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"摘要#

!

目的
!

探讨二维及微团培养对软骨细胞表型的影响%方法
!

体外高密度二维及微团培养方法培养兔软骨细胞!从

细胞形态'细胞外基质表达情况分析软骨细胞表型的差异%结果
!

高密度二维方案培养兔软骨细胞!

1

周后软骨细胞多层分布!

bS

染色显示细胞呈圆形!细胞间联系较密!阿尔新蓝染色显示细胞外蛋白多糖分泌较少#微团培养方法培养兔软骨细胞!

1

周后

形成肉眼可见的白色组织!

bS

染色显示细胞呈多边形!细胞较分散!阿尔新蓝染色显示细胞外蛋白多糖分泌明显多于二维培养!

差异有统计学意义"

E

%

%&%3

$%结论
!

微团培养方法培养兔软骨细胞!有利于软骨细胞分泌细胞外基质%

"关键词#

!

软骨细胞#二维培养#微团培养#软骨表型
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关节软骨由软骨细胞及细胞外基质构成#缺乏血管和神

经#一旦受损#很难通过自我进行有效的修复'

$

(

)传统的治疗

方法#如微骨折法#修复物为纤维软骨而不是透明软骨#耐磨性

差#容易导致关节退行性变#且只适用于急性关节软骨损伤#疗

效受患者的年龄*软骨缺损面积的限制'

1.3

(

)目前临床上通常

采用自体软骨细胞移植来修复关节软骨缺损#疗效肯定)进行

自体软骨细胞移植#需要足够数量的软骨细胞)因此#通常在

关节非负重区获取正常软骨细胞#将软骨细胞在体外培养扩

增#待软骨细胞数目达到修复要求时#再将软骨细胞移植至关

节缺损处)体外培养扩增软骨细胞#一般采用单层培养方法#

在培养过程中#往往会发生软骨细胞去分化表现#导致移植失

败)因此#本实验提出应用二维及微团培养法培养软骨细胞#

比较两种方法培养软骨细胞的有效性#尝试建立合适的软骨细

胞培养体系)
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材料与方法
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材料*试剂与仪器
!

新西兰大白兔$第三军医大学实验动

物中心提供&#

QUSU

高糖培养基*胎牛血清*胰酶$

b

J
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&#

&

型胶原酶*
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酶*地塞米松*抗坏血酸$
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O=8
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@"B9GA

&#青霉素
.
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$
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1

培养箱

$
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方法
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软骨细胞的提取及培养
!

新西兰大白兔#

1

$

'

月龄#

体质量
1&%

$

1&3\

F

#雌雄不限)无菌条件获取膝关节软骨片

$约
$&3DDV$&3DD

&#
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酶$

%&13P

&消化
$A

#

&

型胶

原酶$

%&%13P

&消化
/

$

$%A

#

0%

!

D

细胞滤网过滤消化液#

1%%%@

"

D#,

离心
/D#,

#

$%P

胎牛血清培养基重悬细胞#种植

于
13GD

1 培养瓶#

'!

后首次换液#以后每隔
1

天换液#待细胞

融合
(%P

以上时传代#以第
$

代软骨细胞为种子细胞)

>&?&?

!

软骨细胞二维培养
!

计数细胞#使
10

孔板每孔细胞数

目为
1V$%

3 个)加入软骨细胞诱导培养基$

QUSU

高糖培养

基#含有
1P

胎牛血清*

$P

青霉素
.

链霉素溶液*

$PO=8

*

3%
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F

"

D5

抗坏血酸*

$%%,D">
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5

地塞米松及
$%,

F

"

D5=IT.

%

&

重悬细胞#将细胞悬液从孔中间加入#并将
10

孔板在超净台上

做十字形移动#使细胞分布均匀后于
'-Y

*

3P2̂

1

孵箱中培
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后首次换液#以后每隔
1

天换液#培养
1

周)

>&?&@

!

软骨细胞微团培养
!

计数细胞#使细胞数目为
$V$%

-

个#用
$D5

软骨细胞诱导培养基重悬细胞)取
$3D5

一次性

离心管#吸取
1%

!

5

上述细胞悬液加入离心管底#再加入
$D5

软骨细胞诱导培养基#充分混匀#

$%%%@

"

D#,

离心
3D#,

#拧松

管盖后静置于
'-Y

*

3P2̂

1

孵箱中培养)

'!

后首次换液#以

后每隔
1

天换液#培养
1

周)

>&?&A

!

指标检测

>&?&A&>
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大体观
!

观察二维培养组及微团培养组软骨细胞形

成物大小*形态)

>&?&A&?
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二维培养组软骨细胞
bS

及阿尔新蓝染色
!

bS

染

色!

0P

多聚甲醛固定
'%D#,

#超纯水洗#苏木素染色
1%D#,

#自

来水洗#分化液分化
'%+

#自来水浸泡#伊红染色
1D#,

#自来水

洗#甘油封片#镜下观察)阿尔新蓝染色!

0P

多聚甲醛固定
'%

D#,

#超纯水洗#

'P

冰醋酸平衡
'%D#,

#

%&1P

阿尔新蓝染液染

色
'%D#,

#

'P

冰醋酸洗#甘油封片#镜下观察)

>&?&A&@

!

微团培养组软骨细胞
bS

及阿尔新蓝染色
!

bS

染

色!二甲苯脱蜡#梯度乙醇脱水#超纯水洗#苏木素染色#自来水

冲洗#盐酸乙醇分化#自来水浸泡#伊红染色#梯度乙醇水化#二

甲苯透明#中性树脂封片#镜下观察%阿尔新蓝染色!二甲苯脱

蜡#梯度乙醇脱水#超纯水洗#冰醋酸平衡#阿尔新蓝染色#冰醋

酸浸泡#梯度乙醇水化#二甲苯透明#中性树脂封片#镜下观察)
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!

统计学处理
!

应用
O77

软件分析蛋白多糖相对表达量#

相关数据应用
8788$/&%

行统计学分析#单因素方差分析

$

",9.:?

J

<_̂ <̀

&组间比较#数据以
0[>

表示#以
E

%

%&%3

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

软骨细胞形态
!

原代软骨细胞在
0A

后就有少量细胞贴

壁生长#

'!

后
(%P

以上的软骨细胞贴壁生长#呈长梭状)首

次换液后#细胞呈多边形#增殖迅速#

$

周后可达
(%P

融合)传

代细胞
$1A

基本贴壁铺展#呈比较均一的铺路石样#见图
$

)

?&?

!

不同培养方式后软骨细胞形态
!

软骨细胞高密度二维培

养
1

周后#软骨细胞多层分布#表现为较均一的圆形%软骨细胞

微团培养
1

周后#可见软骨细胞形成较明显的细胞微团组织#

直径约
'DD

#厚
%&3DD

#色白*质软#有弹性#见图
1

)

!!

<

!原代软骨细胞
0!

%

4

!第
$

代软骨细胞
)!

%标尺!

$%%

!

D

)

图
$

!!

软骨细胞形态

!!

<

!二维培养
1

周%

4

!微团培养
1

周%标尺!

$%%

!

D

)

图
1

!!

不同培养方式后软骨细胞形态

?&@

!

软骨细胞
bS

染色
!

二维培养组显示软骨细胞密集#呈

多层分布#排列紧密#表现较为均一的圆形%微团培养组显示软

骨细胞分布较为分散#核大#表现较为均一的椭圆形#接近正常

软骨细胞形态#见图
'

)

?&A

!

软骨细胞阿尔新蓝染色
!

二维培养组显示软骨细胞外基

质染色淡#蛋白多糖分泌少%微团培养组显示软骨细胞外基质

染色深#蛋白多糖分泌多)统计数据分析显示微团培养组蛋白

多糖表达明显多于二维培养组#差异有统计学意义$
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&#见图
0

*

3

)

!!

<

*

2

!二维培养组%

4
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Q

!微团培养组%标尺!
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图
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软骨细胞
bS

染色

!!
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*
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!二维培养组%
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*

Q

!微团培养组%标尺!
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图
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软骨细胞阿尔新蓝染色
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图
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蛋白多糖相对表达量比较

@

!

讨
!!

论

关节软骨主要由软骨细胞及细胞外基质组成#软骨细胞分

布于由
&

型胶原和蛋白聚糖组成的致密细胞外基质中#形成软

骨陷窝#迁移性差#且关节软骨不受神经支配#缺乏血管及淋巴

引流#营养靠周围滑液弥散和滑液毛细血管渗透而获得#细胞

合成能力低下#一旦受损#导致其很难通过自身进行有效的

修复'

$

(

)

传统的手术治疗方法#如微骨折法#修复物为纤维软骨而

不是透明软骨#耐磨性差#容易导致关节退行性变%且只适用于

急性关节软骨损伤#疗效受患者的年龄*软骨缺损面积等的限

制'

1.3

(

)目前自体软骨细胞移植已经在临床推广应用)进行自

体软骨细胞移植#需要足够数量的软骨细胞#因此#通常在关节

非负重区获取正常软骨细胞#将软骨细胞在体外培养扩增#待

软骨细胞数目达到修复要求时#再将软骨细胞移植至关节缺损

处)研究发现#采用单层二维方法培养软骨细胞#在第
1

代软

骨细胞时#

&

型胶原及蛋白多糖的表达有了明显的下降#软骨

细胞表现出去分化现象'

).-

(

)

为了克服软骨细胞培养过程中去分化表现#研究者采取了

多种方法维持软骨细胞表型#如应用不同的培养基及生长因

子*蛋白包被*共培养及三维支架培养'

/

(

)研究发现#增加

=IT.

%

$

及葡萄糖的浓度#同时降低地塞米松的浓度#可以促进

软骨细胞表达
&

型胶原及维持软骨细胞特性%同时还发现

=IT.

%

$

联合无血清培养基较含血清培养基更能促进软骨细胞

表达
&

型胶原'

(.$%

(

)有研究发现#应用
'

*

(

型胶原包被培养

瓶#可以促使软骨细胞表达更多的
&

型胶原及蛋白多糖#但是

对比应用
'

*

&

型胶原包被#却未发现
&

型胶原及蛋白多糖的

表达有明显差异'

$$.$1

(

)

U9@9B"

*

?

等'

$'

(研究发现#将软骨细胞

和间充质干细胞共同培养#比单独的软骨细胞*间充质干细胞

培养更能适应组织工程的发展需求)研究还发现#将软骨细胞

和间充质干细胞*胚胎干细胞及诱导多功能干细胞分别进行共

培养#能促进
&

型胶原及
8̂ c(

的表达#同时有利于软骨基质

的形成'

$

#

$0.$3

(

)本研究发现#应用微团方法培养软骨细胞#软

骨细胞可形成白色透明的类软骨组织#质软#弹性可)

bS

染

色显示软骨细胞表现为均一的椭圆形#接近正常软骨细胞形

态#且形成类似软骨陷窝样表现)阿尔新蓝染色显示软骨细胞

外多糖物质染色深#分泌多#含量明显高于二维培养)作者分

析#采用微团方法培养软骨细胞#模拟了体内干细胞向软骨细

胞分化及软骨形成过程#更加符合软骨细胞生长特性#从而有

利于维持软骨细胞特性)因此#微团培养法是比较合适的软骨

细胞培养体系)采用微团方法培养软骨细胞#需注意以下事

项!$

$

&最好使用原代软骨细胞#且要保证软骨细胞数目%$

1

&软

骨细胞离心后不能晃荡离心管#否则会使细胞分散#达不到培

养目的%$

'

&细胞换液时需倾斜离心管#小心吸除培养基#并沿

管壁轻轻注入新鲜培养基#避免软骨细胞微团组织漂浮)
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中同样存在)通过流式细胞技术发现
<Q7

能诱导血小板

5̂ c.$

表达#与
7.

选择素类似#

5̂ c.$

表达与血小板活化程度

一致#普伐他汀能下调
<Q7

诱导的血小板
5̂ c.$

表达#这可

能是其抑制血小板
7<;.$

表达的一个重要机制)由于
2;7

对
<Q7

诱导的血小板
5̂ c.$

表达无明显影响#而在
2;7

和

普伐他汀均存在的情况下#

<Q7

诱导的血小板
7<;.$

表达下

降更明显#这提示
2;7

和普伐他汀抑制
<Q7

诱导的血小板

7<;.$

表达有不同的机制)

总之#

7<;.$

在
<Q7

诱导的血小板活化中起重要作用#

普伐他汀和
2;7

通过不同机制明显降低
<Q7

诱导的血小板

7<;.$

的表达#提示在炎症状态下他汀仍能起着重要的抗血

栓作用#这为临床使用他汀类药物减少缺血事件提供了理论

依据)
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