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　　［摘要］　目的　构建新西兰兔骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）庆大霉素藻酸钙三维缓释培

养体系，研究ＢＭＳＣｓ的生长和分化情况。方法　分别构建ＢＭＳＣｓ藻酸钙三维培养体系（Ｗ 组）及ＢＭＳＣｓ庆大霉素藻酸钙
三维缓释培养体系（Ｕ组），在３７℃、饱和湿度、５％ＣＯ２培养箱内培养，培养液为高糖ＤＭＥＭ（含１５％胎牛血清、１０ｎｇ／ｍＬ转化

生长因子β１），隔日换液，观察细胞形态变化及凝珠形态变化。第２、４、６周对凝珠进行 ＨＥ染色、甲苯胺蓝染色及Ⅱ型胶原染

色。结果　两组三维凝珠培养第１０天局部有细胞团簇形成；第２１天可见大量细胞团簇形成，ＢＭＳＣｓ多保持圆球形或类球
形。两组细胞增殖及生长能力差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。培养２周，两组凝珠甲苯胺蓝染色均呈阳性，但无明显细胞外基

质形成，Ⅱ型胶原抗体染色均呈弱阳性；培养４周，两组凝珠甲苯胺蓝染色均显示位于细胞团块外周的细胞呈蓝色，中央的细

胞染色不明显，细胞团外周蓝色染色物质较少，中央有较多紫红色物质，Ⅱ型胶原抗体染色均呈强阳性。ＨＥ染色、甲苯胺蓝

染色及Ⅱ型胶原抗体染色均未发现两组ＢＭＳＣｓ的转化生长有差异，增殖数量差异也无统计学意义。结论　适量的庆大霉素
局部缓释并未明显影响ＢＭＳＣｓ的生长及转化，又可达到最小抑菌浓度；庆大霉素对ＢＭＳＣｓ及软骨细胞超微结构的影响有待

进一步探讨。

　　［关键词］　骨髓；间质干细胞；庆大霉素类；藻酸钙；细胞培养技术
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　　兔骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）藻酸钙三维培养体系的构建已有很

多成功的范例，通过三维培养更易诱导细胞向软骨

细胞分化生长，逐步形成新生软骨，以达到修复软骨

缺损的目的［１４］。我们前期的实验已成功研制出庆

大霉素藻酸钙缓释微球，并测定了微球的庆大霉素

缓释水平，但当ＢＭＳＣｓ、庆大霉素、藻酸钙３个元素

整合在一起时，持续的庆大霉素释放是否会对ＢＭ

ＳＣｓ向软骨细胞转化造成影响，甚至抑制细胞的生

长，目前尚无定论。

　　本研究拟采用庆大霉素藻酸钙三维缓释凝珠

作为新西兰兔ＢＭＳＣｓ的细胞培养支架进行三维立

体培养，探讨ＢＭＳＣｓ在上述三维培养体系中的生长

及增殖能力，为后期的动物体内修复软骨缺损研究

奠定实验基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　藻酸钠粉（Ｓｉｇｍａ公司，美

国）；ＣａＣｌ２，庆大霉素粉，兔抗人Ⅱ型胶原抗体，羊抗

兔二抗（武汉生工生物科技有限公司）；高糖ＤＭＥＭ
培养液（Ｇｉｂｃｏ公司，美国）；转化生长因子β１（ＴＧＦ

β１，Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司，英国）；超纯水系统（Ｌａｂｃｏｎｃｏ公

司，美国）；电子天平（Ｏｈａｕｓ公司，美国）；紫外分光

光度仪（东芝公司，日本）；６０型实验室酸碱度测试仪

（南京庚辰科学仪器公司）；ＣＯ２细胞孵箱（Ｈｅｒａｅｕｓ
公司，德国）；ＩＢＥ２００３ＣＯＮＩＣ倒置相差显微镜（重

庆光学仪器厂）；扫描电子显微镜（ＦＥＩ公司，荷兰）。

１．２　主要实验试剂的配制

１．２．１　藻酸钠凝胶　电子天平称取５．００ｇ藻酸钠，

溶于１００ｍＬ三蒸水中，取 ＮａＯＨ 溶液用酸碱度测

试仪将ｐＨ值调到７．４０，加入１ｍｏｌ／Ｌ羟乙基呱嗪

乙硫磺酸（ＨＥＰＥＳ）溶液２ｍＬ，使ＨＥＰＥＳ浓度为２０

ｍｍｏｌ／Ｌ。称取０．８７５５ｇＮａＣｌ溶于藻酸钠溶液中，

浓度为０．１５ｍｏｌ／Ｌ，高压灭菌，常温保存。

１．２．２　庆大霉素藻酸钠凝胶　取庆大霉素３．０ｇ，

加１０ｍＬ双蒸水溶解，用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ 滴定至

ｐＨ值为７．４０，加入ＨＥＰＥＳ液５μＬ，加入０．０４３８ｇ
ＮａＣｌ，充分搅拌混匀。再加入２０ｍＬ的藻酸钠凝

胶，配制成３０ｍＬ的庆大霉素藻酸钠凝胶，其中庆

大霉素浓度为１０％。密封瓶包装好后送钴６０辐照

消毒，剂量３ｋＧｙ，常温保存。

１．２．３　ＣａＣｌ２溶液　电子天平称取２２．６４４ｇＣａＣｌ２，

溶于５００ｍＬ三蒸水中，取 ＮａＯＨ 溶液用酸碱度测

试仪将ｐＨ值调到７．４０，加入１ｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ溶液

２．５ｍＬ，使其终浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ，高压灭菌，常温

保存。

１．３　ＢＭＳＣｓ藻酸钠凝胶悬液制备　取已培养的第

２代新西兰幼兔［上海甲干生物科技有限公司，许可

证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１０００２８］ＢＭＳＣｓ，将密度为５×

１０９／Ｌ的新西兰幼兔ＢＭＳＣｓ悬浮液０．５ｍＬ和藻酸

钠凝胶２ｍＬ充分混匀，制成ＢＭＳＣｓ藻酸钠胶状悬

液，置入３７℃、饱和湿度条件下的ＣＯ２孵育箱中进行

短暂培养，备用。

１．４　ＢＭＳＣｓ庆大霉素藻酸钠凝胶悬液制备　取

已培养的第二代新西兰幼兔ＢＭＳＣｓ，将密度为５×

１０９／Ｌ的新西兰幼兔ＢＭＳＣｓ悬浮液０．５ｍＬ和庆大

霉素藻酸钠凝胶２ｍＬ充分混匀，制成ＢＭＳＣｓ庆大

霉素藻酸钠胶状悬液，置入３７℃、饱和湿度条件下

的ＣＯ２孵育箱中进行短暂培养，备用。

１．５　ＢＭＳＣｓ藻酸钙凝珠三维培养体系（Ｗ 组）的构

建 　用玻璃滴管吸取已孵育３０ｍｉｎ的ＢＭＳＣｓ藻

酸钠胶状悬液，尽量避免产生气泡，于液面５ｃｍ高

度处滴入盛有２０ｍＬＣａＣｌ２（５ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ，ｐＨ

７．４０）溶液的玻璃培养皿（１ｍＬ约２５滴），凝珠聚化

１０ｍｉｎ，可见凝珠呈现乳白色或透明淡黄色，轻轻晃

动溶液避免培养皿内凝珠发生聚集成团块，吸尽

ＣａＣｌ２溶液，２０ｍＬ０．１５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液冲洗２次，

将ＢＭＳＣｓ藻酸钙凝珠移入６孔培养板中，每孔加３

ｍＬ高糖ＤＭＥＭ（１５％胎牛血清、ＶｉｔＣ５０ｍｇ／ｍＬ、

地塞米松１０－８ ｍｍｏｌ／Ｌ、ＴＧＦβ１１０ｎｇ／ｍＬ）不完全

诱导培养液，培养箱（培养条件：３７℃、５％ＣＯ２、饱和

湿度）孵育，隔日换液。

１．６　ＢＭＳＣｓ庆大霉素藻酸钙凝珠三维缓释培养

体系（Ｕ组）的构建　用玻璃滴管抽取已孵育３０ｍｉｎ
的ＢＭＳＣｓ庆大霉素藻酸钠胶状悬液，余同 Ｗ 组方

法制成ＢＭＳＣｓ庆大霉素藻酸钙缓释凝珠，培养箱
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孵育，隔日换液。

１．７　观察指标　（１）肉眼观察细胞形态变化及凝珠

形态变化。（２）凝珠的倒置相差显微镜下观察。（３）

凝珠在低温环境扫描电镜下观察。（４）三维培养体

系内细胞活力测定：每隔２ｄ从６孔板中随机取出２
枚凝珠，加入０．０２％乙二胺四乙酸溶液１ｍＬ，溶解

凝珠，３００×ｇ速度离心１０ｍｉｎ，去上清液，获得的藻

酸钠细胞悬液加入离心管内，制成细胞悬液。取０．１

ｍＬ细胞悬液，ＰＢＳ稀释为１ｍＬ。细胞计数方法及

公式：用吸管吸取部分细胞悬液，滴两滴入细胞计数

板，置于倒置相差显微镜下进行细胞总数计数。细

胞总数＝显微镜下４个象限细胞数之和／４×１０４×
毫升数。计算活细胞比率：０．４％锥虫蓝染色，死的

ＢＭＳＣｓ为蓝染细胞，活细胞不染色，用血细胞计数

板计数，计算活细胞比率。根据数据绘制ＢＭＳＣｓ细

胞生长曲线。（５）凝珠染色方法：取培养第２、４、６周

的凝珠每组各６枚，石蜡包埋、切片。行 ＨＥ染色，

观察细胞在支架内的分布情况；甲苯胺蓝染色，了解

细胞与外周基质染色情况；采用免疫组化方法检测

Ⅱ型胶原的表达。

１．８　统计学处理　用ＳＡＳ１３．０软件进行ｔ检验，

检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　三维培养凝珠的大体形态　藻酸钠凝胶滴入

ＣａＣｌ２溶液中即可形成透明的球状液滴，漂浮在溶液

表层，经与Ｃａ２＋充分交联聚合后，凝珠逐渐变为乳

白色，质地均一，有一定的强度和弹性，并沉入液体

底层。ＢＭＳＣｓ藻酸钙凝珠与ＢＭＳＣｓ庆大霉素藻酸

钙凝珠的直径均为３～５ｍｍ；凝珠浸入ＤＭＥＭ后即

变为浅红色，说明凝珠具有丰富的孔隙及良好的亲水

性；长时间浸泡于ＤＭＥＭ中不发生崩解（图１）。

图１　ＢＭＳＣｓ庆大霉素藻酸钙凝珠大体观察

Ｆｉｇ１　Ｉｍａｇｅｓｏｆｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＢＭＳＣｓ）

ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎｃａｌｃｉｕｍａｌｇｉｎａｔｅｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

Ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｇｒａｄｕａｌｌｙｂｅｃｏｍｅｍｉｌｋｙ，ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｉｎｔｅｘ

ｔｕｒｅ，ｗｉｔｈｃｅｒｔａｉｎｓｔｒｅｎｇｔｈａｎｄｅｌａｓｔｉｃｉｔｙ，ｓｉｎｋｉｎｇｉｎｔｏｔｈｅｌｉｑ

ｕｉｄｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ（Ａ）．Ｄｉａｍｅｔｅｒｉｓ３５ｍｍ．Ｔｈｅｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

ｇｒａｄｕａｌｌｙｂｅｃｏｍｅｐａｌｅｒｅｄａｆｔｅｒｐｌａｃｅｄｉｎｔｏ１５％ ＦＢＳＨＧ

ＤＭＥＭｍｅｄｉｕｍ，ｓｈｏｗｉｎｇｇｏｏｄｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｆｅａｔｕｒｅ（Ｂ）

２．２　三维培养凝珠的显微镜下形态　Ｗ 组接种后

大量的单个ＢＭＳＣｓ均匀地分散于三维凝胶的各层

中，细胞形态呈圆球形或椭圆形；从转入三维培养的

第５天起，细胞出现分裂增殖，培养第１０天局部有

细胞团簇形成；到培养第２１天，有大量细胞团簇形

成。Ｕ组细胞生长过程与 Ｗ 组类似。在培养过程

中，Ｗ 组（图２Ａ，２Ｃ）和 Ｕ组（图２Ｂ，２Ｄ）ＢＭＳＣｓ外

形多保持圆球形或类球形。

图２　倒置显微镜下ＢＭＳＣｓ庆大霉素藻酸钙凝珠观察

Ｆｉｇ２　Ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＢＭＳＣｓ）ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎｃａｌｃｉｕｍａｌｇｉｎａｔｅｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｕｎｄｅｒｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

Ａ，Ｂ：ＢＭＳＣｓｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｅｅｄｅｄｉｎｃａｌｃｉｕｍａｌｇｉｎａｔｅｍｉｃｒｏｐｈｅｒｅｓｉｎｔｈｅＷｇｒｏｕｐ（ＢＭＳＣｓｃａｌｃｉｕｍａｌｇｉｎａｔｅ３Ｄｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ）ａｎｄ

Ｕｇｒｏｕｐ（ＢＭＳＣｓｇｅｎｔａｍｉｃｉｎｃａｌｃｉｕｍａｌｇｉｎａｔｅ３Ｄｓｕｓｔａｉｎｅｄｒｅｌｅａｓｅｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｅｖｅｎｌｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｃｅｌｌｓｈａｄａ

ｓｅｍｉｔｒａｎｓｌｕｃｅｎｔｓｐｈｅｒｉｃａｌｓｈａｐｅ．Ｔｈｅｃａｖｉｔｉｅｓａｎｄｐｉｐｅｌｉｎｅｓｗｅｒｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｉｎｔｒｉｃａｔｅｌｙｉｎｔｈｅｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ，ｗｈｉｃｈｗａｓｃｏｎｄｕｃｉｖｅ

ｔｏｃｅｌｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｃ，Ｄ：ＢＭＳＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｔｈｅＷｇｒｏｕｐａｎｄＵｇｒｏｕｐｆｏｒ２８ｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｄａｎｄｆｏｒｍｅｄｉｎｔｏ

ｍａｎｙｃｅｌｌｃｌｕｓｔｅｒｓ，ｗｉｔｈｔｉｇｈｔｌｙｐａｃｋｅｄｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ，Ｂ）；×４００（Ｃ，Ｄ）

２．３　三维培养凝珠的电镜下形态　在低温环境扫

描电镜下观察三维凝珠的断面，可以看见藻酸钙支

架内部有较多的孔隙，利于细胞贴附生长，并使细胞

能够保持球形或类球形的空间形态（图３）。
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图３　低温环境扫描电镜下观察

ＢＭＳＣｓ庆大霉素藻酸钙凝珠

Ｆｉｇ３　Ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＢＭＳＣｓ）ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ

ｃａｌｃｉｕｍａｌｇｉｎａｔｅｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｕｎｄｅｒｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

ＢＭＳＣｓｃｅｌｌｓｗｅｒｅｅｍｂｅｄｄｅｄｉｎｃａｌｃｉｕｍａｌｇｉｎａｔｅｓｃａｆｆｏｌｄ，ａｎｄ

ｔｈｅｃｅｌｌｓｈａｄａｓｐｈｅｒｉｃａｌｓｈａｐｅ．Ｔｈｅｃａｌｃｉｕｍａｌｇｉｎａｔｅｓｃａｆｆｏｌｄ

ｈａｄｕｎｅｖｅｎｓｕｒｆａｃｅｗｉｔｈｍａｎｙｐｏｒｅｓ．Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅａｔｔａｃｈｅｄｔｏ

ｔｈｅｐｏｒｅａｎｄｐｉｐｅｌｉｎｅ，ｗｈｉｃｈｗａｓｃｏｎｄｕｃｉｖｅｔｏｎｕｔｒｉｅｎｔｕｐ

ｔａｋｅａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×

１６００（Ａ）；×８００（Ｂ）

２．４　细胞增殖能力、生长曲线　藻酸钙凝胶三维培

养条件下活细胞率为９５．８％～９９．２％。在藻酸钙

凝胶内，ＢＭＳＣｓ前期增殖较慢，细胞数少许下降，培

养第７～２１天细胞增殖明显。第４周细胞生长进入

平台期，数量无明显变化。Ｕ组和 Ｗ 组差异无统计

学意义 （Ｐ＞０．０５，图４）。

图４　藻酸钙三维培养条件下ＢＭＳＣｓ生长曲线

Ｆｉｇ４　Ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＢＭＳＣｓ）ｇｒｏｗｔｈ

ｃｕｒｖｅｕｎｄｅｒａｌｇｉｎａｔｅｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｗａｓ“Ｓ”ｓｈａｐｅｄ．ＢＭＳＣｓｂｅｇａｎｔｏｐｒｏｌｉｆｅｒ

ａｔｅａｔｔｈｅ５ｔｈｄａｙ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｆｒｏｍｔｈｅ

７ｔｈｔｏ２１ｓｔｄａｙ．Ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｒｅａｃｈｅｄａｐｌａｔｆｏｒｍａｔｔｈｅ４ｔｈｗｅｅｋ

ｏｆｃｕｌｔｕｒｅ．Ｕｇｒｏｕｐ：ＢＭＳＣｓｇｅｎｔａｍｉｃｉｎｃａｌｃｉｕｍａｌｇｉｎａｔｅ３Ｄ

ｓｕｓｔａｉｎｅｄｒｅｌｅａｓｅｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ；Ｗｇｒｏｕｐ：ＢＭＳＣｓｃａｌｃｉｕｍ

ａｌｇｉｎａｔｅ３Ｄｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ

２．５　ＨＥ染色结果　ＨＥ染色证实，载体中存在

多个微孔，细胞生长于微孔中，形态为圆形，分裂增

殖后形成细胞团块。在培养过程中，三维培养ＢＭ

ＳＣｓ形态始终保持圆形，胞核较大，核质比例高，说

明细胞在藻酸钙支架内保持良好的生物学活性

（图５Ａ）。

图５　ＢＭＳＣｓ庆大霉素藻酸钙凝珠培养４周ＨＥ、甲苯胺蓝及Ⅱ型胶原染色

Ｆｉｇ５　ＨＥ，ｔｏｌｕｉｄｉｎｅｂｌｕｅａｎｄｔｙｐｅⅡｃｏｌｌａｇｅｎｓｔａｉｎｉｎｇａｆｔｅｒＢＭＳＣｓｇｅｎｔａｍｉｃｉｎｃａｌｃｉｕｍａｌｇｉｎａｔｅｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ４ｗｅｅｋｓ

Ａ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｃｅｌｌｃｌｕｓｔｅｒｏｒｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｉｎｔｈｅｍｉｃｒｏｐｏｒｅｓｏｆｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ．Ｍｏｓｔｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｄｉｎｔｏｃｅｌｌ

ｍａｓｓ．Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｐｈｅｒｏｉｄａｌｉｎｓｈａｐｅ．Ｔｈｅｎｕｃｌｅｉｗｅｒｅｅｎｌａｒｇｅｄａｎｄｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｎｕｃｌｅａｒｃｙｔｏｐｌａｓｍｗａｓｈｉｇｈ；Ｂ：Ｔｏｌｕｉｄｉｎｅｂｌｕｅ

ｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｍａｒｋｅｄｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｓａｎｄｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｍａｔｒｉｘｗｅｒｅｄｙｅｄｂｌｕｅ；Ｃ：ＣｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅡｓｔａｉｎｉｎｇｃｅｌｌｓ

ｓｈｏｗｅｄｍａｒｋｅｄｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｃｅｌｌｓ；ｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｉｒｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇｍａｔｒｉｘｗｅｒｅｄａｒｋｂｒｏｗｎ，ａｎｄｃｅｎｔｒａｌｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｉｒ

ｍａｔｒｉｘｗｅｒｅｌｉｇｈｔｂｒｏｗｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ）；×４００（Ｂ，Ｃ）

２．６　甲苯胺蓝染色结果　甲苯胺蓝染色见ＢＭ

ＳＣｓ藻酸钙凝珠有大小不一、大致均匀分布的网孔

状结构，ＢＭＳＣｓ细胞团存在于微间隙中。培养２周

后Ｕ组与 Ｗ 组细胞团甲苯胺蓝染色均呈阳性，但

无明显细胞外基质形成。培养４周以后，位于细胞

团块外周的细胞呈蓝色，位于中央的细胞染色不明

显，细胞团外周呈蓝色染色物质较少，细胞团中央有

较多紫红色物质（图５Ｂ）。
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２．７　Ⅱ型胶原免疫组化染色结果　检测结果显示，

ＢＭＳＣｓ在藻酸钙载体微孔中呈团簇状生长。培养２
周后，Ｗ组与Ｕ组凝珠的ＢＭＳＣｓⅡ型胶原均呈弱阳

性表达；培养４周后，两组凝珠的ＢＭＳＣｓⅡ型胶原均

呈强阳性表达，说明两组ＢＭＳＣｓ已分化成软骨细胞

（图５Ｃ）。

３　讨　论

３．１　ＢＭＳＣｓ藻酸钙三维培养体系的特点　相比二

维平面培养，三维立体培养体系具有众多独特优点：

（１）三维立体结构可为细胞的贴附生长提供更多的

空间，使得单位面积下容纳的细胞数增多；（２）代谢

产物的存在和堆积会破坏细胞生长的内环境，影响

细胞正常生长，支架的三维立体结构有利于细胞迅

速有效排出代谢产物，优化生长环境；（３）研究证实

细胞间相互作用和影响对细胞生长非常重要，三维

支架使细胞处于立体生长状态，细胞间的联系更加

紧密，这使得相毗邻的细胞能充分交换细胞生长信

号和活性生长因子，从而促进细胞的生长［１］；（４）三

维支架的存在也使得细胞分泌的细胞因子聚集在材

料周围，不易流失，这些都有利于细胞在三维支架上

生长。因此，三维支架能为细胞提供与体内生长相

似的三维立体结构，并为细胞提供更广泛的生长空

间，从而使细胞大量增殖成为可能，还能迅速而及时

地排除细胞代谢产物，优化细胞生存环境，有效维持

细胞的生物学行为。

　　藻酸盐是从褐海藻中分离出的一种不分支的线

性多糖，是由Ｄ甘露糖醛酸（ｍａｎｎｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ）和Ｌ
古洛糖醛酸（ｇｕｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ）以β１，４和α１，４糖苷

键聚合而成的长链高分子化合物，相对分子质量为

１×１０６左右。其溶液在二价阳离子如Ｃａ２＋存在时

可通过离子交联反应形成开放晶格的水凝胶，而加

入螯合剂（如柠檬酸盐、乙二胺四乙酸等）后藻酸盐

凝胶载体很快被分解。藻酸盐水凝胶在生物体内以

酶解方式生成甘露糖醛酸和葡萄糖醛酸单体，对机

体无毒性和免疫原性［２］。

　　研究证实应用藻酸盐三维培养体系，培养传代

的软骨细胞可以在较长的时间内保持软骨细胞的某

些特征，很好维持软骨细胞的表型稳定，分泌特异性

细胞外基质［３８］，甚至进入去分化期的软骨细胞可

以发生重新分化，重新恢复软骨细胞表型，表达大量

Ⅱ型胶原［９１１］。也有实验证实ＢＭＳＣｓ在藻酸钙三

维培养体系中具有良好的生物学活性［２，１２１３］。其可

能机制：（１）藻酸钙培养系统能够维持软骨细胞的圆

球形态，该细胞形态对细胞表型的维持具有重要作

用；（２）位于藻酸钙支架内的软骨细胞分泌的细胞外

基质一般都聚集于软骨细胞周围，模拟着软骨陷窝

的三维立体形态。本实验也证实：藻酸钙凝胶具有

一定的弹性和强度，长期浸泡于培养基中不发生崩

解；具有良好的组织相容性，ＢＭＳＣｓ在藻酸钙凝胶

中具有良好的生物学活性，并向软骨细胞转化。

３．２　庆大霉素对 ＢＭＳＣｓ向软骨细胞转化的影

响　通过对影响骨生长的研究表明抗生素对成骨细

胞和骨的再生有抑制作用，抑制作用取决于应用的

抗生素的种类［１４］。如：喹诺酮类抗生素在系统用药

时，低药物浓度对骨折愈合就有较大的影响。应用

环丙沙星治疗的动物骨痂显示软骨形态和软骨内骨

化明显异常，软骨细胞明显减少，而静脉应用庆大霉

素、头孢唑啉、万古霉素对动物的骨愈合无明显影

响。局部高的抗生素浓度对成骨样细胞生长的研究

表明抗生素浓度对骨的生长有影响，当庆大霉素局

部浓度大于１００μｇ／ｍＬ时，碱性磷酸酶活性明显下

降，３Ｈ胸苷合成降低，浓度大于７００μｇ／ｍＬ时，总

ＤＮＡ含量下降；当妥布霉素、头孢唑啉局部浓度分

别大于４００、２００μｇ／ｍＬ时，成骨样细胞的增殖明显

减少；而万古霉素局部浓度小于１０００μｇ／ｍＬ时，对

成骨样细胞的增殖无影响，万古霉素的细胞毒性低

于头孢唑啉和其他氨基糖苷类抗生素［１５１６］。已有研

究证实庆大霉素藻酸钙微球的庆大霉素缓释作用，

且庆大霉素并没有引起对周围细胞的损伤［１７］。本

研究 ＨＥ染色、甲苯胺蓝染色及Ⅱ型胶原抗体染色

结果显示Ｕ组和 Ｗ 组间没有明显的差异，细胞的

转化及生长基本同步，细胞增殖数量也较为一致。

因此，适当剂量庆大霉素的局部使用并未明显影响

种子细胞的生长及转化，又可以使局部缓释的药物

浓度达到最小抑菌浓度，可以作为缓释系统修复关

节软骨的备选抗生素。

３．３　研制ＢＭＳＣｓ庆大霉素藻酸钙三维缓释系统

的意义　感染在生活中十分常见，小到皮肤疖肿，大

到败血症，曾经严重危及人们的生命。随着医学科学

发展，各种各样感染的终期结果也在不断改变，越来

越多的感染可以得到控制和治疗。但关节感染仍困

扰着诸多外科医生，特别是严重的关节感染合并大量

的关节软骨损伤、大面积剥脱伤。关节腔是存在极低

循环的密闭腔室，全身应用抗生素的血药浓度对于关

节腔内细菌的作用是微乎其微的，而局部注射抗生素
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存在导致外源性感染的可能性以及细菌耐药，反复的

注射疼痛也让患者望而生畏；由于关节软骨具有无神

经支配、缺乏血液供应、软骨细胞增殖迁移能力低等

组织学特点，关节软骨自身修复能力非常有限。我们

对此进行研究，认为局部药物释放系统是治疗骨关节

感染的一种积极的策略。而对于关节软骨损伤合并

感染的患者，基于软骨修复重建与抗感染药物缓释两

个要点，以生物降解型材料为抗生素载体的药物缓释

系统最为理想。藻酸钙作为药物的载体已在国内外

广泛应用［１８］。局部植入型抗生素缓释系统与全身性

应用抗生素相比具有不可比拟的优势，但局部高浓度

抗生素在有效防治感染的同时对局部ＢＭＳＣｓ和软骨

细胞的生长有无影响也是我们必须关注的问题。本

实验研究表明Ｕ组剂量庆大霉素的释放对三维缓释

系统内的ＢＭＳＣｓ和软骨细胞的生长以及ＢＭＳＣｓ向

软骨细胞转化未造成明显影响。这也为后期动物模

型体内实验提供有力的依据。

　　庆大霉素对兔ＢＭＳＣｓ及软骨细胞超微结构有

无影响还需要进一步研究探讨。我们希望通过制备

ＢＭＳＣｓ庆大霉素藻酸钙三维缓释凝珠，同时控制

其粒径大小，填充关节软骨缺损区，在抗感染的同时

修复关节软骨，使其接近于正常的关节，恢复关节的

功能，提高关节感染的治疗效果。
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