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摘要：目的 在体外建立稳定有效的软骨细胞分化模型。方法 复苏 5678# 细胞，在倒置显微镜下

观察细胞形态及其生长情况，细胞 :"?融合时分别用不含 @- 和含 @- 的诱导培养基培养进行分化诱

导。诱导 &% A，阿力新蓝染色，96>B89 检测!、"型胶原表达进行鉴定。结果 含 #"#CD(E @- 的诱

导培养基诱导 % 周便可见明显的软骨小结，细胞产生软骨基质明显增多，!及"型胶原表达明显增

高，且"型胶原表达呈提前。结论 利用 5678# 细胞系可成功建立软骨细胞分化体外模型。
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B?,<:=9<：E?+59<#A5 64 F/G HI ) FG)J+/ ),A /KK/-G*L/ (4A/+ %& >%073 4K -.4,AM4C/,*- A*KK/M/,G*)G*4,3F5<4"!,
5678# -/++F N/M/ M/),*()G/A KM4( +*OH*A ,*GM4C/,，),A -H+GHM/A *, G./ ()*,G/,),-/ (/A*H( -4,F*FG*,C 4K ) % P %
(*QGHM/ 4K 7R’ ),A S)(TF U>%& (/A*H( -4,G)*,*,C #? UVW3 6./ (4MI.4+4C*-)+ -.),C/F ),A CM4NG. K/)GHM/ N/M/
4JF/ML/A H,A/M G./ *,L/MG/A (*-M4F-4I/ /)-. A)X3 Y./, 5678# -/++F M)I*A+X IM4+*K/M)G/A G4 K4M( :"? -4,K+H/,-X，
G./ -/++F N/M/ -H+GHM/A *, A*KK/M/,G*)G*4, (/A*H( FHII+/(/,G/A N*G. @- 4M ,4 @- K4M &% A3 6./ /QG/,G 4K
-.4,AM4C/,*- A*KK/M/,G*)G*4, N)F /Q)(*,/A JX )+-*), J+H/ FG)*,*,C ),A 96>B89 A/G/-G*4, 4K G./ /QIM/FF*4, +/L/+ 4K
(9Z5 4K GXI/! -4++)C/, ),A GXI/ [ -4++)C/,3 G5,>7<, U4M 5678# -/++F -H+GHM/A *, A*KK/M/,G*)G*4, (/A*H(
-4,G)*,*,C #"#CD(+ @-，-)MG*+)C*,4HF ,4AH+/F N/M/ A/G/-G)J+/ )II)M/,G+X )G 0 A )KG/M -.4,AM4C/,*- A*KK/M/,G*)G*4,
*,AH-G*4,，G./ FX,G./F*F 4K C+X-4F)(*,4C+X-),F（\5\F）N/M/ *,-M/)F/A，),A G./ /QIM/FF*4, +/L/+F 4K GXI/!
-4++)C/, ),A GXI/ [ -4++)C/, (9Z5 N/M/ )+F4 HIM/CH+)G/A，N*G. /)M+*/M /QIM/FF*4, 4K GXI/ [ -4++)C/,3D"-97>,#"-
6./ (/G.4A HF/A *, G.*F N4M] -), IM4L*A/ ), %& >%073 -.4,AM4C/,*- A*KK/M/,G*)G*4, (4A/+ 3

H5@ I":!,：5678#；8.4,AM4-XG/F；7*KK/M/,G*)G*4,

软骨内成骨从间质细胞集聚开始，到分化为软

骨细胞，形成未来骨骼的软骨样骨雏形，软骨细胞

经历增殖、分化、凋亡等步骤最终被骨组织取代。其

中，软 骨 细 胞 的 肥 大 成 为 驱 动 长 骨 纵 向 生 长 的

力量［%］。

5678# 来源于小鼠胚胎瘤细胞，为软骨祖细胞

系，胰岛素诱导其分化可以模拟在体软骨发育［&］。

本实验对以往 5678# 分化诱导方法进行改进，减短

了诱导时间，确立了快速高效的诱导体系，为研究软

骨发育提供了良好的体外实验模型。

$ 材料和方法

$J$ 材料

5678# 细胞（由美国纽约大学医学中心整形外

科部赠送），7R’RDU%& 培养基（SX-+4,/ 公司），胎牛

血清（\*J-4 公司），胰蛋白酶（W*C() 公司），%?阿力

新蓝染液（W*C() 公司），̂6W 诱导剂（W*C() 公司），维

生素 8（W*C() 公司），69^_‘E（^,L*GM4C/, 公司），反转

录试剂盒（6)])M) 公司）。
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!"# 方法

!"#"! !"#$% 细胞复苏、培养和观察：自液氮罐中

取出 冷 冻 管，立 即 放 入 &’ ( 水 槽 中 快 速 解 冻，

)*** +,-./离心 % -./。去上清，加入完全培养基（含

%0胎牛血清 1 )** 2,-3 青霉素 1 )** 2,-3 链霉素

的 #454,6)7 培养基）吹打，然后移入培养瓶中，置

于 $87 培养箱中培养（温度 &’ (，饱和湿度，%0
$87）。9: ; 后视细胞贴壁情况更换培养液，以后每

7 < & = 换液 ) 次。倒置显微镜下观察细胞生长情况

并拍照。当倒置显微镜下观察软骨细胞至 >*0融

合，倾去培养液，加入 *?7%0 胰蛋白酶进行传代

培养。

!"#"# !"#$% 细胞分化诱导：将细胞以 ) @ )*% 密

度接种至 79 孔板，细胞长满后无血清培养基过夜

（血清饥饿）后，分别加入含 A"B 诱导剂（)** @ ）、含

%*!C,-3 维生素 $（D.EF-./ $，DG）1 A"B 诱导剂（)**
@ ）的完全培养基开始诱导。诱导开始记为 * =，诱

导至 7) =。

!"#"$ 阿力新蓝染色：HIB 洗 7 遍，90多聚甲醛固

定 7* -./，)0 阿力新蓝染 液 染 色 )% -./，蒸 馏 水

冲洗。

!"#"% J"KH$J 检测"型及#型胶原表达："+.LMN 提

取各组诱导不同时相点细胞 JO!，按照 "FPF+F 公司

试剂盒说明进行反转录和扩增，扩增条件如下：>9
(变性 9*Q，%: (退火 &* Q，’7 (延伸 ) -./，&* 次

循环，最后 ’7 (延伸 )* -./ 后。引物序列如下：

$MNNFCR/ " 6M+SF+=： %TK$"UU"UU!U$!U$!K
!U!U$!!K&T，$MNNFCR/ " JRVR+QR：%TK$!U"UU!$K
!U"!U!$UU!UU!!!UK&T，扩增产物片段长度为 )9W

XY；$MNNFCR/ Z 6M+SF+=：%TKU$!U$!""!$U!$$$!K
!U!"K&T，$MNNFCR/ Z JRVR+QR：%TK$!"U!""U$!$"$K
$$"U!!UK&T，扩增产物片段长度为 )>* XY；$KFGE./
6M+SF+=：%TK""U""!$$!!$"UUU!$U!$!"UUK&T，$K
FGE./ JRVR+QR：%TKU!"$""U!"$""$!"UU"U$"!UUK
&T，扩增产物片段长度为 ’W9 XY。

# 结果

#"! 倒置显微镜下观察

复苏的 !"#$% 细胞呈圆球形，呈悬浮状态，接

种后 )7 ; 开始贴壁，79 ; 大部分贴壁伸展，呈纤维

状，部分细胞出现分裂相，9: ; 大部分贴壁，分裂增

殖加快。培养的软骨细胞胞浆丰富，胞核清晰，有 )
< 7 个核仁，约 9 = 左右汇合成单层铺满整个培养皿

底面。传代后生长速度加快，约 & = 左右即可传代，

细胞周围可见具有折光性的细胞外基质（图 )）。A"B
1 DG 诱导 9 = 出现软骨小结，诱导至 ’ = 软骨小结

数量明显增多（图 7）。

图 ! 复苏后的 !"#$% 细胞（7** @ ）

图 # A"B 1 DG 诱导过程 !"#$% 细胞的形态变化（9* @ ）。

!：诱导 * =；I：诱导 9 =；$：诱导 ’ =。箭头示意软骨小结

#"# 阿力新蓝染色

A"B 1 DG 诱导 ’ = !"#$% 细胞染色后，细胞外基

质呈明显的浅蓝色（图 &）。

#"$ J"KH$J 检测"型及#型胶原表达

整个诱导过程 A"B 诱导组"型胶原的表达没有

显著变化，A"B 1 DG 诱导 )* < )9 = "型胶原的表达
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明显增高而后降低（图 !、图 "#），且各诱导时相点的

表达 量 明 显 高 于 $%& 诱 导 组。 $%& 诱 导 ’() 的

#%*+" 细胞中可检测到 , 型胶原的表达，$%& - ./

诱导 0 ) 便检测到!型胶原的表达，且随着诱导时

间的增长逐渐增高，说明 $%& - ./ 诱导 #%*+" 细胞

的肥大分化早于 $%& 诱导组（图 !、图 "1）。

图 ! $%& - ./ 诱导 2 3 4 ) 阿力新蓝染色结果（!2 5 ）。#：诱导 2 )；1：诱导 ( )；+：诱导 4 )

图 "# $%& 诱导 2 3 ’( ) #%*+" 细 胞 中 +67789:; "及

+67789:;!的表达结果。（( 3 < 分别为诱导 2、0、"、4、(2、

(!、(<、’( )，= 为阳性对照，(2 为阴性对照，(( 为 *>’222）

图 "1 $%& - ./ 诱导 2 3 ’( ) #%*+" 细胞中 +67789:; "
及 +67789:; !的表达结果。（( 3 < 分别为诱导 2、0、"、4、

(2、(!、(<、’( )，= 为 阳 性 对 照，(2 为 阴 性 对 照，(( 为

*>’222）

图 ## $%& 诱导（?./）、$%& - ./（ - ./）诱导 2 3 ’( )
#%*+" 细胞中 +67789:; "表达的半定量分析结果

图 #1 $%& 诱导（?./）、$%& - ./（ - ./）诱导 2 3 ’( )
#%*+" 细胞中 +67789:; !表达的半定量分析结果

! 讨论

脊椎动物胚胎发生过程脊柱、骨盆及上下肢的

骨骼来源于最初的软骨模型。这一过程即软骨内成

骨，包括一系列精确的事件：间充质细胞聚集和分

化，软骨细胞的增殖、肥大和凋亡［0］。细胞增殖细胞

形态学、产生胞外基质大分子的性质和数量例如胶
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原和蛋白聚糖，构成了软骨细胞分化不同阶段的特

点。增殖及成熟中的软骨细胞主要合成!、"、#型

胶原和聚集蛋白聚糖，肥大软骨细胞在细胞外基质

矿化前特异性合成$型胶原。

!"#$% 细胞系是从 !"&’% 畸胎癌细胞分化培

养中分离出来的，表现出处于生长期的成纤维细胞

表型，是反映软骨内成骨过程软骨细胞分化不同阶

段的极好的体外模拟模型［(］。%) 胎牛血清和 *’

%+,-. 胰岛素条件下培养，!"#$% 细胞分化为表达

// 型胶原的软骨细胞，经过细胞凝集形成软骨小

结［0］。这一分化过程始于含 %)123，转铁蛋白和硒

培养基培养 4 5；加入胰岛素促进表达!型胶原的

软骨细胞进一步分化，经过细胞凝集，(* 6 形成软骨

小结。为了诱导肥大和矿物沉积，培养基由 #787
更换为&9787，$:( 水平由 %)调至 4)，在此条件

下再培养 (* 6［(，%］。软骨小结生长和扩张后，肥大

软骨细胞出现并伴随$型胶原基因表达和碱性磷酸

酶水平的提高以及基质矿化。因此，不添加任何生

长因子和分化因子在胰岛素存在的条件下，!"#$%
细胞分化连续出现聚集的前软骨细胞、表达!型胶

原的软骨细胞、表达$型胶原的肥大软骨细胞和矿

化的软骨细胞［0］。

以往使用的 !"#$% 细胞诱导方法耗时过长，为

了观察软骨形成的各个阶段，需要用 4 种不同的培

养基加之更换 $:( 水平，大约进行 ;4 6［;］。因此，我

们希望能够简化条件建立可重复的软骨细胞分化体

外模型。既往的研究表明维生素 $ 能够调节人皮

肤成纤维细胞的胶原多肽合成，能够提高牛关节软

骨中软骨形成标记的! 型胶原和聚集蛋白聚糖的

表达水平［<］。有研究发现维生素 $ 增强鸡软骨细胞

的碱性磷酸酶活性及 = 型胶原的表达［&］。维生素 $
促进早期和晚期的软骨细胞分化是由于它能够作为

脯氨酰和赖氨酰羟化酶辅助因子稳定三螺旋状胶原

的合成和分泌［>］。维生素 $ 还可以促进培养的人皮

肤成纤维细胞中葡萄糖胺聚糖的合成［&］。近来有研

究发现诱导培养基中加入维生素 $（4<?%%+,-.）可

促进 !"#$% 分化进程［*’］。

本实验分别采用不含 @A 的 /"3（内含 %?%%+,-.
人转铁蛋白，4 B *’C & 7 亚硒酸钠，*’%+,-. 牛胰岛

素）诱导培养基、含 @A（%’%+,-.）的 /"3 诱导培养基

对 !"#$% 细胞进行分化诱导。本实验发现含 @A（%’

%+,-.）诱导培养基仅诱导 < 6 便产生大量的软骨小

结，蛋白聚糖分泌明显增多。对诱导过程!胶原及

$型胶原表达的检测结果表明 @A 促进了 !"#$% 细

胞的分化进程，大大缩短了诱导时间，使体外软骨细

胞分化模型建立的条件得到优化，为研究软骨发育

提供了高效稳定的体外实验模型。
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