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软骨移植及关节软骨组织工程技术研究进展

张兰玲，管剑龙，韩星海(第二军医大学长海医院风湿免疫科，上海 200433)

t摘要] 关节软骨缺损是临床常见的疑难病例，目前的治疗包括自体或异体骨软骨移植修复、软骨膜或骨膜移植修复及软骨

细胞移植修复。组织工程技术的发展使软骨移植进入了一个新的发展时期，本文就软骨移植及关节软骨组织工程技术进展进

行综述。
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Study on transplantation of cartiIage and articular cartiIage tissue engineering 

ZHANG Lan-Ling.GUAN Jian-Long. HAN Xing-Hai (Department of Reumantic Diseases ,Changhai Hospital.Second Mili

tary Medical U niversity , Shanghai 200433 ,China) 

[ABSTRACT] The repair of articular cartilage defects has been a difficult problem. Presently cartilaginous autograft and al

lograft , periosteal and perichondral graft and transplantation of chondrocytes had been widely applied to repair cartilaginous 

defects. The application of tissue engineering might be a method of hope. This article reviewed the progression of cartilage 

transplantation and the tissue engineering. 
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关节软骨缺损是常见的疑难病症之一。外伤、肿瘤或骨

性关节炎等原因所造成的关节表面缺损，由于软骨的再生能

力低而难以自行修复。目前临床多采用自体或异体骨软骨移

植修复、软骨膜或骨膜移植修复、软骨细胞移植修复等方法 o

随着材料学、生命科学以及相关物理、化学学科的发展，人们

提出了一种新的方法一组织工程，它为关节软骨缺损的修

复提供了新的思路与途径。本文就应用软骨移植及组织工程

技术修复关节缺损的研究进展进行综述。

1 骨软骨移植修复

骨软骨移植即用带有活力软骨细胞的正常透明软骨修

复软骨缺损，具有保持软骨生物化学和生物机械特性的优

点。有新鲜自体移植、新鲜异体移植、延期贮存异体移植等几

种方法。操作过程大致相同，首先在正常关节面制作移植块，

移植块包含软骨、松质骨，并保持软骨与软骨下松质骨紧密

连接和完整，然后在软骨缺损处按移植块大小凿一穴槽，再

将移植块稍加压力牢固嵌于穴槽中。许多实验和临床研究均

证实采用骨软骨移植的软骨细胞可存活且缺损被成功修复 o

杨述华等[lJ采用自体骸骨外侧软骨移植治疗兔膝关节软骨

缺损，术后 6 周时植骨全部成活 .16 周时修复面可见典型软

骨细胞，修复面平滑，生化测定证实移植后软骨蛋白、胶原及

细胞含量与正常接近。 Gaut町等[2J对 11 例距骨软骨缺损病

变达 m~IV 级的患者行自体骨软骨移植术，缺损面积平均

18 mmX 10 mm.术后 6~12 个月患者即可慢跑 .1 年后可进

行冲撞活动，躁关节 CT 显示移植物与周围正常组织紧密结

合，其中 3 例患者行 MRI 检查示缺损面被正常关节成分所

覆盖。自体骨软骨移植为治疗关节软骨缺损的理想方法之

一，但为了减少对供体部位的损害，适用于小面积 C~2
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cm2 ) 、孤立的关节软骨缺损，由于儿童软骨活性更高，故该方

法对 12 岁以下儿童的软骨缺损尤为适用。

骨软骨同种异体移植，由于其相对容易获得，不受面积

大小限制，越来越多地被用于替换受损关节面。 20 世纪 90

年代 Czitrom 等[3J总结报道新鲜同种异体骨软骨移植的远

期成功率稳定在 75%~80% .其软骨通过关节滑液取得营

养，软骨下骨通过爬行替代再血管化而重新形成并保持其完

整性。 Aubin 等 ['J对 62 例膝关节软骨缺损行新鲜异体骨软

骨移植的患者进行了平均长达 10 年的随访，移植物 10 年存

活率 85%.15 年为 74% ，关节功能恢复良好， 10 年 HSSS

C hospital for special surgery knee score)评分 83 ，对修复膝

关节软骨大面积缺损不啻为一种有效的方法。但由于来源问

题比较复杂和潜在的免疫排斥反应使得同种异体骨软骨移

植难以广泛应用。同种异体骨软骨移植成功的关键主要是:

(1)关节软骨的保存方法及降低其抗原性的方法 ;(2)宿主方

面能有效抑制免疫排斥反应。关于关节软骨的保存方法，包

括 -30C 、 70 C 冷冻保存、冻干法、 10%DMSO 林格液中延

迟降温保存法、 98%甘油保存液深低温保存法等，可保存软

骨，降低其抗原性。随着有效抗免疫制剂的大量开发及免疫

抑制剂的应用，关节软骨移植的成功率将进一步提高。

2 软骨膜和骨膜移植修复

软骨膜和骨膜均来源于中胚层，许多研究己证实骨膜或

软骨膜移植能生成新骨或软骨，其中自体骨膜游离移植修复
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关节面软骨缺损的研究最早开展，临床应用也较多，而软骨

膜移植用于修复软骨缺损则始于 20 世纪 70 年代中期。国内

李文通等[5]采用游离自体骨膜或带阔筋膜张肌蒂腔骨骨膜

或缝匠肌蒂锵骨骨膜移植修复躁、膝及髓关节软骨缺损，术

后关节功能不同程度恢复，无融合或强直，患者恢复工作，疼

痛完全缓解。崔春爱等[61将自体骨膜移植于 24 例家兔膝关

节股骨骸面制作的 30 mmX 60 mm 全层关节软骨缺损区，

术后第 12 周完全修复关节软骨缺损区，修复组织中细胞分

布及排列接近周围正常软骨组织。 Bouwmeester 等 [7~对 14

例行软骨膜移植 (perichondrial transplantation , PT) 及 11

例行软骨下钻孔 (drilling procedure , DD)治疗的膝关节软骨

缺损患者进行随访，术后所有患者的症状均得到一定程度的

改善， 10 年随访结果发现经 PT 治疗成功的患者与 DD 治疗

后在 HSSS 及 VAS (visual analogue scales)评分上元明显差

别。对于同种异体、异种异体骨膜及软骨膜移植的文献报道

较少，有文献报道用兔肋软骨膜游离移植修复羊的膝关节实

验性关节软骨缺损， 84 d 后再生软骨形成，基质中 E 型胶原

占 74% ，但随着时间的推移，基质有不断钙化的趋向。虽然

骨膜及软骨膜移植修复关节软骨缺损己进行了大量的实验

研究并广泛应用于临床，但仍然存在着许多问题，如同种异

体骨膜或软骨膜移植停用免疫抑制剂后新生软骨是否会被

吸收，骨膜和软骨膜移植后新生软骨的质和量有何差别等。

3 软骨细胞移植修复

3.1 异体软骨细胞移植 用同种异体软骨细胞移植治疗马

骨关节炎模型，随访第 4 ， 8 周时发现修复表层大多为纤维细

胞，病变未能完全修复，但有软骨存活及修复部位蛋白聚糖

水平明显升高，提示软骨细胞移植可明显减轻软骨的破坏。

将异体软骨细胞在 I 型胶原蛋白凝胶中进行培养扩增，然后

移植入兔内棵及骸骨沟的软骨缺损处，4~48 周后移植处有

大量透明软骨生成，经组织学和生化学证实修复软骨具有与

正常关节组织相似的特性[8J 但异体移植同样遇到免疫排斥

反应的问题，Osiecka 等 [9}发现异体软骨细胞移植的小鼠，因

淋巳细胞浸润而发生软骨吸收、破坏，并检测到抗软骨细胞

毒性抗体，应用环抱素 A 和 2 氯脱氧腺昔可轻度抑制免疫

反应，但不能阻止软骨的进一步吸收。 Moskalewski 等口oJ研

究证实同种异体软骨细胞移植的免疫排斥反应比非同种异

体移植强烈，联合应用环抱素 A 及 cladribine 也不能阻止其

发生。

3.2 自体软骨细胞移植 Brittberg 等 [llJ将软骨细胞注入

兔膝关节，用骨膜覆盖于软骨缺损腔中，修复组织逐渐成熟，

核素标记证实移植软骨细胞参与软骨缺损的修复。该研究者

将自体软骨细胞移植方法应用于 l临床， 23 例骨关节炎患者

均为继发于外伤或骨软骨炎的髓或膝关节炎、经关节镜下刮

除术治疗元效者。首先在关节镜下行软骨活检，经酶消化处

理后进行体外培养扩增 14~21 d ，彻底清除病损的软骨深达

松质骨，植入软骨细胞并用骨膜覆盖。术后所有患者的临床

症状包括关节疼痛、肿胀、骨擦音均得到改善，关节交锁则完

全消失[叫。对 61 例行 ACT 子术的膝关节软骨缺损患者随
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访 5~1l年发现，不仅临床症状得到明显改善，关节镜活检

显示新生软骨的强度达到正常软骨的 90%甚至更高，偏振

光及碱性红染色均证明其具有透明样物质特性， n 型胶原免

疫染色阳性[1 什。

4 组织工程技术修复

组织工程是利用工程学和生命科学的原理和方法，开发

用于恢复、维持和提高损伤组织和器官功能的生物学替代物

的新兴综合性交叉学科。随着组织工程技术的发展，人们提

出了一种新的软骨细胞培养法，即将体外培养的高浓度的功

能相关的自体或异体活细胞种植于天然的或人工合成的、具

有良好生物相容性、可降解性和一定三维空间结构的聚合物

支架上，形成细胞支架复合物，然后移植入动物或人体内组

织缺损部位，形成某种结构和功能的组织和器官，从而完成

组织缺损的修复与再造。软骨组织工程研究需要具备的 3 个

主要条件为: (1)足够数量的功能正常的"种子"细胞 ;(2)适

当的细胞外支架-基质 ;(3)调节"种子"细胞增殖并维持其表

型等特征的生长因子。

4. 1 种子"细胞来源 获得足够数量功能正常的"种子"细

胞是软骨组织工程技术的必要条件之一，目前用于构建人工

软骨组织的细胞主要为自体或异体关节软骨细胞、间充质干

细胞(MSCs) 以及胚胎干细胞(ES 细胞)。

4. 1. 1 软骨细胞 自体软骨细胞是最常用的"种子"细胞，

具有分离、培养简单、同源性好的优点，原代单层培养的软骨

细胞能表达 E 型胶原和可聚蛋白多糖等特异性细胞外基质

达数日至数周。王跃等[14J发现人胎关节软骨细胞经 4C冷藏

3 d 内，细胞仍保持高度活性，从原代到第 4 代软骨细胞都具

有高增殖力，适于作为组织工程用细胞。 Schaefer 等~ 1 01发现

软骨细胞支架复合物与软骨下缝合后移植，可提高成年兔的

大面积软骨缺损修复的有序重建。但由于自体软骨来自于人

体正常组织，来源受限，限制了其临床应用。同种异体来源的

软骨细胞具有来源广泛、取材容易和一次可获得大量细胞的

优点，但移植排斥反应限制了其应用。

4. 1. 2 问充质干细胞 来源于骨髓、骨膜、软骨膜和肌臆等

处，具有多向分化潜能，根据诱导环境的不同可分化为软骨

细胞、成骨细胞、成纤维细胞等。其中骨髓基质干细胞取材方

便，容易获得，在体外培养扩增过程中不自动分化，体外多次

传代后仍然保持角质细胞表型及表达端粒酶活性。骨膜

MSCs 具有修复大面积关节软骨缺损、容易将移植细胞维持

他于缺损区、可作为基因转染宿主细胞等优点。 Wakitani 等 [[6)

1994 年首先报道了自体骨髓 MSCs 修复兔膝关节软骨大的

全厚缺损，术后 2 周即形成透明软骨， 14 周缺损的关节软骨

和软骨下骨得以修复，但修复的软骨比正常软骨薄，力学测

试结果低于正常软骨，而用骨膜来源的 MSCs 效果更差。采

用软骨膜来源的 MSCs 作为种子细胞可以避免损害关节面，

通过改变细胞的培养条件或者增加某种特定的生长因子能

够诱导软骨膜来源的 MSCs 向软骨细胞分化，呈现软骨细胞

的表型。 Nevo 等 [17J观察表明，自体 MSCs 植入的关节软骨

缺损完全修复充填成功率为 100% ，异体 MSCs 仅产生了
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31% 的成功率，并发现不能完全充填缺损。

4. 1. 3 胚胎干细胞 是一种从早期胚胎分离得到的、能在

体外长期培养的高度未分化细胞。因其具有高度未分化特征

和发育全能性，有望成为"种子"细胞的新来源。 ES 细胞具有

以下特点: (l)能大量繁殖并保持未分化状态; C 2)在→定条

件下具有向 3 个胚层组织和细胞分化的全能性; C 3) 易于进

行基因改造操作川的能够形成嵌合体动物从而成为联系细

胞和个体之间的桥梁。有文献报道 ES 细胞在骨形态发生蛋

白 CBMP)-2 和 BMP-4 作用下分化为软骨细胞[川。

4. 2 细胞外支架-基质 细胞外支架-基质是细胞附着的基

本框架和代谢的场所，其形态和功能直接影响组织的形态和

功能，合成或天然的基质支架为植入的细胞提供了依附的支

架和可控制的环境，控制细胞的生长，并在植入时作为细胞

的载体。聚乳酸CPLA) 、聚乙醇酸 (PGA)等人工合成聚合物

CPLGA)具有不同程度的生物相容性问题，而生物相容性优

越的天然聚合物如胶原或纤维蛋白则存在力学性能差和加

工成型性能差等缺陷。

4.2.1 聚乳酸、聚乙醇酸及其共聚物 Lohmann 等 [19J将小

鼠软骨细胞接种于 PLGA 支架材料上， 8 周后证明生成了新

的软骨组织。 Liu 等[叫将分离后的软骨细胞接种于 PGA 上

用于修复猪膝软骨缺损，术后 24 周组织学证明生成了典型

透明样软骨结构且与周围正常软骨、松质骨紧密结合，缺损

得到成功修复 o

4.2.2 胶原材料 早期利用单层细胞培养技术进行体外软

骨细胞扩增，但容易失去原有细胞特征，且难以形成块状有

功能的组织。自 1989 年用 I 型胶原凝胶的软骨细胞修复兔

膝关节取得满意效果后发现，胶原材料制成的软骨支架具有

优越的生物相容性，经胶原蛋白凝胶培养的软骨细胞形态稳

定，仍保留合成蛋白聚糖和 E 型胶原的功能。 Wambach

等 [21J将狗甲状软骨细胞种植在牛 I 型胶原海绵基质上，进

行体外培养，虽然胶原海绵有部分降解，但软骨细胞能长入

I 型胶原海绵基质中，并产生了 E 型胶原。Kuriwaka 等 [22J发

现，将单层培养与三维立体培养软骨细胞相结合不仅可保持

细胞表型，还能够获得足够的细胞数和高水平的硫酸软骨

素，使软骨胶原合成物保持一定的强度。

4.2.3 纤维蛋白 以血纤维蛋白单体聚合成凝胶作为基质

支架，将软骨细胞支架复合体植入裸鼠体内， 12 周后发现

有新的软骨生成。 Ting 等[口]将人的胁骨软骨细胞接种在纤

维蛋白凝胶支架上，然后植入裸鼠皮下，也取得了理想的结

果。傅捷等问]证实软骨细胞能在纤维蛋白胶中增殖并保持

其表型和分泌软骨基质。纤维蛋白凝胶不仅能固定移植的软

骨细胞，同时也为其在软骨缺损部位产生透明样软骨提供良

好的微环境。

4. 3 生长因子 软骨组织内含有多种生长因子，它们共同

作用于软骨细胞的分裂、生长、成熟、老化各阶段。研究表明，

转化生长因子自CTGF-ß) 、膜岛素样生长因子 CIGF) 、碱性成

纤维细胞生长因子 (bFGF) 等生长因子可增加软骨细胞

DNA 合成，促进软骨细胞增殖，其中 bFGF 是目前已知最强

的促细胞生长因子，作为软骨的有丝分裂原，它促进软骨细
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胞增殖并使增殖细胞稳定地向成熟软骨细胞分化 o TGF乎

是一簇具有多种功能的蛋白多肤，能诱导 MSCs 转化为软骨

细胞，己证实 TGF-ß 具有促进软骨细胞增殖、调节其分化和

胞外基质合成的能力。 BMP 是 TGF-ß 的超家族成员之一，

能使体外培养中已表现反分化软骨细胞恢复软骨表型，重新

表达软骨细胞特异性物质。用 BMP 复合纤维蛋白载体修复

全厚关节软骨缺损，术后 12 周修复组织主要为透明软骨或

类透明软骨，修复面较光整平滑，与周围组织愈合良好[25J 。

IGF 在关节软骨中的作用有: (1)刺激细胞分裂增殖; (2)促

进蛋白聚糖合成，无论对于未成熟或己分化成熟的软骨细

胞，IGF 均促进内关节软骨细胞合成代谢; (3)刺激 E 型胶原

的合成。研究表明，软骨生长因子 (CDGF)可剂量依赖性促

进兔软骨细胞外基质中起脯氨酸的合成及细胞的增殖与能

量合成，与 IGF- 1 联合应用能明显增强对软骨细胞的作用，

具有协同效应[叫。

5 转基因技术修复

转基因技术是将外源性基因通过一定载体导人靶细胞，

以补偿靶细胞的基因缺陷或调节靶细胞的蛋白分泌水平，最

终使靶细胞获得新的生物学行为或功能的一种高新技术。

IL-l 可通过上调软骨细胞基质中的金属蛋白酶及前列腺素

的表达而对软骨产生降解作用。将含有人 IL-l 受体拮抗剂

cDNA 的腺病毒载体转导入软骨细胞后植入骨关节炎软骨

表面，可分泌高水平 IL-l 受体拮抗剂，而经治疗的软骨标本

在器官培养基中可以抵抗 IL-l 诱导的蛋白聚糖的降解作

用。无论体内或体外试验均己证实，采用病毒载体将目的基

因转染至培养的软骨细胞后，可促进大量基质蛋白的合成以

提高关节炎软骨的重建[归。将在巨细胞病毒启动子/增强子

控制下的含有 IGF- 1 的密码顺序，通过腺病毒载体转染至

培养中的关节软骨发现，腺病毒 IGF- 1 的浓度对软骨基质

基因表达具有强烈的刺激作用，与未转染的细胞相比较，转

染细胞对反分化具有更强的抵抗作用，且能保持其正常软骨

分子的表型[则。将组织工程学与基因治疗相结合，可达到高

质量修复关节软骨缺损的目的。有实验发现将经遗传修饰后

过度表达人 IGF- 1 的牛软骨细胞接种于聚合体支架，然后

移植入裸鼠皮下可得到更多数量的软骨细胞[削。郭晓东

等[30J用脂质体介导 TGF-ßl 重组表达质粒转入间充质干细

胞 MSCs ，结果表明骨膜源 MSCs 可作为关节软骨缺损基因

治疗的受体细胞，使 TGF-ßl 基因得到表达，而且 TGF-ßl 基

因转染除具有拮抗 IL-l 对 MSCs 瓷脯氨酸合成的抑制作用

外，还可抑制基质金属蛋白酶-3、肿瘤坏死因子及干扰素 γ

等创伤和骨关节炎的病理过程中引起关节软骨破坏的多种

主要炎症介质的生物活性，从而克服了目前国外正在进行的

以 IL-l 受体拮抗剂 CIL-IRa)基因转染只能拮抗 IL-l 活性、

作用单一的缺点。

虽然软骨自身的修复能力非常有限，目前已有越来越多

的生物学方法用于治疗软骨缺损，且取得了一定的疗效，但

如何恢复关节软骨的生物化学及力学特点并保持其正常负

重功能是治疗成功的最后目的和关键，还需要大量临床流行



• 104 • 

病学及前瞻性临床研究进一步证实。
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