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文题释义： 

软骨组织工程：是将软骨种子种植于可生物降解、组织相容性好的生物材料上，形成复合物，然后再

把该复合物植入软骨缺损处，在生物材料自行降解的过程中，种植的细胞形成新的软骨来填充缺损。 

自体软骨移植：Donald 等采用异体软骨移植的方式对不同类型软骨缺损进行治疗，并与自体软骨缺损

的临床效果进行比较。通过比较发现，两种不同的软骨移植方式在排斥率和感染率方面经比较差异均

无显著性意义。但较之自体软骨移植，异体软骨移植存在明显吸收现象。学者们还认为，如果在临床

治疗中利用良好的方法对异体软骨予以妥善保存，则可显著降低其移植后的吸收现象，达到与自体软

骨移植相同的治疗效果。 

异体软骨移植：郑信民等通过实验发现，利用具有良好活力的同种异体软骨进行软骨修复治疗可以获

得理想的临床效果。在将同种异体软骨植入人体之后，可以维持 20 年左右的存活时间且很少会出现明

显的吸收现象，临床修复效果十分理想。 

 

摘要 

背景：将聚羟基乙酸支架与软骨细胞复合，可获得组织工程人工骨。 

目的：观察同种异体软骨细胞-聚羟基乙酸支架复合物修复乳兔喉甲状软骨缺损的效果。 

方法：取新西兰成年大白兔 20 只，构建喉甲状软骨缺损模型后随机分组，实验组于缺损处植入同种异

体软骨细胞-聚羟基乙酸支架复合物，对照组于缺损处植入聚羟基乙酸支架。植入后 4，8 周进行大体

观察、组织学观察。 

结果与结论：①大体观察结果：植入后 4 周，实验组软骨缺损得到一定的修复，修复区域未出现坏死；

对照组缺损区域填充有肌肉和结缔组织。植入后 8 周，实验组软骨缺损得到进一步修复，修复界限不

明显；对照组软骨缺损未得到修复，与周围正常软骨之间存在明显界限。②免疫组织化学染色结果：

实验组植入后 4，8 周的Ⅱ型胶原表达均高于对照组(P < 0.05)。结果表明同种异体软骨细胞-聚羟基乙

酸支架复合物可促进乳兔喉甲状软骨缺损的修复。 

关键词： 

生物材料；软骨生物材料；喉甲状软骨；软骨缺损；同种异体软骨细胞；聚羟基乙酸   
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Abstract 

BACKGROUND: Tissue-engineered bone can be obtained by the combination of chondrocytes and 

polyglycolic acid scaffold. 

OBJECTIVE: To investigate the effect of allogeneic chondrocytes/polyglycolic acid scaffold compound in 

the repair of thyroid cartilage defects in rabbits. 

METHODS: Twenty New Zealand adult rabbits were randomly divided into experimental group with 

implantation of allogeneic chondrocytes/polyglycolic acid scaffold compound and control group with 

implantation of polyglycolic acid scaffold. Gross and histological observations were done at 4 and 8 weeks 

after implantation.    

RESULTS AND CONCLUSION: (1) Gross observation results: 4 weeks after surgery, cartilage defects in 

the experimental group were repaired certainly, and no necrosis appeared in the repair area; in the control 

group, the defects were filled with muscle and connective tissues. At 8 weeks after implantation, cartilage 

defects in the experimental group were further repaired, with unclear repair boundaries, and in the control 

group, cartilage defects were no repaired and showed a notable boundary with the surrounding normal 

cartilage tissues. (2) Immunohistochemical staining results: the expression of type II collagen in the 

experimental group was higher than that in the control group (P < 0.05) at 4 and 8 weeks after implantation. 

These findings indicate that the allogeneic chondrocytes/polyglycolic acid scaffold compound can promote 

the repair of thyroid cartilage defects in rabbits. 

Subject headings: Thyroid Cartilage; Chondrocytes; Tissue Engineering 
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0  引言  Introduction 

喉是人体中一个十分重要的部位且结构十分复杂，

包含多种软骨类型，包括环状软骨、会厌软骨、甲状软

骨和杓状软骨等
[1]
。这些软骨一同聚集在小小的咽喉通

道之中，对喉腔的正常力学状态予以支撑和维持。但受

到疾病及外伤等诸多因素的影响，极易导致喉部软骨缺

损的出现
[2]
，对患者的外观产生一定的影响，引起失音

及嗅觉变化等一系列问题
[3]
。以往修复喉甲状软骨缺损

时，可采用患者自体软骨移植方式
[4]
。Bhavana等

[5]
曾

经利用髂嵴作为移植物，治疗喉气管软骨缺损，以实现

声门下喉重建。但患者自体软骨来源十分有限，且在移

植时不可避免地会对患者造成新的创伤，导致各种术后

并发症的出现，影响患者术后恢复
[6]
。 

随着临床医学的不断发展，组织工程学得到了较快

发展，组织工程人工骨的出现也为各种喉软骨损伤治疗

提供了新的方法。在进行修复时，需要结合不同患者软

骨缺损的具体情况进行组织人工骨构建。构建过程中需

要具备种子细胞和理想的支架材料
[7]
。受到喉软骨中空

不规则结构的影响，需要使用良好的细胞外基质支架材

料，相应的材料应该具备良好的机械强度、孔隙结构及

生物相容性等
[8]
。 

现如今，软骨组织工程细胞外基质材料主要包括天然

生物材料和各种人工合成生物材料等。其中聚羟基乙酸是

一种常用的人工合成生物材料，具有良好的生物相容性和

孔隙结构，是一种理想的支架材料
[9]
，将其与软骨细胞进

行复合，可以获得修复所需的人工骨。此次实验过程中，

从具有免疫力的乳兔体内获得软骨细胞，并与聚羟基乙

酸进行复合，获得软骨修复复合物，对喉甲状软骨缺损

动物进行软骨修复治疗，以探讨同种异体软骨细胞-聚

羟基乙酸复合物对有免疫力乳兔体内喉甲状软骨缺损

的修复效果。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  随机对照动物实验。 

1.2  时间及地点  实验于2015年7至8月在南阳医学高

等专科学校第一附属医院实验室完成。 

1.3  材料  聚羟基乙酸支架材料由广州市济源生物科

技有限公司提供，原材料为聚乙醇酸，可降解，具有良
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好的生物相容性。 

  实验动物：1周龄纯种新西兰健康乳兔21只，由西

安市迪乐普生物资源开发有限公司提供，许可证号：

SCXK(陕)2013-0006，健康状况良好。实验过程中对动

物处置符合动物伦理学标准。 

  试剂与仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4  实验方法 

乳兔软骨细胞的分离和培养[10]
：取1只乳兔脱颈处

死，在超净工作台上于无菌环境下切下双膝，放入含双

抗的PBS内。利用眼科剪游离软骨予，之后添加胰蛋白

酶。消化结束之后，添加含双抗和胎牛血清的培养基终

止消化。利用眼科将软骨剪为小碎块，添加Ⅱ型胶原酶，

置于恒温箱进行消化，获得细胞悬液。利用150目网筛

进行过滤，将过滤液置于离心管中进行离心，离心结束

弃掉上清，添加含双抗和胎牛血清的培养基，进行机械

吹打，之后接种于培养瓶中，进行培原代和传代培养。

取第4代细胞，利用胰蛋白酶进行消化之后接种在96孔

板中，连续培养10 d，添加MTT液进行孵育，添加DMSO

溶解结晶物，利用酶联免疫检测仪对细胞在492 nm处的

吸光度值进行检测和记录，根据检测结果并绘制细胞生

长曲线。 

聚羟基乙酸支架材料处理：对聚羟基乙酸支架材料

进行剪裁，剪为片状，大小为1.2 cm×1.5 cm。利用多

聚赖氨酸对材料进行浸泡，待材料完全浸透之后取出，

置于自然条件下进行风干。干燥之后利用乙醇浸泡消

毒，并使用三蒸水清洗。清洗结束后置于无菌培养皿中

自然干燥，妥善保存备用，并取部分材料进行扫描电镜

观察。 

软骨细胞复合聚羟基乙酸支架材料：复合之前利用

紫外线对支架材料进行照射，之后对软骨细胞进重悬，

调整细胞浓度为6×10
10

 L
-1
。将软骨细胞接种在支架材

料上，置于培养箱中培养4 h。之后添加Ham-F12培养

液，培养48 h之后换液。 

实验分组：取20只乳兔，随机分为对照组和实验组，

每组10只。两组均构建喉甲状软骨缺损模型，具体方法

为：利用戊巴比妥对动物进行全麻，将动物固定在手术

台，对动物颈部进行脱毛和术区消毒，于动物颈部正中

做切口，对肌层进行分离，暴露甲状软骨，从两侧甲状

软骨板交界位置将软骨切开，在一侧甲状骨板上造成

0.6 cm×0.5 cm的缺损，连同内外软骨膜一并去除，保

留喉黏膜，制备单侧甲状骨板缺损模型。单侧甲状骨板

缺损模型制备完毕之后，实验组动物植入同种异体软骨

细胞复合聚羟基乙酸支架材料，对照组植入同样大小的

聚羟基乙酸材料。植入结束后进行切口缝合。 

术后处理：术后对两组动物予以耳缘青霉素静脉注

射80×10
4
 U，待动物清醒之后，对动物进行常规喂食、

喂水。术后每天对两组动物肌肉注射青霉素80×10
4 
U，

连续注射3 d，术后观察动物一般情况，并进行记录。 

1.5  主要观察指标  植入后4周和8周，分别处死两组

动物各5只，获得标本进行观察，了解喉甲状软骨缺损

大体情况。利用Ⅱ型胶原免疫组化试剂盒对两组Ⅱ型胶

原表达情况进行检测，严格按照试剂盒说明书进行操

作，观察两组的Ⅱ型胶原表达阳性率，利用图像分析软

件进行半定量分析。 

1.6  统计学分析   实验所得数据均利用统计学软件

SPSS 19.0进行分析，P < 0.05表示数据间差异有显著

性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  20只乳兔全部进入最终结果

分析，见图1。 

2.2  聚羟基乙酸支架材料扫描电镜观察  对聚羟基乙

酸支架材料进行扫描电镜观察，可以观察到支架材料具

有良好的孔隙结构，见图2。 

2.3  乳兔软骨细胞培养结果观察  对乳兔软骨细胞进

行培养，原代培养1 d，细胞开始贴壁，呈短梭形、圆 

试剂及仪器  来源 

双抗(青霉素、链霉素溶液) 潍坊瑞华生物科技有限公司 

戊巴比妥  北京清大天一科技有限公司 

胎牛血清 上海弘顺生物科技有限公司 

Ⅱ型胶原酶 上海韵涵生物科技有限公司 

MTT液 南京有为生物科技有限公司 

DMSO 北京智杰方远科技有限公司 

多聚赖氨酸 上海信帆生物科技有限公司 

Ham-F12培养液 上海哈灵生物科技有限公司 

Ⅱ型胶原免疫组化试剂盒 上海雅吉生物科技有限公司 

超净工作台 上海远慕生物科技有限公司 

恒温箱 上海素尔生物科技有限公司 

酶联免疫检测仪 南京华东电子集团医疗装备有限责任公司 

扫描电镜 复纳科学仪器(上海)有限公司 

紫外线杀菌仪 徐州市科诺医学仪器设备有限公司 

培养箱 深圳市芬析仪器制造有限公司公司 
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B C A 

图 2  扫描电镜观察聚羟基乙酸支架材料 

Figure 2  Scanning electron microscope observation of 

polyglycolic acid scaffold 

图注：图中A 为材料侧面(×106)，B 为材料正面(×106)，均可见孔状

结构；C 为材料孔状结构细节图(2×106)。 

 

 

B C A 

B C A 

图 3  乳兔软骨细胞培养结果(×100) 

Figure 3  Results of rabbit chondrocyte culture (×100) 

图注：图中 A 为原代培养 1 d，B 为原代培养 3 d，C 为原代培养

10 d。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

形；培养3 d，细胞多呈三角形及多边形，其胞浆丰富；

培养10 d，可观察到细胞胞浆丰富，细胞之间相互连接，

并呈现出“铺路石”状，见图3。 

2.4  乳兔软骨细胞培养体外生长情况检测  利用酶联

免疫检测仪对细胞在492 nm处的吸光度值进行检测和

记录，按照检测结果绘制细胞生长曲线，见图4。 

2.5  术后动物一般情况分析  术后两组实验动物均正

常呼吸，呼吸维持在良好的通畅状态，未出现喘鸣等情

况，正常进食、饮水、活动，术后颈部伤口均一期愈合，

未出现感染或死亡。 

2.6  标本大体情况分析   

植入后4周：实验组可观察到软骨缺损得到一定的

修复，修复区域未出现坏死；对照组缺损区域填充有肌

肉和结缔组织。 

植入后8周：实验组软骨缺损得到进一步修复，修

复界限不明显；对照组软骨缺损未得到修复，与周围正

常软骨之间存在明显界限。 

2.7  两组Ⅱ型胶原表达分析  实验组植入后4，8周的

Ⅱ型胶原阳性率显著高于对照组(P均< 0.05)，见表1，

图5。 

纳入 20 只乳兔 

 

实验组 10 只 对照组 10 只 

脱落：0 只 脱落：0 只 

 

纳入结果分析10只 
纳入结果分析10只 

图 1 实验流程图 

Figure 1  Flowchart of grouping 
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图 5  两组植入后不同时间点的Ⅱ型胶原阳性率分析 

Figure 5  The positive rate of type II collagen at 4 and 8 weeks 

after surgery  

 

表 1  两组植入后 4，8 周的Ⅱ型胶原阳性率分析 

                   (x
_

±s，%) 

Table 1  The positive rate of type II collagen at 4 and 8 

weeks after surgery 

组别 植入后 4 周 植入后 8 周 

实验组 35.23±2.15 85.23±5.24 

对照组 5.25±0.54 5.65±1.03 

P < 0.05 < 0.05 

 

图 4  乳兔软骨细胞体外培养生长曲线 

Figure 4  Growth curve of neonatal rabbit chondrocytes cultured 

in vitro 
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3  讨论  Discussion 

喉部较易出现软骨缺损，其中喉甲状软骨缺损十分

常见，但软骨的修复能力十分有限
[11-13]

。国外学者 Kim

等
[14]

通过研究指出，对于直径在 3 mm以下的软骨缺损，

可实现全部或者部分修复。但对于直径在 4 mm 以上的

软骨缺损，依靠机体自身的修复能力则大多无法自行修

复。 

在进行软骨修复时，采用自体软骨移植是常用的方

法，但受到来源和创伤等因素的影响，存在一定的应用

局限性
[15-19]

。随着组织工程学的不断发展，临床开始积

极的通过构建组织人工骨的方式进行软骨缺损修复治

疗
[20-25]

。郑信民等
[26]

通过实验发现，利用具有良好活力

的同种异体软骨进行软骨修复治疗可以获得理想的临

床效果。在将同种异体软骨植入人体之后，可以维持 20

年左右的存活时间且很少会出现明显的吸收现象，临床

修复效果十分理想。Donald 等
[27]

也采用异体软骨移植

的方式对不同类型软骨缺损进行治疗，并与自体软骨缺

损的临床效果进行比较。通过比较发现，两种不同的软

骨移植方式在排斥率和感染率方面经比较差异均无显

著性意义。但较之自体软骨移植，异体软骨移植存在明

显吸收现象。学者们还认为，如果在临床治疗中利用良

好的方法对异体软骨予以妥善保存，则可显著降低其移

植后的吸收现象，达到与自体软骨移植相同的治疗效

果。在采用组织工程人工骨进行软骨修复治疗时，基本

要素是种子细胞和支架材料。构建过程中，需要用到一

定的种子细胞
[28-29]

。软骨内无血管、淋巴管和神经，细

胞被包埋在由软骨基质形成的软骨囊内，因此软骨细胞

具有抗原性弱，不易被机体免疫系统攻击的特点，而且

作为种子细胞，在获取过程中经过酶的消化、传代培养

及与生物材料的复合培养等系列处理，细胞表面抗原可

被进一步消弱和包裹
[30]

。软骨的这些免疫学优势使得同

种异体软骨细胞作为组织工程种子细胞成为可能。 

此次实验过程中，选择具备免疫力的乳兔体内获得

软骨细胞作为实验所需的种子细胞。除种子细胞之外，

在组织工程软骨的构建过程中，还需要使用相应的支架

材料。在软骨组织工程生物材料研究中，人工合成和天

然类等多种材料都被尝试用于组织工程化软骨组织构

建，以形成片状和无中空结构的简单形态组织工程化软

骨为主，尚无适宜大块中空形态软骨组织构建需求的生

物材料，且普遍存在价格昂贵、加工工艺复杂等问题。

因此，继续探索理想的软骨组织工程生物支架材料研究

仍是面临的课题。理想的支架材料应该具有耐拉伸、生

物相容性良好、无致炎性、无排斥性和易降解等特点，

可为种子细胞提供所需的支撑。本次实验过程中，选择

使用的支架材料为聚羟基乙酸。聚羟基乙酸具有良好的

生物降解性和生物相容性，有很好的吸附性、成膜性、

通透性、成纤性、吸湿性，可作为支架材料，与软骨细

胞复合起来予以应用
[31-33]

。将支架与软骨细胞进行复合

并进行软骨缺损修复，植入动物体内一段时间之后，支

架材料会逐渐发生降解
[34-35]

。本次实验过程中对聚羟基

乙酸支架材料进行扫描电镜观察，可以观察到聚羟基乙

酸支架材料具有良好的孔隙结构，说明聚羟基乙酸具有

良好的空间结构，可为软骨细胞的附着和黏附等提供良

好的条件
[36]

。实验过程中，对标本进行大体观察可以发

现，植入后 4 周，实验组可以观察到软骨缺损得到一定

的修复，修复区域未出现坏死，对照组缺损区域填充有

肌肉和结缔组织；植入后 8 周，实验组软骨缺损得到进

一步修复，且修复界限不明显，对照组软骨缺损未得到

修复，与周围正常软骨之间存在明显的界限。结果显示，

使用同种异体软骨细胞-聚羟基乙酸复合物对存在免疫

力的乳兔进行喉甲状软骨缺损修复，可以获得良好的软

骨修复效果。Ⅱ型胶原由软骨细胞分泌，是软骨的主要

胶原成分之一
[37-39]

。Ⅱ型胶原的表达可反映出机体内软

骨细胞的生长情况
[40-51]

。此次实验中，实验组细胞中富

含丰富的Ⅱ型胶原，表明软骨细胞大量增殖，显著高于

对照组(P < 0.05)，即提示，利用同种异体软骨细胞-聚

羟基乙酸复合物对存在免疫力的乳兔喉甲状软骨缺损

进行修复，可获得理想的治疗效果。 
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