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人关节软骨源性海绵的制备和评估☆◇

张建党1，卢世璧◇2，袁 玫2，黄靖香2，孙明学2，赵 斌2

Preparation and evaluation of human articular cartilage-derived sponge

Zhang Jian-dang1, Lu Shi-bi2, Yuan Mei2, Huang Jing-xiang2, Sun Ming-xue2, Zhao Bin2

Abstract
BACKGROUND: The repair of articular cartilage remains one of the most challenging topics in orthopedic research. Tissue
engineering may be a promising way to restore functional hyaline cartilage of joints. Scaffold is one of the main elements in tissue
engineering.
OBJECTIVE: To prepare human articular cartilage-derived sponge so as to provide a novel cartilage tissue engineering scaffold.
METHODS: Human articular cartilage-derived sponge was prepared using human articular cartilage. Human articular cartilage
derived sponge was investigated by scanning electron microscope. Its porosity was detected by mercury intrusion porosimetry,
and average pore diameter was determined by using scanning electron microscope image analysis system.
RESULTS AND CONCLUSION: Human articular cartilage-derived sponge presented with good anti-discreteness, with 100-
200 μm pore diameter and 92% porosity. Human articular cartilage derived-sponge possessed the characteristics that afford it as
a potential scaffold for cartilage tissue engineering.

Zhang JD, Lu SB, Yuan M, Huang JX, Sun MX, Zhao B. Preparation and evaluation of human articular cartilage-derived
sponge.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(41): 7617-7620.
[http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：关节软骨损伤后的修复是目前骨科领域的难点之一，组织工程的发展应用为关节软骨损伤的修复展示了诱人前景，

然而理想的支架却是组织工程软骨的成功构建的关键。

目的：制备人关节软骨源性海绵，为组织工程软骨提供合适的新型支架。

方法：应用人关节软骨制备人关节软骨源性海绵。应用扫描电镜观察对人关节软骨源性海绵进行大体和微观观察，观察人

关节软骨源性海绵在紫外线照射前后的抗离散情况，并采用压汞法测定其孔径和孔隙率。

结果与结论：人关节软骨源性海绵的抗离散性能良好，孔径大小在 100~200 μm，孔隙分布均匀，孔隙率为 92%。结果表

明人关节软骨源性海绵具有良好的结构和孔隙率，可作为软骨组织工程支架。

关键词：关节软骨；海绵；支架；组织工程；胰蛋白酶
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0 引言

骨关节炎、类风湿性关节炎或老年伴发的关

节软骨病变甚为常见，而关节软骨损伤后自身修

复的能力极差，目前尚无理想的治疗方法[1]。近

年来，组织工程的发展应用为关节软骨损伤的

修复展示了诱人前景。理想的支架是组织工程

成功构建的关键一环[2]。从仿生学角度分析，无

论合成材料或天然材料，均不具备细胞外基质

的功能和作用[3]，因此，研制新型拟生态的支架

材料是组织工程支架材料的趋势之一。本实验

应用人关节软骨拟制备出人关节软骨源性海

绵，以期为软骨组织工程提供合适的新型支架。

1 材料和方法

设计：单一样本实验

时间及地点：于2003-06/2004-06在解放

军总医院全骨骨科研究所完成。

材料：人关节软骨来源于解放军总医院全

骨骨科研究所，实验已经过国家伦理委员会的

批准。

主要试剂与仪器：

实验方法：

人关节软骨源性海绵的制备：将人关节软骨用

生理盐水冲洗干净后，置入FD-1冷冻干燥机进行

冻干处理12 h。经粉碎机粉碎，筛取38~25 μm
大小的软骨微粒。加入10倍体积的0.25%胰蛋

试剂及仪器 来源

Triton X-100
胰蛋白酶

FD-1冷冻干燥机

高速粉碎机

标准筛
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白酶，在37 ℃消化24 h。离心后弃去胰蛋白酶，再加

入10倍体积的1% Triton X-100振荡72 h。离心后弃去

Triton X-100，然后用蒸馏水反复清洗48 h。离心后弃

去蒸馏水，置入冷冻干燥机进行冻干处理12 h。经8-Watt
312 nm的紫外线照射8 h，完成人关节软骨源性海绵的

制备。

人关节软骨源性海绵的特征观察：

人关节软骨源性海绵的抗离散性观察：先将玻璃平

皿中盛2/3的蒸馏水，置于脱色摇床上，再分别放入未

经紫外线照射的人关节软骨源性海绵和经紫外线照射

的人关节软骨源性海绵，将摇床打开，置于1档的位置

进行振荡摇动，持续摇动3 min。观察人关节软骨源性

海绵在紫外线照射前后的抗离散情况。

人关节软骨源性海绵的孔隙率测定：采用压汞法测

量。首先测定多孔材料的体积，然后对多孔材料抽真空，

达到0.003 5 MPa的真空后，把汞充到多孔体的周围，再

从外部对汞加压，由0.003 5 MPa加到420 MPa，记录加

在汞上的压力和在加压过程中进入孔中汞的体积，进入

孔中汞的体积除以多孔材料体积就可以测得孔隙率。

人关节软骨源性海绵的扫描电镜观察：把体积分数

75%乙醇用滤纸过滤后，分装于洁净的5 mL玻璃瓶中，

然后把关节软骨源性海绵在体积分数75%乙醇内固定

24 h，进行环境扫描电镜观察。

人关节软骨源性海绵的平均孔径测定：采用扫描电

镜图像分析系统，计算其孔径，选取5个视野，每视野

测量10个孔径值。

设计、实施、评估者：全部作者，均受过专业培训。

主要观察指标：人关节软骨源性海绵的大体观察；

人关节软骨源性海绵的微观结构；人关节软骨源性海绵

的抗离散情况；人关节软骨源性海绵的孔径和孔隙率。

2 结果

2.1 大体观察 人关节软骨源性海绵呈淡黄色，轻触

之有弹性，肉眼即可见到孔隙，见图1。

2.2 扫描电镜观察 人关节软骨源性海绵孔径大小及

分布较均匀，并且孔隙相通，孔壁表面粗糙，见图2。

2.3 人关节软骨源性海绵的抗离散观察 见图3。

Figure 3 Anti-discrete observation of human articular
cartilage-derived sponge

图 3 人关节软骨源性海绵的抗离散观察

a: Pre-oscillation of the sponge un-irradiated by ultra violet

b: Many particles appeared (white arrow) at 3 min after oscillation of the
sponge un-irradiated by ultra-violet

Figure 1 Gross observation of articular cartilage-derived
sponge

图 1 关节软骨源性海绵大体观察

Figure 2 Scanning electronic microscopy showed that the
scaffold had a sponge-like structure of high
porosity

图 2 关节软骨源性海绵扫描电镜图

c: Pre-oscillation of the sponge irradiated by ultra violet

d: No particles appeared at 3 min after oscillation of the sponge irradiated
by ultra violet
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未接受紫外线照射交联的关节软骨源性海绵在被

放入蒸馏水后，仅仅在开始摇荡五六秒时，即见有碎粒

脱离，飘浮在蒸馏水中。随着摇荡时间的延长，碎粒脱

落越来越多(图3a，b)。而在接受紫外线照射后，即便持

续摇荡3 min，仍未见到碎粒脱离(图3c，d)。
2.4 人关节软骨源性海绵的平均孔径测定 人关节软

骨源性海绵的孔径在100~200 μm，孔隙分布均匀。压

汞法测量关节软骨源性海绵的孔隙率为92%。

3 讨论

目前，已有多种生物材料被制备成不同结构的支

架，按照来源不同，可将其分为合成高分子材料和天然

材料两大类。与合成材料相比，天然材料的生物相容性

良好，有利于种植其上的软骨细胞的生长和增殖 [4]。因

此，研制新型拟生态的支架材料是组织工程支架材料的

趋势之一。国外有人把硫酸软骨素与I型胶原或壳聚糖

复合[4-5]，模拟软骨基质富含糖胺多糖的环境，结果发现

这类支架有利于软骨细胞保持表型、细胞增殖和基质合

成。软骨特异性细胞外基质成分如Ⅱ型胶原和糖胺多糖，

不论体外或体内，在调节软骨细胞表型和支持软骨发生

方面都起关键作用，Ⅱ型胶原是对软骨细胞的发生、分

化和迁移具有重要的诱导作用[5]，有利于关节软骨的再

生，而糖胺多糖可促进软骨细胞的黏附和扩增[6-8]。人关

节软骨源性海绵是关节软骨源性微载体聚集而成，关节

软骨源性微载体以Ⅱ型胶原为主，含有少许糖胺多糖[9]，

与软骨细胞有体外相容性良好[10]，因此，人关节软骨源

性海绵应是非常理想的组织工程软骨支架。

从材料科学和工程学角度来看，组织可被认为由细

胞和细胞外基质组成的细胞合成物。细胞外基质不仅为

软骨细胞的增殖、代谢、基质合成和组织形成提供了立

体环境，还为细胞信号传导和细胞间相互作用起媒介作

用，而细胞合成它们独特的细胞外基质。在组织工程中，

人工细胞外基质，即临时支架，可作为模板引导新生组

织的生成，为细胞生长提供适宜的微环境，有利于种子

细胞的黏附生长，维持细胞的分化状态，不影响细胞的

增殖[6]。支架的设计应主要考虑载体材料的构型。如孔

径尺寸、孔隙之间的连通性、材料内部的表面积等等。

基质材料上的开孔有利于水分、无机盐以及其它营养物

质和细胞代谢产物的运输和交换，从而更有利于细胞的

正常生长和生理代谢[3]。因此，为了进行多层细胞的体

外培养，如何制备三维多孔结构的细胞载体已成为材料

科学研究的热点。

支架的孔径尺寸和孔隙率是评定支架好坏的标准

之一，如果孔径尺寸太小，细胞难以进入支架内部，仅

仅在材料表面生长，表面细胞密度过高，细胞分泌基质

后，迁移受限，不利于细胞的进一步扩增。如果孔径太

大，细胞加载困难，大部分细胞将流失，细胞在孔内缺

乏支撑或依附，无法均匀生长[5]。作者曾成功制备人关

节软骨脱细胞基质，但其孔隙率太低[11]。关节软骨源性

海绵的孔径大小在100~200 μm，孔隙分布均匀，孔隙

率为92%，符合理想的组织工程支架的要求。

为增强关节软骨源性海绵的力学性质，有必要对其

进行进一步交联。增强材料交联方法通常有两种，一种

是使用物理方法，如紫外线交联法；另一种为化学方法，

如戊二醛交联法[12]。戊二醛是一种化学固定试剂，对细

胞的毒性很大，考虑到残留的戊二醛所可能引起的细胞

毒性，近年来人们已逐渐转向研究其它的交联方法[12-14]。

研究已经证实紫外线照射交联法可以降低胶原的降解

速率、提高力学性能[15]。基于以上原因，本实验选择了

紫外线照射交联法。把关节软骨源性海绵在紫外线灯下

直接照射8 h即可，该方法安全、方便、价廉。经抗离

散实验证实经过紫外线照射交联的关节软骨源性海绵

的抗离散性能得到明显增强。

综上所述，本实验成功制备了人关节软骨源性海

绵，其具有良好的结构和孔隙率，可作为软骨组织工程

支架。在随后的实验中，本课题将研究人关节软骨源性

海绵构建组织工程软骨的可行性。
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来自本文课题的更多信息--

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。

课题的意义：成功制备一种新型的软骨

组织工程支架-人关节软骨源性海绵，为组织

工程软骨的构建提供一种新的方法。

提供临床借鉴的价值：人关节软骨源性

海绵是关节软骨源性微载体聚集而成，关节

软骨源性微载体以Ⅱ型胶原为主，含有少许

糖胺多糖，与软骨细胞有体外相容性良好，

因此，人关节软骨源性海绵应是非常理想的

组织工程软骨支架。本研究制备的人关节软

骨源性海绵的孔径大小在100~200 μm，孔

隙分布均匀，孔隙率为92%，符合理想的组

织工程支架的要求，为临床基础研究，临床

前景良好，但尚需要进一步的动物实验和临

床试验证实。

1人正常椎间盘髓核细胞体外不同培养代次

的生物学性状分析：适应于组织工程椎间盘种

子细胞的选择

2体外培养人正常椎间盘髓核细胞与退变髓

核细胞的生物学性状比较：可以为干预退变髓

核细胞提供最佳时机吗？

3过氧化物酶Ⅱ对体外培养人退变腰椎间盘

髓核细胞的抑制作用

4兔椎间盘成骨作用中的转基因人骨形态发

生蛋白7
5雌激素影响去势雌兔腰椎间盘髓核中白细

胞介素20和基质金属蛋白酶3的表达？

6局部生物力学因素在L5/S1椎间盘突出症发

病中的作用

7转化生长因子β1基因509C/T多态性与腰

椎间盘突出症血瘀证及椎间盘退变程度的关联

研究

8骨形态发生蛋白2基因转染软骨细胞注入腰

椎间盘损伤模型：10周测量蛋白多糖和胶原含

量

9纤维环穿刺法与纤维环切开法建立兔椎间

盘退变模型

1 人正常椎间盘髓核细胞体外不同培养代次

的生物学性状分析：适应于组织工程椎间盘种

子细胞的选择

叶冬平 (暨南大学第四附属医院，广州市

红十字会医院，广东省广州市510220)
基金资助：广州市医药卫生重点项目

(2008-ZDi-15)，广州市医药卫生重点项目

(2009-ZDi-04)。

推荐理由：通过体外构建组织工程椎间盘

的方法治疗椎间盘退行性疾病已经成为目前脊

柱领域研究的新方向。人髓核细胞是组织工程

椎间盘种子细胞的主要来源之一，但体外培养

条件下，细胞会随着传代次数的增多出现“去

分化”现象，因此，种子细胞的选择必须有一

定的限制。目前用作组织工程椎间盘研究的种

子细胞主要来源于体外培养的髓核细胞，而体

外培养的髓核细胞传至一定代次后即出现老化

现象，老化的细胞失去生长能力不适于组织工

程研究。

实验通过对人髓核软骨样细胞进行体外培

养和生物学特性观察，比较不同代次髓核细胞

的形态学、增殖特性，以及细胞的主要细胞外

基质成分基因表达情况，从而为种子细胞的选

取提供依据。见2010年24期4376-4379页。

2 体外培养人正常椎间盘髓核细胞与退变髓

核细胞的生物学性状比较：可以为干预退变髓

核细胞提供最佳时机吗？

梁伟国 (暨南大学第四附属医院，广州市

红十字会医院，广东省广州市510220)
基金资助：广州市医药卫生重点项目

(2008-ZDi-15)，广州市医药卫生重点项目

(2009-ZDi-04)。
推荐理由：美国的最新研究统计显示，因

下腰痛造成的直接医疗支出和间接损失保守估

计为每年196亿美元，给社会医疗带来沉重负

担。椎间盘退行性变是引起下腰痛的主要原因，

它与坐骨神经痛和椎间盘突出、脱垂等疾病关

系密切。人体椎间盘是一个承受载荷却又缺乏

血管的结构，因而容易发生退行性变。作者通

过对人正常椎间盘髓核细胞与退变髓核细胞的

培养及生物学性状比较分析，观察其生物学特

性，为研究椎间盘退变机制、椎间盘组织工程

学、基因治疗等提供理论基础。见2010年28期
5155-5158页。

3 过氧化物酶Ⅱ对体外培养人退变腰椎间盘

髓核细胞的抑制作用

刘玉林 (南方医科大学附属珠江医院骨

科，广东省广州市510282)
推荐理由：目前广泛认为椎间盘退变是细

胞学和生物化学因素共同作用的结果，椎间盘

退变主要表现为髓核细胞数量的减少和细胞外

基质合成的减少。随着椎间盘变性的发生，细

胞外基质合成下降，最终导致了椎间盘疾病的

发生。有研究对退变性椎间盘髓核组织进行双

向凝胶电泳及质谱分析发现了一种正常椎间盘

髓核组织中罕见的蛋白——过氧化物酶Ⅱ。已

有研究认为过氧化物酶Ⅱ是过氧化物酶家族中

最具代表性的蛋白，可参与多种细胞功能活动，

包括抗氧化损伤、细胞分裂和分化、信号转导

和细胞凋亡等。过氧化物酶Ⅱ对椎间盘退变有

促进作用，由此设想用过氧化物酶Ⅱ的抑制剂

封闭其基因表达，可延缓或逆转椎间盘退变。

实验以此观察了过氧化物酶Ⅱ对体外培养

的人退变腰椎间盘髓核细胞的活性和Ⅱ型胶原

合成的影响。实验为过氧化物酶的研究方向提

供新思路，同时为椎间盘退变的研究提供了参

考依据。见2010年11期1915-1918页。
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