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"摘要#

!

目的
!

探讨以人脐带间充质干细胞"

Ah7a57+

$作为软骨组织工程种子细胞!

,

型胶原复合糖胺聚糖支架材料作为

细胞载体及其细胞
.

支架复合体成软骨的可行性%方法
!

制备
,

型胶原复合糖胺聚糖多孔支架!电镜观察测定支架材料的孔径&

孔隙率和亲水性!对支架材料进行相应的组织学分析%培养鉴定
X'

代的
Ah7a57+

!将
Ah7a57+

混悬液接种到
,

型胶原复合

糖胺聚糖支架上!不加诱导剂进行培养!

'

周后取出样品行甲苯胺蓝&番红精
e

染色!

,

型胶原免疫组织化学染色及扫描电镜观

察%结果
!

第
'

代
Ah7a57+

高度表达
721(

&

72$%8

等间充质细胞标志!几乎不表达
72'0

等内皮细胞&造血细胞标志%

,

型胶

原复合糖胺聚糖支架材料呈白色多孔泡沫状!孔隙率为"

($&/\1&$-

$

9

!孔径
$$%

!

1'%

#

H

!分布均匀!相互贯通%吸水膨胀率为

"

1$'&-$\$&'$

$

9

!亲水性良好%甲苯胺蓝&番红精
e

及
,

型胶原免疫组织化学染色呈阳性%细胞
.

支架复合体在培养过程中可

观察到有软骨样组织形成并逐步增多!甲苯胺蓝&番红精
e

及
,

型胶原免疫组织化学染色均呈阳性!电镜观察显示细胞在支架上

增殖活跃!与材料黏附紧密!可见软骨样细胞及其周围大量交错连接的胶原纤维%结论
!

Ah7a57+

与
,

型胶原复合糖胺聚糖支

架材料复合!可在体外不经诱导而初步构建组织工程软骨!为软骨损伤的修复奠定了一定的实验基础%
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人脐带间充质干细胞'种子细胞'糖胺聚糖'支架'组织工程软骨
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因创伤)肿瘤)结核及痛风等代谢性疾病引起软骨缺损#从

而导致的关节疼痛)关节活动受限#是骨科亟待解决的难题之

一*目前#临床上常见的治疗方法如自体软骨膜及骨膜移植)

自体"异体骨软骨移植等修复的软骨大多为纤维软骨#耐磨性
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%(云南省应用基础研究自筹经

费项目$
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%(成都军区昆明总医院院管项目$
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作者简介$蔡第心$
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%#住院医师#在读博士#主要从事骨与软骨组织工

程研究*
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差&

$

'

#在生物和机械性能上与透明软骨有着很大差别#应用效

果不佳&

1.'

'

*

c>+#@#>!#+

等&

0

'发现#从人体非负重区取一小块软

骨在体外培养
'

周后#移植入缺损区并覆盖上骨膜#可以生成

以
,

型胶原为主的透明软骨#在此基础上衍生出了一种新的软

骨修复技术...基质诱导的自体软骨细胞移植$
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a374

%*

a374

将软骨细胞接种培养到生物相容性较好的三维生物材料支架

上#再将其移植到缺损处修复软骨缺损*但是#软骨细胞的增

殖潜力有限#经过几次体外的传代培养后会逐渐去分化#失去

软骨细胞表型和再分化能力*间充质干细胞$

H<+<,JA

G

H>@

+=<HJ<@@+

#

a57+

%具有自我更新和多向分化的潜能#在组织工

程细胞治疗及基因治疗等方面具有广阔的研究及应用背景#被

称为 是 软 骨 组 织 工 程 中 最 具 研 究 价 值 的 种 子 细 胞&

8

'

*

d>+<HO#

*

K>==>,>

等&
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'将骨髓
a57+

移植到胶原支架上以治疗

骨性关节炎患者#取得了满意的效果*单纯的充质干细胞在体

外诱导成软骨的能力有限#并不能满足组织工程化软骨构建及

软骨缺损修复的要求*因此#构建组织工程软骨不仅仅要有合

适的种子细胞#还必须选择一个合适的支架材料#为
a57+

的

黏附)生长提供必要的三维空间*本实验在以往的研究基础

上#通过对软骨组织进行脱细胞处理#制备多孔的
,

型胶原复

合糖胺聚糖软骨支架材料#并将人脐带间充质干细胞$

AEH>,

EH?#@#J>@J"C!H<+<,JA

G

H>@+=<HJ<@@+

#

Ah7a57+

%移植到支架

材料上#不使用诱导剂让
Ah7a57+

向软骨细胞分化#在支架

材料上构建组织工程化软骨#为制备仿生组织工程化软骨#以

及构建更加复杂的组织工程关节创造条件#并为之提供实验

基础*

>

!

材料与方法

>&>

!

细胞株来源
!

原代
Ah7a57+

由成都军区昆明总医院临

床试验科细胞室提供*

>&?

!

方法

>&?&>

!

Ah7a57+

的培养及鉴定
!

将
Ah7a57+

转移至细胞

培养瓶中#向培养瓶中加入含有
$%9

胎牛血清$

]65

%)

$%%h

"

HS

青霉素)

$%%H

D

"

S

链霉素的
2aVa

"

].$1

培养基#在
89

7e

1

)

'-Y

恒温)

09

湿度的细胞培养箱中静置培养#每日在显

微镜下观察细胞的生长情况*

'!

后进行首次细胞换液#弃去

未贴壁的细胞#此后
'

!

0!

更换
$

次培养液*待细胞生长至

贴壁覆盖约
/%9

!

(%9

时#用
%&189

胰蛋白酶"乙二胺四乙酸

$

V2;3

%消化液消化#按
$i'

比例进行传代#将细胞分装入新

的培养瓶当中#置于
89 7e

1

)

'-Y

恒温)

09

湿度的细胞培养

箱中静置培养#每日在显微镜下观察细胞生长)增殖情况及其

形态变化*采用流式细胞仪检测细胞表面标志物对
Ah7a.

57+

进行鉴定!分别取原代)第
'

代的细胞#用
$i$

的
1&8

D

"

S

胰蛋白酶及
%&1

D

"

SV2;3

消化液消化#离心机
$1%%C

"

H#,

离心
/H#,

#磷酸盐缓冲液$

X65

%重悬细胞#制成细胞浓度为

$̂ $%

)

"

HS

的细胞悬液#分别加入小鼠抗人单克隆抗体
721(.

藻红蛋白 $

XV

%)

7200.XV

)

72(%.XV

)

72$%8.XV

)

72'0.XV

)

7208.XV

等各
$%

#

S

#充分摇匀#室温下反应
'%H#,

#每管再加

入
X65$&8HS

#

$1%%C

"

H#,

离心
8H#,

#弃上清液#每管加入

X65$%%

#

S

重悬细胞#最后上机进行流式细胞仪检测*

>&?&?

!,

型胶原糖胺聚糖支架的制作及鉴定
!

在无菌洁净工

作台上#用手术刀片切取新鲜的猪膝关节透明软骨制作软骨

片#用
0Y

保存的
X65

冲洗切取的猪膝关节软骨片多次#之后

将其放入含有蛋白酶抑制剂的
;C#+.Z7@

溶液中备用*将软骨

片置入搅拌器中#加入适量的冷藏的
;C#+.Z7@

缓冲液#

'%%%

C

"

H#,

搅拌
$8H#,

#将得到的软骨浆置入无菌容器内#分别加

入配制好的
;C#=",T.$%%

液)蛋白酶抑制剂)消化酶液&

$h

"

HS

牛胰核糖核酸酶
3

$

:̀ >+<3

%和
8%h

"

HS

脱氧核糖核酸

酶
-

$

2̀ >+<

-

%混合液'#不断地搅拌使其充分混匀#

'-Y

过

夜后#将其置于恒温振荡机$

'-Y

%上震荡
10A

*将消化酶处

理后的软骨浆液置入高速离心机#

-%%%C

"

H#,

#

0 Y

离心
/

H#,

#弃上清液#

X65

彻底冲洗#将离心)冲洗步骤重复
8

次*去

除多次离心)

X65

冲洗后离心管内的上清液#将脱细胞后的软

骨基质浆液用
X65

稀释#浓度调制为
'%9

#分别置于
)

孔培养

板)

10

孔培养板内#将培养板置于冰冻干燥机中#

U1%Y

预冻

')A

#待其基本成形后#

U/%Y

下冰冻干燥
10A

*将支架材料

刀片切割后扫描电镜下观察#测定支架材料的孔径)孔隙率和

亲水性*进行支架材料的苏木精
.

伊红$

ZV

%染色)番红精
e

染

色)甲苯胺蓝染色和
,

型胶原免疫组织化学检测#并在镜下

观察*

>&?&@

!,

型胶原糖胺聚糖支架对
Ah7a57+

成软骨的诱导
!

将
Ah7a57+

培养至第
'

代#用
%&189

胰蛋白酶"
V2;3

消化

液消化#

$1%%C

"

H#,

离心
8H#,

#收集细胞#将细胞浓度调至

1̂ $%

-

"

HS

*将钴
.)%

放射消毒灭菌后的
,

型胶原复合糖胺聚

糖支架置于培养板内#用注射器慢慢地将
Ah7a57+

悬液注射

到支架材料上#使细胞均匀地覆盖整个支架材料#加入含
$%9

]65

的
2aVa

"

].$1

培养基#使培养基完全浸润支架#放入

89 7e

1

)

'-Y

恒温)

09

湿度的细胞培养箱中静置培养#每日

在显微镜下观察细胞的黏附)生长)增殖及分化情况#

'

!

0!

换

$

次#培养时间为
$1

周*培养
'

周后取出部分标本#用
$%9

的

甲醛固定
10A

#梯度乙醇脱水#然后用石蜡包埋#切片$

8

#

H

厚

度%#进行
ZV

染色)甲苯胺蓝染色和
,

型胶原免疫组织化学检

测#并在镜下观察*将
Ah7a57+

在
,

型胶原及糖胺聚糖复合

支架材料培养
$1

周后取出#进行扫描电镜观察细胞的生长)繁

殖及分化情况*

?

!

结
!!

果

?&>

!

Ah7a57+

的形态观察及表面标志物测定
!

传代后的细

胞生长能力明显增强#显微镜下细胞呈均一的梭形生长#类似

于成纤维细胞#呈典型的漩涡状排列生长#细胞在传代过程中

形态并无明显变化#在细胞传至第
'

代时剩下形态较为单一的

细胞$图
$3

%#适用于流式细胞仪检测*流式细胞仪检测
Ah7.

a57+

免疫表型#结果显示!原代培养的
Ah7a57+

已经开始

高表达
7200

)

72(%

)

72$%8

#但是仍有一定程度地表达
72'0

)

7208

#而第
'

代的
Ah7a57+

则高度表达
721(

)

72$%8

等间

充质细胞标志#几乎不表达
72'0

等内皮细胞)造血细胞标志

$图
$6

)

7

)

2

%*

图
$

!!

第
'

代
Ah7a57+

的形态及免疫表型
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?&?

!,

型胶原糖胺聚糖支架的形态观察及鉴定
!

制作好的
,

型胶原复合糖胺聚糖复合支架材料为白色)多孔的泡沫状圆柱

体#可见支架材料的表面孔隙较多#刀片切开可见支架材料内

部孔隙分布均匀#孔隙之间相互贯通$图
13

)

6

%*

,

型胶原复

合糖胺聚糖复合支架在扫描电镜下观察可见支架呈多孔泡沫

状#孔隙分布均匀#材料内空隙相互连通#孔径平均#孔径值在

$$%

!

1'%

#

H

之间$图
17

%*支架孔隙率为$

($&/%\1&$-

%

9

#

满足软骨组织工程学支架材料孔隙率的要求*支架吸水膨胀

率为$

1$'&-$\$&'$

%

9

#显示支架亲水性良好*支架材料
ZV

染色镜下观察显示!支架材料呈多孔)多孔泡沫状结构#孔径均

匀#孔隙之间相互贯通$图
'3

%(甲苯胺蓝染色阳性提示!支架

材料中有糖胺聚糖存在$图
'6

%(番红精
e

染色阳性提示!支架

材料中已无细胞成分存在$图
'7

%(

,

型胶原免疫组织化学染

色阳性提示!将软骨脱细胞处理后
,

型胶原得到了极大的保

存#它与糖胺聚糖是该支架材料的主要成分$图
'2

%*

!!

3

!正面(

6

!侧面(

7

!电镜扫描$

8̂%%%

%*

图
1

!!

支架材料正侧面及电镜扫描结果

!!

3

!

ZV

染色$

1̂%%

%(

6

!甲苯胺蓝染色$

^1%%

%(

7

!番红精
e

染色

$

1̂%%

%(

2

!

,

型胶原免疫组织化学染色$

1̂%%

%*

图
'

!!,

型胶原复合糖胺聚糖复合支架材料染色观察结果

?&@

!,

型胶原糖胺聚糖支架对
Ah7a57+

成软骨的诱导
!

Ah7a57+

在
,

型胶原糖胺聚糖复合支架材料中培养
'

周后#

即可肉眼观察到支架材料表面有白色+软骨样,组织形成(第
0

周后#可明显观察到支架材料表面白色+软骨样,组织随着培养

时间延长较前明显增多(第
$%

周时#可观察到白色+软骨样,组

织覆盖整个支架材料表面(培养满
$1

周后取出观察为!乳白色

软骨样组织#表面光滑#体积较支架材料稍增大#标本的弹性

可#质稍软$图
0

%*诱导
'

周后的标本
ZV

染色!镜下可以观

察到支架表面黏附细胞数量较多#表明支架对细胞的黏附能力

较强#并有片状软骨陷窝状结构#有类软骨样组织形成$图

83

%(甲苯胺蓝染色!呈强阳性反应#证明细胞外有大量胶原成

分及糖胺聚糖生成$图
86

%(

,

型胶原免疫组织化学检测结果

显示!呈强阳性#说明有大量的软骨细胞特异性成分$

,

型胶

原%生成$图
87

%*在扫描电镜观察下可见!细胞在支架材料上

生长良好#与材料黏附紧密#细胞分裂增殖活跃#可见软骨样细

胞及其周围大量的胶原纤维#胶原纤维相互交错连接$图
82

%*

图
0

!!

接种了
Ah7a57+

的
,

型胶原糖胺聚糖支架

体外成软骨过程

!!

3

!

ZV

染色$

1̂%%

%(

6

!甲苯胺蓝染色$

^1%%

%(

7

!

,

型胶原免疫

组织化学染色$

1̂%%

%(

2

!扫描电镜观察$

$̂%%

%*

图
8

!!

接种了
Ah7a57+

的
,

型胶原糖胺聚糖支架

%诱导
'

周'的染色观察结果

@

!

讨
!!

论

!!

目前#

a57+

在软骨损伤修复方面已经有了广泛的应用#

研究证实其具备向软骨细胞分化的能力&

-./

'

*将各种来源的

a57+

与软骨细胞进行共培养显示#其能分泌各种生物活性分

子来促进软骨细胞的增殖和细胞外基质的形成&

(.$%

'

*

a57+

具

有免疫调节特性#包括抑制细胞的增殖和分化#免疫调节其他

的免疫细胞如自然杀伤细胞和巨噬细胞&

$$

'

*因此#如果要在

临床上广泛使用
a57+

#需要进行仔细的调查#行敏感测试#以

确保达到安全的细胞治疗的目的&

$1

'

*经过多年的研究证实!

Ah7a57+

增殖)分化能力更强#免疫原性更低#安全性高#适

合于广泛的临床运用&

$'

'

*本实验证明了
Ah7a57+

是可以在

短时间内快速扩增的#培养出来的细胞也可以正常稳定地传

代#细胞形态及其增殖能力没有明显改变*流式细胞仪检测结

果表明!

Ah7a57+

高度表达
721(

和
72$%8

#几乎不表达造血

干细胞标志物#这与骨髓来源的
a57+

相似#是目前较理想的

软骨组织工程种子细胞*

为了使
a57+

向软骨细胞定向分化#一般是在培养时加入

各种生物活性分子如转化生长因子
.

)骨形态发生蛋白)胰岛

素样生长因子等进行诱导&

$0

'

*近年来有研究表明#天然软骨

来源的细胞外基质支架能在没有外源性生长因子干预的条件

下#诱导多能干细胞的成软骨分化#认为直接的细胞
.

细胞外基

质相互作用能显著影响干细胞的表型表达和分化&

$8

'

*将

a57+

培养于
,

型胶原三维支架中#在没有转化生长因子
.

.

$
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等生物活性分子的干预和诱导下#

,

型胶原能够上调
5:_

相

关高迁移率组基因
(

$

5:_.C<@>=<!A#

D

A H"?#@#=

GD

C"E

L

.?"F

D

<,<(

#

5"F(

%)

,

型胶原)聚集蛋白聚糖$

>

DD

C<J>,

#

3QQ

%)软骨

寡聚基质蛋白 $

J>C=#@>

D

<"@#

D

"H<C#JH>=C#F

L

C"=<#,

#

7eaX

%和

/

型胶原$

J"@@>

D

<,=

GL

<

/

#

J"@@$%

%的
H:̀ 3

表达#促进

a57+

的软骨细胞相关表型表达#促进细胞合成
,

型胶原和糖

胺聚糖#诱导其成软骨#这也表明
a57+

能对特定的细胞外基

质环境做出反应&

$)

'

*虽然关于生物活性分子对
a57+

分化调

节机制的研究很多#但是对细胞外基质如何调节
a57+

分化机

制的研究很少*一个可能的机制就是细胞外基质通过整合素

受体对
a57+

进行分化调控#整合素受体是介导细胞和其外环

境的跨膜受体#阻断特定的整合素受体后#可观察到
a57+

的

成软骨分化被抑制&

$-

'

*

将
Ah7a57+

与合适的生物材料支架复合#模拟天然软骨

细胞外基质结构和生化环境#可能进一步提高其成软骨分化潜

能*本实验将
X'

代
Ah7a57+

接种到
,

型胶原及糖胺聚糖复

合支架上#并在体外进行非诱导剂下的培养*天然软骨来源的

细胞外基质支架材料在经过实验验证后证实#该材料的成分与

结构和天然软骨类似#所以能够更好地模拟软骨细胞的细胞外

基质环境#有利于软骨细胞的生长)增殖及表型维持*因此#它

可以作为未来软骨组织工程研究的一个方向*本实验培养出

的软骨组织标本
ZV

染色)甲苯胺蓝染色及
,

型胶原免疫组织

化学检测均为阳性#镜下可以观察到片状软骨陷窝状结构#有

类软骨样组织形成#细胞外有大量
,

型胶原成分及糖胺聚糖生

成*但是#本实验培养出的软骨在力学性能上欠佳#质软*因

此#如何在非诱导条件下#使
Ah7a57+

能够在体外构建更为

成熟的组织工程软骨还需要进一步的研究*笔者构建的组织

工程软骨在体外培养时间较短#长期培养后
Ah7a57+

是否会

出现去分化现象#移植入体内后是否可以形成软骨组织尚不清

楚#这也需要进一步的研究*但是笔者确信#随着研究的不断

深入#组织工程软骨必会表现出其良好的应用前景*

综上所述#本文
Ah7a57+

经检测显示符合
a57+

的基本

生物学特性#可以作为软骨组织工程良好的种子细胞来源#而

,

型胶原复合糖胺聚糖支架材料具备适合细胞生长)增殖的孔

径和孔隙率#亲水性及生物相容性良好#可以作为软骨组织工

程良好的细胞载体#将两者复合可在体外不经诱导而初步构建

组织工程软骨#为软骨损伤的修复奠定了一定的实验基础*
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