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D iI荧光标记的软骨细胞与支架材料复合后的观察
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[摘 　要 ]　目的 :通过 D iI荧光染料标记观察软骨细胞在聚乳酸 /乙醇酸共聚物支架 ( PLGA )体外和体内培养环境

中的生长状态 ,为研究组织工程化软骨探索一种理想的软骨细胞示踪方法。方法 :体外分离培养大鼠剑突软骨细

胞 ,应用 D iI标记软骨细胞 ,通过 MTT法测定细胞的增殖活性。D iI荧光标记的软骨细胞种植于 PLGA支架上分两

组 :一组体外培养 1周 ,另一组体外培养 1周后 ,再植入同系大鼠大网膜体内培养 1周。分别取出细胞 - 支架复合

物 ,在荧光显微镜下观察体外和体内条件下软骨细胞的荧光表达情况。结果 :应用 D iI标记不影响软骨细胞的增

殖 ,MTT测定结果显示标记组和对照组的 A值未见显著性差异 ( P > 0. 05)。标记后的软骨细胞显示环状红色荧

光 ,胞核未着色。体外培养和体内培养的软骨细胞 - 支架复合物 ,均可在荧光显微镜下观察到红色荧光表达。结

论 : D iI荧光染料能够有效标记软骨细胞 ,标记的细胞 - 支架复合物可直接在荧光显微镜下进行观察 ,可作为体外

和体内构建组织工程软骨的较好的示踪方法。
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[ Abstract] 　A im : To find out a ideal cell labeling method for the study of tissue engineering cartilage,

through observing the growth state of chondrocytes labeled by D iI and seeded on DegraPol scaffold in vitro

and in vivo. M ethods: Chondrocytes isolated from rat xyphoid was labeled by D il, MTT test was used to

determ ine the p roliferation status of chondrocytes. Chondrocytes labeled by D iI were seeded onto PLAG

scaffold, cultivated in vitro 1 week and cultivated in vivo 1 week after 1 week in vitro culture, respective2
ly. The growth state of the D iI labeled cells by fluorescent m icroscope. Results: The fluoresce dye D iI

showed no effect on the living status of chondrocytes. MTT test showed there was no significant difference

between the p roliferation of D iI labeled and unmarked chondrocytes. The chondrocytes labeled by D iI

were observed clearly by fluorescent m icroscope. Conclusion: The chondrocytes labeled by D iI are well

compatible with PLGA scaffold and observed continuously by fluorescent m icroscope. D iI label can be

used as a good tracing method to observe tissue engineering cartilage.
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　　组织工程技术是将种子细胞与三维支架材料复

合 ,细胞在支架上黏附生长 ,形成新的具有生命力的

组织或器官 [ 1 ]。由于支架材料本身不透光 ,在显微

镜下很难直接观察到细胞的增殖情况 ,尤其是网孔

状支架体内种植后混合软骨细胞和成纤维细胞生

长 ,在光学显微镜下无法鉴别。D iI即 D iIC18 ( 3) ,

全称为 1, 12dioctadecyl23, 3, 3, 3, 2tetramethylindocar2
bocyanine perchlorate,是最常用的细胞膜荧光探针

之一 ,呈现橙红色荧光。D iI是一种亲脂性膜染料 ,

进入细胞膜后可以侧向扩散逐渐使整个细胞的细胞

膜被染色。在 594nm激发光下可以产生发射波长

为 565 nm红色荧光 [ 2 ]。1986年 Honig等 [ 3 ]首次报

道 D iI可作为荧光示踪剂用于培养的神经细胞和骨

骼肌细胞。近年来 D iI用来标记肝细胞、骨髓基质

干细胞、脂肪干细胞等的示踪研究 [ 4 - 9 ] ,目前尚未见

D iI标记软骨细胞观察细胞在聚乳酸 /乙醇酸共聚物
( PLGA )支架材料上生长状态的实验报道。本研究

应用 D iI标记软骨细胞 ,比较标记前后软骨细胞的

增殖活性 ,并观察体外和体内培养环境中软骨细胞

在支架材料上的标记情况。

1　材料和方法

1. 1　主要实验材料和设备

选用体质量 50～60 g的 SPF级 SD大鼠 ,由广

东省医学实验动物中心提供 ,许可证号 SCXK (粤 )

2003 - 0002。PLGA材料购自山东岱罡生物技术公

司。将 PLGA 材料制成薄片状的三维多孔泡沫支

架 ,长 20 mm,宽 5 mm,厚 1 mm ,孔径为 150～200

μm,孔隙率 > 85% ,环氧乙烷消毒后 ,置于已灭菌的

培养瓶中备用。达尔伯克改良伊格尔培养液
(DMEM )、胎牛血清、Ⅱ型胶原酶、噻唑蓝 (MTT)、二

甲基亚砜 (DMSO )为德国 PAN B iotech公司产品 ;

Costar 3376型 75 cm
2 细胞培养瓶、细胞培养板为美

国 Corning公司产品 ;倒置显微镜、荧光显微镜为日

本 O lympus公司产品 ; MR5000 自动酶标仪为美国

Dynatech公司产品。

1. 2　方法
(1)软骨细胞的分离、传代 　取 SD幼鼠的剑突

软骨 ,取出后立即在无菌超净台上去除软骨膜 ,放入

含体积分数为 012% Ⅱ型胶原酶的无血清 DMEM培

养液中 , 37 ℃消化 8 h。离心后收集细胞 ,种植入含

体积分数为 10%的胎牛血清的 DMEM培养液中 ,在

细胞培养瓶中进行传代培养 ,倒置显微镜下观察软

骨细胞生长和增殖情况 ,本实验选用第 3代软骨细

胞。
(2) D iI标记软骨细胞 　将 D iI用 DMSO配成 2

g/L溶液 ,以 10μmmol/L 的浓度标记细胞 ,在 37

℃、体积分数为 5%的 CO2、饱和湿度的细胞培养箱

中恒温静置孵育 30 m in, PBS洗两遍后 ,胰酶消化 5

m in,制备细胞悬液。荧光显微镜下 200倍镜下随机

选取 5个视野 ,用下列公式计算标记率 :标记率 =暗

视野所见红色荧光的细胞总数 /明视野所见细胞总

数。
(3)标记后软骨细胞的增殖活性 　用 MTT法绘

制生长曲线 ,将浓度为 215 ×10
4 的 D iI标记前、后细

胞悬液接种于 96孔板 ,每孔 200μL,设 5个复孔。

分别于第 1、3、5、7天取出 5孔 ,每孔加入 5 g/L的

MTT液 20μL, 37 ℃、体积分数为 5% CO2、饱和湿度

下培养 4 h后取出 ,小心吸弃孔内培养上清 ,每孔加

入 150μL DMSO,振荡 10 m in,用酶标仪在 490 nm

处测出吸光度 A值。
(4)软骨细胞与 PLGA支架的复合 　收集标记

过的软骨细胞为 214 ×10
10

/L软骨单细胞悬液均匀

种植于 PLGA支架 ,再向 6孔培养板中每孔加入 10

mL DMEM培养液 ,将含软骨细胞 2PLGA支架复合物

的培养板放入 37 ℃、体积分数为 5%的 CO2 培养箱

中 ,一组体外培养 1周 ,另一组体外培养 1周后 ,包埋

于同系大鼠腹腔大网膜包裹培养 1周。以未标记的

软骨细胞种植于支架材料作为对照组。分别于体外 /

体内培养 1周后取出标本 ,在荧光显微镜下观察支架

材料上的细胞标记状况。

1. 3　统计学处理

采用 SPSS 1110统计软件包进行分析。数据以

均数 ±标准差表示 ,组间比较采用独立样本 t检验 ,

P < 0105为有统计学意义。

2　结果

2. 1　标记后的软骨细胞观察

D iI标记后 ,荧光显微镜下观察 ,染色后的所有

细胞都被标记呈红色环状荧光 ,胞核未染荧光 ,标记

阳性率达 100%。贴壁标记的软骨细胞仍呈保持了

良好的形态 (见图 1)。

2. 2　标记后软骨细胞的增殖活性

MTT法测定结果显示 ,标记的细胞生长 ,增殖

状态良好 ,吸光度与未标记的细胞相比 ,无显著性差

异 ( P > 0105) ,表明 D iI染料无细胞毒性 ,不影响软

骨细胞的增殖。

2. 3　PL GA材料上软骨细胞的标记情况

标记软骨细胞在 PLGA 支架上体外培养 1周

后 ,荧光显微镜下可见细胞黏附于支架材料表面 ,细

胞膜发出红色荧光 (图 3A)。软骨细胞 2PLGA复合

物体内培养 1周的荧光显微镜下观察仍然可以看到
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软骨细胞呈现环状红色荧光　 ( ×200)

图 1　D iI标记的软骨细胞

大量的红色荧光的细胞生长 ,表明种植于支架材料

上的软骨细胞仍然存活 (图 3B )。

图 2　标记组和未标记组细胞生长曲线

软骨细胞 -支架复合物体外培养 1周　 ( ×100) 　　　　　软骨细胞 - 支架复合物体内培养 1周　 ( ×100)

图 3　支架材料上软骨细胞荧光显微镜下改变

3　讨论

　　种子细胞在支架材料上的生长状态是构建工程

化组织的关键环节。组织工程支架材料是三维立体

结构 ,透光性较差 ,光镜下仅能观察到透光空隙中的

细胞分布。因此 ,需要一种能实时简便的方法来观

察种植于支架材料上细胞的状态。常用的细胞标记

方法都存在一定的缺陷。B rdU标记检测时需经免

疫组织化学反应而示踪 ,同时 B rdU存在标记率不

高的缺点 , Sakai在自体心脏细胞移植治疗心梗的研

究中 ,用 B rdU标记自体心房细胞 48 h后移植 ,所得

标记率仅为 (61 ±6) %
[ 10 ]。绿色荧光蛋白 ( GFP)转

染可以对活细胞中的蛋白质进行准确定位及动态观

察 ,实时原位跟踪细胞生长 ,避免了其他方法带来的

非特异性染色。GFP转染存在着高效、稳定表达的

GFP克隆较为困难而且高水平的 GFP表达对细胞

仍有一定的毒性等缺点。

D iI是亲脂性荧光染料 ,其可以通过嵌入生物质

膜内作侧向扩散运动或者通过活体细胞的胞饮作用

而进入胞浆 ,从而标记整个细胞浆 [ 11 ]。在进入细胞

膜之前荧光非常弱 ,当进入到细胞膜后可以被激发

出很强的荧光 ,并且不影响细胞的生长、增殖状

态 [ 12 - 14 ]。D iI对活体细胞无毒性 ,不从已标记的细

胞转移到未标记的细胞 ,且荧光衰减慢。D il最初被

用于荧光显微镜下观察细胞结合或内吞脂蛋白 ,同

时也能进行半定量分析。D iI标记优点在于它的示

踪可以通过荧光显微镜直接观察解决了其他方法需

要连续切片进行检测才能实现正确定位的缺点 ,而

且可以进行连续动态观察。

本实验证实 D iI能够在软骨细胞内稳定表达 ,

标记阳性率高 ,不影响细胞的增殖活性 ,而且操作简

单 ,经过体外和体内培养均可看到红色荧光标记的

细胞生长 ,能反映出软骨细胞在支架材料上的活性

状态。D iI荧光标记为构建工程化软骨的体外和体

内观察提供了简便 ,准确的示踪方法。
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