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文题释义： 

骺板组织的结构及生物学功能：骺板是儿童骨骺和干骺端之间具有纵向生长能力的软骨组织，组织学呈现柱

状及分层机构。依据骺板细胞特有的形态变化和生物学功能将其分为：静止区、增殖区、肥大区和钙化区。

静止区中的前软骨干细胞，通过增殖分化并逐渐分泌细胞外基质，之后在多种因素共同作用下调节钙盐沉积

形成钙盐晶体，形成促进肢体生长的生物学功能。 

组织工程化骺板软骨支架材料：支架材料是种子细胞基本的生存环境和代谢场所，其组织结构和功能变化直

接影响着组织工程骺板的生理功能。组织工程化骺板支架材料主要集中在天然支架、人工合成支架及两者的

复合物，包括藻酸盐、胶原、聚乙醇酸、聚乳酸、透明质烷、聚壳糖、胶原-氨基葡萄糖聚合物、聚乳酸-透

明质烷聚合物、透明质烷-壳聚糖复合水凝胶、脱钙骨基质及骺板细胞外基质等。良好的细胞基质材料能够提

高组织工程骺板软骨的修复效果。 

 

摘要 

背景：骺板细胞外基质具有丰富的胶原、蛋白多糖及信号分子，其成分和特征最接近天然骺板组织，是构建

织工程骺板的最理想原料之一。 

目的：采用骺板细胞外基质构建取向柱状仿生支架材料，并对其进行性能评估。 

方法：取胎牛膝关节标本，采用超湿法粉碎、差速离心及有机溶剂分离等技术联合处理获得细胞外基质微丝，

利用定向结晶、冷冻干燥技术及物理/化学交联方法制备出骺板细胞外基质源性仿生柱状支架材料，扫描电镜

观察支架的内部结构及孔径，检测支架的孔隙率及吸水膨胀率，同时对支架进行组织学观察。 

结果与结论：①苏木精-伊红染色显示，细胞外基质微丝呈纤维状，形状规则，均匀一致；甲苯胺蓝、番红 O

及Ⅱ型胶原免疫组织化学染色呈阳性，说明保留了天然骺板细胞外基质的有效成分；②显微镜显示支架横截

面呈多孔蜂窝状结构，孔径均匀一致，形状规则，纵切面显示平行排列的柱状结构，均匀一致，孔径分布均

匀，相互连通好，支架外壁纤维呈纵向取向排列，类似于天然骺板软骨的柱状分布结构。扫描电镜显示支架

横切面呈多孔蜂窝状，均匀分布，形状规则，支架的横向孔径为 (117.5±15.37) μm。支架孔隙率为

(92.05±1.54)%，吸水膨胀率为(95.95±1.07)%；③结果表明，骺板细胞外基质源性仿生柱状组织工程支架材

料在成分来源和结构特征方面均达到了模仿天然骺板软骨的特点。 
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Preparation and performance evaluation of a biomimetic scaffold derived from the 

extracellular matrix of a native growth plate  

 
Li Wen-chao, Xu Rui-jiang, Huang Jing-xiang, Li Hao-yu, Cai Gang, Chen Hui (Department of Pediatric Surgery, 

PLA General Hospital, Beijing 100853, China) 

 
Abstract 

BACKGROUND: The extracellular matrix from the growth plate contains abundant sources of collagens, 

骺板细胞外基质支架材料的制备过程 
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proteoglycan and signaling molecules. These components and characteristic are very similar to the natural growth plate tissue, and therefore, 

it is an ideal material to construct tissue-engineered growth plate. 

OBJECTIVE: To prepare the columnar biomimetic scaffold using native growth plate extracellular matrix and to evaluate the scaffold 

performance. 

METHODS: The knee joint of fetal bovine was separated and purified by pulverization technology in moist environment, differential 

centrifugation and organic solvent to obtain extracellular matrix microfilaments. Then the extracellular matrix microfilaments were treated by 

directed crystallization technology, freeze drying and physicochemistry crosslinking method in order to prepare the extracellular matrix 

biomimetic scaffold. The scaffold was evaluated by scanning electron microscope for internal structure and pore size, porosity and swelling 

rate of water absorption as well as by histological observation. 

RESULTS AND CONCLUSION: The extracellular matrix microfilaments were fibriform with the even and regular shape shown by 

hematoxylin-eosin staining, and were also positive for toluidine blue, Sarranine O and collagen II staining, indicating the existence of active 

components of the growth plate in the scaffold. (2) The scaffold under the scanning electron microscope showed porous honeycomb structure 

on the transverse section plane with uniform pore size and regular shape, while there was a parallel arrangement of columnar structure on the 

longitudinal section plane of the scaffold with well-distributed and mutual communication, and scaffold fibers on the outer wall were 

longitudinally arranged, which imitated the columnar structure from the native growth plate. The pore diameter of scaffold was (117.5±15.37) μm, 

the porosity was (92.05±1.54)% and the water absorption was (95.95±1.07)%. To conclude, the columnar scaffold from the extracellular 

matrix of the growth plate imitates the native growth plate in terms of components and structures. 

Subject headings: Cartilage; Extracellular Matrix; Growth Plate; Tissue Engineering 

Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 81702169; PLA General Hospital Nursery Foundation, No. 17KMM12; PLA 

General Hospital Support Foundation, No. 2017FC-TSYS-2043, 2017FC-TSYS-3015 

 

0  引言  Introduction 

骺板损伤是儿童特有损伤形式，其损伤后出现的骨桥

组织，导致肢体发育不平衡，引起患儿肢体短缩或/及成角

畸形。目前，临床上主要采用切除骨桥，填充脂肪、肌肉、

骨水泥或骨蜡等方法治疗骺板损伤[1-5]。随着组织工程技术

的飞速发展，组织工程化骺板组织被广泛应用于骺板损伤

的实验研究[6-9]，其中，填充材料的选择及研制成为学者们

的研究方向。前期实验主要采用胶原、生物凝胶、琼脂糖、

藻酸盐及脱钙骨基质等材料构建组织工程骺板支架；并且

前期研究工作将骺板组织进行湿法粉碎，获得天然软骨细

胞外基质材料，在生化组成上类似于骺板细胞外基质，利

用冷冻干燥技术制备出三维多孔海绵样结构支架，用于修

复骺板损伤，虽然可在一定程度上矫正肢体畸形，但是组

织学显示新生的骺板细胞呈簇状聚集排列，无法重建天然

骺板组织的柱状分层结构，影响新生组织工程骺板组织的

生物学功能。此次实验拟采用骺板细胞外基质构建取向柱

状生物仿生支架材料并对其进行性能评估，为下一步构建

组织工程骺板软骨垫底实验基础。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  体外观察实验。  

1.2  时间及地点  实验于2014至2015年在解放军总医院

骨科研究所完成。 

1.3  材料  胎牛骺板软骨由解放军总医院实验动物中心

提供，实验过程中对动物的处置参照国家科学技术部 

2006年发布的《关于善待实验动物的指导性意见》[10]；脱

氧核糖核酸酶、核糖核酸酶、含蛋白酶抑制剂苯甲基磺酞

氟的Tris-HCL(Sigma公司，美国)。 

实验用主要仪器：THZ-95型台式恒温振荡培养箱(北京

四环科学仪器厂)；MS260型电子天平(上海电子天平一厂)；

85-2恒温磁力搅拌器(常州国华仪器公司)；Allegra X-22R 型

离心机、BeckmanAllegra X-22R低温离心机(美国Beckman

公司)；S-530扫描电子显微镜(日本日立公司)；FD-1冷冻干

燥机(北京博医康技术公司)；家用九阳粉碎机JYL-350A型(山

东九阳股份有限公司)；Bi-link紫外线交联仪(北京博威兴业科

技发展有限公司)；LKB88OO型超薄组织切片机(瑞典LKB公

司)；Sanyo -80 ℃深低温冰箱(日本SANYO公司)；BH-2型

OLYMPUS生物显微镜(日本OLYMPUS公司)。 

1.4  实验方法   

1.4.1  软骨外基质微丝悬液的制备  将无菌条件下保存的

胎牛膝关节标本置于无菌操作台上，碘伏消毒标本，铺无菌

巾单，去除周围软组织，暴露胫骨近端及股骨远端骺板组织，

用手术刀片分部分提取骺板软骨，不含任何骨组织。用生理

盐水将骺板软骨反复冲洗以去除杂质，在无菌操作台中将其

剪碎成1 mm
3大小，加入含蛋白酶抑制剂苯甲基磺酞氟 

(0.35 mmol/L)的Tris-HCl(pH=7.4)缓冲液，在 4 ℃下进行超

湿法粉碎。充分稀释后进行差速离心，收集上清，加入1% 

Triton X -100持续振荡24 h，去垢及去除残余细胞成分，用

脱氧核糖核酸酶5×10
4
 U/L及核糖核酸酶1×10

3
 U/L混合液在

37 ℃条件下进行消化，以去除核酸。将剩余浆料进行差速

离心处理，收集骺板细胞外基质微丝，置于4 ℃下保存。 

1.4.2  骺板细胞外基质源性仿生柱状支架的制备过程   

将骺板细胞外基质微丝置于无菌容器中，充分搅拌均匀，

离心去除气泡。将悬液注入聚乙烯圆柱状的支架模具中，

垂直放置在-40 ℃预冷的金属板中上预冻30 min。待完全

冻结后，将支架模具转移到冷冻干燥机中升华干燥，冰相

在真空下(<13.33 Pa)升华24 h。室温下平衡后，将支架从

模具中取出，在距离光源5-10 cm、波长258 nm紫外线交

联4-8 h，并在EDAC与NHS无水乙醇溶液中(浓度为：

EDAC 50 mmol/L；NHS 20 mmol/L)交联24 h。然后采用

0.1 mol/L Na2HPO4(pH=9.1)洗2 h，无菌PBS中浸泡2 h，

三蒸水漂洗。60
Co密封后消毒，4 ℃下保存备用。 

1.5  主要观察指标   

扫描电镜观察：取支架材料的横切面和纵切面，以

2.5%戊二醛溶液固定2 h，PBS漂洗后，浸入2%饿酸水溶

液中固定2 h，梯度乙醇脱水，临界点干燥，喷金，扫描电

子显微镜观察支架的内部孔结构及孔径。用UTHSCSA  

ImageTool 3.0软件处理扫描电镜图像和光镜图像计算得
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出，共计算100个孔的孔径大小，取平均值。 

支架孔径测定：用UTHSCSA ImageTool 3.0软件处理

扫描电镜图像和光镜图像计算得出，共计算100个孔的孔

径大小，取平均值。 

骺板细胞外基质源性仿生柱状支架的孔隙率测定：选

用一带刻度的试管装入无水乙醇，得初始乙醇体积V1，将

支架浸入其中5 min，接负压吸引脱气，使乙醇充盈于多孔

支架的孔中，无气泡逸出，得乙醇体积(支架浸没在其中) 

V2。取出浸满乙醇的支架后读数，得乙醇体积V3，按公式

计算支架的孔隙率E，E=(V1-V3)/(V2-V3)，每个样本测试5

次，取平均值。 

骺板细胞外基质源性仿生柱状支架的吸水膨胀率测

定：将组织支架材料浸于去离子水中室温下放置10 min

取出，悬挂在桌面上1 min中，至没有水滴滴落，称质量

m，然后将支架在50 ℃的真空干燥箱内干燥12 h，取出

后称质量m0。吸水率X=(m-m0)/m，每个样本测5次，取

平均值。 

骺板细胞外基质源性仿生柱状支架的组织学观察：把

骺板细胞外基质源性生物仿生柱状支架进行冰冻切片，乙

醇固定10 min，进行苏木精-伊红染色、番红花O、甲苯胺

蓝及Ⅱ型胶原免疫组织化学染色，光镜下观察。 

 

2  结果  Results  

2.1  骺板软骨细胞及细胞外基质浆料微丝的形态学及组

织学观察  骺板软骨呈半透明状，形状呈波浪状，凹凸不

平，质地适中，厚度0.5-1.0 mm，不含软组织及骨组织等

杂质(图1A，B)。苏木精-伊红染色显示天然骺板组织中可

见明显的软骨陷窝(图1C)，甲苯胺蓝免疫组织化学染色呈

阳性(图1D)。经过超湿法粉碎获得乳白色、黏稠的细胞外

基质浆液，组织学观察可见骺板细胞外基质呈粗细混乱、

杂乱排列的纤维状，分布欠规则并可见大量细胞碎片(图

1E)。将基质浆料进行低速离心处理后，细胞外基质微丝形

态粗细趋于一致性，呈纤维状分布，仍有残留部分小的细

胞碎片(图1F)。 

差速离心后的细胞外基质微丝浆料呈乳白色、黏稠状，

苏木精-伊红染色显示细胞外基质微丝呈纤维状，形状规

则，均匀一致；番红O、甲苯胺蓝及Ⅱ型胶原免疫组织化

学染色呈阳性，说明基质浆料中含有糖胺聚糖成分及Ⅱ型

胶原(图2A，B)。Hochest 33258染色显示，湿法粉碎的浆

料内有大量细胞碎片存留(图2C)，经过差速离心及核酶消

化后的浆料中基质微丝形态规则，分布均匀，未见细胞核

物质残留(图2D)。 

2.2  生物仿生柱状支架的形态学观察及显微镜观察  实

验采用圆柱状支架材料，直径6 mm，长约3 cm，处理后

消毒备用(图3A，B)。支架形状规则，呈乳白色，质地较

硬，支架的横断面呈多孔状，分布均匀一致；纵向断面可

见平行排列的柱状结构。 

显微镜下观察显示支架横截面呈多孔蜂窝状结构，孔

径均匀一致，形状规则(图3C)；纵切面显示平行排列的柱

状结构，均匀一致，孔径分布均匀，相互连通好，支架外

壁纤维呈纵向取向排列(图3D)，类似于天然骺板软骨的柱

状分布结构。 

扫描电镜观察显示横切面显示多孔呈蜂窝状，均匀分

布，形状规则(图3E，F)，扫描电镜下进行孔径的测量，支

架的横向孔径为(117.5±15.37) μm；纵切面显示支架表面

纵向排列的柱状结构，均匀一致，分布规整。 

2.3  生物仿生柱状支架的理化特性检测  骺板细胞外基

质源性生物仿生柱状支架的孔隙率为(92.05±1.54)%，吸水

膨胀率为(95.95±1.07)%。 

 

3  讨论  Discussion 

近年来，生物医学及实验科学的飞速发展极大地促进

了组织工程技术的实验及临床应用。众多学者对组织工程

的研表现出前所未有的关注和热情，尤其是组织工程软骨

方面。骺板损伤是儿童骨折中的常见病例，可引起儿童肢

体的生长障碍，组织工程骺板软骨的实验研究在治疗骺板

损伤方面起着重要作用，支架材料作为组织工程的关键因

素，模拟种子细胞生长及增殖的微环境，利于细胞吸附、

增殖及发挥生物学功能[11-12]。因此，此次研究在总结前期

研究的基础上，试图以骺板细胞外基质作为支架来源，模

拟天然骺板组织的柱状结构，构建一种生物仿生组织工程

骺板软骨支架材料。 

脱细胞组织基质技术的基本原理是通过物理、化学等

各种技术去除组织中的细胞、可溶性蛋白、核酸等具有免

疫原性的物质，同时保留细胞外基质的主要成分，以获得

天然的无免疫原性且具有生物学功能的组织工程支架材 

料[13]。目前，脱细胞的生物支架在再生医学和组织工程中

得到了广泛应用，其中血管、皮肤、神经、骨骼肌、肌键

等多种组织都经过脱细胞处理得到细胞外基质源性支架材

料[14-18]。本课题在总结前期脱细胞技术的基础上，采用超

湿法粉碎、差速离心技术获得无免疫原性的骺板细胞外基

质微丝，作为构建细胞外基质源性生物仿生柱状支架的材

料来源。超湿法粉碎技术是指在超湿、低渗条件下将骺板

软骨进行粉碎处理获得含有骺板细胞外基质碎片的组织浆

料。动力粉碎过程对骺板组织产生强大的剪切力及摩擦作

用，破坏骺板软骨的组织结构，获得含有细胞外基质及细

胞碎片的浆料悬液。潮湿条件能够降低粉碎过程的作用温

度，避免粉碎过程中产生的高热条件破坏细胞外基质的有

效成分而影响支架材料的生物学功能。此外，浆料中加入

DNA酶和RNA酶对细胞核内的核酸产生水解作用，加入去

污剂破坏脂蛋白和细胞膜以去除细胞外基质浆料中的免疫

原性物质。应用非离子型去污剂Triton-100能够对骺板软骨

产生相对柔和的脱细胞处理效果。还利用蛋白酶抑制剂降

低细胞裂解过程中的蛋白水解酶及粉碎过程中其他因素对

骺板细胞外基质中蛋白成分产生的水解作用，最大程度上

保留细胞外基质的有效成分[19-20]。此次实验中经过粉碎过

的浆料悬液，苏木精-伊红染色显示浆料中含有大量细胞碎

片及细胞外基质微丝成分；甲苯胺蓝染色、番红O染色及

Ⅱ型胶原免疫组织化学阳性，说明浆料中含有糖胺聚糖和

Ⅱ型胶原等细胞外基质成分。 
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差速离心技术是指根据实验需要采用逐渐增加离心速

度或低速和高速交替进行离心处理，使具有不同沉降速度

的颗粒在不同的离心速度和离心时间作用下分批分离的纯

化方法[21-22]。实验采用差速离心的方法可有效去除浆料中

残留的细胞碎片，获得纳米尺度的骺板细胞外基质微丝。

实验中可见经过差速离心后，细胞外基质浆料中含有大量

形态规则、均匀一致的基质微丝，不含有任何细胞碎片[23-24]。

甲苯胺蓝、番红O染色及Ⅱ型胶原免疫组织化学染色呈阳

性，说明浆料中含有糖胺聚糖和和Ⅱ型胶原等细胞外基质

成分，与天然骺板细胞外基质相似。进一步验证了超湿法

粉碎技术、差速离心技术能够较大程度上保留骺板细胞外

基质的有效成分，为制备生物仿生柱状组织工程骺板支架

材料创造了的实验基础。 

骺板组织因其特殊的细胞形态及生物学功能，在结构

分布上呈现典型的柱状结构，包括静止区、增殖区、肥大

区和钙化区[25-26]。静止区含有大量呈休眠状态的前软骨干

细胞，细胞体积相对较小，其细胞外基质与细胞体积之间

的比例成份较高，对骺板柱状结构的形成、肢体的纵向生

长起着重要作用[27]。骺板细胞典型的柱状结构是其发挥生

物学功能的重要基础。前期的组织工程骺板支架多呈现无

序的、随机排列的三维多孔结构，虽然三维多孔结构在促

进种子细胞黏附、分布及营养物质渗透方面起着重要作用，

但因其不符合骺板组织的纵向分布特点，致使体内重建的

骺板细胞呈无序堆积状态，不具有柱状结构，致使无法完

全发挥促进肢体生长的生物学功能，无法实现真正意义上

的功能性骺板组织修复。 

此次研究采用定向结晶及冷冻干燥技术构建具有典型

柱状结构的组织工程骺板支架材料，类似于天然骺板组织的

柱状排列结构，能够引导种子细胞及其周围的细胞外基质沿

着柱状结构分布，在干骺端及骨骺之间的特有微环境作用

下，诱导新生骺板细胞按照不同生物学功能进行垂直分布排

列。柱状支架结构使种子细胞呈纵向分布，能够保护种子细

胞及新生组织免于外界应力的影响。均匀一致的支架孔道结

构具有良好的连通性，利于营养物质、代谢产物在支架与外
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图 1  骺板细胞外基质分离提取情况 

Figure 1  The extracellular matrix extracted from the 

native growth plate 

图注：图中 A、B为分离获得的天然骺板软骨组织；C、D

分别为天然骺板组织苏木精-伊红染色及甲苯胺蓝染色，显

示软骨陷窝及细胞外基质(×100)；E 为超湿法粉碎获得的

骺板细胞外基质(苏木精-伊红染色，×100)，显示粗细混乱

及杂乱排列的细胞外基质微丝，以及大量细胞碎片；F 为

差速离心后的骺板细胞外基质(番红 O 染色，×100)，细胞

外基质微丝趋于一致，呈纤维状，伴有少量细胞碎片。 

 

图注：图中 A 为差速离心后的骺板细胞外基质甲苯胺蓝染色(×200)，呈阳性，说明细胞外基质微丝后含有糖胺聚糖成分；B 为差速离心后的骺

板细胞外基质Ⅱ型胶原免疫组织化学染色(×200)，呈阳性，说明细胞外基质微丝中含有Ⅱ型胶原成分；C 为差速离心前的骺板细胞外基质

Hochest 33258染色，含有大量细胞碎片(×100)；D为差速离心后的骺板细胞外基质 Hochest 33258染色(×200)，无细胞碎片及杂质，得到纯

化的细胞外基质微丝。 
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图 3  骺板细胞外基质源性支架材料的观察及电镜表现 

Figure 3  Performance and scanning electron microscope 

observation of the biomimetic scaffold derived from the 

native growth plate extracellular matirx 

图注：图中 A、B 为支架的大体结构；C 为显微镜观察支架

横截面(×100)，呈多孔蜂窝状结构，孔径均匀一致，形状规

则；D为显微镜观察支架纵切面(×100)，显示平行排列的柱

状结构，均匀一致，孔径分布均匀，相互连通好，支架外壁

纤维呈纵向取向排列；E、F 为扫描电镜观察支架横切面

(×200)，显示多孔呈蜂窝状，均匀分布，形状规则。 

 

图 2  纯化的细胞外基质微丝及

Hochest 33258 染色情况 

Figure 2  Purification and 

Hochest 33258 staining of 

extracellular matrix 

microfilaments from the native 

growth plate 
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界之间的交换。显微镜及扫描电镜观察显示，支架横截面呈

分布均匀、形状规则的孔状结构，类似蜂窝状外观；纵切片

呈分布均匀、平行排列的柱状结构，在结构上模拟了骺板组

织的柱状结构，利于种子细胞沿着孔状结构纵向生长，使柱

状结构下的种子细胞发挥生物学功能。支架材料的孔隙率为

(92.05±1.54)%，吸水膨胀率为(95.95±1.07)%，符合组织工

程骺板支架材料的要求。苏木精-伊红染色显示支架材料均

一红色，无细胞残留，横切面及纵切面形状特明显；番红O

染色、甲苯胺蓝染色及Ⅱ型胶原免疫组织化学染色呈阳性，

表明支架的基本成分与骺板细胞外基质的基本成分相一致。 

骺板细胞外基质源性仿生柱状组织工程支架材料，在

成份来源和结构特征方面均达到了模仿天然骺板软骨的特

点，为移植修复骺板损伤奠定了良好的实验基础。 

实验构建骺板细胞外基质仿生支架材料，模拟天然骺

板组织的结构和功能，其理化性质满足组织工程骺板软骨

的需求。然而，缺乏对于支架材料的生物相容性的进一步

研究，而且是否能够在骺板修复过程中恢复骺板损伤的生

物学功能需要继续研究。 
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