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兔软骨细胞的分离及其与Ⅰ/Ⅱ型
复合胶原膜共培养实验研究鄢
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摘要：目的 探讨体外分离兔软骨细胞的方法并观察其与Ⅰ/Ⅱ型复合胶原膜共培养时的生物活性。方法

取 4周龄的新西兰大耳兔，处死后在无菌条件下取关节软骨。通过胰蛋白酶和Ⅱ型胶原酶消化软骨细胞。倒置

相差显微镜下观察软骨细胞特点，制作细胞爬片行甲苯胺蓝染色。将第 3代兔软骨细胞与Ⅰ/Ⅱ型复合胶原膜

共培养，噻唑蓝（MTT）法和糖胺聚糖含量测定法检测软骨细胞在胶原膜上的细胞活性，扫描电镜观察软骨细

胞在复合胶原膜上的生长情况。结果 分离出的原代软骨细胞初为卵圆形，贴壁后变成三角形或多边形，可被

甲苯胺蓝染色。软骨细胞在Ⅰ/Ⅱ型复合胶原膜上生长良好。结论 两部酶法可获得大量软骨细胞，MTT法和

扫描电镜证实软骨细胞可在复合胶原膜上正常扩增。
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Isolation of rabbit chondrocytes and their co-culture
with type 玉/域 collagen membrane鄢

Bo Cong1, Jia-ting Zhang2, Long Han2, Yi Ding2, Xun-an Xu1,
Wang-lin Yao1, Zhong-wen Zhang2

(1. Postgraduate Training Base, General Hospital of Armed Police Forces, Jinzhou Medical
University, Beijing 100039, China; 2. The Fourth Department of Orthopaedics, General

Hospital of Armed Police Forces, Beijing 100039, China)

Abstract: Objective To explore the method of isolating rabbit chondrocytes and observe their
bioactivity when co-cultured with type 玉/域 collagen membrane. Methods Articular cartilage was taken under
aespetic conditions after the New Zealand rabbits at 4 weeks of age were sacrificed. Chondrocytes were di原
gested by trypsin and type 域 collagenase. The features of the chondrocytes were observed under inverted
phase contrast microscope. The slides of cells were stained by toluidine blue. The third -generation rabbit
chondrocytes were co-cultured with type 玉/域 collagen membrane. The growth of the chondrocytes on type
玉/域 collagen membrane was observed by the method of MTT, test of glycosaminoglycan and scaning electron
microscopy. Results The original-generation chondrocytes were oval in the beginning, then they were triangle
or polygan. The chondrocytes could be stained by toluidine blue. They grew well on the type 玉/域 collagen
membrane. Conclusions A large number of chondrocytes can be obtained by two-enzyme method. Chondro原
cytes can amplify normally on the type 玉/域 collagen membrane, which can be demonstrated by MTT method
and scaning electron microscopy.
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软骨缺损在临床上比较常见，发病率高达 5%。

关节腔清理术、微骨折术等方法治疗效果并不理想。

因此，以软骨细胞移植为代表的组织工程技术越来

越受重视。软骨细胞作为种子细胞的重要来源，历

来备受关注[1-3]。本研究采取两步酶法获取原代兔软

骨细胞，通过显微镜观察、细胞爬片染色等途径了

解其生物特点。将第 3代兔软骨细胞接种到Ⅰ/Ⅱ型

复合胶原膜上，噻唑蓝（methyl thiazolyl tetrazolium，

MTT）法和糖胺聚糖含量测定法检测其细胞活性，扫

描电镜观察其生长情况，为日后软骨细胞移植提供

了一定的实验基础[4]。

1 材料与方法

1.1 实验材料与试剂

4周龄新西兰大耳兔 1只，由北京市昌扬西山养

殖场提供，许可证号为 SCXK（京）2011-0010。磷酸盐

缓冲溶液（phosphate buffer saline，PBS）（北京雷根

生物技术有限公司），改良 Eagle培养液达尔伯克必

需基本培养基（dulbecco's minimum essential medi-

um，DMEM）/F12（美国 Hyclone公司），胎牛血清（美

国 Gibco公司），青霉素 -链霉素混合溶液（北京雷

根生物技术有限公司），0.25%胰蛋白酶（北京雷根

生物技术有限公司），0.2%Ⅱ型胶原酶（美国 Sigma公

司），MTT（北京雷根生物技术有限公司），二甲基亚

砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）（北京索莱宝公司），

4%多聚甲醛、1%甲苯胺蓝染液（北京雷根生物技术

有限公司），无水乙醇（北京化工厂）。

1.2 实验方法

1.2.1 兔关节软骨细胞的分离、培养、传代 取 4周

龄新西兰大耳兔 1只，耳缘静脉注射水合氯醛致死，

剪除四肢毛发，碘伏浸泡 0.5 h。常规铺单，取出四肢

放入无菌弯盘中，无菌敷料包裹。在超净工作台上

仔细分离肩、髋、膝关节处的软骨，注意分离表面肌

肉、肌腱、半月板、滑膜等组织。用眼科剪将软骨剪

成碎片，PBS缓冲液冲洗 3次后，置入装有等体积

0.25%胰蛋白酶的小烧杯中，与磁力搅拌器一起置

于培养箱中 37℃恒温消化 0.5 h。向烧杯内加入等

体积培养液终止消化。取出后放入 15 ml离心管中，

1 300 r/min离心 5 min，弃上清液。将软骨碎片取出

放入装有等体积 0.2%Ⅱ型胶原酶的烧杯中，置于培

养箱中 37℃恒温消化 2 h。向烧杯内加入等体积培养

液终止消化。取出后放入 15 ml离心管中，1 300 r/

min离心 5 min，吸取上清液。将上清放入 15 ml离心

管中，1 800 r/min离心 8 min。弃上清，加 6 ml培养

液（89%DMEM/F12+10%胎牛血清 +1%双抗）于离心

管中，小心吹打，使细胞均匀分散在培养液中，之后

将其一起移入 25 ml细胞培养瓶中，放于培养箱培

养（5%二氧化碳 CO2，37℃）。如小烧杯内残留软骨

块较多，可重复上述步骤进行二次消化。原代细胞培

养 2 d后给予换液，以后隔日换液。取细胞悬液滴于

细胞计数器中，按照如下公式对软骨细胞进行计数。

每毫升 DMEM/F12培养液中的细胞总数 =4大格细

胞总数 /4×104×稀释倍数。滴少许台盼蓝染液于细

胞计数器中，活细胞细胞壁完整不被染色，而死细胞

则被染成蓝色。细胞存活率 =4大格活细胞数 /4大

格细胞总数×100%。当软骨细胞融合至 >80%时，细

胞呈现铺路石样改变，此时可将细胞传代培养。用

3 ml吸管吸出原培养液，PBS缓冲液漂洗 3次以后，

加入 2 ml 0.25%胰蛋白酶摇晃培养瓶消化细胞约

2 min，直至显微镜下观察细胞呈皱缩状或呈瀑布状

落下为止。终止消化后，吹打瓶底。将培养瓶内液体

移入 15 ml离心管中 1 800 r/min离心 8 min，留取沉

淀物，弃上清。再次加入 6 ml培养液同法离心，以保

证彻底去除胰蛋白酶，防止细胞消化过度。弃上清，

吸取 6 ml培养液于离心管中，吹打混合均匀后移入

25 ml细胞培养瓶内入培养箱继续培养。

1.2.2 软骨细胞爬片甲苯胺蓝染色 将第 3代软骨

细胞悬液放入有盖玻片的培养皿中，移入培养箱中培

养，2 d后细胞贴于盖玻片上，此时细胞爬片制作成功。

取出细胞爬片，PBS缓冲液冲洗爬片 3 次，4%多聚

甲醛溶液固定 10 min。将爬片放入干净培养皿中，滴

入适量 0.1%甲苯胺蓝染液浸泡 4 h。无水乙醇冲洗

3 min，干燥后显微镜观察并拍照。

1.2.3 Ⅰ/Ⅱ型复合胶原膜与软骨细胞共培养之前

的消毒、浸泡 用眼科剪将Ⅰ/Ⅱ型复合胶原膜修剪

成大小合适的圆形材料，75%乙醇浸泡 5 h，PBS 缓

冲液冲洗 3次，每次约 15 min。放于 24孔板中，加入

适量 DMEM/F12培养液浸泡 1 d，将粗糙面向上。

1.2.4 MTT法检测软骨细胞在Ⅰ/Ⅱ型复合胶原膜

上的细胞活性 取 2 ml 0.25%胰蛋白酶消化第 3

代软骨细胞后，将细胞浓度调至 1×105个 /ml接种

于 4块 96孔培养板中，每个培养板分为两组，分别

为细胞组、细胞和胶原膜共培养组。每组放置 10个

样本，每 2天换 1次液。先后取第 2、4、6和 8天的培

养板，加入 5 mg/ml 的 MTT液 10μl/ 孔，培养箱孵

育 4 h后加 DMSO，100μl/孔，恒温摇床振荡 10 min
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A：原代软骨细胞；B：原代软骨细胞 5 d后铺满瓶底；C：传代消化的第 3代软骨细胞

图 1 软骨细胞形态观察 （×400）

A B C

A：软骨细胞爬片（×400）；B：软骨细胞爬片（×800）

图 2 软骨细胞爬片甲苯胺蓝染色

A B

后在酶标仪 490 nm波长处测吸光度值（optical densi-

ty，OD）。

1.2.5 糖胺聚糖水平检测 将第 3代软骨细胞悬液

按照同一细胞浓度接种于 4块空白的 96孔板和 4

块含有Ⅰ/Ⅱ型复合胶原膜复合物的 96 孔培养板

中，每组放置 10个样本，每 2天换 1次液。先后取第

2、4、6和 8天的软骨细胞上清液，以兔糖胺聚糖酶联

免疫分析试剂盒检测糖胺聚糖水平。

1.2.6 扫描电镜观察软骨细胞与Ⅰ/Ⅱ型复合胶原

膜复合物 取第 3代软骨细胞，将细胞浓度调至 1×

105个 /ml，与复合胶原膜在 24孔板中共培养 3 d。其

中，第 2和 3天给予细胞换液。第 3天换液后，将细

胞胶原膜复合物从培养板中取出，PBS缓冲液漂洗

3次，取 2.5%戊二醛、1%锇酸进行固定，用不同浓度

的乙醇进行梯度脱水。样品行临界点干燥后，将其贴

于样品台上喷金行扫描电镜观察。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件进行数据分析，计量资

料以均数±标准差（x±s）表示，用 检验， <0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 软骨细胞形态及存活率

原代软骨细胞初为卵圆形，悬浮于培养液中，培

养 2 d后细胞贴壁生长，其余不能贴壁的细胞可通过

换液去除。细胞贴壁以后，逐渐铺展成多角形或梭

形，伸出短小的突出。高倍镜下观察到软骨细胞胞核

清楚，为圆形、椭圆形。5 d后细胞融合至 >80%，呈

集落性生长，呈现典型的铺路石样改变。分离的原代

软骨细胞浓度约为 2.5×105个 /ml，台盼蓝染色测定

细胞存活率约为 90%。传代后的软骨细胞开始时同

样为卵圆形，贴壁后变为梭形或多角形。而贴壁时间

较原代细胞短，第 3代软骨细胞约 36 h即可完成贴

壁。随着传代次数的增加，细胞去分化现象明显，细

胞伸出伪足，3代以后的各代细胞增殖能力下降，传

代周期较前几代长。见图 1。

2.2 软骨细胞爬片甲苯胺蓝染色

软骨细胞均被染色，细胞轮廓清晰。细胞核深

染，细胞质浅染，两者分界清晰。细胞质内散在蓝紫

色异染颗粒。见图 2。

2.3 MTT法检测软骨细胞在Ⅰ/Ⅱ型复合胶原膜

上的细胞活性

MTT 法测得细胞组与共培养组第 2、4、6 和 8

天的 OD值。可以看出，软骨细胞无论是单独培养还

是与胶原膜共培养都能很好地增殖，4 d以内细胞增

殖速度较快，此后速度减慢。且同一天共培养组的 OD

值要高于细胞组，差异有统计学意义（ <0.05）。见

表 1和图 3。

2.4 糖胺聚糖水平检测

从细胞组与共培养组第 2、4、6和 8天的糖胺聚

糖水平可见，复合胶原膜共培养 4 d以内的软骨细胞

分泌较多的糖胺聚糖，细胞活性较高，且胶原膜能促

进软骨细胞增殖，两组的糖胺聚糖水平比较，差异

有统计学意义（ <0.05）。这与 MTT法得出的结论一

致。见表 2和图 4。
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表 1 两组的 OD值比较 （ =10，x±s）

组别 第 2天 第 4天 第 6天 第 8天

细胞组 0.673±0.388 0.802±0.322 0.832±0.237 0.845±0.576

共培养组 1.071±0.564 1.239±0.442 1.259±0.658 1.265±0.447

值 1.838 2.527 1.931 1.822

值 0.041 0.021 0.069 0.085

表 2 两组的糖胺聚糖含量比较 （ =10，μg/ml，x±s）

组别 第 2天 第 4天 第 6天 第 8天

细胞组 14.13±3.12 23.28±3.26 23.96±2.97 24.11±3.59

共培养组 18.43±2.17 27.32±2.78 28.13±3.14 29.47±2.75

值 3.270 3.165 3.051 3.748

值 0.004 0.005 0.007 0.002

图 3 两组的 OD值比较

时间 /d

2 4 6 8

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

细胞组

共培养组

图 4 两组糖胺聚糖含量比较

时间 /d

2 4 6 8

35

30

25

20

15

10

5

0

细胞组

共培养组

A：复合物的扫描电镜图（×500）；B：复合物的扫描电镜图（×1 000）

图 5 软骨细胞胶原膜复合物的扫描电镜图

A B

2.5 扫描电镜观察软骨细胞与Ⅰ/Ⅱ型复合胶原膜

复合物

扫描电镜观察到复合胶原膜的孔径均一，平均

为 100μm左右。软骨细胞铺展在复合胶原膜上，生

长良好，部分细胞伸出伪足，呈现出聚集生长的趋

势。高倍镜下观察到细胞膜表面的微绒毛和突起等

结构，符合软骨细胞的基本特征。见图 5。

3 讨论

酶在软骨细胞的分离过程中起着至关重要的作

用。胰蛋白酶可去除混于软骨块中的滑膜和结缔组

织等，保证Ⅱ型胶原酶能更好地与组织块接触。胰

蛋白酶消化获取的软骨细胞纯度较高，混入其中的

杂质较少。软骨细胞具有贴壁的特性，而杂质并不

贴壁，可通过换液的方式去除杂质。Ⅱ型胶原酶的

主要作用是把细胞基质中的胶原纤维降解成低分

子短链多肽，从而将软骨细胞分离出来。值得强调

的是，无论是胰蛋白酶还是Ⅱ型胶原酶，在使用时一

定要注意控制好时间和浓度，否则对软骨细胞会有

所损伤。一般而言，胰蛋白酶的作用时间约为 0.5 h，

Ⅱ型胶原酶的作用时间约为 2 h。在Ⅱ型胶原酶进

行第 2次消化时可加入适量胎牛血清，这样可降低

胶原酶对细胞的毒性，对细胞起到一定的保护作用。

软骨细胞适合在温度为 37℃、二氧化碳浓度为 5%的

环境中培养。培养液的 pH需调至 7.3左右，培养液

中需含有胎牛血清和维生素 C，以保证细胞正常增殖

并维持细胞活性[5-6]。软骨细胞贴壁后一般隔天换液。

当细胞培养液由红色变为黄色时说明培养液中的

营养已被耗尽，对细胞生长不利，需立即换液。

自软骨细胞移植技术问世以来，如何获取数量

充足、表型稳定的种子细胞一直是困扰众多学者的

一个难题。研究表明，软骨细胞传至 3代以后，细胞

会失去原有的形状，细胞表型发生改变，发生去分

化[7]。如何解决软骨细胞的去分化问题是组织工程

领域的难点，但细胞聚集培养就能很好地解决这一

问题。由于软骨细胞不断地分泌生长因子，在聚集

培养的过程中，局部生长因子浓度升高，有利于细胞

维持表型[8]。同时，细胞与细胞基质之间进行信号传

导，有利于细胞恢复表型。故在软骨细胞体外培养

时，一定要注意接种的密度，防止因密度过低发生

第 7期 丛波，等：兔软骨细胞的分离及其与Ⅰ/Ⅱ型复合胶原膜共培养实验研究
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去分化[9-11]。对组织工程而言，选择表型稳定的软骨

细胞是至关重要的。软骨细胞传至 5代后呈长梭形，

此时可断定细胞的表型发生改变[12]。因此，软骨细胞

移植一般用 3代以内的软骨细胞。

本实验中笔者通过细胞形态观察和甲苯胺蓝染

色对软骨细胞进行鉴定[13-14]。软骨细胞贴壁前为卵

圆形，贴壁后变成三角形、梭形，呈集落性生长，符合

软骨细胞的形态[15]。甲苯胺蓝是一种碱性染料，软骨

细胞的细胞核及细胞质均为酸性，能与甲苯胺蓝的

阳离子结合，细胞核被染成深蓝色，细胞质被染成

浅蓝色。除此之外，因软骨细胞可特异性分泌Ⅱ型

胶原，故Ⅱ型胶原免疫组织化学染色和免疫荧光染

色也是很好的鉴定方法[16]。细胞线粒体内含有琥珀

酸脱氢酶，能把 MTT还原为甲瓒，DMSO能将甲瓒

溶解。在一定细胞数范围内，用酶标仪测得 490 nm

波长处的 OD值与细胞数成正比。MTT法正是基于

上述原理检测细胞活性。笔者研究发现，共培养 4 d

以内细胞增殖较快，活性较高，与国外的文献报道相

符[17]。糖胺聚糖水平检测与 MTT法所得结论一致。

综上所述，两步酶法可成功分离出软骨细胞，细

胞杂质较少，数量充足，表型稳定，生物活性好，是组

织工程很好的种子细胞来源[18]。笔者采用Ⅰ/Ⅱ型复

合胶原膜作为支架材料，上层为Ⅱ型胶原膜，比较粗

糙，利于细胞附着、生长；下层为Ⅰ型胶原膜，比较致

密，可防止细胞流失。胶原膜在制备过程中需要使

用多种试剂，也无法做到无菌操作。化学试剂和细菌

污染均可影响细胞生长，故胶原膜与软骨细胞共培

养之前需使用 75%乙醇浸泡，然后用培养液浸泡，保

证细胞的培养环境中没有混入细菌和化学试剂。笔

者发现，胶原膜和软骨细胞共培养时，同一天共培养

组细胞的 OD值要高于细胞组。在本实验中，无论是

MTT法还是糖胺聚糖含量测定都证实该结论。
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