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[摘要 ]目的:探讨细胞载体Ⅰ型胶原海绵与骨髓基质细胞的组织相容性及利用自体骨髓基质细胞立体培养构建的组织工程

软骨修复关节软骨的效果。方法:在 24只 4 ～ 6月龄新西兰大白兔股骨粗隆 、胫骨下端进行骨穿 , 获取骨髓基质细胞进行体外

培养 、扩增 ,三代后获取足够细胞数量 ,制成 108 /m l细胞悬液 , 植入细胞载体 Ⅰ型胶原海绵立体培养 , 2周后移植到直径 3. 5

mm 的软骨缺损面上 , 于 1、2、3个月处死动物检查。结果:骨髓基质细胞与细胞载体Ⅰ型胶原海绵有良好的组织相溶性 , 形成

自体组织工程软骨能完成关节软骨缺损修复。第 1个月修复组织具备纤维软骨特征 , 第 2个月具备透明软骨特征 , 第 3个月

修复组织具备透明软骨的生物学特性。结论:细胞载体Ⅰ型胶原海绵与骨髓基质细胞体外培养形成的组织工程软骨 , 能完成

关节软骨的修复 , 修复组织为透明软骨。
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Expermi ental study of three-dmi ensional culture of

m arrow stromal ce lls for repair of articu lar cartilage defects
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[ Abstract] Objective:To investiga te the e ffects o f th ree-dim ensiona l culture o f bone m arrow strom a l ce lls fo r the repa ir o f a rticu lar

ca rtilage defects.M ethods:Tw en ty-fou r rabbits aged between 4 and 6 monthsw e re se lec ted random ly fo r cells ha rves.t The se ce lls w ere

cu ltured for three gene ra tions. Then the ce lls we re used to m ake 1 ×108 /m l suspend, and transp lanted in to co llagenⅠ sponge. Two

w eeks la te r, the cells we re transplanted into se lf-ca rtilage w ith 3. 5 mm diam e te r, and observed in M on th One, Tw o and Three. Resu lts:

Bonem arrow strom al cells can g row w ell in co llagenⅠ sponge. The cartilage fo rm s and repairs the chondra l defects. The repa ir o rganism

featured fib ro-cartilage in M onth One. It show ed charac teristics of hyaline cartilage in M onth Two and b io logic functions in M onth

Three. Conclusions:The eng ineered car tilage can repa ir chondral de fects and the hyaline cartilage is invo lved in repa ir o rganism.

[ Keyw ords] b iomedica l enginee ring;ca rtilage, articular;ce lls, cultured;m arrow strom a l ce ll;rabb its

　　关节软骨自身修复能力有限 ,组织工程方法修

复关节软骨研究已有大量报道
[ 1, 2]

,且部分用于临

床 ,但修复组织的临床效果都不是很理想 。本文应

用自体骨髓基质细胞修复关节软骨缺损具有突出的

优势 ,同时应用细胞立体培养方式具有很大的改进 ,

解决了细胞流失和细胞分布不均问题 ,目前相关报

道较少 。本文就此作一报道。

1　材料与方法

1. 1　主要实验设备和材料　实验动物:24只新西

兰大白兔(中山医学院动物中心提供 )。培养设备:

CO2孵箱(日本三洋公司),倒置显微镜及照相系统

(柯尼卡公司 ),超净台 (苏州净化设备厂 ),离心机 ,

烘箱 , 25 cm
2
培养瓶 ,其它常用设备 。试剂:DMEM

(H型 ), Hepe 2 g /L, EDTA , Ⅱ型胶原酶 (以上均由

G ibco公司提供 ), 0. 125%胰蛋白酶(上海生化试剂

厂产品),胎牛血清 (杭州四季青公司 ), PBS(中山

医学院动物中心试剂部提供 ), 青霉素 100 u /m l。

链霉素 100 u /m l,细胞载体:Ⅰ型胶原海绵 (哈佛医

学院骨科实验室提供)。

1. 2　骨髓基质细胞的获取和培养　4 ～ 6月龄新西

兰大白兔 24只 ,雄性 14只 ,雌性 10只 ,体重 2. 5 ～

3. 5 kg。氯胺酮 0. 01 m l /kg肌肉注射麻醉满意后 ,

胫骨结节或股骨粗隆处无菌状态下进行骨穿 ,预先

用肝素 0. 1 ～ 0. 2 m l预湿注射器和穿刺针 ,抽取骨

髓约 0. 5 ～ 1. 5 m l,直接接种到含有 10%胎牛血清

DMEM的培养皿中 ,分散骨髓细胞 ,用吹打管轻轻

吹打 ,分散取得的骨髓使其均匀 ,过滤杂质后 ,离心

(1 000 r /m in)5 m in后 ,弃去上清液 ,加入含有 10%

胎牛血清 DMEM液 4 m l,吹打均匀 ,制成单细胞悬

液 ,计数有核细胞 ,按 10
6
个有核细胞接种到 25 cm

2
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的细胞培养瓶中 ,置于 5%CO 2、37 ℃孵箱中培养 ,

第 3天换去一半培养液 , 2天后全部换液 ,弃去未贴

壁的细胞。观察到培养液由桃红色变为橙黄色时换

液 ,待细胞长满底壁后 ,用 0. 125%胰蛋白酶消化传

代 。计数每个培养皿约 4. 3 ×10
6
个 ,按 1∶3比例分

装到 3个培养皿中 ,继续培养 ,最后收集所有自体骨

髓基质细胞制成 10
8
个 /毫升浓度细胞悬液备用 。

1. 3　自体组织工程软骨形成　Ⅰ型胶原海绵紫外

线消毒 8 ～ 12 h后 ,放入无菌 PBS液中浸泡 2 h,取

出 ,无菌吸水纸吸干 ,放入 10
8
个 /毫升浓度细胞悬

液中 ,振荡 30 m in,放入培养皿中继续培养 。 2周后

切片证实:细胞在海绵中生长良好 ,然后移植到动物

软骨缺损模型上 ,每隔 1个月处死 8只观察。

1. 4　动物模型建立 、复合体移植 、分组　在每只兔

膝关节两侧的股骨下端髌股关节面上做一个直径

3. 5mm软骨缺损 ,深达软骨钙化层 ,不见出血点为

准 。一侧膝关节作为实验组 ,用细胞复合体移植;另

一侧用空白对照或者用 Ⅰ型胶原海绵填充 ,形成自

身对照 ,观察组有空白组 、Ⅰ型胶原海绵 、骨髓基质

细胞组 。

1. 5　术后自由活动 ,观察步态　24只兔 1、2、3个

月后分批处死 8只 ,观察关节液情况 ,然后对修复组

织进行大体观察 ,组织学切片 、染色 、关节软骨特异

性染色 ,电镜观察 ,组织学评分 ,分析修复组织是否

是透明软骨 。

1. 6　统计学方法　修复组织用 P inda法行组织学

半定量评分 ,评分结果用秩和检验 ,同一个月份对照

组与实验组之间采用配对资料秩和检验。

2　结果

2. 1　骨髓基质细胞培养及复合体形成　细胞培养

3天后 ,倒置显微镜下可见到散在的骨髓基质细胞 ,

呈长条状 ,胞质丰富 ,体积较大。第 5天开始伸出伪

足 ,逐渐分裂 ,增殖 ,形成细胞克隆 ,并向四周扩展成

结节 ,螺旋状生长 (见图 1)。细胞存活率测定达

90%以上 , Ⅱ代 、Ⅲ代骨髓基质细胞克隆呈涡轮状生

长 ,细胞呈梭形 ,细胞核不明显 ,在培养基上固定染

色见骨髓基质细胞核明显 。

骨髓基质细胞接种到 Ⅰ型胶原海绵复合体在

1周后逐渐变小 ,表面变光滑 。 2周后复合体标本作

垂直 、水平两个角度病理切片见骨髓基质细胞比较

均匀分布在整个海绵 。骨髓基质细胞在复合体内以

球形多见 ,还有多角形等(见图 2)。

24只实验兔 3天后活动渐增加 , 1周后活动自

如。 1只兔切口感染 , 1只兔的左膝关节活动度差 。

2. 2　空白组及 Ⅰ型胶原海绵对照组　在 3个月观

察期间内 ,缺损的关节软骨面始终未得到修复 ,空白

及Ⅰ型胶原海绵两个对照组结果相似 , 1个月后 ,胶

原海绵消失 ,剩下缺损面 ,在修复上无任何优势。

2. 3　实验组大体观　关节软骨缺损面得到修复 ,

1个月后修复组织为类软骨样 ,乳白色 ,修复组织稍

低于正常关节面 ,表面凸凹不平 ,有明显的阶梯感 ,

与正常关节软骨相比硬度较小 ,与周围软骨连接紧

密 ,按压时不能与周围分离;2个月后见修复组织与

周围软骨相似 ,表面光滑 ,无阶梯感 ,质地硬度明显

好转 ,与周围正常软骨稍有差别;3个月后修复组织

与正常关节软骨几乎无差别 ,表面光滑 、平坦 。

2. 4　光镜下　1个月切片苏木精 -伊红染色见:修

复组织比正常关节软骨染色较深 ,与周围关节组织

分界清楚 ,可见 7 ～ 8个细胞宽度的无细胞分布区

域 ,与周围关节软骨连接紧密 ,无空隙 ,基质相互连

接 ,有凸起的数个丘状结构;修复组织细胞分布均

匀 ,看不到同源细胞群 ,细胞体积较大 ,核深染 ,细胞

周围陷窝不明显(见图 3)。 2个月后修复组织细胞

体积小 ,陷窝小 ,呈小串珠状 ,表面较光滑平坦 ,小丘

状结构消失 ,表面与正常关节软骨平齐 ,连接紧密 ,

无凹陷 ,修复组织内见大量同源细胞群 ,呈柱状排

列 ,细胞周围陷窝清晰可见 ,但比正常关节软骨细胞

陷窝较小 ,修复组织深部细胞的陷窝较大 , 浅层变

小 ,甚至消失 ,有时看不到细胞 。 3个月见修复组织

与正常关节软骨之间几乎没有任何区别 ,仅交界处

的表面稍凹陷 ,分界处有 2 ～ 3排体积较小的细胞 ,

呈柱状。修复组织染色稍深 ,表面光滑 ,内部细胞分

化良好 ,同源细胞群体积稍小于正常 ,细胞陷窝明

显 ,接近正常 ,基质与正常几乎无差别 ,稍微深染 。

2. 5　甲苯胺蓝染色　1个月后整个修复组织淡染 ,

从浅到深部修复组织比较均匀 , 细胞呈球形 , 约

50%细胞被甲苯胺蓝异染 ,而 50%细胞淡染 ,呈现

细胞轮廓 ,靠近深部细胞异染明显 ,基质纤维较粗 ,

排列紊乱 ,初步具备纤维软骨特性。 2个月后甲苯

胺蓝异染明显 ,染色明显加深 ,但较正常组织仍染色

淡 ,分界清楚 ,同源细胞体积较小 ,深部分化较好 ,浅

部欠佳 ,细胞排列较规则 ,基质纤维颗粒小 ,排列规

则 ,初步具备透明软骨的特点 (见图 4)。 3个月后

染色比正常关节软骨稍微淡 ,区分不明显 ,细胞分化

良好 ,同源细胞群多见 ,已趋成熟 ,比较均匀 ,细胞排
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列规则 ,细胞陷窝明显 ,具备软骨生物学特点 (见图

5)。

2. 6　电镜　见修复组织表面光滑 ,修复组织细胞周

围有软骨陷窝 ,细胞表面有许多不规则突起 ,胞质内

有大量粗面内质网和高尔基体 、糖原颗粒 ,细胞周围

基质内胶原纤维较细且均匀分布 ,符合透明软骨的

生物学特性 。

2. 7　Pinda组织学评分　空白组和胶原海绵对照组

均未完全修复 ,结果相似 ,因此把两对照组合并与骨

髓基质细胞实验组做统计学分析 , Pinda组织学评

分 , 1、 2、3个月两组差异均有统计学意义 (T1 =40,

T2 =77, T3 =89, P <0. 01)。

3　讨论

3. 1　骨髓基质细胞特点　骨髓基质细胞具有成骨

和成软骨的能力 ,分布广泛 ,获取容易 ,是比较好的

软骨缺损修复种子细胞。骨髓基质细胞在体内体外

的成软骨能力均已报道
[ 3, 4]

;骨髓基质细胞在体外

长期培养 ,大量扩增 ,仍可保留多向分化的潜能 ,且

遗传背景相当稳定 。但此种细胞在骨髓中含量极

少 ,每 10
4

～ 10
5
个单核细胞中只有 1个 ,而组织工

程对细胞的数量要求大 ,因此 ,体外扩增骨髓基质细

胞就显得尤为重要。骨髓基质细胞是对血系细胞起

支持和连接作用的一类细胞的总称 ,其中 30% ～

40%是有成软骨能力的干细胞。利用骨髓基质细胞

有贴壁生长的特点 ,血细胞不贴壁 ,可以将两种细胞

分离。

3. 2　细胞载体选择　用于吸附细胞的载体是组织

工程关键因素 ,理想的材料应具备:(1)组织兼容

性 ,不引发可能削弱组织功能临近组织的反应;(2)

可吸收性 ,最终材料完全被移植床吸收取代 ,吸收率

要与组织修复速度相配;(3)易于重复制作 ,可加工

成各种形态适应缺损的要求;(4)材料表面与移植

细胞相互作用 ,以保留分化细胞的功能或促进生长

的可能
[ 5]

。本实验利用 Ⅰ型胶原海绵作为细胞载

体 ,基本上具备上述优势 ,因为关节软骨的基质成分

为 Ⅰ型胶原和Ⅱ型胶原纤维 ,所以 Ⅰ型胶原海绵降

解的同时 ,它的成分可以再次被利用 ,生成关节软骨

所需要的基质。

3. 3　立体培养优点　Ⅰ型胶原海绵与种子细胞立

体培养 ,是一种新的培养方式 ,使细胞与载体有机结

合 ,这样在移植后的修复过程中 ,不会因体位及周围

环境变化使细胞分布不均 ,还可以避免细胞流失 ,使

细胞与周围邻近正常软骨更紧密接触 ,有利于和周

围正常组织连接。

3. 4　动物模型选择　本次实验没有选择全层软骨

缺损 ,是因为软骨缺损模型保留软骨钙化层可以起

到屏障作用:它阻止源于松质骨中骨髓基质细胞移

行修复软骨缺损 ,干扰实验观察及防止源于深部松

质骨中的血管长入缺损 ,修复关节软骨
[ 6, 7]

。

3. 5　组织工程软骨生长特点　骨髓基质细胞在关

节软骨缺损内经历增殖和分化两个阶段 , 1个月内

修复组织以增殖为主 ,缺损被修复组织填充 ,近关节

面细胞表现为圆形或椭圆形 ,修复组织内可见少数

带有软骨陷窝的细胞 ,基质中可以分辨出纤维结构 ,

这是纤维组织向透明软骨转变的过程 ,深部出现少

量钙化的骨组织。 2个月 、3个月修复组织已逐渐分

化为透明软骨 ,无论是细胞还是基质逐渐具备透明

软骨的生物学特性 ,近关节面细胞已分化为成熟的

软骨细胞 ,有软骨陷窝 ,随着修复组织的逐渐成熟 ,

软骨陷窝渐渐增大 ,同源细胞群变大 ,由原来的单一

纵向生长转变为纵横向分化 ,日趋成熟 ,并出现软骨

下骨化 ,基质中也看不到纤维结构 , HE染色也接近

正常关节软骨 ,这与良好的细胞载体和新的利用方

式分不开的。

　　(本文图 1 ～ 5见封三 )
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