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转化生长因子 β3 复合海藻酸钠水凝胶修复膝关节软骨缺损

刘莹松 1，郭晓鹏 1，魏明珠 2

文题释义：

转化生长因子β3：为关节软骨组织形成的重要调节因子，可以促进干细胞迁移和成软骨分化，增强软骨损伤的修复，是一种理想的干细

胞招募和促分化因子。

海藻酸钠：为海藻酸衍生物的一种，是由β-1，4-D甘露糖醛酸作为M单元和α-1，4-L-古洛糖醛酸作为G单元经糖苷键连接而成的天然高分

子，价格便宜且容易获得，具有较强的亲水性、较低的免疫原性与一定的生物惰性，为经典的软骨组织工程支架材料。

摘要

背景：已经有大量研究报道转化生长因子β3与藻酸盐、间充质干细胞复合修复软骨缺损的动物实验，但是关于转化生长因子β3与海藻酸

钠水凝胶复合间充质干细胞修复软骨损伤的研究较少。

目的：对比海藻酸钠水凝胶与负载转化生长因子β3的海藻酸钠水凝胶分别复合骨髓间充质干细胞修复骨缺损的效果。

方法：体外分离培养兔骨髓间充质干细胞备用；制备转化生长因子β3海藻酸钠水凝胶复合物；移植前，将骨髓间充质干细胞悬液与水凝

胶等体积混合。取48只新西兰大白兔制备膝关节软骨缺损，随机分3组：损伤组不作任何处理，对照组植入海藻酸钠水凝胶与骨髓间充质

干细胞悬液，观察组植入转化生长因子β3海藻酸钠水凝胶复合物与骨髓间充质干细胞悬液。术后12周时取材，分别进行大体、组织学观

察、Ⅱ型胶原免疫组化染色与 RT-PCR检测。

结果与结论：①大体观察：术后12周时，损伤组缺损部位由大量肉芽组织填充，对照组由半透明状软骨样组织填充，观察组由新生组织填

满；②组织学观察：术后12周苏木精-伊红染色与番红O染色可见，损伤组缺损部位被较多的纤维组织填充，中央部位存在较大的缝隙；

对照组可见较多的软骨样组织与成纤维组织，表面欠规则，材料大部分降解，材料周围由大量的骨小梁包绕；观察组可见大量的软骨样组

织，表面较光滑且结构较致密，类似于周围正常软骨组织；③Ⅱ型胶原免疫组化染色：损伤组仅见极其微弱的阳性染色，对照组、观察组

可见阳性染色，并且观察组的阳性着色程度明显强于对照组；④RT-PCR检测：对照组再生软骨组织的Ⅱ型胶原、Sox9、糖胺多糖mRNA表
达均低于观察组(P < 0.05)；⑤结果表明：负载转化生长因子β3的海藻酸钠水凝胶-骨髓间充质干细胞复合物可促进关节软骨缺损的修复，

提升关节软骨基因的表达。
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文章快速阅读：

文章特点—

△以海藻酸钠水凝胶作为载体

负载转化生长因子 β3，对比

海藻酸钠水凝胶与负载转化

生长因子 β3 的海藻酸钠水

凝复合骨髓间充质干细胞修

复软骨缺损的效果。

转化生长因子 β3 溶液

海藻酸钠溶液

CaCl2 溶液

转化生长因子

β3 海藻酸钠水

凝胶复合物

骨髓间充质干细胞

植入新西兰大白

兔膝关节软骨缺

损处

观察指标：

(1) 大体观察；(2) 组织学观察；(3) Ⅱ型胶原免疫组化染色；

(4)RT-PCR 检测再生软骨组织Ⅱ型胶原、Sox9、糖胺多糖 mRNA 表达。
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0   引言   Introduction
关节软骨具有其自身独特的生理结构，缺乏血管及营养

供应，自然退变或是创伤引发的软骨缺损会导致不可逆的损

伤
[1-2]

，目前常用的修复方法主要有软骨下钻孔
[3-4]

、软骨下

微骨折术
[5-7]

、骨软骨自体移植等
[8-10]

，但是这些方法的修复

效果有限，同时还存在软骨退行性改变的特点。近年来软骨

组织工程研究成为软骨损伤修复的研究热点。软骨组织工程

最常用的种子细胞主要为软骨细胞与间充质干细胞，但是自

身软骨细胞数量较少，达不到软骨组织工程对细胞密度的要

求，而体外培养的细胞又容易发生无分化，所以间充质干细

胞成为软骨组织工程研究的重要细胞来源
[11-12]

。支架材料可

为细胞的生长提供附着点与物理环境，促进细胞间的接触与

信号传递
[13-16]

，但不同的支架材料的作用有一定的差异。水

凝胶与非水凝胶材料为目前主要应用于软骨组织工程的支架

材料，由于大多数水凝胶材料的结构类似于关节软骨组织外

基质，并且具有较高质量的水分，较适宜作为软骨组织工程

的支架材料。

海藻酸钠为海藻酸衍生物的一种，是由 β-1，4-D 甘露

糖醛酸作为 M 单元和 α-1，4-L- 古洛糖醛酸作为 G 单元经糖

苷键连接而成的天然高分子，价格便宜且容易获得，具有较

强的亲水性、较低的免疫原性与一定的生物惰性，为经典的

软骨组织工程支架材料
[17-18]

。

细胞因子相较于生物活性分子具有用量少、特异性高、

疗效优等优势，其中的转化生长因子 β 为多数参与调节软骨

中起主要诱导作用的修复生长因子
[19-20]

。作为转化生长因子

β 家族中的一员，转化生长因子 β3 可有效发挥软骨诱导作用，

促进间充质干细胞分化为软骨细胞，同时促进软骨特异性基

质的合成
[21]
。已经有大量关于转化生长因子 β3 促进干细胞

向软骨分化的研究，转化生长因子 β3 与藻酸盐、间充质干细

胞复合修复软骨缺损的动物实验也有报道，例如：邓明等
[22]

的研究以负载转化生长因子 β3 的藻酸钙凝胶复合脂肪间充质

干细胞构建了组织工程软骨，用于兔软骨缺损中获得了良好

的修复效果，并且是一种结构性的修复。但是关于转化生长

因子 β3 与海藻酸钠水凝胶复合间充质干细胞修复软骨损伤的

研究较少。因此，实验以海藻酸钠水凝胶作为载体负载转化

生长因子 β3，对比海藻酸钠水凝胶复合骨髓间充质干细胞与

负载转化生长因子 β3 的海藻酸钠水凝复合骨髓间充质干细胞

修复软骨缺损的效果。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照动物观察实验。

1.2   时间及地点   实验于 2019 年 3 月至 2020 年 3 月在湖北

医药学院完成。

1.3   材料

1.3.1   主要试剂   戊巴比妥钠 (STY667，98%) 购自郑州四季化

工产品有限公司；LG-DMEM 培养基购自武汉普诺赛生命科

技有限公司；胎牛血清购自郑州德宁生物技术有限公司；成

脂诱导分化培养基、成骨诱导分化培养基购自上海逍鹏生物

科技有限公司；海藻酸钠 (S100126) 购自上海阿拉丁生化科

技股份有限公司；转化生长因子 β3(CYT-368) 购自北京启维

益成科技有限公司；鼠抗兔Ⅱ型胶原购自焦作路非凡生物科

技有限公司；生物素标记山羊抗小鼠 IgG 二抗购自碧云天生

物技术有限公司；RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit 试剂盒购自北

京麦瑞康国际基因科技有限公司；PrimeScriptTM RT 试剂盒购

自北京智杰方远科技有限公司。

1.3.2   主要设备   CO2 培养箱购自山东鑫贝西科学仪器有限公

司；流式细胞仪购自苏州赛恩斯仪器有限公司；石蜡切片机

购自瑞沃德生命科技有限公司。

Abstract
BACKGROUND: Numerous studies have reported that transforming growth factor beta 3 combined with alginate and mesenchymal stem cells can repair 
cartilage defects in animal experiments. However, there is little research about the effect of transforming growth factor beta 3 and sodium alginate hydrogel 
combined with mesenchymal stem cells on repairing cartilage injury. 
OBJECTIVE: To compare effects of sodium alginate hydrogel and sodium alginate hydrogel loaded with transforming growth factor beta 3 on bone defect with 
bone marrow mesenchymal stem cells.
METHODS: Rabbit bone marrow mesenchymal stem cells were isolated and cultured in vitro. A suitable amount of transforming growth factor beta 3 was 
added into sodium alginate solution. Before transplantation, bone marrow mesenchymal stem cell suspension was mixed with the hydrogel in equal volumes. 
Totally 48 New Zealand white rabbits were used to prepare unilateral articular cartilage defects and randomly divided into three groups. The injury group did 
not take any treatment; the control group was implanted with alginate hydrogel and bone marrow mesenchymal stem cell suspension; and the observation 
group was implanted with transforming growth factor beta 3-sodium alginate hydrogel complex and bone marrow mesenchymal stem cell suspension. At 12 
weeks after operation, the samples were taken for gross and histological observation and type II collagen immunohistochemical staining and RT-PCR. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) General observation: At 12 weeks, the defect site of the injury group was filled with a large number of granulation tissue; the 
control group was filled with translucent cartilage like tissue; and the observation group was filled with new tissue. (2) Histological observation: At 12 weeks 
after operation, hematoxylin-eosin staining and safranin O staining showed that the defect site in the injury group was filled with more fibrous tissue, and 
there was a large gap in the central part. In the control group, there were more cartilage like tissue and fibroblast tissue; the surface was irregular; most of 
the material was degraded; and the material was surrounded by a large number of bone trabeculae. In the observation group, there was a large number of 
cartilage like tissue, with smooth surface and dense structure, similar to the surrounding normal cartilage tissue. (3) Immunohistochemical staining of type II 
collagen: only very weak positive staining was found in the injury group, while positive staining was found in the control group and the observation group, and 
the degree of positive staining in the observation group was significantly stronger than that in the control group. (4) RT-PCR detection: mRNA expression of 
type II collagen, Sox9 and glycosaminoglycan in the regenerated cartilage of the control group was lower than that of the observation group (P < 0.05). (5) The 
results suggest that transforming growth factor beta 3-sodium alginate hydrogel complex with bone marrow mesenchymal stem cells can promote the repair of 
articular cartilage defects and enhance the expression of articular cartilage genes. 
Key words: cartilage; material; hydrogel; transforming growth factor beta 3; sodium alginate hydrogel; cartilage defect; cartilage tissue engineering 
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1.3.3   实验动物   3 月龄健康新西兰大白兔 3 只，体质量 1.8-
2.0 kg，雌雄不拘，用于分离培养骨髓间充质干细胞。5 月龄

健康新西兰大白兔 48 只，体质量 2.3-2.5 kg，雌雄不拘，用

于关节软骨缺损造模。实验动物均由湖北医药学院实验中心

提供。

1.4   实验方法

1.4.1   骨髓间充质干细胞的培养   采用密度梯度离心法结合

贴壁法分离培养骨髓间充质干细胞
[23]
。具体方法为：耳缘

静脉注射 3% 戊巴比妥钠 30 mg/kg 麻醉实验兔，取仰卧位，

以双侧股骨大转子为中心备皮 6-8 cm，消毒、铺巾；以股

骨大转子为标志，将骨穿针转入骨髓腔内，每侧抽取骨髓约     

2.5 mL，加入离心管内，以等体积的 LG-DMEM 培养基稀释，

吹打均匀后加入淋巴分离液 3 mL，2 000 r/min 离心 15 min；

吸取中间薄雾状的单核细胞层于另一离心管内，加入适量的

LG-DMEM 培养基混匀，1 000 r/min 离心 5 min，弃上清，重

复 2 次；加入含体积分数 10% 胎牛血清的 LG-DMEM 培养基，

吹打均匀后分装于培养瓶内，置于 37 ℃、体积分数 5%CO2

培养箱内孵育。24 h 后首次半量换液，48 h 后全量换液，此

后每 3 d 换液一次。观察细胞长满培养瓶底面大约 85% 时进

行传代培养。传至 P3 代后，胰蛋白酶消化细胞，制备成浓

度为 1×1010 L-1
的细胞悬液，备用。

1.4.2   骨髓间充质干细胞的鉴定  

表面标志物检测：将骨髓间充质干细胞悬液分装于 EP

管内，向 EP 管内分别加入鼠抗兔 CD29、CD44、CD31 和

CD45 抗体，上流式细胞仪检测。

多向诱导分化潜能：①成脂诱导分化：将 P3 代骨髓间

充质干细胞按照 2×104/cm2
的细胞密度接种于 6 孔板内，加

入 2 mL 完全培养基，置于细胞培养箱内培养，每 3 d 换液。

观察细胞融合达到 100% 时吸弃旧的培养基，更换为成脂诱

导培养基。诱导 21 d 后吸弃培养基，PBS 清洗 2 次，以多聚

甲醛固定 30 min，油红 O 染色后显微镜下观察成脂染色效果。

②成骨诱导分化：将 P3 代骨髓间充质干细胞按照 2×104/cm2

的细胞密度接种于包被明胶的 6 孔板内，加入 2 mL 完全培

养基，置于细胞培养箱内培养，每 3 d 换液。观察细胞融

合达到 70% 时吸弃旧的培养基，更换为成骨诱导培养基。

诱导 28 d 后吸弃培养基，PBS 清洗 2 次，以多聚甲醛固定      

30 min，茜素红染色后显微镜下观察成骨染色效果。

1.4.3   水凝胶的制备   将海藻酸钠溶解于 PBS 中，配置质量

分数为 0.5% 的海藻酸钠溶液，静置以去除气泡。将转化生

长因子 β3 溶解于 PBS 中，制备 100 mg/L 的转化生长因子 β3

溶液。将适量转化生长因子 β3 溶液加入海藻酸钠溶液中，

混合均匀，其中转化生长因子 β3 的最终质量浓度为 2 mg/L。

向混合溶液中滴加 2% 的 CaCl2 溶液静置 15 min，滤出凝胶备

用。同理制备不含转化生长因子 β3 的海藻酸钠水凝胶。动

物实验修复软骨缺损前将等体积的骨髓间充质干细胞悬液注

入海藻酸钠水凝胶中，混合均匀，细胞浓度为 1×1010 L-1
。

1.4.4   软骨缺损模型的制作   取 48 只新西兰大白兔，耳缘静

脉注射 3% 戊巴比妥钠 30 mg/kg 麻醉，取后肢膝关节内侧切

口，暴露髌骨外侧缘后切开关节囊，使髌骨内脱位以暴露股

骨滑车表面，利用电钻在股骨滑车面制作直径 4.5 mm、深

度 3 mm 的全层软骨缺损，见图 1，生理盐水冲洗缺损部位

后随机分成 3 组，每组 16 只：损伤组不进行任何的处理；

对照组植入不含转化生长因子 β3 的海藻酸钠水凝胶 25 µL 与

骨髓间充质干细胞悬液 25 µL，细胞浓度为 1×1010 L-1
；观察

组植入含转化生长因子 β3 的海藻酸钠水凝胶 25 µL 与骨髓

间充质干细胞悬液 25 µL，细胞浓度为 1×1010 L-1
。再次再用

生理盐水冲洗伤口，逐层缝合，术后每只兔每天肌注青霉素

40×104 U，连续 3 d。术后单笼饲养，自由活动。  

1.4.5   大体观察   术后 6，12 周时，每组随机处死 8 只兔，

打开关节腔后取出膝关节，观察缺损修复程度、表面光滑及

与周围区域整合程度等。按照国际软骨修复协会 (International 

Cartilage Repair Society，ICRS) 评分标准进行缺损大体评分
[24]
，

该评分主要包括缺损修复程度、边界的整合、大体表现 3 个

方面，每个参数 0-4 分，总分 12 分为正常，8-11 分为接近

正常，4-7 分有异常，1-3 分严重异常。

1.4.6   组织学观察   分离股骨滑车标本，生理盐水冲洗，置于

体积分数 4%甲醛溶液中固定 48 h，投入脱钙液中脱钙 20 d。

体积分数 95%，100%乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡包埋、切片，

切片厚度约 5 µm，进行常规苏木精 -伊红染色与番红 O 染色。

1.4.7   免疫组化染色   大体观察后分离股骨滑车标本，生理

盐水冲洗，置于体积分数 4% 甲醛溶液中固定 48 h，投入脱

钙液中脱钙 20 d。体积分数 95%，100% 乙醇脱水，二甲苯

透明，石蜡包埋、切片，切片厚度约 4 µm。捞于防脱载玻片上，

65 ℃展片 30 min，滴加胰蛋白酶工作液抗原修复 15 min，

室温下滴加山羊血清封闭液封闭 15 min，PBS 清洗后滴加稀

释 (1 ∶ 200) 的鼠抗兔Ⅱ型胶原孵育过夜，滴加生物素标记

山羊抗小鼠 IgG 二抗孵育 30 min，DAB 显色，苏木精复染，

脱水、透明、中性树脂封固，显微镜下分析Ⅱ型胶原表达。

1.4.8   组织学 Wakitani 评分   根据组织学与免疫组化染色结

果，采用 Wakitani 评分标准进行组织学评分
[25]
，该评分主要

包括细胞形态、修复组织表面平整度、修复组织厚度、修复

组织与周围软骨结合情况、Ⅱ型胶原染色几个方面，总分0-14

分，总评分越低说明修复效果越好。

1.4.9   RT-PCR 检测   术后 12 周时取对照组与观察组修复软骨

组织块，利用 RT-PCR 法检测Ⅱ型胶原、Sox9、糖胺多糖 mRNA

表达。按照 RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit 试剂盒说明书操作提取

修复组织总 RNA，以 PrimeScriptTM RT 试剂盒将总 RNA 反转录

为 cDNA。以 cDNA 为模板行 RT-PCR 反应，设计引物序列，见

表 1。反应条件为：95 ℃经 30 s 循环 1 次；95 ℃变性 5 s，55-
60 ℃退火20 s；95 ℃60 s，55 ℃30 s，95 ℃ 60 s。以18S为内参。

1.5   主要观察指标   各组兔软骨缺损部位大体、组织学观察、

Ⅱ型胶原免疫组化染色与 RT-PCR 检测结果。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 20.0 统计软件进行数据分析。 计

量资料以 x-±s 表示，采用单因素方差分析进行组间比较。
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2   结果   Results 
2.1   骨髓间充质干细胞的表面标志物与多向分化潜能检测   

接种于培养瓶内的骨髓间充质干细胞形态为长梭形，贴壁生

长，呈旋涡状排列，具有较强的增殖能力。流式细胞仪检测

结果显示，实验分离的细胞间充质细胞 CD29、CD44 表面标

志物呈高表达，造血细胞 CD31、CD45 表面标志物呈低表达，

符合间充质干细胞表面标志物检测结果，见图 2。成脂诱导

分化 21 d 后的油红 O 染色可见，分离培养的细胞可分化为

脂肪细胞，见图 3A、B；成骨诱导分化 28 d 后的茜素红染色

可见，分离培养的细胞可分化为成骨细胞，见图 3D、E，而

未经诱导的细胞未见染色阳性表达，见图 3C、F。

2.2   软骨修复大体观察结果   术后 6 周时，损伤组缺损部位

可见少量肉芽组织填充，缺损面积稍微减小，与周围正常软

骨组织界限清晰；对照组缺损部位可见半透明纤维样组织填

充，表面粗糙，与周围正常软骨组织界限较清晰；观察组缺

损部位可见半透明软骨样组织填充，表面光滑，与周围正常

软骨组织界限模糊。术后 12 周时，损伤组缺损部位由大量

肉芽组织填充，与周围正常软骨组织界限模糊；对照组缺损

部位由半透明状软骨样组织填充，表面较光滑，与周围正常

软骨组织界限不清晰；观察组缺损部位由新生组织填满，表

面光滑平整，与周围组织无明显界限。3 组术后 6，12 周的

大体标本，见图 4。

ICRS 评分结果显示，3 组间术后 6，12 周的 ICRS 评分

比较差异有显著性意义 (P < 0.05)，评分由高到低的顺序为：

损伤组 < 对照组 < 观察组，见表 2。

维组织填充，中央部位存在较大的缝隙；对照组缺损部位可

见较多的软骨样组织与成纤维组织，表面欠规则，材料大部

分降解，材料周围由大量的骨小梁包绕；观察组可见大量的

软骨样组织，表面较光滑且结构较致密，类似于周围正常软

骨组织。

番红 O 染色：损伤组术后 12 周时均未见明显的着色，

染色阴性；对照组术后 6 周时仅见较弱的阳性染色，术后 12

周时阳性染色有所增强；观察组术后 6 周时可见较明显的阳

性染色，术后 12 周时阳性染色进一步增强。

2.4   软骨修复免疫组化染色结果   损伤组术后 6，12 周时仅

见极其微弱的Ⅱ型胶原阳性染色；对照组、观察组术后 6，
12 周时均可见Ⅱ型胶原阳性染色，但是观察组的阳性着色程

度明显强于对照组，见图 6。

2.5   软骨修复组织学评分结果   随着术后时间的延长，3

组 Wakitani 评分不同程度地降低。对照组术后 6，12 周的

Wakitani 评分均低于损伤组 (P < 0.05)，观察组术后 6，12 周

的 Wakitani 评分均低于对照组 (P < 0.05)，见表 2。
2.6   软骨修复 RT-PCR 检测结果   对照组术后 12 周的Ⅱ型胶

原、Sox9、糖胺多糖mRNA表达均低于观察组 (P < 0.05)，见图7。

3   讨论   Discussion
软骨组织工程的三大要素为种子细胞、支架材料与生物

活性因子
[26]
。实验以骨髓间充质干细胞为种子细胞、选择海

藻酸钠水凝胶为支架材料、转化生长因子 β3 为生物活性因

子构建组织工程软骨，探讨其对兔软骨缺损的修复作用。海

藻酸钠具有良好的生物相容性、生物降解性、生物稳定性与

安全性，作为一种天然多糖可吸水膨胀形成孔径约为 5 nm

的水凝胶，大多数的药物或是蛋白质均可从凝胶中扩散释放，

一些粒径较大的 DNA 分子或是抗体也可通过水凝胶降解释

放。海藻酸纳的柔韧性使其能够完全适应组织缺损，并可负

载生物活性分子，其特有的三维凝胶结构可为种子细胞提供

立体的生长空间，其表面光滑且性状较规则，因此在软骨、

骨及皮肤组织修复中应用较广泛。在体外实验中，将转化生

长因子 β3 负载于海藻酸钠水凝胶中之后冷冻干燥浸泡于 PBS

中进行缓释实验，结果发现该水凝胶可持续释放转化生长因

子 β3 长达 2 个月之久，具有优良的缓释性能，为其体内应

用打下了一定的基础。

作为关节软骨组织形成的重要调节因子，转化生长因

子 β3 可以促进干细胞迁移和成软骨分化，增强软骨损伤的

修复
[27-29]

，是一种理想的干细胞招募和促分化因子。刘登榜

等
[30]

通过体外实验探索转化生长因子 β3 诱导大鼠骨髓间充

质干细胞成软骨细胞分化的培养方法，证实转化生长因子

β3 能快速地诱导骨髓间充质干细胞成软骨细胞分化。BARRY

等
[31]

的研究发现，转化生长因子 β3 的成骨诱导作用强于转

化生长因子 β1( 转化生长因子 β1 为转化生长因子 β 家族的

另一成员 )。但是目前关于转化生长因子 β3 的作用浓度研

究较少，其适合软骨缺损的浓度仍有待研究。

表 2 ｜各组兔关节软骨标本 ICRS 评分与 Wakitani 评分                          (x-±s)                                      
Table 2 ｜ ICRs score and Wakitani score of articular cartilage specimens in 
rabbits of each group

组别 ICRS 评分 Wakitani 评分

术后 6 周 术后 12 周 术后 6 周 术后 12 周

损伤组 0.68±0.22 1.69±0.15 12.09±0.52 10.37±0.41
对照组 2.01±0.28a 5.56±0.13a 10.67±0.98a 7.88±0.77a

观察组 3.99±0.37ab 8.39±0.78ab 8.25±0.33ab 5.96±0.72ab

表注：与损伤组对比，
aP < 0.05；与对照组相比，

bP < 0.05

2.3   软骨修复组织学观察结果   见图 5。   

苏木精 - 伊红染色：术后 6 周时，损伤组缺损部位可见

少量纤维样组织填充，未见明显细胞与新生软骨组织；对照

组可见水凝胶材料，未见明显的新生软骨，但是材料周围被

骨小梁包围；观察组可见少量的新生软骨样组织，可见较多

的细胞，并且结构较致密，水凝胶材料少量降解，材料周围

被骨小梁包围。术后 12 周时，损伤组缺损部位被较多的纤

表 1 ｜ RT-PCR 反应引物序列                                         
Table 1 ｜ Primer sequences of RT-PCR

基因名称 上游引物 下游引物

Ⅱ型胶原 5'-CCA GGA ACT ATG AAG GAG AGG-3' 5'-TGT GAA GGC GTT GTA GAC TG-3'
Sox9 5'-GCT CAA CCC CTC AAA TGC-3' 5'-GAC GCA GAA GCG GTG TTG-3'
糖胺多糖 5'-AAG CCT ATT CCC AAG TGA TG-3' 5'-TCG TTA CTG TTG AGG AGG G-3'
18S 5'-ACC TGA AGA ATG CCT CCT C-3' 5'-TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3'
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图 1 ｜兔关节软骨缺损模型

Figure 1 ｜ Rabbit articular cartilage 

defect model

图注：CD29、CD44 表面标志物呈高表达，CD31、CD45 表面标志物呈低表达

图 2 ｜骨髓间充质干细胞表面标志物检测

Figure 2 ｜ Detection of surface markers of bone marrow mesenchymal stem cells

图注：术后 6 周时，损伤组缺损部位可见少量肉芽组织填充，缺损面积

稍微减小；对照组可见半透明纤维样组织填充，表面粗糙；观察组可见

半透明软骨样组织填充，表面光滑。术后 12 周时，损伤组缺损部位由

大量肉芽组织填充；对照组由半透明状软骨样组织填充，表面较光滑；

观察组由新生组织填满，表面光滑平整

图 4 ｜各组兔关节软骨标本大体观察

Figure 4 ｜ Gross specimens of rabbit articular cartilage specimen in each 
group

图注：损伤组仅见极其微弱的Ⅱ型胶原阳性染色；对照组、观察组术后 6，
12 周时均可见Ⅱ型胶原阳性染色，并且观察组的阳性着色程度明显强于

对照组

图 6 ｜术后不同时间点各组兔关节软骨标本Ⅱ型胶原表达 ( 免疫组化染

色，×40)
Figure 6 ｜ Expression of type II collagen in articular cartilage of rabbits at 
different time points after operation (immunohistochemical staining, × 40)

图注：
aP < 0.05

图 7 ｜术后 12 周各组兔关

节软骨标本成软骨基因检测

Figure 7 ｜ Detection of 
chondrogenic genes of 
articular cartilage specimens 
of rabbits in each group at 12 
weeks after operation
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图注：A、B为骨髓间充质干细胞成脂诱导分化油红O染色，可见脂肪细胞；

C 为阴性对照，未见染色阳性表达。D、E 为骨髓间充质干细胞成骨诱导

分化茜素红染色，可见成骨细胞；F 为阴性对照，未见染色阳性表达

图 3 ｜骨髓间充质干细胞的多向诱导分化

Figure 3 ｜ Multi-directional differentiation of bone marrow mesenchymal 
stem cells
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图注：苏木精 -伊红染色显示，损伤组缺损部位被较多的纤维组织填充；

对照组可见较多的软骨样组织与成纤维组织，材料大部分降解，材料周

围由大量的骨小梁包绕；观察组可见大量的软骨样组织，表面较光滑且

结构较致密，类似于周围正常软骨组织。番红 O 染色显示，损伤组未见

明显的着色；对照组、观察组可见明显的阳性染色

图 5 ｜术后 12 周时各组兔关节软骨标本组织学观察 (×100)
Figure 5 ｜ Histological observation of articular cartilage specimen in 
rabbits of each group at 12 weeks after surgery (×100)
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实验组织学观察结果显示，由转化生长因子 β3、海藻

酸钠、骨髓间充质干细胞构建的组织工程软骨植入软骨缺损

部位后可形成类似透明软骨的新生组织，并分泌细胞外基质。

ICRS 评分、Wakitani 评分结果也显示该组的组织学修复效果

明显强于其他两组，差异有统计学意义，说明实验构建的组

织工程软骨对软骨缺损具有修复作用。未进行任何处理的损

伤组也存在一定程度的自我修复，但无论是从大体观察、组

织学染色及Ⅱ型胶原分泌方面都不及其他两组，该种修复仅

仅是对缺损部位的填充，而不是真正意义上的结构与功能修

复，因此证实了关节软骨缺损的自身修复能力极其有限。对

照组采用海藻酸钠水凝胶复合骨髓间充质干细胞修复软骨缺

研究原著



Chinese Journal of Tissue Engineering Research｜Vol 26｜No.16｜June 2022｜2509

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Research www.CJTER.com

损具有明显的效果，其修复程度弱于观察组但是强于缺损组，

提示海藻酸钠水凝胶复合骨髓间充质干细胞可用于软骨缺损

的修复。实验进一步对比了对照组与观察组修复组织内的Ⅱ

型胶原、Sox9、糖胺多糖的 mRNA 表达情况，结果显示，观

察组修复组织内的Ⅱ型胶原、Sox9、糖胺多糖的 mRNA 表达

均明显高于对照组。Sox9 主要在软骨细胞中表达，作为软

骨发育过程中的关键转录因子对胚胎时期的软骨发育及成熟

具有重要的调节作用
[32]
，同时其可激活软骨细胞特征性分

子 ( 例如Ⅱ型胶原、糖胺多糖 ) 等表达，调控软骨主要基质

成分基因，进一步调控软骨的分化。该实验结果证实了转化

生长因子 β3 在软骨修复中发挥了重要作用。

从实验结果分析，作者认为负载转化生长因子 β3 的海

藻酸钠水凝胶复合骨髓间充质干细胞植入软骨缺损区域可提

高软骨基因的表达，增加细胞外基质的分泌，促进关节软骨

缺损的修复，其具有广泛的应用前景。这可能与水凝胶中转

化生长因子β3的生物活性对骨髓间充质干细胞的作用有关，

另外也可能是转化生长因子 β3 通过内源或外源性的调节机制

对缺损组织内的干细胞发挥了促进作用，增加了细胞外基质

的分泌及软骨基因的表达，促进了软骨缺损的修复，但关于

转化生长因子 β3的适宜体内应用浓度与远期效果仍有待验证。
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