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软骨形态发生蛋白１诱导ＳＤ仔鼠脂肪干细胞修复兔膝关节软骨缺损的
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［摘要］　目的：应用软骨形态发生蛋白１（ＣＤＭＰ１），以诱导ＳＤ仔鼠脂肪干细胞（ＡＤＳＣｓ）以修复兔膝关节软骨缺损，探讨异种

细胞作为软骨组织工程种子细胞的可行性。方法：自ＳＤ仔鼠腹股沟脂肪组织分离、培养 ＡＤＳＣｓ，复合于自制牛松质骨支架

上，经ＣＤＭＰ１诱导，体外继续培养２周，免疫组化鉴定后备用。建立兔双侧髌骨关节缺损模型。左侧缺损处植入ＡＤＳＣｓ支架

复合物，为实验侧；右侧缺损处植入空支架，为对照侧。术后８、１６、２４和４８周各处死９只兔子，缺损处行ＨＥ染色和番红Ｏ染

色。结果：实验侧８周时可见缺损周围表面充填有薄层白色半透明组织，与周围软骨的界线清楚；１６周时缺损表面界限连接

较８周时模糊，但仍可辨，２４周时，修复良好，修复区新生软骨细胞与周围正常软骨细胞形态相近，呈球形，可见软骨陷窝，ＨＥ
染色和番红Ｏ染色阳性；４８周时，能较容易分清缺损处与修复区的界限，修复效果不及２４周时。对照侧８、１６、２４和４８周４个

时期标本基本相同，软骨缺损处与周围正常组织边界清楚，缺损处凹陷空洞，被肉芽组织填充，新生细胞呈长梭形，ＨＥ染色和

番红Ｏ染色阴性。结论：利用ＣＤＭＰ１诱导ＳＤ仔鼠ＡＤＳＣｓ复合自制牛松质骨支架可较好修复兔膝关节软骨缺损，为异种软

骨细胞成为软骨组织工程的种子细胞提供可能。
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　　许多实验研究和临床方法，如钻孔法、软骨成形
术、微骨折法、骨膜移植、自体软骨细胞移植等都试
图治愈较大的关节软骨缺损，但每种方法都因有其
自身的不足或局限性而不能真正解决软骨损伤修复

的棘手难题。近年来，软骨组织工程技术成为关节
软骨缺损修复研究的焦点［１］。该工程的三大要素：
种子细胞、生物支架和生物活性因子更是研究的热
点和难题。本实验应用软骨组织工程原理，利用软
骨形态发生蛋白１（ＣＤＭＰ１）作为生物活性因子，诱
导作为种子细胞的ＳＤ仔鼠脂肪干细胞（ＡＤＳＣｓ），
并复合于自制牛松质骨生物学支架，探讨其修复新
西兰白兔髌骨关节软骨缺损的情况。

１　材料和方法

１．１　主要试剂、仪器与实验动物　新生牛血清（Ｇｉｂ
ｃｏ），高糖ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ公司），ＣＤＭＰ１（Ｓｉｇｍａ公司），

Ⅱ型胶原单克隆抗体及即用型ＳＡＢＣ试剂盒（武汉博
士德生物工程有限公司），倒置相差显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司）。７日龄清洁级ＳＤ仔鼠１６只，清洁级成年新西
兰兔３６只，所有实验动物均购自第四军医大学实验
动物中心，许可证号：ＳＣＸＫ（军）２００７００７，雌雄不限。

１．２　ＡＤＳＣｓ的分离、培养、传代　无菌条件下切取

ＳＤ仔鼠腹股沟的脂肪组织，剔除细血管，ＤＨａｎｋ’ｓ
液反复吹洗，剪碎脂肪组织，８０×ｇ离心８ｍｉｎ，弃上
清，加入１倍体积的１０ｍｇ／Ｌ胶原酶Ⅰ３７℃、消化６０
ｍｉｎ，用等体积的１％新生牛血清ＤＭＥＭ培养液中和，
过２００目筛网，７０×ｇ离心８ｍｉｎ，弃上清，加１％新生
牛血清ＤＭＥＭ培养液，小心吹打约１００次，分别接种
于２５ｃｍ２的培养瓶，置于３７℃、５％ＣＯ２的培养箱里孵
育。２４ｈ后首次换液，弃去未贴壁的细胞。以后每２ｄ
换液１次，待细胞生长融合至９０％时传代，用２．５ｇ／Ｌ
胰蛋白酶３７℃消化约５ｍｉｎ，１％新生牛血清ＤＭＥＭ
培养液中和，７０×ｇ离心８ｍｉｎ。最后以１×１０４／ｃｍ２

密度接种于新的２５ｃｍ２培养瓶中，置于３７℃、５％ＣＯ２
培养箱中孵育，每隔２ｄ换液１次。

１．３　自制牛松质骨支架　取新鲜小牛四肢骨骨端，
去除骨膜、骨髓、皮质骨及骨组织后，将其松质骨部
分制成５ｍｍ×５ｍｍ×５ｍｍ的骨粒，以温水冲洗，
去除血污及表层油脂。用１ｌ氯仿甲醇脱脂

１２ｈ，然后用３００ｍｏｌ／Ｌ过氧化氢脱蛋白２４ｈ，再用

０．６ｍｏｌ／Ｌ盐酸完全脱钙２４ｈ后修剪成（１１±０．１）

ｍｇ颗粒，低温冻干，６０Ｃｏ照射消毒备用。

１．４　松质骨支架细胞的复合　第二代 ＡＤＳＣｓ消
化离心后制成细胞悬液，以１×１０８／ｃｍ２密度用移液
器复合于预湿的松质骨上，４ｈ后加入诱导液（１％新
生牛血清ＤＭＥＭ培养液＋５０μｇ／ＬＣＤＭＰ１）体外
继续培养２周。分别行诱导细胞Ⅱ型胶原免疫组织
化学检测（ＳＡＢＣ法）和扫描电镜观察诱导细胞支架
复合物。

１．５　兔膝关节软骨缺损模型的建立　３６只新西兰
大白兔，戊巴比妥钠１ｍｌ／ｋｇ麻醉兔后，行双侧膝关
节内侧切口，掀开髌骨，于膝关节面用磨钻钻出直径
约４．５ｍｍ，深达髓腔的缺损，于左侧膝关节植入松
质骨支架细胞复合物，作为实验侧，植入物与膝关
节表面相齐。于右侧膝关节植入单纯松质骨支架为
对照侧。

１．６　组织学观察　分别于手术后８、１６、２４和４８周
处死９只兔子，取材于股骨髁间造模区，用４０ｇ／Ｌ
的甲醛溶液固定１周，脱钙２周，石蜡包埋切片，行

ＨＥ染色和番红Ｏ染色。

２　结　果

２．１　体外培养 ＡＤＳＣｓ形态及扫描电镜下细胞支
架复合物观察　体外培养的 ＡＤＳＣｓ呈长梭形（图

１Ａ），经诱导液（１％新生牛血清ＤＭＥＭ 培养液＋
５０μｇ／ＬＣＤＭＰ１）体外诱导２周后，细胞由长梭形
变成软骨细胞样的多角形（图１Ｂ）；Ⅱ型胶原免疫组
织化学检测示：未经诱导的 ＡＤＳＣｓ染色阴性，细胞
核蓝染，细胞质无棕黄色颗粒（图１Ｃ），经ＣＤＭＰ１诱
导ＡＤＳＣｓ染色阳性，细胞核蓝染，胞质内含棕黄色
颗粒（图１Ｄ）；扫描电镜下见经诱导的 ＡＤＳＣｓ复合
在支架上生长良好（图１Ｅ），自制牛松质骨支架内部
结构如图１Ｆ所示。

２．２　模型制备后８、１６、２４和４８周兔膝关节缺损处
大体观察　术后３６只兔子均健康，皆进入结果分析
中。左侧（实验侧）：８周时可见缺损周围表面充填有
薄层白色半透明组织，表面较为平整，触之较软，与
周围软骨的界线清楚；１６周时缺损表面界限连接较

８周时模糊，触之较韧，表面光滑，但仍可辨；２４周时
可见缺损处新生软骨与正常软骨表面差异较小，较难
分辨缺损处与周围正常软骨面的界线（图２Ａ）；然而

４８周时，修复区软骨表面修复效果不及２４周时，能较
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易分清缺损处与修复区的界限（图２Ｃ）。右侧（对照
侧）：８、１６、２４和４８周４个时期标本基本相同，软骨缺

损处与周围正常组织边界清楚，缺损中央处凹陷呈空
洞，被红色肉芽组织填充，质软（图２Ｂ、图２Ｄ）。

图１　倒置相差显微镜下ＡＤＳＣｓ形态观察结果及扫描电镜下细胞支架复合物观察结果

Ｆｉｇ１　ＡＤＳＣｓｕｎｄｅｒｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｎｄＡＤＳＣｓｓｃａｆｆｏｌｄｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓｕｎｄｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ａ：ＡＤＳＣｓｉｎｖｉｔｒｏａｆｔｅｒ２ｗｅｅｋｓｕｎｄｅｒｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ｂ：ＡＤＳＣｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＣＤＭＰ１ｉｎｖｉｔｒｏａｆｔｅｒ２ｗｅｅｋｓｕｎｄｅｒｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ｃ：

ＡＤＳＣｓｃｏｌｌａｇｅｎⅡｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ；Ｄ：ＡＤＳＣｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＣＤＭＰ１ｃｏｌｌａｇｅｎⅡｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ；Ｅ：

ＣｏｍｐｏｓｉｔｅｓｏｆＡＤＳＣｓｓｃａｆｆｏｌｄｕｎｄｅｒＳＥＭ；Ｆ：ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｓｃａｆｆｏｌｄｕｎｄｅｒＳＥＭ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（ＡＤ）

图２　修复２４（Ａ、Ｂ）、４８（Ｃ、Ｄ）周时兔膝关节缺损处大体观察

Ｆｉｇ２　Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｒａｂｂｉｔｋｎｅｅｊｏｉｎｔｄｅｆｅｃｔｓ２４（Ａ，Ｂ）ａｎｄ４８ｗｅｅｋｓ（Ｃ，Ｄ）ａｆｔｅｒｒｅｐａｉｒ
Ａ，Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｄ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　组织学观察　左侧（实验侧）：２４周时，软骨面
的完整性基本恢复，细胞呈球形，有明显的软骨陷
窝，细胞排列整齐，新生软骨细胞与周围正常软骨细
胞形态基本一致，ＨＥ染色阳性（图３Ａ），由于修复
区是新生的尚未完全成熟的软骨细胞，故其染色较
周围正常分化的成熟的软骨细胞着色较浅，番红 Ｏ

染色呈阳性（图３Ｃ）；右侧（对照侧）：２４周时，造模缺
损处软骨面被长梭形纤维细胞形成的纤维束覆盖，
细胞无软骨陷窝，相互平行，与周围正常软骨细胞形
态明显不一，ＨＥ染色阴性（图３Ｂ），造模区软骨面
以及软骨下骨呈完整性断裂，番红 Ｏ染色阴性（图

３Ｄ）。

图３　修复２４周实验侧与对照侧切片ＨＥ（Ａ、Ｂ）、番红Ｏ染色（Ｃ、Ｄ）结果

Ｆｉｇ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＨＥａｎｄｓａｆｒａｎｉｎｅＯｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｉｄｅａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｓｉｄｅ２４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｒｅｐａｉｒ
Ａ，Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓ；Ｂ，Ｄ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ．Ａ，Ｂ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｃ，Ｄ：ＳａｆｒａｎｉｎｅＯｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（ＡＤ）
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３　讨　论

　　各种原因如创伤、感染等造成关节软骨损伤，是
临床普遍的棘手难题［２３］。一是因为关节软骨损伤
的发病率和严重性随着年龄和体重的增加而增

加［４］，二是因为关节软骨虽然是一种代谢活跃的组
织，但是基质中软骨细胞更新率相对较低，而且软骨
组织本身缺乏血供来支持其修复和重塑［５７］。近年
来，利用软骨组织工程原理修复软骨缺损已经成为
该领域研究的热点。它是结合细胞生物学、工程学、
材料科学和外科学，旨在重建新的有功能组织，为关
节软骨的修复奠定物质基础，以期能够获得最终的
长期的功能恢复，目前成为解决软骨修复难题中较
有前景的一种途径［８９］。但种子细胞和生物活性因
子是该组织工程的难题［１０１１］。

　　把脂肪干细胞（ＡＤＳＣｓ）作为种子细胞，在体外
特定的培养条件下，可以表达成骨细胞和软骨细胞
等表型，且来源广，增殖能力强，长期传代培养能保
持稳定的增殖能力［１２］。在目前所发现的ＢＭＰ全部
家族成员中，ＣＤＭＰ１是较为特异的与软骨形态发生
及发育相关的一类生长因子，它主要通过调节间质
前体细胞的分化，参与软骨组织的发生、生长与损伤
修复等几乎全部生物学过程，是重要的调节软骨细
胞分化的生长因子。本实验利用ＣＤＭＰ１诱导ＳＤ
仔鼠ＡＤＳＣｓ复合自制牛松质骨支架，修复新西兰白
兔髌骨关节软骨缺损，结果表明：利用ＣＤＭＰ１诱导
仔鼠ＡＤＳＣｓ复合牛松质骨能较好的修复兔膑股关
节软骨缺损，异种来源的软骨细胞可作为软骨组织
工程的种子细胞来源之一。但实验组在４８周修复
的效果反而不及２４周，究其原因可能是因为修复的
软骨是透明软骨和纤维软骨的混合物，其中的纤维
软骨成分随着时间磨损所致。

　　异种来源细胞作为软骨组织工程的种子细胞，
目前相关实验报道较少。作为异种来源细胞，植入
宿主体内首先面临免疫排斥反应的问题。免疫反应
与移植细胞的成熟程度，基质的形态、数量有关，当
软骨陷窝基本形成后，免疫排斥反应趋于稳定并减
轻。本研究取体外培养的第二代ＡＤＳＣｓ，将其复合
在牛松质骨支架上，体外诱导继续培养２周，ＡＤＳＣｓ
大多已分化为较成熟的软骨样细胞，它能分泌大量
的软骨基质，形成明显的软骨陷窝。同时，自制牛松
质骨支架经过脱脂、脱钙等处理，经前期实验证明该
支架抗原活性低，组织相容性较好，降解速率适
宜［１３］，为细胞提供了三维空间培养条件，这种培养
方式有利于细胞获得足够的营养物质和保持相互间

的接触和通信，使其按预制形态的三维支架生长，并
且有效降低了移植物的抗原性，但是异种细胞如何
渡过免疫排斥反应修复缺损关节面的具体机制以及

利用该方法修复所得的软骨是透明软骨还是纤维软

骨或者是二者的混合物，尚需进一步研究探讨。
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