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骨髓间充质干细胞向纤维软骨细胞表型的诱导分化*
★ 

蔡贵泉，崔一民，陈晓东 

Differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells into fibrochondrocyte phenotype    

Cai Gui-quan, Cui Yi-min, Chen Xiao-dong 

Abstract 
BACKGROUND: The meniscus has limited ability in repairing itself after being injured. However, tissue engineering provides a 
new way to meniscus repair after injury. Bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs), which possess the potential of 
multi-directional differentiations, can be ideal seed cells in meniscus tissue engineering. 
OBJECTIVE: To investigate the feasibility of differentiation of in vitro cultured porcine BMSCs into fibrochondrocyte phenotypes in 
inductive medium. 
METHODS: BMSCs were isolated with whole bone marrow culture method. Then, BMSCs of the third passage were digested and 
incubated in a medium containing transforming growth factor-β1, insulin-like growth factor-Ⅰ, dexamethasone and ascorbic acid in 
a 24-well plate at a density of 2.0×104/cm2 in the experimental group. While in the control group, the DMEM-LG complete culture 
medium containing no inductive factor were used instead. At day 7, 14 and 21 after induction respectively, Toluidine blue staining 
and immunocytochemical staining were performed to detect differentiation. 
MAIN OUTCOME MEASURES: ①Population double time (PDT) of BMSCs; ②Morphological changes of BMSCs under light 
microscope; ③Proteoglycan expression; ④Collagen type Ⅰand type Ⅱ expression. 
RESULTS AND CONCLUSION: ①The PDT of the second passage BMSCs was 2 days, which was the shortest. The PDT prolonged 
relatively after the fourth passage, which were 5 to 9 days. ②The BMSCs changed from a spindle-like appearance into a polygonal 
shape after induction. ③In the experimental group, toluidine blue staining resulted in hyacinthine-stained cytoplasm and the blue was 
even deeper in the area where cells were dense; The degree of staining increased with the increasing induction time. While in the 
control group, only nucleus of BMSCs were stained blue. ④Collagen type Ⅰ immunocytochemical staining was positive in both the 
experimental and the control group and there was no difference of significance between various induction time. No collagen type Ⅱwas 
seen expressed in the control group, while in the experimental group it was seen to be expressed steadily after 14 days of induction. It is 
indicated tlat BMSCs can be induced to synthesize fibrochondrocyte-characterized extracellular matrixes in vitro, which suggests 
that BMSCs are available as seed cells in meniscus tissue engineering. 
 
Cai GQ, Cui YM, Chen XD. Differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells into fibrochondrocyte phenotype.Zhongguo 
Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(2): 218-222.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：半月板损伤后自行修复能力有限，组织工程技术为半月板损伤后修复开辟了一条新的途径。骨髓间充质干细胞具有多

向分化潜能，有可能成为半月板组织工程理想的种子细胞。 
目的：观察体外培养的猪骨髓间充质干细胞在诱导培养液作用下向纤维软骨细胞表型分化的可行性。 
方法：采用全骨髓培养法分离培养猪骨髓间充质干细胞。取第 3代的骨髓间充质干细胞，实验组以 2.0×104/cm2

细胞密度接

种于 24孔板，在含有转化生长因子 β1、胰岛素样生长因子Ⅰ、地塞米松及抗坏血酸的 DMEM-LG完全培养液中诱导分化，
对照组以 2.0×104/cm2

细胞密度接种于 24孔板，加入不含诱导因子的 DMEM-LG完全培养液。在诱导第 7，14，21天分别
行甲苯胺蓝染色、免疫细胞化学染色检测其分化结果。 
结果与结论：①第 2代骨髓间充质干细胞的群体倍增时间最短约为 2 d，第 4代以后相对延长，为 5~9 d。②诱导后的骨髓
间充质干细胞由梭形向多角形、多边形转变。③实验组可见胞浆呈明显的紫蓝色，尤其细胞密集生长的区域蓝染较深，染色

强度随诱导时间延长而增强。对照组的骨髓间充质干细胞只有核蓝染。④实验组和对照组Ⅰ型胶原免疫细胞化学染色均阳性，

各期染色无明显差异。对照组未见Ⅱ型胶原表达，实验组诱导 14 d 后可见Ⅱ型胶原能稳定的表达。提示骨髓间充质干细胞
在体外诱导培养下可分泌纤维软骨细胞特征性细胞外基质，作为半月板组织工程种子细胞来源可行。 
关键词：骨髓间充质干细胞；纤维软骨细胞；诱导；分化；软骨组织工程 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.02.007 
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0  引言 
 

人膝关节半月板损伤是骨科的常见病，随

着对半月板功能及半月板切除后并发症认识的

不断深入，人们意识到修复和保留半月板功能

的重要性
[1-2]
。组织工程技术使修复甚至再造半

月板成为可能。组织工程化半月板的重要条件

之一是必须获得大量的有功能和活力的纤维软

骨细胞，而骨髓间充质干细胞是存在于骨髓内

的一种具有多向分化潜能的成体干细胞，可在

体外大量培养扩增，有可能成为组织工程较为

理想的种子细胞来源。实验旨在建立一种骨髓

间充质干细胞向纤维软骨细胞表型分化的体外

培养体系，对体外诱导培养不同时期的骨髓间

充质干细胞进行连续鉴定，从而为骨髓间充质

干细胞作为半月板组织工程的种子细胞来源提

供理论和实验依据。 
 
1  材料和方法 

 
设计：成组设计，细胞形态学，免疫细胞

化学实验。 
时间与地点：实验于2008-05/2009-03在上

海交通大学医学院附属新华医院科研中心完成。 
材料： 
实验动物：45 d龄长枫杂交猪5只，体质量

6~8 kg，雌雄不限，由上海市南汇县老港镇特
种养殖场提供。实验过程中对动物的处置符合

动物伦理学标准
[3]
。 

主要试剂： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

实验方法： 

取材：实验动物以氯胺酮(2 mg/kg)、0.25%
戊巴比妥钠(0.2 mL/kg)肌肉注射麻醉，以骨髓
穿刺针垂直穿刺入髂骨骨髓腔，抽取骨髓6~   
8 mL，立即注入含 30 mL肝素化无血清
DMEM-LG培养液至50 mL无菌离心管中，混匀

制成细胞悬液。 
骨髓间充质干细胞的分离培养及扩增：参照全

骨髓培养法
[4-5]
，将细胞悬液以1 500 r/min离心

8 min，弃上清液，以PBS清洗3次，去除上层
脂肪及组织液，下层即为含骨髓间充质干细胞

的有核细胞层。加入DMEM-LG完全培养液(含
体积分数10%胎牛血清、L-谷氨酰胺300 mg/L、
抗坏血酸50 mg/L、青霉素100 U/mL、链霉素
100 mg/L)，计数有核细胞，以1×109 L-1

有核

细胞接种入直径100 mm培养皿，置于37 ℃、
体积分数为5%CO2、100%饱和湿度培养箱中
培养。培养的第5天进行首次换液，吸除悬浮
有大量红细胞的培养液，PBS洗涤3次后加入
新鲜培养液，继续培养，每周换液2次，
OLMPUS倒置相差显微镜逐日观察细胞形态
及生长情况。待细胞生长融合达80%~90%时，
用0.25%胰蛋白酶+0.02% EDTA消化，传代，
按1.5×104/cm2

细胞密度接种传代扩增。 
群体倍增时间(population double time, PDT)测

定：将各代细胞按1×105/孔接种到6孔板上，待
细胞融合达80%~90%时，用0.25%胰蛋白酶+ 
0.02%EDTA消化、计数，按公式(T-T0)× ln2/ 
(lnN-lnN0)可得到各代细胞的群体倍增时间。以
1/lnPDT代表细胞增殖速度，绘制趋势图。其
中T0为初始接种时间，T为中止消化时间，N0

为初始接种细胞数，N为中止消化时细胞数。 
骨髓间充质干细胞的诱导分化：取第3代细胞

分为2组，实验组以2.0×104/cm2
细胞密度接种于

24孔板，分别加入1 mL DMEM-HG完全诱导培
养液(含体积分数10%胎牛血清、转化生长因子
β1 10 μg/L、胰岛素样生长因子 50Ⅰ  μg/L、地塞
米松40 μg/L、L-谷氨酰胺300 mg/L、抗坏血酸
50 mg/L、青霉素100 U/mL、链霉素100 mg/L)；
对照组以2.0×104/cm2

细胞密度接种于24孔板，
分别加入1 mL DMEM-LG完全培养液，内置爬
片，置于37 ℃、体积分数为5%CO2、100%饱
和湿度培养箱中培养，每周换液2次，分别在
诱导后第7，14，21天取出爬片，行蛋白多糖
甲苯胺蓝染色和免疫细胞化学染色。 

甲苯胺蓝染色：实验组和对照组分别在诱导

培养第7，14，21天取出爬片，丙酮固定5 min，
PBS冲洗，1%甲苯胺蓝室温染色30 min，洗去
多余的染液，梯度脱水，透明，中性树胶封固。 

免疫细胞化学染色：实验组和对照组分别在

诱导和培养第7，14，21天取出爬片，丙酮固
定5 min，PBS洗3次，0.25%TritonX-100通透
10 min，PBS洗3次，体积分数为3%H2O2封闭

试剂 来源 

DMEM培养液及 0.25% 
胰蛋白酶+0.02%EDTA  
转化生长因子 β1、胰岛素样 
生长因子Ⅰ  
地塞米松及抗坏血酸  
胎牛血清  
鼠抗人Ⅰ型胶原抗体  
鼠抗人Ⅱ型胶原抗体  
辣根过氧化物酶标记第二抗体 
及 DAB显示剂  

美国 GIBCO公司 
 
美国 PERPOTECH公司 
 
美国 SIGMA公司 
澳大利亚 PAA 
美国 Abcam公司 
美国 NeoMarkers公司 
美国 Dako公司 

www.CRTER.org 蔡贵泉，等. 骨髓间充质干细胞向纤维软骨细胞表型的诱导分化 

ISSN 1673-8225  CN 21-1539/R   CODEN: ZLKHAH 



 
 

 220 

内源性过氧化物酶15 min，PBS洗3次，体积分数10%
非免疫羊血清30 min，后弃去非免疫血清，加入0.5%牛
血清白蛋白稀释的1∶50鼠抗人Ⅰ型胶原抗体/鼠抗人
Ⅱ型胶原抗体，置湿盒4 ℃过夜，PBS洗3次，加辣根
过氧化物酶标记二抗，37 ℃孵育30 min，PBS洗3次，
DAB显色5 min，苏木精复染，梯度脱水，透明，中性
树脂封固。以不加一抗样本作为空白对照，正常猪半月

板纤维软骨免疫组化作阳性对照。 
主要观察指标：①骨髓间充质干细胞的群体倍增时

间。②诱导分化后的光镜形态变化。③甲苯胺蓝染色检

测蛋白多糖表达。④免疫细胞化学染色检测Ⅰ型胶原和

Ⅱ型胶原表达。 
设计、实施、评估者：实验设计、实施由第一作者

完成，结果评估为第二、三作者完成。 
统计学分析：由第一作者采用SPSS 11.5统计软件

分析处理，检测数据以x
_

±s表示，实验组和对照组的阳
性率比较采用成组设计的两样本均数比较t 检验，实验
组内不同诱导时间阳性率比较采用单因素方差分析，  
P < 0.05则认为差异有显著性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  倒置相差显微镜观察结果  原代细胞培养5 d后
首次换液，即可看到贴壁的细胞小克隆，细胞形态呈

较一致的长梭形、纺锤形，细胞较小，呈克隆性生长(图
1)。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
随培养时间的延长，悬浮细胞逐渐坏死破碎，随换

液次数增多而被清除。细胞克隆不断扩大，呈放射状向

周围扩展，逐渐与邻近克隆汇合，10~14 d可达到
80%~90%的融合，细胞排列呈螺旋状或漩涡状。传代
细胞接种2~4 h后，开始附壁铺伸，24 h后已基本完成
贴壁，48~72 h开始快速增殖，4~7 d时可达80%~90%
的融合。传代细胞与原代相比，生长较快，细胞均一性

更好，呈长梭形。诱导因子加入后，细胞的增殖速度明

显低于对照组，细胞形态由梭形向多角形、多边形转变，

有明显的聚集生长现象，有些密集区可形成结节。 

2.2  群体倍增时间  第1~10代细胞的增殖情况及换算
得到的PDT值见表1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以1/lnPDT代表细胞的增殖速度，可得到各代细胞

增殖速度趋势图(图2)。 
 

    

 

 

 

 
 

 
 
 
由表1及图2可见，第2代的PDT最短，第4代以后

PDT相对延长，但第4~10代细胞的PDT差异不显著。按
此推算，第1~3代共约17 d，细胞可扩增到71.2倍，足
以满足一般半月板缺损的组织工程修复的要求。 
2.3  蛋白多糖甲苯胺蓝染色  实验组诱导后可见胞浆
呈明显的紫蓝色，尤其细胞密集生长的区域蓝染较深，

染色强度随诱导时间延长而增强(图3)。对照组的骨髓间
充质干细胞只有核蓝染。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

表 1  第 1~10代细胞的增殖情况和群体倍增时间 
Table 1  The proliferative activity and population double time 

(PDT) of cells from Passage 1 (P1) to P10 

Cell passage Inoculum size 
(×106) 

Culture time  
(h) 

Fusion size 
(×106) PDT (h)

 
P1 

 
1.00 

 
119 

 
3.18 

 
 71.40 

P2 1.00 115 5.60  46.27 
P3 1.00 167 4.00  83.50 
P4 1.00 222 2.55 164.38 
P5 1.00 145 2.10 135.46 
P6 1.00 190 2.30 158.12 
P7 1.00 219 2.40 173.39 
P8 1.00 210 2.10 196.19 
P9 1.00 220 2.15 199.21 

 P10 1.00 218 2.35 176.85 

Figure 1  The spindle-like, adherently growing primary cells 
cultured for 5 days (inverted phase contrast 
microscope, ×100) 

图 1  原代细胞培养 5 d，呈长梭形贴壁生长(倒置相差显微镜，
×100) 

Figure 2  Tendency graph of proliferative speed for bone marrow 
mesenchymal stem cells undergoing in vitro monolayer 
culture 

图 2  体外单层培养骨髓间充质干细胞的增殖速度趋势图 
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Figure 3  The dark blue cytoplasm of bone marrow mesenchymal 
stem cells induced for 21 days, toluidine blue stainging 
(×200) 

图 3  实验组细胞诱导 21 d，甲苯胺蓝染色细胞胞浆呈深蓝色
(×200) 
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2.4  Ⅰ型胶原和Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色   
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.5  不同诱导时间Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色阳性率

的比较  见表2。 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
种子细胞来源是半月板组织工程的首要问题。半月

板纤维软骨细胞来源有限，体外扩增时间长，且随年龄

增大糖氨聚糖和胶原合成能力明显下降
[6]
，限制了半月

板纤维软骨细胞在临床上的使用。间充质干细胞广泛存

在于骨髓、骨膜和软骨膜中，它繁殖能力强，体外培养

达30代以上，细胞数目扩增100万倍以上仍保持良好的
多分化潜能

[7]
。骨髓间充质干细胞以其来源充足、取材

方便、创伤小、增殖能力强、无排斥反应、不存在伦理

问题、易于多种载体基因转导等优点
[8]
，被公认为有可

能成为软骨组织工程理想的种子细胞来源。Yamasaki
等

[9]
使用同种异体鼠半月板支架，接种入鼠骨髓间充质

干细胞后体外培养4周，然后移植入体内缺损处，术后4
周和8周荧光显微镜可以检测到移植半月板内有骨髓间
充质干细胞存活，甲苯胺蓝和番红-O染色可以显示糖氨
聚糖合成，且随时间增多。但该实验未对胶原合成进行

检测。本实验的目的是在体外单层培养条件下，使骨髓

间充质干细胞向纤维软骨细胞表型诱导分化。 
本实验应用高糖DMEM培养基对骨髓间充质干细胞

分化为软骨细胞具有明显的促进作用。因为软骨细胞和

骨髓间充质干细胞在体外单纯培养中会逐渐凋亡，高糖

培养基可改变细胞新陈代谢，从而降低对凋亡的敏感性，

有利于骨髓间充质干细胞存活
[7]
。本实验将转化生长因子

β1、胰岛素样生长因子Ⅰ、地塞米松、抗坏血酸联合使
用，力求获得较大的促增殖效应和软骨诱导效应。转化

Ⅰ型胶原免疫细胞化学染色显示： 

实验组诱导 7，14，21 d的骨髓间充质干细胞胞浆均呈现明显
的棕褐色，各期染色无明显差异(图 4)。 
对照组亦为阳性(图 5)。 

 
Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色显示： 
实验组诱导 7 d的骨髓间充质干细胞在细胞密集处，个别细胞
胞浆中呈明显棕褐色，大部分细胞胞浆呈不明显黄棕色(图 6)；
诱导 14 d的骨髓间充质干细胞呈现广泛的棕褐色染色，在细胞
密集处染色更深(图 7)；诱导 21 d的骨髓间充质干细胞同诱导
14 d的骨髓间充质干细胞。 
对照组骨髓间充质干细胞未见棕褐色颗粒。

Figure 4  Cells in the experimental group showed positive 
result to collagen type Ⅰ immunocytochemical 
staining after being induced for 21 days (×200) 

图 4  实验组细胞诱导 21 d，Ⅰ型胶原免疫细胞化学染色阳
性(×200) 

Figure 5  Cells in the control group showed positive result to 
collagen typeⅠimmunocytochemical staining 
(×200) 

图 5  对照组细胞Ⅰ型胶原免疫细胞化学染色阳性(×200) 

Figure 6  Cells in the experimental group showed weakly 
positive result to collagen type Ⅱ
immunocytochemical staining after being induced for 
7 days (×200) 

图 6  实验组细胞诱导 7 d，Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色弱阳
性(×200) 

Figure 7  Cells in the experimental group showed positive 
result to collagen type Ⅱimmunocytochemical 
staining after being induced for 14 days (×200) 

图 7  实验组细胞诱导 14 d，Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色阳
性(×200) 

表 2  不同诱导时间Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色阳性率的比较 
Table 2  Comparison of collagen type Ⅱpositive cells ratio in 

different times                      (x
_

±s, n =10, %)

Group 7 d 14 d 21 d 

Experimental 32.91±6.22a 89.20±4.43ab 87.70±4.85ab 
Control 1.23±0.31 1.17±0.17 1.18±0.18 

aP < 0.01, vs. control group; bP < 0.01, vs. day 7 
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生长因子β系列生长因子是一族具有多种功能的多肽，它
能够促进细胞增殖，调节细胞分化，促进细胞合成并分

泌细胞外基质
[10]
。转化生长因子β1的信号通过smad途径

传导入核，激活sox9。sox9是一类转录调控因子，它能
促进细胞中Ⅱ型胶原基因的表达，最终促进Ⅱ型胶原的

分泌
[11-12]
。胰岛素样生长因子Ⅰ是一种强有力的合成代

谢刺激因子，能显著促进有丝分裂，可促进软骨细胞增

殖和成熟，合成软骨基质蛋白多糖，且可促进骨髓间充

质干细胞向软骨细胞分化，有利于软骨的生长。其与转

化生长因子β1协同在早期促进骨髓间充质干细胞增殖和
分化更加明显

[13]
。培养基中加入地塞米松亦有协同促进

骨髓间充质干细胞向软骨细胞分化的作用
[14]
。抗坏血酸

是一种抗氧化剂，可抑制或减少凋亡的产生。 
国内外许多研究亦使用转化生长因子β1等诱导骨髓

间充质干细胞向软骨细胞分化，但诱导成透明软骨细胞

还是纤维软骨细胞尚无定论。纤维软骨细胞以合成Ⅰ型

胶原、Ⅱ型胶原和蛋白多糖为特征，其中Ⅰ型胶原为纤

维软骨所独有
[15]
。本实验证实，在该实验培养体系下，

实验组骨髓间充质干细胞经诱导后仍能持续表达Ⅰ型

胶原；Ⅱ型胶原在诱导前不表达，诱导14 d后能稳定的
表达；蛋白多糖经诱导后表达增加，提示骨髓间充质干

细胞经诱导后能同时表达Ⅰ型胶原、Ⅱ型胶原及蛋白多

糖，即有向着纤维软骨细胞表型方向分化的可行性。本

实验仅从免疫组化方面定性鉴定细胞诱导分化情况，诱

导后Ⅰ型胶原虽然能持续表达，但其表达量是否有明显

改变仍不清楚，有必要通过蛋白电泳或聚合酶链反应等

进行定量检测。 
半月板是一个异质体，Ⅰ型胶原和Ⅱ型胶原在半月

板内部和外部的含量不同
[16]
。同时体外单层培养环境不

如体内环境复杂，体内半月板纤维软骨细胞之间、细胞

与基质之间存在着复杂的调控机制，且半月板处于应力

环境中
[17]
，其各部位的纤维软骨细胞所承受的应力也不

同。人们已经观察到对软骨细胞施加应力刺激，不仅可

以维持细胞表型，还可以促进细胞的合成与增殖，甚至

改变细胞的组织结构
[18-19]

。因此，压应力对诱导后细胞

表型的维持，以及不同诱导因素的组合对细胞外基质合

成的影响有待进一步研究。且本实验仅从细胞学水平验

证骨髓间充质干细胞向纤维软骨细胞表型分化，有必要

从分子生物学水平进一步探索骨髓间充质干细胞诱导

成纤维软骨细胞的信号传导和分化机制，以及诱导后的

纤维软骨细胞表型如何长期维持，从而为半月板组织工

程提供更多的实验基础。 
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来自本文课题的更多信息--  

基金资助：上海市教育委员会科研创新项目(08YZ37)。 

课题价值：课题得到上海市教育委员会科研创新项目

(08YZ37)“压应力对构建半月板代谢及生物力学的影响”资
助，旨在将猪骨髓间充质干细胞进行体外诱导培养，复合同

种异体脱钙骨基质，研究不同条件的循环压应力对于组织工

程化半月板结构、力学特性及其代谢的影响，从而为组织工

程化半月板的临床应用打下基础。 

同行评价：论文选题结合临床紧密，试图解决临床中

的实际问题，设计合理，文字通顺，结果较可信。 

偏倚或不足：实验方法主要是细胞培养、免疫组化，相

对单一，若加上蛋白电泳等定量检测实验指标，则更有说服

力。 
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