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【摘要】 目的  分离培养西藏小型猪肋软骨细胞，并对其进行鉴定。 方法  实验采用3日龄西藏小型猪，二步消化法分离培养西藏小型猪肋软骨细胞(PCCs)，同样的方法分离培养小鼠的肋软骨细胞（MCCs），观察两个物种软骨细胞的形态，并分别以西藏小型猪胚胎成纤维细胞（PEFs）和小鼠胚胎成纤维细胞(MEFs)为阴性对照，对所分离培养的软骨细胞进行甲苯胺蓝染色鉴定以及胶原蛋白II、蛋白聚糖的免疫荧光鉴定。结果 成功分离培养西藏小型猪和小鼠肋软骨细胞，两种细胞的形态有差别，所分离培养的两个物种的软骨细胞均呈甲苯胺蓝染色阳性，胶原蛋白II、蛋白聚糖免疫荧光阳性。结论 成功建立了西藏小型猪肋软骨细胞分离培养及鉴定的方法。
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Isolation and identification of Tibetan miniature pig rib chondrocytes
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【Abstract】 Objective: isolation and culture of Tibetan miniature pig rib chondrocytes (PCCs), followed by identifying it. Methods: a 3-day-old Tibetan miniature pig was used in this experiment. Both PCCs and mouse rib chondrocytes (MCCs) were isolated by two-step digestion method. The isolated chondrocytes were identified by toluidine blue staining and immunofluorescence for collagen II and aggrecan. Tibetan miniature pig embryonic fibroblasts (PEFs) and mouse embryonic fibroblasts (MEFs) were employed as a negative control. Results: PCCs and MCCs were successfully isolated and cultured, and demonstrated the different cell morphology, whereas toluidine blue staining and immunofluorescence staining confirmed the chondrocytes characteristics of isolated PCCs. Conclusion: The method for isolating, culturing and identifying PCCs of Tibetan miniature pig was successfully established. 
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猪在解剖、生理、生化代谢等方面与人类十分相似，近年来将猪用作医学实验动物呈越来越普遍的趋势[1]。软骨细胞是一种高分化的细胞，人体关节损伤之后，关节软骨在体内不能增殖修复受损关节，用组织工程的方法制作人工关节为临床上治疗关节损伤提供了一种可能的方法，可以通过将软骨细胞种植在特殊材料的支架上，构建人工组织，来修复受损关节[2-3]。小型猪体型适中，价格经济，获得容易，是进行关节软骨损伤的良好实验材料[4]。西藏小型猪是由南方医科大学实验动物中心顾为望教授等人于2004年由西藏自治区引种至广州培育而成的小型猪品系，在近几年，已基于其建立了几种转基因动物模型[5,6]。本研究拟分离培养西藏小型猪肋软骨细胞，并对其进行鉴定，为后续的软骨组织工程研究提供必备的实验材料。
1 材料与方法
1.1 材料与试剂
1.1.1 实验动物
西藏小型猪：3日龄普通级雄性西藏小型猪1头(南方医科大学实验动物中心提供，SCXK粤2011-0015)。
小鼠：8周龄BALB/c小鼠一只(南方医科大学实验动物中心提供，SCXK粤2011-0015)。
1.1.2 主要试剂及耗材
胎牛血清、高糖DMEM培养基、非必需氨基酸、L-谷氨酰胺购自 Hyclone公司。青霉素-链霉素溶液、胰蛋白酶、II型胶原酶、DMSO等购自Invitrogen公司。DAPI、甲苯胺蓝染料购自sigma公司。兔抗人Aggrecan一抗购自SANTA公司，鼠抗人Collagen II一抗购自Invitrogen公司，羊抗兔和羊抗鼠Alexa Fluor 555红色荧光标记二抗购自Invitrogen公司。培养瓶及培养板等购自Corning公司。其余试剂为国产或进口化学纯或分析纯。
软骨细胞完全培养基配方：DMEM培养基，加入10%胎牛血清、维生素C（终浓度为50(g/mL）.
1.2 方法
1.2.1细胞培养
西藏小型猪肋软骨细胞（PCCs）分离培养   将3日龄西藏小型猪过量麻醉，处死，腹部皮肤剃毛，碘酊、75%酒精消毒，剪开腹部皮肤，无菌剪取肋软骨一段，置于装有含双抗的PBS的10mm平皿中，运回超净台进行后续操作。将取下的肋软骨用含双抗的PBS洗两遍，分离表面附着的软骨膜、肌肉等组织，将分离好的肋软骨剪成0.1mm3的小碎块，收集到15mL离心管中，加入0.1% II型胶原酶2mL，消化30min，PBS洗两遍，然后加入新鲜0.1% II型胶原酶5mL, 37℃培养箱内消化5小时，每1小时吹打一次，观察大部分软骨块消化后，加入完全培养基终止消化，200g 4℃离心10min，弃上清，加入完全培养基，转入25cm2细胞培养瓶中，于CO2培养箱内培养（培养条件：37℃、5% CO2和饱和湿度）。当原代细胞生长达80%-90%融合时，进行传代。先吸除旧培养液，用PBS洗涤2遍，弃PBS并加入0.25%胰酶进行消化，37℃培养箱中消化约5min，镜下观察细胞消化情况；当大多数细胞变圆，立即加入2mL完全培养基终止消化， 然后仔细吹打细胞悬液，将细胞悬液收集至15mL离心管中，200g  4℃离心10min。弃上清液后，再用完全培养液重悬细胞，并轻轻吹打使细胞分散均匀，传入新的培养皿中继续培养。
小鼠肋软骨细胞（MCCs）分离培养    取8周龄BALB/c小鼠一只，参照以上西藏小型猪肋软骨细胞分离培养的方法分离培养其肋软骨细胞。
西藏小型猪胚胎成纤维细胞（PEFs）和小鼠胚胎成纤维细胞（MEFs）的培养   使用本实验室冻存的PEFs[7]和MEFs，复苏，传代至P5，备用。
1.2.2西藏小型猪肋软骨细胞的鉴定
甲苯胺蓝染色是软骨细胞的特异性染色，原理是软骨细胞分泌的蛋白聚糖经甲苯胺蓝染色显色为异染的蓝紫色。软骨细胞特异性分泌蛋白聚糖（Aggrecan）和II型胶原蛋白（Collagen II），通过对两种蛋白的检测阳性可证明所分离培养的细胞是软骨细胞[8]。本实验分别以PEFs和MEFs为阴性对照，对所分离培养的PCCs和MCCs进行甲苯胺蓝染色鉴定以及蛋白聚糖和II型胶原的免疫荧光染色鉴定，如果待鉴定的PCCs和MCCs为甲苯胺蓝阳性及蛋白聚糖和II型胶原的免疫荧光阳性，即可证明所分离培养的PCCs为软骨细胞。
甲苯胺蓝染色   0.5g甲苯胺蓝溶于100mL PBS中配成0.5%甲苯胺蓝染液，将以上四种细胞传代至3.5cm平皿中，PCCs和MCCs均为P1代，PEFs和MEFs为P5代，四种细胞分别用4%多聚甲醛固定10min，PBS洗三次，甲苯胺蓝染色30min，光镜下观察拍照。
取西藏小型猪膝关节处5mm×5mm×5mm软骨组织 (用作细胞染色的阳性对照)，按照常规步骤进行固定、脱水、石蜡切片的制作。将石蜡切片脱蜡至水，用以上甲苯胺蓝染色液染色30min，95%酒精分化5s，浸入二甲苯5min，中性树胶封片。
蛋白聚糖和II型胶原的免疫荧光检测    在六孔板内铺盖玻片，四种细胞分别各接种两个孔，制作细胞爬片，待细胞密度达到70-80%时，PBS洗三次，用4%多聚甲醛将细胞固定10min，PBS洗三次，0.5%Triton-100透化10min，PBS洗三次，山羊血清封闭20min（常温），加入KB稀释的一抗（稀释倍数：Aggrecan和Collagen II均为1:200），37℃孵育2小时，PBS洗三次，加入KB稀释的红光二抗（80(l/片），37℃避光孵育1小时，PBS洗三次，避光加DAPI（0.2mg/μl）10μl于载玻片上，加入等量的防荧光淬灭封片剂，盖上盖玻片（细胞面朝下），指甲油封片，正置荧光显微镜下观察。
抗体稀释液KB十倍储存液的配制方法：1.21g Tris，8.8g NaCl，3g BSA溶于100mLddH2O中。
2 结果
2.1 细胞形态
原代培养24h后，可见西藏小型猪肋软骨细胞开始贴壁生长，细胞形态呈三角形、梭形、成纤维状，细胞核为圆形或椭圆形，位于胞体中心，细胞在培养3天后，融合度达到90%左右。而同期培养的小鼠肋软骨细胞，则呈现圆形和多角形两种形态，其中圆形细胞占大多数，且细胞长满后排列紧密，呈现典型的“铺路石”状。PCCs虽然为成纤维细胞状，但是与典型的成纤维细胞PEFs相比，PCCs的细胞大小要小很多，因此它并不同于成纤维细胞（图1）。
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注：PEFs:西藏小型猪胚胎成纤维细胞, PCCs: 西藏小型猪肋软骨细胞，
MCCs:小鼠肋软骨细胞，MEFs：小鼠胚胎成纤维细胞

图 1  西藏小型猪肋软骨细胞的原代培养
Note: PEFs: pig embryonic fibroblasts, PCCs: pig rib chondrocytes, 
MCCs: mouse rib chondrocytes, MEFs: mouse embryonic fibroblasts 
Fig. 1  Primary culture of rib chondrocytes of the Tibetan miniature pig

2.2 甲苯胺蓝染色
经甲苯胺蓝染色可见，西藏小型猪关节软骨组织甲苯胺蓝染色阳性，软骨基质为异染的蓝紫色，切片上可见处于不同成熟阶段的软骨细胞，而所分离培养的PCCs和MCCs均呈甲苯胺蓝染色阳性，软骨细胞内可见蓝紫色异染颗粒（图2）。
2.3 蛋白聚糖和II型胶原的免疫荧光
    经免疫荧光检测，PCCs和MCCs均呈蛋白聚糖和II型胶原阳性（图3）。
3 讨论
软骨主要由软骨细胞和软骨基质组成，采用胶原酶消化的方法就可以获得种类单一的软骨细胞。软骨基质主要包括胶原和蛋白聚糖，其中Ⅱ型胶原占胶原的95%，软骨细胞分泌的蛋白聚糖可以通过甲苯胺蓝染色显色为异染的蓝紫色，因此，可以采用甲苯胺蓝染色法对所分离培养的软骨细胞进行鉴定，同时用II型胶原和蛋白聚糖的的免疫荧光也可以对软骨细胞进行鉴定。
本实验采用二步消化法成功分离培养获得西藏小型猪肋软骨细胞，所培养的原代西藏小型猪肋软骨细胞呈三角形、梭形及成纤维状。而典型的大小鼠和兔的软骨细胞均是圆形与多角形的，细胞密集时会呈现“铺路石”状[8,9,10]，本实验同期培养的小鼠原代肋软骨细胞也呈现圆形和多角形，与文献一致。经甲苯胺蓝染色以及蛋白聚糖和II型胶原免疫荧光反应，均证实所分离培养的PCCs为软骨细胞。因此，西藏小型猪的肋软骨细胞的特殊形态，可能与猪这个物种有关。PCCs的成纤维状与典型的成纤维细胞并不相同，由图1可以看出，与PEFs相比，PCCs要小很多，说明两者有很大的形态差异。
本实验成功分离了西藏小型猪的肋软骨细胞，这为进一步用西藏小型猪进行软骨损伤修复的研究提供了良好的实验材料。
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注：A: PEFs, B: PCCs, C: MEFs, D: MCCs, E: 西藏小型猪关节软骨组织切片
图 2  西藏小型猪肋软骨细胞甲苯胺蓝染色
Note：A: PEFs, B: PCCs, C: MEFs, D: MCCs, 
E: histological sections of articular cartilage of Tibetan miniature pigs
Fig. 2  Toluidine Blue staining of Tibetan miniature pigs rib chondrocytes 
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注：蓝色示DAPI标记的细胞核，红色示蛋白聚糖和II型胶原
PEFs:西藏小型猪胚胎成纤维细胞, PCCs: 西藏小型猪肋软骨细胞，
MCCs:小鼠肋软骨细胞，MEFs：小鼠胚胎成纤维细胞

图 3  西藏小型猪肋软骨细胞免疫荧光染色

Note: blue: nucleus marked by DAPI, red: Aggrecan and Collagen II
PEFs: pig embryonic fibroblasts, PCCs: pig rib chondrocytes, 
MCCs: mouse rib chondrocytes, MEFs: mouse embryonic fibroblasts 
Fig. 3  Immunofluorescence stain of Tibetan miniature pigs rib chondrocytes
