
关节软骨缺损的修复一直是临床上亟待解决

的难题。利用组织工程技术对软骨组织进行生理

性修复是目前较为理想的修复方法之一［1］。生物材

料的选择是软骨组织工程中的一项重要内容，目前
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［摘 要］ 目的：探讨应用改良方法制作的软骨细胞外基质（extracellular matrix，ECM）能否构建高质量组织工程软骨。方法：

应用传统匀浆⁃脱细胞方法制作软骨ECM粉末，在此基础上通过物理研磨颗粒筛选获得细腻的软骨细胞外基质粉末（fine ex⁃
tracellular matrix，FECM）。将两种粉末通过冷冻干燥法制成ECM支架和FECM支架作为对照组和实验组。以软骨组织工程中

成熟应用的聚乳酸聚羟基乙酸聚合物［poly（lactic⁃co⁃glycolic acid），PLGA］支架为阳性对照组。取等量大鼠骨髓间充质干细胞

（bone marrow mesenchymal stem cells，BMSCs）种植于ECM支架和 FECM支架，同时将BMSCs诱导分化为软骨细胞后种植于

PLGA支架，然后将3种细胞⁃支架复合物移植入裸鼠皮下，28 d后取出样本并进行相关检测。结果：FECM支架孔径均一，结构

规整，其构建的组织工程软骨在大小、色泽、糖胺多糖（sGAG）分泌以及胶原沉积等方面均远优于对照组构建的组织工程软骨，

与阳性对照组无明显差异。结论：由改良方法制作的FECM支架在无外源性转化生长因子⁃β1（transforming growth factor⁃β1，
TGF⁃β1）情况下可构建出高质量的组织工程软骨，具有潜在的临床应用价值。
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软骨细胞外基质（extracellular matrix，ECM）作为组

织工程材料已成为研究热点之一。正常关节软骨

细胞外基质呈网格状结构［2-3］，主要由Ⅱ型胶原和糖

胺多糖构成且包含多种生长因子如转化生长因子⁃β1
（transforming growth factor⁃β1，TGF⁃β1）等，所以软骨

ECM支架可以模拟天然健康组织，适合细胞黏附、迁

移和增殖，并提供多种细胞因子［4］。目前处理软骨

ECM的方式主要有匀浆法［5］、研磨梯度离心法［6］和胰

蛋白酶消化法［7］等。由这几种方法加工软骨ECM制

备成的支架在一定程度上模拟了天然软骨细胞外基

质的微环境，但是由于前两种方法加工的ECM颗粒

粗糙、粒径较大，内源性生长因子无法充分释放，需

要加入外源性生长因子，并且支架微结构杂乱无序、

孔径较大，而胰蛋白酶消化法处理要求高，效率低

下。因此本实验借鉴上述几种方法并加以改良，应

用匀浆⁃脱细胞⁃6次冷冻研磨⁃筛选方法制作出粒径

更小更细腻的软骨细胞外基质材料（fine extracellu⁃
lar matrix，FECM），并探讨在无外源性TGF⁃β1的作

用下，该材料制作的生物支架能否促进骨髓间充质

干细胞（bone marrow mesenchymal stem cells，BMSCs）
向软骨细胞分化构建出高质量组织工程软骨。

1 材料和方法

1.1 材料

SPF 级雄性裸鼠 9只，6周龄，体重 18~20 g。雄

性SD大鼠4只，2周龄，体重40~45 g（南京医科大学

实验动物中心）。雄性山羊12只，8月龄，体重35 kg
（南京青龙山实验动物基地）。

苯甲基磺酰氟（PMSF）、EDTA、Triton X⁃100、
Tris⁃HCl、DNA酶Ⅰ、RNA酶A、碳二亚胺（EDAC）、

羟基琥珀酰亚胺（NHS）、戊巴比妥钠、氯胺酮、十二

烷基硫酸钠（SDS）、磷酸盐缓冲液（PBS）、TGF⁃β1
（Sigma公司，美国）；胎牛血清（FBS）、DMEM/F12 1∶1
培养基、左旋谷氨酰胺、抗坏血酸（Vc）、青霉素、链

霉素（Gibco公司，美国）；Collagen Ⅰ和Ⅱ抗体（Ab⁃
cam公司，美国）；番红 O 染色试剂盒、DAB 显色液、

HE染色试剂盒、二甲基亚砜（DMSO，上海碧云天公

司）、PLGA（济南岱罡生物科技有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 支架的制作

1.2.1.1 软骨的粉碎和脱细胞

支架所用的软骨均在无菌条件下取自8月龄雄

性山羊的股骨和髁间沟（n=12）。首先，使用眼科剪

将软骨剪成1 mm×1 mm×1 mm的小软骨块，然后将

小软骨块浸泡入含有 3.5%（W/V）PMSF和 0.1%（W/

V）EDTA的 PBS中以抑制蛋白酶的活性，而且其后

的所有操作除非特别说明都必须保证在无酶条件

下进行。用组织匀浆器将上述混合液匀浆形成软

骨悬浊液，离心后弃上清，将沉淀冻干得到软骨细

胞基质粉末。随后将上述粉末进行如下脱细胞处

理：在含1%Triton X⁃100的低张Tris⁃HCl中4 ℃下振

荡 12 h，用 PBS冲洗后在含有 50 U/mL DNA酶Ⅰ和

1 U/mL RNA酶A的 10 mmol/L Tris⁃HCl中继续振荡

48 h，pH 7.5，温度37 ℃。最后将脱细胞处理的粉末

用PBS漂洗，冻干成粉末，此时得到的就是使用传统

方法制备的软骨ECM粉末。再将ECM粉末分成两

等份，取出其中1份置于液氮中冷却20 s，使用组织

研磨仪在60 Hz频率下研磨1 min，反复操作6次后经

100 μm细胞筛网筛选即收集到软骨FECM粉末。

1.2.1.2 支架的构建和交联

无论是ECM还是FECM，其支架构建和交联的

方法相同。将两种粉末分别使用去离子水制成

10%（W/V）悬液，并将悬液加入高 2 mm，直径 6 mm
的模具中，通过单次冻干法制得ECM支架及FECM
支架。冻干法制作以及交联过程简述如下，首先将

悬液在-20 ℃下预冻 1 h，-80 ℃下预冻 1 h，然后放

入冷冻干燥机冻干 48 h。将冻干后的支架放入含

14 mmol/L EDAC和 5.5 mmol/L NHS的化学交联剂

中4 ℃交联48 h，PBS冲洗掉过量的交联剂。随后将

支架放于-80 ℃预冻 20 min再次冻干脱水，最后得

到高 2 mm、直径 6 mm的 ECM支架和 FECM支架。

聚乳酸聚羟基乙酸聚合物［poly（lactic⁃co⁃glycolic ac⁃
id），PLGA］支架目前已经商品化，是目前应用研究

最广泛、最具成果之一的一种生物相容性良好的可

降解材料，安全无毒，已被美国食品与药品管理局

（FDA）批准用于医用支架和药物缓释体。目前已经

有很多研究将PLGA应用于软骨组织工程技术中，

得到的结果也较为理想，所以PLGA是一种被广泛

认可的软骨组织工程材料。因此，本研究将 PLGA
支架设为阳性对照组。本研究所使用的 PLGA支

架，其聚乳酸和聚羟基乙酸的比例为3∶1，纤维直径为

15 μm，孔径大小为（150 ± 35）μm，孔隙率为（85 ±
10）%。在使用前将PLGA支架裁剪为大小为6 mm×
6 mm×2 mm 的立方体。将制作好的 ECM 支架、

FECM支架和PLGA支架用环氧乙烷消毒备用。

1.2.2 细胞外基质支架的特性

1.2.2.1 形态学观察

用锋利的刀片将 ECM支架和 FECM支架从正
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中切开，以观察支架的内部结构。将切出的支架横

截面朝上置于铜台上，喷金，使用扫描电镜（SEM）观
察。测量支架上小孔的孔径，每种支架至少测量 3
个样品，每个样品至少测量15个孔。

1.2.2.2 孔隙率及吸水率

孔隙率测定：选用一带有刻度的试管，装入无

水乙醇，得初始乙醇体积V1；将两种支架各8个样本

切成相同大小浸入其中 5 min，接负压吸引脱气，使

乙醇充盈于多孔支架的孔中，至无气泡逸出，得乙

醇体积（支架浸没在其中）V2。取出浸满乙醇的支架

后读数，得乙醇体积V3。按公式孔隙率E=（V3-V3）/
（V2-V3）计算，每个样本测试 3次，取平均值。吸水

率测定：两种支架各8个，浸于去离子水中室温下放

置 10 min 取出，悬挂在桌面上 1 min至没有水滴滴

落，称质量m，然后将支架在 50 ℃的真空干燥箱内

干燥 12 h，取出后称质量m1，吸水率X=（m-m1）/m，

每个样本测3次，取平均值。

1.2.2.3 细胞毒性检测

为检测在支架制作过程中残留的试剂是否会

产生细胞毒性，选取FECM支架采用CCK⁃8法细胞

毒性进行检测（因为ECM支架和FECM支架脱细胞

过程完全相同，故在此选用FECM支架）。过程简述

如下，在96孔板中加入BMSCs（3×103个，200 μL），然
后分别予不同浓度的支架浸出液（0%、25%、50%、

100%）进行培养，1~6 d后每孔加入 10 μL CCK⁃8溶
液。经过 1 h的孵育，使用酶标仪在 450 nm处测定

吸光度，每个浓度设 5个复孔。支架浸出物的制作

如文献［8］所示。

1.2.3 体外细胞实验

1.2.3.1 BMSCs的提取

取4只雄性SD大鼠（2周龄），断髓法处死，在无

菌条件下分离并完整剪下双侧股骨和胫骨，用1 mL
注射器吸入含肝素的生理盐水反复冲洗髓腔采集

骨髓液，经细胞过滤筛滤后接种于细胞培养皿，在

环境为5% CO2、37 ℃的细胞培养箱中培养。待原代

细胞贴壁后 24、48、72 h各全量更换培养液 1次，以

后每2~3 d换液1次。取第3代BMSCs，通过流式细

胞学分析鉴定BMSCs纯度＞95%。

1.2.3.2 BMSCs的诱导分化

采用化学软骨诱导培养基对第3代BMSCs进行

诱导分化。此培养基主要包含：DMEM/F12（1∶1）、

100 U/mL 青霉素、100 mg/mL 链霉素、20% FBS、
0.1 mmol/L 磷酸抗坏血酸酯、40 mg/mL羟脯氨酸、

0.1 μmol/L 地塞米松、10 ng/mL TGF⁃β1、25 ng/mL 碱

性成纤维细胞生长因子（bFGF）、ITS+1（10 mg/mL 胰

岛素，5.5 mg/mL 转铁蛋白、5 ng/mL 硒、0.5 mg/mL牛

血清白蛋白、4.7 mg/mL亚油酸）。诱导过程为21 d，
每7 d换液2次。

1.2.3.3 细胞种植

首先将消毒备用的 ECM支架和 FECM支架及

阳性对照PLGA支架于DMEM/F12培养液浸泡 1 h，
取出支架并用无菌纱布将支架中培养液吸出。然

后将 50 μL BMSCs细胞悬液（1×106个）用微量上样

器分别缓慢滴入支架，并将细胞⁃支架复合物放置于

24 孔板中，每孔缓慢加入 1.5 mL 完全培养液

（DMEM/F12，含 10%FBS）并转移入细胞培养箱培

养，使细胞黏附于支架上。12 h后，将细胞⁃支架复

合物后植入裸鼠皮下。PLGA支架所加细胞为诱导

分化的BMSCs，培养液为化学软骨诱导培养基。

1.2.4 皮下支架植入和形态学观察

根据移植物的不同，将体内实验分为3组：①实

验组：未经诱导的BMSCs+FECM支架；②对照组：未

经诱导的BMSCs+ECM支架；③阳性对照组：经过诱

导（外源性TGF⁃β1）21 d的BMSCs+PLGA支架。每

组随机分配3只裸鼠（雄性，6周龄），每只裸鼠皮下

植入4个细胞支架复合物。

操作过程简述如下：用戊巴比妥钠将裸鼠麻醉

后，碘伏消毒裸鼠背部，并于中央处将背部皮肤切

开一长约2 cm的切口。将细胞⁃支架复合物小心移

植入裸鼠背部皮下后将背部皮肤缝合。术后无并

发症以及不良反应发生。在术后第 28天通过过量

麻醉处死裸鼠，分别取出每组裸鼠皮下样本，观察

样本的形状、色泽、表面光滑度等情况。

取出部分组织和支架样品放入0.5 mol/L EDTA
中脱钙。用10%多聚甲醛固定，经过乙醇梯度脱水后

用石蜡包埋，切4 μm薄片。HE染色观察细胞的分布

和形态，番红O染色观察糖胺多糖（sGAG）的分泌。

为了进一步确认组织工程软骨中特异性蛋白的表达，

对样本进行Ⅰ型胶原和Ⅱ型胶原免疫组织化学分析。

1.3 统计学方法

实验数据以均数±标准差（x ± s）表示，采用

SPSS11.0 软件进行处理，统计方法采用成组设计的

t 检验，检验水准为α=0.05。
2 结 果

2.1 两种ECM支架各项指标检测

2.1.1 支架材料的形态学观察

肉眼观察发现ECM支架表面比较粗糙，间隙较
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大，支架边缘毛糙，而FECM支架表面比较细腻，间

隙较小，支架边缘也更加光滑（图1）。电子扫描显微

镜观察可见，ECM支架（图 2A）的孔径较大，分布杂

乱，每个孔多呈不规则形状，大小差异大，边缘粗糙杂

乱，丝状物较多，孔与孔之间的连接较少。而FECM
支架（图2B）的孔径相对较小，整齐规则，孔隙近似圆

形，差异小，边缘光滑平整，无丝状物或絮状物，大孔

与大孔之间存在许多小孔相互连接。Image J的测量

结果显示ECM支架的孔径为（239.082 ± 76.703）μm，

FECM支架的孔径为（69.492 ± 17.316）μm，两者差异

有统计学意义（表1）。

2.1.2 支架的孔隙率、吸水率

FECM支架的孔隙率为（83.63 ± 0.27）%，吸水

率为（1 763.2 ± 103.1）%，而 ECM支架的孔隙率为

（92.11 ± 0.92）%，吸水率为（2 156.3 ± 276.9）%（表1）。
两种支架的孔隙率和吸水率均在正常范围内，适合

细胞的黏附生长。

2.1.3 支架的细胞毒性检测

因为两种支架脱细胞过程完全一致，故选用

FECM支架作为研究对象，使用CCK⁃8法检测细胞毒

性，如图3显示，FECM支架对BMSCs无细胞毒性。

2.2 体内实验

2.2.1 大体观察

实验组样本更加圆润规则，形态饱满，无萎缩

塌陷现象发生，而且色泽均匀呈类似正常软骨的瓷

白色（图4A）。但是对照组样本形状不规则，出现了

萎缩塌陷，其色泽与正常软骨组织也有较大差异

（图 4B）。说明 FECM支架构建的组织工程软骨质

量更高。实验组和阳性对照组（图 4C）对比发现二

者外形比较饱满，表面光滑，色泽均一。

2.2.2 组织学检测和免疫组化分析

HE染色以及番红O染色组织学观察：实验组

（图5A、D）和阳性对照组（图5C、F）软骨细胞增殖旺

盛，排列紧密，分布均匀，细胞周围有大量细胞基

质，有软骨陷窝形成，细胞基质中含有大量糖胺多糖，

分布同样均匀致密；而对照组（图5B、E）细胞密度低，

排列分散，基质分布不均匀，成碎片状，也无软骨陷窝

形成，同时其细胞基质中糖胺多糖含量稀少。

免疫组织化学染色结果显示：实验组（图 6A、

D）和阳性对照组（图6C、F）Ⅱ型胶原免疫组化均呈

阳性，且实验组染色较深，分布广阔均匀，而两组中

Ⅰ型胶原染色浅，分布较少。对照组（图6B、E）中Ⅱ
型胶原染色浅，Ⅰ型胶原染色较深。

3 讨 论

各种原因引起的关节软骨损伤是临床常见疾

病。由于软骨组织中缺少神经、血管等，一旦损伤

很难自我修复。目前常用的治疗手段包括自体骨

A：ECM支架；B：FECM支架。

图2 ECM支架和FECM支架的电镜观察（×50）
Figure 2 SEM of ECM scaffold and FECM scaffold（×50）

BA

BA
A：ECM支架；B：FECM支架。

图1 ECM支架和FECM支架的大体观察

Figure 1 Observation of ECM scaffold and FECM scaf⁃
fold

图3 FECM支架的细胞毒性检测

Figure 3 Cytotoxicity of FECM scaffold
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表1 两种支架的孔径大小、吸水率以及孔隙率

Table 1 The pore size，water absorption and porosity of
ECM scaffolds and FECM scaffolds （n=8）

支架

ECM
FECM

孔径（μm）
239.082 ± 76.703
069.492 ± 17.316*

吸水率（%）

2 156.3 ± 276.9
1 763.2 ± 103.1

孔隙率（%）

92.11 ± 0.92
83.63 ± 0.27

与ECM组比较，*P < 0.05。
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ED

CBA

F
A、B、C：Ⅱ型胶原免疫组织化学染色；D、E、F：Ⅰ型胶原免疫组织化学染色。A、D：实验组；B、E：对照组；C、F：阳性对照组。

图6 细胞⁃支架复合物的免疫组织化学检测（×200）
Figure 6 Immunohistochemistry of cell⁃scaffold constructs（×200）

CBA
A：实验组；B：对照组；C：阳性对照组。

图4 皮下种植28 d后细胞⁃支架复合物的大体观察

Figure 4 Observation of cell⁃scaffold constructs at day 28 after implanted in the nude mice subcutaneously

ED

CBA

F
A、B、C：HE染色；D、E、F：番红O染色。A、D：实验组；B、E：对照组，C、F：阳性对照组。

图5 细胞⁃支架复合物的组织学检测（×200）
Figure 5 Histology of cell⁃scaffold constructs（×200）

软骨移植、自体软骨细胞移植、微骨折术等。这些

方法在短期内具有一定的效果，但从长远来看疗效

不理想。组织工程技术作为治疗手段之一，有着非

常广阔的应用前景［1］。早期人们使用传统天然（如

海藻酸盐［9］、壳聚糖等［10］）或人工合成［如PLGA［11］、

聚乳酸（polylactic acid，PLA）［12］等］的高分子材料制

作软骨支架，虽然其生物相容性和力学性能较好，

但是由于这一类支架降解速率不均一，降解过程中

容易产生弱酸性环境［13］，而且不含任何细胞生长因

子，使其应用受到了限制。本研究中PLGA为应用比

较成熟的一种人工合成高分子材料，然而其必须依靠

外源性TGF⁃β1诱导BMSCs向软骨细胞分化［14］。

随着组织工程技术的发展，支架材料的选择不

断更替。ECM作为材料制作支架也已成为主要方

式之一。有不同研究团队分别应用匀浆法、研磨梯

度离心法或者胰蛋白酶消化法加工ECM，但是这些

方法都存在一定缺陷，比如匀浆法中无脱细胞过

程，无法解决免疫排斥问题；单独使用匀浆法或者
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研磨梯度离心法得到的ECM颗粒精细度较差，颗粒

粒径过大而且大小不一，最高可达 400 μm［15］，用该

ECM颗粒制作的支架内部结构松散紊乱，并影响内

源性细胞因子的释放。而胰蛋白酶消化法通常用

于制作凝胶支架［16］，其设计要求较高，需要注意维

持凝胶状态下支架的各种物理化学性质，应用过程

相对繁琐复杂，效率有待提高，而且ECM中的各种

生长因子容易被胰蛋白酶水解而失去作用。

通过借鉴国内外的研究方法，本研究团队加以

改良，应用匀浆⁃脱细胞⁃6次冷冻研磨⁃筛选方法制

作出了颗粒更加微小细腻的 FECM，并应用 FECM
支架构建了组织工程软骨。结果显示实验组组织

工程软骨内细胞密度与阳性对照组相仿，并明显高

于对照组，细胞分布均匀，被大量细胞外基质包围，

融合成片，可见软骨陷窝。说明在无外源性TGF⁃β1
刺激诱导下，FECM支架促进BMSCs分化速度、增殖

数量可达到阳性对照组中经过外源性TGF⁃β1刺激

诱导的同一水平，明显高于对照组，即FECM支架可

以有效促进BMSCs向软骨细胞分化，并促进其生长

增殖。本实验结果还表明实验组组织工程软骨中

糖胺多糖和Ⅱ型胶原染色较深，含量较多，明显高

于对照组，甚至超过阳性对照组。糖胺多糖和Ⅱ型

胶原是关节软骨基质的主要成分，其含量高低代表

软骨质量好坏。上述实验结果证明FECM支架能够

促进软骨细胞分泌基质，从而提高软骨质量。

FECM支架在构建组织工程软骨方面表现出了

较好性能，主要原因如下：① FECM颗粒细腻，粒径

小于 100 μm，增加了材料和细胞的接触面积，有利

于材料中内源性TGF⁃β1以及其他细胞因子的充分

释放，有效促进了 BMSCs 向软骨细胞的分化；②
FECM颗粒均匀，大小统一，由其制备而成的支架微

结构更加规则，孔隙排列整齐均一呈网格状，更好

地模拟了天然软骨细胞外微环境，有利于细胞的黏

附、生长以及增殖，其构建的组织工程软骨质地密

实，不会产生基质碎片化现象；③ 由于 FECM完全

不含有细胞成分，成功解决了免疫排斥问题［17］，而

且FECM来源于天然软骨，可以直接成为构建组织

工程软骨基质的原材料，避免了支架降解性这一问

题。另外，采用FECM支架无需额外添加含有TGF⁃
β1的化学软骨诱导培养基对BMSCs进行体外长时

间诱导，大大节省了人力物力财力。

机械力学性能是软骨组织工程支架的一项重

要内容，良好的力学性能有利于维持支架内部微结

构，从而有利于细胞的黏附、生长和增殖。而且在

负重关节内，支架力学性能对组织再生起到至关重

要的作用。但本研究中不论是ECM支架还是FECM
支架，其机械力学性能仍有不足，是否能通过添加

其他材料或改变制作方法解决此问题还需在今后

的研究中探讨。
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种类还很有限，还不能完全代替传统的药物敏感性

试验方法，但基因芯片技术与传统药敏方法相比明

显缩短检测时间，仅需5~6 h，且自动化程度高，易于

标准化。2017年以来江苏省全面实施结核病分级

诊疗综合防治服务模式，全面推广应用耐药结核病

新诊断技术，对于地市级基因芯片技术检测结果为

利福平敏感时，不再进行传统（或液体）药敏试验；

对于基因芯片检测为利福平耐药或耐多药时，及时

给予二线药物治疗，同时取这些患者痰标本进行二

线传统（或液体）药敏试验，检测对其他二线药物的

敏感性，及时调整患者治疗方案。
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