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　 　 【摘要】 　 目的　 制备不同浓度的兔软骨脱落细胞支架,并评估其理化性能和干细胞的相容性,为软骨修复提

供实验依据。 方法　 Percoll 密度分离法培养骨髓间充质干细胞(bone
 

marrow
 

mesenchymal
 

stem
 

cells,BMSCs),并进

行流式细胞学鉴定和成骨、成软骨分化能力检测。 从兔膝、股关节中切取软骨片,进行物理粉碎、反复冻融以及各

种酶混合消化脱细胞。 为比较并观察不同浓度脱细胞支架的理化性能差异,设计 3 组支架,浓度分别为 100%( A
组)、50%(B 组)、30%(C 组),每组 3 只。 将第 3 代 PKH26 示踪的 BMSCs 接种于最适浓度支架上培养 1 周,观察细

胞生长情况。 结果　 流式技术检测 BMSCs 表面抗原,CD44、CD90 呈阳性表达,CD45 阴性表达;成骨诱导茜素红染

色可见红色钙结节;软骨诱导阿利新蓝染色见软骨结节呈蓝色;3 组支架经苏木素-伊红( HE)、甲苯胺蓝染色后未

观察到明显细胞形态。 样本脱细胞后的 DNA 浓度与未脱支架的指标均值差异具有显著性(P
  

<
  

0. 05)。 糖胺聚糖

含量较正常值稍偏低。 3 组支架两两比较孔径、吸水膨胀率、孔隙率、支架断裂强度、杨氏模量差异具有显著性(P
  

<
  

0. 05);干细胞与支架共培养后细胞附着良好。 结论　 Percoll 密度分离法可获取高纯度的兔 BMSCs;应用混合脱

细胞方法脱细胞较彻底。 B 组支架可作为构建组织工程软骨修复的最适方案。 体外培养的 BMSCs 在 B
 

组支架生

长良好。
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To
 

prepare
 

decellularized
 

scaffolds
 

from
 

rabbit
 

cartilage
 

at
 

various
 

concentrations
 

and
 

assess
 

their
 

physicochemical
 

properties
 

and
 

compatibility
 

with
 

stem
 

cells
 

to
 

provide
 

an
 

experimental
 

basis
 

for
 

cartilage
 

repair.
 

Methods　 Bone
 

marrow
 

mesenchymal
 

stem
 

cells
 

( BMSCs)
 

were
 

cultured
 

using
 

the
 

Percoll
 

density
 

gradient
 

separation
 

method,
 

and
 

this
 

was
 

followed
 

by
 

flow
 

cytometric
 

analysis
 

and
 

testing
 

of
 

their
 

osteogenic
 

and
 

chondrogenic
 

differentiation
 

capabilities.
 

Cartilage
 

pieces
 

were
 

excised
 

from
 

rabbit
 

knees
 

and
 

hip
 

joints
 

and
 

subjected
 

to
 

physical
 

crushing,
 

repeated
 

freeze-thaw
 

cycles,
 

and
 

mixed
 

enzymatic
 

digestion
 

for
 

decellularization.
 

To
 

compare
 

and
 

observe
 

the
 

physicochemical
 

properties
 

of
 

the
 

decellularized
 

scaffolds
 

at
 

different
 

concentrations,
 

three
 

groups
 

of
 

scaffolds
 

( labelwd
 

A,B,and
 

C)
 

were
 

designed
 

with
 

concentrations
 

of
 

100%,
 

50%
 

and
 

30%,with
 

three
 

replicates
 

each.
 

Third-generation
 

PKH26-labeled
 

BMSCs
 

were
 

seeded
 

onto
 

optimally
 

concentrated
 

scaffolds
 

and
 

cultured
 

for
 

1
 

week
 

to
 

observe
 

cell
 

growth.
 

Results　 Flow
 

cytometry
 

detected
 

BMSC
 

surface
 

antigens
 

with
 

positive
 

expression
 

of
 

CD44
 

and
 

CD90
 

and
 

negative
 

expression
 

of
 

CD45.
 

Osteogenic
 

induction
 

stained
 

with
 

alizarin
 

red
 

showed
 

red
 

calcific
 

nodules,
 

and
 

chondrogenic
 

induction
 

stained
 

with
 

alcian
 

blue
 

showed
 

blue
 

cartilaginous
 

nodules.
 

No
 

apparent
 

cell
 

morphology
 

was
 

observed
 

in
 

the
 

three
 

groups
 

of
 

scaffolds
 

stained
 

with
 

hematoxylin-eosin,
 

and
 

toluidine
 

blue.
 

There
 

was
 

a
 

significant
 

difference
 

in
 

DNA
 

concentration
 

between
 

decellularized
 

samples
 

and
 

non-decellularized
 

scaffolds
 

(P
 

<
 

0. 05).
 

The
 

content
 

of
 

glycosaminoglycans
 

was
 

slightly
 

lower
 

than
 

the
 

normal
 

values.
 

Significant
 

differences
 

were
 

observed
 

between
 

the
 

three
 

groups
 

of
 

scaffolds
 

in
 

terms
 

of
 

pore
 

size,
 

water
 

absorption,
 

porosity,
 

tensile
 

strength,
 

and
 

Young’ s
 

modulus
 

(P
 

<
 

0. 05).
 

After
 

co-cultivation
 

of
 

stem
 

cells
 

with
 

the
 

scaffolds,
 

cell
 

adhesion
 

was
 

found
 

to
 

be
 

good.
 

Conclusions 　 Percoll
 

density
 

gradient
 

separation
 

can
 

obtain
 

high-purity
 

rabbit
 

BMSCs,
 

and
 

the
 

mixed
 

decellularization
 

method
  

is
 

superior.
 

Group
 

B
 

scaffolds
 

were
 

the
 

most
 

suitable
 

for
 

tissue-
engineered

 

cartilage
 

repair.
 

BMSCs
 

cultured
 

in
 

vitro
 

grew
 

well
 

on
 

Group
 

B
 

scaffolds.
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　 　 软骨受损是由生理或病理条件下韧带超重负

荷和不稳定而导致过度异常活动的相关损失[1] 。
目前尚未有治疗关节软骨损伤的“黄金标准”。 治

疗主要分为药理性和非药理性,微创技术也可应用

于关节表面损伤:(1)微骨折技术刺激骨髓及再生

过程,促进纤维透明软骨的形成;(2)同种异体和自

体软骨圆柱体的移植;(3)体外软骨细胞培养并植

入到软骨受损部[2-4] 。 关节软骨的内在愈合能力较

差,其修复仍然是一个重大的临床挑战[5] 。
近年来,组织工程以指数级速度发展,旨在生

产功能性组织用于重建或再生结构受损或丢失的

组织和器官,如皮肤、软骨、血管、肝等。 生物构建

组织一般指将功能性的细胞植入具有抗炎、免疫调

节等微环境的生物材料组织中[6] 。 骨髓间充质干

细胞( bone
 

marrow
 

mesenchymal
 

stem
 

cells,BMSCs)
具有自我更新能力、多向分化能力、骨髓支撑能力、
抗炎和免疫调节的特性,此外取材简便、来源充足,
在体外培养时易分离和扩增[7] 。 单一使用 BMSCs
疗法已成功运用到软骨修复上,但是最佳的细胞来

源、性质及正确的数量存在争论。 功能性生物材料

支架丰富,比如金属和复合材料、陶瓷和聚合物、水
凝胶、软骨脱细胞可用于成骨的再生支架[8-10] 。 脱

细胞的细胞外基质支架通过物理、反复冻融、酶消

化等多种方法混合应用除去了组织中的细胞组分,
保留相关基质,有效降低了天然材料的免疫原性,
生物相容性表现优异,并且其所保留的软骨基质成

分可提供软骨再生微环境促进细胞附着、增殖迁

移、分化和分泌以及软骨的形成,已被证明是一种

良好的软骨再生生物材料[10-11] 。 若不能充分去除

软骨脱落细胞支架软骨的细胞成分,这些剩余的细

胞成分很可能会引发不良的炎症反应并抑制建设

性重塑,包括细胞密度、基质密度、厚度、孔隙和形

态在内的许多变量都会影响组织和器官脱落细胞

的程度, 从而影响所得支架的完整性和物理特

性[12-13] 。 不同浓度的软骨脱落细胞支架能影响其

吸水率、孔隙大小以及杨氏模量等方面。
本研究旨在选择最适合浓度的软骨脱落细胞

支架以及与兔 BMSCs 共培养 1 周后 BMSCs 的生长

情况,证实了组织工程学模式构筑新型组织工程支

架的可行性,进而为组织工程支架临床应用研究奠

定了基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

8 只 3 月龄普通级日本大耳兔,体重约 2. 1
 

kg,

3101
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雄性,购自北京金牧阳实验动物养殖有限公司

【SCXK(京)2020-0003】,于华北理工大学实验动物

中心【SYXK(冀)2020-007】饲养。 日本大耳兔采用

分笼饲养,模拟兔子在自然条件下所经历的昼夜循

环 12
 

h / 12
 

h 饲养,动物房饲养的温度控制在 22
  

~
  

25
 

℃ ,环境湿度维持在 40%
  

~
  

50%,兔子自由摄水

摄食。 实验方案经华北理工大学动物学院伦理委

员会批准(2023-SY-058),严格遵循了科技部发布的

《关于善待实验动物的指导性意见》中规定的伦理

和福利标准。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

陆眠 宁 ( 批 号 070011777, 吉 林 华 牧 ), 1%
TritonX-100 溶液(批号 A6345,美国 Sigma),PMSF

 

Solution(批号 P0231C,碧云天),PBS(批号 202303
 

21,北京索莱宝),抑肽酶溶液(批号 C3214,美国

Sigma),DNA 酶(批号 D8017,美国 Sigma),RNA 酶

(批号 R8020,美国 Sigma),特级胎牛血清 ( 批号

16420-50,北京普诺赛),Percoll 细胞分离液(批号

20220319,河北瑞帕特有限公司),0. 25%
 

Trypsin 和

0. 02%
 

EDTA ( 批号 25200-56,美国 Gibco 公司),
PicoGreen

 

dsDNA 定量检测试剂盒(批号 P9740,北
京 Solarbio ), CD44 ( 批 号 MA4400, 美 国 Thermo

 

Scientific),PKH26 红色荧光细胞连接器试剂盒(批

号 D0030,美国 Sigma 公司),兔糖胺聚糖检测(批号

23012029,上海恒远公司)
37

 

℃恒温气浴震荡仪(常州市鸿科仪器公司,
型号 MH-2),高速离心机(美国 Thermo

 

Scientific 公

司,型号 Micro7),冷冻干燥机(北京亚泰科隆仪器

技术有限公司,型号 YTLG-10A),电子万能材料试

验机(日本 SHIMADZU 公司,型号 0-500N),紫外交

联仪(新芝生物科技有限公司,型号 SZ03-Ⅱ),共聚

焦显微镜(德国 Leica 公司,型号 XW880),荧光显微

镜(日本 Olympus 公司,型号 bx61)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 兔骨髓间充质干细胞分离、培养及传代

陆眠宁按 0. 1
 

mL / kg 肌注日本大耳兔大腿根

部,固定兔四肢于手术台,对胫骨内侧毛发进行清

洁和剃毛,碘伏消毒 3 次,铺无菌手术洞巾;用 14 号

骨髓穿刺针穿刺胫骨内侧进入骨髓腔,穿刺针筒内

及 20
 

mL 注射器各加入 1
 

mL 单位为 3000
 

U / mL 的

肝素冲洗,防止骨髓液凝固,抽取骨髓液 5
 

mL。 将

骨髓液缓慢加到预先置有 1. 077
 

g / L 的 Percoll 淋巴

细胞分离液 5
 

mL(骨髓液和淋巴细胞分离液体积比

约为 1 ∶ 1) 的 15
 

mL 离心管中,2500
 

r / min 离心

20
 

min。 吸取第 2 层乳白色的界面层(含目标细胞

层)转移到新的 15
 

mL 离心管中,PBS 洗涤细胞 2
次,高速离心 1000

 

r / min,5
 

min;去上清液,加 5
 

mL
的 DMEM / F-12 完全培养基轻轻重悬细胞,种植至

无菌的 T25 培养瓶,放入 37
 

℃ 、体积分数为 0. 05 的

CO2 培养箱内培养。 第 3 天半量培养基更换,第 5
天更换新的培养基并去除未贴壁细胞。 当细胞融

合度达 80%
  

~
  

90%时,采用 1 ∶ 2 传代;用生理盐水

洗涤细胞 2
  

~
  

3 次,去除残余液体。 加入 500
 

μL 的

0. 25%
 

Trypsin
  

+
  

0. 02%
 

EDTA,轻轻倾斜并摇动培

养;在培养箱中取出细胞,酶解 1
 

min,在显微镜下检

查细胞状态,若细胞呈现透明圆形则终止酶解。 向

培养瓶中添加 2
 

mL 完整的 DMEM / F-12 培养基停

止胰酶活性,用移液器轻轻吹打以确保细胞完全分

离,然后将细胞转移到一个新的 15
 

mL 离心管内,在
1000

 

r / min 离心 5
 

min,收集细胞沉淀。 去上清,用
新鲜的 DMEM / F-12 完全培养基重新悬浮细胞,按
照 1 ∶ 2 的比例进行传代,放入设定为 37

 

℃ 、5%
 

CO2 的细胞培养箱内继续培养,隔日观察。 取第 3
代 BMSCs 进行后面的实验。
1. 2. 2　 兔骨髓间充质干细胞表面标志物鉴定

流式细胞仪检测 BMSCs 表面标志物:对第 3 代

BMSCs(融合度达到 80%
  

~
  

90%)操作如下:吸除培

养基,加 2
 

mL
 

PBS 洗涤 2 次细胞,每次不超过 30
 

s,
以除去死细胞和代谢废物。 吸弃 PBS,加入 500

 

μL
的 0. 25%

 

Trypsin
  

+
  

0. 02%
 

EDTA,轻摇培养瓶,确
保均匀覆盖底部。 放置培养箱内 60

  

~
  

80
 

s 促细胞

脱落。 加入 2
 

mL 完整培养基中止胰蛋白酶反应,将
细胞转入 15

 

mL 的离心管,以 1000
 

r / min 离心 5
 

min,以便收集细胞沉淀。 弃上清,用 200
 

μL
 

PBS 重

新悬浮细胞,准备标记;向流式管中加 2. 5
 

μL
 

CD44
抗体,均匀混合。 室温避光孵育 1

 

h,期间轻弹管子

2
  

~
  

3 次;加入 1
 

mL
 

PBS 冲悬, 1500
 

r / min 离心

5
 

min;弃上清,收集单细胞悬液,冲悬于 200
 

μL
 

PBS
中;加入 2. 5

 

μL 的二抗加到流式管内,混匀,室温避

光孵育 30
 

min,期间轻弹管体 2
  

~
  

3 次;加入 2. 5
 

μL
 

CD45、CD90 抗体,混匀;流式细胞术分析前的准备:
设定流式细胞仪的参数,收集目标抗体染色组的细

胞数据,并通过 FlowJo
 

10. 0 软件进行数据分析,评
估细胞表面标志物的表达。
1. 2. 3　 骨髓间充质干细胞分化诱导

(1)将 1
 

mL
 

0. 1%明胶加入到六孔板中,摇匀,

4101
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均匀覆盖各孔底部。 置于无菌的超净台或 CO2 培

养箱至少 30
 

min。 随后用移液枪吸弃明胶溶液进行

细胞铺板。 每孔接种密度设置为 2
  

×
  

104
 

cells / cm2,
并且向每孔加入 2

 

mL 的完全培养基进行培养。 当

细胞汇合度达到 70%时,表示细胞已经达到了足够

的密集程度,适合开始分化诱导,并向每个孔中加

入 2
 

mL 的成骨诱导分化培养基。 在成骨诱导分化

过程中,每 3
 

d 更换 1 次新鲜的成骨诱导分化培养

基,共培养 28
 

d。
(2)骨髓间充质干细胞成软骨诱导:将第 3 代

BMSCs 进行消化、离心操作,将 3
  

×
  

105
  

~
  

4
  

×
  

105 个

待诱导的细胞转移至 15
 

mL 离心管中,1000
 

r / min
离心 4

 

min,并用移液枪吸除上清。 加入 0. 5
 

mL 成

软骨诱导分化预混液,重悬离心所得的细胞悬液,
以 1000

 

r / min 离心 5
 

min。 用无菌胶头吸管吸取

500
 

μL 密度约 2
  

×
  

105 细胞悬液,随后加入 0. 5
 

mL
成软骨诱导分化完全培养基重悬,以 1000

 

r / min 离

心 5
 

min。 将其竖立放置于 37
 

℃ 、5%
 

CO2 饱和湿度

的培养箱中培养,24
 

h 内静置离心管,使得细胞悬

液更易成团;在细胞培养期间,每隔 2
  

~
  

3
 

d 给细胞

更换新配制的成软骨诱导分化完全培养基,共培养

31
 

d。
1. 2. 4　 兔软骨脱细胞支架的制备及理化性能检测

处理兔双侧股骨、胫骨,去除关节周围的皮肤、
脂肪,保护关节软骨。 无菌手术刀切割软骨,切成

2
 

mm3 小块并置于冰上的 50
 

mL 离心管中保存。 然

后进行生理盐水冲洗 3 次,预冻后置于-80
 

℃ 冰箱

过夜。 48
 

h 冻干(参数设定为 0. 009
 

Pa,冰冷器为

-60
 

℃ ),然后研磨(频率 70
 

Hz、90
 

s)5 次,100 目滤

网去除未充分研磨的较大软骨颗粒,- 20
 

℃ 保存。
软骨颗粒置于-80

 

℃ 冰箱中 2
 

h,37
 

℃ 快速震荡融

化 1
 

h;融化后再次置于-80
 

℃ 冰箱中,上述步骤重

复 6 个循环;向 50
 

mL 离心管中添加 5
 

mL 软骨颗

粒,然后加入 5%胰蛋白酶消化液 30
 

mL 进行酶消

化 6
 

h,6 个周期。 PMSF 消化脱细胞 4
 

h;离心去除

上清液,加入 PBS 清洗,并吹打混匀,以 4000
 

r / min
离心颗粒 20

 

min;准备 10
 

mol / L
 

Tris-HCl ( pH
  

=
  

7. 4)溶液;配制含有 50
 

U / mL 脱氧核糖核酸酶和

1
 

U / mL 核糖核酸酶 A 的核酸酶溶液;准备含有 10
 

U / mL 的 10
 

mmol / L
 

Tris-HCl( pH
  

=
  

7. 4)抑肽酶溶

液用于清洗样本中蛋白酶活性。 将软骨颗粒 2500
 

r / min 离心 20
 

min,去除上清液加入 30
 

mL 核酸酶

溶液消化 4
 

h;加入 30
 

mL 含有 10
 

U / mL 抑肽酶的

10
 

mmol / L
 

Tris-HCl 溶液孵育 20
 

h,最后用 PBS 洗

涤。 1%
 

Triton-X100 / PBS 溶液孵育 24
 

h;PBS 洗涤

6 次。 将颗粒粉末制作成不同浓度的支架,即 A 组

(100%)、B 组(50%)、C 组(30%) 共 3 组,每组以

01、02、03 作为标记置于聚四氟乙烯模具中,预冻后

进行冻干 72
 

h,紫外交联消毒 48
 

h。
支架行大体观察、物理性能、力学性能相关检

测以及组织学评估。 支架微观结构用扫描电镜观

察:将支架贴于导电碳膜双面胶上,放入离子溅射

仪样本台上进行喷金 30
 

s。 将经过镀膜处理的支架

放入样本交换室中,进行真空抽取显微镜下观察并

拍照记录。
1. 2. 5　 PKH26 标记骨髓间充质干细胞与支架共培

养 1 周后甲苯胺蓝染色及激光共聚焦显微镜观察

(1)PKH26 标记示踪骨髓间充质干细胞:将状

态良好的第 2 代骨髓间充质干细胞以密度为 2
  

×
  

107 / L 细胞加入离心管中,首先用不含血清培养基

清洗细胞 1 遍,以 1000
 

r / min 离心 5
 

min。 在完成细

胞离心后,小心吸除上层的上清液,保留不超过 25
 

μL;向离心管中加入 1
 

mL 稀释液 C,并使用移液管

轻轻吹打以混合, 从而制备细胞悬液。 将 4
 

μL
 

PKH26 乙醇溶液加入 1
 

mL 稀释液 C 中,充分吹打

混匀,以备用。 取大约 4
  

×
  

106 / L 细胞密度的 1
 

mL
细胞悬液加入 1

 

mL 染色液中,立即使用移液管轻轻

吹打混匀,使最终细胞密度达到 1
  

×
  

107 / L,混匀后

室温下避光处孵育 1
  

~
  

5
 

min,加入 2
 

mL 血清以终

止染色反应,孵育 1
 

min 以结合多余的染料。 在 20
  

~
  

25
 

℃ 条件下,1500
 

r / min 离心 10
 

min,小心吸除

上清,以避免吸走细胞沉淀。 使用 10
 

mL 的完全培

养基,轻轻重悬沉淀的细胞,确保细胞均匀分散,将
重悬的细胞转移到 1 个新的无菌离心管中,以减少

交叉污染的风险。 再次离心 5
 

min,以沉淀细胞。 使

用 10
 

mL 的完全培养基对细胞进行 2 次清洗,每次

清洗后都要进行离心和上清液的移除,以确保去除

未结合的染料。 在最后一次清洗后,用 4
 

mL 的完全

培养基轻轻重悬细胞,并充分吹打混匀。 将细胞接

种至 T25 培养瓶中,放回培养箱内继续培养,以促进

细胞扩增。
兔 BMSCs 与支架共同培养 1 周:将接种细胞的

支架用 PBS 清洗 2 次,每次 1
 

h,加入完全培养基浸

泡 48
 

h,后将 PKH26 标记的细胞接种在支架上,在
培养箱共同培养 1 周。 冰冻切片处理后甲苯胺蓝染

色机共聚焦显微镜下观察细胞生长情况。
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1. 3　 统计学分析
 

使用 Graphpad
 

Prism
 

8. 0 软件中进行数据分析

和作图,将符合正态分布的定量数据用平均值
 

±
 

标

准差( 􀭰x
 

±
 

s)表示。 对于两个独立样本的平均值进

行比较时,应用 t 检验;而在对多个样本组的平均值

进行比较时,则使用单因素 ANOVA(单变量方差分

析),并通过 SNK( Student-Newman-Keuls)方法进行

两两比较。 所有的均采用双侧检验,以 P
  

<
  

0. 05 为

具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 BMSCs 的形态观察

原代细胞形成集落,贴壁细胞明显增多,纤维

状或星形状的细胞,形态不规则,传代细胞呈纺锤

形、多角形,呈漩涡状生长(图 1A);每 2 或 3
 

d 进行

换液,待贴壁细胞融合度达到 80%
  

~
  

90%时,可进

行第 1 次细胞传代,比原代细胞更规则,细胞间隙减

少,细胞形态更加紧密(图 1B);待细胞传至第 2 代

时,细胞生长速度增快,细胞形态逐渐统一,分布不

均(图 1C);第 3 代间充质细胞纯度较高,细胞呈对

数期增长,细胞形态呈现为小弓箭型、多边形,呈现

漩涡状生长(图 1D)。
2. 2　 流式细胞仪鉴定 BMSCs 表面抗原

流式细胞分析结果:表面 CD45 抗体细胞数占

细胞总数的 0. 37%,而 CD90 抗体阳性细胞占细胞

总数的 98. 20%, CD44 抗体总数占细胞总数的

99. 00%,除了不表达 CD45 之外,CD44 和 CD90 的

阳性表达与 BMSCs 的生物学特性相符,证明了通过

Percoll 密度梯度离心法分离得到的细胞是 BMSCs,
见图 2。

图 1　 显微镜下 BMSCs 的形态学变化

Figure
 

1　 Morphological
 

changes
 

of
 

BMSCs
 

observed
 

under
 

the
 

microscope

图 2　 骨髓间充质干细胞表面抗原 CD44、CD45 和 CD90 测定

Figure
 

2　 Measurement
 

of
 

surface
 

antigens
 

CD44,
 

CD45
 

and
 

CD90
 

on
 

bone
 

marrow
 

mesenchymal
 

stem
 

cells

2. 3　 骨髓间充质干细胞成骨、成软骨诱导分化

BMSCs 经过 21
 

d 成骨诱导后逐渐发展出不规

则的钙化结节,进一步应用茜素红染色后,钙化结

节显示出醒目的深红色,见图 3;BMSCs 用软骨诱导

液诱导初始阶段细胞形态无显著变化。 随着诱导

过程的延续,软骨结节逐渐变得明显,直到 31
 

d 后,

用阿利新蓝染色液染色,可观察到软骨结节周围的

形态及排列发生了变化,呈现出蓝色,见图 4。
2. 4　 软骨脱细胞支架的大体观察

支架一般为乳白色棒状体,直径约 5
 

mm,高度

约 10
 

mm,其表面呈现出粗糙的质地,并可见到多个

细小的孔隙(图 5)。
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注:成骨细胞中的钙盐沉积茜素红染成橙红色。

图 3　 BMSCs 成骨诱导 21
 

d 后茜素红染色

Note.
 

Calcium
 

deposits
 

in
 

osteoblasts
 

stain
 

orange-red
 

with
 

alizarin
 

red.

Figure
 

3　 Alizarin
 

red
 

staining
 

of
 

BMSCs
 

after
 

21
 

d
 

of
 

osteogenic
 

induction

注:可见大量空泡形成,细胞染成蓝色,说明含有酸性多糖。

图 4　 兔 BMSCs 成软骨诱导分化阿利新蓝染色

Note.
 

Extensive
 

vacuole
 

formation
 

with
 

cells
 

stained
 

blue,
 

indicating
 

the
 

presence
 

of
 

acid
 

mucopolysaccharides.

Figure
 

4　 Rabbit
 

BMSCs
 

stained
 

with
 

Alcian
 

blue
 

for
 

chondrogenic
 

differentiation
 

induction

注:支架表面粗糙可见细小孔隙。

图 5　 软骨悬液经过冷冻、干燥后制备

的 3 组支架三维多孔支架

Note.
 

Scaffold
 

surface
 

is
 

rough
 

with
 

visible
 

fine
 

pores.

Figure
 

5　 Three-dimensional
 

porous
 

scaffolds
 

prepared
 

from
 

cartilage
 

suspension
 

after
 

freezing
 

and
 

drying

2. 5　 软骨脱细胞支架的组织学评估

苏木素-伊红( HE)染色:支架内部呈现伊红的

红色,形成了网状的疏松排列,这种结构中存在大

量的交联孔隙,在网状支架上并未观察到明显的细

胞形态(图 6)。
甲苯胺蓝染色:支架内部呈现蓝色,脱细胞基

质的微丝之间形成互相连接的网络结构,布局呈现

为疏松且网状的排列,在这些网状支架上,没有观

察到明显的细胞形态(图 6)。
GAG 浓度测定:以兔糖胺聚糖标准品的浓度作

为横轴,以 450
 

nm 波长的吸光值作为纵轴,制作标

准曲线。 其线性关系方程表达为 y
  

=
  

0. 0007x
  

+
  

0. 0329,且相关系数 R2 达到 0. 9951。 这表明,在所

考察的范围内,本方法展现出优秀的线性关系,见
图 7。 利用此标准曲线方程,可以计算测试样本中

的糖胺聚糖含量。 3 份供试品溶液中兔糖胺聚糖浓

度平均值为 180. 52
  

±
  

4. 06
 

μg / L,其较正常值稍偏

低,说明支架脱细胞后仍保留糖胺聚糖。
DNA 定量分析:未脱细胞及脱细胞支架在经受

蛋白酶 K 处理且彻底溶解后,通过离心操作未观察

到任何沉淀;对未经脱细胞处理的样本溶液中的

DNA 含量进行测定,约为 328. 00
  

±
  

2. 30
 

ng / mL,脱
细胞后的支架 DNA 浓度为 21. 20

  

±
  

1. 08
 

ng / mL。
未脱样本与脱细胞后支架的 DNA 浓度 2 组浓度均

数采用 t 检验,结果显示 P
  

<
  

0. 05,表明脱细胞前后

DNA 浓度之间差异具有显著性,即脱细胞过程显著

降低了支架中的 DNA 含量。
微观结构:在使用扫描电镜( scanning

 

electron
 

microscope,SEM)对不同组别的支架样本进行观察

时(图 8),首先在 50 倍的放大倍数下,可以明显看

到支架内部的孔隙结果是相互贯通的,且分布较为

均匀。 当放大倍数增加到 300 倍时,支架的胶原纤

维结构变得清晰可见。 通过对 3 组支架的孔径进行

测量和计算,可以得到 3 组支架的孔径为 114. 20
 

±
  

1. 58
 

μm、154. 20
  

±
  

7. 73
 

μm、202. 00
  

±
  

10. 73
 

μm。
对于软骨支架来说,孔径大小建议在 100

  

~
  

500
 

μm,这个范围有利于 BMSCs 的附着、生长和软骨分

化。 3 组支架的孔径均在此范围内,较大的孔径更

有助于营养物质的交换,故认为 C 组支架更有利于

细胞的生长。 3 组支架的孔径均值比较采用单因素

方差分析,结果表明差异具有显著性(P
  

<
  

0. 05)。
随后,通过 SNK 检验进行两两比较,A 组与 B 组之

间差异具有显著性(P
  

<
  

0. 05),B 组与 C 组差异具
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注:3 组支架的基质微丝相互连接,呈现网状结构疏松排列。

图 6　 3 组支架经 HE 和甲苯胺蓝染色观察到支架内无细胞残留

Note.
 

Matrices
 

of
 

three
 

groups
 

of
 

scaffolds
 

are
 

interconnected,
 

forming
 

a
 

loosely
 

arranged
 

mesh
 

structure.

Figure
 

6　 Three
 

groups
 

of
 

scaffolds
 

showed
 

no
 

cellular
 

residue
 

within
 

the
 

scaffolds
 

after
 

HE
 

and
 

methylene
 

blue
 

staining

图 7　 兔软骨糖胺聚糖浓度与吸光度的标准曲线

Figure
 

7　 Concentration
 

and
 

absorbance
 

of
 

rabbit
 

cartilage
 

glycosaminoglycans

有显著性(P
  

<
  

0. 05),A 组和 C 组差异具有显著性

(P
  

<
  

0. 05)。
2. 6　 软骨脱细胞支架的物理性能

密度:3 组支架的密度分别是 20. 00
  

±
  

0. 30、
16. 00

  

±
  

0. 25、14. 00
  

±
  

0. 32
 

mg / cm3。 A、B、C
 

3 组

支架密度均值比较采用单因素方差分析,结果表明

差异具有显著性(P
  

<
  

0. 05)。 随后,通过 SNK 检验

进行两两比较,A 组与 B 组之间差异具有显著性(P
  

<
  

0. 05),B 组与 C 组差异具有显著性(P
  

<
  

0. 05),
A 组和 C 组差异具有显著性(P

  

<
  

0. 05)。 3 组支架

的密度会随着支架的浓度升高而呈现上升的趋势。

吸水率:3 组支架的吸水率比较结果见表 1,与
A 组相比,B 组和 C 组的支架吸水膨胀率显著增加

(P
  

<
  

0. 05),表明 B 组和 C 组支架的性能在吸水方

面有显著提升。 进一步的比较发现,C 组支架的吸

水膨胀率也显著高于 B 组(P
  

<
  

0. 05),指出 C 组支

架在这一性能指标上相比 B 组有进一步的提高。 3
组支架的吸水率会随着支架的浓度升高而呈现下

降的趋势。 软骨支架的高吸水率有利于营养物质

的输送机代谢产物的移除,B 组、C 组支架较 A 组支

架更有利。

表 1　 3 组支架的吸水率及孔隙率结果(n
 

=
 

3)
Table

 

1　 Results
 

of
 

water
 

absorption
 

and
 

porosity
 

of
 

three
 

groups
 

of
 

scaffolds
 

(n
 

=
 

3)

分组
Groups

吸水率 / %
Water

 

absorption
 

rate / %

孔隙率 / %
Porosity / %

A 组
 

Group
 

A 697. 03
  

±
  

12. 50　 52. 34
  

±
  

0. 23　
B 组

 

Group
 

B 780. 04
  

±
  

11. 10∗∗ 66. 93
  

±
  

0. 38∗∗

C 组
 

Group
 

C 828. 73
  

±
  

9. 00∗∗∗##
 

81. 88
  

±
  

0. 44∗∗∗##

注:与 A 组相比,∗∗ P
 

<
 

0. 01,∗∗∗ P
 

<
 

0. 001; 与 B 组相比,## P
 

<
 

0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

group
 

A,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01,
 ∗∗∗P

 

<
 

0. 001.
 

Compared
 

with
 

group
 

B,
 ##P

 

<
 

0. 01.

　 　 孔隙率:3 组支架的孔隙率分析结果见表 1,与
A 组相比,B 组和 C 组的支架孔隙率显著增加(P

  

<
  

0. 05),说明 B 组和 C 组的孔隙结构相对于 A 组更

加发达。 进一步比较揭示,C 组的孔隙率比 B 组显
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图 8　 50 倍和 300 倍下观察 3 组支架

Figure
 

8　 Observation
 

of
 

three
 

groups
 

of
 

scaffolds
 

under
 

50
  

×
  

and
 

300
  

×
  

magnification

著提高(P
  

<
  

0. 05);3 组支架的吸水率会随着支架

的浓度升高而呈现下降的趋势。 B 组、C 组的高孔

隙结构较 A 组更有利细胞生长。
2. 7　 支架的力学性能

经过测试及统计分析得出,在压缩位移下的应

力变化,A 组显示出最渐进的应力增加,表明 A 组

图 9　 3 组支架的应变-应力曲线

Figure
 

9　 Strain-stress
 

curves
 

of
 

three
 

groups
 

of
 

scaffolds

在受到压缩时比其他材料更柔软或更易于变形;B
组的斜率介于 A 组和 C 组之间,表明 B 组的刚度介

于 A 组和 C 组之间,C 组似乎表现出应变硬化的特

性,即在初始阶段相对柔软,但在一定位移后迅速

变硬,见图 9。 与 A 组相比,B 组和 C 组支架的断裂

强度显著降低(P
  

<
  

0. 05)。 当 B 组与 C 组进行比

较时,C 组显著更低(P
  

<
  

0. 05),图 10。 与 A 组相

比,B 组和 C 组支架的杨氏模量显著降低 ( P
  

<
  

0. 05)。 进一步的比较发现,C 组的断裂强度比 B
组还要显著减少(P

  

<
  

0. 05),见图 11。 断裂强度的

关系与支架的杨氏模量一致,其会随着 ACM 浓度的

注:3 组支架两两相互比较,aaP
  

<
  

0. 01,aaaP
  

<
  

0. 001。 (下同

图)

图 10　 3 组支架的断裂强度结果(n
  

=
  

3)
Note.

 

Three
 

groups
 

of
 

brackets
 

were
 

pairwise
 

compared,
 aaP

  

<
  

0. 01,
 aaaP

  

<
  

0. 001.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

10　 Fracture
 

strength
 

results
 

of
 

three
 

groups
 

of
 

scaffolds(n
  

=
  

3)

升高而呈现上升趋势。 正常膝关节软骨的数量级

为 1. 9
  

~
  

14. 4
 

MPa,从图中可得出 3 组均接近于人

正常的力学范围内。
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图 11　 3 组支架的杨氏模量比较结果(n
  

=
  

3)
Figure

 

11　 Comparison
 

results
 

of
 

Young’s
 

modulus
 

of
 

three
 

groups
 

of
 

scaffolds(n
  

=
  

3)

2. 8　 骨髓间充质干细胞与支架共培养后激光共聚

焦显微镜观察结果

兔 BMSCs 与软骨脱细胞支架共培养 1 周后,
共聚焦下可观察到细胞表现出良好黏附和分化,
红色 PKH26 显色细胞膜延展性,显示形态变化,
蓝色 DAPI 可见显示规则排列,反映细胞健康与功

能。 细胞膜连接显示细胞间的通讯。 甲苯胺蓝染

色可见支架细胞黏附,均匀分布,排列与支架孔隙

结构相融合。 软骨支架显示了较多的蓝色荧光标

记的细胞核,以及红色荧光标记的细胞膜存在(见

图 12) 。

注:软骨支架的 PKH26 荧光。

图 12　 共聚焦电镜下支架细胞附着情况

Note.
 

PKH26
 

immunofluorescence
 

of
 

cartilage
 

scaffold.

Figure
 

12　 Cell
 

adhesion
 

on
 

scaffold
 

under
 

confocal
 

microscopy

图 13　 支架甲苯胺蓝染色细胞生长情况

Figure
 

13　 Cell
 

growth
 

on
 

scaffolds
 

stained
 

with
 

toluidine
 

blue

3　 讨论

近年来,组织工程得到了快速发展,临床上掀

起应用于软骨修复的治疗热潮。 目前,有临床前和

临床研究表明,干细胞和生物材料的联合应用组织

工程在关节软骨修复治疗方案取得了巨大的进步,
例如类风湿关节炎、骨关节炎等,但还未应用到血

友病关节中,为此研究人员一直在探寻有效的治疗

策略来治疗[14] 。 血友病关节炎是遗传性出血性血

友病最常见的并发症之一,同时是一种特殊的关节

炎,单纯干细胞疗法治疗效果持续性短暂需反复多

次,而软骨脱细胞支架组织工程的出现有望突破血

友病关节炎治疗的瓶颈,虽未应用到血友病动物模

型中,但是点燃了治疗方案路上的火烛,照亮了未

来的路。 本研究制备了不同浓度的兔软骨脱细胞

支架,并通过综合评估其理化性能和干细胞的相容

性,为软骨修复打下良好基础。
BMSCs 在再生治疗中表现出许多优异的特性,

包括多能分化、抗炎和免疫调节特性,还具有促进

造血和刺激血管的能力。 此外,BMSCs 释放的旁分

泌因子会影响周围的微环境[11,15] 。 获得兔骨髓间

充质干细胞的常用方法主要有全骨髓黏附法、密度

离心法、骨片爬片法等[12] 。 本实验采用的是 Percoll
密度离心法,经过抗凝处理后和稀释的骨髓血在

Percoll 淋巴细胞分离液上并离心,红细胞及碎片沉

积到底层,低密度的淋巴细胞置于淋巴细胞分离液

和血浆之间的界面处,随后进行骨髓间充质干细胞

的培养。 此种方法经过不断地换液及传代,可得到
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高纯度骨髓间充质干细胞。 传代细胞形态多为长

梭形,多边形,符合骨髓间充质干细胞的形态学特

征,由于细胞的不断传代,获得的骨髓间充质干细

胞会老化,这会对后续的实验产生一定的影响。 此

次采用流式细胞术鉴定第 3 代骨髓间充质干细胞的

表面标志物。 通过茜素红染色及阿利新蓝染色,可
见成骨、成软骨诱导后的细胞团分别染成红色和蓝

色,红色是钙结节;蓝色是软骨细胞特有的基质成

分即透明质酸和多糖的存在[16-17] 。 2 次染色结果

证实骨髓间充质干细胞在成骨和软骨诱导液分化

下,最终分化成具有功能性的成骨细胞和软骨细

胞。 软骨修复组织工程中支架材料的选择也是一

个非常关键的因素。 在再生医学领域,器官被脱细

胞以去除细胞成分,从而产生无细胞的细胞外基质

(extracellularmatrix,ECM)或无细胞支架,由于这些

支架缺乏细胞成分并维持 ECMs,因此在植入时“无

排斥”,支架可以充当细胞反应的诱导介质,将外源

种子细胞接种在脱细胞支架上使得细胞良好地发

挥作用[18] 。 本实验采用的是脱细胞基质材料支架,
支架经过脱细胞处理后导致无细胞成分存在,保留

了天然的基质成分(即三维超微结构和生物化学成

分),减少了炎症与免疫等反应,同时给予组织理想

的支架。 与其他类型的脱细胞材料不同,软骨脱细

胞支架具备一定的机械性能。 尽管软骨组织经过

脱细胞后,机械性能明显下降,但仍优于其他生物

材料[19] 。 本实验采用不同软骨基质支架的浓度来

改变支架孔隙率和孔径大小,同时相应的压缩模量

也随之改变,本研究得出浓度为 50%时支架性能最

好,其孔隙、吸水率的指标较高,同时杨氏模量接近

于正常人关节软骨的力学性能,一个良好的软骨修

复材料不仅需要高机械稳定性同时能承受较大应

力,综合上述系数结果得知此浓度为软骨脱细胞支

架的最适浓度支架。 成功利用组织工程技术创建

软骨工程基于 3 个关键要素的结合,分别是细胞成

分、支架材料、生长信息因子[20-22] ;实验中的 B 组

(50%)支架经过测量,杨氏模量接近于达到正常人

关节软骨的数量级(1. 9
  

~
  

14. 4
 

MPa)。 未脱细胞

的蛋白量含量较脱之后的蛋白含量较高,此外支架

的糖胺聚糖含量为 180. 52
  

±
  

4. 06
 

μg / L,说明支架

内还有糖胺聚糖成分,为后续细胞植入支架提供良

好的生长微环境,此实验在定量支架的生长因子及

胶原含量成分方面尚存在一些不足。
骨髓来源的充质干细胞表现出典型的干细胞

特性,因其显著的自我更新能力及多向分化潜能而

广泛应用于细胞生物学研究[23-24] 。 本研究通过设

计不同浓度的脱细胞支架(100%、50%、30%),并对

比其理化性能,如孔径、吸水膨胀率、孔隙率、断裂

强度和杨氏模量,系统地评估了不同浓度支架的结

构和功能特性。 本实验以 BMSCs 为有效的外源细

胞,与脱落细胞软骨支架共培养,证实了特定浓度

(50%)支架对于 BMSCs 有良好的相容性和支持生

长的能力。 不仅展示了一种新的为软骨修复提供

支架的方法,还为未来的组织工程应用提供了重要

的实验数据和理论依据。 鉴于 BMSCs 的诸多优点

以及支架参数的改进,推测脱落细胞软骨支架构建

的组织工程支架很可能成为临床修复的生物工具,
可以作为骨坏死和软骨缺损的医疗植入物。
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