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·基础研究·

骨髓干细胞聚乳酸羟基乙酸修复大鼠软骨缺损△

李华德 a，时强 b，史晨丽 a*

（1. 山东第一医科大学第二附属医院 a：关节外科；b：医学影像科，山东泰安 271000）

摘要：［目的］探索骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchymal stem cells, BMSCs）与纳米聚乳酸羟基乙酸（polyaiticgly⁃
colic Acid, PLGA）复合物修复大鼠股骨软骨缺损的效果。［方法］从大鼠胫骨和股骨骨髓腔内获取 BMSCs 并培养传代，之后培

养到纳米 PLGA 支架材料上，进行电镜下观察。将 SD 大鼠的双后肢进行手术制造股骨远端软骨缺损，右侧缺损填充 BMSC-
PLGA 复合材料（移植组），而左侧缺损不再做任何处理（空白对照组）。于术后 1 个月和 3 个月进行大体观察评分和组织学评

分，测定并比较两组甲苯胺蓝染色和免疫组化染色光密度值。［结果］BMSCs 呈特有的螺旋状生长，PLGA 电镜下呈纤维交织网

状结构，BMSCs 在材料上生长良好。植入体内后 1、3 个月移植组大体观察评分 [(8.1±0.8) vs (1.7±0.8), P<0.001; (10.3±1.2) vs (3.8±
1.5), P<0.001]、组织学评分 [(11.6±1.0) vs (4.0±0.9), P<0.001; (15.5±1.0) vs (4.8±0.8), P<0.001]、甲苯胺蓝染色 OD 值 [(0.2±0.0) vs(0.1±
0.0), P<0.001; (0.4±0.0) vs (0.1±0.0), P<0.001]，术后 3 个月免疫组化 II 胶原检测 OD 值 [(0.4±0.0) vs (0.1±0.0), P<0.001 均显著优于空

白组。［结论］LGA 结合 BMSCs 有效修复了大鼠软骨缺损，为软骨缺损治疗展示了可能的组织工程修改方法。
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Bone marrow stem cells composited with polylactic glycolic acid frame for repairing cartilage defect in rats // LI Hua-dea,
SHI Qiangb, SHI Chen- lia. a. Department of Joint Surgery, b. Department of Medical Imaging, The Second Affiliated Hospital, Shandong

First Medical University, Taian, Shandong 271000, China
Abstract: [Objective] To investigate the effect of bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) composied with nano-polyaiticglycol⁃

ic acid (PLGA) frame on repairing femoral cartilage defect in rats. [Methods] BMSCs were obtained from the bone marrow cavity of the tibia
and femur of rats, cultured and passed through, and then cultured on the nano-PLGA scaffold frame, and the graft was observed under elec⁃
tron microscope. Eighteen SD rats were operated on both hind limbs to create cartilage defect on the distal femur, and the defect on the right
side was filled with BMSC-PLGA composited material (the graft group), whereas the defect on the left side left not further treated [the blank
control (BC) group]. Gross and histological observation and scoring, as well as optical density values measured in toluidine blue staining and
immunohistochemical staining were compared between the two groups. [Results] BMSCs grew in a unique spiral shape, the PLGA frame
showed fiber interwoven network structure under electron microscope, and BMSCs grew well on the PLGA frame. At 1 and 3 months after
implantation, the graft group proved significantly superior to the BC group in terms of gross observation scores [(8.1±0.8) vs (1.7±0.8), P<
0.001; (10.3±1.2) vs (3.8±1.5), P<0.001], histological score [(11.6±1.0) vs (4.0±0.9), P<0.001; (15.5±1.0) vs (4.8±0.8), P<0.001], toluidine
blue staining OD value [(0.2±0.0) vs (0.1±0.0), P<0.001; (0.4±0.0) vs (0.1± 0.0), P<0.001], in addition, immunohistochemical II collagen de⁃
tection OD value [(0.4±0.0) vs (0.1±0.0), P<0.001] 3 months postoperatively. [Conclusion] BMSCs -PLGA composition does effectively re⁃
pair cartilage defects in rats in this study, demonstrating a potential tissue engineering modification method for the treatment of cartilage de⁃
fects.

Key words: bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs), polyaiticglycolic acid (PLGA), rats, cartilage defect, tissue engineering

骨关节炎（osteoarthritis, OA）是一种严重影响患

者生活质量的关节退行性疾病，以关节软骨退化、软

骨下骨硬化、骨赘形成和滑膜炎症等为主要特征，导

致关节疼痛畸形和活动受限，给患者、家庭和社会造

成了沉重的负担［1，2］。目前为止，OA 的治疗包括基

础治疗和应用非甾体类消炎药等，基础治疗包括健康
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教育、运动治疗、物理治疗和行动辅助支持，这些治

疗均为对症治疗，并不能逆转软骨的损伤和退

变［3，4］。严重 OA 最终常需要手术治疗，但费用昂

贵，可能引起术后感染等严重并发症导致不良后果。

因此，寻找一种微创且有效的治疗 OA 的方法是临床

迫切需要解决的一个重要问题。

组织工程理念的提出给 OA 的治疗带来了一种新

的思路，它是应用种子细胞、支架材料以及细胞因子

等来修复人体受伤组织的一门学科［5，6］。软骨损伤和

缺损可以应用干细胞的多向分化潜能配合支架材料的

应用达到修复的目的。骨髓间充质干细胞（bone mar⁃
row mesenchyml stem cells, BMSCs） 是一种具有自我

更新和多向分化潜能的细胞，已被广泛应用于组织修

复的研究中，在软骨再生方面具有良好的应用前

景 ［7~9］。而聚乳酸羟基乙酸 （polyaiticglycolic Acid,
PLGA）是由羟基乙酸和乳酸随机聚合形成的可降解

的高分子材料化合物，体内代谢最终产生水和二氧化

碳，对机体无毒害作用，因其生物相容性突出，美国

食品药品监督管理局批准 PLGA 可用于临床伤口缝

线、药物输送系统、体内植入材料等，被广泛应用于

组织工程研究［10］。

本文利用组织工程的原理，从大鼠髓腔内获得

BMSCs，通过体外扩增培养在 PLGA 支架上，植入大

鼠股骨远端软骨缺损处，修复软骨缺损，并进行组织

病理学分析及相关评价，以此来探索一种骨关节炎的

治疗方法。

1 材料和方法

1.1 实验动物和试剂

实验动物为 4 周龄雌性 SD 大鼠 2 只，体质量

100 g 左右，用于分离提取 BMSCs；8 周龄雌性 SD 大

鼠 18 只，体质量 200~220 g，用于制备软骨缺损模

型。本研究获医院伦理委员会批准（批准号：2022-
003）。

实验试剂和仪器包括，培养基、胎牛血清（Gib⁃
co）、扫描电镜（CAMBRIDGE Stereoscan 260）、离心

机、抗大鼠Ⅱ型胶原纤维抗体（Santa Cruz）、光学显

微镜（Olympus BX-51）等。

1.2 BMSCs 的分离与培养

取 8 周龄雄性 SD 大鼠，颈髓脱臼法处死大鼠，

消毒并获取大鼠胫骨和股骨，减去干骺端，暴露骨髓

腔，并收集胫骨股骨的骨髓细胞于离心管中，吹打形

成单细胞悬液，放于离心机行 percoll 离心（2 500 r/

min） 30 min，经离心后离心管中的液体分为 3 层：

下层为红细胞层，中层为单核细胞层，上层以血清为

主［11］。

取单核细胞层，用含 10%胎牛血清 LG-DMEM
重新悬浮细胞，并接种在 25 cm2 培养瓶中，置于恒

温培养箱（饱和湿度、37 ℃、5%CO2）培养。首次换

液在 72 h，显微镜下观察细胞形态，此时大部分细胞

已经贴壁生长，以后每 72 h 换液 1 次，并观察，当

细胞长至约 80%相互融合时进行传代［12］。

1.3 移植物体外构建和观察

纳米 PLGA 材料为多孔纤维结构材料，外观呈薄

纸样结构，是 PLGA 直接溶于二甲酰胺中，利用纳米

工艺，在高压下利用静电纺丝技术制备的纳米纤维

膜，经环氧乙烷消毒，用无菌剪刀剪成 1 cm×1 cm 大

小，放置在实验用 9 孔板中。大鼠 BMSCs 经过两代

培养，将收集到的细胞均匀培养到 PLGA 材料上，培

养 3 周，等 BMSCs 完全融合后，在扫描电镜下观察

细胞在材料上的生长情况，并同时在电镜下观察材料

的微观形态结构。

1.4 动物分组和处理

手术步骤：取 8 周龄的 SD 大鼠，每只大鼠两后

肢均行手术治疗。应用 2%戊巴比妥钠对大鼠进行腹

腔注射麻醉 （0.2 ml/kg），成功后，减去双后肢毛

发，消毒，将大鼠四肢固定在无菌手术台上，取大鼠

膝关节正中直切口，长约 2 cm，自内侧髌旁入路进

入大鼠膝关节，显露股骨远端软骨，应用直径 2 mm
钻头在股骨远端髁间凹正中钻孔至软骨下骨，形成软

骨缺损（2 mm×2 mm），深达软骨下骨。

分组处理：共 12 只大鼠进行手术。手术形成软

骨缺损后，将大鼠左后肢软骨缺损作为空白组，缺损

处不添加任何材料；将大鼠右后肢作为移植组，填充

培养有 BMSCs 的 PLGA 材料，材料充填缺损。缝合

切口。整个实验严格执行无菌操作。术后允许大鼠自

由活动。

1.5 取材与检测方法

1.5.1 大体观察和评分

术后 1、3 个月分别处死大鼠 6 只，取出大鼠双

后肢股骨，对股骨远端软骨缺损修复情况进行评价，

根据国际软骨修复学会 （International Cartilage Re⁃
pair Society, ICRS）Macroscopic Score 标准对大体标本

进行评分，每项 4 分，共 12 分［13］。

1.5.2 组织学评分

术后 1、3 个月处死大鼠后，取股骨远端标本，

对标本进行 HE 染色和甲苯胺蓝染色、Masson 三色
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染色等，并根据 ICRS visual histological score 进行组

织学评分，总分 18 分［14］。

1.5.3 II 型胶原免疫组织化学检测

主要鉴定组织中有无软骨特有的 II 型胶原纤维

存在。术后 3 个月对大鼠股骨标本进行免疫组化染

色，应用抗大鼠Ⅱ型胶原抗体（I 抗）测定缺损修复

区 II 型胶原纤维，棕色为阳性［15］，并利用 ImageJ 软
件测量光密度值（optical Density, OD 值）。

1.6 统计学方法

采用 SPSS 26.0 软件进行统计学分析。计量资料

以 x̄ ±s 表示，资料呈正态分布时，组间比较采用独

立样本 t 检验，组内比较采用配对 T 检验；资料呈非

正态分布时，采用非参数检验。计数资料采用 χ2 检

验或 Fisher 精确检验。等级资料采用秩和检验。P<

0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 BMSCs 形态学观察

BMSCs 经培养 3 d 后，即开始贴壁生长，呈星

形，表面可见悬浮的杂质细胞（图 1a），经 6~7 d 后

细胞逐渐形成细胞集落，最后呈 BMSCs 特有的螺旋

状或纺锤状生长（图 1b）。
2.2 移植物观察

电镜下，PLGA 呈相互交织的网状结构，纤维之

间存在许多空隙（图 1c）。培养在 PLGA 上的 BMSCs
呈梭形结构，相互叠加融合贴附在 PLGA 表面，生长

状态良好，组织相容性良好（图 1d）。

图 1. 材料形态学观察。1a: BMSCs 培养 5 d，表面可见漂浮的杂质细胞，BMSC 呈梭形贴壁生长；1b: BMSCs 呈特有的螺旋样

贴壁生长，大部分融合；1c: PLGA 在电镜下呈现纤维多孔交织结构；1d: 电镜下 BMSCs 在 PLGA 上生长良好，铺满 PLGA 表

面，相互叠加融合。

Figure 1. Morphological observation of the materials. 1a: Five days after BMSCs culture, floating impurity cells could be seen on the sur⁃
face, and BMSC grew in a fusiform adherent form; 1b: BMSCs showed unique helical adherent growth, most of which were fused; 1c:
PLGA showed porous interlacing structure under electron microscope; 1d: Under electron microscopy, BMSCs grow well on the PLGA
surface and are covered with PLGA surface, superimposed and fused with each other.
2.3 体内植入

2.3.1 大体观察与评分

植入术后 1、3 个月，大鼠股骨标本观察发现，

移植组缺损区域已经完全修复，表面光滑，可见软骨

样组织生成（图 2a）。空白组软骨缺损处表面不光

滑，虽然有一定程度的组织修复，但是未发现软骨样

组织 （图 2b）。两组评分见表 1，与术后 1 个月相

比， 3 个月两组大体观察评分均显著增加 （P<
0.05），相应时间点，移植组评分显著高于空白组

（P<0.05）。
2.3.2 组织学观察与评分

HE 染色：术后 1 个月，移植组可见新生软骨样

组织生成并覆盖缺损区域，其深面可见材料被周围组

织包裹，基质染色较正常组织浅，但基质底部可见部

分幼稚软骨细胞生成。术后 3 个月，移植组缺损区可

见新生软骨组织覆盖在缺损表面（图 2c），染色与正

常软骨组织无区别，界限已不明显。材料内可见许多

细胞填充生长，材料与周围组织相容性良好。空白组

缺损区被瘢痕样组织覆盖，与周围软骨组织分界清楚

（图 2d）。两组组织学评分见表 1，与术后 1 个月相

比，术后 3 个月移植组组织学评分显著增加 （P<
0.05），空白组略增加，但差异无统计学意义 （P>
0.05）。相应时间点，移植组组织学评分显著高于空

白组（P<0.05）。
甲苯胺蓝染色：术后 1 个月，移植组缺损区域被

染成淡紫色。术后 3 个月，移植组缺损区域被染成紫
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色，甲苯胺蓝染色阳性，说明基质内有蛋白多糖成分

生成，符合软骨细胞基质成分（图 2e）。空白组缺损

区在术后 1、3 个月基质未被染色，甲苯胺蓝染色阴

性（图 2f）。相应时间点，移植组基质甲苯胺蓝染色

OD 值显著高于空白组（P<0.05）。

Masson 三色染色：术后 1 个月，移植组缺损处

基质被染成淡绿色，术后 3 个月，移植组缺损处基质

被染成绿色，说明这些组织内都存在胶原纤维组织，

符合软骨组织成分（图 2g）。空白组缺损区域染色阴

性（图 2h）。

图 2. 体内植入 3 个月形态观察。2a, 2b: 大体形态，移植组软骨缺损已修复，后者未完全修复，表面不光滑；2c, 2d: HE 染

色，移植组缺损完全修复，缺损下方可见材料与周围组织相容性良好。空白组缺损处无软骨修复，可见瘢痕组织填充；2e,
2f: 甲苯胺蓝染色, 移植组缺损处基质被染成紫色，缺损处未被染成紫色；2g, 2h: Masson 三色染色，移植组缺损处基质被染

成绿色，空白组缺损处基质未被染成绿色。
Figure 2. Morphological observation 3 months after implantation in vivo. 2a, 2b: Gross observation, the graft group had the cartilage de⁃
fect repaired, while the blank control (BC) group was not completely repaired with unsmooth surface; 2c, 2d: HE staining showed that the
defect in the graft group was completely repaired, with the material below the defect compatible with the surrounding tissue, whereas the
blank control group had no cartilage repair with scar tissue filling; 2e, 2f: Toluidine blue staining, the graft group had matrix in the defect
area dyed purple, while the BC group had not the defect dyed purple; 2g, 2h: Masson three-color staining, the graft group had the matrix
of the defect dyed green, while BC group had not the matrix dyed green.

大体观察

HE 染色

甲苯胺蓝染色

Masson 三色染色

移植组 空白组
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表 1. 两组检测结果比较（ x̄ ±s）

指标

大体观察评分

组织学评分

甲苯胺蓝染色 (OD)

免疫组化 II 胶原 (OD)

时间点

术后 1 个月

术后 3 个月

P 值

术后 1 个月

术后 3 个月

P 值

术后 1 个月

术后 3 个月

P 值

术后 3 个月

移植组（n=6）
8.1±0.8

10.3±1.2
0.004

11.6±1.0
15.5±1.0
<0.001

0.2±0.0
0.4±0.0
<0.001

0.4±0.0

空白组（n=6）
1.7±0.8
3.8±1.5
0.010

4.0±0.9
4.8±0.8
0.111

0.1±0.0
0.1±0.0
0.756

0.1±0.0

P 值

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.003

<0.001

<0.001

Table 1. Comparison of assay results between the 2 groups ( x̄ ±s)

2.3.3 免疫组化染色

术后 3 个月，移植组新生组织内被染成棕黄色，

染色阳性，说明新生组织存在 II 型胶原纤维，提示

新生组织为软骨组织。空白组缺损处染色阴性，提示

无 II 型胶原纤维生成。移植组免疫组化 II 胶原检测

OD 值显著高于空白组（表 1）。

3 讨 论

随着我国人口老龄化的趋势越来越严重，骨关节

炎成为目前治疗的热点和难点之一，其根本原因在于

软骨的退变和损伤 ［16］。本文根据组织工程的原理，

采用纳米 PLGA 作为软骨缺损修复的支架材料，结合

BMSCs 多向分化的特性，成功修复了大鼠股骨远端

软骨缺损，给软骨损伤的组织工程治疗提供了一种有

效的参考。

PLGA 是由羟基乙酸和乳酸随机聚合形成的可降

解的高分子材料化合物，在骨软骨组织工程中作为支

架材料应用较多。Tang 等［17］利用富血小板血浆水凝

胶将间充质干细胞送入软骨组织工程三维 PLGA 支架

中，治疗家兔软骨缺损，取得了良好的效果。Peiyi
Qi 等将 miR-181a/b-1 掺入电纺丝聚乳酸-共乙醇酸

纳米纤维中，并将脂肪源性间充质干细胞培养在

PLGA-miR 纳米纤维上，研究其成骨诱导能力，发现

其碱性磷酸酶活性和钙含量最高，成骨能力增

强［18］。本文将 BMSCs 种植在纳米 PLGA 复合物支架

上，形成干细胞材料复合体，不仅具有支架作用，更

具有一定的软骨诱导作用，用在软骨组织工程十分适

合［19，20］。

甲苯胺蓝染色主要用于鉴别新生软骨组织有无蛋

白多糖成分。蛋白多糖成分为软骨基质主要成分之

一。Masson 三色染色主要用于鉴别组织中有无胶原

纤维形成，胶原纤维是软骨外基质主要成分之一。本

实验中 HE 染色和甲苯胺蓝染色（术后 1 个月），成

功观察到了大鼠股骨远端软骨缺损修复的具体过程，

并观察到了在缺损区域再生的幼稚软骨细胞和成熟细

胞共同存在的过程，以及新生的软骨基质和周围正常

软骨基质的区别。而术后 3 个月 HE 染色和甲苯胺蓝

染色可明确观察到再生的软骨细胞和周围软骨细胞已

没有明显的区别，甲苯胺蓝染色、Masson 三色染色

和 II 型胶原纤维的免疫组化染色证实，新生的组织

含有软骨外基质的蛋白多糖成分和特有的 II 型胶原

纤维，故此证明新生组织为软骨组织，而空白组结果

正好相反。

本文虽然观察到了软骨修复的结果，但其过程涉

及十分复杂的机制。目前的研究表面，BMSCs 是通

过外泌体的旁分泌发挥起作用的［21，22］。本研究中，

软骨缺损被完全修复，考虑可能与以下方面有关：

（1）缺损部位软骨下骨髓内存在大量细胞因子，与周

围存在的软骨组织共同组成了干细胞生长的微环境，

培养在 PLGA 上的大量 BMSCs，在这个微环境的作

用下，通过外泌体的旁分泌作用，逐步自我更新并向

软骨细胞分化，并逐渐形成细胞外基质，最终形成成

熟的软骨细胞 ［23， 24］；（2） 软骨下骨内也存在 BM⁃
SCs， 但其含量少，一定条件下，也可通过 PLGA 的

多孔结构延伸到软骨缺损处，在周围微环境的作用下

向软骨分化［25］；（3） PLGA 为多孔的纤维网状结构，

软骨下骨内的营养成分可以通过这些网状结构进行输

送循环及代谢，为干细胞提供营养成分，PLGA 与周

围组织逐渐融为一体。

本研究尚存在以下不足：未从分子层面进一步鉴

别新生细胞，没有阐明细胞修复的信号通路及详细的
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分子机理，有待进一步研究。
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