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·基础研究·

兔脂肪间充质干细胞膜片促进关节软骨损伤修复

贾海栋，李 毅*

（邯郸市中心医院，河北邯郸 056000）

摘要：［目的］探讨兔脂肪间充质干细胞膜片对兔关节软骨损伤的修复作用。［方法］体外分离培养兔脂肪间充质干细胞，

通过多系分化对细胞进行鉴定。通过化学方法构建兔脂肪间充质干细胞膜片（添加 50 μg/ml 抗坏血酸），膜片构建成功后对其

进行检测：分别在倒置相差显微镜下观察膜片的结构，大体观以及扫描电镜观察。制备兔膝关节骨软骨缺损模型（直径为 3.5
mm，深度为 3 mm），然后将实验分为两组：对照组和细胞膜片组。术后 3 个月取标本进行检测，观察软骨的修复情况。［结

果］原代兔脂肪间充质干细胞呈短梭形、三角形贴壁生长，经过传代培养后细胞逐渐呈涡旋状生长，第 3 代兔脂肪间充质干细胞

具有多系分化能力；兔脂肪间充质干细胞膜片具有多层结构，细胞分泌大量的细胞外基质，将细胞镶嵌在其中。术后 3 个月取标

本观察检测提示：细胞膜片组骨软骨缺损处可见大量新生的软骨组织再生，新生的软骨组织形态和颜色均接近于正常软骨；而对

照组几乎没有新生软骨的形成。O’Driscoll 评分结果也显示细胞膜片组的评分明显高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。

［结论］兔脂肪间充质干细胞膜片能够促进兔关节软骨的再生，为临床软骨损伤的修复提供了新的思路。
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Adipose-derived mesenchymal stem cell sheet for promoting the repair of articular cartilage defect in rabbit // JIA Hai-

dong, LI Yi. Central Hospital of Handan City, Handan 056000, China
Abstract: [Objective] To explore the repair effect of adipose-derived mesenchymal stem cell sheet on articular cartilage defect in rab⁃

bit. [Methods] In vitro, rabbit adipose-derived mesenchymal stem cells were isolated and cultured, and then were identified by multi-line
differentiation. Subsequently, the adipose-derived mesenchymal stem cell sheet was constructed by chemical method with adding 50μg/ml
ascorbic acid. The sheet structure of the cell was investigated by inverted phase contrast microscope, in addition, the gross observation and
scanning electron microscope. In vivo, the osteochondral defect models with 3.5mm in diameter and 3mm in depth was prepared on the fem⁃
oral condyles in rabbits, and divided into two groups, the blank control group and cell sheet group with a cell sheet implanted on the defect.
Three months later, specimens were harvested for gross evaluation and histological observation. [Results] In vitro, the primary rabbit adi⁃
pose-derived mesenchymal stem cells grew adherently in a short spindle shape and triangle shape. After subculture, the cells gradually
grew in a vortex shape. The third-generation rabbit adipose-derived mesenchymal stem cells had multi-lineage differentiation capacity.
The rabbit adipose-derived mesenchymal stem cells sheet had a multi-layer structure, and the cells secreted a large amount of extracellu⁃
lar matrix, with cells embedded in it. In vivo, the osteochondral defect had a large amount of new cartilage tissue regenerated in the cell
sheet group at 3 months after implantation, which looked like normal cartilage in shape and color, whereas no new cartilage was seen in the
blank control group. The cell sheet group was marked significantly higher O' Driscoll score than the blank control group (P<0.05) . [Conclu⁃
sion] This adipose-derived mesenchymal stem cell sheet does promote the articular cartilage regeneration in rabbit, which might provide a
new idea for the repair of cartilage damage in clinical setting.

Key words: adipose-derived mesenchymal stem cell sheet, articular cartilage, tissue engineering

软骨主要分布在长骨的末端，具有重要的生理作

用：能够缓冲压力、承受力学负荷［1］。其中，关节软

骨由丰富的细胞外基质 （extracellular matrix, ECM）
及少量的软骨细胞构成，细胞外基质的主要成分是蛋

白聚糖和 II 型胶原［2］。关节软骨损伤后，软骨细胞

很难自发地从软骨陷窝中迁移到软骨损伤处进行损伤

后的自我修复，因此，关节软骨损伤后很难自我修

复。如果没有得到早期有效、系统的干预和治疗，关
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节软骨损伤可能导致非常严重的后遗症［3］。其中，骨

性关节炎（osteoarthritis）是关节软骨损伤后严重的

晚期并发症，其主要症状是关节的疼痛［4］。因此，早

期有效的治疗具有重大的意义。目前临床上用于治疗

软骨损伤的方法有很多，保守治疗、关节镜下清理、

骨髓刺激、骨软骨移植、应用新型生物材料等。但

是，每种治疗方法都存在一定的局限性，很难在临床

上广泛应用。

细胞膜片技术最早是由 Yamada 等［5］在 1990 年

首次提出，该技术利用温敏型聚合物-聚 N 异丙基丙

烯酰胺（polyN-isopropylacrylamide, PNIPAm）对培养

皿进行特殊处理，不需要使用胰酶对细胞进行消化处

理即可获取完整的细胞膜片，可应用于组织工程的构

建。细胞膜片技术不需要胰酶的处理即可获得种子细

胞及完整的细胞膜片，因此保留了大量的细胞外基质

及细胞间的各种生长因子。细胞外基质是细胞生长、

迁徙、分化非常重要的微环境，因此，细胞膜片技术

应用于体内具有较好的适应性。目前制备细胞膜片的

方法有很多，包括：电反应系统、磁反应系统、光反

应系统、PH 系统等，但均存在一定局限性：电反应

系统的涂层材料对细胞的粘附生长有一定的影响［6］；

磁反应系统通常只能形成多层结构的细胞膜片［7］；光

反应系统所形成的细胞膜片存在分离困难的问题［8］；

PH 系统对细胞有一定的损伤作用，形成的膜片同样

存在分离困难的问题［9］。化学反应系统具有操作简

单、价格低廉的优势，同时，其形成的细胞膜片通过

简单的物理方法即可分离［10］，因此得到了广泛的应

用。目前应用于细胞膜片技术的种子细胞也很多，包

括：骨髓间充质干细胞、脂肪间充质干细胞、牙周膜

干细胞等［11~14］。

目前细胞膜片技术已经广泛应用于各个研究领

域，包括：心脏、角膜的损伤修复［15，16］。但是其在

软骨损伤修复中的研究还不多，因此，本研究采用脂

肪间充质干细胞作为种子细胞来构建细胞膜片，探讨

其是否能够促进兔关节软骨损伤后的修复，旨在为骨

软骨缺损修复提供新思路。

1 材料与方法

1.1 实验动物与材料

健康成年的新西兰大白兔 14 只（2 只用于细胞的

提取，12 只用于体内实验），体重约 2.5~3.0 kg，雄

性。倒置相差显微镜（日本 Olympus 公司）；冷冻离

心机（德国 Eppendorf 公司）；超净工作台（北京冠鹏

净化设备公司）；CO2恒温箱（美国 Thermo Scientific
公司）；DMEM/F12 培养基（美国 Gibco 公司）；I 型胶

原酶（美国 Gibco 公司）； 胎牛血清（美国 Gibco 公

司）；青霉素/链霉素（索莱宝公司）；双抗（索莱宝公

司）；胰蛋白酶（美国 Gibco 公司）。

1.2 体外实验

1.2.1 兔脂肪间充质干细胞的分离培养

新西兰大白兔按 0.75 ml/kg、3%戊巴比妥钠进行

麻醉。于腹部备皮、消毒，切开皮肤及皮下组织。切

取腹部脂肪组织放入含有双抗的 PBS 中，将脂肪组织

用无菌 PBS 反复冲洗并充分剪碎，然后加入 0.1%的 I
型胶原酶，37℃水浴摇床消化约 40 min。充分消化后

加入等体积的 DMEM/F12 培养基终止消化，1 000 r/
min，离心 5 min。离心完成后弃上层组织，200 目筛

网过滤。再次离心后，DMEM/F12 培养基重悬，然后

接种到 T75 培养瓶中，5%CO2、37℃孵箱中培养。24
h 后镜下观察细胞的形态，每 2~3 d 换 1 次培养液。

待细胞长到约 80%~90%时进行传代培养，显微镜下

观察细胞的形态并拍照记录。

1.2.2 兔脂肪间充质干细胞的鉴定

取第 3 代兔脂肪间充质干细胞接种到六孔板，等

到细胞长到约 70%~80%时，弃掉原来的培养基，用

无菌的 PBS 清洗 2 次，然后将培养基分别更换为成骨

诱导培养基和软骨诱导培养基；对照组仍然继续用原

来的基础培养基培养，每隔 2~3 d 换液 1 次。诱导 14
d 后吸掉原培养基，4%多聚甲醛固定约 30 min，PBS
洗 3 次，然后分别加入碱性磷酸酶溶液、茜素红染液

和甲苯胺蓝染色液染色。染色后用 PBS 冲洗，然后在

光学显微镜下观察并拍照。

1.2.3 细胞膜片的构建

取第 3 代脂肪间充质干细胞，以 2×105个/cm2的密

度接种到 6 孔板内，常规培养至细胞铺满六孔板至

80%~90%时，更换为成膜片诱导培养基（10%血清，

1%双抗，50 μg/ml 抗坏血酸的 DMEM 培养基）连续培

养，每隔 2~3 d 换液 1 次。连续培养 14 d 后，在六孔

板底部可见一层白色的膜片样物质形成。将已经诱导

形成膜片的六孔板放于 37℃、水浴摇床中以 45 r/min
的速度进行震荡 25 min，然后用显微镊子沿六孔板边

缘划一圈使膜片边缘与六孔板分离，最后用细胞刮刀

沿六孔板底部将膜片轻轻刮起，获得完整的细胞膜片。

1.2.4 扫描电镜检测细胞膜片

随机选取培养状态良好的脂肪间充质干细胞膜

片，用 PBS 将其清洗 2 次，每次 5 min；然后用 2.5%
戊二醛固定，固定后用生理盐水清洗 2 次，每次 5
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图 1 兔脂肪间充质干细胞的形态 1a: 40 倍镜下第 3 代兔脂肪间充质干细胞的细胞形态，呈涡旋状贴壁生长，

细胞分布均匀，形态规则 1b: 100 倍镜下第 3 代兔脂肪间充质干细胞的细胞形态

min；梯度浓度的乙醇（从低浓度到高浓度）逐级脱

水各 1 次，每次 5 min；然后用叔丁醇从低浓度到高

浓度各清洗 1 次，每次 5 min；最后将样品喷金，扫

描电镜下观察并拍照。

1.3 体内实验

1.3.1 动物手术处理

将新西兰大白兔常规麻醉（0.75 ml/kg、3%戊巴

比妥钠静脉注射），在兔右膝关节处消毒铺巾、逐层

切开皮肤、打开关节囊后充分暴露关节腔。将髌骨外

脱位，使用口腔钻在股骨滑车处制作直径 3.5 mm、深

3 mm 的骨软骨缺损模型。然后将实验分为两组，分别

为对照组（n=6）和细胞膜片组（n=6）。对照组骨软

骨缺损处未作特殊处理，细胞膜片组将制备好的脂肪

间充质干细胞膜片移植到缺损处，然后复位髌骨，逐

层缝合切口并将切口再次消毒。术后连续 7 d 静脉注

射青霉素预防术后感染（20 万 U/只）。术后 3 个月将

兔子用过量的戊巴比妥钠处死，然后将股骨及远端取

下进行后续检测。

1.3.2 大体观和大体评分

将取下的标本用剪刀及刀片去除多余的组织，用

生理盐水清洗去除血渍，进行大体观察并拍照。然后

进行大体评分，主要参照 O’Driscoll 评分法进行评分。

1.3.3 组织学检测

将标本取下后立即用 4%的多聚甲醛室温固定 24
h，用含有 EDTA 的脱钙液脱钙约 14 d。将标本脱水

处理，石蜡包埋后切片。然后进行 HE、番红固绿以

及 II 型胶原免疫组化染色甲苯胺蓝观察缺损处的修复

情况。

1.4 统计学方法

采用 GraphPad Prism 7.0 统计软件对数据进行分

析。数据以 x̄ ±s 表示，两组间比较采用 t 检验，P<
0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 兔脂肪间充质干细胞的形态

倒置相差显微镜下观察兔脂肪间充质干细胞，

可见原代细胞呈贴壁生长，含有少量的杂细胞。散

在分布，形态不一，呈短梭形、三角形或多边形生

长。当细胞传代至第 3 代，细胞均匀分布，呈典型

的涡旋状贴壁生长（图 1）。

2.2 兔脂肪间充质干细胞的鉴定

兔脂肪间充质干细胞成骨诱导后，细胞体积增

大，随着诱导时间的延长逐渐形成圆形的矿化结

节，碱性磷酸酶染色呈阳性（图 2a），茜素红染色

后可见红色沉淀（图 2b）。成软骨诱导后，细胞的

形态逐渐由长梭形变为圆形和椭圆形，甲苯胺蓝染

色结果呈阳性（图 2c）。

2.3 细胞膜片的构建及检测

第 3 代兔脂肪间充质干细胞成膜片诱导 14 d

后，六孔板底部可明显看到一层厚薄均匀的白色细

胞膜片，用细胞刮轻轻将膜片的周边刮起，可以将

膜片折叠成一定的形状（图 3a）。倒置相差显微镜

下观察可见细胞呈长梭形紧密排列，排列均匀整

齐，纵横交错（图 3b）。扫描电镜观察发现兔脂肪

间充质干细胞膜片呈多层结构，细胞呈长梭形排

列，细胞分泌大量的细胞外基质，细胞外基质之间

相互融合，将细胞镶嵌在细胞外基质中（图 3c）。
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2.4 体内实验的大体观察

体内实验模型的制备及处理见图 4。术后 3 个

月取标本进行大体观及 O’Driscoll 评分。术后所有

兔子均未出现感染及死亡的情况，也未发生其他并

发症。对照组骨软骨缺损处可见明显的缺口，虽然

有再生组织的填充，但是缺损仍然比较明显，与周

围的正常组织存在明显的界限，缺损部位的颜色和

光泽与正常组织存在明显差异（图 5a）。细胞膜片

组可见再生的组织填满整个缺损部位，未见明显的

骨软骨缺损。同时，再生的软骨组织与周围的正常

软骨之间未见明显的界限，与周围正常组织连接较

好，颜色接近于正常软骨，表面规则且光滑 （图

5b）。 O’Driscoll 评分结果显示细胞膜片组的评分明

显高于对照组 （图 5c），差异有统计学意义 （P<
0.05），说明脂肪间充质干细胞膜片具有促进软修复

的作用。

图 2 兔脂肪间充质干细胞的鉴定 2a: 兔脂肪间充质干细胞成骨诱导后碱性磷酸酶染色 2b: 兔脂肪间充质干细胞成骨诱

导后茜素红染色 2c: 兔脂肪间充质干细胞成软骨诱导后甲苯胺蓝染色

图 3 兔脂肪间充质干细胞膜片的大体观和微观结构 3a: 兔脂肪间充质干细胞膜片的镜下观 3b: 兔脂肪间充质干细胞膜

片的大体结构 3c: 兔脂肪间充质干细胞膜片的扫描电镜观察结果

图 4 体内动物实验操作过程 4a: 暴露膝关节关节腔 4b, 4c: 制备直径为 3.5 mm、深度为 3 mm 的骨软骨缺损模型

2.5 组织学检测

术后 3 个月将标本进行常规切片，然后进行

HE、番红固绿、II 型胶原免疫组化染色。HE 染色

结果显示：对照组可见明显的缺口，几乎很少的再

生组织，骨软骨缺损处与周围正常的软骨组织存在

明显的界限（图 6a）；番红固绿染色结果提示：对

照组骨软骨缺损处番红固绿染色呈阴性，有明显的

缺损存在（图 6b）；对照组 II 型胶原免疫组化染色

结果呈阴性，说明几乎没有新生软骨的产生 （图

6c）。细胞膜片组 HE 染色结果显示：新生的软骨组
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织几乎填充整个缺损处，其表面光滑，颜色与正常

的软骨组织相似，新生的软骨组织形态规则 （图

6b）；细胞膜片组番红固绿染色和 II 型胶原免疫组

化染色结果均呈阳性（图 6e, 6f）。

图 5 术后 3 个月大体观和大体评分 5a: 术后 3 个月对照组大体观 5b: 术后 3 个月细胞膜片组大体观 5c: 术后 3 个月两

组的 O' Driscoll 评分结果

图 6 组织学检测 6a, 6d: HE 染色 6b, 6e: 番红固绿染色 6c, 6f: II 型胶原免疫组化染色结果

对
照
组

细
胞
膜
片
组

3 讨 论

关节软骨损伤是临床常见疾病，主要由关节严重

的创伤、感染或退行性疾病引起。由于软骨无血管结

构，因此，损伤后的软骨难以自我修复，常需要借助

外界干预才能到达修复的效果。但是，目前临床上尚

无治疗软骨损伤的金标准，各种治疗方案虽然能够在

一定程度上缓解症状、改善关节功能，但是，目前还

不能达到完全修复的效果，再生的软骨组织与正常的

软骨还存在一定的差距。相关文献报告提示：细胞外

基质能够招募大量的内源性干细胞并到达损伤部位，

从而加速组织损伤的修复进程。关节软骨周围的细胞

外基质同样具有重要的作用，其对关节周围细胞的增

殖、分化和迁移具有重要的调节作用。此外，关节周

围的细胞外基质对软骨细胞有一定的营养作用，能够

为关节软骨提供一定的营养成分。因此，关节周围的

细胞外基质对关节软骨损伤后的修复具有重要的作

用。

细胞膜片技术是一种有效的获取细胞外基质的方

法，其不经过胰酶的处理，保留了完整的细胞外基

质，同时还能促进细胞分泌大量的细胞外基质，使细
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胞能生存在近似于原来生存的微环境。目前用于制备

细胞膜片的方法有很多，本研究采用的是化学方法制

备细胞膜片，即：添加 50 μg/ml 抗坏血酸，通过该

方法能够刺激细胞分泌大量的细胞外基质，抗坏血酸

加入后 14 d 可以看到在培养皿的底部有完整的细胞

膜片的形成。该方法具有操作简单方便，价格成本低

等优势。

该研究首先分离培养了兔脂肪间充质干细胞，然

后将细胞传代培养后并对细胞进行鉴定，证实该细胞

能够多系分化。然后，用兔脂肪间充质干细胞作为种

子细胞，采用化学方法制备细胞膜片。膜片诱导后，

通过大体观和扫描电镜观察检测膜片的结构，该膜片

具有多层结构，细胞分泌了大量的细胞外基质。其分

泌的细胞外基质为细胞的粘附、增殖、分化提供了良

好的微环境，具有一定的修复效果。体内通过制备兔

膝关节关节软骨损伤模型，观察细胞膜片技术对损伤

后的关节软骨的修复作用。该模型是目前应用比较广

泛的用于研究和观察关节软骨损伤的模型，制备简

单。术后 3 个月取标本进行相应的检测发现：细胞膜

片组有大量的新生软骨的形成，且新生软骨形状、颜

色都接近于正常的关节软骨，而对照组几乎很难观察

到再生的软骨。说明细胞膜片具有促进兔关节软骨损

伤修复的作用，为临床治疗软骨损伤提供了新的思路

和方向。

本研究不足之处：（1）仅选用了 1 个时间截点

（3 个月）观察软骨损伤后的修复情况。由于软骨损

伤后的修复是渐变动态的过程，不同时间阶段修复效

果不同，需要多时间点的连续观察，因此，后续还需

要进一步的研究来观察不同时间点、不同处理条件下

关节软骨的修复情况；（2）本研究选用的实验动物是

兔子，与人的关节存在一定的差异。因此，以后需要

尽量选择关节结构与人类接近的大动物来观察关节软

骨的修复情况；（3）本研究的体内观察指标主要是组

织学检测，未进行影像学观察。临床上评估患者软骨

损伤的修复情况主要是通过影像学和体格检测，因

此，后续实验还需要更进一步的影像学检查来观察关

节软骨的修复情况。

本研究证实，细胞膜片能够促进兔关节软骨损伤

修复，具有很大的应用前景，为临床治疗软骨损伤提

供了新的思路和方向。
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