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 摘要! � 目的 � 观察用人胎盘∀型胶原海绵作为兔软骨细胞体外三维培养支架时, 软骨细胞形态

学特征和功能及该支架的吸附性和组织相容性。方法 � 将新生兔原代和传代软骨细胞接种于人胎盘 ∀
型胶原海绵进行体外培养,用光镜和扫描电镜观察细胞形态和结构及支架的吸附性和组织相容性,用免

疫组化观察细胞#型胶原合成。结果 � 以胶原海绵作为支架的传代软骨细胞能维持其形态学特征及细

胞功能,该支架有较好的吸附性和组织相容性。结论 � 人胎盘∀ 型胶原海绵可作为软骨细胞体外三维
培养较好的支架材料。
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 Abstract! � Objective� To observe the morphology and function of chondrocytes seeded into type I col�

lagen sponge of human placenta and to find the sponge∃ s adsorption to chondrocytes and it∃ s biocompatibility
Methods� P rimary and passage chondrocytes of new ly bo rn r abbits were cultur ed after they w ere seeded into

t ype I collagen sponge of human placenta. The morpho logy and structure of chondrocy tes cells, as well as

sponge∃ s adsorption and it∃ s biocompatibilit y w ere observed by using light microscope and scanning electron

microscope. The synthesis o f collagen of type # w as studied by using immunohistochemical method. Results �
Passage chondrocytes seeded into t he sponge maintained the morpholog y characteristic and cells functions. The

sponge had excellent adsorption and biocompatibility. Conclusion � T he type I collag en sponge of human pla�
centa can be used as t he scaffolds in the three�dimensions culture of chondrocy tes.
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� � 软骨细胞三维培养在软骨组织工程中很重要, 而三维培

养的支架选择是关键[ 1]。由人胎盘∀型胶原加工而成的胶原

海绵, 既往主要用于创面止血, 鲜有报道作为细胞培养的支

架。本实验将其作为兔软骨细胞体外培养的三维支架, 进行

了系统的实验研究。现将结果报道如下。

1 � 材料和方法

1�1 � 主要试剂和仪器 � 人胎盘∀型胶原海绵(上海其胜生物

制剂实业公司) , DMEM( Gibico公司) , #型胶原酶 ( Sigma公

司) , #型胶原单抗 ( Neomarkers 公司) , ABC 试剂盒 (华美公

司) , 倒置显微镜( Olympus 公司) , 电镜( Philips 公司)。

1�2 � 软骨细胞悬液的制备 � 取 2 日龄新生新西兰大白兔 4

只,无菌操作下切取双下肢膝关节软骨, 切成 0� 1cm % 0�1cm

% 0�1cm 碎片,用 PBS 冲洗,将软骨碎片置于有 Hanks 液培养

瓶中,加入 0�25% #型胶原酶, 于 37 & 恒温水浴 7~ 12 小时,

收集细胞制成原代软骨细胞悬液, 将软骨细胞悬液制成 1 %
106 个细胞/ mm3 浓度备用。

1�3 � 实验分组

1�3� 1� 无支架单层细胞培养组( A 组) � 将原代软骨细胞悬

液加入含 20%小牛血清的 DMEM 培养瓶中,在 5% CO2 孵育

箱中 37& 恒温培养,隔日换液, 细胞 80%融合时进行传代, 培

养至第 3 周。

1�3� 2� 有支架的原代细胞培养组 ( B 组) � 将原代软骨细胞

悬液加入有胶原海绵的 96 孔板中,在 5% CO2 孵育箱中 37 &

恒温培养, 隔日换液至第 3 周。

1�3� 3� 有支架的传代细胞培养组 ( C 组) � 将 A 组传代软骨

细胞悬液制成 1% 106 个/ mm3 浓度,加入有胶原海绵的 96 孔

板中, 5% CO2 孵育箱中 37 & 恒温培养,隔日换液至第 3 周。

1�4 � 形态学观察

1�4� 1� 倒置显微镜和 HE 染色观察 � 将各组标本在不同时
间点用倒置显微镜观察培养细胞的形态、生长及分化等现象,
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并对部分标本进行苏木素伊红( HE)染色观察。

1�4�2 � 免疫组化染色观察 � 将 A 组软骨细胞和 C 组的软骨

细胞 ∋ 海绵复合体用 4% 多聚甲醛 ( 4 & )固定后, 经 PBS 水

合,用 ABC法进行免疫组化染色观察。先加入 1(50 鼠抗人
#型胶原单抗, 37& 孵育 2 小时,再用 1(50 抗鼠 IgG 作为二

抗, 37 & 孵育 30分钟, 然后加入 1(50A 和 B 液混合液 30 分

钟, DAB 显色,然后脱水, 透明,封片观察。

1�4�3 � 扫描电镜观察 � 将 C 组 3 周的软骨细胞 ∋ 海绵复合
体标本, 用 Hanks液小心洗涤后,行 2% 戊二醛固定和 1%锇

酸( 4 & )后固定, 乙醇梯度脱水, 临界点干燥, 离子溅射仪喷

金,扫描电镜观察。

2 � 结果
2�1 � 倒置显微镜和 HE 染色观察结果 � A 组: 软骨细胞培养

24 小时大部分贴壁生长,呈圆形 ,折光性好, 3~ 4 天后细胞逐

渐变成梭形, 1 周大部分细胞融合, 予传代。第二、三代细胞

传代后均逐渐增殖,细胞大多数为梭形。HE 染色示: 细胞胞

浆和细胞外基质浓染,并见核分裂相 (图 1)。B 组: 原代软骨

细胞接种到支架上, 24 小时细胞很少吸附于支架上, 48 小时

细胞折光性下降,胞体固缩(图 2) , 1 周时细胞无增殖, 细胞稀

少, 10 天时仅见支架存在。C 组: 传代软骨细胞接种到支架

上, 24 小时细胞较均匀分布于支架内, 1 周时细胞大量增殖,

并分泌基质, 3 周时外形仍维持在圆形,软骨细胞分布于支架

网孔中和网壁上,细胞分泌基质,将细胞与海绵融合成一片,

软骨细胞周围有透亮陷窝(图 3) ;海绵支架 1 周后开始松散,

3 周逐渐成小碎片。HE 染色示细胞呈圆形, 胞浆和细胞外基

质浓染。

2�2 � 免疫组化染色观察 � A 组软骨细胞经抗#型胶原单抗

免疫组化染色显示胞浆和细胞外基质有阳性反应。C 组软骨

细胞 ∋ 海绵复合体经抗#型胶原单抗免疫组化染色也显示胞

浆和细胞外基质阳性反应(图 4)。

2�3 � 扫描电镜观察 � C 组在胶原海绵支架上生长的传代软

骨细胞在 1200 倍镜下示软骨细胞似葡萄样吸附于支架网孔

和网壁(图 5) , 在 5000 倍时见圆形的细胞表面均匀分布丰富

的绒毛突起(图 6)。

3 � 讨论
3�1 � 胶原海绵作为软骨细胞培养支架的可行性 � 原胶海绵

由三维螺旋结构的胶原蛋白组成。胶原蛋白是细胞外基质的

组成部分,是细胞代谢的场所和细胞附着的基本框架。胶原

海绵孔径在 25 ~ 100�m。Sittinger 等[ 2] 认为孔径在 50 ~

100�m 的三维支架最佳, 所以此胶原海绵可吸附较多的软骨细

胞。胶原海绵具有较好的亲水性,无细胞毒性,无免疫原性,无

热原反应,不溶血[ 3, 4]。本研究结果显示传代软骨细胞能够在

该支架上生长,故以其作为软骨细胞培养支架是可行的。

3�2 � 胶原海绵支架对种子细胞的要求 � 在三维支架上 ,细胞

的吸附与单层培养时细胞的贴壁一样重要,只有很好地吸附,

细胞才能继续生长增殖。原代软骨细胞由于其吸附能力差,

因此接种后不能吸附生长,在 1 周内逐渐减少, 消失。而传代

软骨细胞吸附能力好,在 3 周仍能生长增殖, 因此传代软骨细

胞可作为种子细胞。但种子细胞可能发生去分化。Sailor

等[ 5]发现在软骨细胞培养中加入 BMP�2 能促进 #型胶原基

因表达进而促进#型胶原合成; Buschmann 等[ 6]实验证实: 静

压力明显抑制基质合成, 而一定的动压力刺激基质合成, 因此

细胞因子和力学环境在抑制细胞去分化中有重要的作用, 这

为解决种子细胞去分化问题提供了一个途径。

3�3 � 胶原海绵支架上软骨细胞形态学特征和功能 � 在 A 组

软骨细胞培养后细胞形态由圆形变成梭形似成纤维细胞,这是

由于软骨细胞贴壁生长后, 出现)返祖∗现象, 反映软骨细胞的

中胚层来源, 因而外形似成纤维细胞。细胞在 1 周内如不进行

传代培养, 增殖的细胞将因无空间支架,营养物质不能进入,代

谢产物不能排泄,细胞死亡。C 组在胶原海绵支架上生长的传

代软骨细胞在 3 周内不但一直维持原代软骨细胞的圆形,而且

细胞大量增殖,基质合成增加。这是由于细胞在胶原海绵里悬

浮培养,流体剪力作用有助于软骨细胞重新获得它们的圆形状

态[ 7] ,而且胶原海绵有促进软骨细胞增殖和胶原合成作用[ 8]。

软骨细胞分泌#、+ 、,胶原,其中#型胶原是软骨细胞特异

合成分泌的基质, 3 周时胶原海绵 ∋ 软骨细胞复合体免疫组化
染色显示阳性反应,说明胶原海绵支架上的软骨细胞能维持软

骨细胞的功能。

3�4 � 胶原海绵作为软骨细胞培养支架的特点 � 在海绵支架

中培养 3 周的软骨细胞周围出现软骨陷窝, 细胞与海绵融为

一体, 这是由于 3 周时支架逐渐降解,而软骨细胞分泌的基质

逐渐伸入到支架空间中,由此可见胶原海绵有较好的组织相

容性。从扫描电镜观察到软骨细胞吸附于支架网孔和网壁,

这是支架较好吸附性的体现, 其结构基础是软骨细胞表面的

绒毛结构和海绵本身的絮状结构。

3�5 � 胶原海绵支架存在的不足 � 本研究中, 胶原海绵在细胞

培养 3 周后逐渐变成片状, 因此力学性能下降。现有学者将

胶原海绵通过化学修饰处理使其强度增强,以弥补其不足。

(本文图 1~ 6 见插页 1)
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