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低氧对脂肪干细胞和关节软骨细胞三维共培养成软骨能力的影响 
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文章亮点： 
实验的特点在于利用低氧(体积分数为 5%)促进脂肪干细胞向软骨细胞分化；以及共培养仅需少量软骨细胞就
可以产生和单纯软骨细胞相似的效果，既减少来源有限的软骨细胞的用量，又能诱导脂肪干细胞向成软骨分

化，优化干细胞向软骨细胞的分化条件，为干细胞移植修复关节损伤提供更准确的理论依据。 
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摘要 
背景：多项体内外研究表明低氧和共培养均促进干细胞向软骨细胞方向分化。 
目的：观察低氧对脂肪干细胞和关节软骨细胞三维共培养成软骨能力的影响。 
方法：脂肪干细胞和关节软骨细胞二者按 3∶1比例混合，以 5×1010 L-1接种于聚乳酸-羟基乙酸共聚物/明胶
支架上，分别在常氧(体积分数为 20% O2)、低氧(体积分数为 5% O2)环境下培养 6周。苏木精-伊红染色进行
组织学分析，阿尔新蓝染色鉴定糖胺多糖的合成，免疫组化鉴定Ⅱ型胶原的表达，并测定各组支架-细胞复合

物的 DNA、糖胺聚糖、羟脯氨酸含量。 
结果与结论：低氧组苏木精-伊红染色显示大量细胞及细胞外基质生成，阿尔新蓝染色显示有大量糖胺多糖生

成，免疫组化显示Ⅱ型胶原表达强阳性，且 DNA、糖胺聚糖、羟脯氨酸等各项指标均高于常氧组。表明低氧
促进脂肪干细胞和关节软骨细胞共培养成软骨分化。 
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Hypoxia effects on the chondrogenic differentiation of three-dimensional co-cultured 
adipose-derived stem cells and articular chondrocytes    
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Orthopedics, Second Affiliated Hospital of Wenzhou Medical College, Wenzhou 325027, Zhejiang Province, 
China) 
 

Abstract 
BACKGROUND: Many in vivo and in vitro experiments indicate that hypoxic co-cultures promote stem cells 
differentiate into chondrocytes. 
OBJECTIVE: To evaluate the influence of hypoxia on the chondrogenic differentiation of three-dimensional 
co-cultured adipose-derived stem cells and articular chondrocytes. 
METHODS: Adipose-derived stem cells and articular chondrocytes were mixed at the ratio of 3:1, then the mixed 
cells were seeded onto poly(lactic-co-glycolic acid)-gelatin scaffold at the ultimate concentration of 5.0×1010/L. 
The cells were cultured in normoxia (20% O2) and hypoxic (5% O2) conditions for 6 weeks. After culture, 
hematoxylin and eosin staining was performed for histological structure analysis, and alcian blue staining was 
used to evaluate glycosaminoglycan synthesis. Type II collagen expression was detected by 
immunohistochemistry staining. The content of DNA, glycosaminoglycan and hydroxyproline in the scaffold-cell 
complex was measured.  
RESULTS AND CONCLUSION: In the hypoxia group, hematoxylin-eosin staining showed the formation of 
massive cells and extracellular matrix; alcian blue staining showed massive glycosaminoglycan formation; 
immunohistochemistry staining detected strongly positive expression of collagen type II, the content of DNA, 
glycosaminoglycan and hydroxyproline was higher than the normoxia group. Hypoxia promotes in vitro 
chondrogenic differentiation of co-cultured adipose-derived stem cells and articular chondrocytes. 
. 
Subject headings: stem cells; adipose tissue; chondrocytes; tissue scaffolds; co-culture techniques; cell hypoxia 
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0  引言  Introduction 
关节软骨的损伤和缺损一直是骨外科临床治疗的难

题，随着人口的老龄化以及肥胖者越来越多，这一大难题

在未来将会越来越显著[1]
。目前临床上的治疗方法主要产

生纤维软骨而非透明关节软骨，增加了治疗失败的风险。

组织工程领域研究的进展为软骨缺损的修复提供了新的治

疗策略
[2]
。最常见的软骨组织工程细胞来源是间充质干细

胞和关节软骨细胞。自体关节软骨细胞在临床上的运用已

取得可喜的成就
[3]
。但是关节软骨细胞来源有限，需要在

体外扩增，在培养过程中易去分化并失去成软骨能力，在

植入组织后不能重新构建成稳定的透明状软骨
[4]
，使其无

法作为良好的种子细胞。 
目前间充质干细胞和关节软骨细胞共培养体系作为软

骨组织工程细胞种子以及模拟关节低氧环境促进干细胞向

软骨细胞分化受到越来越多学者的关注。Wang等[5]
将骨髓

间充质干细胞分别置于体积分数为5%和20%的氧浓度下
向成软骨诱导，结果表明低氧条件下细胞能分泌大量软骨

相关的基质分子，包括Ⅱ型胶原和硫酸软骨素。Levorson
等

[6]
发现将骨髓间充质干细胞和关节软骨细胞在三维支架

上共培养，软骨细胞外基质分泌明显增加，有利于骨髓间

充质干细胞向软骨细胞分化。Dahlin等[7]研究证实将骨髓间

充质干细胞和关节软骨细胞混合后种植于可降解支架上，

相比单独骨髓间充质干细胞，明显减少转化生长因子β3的
用量和作用时间。Portron等[8]

研究发现低氧条件下，可以

促进脂肪间充质干细胞向软骨细胞分化。脂肪干细胞获取

十分简便，可从抽脂术或脂肪切除术获取的脂肪组织中大

量获得，对机体创伤小、移植后无免疫排斥反应
[9-11]
。脂肪

干细胞具有很强的体外增殖能力并具有向软骨细胞分化的

潜能
[12]
。那么将低氧和关节软骨细胞同时作用与脂肪干细

胞，二者如果能协同促进脂肪干细胞向关节软骨细胞分化，

既可以减少诱导因子的使用、降低费用，又可以减少关节

软骨细胞的使用量。本实验通过观察低氧对脂肪干细胞和

关节软骨细胞体外三维共培养成软骨分化的影响，明确低

氧、关节软骨细胞共培养是否有助于脂肪干细胞三维培养

向软骨方向分化，以便为修复关节软骨损伤提供可能的新

方法。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  
设计：对比观察实验。 
时间及地点：实验于2013年6月至2014年1月在温州医

科大学附属第二医院骨科实验室、科研中心完成。 

材料： 

实验动物：4周龄SD大鼠8只，雌雄不限，由温州医科
大学动物实验室提供；实验过程中对动物处置符合2006年
科学技术部发布的《关于善待实验动物的指导性意见》[13]

。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

脂肪干细胞复苏：解冻细胞，接种于25 cm2
培养瓶中，

加入含体积分数为10%胎牛血清、1%双抗的DMEM培养
基，37 ℃，体积分数为5%CO2的饱和湿度培养。每三四

天更换培养基，待细胞铺满瓶底80%以上，0.05%胰蛋白
酶处理，传代培养，传至第3代，冻存备用。 
关节软骨细胞的分离培养：无菌操作下取SD大鼠股

骨及胫骨，刮取关节软骨，PBS冲洗3次，剪碎后置于   
15 mL离心管，0.25%胰酶消化30 min，除去胰酶，加入
0.1%Ⅱ型胶原酶，37 ℃水浴振荡消化6 h，将收集的细
胞悬液经200目金属滤网过滤后移入离心管，1 000 r/min
离心5 min，弃上清，无血清培养基洗涤2次，弃上清，
加入含体积分数为10%胎牛血清、1%双抗的DMEM培养
基吹打混匀后移入25 cm2

培养瓶内，每3 d换液1次，细
胞长至80%融合后，0.05%胰蛋白酶处理，传代培养，传
至第2代，冻存备用。 
聚乳酸-羟基乙酸共聚物/明胶支架的制备：将聚乳酸-

低氧促进脂肪干细胞和关节软骨细胞三维共培养成软骨能力实验试剂和仪器： 

试剂及仪器 来源 

SD大鼠脂肪干细胞、成软骨细胞诱导液 广州 Cyagen公司 

DMEM培养基、Ⅱ型胶原酶 Gibco公司 

胎牛血清 Hyclone公司 

抗生素-抗真菌剂溶液 Life Technologies公司 

兔抗大鼠Ⅱ型胶原多克隆抗体 Abcam公司 

HRP标记山羊抗兔二抗、DAB显色剂 北京中杉金桥生物技术有限公司

蛋白酶 K、Quant-iT PicoGreen dsDNA试
剂盒 

Invitrogen公司 

DMMB、小牛胸腺标准 DNA 样品 、硫酸
软骨素 

美国 Sigma-Aldrich公司 

Hoechst 33258 碧云天生物技术研究所 

3111型二氧化碳培养箱 Thermo公司 

CKX41倒置荧光显微镜 奥林巴斯公司 

DM2500生物显微镜 Leica公司 

酶标仪 Thermo公司 
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羟基乙酸共聚物无纺纤维加压成1 cm×1 cm×0.1 cm大小，
环氧乙烷灭菌处理后滴加1%无菌明胶，置于37 ℃、体积
分数为5%CO2、饱和湿度培养箱中1 h，PBS洗涤3次，
DMEM培养基洗涤2次。 
细胞与聚乳酸-羟基乙酸共聚物/明胶支架的复合及分

组：将脂肪干细胞与关节软骨细胞按3∶1比例混匀，调整
细胞浓度为5×1010 L-1

。将细胞接种于聚乳酸-羟基乙酸共

聚物/明胶支架上，以细胞不溢出材料为宜。置于37 ℃、
体积分数为5%CO2、饱和湿度培养箱中4 h后，分为常氧
组(体积分数为20%O2)、低氧组(体积分数为5%O2)，分别
置于常氧培养箱和低氧培养箱中每3 d换液1次。体外培养6
周后取出做相应检测。 
组织学分析：①收集各组支架-细胞复合体，40 g/L

多聚甲醛固定、水洗、脱水、石蜡包埋，制成5 μm厚度
的切片，行常规苏木精-伊红染色，观察细胞及细胞外基

质含量。②应用阿尔新蓝染色(按照Cyagen说明书操作)，
观察糖胺多糖的合成及分泌情况。③免疫组织化学染色，

40 g/L的多聚甲醛固定0.5 h，PBS洗3遍；加0.5% Triton 
X-100室温下30 min；体积分数为3%过氧化氢室温孵育
15 min；PBS洗3遍；滴加山羊血清37 ℃孵育30 min；
滴加Ⅱ型胶原一抗(1∶200稀释)，4 ℃过夜；PBS洗3遍，
滴加二抗37 ℃孵育30 min；PBS洗3遍，滴加DAB显色  
1 min；PBS洗3遍，苏木精复染，流水冲洗30 min，封
固，观察。 

DNA含量测定：参照Xue等[14]
的方法。收集各组支架-

细胞复合体，剪碎，加蛋白酶K，37 ℃，过夜。取500 μL
裂解液加到500 μL Hoechst 33258溶液中，荧光分光光度
计测450 nm处荧光强度，样品中的DNA含量通过参照的标
准曲线测定，标准DNA为小牛胸腺DNA。 
糖胺聚糖含量测定：参照Isabelle等[15]

的方法。收集各

组支架-细胞复合体，冷冻干燥机干燥，加入500 μL木瓜蛋
白酶溶液(pH=7.5)，56 ℃水浴消化过夜，DMMB法测定糖
胺聚糖含量(波长525 nm，标准品为硫酸软骨素)。 
羟脯氨酸含量测定：收集各组支架-细胞复合体，浸泡

在体积分数为10%甲醛中固定过夜，丙酮浸泡8 h，更换新
鲜丙酮过夜，再更换乙醇∶乙醚(1∶1)过夜。60 ℃干燥后，
取6 mg样品磨碎，加入0.3 mL纯水、0.3 mL浓盐酸离心混
匀后高温高压2 h，NaOH调节pH至6，纯水稀释至5倍，加
入氯胺-T和p-二甲氨基苯，酶标仪测定570 nm处吸光度
值。根据羟脯氨酸标准品制出的标准曲线，得出样品浓度，

进而得出样品羟脯氨酸含量。 
主要观察指标：①大体观察细胞形态以及细胞与支架

复合情况。②阿尔新蓝染色观察糖胺聚糖的分泌情况。③

免疫组织化学染色观察Ⅱ型胶原的表达。④支架上细胞分

泌DNA、糖胺聚糖、羟脯氨酸含量。 
统计学分析：采用SPSS 18.0分析，数据以x

_

±s表示，
均数比较采用t 检验。P < 0.05为差异有显著性意义。 

2  结果  Results  
2.1  细胞形态观察  脂肪干细胞呈纺锤形或梭形，漩涡样
生长，接种7-10 d可达80%以上融合(图1A)；关节软骨细
胞呈多角形，5 d左右可达80%以上融合(图1B)。 
2.2  细胞与聚乳酸-羟基乙酸共聚物/明胶复合材料体外
培养观察  细胞接种至支架72 h后，倒置显微镜观察发现
支架局部有细胞分泌细胞外基质包埋纤维(图1C)。 
2.3  组织学分析  苏木精-伊红染色发现低氧组细胞密度
大，分布紧密，软骨细胞外有大量基质生成，融合成片，

而常氧组细胞密度较小，分布相对疏松，软骨细胞外基质

生成较少(图2A，B)。 
阿尔新蓝染色发现低氧组有大片蓝色，颜色较深，质

地较密，分布均匀，而常氧组着色较浅，分布不均匀(图2C，
D)。 
Ⅱ型胶原免疫组化显示常氧组和低氧组细胞均合成软

骨特异性胶原成分Ⅱ型胶原，染色呈棕黄色，其中低氧组

Ⅱ型胶原免疫组化着色更深(图2E，F)。 
2.4  DNA含量   低氧组支架上细胞的DNA含量为
(24.7±1.1) μg，而常氧组支架上细胞 DNA含量为 
(18.9±0.8) μg ，低氧组DNA含量较常氧组高，且差异有显
著性意义(P < 0.05)，说明低氧促进脂肪干细胞和关节软骨
细胞增殖(图3A)。 
2.5  糖胺聚糖含量测定  低氧组支架上细胞分泌的糖胺聚
糖含量为(953.2±31.1) μg，而常氧组分泌的糖胺聚糖含量为
(870.6±27.9) μg，低氧条件下细胞合成糖胺聚糖的量明显多
于常氧条件，且差异有显著性意义(P < 0.05，图3B)。 
2.6  羟脯氨酸含量测定  低氧组细胞羟脯氨酸含量为
(35.3±1.2) μg，常氧组细胞羟脯氨酸含量为(31.8±1.4) μg，
低氧组羟脯氨酸含量较常氧组高，且差异有显著性意义  
(P < 0.05，图3C)。 

 
3  讨论  Discussion 
应用组织工程技术修复软骨缺损过程中，安全高效的

种子细胞源是应用这一技术的前提和关键。脂肪干细胞在

体外稳定扩增且衰亡率低，而且在人体分布分为广，获取

比较简便，对机体创伤小，适合自体移植，逐渐成为新的

研究热点。 
    研究表明体内关节软骨细胞的微环境在干细胞的诱导
分化中发挥重要的作用，包括细胞分泌的生长因子，低氧

环境等。软骨细胞可以分泌多种生长因子如转化生长因子β
和胰岛素样生长因子1等，可以协同诱导脂肪干细胞向软骨
细胞定向分化。有学者发现， 软骨细胞条件培养液可以增
加间充质干细胞中软骨细胞外基质如Ⅱ型胶原的表达

[16]
，

这说明关节软骨细胞可能通过分泌某些形态发生因子诱导

间充质干细胞向软骨细胞分化。尹航等
[17]
使用转化生长因

子β1+维生素C条件培养液诱导骨髓间充质干细胞向软骨
细胞分化，结果显示与原代细胞浆内糖胺多糖阳性率比较， 
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使用条件培养液的第3代细胞糖胺多糖阳性率有所降低，但
差异无显著性意义，第6代细胞则显著降低，差异有显著性
意义(P < 0.05)。使用条件培养液的第3，6代细胞Ⅱ型胶原
均呈阳性表达，可见棕黄色的颗粒分布于细胞浆内，而使

用标准培养液的传代细胞均为阴性，表明人骨髓间充质干

细胞在转化生长因子β1及维生素C条件培养基的作用下，
糖胺多糖和Ⅱ型胶原表达阳性，表现出软骨细胞的生物学

特性。联合培养间充质干细胞和软骨细胞可以增加软骨分

化的潜能和抑制间充质干细胞肥大
[18-19]
。在这种共培养体

系中，间充质干细胞可以诱导软骨细胞增殖及分泌软骨基

质
[20]
，而软骨细胞可以抑制间充质干细胞肥大

[21]
。吕晶   

等
[22]
分离培养大鼠骨髓间充质干细胞和耳软骨细胞，采用

骨髓间充质干细胞与软骨细胞共培养及条件培养液诱导

成软骨的方法，诱导骨髓间充质干细胞向软骨细胞分化。 

图 1  倒置显微镜观察脂肪干细胞、关节软骨细胞形态以及细胞在复合支架材料上的黏附情况(×100) 
Figure 1  Morphology of adipose-derived stem cells and articular chondrocytes under phase contrast microscope and their adhesion in the 
composite (×100) 
图注：图中 A为第 3代脂肪干细胞呈长梭形，漩涡样生长；B为第 2代关节软骨细胞呈多角形；C为细胞与聚乳酸-羟基乙酸共聚物/明胶复合
材料体外培养 72 h，可见支架局部有细胞分泌细胞外基质包埋纤维。 

A B C 

图 2  细胞-聚乳酸-羟基乙酸共聚物/明胶复合培养 6周组织学分析 
Figure 2  Histological analysis of the cell-polylactic acid-glycolic acid/gelatin composite cultured for 6 weeks 
图注：图中 A为常氧组细胞密度较小，分布相对疏松，软骨细胞外基质生成较少(苏木精-伊红染色，×100)；B为低氧组细胞密度大，分布紧
密，软骨细胞外有大量基质生成(苏木精-伊红染色，×100)；C为常氧组着色较浅，分布不均匀(阿尔新蓝染色，×100)；D为低氧组可见大片蓝
色，颜色较深，质地较密，分布均匀(阿尔新蓝染色，×100)；E为常氧组染色呈棕黄色(Ⅱ型胶原免疫组化染色，×100)；F为低氧组着色更深(Ⅱ
型胶原免疫组化染色，×100)。 

A B C 

D E F 
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结果显示采用共培养方式诱导的软骨细胞，其生物学特性

与采用条件培养液诱导的软骨细胞相比，前者优于后者，

如分泌糖胺多糖的能力以及基质分泌量均较高，表明共培

养方式诱导的软骨细胞更接近正常软骨细胞，更有利于作

为组织工程软骨的种子细胞。 
有文献指出，软骨细胞培养常用的最佳氧含量介于1%

至5%之间[23-24]
。低氧分压是模仿关节软骨组织的生理条

件，引起低氧诱导因子稳定表达
[25]
，随后软骨的相关基因

表达增加
[26-27]
。Müller等[28]证实低氧条件有利于间充质干

细胞扩增及软骨分化。Kanichai等[29]
研究结果显示大鼠间

充质干细胞在成软骨诱导液的作用下，低氧组Ⅱ型胶原蛋

白和蛋白多聚糖的表达较常氧组有明显增加。 
三维立体培养在干细胞成软骨分化过程中起着突重要

作用。Mandl等[30]
将去分化软骨细胞重新进行三维培养，

去分化的软骨细胞能够重新分化成软骨细胞，并且表达大

量Ⅱ型胶原。 
在这里，作者假设低氧条件下脂肪干细胞-关节软骨细

胞三维共培养相比常氧，增加了软骨细胞形成能力。为了

验证这一假设，进行了脂肪干细胞和关节软骨细胞3∶1的
混合物在常氧 (体积分数为20%O2)和低氧(体积分数为
5%O2)条件下三维培养进行对比。实验结果显示，低氧条
件下，明显促进细胞增殖，糖胺聚糖、羟脯氨酸、Ⅱ型胶

原较常氧组有显著的增加，这说明假设是成立的。 
共培养仅需少量软骨细胞就可以产生和单纯软骨细胞

相似的效果，共培养时适当的细胞比例既能减少取材不便

的关节软骨细胞的用量，又能诱导脂肪干细胞向成软骨分

化，本实验采用3∶1的比例(脂肪干细胞∶关节软骨细胞)
进行初步研究，结果证实能够诱导脂肪干细胞成软骨分化。

具体何种比例需要软骨细胞最少且成软骨效果最佳有待进

一步研究。另外本研究初步证实了低氧(5%)可以促进脂肪

干细胞向软骨细胞分化，下一步研究将比较不同氧浓度条件

下脂肪干细胞的分化效果，优化干细胞向软骨细胞的分化条

件，为干细胞移植修复关节损伤提供更准确的理论依据。 
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