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肌腱细胞培养方法的研究进展
余华辉  张延洁*

(昆明医科大学基础医学院细胞生物学与医学遗传学系, 昆明 650500)

摘要      肌腱细胞是构建组织工程肌腱最早使用的种子细胞, 但由于取材面积较小使分离得

到的细胞数量有限, 并且体外扩增时, 随传代次数增加而增殖速度下降并逐渐失去表型和功能。因

此, 仍需改进肌腱细胞的培养方法以减少上述现象的发生。目前, 除了常用的添加生长因子方法外, 
施加力学刺激、使用富含血小板血浆和低氧培养等方法也应用于肌腱细胞培养, 这些方法促进了

肌腱细胞体外增殖和维持改善了表型功能, 使得肌腱细胞能更好地用于构建肌腱。该文就目前常

用的肌腱细胞培养方法作一综述, 旨在为进一步改进肌腱细胞培养方法提供理论依据。
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Progress in the Methods of Tenocyte Cultivation

Yu Huahui, Zhang Yanjie*
(Department of Cell Biology and Medical Genetics, Basic Medical College, Kunming Medical University, Kunming 650500, China)

Abstract       Tenocytes are the first seed cell choice for tendon engineering. However, only limited amount 
of tenocytes can be isolated because of the small size of tissue biopsy. Moreover, during monolayer expansion, 
their proliferation ability decreases with shifting properties in cell phenotype and functions. Therefore, it is 
important to improve the tenocyte culture strategy. At present, several culturing methods have been applied to 
promote proliferation of tenocytes as well as to maintain or improve their phenotype and functions. These methods 
usually involve growth factors, mechanical loading, platelet rich plasma (PRP), and hypoxic culture conditions. 
Here we review the methods of tenocyte culture to provide a theoretical basis for potential improvement of tendon 
construction.

Keywords       tenocyte; cell culture; growth factor; stretching force; platelet-rich plasma (PRP); hypoxic 
culture; parallel microgroove

肌腱缺损是手外科、运动医学科常见的疾病之

一, 但是由于肌腱自身修复能力差且缺乏具有一定

功能的肌腱移植体, 肌腱损伤的治疗效果一直不甚

理想, 而组织工程技术为肌腱缺损的临床修复提供
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了新的途径。组织工程化组织构建的关键因素之一

是种子细胞, 构建肌腱最早使用的种子细胞是肌腱

细胞, 它来源于肌腱, 构建出的组织在形态、结构和

功能上与正常肌腱更为相似。但是由于肌腱取材面

积较小, 所以分离得到的肌腱细胞数量有限, 而且肌

腱细胞体外培养增殖相对缓慢, 随着细胞传代次数

的增加, 细胞表型逐渐丧失、分泌细胞外基质能力

下降, 所以改进肌腱细胞培养方法仍然是肌腱组织

工程的研究内容之一。

近年来, 肌腱细胞培养已不仅限于添加生长因

子这种常见方法, 施加力学刺激、低氧培养等方法

也逐渐被推广应用。基于构建组织时普遍先使用平

面培养, 待细胞扩增到一定数量后再接种到支架材

料上, 所以本文仅对目前肌腱细胞的二维平面培养

方法进行综述, 并比较了常用方法的优缺点, 从而为

进一步改进肌腱细胞培养方法提供理论依据。

1   肌腱(细胞)的发育成熟
肌腱起源于中胚层, 是一种高度分化的致密结

缔组织, 主要由胶原、蛋白聚糖[如饰胶蛋白聚糖

(decorin, DCN)和聚集蛋白聚糖(aggrecan)等]、糖

蛋白[如腱生蛋白-C(tenascin-C, TN-C)与纤连蛋白

(fibronectin)等]以及肌腱细胞组成。胶原是成熟肌

腱的主要成分, 其中以I型胶原为主。肌腱细胞来源

于胚胎时期的间充质细胞, 呈梭形、沿肌腱长轴排

列在胶原纤维间, 可持续合成、分泌胶原及可溶性

蛋白聚糖等, 同时可降解吸收基质中的代谢产物, 调
节周围微环境。Scx(scleraxis)是肌腱细胞相对特异

的标志分子之一, 也是肌腱早期发育的标志。自从

该分子发现以后, 肌腱发育研究得以有所进展。

中轴肌腱(axial tendon)和四肢肌腱(limb tendon)
发育过程有所不同。中轴肌腱细胞来源于体节腹侧

部生骨节的背外侧区, 即靠近生肌节的区域, 该区

域称之为syndetome。Syndetome的发育即肌腱前体

细胞形成会受到周围区域信号分子的影响, 例如, 生
肌节中存在成纤维细胞生长因子(fibroblast growth 
factors, FGFs), FGFs会通过ERK/MAPK(extracellular 
signal-regulated kinases/mitogen-activated protein 
kinases)途径或转录因子Pea3(polyomavirus enhancer 
activator 3)、Erm(ets-related molecule)诱导Scx表达, 
所以生肌节缺失会导致Scx不表达, 也就意味着肌

腱前体细胞无法正确形成; 而生骨节里Pax1(paired 

box 1)和Sox5[SRY (sex determining region Y)-box 5]、
Sox6都会抑制Scx表达[1-3]。

四肢肌腱细胞直接在四肢原位起源。与中轴

肌腱和鸡胚肢体肌腱发育的影响相反, FGFs对小

鼠四肢肌腱发生即Scx表达没有影响, 并且早期发

育时抑制ERK/MAPK信号通路会激活Scx表达, 这
一点提示, FGF信号通路对不同物种肢体肌腱发生

发育影响不一定相同。在小鼠四肢肌腱发育过程

中 , 转化生长因子-β(transforming growth factor-β, 
TGF-β)在发生发育整个过程中都起作用, 它不仅通

过Smad2/3(SMA- and MAD-related protein 2/3)驱动

间充质干细胞向肌腱细胞系分化, 而且会影响I型
胶原表达[4]。属于TGF-β超家族成员的骨形态发生

蛋白(bone morphogenetic proteins, BMPs)对肌腱发

育则影响不一: BMP2、BMP4、BMP7抑制Scx表
达 [5]; 而BMP12、BMP13、BMP14即GDF7(growth 
and differentiation factor 7)、GDF6、GDF5促进肌腱

分化, 任何一种BMP缺失都会降低胶原含量和力学

性能, 其中, 以GDF5对肌腱发育的影响最显著[6-8]。

此外, 肌腱分化成熟需要转录因子Mkx(mohawk 
homeobox)、Egr(early growth response)的作用, Mkx、
Egr1基因如果缺失会降低发育晚期阶段和成熟肌腱

中I型胶原、DCN、腱调蛋白(tenomodulin, TNMD)
等分子的表达[9-10]。

个体出生后肌腱还要经历成熟过程, 这一过程

主要涉及细胞比例的减少、胶原重塑和力学性能的

提高。在肌腱成熟过程中, 上述提及的Scx、Mkx、
Egr1会继续作用于胶原合成从而影响肌腱成熟。除

此之外, 由于个体出生后肌腱开始受力, 所以力学刺

激对肌腱成熟也至关重要。

2   肌腱细胞常规培养存在的问题
由于肌腱细胞是一种终末分化细胞, 所以体

外培养时随着传代次数增加增殖速度下降, 并且细

胞形态难以维持长梭形, I/III型胶原比例降低[11]。

Mazzocca等[12]对传代6次的肌腱细胞进行研究发现, 
随着传代次数增加, DCN、TN-C和TNMD基因表达

呈下降趋势; 传代2次后, I、III型胶原基因表达明显

下降; 到第5代时, 其蛋白水平也有所下降。因此认

为, 第3代以后的肌腱细胞不宜应用于临床。但是由

于肌腱取材面积有限, 并且成人肌腱中细胞比例低, 
所以分离得到的原代细胞数量不多; 如果对肌腱细
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胞体外培养存在的增殖慢、表型功能易丧失的问题

不加以改进, 将不利于构建肌腱。

3   肌腱细胞培养方法进展
3.1   促进肌腱细胞增殖为主的方法

3.1.1   添加生长因子      生长因子通常是指能调节

细胞增殖及其功能的多肽类物质。由于它们大多具

有促进细胞增殖的作用, 所以添加生长因子较早用

于肌腱细胞培养。目前, 常添加的生长因子有: 胰岛

素样生长因子-1(insulin-like growth factor-1, IGF-1)、
血小板源性生长因子-BB(platelet-derived growth 
factor-BB, PDGF-BB)、碱性成纤维细胞生长因子

(basic fibroblast growth factor, bFGF)、BMPs以及

TGF-β等, 它们主要对肌腱细胞增殖起到促进作用, 
同时还对细胞外基质合成具有一定作用。

IGF-1是IGF家族成员。早在20世纪90年代的

研究发现, 在应用无血清培养时, IGF-1可以促进肌

腱细胞有丝分裂以及DNA、胶原、蛋白聚糖的合成, 
同时, 比IGF-2的作用更强[13]; 并且, 肌腱细胞增殖速

度与IGF-1在一定浓度范围内(50~150 ng/mL)呈正相

关[14]。这种促增殖作用不仅体现在二维平面培养的

肌腱细胞上, 对三维支架上培养的肌腱细胞同样有

效。Caliari等[15]研究发现, 添加100 ng/mL IGF-1的
无血清培养液促进了接种在胶原–糖胺聚糖支架上

的肌腱细胞增殖和代谢, 并且还能促使肌腱细胞进

入支架中生长。

PDGF-BB作为有丝分裂原也能够促进肌腱细

胞增殖[16-17]。有研究表明, PDGF-BB促进大鼠肌

腱细胞增殖的最适浓度为20 ng/mL, 促增殖效应在

12 h后开始显现, 24~48 h效果最显著, 且在48 h达到

高峰, 随后逐渐下降[18]; 但也有研究发现, 50 ng/mL 
PDGF-BB促增殖效应最佳[17,19]。这种最佳浓度的差

异可能是因为细胞和生长因子来源不同所致。

bFGF也是一种常用的促进细胞增殖的生长

因子。对于肌腱细胞而言, 大部分研究结果显示, 
bFGF可以促进肌腱细胞体外扩增和胶原表达[16,18-19]; 
但是Caliari等[17]研究发现, 0.1~10 ng/mL bFGF对肌

腱细胞增殖和胶原合成并无明显促进作用。这些研

究的主要差异在于大部分研究使用二维平面培养, 
而Caliari等的研究则使用三维支架, 因此, 当肌腱细

胞接种到支架后, bFGF是否还能促进肌腱细胞增殖

需要进一步研究证实。

除了上述经典常用的生长因子外, 对肌腱发育

有影响的BMPs也被用于肌腱细胞培养。BMPs是一

类具有相似结构的高度保守的功能蛋白, 目前至少

有20多种成员。该类蛋白质在肢体生长、软骨内骨

化、骨折早期及肌腱修复时表达, 对骨的发生、诱导、

修复和肌腱修复以及干细胞向肌腱样细胞分化具有

一定作用[20-21]。目前发现, 有几种BMPs对肌腱细胞

增殖和胶原合成具有促进作用。Klatte-Schulz等[22]

将肌腱细胞接种在I型胶原支架上, 在含有5% FBS
培养液中, 添加200 ng/mL或1 000 ng/mL BMP7进行

培养, 第5 d和第7 d检测发现, 1 000 ng/mL BMP7添
加组可以明显促进肌腱细胞的扩增和I型胶原的合

成。Fu等[23]和Wong等[24]的研究结果显示, 25 ng/mL
或50 ng/mL BMP12(BMP13)对肌腱细胞均具有促增

殖和I型前胶原基因表达的作用, 但浓度低于5 ng/mL
时, 则与对照组无差异。而BMP14除了上述作用外, 
还能够促使肌腱细胞迁移, 从而有利于在三维支架

上生长[25]。应当注意的是, 目前用于培养肌腱细胞

的BMPs中, BMP2、BMP7具有诱导肌腱干细胞向

成骨方向分化的作用[26-27], 这种诱导分化性对于肌

腱–骨连接处生长愈合有指导意义, 但对于肌腱细胞

扩增无益。

上述生长因子单独使用均可以促进肌腱细胞

增殖, 而联合使用则具有协同效应。Costa等[28]将第

4代以前的肌腱细胞补充不同浓度组合的IGF-1和
PDGF-BB(10+1、50+10或100+50 ng/mL)或这两种

生长因子与bFGF联用(50+10+1、50+10+5、100+50 +1
或100+50+5 ng/mL), 结果发现, 与不加生长因子的

对照组相比, 添加50 ng/mL PDGF-BB组3 d后, 肌腱

细胞MTT检测吸光度值增加了33%~97%, IGF-1和
PDGF-BB联用组 (100+50 ng/mL)增加了47%~114%, 
而三种生长因子联用组(100+50+5 ng/mL)效果最佳, 
其吸光度值增加了101%~588%, 即IGF-1、PDGF-
BB和bFGF联合使用促进肌腱细胞增殖效果最显

著。Raghavan等[19]使用相同的生长因子组合, 使用

50+50+5 ng/mL(IGF-1、PDGF-BB和bFGF)即可获

得最佳促增殖效果, 并且促进细胞进入脱细胞支架

生长。Caliari等[17]在其研究中除了使用上述三种生

长因子外, 还添加了GDF-5即BMP14。该研究采用

了两种生长因子组合的方式对肌腱细胞增殖、代谢

和表型等多方面进行了检测, 结果发现不同生长因

子联用的效果有差异: PDGF-BB联合GDF-5组促增
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殖效应最强, PDGF-BB联合bFGF组促代谢效果最

明显, 而IGF-1联合GDF-5组则更好地促进了胶原合

成、维持肌腱细胞表型及相关基因表达。综合所有

结果, 该研究认为, IGF-1联合GDF-5组既能促进肌

腱细胞增殖又能维持其表型, 不失为构建组织工程

肌腱最好的生长因子组合。

常规使用生长因子的方法是将其添加到培养

液里, 但由于生长因子半衰期短, 所以其有效作用不

持久。后来有学者采用转染生长因子基因的方法, 使
肌腱细胞可以持续合成生长因子[29], 但这种方法往往

涉及病毒载体所以存在一定的安全隐患。与此相比, 
采用肝素结合运载系统缓释生长因子的方法则更加

安全。此方法利用很多生长因子能与肝素结合的特

点, 使纤维蛋白支架上肝素结合的生长因子可以持续

释放, 所以促进细胞增殖的效果更佳[30-31]。

由上述内容可以看出, 生长因子用于肌腱细胞

培养时若要取得最佳效果, 最好是联合应用并采用

缓释体系。但生长因子价格昂贵, 因此该方法有一

定的应用局限性。

3.1.2   施加机械应力      作为连接骨骼和肌肉的结

构, 肌腱在体内受到轴向牵拉力刺激, 因此体外培

养时可以模拟体内环境对肌腱细胞施加牵拉。一

般多采用将肌腱细胞接种在具有拉伸性的硅胶膜

上, 数小时后, 使用自制或商业化牵拉装置对硅胶

膜片进行周期性牵拉, 频率多为0.5~2 Hz、幅度为

0.5%~10%。该范围内的牵拉力总体上可以促进肌

腱细胞增殖以及胶原、生长因子分泌, 但从细节得

到以下结论。(1)促增殖效应未必与牵拉时间、幅度

等成正比。Zeichen等[32]使用频率1 Hz、幅度5%的

周期性拉力, 研究结果表明, 施加15、60 min牵拉力

的肌腱细胞增殖显著增加, 而30 min牵拉组的细胞

增殖反而比未牵拉组慢。Deng等[33]对肌腱细胞施加

的周期性拉力频率为0.5、1 Hz, 幅度为4%、8%和

12%, 牵拉时长为2、4、8、12、24 h, 在频率为0.5 
Hz、幅度为4%周期性牵拉4 h的条件下凋亡小体最

明显。(2)较大幅度可能会促进肌腱干细胞向非肌

腱细胞分化。目前, 肌腱干细胞的分离培养方法与

肌腱细胞无明显差异, 所以不排除肌腱细胞培养(尤
其是原代细胞里)混有肌腱干细胞的情况。在那种

情况下, 采用8%的牵拉幅度可以促使肌腱干细胞向

成骨、成脂肪等非腱系细胞分化, 因此不利于构建

肌腱[34-35]。所以, 施加牵拉力应考虑到肌腱细胞中

是否混有肌腱干细胞。

近年来, 研究已不局限于施加牵拉力, 而是结合

其他外力研究对肌腱细胞的影响。比如除了牵拉外

再施加旋转力, 结果发现, 两种力结合组细胞增殖和

细胞外基质合成情况最好, 说明多维周期性应力可以

更好地模仿体内生理环境从而更利于细胞扩增[36]。

3.1.3   使用富含血小板血浆(platelet-rich plasma, 
PRP)      近年来, PRP以其自体应用、易获取和富

含生长因子的优势逐渐应用于细胞培养和组织

工程领域。PRP是指与全血相比血小板浓度显著

提高的液体, 由于其富含的血小板可分泌多种生

长因子[PDGF、TGF-β、表皮生长因子(epidermal 
growth factor, EGF)、血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)、IGF等], 所以PRP
对细胞增殖可起到促进作用。

Tohidnezhad等[37]的研究显示, 血小板释放的

生长因子 (platelet-released growth factors, PRGFs)
可以促进肌腱细胞增殖、迁移并提高细胞存活率, 
其机制可能与氧化防御性转导通路(nuclear factor-
erythroid 2-related factor 2, Nrf2)-ARE(antioxidant 
responsive element)激活有关。但是, 血小板浓度

并非越高越好, Giusti等[38]的研究发现, 0.5×106和

1×106 plt/μL浓度能明显促进肌腱细胞增殖、迁移以

及胶原和基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases, 
MMPs)产生, 且0.5×106 plt/μL组促增殖效应最明显; 
但3×106~5×106 plt/μL浓度却对细胞增殖、迁移和胶

原合成有抑制效应, 对MMPs产生有明显促进作用, 
这一结果提示, 过高浓度血小板不仅不利于肌腱修

复, 反而会通过促进生成MMPs降解胶原来降低肌

腱力学性能。Sadoghi等[39]的研究结果也显示, 1~5
倍血小板浓度反而比最高血小板浓度组(10倍)促增

殖效应更强。PRP促进肌腱细胞增殖的作用在三维

支架上仍然可以得到体现[40], 从而有利于组织构建。

除了直接应用PRP之外, 还有一些研究比较了

富含血小板凝块释放物(platelet-rich clot releasate, 
PRCR)和乏血小板凝块释放物(platelet-poor clot 
releasate, PPCR)的效果。PRCR和PPCR分别是PRP
和乏血小板血浆 (platelet-poor plasma, PPP)加入

CaCl2促凝后, 于37 °C孵育1 h析出的上清液。Anitua
等[41]在研究PRCR、PPCR和PPP对肌腱细胞增殖的

影响中, 观察到促增殖能力为PRCR>PPCR>PPP, 这
一结果与PRCR中血小板含量和释放的生长因子浓
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度有关。另外, PRCR还能上调内源性生长因子(例
如VEGF-A、TGF-β1)的表达, 从而间接促进细胞增

殖[42]。

PRP不仅促进正常肌腱细胞增殖和胶原合成, 
还对肌腱撕裂患处的肌腱细胞起到促增殖和促进

胶原等细胞外基质合成的作用[43-44]; 而且早期使用

PRCR能够抑制肌腱干细胞向非腱系细胞分化[45]; 
PRP还能够促进肌腱细胞和成骨细胞的共同增殖, 
消除两者共培养时产生的细胞因子对另一类细胞的

生长抑制作用[46]。此外, 临床治疗肌腱损伤时往往

会局部应用糖皮质激素缓解症状或局麻药减轻疼

痛, 但这两类药物具有导致细胞死亡的副作用; 研
究发现, PRP可以保护细胞降低或免受这些药物的

副作用, 从而提高细胞存活率[47-48], 但由于糖皮质激

素和局麻药也可以降低PRP的促细胞增殖和存活效

应[49], 所以三者共同使用时, 应考虑PRP的使用剂量

和时间。

目前, 制备PRP一般是用抗凝全血经两次离心

后得到血小板浓缩物, 但具体方法尚未统一和标准

化。最常用的是PRP法, 主要流程为抗凝全血低速

离心后将上清和buffy coat转移到另一离心管, 经高

速离心后整管内容物上部2/3为PPP, 底部1/3为PRP, 
弃PPP后将PRP混匀即可。另一种方法是buffy coat
法, 该方法首次离心为高速离心, 将上清层去除后

转移中间的buffy coat到另一离心管后再行低速离

心, 去除白细胞即得到PRP[50]。尽管已有获取PRP
的商业化试剂盒和设备, 但离心的转速、时间和温

度在不同文献中都有差异, 所以得到的血小板含量

和质量也会有所不同, 这就影响到对PRP效果的准

确评价。另外, PRP保存是否得当也会影响其后续

使用效果, 传统观点认为, 于22 °C振荡保存效果最

好。但这种保存方式不利于其用于长期细胞培养, 
而(深)低温保存效果目前仍有争议。细胞培养时最

好使用新鲜制备的PRP, 而且构建肌腱需要大量肌

腱细胞, 这就需要较多的血浆用于制备PRP, 因此需

多次抽取患者血液, 给患者带来一定的痛苦。

3.1.4   低氧培养      由于认识到机体内多数组织氧

浓度低于大气氧浓度, 体外应用低氧培养细胞已经

逐渐受到重视。目前低氧培养应用于越来越多的细

胞种类, 比如胚胎干细胞、成体干细胞、肿瘤细胞

和许多终末分化细胞等[51-53]。

肌腱血管较少, 因此肌腱细胞应处于低氧环境

中。研究发现, 低氧对肌腱细胞最显著的效应是促

进了细胞增殖, 处于2% O2的肌腱细胞群体倍增时间

是常规氧浓度培养的一半左右, 因此用低氧浓度培

养可获得更多数量的肌腱细胞用于构建肌腱[54]。除

此之外, 5% O2还可以促使肌腱细胞分泌VEGF, 从而

促进新生血管生成, 这有利于肌腱修复和组织工程

肌腱植入后的血供[55]。但是低氧不等于缺氧, Liang
等[56]的研究结果显示, 0.1% O2可以促进肌腱细胞凋

亡。我们目前正在观察检测不同低氧浓度对肌腱细

胞增殖和凋亡的影响, 初步结果显示随着氧浓度升

高(2%~10% O2), 肌腱细胞增殖速度有所减缓, 但是

所有低氧组之间以及与常规氧浓度组相比其凋亡都

无显著差异, 一方面, 提示2%~10%氧浓度中, 2%仍

然最利于细胞增殖, 另一方面, 提示氧并非通过影响

细胞凋亡而导致增殖速度发生改变。

3.1.5   理疗刺激      低频脉冲电磁场是一种主要用

于治疗骨关节疾病的理疗方法。近年来, 该方法也

应用于肌腱细胞培养以探究其对细胞的影响。de 
Girolamo等[57]用强度1.5 mT、频率75 Hz的脉冲电

磁场分别作用于肌腱细胞4、8、12 h, 结果发现, 肌
腱细胞形态和凋亡不受影响, 但肌腱特异基因Scx
和I型胶原表达增强, 且与电磁场作用时间呈正相

关; 此外, 白细胞介素-6(interleukin-6, IL-6)、IL-10
和TGF-β这些促愈合因子和VEGF-A表达显著上调。

后来他们发现, 尽管强度1.5 mT和3 mT的低频脉冲

电磁场均能促进肌腱细胞增殖, 但从Scx和胶原产生

方面来看, 强度1.5 mT处理组效果优于3 mT组[58]。但

是也有研究发现, 强度0.4 mT、频率50 Hz的电磁场

作用于肌腱细胞后, 细胞增殖、细胞周期和胶原合

成并没有改变, 只是在细胞划痕后愈合速度较快[59]; 
而Seeliger等[60]的研究结果则表明, 低频脉冲电磁场

不仅可以促进细胞划痕愈合还可以促进细胞增殖。

这些研究结果差异的原因, 可能在于所使用的强度

和频率不同。目前的研究尽管从其对肌腱损伤治疗

的机制研究角度入手, 但大部分结果提示, 此方法处

理的肌腱细胞也有利于组织构建。

除此之外, 用于治疗肌腱损伤的超声波、激

光和冲击波也可以促进肌腱细胞增殖, 胶原合成和

NO(nitric oxide)、TGF-β1分泌, 并且增殖细胞核抗

原(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)和某些细

胞周期蛋白表达上调[61-63]。

3.1.6   药物作用      活化蛋白C(activated protein C, 
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APC)是一种具有抗凝和抗感染作用的血浆蛋白。

近年来研究发现, APC与内皮蛋白C受体(endothelial 
protein C receptor, EPCR)结合后具有激活MMP2、
促进皮肤创伤愈合和表皮细胞增殖的功能[64]。Xue
等[65]研究发现, 外源性APC能以浓度依赖性方式促

进肌腱细胞增殖、激活MMP2和刺激I型胶原合成; 
并且本来低表达EPCR的肌腱细胞在经过APC处理

后EPCR表达上调; 受体阻断抗体和RNA干扰实验

结果显示, APC通过与EPCR结合并激活ERK/MAPK
通路发挥促进肌腱细胞增殖和I型胶原合成等上述作

用。

白细胞介素通常与免疫应答、炎症反应有

关 , 但Courneya等 [66]的研究发现 , 重组人白细胞

介素 -4(recombiant human interleukin-4, rhIL-4)和
rhIL-13均会通过调控细胞周期基因CDK6(cyclin-
dependent kinase 6)和CDKN2B(cyclin-dependent 
kinase inhibitor 2B)表达促进肌腱细胞增殖, 但对于

胶原合成无明显作用。

3.2   维持肌腱细胞表型功能为主的方法 
3.2.1   在接种表面蚀刻平行沟槽      体内的肌腱

细胞呈梭形, 沿肌腱长轴平行排列在胶原纤维

间。但是体外培养时由于都接种在底面光滑的培

养瓶(皿)中, 所以肌腱细胞随机分布且随着代次增

加常伸展为不规则形态, 这种表型的改变和丧失

常伴随或导致胶原、TNMD和Scx等分子表达降

低。而如果利用激光蚀刻技术在聚二甲基硅氧烷

(polydimethylsiloxane, PDMS)或硅胶膜片上刻出适

当宽度的平行沟槽, 那么落到槽里生长的肌腱细胞

会被迫以梭形形态且平行排列的方式生长[67]。在

沟槽宽度10 μm的硅胶膜上, 由于肌腱细胞的形态

和分布模式得以维持, 所以即使肌腱细胞传到第4
代, I型胶原和TNMD表达仍然维持在较高水平; 更
有意思的是, 如果将本来接种在光滑表面的肌腱细

胞重新接种到平行沟槽表面, TNMD表达会升高, 提
示去分化的肌腱细胞在平行沟槽里生长时会发生

再分化[68]。但是Kapoor等[69]的研究发现, 肌腱细胞

表1   肌腱细胞常用培养方法的比较

Table 1   Comparison of common methods used in tenocyte culture
培养方法

Cultivation methods
主要效果

Main effects
优点

Advantages
缺点

Disadvantages

Growth factors Promoting cell 
proliferation and 
extracellular matrix 
synthesis

No special equipment is needed; the amount 
of FBS and the residual amount of animal 
components can be reduced.

If multiple growth factors are used in 
combination, the price is relatively high.

Mechanical 
stimulation

Promoting cell 
proliferation and 
extracellular matrix 
synthesis. If parallel 
microgrooved culture is 
introduced, cell phenotype 
and function can be better 
maintained

Because simulating environment in vivo, 
cell proliferation can be promoted and cell 
phenotype can be maintaind to a certain 
extent.

Mechanical equipment is needed and the 
cells must be cultured on the stretchable 
surface, which is not favorable to large-
scale cell amplification. No commercially 
available parallel micropatterned 
substrates can be obtained.

PRP Promoting cell 
proliferation and 
extracellular matrix 
synthesis

PRP preparation protocol is simple. It is 
safe to use and avoid the residue of animal 
components in the culture. 

More PRP is needed for large-scale cell 
expansion, which may be necessary to 
extract the patient’s blood sometimes. 
There is no uniform standard at present, 
resulting in the different effect in 
application.

Hypoxic culture Promoting cell 
proliferation

A certain low oxygen concentration can 
promote cell proliferation. The culture way 
is simple because it only needs hypoxia 
incubator.

If no hypoxic station, the cells will be in 
21% O2 during passage, which causes 
cells in intermittent hypoxic state.

Physiotherapy 
stimulation

Promoting cell 
proliferation and collagen 
synthesis

Physiotherapy equipment is needed in 
the incubator, which is not favorable to 
large-scale cell amplification.
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在宽度为50 μm的沟槽里增殖和I型胶原、TNMD无

明显变化; 当然与250 μm宽的沟槽相比, 肌腱细胞在

50 μm沟槽中基本呈平行排列趋势、胶原纤维呈正

弦曲线样规则分布。之所以出现差异结果, 可能是

由于沟槽宽度、深度等参数不同导致, 也有可能是

接种的材料不同所致。

在平行沟槽里接种肌腱细胞可以维持其表型

甚至功能; 如果再结合力学刺激, 则可以更真实地

模拟体内肌腱细胞的环境。Park等[70]将细胞接种在

嵴/沟宽度为10/50 μm和20/50 μm平行沟槽的硅胶膜

片上, 对膜片施加频率0.5 Hz、幅度4%或8%的牵拉, 
结果显示, 牵拉后细胞增殖和胶原合成均有所提高, 
并且接种在20/50 μm膜片并施加幅度8%牵拉力组效

果最好。Yang等[71]施加同样频率、幅度的拉力作用

于接种在10/10 μm平行沟槽硅胶膜片的肌腱细胞后

得到相似的结果, 并且推测I型胶原的产生与TGF-β
有关。尽管8%幅度更有利于细胞增殖和胶原产生, 
但是在单纯施加机械应力内容里曾经提到8%牵拉

幅度可能会促进肌腱干细胞向非肌腱细胞分化, 而
平行沟槽联合施加牵拉的方法也发现, 频率0.5 Hz、
8%牵拉幅度可以增强α-平滑肌肌动蛋白(α-smooth 
muscle actin, α-SMA)的表达, 提示肌腱细胞可能向

肌成纤维细胞转分化[72]。因此, 无论接种表面是否

有平行沟槽、原代肌腱细胞里是否混有肌腱干细胞, 
从维持细胞表型功能方面出发应谨慎使用8%牵拉

幅度的拉力。此外, 该策略由于需要膜片蚀刻和力

学设施, 所以对于大规模扩增肌腱细胞而言存在一

定的应用局限性。

4   总结与展望
尽管近年来, 构建肌腱使用的种子细胞种类越

来越多, 但最早使用的肌腱细胞至今仍在使用, 而肌

腱细胞体外培养时, 增殖相对缓慢和容易丧失表型

功能会影响到肌腱构建效果, 因此, 促进细胞增殖

和维持其表型功能是改进肌腱细胞各种培养方法的

目标。在上述提及的培养方法中, 多数以促进肌腱

细胞增殖为主要效应, 少数以维持其表型功能为主。

如果侧重于组织工程肌腱的临床应用, 还需要考虑

到培养方法是否安全、简便易行等, 我们将常用的

培养方法进行比较, 如表1所示。由表1可以看出, 上
述方法各有优缺点, 而PRP因为更加安全简便而备

受瞩目。针对应用PRP时需求量较多的缺点, 还需要: 
(1)探索更高效的PRP分离方法或更有效的保存方法

并使之标准化; (2)联合使用PRP和低氧培养或许可

以降低PRP使用量; (3)研究同种异体PRP使用是否

有效和安全。此外, 待细胞接种到支架材料后上述

方法是否继续有效也是需要研究的问题。比如, 2% 
O2对平面培养的肌腱细胞有明显促增殖作用, 但是

肌腱细胞接种后是一个三维空间结构且细胞密度极

高, 氧气能否迅速渗透到支架中心关系到处于中心

的肌腱细胞能否存活。随着研究的深入和技术的改

进, 相信肌腱细胞的培养方法会更加完善, 从而能构

建出结构功能更好的组织工程肌腱。
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