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人关节软骨细胞的体外分离、培养与鉴定
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摘要 目的：研究人关节软骨细胞的体外分离、培养及鉴定方法，观察各代人关节软骨细胞的形态学特性。方法：取人创伤性截肢

的无菌膝关节软骨，采用两步酶消化法分离培养人关节软骨细胞，并进行传代培养。通过倒置相差显微镜下观察细胞形态，绘制

生长曲线，甲苯胺蓝染色及Ⅱ型胶原免疫组织化学染色对细胞进行鉴定。结果：两步酶消化法消化出的软骨细胞呈圆形，培养 2-3
天，细胞贴壁、变形，呈三角形或多角形，2 周左右细胞融合成层，传代 5 次后出现去分化。软骨细胞增殖和生长缓慢。形态学、免疫

组织化学染色显示细胞培养 5 代以内可以保持表型的稳定。结论：本研究采用胰蛋白酶及Ⅱ型胶原酶联合消化法获得大量高纯

度、高活性的人关节软骨细胞。5 代以内细胞生长良好，生物学特性明显，适合于实验研究，5 代以后出现去分化现象。
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ABSTRACT Objective: To study the methods for isolation, culture and identification of human articular chondrocytes in vitro, and
observe the morphological characteristics of human articular chondrocytes in different generations. Methods: Cartilage was harvested un-
der sterile conditions from human traumatic knee joints, human articular chondrocytes were isolated and cultured by using two-step enzy-
matic digestion, and the cells were subcultured. The cells were identified by observing cell morphology under phase-contrast microscope,
drawing growth curve, toluidine blue staining and type Ⅱ collagen immunohistochemistry staining. Results: The cells were round from
the two-step enzymatic digestion, cells showed adhesion, deformation, triangle or multiangle after two-three days cultured and the cells
formed a cohesive multiplayer on plastic surface about two weeks, and turned to dedifferentiation after five generations. The proliferation
and growth of chondrocytes was slowly. Morphology and immunohistochemistry staining showed that stable phenotype could be main-
tained within five generations. Conclusion: In this study, a lot of highly pure and active human articular chondrocytes were obtained by
using trypsin and type Ⅱ collagenase digestion. Within five generations, the cells grew well with obviously biological characteristics,
suitable for experimental study, and turned to dedifferentiation after five generations.
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前言

骨关节炎（osteoarthritis, OA）又名退行性关节病、增生性骨

关节炎，它以关节软骨的变性、软骨组织的破坏以及关节周围

骨质的增生为特征。随着年龄的增长，骨关节炎的发生率逐渐

增加，它是老年人疼痛和致残的主要原因。骨关节炎的确切病

因尚不清楚[1]。现已知道，骨关节炎发病的中心环节是关节软骨

的退变。正常关节软骨由软骨细胞和软骨基质组成，软骨细胞

是关节软骨的唯一细胞成分，其生物学特性的变化和骨关节炎

的发生及发展密切相关[2]。软骨细胞培养是研究软骨细胞增殖、
分化等生物学行为及机制的最有力工具之一，也为骨关节炎的

研究提供了基础。目前国外有大量文献报道人软骨细胞的培养

及其相关研究[3,4]，国内的研究多集中在动物软骨细胞的培养及

其相关研究中[5,6]。本实验研究了人软骨细胞的体外分离、培养

及鉴定方法，观察各代人关节软骨细胞的形态学特性，为进一

步研究人软骨细胞的其他生物学特性及骨关节炎的发病机制

提供了实验基础。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 标本来源 从第四军医大学唐都医院骨科急诊截肢患者

的手术废弃标本中获得无菌的正常膝关节软骨组织，并经患者

知情同意。
1.1.2 实验试剂与仪器 DMEM/F12 培养基(HyClone)；胰蛋白

酶(Gibco)；Ⅱ型胶原酶(Sigma)；胎牛血清(PAA)；四甲基偶氮唑

盐(MTT，Sigma)；二甲基亚砜(DMSO，Sigma)；兔抗 - 人Ⅱ型胶
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原一抗(武汉博士德)；DAB 显色试剂盒(美国 DAKO 公司)。无

菌操作台(Thermo Electron MSC12)；恒温摇箱(海尔 HRHPY)；
低温台式离心仪(HERMLE Z-360 k)；CO2 孵育箱(Thermo For-
ma)；倒置相差显微镜 (Olympus IX-70)；酶标仪（Bio-Rad 680
型）。
1.2 方法

1.2.1 关节软骨细胞的分离 采用司徒镇强等[7]的关节软骨细胞

的体外分离方法，先将创伤性截肢取下的无菌膝关节软骨组织

置于无菌培养皿中，用含青霉素钠 / 庆大霉素双抗液的 PBS 缓

冲液冲洗数次后，在盛有 DMEM/F12 培养基的无菌培养皿中

将软骨修剪至 1 mm3 大小。将软骨碎块移入 50 ml 离心管中，

低温离心 (1000 r/min，5 min)，弃去上清液，加入 5 倍体积的

0.25 %胰蛋白酶，放入恒温摇箱中，37℃下摇荡消化 40 min，轻

轻吹打弃去上清液，D-Hanks 液冲洗 3 次；再加入 5 倍体积的 2
mg/ml 的Ⅱ型胶原酶，放入恒温摇箱中，37℃下摇荡消化 4-6 h，

低温离心(2800 r/min，5 min)，弃去上清液，DMEM/F12 培养液

冲洗 3 次。加入含 10 %胎牛血清的 DMEM/F12 培养基，用吸

管轻轻吹打，使细胞悬液分布均匀。
1.2.2 关节软骨细胞的原代及传代培养 将细胞以 1×108/L 接

种于 25 cm2 培养瓶内(5 ml/ 瓶)，置于 37℃恒温，5 % CO2，饱和

湿度培养箱内培养。隔天换液 1 次，倒置相差显微镜观察并照

相，记录细胞形态及贴壁生长情况。待软骨细胞汇合成片，长满

大部分培养瓶壁后传代。传代时，弃去旧培养液，用 D-Hanks 液

清洗细胞 2 次，培养瓶内加入 0.25 %胰蛋白酶 5 ml，室温下振

荡 2-5 min。倒置相差显微镜下观察贴壁细胞已回缩，变成圆

形，部分细胞开始浮游，加入 D-Hanks 液中止消化。加入新的培

养液，吹打均匀，使细胞彻底从培养瓶底壁脱落，收集细胞混和

液，低温离心(2800 r/min，5 min)，弃去上清液，D-Hanks 液清洗

两次，加入含 10 %胎牛血清的 DMEM/F12 培养基，用吸管轻

轻吹打，使细胞悬液分布均匀。调整细胞浓度为 1×108/L，将细

胞接种于培养瓶内继续培养，或培养板内用于实验[8]。
1.3 检测指标

1.3.1 倒置相差显微镜观察 在软骨细胞分离、培养以及传代培

养的各个时期通过倒置相差显微镜观察正常软骨细胞的形态、
贴壁生长情况、生长特性及细胞密度，并照相。
1.3.2 绘制细胞生长曲线 采用 MTT 比色法绘制软骨细胞生长

曲线[9]。取第 2、4、6 代软骨细胞按 1×108/L 接种于 96 孔培养

板中，5 孔作为空白凋零孔，各代软骨细胞接种 70 孔，每孔 0.1
ml，共 3 块，隔日换液。连续观察 14 天，每日随机取 5 孔，加入

5 g/L 的 MTT 液 20 μL/ 孔，孵育 4 h 后，弃去上清液，加入 DM-
SO 200 μL/ 孔，振荡 10 min 后酶标仪上测吸光度值(A)，波长为

490 nm。取细胞数的平均值作为结果，在 Excel 表中绘制折线

图来描绘细胞的生长情况。
1.3.3 甲苯胺蓝染色 对各代关节软骨细胞用爬片技术，即取生

长状态良好的各代关节软骨细胞，经 0.25 %胰蛋白酶消化后，

制成细胞悬液，以 1×108/L 接种于预置有盖玻片的 24 孔板中

培养。待细胞基本生长成单层后，取出盖玻片，以 4 %多聚甲醛

固定 20 min，自来水冲洗 15 min，双蒸水冲洗 3 次，1 %甲苯胺

蓝染色 30 min，双蒸水洗去多余的染液，无水乙醇脱水，中性树

胶封片。倒置相差显微镜下观察并拍照记录。
1.3.4 Ⅱ型胶原免疫组织化学染色 对各代细胞采用爬片技术，

待细胞基本生长成单层后，取出盖玻片，以 4 %多聚甲醛固定

20 min。3 %过氧化氢室温下孵育 10 min，PBS 缓冲液冲洗 3
次，每次 5 min，滴加正常非免疫动物血清室温下孵育 10 min。
除去血清，滴加 1:100 兔抗 - 人Ⅱ型胶原一抗，4℃过夜。PBS 缓

冲液冲洗 3 次，每次 5 min。滴加生物素标记的二抗，室温下孵

育 10 min，PBS 缓冲液冲洗 3 次，每次 5 min。DAB 显色，苏木

精复色，无水乙醇脱水，中性树胶封片。倒置相差显微镜下观察

并拍照记录。

2 结果

2.1 倒置相差显微观察

经过两步酶消化法分离得到的原代软骨细胞为球形，呈悬

浮状态，大小均一，具有较强的折光性。软骨细胞贴壁较慢，培

养 24 h 后，细胞逐渐开始贴壁，贴壁后的软骨细胞大部分呈圆

形、椭圆形或短梭形(见图 1a)，2-3 天后贴壁的细胞逐渐变形为

多角形或三角形，胞核为圆形或椭圆形，胞浆丰富(见图 1b)。培

养 5 天后，软骨细胞呈不规则的卵圆形，可见成簇现象(见图

1c)，1 周后细胞增殖明显，细胞间有突起相连结，部分区域软骨

细胞呈集落生长，周围有基质样物质沉积。细胞疏密不一，有的

区域可见大量基质包绕的结节样细胞群落(见图 1d)。约 2 周左

右，细胞基本爬满瓶底，此时软骨细胞可变为圆形，胞体丰满，

胞质均匀，核大而圆并且互相连接成 " 铺路石 " 样结构。传代

后第 1 代细胞贴壁时间较原代细胞短，增殖速度加快，约 7-8
天铺满培养瓶瓶底，细胞仍以椭圆形为主。但随传代次数增加，

细胞中梭形细胞逐渐增多，增殖与分泌能力下降，传代周期延

长。

图 1 正常软骨细胞形态(光学显微镜，×100)

Fig. 1 Morphology of cartilage cells (Optical microscope,×100)
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2.2 软骨细胞生长曲线

第 2 代正常的软骨细胞经培养后，潜伏期在 1-3 天左右。
第 3 天细胞开始增殖，5 天左右增殖明显，呈指数增长。8-10 天

增殖趋缓，呈平台期。第 10 天后，由于细胞的相互接触而产生

接触抑制，细胞增长进入停滞期。12 天后呈下降趋势。第 4、6
代软骨细胞的生长曲线与第 2 代基本相同，但增殖高峰低，平

台期时间短，且这一变化随传代次数增多而愈加明显 (见图 2)。
2.3 甲苯胺蓝染色

正常原代软骨细胞的甲苯胺蓝染色可见细胞内有蓝紫色

异染颗粒，并且有少量的异染颗粒出现在细胞周围。集落样生

长区域和多层生长区域的软骨细胞这一表现尤为明显，异染颗

粒呈紫红色可以出现在部分细胞内及细胞外基质中。经多次传

代培养后，软骨细胞甲苯胺蓝染色正染呈浅蓝色（见图 3）。

图 2 各代软骨细胞生长曲线

Fig. 2 Growth curve of the cartilage cells

图 3 软骨细胞甲苯胺蓝染色(×200)

Fig. 3 Toluidine blue staining of cartilage cells(×200)

2.4 Ⅱ型胶原免疫组织化学染色

正常的原代软骨细胞Ⅱ型胶原免疫组织化学染色见细胞

及胞外基质为棕黄色，呈阳性，细胞核周围呈黄褐色，可见黄褐

色颗粒在细胞周围。细胞经传代后棕黄色着色渐减弱，5 代以

后软骨细胞呈成纤维化，突起增多，染色变淡（见图 4）。

图 4 软骨细胞Ⅱ型胶原免疫组织化学染色(×200)

Fig. 4 Type Ⅱ collagen immunohistochemistry staining of cartilage cells(×200)

3 讨论

正常的软骨是一种特殊类型的结缔组织，软骨细胞和基质

是其主要成分，不含纤维血管组织。软骨细胞是软骨组织的唯

一细胞成分。基质的主要化学成份是软骨粘蛋白和水分。基质

由软骨细胞产生和分泌。胶原纤维包埋于基质中，主要有间质

型胶原Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ，基底膜胶原Ⅳ，微量胶原Ⅵ、Ⅸ、Ⅺ等。蛋白多

糖以硫酸糖胺多糖为主。软骨可分为透明软骨、弹性软骨和纤

维软骨。关节软骨是透明软骨的一种。关节软骨细胞排列成长

圆柱体，由浅层向深层逐渐由扁平状至椭圆或圆形的细胞组
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成，随着时间的推移表面的关节软骨逐渐被深层新生的软骨所

代替。因为关节软骨没有神经支配，也没有血管，再加上细胞有

丝分裂活动极低，所以其自身修复能力差。临床上由于外伤或

疾病造成的关节软骨缺损自身很难修复，可导致不可逆的病

损，最终发展为骨关节炎。
体外培养软骨细胞是研究正常软骨细胞生物学特性及骨

关节炎发病机制的重要手段，同时也是软骨组织工程的基础和

关键环节。研究表明，软骨细胞生物学变化和骨关节炎的发生

发展密切相关。而且骨关节炎的发生往往伴随软骨的磨损和软

骨细胞的退变[10]。
长久以来，由于认为软骨细胞不具备分裂增殖的能力，所

以未能开展其体外培养的研究。1967 年 Manning[11]报道采用胰

蛋白酶和细菌胶原酶联合消化关节软骨，把软骨细胞从坚韧的

软骨基质中分离出来，从而获得数量充足且纯度比较高的软骨

细胞，通过体外培养发现了软骨细胞具备分裂增殖的能力，从

此开创了软骨细胞的体外培养技术。这种酶消化法延用至今，

虽然人们先后进行了不同的改进，软骨细胞的收获量也有提

高，但还不是十分理想。目前通过细胞酶消化分离原代软骨的

方法有很多，常用的有 Green 法[12]和 Klagabrun 法[13]等。由于软

骨细胞是软骨组织中唯一的细胞成分，本实验采用两步酶消化

法中第一步使用低浓度的胰蛋白酶除去软骨组织中加杂的滑

膜及结缔组织，使胶原酶能更好的与软骨组织中的胶原纤维网

络接触，第二步再使用高浓度Ⅱ型胶原酶把基质消化后，大量

高纯度的软骨细胞就可以分离出来。
软骨细胞属低氧、低代谢细胞。它适合在 pH 7.2-7.4、体积

分数 5 %-60 %的 CO2、6 %-91 %的 O2 浓度和低钙环境中生长。
在软骨细胞培养液中加入一定质量分数的 Mgcl2 可以提高软

骨细胞的活性。软骨细胞长期单层培养或经过反复传代后，其

生物性状不稳定。在细胞密度低的情况下，由于细胞易与基质

间失去联系，基质中的细胞因子无法提供反馈调节，细胞出现

反分化现象，表现为成纤维细胞样，Ⅱ、Ⅺ型胶原的合成能力下

降，Ⅰ、Ⅲ型胶原的合成能力增加；细胞密度高时，大多数细胞

能保持正常形态，有助于自分泌因子维持其表型并保持基质新

陈代谢的平衡[14]。
软骨细胞可以产生大量软骨粘蛋白和Ⅱ型胶原。在软骨细

胞体外培养过程中，由于细胞外环境与体内内环境差异的存

在，软骨细胞的表型难以保持长久的稳定，进而细胞逐渐丧失

其生物学特性，细胞形态、代谢、分化、增殖等都将发生一系列

变化。软骨细胞由多角形、小圆形向椭圆形、梭形或成纤维样变

化，细胞的代谢逐渐由无氧糖酵解变为有氧糖氧化，而且软骨

细胞丧失了合成软骨粘蛋白的能力，合成胶原的类型也从Ⅱ型

变为Ⅲ型、Ⅰ型。此时软骨细胞不再具有原细胞的特性及生理

功能，这些变化称之为软骨细胞的反分化[15]。本实验观察到，正

常的软骨细胞在原代和 5 代以内绝大部分呈圆形或多角形，细

胞外基质富含胶原，具有典型的软骨细胞生物学特征，并有良

好的附壁生长和增殖活性。但是随着传代次数的增加，细胞中

圆形、多角形的数量逐渐减少，梭形成纤维样细胞渐出现。5 代

以后增殖与分泌能力下降，传代周期延长。
本实验 MTT 比色法结果显示，5 代以内软骨细胞的生长

曲线呈 "S" 型，软骨细胞生长的潜伏期在 1-3 天左右，在这一时

期内的软骨细胞增殖缓慢。第 3 天开始细胞增殖，呈指数增长，

指数增长期在第 4-8 天之间。此期活力最高，是进行各种实验

最佳和最主要的阶段。随后进入平台期，平台期为第 8-10 天。
第 10 天后，由于细胞的相互接触而产生接触抑制，进入停滞

期，停滞期的时间为第 10-12 天。12 天以后细胞增殖呈下降趋

势。
软骨细胞无特异性标志物，Ⅱ型胶原为软骨细胞的基因表

达产物，可以通过其来确定软骨细胞的表型。通过对软骨细胞

分泌的基质成分氨基多糖的甲苯胺蓝染色和基因表达产物Ⅱ

型胶原的免疫组织化学染色，再结合取材部位和培养过程中的

观察，可以做出鉴别。本实验观察到，甲苯胺蓝染色可见软骨细

胞内有蓝紫色异染颗粒，并且有少量的异染颗粒出现在细胞周

围；而Ⅱ型胶原免疫组织化学染色见软骨细胞及胞外基质为棕

黄色，呈阳性，细胞核周围呈黄褐色，在细胞周围可见黄褐色颗

粒。再结合所取材的部位以及培养过程中的观察，证实了本实

验所观察的细胞为软骨细胞。
甲苯胺蓝染色可见正常原代软骨细胞内有蓝紫色异染颗

粒，并有少量的异染颗粒出现细胞周围。经多次传代培养后，正

常软骨细胞甲苯胺蓝染色正染呈浅蓝色。Ⅱ型胶原免疫组织化

学染色显示正常的原代软骨细胞及胞外基质着色为棕黄色，呈

阳性，细胞核周围呈黄褐色，可见黄褐色颗粒在细胞周围。经传

代后棕黄色着色渐减弱，5 代以后软骨细胞呈成纤维化，突起

增多，染色变淡。正常的软骨细胞在体外培养时无法长期保持

其自然表型，随着培养时间的延长和传代次数的增加，其分泌

和增殖能力下降，逐渐走向衰老和反分化。正常关节软骨细胞

5 代以内细胞生长良好，生物学特性明显，适合于实验研究，5
代以后细胞出现反分化现象。

本实验采用两步酶消化法从人创伤性截肢的无菌膝关节

软骨中分离出大量高纯度的软骨细胞。经过体外培养及传代，

观察软骨细胞的活性及形态学特性，并通过甲苯胺蓝染色和Ⅱ

型胶原的免疫组织化学染色鉴定为软骨细胞，为进一步研究人

软骨细胞的其他生物学特性及进行软骨细胞移植提供了实验

基础，而且对于研究骨关节炎病变的发病机制和临床治疗具有

重要意义。
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