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大鼠膝骨关节炎滑膜细胞原代培养 *
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摘要 目的：建立原代培养膝骨关节炎大鼠滑膜细胞的方法。方法：取膝骨关节炎大鼠膝关节滑膜组织，用酶消化法消化、分离细

胞，用 DMEM 培养液进行培养并传代，观察滑膜细胞生长状况、并用细胞形态学及细胞免疫化学鉴定。结果：用酶消化法培养膝

骨关节炎滑膜细胞，方法简单、成功率高、细胞形态典型。结论：单一的胶原酶消化法是一种有效的滑膜细胞原代培养的方法，可

以满足一般实验需求。
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ABSTRACT Objective: To develop a digestive method to obtain rats synoviocytes with knee of Osteoarthritis. Methods: Rats of OA
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前言

滑膜组织是位于关节腔内面的内衬结构，各种关节内疾病

均会累及滑膜。而滑膜细胞是维持关节正常功能的重要组织结

构，同时在各种关节疾患中也是主要病变部位。骨关节炎（OA）

以关节软骨退行性变为特征，其病理改变累及关节的各个组成

部分，但绝不仅局限于软骨，还包括软骨下骨、滑膜、半月板和

韧带。各组成部分的病理改变相互影响，相互作用，共同加速关

节的退变[1]。近几年来随着对 OA 的深入研究，发现 OA 不仅仅

是关节软骨的病变，滑膜也参与了 OA 的整个病变过程。体外

滑膜细胞培养可以有效地模拟体内细胞的生长环境，并能确切

地了解单一或多元因素对滑膜细胞的影响，其方法已为一种基

础研究手段。因此滑膜细胞的体外培养是研究其正常形态结构

和功能，及在其相应关节病中的作用和影响的前提和基础。原

代细胞培养主要有机械分散法、组织块培养法和酶消化法。本

实验在学习、总结前人经验的基础上，采用单独酶消化法培养

大鼠膝骨关节滑膜细胞。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物 清洁级 wistar 大鼠，体重 140-150g，由上海医药工

业研究院动物中心提供。
1.1.2 主要设备 超净工作台，上海博迅；CO2 培养箱，美国 Nu-
aire 公司生产；酶标仪，Sunrise A-5082 型，产自澳大利亚

TECAN 公司；台式自动平衡离心机，长沙平凡仪表有限公司；

倒置相差显微镜，德国 LEICA 公司生产。
1.1.3 主要器械 眼科剪、眼科镊、培养瓶、培养皿、离心管、手术

剪、止血钳、咬骨钳、弹簧刀、5ml 注射器。
1.1.4 主要试剂 DMEM 培养基(Invitrogen Corporation)、青霉素

及庆大霉素(华北制药)、L- 谷氨酰胺(进口分装 BR)、EDTA- 胰

酶消化液、胎牛血清(杭州四季青生物工程材料有限公司)、Ⅱ型

胶原酶(Sigma)。
1.2 方法

1.2.1 大鼠膝骨关节炎模型 采用改良 Hulth 模型，此为经典手

术造模方式，具体步骤为：将动物麻醉后仰卧于手术台上，无菌

条件下取膝关节内侧纵切口长约 2cm，显露膝关节，然后切断

前后交叉韧带及内侧副韧带，保留关节软骨面。术后不固定伤

肢，自由活动。术后给予抗生素腹腔注射一周，预防感染。
1.2.2 大鼠滑膜组织的取材 大鼠脱臼处死，置于 75％酒精浸

泡 2 min，膝关节局部酒精消毒于膝关节正中纵行切开皮肤，分
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离肌肉，露出膝盖骨，继续向下分离，可见平滑光亮的滑膜组

织，用手术剪分离关节囊的滑膜层和纤维层，然后取出滑膜层

组织。用同法采集另一侧膝关节滑膜层组织。将获取得的滑膜

组织放于装有含双抗的生理盐水中。
1.2.3 胶原酶消化法培养滑膜细胞 ①将分离的滑膜组织用含

双抗的 PBS 液浸泡 5 min 后，再用 PBS 液漂洗 3 次放入培养

皿中；②用眼科剪剪碎滑膜组织成 1mm×1mm 的小块，送入培

养瓶中，然后加入含 10%胎牛血清的Ⅱ型胶原酶约 6ml(胶原

酶浓度为 4 mg／m1)进行消化，瓶口拧紧放人培养箱中。消化

过程中每隔 1 h 振摇一次培养瓶；③待消化 3h 后，取出培养

瓶，吹打混匀细胞悬液，将其转入离心管中，1000rpm 离心

10min，弃部分含有脂肪细胞上清液约 1-2 ml，再加入 2mlD-
MEM 培养液混匀后,200 目筛网过滤，将过滤液转至离心管

1200rpm 离心 10min；④弃上清液，加 DMEM 培养液 4ml 吹打

混匀细胞沉淀，然后转入干净的培养瓶中，另加 1ml 胎牛血清

(20％终浓度)，置于培养箱中培养。次日去掉未贴壁的细胞。
2-3d 更换 1 次培养液，倒置显微镜下观察细胞生长状况。
1.2.4 滑膜细胞免疫化学鉴定 把细胞固定后滴加在载玻片上，

用免疫染色洗涤液(P0106)洗涤两次，每次 5 分钟，加入免疫染

色封闭液(P0102)，封闭 60 分钟，加入稀释好的一抗，室温或

4℃在侧摆摇床上缓慢摇动孵育一小时，洗涤后加入稀释好的

二抗，再加入洗涤液，洗涤 5 分钟，共洗涤 3 次，然后荧光显微

镜下观察。

2 结果

从 OA 滑膜组织分离得到的滑膜细胞在培养箱中培养 48h
后，可见少量细胞呈梭形生长(图 1)。之后逐渐增多并铺满瓶

底，6 天左右可以传代。传代细胞再培养 4 天左右可以再次传

代。滑膜细胞贴壁初期呈网状分布生长，以后随细胞数量的增

长逐渐紊乱无明显的方向性排列特征，细胞形态以梭形为主，

两极胞突细长，末端多与邻近细胞连接并交织呈网，网间散布

有较多。倒置显微镜下观察，认为本实验的滑膜细胞为成纤维

样滑膜细胞。免疫荧光学鉴定滑膜细胞胞浆中 vimentin 呈阳性

表达（见图 2）。

3 讨论

滑膜细胞是构成滑膜层的最大细胞群体，是维持关节正常

功能的重要组织结构，它包埋在颗粒状无定性的基质中，基质

内有分散的纤维分布。滑膜由 A 型(巨噬样滑膜细胞)、B 型(成
纤维样滑膜细胞)以及 C 型(树突细胞样滑膜细胞)细胞组成[2]。
骨关节炎的主要病变是关节软骨退变与破坏，然而，对于骨关

节炎的结构及症状进展而言，继发于软骨病变后的滑膜炎也是

至关重要的；而且在膝骨关节炎全膝关节成型术患者中，滑膜

炎严重程度与现行功能障碍及残疾程度密切相关[3]。在 OA 的

早期，滑膜的增生和纤维化，分泌炎症介质和软骨降解酶，可能

是 OA 发病的重要因素，随着 OA 的进一步发展，滑膜始终参

与其病理过程[4]。Hayashi D 等研究表明：现代成像技术已经证

明滑膜炎病理改变在骨关节炎早期和晚期很普遍；滑膜炎逐渐

被公认为是骨关节炎病理生理学的重要特征[5]。滑膜成纤维细

胞是滑膜组织最活跃的组成细胞，它可通过自分泌或旁分泌方

式产生大量的炎性细胞因子及免疫反应介质，加速软骨基质的

降解,是引起各种临床症状的主要因素[6]。OA 关节滑膜中滑膜

下层成纤维细胞增殖,尤其是包绕血管的纤维增生,从而造成滑

膜的血管通透性下降,阻碍滑液与血浆正常的交换,使关节内滑

液成分不能得到血液中氧和营养物质。关节内软骨细胞缺乏营

养而功能萎缩,合成基质能力下降,对力的缓冲能力继续下降,
软骨细胞生存的微环境进一步恶化[7]。发生于骨关节炎早期及

晚期的滑膜炎症与邻近软骨改变有相关性，这与类风湿性关节

炎中观察到的结果相一致；滑膜炎症所产生的代谢物及促炎介

质（如：细胞因子类、NO、PE（2）、神经肽类等）可以改变软骨基

质降解与修复平衡，进而产生过量的蛋白水解酶，最终导致软

骨破坏；软骨的改变反过来又可以使滑膜炎症扩大化，引起恶

性循环[8]。
近年来已有不少关于骨关节炎滑膜的研究：Blom AB 等证

实在实验性小鼠骨关节炎中，Wnt-induced signaling protein 1
(WISP-1)在滑膜及软骨中表达显著上升，在人类骨关节炎中亦

如此[9]。Wu H 等研究表明在 OA 病程进展中，MMP-1 在其滑膜

及软骨中的表达稳定上升，但是在 OA 早期阶段，MMP-1 在软

骨中上升是先于滑膜的，表明 OA 病理发生是是始于软骨的，

图 1 OA 滑膜细胞原代培养 48 小时后生长状态

Fig.1 Primary OA synoviocytes culture ,the growth state after 48 hours

图 2 OA 滑膜细胞胞浆中 vimentin 表达情况 t

Fig.2 The expression of vimentin in OA synoviocytes cytoplasm
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但滑膜炎也参与了软骨降解过程，尤其是在 OA 中后期[10]。吕

大鹏[11]等采用 SABC 免疫组织化学染色法分别对检测正常膝

关节滑膜与重度骨性关节炎患者膝关节滑膜中 MMP-7 的表

达，证明 MMP-7 在骨性关节炎患者滑膜中高表达。阚卫兵[12]等

运用基因芯片技术在家兔膝关节骨性关节炎滑膜组织中发现

MMP-7 的表达比正常家兔高。因此，MMP-7 在 OA 滑膜的退

变的病理过程中起着一定的作用。总而言之，滑膜在骨关节炎

中的作用日益凸显出来，滑膜的研究成为现今骨关节炎研究的

热点之一。
因此，体外滑膜细胞的培养为研究关节疾病的发病机制、

病理变化以及药物治疗提供一个实验平台。自 1933 年 Vaube
首次培养出滑膜细胞，国内外学者对此进行了广泛的探索[13]。
目前滑膜细胞原代培养方法最常用的有酶消化法和组织块培

养法，两者各有利弊，组织块培养法可直接获取成纤维样滑膜

细胞(不含有巨噬细胞样滑膜细胞)，但是组织块种植困难，贴附

不牢，易脱落，培养周期长，需 2～3 周，消化时间不易控制，如

消化酶浓度过大或时间过长，细胞膜受损导致细胞死亡，细菌

易污染，成功率下降。酶消化法属于化学法，操作简单，细胞成

活率较高。不足是需要的胶原酶较昂贵，且消化酶的种类浓度

不同，不好控制，浓度大，时间长，细胞膜受损；浓度小、时间短

则不易产生细胞，短时间内难以达到实验所需数量，过筛网时

堵塞网孔，培养比较困难。也有研究者采用酶消化与胰蛋白酶

联合消化法来培养滑膜细胞。顿耀艳等取大鼠关节滑膜组织，

采用酶消化法成功分离出大鼠滑膜细胞，其细胞形态典型，证

明了单一的胶原酶消化法是一种有效的滑膜细胞原代培养的

方法[14]。张晓明等采用组织块培养法成功培养出佐剂性关节炎

（AA）大鼠滑膜细胞，且滑膜细胞符合成纤维细胞的形态特征，

呈长梭行极性生长，可作为进一步实验研究的靶细胞[15]。陈相

等取人滑膜组织采用机械分离、复合酶消化后再将组织块塑料

孔板倒贴法，差速贴壁法纯化后，成功分离了人滑膜细胞，为进

一步研究提供良好的实验模型[16]。细胞符本实验采用Ⅱ型胶原

酶消化法，成功培养了 OA 大鼠膝关节滑膜细胞，简单易操作

且实验成本较低。以下是笔者在本实验过程中总结的些许经

验：（1）取材必须保证无菌操作，取材后应立即进行分离消化；

（2） 滑膜组织需仔细修剪，以剔除滑膜下层组织，且剪碎成

1mm×1mm 的小块利于组织消化；（3）为保证消化充分，在消

化过程中需不间断吹打组织碎片；（3） 用于实验的细胞以原代

或 2-3 代为好，传代超过 3 次后会出现细胞老化现象，4-5 代细

胞增殖活性显著下降；（4）细胞培养关键之一就是控制污染：特

别是取材时尤其应该保证无菌，所有接触细胞的试管、培养器

皿均应保证无菌，所有液体试剂均应高压消毒，过滤除菌为宜；

（5）细胞营养是为了使滑膜细胞更好地生长，但必须控制在合

理范围内。原代培养时加入 20%胎牛血清，传代后调整为 10%，

排除过多的血清对细胞生长的干扰抑制作用；Hou 等认为用

10％人 AB 型血清的 DMEM 培养效果最好[17]。（6）组织消化

后，细胞过滤会堵塞网孔，因此应多备用几个滤网，而且需仔细

清洗过滤网；（8）Ⅱ型胶原酶成功消化滑膜组织，但是酶对细胞

有一定的毒性作用，关键在于胶原酶的浓度与作用时间的掌

握；（9）在细胞实验时，保证有足够的细胞数量一次性完成实验

指标的检测，能有效的消除由于多次取材的细胞性能可能有差

异而带来的批间误差，真实的反映结果。
胶原酶消化法是一种相对简单、易行、容易掌握的滑膜细

胞获得方法，可以满足一般的实验需求，但是其操作步骤相对

较多，对一个初次培养的技术人员来讲，操作过程中的细致、规
范性以及熟练程度尤为重要，希望我们的一点经验可以为相同

研究领域的同道提供一点可以借鉴的经验，为膝骨关节炎的基

础研究有所帮助。
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