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[摘  要] 背景：关节疾病的发生与软骨细胞的活性变化密切相关。目的：本研究旨在探寻不同周龄SD

大鼠的细胞活力的差异。方法：通过胰蛋白酶-II型胶原酶序贯法提取软骨细胞,细胞划痕实验观测2、4、

8周龄大鼠软骨细胞的迁移能力改变。结果：对比来自较大周龄大鼠的软骨细胞,小周龄者具有更好的

生长速率以及迁移能力。结论：2周龄的软骨细胞具有更好的细胞活性,迁移能力,能更便捷有效地为骨

关节疾病基础研究提供更稳定的原代种子细胞。 
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[Abstract] BACKGROUND: The development of joint disease is closely related to changes in chondrocyte 

vitality. OBJECTIVE: The aim of this study was to investigate differences in cell vitality in SD rats of different 

weekly ages. METHODS: Chondrocytes were extracted by the sequential trypsin-II-collagenase method, and 

changes in the migratory ability of chondrocytes from 2-, 4- and 8-week-old rats were observed in the cell 

scratch assay. RESULTS: Compared with chondrocytes from older rats, chondrocytes from younger rats had 

better growth rates and migratory abilities. CONCLUSION: Chondrocytes from 2-week-old rats have better 

cell vitality and migration ability, which can provide more stable primary seed cells for basic research on 

osteoarthritic diseases more conveniently and effectively. 
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前言 

在骨骼与关节疾病中,软骨细胞扮演着重要的角色,且是关

节软骨的唯一细胞类型,负责维持软骨的稳态和功能[1]。软骨细

胞能够合成并分泌包括胶原蛋白,蛋白聚糖等细胞外基质成分,

并且能够通过分泌细胞因子和生长因子,调节软骨细胞外基质

的合成与降解的平衡,这些功能对于维持软骨结构的稳定性和

弹性以及关节内环境的健康至关重要[2,3]。而关节软骨受损后,

由于关节内缺乏血管和神经的营养,组织供养不足,软骨细胞本

身的增殖能力受到较大限制[4]。 

软骨细胞功能的失衡会导致多个骨骼疾病的发展,尤其是

在骨关节炎(Osteoarthritis,OA)疾病中,软骨细胞的功能失调

会导致基质再生与降解的失衡,最终导致软骨的破坏,而在骨质

疏松和骨肿瘤等疾病中,软骨细胞同样存在细胞功能的改变
[5,6]。因此,靶向软骨细胞的治疗方法成为了关键,也是药物研究

的基础,探索软骨细胞体外培养的研究,获取不同状态供体下软

骨细胞的活力,为后续基础研究选取较合适的种子细胞就显得

更有意义。在此次实验中,通过比较不同周龄的大鼠中获取的软

骨细胞的增殖活力以及迁移能力和生长能力的不同,以期为软

骨细胞组织工程的基础研究提供一个良好的种子细胞获取的实

践基础。 

1 材料与方法 

1.1材料 

1.1.1实验动物 

该项目实验动物由承德医学院附属医院中心实验室动物中

心提供,分别从2,4,8周龄的雄性SD大鼠中提取软骨细胞进行培

养并按照周龄分组进行实验和观测。 

1.1.2主要试剂和仪器 

DMEM低糖培养基(Gibco)；特级胎牛血清(Vivacell)；0.25% 

EDTA- 胰 蛋白酶 (TBD) ； CCK-8 试 剂 (SparkJed) ； 胶原酶

II(Sigma)；15ml尖底离心管、50ml、尖底离心管、T25细胞培

养瓶(广州洁特)；酶标仪、倒置相差显微镜(Thermo)；CO2培养

箱(中国白洋)。 
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1.2方法 

1.2.1软骨细胞的提取、培养和传代 

选取2,4,8周龄的雄性SD大鼠,用异氟烷麻醉后脊髓离断处

死。将处死的大鼠放入75%乙醇溶液中浸泡15分钟后取出,在无

菌环境下剪开并充分暴露膝关节,用刀片分离膝关节处软骨并

将软骨组织剪碎至1mmX1mm的小块,之后无菌PBS冲洗3次；将软

骨组织转移至5倍体积的胰蛋白酶中消化30min,离心后更换

0.2%胶原酶II并放置于37℃无菌环境下进行消化6h。将消化离

心之后的软骨细胞接种至T25培养瓶中,放入37℃、5%CO2培养箱

中进行培养。培养过程中,根据细胞状态每隔2-3天更换1次培养

基,待细胞汇合度达到80%时进行细胞传代。 

1.2.2软骨细胞的形态学及生长速率观察 

培养的原代软骨细胞及之后传代的细胞,在倒置相差显微

镜下观察各周龄组软骨细胞的形态和结构,记录不同周龄组别

中软骨细胞汇合度达到80%时所用的时间并记录。 

1.2.3不同周龄组别中软骨细胞迁移能力的差异比较 

选取第二代生长状况良好的软骨细胞,以5X105个/孔接种

于六孔板中培养24h至细胞汇合度达到100%。取用200μl移液枪

头制造细胞划痕,PBS清洗3次,更换不含胎牛血清的培养基,将

划痕之后的各组细胞放置于显微镜下拍照,记录0h,随后将细胞

放置于培养箱中继续培养24h。24h后再次拍照并记录24h,以

ImageJ软件分析不同周龄组别的软骨细胞的迁移能力,比较其

差异。 

2 结果 

2.1不同周龄组别软骨细胞形态学观察及培养 

原代软骨细胞接种于T25细胞培养瓶中,细胞呈现圆形,大

小不一致,均匀得悬浮于培养基中。因软骨细胞贴附速度较为缓

慢,于接种后12h逐渐贴壁,24h后进行再次观察,可见贴壁细胞

呈现三角形、鱼眼状、梭形、多角形等形态,细胞具有较好的折

光性且有较好的通透性,镜下可见细胞边缘具有较高的光泽度。

待生长数日后观察可见大量软骨细胞成簇样或鱼群状排列生长,

包浆丰富饱满,胞质内可见部分颗粒物质,胞核清晰。选择同时

期的三组大鼠软骨细胞,可以明显发现2周龄的大鼠软骨细胞生

长更快,细胞量更多,且形态更好。见图1。2,4,8周龄的大鼠原

代软骨细胞分别在第6-8天,10-12天,13-16天细胞汇合度达到

80%,将三组进行对比,差异具有统计学意义(P<0.01)。将细胞传

至第二、三代时,软骨细胞的生长速率相比较于原代细胞有了较

为明显的提升,细胞的形态与原代细胞大致相似,细胞边缘依然

有较高光泽度,胞质胞核清晰。第三代时2,4,8周龄的大鼠软骨

细胞分别在3-4天,5-7天,8-9天,将三组进行比较,差异有统计

学意义(P<0.01)。见图2。 

2.2不同周龄组别大鼠软骨细胞迁移能力比较。 

将第二代生长良好的软骨细胞接种与6孔板后,分别对

2,4,8周龄的大鼠软骨细胞进行0h与24h的划痕拍照,对比4周和

8周龄的软骨细胞,2周龄的软骨细胞具有更好的迁移能力,其

24h的平均迁移率达到67%,而4周龄与8周龄的大鼠软骨细胞的

24h平均迁移率分别为41%和23%,对三组进行统计学分析,比较

结果显示具有统计学意义(P<0.01)。见图3。 

 

图1 大鼠原代软骨细胞(100x)(上1)与同时期2,4,8周龄大鼠软

骨细胞(100x)(下3) 

 

图2 2、4、8周龄大鼠软骨细胞汇合度达到80%生长速度比较 

 

图3 三组不同周龄大鼠软骨细胞迁移能力对比 

3 讨论 

在骨关节疾病中,软骨细胞的功能失调被认为是关键因素

之一。软骨细胞是成熟软骨中唯一的细胞类型,负责合成和维持

细胞外基质的组成,包括胶原和蛋白聚糖。软骨细胞本身的活性
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直接关系到关节的功能与稳态,由于软骨组织周围神经和血管

的缺乏,软骨组织的自我修复能力受到极大的限制,因而引起骨

关节炎等多种关节疾病的发生[7,8]。近来,有研究表明,软骨细胞

的增殖能力会随着年龄的增长而降低,老年捐赠者的软骨细胞

变现出减少的增殖能力和生产透明软骨的能力,且该增殖能力

和迁移能力在不同年龄段的个体间差异显著,这就为开发针对

骨关节疾病的治疗策略提供了一个很好的方向[9]。软骨细胞作

为骨关节疾病治疗的靶向细胞,相比较于动物模型所花费的成

本过高,通过细胞层次的先期研究论证能为生物治疗研究,药物

研究,材料工程研究提供一个很好的实验研究基础,在减少成本

的同时获取初步的实践结果。因而,针对选取合适细胞活力的研

究,对比探明不同周龄供体的软骨细胞活力,可为往后的软骨种

子细胞的选取提供更优的选择。 

本研究比较了不同周龄SD大鼠软骨细胞的活性以及迁移能

力。通过提取并培养2、4和8周龄的大鼠软骨细胞,我们观察到

不同周龄组别的细胞迁移能力和生长速率存在显著差异。具体

来说,我们的结果显示,2周龄的大鼠软骨细胞表现出更为优越

的生长速率和迁移能力,这为今后在软骨细胞组织工程研究中

选择合适的种子细胞提供了较为肯定的基础数据。这些数据结

果的发现可能与软骨细胞中生长因子以及细胞信号通路的活性

变化相关。例如,早期阶段发育时,细胞通常会有较高水平生长

因子的表达,如转化生长因子β以及表皮生长因子α,这些因子

在促进细胞增殖和迁移能力方面起着至关重要的作用,而2周龄

的软骨细胞中相应的生长因子可能表达较为活跃[10]。此外,2周

龄的软骨细胞可能具有更高的细胞外基质合成能力,进一步

促进了软骨细胞的生长和分裂。因此,理解这些分子基质将为

关节疾病的治疗提供新的见解以及为开发新的干预策略提供

理论基础。 

综上所述,本研究的结果表明,通过胰蛋白酶-II型胶原酶

序贯法能够提取并培养软骨细胞,在相同的提取方法以及培养

条件之下,2周龄SD大鼠的软骨细胞具备更高的细胞活性和迁移

能力,且生长速率明显优于4周龄和8周龄大鼠的软骨细胞,能更

快的为下一步的基础研究提供更优质的细胞来源。 
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