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人胎盘来源间充质干细胞移植促进肌腱移植物在骨隧道内的愈合 
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文章亮点： 

1课题的创新性在于人胎盘来源干细胞在腱骨结合部的修复方面的研究国内外报道较少，实验构建了具
有多能性的人胎盘来源间充质干细胞植入肌腱-骨结合部鼠模型，观察其在腱骨结合部修复中的作用。 

2 结果证实人胎盘来源间充质干细胞移植于骨隧道内可使肌腱-骨结合处形成以韧带与骨软骨的结合为

特征的典型的直接止点。 
关键词： 
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摘要 
背景：研究表明，人胎盘来源间充质干细胞来源广泛，增殖能力强，其移植对腱-骨愈合有明显的促进作用。 
目的：进一步验证人胎盘来源间充质干细胞对骨-肌腱结合处愈合的影响。 
方法：采用贴壁分离筛选法获取人胎盘来源间充质干细胞。30 只雄性 SD大鼠随机分为 2组各 15 只。建立
大鼠骨-肌腱损伤模型，实验组在骨-肌腱结合面注入人胎盘来源间充质干细胞，对照组只注入生理盐水。 
结果与结论：实验组人胎盘间充质干细胞移植后 2，4，6 周显微镜观察在腱骨界面有干细胞存在并有较多血
管组织再生，并且有部分纤维软骨增生。在移植后 4，6周实验组最大拔出载荷显著高于对照组(P < 0.05)。
说明人胎盘来源充质干细胞可以促进骨-肌腱结合部的早期愈合，提高其生物力学强度。 
 

Human placenta-derived mesenchymal stem cell transplantation promotes tendon 
graft healing in a bone tunnel 
 

Yang Li-feng1, Liu Wei1, Zhou Ye1, Feng Zi-shan2, Zhang Li1, Zhao Wei1, Li Zhi1 (1Central Hospital of 
Shenyang Medical College, Shenyang  110024, Liaoning Province, China; 2Shengjing Hospital of China 
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Abstract 
BACKGROUND: Studies have shown that human placenta-derived mesenchymal stem cells with strong 
proliferative ability have rich sources and can remarkably promote tendon-bone healing after cell transplantation. 
OBJECTIVE: To observe the effect of human placenta-derived mesenchymal stem cells on tendon-bone healing 
in a bone tunnel. 
METHODS: Human placenta-derived mesenchymal stem cells were separated using adherent separation 
screening method. Thirty 8-week-old male Sprague-Dawley rats were randomly divided into two groups, 15 rats 
as experimental group and 15 rats as control group. Experimental group were subjected to transplantation of 
human placenta-derived mesenchymal stem cells and the control group were injected with saline solution.  
RESULTS AND CONCLUSION: Stem cells, new vessels, and fibrocartilage hyperplasia were observed on the 
tendon-bone interface with microscope at 2, 4 and 6 weeks after cell transplantation in the experimental group. 
Biomechanically, the maximum pullout load in the experimental group was significantly higher than that in the 
control group at 4 and 6 weeks after cell transplantation (P < 0.05). These findings suggest that human 
placenta-derived mesenchymal stem cells can accelerate early tendon-bone healing in a bone tunnel and 
strengthen the biomechanical strength. 
 
Subject headings: stem cells; mesenchymal stem cells; tenotomy; cell transplantation 
Funding: the Scientific Research Funding of Shenyang Health Bureau, No. F11-262-9-19* 
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0  引言  Introduction 
 

肌腱止点损伤逐年增多，如跟腱止点撕脱型断裂，

交叉韧带的止点撕脱和断裂的发病率逐年增高。肌腱-

骨结合部愈合过程比较复杂，该部位的特征性结构纤

维软骨带的再生十分缓慢和困难，促进其早期愈合一

直是学者们研究热点之一。长期以来，医学界先后采

用了药物、手术、物理等方法治疗腱骨结合，但效果

均不理想。 
近年来许多研究表明，胎盘提取的间充质样干细胞培

养后可分化成为脂肪细胞、成骨细胞以及其他细胞
[1-2]
。

此外，胎盘是一种伦理上允许的、容易获得的间充质样

干细胞来源，可以用于未来试验及临床应用。Ouyang、
Lim等[3-4]

发现将骨髓间充质干细胞用于腱骨愈合的动

物实验，可以促进骨隧道内腱骨结合部早期的愈合。 
人胎盘来源间充质干细胞来源广泛，增殖能力强，

避免了胚胎干细胞所带来的伦理学和法律问题，具有更

广阔的应用前景
[5]
，人胎盘来源间充质干细胞移植为腱

骨结合治疗提供了新的思路。为此，实验将人胎盘来源

间充质干细胞移植到腱骨结合动物模型中，以观察其对

腱骨结合大鼠的治疗作用。 
 
1  材料和方法  Materials and methods 

 
设计：随机对照动物实验。 
时间及地点：实验于2011年12月至2012年12月在

沈阳医学院附属中心医院完成。 
材料： 
实验动物：清洁级8周龄雄性SD大鼠30只，体质量

280-330 g，购自沈阳医学院实验动物中心。 
人胎盘来源间充质干细胞移植促进肌腱移植物在骨隧道

内愈合实验所用试剂及设备： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

实验方法： 

人胎盘间充质干细胞分离培养：经医院伦理委员会批

准，在产妇知情同意的情况下，胎盘组织由沈阳医学院

附属中心医院妇产科获取临床正常剖宫产之足月健康

产妇的新鲜胎盘组织。参照文献[6]的方法，利用Ⅳ型胶
原酶消化分离培养人胎盘间充质干细胞：在无菌条件下

分离胎盘脐带周围内层组织，用组织剪修剪成1 cm×   
1 cm×1 cm大小，用4  D℃ -Hank’s液冲洗两三遍，红
细胞裂解液4 ℃水浴5 min以去除红细胞，0.1%Ⅳ型胶
原酶37 ℃消化15 min后，200目滤网过滤，D-Hank’s
液清洗后，调整细胞浓度为1×108 L-1

，接种于25 cm2

培养瓶。37 ℃、体积分数5%CO2饱和湿度静置培养。

细胞密度达到70%融合后用2.5 g/L的胰蛋白酶消化传
代培养。 

细胞表面标记检测
[7]
：用2.5 g/L胰酶消化收获人胎盘

来源间充质干细胞，PBS洗涤2次后，细胞计数，将细
胞移入96孔板，每孔细胞数在5×1011 L-1

。以上，分别

与抗CD90，CD34单克隆抗体室温避光反应30 min，
PBS洗涤2次，10 g/L多聚甲醛固定后，应用流式细胞仪
分析细胞表面抗原结果分析表明，所获得的人胎盘来源

间充质干细胞具有均一的细胞表型，表明细胞纯度较

高，高表达CD90，CD105；不表达CD34，CD106。 
动物实验：8周龄雄性SD大鼠30只，随机分成实验组

和对照组各15只。将大鼠仰卧位固定于手术台上，10 g/L
的戊巴比妥钠50 mg腹腔注射全麻。常规消毒后取右下
肢内侧纵行切口，逐层分离出趾长屈肌腱，远端离断，

见图1；在股骨中远1/3处钻一直径约1.5 mm的骨隧道，
建立骨-肌腱损伤模型，见图2；再把肌腱从骨髓道中内
向外穿出后末端用5-0丝线缝合固定。实验组在骨-肌腱
界面注入人胎盘来源间充质干细胞悬液0.5 mL，对照组
注入等量生理盐水，然后逐层关闭切口。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

试剂及议器 来源 

DMEM培养液                      
重组人碱性成纤维细胞生长因子(bFGF) 
胎牛血清                   
                 
普鲁士蓝试剂盒                     
胰酶                               
CD105-PE、CD45-PE、CD106-PE、

CD34-PF、CD73-PE、CD90-PE、 
流式细胞仪 

CO2培养箱                         
CSS-44020型生物力学试验仪        
Olympus显微镜                     

Gibeo公司，美国 
CYTOLAB公司 
杭州四季青生物工程 
材料研究所 

上海虹桥乐翔医用试剂公司 
Sigma公司，美国 
BD公司 
 
 
Herabus公司，德国 
长春仪器厂 
日本 图 1  大鼠趾长屈肌腱远端离断建立骨-肌腱损伤模型 

Figure 1  A rat model of tendon-bone defects prepared by 
distal transection of digitorum longus tendon 

注：逐层分离出趾长屈肌腱，远端离断。 
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生物力学试验：分别在细胞移植后第2，4，6周取

得组织标本，将标本固定在CSS-44020型生物力学仪
上，进行牵拉试验，记录肌腱从骨隧道中完全脱出时

的牵拉力，此为骨-肌腱结合处所承受的最大拔出载

荷。 
注意观察指标：①显微镜下人胎盘来源间充质干细

胞形态学观察结果。②人胎盘间充质干细胞表面标记检

测结果。③各时间点的组织切片苏木精-伊红染色显微

镜观察结果。④生物力学试验结果。 
统计学分析：实验的所有数据均采用SPSS 13.0统

计学软件进行处理，同一时间点治疗组和对照组采用t
检验，最大拔出载荷采用x

_

±s表示，组内不同时间点采
用方差分析，P < 0.05时为差异有显著性意义。 
   
2  结果  Results 
 
2.1  实验动物数量分析  实验选用大鼠30只，分为2
组，实验过程无脱失，全部进入结果分析。 
2.2  显微镜下人胎盘来源间充质干细胞形态学观察结
果  人胎盘来源间充质干细胞接种5 d后大部分细胞
贴壁，细胞呈梭形，多角形，10-14 d后可见数个细胞
集落，细胞大部分呈长梭形，胞浆丰富，核染色质深，

核仁明显，呈平行排列或旋涡状生长，形态类似成纤

维细胞，见图3。原代培养的细胞21-28 d接近80%融
合，呈现集落方式生长。传代后的细胞生长速度明显

增快，数量增多，细胞呈均质长梭行，形态较原代均

一，见图4。5-7 d即可传代1次，传至10代后细胞生长
速度减慢。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  人胎盘间充质干细胞表面标记检测结果  应用流
式细胞仪分析表明，所获得的人胎盘来源间充质干细胞

具有均一的细胞表型，表明细胞纯度较高，高表达

CD90，CD105；不表达CD34，CD45。见图5。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2  大鼠股骨中远 1/3处钻一骨隧道建立骨-肌腱损伤模

型 

Figure 2  Establishing a tendon-bone defect model in a rat by 
drilling a bone tunnel 1/3 distal to the middle femur 

注：股骨中远 1/3处钻一直径约 1.5 mm的骨隧道。 

图 3  第 1代人胎盘来源间充质干细胞(×40) 

Figure 3  Morphology of primary human placenta-derived 
mesenchymal stem cells (×40) 

注：可见成纤维细胞样克隆，成放射状或漩涡状生长。 

图 4  第 3代人胎盘来源间充质干细胞(×100) 

Figure 4  Morphology of passage 3 human placenta-derived 
mesenchymal stem cells (×100) 

注：细胞形态均一，呈长梭形。 

图 5  人胎盘间充质干细胞表面标记流式细胞仪检测结果 

Figure 5  Flow cytometry detection of surface markers of 
human placenta-derived mesenchymal stem cells 

注：结果显示细胞具有均一的细胞表型，高表达CD90，CD105；
不表达 CD34，CD45。 
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2.4  各时间点的组织切片苏木精-伊红染色显微镜观
察结果  人胎盘间充质干细胞移植后第 4周，对照组骨-
肌腱结合处见少量的类软骨细胞，而且肌腱与骨之间结

合比较松散，能够清晰地辨别出二者之间的界限，见图

6；实验组骨-肌腱界面之间以成纤维细胞以及类软骨细
胞为主，靠近肌腱侧以成纤维细胞为主，靠近骨髓道侧

以类软骨细胞为主而且排列不整，并出现软骨化骨过

程，骨-肌腱之间没有明显界限，见图 7。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
细胞移植后第6周，对照组骨-肌腱界面之间见大量

成纤维细胞以及胶原纤维增多，而且排列规则，骨与肌

腱的连接紧密见图8；而实验组骨-肌腱界面之间的胶原

纤维合成明显增多，类软骨细胞明显成熟逐步形成软骨

移行带，形成特有的“潮线”
[8]
，出现了类似于韧带直

接止点样结构，见图9。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.5   生物力学试验结果  见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

表 1  大鼠人胎盘间充质干细胞移植后不同时间点骨-肌腱结

合处所承受的最大拔出载荷 

Table 1  The maximum pullout load at the tendon-bone interface 
at different time after transplantation of human 
placenta-derived mesenchymal stem cells  
                                     (x

_

±s, n=5, N) 

与对照组比较，
aP < 0.05。 

注：细胞移植后第 4，6 周实验组骨-肌腱结合处所承受的最大拔出载荷明

显大于对照组。 

组别         2周           4周            6周 

实验组 
对照组        

2.9±0.7  
1.1±0.5         

6.8±1.7a 
3.4±1.9          

12.7±1.5a 
7.6±1.2 

图 6  人胎盘间充质干细胞移植后第 4周对照组大鼠骨与
肌腱界面组织学观察(苏木精-伊红染色，×20) 

Figure 6  Histological observation of the tendon-bone 
interface 4 wk after transplantation of human 
placenta-derived mesenchymal stem cells in the 
control group (Hematoxylin-eosin staining, ×20) 

注：骨与肌腱之间的结合比较疏松，细胞排列不规整，由炎性

细胞及成纤维细胞组成。 

图 7  人胎盘间充质干细胞移植后第 4周实验组大鼠骨与
肌腱界面组织学观察(苏木精-伊红染色，×20) 

Figure 7  Histological observation of the tendon-bone 
interface 4 wk after transplantation of human 
placenta-derived mesenchymal stem cells in the 
experimental group (Hematoxylin-eosin staining, 
×20) 

注：骨与肌腱之间的新生组织以成纤维细胞和类软骨细胞为

主，靠近肌腱侧以成纤维细胞为主，靠近骨髓道侧以类软骨细

胞为主而且排列不整。 

图 8  人胎盘间充质干细胞移植后第 6周对照组大鼠骨与
肌腱界面组织学观察(苏木精-伊红染色，×20) 

Figure 8  Histological observation of the tendon-bone 
interface 6 wk after transplantation of human 
placenta-derived mesenchymal stem cells in the 
control group (Hematoxylin-eosin staining, ×20) 

注：骨-肌腱界面之间见大量成纤维细胞以及胶原纤维增多，

而且排列规则，骨与肌腱的连接紧密。 

图 9  人胎盘间充质干细胞移植后第 6周实验组大鼠骨与肌
腱界面组织学观察(苏木精-伊红染色，×20) 

Figure 9  Histological observation of the tendon-bone interface 
6 wk after transplantation of human placenta-derived 
mesenchymal stem cells in the experimental group 
(Hematoxylin-eosin staining, ×20) 

 

注：骨-肌腱界面的类软骨细胞明显成熟，胶原纤维增多，形

成“潮线”即软骨移行带，出现了类似于韧带直接止点样结构。 
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3  讨论  Discussion 

 
目前运动损伤、交通意外等导致的骨-肌腱结合部

的损伤，发病率逐年增高，比如滑雪造成的膝关节交叉

韧带损伤，网球运动导致的肩袖损伤以及羽毛球运动导

致的跟腱损伤等等。临床上对于骨-肌腱损伤常采用手

术来重建其稳定性，其中骨-肌腱结合部早期、可靠的

愈合是成功恢复运动的关键。但是骨-肌腱结合部位愈

合过程相当复杂，要恢复到生理强度十分困难和缓慢，

所以加快并促进骨-肌腱结合部的早期愈合，早期功能

恢复至关重要。 
近年来，有学者对促进骨-肌腱结合部的早期愈合

进行了一系列研究。Qin等[9]
研究发现，体外冲击波可通

过软骨内化骨、纤维软骨再生诱导延迟愈合的腱-骨界面
间骨生长。Zhai等[10]

报道采用富血小板血浆在体外培养

肌腱细胞和成骨细胞，发现可促进其增殖。Chen等[11]

报道聚乙二醇二丙烯酸酯支架复合骨膜祖细胞和骨形

态发生蛋白2并注射在兔腱骨界面，术后4、8周发现纤
维软骨形成，生物力学性能也提高。 
由于对促进骨-肌腱早期愈合的研究不断深入，越

来越多的研究显示：骨形态发生蛋白，血管内皮生长因

子、富血小板血浆、碱性成纤维细胞生长因子、骨髓间

充质干细胞、以及转化生长因子等可以促进骨-肌腱的

早期愈合
[12]
。 

实验结果表明，人胎盘来源间充质干细胞能够促进

骨-肌腱结合部的早期愈合，6周时，在骨-肌腱结合处

生成了过渡性纤维软骨带，塑形后重建了骨-肌腱直接

止点样结构，明显促进了骨-肌腱的愈合。 
骨-肌腱结合部的特征性结构是移行的纤维软骨

带。大多数动物实验研究发现，肌腱移植物在骨隧道内

获得完全可靠的腱-骨愈合需要12-24个月甚至更长时
间

[13-14]
，骨-肌腱结合处的特征性结构决定了该部位的

特殊功能，确保将肌肉产生的收缩力传递到骨，并将集

中的应力分散到骨与肌腱之间的缓冲带
[15]
。 

人胎盘来源间充质干细胞移植后能否形成正常肌

腱-骨的止点是这次实验的最终目标，从术后6周的高
倍显微镜下观察所见，人胎盘来源间充质干细胞移植

于骨隧道内可使骨-肌腱结合处形成以韧带与骨软骨

的结合为特征的典型的直接止点，证实了移植的肌腱

与骨隧道内壁的愈合是界面间纤维组织形成、骨与肌

腱相互长入、新骨的生成、局部的塑形改造过程
[16]
。

实验通过移植人胎盘来源间充质干细胞于骨-肌腱界

面发现移植后4周显微镜下可见骨-肌腱界面有部分纤

维软骨产生。证实人胎盘来源间充质干细胞可加快骨-

肌腱愈合过程。 
在移植或重建后的第6-12周是骨-肌腱结合部的力

学性能薄弱的时间点
[17]
。骨与肌腱的牢固固定和早期

愈合是重建中最重要的也是患者早期功能训练的前

提。骨与肌腱之间的早期愈合能够满足患者术后早期

运动、肌肉锻炼和负重要求，最终实现关节功能的最

大化恢复。实验所进行的生物力学评价结果显示，实

验组的最大拔出载荷在移植后4，6周明显高于对照组，
表明人胎盘来源间充质干细胞在移植后4，6周就可以
让骨-肌腱结合部牢固愈合，相对于对照组明显增强了

骨-肌腱结合部的力学性能，提高了骨-肌腱愈合的质

量。由此可以推断，移植的人胎盘来源间充质干细胞

在骨-肌腱结合部特定的微环境和特定的细胞外基质

刺激下，可向骨-肌腱特异性细胞分化，促进该部位的

愈合，提高骨-肌腱愈合的质量，提高骨-肌腱结合部

的生理力学强度。 
Berg等[18]

的研究发现，肌腱在骨隧道内首先是在远

离关节腔的部位与骨组织愈合，然后逐渐向关节腔方向

发展，即骨-肌腱界面的愈合是从骨隧道的远端向近端

发展的，直至最终愈合。本实验中实验组人胎盘来源间

充质干细胞移植后第4周显微镜下见移植肌腱-骨界面

有大量的毛细血管生成，而且毛细血管生成生成部位是

在隧道远离关节腔的部位，证实了Berg等的结论。推测
分析，关节液所含的细胞因子、生长因子抑制剂、蛋白

水解酶等起到了抑制骨-肌腱愈合的作用所致。术后组

织切片显微镜在腱骨结合部观察到纤维软骨形成区域

首先出现在远离关节腔的骨-肌腱界面，证实骨隧道内

肌腱与骨的愈合是从隧道远端向近端发展的。 
综上所述，通过对骨隧道内骨-肌腱界面移植人胎

盘来源间充质干细胞的研究表明，人胎盘来源间充质干

细胞能够促进骨-肌腱结合部的早期愈合，实验组的力

学特性明显高于对照组证实可以提高其生物力学强度，

早期即有明显促进愈合作用。 
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