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脂肪血管基质成分复合骨软骨一体化支架的体外评价

陈  磊，郑  蕊，杰永生，綦  惠，孙  磊，舒  雄

文题释义：

脂肪来源的血管基质成分：指脂肪组织去除成熟脂肪细胞后所获得的具有干细胞特性的基质细胞，是一组混合细胞群体。基质血管组分

包括脂肪前体细胞、间充质干细胞、造血干(祖)细胞、内皮祖细胞、淋巴细胞(包括调节性T细胞)和巨噬细胞等。  
骨软骨一体化支架：基于骨软骨界面处的天然分层组织结构、矿物质分布、结构-功能关系，采用真皮细胞外基质和磷酸三钙颗粒开发新

型含有稳定界面的双相层状支架，充分模拟骨软骨界面组织的特性。

摘要

背景：大量的动物和临床实验已证实，脂肪来源的血管基质成分局部移植可促进关节软骨修复。

目的：探讨脱细胞真皮基质/生物矿化胶原一体化骨软骨支架复合脂肪来源血管基质成分构建组织工程软骨的可行性。

方法：无菌条件下取出雌兔双侧腹股沟脂肪垫，利用酶消法获得血管基质组分，采用流式细胞仪检测其表面特异性蛋白，观察其成脂、

成骨与成软骨分化能力。将脂肪来源血管基质成分(实验组)、含转化生长因子β3的脂肪间充质干细胞(软骨诱导组)、含体积分数10%胎牛

血清的脂肪间充质干细胞(对照组)分别接种于脱细胞真皮基质/生物矿化胶原一体化支架上共培养，CCK8法检测细胞增殖，荧光显微镜下

观察细胞数量，实时定量PCR检测软骨相关基因表达，二甲基亚甲基蓝比色法测定胞外基质中糖胺多糖含量。

结果与结论：①流式细胞仪检测结果显示，脂肪来源血管基质成分高表达CD44、CD105与CD90，低表达CD14、CD19与CD45，脂肪来源血

管基质成分具有向脂肪细胞、成骨细胞与软骨细胞分化的能力；②CCK8检测显示，随着培养时间的延长，脱细胞真皮基质/生物矿化胶原

一体化支架上的3种细胞数量增加，其中实验组细胞数量高于其他两组(P < 0.05)；培养7 d荧光显微镜下观察可见，实验组中的细胞数量多

于其他两组；③培养21 d的实时定量PCR检测显示，实验组中的Sox9、蛋白聚糖和Ⅱ型胶原mRNA表达量高于其他两组(P < 0.05)；④培养

7，14，21 d的二甲基亚甲基蓝比色检测显示，实验组中的糖胺多糖含量高于其他两组(P <0.05)；⑤结果表明，脂肪来源血管基质成分复合

脱细胞真皮基质/生物矿化胶原一体化支架可以在体外有效支持软骨形成。
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Abstract
BACKGROUND: A large number of animal and clinical experiments have confirmed that local transplantation of adipose-derived stromal vascular fraction can 
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研究原著

文章快速阅读：

文章特点—

基于骨软骨天然分层组织结

构，采用天然真皮基质、胶

原和磷酸三钙等设计开发多

层骨软骨一体化组织工程支

架，充分模拟骨软骨天然结

构功能特性；

脂肪血管基质成分能够作为

软骨组织工程理想的种子细

胞，在骨软骨一体化支架提

供的微环境中具有向软骨分

化发育的能力。

不同处理的干细胞复合骨软骨一体

化支架：

(1) 脂肪来源血管基质成分复合脱细

胞真皮基质 / 生物矿化胶原一体

化支架；

(2) 含转化生长因子 β3 的脂肪间充

质干细胞复合脱细胞真皮基质 /
生物矿化胶原一体化支架；

(3) 含体积分数 10% 胎牛血清的脂肪

间充质干细胞复合脱细胞真皮基

质 / 生物矿化胶原一体化支架。

细胞增殖

Sox9

糖胺聚糖

Ⅱ型胶原
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0   引言   Introduction
由创伤、骨关节炎和骨软骨病等引起的软骨损伤和退化，

最终可导致膝关节疼痛、畸形、活动障碍等异常表现，严重

时甚至致残
[1-2]

。由于关节软骨缺乏血管、淋巴和神经营养

及氧气依赖性扩散特性，其自我修复能力很差，目前临床上

常用微骨折术、骨软骨移植、自体 / 异体软骨细胞移植等技

术和方法治疗关节软骨缺损
 [3-6]

，取得了不同程度的疗效。但

还有很多问题需要解决，如修复组织是纤维软骨、承重区修

复效果不明显且易于复发等；同时供区有限，大块软骨缺损

难以应用，易造成疾病传播和免疫排斥反应等一系列问题，

制约传统治疗方法对骨软骨缺损修复的进展。因此，探究新

型和有效促进软骨再生修复的方法具有重要的临床意义。

近年来，组织工程和再生医学技术逐渐成为研究热点，

为软骨修复的质量提升带来新的希望。脂肪来源血管基质成

分是脂肪组织中成熟脂肪细胞以外的混合细胞群，包括脂肪

来源干细胞、脂肪前体细胞、巨噬细胞、内皮细胞和周细胞

等
[7-10]

。脂肪来源血管基质成分含量丰富、获取简便，大量

的动物和临床实验证实了脂肪来源血管基质成分局部移植均

可促进关节软骨修复
[11-12]

。此外，前期研究已成功构建脱细

胞真皮基质 / 生物矿化胶原骨软骨一体化支架，具有良好生

物相容性特征
[13]
。

实验拟采用脂肪来源血管基质成分复合脱细胞真皮基

质 / 生物矿化胶原骨软骨一体化支架，观察其生物相容性

和体外成软骨的作用，为下一步脂肪来源血管基质成分复

合骨软骨一体化支架修复骨软骨损伤动物实验提供相应的

研究基础。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   体外对比观察实验。

1.2   时间及地点   实验于 2019 年 7 至 10 月在北京市创伤骨

科研究所完成。

1.3   材料

1.3.1   主要试剂与材料   Ⅰ型胶原酶、胰酶、Trizol 试剂、

DMEM 高糖、低糖培养基和胎牛血清购自美国 GIBCO 公司；

10% 的 CaCl2 溶液、阿利辛蓝染料购自北京索莱宝生物科技

有限公司；地塞米松和 ITS+
购自 Sigma 公司；cDNA Synthesis 

SuperMix 和 UltraSYBR Mixture 购自日本 Takara 公司；糖胺多

糖定量检测试剂盒购自上海杰美基因医药科技有限公司；新

鲜牛跟腱、新鲜牛皮来源市售；1% 的胃蛋白酶、CCK8、氯化

钠、磷酸三钙、无水乙酸、36.5% 的甲醛和 DAPI 染料购自美

国 Sigma 公司。

1.3.2   主要仪器   CO2 细胞培养箱 (SHELLAB 公司，美国 )；
SEM-6380LV 型扫描电镜购自日本电子；往复式真空泵 ( 上海

益化真空设备有限公司 )；倒置相差显微镜 (Olympus 公司，日

本 )；SHW200R 型匀浆机购自上海盛海威电气仪表有限公司；

冷冻大容量离心机 ( 湘仪，中国 )；荧光显微镜 (Leica，德国 )；

荧光定量 PCR 仪 (Bio-rad，美国 )；Nanodrop ND-2000 分光光度

计 (Thermo Fisher 公司，美国 )。
1.3.3   实验动物   12 月龄健康雌新西兰兔 1 只，普通级，体

质量 2.5 kg，购自北京金牧阳实验动物养殖有限责任公司。

1.4   实验方法　

1.4.1   骨软骨一体化支架的制备  

生物矿化胶原悬液的制备：取牛跟腱 5 g 剪碎，置于 

0.5 mol/L 乙酸溶液中，并加入 2.5 g 胃蛋白酶，匀浆机匀

浆；4 000 r/min 离心 30 min，取上清，加入 20%NaCl 体积 

500 mL；4 000 r/min 离 心 15 min， 弃 上 清； 取 沉 淀 约 

100 mL，加入蒸馏水 400 mL、0.5 mol/L 乙酸 15 mL；置于

透析袋中透析 4 d，每日换水；透析结束后加入 0.5 mol/L

乙酸 10 mL，4 ℃保存，制备胶原溶液。将胶原和 β- 磷酸

三钙按质量比 3 ∶ 7 通过匀浆机高速混匀，制备生物矿化

promote articular cartilage repair. 
OBJECTIVE: To explore the feasibility of constructing tissue-engineered cartilage with acellular dermal matrix/biomineralized collagen integrated bone cartilage 
scaffold combined with autologous adipose-derived stromal vascular fraction.  
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胶原悬液。

脱细胞真皮基质的制备：①脱细胞处理：取新生小牛背

部皮肤，脱毛、清洗，乙酸溶液浸泡溶胀 2 h，使皮肤表皮、

真皮和皮下组织各层有相对明显的界线，电动取皮刀切取厚

度为 1.0-2.0 mm 的真皮层；流水冲洗乙酸后，室温下用 0.5% 

SDS 溶液水平振荡脱细胞 2 h，更换新的 SDS 溶液，再继续

作用 2 h；流水冲洗过夜；蒸馏水再次冲洗 20 次后冷冻干燥

机中冻干；②结构重塑：将脱细胞真皮基质置于 0.5% 胰蛋

白酶溶液中，室温超声振荡 2.5 h，冷冻干燥机中冻干；③交

联：结构重塑后，用甲醛作为交联剂室温浸泡 2 h；PBS 冲洗

3 次，流水冲洗过夜，以去除残留的交联剂，再用蒸馏水清

洗 20 次后冻干，冷冻干燥，
60Co 照射后备用。

骨软骨一体化支架的制备：将脱细胞真皮基质作为一体

化支架上层。首先将冷冻干燥的脱细胞真皮基质放入聚丙烯

圆筒形模具中 ( 内径 5 mm、高 5 mm)，将制备的生物矿化胶

原悬液经脱气后缓慢注入模具中。为使接触界面紧密，使悬

液固化成型，即在 -80 ℃冰箱内维持 2 h，冷冻样品最终在

冷冻干燥机内真空条件下冷冻干燥 48 h，脱模后成功取出支

架。另将制作好的支架用 20 kGy 60Co γ射线辐照灭菌，4 ℃

下密封保存备用。

1.4.2   脂肪来源血管基质成分的分离与鉴定   无菌条件下获

取兔双侧腹股沟脂肪组织，PBS 中清洗 3 次，彻底去除红细

胞与组织碎片。加入预热的 0.1% Ⅰ型胶原酶溶液，置 37 ℃

水浴震荡消化 1 h。300×g 离心 5 min，去除上层脂肪细胞与

胶原酶溶液。加入适量含 10% 牛血清白蛋白的 DMEM 重悬

细胞，经 400 μm 细胞筛过滤，获得血管基质成分细胞进行

计数。将血管基质成分置于 37 ℃、体积分数 5%CO2 培养箱中，

以含体积分数 10% 胎牛血清的 DMEM 培养 48 h 后换液，去

除未贴壁细胞及残留的红细胞，当细胞集落达到 80% 汇合

后用胰蛋白酶消化细胞，这些细胞被称为脂肪间充质干细胞

的 P1。

将脂肪来源血管基质成分经培养后的原代细胞经 Trypsin

消化后调整细胞浓度为 109  L-1
，与 FITC 和 PE 标记的抗体冰上

避光孵育 30 min，用含 1% 牛血清白蛋白的 PBS 重悬细胞，流

式细胞术分析其表面特异性抗原的表达情况。

使用脂肪来源血管基质成分经培养后的原代细胞进行

诱导分化，分别添加成脂诱导培养基 (10-6 mol/L 地塞米松、

10 mg/L 胰岛素和 0.5 mmol/L 3-异丁基 -1-甲基黄嘌呤 )、

成骨 (0.1 µmol/L 地塞米松、10 mmol/L β- 甘油磷酸钠和 

50 µmol/L 抗坏血酸磷酸盐 ) 和成软骨 (6.25 mg/L 胰岛素、

10 µg/L 转化生长因子 β 和 50 µg/L 抗坏血酸 ) 诱导培养基，

观察其形态变化，并对诱导分化后的细胞分别进行油红 O

染色、茜素红染色与阿利新蓝染色。

1.4.3   脂肪来源血管基质成分与骨软骨一体化支架共培养   

使用前期研究中含转化生长因子 β3 的 P3 代脂肪间充质干细

胞作为软骨诱导组和含体积分数 10% 胎牛血清的 P3 代脂肪

间充质干细胞作为对照组
[14]
。脂肪来源血管基质成分 ( 实验

组 )、含转化生长因子 β3 的脂肪间充质干细胞和含体积分数

10% 胎牛血清的脂肪间充质干细胞分别接种于含骨软骨一体

化支架的 96 孔板内，即在骨软骨一体化支架表面缓慢滴加 

0.2 mL 细胞悬浮液，至完全覆盖支架，每个支架接种 2×105

个细胞，放在 37 ℃、体积分数 5%CO2 培养箱中培养。

1.4.4   复合培养后的细胞增殖检测   复合培养 1，3，5，7，9，
11 d 后，每孔加入 CCK8 孵育 4 h，测定 450 nm 处的吸光度值。

复合培养 7 d 后，取出 3 组复合物，置于甲醇和丙酮等体积

混合固定液中室温固定 10 min，PBS洗 2次，用刀片将膜割下，

采用含1 mg/L DAPI、50%甘油的PBS染色，荧光显微镜下拍照。

1.4.5  复合培养后的细胞软骨相关基因检测   复合培养 21 d

后，通过 TRIzol 法提取总 RNA，根据试剂盒说明书进行反转

录和 Real time-PCR 反应，反应条件：95 ℃ 10 min，95 ℃ 15 s，
55 ℃ 1 min，40个循环，72 ℃延伸 1 min。检测相关目的基因，

以 GAPDH 为内参基因，各引物序列见表 1，采用 ΔΔCt 法计

算各组基因相对表达量。

1.4.6   复合培养后的细胞糖胺多糖含量检测   复合培 7，14，
21 d 后，将组织消化液 50 μL 加入 96 孔板，另外加入 200 μL

预先配置好的二甲基亚甲基蓝比色染色液。利用二甲基亚甲

基蓝比色法测定糖胺多糖的含量，实验步骤依据二甲基亚甲

基蓝比色法测定糖胺多糖总含量定量检测试剂盒说明书进

行。

1.5   主要观察指标   各组细胞增殖、软骨相关基因表达与糖

胺多糖总含量。

1.6   统计学分析   各组所得计量数据以 x-±s 表示，用 SPSS 

10.0 进行统计学分析，两组间均数比较用 t 检验。检验水准

α=0.05，P < 0.05 为差异有显著性意义。

 

2   结果   Results 
2.1   脂肪来源血管基质成分的细胞培养和鉴定   脂肪来源血

管基质成分细胞接种 24 h 后，细胞培养皿中大多数细胞呈现

梭形，且处于分裂期；48-72 h 后细胞增殖明显增多，细胞

集落数量明显增多 ( 图 1)。

流式细胞仪检测结果显示，脂肪来源血管基质成分分离

培养的细胞表型呈 CD44+
、CD105+

、CD90+
、CD14-、CD19-、

CD45-，见图 2。脂肪来源的血管基质成分经成脂诱导 28 d 后，

油红 O 染色显示大量红染的脂质沉淀；经成骨诱导 21 d 后，

茜素红染色结果显示有大量红染的钙结节形成；经成软骨诱

导 14 d 后，阿尔新蓝染色可见呈阳性，表明有软骨细胞外基

质成分产生 ( 图 3)。

表 1 ｜ PCR 引物序列
Table 1 ｜ Primer sequence for PCR

基因序列 正义链 反义链

Sox9 TTC AGC AGC CAA TAA GTG GTG GAAT GTC TTG AAG GTT A
Ⅱ型胶原 AAG TCC CTC AAC AAC CAG AT CCA GTA GTC TCC ACT CTT CCA
蛋白聚糖 CAG CAC CAC CAA TGT AAG CCT CCA CGA ACT CAG AAG
GAPDH GCA TCC ACG AAA CTA CCT TC TCA GCT CAG GCA GGA AAG AC
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2.2   复合培养细胞增殖检测结果   CCK8

实验结果显示，随着培养时间的延长，

3 组细胞数量增加，实验组复合培养

7，9，11 d 的细胞数量多于与其他两组 

(P < 0.05)，见图 4A。这表明脂肪来源

血管基质成分在骨软骨一体化支架中的

细胞增殖能力强。

复合培养 7 d 后的荧光显微镜下可

见，实验组蓝光细胞多于其他两组，见

图 4B。结果提示脂肪来源血管基质成

分与骨软骨一体化支架具有良好的生物

相容性。

2.3   复合培养细胞软骨相关基因表达

检测结果   复合培养 21 d 后，实验组的

Sox9、蛋白聚糖和Ⅱ型胶原 mRNA 相对

表达量高于其他两组 (P < 0.05)，并且软

骨诱导组 Sox9、蛋白聚糖和Ⅱ型胶原

mRNA相对表达量高于对照组 (P < 0.05)，

见图 5。

2.4  复合培养细胞糖胺多糖含量检测结

果   实验组复合培养 7，14，21 d 的糖

胺多糖含量高于其他两组 (P < 0.05)，软

骨诱导组复合培养 7，14，21 d 的糖胺

多糖含量高于对照组 (P < 0.05)，见图 6。  

3   讨论   Discussion
关节软骨无血管、无淋巴管、无神

经组织的结构特点使其再生能力十分有

限，一旦受损其难以自我修复。目前已

被用于关节软骨缺损的治疗方法包括微

骨折术、自体软骨细胞移植、人工关节

置换等，这些治疗方法可暂时改善其临

床症状，但长期修复效果不佳。近年来，

组织工程学的发展为软骨缺损修复提供

了新的治疗策略，其中以干细胞为基础

的组织工程方法为软骨缺损修复开辟了

一条全新的途径
[15-25]

，而拥有足够数量、

功能正常、具有成软骨分化能力的种子

细胞尤为重要。血管基质成分是脂肪组

织通过胶原酶消化、过滤、离心除去成

熟脂肪细胞后得到混杂的细胞群体。与

其他的自体干细胞 ( 比如与脂肪间充质

干细胞、骨髓间充质干细胞等 ) 相比，

脂肪来源血管基质成分具有如下优势：

第一，虽然在免疫调节、血管发生和抗

炎等特征方面相似，异质细胞组成的脂

肪来源血管基质成分可能在动物实验中

 

图注：A 为接种 24 h，大多数细胞呈现梭形，且处于分裂期；B，C 为接种 48，72 h，细胞增殖明

显增多，细胞集落数量明显增多

图 1 ｜ 脂肪来源血管基质成分形态学观察 ( 倒置相差显微镜，×40)
Figure 1 ｜ Morphology observation of the adipose-derived stromal vascular fraction (inverted phase 

contrast microscope, ×40) 

图注：脂肪来源血管基质成分分离培养的细胞表型呈 CD44+
、CD105+

、CD90+
、CD14-、CD19-、

CD45-

图 2 ｜ 流式细胞仪检测兔脂肪来源血管基质成分表面特异性蛋白

Figure 2 ｜ Specific protein on the cells from rabbit adipose-derived stromal vascular fraction 

detected by flow cytometry

 

图 3 ｜ 脂肪来源血管基质成分的多向诱导分化

Figure 3 ｜ Multiple induced differentiation of adipose-derived stromal vascular fraction 

图注：图 A 为成脂诱导

28 d，油红 O 染色观察

到脂质滴；B 为成骨诱导

21 d，茜素红染色观察到

钙沉积；C 为软骨诱导

14 d，阿利辛蓝染色观察

到软骨特异性基质

图注：A 为 CCK8 法检测细胞增殖情况，实验组复合培养 7，9，11 d 的细胞数量多于与其他两组 

(P < 0.05)；B 为复合培养 7 d 的 DAPI 染色荧光显微镜下观察，实验组蓝光细胞多于其他两组

图 4 ｜ 脂肪来源血管基质成分与骨软骨一体化支架的生物相容性

Figure 4 ｜ Biocompatibility of cells on osteochondral integrated scaffold combined with adipose- 

derived stromal vascular fraction   
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有更好的疗效
[26-30]

；第二，脂肪来源血管基质成分获得更容易，

不需要体外细胞分离和培养，因而可以通过一次手术广泛应

用临床
[31-35]

。

实验首先从雌兔双侧腹股沟脂肪组织分离血管基质成

分，进一步以干细胞诱导多向分化能力作为金标准鉴定。

通过与含转化生长因子 β3 的脂肪间充质干细胞和含体积分

数 10% 胎牛血清的脂肪间充质干细胞相比，证实脂肪来源血

管基质成分在骨软骨一体化支架上的增殖快速。很多体内外

实验证实，旁分泌在脂肪来源血管基质成分的促血管化作用

中扮演了重要角色。转化生长因子 β3 是转化生长因子家族

的主要成员之一，可促进脂肪干细胞的增殖分化、促进细胞

外基质形成，尤其在软骨细胞生长中发挥关键的作用
[36-40]

。

DAPI 染色显示，血管基质成分复合一体化支架组的细胞增殖

明显，细胞数量高于软骨诱导组；另外，与软骨诱导组和对

照组相比，实验组软骨表达相关基因和糖胺多糖含量增高。

对于潜在的临床应用，含转化生长因子 β3 的脂肪间充质干

细胞和体积分数 10% 胎牛血清的脂肪间充质干细胞存在两

个方面的污染风险：其一为外源性物质在制备过程中可能发

生的外源性污染；其二是添加试剂为外源蛋白，其本身生物

污染不可小觑。另外，脂肪间充质干细胞的贴壁培养和纯化

需要专业实验室设备和丰富经验操作人员，这限制了脂肪间

充质干细胞在临床上的进一步应用
[34-38]

。实验显示，兔脂肪

来源血管基质成分与骨软骨一体化支架具有良好的生物相容

性，证实了自体血管基质成分复合骨软骨一体化支架修复关

节软骨缺损的可行性方法，为软骨组织工程的临床应用提供

了新的策略。

体外实验证实，脂肪来源血管基质成分与骨软骨一体化

支架具有良好的生物相容性，接下来将进一步探讨其对关节

软骨缺损修复动物实验的安全性和有效性。由于脂肪来源血

管基质成分是一个组分十分复杂的细胞群，难以模拟细胞之

间相互作用促进其关节软骨修复生长状态，对将脂肪来源的

血管基质成分复合骨软骨一体化支架入动物体内的修复再生

表现尚不明确。因此，下一步将探究脂肪来源血管基质成分

主要的细胞成分如内皮细胞和其他循环细胞等各自在干细胞

分化和软骨修复中如何发挥作用以及如何进行相互作用，为

临床转化与应用做进一步努力。
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