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"摘要#

!

目的
!

利用
6EN'"

'

G

小鼠探索出一种改良的小鼠滑膜成纤维细胞"

5I

$的原代培养方法!以方便类风湿关节炎

"

%1

$关于滑膜炎的研究&方法
!

收集小鼠髋关节周围滑膜!去除内含的+蛋黄样,物!将滑膜移入含
C3Ef

'

型胶原酶的
]J

管

中!剪碎#置入
FNl

摇箱中振荡消化
GC@9+

!然后在涡轮振荡仪上振荡
!3E@9+

!常规培养&结果
!

细胞培养
!

周左右&进行第一

次传代#大约在培养
!C>

后滑膜巨噬细胞的数量达到最高峰!然后逐渐减少#在第
F

次传代"

!E

"

BC>

$后!滑膜巨噬细胞基本消

失&用
&9@*+29+

标记的细胞免疫荧光化学染色显示
5I

细胞纯度超过
SEf

#用
&9@*+29+

和
6HSC3B

标记的流式细胞术显示其纯

度达到
SEf

!用
6HED

标记其纯度大约为
UCf

&结论
!

利用
6EN'"

'

G

小鼠探索出一种改良的小鼠
5I

的原代培养方法是一种简

便易行的小鼠
5I

的原代培养方法&
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类风湿关节炎&
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%1

'是一种以慢性侵

蚀性关节炎为特征的全身性自身免疫性疾病"

%1

的病变特

点为滑膜炎!以及由此造成的关节软骨和骨质破坏!最终导致

关节畸形"如果不经过正规治疗!约
DEf

的患者在
!C

年内出

现残废#

!

$

"

%1

广泛分布于世界各地!其发病具有一定的种族

差异!在不同人群中的患病率为
C3!Uf

"

!3CNf

#

B:F

$

"

%1

在

各年龄中皆可发病!高峰年龄在
FC

"

EC

岁!一般女性发病多于

男性#

D

$

"

%1

的发病机制复杂!至少有
U

种细胞类型参与!包括(肥

大细胞#

E

$

*成纤维细胞#

G

$

*巨噬细胞#

N

$

*

_

细胞*

'

细胞*树突状

细胞#

U

$

*软骨细胞和破骨细胞#

S

$等!这些细胞通过表面的受体*

分泌的细胞因子*趋化因子*组织蛋白酶*基质金属蛋白酶等相

互作用!形成一个复杂的网络"

%1

的主要病理改变为滑膜

炎!表现为滑膜增生和炎性细胞浸润"血管翳形成是
%1

滑膜

炎的重要病理特征!在
%1

软骨和骨破坏过程中发挥重要作

用#

!C

$

"滑膜成纤维细胞&

5I

'和滑膜巨噬细胞是滑膜组织内两

种主要细胞类型"在非病变组织内!

5I

的生理功能是给关节

腔和临近软骨提供营养性的浆蛋白和润滑分子"

5I

也通过产

生基质成分如胶原和透明质酸及一系列基质降解酶参与不断

的基质重塑#

!!

$

"但在
%1

中!

5I

激活形成类风湿关节炎滑膜

成纤维细胞&

%15I

'!通过产生炎性细胞因子和基质降解分子

破坏关节"

如何在体外快速获得大量的
5I

是
%1

基础研究中的一个

难点!目前在大鼠*兔子等大型啮齿类动物中由于其滑膜组织

相对较多!体外培养
5I

容易"但小鼠由于关节内滑膜体积

小!难以获得大量纯化的细胞"目前小鼠
5I

的原代培养体系
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重庆医学
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年
!
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还没有完全建立#

!B

$

!不易成功!细胞生存时间短!传代次数少!

增加了对其进行实验研究的难度!制约了关节疾病研究的顺利

进展"本实验摸索出一种改良的
5I

培养法!培养时间短!且

细胞纯度较大"

A

!

材料和方法

A3A

!

动物*器材及试剂
!

E

"

!C

周龄
6EN'"

%

G

小鼠
!

只"显

微外科手术剪刀和镊子*

!3E@"]J

管*

C3B

$

@

滤器*

GC@@

培养皿*

F@"

一次性吸管*

NE/@

B 培养瓶*细胞培养箱*无菌

操作台*体视镜*离心机*涡轮机*恒温摇箱*流式细胞仪*光学

显微镜"

NEf

乙醇*青霉素%链霉素*

'

型胶原酶*

H4]4

&高

糖'培养基*胎牛血清*磷酸盐缓冲液&

J'5

'*吐温
hBC

*

_-92(+

ch!CC

)大鼠抗小鼠
6H!CG

单克隆抗体&

'H'9(./9*+/*.6#23

5

EEFFFC

'!大鼠
7

<

\B#

6

同型对照抗体&

'H'9(./9*+/*.6#23

5

EEFSBN

'!

I7_6

荧光标记山羊抗大鼠二抗&

'H'9(./9*+/*.6#23

5

EEDC!G

'!

J]

荧光标记仓鼠抗小鼠
6HED

抗体&

'H'9(./9:

*+/*.6#23

5

EEFBEF

'!

J]

荧光标记仓鼠
7

<

\!

6

同型对照抗体

&

'H'9(./9*+/*.6#23

5

EEFSNB

'!生物素标记大鼠抗小鼠

6HSC3B

抗体&

'H'9(./9*+/*.6#23

5

EEFC!!

'!生物素标记大鼠

7

<

\BM

6

同型对照抗体&

'H'9(./9*+/*.6#23

5

EEFSUN

'!

J]

荧

光标 记
52-*

;

2#L9>9+

链 霉 亲 和 素 &

'H '9(./9*+/*.6#23

5

EEDCG!

'!兔抗小鼠波形蛋白抗体&

6*$$59

<

+#$9+

<

6#23

5

SUED

'"

A3B

!

试剂的配制
!

含血清
H4]4

&高糖'培养基(加入青霉

素*链霉素和
!Ef

胎牛血清"

!f

'

型胶原酶(

!CC@

<'

型胶

原酶用
!C@"_'5

配置!

C3BB

$

@

滤器过滤除菌后分装成
!

@"

!

hBCl

保存"

J'5_

(

!CC

$

"

的
_)**+:BC

用
!CC@"J'5

稀释!室温保存!

B

个月内使用完毕"

A3C

!

滑膜组织的获取
!

小鼠断颈处死!置于
NEf

乙醇中消毒

B@9+

!剪开双后肢皮肤!用显微外科手术剪刀和镊子在髋关节

的周围剪下滑膜组织&为白色海绵状!图
!1

所示'!需注意将

其中.蛋黄样/黄色椭圆物去除&图
!'

中小图所示'"转移入

含
B@"H4]4

培养基的
GC@@

平皿中"在该实验中!主要

是采用髋关节周围的滑膜组织!但如欲获得更多的滑膜组织!

也可进行以下操作(取下双后肢&不含足踝!应保留所有的肌肉

组织'!置于含
B@"H4]4

培养基的
GC@@

平皿中"在体视

镜下!用显微外科手术剪刀和镊子剪开小鼠窝内肌肉!剪下

滑膜组织&图
!6

中箭头
B

所示'!也需注意将其中.蛋黄样/黄

色椭圆物去除&图
!'

所示'!转移入另一个含
B@"H4]4

培

养基的
GC@@

平皿中"为获取关节内滑膜组织!可在体视镜

下沿髌骨两侧打开膝关节腔&图
!6

中箭头
F

所示'!翻转暴露

关节腔!小心剥离关节内滑膜组织&图
!H

所示'"

!!

1

(髋关节周围滑膜组织!在体视镜下滑膜组织显示为白色泡沫状!但在大体解剖时!由于与腹膜相临近!呈现出浅红色)

'

(分离下来的髋关节

周围滑膜组织!在图中转弯部位隐藏着一个类似.蛋黄样/的圆形物!如小图所示!由于体视镜下拍照导致颜色失真!实际应为黄色)

6

(为分离下来

的后肢!数字
B

标识的滑膜组织隐藏在窝深处!需剪开肌肉才可暴露!该处获得的滑膜组织中也存在类似髋关节周围滑膜组织中隐含的.蛋黄

样/物)数字
F

标识的为膝关节内滑膜组织!需沿髌骨两侧打开膝关节腔后暴露)

H

(为分离下来的滑膜组织!数字
!

标识的为髋关节周围滑膜组织!

数字
B

标识的为窝内滑膜组织!数字
F

标识的为膝关节内滑膜组织"

图
!

!!

不同部位的滑膜组织

!!

1

(原代培养
F>

&

n!C

'!

5I

贴壁生长良好!也可见到部分滑膜巨噬细胞)

'

(第
!

代!培养
S>

&

n!C

'!由于
5I

生长密集!滑膜巨噬细胞的数量不

多)但如此时进行消化传代!即可发现有较多的滑膜巨噬细胞贴壁生长)

6

(第
B

代!培养
!G>

&

n!C

'!滑膜巨噬细胞的数量明显减少!而
5I

的纯度

明显提高"

图
B

!!

不同时间点的
5I

生长状况

A3E

!

滑膜组织的消化及
5I

的培养
!

将修剪后的滑膜组织转

移至含
C3E@"H4]4

和
C3E@"

'

型胶原酶的
]J

管中!剪

碎成
!@@

F 的碎块"将
]J

管平放置于
FN l

摇箱中&

BCC

次%
@9+

'!振荡消化
GC@9+

)消化后!置于涡轮机上高速振荡
!3

E@9+

以保证细胞分离)

FCCn

<

离心
E@9+

!吸弃上清!在超净

台上加入含血清的
H4]4

培养基常规培养!选用
NE/@

B 培

SBB

重庆医学
BC!G

年
!

月第
DE

卷第
B

期



养瓶"

A3G

!

5I

的免疫荧光细胞化学染色
!

用
&9@*+29+

对第
F

次传

代后的
5I

进行细胞免疫荧光化学染色"传代细胞消化后按

!n!C

E

%

@"

加入
!B

孔板培养
BD0

!吸去培养基!

J'5

轻轻漂洗

B

次!

Df

多聚甲醛固定
!C@9+

)用
C3Bf _-92(+c:!CC

处理
E

@9+

!

J'5_

冲洗
F@9+nF

次)每孔加
BCC

"

FCC

$

"

山羊血清封

闭液!室温下孵育
BC

"

FC@9+

)直接加入
!

$

"

带荧光标记的一

抗!

Dl

避光过夜)吸去一抗!

J'5_

冲洗
F@9+nF

次)加上
BCC

$

"J'5

!荧光显微镜下绿光激发"

A3H

!

5I

的流式细胞仪分析
!

用
&9@*+29+

*

6HSC3B

*

6HED

和

6H!CGD

种细胞表面标志物对
5I

的纯度进行分析!遵照各种

抗体的说明书进行"

B

!

结
!!

果

滑膜成纤维细胞在第
B

天即可见贴壁!

F>

后可进行第
!

次换液&图
B1

'!以后每
F

"

D

天换液
!

次!约在
!

周时即可进

行第
!

次传代"

!C>

时滑膜巨噬细胞数量最多&图
B'

'!此后

随传代次数增多而减少!至第
F

次传代&第
!E

"

BC

天'时滑膜

巨噬细胞基本消失&图
B6

'"

!!

用细胞免疫荧光化学染色方法除可以确定细胞的性质外!

也可初步判断出细胞纯度"如图
F'

中所示!用
&9@*+29+

可以

很好地进行
5I

的免疫荧光细胞化学染色!显示其细胞纯度大

于
SEf

!也证实本方法简便可行!能够获得大量的
5I

"流式细

胞分析的结果显示!

&9@*+29+

和
6HSC3B

标识的细胞纯度超过

SEf

!而
6HED

标识的细胞纯度约为
UCf

!但
6H!CG

标识的细

胞纯度仅为
BFf

!见图
D

"

!!

1

(第
F

代!培养
BC>

&

n!C

'"图上显示培养第
F

代时细胞生长不

如图
B6

所示的第
B

代培养!实际上为进行
&9@*+29+

细胞免疫荧光化

学染色)

'

(在荧光显微镜下
&9@*+29+

免疫荧光细胞化学染色&

n!C

'显

示
5I

生长良好"

图
F

!!

细胞免疫荧光化学染色检测
5I

细胞纯度

!!

1

(

&9@*+29+

标示的细胞纯度约为
SEf

)

'

(

6HSC3B

标示细胞纯度约
SSf

)

6

(

6HED

标示细胞纯度约为
UFf

)

6

(

6H!CG

标示细胞纯度约为

BFf

"

图
D

!!

流式细胞术检测
5I

细胞纯度

C

!

讨
!!

论

既往小鼠滑膜细胞培养法有组织块培养法*胰酶和胶原酶

消化法等!但这些方法均存在明显的缺点"组织块贴壁法相对

简单易行!但由于组织块小!不易均匀分布!导致细胞数量差异

较大!组织块周围容易见到大量细胞生长"另外还有包括组织

块种植困难不易成活*原代生长周期长*细胞数量少等缺

点#

!F

$

"胰酶法的缺点是不能有效消化分离纤维组织!使滑膜

细胞不易游离!且过筛网时堵塞网孔!故细胞数量很少#

!D

$

"

小鼠
5I

的原代培养中作者初期按文献报道用
%

型胶原

酶联合胰酶消化法进行培养!但该方法效果差!获得的原代细

胞数量少!纯度低!需培养
!E

"

BC>

后才可以进行第
!

次传

代"

'

型胶原酶能有效地消化分离纤维组织及细胞间质!充分

游离细胞!纤维组织被胶原酶消化成絮丝状纤维"使用一种

酶!同时减少过滤程序!简化了实验操作的过程!减少了细胞的

丢失#

!B

$

"本研究使用
'

型胶原酶的浓度从最初的
C3!f

逐渐

提高!发现
C3Ef

的效果最好"也可能更高的浓度可获得更好

的效果!因
C3Ef

的
'

型胶原酶浓度已可以获得较好效果!因

此没有再进一步加大浓度进行观察"

'

型胶原酶消化后!在涡

轮机上振荡也非常重要!该步骤主要目的是使
5I

分散开!振

荡时间少于
!3C@9+

效果差!而振荡
!3E@9+

与
F3C@9+

效果

相似!因此推荐使用
!3E@9+

"

本研究曾用关节间滑膜组织进行培养!但获得细胞纯度

低"不仅因为关节间滑膜组织少!且关节间有软骨存在!易造

成软骨细胞的混杂!两种细胞混杂后!目前并没有太好的纯化

方法!导致细胞纯度降低"与选取关节间滑膜组织相比!髋关

节周围滑膜组织量多!尤其是髋关节处游离的滑膜组织最多!

且在体视镜下易于修剪掉附带的结缔组织"用该方法在培养

第
F

天即可见到大量的滑膜类成纤维细胞生长!在
G

"

U>

后

即可进行第一次传代!此时!可观察到的滑膜类巨噬细胞的数

量也最多"由于滑膜类巨噬细胞粘贴牢固!用
C3BEf

胰酶消

化后不易脱落!因此!在传代的过程中即进行了纯化"基本上

在
F

次传代后即可除去巨噬细胞和淋巴细胞"
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+重庆医学,开通微信公众平台

+重庆医学,已开通微信公众平台&微信号(

60(+

<T

9+

<

4*>9/9+*

'!+重庆医学,将以微信平台渠道向广大读作者发送终审

会动态报道*各期杂志目录*主编推荐文章*学术会议*+重庆医学,最新资讯等消息"欢迎广大读作者免费订阅"读作者可

以点击手机微信右上角的.

e

/!在.添加朋友/中输入微信号.

60(+

<T

9+

<

4*>9/9+*

/!或在.添加朋友/中的.查找公众号/一栏

输入.重庆医学/!添加关注"

!FB
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