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Ⅰ、Ⅱ型胶原蛋白对人软骨细胞生物学特性的影响 
 
蒋  萍，蔚  芃，赵明才，陈  琼，王  梓(川北医学院附属医院骨科，四川省南充市  637000) 

 
文章亮点： 
1 胶原蛋白作为天然高分子生物材料已被证实可作为软骨组织工程支架材料，并且它作为底物能刺激软骨细
胞生长，可用于体外软骨细胞培养，但关于不同类型胶原蛋白刺激成软骨作用的能力仍存在争议。 
2 实验创新性使用Ⅰ、Ⅱ型胶原包被培养板和普通培养板同时培养人软骨细胞，研究Ⅰ、Ⅱ型胶原蛋白对人
软骨细胞生物学特性的影响。发现胶原蛋白包被培养板培养软骨细胞优于普通培养板，其中Ⅱ型胶原蛋白包

被培养板在培养软骨细胞时更能维持细胞形态，延长去分化现象出现的时间，更利于细胞再分化。 
关键词： 
生物材料；软骨生物材料；Ⅰ型胶原蛋白培养板；Ⅱ型胶原蛋白培养板；人软骨细胞；体外培养 
主题词： 
胶原Ⅰ型；胶原Ⅱ型；软骨细胞 
基金资助： 
四川省卫生厅项目 
 
摘要 
背景：实验证明胶原蛋白底物具有刺激成软骨的作用，但关于不同类型胶原蛋白刺激成软骨作用的能力仍存

在争议。 
目的：观察Ⅰ、Ⅱ型胶原蛋白对体外培养人软骨细胞生物学特性的影响。 
方法：将 P3代人软骨细胞分别加入普通培养板、Ⅰ型胶原蛋白包被培养板、Ⅱ型胶原蛋白包被培养板继续培
养。培养 10 d内，MTT法绘制细胞生长曲线；培养 28 d后，采用 ELISA法、聚合酶链反应、二甲基亚甲基
蓝比色等方法检测 3种培养板中软骨细胞分泌Ⅰ胶原蛋白、Ⅱ型胶原蛋白及糖胺多糖的量。 
结果与结论：Ⅱ型胶原蛋白包被培养板中软骨细胞数量最多，增殖速度为Ⅰ型胶原蛋白包被培养板的 2 倍、
普通培养板的 5 倍。Ⅱ型胶原蛋白包被培养板中软骨细胞分泌Ⅰ型胶原蛋白最少，与普通培养板板检测结果
差异有显著性意义(P < 0.01)，与Ⅰ型胶原蛋白包被培养板检测结果差异无显著性意义；Ⅱ型胶原蛋白包被培
养板中软骨细胞分泌Ⅱ型胶原蛋白、糖胺多糖最多，与其他两种培养板检测结果差异有显著性意义（P < 0.01）。
表明胶原蛋白包被培养板培养软骨细胞优于普通培养板，其中Ⅱ型胶原蛋白包被培养板在培养软骨细胞时更

能维持细胞形态，延长去分化现象出现的时间，更利于细胞再分化。 
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Effect of type I or type II collagen on biological characteristics of human chondrocytes   

 

Jiang Ping, Wei Peng, Zhao Ming-cai, Chen Qiong, Wang Zi (Department of Orthopedics, Affiliated 
Hospital of North Sichuan Medical College, Nanchong 637000, Sichuan Province, China) 
 

Abstract 
BACKGROUND: Experiments have shown that the collagen substrate has the capability of stimulating cartilage 
generation, but the stimulating role of different types of collagen substrates remains controversial. 
OBJECTIVE: To investigate the effect of type I and type II collagen on the biological characteristics of human 
chondrocytes cultured in vitro. 
METHODS: Human chondrocytes at passage were cultured onto the ordinary culture plates (ordinary plate), type 
I collagen-coated culture plates (type I plate), and type II collagen-coated culture plates (type II plate). Cell growth 
curves were determined by MTT method after cells were cultured for 10 days. By ELISA, PCR, and 1,9-dimethyl 
methyleneblue technology, type I and type II collagen and glycosaminoglycan contents were quantitatively 
detected in cartilage cells 28 days after culture.  
RESULTS AND CONCLUSION: The number of cartilage cells was the highest in type II plate, which was twice of 
that in type I plate and five times of that in ordinary plate. Cartilage cells in type II plate secreted the least amount 
of type I collagen, which showed significant differences compared with the ordinary plate (P < 0.01) and had no 
statistically significant difference with type I plate (P > 0.01). Cartilage cells in type II plate secreted the most 
amount of type II collagen and glycosaminoglycan, showing significant differences compared with the other two 
plates (P < 0.01). The cartilage cells cultured in collagen plates are better than that cultured in ordinary culture 
plate, type II collagen culture plate is better than type I collagen culture plate in maintaining cell shape, extending 
the dedifferentiation pattern, and promoting cell differentiation. 
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0  引言  Introduction 
随着组织工程学的发展，软骨组织工程学为人们提供

了更为理想的修复关节软骨缺损方法。如何获得大规模具

有增殖活性的种子细胞为当前面临的最大限制因素之一。

1994年Brittberg[1]
体外培养患者健康软骨细胞，获得大量

纯化软骨细胞，再移植到其关节软骨缺损部位治疗关节软

骨缺损，开创了应用自体软骨细胞移植治疗软骨损伤的新

技术。该技术在1997年得到美国FDA正式批准后已在欧洲
国家广泛使用，获得大量纯化且具有再生活力的软骨细胞

是该技术的关键，但在实验过程中发现软骨细胞体外培养

传代会发生去分化现象，丧失成软骨能力。 
为了解决体外培养软骨细胞的去分化现象，越来越多

的研究被报道，早在1975年就有实验证明胶原蛋白底物具
有刺激成软骨的作用

[2]
。胶原也称胶原蛋白，是脊椎动物

体内的一种结构蛋白，人体内含量非常丰富，占动物体胶

原纤维固体物的 80%-90%，占体内蛋白质总量的
25%-30%，也是细胞外基质的主要成分[3]

。由于胶原蛋白

是天然的生物资源，来源广泛且具有独特的生物相容性、

可降解性、低免疫原性，还有如高拉伸强度、止血性能及

促进细胞生长等独特的性能，被越来越重视。由于胶原蛋

白具有止血、促进组织再生和功能恢复的作用，被制成海

绵、丝线、薄膜等医疗器械用于普外科、口腔、血管外科

等多个科室，同时也因其组织相容性、可降解性被作为皮

肤移植材料用于烧伤、创伤的修补。19世纪80年代，Zyderm
胶原植入物被作为一种注射型胶原蛋白制剂在临床上开始

使用，在治疗面部软组织变形方面已使用近30年[4]
。人们

成功将胶原蛋白制成各种各样的组织工程支架，如皮肤、

骨组织、气管和血管支架，Award等[5]
混合自体同源间叶细

胞的茎状细胞和胶原蛋白凝胶制作肌腱用于腱后修复。

Wakitani等[6]用嵌入软骨细胞的胶原蛋白凝胶修复软骨缺

陷。胶原蛋白作为天然高分子生物材料已被证实可作为软

骨组织工程支架材料，并且它作为底物能刺激软骨细胞生

长，可用于体外软骨细胞培养，但关于不同类型胶原蛋白

刺激成软骨作用的能力仍存在争议。本实验使用Ⅰ、Ⅱ型

胶原包被培养板和普通培养板同时培养人软骨细胞，研究

Ⅰ、Ⅱ型胶原蛋白对人软骨细胞生物学特性的影响。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  
设计：前瞻性实验。 

    时间及地点：于2008年1月至2009年4月在川北医学院
附属医院风湿免疫研究所完成。 
    材料：收集川北医学院附属医院骨科因股骨颈骨折行

全髋置换20例患者的股骨头标本，患者年龄56-84岁，平
均66岁。供者对实验均知情同意并签署知情同意书。 
    实验方法： 

软骨细胞的分离及培养：将收集的关节软骨以体积分

数75%乙醇消毒后，用手术刀片刮除关节表面软组织及可
能覆盖在其上的滑膜，再将关节表面软骨薄层组织削下来，

使削下的软骨组织尽量薄，不能削到软骨下骨。将收集的

软骨组织片放入装有含青霉素 (100 U/mL)、链霉素    
(100 U/mL)的PBS中漂洗3次，洗去软骨表面血液及可能存
在的滑膜，然后移入小玻璃瓶里，剪成1.0-2.0 mm3

，在含

双抗的PBS清洗后转入50 mL离心管内，加入0.2% Ⅱ型胶
原酶2 mL消化。将消化后的软骨组织和液体通过200目金
属筛网，将未消化的软骨组织残渣放入50 mL离心管中，
加入Ⅱ型胶原酶及DMEM继续消化，根据消化程度决定消
化时间，但消化时间最长不超过12 h为宜。过滤得到的液
体放入15 mL离心管中，1 000 r/min离心7 min，去上清，
加DMEM吹打，尽量轻柔，再次1 000 r/min离心7 min后弃
去上清，反复清洗3次洗去Ⅱ型胶原酶。将锥虫蓝检测活力
大于95%的原代软骨细胞以4×108 L-1

浓度接种于25 cm2
塑

料培养培养瓶。待软骨细胞长满培养瓶85%以上，弃原培
养液，PBS清洗3次，加2.0-3.0 mL含EDTA的0.25%胰酶
(以刚好覆盖培养瓶底为宜)消化2 min，镜下观察贴壁细胞
变圆脱落，待细胞大部分脱落后，加入含胎牛血清的培养

液终止消化。将消化下的细胞悬液用培养液混匀后移入  
15 mL离心管，1 000 r/min离心7 min，弃上清，加含体积
分数10%胎牛血清的DMEM培养液制成细胞悬液，计数细
胞，按1∶2接种于两个25 cm2

培养瓶中，继续培养箱培养，

记录P0-P7代软骨细胞形态变化，使用选择培养后细胞形
态正常、活性强的10组软骨细胞进行实验，选择开始出现
去分化现象的P3代软骨细胞进行实验。 

Ⅰ、Ⅱ型胶原蛋白培养板的制备：选择可用于包被培

养培养板的Ⅰ型(C3867，sigma)、Ⅱ型(C9301，sigma)
胶原蛋白，以1%浓度，按8 μg/cm2

分别包被培养板记为Ⅰ

型板、Ⅱ型板。 
不同培养板对软骨细胞生物学特性的影响及软骨细胞

在3种培养板的体外扩增增殖速度：将P3代软骨细胞以
2×107 L-1

的细胞浓度分别接种于普通培养板、Ⅰ型板、Ⅱ

型板，放入孵箱继续培养10 d。 
使用MTT法绘制细胞生长曲线，准备新的96孔板，在

同一96孔板分3区，每一区32孔，按上述方法铺上胶原蛋
白分别为Ⅰ型板、Ⅱ型板、普遍板。将第3代软骨细胞以
1×103

接种于3区，每孔加入含胎牛血清、青霉素、链霉素 
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图 1  人软骨细胞的培养(倒置相差显微镜) 
Figure 1  The culture of human cartilage cells (inverted phase contrast microscope) 
图注：图中 A、B为第 3代贴壁软骨细胞，以长椭圆形为主；C、D为第 7代贴壁软骨细胞，明显类似于成纤维细胞。 
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×40 ×100 ×40 ×100 
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D  E   F   

图 2  将人软骨细胞培养于不同培养板 10 d后的细胞形态 
Figure 2  Morphology of cartilage cells cultured in different culture plates for 10 days 
图注：图中 A、B为普通培养板，细胞数量少，多为梭形，细胞出现较多分叉，细胞核不明显，无明显分裂增殖相；C、D为Ⅰ型胶原蛋白包
被培养板，细胞外观立体，表面胶原蛋白覆盖，细胞数多且细胞短于普通培养板，分叉细胞较少，具有分裂增殖能力；E、F为Ⅱ型胶原蛋白
包被培养板，细胞数量最多，外观立体，表面胶原蛋白覆盖，无明显分叉细胞，细胞核明显，具有较强的分裂增殖能力。 
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图 3  在不同培养板上培养人软骨细胞的生长曲线 
Figure 3  Growth curves of human chondrocytes cultured in 
various culture plates 
图注：第 2天即进入对数生长期，Ⅰ、Ⅱ型胶原蛋白包被培养板中的
软骨细胞增殖快于普通培养板，其中Ⅱ型胶原蛋白包被培养板中的软

骨细胞增殖速度最快。在培养第 8天时，Ⅰ、Ⅱ型胶原蛋白包被培养
板中的软骨细胞增殖缓慢，进入平台期。培养第 10天时Ⅱ型胶原蛋
白包被培养板中软骨细胞仍多于另外两种培养板。 
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图 4  不同培养板中人软骨细胞培养上清液的Ⅱ型胶原基因表达量 
Figure 4  Type II collagen gene expression profile in cartilage cell 
culture supernatant of different plates 
图注：图中 1为普通培养板，2为Ⅱ型胶原蛋白包被培养板，3为Ⅰ
型胶原蛋白包被培养板。Ⅱ型胶原蛋白包被培养板中软骨细胞Ⅱ型胶

原蛋白基因表达最高，Ⅰ型胶原蛋白包被培养板其次，最少的为普通

培养板。 

(bp) 
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的培养液共200 μL。放入37 ℃、体积分数5%CO2、95%
湿度的孵箱继续培养10 d，根据软骨细胞生长速度，检测2，
4，6，8，10 d软骨细胞吸光度值，每天各个区测4孔。每
孔加入配置好的MTT 20 μL，继续放入孵箱培养4 h，终止
培养后小心吸弃培养液，每孔加入DMSO 150 μL，摇床振
荡10 min使结晶充分溶解，酶标仪选择570 nm检测吸光度
值，绘制细胞生长曲线。 
培养28 d后，采用ELISA法检测Ⅰ、Ⅱ型胶原蛋白含

量，按ELISA试剂盒说明进行操作。在450 nm波长依序测
量各孔的吸光度值(A值)。依据标准品浓度对应的A值计算
出标准的直线回归方程，再根据样品的A值在回归方程上
计算出对应的样品浓度。 
培养28 d后，采用反转录-聚合酶链式反应测定Ⅱ型胶

原蛋白基因表达。按照Trizol总RNA提取试剂说明书提取软
骨细胞总RNA，用凝胶电泳检测提取总RNA纯度，选择纯
度较高的RNA使用反转录试剂盒进行反转录-聚合酶链式
反应，根据GeneBank中Ⅱ型胶原cDNA序列，用Primier 
5.0软件设计引物，由北京赛百盛基因有限公司合成。Ⅱ型
胶原，上游引物：5-TCC TCT GCG ACG ACA TAA-3，下
游引物：5-CAG TGG CGA GGT CAG TT-3。产物大小为
108 bp，内参基因GAPDH为试剂盒自带。混匀标本，瞬时
离心后放入PCR仪器中，设置参数为94 ℃预变性5 min, 
94 ℃变性30 s，50 ℃退火30 s，72 ℃延伸1 min，72 ℃
再延伸5 min，共35个循环。选择1.5%琼脂糖凝胶进行电
泳，根据凝胶自动成像分析仪扫描成像，观察电泳条带的

灰度值，应用相应软件根据目的基因与内参照基因的条带

灰度比值表达产物进行Ⅱ型胶原蛋白半定量分析。 
培养28 d后，采用二甲基亚甲基蓝比色法定量检测糖

胺多糖含量，按照试剂盒说明书操作进行。 
    主要观察指标：3种培养板中软骨细胞分泌Ⅰ胶原蛋
白、Ⅱ型胶原蛋白及糖胺多糖的量。 
    统计学分析：实验数据采用x

_

±s表示，采用SPSS 17.0
分析软件对实验数据进行处理，用单因素方差分析法和q
检验对数据进行检验，P < 0.01为差异有显著性意义。 

2  结果  Results  
2.1  倒置相差显微镜观察软骨细胞形态   
软骨细胞培养：贴壁的原代软骨细胞呈椭圆形、多角

形；传代软骨细胞较原代细胞稍大，呈椭圆形、多角形或

者不规则形；P3代软骨细胞和P1、P2代细胞相似，但细
胞逐渐伸展，变成以长椭圆形为主(图1A，B)；传至P7代
软骨细胞明显类似于成纤维细胞(图1C，D)。 
不同培养板培养的软骨细胞形态：培养10 d后，普通

板中软骨细胞数量少，形态多为梭形，较细长(图2A)；细
胞出现较多分叉，细胞核不明显，无明显细胞分裂增殖相

(图2B)。Ⅰ型板细胞表面被胶原蛋白纤维覆盖，细胞外观
立体，细胞数多且细胞短于普通板(图2C)，具有分叉的细
胞较普通板少，分叉的细胞分支较少，60%细胞核明显，
具有分裂增殖能力(图2D)。Ⅱ型板软骨细胞数明显较多，
约长满培养板90%，且多为短小细胞，同Ⅰ型板细胞一样，
细胞外观立体，表面胶原蛋白覆盖(图2E)，短小细胞占
80%，无明显分叉细胞，80%细胞核明显，具有较强的分
裂增殖能力(图2F)。 
2.2  不同培养板中软骨细胞的增殖速度  观察细胞生长
曲线(图3)，第2天即进入快速生长的对数生长期。Ⅰ、Ⅱ
型板中的软骨细胞增殖快于普通板，其中Ⅱ型板中的软骨

细胞增殖速度最快，为Ⅰ型板的2倍、普通板的5倍。在培
养第8天时，Ⅰ、Ⅱ型板中的软骨细胞增殖缓慢，进入平台
期，考虑细胞增殖快，接触抑制。由于Ⅱ型板中软骨细胞

个体小于Ⅰ型和普通板，故培养第10天时Ⅱ型板中软骨细
胞仍多于另外培养板。 
2.3  不同培养板对软骨细胞生物学特性的影响 
软骨细胞分泌Ⅰ、Ⅱ型胶原蛋白水平及定量检测：3

种培养板中软骨细胞Ⅰ型胶原蛋白分泌量的差异均有显著

性意义(P < 0.01，表1)，再使用q检验进行两两比较显示，
普通板中软骨细胞分泌Ⅰ型胶原蛋白量高于Ⅰ、Ⅱ型板，

但不能认为Ⅰ、Ⅱ型板中软骨细胞分泌Ⅰ型胶原蛋白量不

同。3种培养板中软骨细胞Ⅱ型胶原蛋白分泌量差异有显著
性意义(P < 0.01)，使用q检验进行两两比较后，显示Ⅰ、
Ⅱ型板中软骨细胞分泌Ⅱ型胶原蛋白量均高于普通板，其

中Ⅱ型板中软骨细胞分泌Ⅱ型胶原蛋白量最高。根据半定

量PCR检测也得出Ⅱ型板中软骨细胞Ⅱ型胶原蛋白基因表
达最高，Ⅰ型板其次，最少的为普通板(图4)。 
软骨细胞分泌糖胺多糖的量：3种培养板中软骨细胞糖

胺多糖分泌量差异有统计学意义(P < 0.01)，使用q检验进行
两两比较后显示，Ⅰ、Ⅱ型板中软骨细胞分泌糖胺多糖都高

于普通板，其中Ⅱ型培养板中软骨细胞分泌量最高(表1)。 
 

3  讨论  Discussion 
Hunter[7]认为软骨受到损伤无法修复，随着科学技术的

发展和组织工程学的兴起，对关节软骨缺损的修复取得了一

定进展，从促进软骨修复逐渐发展到促进软骨重建，如何获

表 1  不同培养板中人软骨细胞培养上清液Ⅰ、Ⅱ型胶原蛋白，Ⅱ型
胶原基因表达量及糖胺多糖的水平 
Table 1  Type I and type II collagen protein, type II collagen gene 
expression, and glycosaminoglycan contents in cartilage cell 
culture supernatant                                      (x

_

±s) 

表注：与普通培养板比较，
aP < 0.01；与Ⅰ型胶原蛋白包被培养板组比较，

bP < 0.01。结果显示Ⅱ型胶原蛋白包被培养板中软骨细胞分泌Ⅱ型胶原蛋白、

糖胺多糖最多。 

组别 Ⅰ型胶原蛋白

(mg/L) 
Ⅱ型胶原蛋白

(mg/L) 
Ⅱ型胶原基因

表达量 (灰度
比值) 

糖 胺 多 糖

(mg/L) 

普通培养板组 
Ⅰ型胶原蛋白

包被培养板组 
Ⅱ型胶原蛋白

包被培养板组 

308.42±50.85 
165.03±69.32a 

 
118.09±45.73a 

69.88±5.48 
85.97±10.34a 
 
97.46±9.39ab 

0.33±0.09 
0.63±0.08a 
 
0.80±0.06ab 

1.31±1.23 
3.37±1.64a 
 
4.55±0.87ab 
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得足量的健康种子细胞及支架材料仍是研究的关键所在。 
获得足量的种子细胞主要通过体外培养，软骨细胞仍然

是研究的主要细胞[8]，目前软骨细胞的体外研究主要集中在

兔关节软骨细胞的培养及诱导成模，动物的骨细胞往往增生

活跃，并且由于种属间差异，只能从一定程度上说明研究的

意义，本实验选择直接从临床上获得的人关节软骨细胞进行

研究，更符合人实际生理状态，更能指导临床应用。关节软

骨细胞成分较单一，通过消化分离可以获得高纯度的软骨细

胞[9]。本实验根据Tew等[10]报道使用DMEM配置的0.2%Ⅱ型
胶原酶一步法消化软骨组织获得软骨细胞，避免了多种酶对

软骨细胞的毒性，同时获得大量具有活力的软骨细胞。通过

实验发现软骨细胞经过3次传代后逐渐失去其原来的形态，
出现去分化现象，这与报道相同[11-13]，Watt [14]认为，软骨细

胞梭形变与细胞表型上的去分化有关，是判断软骨细胞表型

是否改变的主要指标，选择开始有去分化趋势的P3代软骨细
胞进行实验，能了解不同培养板对软骨细胞去分化趋势的影

响。如何利用少量软骨组织获得多数量、高活性、具有分化

能力的种子细胞，是目前关节软骨组织工程制备技术中的重

要问题之一[15-16]。 
对去分化软骨细胞再次恢复增殖活性和细胞表型的能

力即再分化进行了研究，将已经去分化的软骨细胞加入三

维立体空间培养可以维持甚至恢复细胞的特性[17]。如何将

单层培养获得软骨细胞与三维立体空间相结合培养软骨细

胞，值得深入讨论[18]。应用于关节软骨修复重建的材料主

要有人工合成材料(PGA、PLA、PLGA等)、天然材料(胶
原蛋白、琼脂糖、海藻酸钠等)[19-22]，其中天然材料胶原蛋

白凝胶[23]、胶原蛋白海绵应用广泛[24]。但在临床研究中发

现软骨细胞在Ⅰ型胶原蛋白中仍会发生去分化现象，最终

形成纤维软骨，而非透明软骨；环境因素对维持软骨细胞

的表型至关重要[25-26]，研究发现软骨细胞基质中最多的Ⅱ

型胶原蛋白能维持软骨细胞的形态，增进Ⅱ型胶原蛋白及

聚合素的合成[27-28]，同时发现软骨细胞在Ⅱ型胶原蛋白凝

胶里分泌糖胺多糖及细胞因子增加[29]。 
本实验在相同条件下比较了普通板、Ⅰ型胶原蛋白包被

板、Ⅱ型胶原蛋白包被培养板对软骨细胞体外培养的影响，

了解Ⅰ、Ⅱ型胶原蛋白哪种更能维持细胞活性和表型，使细

胞大量扩增。通过细胞计数发现，随着软骨细胞传代次数增

加，同等面积收获软骨细胞数逐渐减少，考虑因细胞增殖活

性减低，而且随着去分化现象的出现，细胞伸展，变为细长，

增加了每个细胞所占面积，细胞的接触抑制也使单位面积细

胞数减少。高浓度细胞培养有益于细胞表型的维持[30]。胶原

蛋白与细胞有交互作用，能帮助细胞聚集贴附，故胶原包被

培养板贴壁细胞多，胶原蛋白和软骨细胞相结合形成许多交

错网状结构，在镜下观察可见软骨细胞镶嵌于胶原蛋白中。

观察细胞形态及增殖速度可以看出，Ⅱ型胶原蛋白包被培养

板中软骨细胞较Ⅰ型胶原蛋白包被培养板中软骨细胞形态

小、分叉细胞少、具有分裂增殖活性的细胞多，增殖速度明

显快于另两个培养板。 

细胞外基质是软骨细胞生长和代谢的场所，同时软骨细

胞也能合成和分泌细胞外基质，是评价细胞生物学功能活性

的主要指标[31-32]。Ⅱ型胶原蛋白和蛋白多糖是两大特异性基

质成分[33-34]，可以通过检测其含量来判断软骨细胞是否具有

分化能力。由于软骨细胞发生去分化现象时分泌Ⅰ型胶原蛋

白而不是Ⅱ型胶原蛋白[35-37]，可以通过测量软骨细胞分泌Ⅰ

型胶原蛋白的量来了解软骨细胞的去分化趋势。通过ELISA
检测发现，普通培养板中软骨细胞分泌以Ⅰ型胶原蛋白为

主，提示经过3次传代体外培养的软骨细胞开始出现去分化
趋势。P3代软骨细胞在Ⅰ、Ⅱ型胶原蛋白包被培养板中继
续培养后分泌Ⅰ型胶原蛋白的量明显少于普通板，其中Ⅱ型

胶原蛋白包被培养板中Ⅰ型胶原蛋白分泌量为普通板的一

半，提示两种胶原蛋白均能延长软骨细胞出现去分化现象的

时间，而该作用在Ⅰ、Ⅱ型胶原蛋白之间比较没有明显差异。

Ⅰ、Ⅱ型胶原蛋白包被培养板中软骨细胞分泌Ⅱ型胶原蛋白

明显多于普通板，其中以Ⅱ型胶原蛋白包被板明显，提示有

去分化趋势的软骨细胞在胶原包被培养板(特别是Ⅱ型胶原
蛋白)中继续培养后，软骨细胞分化能力强于普通板，说明Ⅱ
型胶原蛋白包被培养板能增强软骨细胞继续分化增殖的能

力。本实验中有去分化趋势的软骨细胞接种于胶原包被培养

板继续培养后，虽然软骨细胞分泌Ⅱ型胶原蛋白明显增加，

但仍是以分泌Ⅰ型胶原蛋白为主，提示细胞的再分化只有经

过长时间培养才会完成，与Binette等[38-39]研究相同。 
本实验发现胶原蛋白和软骨细胞有交互作用，胶原

蛋白包被的培养板应用于原代软骨细胞体外培养时能使

细胞尽早贴壁，减少悬浮死细胞量。胶原蛋白包被培养

板培养软骨细胞优于普通培养板，其中Ⅱ型胶原蛋白包

被培养板在培养软骨细胞时更能维持细胞形态，延长去

分化现象出现的时间，更利于细胞再分化。实验为后期

进行软骨细胞在Ⅱ型胶原蛋白凝胶里进行三维立体培

养，甚至软骨细胞-Ⅱ型胶原蛋白凝胶复合物临床实验奠

定了基础。 
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