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� � 摘要 � 目的:研究兔关节软骨细胞与海藻酸钠复合体外培养的生物学特性及中药黄芪对其的影响。

方法:取 5 个月龄兔膝关节软骨分离成软骨细胞悬液分组培养, A组只用培养液培养, B 组用含 2%黄芪

注射液的培养液培养。分别于第 2、4、6、8周进行细胞组织形态学、糖胺多糖( GAG )含量的测定及 型
胶原蛋白表达的观察。结果: ! 两组于第 4~ 6 周体外培养的软骨细胞合成糖胺多糖的能力及 型胶原

蛋白的表达均达高峰, 6 周后逐渐下降; ∀ B组软骨细胞合成糖胺多糖及 型胶原蛋白的能力均比同期
A 组增强,具有显著统计学意义( P < 0� 05)。结论: 软骨细胞与海藻酸钠复合培养,可保持软骨细胞的

表型,用其构建组织工程化软骨是可行的。黄芪有促进软骨细胞合成 型胶原和 GAG 的作用。
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Abstract Objective:To study the biolog ical character istics of rabbit articular chondro cyte and Alg inate�s
complex cultur ed in v itro and evaluate t he effects of Chinese herbal Astr ag alus membranaceus on them. Meth�

ods: Rabbits knee articular chondrocytes were isolated and divided into tw o groupes. Group A w as cultur ed

w ith culture medium and Group B wit h cultur e medium which contain 2% Astragalus membranaceus injec�

tion. M orphological features, the expression of glycosaminoglycan and co llagen  were observ ed respect ively.

Results: ! In both groups the expr ession of collagen  and gly cosaninog lycan r eached the highest level fr om

t he fourth week to six th w eek and decreased after the six th w eek. ∀ I n Group B the expression of collagen  
and glycosaninogly can w ere signifcantly str onger than that of Group A. Conclusion: The compound culture of

chondrocytes and Alginate can maintain t he stable phenotype of chondrocytes. T he Chinese herbal Astragalus

membranaceus can promote the expression of collag en  and glycosaninoglycan significantly.
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� � 在体外培养的软骨组织工程细胞实验中, 已证

明多种细胞因子、激素、调节剂、药物等对软骨细胞

的生物合成有影响。黄芪是一种补气药,具有多种

药理作用,可促进细胞代谢, 使细胞生长旺盛。有学

者从不同角度研究过黄芪对软骨细胞的作用, 但至

今尚未取得一致意见[ 1, 2]。本实验通过对兔离体软

骨细胞的培养进行研究, 观察其生物学特性及中药

黄芪对其的影响,为临床应用奠定一定的理论基础。

1 � 材料与方法

1�1 � 实验仪器与试剂 � CO2 培养箱( BB�5060 型) ,

洁净工作台( BCM�1000型) , 电子天秤( AE240 型) ,

紫外可见分光光度计( 6010型)。黄芪注射液(成都

地奥九泓制药厂, 批号: 0011179)、DM EM 培养基、

F12培养基( Gibco公司)、链菌蛋白酶、 型胶原酶、

海藻酸钠 ( Sigma 公司)、阿新兰 ( Schmid Gmbh 公

司)、 型胶原蛋白免疫组化试剂盒(武汉博士德生

物工程有限公司) , Hanks液(自配)。

1�2 � 软骨细胞的分离、制备 � 选取 5个月龄的新西

兰兔 5只处死。在无菌条件下切取双侧膝关节。取

股骨、胫骨关节面的关节软骨后用 Hanks液冲洗。

软骨重量称重后按 12 ml/ g软骨加入链菌蛋白酶,消

化 1�5 h( 37 # 温箱) , 600 r/ min, 离心 5次,弃去上
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清液,加入  型胶原酶( 12 ml/ g 软骨, 放入 37 # 孵

箱过夜)。离心后, 弃去上清液, 过筛网,加基础培养

液定容, 用细胞计数板计算溶液中细胞浓度。离心

( 1 200 r/ min)弃去上清液,按每毫升 4 ∃ 106个细胞

加入 1�2%海藻酸钠溶液, 混匀后制成 20 �l海藻酸

钠软骨细胞盘( 8 ∃ 104个细胞/盘)。

1�3 � 分组培养、传代 � 在 24孔培养板每孔放入1 m l

培养液,每孔放入 1个盘,共培养 80个盘, 分为 A、B

两组, 每组 40个盘, A 组用 10%的小牛血清 DMEM

培养; B组每孔中加入 0�01 ml黄芪注射液配制成含

2%黄芪的培养液进行培养。两组均放入 37 # 、5%

CO2 培养箱中培养。分别于第 2、4、6、8 周各取出

10个海藻酸钠软骨细胞盘进行细胞形态学观察, 糖

胺多糖( GAG)测定、SABC双标免疫组化染色方法检

测 型胶原蛋白的表达。

1�4 � 检测项目及方法
1�4�1 � 细胞形态学观察 � 将两组海藻酸钠软骨细

胞盘培养到第 2、4、6、8周,取出后, 以常规方法制备

石蜡切片 HE染色, 观察细胞形态学。

1�4�2 � GAG 含量的测定 � 采用阿尔新兰分光光度
法测定培养软骨细胞盘的硫酸化 GAG的含量。

1�4�3 �  型胶原蛋白的检测及免疫组化结果判定
� 采用 SABC双标免疫组化染色方法检测  型胶原

蛋白的表达。 型胶原蛋白的阳性表达均为棕红色

分布于软骨细胞周围。( - )表示切片中无阳性细

胞; ( + )表示切片中为浅红色; ( + + )表示切片中为

桔红色; ( + + + )表示切片中为红褐色。同时阴性

对照组: 不加 %抗, 其他过程同正常程序, 结果全为

阴性。

1�5 � 统计学方法 � GAG的测定结果采用成组设计

定量资料的 t 检验。P < 0�05 为差异有显著性意

义。

2 � 结果

2�1 � 组织形态学H E染色结果 � A 组: 0周时, 软骨

细胞为小圆形,胞浆透亮、核居中、核仁不清晰。从

第 2、4、6周可以看到在体外培养状态下, 软骨细胞

的体积逐渐增大, 核增大, 核仁明显, 同源细胞群增

多,胞浆中空泡逐渐增多, 软骨周围淡蓝色基质范围

在逐渐增大。8周之后, 软骨细胞明显出现退化现

象,胞浆异常增大, 且空泡明显增大,核浓缩变小, 核

仁不清晰。B组:第 2 周时, 细胞形态较 A组同期规

整,数目略多, 周围基质范围有所增加, 第 4~ 6 周

时,可明显地看出细胞体积大,趋于成熟, 核较大、核

仁明显,周围的基质阴影更明显。而 8周之后, 可看

到胞浆增大,核浓缩略变小,核仁清晰可见。

2�2 � GAG的测定结果 � 原代细胞即有较多量 GAG

合成,在第 4周达到高峰, 第 4 周与第 2、8周比较差

异有显著性意义( P < 0�05)。随着培养时间的延长

合成 GAG 的能力下降。从第 2 周开始 B 组合成

GAG能力比同期 A 组明显增强 ( P < 0�05) (见

表 1)。 �

表 1� 不同检测时期 A与 B两组软骨

细胞 GAG的含量(  x & s ,�g/盘)

Tab. 1� Expression of glycosaminoglycon of group A and

B in different time(  x & s ,�g/ plate)

Groups 2 w eeks 4 w eeks 6 w eeks 8 weeks

Group A 5�13 & 1�20 10�81 & 2�10# 9�78 & 2�10 5�67 & 1�60

Group B 7�64 & 1�60* 14�15 & 2�20* # 12�64 & 1�80* 8�79 & 2�00*

t value 2�034 2�381 3�313 2�246

P value < 0�05 < 0�05 < 0�05 < 0�05

注:与同期 A组相比* P < 0�05;与组内 2和 8周相比# P < 0�05

Note:Compared w ith the expression of glycosaminoglycon on group A at

the same t ime * P< 0�05; Compared w ith the expression of gly�

cosaminoglycon on same group in 2 and 8 w eeks # P< 0�05

2�3 �  型胶原蛋白免疫组化测定 � A 组: 0周时可

以看到部分培养细胞的胞核呈淡粉色, 细胞周围基

本未见显色。随着培养时间的延长, 第 2、4、6周可

以看到细胞的着色在逐渐增强, 显色范围逐渐增加,

而且多集中在细胞周围的基质当中。进入 8周后,

可以看到黑褐色区域的范围在逐渐增大, 而红褐色

区域在相对缩小。B组: 从第 2周开始, 均较 A 组同

期软骨细胞基质显色程度略深, 范围有所增加, 而从

第 4~ 6 周可以看到较 A 组明显不同, 显色程度加

深,周围基质的显色范围也明显加大, 而进入第 8周

之后,其黑褐色颗粒出现的范围较 A 组同期明显小。

同时阴性对照组: 不加 %抗, 其他过程同正常程序,

结果全为阴性。

3 � 讨论

3�1 � 组织工程软骨生物学的评价 � 关节软骨是特

殊的结缔组织, 有独特的力学和生物学特性。担负

着关节的滑动, 吸收震荡, 维护着关节的正常功能。

软骨细胞是关节软骨的惟一细胞, 它所分泌的细胞

外基质主要是胶原和蛋白多糖, 胶原约占关节组织

干重的 60% ,蛋白多糖约占 25% ~ 35%。研究表明:

关节软骨至少含有 5种不同类型的胶原[ 3]。  型胶

原提供基质的基本框架, 是软骨基质中含量最多的

有机成分,为关节软骨组织的特征性蛋白。因此,  
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型胶原的合成与分泌是软骨细胞维持其分化表型的

特定指标,其在工程化软骨的含量与组成结构已成

为评价工程化软骨必不可少的重要指标。但在体内

具有高分化特征、可分泌关节软骨组织特有的  型
胶原的软骨细胞在体外普通培养时, 软骨细胞表型

不稳定,容易丧失其高分化状态,被称为软骨细胞的

去分化( dedifferent iation) 现象
[ 4]
。本实验采用免疫

组化染色方法检测 型胶原蛋白,发现用 1�2%的海

藻酸钠为载体复合兔关节软骨细胞制成的海藻酸钠

软骨细胞盘,在体外培养至第 4~ 6 周,  型胶原的

表达及 GAG的合成达到高峰, 细胞增殖功能旺盛,

8周后, 二者开始下降。实验表明, 用该载体复合软

骨细胞制成的海藻酸纳软骨细胞盘能使培养的软骨

细胞保持表型稳定。因此, 海藻酸纳软骨细胞培养

法构建组织工程化关节软骨是可行的。

3�2 � 中药黄芪对组织工程软骨细胞生物学特性的
影响 � 软骨细胞合成代谢有两个基本途径, 即标准

的基因系统和特殊的糖系统。胶原是通过标准的

基因系统途径合成的, 在粗面内质网内, 通过氨基

酸集聚、脯氨酸和赖氨酸羟化等一系列程序, 最终

形成胶原纤维。蛋白多糖的合成是通过特殊的糖

系统, 与核糖核蛋白体合成, 并加软骨素�4 和软骨

素�6, 以及硫酸角蛋白连接在特殊位置而合成。本

实验显示 2%的黄芪对体外培养的软骨细胞分泌

GAG、 型胶原蛋白有促进作用。其机制可能为黄

芪的有效成分选择性地作用于软骨细胞合成代谢

的途径。

第 8周以后,与同期 A组相比, B组细胞基质仍

能保持较旺盛状态, 细胞表型基本稳定,其中与黄芪

促进 GAG的合成功能旺盛密不可分。而糖胺多糖

是软骨的重要结构成分之一, 在生理条件下可以电

离,因而带有大量的负电荷具有强烈的亲水性, 对维

持软骨形态和功能起着重要作用
[ 5]
。为软骨细胞体

外培养体系很好维持和促进软骨细胞的表型提供了

一种新方法、新思路。
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