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Ⅱ型胶原诱导的关节炎大鼠滑膜成纤维细胞的

培养、纯化和鉴定

仇海文ꎬ李　 卉ꎬ刘振州ꎬ孙胜楠ꎬ马雪梅ꎬ刘　 梅

(南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏省分子医学生物技术重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 类风湿关节炎(Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＲＡ)病人滑膜成纤维细胞(Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ￣ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓꎬＦＬＳ)是研究

ＲＡ 发病机制和进行 ＲＡ 药物筛选的最理想的细胞来源. 但是对于众多非医疗机构的高校和科研院所而言ꎬ由于

ＲＡ 病人滑膜组织不易获取而难以进行细胞水平的操作. 因此ꎬ建立胶原诱导的关节炎大鼠(Ｃｏｌｌａｇｅｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＣＩＡ)模型ꎬ成功分离膝关节滑膜组织并进行滑膜成纤维细胞的原代培养和纯化ꎬ将有效解决 ＲＡ ＦＬＳ 的来

源问题ꎬ为后续实验奠定基础. 本实验通过皮内和皮下两次注射鸡Ⅱ型胶原诱导 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠罹患关节炎ꎬ通过关节

炎指数评分和膝关节 ＨＥ 染色明确 ＣＩＡ 模型的建立ꎻ分离膝关节滑膜组织ꎬ采用Ⅱ型胶原酶和无 ＥＤＴＡ 胰酶消化

法分离细胞并进行传代培养ꎬ传至第三代时ꎬ细胞免疫荧光检测细胞中 ＶＣＡＭ￣１ 蛋白含量以鉴定细胞纯度. 结果显

示ꎬ滑膜组织经过消化和培养后得到大量大鼠滑膜成纤维细胞ꎻ在显微镜下观察所得细胞呈梭形树突状ꎬ具有成纤

维样细胞特征ꎻＶＣＡＭ￣１ 蛋白阳性细胞达 ９８％以上ꎬ确证所分离细胞为滑膜成纤维样细胞ꎬ且纯度极高. 本研究建

立了较简便快捷地获得大量滑膜成纤维细胞的方法ꎬ为 ＲＡ 的发病机制研究和药物防治提供了丰富的实验材料.
[关键词] 　 滑膜成纤维细胞ꎬ胶原诱导的关节炎大鼠模型ꎬ原代培养ꎬ类风湿关节炎
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类风湿关节炎(Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＲＡ)是一种以关节慢性炎症、滑膜组织增生和软骨、骨的侵蚀性

破坏为主要表现的全身性疾病[１]ꎬ其两年致残率为 ５０％ꎬ三年致残率为 ７０％ꎬ而且 ＲＡ 会使患者的平均寿
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命缩减 ３~１０ 年[２] . 目前全球有 ０.５％ ~ １％的成年人患有 ＲＡ[１] . 在我国ꎬＲＡ 的发病率也高达 ０.３２％ ~
０.３６％. ＲＡ 的高发病率和高致残率ꎬ严重影响患者的身心健康ꎬ给家庭和社会带来严重的负担.

目前ꎬＲＡ 的病因和发病机制尚未明确ꎬ但很多研究表明ꎬ滑膜成纤维细胞( ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ￣ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓꎬ
ＦＬＳ)在炎性因子不断刺激下过度增殖ꎬ对其周边的关节软骨和软骨下骨造成侵袭ꎬ是 ＲＡ 发病过程中的最

主要的效应细胞ꎬ因此滑膜成纤维细胞也成为 ＲＡ 发病机制研究和进行药物筛选的重要实验对象[３] . 目

前ꎬＦＬＳ 最理想的来源为 ＲＡ 病人的滑膜组织ꎬ其供体大多数来自进行关节置换手术的 ＲＡ 晚期患者. 由于

大部分 ＲＡ 病人以药物治疗为主ꎬ非不得已情况下才行外科手术治疗ꎬ因此 ＲＡ 患者滑膜组织不易获取ꎬ
尤其对众多非医疗机构的高校和科研院所而言ꎬ其材料来源更是困难. 胶原诱导性关节炎( ｃｏｌｌａｇｅｎ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＣＩＡ)大鼠模型是临床症状和关节病理学改变与人类 ＲＡ 最为相似ꎬ也是目前公认的研究

ＲＡ 的理想动物模型. 因此ꎬ本实验拟建立 ＣＩＡ 大鼠模型ꎬ并分离和培养 ＲＡ 大鼠滑膜成纤维细胞ꎬ为后续

ＲＡ 机制研究和药物筛选提供 ＲＡ ＦＬＳ 细胞来源.

１　 材料与方法

１.１　 实验材料

１.１.１　 实验动物

ＳＰＦ 级雌性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎬ体重为 １６０ ｇ~１８０ ｇꎬ购于北京维通利华动物研究中心ꎻ所有大鼠均饲养于南

京师范大学实验动物中心的 ＳＰＦ 级鼠笼系统ꎬ光照时间为 １２ ｈꎬ８:００ ~ ２０:００ꎬ温度 ２０ ℃ ~ ２５ ℃ꎬ湿度

４０％~７０％ꎬ动物照度:１５ ｌｘ~２０ ｌｘꎬ换气次数:１０~２０ 次 / ｈꎬ风速 ０.１ ｍ / ｓ~０.２ ｍ / ｓꎬ大鼠自由饮水和取食.
１.１.２　 实验试剂

鸡Ⅱ型胶原ꎬ完全弗氏佐剂(ＣＦＡ)和Ⅱ型胶原酶购于 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ高糖 ＤＭＥＭ 培养基、０.２５％胰酶和

胎牛血清均购于 Ｇｉｂｃｏ 生物公司ꎻＶＣＡＭ￣１ 抗体购于 Ａｂｃａｍ 公司ꎻＦＩＴＣ 偶联羊抗兔二抗购买于 ＣＳＴ 公司ꎻ
苏木素购于 Ｓｌｏｌａｒｂｉｏ 公司ꎻ伊红购于生兴公司.
１.２　 ＣＩＡ 大鼠模型制备

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分为两组ꎬ分别为对照组和模型组ꎬ每组 ５ 只. ＣＩＡ 模型组:大鼠用 １０％水合氯醛(３.０
ｍＬ / ｋｇ 体重)麻醉后ꎬ取Ⅱ型胶原(３ ｍｇ / ｍＬ)和等体积的完全弗氏佐剂充分混匀ꎬ冰上乳化. 将乳化好的胶原

分五点皮内注射至大鼠背部和尾根部ꎬ每只注射 １ ｍＬ. ７ ｄ 后按照相同的方法配制Ⅱ型胶原和不完全弗氏佐

剂乳剂ꎬ五点皮下注射于大鼠背部和尾根部ꎬ每只注射 ０.５ ｍＬ. 正常对照组分别于皮内和皮下注射生理盐水.
１.３　 ＣＩＡ 大鼠模型鉴定

１.３.１　 ＣＩＡ 模型评分

根据关节炎评分标准每天对大鼠后爪进行评分[４]ꎬ病理学评分标准为:０ 分ꎬ足爪无肿胀和红斑ꎻ
１ 分ꎬ有红斑或轻度肿胀ꎻ２ 分ꎬ关节部位中度肿胀ꎻ３ 分ꎬ严重肿胀ꎻ４ 分ꎬ严重肿胀且不能负重.
１.３.２　 大鼠膝关节 Ｈ＆Ｅ 染色

将正常大鼠和 ＣＩＡ 大鼠膝关节分离并用 ４％多聚甲醛固定ꎬ经过 １２％ ＥＤＴＡ 脱钙后进行石蜡包埋和

切片. 将切好的石蜡切片放置二甲苯中脱蜡ꎬ二甲苯Ⅰ:５ ｍｉｎ、二甲苯Ⅱ:５ ｍｉｎ. 通过梯度酒精进行复水ꎬ
１００％酒精:２ ｍｉｎꎻ９５％酒精:２ ｍｉｎꎻ８０％酒精:２ ｍｉｎꎻ双蒸水:４ ｍｉｎ. 用苏木素染色 ５ ｍｉｎꎬ１％氨水溶液返蓝

５ ｓꎬ双蒸水冲洗 ３ 次ꎬ伊红染色 ５ ｍｉｎꎬ无水乙醇脱水 ３ 次ꎬ中性树胶封片. 显微镜下观察.
１.４　 滑膜成纤维细胞分离和培养

造模第 ３ 周ꎬ大鼠评分达到最大值ꎬ将 ＣＩＡ 大鼠脱颈处死ꎬ仰面固定. 沿膝关节正中纵行切开皮肤直

至暴露以膝关节为中心区域ꎬ打开韧带层ꎬ然后在体视镜下从关节腔中分离滑膜组织. 将滑膜组织浸泡在

含有双抗的 Ｄ￣Ｈａｎｋ’液中清洗 ４ 次. 使用显微镜将组织反复剪至 １ ｍｍ３ 小块ꎬ加入配制好的含有 ０.４％Ⅱ
型胶原酶培养基消化 ２ ｈ. 将未贴壁的细胞转移至 ４ ｍＬ 含 ０.２５％无 ＥＤＴＡ 的胰蛋白酶中再次消化 ３０ ｍｉｎꎬ
加入 ８ ｍＬ 完全培养基消化ꎬ１ ５００ ｒｐｍ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ重新悬浮细胞ꎬ使用 ２００ 目细胞筛过滤ꎬ加入

完全培养基继续培养.
１.５　 滑膜成纤维细胞纯度鉴定

取第 ３ 代滑膜成纤维细胞接种至 ２４ 孔板上. 每孔 １×１０５ 个细胞ꎬ待细胞长满ꎬ吸弃培养基ꎬ使用 ＰＢＳ
—９２１—
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洗 ２ 遍ꎬ使用甲醇在－２０ ℃固定 ２０ ｍｉｎ. ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ０.１％ Ｔｒｉｔｏｎ￣Ｘ 透化细胞 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ山羊血

清封闭 １ ｈꎬＶＣＡＭ￣１ 抗体 ４ ℃ 孵育过夜. ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ荧光二抗室温孵育 １ ｈꎬＰＢＳ 洗 ２ 次. ＤＡＰＩ 染色

１０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 ５ 次. 荧光显微镜下观察拍照.

２　 结果

２.１　 ＣＩＡ 大鼠模型的建立

２.１.１　 大鼠足爪形态学观察

ＣＩＡ 模型组大鼠发病率为 ８０％. 从外观来看ꎬ正常大鼠足爪部细长(图 １(ａ))ꎬ发病大鼠在造模 １２ ｄ
左右出现足爪部红肿ꎬ２５ ｄ 左右足爪评分达到最高值ꎬ足爪明显肿胀、畸形、无法负重(图 １(ｂ)、１(ｃ)) .

图 １　 大鼠足爪形态学观察和关节炎指数评分

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｃ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ＣＩＡ ｒａｔｓ

Ｂ:骨ꎻＣ:软骨ꎻＪ:关节腔ꎻＳ:滑膜

图 ２　 大鼠膝关节 Ｈ＆Ｅ 染色(４×)
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒａｔｓ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ(４×)

２.１.２　 大鼠膝关节 Ｈ＆Ｅ 染色

将大鼠后肢膝关节固定脱钙后进行石蜡切片并行 Ｈ＆Ｅ 染色ꎬ如图 ２(ａ)所示ꎬ正常大鼠膝关节没有炎

性细胞产生ꎬ骨和关节软骨完整ꎬ关节腔明显ꎬ滑膜组织未增生ꎻＣＩＡ 组大鼠膝关节滑膜增生明显ꎬ关节周

围有大量炎性细胞浸润ꎬ骨和关节软骨均遭到明显破坏(图 ２(ｂ)) .

—０３１—
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仇海文ꎬ等:Ⅱ型胶原诱导的关节炎大鼠滑膜成纤维细胞的培养、纯化和鉴定

２.２　 大鼠滑膜组织分离及滑膜成纤维细胞培养

２.２.１　 大鼠膝关节滑膜组织分离

在建立 ＣＩＡ 大鼠模型后ꎬ分离 ＣＩＡ 大鼠红肿后肢ꎬ小心打开膝关节ꎬ暴露内层的滑膜组织. 结果发现ꎬ
ＣＩＡ 组关节腔炎性细胞浸润ꎬ滑膜液较多ꎬ滑膜组织大量增生ꎬ出现明显的黄褐色滑膜组织ꎬ肉眼可见ꎬ分
离较易(图 ３(ｂ))ꎻ与此相对ꎬ正常组大鼠膝关节打开后ꎬ关节腔内无明显肉眼可见的滑膜组织(图 ３(ａ)) .

图 ３　 ＣＩＡ 大鼠关节腔内具明显肉眼可见的增生滑膜组织

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ｃａｖｉｔｙ ｏｆ ｒａｔｓ

２.２.２　 滑膜成纤维细胞原代培养和形态观察

用手术刀剥取 ＣＩＡ 膝关节滑膜组织ꎬ剪碎并通过Ⅱ型胶原酶和胰酶消化(见材料与方法)后ꎬ收集细

胞悬液并进行培养. 结果发现ꎬ滑膜成纤维细胞贴壁前为圆形ꎬ２４ ｈ 后全部贴壁并伸出生长突ꎬ在显微镜

下可以观察到细胞呈梭形树突状生长ꎬ细胞质突起细长或较短ꎬ具有成纤维样细胞特性(图 ４(ａ)) . 经过

７２ ｈ 培养后ꎬ可见细胞呈簇聚(图 ４(ｂ)) . 经过 １２０ ｈ 的培养后ꎬ显微镜下可以观察到细胞连接成一整片

(图 ４(ｃ)) . 经过传代培养后ꎬ滑膜成纤维细胞呈对数生长ꎬ分裂增殖快ꎬ可见细胞集落呈极向分布.

图 ４　 原代滑膜成纤维细胞(１００×)
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ￣ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ(１００×)

图 ５　 滑膜成纤维细胞鉴定(２００×)
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ￣ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ(２００×)

２.３　 滑膜成纤维细胞纯度鉴定

ＶＣＡＭ￣１ 蛋白是滑膜成纤维细胞标志性蛋白ꎬ其主要在细胞质中表达. 取第 ３ 代细胞进行 ＶＣＡＭ￣１ 免

疫荧光检测ꎬ结果如图 ５(ａ)所示ꎬ９８％以上的成纤维细胞中呈 ＶＣＡＭ￣１ 阳性ꎬ而且均分布于细胞质中ꎬ表
明所培养细胞为 ＣＩＡ 大鼠的滑膜成纤维细胞ꎬ且纯度极高ꎬ可满足后续实验需要.

—１３１—
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３　 讨论

类风湿关节炎是一种严重危害人类健康的ꎬ全身性、多关节、慢性的自身免疫性疾病[１] . 有研究表明

滑膜成纤维细胞是 ＲＡ 的关键效应细胞之一ꎬ滑膜成纤维细胞的过量增殖和侵袭在 ＲＡ 的发病过程中起

重要作用[３ꎬ５－６] . 因此ꎬ滑膜成纤维细胞成为了研究 ＲＡ 发病机制以及治疗的重要靶细胞. 目前ꎬＲＡ 病人滑

膜成纤维细胞难以获得ꎬ选取简单易得的替代细胞变得尤为重要.
在本实验中ꎬ采取Ⅱ型胶原诱导大鼠关节炎模型[７]ꎬ通过关节炎指数评分判断发病严重程度ꎬ评分达

到最高值处死大鼠[８]ꎬ从其膝关节中分离滑膜组织. 通过双酶消化法获取大鼠成纤维滑膜细胞ꎬ所培养出

的滑膜细胞形态典型ꎬ增殖能力强ꎬ一只大鼠成纤维滑膜细胞培养至第 ７ 代ꎬ可获得 １００ 盘左右 １０ ｃｍ 培

养皿的细胞. 将该细胞冻存后ꎬ复苏后其在增殖能力方面未发生明显改变. 因此ꎬ当细胞大量增殖后可通

过超低温保存ꎬ为以后实验提供细胞来源.
目前ꎬＲＡ 滑膜成纤维细胞主要分离方法包括组织块贴壁法、单胶原酶消化法和单胰酶消化法[９] . 本

研究选取双酶消化法ꎬ并摸索出了最佳的酶浓度和消化时间ꎬ成功培养出大鼠成纤维滑膜细胞. 这种方法

与传统的组织块贴壁法相比ꎬ具有很多优点:(１)获取的原代细胞多ꎬＣＩＡ 模型大鼠膝关节滑膜组织大量

增生ꎬ将滑膜分离消化可获得大量原代细胞ꎻ(２)操作简单ꎬ污染机会少ꎬ分离的滑膜组织经过缓冲液反复

洗涤和两次消化过程ꎬ细菌污染几率大大降低. 和一般的单酶消化法相比ꎬ经双酶消化后ꎬ细胞分离更加

充分ꎬ经过充分消化的原代滑膜成纤维细胞贴壁快ꎬ增殖快.
据文献报道ꎬ滑膜成纤维细胞中 ＶＣＡＭ￣１ 蛋白大量表达ꎬ该蛋白可介导滑膜成纤维细胞之间以及其与

骨质之间的黏附ꎬ是滑膜成纤维细胞的重要蛋白[１０] . 在许多研究中ꎬＶＣＡＭ￣１ 蛋白常被认为滑膜成纤维细

胞的标志蛋白ꎬ该蛋白只在细胞质中表达用以鉴定 ＦＬＳ 细胞纯度[１１] . 本研究中 ＶＣＡＭ￣１ 免疫荧光染色结

果表明ꎬ我们所提取的大鼠滑膜成纤维细胞纯度很高ꎬ可用来作为人滑膜成纤维细胞的替代ꎬ以进行后续

ＲＡ 发病机制和药物筛选研究.
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