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文题释义： 
局部微环境：在将构建的组织工程软骨植入局部进行修复治疗的过程中，会受到局部微环境的较大影响。

局部的实际理化环境与各种生长因子，以及力学刺激等均会对组织工程软骨产生极大的影响，并直接影

响到软骨修复效果。为此，在进行组织工程软骨构建的时候，可以尝试通过一定的方式，利用各种理化

因子和局部血运等因素以更快的速度获得质量更好的组织工程软骨。 
同种异体骨：经去抗原免疫、深低温冷冻等处理，抗原性极低，且具有良好的孔隙结构和生物相容性，

可以为种子细胞的生长提供所需的空间，是一种十分理想的支架材料。 
 
摘要 
背景：构建组织工程软骨的时候，同种异体骨与骨髓间充质干细胞是常用的支架材料和种子细胞，以往

大多采用体外培养的方式。膝关节内游离体可以长期存在于关节腔中，并维持一定的软骨组织学特性。

因此，关节腔可能为软骨细胞的生长和发育提供良好的环境条件。 
目的：探讨在关节腔内骨髓间充质干细胞与同种异体骨复合培养的效果。 
方法：纳入 5 只新西兰新生白兔进行骨髓间充质干细胞分离与培养，利用 1 只成年新西兰白兔制备同
种异体骨，进行骨髓间充质干细胞与同种异体骨复合。实验分组：腔内培养组将骨髓间充质干细胞与同

种异体骨复合物培养于动物关节腔内，正常对照组设为同腔内正常软骨，体外培养组实施常规体外培养。

培养 4，8，12周进行组织学苏木精-伊红染色观察及Ⅱ型胶原免疫组织化学染色观察。 
结果与结论：①培养 12周进行苏木精-伊红染色和观察，正常对照组细胞质和软骨基质出现红染，细

胞核出现蓝染，软骨细胞按照一定的方向呈紧密状有序排列。腔内培养组细胞质和软骨基质出现红染，

细胞核出现蓝染，支架材料基本吸收。软骨细胞长入支架之中，细胞按照一定应力方向排列，且形态

变小。体外培养组软骨细胞出现大量增殖，但呈无序状排列；②经免疫组织化学染色和观察，计数可

得，随着培养时间的推移，腔内培养组的 A 值呈现出不断上升的情况，体外培养组和正常对照组均
未出现明显的改变。且培养 4，8，12 周，正常对照组和腔内培养组的 A 值均显著高于体外培养组     
(P < 0.05)。培养 4，8周，腔内培养组的 A值均显著低于正常对照组(P < 0.05)。但培养 12周，腔
内培养组与正常对照组 A值差异无显著性意义(P > 0.05)；③实验结果表明，在体外和关节腔内环境
下，均可以利用同种异体骨与骨髓间充质干细胞复合培养获得组织工程软骨，且关节腔内培养可以获

得更好的培养效果。 

骨髓间充质干细胞与同种异体骨复合体在关节腔内的培养 

1只制备同种异体骨 

16只成年新西兰兔 

15 只用于关节
腔内实验观察 

实验结果： 
在体外和关节腔内环境下，均

可以利用同种异体骨与骨髓

间充质干细胞复合培养获得

组织工程软骨，且关节腔内培

养可以获得更好的培养效果 

5 只新西兰新生白兔进行骨髓
间充质干细胞分离与培养 

正常对照组设为

同腔内正常软骨 

制备骨髓间充质干细胞

与同种异体骨复合物 
体外培养组实施常规

体外培养 

腔内培养组将骨髓间充质

干细胞与同种异体骨复合

物培养于动物关节腔内 
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Bone marrow mesenchymal stem cells co-cultured with allogenic bone in the 
articular cavity 
 
Gao Feng-guang1, Zhou Bai-sui1, Mu Hai-bo2 (1Department of Orthopedics and Joints, 2Department of 
Traumatology, Affiliated Yantai Hospital of Binzhou Medical University, Yantai 264100, Shandong 
Province, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: Bone marrow mesenchymal stem cells and allogenic bones are commonly used as seed 
cells and scaffolds, respectively, for constructing tissue-engineered cartilage through in vitro co-culture. 
The loose body of the knee joint can survive in the articular cavity for a long time, and maintain certain 
characteristics of cartilage tissues. Therefore, the articular cavity can provide a good environment for the 
growth and development of chondrocytes. 
OBJECTIVE: To investigate the effect of bone marrow mesenchymal stem cells co-cultured with allogenic 
bone in the articular cavity. 
METHODS: Bone marrow mesenchymal stem cells were isolated from five newborn New Zealand white 
rabbits. One adult New Zealand rabbit was enrolled to prepare allogenic bone for co-culture with bone 
marrow mesenchymal stem cells. Afterwards, bone marrow mesenchymal stem cells and allogenic bone 
composites were cultured in the articular cavity (intracavitary culture group) or in vitro as in vitro culture 
group, respectively; the normal cartilage tissues grew in the articular cavity as control group. Cells were 
observed by hematoxylin-eosin staining and type II collagen immunohistochemistry staining at 4, 8 and12 
weeks of culture. 
RESULTS AND CONCLUSION: At 12 weeks culture, hematoxylin-eosin staining showed: in the control 
group, chondrocytes arranged tightly and directionally with red stained cytoplasm and cartilage matrix as 
well as blue nuclei; in the intracavitary culture group, the scaffold was mostly absorbed and chondrocytes 
grew into the scaffold in a certain direction with smaller shape, while cytoplasm and cartilage matrix 
were red stained, blue nuclei appeared; in the in vitro culture group, abundant chondrocytes 
proliferated in a disordered arrangement. Immunohistochemistry staining showed: the absorbance (A) 
values in the intracavitary culture group showed a continuous increase, but no obvious change was in 
the other two groups. Moreover, at 4, 8 and 12 weeks of culture, A values in the control group and 
intracavitary culture group were significantly higher than that in the in vitro culture group (P < 0.05); at 
4 and 8 weeks, A value in the intracavitary culture group was significantly lower than that in the control 
group (P < 0.05), but at 12 weeks, there was no significant difference in A value between the two 
groups (P > 0.05). These results suggest that the tissue-engineered cartilage can be constructed by 
bone marrow mesenchymal stem cells co-cultured with allogenic bone under in vitro and in vivo 
environment, especially in the articular cavity. 
Subject headings: Stem Cells; Mesenchymal Stem Cells; Cartilage; Cell Culture Technology; Tissue 
Engineering 
 
Cite this article: Gao FG, Zhou BS, Mu HB. Bone marrow mesenchymal stem cells co-cultured with 
allogenic bone in the articular cavity. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2016;20(19):2756-2762. 

 

0  引言  Introduction 

关节腔是一个缺血缺氧的环境，所以一旦出现损

伤，关节软骨很难自身修复
[1]
。而现行的修复方法均不

理想，其中，全关节置换恢复慢、风险高且置换假体具

有一定的寿命，不能一劳永逸
[2]
。通过药物方式进行治

疗只起到缓解的作用，实际效果并不明显。使用自体软

骨修复需要两次手术，组织结构的耐受力又十分有限，

也容易造成其他部位的损伤
[3-4]
。随着干细胞理论和技术

的不断发展，在人体中具有自我修复能力的干细胞也被

应用到关节软骨缺损领域。 

在进行组织工程关节软骨构建的时候，同种异体骨

和骨髓来源的间充质干细胞是常用的支架材料和种子
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细胞
[5]
。而局部的实际理化环境与各种生长因子，以及

力学刺激等均会对组织工程软骨产生极大的影响，在进

行组织工程软骨构建的时候，通过构建一定的环境条

件，利用各种理化因子和局部血运等因素以更快的速度

获得质量更好的组织工程软骨
[6]
。 

实验即选择利用同种异体骨与骨髓间充质干细胞

进行组织工程软骨构建，于动物关节腔内培养。并与体

外环境下的组织工程软骨培养效果进行比较，以了解腔

内培养的效果与可行性等。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  细胞学水平，对比观察实验。 

1.2  材料 

实验动物：5只新生新西兰白兔，体质量0.5-1.0 kg，

4-6周龄，均为雄性，用于种子细胞制备。成年新西兰

白兔16只，体质量2.5-3.5 kg，均为雄性，其中1只用于

支架材料制备，15只用于关节腔内实验观察。实验动物

均饲养于滨州医学院烟台附属医院动物中心SPF环境，

常规喂养。研究相关方案均提交本院医学伦理部门审

核，并经批准，符合相关伦理学要求。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3  实验方法 

1.3.1  种子细胞制备  取5只新生新西兰白兔，麻醉后

处死，无菌条件下获得双侧股骨、胫骨、肱骨、髂骨，

剪断双侧干骺端，利用无菌的PBS对髓腔进行冲洗获得

冲洗液，离心后弃上清、裂解，制备细胞悬液，并进行

接种。获得P3细胞进行软骨定向诱导[7]
。诱导14 d后，

胰蛋白酶消化，制备细胞悬液，对细胞进行调整，调整

为2×109 L-1
作为实验所需种子细胞。 

1.3.2  支架材料制备  取1只成年新西兰白兔麻醉后处

死，获得髂骨及椎体骨，常规清洗、脱水、脱脂等，制

备为圆柱状标本(高3 mm、直径3.3 mm)，脱水、风干

后利用10%PBS进行浸泡。72 h之后取出，风干后分装，

环氧乙烷灭菌，妥善保存备用
[8]
。 

1.3.3  细胞-载体复合物的构建[9]  取30块支架材料，

浸入16孔板中的种子细胞悬液中，待细胞悬液完全浸透

骨块之后进行分组。每组15块，分别设为腔内培养组和

体外培养组。 

1.3.4  细胞-载体复合物体外培养  将16孔板置于二氧

化碳恒温培养箱中进行培养，6 h之后完全培养基(含双

抗和体积分数10%的胎牛血清)继续培养。 

1.3.5  细胞-载体复合物关节腔内培养  取1只成年新西

兰白兔麻醉后获得背部肌肉筋膜和腰背筋膜，修剪为膜

片，大小1.0-1.5 cm。取出16孔板内的细胞-载体复合物，

利用修剪的膜片进行包裹，“0”号线缝合之后，植入15

只新西兰白兔右侧膝关节腔内
[10]
。术后进行青霉素肌肉注

射3 d以抗感染。术后常规喂养，不限制其活动。正常对

照组设为同腔内正常软骨。 

1.4  主要观察指标  术后第4，8，12周，分别处死5

只动物，取材后与体外培养组一同进行标本检测，行

苏木精-伊红染色组织学观察及Ⅱ型胶原免疫组织化

学染色观察。 

1.5  统计学分析  对研究过程中获得的数据进行收

集，使用的统计学软件为SPSS 18.0。计算P值，P < 0.05

为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  
2.1  实验动物数量分析  关节腔内观察实验纳入15只

成年新西兰白兔，全部进入结果分析，无脱失。 

2.2  兔骨髓间充质干细胞培养结果  对兔骨髓间充质

干细胞进行原代培养，培养后1 d后，出现少量细胞贴

壁生长。接种3 d，贴壁生长细胞数量增加。经传代培

养，细胞呈旋涡状或螺旋状，传至第3代未出现明显的

改变(见图1)。 

2.3  兔骨髓间充质干细胞成骨诱导结果  对第3代骨

髓间充质干细胞进行软骨定向诱导之后，连续培养2周，

可观察到细胞周围出现基质分泌(见图2)。 

2.4  同种异体骨形态观察  制备得到的同种异体骨支

架材料触之具有一定的轻度和韧性，可剪裁为不同的大

小(见图3)。 

经电镜扫描，材料呈疏松多孔状结构(见图4)。 

关节腔内同种异体骨与骨髓间充质干细胞培养实验中使用的主要试剂和

仪器： 

试剂及仪器  来源 

胰蛋白酶 上海朗顿生物科技有限公司 

PBS 北京博润莱特科技有限公司 

二氧化碳恒温培养箱 上海生化试剂抚生有限公司 

青霉素 南宁东恒华道生物科技有限责任公司 

免疫组化染色试剂盒 上海雅心生物技术有限公司 

苏木精-伊红 上海谷研科技有限公司 

细胞裂解液 北京凌峰源生物科技有限公司 

离心机 湖南湘仪离心机仪器有限公司 

倒置显微镜 北京瑞科中仪科技有限公司 
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2.5  术后动物情况观察  对新西兰白兔进行同种异体

骨-骨髓间充质干细胞复合物膝关节腔内植入之后，未

出现明显的排异反应。 

术后切口干燥，未出现渗出、红肿，动物活动正常，

未出现明显的关节活动受限。术后动物均正常饮食，未

出现动物死亡。 

2.6  苏木精-伊红染色结果  培养12周后进行苏木精-

伊红染色和观察，可见：①正常对照组：细胞质和软骨

基质出现红染，细胞核出现蓝染，软骨细胞按照一定的

方向呈紧密状有序排列。②腔内培养组：细胞质和软骨

基质出现红染，细胞核出现蓝染，支架材料基本吸收。

软骨细胞长入支架之中，细胞按照一定应力方向排列，

且形态变小。③体外培养组：软骨细胞出现大量增殖，

但呈无序状排列。 

2.7  免疫组织化学染色结果  经免疫组织化学染色和

观察，正常对照软骨细胞外基质中可发现大量棕黄色颗

粒，经Ⅱ型胶原染色呈现出强阳性。腔内培养组经Ⅱ型

胶原染色呈现出阳性，胞浆和基质均为棕黄色，且随着

时间的不断推移，棕黄色颗粒数量越来越多。 

4周体外培养组可观察到出现少量Ⅱ型胶原表达的

情况；8周时胞周存在棕黄色颗粒；12周经免疫组织化

学反应Ⅱ型胶原呈强阳性，软骨细胞胞浆及胞外基质可

图 1  兔骨髓间充质干细胞培养(×100) 
Figure 1  Culture of rabbit bone 
marrow mesenchymal stem cells 
(×100) 
图注：P3兔骨髓间充质干细胞形态均
匀，呈平形状排列。 

图 2  兔骨髓间充质干细胞成骨诱导
(×100) 
Figure 2  Osteogenic induction of  
rabbit bone marrow mesenchymal 
stem cells (×100) 
图注：成骨诱导 2周，兔骨髓间充质干
细胞周围出现基质分泌。 

图 3  同种异体骨支架材料外观 
Figure 3  Appearance of allogenic 
bone scaffold material 
图注：同种异体骨支架触之具有一定的

轻度和韧性，可剪裁。 
 

图 4  同种异体骨支架材料电镜扫描(标尺：100 μm) 
Figure 4  Scanning electron microscope observation of 
allogeneic bone scaffold material (scale bar: 100 μm) 
图注：电镜扫描可见同种异体骨材料呈疏松多孔状结构。 

图 5  各组培养 4，8，12周的胶原免疫组织化学检测 A值比较
Figure 5  Comparison of absorbance values by type II collagen
immunohistochemistry staining among groups at 4, 8 and 12 
weeks of culture  
图注：较之正常对照组，aP < 0.05；较之腔内培养组，bP < 0.05。
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表 1  各组培养 4，8，12周的胶原免疫组织化学检测 A值比
较                                          (x

_

±s, n=5)
Table 1  Comparison of absorbance values by type II 
collagen immunohistochemistry staining at 4, 8 and 12 
weeks of culture among groups 

表注：较之正常对照组，
aP < 0.05；较之腔内培养组，bP < 0.05。

组别 术后 4周 术后 8周 术后 12周 

正常 
对照组 
腔内 
培养组 
体外 
培养组 

0.391 1±0.027 5 
 
0.271 5±0.015 9a 
 
0.110 2±0.011 9ab 

0.389 7±0.024 7 
 
0.302 5±0.024 9a 
 
0.142 3±0.012 9ab 

0.389 8±0.025 9
 
0.379 8±0.026 8
 
0.152 9±0.021 9ab 
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观察到少量的黄色颗粒。 

经计数可得，随着培养时间的推移，腔内培养组

的A值呈现出不断上升的情况，体外培养组和正常对照

组均未出现明显的改变。且培养4，8，12周，正常对

照组和腔内培养组的A值均显著高于体外培养组(P < 

0.05)。培养4，8周，腔内培养组的A值均显著低于正

常对照组(P < 0.05)。但培养12周，两组之间A值经比

较差异无显著性意义(P > 0.05)。具体结果见表1及  

图5。 

 

3  讨论  Discussion 
受到外伤或者疾病的影响，极易导致关节软骨缺损

的出现
[11]
。临床治疗不同类型软骨缺损的时候，主要采

用两种方法。一种是关节镜下治疗，包括软骨磨削和软

骨下骨钻孔术以及微骨折术等
[12-14]

。这一方法可以获得

一定的效果，但受到缺损周围软骨退变等因素的影响，

容易出现无法愈合的情况，治疗效果不佳
[15]
。另一种

是进行自体、异体软骨组织移植方式进行治疗，包括

自体软骨移植和异体软骨移植或者软骨细胞移植治疗

等
[16-18]

。 

通过移植治疗，可以一定程度上缓解患者的各项临

床症状，促进其功能的恢复。但是，常规的移植治疗同

样存在十分明显的局限性和不足之处
[19-22]

。例如，自体

软骨移植来源有限，并容易导致供区出现不同程度的损

伤，引发各种并发症的出现等。而异体软骨移植则存在

免疫排斥反应问题，术后效果不佳
[23]
。随着组织工程学

相关理论和技术的不断发展，各种形式的组织工程化软

骨开始被不断的构建出来。在进行组织工程软骨构建的

过程中，需要使用一定的支架材料和种子细胞
[24]
。其中，

同种异体骨经去抗原免疫、深低温冷冻等处理，抗原性

极低，且具有良好的孔隙结构和生物相容性，可以为种

子细胞的生长提供所需的空间，是一种十分理想的支架

材料
[25-27]

。 

骨髓间充质干细胞具很强的分化潜能，取材方便，

对供体损伤小，体外培养简单、快捷。且经大量培养、

增殖之后仍然可以长期保持原有的细胞表型。在一定的

条件下，对骨髓间充质干细胞进行软骨定向诱导，还可

以促使其向软骨方向进行分化
[28]
。因此，在进行组织工

程软骨构建的时候，骨髓来源的间充质干细胞是一种理

想的种子细胞
[29]
。 

在将构建的组织工程软骨植入局部进行修复治疗

的过程中，会受到局部微环境的较大影响。局部的实

际理化环境与各种生长因子，以及力学刺激等均会对

组织工程软骨产生极大的影响，并直接影响到软骨修

复效果
[30-33]

。为此，在进行组织工程软骨构建的时候，

可以尝试通过一定的方式，利用各种理化因子和局部

血运等因素以更快的速度获得质量更好的组织工程软

骨
[34-36]

。 

国内有学者从应力角度分析组织工程软骨的构建

效果
[37]
，通过对不同应力环境下的骨髓间充质干细胞在

关节软骨缺损修复方面效果的比较和分析，发现在正常

的应力状态下，可以获得最佳的软骨缺损修复效果。即

表明在进行组织工程软骨修复组织的形成和维持过程

中，保持一个正常的负重关节应力刺激状态十分重要。

国外有学者通过对软骨细胞进行周期性压力加压的方

式
[38]
，分析软骨细胞的生长情况。通过研究发现，接受

周期性压力加压的软骨细胞生长十分活跃，较之无压力

状态下的软骨细胞，在Ⅰ型胶原 mRNA 表达水平方面

出现显著增加的情况，蛋白聚糖水平也明显上升。 

在此次实验中，选择构建组织工程软骨进行体外培

养和关节腔内培养。通过研究发现，经免疫组织化学染

色和观察，腔内培养组经Ⅱ型胶原染色呈现出阳性，胞

浆和基质均为棕黄色，且随着时间的不断推移，棕黄色

颗粒数量越来越多。4 周体外培养组可观察到出现少量

Ⅱ型胶原表达的情况，8周时胞周存在棕黄色颗粒，12

周经免疫组织化学反应Ⅱ型胶原呈强阳性，软骨细胞胞

浆及胞外基质可观察到少量的黄色颗粒。且随着培养时

间的推移，腔内培养组的 A值呈现出不断上升的情况，

培养 12周，与正常对照组之间 A值经比较差异无显著

性意义。即表明在体外培养情况下，组织工程软骨的生

化特性和遗传特性等出现了一定的变化。分析出现这一

结果的原因，可能是因为在体外培养环境下营养微环境

和力学效果等与体内环境之间存在极大的差异
[39]
。而腔

内培养组则为组织工程软骨提供了真实的体内环境，包

括一定的力学刺激和营养条件等
[40-41]

。 

文章结果还显示，培养 12周后腔内培养组细胞质和

软骨基质出现红染，细胞核出现蓝染，支架材料基本吸收。

软骨细胞长入支架之中，细胞按照一定应力方向排列，且

形态变小。体外培养组软骨细胞出现大量增殖，但呈无序

状排列。即表明，在关节腔内环境下，实验所构建的组织

工程软骨生长良好，种子细胞在支架材料上呈现出良好的

生长和增殖状态。 

综上所述，在体外和关节腔内环境下，均可以利用

同种异体骨与骨髓间充质干细胞复合培养获得组织工
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程软骨，但关节腔内培养可以获得更好。 
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