;采用直

线回归与相关分析 ,结果以直线回归方程表示 ,并计算 r 值和P

值。

2　结果

2.1　不同代次及不同接种密度单层培养关节软骨细
胞的相对接种活性

　　同一代次单层培养关节软骨细胞的相对接种存活率 ,在一
定范围内 ,与其接种密度的大小呈正相关 , 中等密度接种者[ (2
～ 3)×104 cm2] 高于低密度接种者[ (0.5 ～ 1)×104 cm2 , P <
0.01] , 而与高密度接种者[(4 ～ 5)×104 cm2] 无统计学差异
(P>0.05),见图 1;相同接种密度不同代次单层培养关节软骨
细胞的相对接种存活率 ,第 2 、4 代者均高于原代者(P<0.01),
而第 2代者与第 4 代者之间无统计学差异(P>0.05), 见表 1。

图 1　不同代次培养软骨细胞接种密度与其相对接种存活率的关系曲线

Fig 1　The correlation of plating density with plating efficiency of different

passage articular cartilage cell s in monolayer culture

表 1　不同代次培养软骨细胞接种密度与其相对接种存活率回归

与相关分析

Tab 1　The analysis of the regression and correlation of plating densi ty

with plating efficiency of different passage articular cartilage cells

in monolayer cul ture

Passages Linear regression r P

Primary Y=3.6724X+69.00 0.905 <0.01

Passage Ⅱ Y=3.6260X+77.33 0.954 <0.01

Passage Ⅳ Y=4.6085X+76.17 0.891 <0.01

X:Plating density(×104 cm2);Y:Plating effi ciency [ ( x ±s)%]

2.2　同代次适宜接种密度单层培养关节软骨细胞生

长活性观察
2.2.1　倒置显微镜动态观察　　适宜接种密度[(2～ 3)×104 

cm2]原代培养兔关节软骨细胞于24～ 36 h 内弥散贴壁 、大部分

伸展 ,可见部分漂浮细胞;48 h大部分细胞向外伸突呈多角形 ,

部分细胞呈椭圆形 ,相互连接形如网状;经过大约 20 h 潜伏期

后 ,培养细胞在 2～ 3 d 内分裂增殖并相互融合形成单层 , 增殖

细胞呈多角形或椭圆形见图 2A。 第 2 代和第 4 代培养细胞悬

浮 、贴壁 、伸展 、伸突所占时间较短 , 约 6 ～ 24 h , 漂浮细胞较原

代培养明显减少;经 12 ～ 18 h 潜伏期后 , 细胞形态随传代次数

增加而由多角形或椭圆形逐渐变成短梭形或梭形 , 细胞体积逐

渐增大见图 2B。

2.2.2　细胞病理学观察　　适宜接种密度原代和第 2、4 代单

层培养关节软骨细胞和基质胶原 VG染色呈深红色见图 2C 、D ,

S-GAG 甲苯胺蓝染色呈蓝紫色见图 2E、F;传代培养细胞两种特

殊染色强于原代培养细胞。

A、C 、E:Primary cells[ A(HE×200);C(VG×400);E(Toluene blue ×400)] ;B 、D、E:Passage Ⅳ cells [ B(HE×200);D(VG×400);F

(Toluene blue×400)]

图 2　适宜密度接种单层培养关节软骨细胞

Fig 2　Articular cartilage cells in monolayer cul ture of appropriate plating density

3　讨论

　　如何利用少量软骨组织 ,在适宜的体外消化分离
和单层培养条件下 ,在其有限的分裂增殖时限内 ,获取

数量多 、活性高 、分化功能良好的种子细胞 ,是目前关
节软骨组织工程制备技术中的重要问题之一

[ 1 ,2]
。研

究表明 ,关节软骨的细胞成份单一 ,不含神经和血管基
质 ,经体外酶消化分离 , 即可得到高纯度的软骨细
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胞
[ 3 ,6]
。然而培养软骨细胞依赖邻近同源细胞释放的

自分泌信号分子而在体外存活 。高密度单层培养软骨
细胞能够在无其他类型细胞 、血清 、异种蛋白或信号分
子的条件下存活数周时间;而低密度单层培养软骨细
胞则在同样条件下短期内出现凋亡

[ 7 , 8]
。此外培养软

骨细胞的分裂增殖能力有限 ,经体外培养一定时间 、增
殖达到一定数量后 ,培养细胞出现明显老化而进入不
分裂状态

[ 7 , 8]
。因此 ,同一来源软骨细胞 ,在相同培养

条件下 ,可由于细胞接种密度及传代次数不同 ,而使培
养软骨细胞的分裂增殖 、形态变化及分化功能状态完
全不同

[ 7 ～ 9]
。

　　不同代次及不同接种密度体外单层培养关节软骨
细胞相对接种活性的分析结果表明:①同一代次培养
细胞的相对接种存活率 ,在一定范围内与其接种密度
密切相关 。其接种密度越大 ,相对接种存活率越高;②
同一代次适宜密度[(2 ～ 3)×10

4
 cm

2
]接种者 ,其相对

接种存活率高于低密度[(0.5 ～ 1)×10
4
 cm

2
] 接种者

(P <0.01),而与高密度[(4 ～ 5)×10
4
 cm

2
] 接种者相

近(P>0.05);③相同接种密度不同代次培养细胞的
相对接种存活率 , 第 2 、4 代者均高于原代者(P <
0.01),而第 2代者与第4代者之间无统计学差异(P>
0.05),即一定范围内传代培养关节软骨细胞的接种活
性相对高于原代培养者。上述结果为关节软骨组织工
程种植细胞体外扩增培养时接种密度与传代次数的选

择提供了实验依据。
　　体外单层培养关节软骨细胞生长过程 、形态变化
及分化功能的观察结果表明 ,不同代次适宜密度[(2 ～
3)×10

4
 cm

2
]接种单层培养的关节软骨细胞 ,早期均

呈弥散性均匀贴壁伸展 ,形如网状 ,拥有较大的增殖空
间(与高密度接种者比较),通过其不断繁殖 ,逐渐充填

“网眼” ,并相互融合形成单层 。细胞病理学观察证实 ,
其融合形成单层的培养细胞 ,形态相近 ,分布均匀 ,并
可分泌基质胶原和蛋白多糖。以此可获得数量多 、活
性高 、分化功能良好的关节软骨组织工程所需的种子
细胞 。比较适宜接种密度对传代培养关节软骨细胞有
促增殖作用的效能。
　　研究表明 ,许多多肽生长因子及某些化学药物对
体外培养关节软骨细胞的分裂增殖具有明显地促进作
用
[ 1]
。选择既能显著促进培养软骨细胞分裂增殖 ,又

可防止其退变和凋亡的相关生物因子 ,对关节软骨组
织工程种子细胞的体外快速与高效获取具有重要意

义。其相关研究有待进一步完成。
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　　(上接 128页)
动脉有吻合。脊髓的动脉血供有 3 个主要来源 , 脊髓前动脉 、
脊髓后动脉以及根动脉 , 其中胸段的根动脉来自于肋间动
脉[ 1 , 2] 。脊髓的静脉回流经根前及根后静引流至椎静脉丛。 椎
静脉丛向上与延髓静脉相通 ,在胸段与胸腔内奇静脉及上腔静
脉相通 ,从而又与肺静脉有联系。这些特点表示肺部的血管网
与脊髓血管网有联系 ,成为肺癌脊髓转移的解剖基础。
　　肺为活动性器官 , 呼吸 、咳嗽等因素可使胸腔内压力发生
剧烈变化。椎静脉丛内的压力很低 , 没有瓣膜 , 其血流方向不
定 ,常受胸腔压力的变动而改变 , 支气管动脉在肺门处形成广
泛的交通网 ,因而肺癌细胞在胸腔内压力剧烈变化情况下脱落
入血经通过肋间-支气管动脉干 , 或椎静脉丛 , 到达脊髓或椎
体 ,锚着于脊髓 、椎体微血管床而发生转移。
　　Bobek[ 3]报告有的肺癌患者在肺癌确诊前仅诉颈部疼痛而
无肺部表现 。还有的患者则表现为四肢肌肉萎缩 , 或无力 , 似
运动神经元疾病[ 4] 。我们临床观察统计的病人 ,其首发临床症
状为腰痛 , 双下肢麻木 、无力 , 或大小便障碍等脊髓压迫症状 ,

在院外多被诊断为腰肌劳损 ,或腰椎间盘突出症 ,或脊髓病变。
　　本组病例误诊的主要原因是:①呼吸道症状缺乏 , 无咳嗽 ,
咳血及胸痛症状 ,无胸闷 、气急;②体格检查无喘鸣 , 局部淋巴
结肿大不明显;③以下肢损伤症状为主 , 因而常首先考虑脊髓

或腰椎病变。
　　因此 ,对有长期吸烟史的中老年人 ,出现双下肢无力 、感觉
障碍及大小便功能障碍时 , 皆要进一步详细检查 , 常规行胸部
X光片检查 , 有条件的可行胸部 CT检查 ,或支气管镜检查 , 以
明确肺部情况 ,排除肺癌脊髓转移。临床上 , 肺癌的转移病变
是多种多样的。因而在临床工作中 ,我们除注意肺癌脑部转移
外 ,还要注意脊髓的转移 , 防止出现误诊 、漏诊。
　　关键词:肺癌;脊髓;转移
　　中图法分类号:R73-37;R734.2　　　文献标识码:B
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