
原发性聚集性增高为主 ,所形成的血小板容易解聚。

　　脑缺血患者血小板聚集功能增强 ,本实验证实脑

干缺血时血小板聚集功能亦加强 ,这为临床应用抗血

小板聚集药物防治脑血栓形成具有现实意义。

　　关键词　脑缺血 ;脑干 ;血小板 ;聚集功能

　　中图法分类号　 R743. 31
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人胚腱细胞体外培养及其生长特性观察

In vitro culture of human embryo tenocytes and its growth characteristics

康庆林 　蒋祖言　 王爱民　 冀振亮  　　 (第三军医大学附属大坪医院骨科 )重庆 , 400042

　　提　要　目的: 建立肌腱生物学研究的体外模型。方法:贴块培养人胚腱细胞 ,观察原代及传代腱细胞生

长、形态及遗传学特征 ,用 Vimentin及 Fn免疫组化法鉴定腱细胞。结果: 腱细胞生长汇合后呈平行致密排列

并表现为接触抑制 ,传至 16代仍保持稳定的遗传特征 ,原代腱细胞 Vimentin阳性而 Fn呈阴性反应。结论:培

养的人胚腱细胞为研制新型人工肌腱提供了实验生物材料。

　　如何最大限度激发由腱细胞参与肌腱愈合是解决

肌腱粘连的关键。体外培养是研究腱细胞生理生化特

征的重要手段 ,国外早在 70年代就用酶解离法分离培

养了鸡胚腱细胞
[ 1]
,但有关人腱细胞培养一直少有报

告 ,我们成功地用贴块法培养了人胚腱细胞 ,并观察了

其生长特征。

1　材料与方法

1. 1　原代细胞培养
　　无菌条件下切断引产胎儿鞘内屈指肌腱 ,将其从鞘内快速

抽出 , D-Hanks液漂洗 3次 , 0. 25%胰蛋白酶+ 0. 1%胶原酶混

合消化整段肌腱 40 min, D-Hanks液再次漂洗后 ,眼科剪将肌

腱段剪至 1 mm3大小碎块 ,用吸管将腱块均匀接种于培养瓶 ,行

贴块培养 ,培养条件为 5% CO2、 95%空气、饱合湿度、 37℃。培养

基用 DMEM。

1. 2　细胞传代培养
　　原代细胞生长融合成单层后 ,进行传代 [2]。

1. 3　生长曲线及分裂指数曲线绘制
　　取第 3代细胞 ,按鄂征 [2]方法绘制细胞生长曲线及分裂指

数曲线。

1. 4　细胞遗传学检测
　　取原代、 7代及 16代细胞 ,按鄂征 [2]方法检测染色体众数。

1. 5　细胞免疫组化染色
　　取长有原代腱细胞的小玻片 ,进行 Vimentin和 Fn免疫组

化染色 ( ABC法 )。

1. 6　细胞形态学观察
　　倒置显微镜下观察细胞生长及形态学特征 ,透射电镜观察

细胞超微结构。

2　结果

2. 1　原代细胞培养
　　组织块置入第 4天 ,倒置镜下见 ,其周边即有腱细胞呈放射

状迁移萌出 ,方向与组织块边缘垂直 ,常很快脱离腱块 ,向远处
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生长 ,见图 1。

图 1　腱细胞从肌腱块周边长出　 (× 200)

2. 2　细胞传代培养
　　腱细胞经消化后 , 1～ 3 min收缩变圆脱离瓶底 ,接种另瓶

后 5 h陆续贴壁 ,先一端延展 ,变为不规则的椭圆形 ,随即两端

逐渐形成细而长的突起 ,在 10%小牛血清的 DM EM中 , 6～ 7 d

长满瓶底。细胞具有接触抑制特性 ,长成单层腱细胞呈平行致

密排列。

2. 3　细胞生长曲线及分裂指数曲线
　　细胞生长倍增时间为 4 d,第 5天生长达到高峰。第 4天时细

胞分裂也最旺盛 ,接近融合时 ,细胞数虽然很大 ,分裂相反而降

低 ,见图 2。

图 2　第 3代腱细胞生长及分裂指数曲线

2. 4　细胞遗传学检测
　　分别计数 100个原代、第 7、 16代腱细胞的染色体数 ,众数 2n

= 46者分别占检测细胞 95%以上 ,说明腱细胞遗传性状稳定。

2. 5　细胞免疫组化
　　原代腱细胞 Vimentin染色呈阳性 ,而 Fn阴性。

2. 6　细胞形态学观察
　　光镜下见细胞多呈梭形或三角形 ,两极突起长 ,细胞间相

互突触成网 ,胞质均质透亮 ,核圆居细胞中央 ,其内 1～ 3个核

仁 ,见图 3。

　　透镜电镜下见细胞表面有伪足样突起 ,胞核不规则 ,核膜

有较深切迹 ,核仁明显 ,胞内分泌小泡较多 ,细胞器不丰富。

图 3　传代肌腱细胞呈梭形 ,单核 ,核仁明显　 (× 200)

3　讨论

　　应用培养的细胞复合载体再造人工器官是修复重

建外科的新热点。本实验培养的人胚腱细胞呈长梭形

贴壁生长 ,长成单层后平行排列 ,表明腱细胞在体外仍

保留其在体内的某些特性 ,从而为研制新型人工肌腱

提供了理想生物材料。

　　在肌腱组织中 ,只有腱细胞和滑膜细胞两种成分 ,

因而鉴定腱细胞关键是如何区分两者 ,一般认为 ,两者

缺乏特异抗原标记物。Tsuzaki
[3 ]发现鸡胚腱细胞分泌

很少纤维连接素 ( Fn) ,滑膜细胞分泌大量 Fn。本实验

采用快速抽取及复合酶短时消化肌腱段 ,保证了腱细

胞来源纯洁。原代细胞 Fn阴性而 Vimentin阳性 ,电

镜观察与文献报告腱细胞超 微结构吻合 ,三方面结

合 ,证实培养是成功的。

　　贴块法培养腱细胞应注意:①供体胎龄以 15～ 22

周为宜 ,过小取材困难 ,过大肌腱不易剪碎 ;② DM EM

培养基更适合腱细胞生长 ;③原代细胞需添加 10%胎

儿血清及 10%小牛血清 ,传代培养只需 10%小牛血清。

　　关键词　细胞培养 ;肌腱 ;人 ;胚胎

　　中图法分类号　 R686. 1
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