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可注射性纤维蛋白凝胶/脱钙骨基质复合支架延缓兔骨关节炎软骨退变*☆ 

何  劼，赵建宁，郭  亭 

Injectable compound scaffold of fibrin gel/demineralized bone matrix to delay early 

osteoarthritis in rabbits 

He Jie, Zhao Jian-ning, Guo Ting 

Abstract 

BACKGROUND: Both fibrin gel and demineralized bone matrix can be used as cartilage tissue engineered scaffolds to culture 

cartilage seed cells, due to their good biocompatibility and biodegradablity. These materials can act as carriers for growth factors 

to slow release growth factors and to continuously promote chondrocyte growth.  

OBJECTIVE: To verify the feasibility and efficacy of using injectable compound material made of fibrin glue and demineralized 

bone matrix as a scaffold to delay the progress of early osteoarthritis.  

METHODS: A homobody controlled animal experiment was designed. Sixteen rabbits were cut off the anterior cruciate ligament 

from posterior limbs to prepare knee osteoarthritis model, one side of the knee joint in rabbits was injected with composite 

scaffold and chondrocyte suspension for the experimental group. The other side of the knee joint was injected with equal volume 

of saline as the control group. The articular cartilage was harvested 12 weeks later, for respectively hematoxylin-eosin staining, 

Masson staining, II collagen immunohistochemical staining. In accordance with Wakitani standards and Outerbridge classification, 

the standard score was redefined, the cartilage degenerations in the two groups were evaluated.  

RESULTS AND CONCLUSION: In the experimental group, articular cartilage surface was smooth, cartilage lacuna could be 

seen, the structural cartilage degeneration was lighter than that in control group; chondrocyte and collagen type II were slightly 

less than normal cartilage, joint capsule tissue exhibited no expression of collagen type II. Comprehensive score of the 

experimental group was lower than the control group (P < 0.01). Injectable fibrin glue/demineralized bone matrix composite 

scaffold can provide a good composite scaffold for early osteoarthritis and bone defects. 
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摘要 

背景：纤维蛋白凝胶及脱钙骨基质都有优良的生物相容性及生物降解性，因此可以作为软骨组织工程支架培养软骨种子细胞。

这两种材料分别可以作为生长因子的载体缓慢释放生长因子，并达到持续发挥促软骨细胞生长的功能。 

目的：验证可注射性纤维蛋白凝胶/脱钙骨基质复合支架延缓骨性关节炎的可行性及有效性。 

方法：实验为同体对照动物实验。16 只兔切断双后肢前交叉韧带制备兔膝关节骨性关节炎模型，兔一侧膝关节内注射复合

支架材料与软骨细胞混悬液为实验组。另一侧膝关节内注射等量生理盐水为对照组，12 周后取关节软骨，分别进行苏木精-

伊红染色，Masson 染色，Ⅱ型胶原免疫组化染色，并根据 Wakitani 标准及 Outerbridge 分类重新制定标准进行评分，评价

实验组与对照组软骨退变的程度。 

结果与结论：实验组关节软骨表面尚光滑，可见软骨陷窝，结构软骨退变较对照组轻；软骨细胞及Ⅱ型胶原较正常软骨组织

轻度减少，关节囊组织无明显Ⅱ型胶原表达。实验组综合评分低于对照组(P < 0.01)。表明可注射性纤维蛋白凝胶/脱钙骨基

质复合支架为早期骨性关节炎及骨缺损修复提供了一种优良的复合支架材料。 

关键词：纤维蛋白凝胶；脱钙骨基质；骨关节炎；软骨；组织工程；兔 
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0  引言 

 

骨性关节炎发病与增龄、外伤和力的承受、

肥胖、遗传以及性别等有关，其病理改变表现为

软骨的破坏和修复并存，关节囊增厚，病变骨质

粘连，滑膜炎血管增厚和局灶性出血以及关节附

近骨质囊性变。关节机械力分布失衡、负荷过度

后，出现软骨磨损及软骨细胞代谢异常，软骨细

胞释放溶酶体和胶原蛋白酶，导致胶原蛋白网断

裂。软骨破坏的同时也伴有修复过程，但由于新

合成的细胞外基质异常，新合成的软骨很快降解

破坏，滑膜产生的炎症因子反过来加速软骨的破

坏，如此反复循环，软骨消耗殆尽，临床上出现

骨性关节炎的症状。 

膝关节骨性关节炎约占关节炎的40%，占骨

科膝痛患者的50%。即使临床未予诊断，到达40

岁以后，90%的人群会因为关节软骨面退变而有

临床症状，比如：疼痛、僵硬、关节功能退化
[1-2]

。

关节腔内注射透明质酸钠可缓解症状，但不能起

治疗作用
[3]
。 

实验根据软骨修复时纤维蛋白网状结构成为
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干细胞支架的特性构建了一种新型复合支架，由

具有低免疫原性高降解性能的纤维蛋白凝胶及

脱钙骨基质组成。分离并提取兔膝关节软骨细

胞，进行细胞培养与传代。取第3代软骨细胞与

纤维蛋白原溶液制成混悬液，与凝固液同时注射

进切断了前交叉韧带的兔膝关节内，观察实验组

与对照组的骨关节炎发生与进展情况。以此研究

了可注射性纤维蛋白凝胶/脱钙骨基质复合支架

作为软骨组织工程支架的可行性及有效性。 

 

1  材料和方法 

 

设计：同体对照动物实验。 

时间及地点：实验于2008-09/2009-12在南

京大学生命科学学院(国家级重点实验室)及解放

军南京军区南京总医院动物实验中心完成。 

材料：2只2周龄新西兰大白兔及16只6周龄

体质量2.0~3.0 kg新西兰大白兔，由解放军南京

军区南京总医院动物实验中心提供。2只2周龄兔

用于关节软骨种子细胞取材。实验过程中对动物

处置符合2006年科学技术部发布的《关于善待实

验动物的指导性意见》
[4]
。 

主要试剂及药品： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

实验分组：16只6周龄兔随机编号，分成2

组，奇数号左腿作为实验组，右腿作为对照组；

偶数号左腿作为对照组，右腿作为实验组：①

实验组：切断了前交叉韧带的兔后肢膝关节内

注射复合支架材料与软骨细胞混悬液，术后后

肢不制动饲养12周后取材。②对照组：切断了

前交叉韧带的兔后肢膝关节内注射等量生理盐

水，术后后肢不制动饲养12周取材。 

纤维蛋白原溶液(A液)及凝血酶溶液(B液)的制

备：100 mg纤维蛋白原中加入2.5 mL软骨细胞

培养液吹打混匀作为A液，用于悬浮软骨种子细

胞。40 mmol/L氯化钙溶液制备内含凝血酶   

50 U/mL，氨甲环酸20 g/L作为B液
[5-6]

，用于凝

固纤维蛋白软骨细胞混悬液。 

脱钙骨基质(demineralized bone matrix，DBM)

的制备：取新鲜新西兰大白兔股骨，按改良的

Urist方法依次操作制备脱钙骨基质
[7]
。去除软

组织，流水冲洗6 h，风干后细锉刀将骨质磨成

粉状，并用研钵反复研磨。200目金属筛网筛

过后用无水乙醇脱水2 h，乙醚脱脂1 h后通风

处过夜干燥，γ射线10 000 Gy照射消毒，置  

-80 ℃冰箱冻干，保存备用。最终用于实验中

的脱钙骨基质颗粒直径需大于100 nm
[8-9]

。 

软骨细胞采集及细胞悬液的制备：采用

Klagsbrum法
[10]

制备软骨细胞悬液。取新西兰

大白兔(2周龄)1只，腹腔麻醉后，取后肢膝关

节软骨，切取厚度约2 mm，不超过软骨下骨

板，软骨片切成1 mm×1 mm×1 mm大小，PBS

液冲洗取下的软骨片3遍，将切取的软骨片置

于PBS缓冲液中(含青、链霉素各100 U/mL)。

移入离心管内，加入5倍量的2.5 g/L胰蛋白酶

37 ℃振荡下消化30 min，移出胰蛋白酶，PBS

液冲洗2次。加入0.1%Ⅱ型胶原酶8 mL，37 ℃

下消化12 h。将消化的细胞悬液经200目金属

滤网滤过并移至离心管内，离心(500 r/min，  

2 min)后取上清液至离心管内，再次离心    

(1 000 r/min，8 min)，弃上清液，加入DMEM培

养液，充分吹打成细胞悬液。血细胞计数板计数，

锥虫蓝据染检测分离的软骨细胞活性，示活细胞

浓度> 90%。 

按2×10
4
/cm

2
的密度接种软骨细胞，置于

培养箱(37 ℃，体积分数为5%CO2)中培养，

隔天换液，生长至85%融合时以2.5 g/L胰蛋白

酶-0.02%EDTA消化传代。传代2代后，用A液

制成细胞浓度为1×10
10 

L
-1
，并含50 g/L脱钙骨

基质的软骨细胞混悬液。 

制作兔膝关节骨性关节炎模型：16只新西兰

大白兔分别腹腔麻醉后，打开膝关节，屈曲关

节切断前交叉韧带并切除内外侧半月板，逐层

缝合关节囊
[11]

。 

实验组及对照组的实验操作：在实验组兔后

肢膝关节内同时注入250 μL软骨细胞混悬液

及250 μLB液。在对照组兔后肢膝关节内注射

0.5 mL生理盐水。术后常规应用抗生素(头孢他

啶注射剂0.5 g/d肌注)5 d。按照标准动物饲养

法饲养，各组分别于术后12周取材，观察关节

软骨表面平整与否、色泽及质地，分别进行苏

木精-伊红染色，Masson染色，Ⅱ型胶原免疫

组化染色，因没有较好的骨关节炎组织学评分

标准，根据Wakitani标准
[12]

及Outerbridge分类

重新制定标准进行评分
[13]

。

试剂及药品                来源 

 

DMEM 培养基             南京大学生命医学科学院 

胎牛血清，胰蛋白酶-EDTA  Gibco 

鼠抗人Ⅱ型胶原单抗        Calbiochem 

Ⅱ型胶原酶、纤维蛋白原    Sigma 

(100 mg 装) 

凝血酶，氯化钙注射液，    常药集团 

氨甲环酸注射剂 
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骨关节炎综合评分标准： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

主要观察指标：①观察关节及关节周围关节囊具体

形态，关节软骨的光滑度、色泽以及结构。②分别进行

苏木精-伊红染色、Masson 染色、Ⅱ型胶原免疫组化染

色并分析。③根据骨关节炎综合评分标准进行评分。 

设计、实施、评估者：实验设计、资料收集为第一

作者，实施为第一、二作者，评估为第一、二及通讯作

者，均经过系统培训，采用盲法评估。 

统计学分析：采用SAS 9.2软件分析，两两比较进

行t 检验，P < 0.05认为差异具有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  实验选用兔16只，无脱失，

全部进入结果分析。 

2.2  实验组与对照组膝关节大体表现  见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

12周取材后，实验组兔膝关节囊打开后，发现关节

囊轻度粘连，少量瘢痕增生，关节骨质无明显骨赘形成，

关节软骨色泽稍暗，表面尚光滑，以透明软骨为主。对

照组兔膝关节囊打开后，发现关节囊粘连明显，尤以髌

上囊及关节两侧为著，关节边缘可见骨赘形成，关节软

骨色泽黯淡，表面不光整，以纤维软骨为主，关节软骨

表面可见明显血管翳。 

2.3  实验组与对照组关节软骨组织学改变  实验组可见

关节软骨表面尚光滑，光镜下可见软骨陷窝结构，见图2a；

对照组光镜下可见少量软骨陷窝结构，有较多炎症细胞侵

入，见图2b。Masson染色及Ⅱ型胶原IHC结果见图3，4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4  Histological observation of articular cartilage in 
two groups (Immunohistochemistry, ×100) 

图 4  两组关节软骨免疫组织化学染色组织学观察 
(×100) 

Figure 2  Histological observation of articular cartilage in 
two groups (Hematoxylin-eosin staining,×100) 

图 2  两组关节软骨苏木精-伊红染色组织学观察(×100) 

Figure 3  Histological observation of articular cartilage in 
two groups (Masson staining, ×100) 

图 3  两组关节软骨 Masson 染色组织学观察(×100) 

a: Experimental group b: Control group 

a: Experimental group b: Control group 

a: Experimental group b: Control group 

指标 具体表现 评分 

细胞学形态 透明软骨 0 

 透明软骨为主 1 

 纤维软骨为主 2 

 少量软骨 3 

 无软骨 4 

基质染色（异染性） 正常 0 

 轻度减少 1 

 明显减少 2 

 无异质性染色 3 

表面规划性 正常关节软骨 0 

 软化和肿胀的软骨 1 

 软骨有早期裂隙未 

达软骨下骨 

2 

 软骨裂隙达软骨下骨， 

但未暴露软骨下骨 

3 

 各种直径软骨下骨暴露 4 

软骨厚度 >2/3 0 

 1/3~2/3 1 

 <1/3 2 

总分  13 

 

a b 

a b 

a b 

Figure 1  The knee joint of the control group (a) and expe-
rimental group (b) at 12 weeks 

图 1  对照组(a)与实验组(b)12 周时关节大体改变 

a b 
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实验组软骨细胞及Ⅱ型胶原较正常软骨组织轻度减

少，关节囊组织无明显Ⅱ型胶原表达；对照组软骨细胞及

Ⅱ型胶原较少，关节囊组织也无明显Ⅱ型胶原表达。 

2.4  实验组与对照组综合评分结果  根据综合评分表

对两组结果进行评估，并进行两两比较t 检验，得出

t=3.16×10
-8
，P < 0.01，两者间差异有非常显著性意义，

认为通过膝关节内注射复合支架材料可延缓骨关节炎

进展。见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

自从1965年Smith成功分离培养软骨细胞以后，以

体外支架培养软骨种子细胞后移植体内为特点的软骨

组织工程的研究便逐渐开展。1987年美国科学基金会在

华盛顿举办的生物工程小组会上提出了“组织工程”这

个名词, 1988年被定义为“应用生命科学与工程科学的

原理和方法
[14]

，在可控、可重复的条件下，通过哺乳动

物、人类(包括患者本身) 特定细胞在网络构架上的体外

培养及体内移植, 形成具有特定功能的组织和生物替代

物”。特别是最近10余年，软骨组织工程取得长足进步

并逐渐显示其修复软骨缺损的优越性
[15-21]

。 

目前的生物载体材料中的天然材料主要包括胶原

和纤维蛋白凝胶。其优点是生物相容性好，抗原性弱，

其分子结构内含有丰富的、利于细胞黏附和结合的优

点。但其所形成骨的生物力学较差。且纤维蛋白凝胶作

为可注射性支架之前已有报道
[22-23]

。脱钙骨基质因为其

较好的组织与细胞相容性也在组织重建中得到广泛引

用。然而，脱钙骨基质降解较快，并不太适合细胞的3-D

培养
[24]

。 

由于关节软骨无血运、无神经支配、无淋巴管，软

骨细胞为终末分化细胞，软骨细胞被包裹在软骨陷窝内

限制了软骨细胞的迁移，同时滑膜细胞数量少、生物活

性有限，因此，软骨一旦损伤后修复能力极低，甚至被

认为是不能再生的组织。目前的研究表明，在特定的条

件及环境中，软骨修复是可以实现的。研究发现若软骨

缺损的撕裂部位靠近软骨下骨或骨髓，引起血管出血，

则软骨修复再生即可发生。出血导致血肿和纤维蛋白凝

块形成，并进一步促进与骨发生有关的细胞因子及蛋白

的聚集。接下来的2~5 d内，诸如间充质干细胞、成纤

维细胞等祖细胞从周围的软骨、骨、骨髓、滑膜等组织

向受损初迁移来维持软骨修复
[25-26]

。其后的1周，血凝

块的纤维蛋白网状结构成为干细胞的支架，充填缺损部

位。 

纤维蛋白凝胶以及脱钙骨基质均具备作为支架材

料培养软骨种子细胞的基本条件
[27]

，生物相容性、可降

解性等均较好，而且具备作为生长因子载体缓慢保存并

缓慢释放的功能
[28]

。纤维蛋白凝胶具有较大的表面积/

体积比，孔隙率较大，一方面通过较大附着面积促进了

软骨细胞的增殖、分化，另一方面促进营养物质在支架

与周围组织的细胞间运输。通过加入氨甲环酸减慢其降

解速度，达到材料的降解和软骨组织的形成同步化。并

有脱钙骨基质在降解同时缓慢释放其成软骨活性物质，

促进了软骨组织的形成。 

之前作者的实验研究利用纤维蛋白原/脱钙骨基质

复合支架体外培养4周后移植至兔膝关节软骨缺损处，

得到了较好的结果
[29]

。本次利用A液与B液的液体状态，

同时注射进膝关节形成纤维蛋白凝胶，形成软骨细胞生

长依赖的支架。实验中发现，实验组与对照组均有不同

程度粘连，实验组略轻，应该可以通过关节活动给予松

解。本实验的可注射性纤维蛋白凝胶为早期骨性关节炎

及骨缺损修复提供了一种优良的复合支架材料。 
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group 
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group 
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5 4 8  13 3 6 

6 4 7  14 4 6 

7 5 7  15 2 5 

8 3 7  16 5 8 
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 a
P < 0.01, comparison between the two groups at 12 wk 
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○ 整形美容外科相关的生物材料   

○ 组织代用品及生物材料在美容外科中的应

用    

○ 隆乳材料取出原因  

○ 肿瘤整形外科学的材料特点  

○ 烧伤创面外用人工皮肤的材料学特点  

○ 应用聚四氟乙烯修复腹壁缺损   

○ 可注射性胶原在面部整形美容的应用   

○ 膨体聚四氟乙烯在颌面部软组织填充中的

应用   

○ 经乳晕切口处理聚丙烯酰胺水凝胶注射隆

乳后并发症   

○ 组织工程支架构建角膜上皮组织 

○ 聚丙烯酰胺水凝胶在颜面软组织填充中的

应用  

○ PAHG在颜面软组织填充中的应用  

○ 注射性软组织填充材料 

○ 医用水凝胶药物缓释伤口敷料与传统的医

用纱布的比较 

○ 胶原—壳聚糖/纤维蛋白胶不对称支架与组

织工程皮肤构建 

○ 胶原蛋烧伤保护膜对脸部皮肤组织的修补 

○ 高分子生物材料的面部充填整形 

○ 生物材料充填不当导致皮肤坏死 

○ 美容整形填充材料的选择 

来自本文课题的更多信息--  

基金资助：全军“十一五”重点攻关项目（06G043）。 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

课题的创新点：纤维蛋白凝胶及脱钙骨基质都有优良的

生物相容性及生物降解性，因此可以作为软骨组织工程支架培

养软骨种子细胞。这两种材料分别可以作为生长因子的载体缓

慢释放生长因子，并达到持续发挥促软骨细胞生长的功能。之

前的研究表明两种材料的复合形式可以修复软骨缺损，本次实

验利用材料的可注射性来明确关节腔内注射是否能够延缓骨

关节炎的进展。 

课题评估的“金标准” ： 因没有较好的骨关节炎组织

学评分标准，作者根据 Wakitani 标准及 Outerbridge 分类重

新制定标准进行评分。 

设计或课题的偏倚与不足：①实验取材时发现实验组与

对照组关节囊组织均有不同程度粘连，以后实验可以尝试通过

关节活动给予松解。②骨性关节炎模型可通过关节腔内注射微

粒制成，那么脱钙骨基质等微粒是否对于关节炎形成有影响需

进一步论证。 

提供临床借鉴的价值：实验的可注射性纤维蛋白凝胶为

早期骨性关节炎及骨缺损修复提供了一种优良的复合支架材

料。 
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Adhesion 

Before thermocycling After thermocycling 

t P 

Sample 
Bond 

strength 
Sample 

Bond 

strength 

Polyurethane 

 sealant 

8 26.32±0.53 8 25.45±1.00 2.17 0.048 

Variolink Ⅱ 8 21.95±1.54 8 19.79±0.61 15.14 0.001 

Panavia-F 8 18.49±0.55 8 13.84±0.66 17.18 0.001 

 


