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摘要：目的 利用兔同种异体软骨脱细胞基质支架和脂肪干细胞体外构建组织工程软骨，探讨其修

复关节软骨损伤的可行性。方法 将新西兰大白兔的脂肪干细胞与软骨脱细胞基质支架复合，于软

骨细胞方向诱导培养基中培养两周，构建组织工程软骨。兔 #< 只随机分为 >、A、B & 组，> 组关节软

骨缺损处置入经诱导的脂肪源干细胞复合软骨基质支架，A 组缺损处只置入软骨基质支架，B 组软

骨缺损处不做任何处理。分别于术后第 )# 周处死动物，修复处行大体、组织学、!型胶原免疫组化染

色和透射电镜检测。结果 > 组软骨缺损处被类软骨组织填充，修复区表面光滑；!型胶原免疫组化

染色和甲苯胺蓝染色阳性；电镜下可见软骨陷窝内有细胞结构存在，且有大量均匀颗粒状细胞分泌基

质成分存在，细胞周围大量胶原纤维。A 组软骨缺损处为纤维组织状物填充，B 组软骨缺损处无修复

组织填充。结论 脂肪干细胞与软骨脱细胞基质复合并向软骨诱导后可良好地修复关节软骨缺损，

具有替代正常软骨的潜力。
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关节软骨因损伤或退行性病变引起缺损后，自

身修复能力十分有限。近年来，软骨组织工程技术

的迅速发展，为解决这个难题提供了新的途径［)?&］。

而寻找一种合适的软骨细胞载体则是当前软骨组织

工程研究的焦点之一。脱软骨细胞基质是近几年发
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展起来的天然支架材料，因其去除了组织中的抗原

性成分，故具有良好生物相容性，在组织工程中应用

广泛［!］。

"##$ 年 %&’ 等［(］从人和大鼠的脂肪组织中发现

了具有自我更新能力、活力持久及多向分化潜能的

细胞并命名为脂肪源性干细胞。"##) 年 *+,-./ 和

*&+.0’［1］又在不同诱导方案下诱导脂肪源性干细胞

向脂肪细胞、成骨细胞、肌肉细胞、心肌细胞、神经细

胞、软骨细胞等分化进一步证实其干细胞的特性。

本实验采用软骨脱细胞基质复合脂肪干细胞的方法

体外构建组织工程软骨，观察其修复兔关节软骨缺

损的效果。

! 材料和方法

!"! 实验动物

成年新西兰大白兔，体重约为 "2( 3 ! ’4，雌雄

不限，广东省医学实验动物中心提供，567 级。

!"# 主要试剂和仪器

89:9 购自 *+-;< 公司；特级胎牛血清购自杭

州四季青公司；!型胶原酶、胰岛素和转铁蛋白购自

5+4,0，=*7>"$、胰 蛋 白 酶（?,@/A<;< 美 国 ），B+C D
（+EF+C@<4/E 美国），#型胶原小鼠抗兔单克隆抗体

（D0.-+<;G/, HI），免疫组化 56 试剂盒（天津濒洋生

物）。相差倒置显微镜（德国 J/+;0）；调温震荡培养

箱（金坛富华）；透射电镜（日本 KL=?DKL）；荧光显微

镜系 统（德 国 J/+;0）；液 氮 生 物 容 器（中 国 四 川

金凤）。

!"$ 脂肪干细胞（?85DA）传代培养

取 ) 月龄新西兰大白兔颈背部脂肪组织约 )4，
除去血管及浅筋膜等组织，用 6M5 液反复冲洗，剪

刀剪碎；#2$N!型胶原酶在 )OP水浴摇床中轻搅

拌消化 "# 3 )# ,+E。使用等量体积的完全培养基中

和后，离心 $###4 $# ,+E，弃上清，沉淀重悬后以 Q#
目尼龙筛网过滤，用肽盼蓝染色检测细胞活性，加入

$#N7M5 的 89:9 培养基中，)OP、(N DR" 孵箱内

培养过夜。待细胞生长融合达 Q#N即可传代；取第

) 代细胞供实验用。

!"% 软骨脱细胞基质支架的制备

手术取成年兔新鲜耳廓软骨制备成 ( ,, S (
,,S $ ,, 体积大小。首先于液氮罐中冻干 $" G；

随后按以下步骤处理：$软骨组织块在含苯甲基磺

酰氟（#2)( ,.TJ）的低渗 =@+A>K;. 缓冲液（UK V O2!）

中 !P下持续震荡 "! G。%上述溶液中加入 $# 4TJ
的 =@+C<E W>$## 继续震荡 !Q G。&软骨块三蒸水充

分漂洗后 8X? 酶、YX? 酶消化过夜。’于含 $# 4TJ
的 =@+C<E W>$## 的 =@+A>K;. 缓冲液中处理 "! G。最后

以三蒸水漂洗 !Q G。冻干后紫外线照射灭菌。 Z
"#P储存备用。用前 89:9 液浸泡 " G。

!"& 细胞与软骨基质支架的复合并向软骨方向

诱导

将培养的脂肪干细胞消化后制成细胞悬液，细

胞密度调整为 " S $#O T,.，向材料表面加 #2" ,. 细胞

悬液，置于 )OP、(NDR" 饱和湿度的培养箱中静置

! G 后加入含 $#N胎牛血清的 89:9 培养液，继续

培养。O 天后改换含有 $# E4T,.=*7>"$、$# ,4TJ 转铁

蛋白、12"((4T,. 胰 岛 素、$#>O9 地 塞 米 松、(# E9
B+CD 的软骨诱导培养基继续培养 " 周。

!"’ 兔全层软骨缺损模型的建立及组织工程软骨

的植入

选取健康成年新西兰大白兔 "! 只，编号后随机

分成 ) 组，饱和硫化钠脱去兔膝关节上下约 ( ;, 的

兔毛；异戊巴比妥钠 ) ,4T’4 耳缘静脉麻醉。常规

消毒、铺无菌巾。沿髌韧带内侧做一长约 ( ;, 的切

口，进入关节腔后在股骨髁间窝用 ! ,, 的环钻打

孔，以似乎要出血但未出血为准。? 组在孔内植入

制备的组织工程软骨，M 组在孔内只植入制备的基

质支架，D 组缺损处不作任何处理，无菌盐水冲洗关

节腔，仔细分层缝合。术后笼内自由饲养，肌注青霉

素 $ 周预防感染。

!"( 甲苯胺蓝染色

标本经甲醛固定、脱钙、石腊包埋、沿矢状面垂

直于缺损区进行切片，甲苯胺蓝染色 ( ,+E，镜下

观察。

!") #型胶原免疫组化染色

应用#型胶原单克隆抗体行免疫组织化学染

色，一抗为鼠抗兔#型胶原单克隆抗体，二抗为辣根

过氧化物酶标记的山羊抗鼠多克隆抗体，采用 )>)>
二氨基联苯（8?M）染色。

!"* 透射电镜观察

标本经固定、漂洗、脱水、浸透、包埋后，切 1# 3
[# E, 超薄片，"## 目铜网捞片，醋酸双氧铀>柠檬酸

铅染色，电镜下观察。

# 结果

#"! 大体观察

实验动物于术后 $" 周用空气栓塞法处死，观察

? 组缺损处多完全填充，修复组织色泽、质地同正

常关节软骨，表面光滑，与周围正常软骨组织界限
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模糊，结合紧密，不易剥离（图 !"）。# 组缺损内无

软骨修复，保留原植入支架形态。部分修复，表面欠

平整，凸凹不平，交界区界限明显（图 $%）。& 组缺损

内无软骨修复组织，部分底缘有少量修复，但修复组

织量较少，不起填充作用（图 $’）。

!"! 组织学观察

( 组修复组织原支架形态大部分已经被吸收，

修复组织与正常软骨组织边界尚清，细胞排列较为

紊乱。修复组织甲苯胺蓝染色阳性，组织内细胞排

列较为紊乱（图 $"）。!型胶原免疫组化染色阳型

（图 )"）。# 组修复组织保留原植入支架形态，组织

间连接极为松散，组织块切片时易脱落，易碎。原移

植物甲苯胺蓝染色阳性，边缘与正常软骨组织分界

清，载体支架内未见细胞结构（图 $%）。!型胶原免

疫组化染色阳型（图 )%）。& 组因无修复组织或修复

组织太少故未做形态学观察。

图 #" 组织工程软骨组修复 !$ 周后，

软骨缺损区内见软骨组织修复，光滑，

与正常软骨组织分界不清

图 #% 单纯支架组 !$ 周后软骨缺损

区内见原移植的软骨基质支架及其形

态，软骨修复不著，交界区界限明显

图 #’ 对照组 !$ 周后软骨缺损区无

软骨修复组织

图 !" 组织工程软骨组甲苯胺蓝染色阳性，细胞

排列较为紊乱，可见其与正常软骨组织分界（ *
$++）

图 !% 单支架组甲苯胺蓝染色阳性，软骨陷窝内

无细胞结构，与正常软骨组织分界清（ * $++）

图 $" 组织工程软骨组!型胶原免疫组化染色

阳性，细胞排列较为紊乱，可见其与正常软骨组

织分界（ * $++）

图 $% 单支架组!型胶原免疫组化染色阳性，软

骨陷窝内无细胞结构，与正常软骨组织分界清

（ * $++）
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!"# 电子显微镜观察

! 组透射电镜观察修复组织可见大部分陷窝内

有细胞结构存在，且有大量均匀颗粒状细胞分泌基

质成分存在（图 "#），扫描电镜观察到细胞在软骨基

质表面及内部黏附变形（图 $#）。% 组软骨陷窝内无

软骨细胞存在（图 "&，$&）。’ 组因无修复组织或修

复组织太少故也未做电镜观察。

图 $# 组织工程软骨组透射电镜观察陷窝内有

细胞结构存在，且有大量均匀颗粒状细胞分泌基

质成分存在（ ( $)))）

图 $& 单支架组透射电镜观察（ ( *+))）软骨陷

窝内无软骨细胞结构成分存在

图 %# 组织工程软骨组扫描电镜观察软骨基质

表面和内部可以看到软骨细胞结构存在（ ( *)))）

图 %& 单支架组扫描电镜观察软骨基质表面和

内部无软骨细胞结构存在（ ( *)))）

$ 讨论

$"& 组织工程软骨的构建

组织工程是应用生命科学与工程学的原理与技

术，制作人体各种组织或器官损伤后的功能和形态

的生物替代物。本试验组应用工程学和生命科学技

术，以软骨基质为载体复合脂肪干细胞并向成软骨

方向诱导后，构建组织工程软骨，以图其能够修复、

改善和重建损伤或缺失的关节软骨。

脂肪干细胞是来源于中胚层的成体干细胞，具

有取材容易、生长快和生物学特征稳定的优点，且其

向软骨细胞分化确切［,］，是软骨组织工程研究的热

点细胞。软骨基质是软骨细胞间的填充，也是软骨

组织的支架，是维持关节软骨生物力学特点的主要

因素，在降低关节摩擦系数，缓冲震荡，介导细胞间

信号的传递等方面发挥重要作用；在组织工程软骨

的研究中其具有理想的三维结构、理化特性、与脂肪

干细胞具有良好的生物相容性［+］的优点，是可靠的

脂肪干细胞载体。在诱导干细胞向软骨细胞分化的

研究过程中，经历了单细胞因子、联合细胞因子及贯

续应用细胞因子 - 个阶段。理想的诱导方案是能模

拟软骨分化、发育过程中其微环境中细胞因子变化

的贯续应用，但由于其研究尚处于初始阶段，该技术

还不成熟。联合应用细胞因子要优于单细胞因子的

应用，本课题组选用 ./01!* 联合转铁蛋白来诱导脂

肪干细胞向软骨细胞分化，构建组织工程软骨，试图

将脂肪干细胞复合软骨基质支架并向软骨方向诱导

来构建合适的软骨移植物，期望它能够在修复的过
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程中分泌细胞外基质与降解细胞外基质反复同时的

进行，并于正常软骨融合成一个整体，来修复、改善

和重建损伤或缺失的关节软骨。

现在大部分研究学者多采用干细胞转化后种植

于载体材料之上构建组织工程软骨。实验早期我们

已使用以上方法，但发现存在转化后细胞形成软骨

结节，不易进行分离，且分离后细胞活性下降，很快

因为未转化脂肪干细胞的优势生长抑制作用而出现

转化后软骨细胞的增值能力下降，乃至凋亡。加之

种植于载体后细胞外环境的剧烈改变，过程的繁琐

增加了污染的几率等诸多原因，结果很不理想。在

我们将脂肪干细胞复合于软骨脱细胞基质后，再行

软骨方向诱导分化，通过细胞因子及材料组成成分

!型胶原和 !"! 的协同诱导作用，使脂肪干细胞成

功向软骨细胞方向分化，使细胞有较高的!型胶原

表达、分泌，取得了较理想的结果。

!"# 组织工程软骨修复软骨缺损效果

关节软骨缺少血液供应，其自身修复能力十分

有限。软骨缺损积极的手术治疗如：微骨折术［#］、软

骨下钻孔术［$］、骨膜移植［%］等，均因修复组织往往为

纤维软骨故总体效果不佳［&’］。本试验利用脂肪干

细胞构建的组织工程软骨，植入关节软骨缺损处 &(
周后，缺损被修复，修复组织富含葡聚糖和!型胶

原，与正常关节软骨相似。其在一定程度上修复关

节软骨缺损，恢复了关节功能。但修复组织细胞密

度高于正常软骨，细胞排列也欠缺规则，尚需要进一

步的结构重塑才能达到正常软骨微观结构。

在实验结果鉴定方面在以 )* 染色及免疫组化

充分说明细胞向材料内部迁徙，黏附，增值，并向软

骨细胞转化后。采用电镜对修复的组织工程软骨进

行扫描，从微观上观察细胞在材料陷窝内部分布特

点及基质分泌情况。更加充分的、全面的阐述、分析

了实验结果。
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