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目的
!

体外培养兔骨髓间充质干细胞"

?6f7N+

$

.

髓核去细胞基质支架"

V34f7

$复合体"

?6f7N+.V34f7

$构建组

织工程髓核&方法
!

制备若干
V34f7

!接种
6f7N+

至
V34f7

体外培养分为
V34f7

组%实验组和正常对照组"正常髓核$&

肉眼及显微镜观察复合体形态变化!并行扫描电镜"

7Qf

$%苏木素
.

伊红"

dQ

$染色%免疫组织化学%实时定量
3N>

"

T

>K.3N>

$%支

架的生物力学等检测&结果
!

肉眼下
?6f7N+.V34f7

形态接近正常髓核#

7Qf

显示细胞在支架表面大量黏附%并向深部迁移!

表面细胞密度比横截面细胞密度大#

dQ

染色表明随时间延长!

?6f7N+.V34f7

内细胞量递增!分布更广泛#免疫组织化学显示

细胞外基质
1

型胶原"
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$分泌量随时间递增!且实验组
N"II@
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C,

'

表达量大于
V34f7

组!小于正常对照组#
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结果(
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组未提取到
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!实验组
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%聚集蛋白聚糖"
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?C5@,

$

D>V4

相对表达量呈时间依赖性递增!但均小于

正常对照组"

"

$

%&%$

$!支架与正常髓核在相同位移下的压缩载荷差异无统计学意义"
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采用髓核体外
V34f7

复合
?6f7N+

可成功构建组织工程髓核&
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组织工程#支架#髓核#去细胞#骨髓间充质干细胞

"中图分类号#

!

>'$/&%/

"文献标识码#

!

4

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$2

$

1'.'$-).%0

I06.%+)*,:+.4,%.)0)*,%.$$&##0

3

.0##+.0

3

0&4-#&$

F

&-

F

)$&$2.%"0&4-#&$

F

&-

F

)$&$,4#--&-,+

/,%+.H$4,**)-',0':)0#/,++)2/#$#04"

(

/,-$%#/4#--$

"

N)!.2'

#

&>H)'

#

1)+.2'

#

3-)!

*

"2!

*

#

%)!

*

&'$A-$

#

3-+$1-$@+!

*

#

$

F2

B

)?5:2!5+

9

E?5-+

B

)2<'7@

#

3-$

K

')!

*

H+@

B

'5)8+

9

6+$5-2?!;2<'7)8=!'>2?@'5

/

#

#$)!

*

A-+$

#

#$)!

*

<+!

*

2$%1/1

#

1-'!)

&

!!

'

9:$%+,4%

(

!

;:

<

#4%.6#

!

K"5",+A?E5AA#++ECC,

<

#,CC?#,

<

,E5ICE+

H

EI

H

"+E+J

L

5EIAE?C"G?@JJ#AJ",CD@??"BDC+C,5F

L

D@I+ACD

5CII+

$

?6f7N+

&

.,E5ICE+

H

EI

H

"+E+@5CIIEI@?D@A?#=+5@GG"I!

$

V34f7

&

5"D

H

IC=C+

$

?6f7N+.V34f7

&

&=#%")'$

!

7CMC?@IV34f7

BC?C

H

?C

H

@?C!

#

@,!?6f7N+B@++CC!C!#,A"V34f7&KFC+5@GG"I!+@,!5"D

H

IC=BC?C!CAC5AC!J

L<

C,C?@I"J+C?M@A#",

#

dQ+A@#.

,#,

<

#

#DDE,"F#+A"5FCD#5@I

#

T

>K.3N>

#

+5@,,#,

<

CIC5A?",D#5?"+5"

HL

&>#$&-%$

!

KFC+5@,,#,

<

CIC5A?",D#5?"+5"

HL

+F"BC!AFC+CC!

5CII#,,E5ICE+

H

EI

H

"+E+QNf.!C?#MC!+5@GG"I!5"EI!@!FC+#",@,!

<

?"BAF&KFC5CII@AA@5FDC,A@,!

H

?"I#GC?@A#",BC?C"J+C?MC!J

L

dQ+A@#,#,

<

&;DDE,"F#+A"5FCD#5@IC=@D#,@A#",B#AFA

LH

C

'

5"II@

<

C,+F"BC!

H

"+#A#MC?C+EIA+&

T

>K.3N>?CMC@IC!AFCA#DC.!C

H

C,!.

C,A"GAFCD>V4C=

H

?C++#","G5"II@

<

C,

'

#

@,!BF#5FB@++D@IIC?AF@,

H

"+#A#MC5",A?"I

$

"

$

%&%$

&

&KFC?CI@A#MCC=

H

?C++#","G4

<

.

<

?C5@,D>V4

<

?CB#,@A#DC!C

H

C,!C,AG@+F#",

#

BF#5FB@++A#III"BC?AF@,

H

"+#A#MC5",A?"I

$

"

$

%&%$

&

&75@GG"I!+@,!,"?D@I,E5IC.

E+

H

EI

H

"+E+F@!,"+A@A#+A#5@I+#

<

,#G#5@,5C"GAFC5"D

H

?C++#",I"@!E,!C?AFC+@DC!#+

H

I@5CDC,A"GAFC5"D

H

?C++#",

$

"

%

%&%2

&

&?)05

4-&$.)0

!

V@AE?@I,E5ICE+

H

EI

H

"+E+@5CIIEI@?D@A?#=+5@GG"I!5"D

H

"+#AC@II"

<

C,C#5J",CD@??"BDC+C,5F

L

D@I+ACD5CII+5@,JC+E5.

5C++GEII

L

JE#IA#,A"A#++ECC,

<

#,CC?#,

<

,E5ICE+

H

EI

H

"+E+&

'

@#

(

2)+'$

(

!

A#++ECC,

<

#,CC?#,

<

%

+5@GG"I!

%

,E5ICE+

H

EI

H

"+E+

%

@5CIIEI@?D@A?#=

%

J",CD@??"BDC+C,5F

L

D@I+ACD5CII+

!!

临床上对早期椎间盘退变尚无有效治疗手段#组织工程作

为修复退变组织的一种途径应运而生#或许能够通过构建组织

工程髓核治愈早期椎间盘退变)组织工程是以细胞为核心的

移植工程'

$

(

#包括种子细胞*支架材料*细胞因子)髓核组织工

程是以构建髓核为目的)组织工程的基础是支架#髓核支架研

究很多'

1

(

#然而天然髓核成分结构复杂#很难完全模拟其中的

成分与微环境#人工材料生物相容性差#天然蛋白成分合成支

架则通常力学性能弱)去细胞基质极接近于正常髓核#且已经

在膀胱'

'

(

*血管'

0

(

*真皮'

2

(

*心瓣膜'

)

(等取得较大成功并被批准

用于临床)兔髓核取材方便#国内外研究兔椎间盘退变模型的

方法成熟'

-./

(

#故本研究采用兔作为实验对象)兔骨髓间充质

干细胞$

?6f7N+

&是一类具有多向分化能力的成体干细胞'

(

(

#

具有取材简便*来源较广*易于体外增殖*抗原性小*组织修复

能力强等优点'

$%

(

#国内外文献都有报道利用
6f7N+

向类髓核

细胞成功分化'

$$.$1

(

#因此是一种理想的种子细胞)本研究将

探讨髓核去细胞基质支架$

V34f7

&接种
?6f7N+

构建髓核组

织的可行性)

A

!

材料与方法

A&A

!

材料
!

扫描电镜$

7Qf

&#细胞培养箱#低氧培养箱#荧光

显微镜#切片机#恒温震荡箱#离心机#核酸浓度测量仪#罗氏

3N>

仪#

f2

酶标仪均为南方医院临床医学实验中心设备)健

康成年新西兰大白兔
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只#雌雄不限#

1&2
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#同批次购

自南方医科大学实验动物中心'批号!
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1%$$.%%$2
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实验方案均经过南方医院实验动物研究所伦理审查委员会
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!

#

!

通讯作者#

Q.D@#I

!

PF"E5+1%$0

!

$)'&5"D

)



批准)
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方法
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制备
!

在
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等'
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(基础上优化#前期研

究筛选出最佳转速及去污剂浓度$
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$0.$2

(

)将

新西兰兔注射麻醉后#取出其腰
1

至腰
2

髓核#尽量保持髓核

原状#浸泡在
0\

无菌磷酸盐缓冲液$

367

&中#去除碎骨组织)

选取
)%

枚大小一致'重量$

%&$%c%&%1
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#
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%&%$

(的完整髓

核#随机选取
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枚置于液氮冷冻保存%
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枚脱细胞#置于含
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&脱氧胆酸钠的
K?#+
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&震荡$
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&
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)期间每

/F

换液
$

次#换液前
367

漂洗
'

次#

1%

分钟"次)然后样本置

于
$%%DR

核酸酶混液中$

-2%D[
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&反应
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漂洗
'
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分钟"次#

成功制备
V34f7

)将
V34f7

送至辐照中心
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射消毒)
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?6f7N+

培养*传代*接种
!

将
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代
?6f7N+
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公司&传代培养至
3-

代#收集
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代细胞用诱导培养基稀释至

1̀ $%

- 个"
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)将
V34f7

分成
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*
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两组#

4

组
$1

个#

6

组

')

个#正常髓核为
N

组$

!9$1

&)
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*

N

组液氮冷冻保存#将
6

组样品分别置于
0/

孔板#微量注射器分别吸取
2%ER

细胞悬

液通过多点及中心注射均匀注射至样品中#置于
'- \

#

2̂

NS

1

孵箱内孵育
0F

#期间每隔
$

小时滴加
1%

"

R

条件培养基#

0F

后#每孔加入
$DR

条件培养液)参考
NFC,

等'

$)

(的方法

配制条件培养基#包含
8fQf
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!

?6f7N+.V34f7

体 外 诱 导 培 养
!

将
?6f7N+.

V34f7

移入
2̂ S
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*

2̂ NS
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'-\

低氧培养箱培养'

$)

(

#模拟

髓核生理低氧环境#每隔
1

天用条件培养基换液#分别在培养

第
-

*

$0

*

1$

天分别收集
$1

个
6

组样本并保存#并分别命名为

6

$

*

6

1

*

6

'

组)

A&B&D

!

?6f7N+.V34f7

的性能评估

A&B&D&A
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大体观
!

常温下#肉眼观察
?6f7N+.V34f7

体外

培养
-

*

$0

*

1$!

后的大小*外形*色泽*透明度#并与
V34f7

正常髓核进行对比)

A&B&D&B

!

组织学及免疫组织化学观察
!

各组均选取
'

个样本

经
0̂

多聚甲醛浸泡过夜#梯度乙醇脱水#二甲苯透明石蜡包

埋#切片 $

2

"

D

&#脱蜡#苏木素染色#分化#伊红染色#脱水透

明#树胶封片完成苏木素
.

伊红$

dQ

&染色流程%同时切片经抗

原修复#

'̂ d

1

S

1

浸泡#滴加
1

型胶原$

N"II@

<

C,

'

&一抗及二

抗#二氨基联苯胺$

846

&染色后完成免疫组织化学流程#光镜

下观察)

A&B&D&C

!

显微镜及电镜观察
!

光镜下观察
?6f7N+.V34f7

的形态*大小*透亮度%

?6f7N+.V34f7

培养
10F

后#取

V34f7

$

!9'

&及
?6f7N+.V34f7

样本$

!9'

&经
1&2̂

戊二

醛固定
$1F

#梯度脱水#临界点真空干燥#喷金#扫描电子显微

镜$

7Qf

&观察)为方便观察复合体内部情况#用薄刀片将样

本横切成两半)

A&B&J

!

实时定量
3N>

$

T

>K.3N>

&检测
!

通常认为
N"II@

<

C,

'

与聚集蛋白聚糖$

4

<<

?C5@,

&为特异性髓核细胞外基质蛋白#检

测
4

*

6

$

*

6

1

*

6

'

*

N

组$

!9'

&不同培养时间点
N"II@

<

C,

'

跟
4

<

.

<

?C5@,

的
D>V4

水平)样本经液氮冷冻碾磨后提取*逆转录#

再经
T

>K.3N>

检测)

A&B&K

!

V34f7

生物力学检测
!

将支架$

!92

&及正常髓核

$

!92

&在
367

中浸泡
/F

后取出#滤纸吸干后置于微型生物力

学测试机的载物台上#进行压缩性能测试)加载速度为

$DD

"

D#,

#测试过程中用
367

保持样本湿润#固定位移为样

本压平为止#重复测试
2

次#比较两组相同压缩位移条件下的

载荷均值)

A&C

!

统计学处理
!

采用
7377$'&%

软件统计分析#计量资料

用
Lc@

表示#采用单因素方差分析#以
"

$

%&%2

为差异有统计

学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

大体观
!

肉眼观#

V34f7

较韧#半透明#表层及浅层较

疏松#形态与正常髓核相仿)接种
?6f7N+

后体外诱导培养后

的复合体质地柔软#黄白色#可能跟种子细胞分泌基质有关#随

培养时间延长#体积增大#颜色渐深#形态保存良好#接近正常

髓核%复合体表层跟浅层相对中心颜色深#可能与接种细胞大

量集中在表层有关#见图
$

)

B&B

!

dQ

染色及免疫组织化学
!

dQ

染色观察#

N

组基质染色

最深#细胞外基质结构清晰#细胞呈不规则簇状分布$图
1

&%

4

组基质染色较淡#几乎未见蓝色胞核颗粒残留#原有细胞清除

彻底#基质结构较正常髓核轻度紊乱#大体结构未见破坏%

6

$

*

6

1

*

6

'

组细胞外基质染色渐深#但均较
4

组深#较
N

组浅#可

见蓝色深染胞核%

6

$

*

6

1

*

6

'

组胞核数量递增#均较
4

组多#较

N

组少#且细胞分布范围逐渐向中心扩散#细胞外基质结构轻

度紊乱)

N"II@

<

C,

'

免疫组织化学观察#

N

组呈褐色#

4

组染色

较浅#

6

组黄褐色#

4

*

6

$

*

6

1

*

6

'

*

N

组的颜色依次递增#染色均

匀$图
'

&)
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组%
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组%

N
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6

1
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Q
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N

组)

图
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N

!

6

1

组%

8

!

6

'

组%

Q

!

N

组)

图
1

!!

dQ

染色观察%

$̀%%

&

!!

4

!

4

$

组%

6

!
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组%

N

!

6

1

组%

8

!
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'

组%

Q

!

N

组)

图
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!!

免疫组织化学染色观察%

1̀%%

&

B&C

!

显微镜及电镜观察
!

显微镜下
?6f7N+.V34f7

培养
1$

!

后大小*形态与正常髓核相似#结构致密#无透光性$图
0

&)

V34f7

电镜下见胶原纤维分布规则#有一定的孔隙率及较小

的孔径$图
2

&#接种细胞
0/F

后在扫描镜下可见大量种子细胞

黏附在支架表面及内部#多数呈不规则扁平状#少数成球形#同

时支架表面细胞密度明显高于横截面#高倍镜下可见细胞外基

质分泌$图
)

&)

!!

4

!

?6f7N+.V34f7

培养
1$!

后镜下观察$

`0

&%

6

!

?6f7N+.

V34f7

培养
1$!

后镜下观察$

1̀%

&)

图
0

!!

倒置相差显微镜观察

!!

4

!比例尺为
2

"

D

%

6

!比例尺为
1

"

D

)

图
2

!!

7Qf

观察支架表面

B&D

!T

>K.3N>

检测
!

4

组未提取到
>V4

#

6

$

*

6

1

*

6

'

组的

N"II@

<

C,

'

D>V4

表达量递增$

"

$

%&%$

&#同样
4

<<

?C5@,D>.

V4

表达量递增$

"

$

%&%$

&#但均较
N

组低)

B&J

!

V34f7

生物力学性能测定
!

对比湿润状态下支架及正

常髓核的压缩载荷均值)在相同位移条件下#

V34f7

压缩载

荷为$

%&2-0c%&%1(

&

f3@

#正常髓核为$

%&2'/c%&%11

&

f3@

#

差异无统计学意义$

"

%

%&%2

&)

!!

4

!复合体表面%

6

!复合体横截面$内部&)

图
)

!!

7Qf

观察复合体%

$̀%%%

&

C

!

讨
!!

论

V34f7

极接近于正常髓核#本研究首次报道
V34f7

复

合接种
?6f7N+

成功构建类髓核组织#为今后进一步的动物体

内实验及后续临床研究提供参考)创新点在首次将
V34f7

与
?6f7N+

复合培养#通过体外添加细胞因子
K:a.

(

$

及模拟

髓核生理低氧环境'

$)

(

#成功诱导
?6f7N+

分化为类髓核细胞)

V34f7

基本保留了髓核组织的天然骨架#去除了原有髓

核细胞及一些小分子抗原#极接近于天然髓核的细胞外基质成

分*力学性能及细胞所需微环境#有利于种子细胞的增殖及分

化)本研究对
fC?5E?#

等'

$'

(的细胞萃取方法进行改进#证明

$1%?

"

D#,

及
%&'̂

去污剂浓度为最佳兔髓核脱细胞条

件'

$0.$2

(

)最佳条件下脱细胞彻底#且良好地保留了髓核基质

的三维结构及大分子蛋白成分)正常髓核含有大量
N"II@

<

C,

'

*

4

<<

?C5@,

#这些基质成分是维持椎间盘弹性的关键#故选用

的种子细胞必须能大量增殖*表达相关基质蛋白)髓核细胞来

源较少#分离困难#增殖缓慢#

?6f7N+

来源广泛#易提取#具有

多向分化能力#能成功诱导分化为类髓核细胞'

$)

(

)

7Qf

下可

/-$'

重庆医学
1%$2

年
/

月第
00

卷第
1'

期



见支架表层及横截面均有细胞分布#表明该支架具有一定的孔

径#利于种子细胞向深部迁移)髓核组织无血管#处于低氧环

境#

K:a.

(

$

细胞因子等可有效诱导
?6f7N+

向类髓核细胞分

化#将复合物置于
2̂ S

1

低氧培养箱长期培养'

$-

(

#尽可能模拟

髓核生理环境#可能进一步促进
?6f7N+

向髓核细胞分化及分

泌基质)

?6f7N+.V34f7

体外培养
1$!

#肉眼及显微镜下可

见组织结构致密#不透光#表明细胞外基质大量分泌使支架渐

充实)

dQ

染色表明随培养时间延长#种子细胞增殖且逐渐向

内部迁移)

N"II@

<

C,

'

免疫组织化学染色表明随时间延长#表

达量增加#可接近于正常髓核#间接证明种子细胞向类髓核细

胞分化并分泌髓核细胞基质蛋白)

T

>K.3N>

检测结果表明经

长时间诱导培养#种子细胞表达较特异的
N"II@

<

C,

'

及
4

<<

?C.

5@,D>V4

#且随培养时间延长#

D>V4

表达量递增#证明种子

细胞在支架上可长期存活#且渐分化为髓核细胞#在相当长一

段时间内#细胞活力良好#髓核细胞主要基质蛋白基因表达逐

步增加)本研究通过设置
V34f7

与正常髓核分别作为阴性

对照和阳性对照来更好地反映
?6f7N+.V34f7

的变化)

V34f7

仍存在不足#需要后续进一步研究改进#理想的

组织工程支架需要合适的孔隙率及一定大小孔径'

$/

(

#

7Qf

下

表层细胞多且集中#横截面细胞少且不均匀#表明表面与浅层

结构有理想的孔隙率及一定孔径#而中心较致密#不利于种子

细胞进一步迁移至髓核中心及均匀分布#这提示在尽可能保留

髓核基质三维结构跟主要基质蛋白成分的前提下#进一步优化

V34f7

的制作步骤以扩大去细胞髓核孔径及提高孔隙率)

尚无法判断
V34f7

本身对种子细胞有无诱导分化作用#有待

今后的进一步研究证实)本研究只对去细胞基质构建组织工

程髓核进行了体外研究#下一步需进行动物研究及后续的临床

研究)

综上所述#组织学及基因表达结果都表明
?6f7N+

接种入

V34f7

后可以增殖*分化并分泌基质#体外成功构建类髓核

组织)髓核去细胞髓核基质在三维结构*理化特性*生物相容

性都接近正常髓核#是组织工程髓核的理想支架)
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