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关节软骨外伤所导致软骨缺损日益增多#已成

为临床常见骨科疾病之一'由于关节软骨的特殊结

构使其内部无血液供应&无淋巴网络循环#因此成熟

的关节软骨细胞在外伤后再生修复十分缓慢)
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以组织工程学方法修复缺损组织要考虑到支架材

料&种子细胞及生长因子间的相互作用'良好的生

物金属支架材料应具有适宜的强度及韧性&抗疲劳

性及耐磨性#良好的生物相容性#在其植入位置上具

有与生物体相适应的的理化性能#与宿主之间不引

起毒性反应#能够承受生物体的各种不同的机械动

作#同时当植入人体或动物体内后可支撑组织)
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目前骨科使用的金属材料主要有不锈钢&镍&铬&钛

及其合金'金属钽是近年兴起的骨科植入材料#属

于贵金属材料'它克服了临床上常用的非孔隙植入

材料的缺点#孔隙率可达到
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#三维立体

空间构型同时具有适宜的孔径#这种结构具有与人

类松质骨相似并有利于细胞黏附&向内生长及增殖

的特点)
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除多孔金属支架材料外#细胞因子与种子细胞

的关系是极为重要的基础环节'如关节软骨损伤修

复时#除了需要从体外分离培养出足够优良的保有

完整软骨细胞表型及分泌功能的软骨细胞外#还需

要一些对软骨细胞生长&分化有利的细胞因子的刺

激及调控)
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和组织损伤修复过程'其对软骨细胞增殖及分化具
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本研究采用与关节软骨修复密切相关的
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骨细胞复合物#通过形态学观察#细胞生长&增殖实

验以及软骨相关基因表达等方法#检测不同浓度
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对促进软骨细胞生长与增殖#抑制其去分化

差异#从而探讨
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软骨细胞复合物作为

组织工程复合材料对加速修复软骨缺损的可能性#

为进一步体内移植实验提供依据'

(

!

材料和方法

#<#

!

实验动物"试剂及仪器
!

%

周龄新西兰幼兔
E

只#雌雄不限#体质量
%""

#

%$"

O

#由河北联合大学实

验动物中心提供#合格证号!

5KWU

$京%

"#"F"""#

'多

孔钽材料由重庆润泽医疗器械有限公司提供'

?6M6FJ#!

培养液$

V

8

(3/2+

公司#美国%#胎牛血清

$杭州四季青生物公司%#

6QQ

试剂$

Y-I(/

公司#美

国%#

QTAS/3

试剂$

A2:-71/

O

+2

#美国%#

D1-,+5(1-

H

7

Q6

TQ

6);7+16-[

反转录试剂盒及
5]ZTD1+,-[M[F&

G

Q6

DKT

扩增试剂盒$

Q)U)T)

#日本%#

5'ZK

免疫组化试

剂盒$北京博奥森生物科技公司%#

IJYJ

$

5-

O

,)

公司#

美国%#

*

&

)

&

+

和
,

型胶原抗兔多克隆抗体$北京博奥

+

GC!

+
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%
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森生物科技公司%#倒置相差显微镜$

>-P/2

公司#日

本%#

6037-;P)2F,P%

型酶标仪&

5FCE""

扫描电镜

$

QL+1,/

公司#美国%#

T/7/1Y+2+%"""

定量
DKT

仪

$

K/1I+77T+;+)1(L

#澳大利亚%'

#<!

!

兔双膝关节软骨细胞分离培养
!

%

周龄新西

兰幼兔#耳缘静脉空气栓塞处死'无菌条件下剪开

幼兔两侧膝关节#手术尖刀片刮取关节表面软骨组

织#放入
DZ5

中浸泡#超净台内将软骨剪碎至

#,,

%大小'加入
$,\"<!$̂

的胰蛋白酶消化#

吹打后弃上清#

DZ5

充分清洗#加入
!

O

"

\

的
)

型胶

原酶
$,\

#消化
%

#

CL

'到大部分细胞游离时#经

!""

目筛网过滤#收集细胞#低温
#"""1

"

,-2

$

8f

E(,

%离心
#",-2

#弃上清#加入体积分数为
#$̂

胎

牛血清的
?6M6

培养基#使细胞密度达
#`#"

$

"

,\

#接种于细胞培养瓶中#放置于
%B_

&

$̂ K@

!

培

养箱中培养'倒置相差显微镜观察细胞形态及生

长#待细胞生长达
E"̂

左右时传代'

#<%

!

IJYJF

多孔钽
F

软骨细胞复合物的制备及分

组
!

多孔钽材料经
B$̂

乙醇&超纯水浸泡及清洗#

高压蒸汽灭菌后干燥#

%B_

&

$̂ K@

!

培养箱内备

用'取第
%

代培养的软骨细胞#调整细胞密度为
#̀

#"

$

"

,\

#接种于多孔钽材料中心部位#后置于
%B_

&

$̂ K@

!

孵育箱内孵育
#L

#翻转#加入
?6M6FJ#!

完

全培养基继续培养'每日倒置相差显微镜下观察软

骨细胞与多孔钽复合生长情况'根据培养基内加入

细胞因子
IJYJ

的浓度分为
$

组!

#2

O

"

,\IJYJF

多

孔钽
F

软骨细胞$

'

组%#

#"2

O

"

,\IJYJF

多孔钽
F

软骨

细胞$

Z

组%#

$"2

O

"

,\IJYJF

多孔钽
F

软骨细胞$

K

组%#多孔钽
F

软骨细胞$

?

组%#单纯软骨细胞

$

M

组%'

#<C

!

6QQ

法检测
IJYJF

多孔钽
F

软骨细胞复合物

中软骨细胞增殖状态
!

按上述分组将不同浓度

IJYJF

多孔钽
F

软骨细胞复合物依次接种于
$

块
!C

孔板内#恒温箱中培养'分别于
#

&

!

&

%

&

C

&

$

&

&*

时

每孔加入
#"

$

\6QQ

试剂及
#$"

$

\?65@

#待紫

色结晶形成后#在酶标仪上检测#选用波长为
$G"

2,

的滤光片进行光密度$

-

$G"

%值的测定'

#<$

!

IJYJF

多孔钽
F

软骨细胞复合物扫描电镜观

察
!

参照张岭等)

E

*方法#取体外培养
#

#

&*

的
IJYJF

多孔钽
F

软骨细胞复合物#经固定&脱水&干燥&喷金等

扫描电镜样品制备#观察软骨细胞在多孔钽材料表面

及内部生长&增殖以及分泌细胞外基质情况'

#<&

!

免疫细胞化学染色检测软骨细胞
*

"

)

"

+

和

,

型胶原表达
!

将
!C

孔板内复合物软骨细胞消化

并转至
&

孔板内盖玻片#待细胞爬片至
B"̂

时#按

照
5'ZK

试剂盒操作行
*

&

)

&

+

&

,

型胶原免疫细

胞化学染色'结果判定!各组选取
%

张细胞爬片#

!""

倍镜下每张细胞爬片选择
$

个视野#取其均值'

阳性细胞采用统计分析软件
A,)

O

+FD1/D03;

进行分

析#用积分光密度$

A@?

%值来表示其表达量'

#<B

!

T+)3F7-,+DKT

检测软骨细胞
)

和
,

型胶原

,T>'

表达
!

取
!C

孔板内
IJYJF

多孔钽
F

软骨细胞

复合物共培养第
B

天时软骨细胞消化并收集处理#

提取总
T>'

'于
>KZAY+2Z)2P

中找出新西兰兔

内参基因
@E6-K

以及目的基因
)

&

,

型胶原基因

序列#并由
A2:-71/

O

+2

公司合成'使用
5]ZT

D1+,-[M[F&

G

Q6试剂盒将制备好的各组软骨细胞

(?>'

用
DKT

扩增仪通过相应引物进行扩增'通

过
!

c

&&

K7方法计算基因相对表达量)

G

*

'具体引物序

列见表
#

'

表
(

!

J@!

引物序列

B.;(

!

J@!

0

+23,+99,

D

6,-*,9

Y+2+; D1-,+1;;+

a

0+2(+;

$

$bF%b

%

L200&

1

4,

)

Y'QYYYK'Y'YYQ'Q''QY'

YQQKQKKQQQKQYQKKKQQQ

L200&

1

4,

,

YYK''''YQYYYKQQKQQYY

KK'KK'QYKKQQQYQ'KKKQ

@E6-K QKYQKKQKKQKQYYQYKQKQ

KK'KQQQYQY''YKQK'QQQKKQ

#<E

!

统计学处理
!

采用
5D55#B<"

软件进行统计

分析#多组间比较采用单因素方差分析#方差齐采用

\5?

检验进行两两比较#检验水准$

!

%为
"<"$

'

E

!

结
!

果

!<#

!

兔关节软骨细胞形态
!

原代分离的软骨细胞

形态呈椭圆形#

#"

#

#!L

后开始贴壁#

!CL

后呈三

角形或长梭形单层生长(

B!L

软骨细胞开始增殖#当

爬满瓶底时变为类圆形#胞质丰满&均匀#核大且圆'

!<!

!

电镜观察
IJYJF

多孔钽
F

软骨细胞复合物 多

孔钽材料外观体积为
#(,`#(, "̀<!(,

#扁圆

形#深灰色#光亮#充满针尖大的蜂窝状孔隙$图

#'

%'扫描电镜观察可见孔隙直径约
!""

#

B""

$

,

#

凹凸不平的颗粒间呈现互相连通三维空间网络样结

构$图
#Z

%'软骨细胞有长短不一突起贴附多孔钽

表面或向孔隙内部生长$图
#K

&

#?

%#初期呈现为大

+

"$!

+
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F

软骨细胞复合物软骨细胞表型维持及去分化的影响

小不一的球形#

!CL

后细胞数量开始增多&变形#胞

质延展并相互交联融合在一起#并随时间的延长逐

渐覆盖多孔钽大部分区域$图
#M

&

#J

%'

图
(

!

;FTFL

多孔钽
L

软骨细胞复合物扫描电镜观察

F2

C

(

!

<;9,+:.728-85;FTFL*?8-/+8*

4

7,L

0

8+8697.-7.163*83

0

8927,96-/,+9*.--2-

C

,1,*7+8-32*+89*8

0

,

'

!

'

HH

+)1)2(+/4

H

/1/0;7)27)30,

(

Z

!

Q)27)30,*-),+7+1!""FB""

$

,

(

K

!

QL+(L/2*1/(

8

7+;+[7+2*+*

H

;+0*/

H

/*-)

#

)77)(L+*7/

H

/1/0;7)27)30,;014)(+

#

7L+)11/N;L/N+*7L+

H

;+0*/

H

/*-)

(

?

!

QL+(L/2*1/(

8

7+;

O

1+N N-7L-2;()44/3*

H

/1+;

#

7L+)11/N

;L/N+*7L+

H

;+0*/

H

/*-)

(

M

!

QL+(L/2*1/(

8

7+;(/22+(7+*N-7L+)(L/7L+1)(1/;;7L+

H

/1+;

#

)2*7L+)11/N;L/N+*7L+

(L/2*1/(

8

7+;(/22+(7+*N-7L+)(L/7L+1

(

J

!

QL+(L/2*1/(

8

7+;(/:+1+*7L+;()44/3*)2*7L+

H

/1+;

#

)2*7L+)11/N;L/N+*7L+

(L/2*1/(

8

7+;(/:+1+*7L+

H

/1+;<@1-

O

-2)3,)

O

2-4-()7-/2

!

#̀"""

$

Z

%#

$̀""

$

K

#

?

#

M

#

)2*J

%

!<%

!

IJYJF

多孔钽
F

软骨细胞复合物中软骨细胞生

长"增殖状态
!

应用
6QQ

法测定
$

块
!C

孔板内

IJYJF

多孔钽
F

软骨细胞复合物中软骨细胞
-

$G"

值#

并绘制细胞生长曲线'结果显示$图
!

%!软骨细胞

接种到多孔钽第
#

#

&

天#各组细胞数量均由缓慢增

殖到快速增殖#最终生长趋于平稳'

#

#

&*

各组细

胞
-

$G"

值统计分析得出!各实验组$

#2

O

"

,\IJYJ

&

#"2

O

"

,\IJYJ

&

$"2

O

"

,\IJYJ

及钽
F

细胞组%细

胞
-

$G"

值均高于单纯软骨细胞组%#差异有统计学意

义$

6

%

"<"$

%(同时在
#

&

!

&

%

&

C

&

$

&

&*

时各组间比较

差异也有统计学意义$

6

%

"<"$

%'

图
E

!

;FTFL

多孔钽
L

软骨细胞复合物软骨细胞增殖生长曲线

F2

C

E

!

T+8A7?*6+:,85*?8-/+8*

4

7,98-;FTFL*?8-/+8*

4

7,L

0

8+8697.-7.163*83

0

8927,9

,f%

#

5

c

d(

+

#$!

+
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!<C

!

免疫细胞化学检测软骨细胞
*

"

)

"

+

"

,

型胶

原表达
!

!<C<#

!

IJYJ

对多孔钽
F

软骨细胞表型的维持
!

伴

随着
IJYJ

浓度的增加#代表软骨细胞表型的
)

型

及
+

型胶原的阳性表达呈上升趋势'检测第
B

天各

组不同浓度
IJYJ

对软骨细胞
)

型胶原表达强度的

影响依次为!

Z

组
$

K

组
$

?

组
$

'

组
$

M

组(对
+

型胶原表达强度的影响依次为!

Z

组
$

K

组
$

'

组
$

?

组
$

M

组'以
Z

组 $

#"2

O

"

,\IJYJF

多孔

钽
F

软骨细胞%表达强度最为显著$图
%

%#且各实验组

$

'

&

Z

&

K

&

?

%与对照组$

M

%相比#差异均有统计学意

义$

6

%

"<"$

%(各组间两两比较差异均有统计学意

义$

6

%

"<"$

%'

!<C<!

!

IJYJ

对多孔钽
F

软骨细胞去分化状态的影

响
!

结果$图
%

%表明!随着
IJYJ

浓度的增加#代表

软骨细胞去分化状态的
*

及
,

型胶原的阳性表达量

呈下降趋势#第
B

天各组不同浓度
IJYJ

对软骨细

胞
*

型胶原表达强度的强弱依次为!

M

组
$

?

组
$

'

组
$

K

组
$

Z

组(对
,

型胶原表达强度的强弱依次

为!

M

组
$

?

组
$

K

组
$

'

组
$

Z

组'各实验组与对

照组相比差异均有统计学意义$

6

%

"<"$

%(各组间

两两比较差异均有统计学意义$

6

%

"<"$

%'

图
&

!

;FTFL

多孔钽
L

软骨细胞复合物软骨细胞
"

%

#

%

$

及
%

型胶原免疫细胞化学染色结果$

#

&及
I<R

值$

Q

&

F2

C

&

!

@811.

C

,-7

40

,

"

'

#

'

$

'

.-/

%

2336-8*

4

78*?,32*.197.2-2-

C

$

#

&

.-/I<R:.16,9

$

Q

&

85*?8-/+8*

4

7,98-;FTFL*?8-/+8*

4

7,L

0

8+8697.-7.163*83

0

8927,9

"

6

%

"<"$:;(+33

O

1/0

H

(

&

6

%

"<"$:;(+33F7)27)30,

O

1/0

H

(

'

6

%

"<"$:;$"2

O

"

,\IJYJF(+33F7)27)30,

O

1/0

H

(

(

6

%

"<"$:;#"

2

O

"

,\IJYJF(+33F7)27)30,

O

1/0

H

<,f$

#

5

c

d(

+

!$!

+
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碱性成纤维细胞生长因子对国产多孔钽
F

软骨细胞复合物软骨细胞表型维持及去分化的影响

!<$

!

T+)3F7-,+DKT

检测软骨细胞
)

"

,

型胶原

,T>'

表达
!

M

组细胞
)

型胶原
,T>'

相对表达

量第
%

天&第
B

天均为
#<"""

#

'

#

?

组
)

型胶原

,T>'

表达量明显高于
M

组$

6

%

"<"$

%#同时各组

间比较也存在统计学差异$

6

%

"<"$

%(而
,

型胶原

,T>'

的相对表达量明显低于
M

组$

6

%

"<"$

%#各

组间两两比较差异也具有统计学意义$

6

%

"<"$

%'

实验组中以
#"2

O

"

,\IJYJ

$

Z

组%

)

型胶原

,T>'

表达量最高#

,

型胶原
,T>'

表达量最低

$图
C

%'

图
M

!

;FTFL

多孔钽
L

软骨细胞复合物软骨细胞
#

型%

%

型胶原
3!"#

表达量的测定

F2

C

M

!

GK

0

+,9928-85*811.

C

,-7

40

,

#

.-/

%

3!"#2-*?8-/+8*

4

7,98-;FTFL*?8-/+8*

4

7,L

0

8+8697.-7.163*83

0

8927,9

"

6

%

"<"$:;(+33

O

1/0

H

(

&

6

%

"<"$:;(+33F7)27)30,

O

1/0

H

(

'

6

%

"<"$:;$"2

O

"

,\IJYJF(+33F7)27)30,

O

1/0

H

(

(

6

%

"<"$:;

#"2

O

"

,\IJYJF(+33F7)27)30,

O

1/0

H

<,f$

#

5

c

d(

&

!

讨
!

论

用于软骨损伤缺损修复的支架材料有很多类

型#但远期力学性能不容乐观'软骨组织工程支架

材料的研发为软骨损伤缺损修复提供了新方法及思

路'多孔钽是一种具有高孔隙率&低弹性模量的小

梁金属#其外观类似于人类松质骨'以其良好的力

学特性&生物相容性和生物学活性在临床上广泛应

用于骨科各个领域#如髋&膝关节置换术#骨移植替

代物#关节融合等)

#"F##

*

'在前期研究中#已将国产多

孔钽
F

成骨细胞体外构建复合体#为骨缺损修复提供

了理论依据)

#!

*

'在此基础上#为了探讨软骨缺损修

复过程中生长因子的刺激&调控作用#本实验加入
%

种不同浓度
IJYJ

与多孔钽
F

软骨细胞共培养形成

IJYJF

多孔钽
F

软骨细胞复合物#观察
IJYJ

对软骨

细胞在钽支架表面及孔隙内生长及增殖的影响'

扫描电镜观察细胞形态显示#软骨细胞在多孔

钽表面及孔隙内部生长良好#细胞体积逐渐变大并

伸出突起分泌细胞外基质相互交织成网状结构'

6QQ

细胞增殖检测得出!随着培养时间的延长#

IJYJ

的浓度在
#

#

$"2

O

"

,\

范围内对软骨细胞增

殖的刺激作用表现出了量效关系'虽然对软骨细胞

生长&增殖均有促进作用#但以
#"2

O

"

,\IJYJ

促

增殖作用最为明显#当
IJYJ

浓度超过
#"2

O

"

,\

时#其促增殖效果不再随剂量升高而提高'这说明

#"2

O

"

,\IJYJ

是促进多孔钽
F

软骨细胞复合物细

胞增殖的最佳浓度'我们认为软骨细胞在上述条件

下的增殖效果可能与优良的具有三维空间结构的多

孔钽支架共培养#从而使软骨细胞生长在良好的生

长环境有关'良好的氧气供给#加上适宜浓度的

IJYJ

生长因子#可能是细胞增殖能力增强的原因'

软骨细胞是一种稳定细胞#通常处在静息状态#

分裂及增殖能力较差#即使受到外部环境刺激#增殖

也较缓慢)

#%

*

'成人关节软骨中主要胶原为
)

&

-

&

+

&

,

及
.

型#其中
)

型胶原占总量的
G"̂

#

G$̂

#

)

型及
+

型胶原是维持软骨细胞表型的主要标记

物'当软骨细胞分化成熟后#细胞增殖能力也开始

下降'同时在其生长发育过程中存在着去分化现

+

%$!

+
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象#这也增加了修复软骨缺损的不稳定因素)

#C

*

'所

谓的软骨细胞去分化现象是指软骨细胞在体外多次

传代或培养时间较长所造成的表型变化#随之而来

的是软骨细胞形态的改变以及分泌功能的下降'而

正常的透明软骨细胞具有分泌
)

型胶原及糖胺多糖

的功能#细胞形态呈圆形或多角形'当去分化现象

发生时#细胞表型改变#表达
)

&

+

型胶原能力下降#

而表达具有肥大的软骨细胞及成骨分化的
*

&

,

型

胶原#细胞形态也随之变为梭形或纤维状'其结果

是软骨细胞与支架材料修复软骨损伤及缺损能力的

不足)

#$

*

'

IJYJ

广泛存在于人体组织#主要由巨噬细胞&

软骨细胞分泌#能促关节软骨细胞有丝分裂#促进软

骨细胞增殖&成熟#使分化中的软骨细胞发生迁移并

分泌细胞外基质#对胚胎发育及软骨修复起重要的

调节作用)

#&

*

'本实验中
IJYJF

多孔钽
F

软骨细胞
%

者共培养时#随着
IJYJ

浓度的增加#代表软骨细胞

表型标志物的
)

&

+

型胶原阳性表达增强#以
#"2

O

"

,\IJYJ

组表达强度最强#而代表软骨细胞去分化

状态的标志物
*

&

,

型胶原阳性表达减弱#也以
#"

2

O

"

,\IJYJ

组表达最弱'上述结果表明
IJYJ

促

使软骨细胞在多孔钽上生长状态良好#维持了正常

的表型结构#并没有明显的去分化现象发生'这也

是本实验以
IJYJ

作为刺激因子与软骨细胞
F

多孔

钽共培养的原因'而未加
IJYJ

刺激的单纯软骨细

胞组却失去了其正常的表型#发生了去分化现象#

)

&

+

型胶原表达最弱#而
*

&

,

型胶原表达最强'

有研究者将软骨细胞接种于三维环境中#如具

有三维结构的支架材料#使其能增加细胞的分泌功

能#还可使去分化的软骨细胞再度恢复到具有软骨

细胞表型'

D);;)1+77-

等)

#B

*在二维平面培养皿中单

层培养软骨细胞时发现#第
#

&

!

代细胞与支架材料

共培养时维持了正常的表型结构#当软骨细胞传到

第
%

代时#无论是否有支架材料#其表型结构均不能

维持正常'这说明处于二维平面的细胞单层培养会

逐渐失去原有表型'

5(L001,)2

等)

#E

*在三维结构

藻酸盐微球与软骨细胞复合培养时#均存在软骨细

胞表型结构'这说明三维状态的藻酸盐微球结构的

空间结构可使软骨细胞具有充分的氧气供给'因

此#为了维持软骨细胞的正常表型#在体外应模拟体

内三维空间结构的支架材料培养)

#G

*

'本实验所采

用的国产多孔钽材料具有三维立体多孔结构#软骨

细胞与其共培养时比平面二维单层细胞培养更具有

充足的氧气供应#为细胞提供机械支撑及较好的力

学环境'当加入生长因子
IJYJ

后#还可促使软骨

细胞均匀黏附其表面并分泌细胞外基质#减少细

胞流失'

IJYJ

&软骨细胞及多孔钽材料
%

者之间

优势互补#最终形成新型三维立体结构#更有利

于软骨缺损修复'

本实验还通过实时荧光定量
DKT

方法从基因

水平检测了
)

&

,

型胶原
,T>'

表达#以验证

IJYJ

能维持软骨细胞表型#抑制去分化'结果显

示!培养
%

&

B*

时加
IJYJ

刺激的
%

组中仍然以
#"

2

O

"

,\IJYJ

组
)

型胶原
,T>'

表达量最高#

,

型

胶原表达量最低(而未加
IJYJ

的钽
F

软骨细胞组及

单纯软骨细胞组
)

型胶原
,T>'

表达量均低于加

IJYJ

刺激组#而
,

型胶原表达量均高于加
IJYJ

刺激组'更进一步证明了
IJYJ

可使软骨细胞在与

多孔钽共培养时维持表型#抑制去分化#从而保持了

成软骨的能力)

!"F!#

*

'

IJYJ

维持软骨细胞表型及抑

制去分化的最佳浓度#我们认为可能与软骨细胞膜

上的
IJYJ

受体密度有关#

#"2

O

"

,\IJYJ

可最大

限度地与细胞膜
IJYJ

受体结合#当
IJYJ

浓度高

于
#"2

O

"

,\

时#则出现了软骨细胞去分化现象#使

软骨细胞成熟化及肥大化进程加快'上述实验进一

步证实了
IJYJ

与软骨细胞及多孔钽共培养形成复

合的支架材料可对软骨缺损的修复起到了一定的促

进作用'

M

!
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