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循环静水压力对维持兔软骨细胞表型的影响
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　　【摘要 】　目的 :本研究将兔软骨细胞放在静水压力负载装置中培养 ,并传代 ,施加不同频率和大小的静水压 ,观

察其对兔软骨细胞表型的影响。方法 :用酶消化法获取兔关节软骨细胞 ,分别在不同的压力和频率下作普通培养瓶贴

壁的单层培养 ,并传代。40 kPa循环静水加压为实验组 , 40 kPa持续静水加压培养和常压培养作为对照。Ⅰ型胶原和

Ⅱ型胶原免疫组化 ,苏木素套核染色 ,倒置显微镜观察摄像。以 RT2PCR方法检测软骨细胞中蛋白聚糖、聚集蛋白聚

糖、Ⅰ型胶原和 Ⅱ型胶原 mRNA的表达。结果 :在循环静水压力下培养 ,软骨细胞有较高的细胞增殖率 ,培养至第 7代

未见明显表型改变 ,仍然表达 Ⅱ型胶原、蛋白聚糖和聚集蛋白聚糖等。常压培养 ,软骨细胞传代至第 5代以后 ,逐渐失

去软骨细胞的特有表型。而持续静水压力培养的软骨细胞传代至第 3代以后就开始逐渐失去软骨细胞的特有表型。

结论 :一定的循环静水压力能维持软骨细胞的合成分泌功能 ,有助于软骨细胞特有表型的稳定。
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　　以往研究发现 ,单层培养的关节软骨细胞在培养过程中

逐渐失去了典型软骨细胞的形态学特征 ,变得像成纤维细胞 ,

而且 Ⅱ型胶原的分泌减少 ,失去了软骨细胞特异性 ,即出现了

分化 [ 1 ]。Lee等 [ 2 ]发现 ,机械应力可诱导软骨细胞凋亡 ,改变

软骨细胞的新陈代谢 ,从而导致关节软骨的退变。有学者发

现 ,骨性关节炎早期簇聚软骨细胞合成 Ⅱ型胶原 ,随着病变进

展 ,最终只合成 Ⅰ型和 Ⅲ型胶原 ,去分化变为纤维样细胞 [ 3 ]。

软骨细胞的培养 ,是研究软骨细胞活化分化过程中细胞分子

学特征的一种强大的工具 ,但是软骨细胞在传代时也有向纤

维原细胞去分化的倾向 ,这在软骨细胞培养中是一个主要问

题 [ 4 ]。认识并研究去分化软骨细胞 ,并使其再分化 ,对研究

骨性关节炎和制造足够量的软骨细胞用于修复软骨缺损的组

织工程都有重要意义。本文研究了循环静水压力下软骨细胞

的培育方法 ,对照常压下培养和持续静水压力下培养并传代 ,

观察软骨细胞生长特点、增殖率、细胞外基质和细胞特有表型

的维持情况。

1　材料和方法

111　主要仪器和试剂 　压力装置 :主要由一个密封容器和压

缩气体钢瓶以及 2个阀门组成。容器可以容纳培养板和培养

瓶 ,并可以放入普通培养箱当中。压缩气体为 5%二氧化碳

和 95%空气组成的混合气体 ,通过阀门调节可以提供 10～
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400 kPa的循环压力。酶标分析仪 (W ellscanMK Ⅱ) ,培养箱

(Heraeus B25060 EK2C0 2) , PCR扩增仪 ( GeneAmp9600型 ,

美国 ) ,电泳槽 (B io2RAD ) , Fluor2STM Mult Imager凝胶图像分

析系统。O lympus IX70倒置式相差显微镜 , O lympus Vanox2T
系统显微镜。DMEM购自 Hyclone公司 , PCR引物由上海生

物工程技术服务有限公司合成 , Trizol( Invitrogen,美国 )。

112　软骨细胞的分离和培养

11211　软骨细胞的分离 　用酶消化法分离兔软骨细胞。由

上海市松江区松联实验动物场提供的兔龄小于 24 h的新西

兰白兔 4只 ,雌性 , 20 g左右 ,浸泡在 75%的乙醇处死并消

毒。取肩、肘、髋、膝的透明关节软骨 ,剪碎组织 ,用 Hanks液

冲洗。①组织中加入 0125%的胰酶 15 m l (按照组织体积的

10倍 ) , 37 ℃,搅拌 10 m in,弃上清 ,加入含 10%小牛血清的

培养液 1 m l终止消化。②加入 012%胶原酶 15 m l, 37 ℃,搅

拌 30 m in,取上清 ,每 10 m in 1 500转离心 ,将离心管底部获

取的软骨细胞用 10% DMEM 吹打散 ,移入培养瓶或者培养

板。③重复步骤 ②在软骨碎片中加入 012%胶原酶再消化分

离软骨细胞 2次。

11212　软骨细胞的培养 　将分离得到的软骨细胞以每瓶

1 ×106 细胞密度接种于 25 cm2 的培养瓶中 ,分 3组放入压力

装置中培养并传代。①A组 ,循环静水加压实验组。将密封

容器放入普通培养箱 ,通过调压阀把压力设置为 40 kPa,每天

加压 4 h。②B 组 ,持续静水加压对照组。压力设置为

40 kPa,每天持续加压 24 h。③C组 ,常压对照组。关闭阀

门 ,密封容器内的细胞在常压下培养。

113　观测指标

11311　软骨细胞形态观察 　用倒置相差显微镜观察软骨细

胞的形态特征。

11312　生长曲线 　MTT法分析不同压力对软骨细胞增殖的

影响 [ 5 ]。各组选取第 1、4、7代细胞都分别接种在 96孔板上 ,

每代接种 10孔 ,接种密度同培养瓶 (约 6 ×103 /孔 ) ,分为 A、

B、C 3个组 (分组同上 )。分别在接种贴壁后第 1～7天终止

培养 ,每孔加入 20μlMTT,静置 4 h,倒去液体 ,每孔加入二甲

亚砜 (DMSO) 150μl过夜 ,酶标仪读出每孔的吸光度 (OD值 )。

以时间 ( d)为横坐标 ,OD值为纵坐标 ,绘制细胞生长曲线。

11313　免疫组化 　将划好大小合适的灭菌玻片放入 24孔培

养板 ,滴入每代细胞悬液 ,每孔接种密度同培养瓶 (约 5 ×

104 /孔 )。在贴壁细胞占瓶底 80%时取出玻片 , PBS冲洗

2遍 , 95%乙醇固定 10 m in,再用 PBS冲洗 2遍 ,最后加入 PBS

覆盖 ,放入 - 4 ℃保存。使用北京中杉金桥生物技术有限公

司 SP29002 Ⅰ型胶原和 Ⅱ型胶原免疫组化染色试剂盒 ,一抗

为鼠多克隆抗体 ,二抗为生物素标记山羊抗小鼠 IgG。按照

说明书操作 ,终止反应后 5 m in,加入苏木素套核染色 5 m in,

最后用蒸馏水冲洗干净。O lympus Vanox2T系统显微镜数码

摄像 , V iewfinderL ite 110成像系统以及 Leica Qwin Colour软件

分析。Ⅰ型胶原和 Ⅱ型胶原的阳性结果为黄褐色颗粒状染色。

11314　RT2PCR检测 　培养瓶底长满细胞后用 TR IZOL裂解

细胞 ,抽提 RNA,逆转录为 cDNA,加入引物 56 ℃ 35循环作

聚合酶链式反应。①GAPDH: 5′GGAGCCAAAAGGGTCATC3′;

5′CCAGTGAGTTTCCCGTTC3′(346bp)。②Ⅰ型胶原 : 5′TTCT2

TGGTGCTCCTGGCATTC3′; 5′GCAATCCGTTGTGTCCCTTTATG2
3′( 489bp )。③Ⅱ型胶原 : 5′GACCCCATGCAGT ACATG3′;

5′GACGGTCTTGCCCCACTT3′( 648bp )。④蛋白聚糖 ( PG) :

3′GAGGTGGTGGTGAAAGGTGT5′; 3′GTGTGGATGGGGTACCT2
GAC5′。⑤聚集蛋白聚糖 : 5′GAGGTCGTGGTGAAAGGTGT3′;

5′GTGTGGATGGGGTACCTGAC3′(206bp)。产物凝胶电泳 ,紫

外灯下拍照 Fluor2STMMult Imager凝胶图像系统分析。

114　统计处理 　MTT法检测的 OD值用均数 ±标准差 ( �x ±

s)表示 ,每组 n = 10,采用 SPSS 1010统计软件运用单因素

3水平方差分析方法对数据进行统计处理。RT2PCR检测的

各样本表达量 =各样本目的基因净光密度 /各样本 GAPDH

净光密度。

2　结果

211　形态学观察 　分离的软骨细胞通常在 24～48 h陆续贴

壁 ,倒置相差显微镜下可见原代细胞均匀分布的圆形、椭圆形

或三角形 ,边缘光滑锐利 ,一般 4～7 d可长满瓶底。当细胞

占瓶底 80%时用 0125%胰酶消化传代 ,传代接种密度 1 ×

106 /瓶。A组循环加压的细胞第 1～7代与原代细胞的外形

及生长方式基本一致 ,第 7代依然可以在 7 d长满瓶底。B组

持续加压的细胞 ,从第 3代开始细胞形态开始变化 ,变成长梭

形 ,细胞体积增大 ,边缘不光滑 ,有多个指状突起 ,细胞边界不

清常重叠 ,胞浆多 ,胞核小。与原代细胞同样的接种密度 ,第

7代细胞 4周仍然不能长满瓶底。C组常压下培养 ,从第 5代

开始细胞形态出现变化 ,第 7代细胞 2周才能长满瓶底。

212　生长曲线 　①第 1代软骨细胞 3组比较 (图 1) : 3～5 d

各组细胞快速增殖 ,为细胞增殖期 , 5～7 d细胞增殖到高峰后

逐渐平缓 ,为平台期。3组间增殖规律没有明显差异。②第

4代软骨细胞 3组比较 (图 2) : 1～3 d各组细胞相对数量差

异不大 ,细胞快速增殖期可见 A组的细胞增殖率最高 ,增殖

期延续到 6 d,细胞相对数量最多 ; B组 3～4 d以后细胞增殖

明显趋缓 ,细胞相对数量最少。③第 7代软骨细胞 3组比较

(图 3) : A组仍然保持较高的细胞增殖率 , B组第 3 d增殖趋

缓 ,第 7 d细胞相对数量只有 A组的 1 /2。选取 A、B、C 3组

第 1、4、7代 7 d的 OD值 ( �x ±s)采用方差分析进行统计处理 ,

df = 27,第 1代 3组比较 P > 0105,第 4、7代 3组比较 P <

0105,可见第 1代在第 7天时 3组间差异无显著性意义 ,第

4代和第 7代在第 7天的 OD值 3组间比较有统计学差异 ,说

明循环静水加压促进了细胞增殖 ,持续静水加压则抑制了细

胞增殖。

213　免疫组化 　Ⅰ和 Ⅱ型胶原表达 : ①A 组 1～7代均有

Ⅱ型胶原稳定表达 ,第 7代也未见 Ⅰ型胶原着色 ; ②B组第

3代 Ⅱ型胶原表达明显减弱 ,并且开始出现 Ⅰ型胶原着色 ,第

4代起胞浆未见棕褐色 Ⅱ型胶原的特异性染色。③C组第

5代 Ⅱ型胶原表达明显减弱 ,出现 Ⅰ型胶原着色 ,第 6代起未

见 Ⅱ型胶原染色 (图 427)。

214　RT2PCR结果 　各样本表达量 =各样本目的基因净光密

度 /各样本 GAPDH净光密度。①A组 : 1～7代均有 Ⅱ型胶原

(图 8) ,蛋白聚糖和聚集蛋白聚糖稳定表达 ,未见 Ⅰ型胶原表

达。②B组 :第 3代 Ⅱ型胶原表达水平降低 ,第 4代起未见 Ⅱ

型胶原表达 (图 9) ,同时蛋白聚糖和聚集蛋白聚糖表达减少。
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③C组 :第 5代 Ⅱ型胶原表达水平降低 ,出现 Ⅰ型胶原表达 ,

第 6代起未见 Ⅱ型胶原表达 ,蛋白聚糖和聚集蛋白聚糖表达

水平降低。

3　讨论

许多学者对退行性变软骨的软骨细胞进行体外培养和观

察发现 ,软骨中有类似成纤维细胞样的软骨细胞 ,趋于成纤维

化的软骨细胞越多 ,病变软骨组织骨化现象越严重 [ 6 ]。压应

力作用于软骨细胞产生的细胞因子 ,可能在骨关节炎发病过

程中起重要作用 [ 7 ]。骨性关节炎的软骨细胞通过α5β1 inte2
grin途径传导机械应力刺激 ,提示了机械应力与骨性关节炎

软骨细胞向纤维细胞去分化有一定内在联系 [ 8 ]。循环流体

力学的研究 ,表明机械应力在体内软骨细胞修复和重建中有

重要意义 [ 9 ]。循环静水压力对维持软骨细胞表型的研究 ,不

仅能够改善体外培养软骨细胞的技术 , 获得大量表型稳定的

软骨细胞 ,同时对研究骨关节炎发病过程也有一定的提示作

用。关节软骨主要由软骨细胞和胞外基质组成 ,胞外基质主

要包括胶原和蛋白多糖 ,其中 Ⅱ型胶原占胶原的 95% [ 10 ]。

体外培养软骨细胞经过多次传代以后发生转型 ,最主要的变

化就是从合成 Ⅱ型胶原转为合成 Ⅰ型胶原 [ 11 ] ,因此可以把

Ⅱ型胶原和蛋白多糖作为软骨细胞正常表型的标志 ,而 Ⅰ型

胶原合成可作为去分化细胞的典型表型标志。关节运动时软

骨经历循环应力载荷而发生周期性变形和恢复。现在越来越
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图 8　A组Ⅱ型胶原 RT2PCR检测 , A组 (循环静水加压组 ) 1～7

代均有Ⅱ型胶原表达 (从左到右分别为 1～7代 )

F ig18　 In the Group A, the 1 st to 7 th passage chondrocytes under

the cyclic hydrostatic p ressure culture were all exp ressed collagen

typeⅡ ( from left to right is 1 st to 7 th passage)

图 9　B组Ⅱ型胶原 RT2PCR检测 , B组 (持续静水加压组 )第 3

代Ⅱ型胶原表达水平降低 ,第 4代起未见Ⅱ型胶原表达 (从左到

右分别为 1～7代 )

F ig19　 In the Group B, the chondrocytes were under the sustained

hydrostatic p ressure culture. The 3 rd passage decreased collagen type

Ⅱ exp ression. After the 4 th passage the chondrocytes did not exp ress

collagen type Ⅱ ( from left to right is 1 st to 7 th passage)

多的实验证据表明这种循环载荷对维持软骨细胞正常表型和

维持胞外基质功能是必须因素 [ 12 ]。本实验在设置一定的循

环静水压力后研究发现 ,通过循环静水压力的周期性刺激软

骨细胞 ,可以维持软骨细胞的正常分泌功能 ,甚至促进了细胞

增殖 ,这对解决组织工程软骨中种子细胞的来源有重要的提

示作用 [ 13 ]。对照组持续加压和常压下培养则较早出现细胞

表型的改变 , Ⅰ型胶原表达水平升高。维持软骨细胞表型 ,阻

止细胞去分化的培养方式还有很多 ,如 Perka等 [14 ]用藻酸盐和

纤维蛋白结合 ,对软骨细胞作立体培养 ; H su等 [ 15 ]用旋转式聚

合物支架 ,做软骨细胞旋转培养。但循环静水压力培养 ,操作

简单、成本低廉 ,而且循环压力更能模拟生理条件 ,便于研究各

种干预在贴近生理状况下对关节软骨的生物学形状影响。
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中国康复医学会颈椎病专业委员会
第一届全国中青年颈椎病专题论坛暨优秀论文评选征文通知

　　以“颈椎病 21世纪”为主题 ,旨在全面回顾、展现 21世纪颈椎疾患的预防、治疗及康复技术 ,深入对颈椎病研究 ,提高预防颈椎病

的意识 ,总结诊治康复成果。中国康复医学会颈椎病专业委员会主办、北京大学第三医院承办的“第一届全国中青年颈椎病专题论坛

暨优秀论文评选”拟定于 2007年 6月 15至 17日在北京京民大厦召开。届时将邀请国内著名颈椎病的康复科专家、骨科专家及中医科

专家做专题演讲 ,与会代表评选优秀论文 ,投稿内容如下 :颈椎病的基础研究、预防及护理、外科治疗、非手术治疗及康复。

　　来稿要求 : ①第一作者 ,年龄 45岁以下 ,论文在 2000年以后发表过或未发表过的文章。②800字以内结构式中文摘要 1份。奖励

使用网上投稿系统 (赠书 ,详见论坛网站 ) ,也可以通过 E2mail及邮寄形式。来稿提供工作单位、详细地址、邮政编码、电话及 E2mail。

被录用论文将另行通知您参评的具体要求。③截稿日期 , 2007年 4月 30日。④来稿地址 ,北京市海淀区花园北路 49号 　北京大学第

三医院骨科 , 100083,王凤英、张振会、吴云霞收。⑤电话及传真 , 01026201769127368、8820、8821。⑥专题论坛 , www. csc2carm. com. cn　

⑦E2mail: cervical section@126. com。⑧会议时间 : 2007年 6月 15日报到 , 6月 16、17日会议。注册费 600元 ,观会者注册费 300元 ;

2007年 4月 30日报名注册费 400元 ,观会者注册费 200元。⑨提交论文的参会代表将授予中华医学会继续教育Ⅰ类学分。
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