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兔软骨细胞的体外分离、培养及鉴定

王林林，董玉珍

（新乡医学院第一附属医院骨外二科，河南　卫辉　４５３１００）

摘要：　目的　探讨体外软骨细胞的分离培养方法。方法　采用机械双酶消化法对兔软骨组织进行消化，以获
得软骨细胞，经过体外培养传代后，通过观察显微形态学、细胞增殖生长曲线及Ⅱ型胶原蛋白免疫组织化学染色对软
骨细胞进行鉴定。结果　成功建立体外培养兔软骨细胞的培养体系。显微镜显示原代培养的软骨细胞呈多角形或
三角形贴壁生长，传代５次后出现“纤维样分化”。物理形态及免疫组织化学染色显示５代以内的细胞可以保持稳定
的生物学特征。结论　本研究建立的软骨细胞分离方法简单、方便。
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　　骨性关节炎是一种以关节软骨退行性变和继发
性骨质增生为特性的慢性关节疾病，因关节软骨退

化损伤导致关节边缘和软骨下骨反应性增生所致，

是临床上多发的老年退行性疾病。随着我国老龄化

人数的增加，骨性关节炎的发病率越来越高，该病导

致的疼痛及活动不便严重影响老年患者的生活［１］。

目前对该病的治疗仍缺乏特效药，软骨的破坏可能

会影响到软骨细胞，导致软骨细胞分泌炎性细胞因

子。再生软骨细胞移植能有效治疗软骨损伤，根治

骨性关节炎。但传统培养软骨细胞的方法较复杂、

繁琐，且容易污染，导致软骨细胞死亡、成活率和质

量较低；因此寻找简单的体外培养软骨细胞的方法

对骨性关节炎的治疗非常重要。故本研究拟建立一

种有效的体外软骨细胞分离培养的方法，以获取大

量分裂活跃且具有高活力的软骨细胞，为软骨细胞

成功移植、治愈骨关节炎提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　主要仪器与试剂　ＣＯ２恒温培养箱、双人单面
超净工作台、恒温振荡培养箱（河南中良科学仪器

有限公司），低温高速离心机（长沙英泰仪器有限公

司），普通光学显微镜、倒置荧光显微镜、倒置显微

镜（上海蔡康光学仪器厂），酶标仪（上海闪谱生物

科技有限公司）。达尔伯克改良伊格尔培养基（Ｄｕｌ
ｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ／Ｆ１２）、胎牛
血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、胰蛋白酶购自美国
Ｇｉｂｃｏ公司，Ⅱ型胶原酶、四甲基偶氮唑盐（ｍｅｔｈｙｌ
ｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）、二甲基亚砜购自美国
Ｓｉｇｍａ公司，青链霉素双抗购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，
兔抗兔Ⅱ型胶原一抗、羊抗兔生物素标记二抗购自
上海生工生物工程有限公司，二氨基联苯胺（３，３′
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ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色剂购自中杉金桥生物技
术有限公司。

１．２　实验动物　４周龄雄性新西兰白兔２只，体质
量约０．８ｋｇ，购于新乡医学院实验动物中心。
１．３　方法
１．３．１　兔软骨细胞的分离　借鉴高春华等［２］的体

外分离关节软骨细胞的方法，取４周龄雄性新西兰
白兔，常规处死后无菌操作取出兔膝关节软骨，采用

机械双酶消化法在超净工作台上分离关节组织，提
取软骨组织，将其剪成１ｍｍ×１ｍｍ碎片，放入容积
２０ｍＬ小烧杯中，磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆ
ｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）冲洗３次，加入质量分数０．１％乙二
胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）
５ｍＬ，常温下静置２０ｍｉｎ后离心弃上清液，加入３倍
体积的质量分数０．２５％胰蛋白酶，置于３７℃ 恒温振
荡器内消化４０ｍｉｎ，轻轻吹打弃去上清液，ＰＢＳ冲洗２
次，按１１加入质量分数０．２％Ⅱ型胶原酶和质量分
数０．２５％胰蛋白酶各５ｍＬ，置于 ３７℃ 恒温振荡器
内消化２０ｍｉｎ，４℃低温１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，
弃上清液，加入６ｍＬ含质量分数０．２％Ⅱ型胶原酶
消化液置于３７℃恒温振荡器内消化，每９０ｍｉｎ取
上清液１次，剩余烧杯内更换消化液继续消化，取含
体积分数１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基至上清液
中和胰蛋白酶，高速离心收集沉淀细胞，所收集细胞

重悬于 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液（含体积分数１０％ＦＢＳ，
青、链霉素各１００ｍｇ·Ｌ－１）中。
１．３．２　兔软骨细胞的培养　采用锥虫蓝染色法对
细胞悬液进行计数，将计数后的细胞悬液以（４～
６）×１０５接种于２５ｃｍ２的培养瓶，每瓶加入４ｍＬ细
胞悬液，３７℃体积分数５％ＣＯ２恒温恒压培养箱内
培养。常规换培养液，当软骨细胞生长至约占瓶底

８０％时进行传代培养。消化酶分离后在倒置显微镜
下若观察到细胞已逐渐变为圆形，并且有漂浮的趋

势，迅速终止消化后低温高速离心，弃上清液，重新

加入含体积分数１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液，轻
轻吹打细胞使其均匀分布，调整细胞浓度，使之为

１×１０８Ｌ－１，接种于培养瓶内进行传代培养，或培养
板内用于实验［３］。

１．３．３　软骨细胞计数及活性鉴定　应用苏木精伊
红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色对软骨细胞进行计
数，软骨细胞爬片后，经ＨＥ染色倒置荧光显微镜下
观察；备细胞混悬液，用吸管向洁净 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ离心
管内滴加１滴细胞悬液、１滴锥虫蓝、８滴 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养液，１～２ｍｉｎ后，用血球计数板进行细胞计
数。计数４个大方格细胞总数为 Ｎ，每毫升活细胞

数根据下列公式计算：Ｎ＝４大格细胞总数／４×稀释
倍数×１０４。细胞活性率 ＝４大格活细胞数／４大格
细胞总数×１００％。

Ⅱ型胶原蛋白细胞免疫组织化学染色进行软骨
细胞活性鉴定，将细胞接种在盖玻片上，爬片生长成

单层后取出，ＰＢＳ（ｐＨ７．４）冲洗３次，每次５ｍｉｎ，以
体积分数４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，体积分数３％过
氧化氢室温下孵育 ５ｍｉｎ。使用含体积分数 １０％
ＦＢＳ培养基封闭孵育１０ｍｉｎ，弃去血清，滴加１１００
兔抗兔Ⅱ型胶原一抗，４℃孵育过夜，取出后常温下
静置３０ｍｉｎ，ＰＢＳ（ｐＨ７．４）冲洗３次，每次５ｍｉｎ；滴
加羊抗兔生物素标记的二抗，室温孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ
（ｐＨ７．４）冲洗３次，每次５ｍｉｎ。ＤＡＢ显色，苏木精
复染，中性快干胶封片显微镜下观察。

１．３．４　绘制细胞增殖生长曲线　采用 ＭＴＴ比色法
绘制软骨细胞生长曲线［４］，取生长状态良好的软骨

细胞（第２、３代）接种于９６孔酶标板中，接种细胞
浓度为１×１０８Ｌ－１，设置空白调零孔２孔，各代软骨
细胞接种４８孔，每孔１００μＬ，共接种２块板，隔日
换液。每日随机抽取６孔，连续观察８ｄ后，每孔加
入过滤后５ｇ·Ｌ－１ＭＴＴ溶液４０μＬ，３７℃恒温箱作
用４ｈ后，吸弃上清液，每孔加入２００μＬ二甲基亚
砜溶液，３７℃恒温振荡５ｍｉｎ后在波长为４９０ｎｍ的
酶标仪中测吸光度值（Ａ）；应用Ｐｒｉｓｍ软件绘制细胞
增殖生长曲线。

２　结果

２．１　倒置显微镜下观察细胞　倒置显微镜下观察
分离获取的原代软骨细胞呈圆球形，悬浮状，锥虫蓝

活性检测实验显示细胞活性率约９０％。细胞悬浮
４ｈ逐渐开始贴壁，２４～７２ｈ内贴壁完成，细胞开始
伸展，４８ｈ后形成单层细胞，细胞逐渐变形为三角
形或多角形，细胞排列紧密，细胞核较大，呈椭圆形

或圆形，有较强折光性，细胞质丰富，呈梭形，有少量

突起。５ｄ后，软骨细胞呈不规则的卵圆形，可见成
簇、集落样，细胞外观为多角形，多层生长的细胞被

其分泌的基质所包埋，肉眼观形成似结节状组织，单

层生长的细胞呈典型的铺路石样。７ｄ后细胞明显
增殖，软骨细胞可以分泌大量细胞基质，沉积在细胞

周围的基质将软骨细胞互相连接起来融合成片，传

１代后的软骨细胞生长增殖速度加快，约１２ｈ细胞
贴壁并增殖生长，细胞外形仍以圆形、椭圆形为主，

约５ｄ后融合瓶底，随着细胞传代数的增加，细胞开
始呈现梭形状态，且生长开始变得缓慢，传代周期延

长；见图１。
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Ａ：原代培养４８ｈ；Ｂ：原代培养９６ｈ；Ｃ：传１代培养４８ｈ；Ｄ：传２代培养４８ｈ；Ｅ：传３代培养４８ｈ。

图１　倒置显微镜下兔软骨细胞形态（×１００）
Ｆｉｇ．１　Ｍｉｃｒｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｒａｂｂｉｔｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｕｎｄｅｒｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×１００）

２．２　兔软骨细胞生长曲线　以第２、３代软骨细胞
生长时的计数情况，利用 ＭＴＴ绘制其生长曲线，第
２、３代软骨细胞经培养后生长曲线呈“Ｓ”型，１～３ｄ
细胞贴壁缓慢生长，４～５ｄ细胞进入对数增殖期，
６～８ｄ增殖平稳，呈平台期。第２代软骨细胞的生
长曲线与第３代基本相同，但第３代软骨细胞增殖
期比第２代长，第２代平台期比第３代短。
２．３　ＨＥ染色　软骨细胞爬片后，经 ＨＥ染色倒置
荧光显微镜下观察，细胞核淡染呈紫色圆泡，细胞呈

三角形、多角形、椭圆形状，细胞质基质红染，细胞质

及细胞周围有紫红色或红色异染出现（图３）。
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图２　第２代和第３代兔软骨细胞增殖生长曲线
Ｆｉｇ．２　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｎｄｔｈｅｔｈｉｒｄｇｅｎｅｒａ
ｔｉｏｎｓｏｆｒａｂｂｉｔｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ

Ａ：×１００；Ｂ：×２００；Ｃ：×４００。

图３　兔软骨细胞形态（ＨＥ染色）
Ｆｉｇ．３　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｒａｂｂｉｔｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）

２．４　Ⅱ型胶原蛋白免疫组织化学染色　Ⅱ型胶原
蛋白免疫组织化学染色结果可见软骨细胞的细胞

质及细胞膜呈棕黄色，细胞质基质内可见少量棕

黄色颗粒，细胞核不着色（图４Ａ）。软骨细胞随着
传代次数的增加，细胞质基质及细胞质的棕黄色

着色逐渐减弱（图４Ｂ）。

A                                                  B

Ａ：第２代软骨细胞；Ｂ：第４代软骨细胞。

图４　兔软骨细胞Ⅱ型胶原蛋白（免疫组织化学染色，×２００）

Ｆｉｇ．４　ＴｙｐｅⅡｃｏｌｌａｇｅｎｐｒｏｔｅｉｎｏｆｒａｂｂｉｔｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ（ｉｍ

ｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）

３　讨论

本实验采用机械双酶消化法对免软骨组织进
行消化，可简化消化步骤并缩短消化时间，提高细胞

的活性率和获得率，所获软骨细胞损伤小，活性好，

增殖力强，表型稳定；较传统方法更简单，操作步骤

明显减少，这就减少了引起污染的机会。细胞因消

化酶造成的化学损伤及离心造成的物理损伤明显减

少，软骨细胞与消化酶的接触时间从６～８ｈ缩短为
１．５ｈ，离心次数也明显减少，提高了细胞培养的成
活率。软骨细胞缺乏特异性标志物，蛋白聚糖及Ⅱ
型胶原蛋白是评价软骨细胞功能的主要指标，属于

软骨细胞特征性的分泌物［６］。本研究通过Ⅱ型胶
原蛋白细胞染色可见软骨细胞细胞质及细胞膜染成

棕黄色，细胞质基质内可见少量的棕黄色颗粒，细胞

核不着色，软骨细胞经传代后细胞质及基质的棕黄
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色着色逐渐减弱，通过观察培养至第５代后软骨细
胞的形态及生物学特征均有变化。这些形态学变化

与胡志俊等［７］报道基本一致。本研究明显提高了

软骨细胞的传代次数并能保持细胞的特性。

骨性关节炎是关节表面软骨损伤的一种临床表

现，关节软骨主要由软骨细胞和基质组成，因其无血

管及淋巴管，损伤后自我修复能力较弱，至今仍缺乏

改善骨性关节炎病情进展的有效治疗方法，软骨移

植是当前较为有效的治疗方法［８］。软骨移植主要

有骨软骨移植和软骨细胞移植；软骨细胞移植又分

为异体软骨细胞移植和自体软骨细胞移植，自体软

骨细胞移植来源有限并可造成供区的破坏，异体软

骨细胞移植则容易造成免疫排斥反应，均给软骨移

植带来困难。软骨细胞培养即自体软骨细胞在体外

培养扩增后接种到一种生物相容性良好、具有生物

可降解性及一定三维空间结构的生物材支架上，形

成细胞材料复合物，然后移植入体内形成某种结构

和功能的组织和器官［９］，是治疗骨性关节炎的有效

方法。

本研究建立了简便快捷获取高纯度软骨细胞的

方法，对软骨细胞的生长、传代、鉴定等提供了实验

研究基础，也为下一步的软骨细胞移植创造了条件。

　　参考文献：
［１］　ＡｌｔｍａｎＲ，ＡｓｃｈＥ，ＢｌｏｃｈＤ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃｒｉｔｅｒｉａｆｏｒｔｈｅ

ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｒｅｐｏｒｔｉｎｇｏｆｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ；ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏ

ａｒｔｈｒｉｔｉｓｏｆｔｈｅｋｎｅｅ［Ｊ］．ＡｒｔｈｒｉｔｉｓＲｈｅｕｍ，１９８６，２９（８）：１０３９

１０４９．

［２］　高春华，张仲文．人关节软骨细胞体外培养的传代特点及鉴定

［Ｊ］．武警医学，２００７，１８（１２）：９２２９２５．

［３］　秦俊，陈廖斌，汪辉．人骨关节炎软骨细胞的体外培养［Ｊ］．武

汉大学学报，２００７，２８（２）：１２９１３３．

［４］　ＬｉｎＺ，ＷｉｌｌｅｒｓＣ，ＸｕＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ：ｂｉｏｌｏｇｙａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌ

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｉｓｓｕｅＥｎｇ，２００６，１２（７）：１９７１１９８４．

［５］　ＤｕｋｅＰＪ，ＤａａｎｅＥＬ，ＭｏｎｔｕｆａｒＳｏｌｉｓＤ．Ｓｔｕｄｉｅｓｏｆｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｅｓｉｓ

ｉｎｒｏｔａｔｉｎｇｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，１９９３，５１（３）：２７４２８２．

［６］　李兵，吴志宏，刘广源，等．三种软骨细胞分离培养方法对细胞

骨架的影响比较［Ｊ］．中华实验外科杂志，２００７，２４（９）：１１０８

１１１０．

［７］　胡志俊，胡波，唐德志，等．兔膝关节软骨细胞的分离培养及形

态学特征［Ｊ］．中国组织工程研究与临床康复，２０１０，１４（４６）：

８５５５８５５８．

［８］　ＧｉｏｖａｎｎｉｎｉＳ，ＤｉａｚＲｏｍｅｒｏＪ，ＡｉｇｎｅｒＴ，ｅｔａｌ．Ｍｉｃｒｏｍａｓｓｃｏｃｕｌｔｕｒｅ

ｏｆｈｕｍａｎａｒｔｉｃｕｌａｒｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓａｎｄｈｕｍａｎｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎ

ｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｓｔａｂｌｅｎｅｏｃａｒｔｉｌａｇｅｔｉｓｓｕｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＥｕｒＣｅｌｌＭａｔｅｒ，２０１０，２０：２４５２５９．

［９］　ＣｈｉａｎｇＨ，ＪｉａｎｇＣＣ．Ｒｅｐａｉｒｏｆａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｆｅｃｔｓｒｅｖｉｅｗａｎｄ

ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ［Ｊ］．ＪＦｏｒｍｏｓＭｅｄＡｓｓｏｃ，２００９，１０８（２）：８７１０１．

（本文编辑：杨　博　英文编辑：杨　博）

（上接第３０９页）
［４］　ＡｓａｍｉＫ．ＴｒｅａｔｍｅｎｔｓｔｒａｔｅｇｙｆｏｒａｃｔｉｖａｔｉｎｇＥＧＦＲｍｕｔａｔｅｄｎｏｎｓｍａｌｌ

ｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒａｆｔｅｒｆａｉｌｕｒｅｏｆｆｉｒｓｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎＥＧＦＲＴＫＩｓ［Ｊ］．

ＧａｎＴｏＫａｇａｋｕＲｙｏｈｏ，２０１４，４１（５）：５３３５３８．

［５］　ＺｈａｎｇＬ，ＺｈａｏＧ，ＨｏｕＹ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌｓｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＥＧＦＲ

ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙａｇａｉｎｓｔｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＢｉｏｔｈｅｒＲａ

ｄｉｏｐｈａｒｍ，２０１４，２９（３）：９９１０７．

［６］　刘桂举，梅家转，张晓娟，等．厄洛替尼增强肺腺癌 Ａ５４９细胞

对ＣＩＫ细胞杀伤的敏感性［Ｊ］．中国肿瘤临床，２０１３，４０（１１）：

６１７６２０．

［７］　李瑞君，梅家转，禹萌，等．顺铂、氟尿嘧啶增强食管癌细胞

ＮＫＧ２Ｄ配体的表达及ＣＩＫ细胞的杀伤活性［Ｊ］．肿瘤防治研

究，２０１２，３９（７）：７６５７６８．

［８］　张晓娟，梅家转，赵继智，等．顺铂对 ＣＩＫ细胞杀伤肺腺癌

Ａ５４９细胞敏感性影响的研究［Ｊ］．中华肿瘤防治，２０１３，２０

（１６）：１２２９１２３１．

［９］　ＵｌｌｒｉｃｈＥ，ＫｏｃｈＪ，ＣｅｒｗｅｎｋａＡ，ｅｔａｌ．ＮｅｗｐｒｏｓｐｅｃｔｓｏｎｔｈｅＮＫＧ２Ｄ／

ＮＫＧ２ＤＬｓｙｓｔｅｍｆｏｒｏｎｃｏｌｏｇｙ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１３，２（１０）：

ｅ２６０９７．

［１０］　ＰａｓｃｈｅｎＡ，ＢａｉｎｇｏＪ，ＳｃｈａｄｅｎｄｏｒｆＤ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｔｒｅｓｓｌｉｇａｎｄｓ

ｏｆｔｈｅｉｍｍｕｎｏｒｅｃｅｐｔｏｒＮＫＧ２Ｄｉｎｍｅｌａｎｏｍａ：ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉ

ｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ［Ｊ］．ＥｕｒＪＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１４，９３（１／２）：４９５４．

［１１］　ＨｕｅｒｇｏＺａｐｉｃｏＬ，ＡｃｅｂｅｓＨｕｅｒｔａＡ，ＬóｐｅｚＳｏｔｏＡ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕ

ｌａｒｂａｓｅｓｆｏｒｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＮＫＧ２Ｄｌｉｇａｎｄｓｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｆｒｏｎｔ

Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１４，５：１０６．

［１２］　ＭａｒｃｕｓＡ，ＧｏｗｅｎＢＧ，ＴｈｏｍｐｓｏｎＴＷ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｓ

ｂｙｔｈｅｉｎｎａｔｅｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍａｎｄｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＡｄｖＩｍ

ｍｕｎｏｌ，２０１４，１２２：９１１２８．

［１３］　ＶａｎｎｅｍａｎＭ，ＤｒａｎｏｆｆＧ．Ｃｏｍｂｉｎｉｎｇｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙａｎｄｔａｒｇｅｔｅｄ

ｔｈｅｒａｐｉｅｓｉｎｃａｎｃｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＣａｎｃｅｒ，２０１２，１２（４）：

２３７２５１．

［１４］　ＢｏｉｓｓｅｌＮ，ＲｅａＤ，ＴｉｅｎｇＶ，ｅｔａｌ．ＢＣＲ／ＡＢＬｏｎｃｏｇｅｎｅｄｉｒｅｃｔｌｙ

ｃｏｎｔｒｏｌｓＭＨＣｃｌａｓｓＩｃｈａｉｎｒｅｌａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌｅＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｈｒｏ

ｎｉｃｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓｌｅｕｋｅｍｉａ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２００６，１７６（８）：５１０８

５１１６．

［１５］　ＯｋｉｔａＲ，ＭｏｕｇｉａｋａｋｏｓＤ，ＡｎｄｏＴ，ｅｔａｌ．ＨＥＲ２／ＨＥＲ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｒｅｇｕｌａｔｅｓＮＫｃｅｌｌｍｅｄｉａｔｅｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｖｉａＭＨＣｃｌａｓｓＩｃｈａｉｎｒｅ

ｌａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌｅＡａｎｄＢｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ

ｌｉｎｅｓ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２０１２，１８８（５）：２１３６２１４５．

［１６］　ＢｅａｎｏＡ，ＳｉｇｎｏｒｉｎｏＥ，ＥｖａｎｇｅｌｉｓｔａＡ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ

ＮＫｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂｉｎｍｅｔａｓｔａｔｉｃｂｒｅａｓｔ

ｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＪＴｒａｎｓｌＭｅｄ，２００８，６：２５．

［１７］　ＢｅｄｅｌＲ，ＴｈｉｅｒｙＶｕｉｌｌｅｍｉｎＡ，ＧｒａｎｄｃｌｅｍｅｎｔＣ，ｅｔａｌ．Ｎｏｖｅｌｒｏｌｅｆｏｒ

ＳＴＡＴ３ｉｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＮＫｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｔａｒｇｅｔｉｎｇ

ｒｅｃｅｐｔｏｒＭＩＣＡｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１１，７１（５）：

１６１５１６２６．

［１８］　ＭｏｌｉｎｅｒｏＬＬ，ＦｕｅｒｔｅｓＭＢ，ＦａｉｎｂｏｉｍＬ，ｅｔａｌ．Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐ

ｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＩＣＡｏｎａｃｔｉｖａｔｅｄＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｉｎｖｏｌｖｅｓＬｃｋａｎｄＦｙｎ

ｋｉｎａｓｅｓａｎｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｈｒｏｕｇｈＭＥＫ１／ＥＲＫ，ｐ３８ＭＡＰｋｉｎａｓｅ，ａｎｄ

ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ［Ｊ］．ＪＬｅｕｋｏｃＢｉｏｌ，２００３，７３（６）：８１５８２２．

（本文编辑：李胜利　英文编辑：王　燕）

·３１３·第４期　　　　　　　　　　　　　　　　　　王林林，等：兔软骨细胞的体外分离、培养及鉴定


