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不同来源骨髓间充质干细胞的体内成软骨**★ 

潘欣宇1，崔  颖2，马林祥3，王月田1，远  洋1，王雪峰2 

Chondrometaplasia of bone marrow mesenchymal stem cells of different resources in vivo    

Pan Xin-yu1, Cui Ying2, Ma Lin-xiang3, Wang Yue-tian1, Yuan Yang1, Wang Xue-feng2 

Abstract 
BACKGROUND: Bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) can repair cartilage defects after induction in vitro. However, 
most of the seed cells come from autos or allograft currently.  
OBJECTIVE: To observe the effects of the chondrometaplasia of homologous and heterogeneous BMSCs on repairing the 
laryngeal cartilage defects. 
METHODS: The third generation of human embryonic BMSCs and rabbit BMSCs were involved. The two kinds of cells grew on 
poly lactic acid-glycolic acid scaffold, and were inducted to cartilage cells after adding transforming growth factor β1 and cartilage 
morphogenetic proteins into the scaffold. The two kinds of cell systems were implanted in New Zealand rabbits. The defects were 
removed at 4 and 8 weeks after implantation for general and histological observation. 
RESULTS AND CONCLUSION: The human embryonic BMSCs and rabbit BMSCs were filled with regenerated tissues at 4 and 8 
weeks after implantation. Histological observation showed that most cells in the tissues were cartilage cells which could secrete 
glycosaminoglycan and collagen Ⅱ. The two types of cell scaffold could generate cartilage cells in about the same amount, and 
there was no immunological rejection between them. Results revealed that the chondrometaplasia of the heterogeneous BMSCs 
induced by transforming growth factor β1 and cartilage morphogenetic proteins is similar to the homologous BMSCs for repair of 
the laryngeal cartilage defects. 
 
Pan XY, Cui Y, Ma LX, Wang YT, Yuan Y, Wang XF. Chondrometaplasia of bone marrow mesenchymal stem cells of different 
resources in vivo.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(49): 9128-9132.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：骨髓间充质干细胞经体外诱导后可修复软骨缺损，但目前采用的种子细胞多来源于自体或同种异体。 
目的：观察同种异体及异种来源的骨髓间充质干细胞诱导成软骨后修复喉软骨缺损的效果。 
方法：分别取人胚胎骨髓间充质干细胞和刚出生兔骨髓间充质干细胞的第 3 代细胞种植于聚乳酸-羟基乙酸共聚物生物支架

上，并加入转化生长因子 β1 和软骨形态发生蛋白诱导成软骨细胞。将两种细胞体系植入新西兰白兔体内，并于植入后 4，8
周取材行大体、组织学观察。 
结果与结论：植入后 4，8 周人胚胎骨髓间充质干细胞和兔骨髓间充质干细胞均有新生组织填充，经组织学观察大部分为软

骨细胞，分泌软骨细胞基质糖胺聚糖和Ⅱ型胶原，且两种细胞支架复合物所生成的软骨细胞数大致相同，并无明显的免疫排

斥反应。提示异种来源的骨髓间充质干细胞复合聚乳酸-羟基乙酸共聚物在转化生长因子 β1 和软骨形态发生蛋白联合诱导下

所得的组织工程化软骨，与同种来源的骨髓间充质干细胞所获得的组织工程化软骨修复喉软骨缺损具有可比性。 
关键词：骨髓间充质干细胞；异种；同种异体；聚乳酸-羟基乙酸共聚物；软骨组织工程 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.49.002 
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0  引言 

 

各种疾病引起的软骨缺损多年来一直困扰

着耳鼻喉科医师。由于软骨细胞缺乏再生能力，

选择合适的种子细胞是修复软骨缺损需首要解

决的问题。 

存在于骨髓中的骨髓间充质干细胞(bone 

marrow mesenchymal stem cells，BMSCs)取

材方便，来源广泛，并且具有向多种细胞系转

化的潜能，在一定环境下和特异的因子诱导下，

可分化为多种细胞[1]。但是，由于人BMSCs来

源有限，且大多数来源于成体，增殖能力差，

因此，探索异种来源的BMSCs具有重要的意

义。 

本实验采用异种来源的BMSCs修复兔喉

软骨缺损，对其修复效果进行评估，以期为耳

鼻喉科遇到的软骨缺损问题提供新的途径和方

法。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：于2009-11/2010-07在辽宁

医学院耳鼻喉实验室完成。 

材料：辽宁医学院附属第一医院自然流产

20周左右的胚胎，胚胎的使用经孕妇的同意[2]，

且得到辽宁医学院医学伦理委员会批准。刚出
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生的新西兰白兔1只；3月龄新西兰白兔24只，

体质量3.0~4.0 kg，雌雄不限，清洁级，由辽宁

医学院动物实验中心提供，许可证号：

SCXK(辽)2009-0004。实验过程中对动物的处

置符合动物伦理学要求[3]。 

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

方法： 

BMSCs的分离、培养、纯化
[4-5]

：常规消毒20

周左右流产胚胎(胚胎的使用经孕妇同意)，在无

菌条件下分离两侧股骨，分别剪开股骨两端，

用不含血清的L-DMEM冲洗骨髓腔，将冲出的

骨髓液用4号针头反复吹打，100目筛网过滤，

滤液转入离心管，用淋巴细胞分离液进行密度

梯度离心，后经2 000 r/min 离心20 min，取单

核细胞层，用无血清L-DMEM 洗涤细胞两次，

2%锥虫蓝染色，细胞计数，以5×108 L-1左右的

浓度接种于培养瓶中。用含体积分数10%胎牛

血清的L-DMEM于37 ℃，体积分数5%CO2饱和

湿度的孵箱培养。48 h首次换液，以后每隔两

三天换1次液。待贴壁细胞铺满瓶底时，0.25%

胰蛋白酶消化，按照1 3∶ 比例传代。 

兔BMSCs的原代分离、培养、纯化的培养

方法同上。实验动物采用刚出生的健康新西兰

白兔，雌雄不限。 

细胞活率的测定
[6]
：分别取两种细胞的单细胞

悬液接种于96孔培养板，1×104/孔，每孔培养液

总量200 μL，37 ℃，体积分数5%CO2培养箱中

培养24 h，加入MTT液(20 μL/孔)，继续培养4 h。

吸出孔内培养液，加入DMSO液(150 μL/孔)，

室温下，将平板置于微孔板振荡器上振荡    

10 min，使结晶物溶解。酶标仪检测各孔吸光

度(A)值(570 nm)。 

细胞表面标志物的鉴定
[7]
：由于抗兔的抗体较

少，本实验只做人BMSCs鉴定。取一瓶达到

80%~90%融合的细胞，0.25%的胰酶消化，当

在镜下观察细胞之间的间隙明显增大时，终止

消化，PBS洗2次，将消化的细胞重新悬浮，2%

锥虫蓝染色，显微镜下计数。以5×108 L-1的浓

度将细胞平均分装在流式管中，分别加入5 µL 

FITC标记的CD34、HLA-DR、CD45、CD90，

PE标记的CD166、CD44及其相对应的同型对

照IgG，4 ℃避光孵育30 min。PBS洗去未结合

的抗体，细胞沉淀中加入500 µL流式固定液固

定，FACS流式细胞仪鉴定。 

BMSCs定向诱导为软骨细胞及于支架的复合：

分别取人和兔的第3代细胞，以5×108 L-1的浓度

制成细胞悬液，缓缓加入含有 TGF-β1 和

CDMP1的软骨诱导液，终浓度分别为10 μg/L

和300 μg/L。将加入生长因子的细胞悬液滴加

到PLGA生物支架上，每三四天更换1次诱导液，

诱导21 d。 

动物模型及实验分组
[8-9]

：取24只3月龄新西兰

白兔，按随机数字表法分为3组。耳缘静脉注射

4%异戊巴比妥(60 mg/kg)麻醉，将实验动物固

定于手术台上，颈部剃毛，常规消毒，铺无菌

洞巾，颈前正中型切口，分离皮下及肌层，暴

露甲状软骨，在左侧做一0.5 cm×0.5 cm全层软

骨缺损，不能穿透喉黏膜。将上述细胞支架复

合物移植动物体内。实验组动物植入人胚胎

BMSCs细胞支架复合物；对照组动物植入兔

BMSCs细胞支架复合物；空白组植入用生理盐

水浸湿的PLGA支架。用缝线稍做固定。逐层缝

合肌层。植入后3 d，每日每只动物耳缘静脉注

射青霉素160×104 U。 

主要观察指标：①倒置显微镜下观察原代

及传代细胞的生长和发育情况。②MTT检测细

胞活率。③流式细胞仪鉴定BMSCs表面标志。

④于植入后4，8周，每组处死4只动物，取材固

定，组织切片。观察大体外观，阿利新蓝染色

及免疫组织化学S-P法测软骨糖胺聚糖和Ⅱ型

胶原的表达。 

统计学分析：由第一作者采用SSPS 17.0

统计软件完成统计处理，所得数据以x
_

±s表示，

对各组的均值进行多个样本均数间的多重比

较，两组间比较采用t 检验，以P < 0.05为差异

有显著性意义。

试剂及仪器 来源 

DMEM 培养基  

淋巴细胞分离液  

 

胎牛血清  

胰蛋白酶  

转化生长因子 1(transforming 

 growth factor-β1，TGF-β1)、 

软骨形态发生蛋白 1 

(CDMP1) 

S-P 试剂盒、鼠抗人或抗兔 

  Ⅱ型胶原单克隆抗体  

聚乳酸-羟基乙酸共聚物 

(poly(lactic-co-glycolic acid)， 

PLGA)  

CO2培养箱  

低速离心机 5100  

超净工作台  

酶联免疫检测仪  

倒置显微镜  
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2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  用于构建动物模型的24只新

西兰白兔随机分为3组，每组8只，均进入结果分析，无

脱失。 

2.2  倒置显微镜下观察细胞的形态变化  倒置显微镜

下观察两种BMSCs的贴壁时间无明显差异。刚接种的

原代BMSCs呈圆形或类圆形，与周围的血细胞混杂，

辨认不清。培养3 d首次换液后可见贴壁细胞呈梭形及

多形性细胞，数量较少，散在分布。五六天细胞开始以

集落方式生长，数量明显增多，12~14 d可达85%~90%

融合。传代后细胞增殖迅速，五六天长满瓶底。人胚

胎BMSCs和乳兔BMSCs在细胞形态及生长速度上略

有差异。人胚胎BMSCs原代培养12 d长满瓶底，细胞

比较细长，密度大时呈菊花状、漩涡状或平行排列，

见如图1。兔BMSCs原代培养14 d长满瓶底，细胞比较

粗短，密度大时仍呈不规则多边形，多呈阶梯状平行

排列，见图2。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  MTT检测细胞的存活率  原代为96%，2~7代细胞

活率仍较好，达85%以上，10代后活率下降，只有60%。 

2.4  流式细胞仪鉴定结果  人BMSCs均不表达造血系

统的标志CD34、HLA-DR、CD45，但是表达多种黏附

分子的标志CD44，CD90，CD166，见图3。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  软骨缺损修复的效果 

大体外观：植入后4周，实验组缺损区被少量白色类

软骨样物质充填，中央部分稍凹陷。对照组缺损区被少

量白色类软骨样物质充填，中央部分稍凹陷，修复范围

较实验组大致一样。空白组缺损区凹陷处较实验组和对

照组范围大，表面粗糙，部分充血。植入后8周，实验

组缺损区平坦，被新生软骨组织填满，表面较平整，厚

度与周围正常软骨基本一致，见图4a。对照组缺损区平

坦，修复范围和实验组大致相同，厚度与周围正常软骨

基本一致，见图4b。空白组软骨缺损处凹陷明显，表面

粗糙不平呈瘫痕样，见图4c。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

阿利新蓝染色及免疫组织化学Ⅱ型胶原结果：植入后4

周实验组和对照组糖胺聚糖及Ⅱ型胶原均为阳性，并且

Figure 1  Observation of primary culture of human embryonic 
bone marrow mesenchymal stem cells under 
microscope (×200)   

图 1  人胚胎 BMSCs 原代培养观察结果(×200) 

a: At 3 d  b: At 12 d 

Figure 2  Observation of primary culture of rabbit bone marrow 
mesenchymal stem cells under microscope (×200)  

图 2  兔 BMSCs 原代培养观察结果(×200) 

a: At 3 d  b: At 14 d 

Figure 3  The flow cytometry results showed the positive 
expression of CD44, CD90, and CD166 and negative 
expression of CD34, CD45, and HLA-DR   

图 3  流式细胞仪测定结果显示，CD44、CD90、CD166 为
阳性，CD34、HLA-DR、CD45 为阴性 

Figure 4  General observation of the cartilage defect repair at 
8 wk after implantation   

图 4  植入后 8 周软骨缺损修复大体观察结果 

a: Experimental group  b: Control group 

c: Blank group 

www.CRTER.org 潘欣宇，等. 不同来源骨髓间充质干细胞的体内成软骨

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   cn.zglckf.com
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阳性面积大致相同；空白组阴性表达。植入后8周实验

组和对照组糖胺聚糖及Ⅱ型胶原均为强阳性，并且阳性

面积大致相同，均较4周时增多，空白组仍呈阴性表达，

见图5。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

用Image-proplus图像分析软件对Ⅱ型胶原染色面

积进行分析。所得结果为4周时实验组、对照组、空白

组 Ⅱ 型 胶 原 阳 性 率 分 别 为 (36.37±0.84)% ，

(36.40±1.35)% 和 (5.07±0.70)% 。 8 周 时 分 别 为

(82.87±3.66)%、(84.65±3.91)%和(5.51±0.72)%。实验

组和对照组Ⅱ型胶原染色面积大致相同，差异无显著性

意义(P > 0.05)。实验组和对照组Ⅱ型胶原染色面积均

明显高于空白组(P < 0.05)。 

 

3  讨论 

 

软骨组织工程技术是是一门生物学与材料学结合

的新兴学科，它将体外分离的组织细胞种植于降解材

料支架上，在体外或体内培养最终形成新的工程化软

骨组织[10-11]。若想将此技术应用于临床，构建工程化软

骨需要数量众多、增殖能力强的种子细胞，而自体、同

种异体的种子细胞来源有限。本实验尝试采用不同种属来

源的BMSCs进行体外培养，扩增及定向诱导，继而复合

PLGA生物支架修复兔的喉软骨缺损，证实了异种BMSCs

和同种异体BMSCs所获得的组织工程化软骨修复软骨缺

损的效果具有可比性，异种BMSCs可为软骨组织工程提

供数量众多及增殖能力更强的优质种子细胞。 

细胞因子是具有刺激细胞生长活性的生物因子。

TGF-β超家族是一类结构相关的多肽类多功能调节蛋

白，可以下调蛋白水解酶活性受体的mRNA表达，抑制

蛋白多糖的丢失 [12]。TGF-β在哺乳动物组织中有

TGF-β1、TGF-β2、TGF-β3，及TGF-β4种形式[13]。其

中TGF-β1是诱导BMSCs向软骨细胞分化的主要细胞因

子，能刺激软骨细胞分泌蛋白聚糖和Ⅱ型胶原，并保持

软骨细胞表型稳定[14]。而且TGF-β1能减轻炎性反应，

有利于炎症中的软骨修复[15]。软骨形态发生蛋白是一种

多肽生长因子，具有特异的软骨诱导能力，可在异位诱

导软骨形成[16]。Spiro等[17]的一系列体内、外实验证明，

软骨形态发生蛋白具有诱导活性，可诱导BMSCs分化

为软骨细胞。本课题的前期试验证明两种因子联合应用

可以提高BMSCs分化为软骨的能力，因此本实验将两

种因子联合应用，以提高软骨缺损的修复效果。 

Kuboki等[18]认为组织工程支架应该具有三维多孔

结构，一定孔径、孔隙率的支架是细胞与周围环境进行

营养物质交换，促进组织再生、修复的必要条件。PLGA

可根据需要改变材料的组成，降解率、孔隙及形状具有

可控性，并有一定的机械强度和三维立体结构等，是目

前软骨组织工程较适宜的支架材料。故本实验采用

PLGA作为支架材料，为细胞提供良好的生长环境。 

BMSCs最初是由Friedenstein等[19]提出的，由于其

来源广泛，取材容易，BMSCs被认为是理想的种子细

胞来源之一，在细胞替代治疗、基因治疗及组织器官再

造中具有重要临床应用价值[20-21]，并且由于其具有多向

分化潜能，可定向分化为骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞、

心肌细胞以及神经细胞，在软骨组织工程中的应用前景

非常广阔[22-23]。同时BMSCs具有低免疫原性，有实验

证明BMSCs缺少T细胞活化所需的第一信号和第二信

号系统，从而不会引起T淋巴细胞增殖。还有实验证明

BMSCs可分泌白细胞介素2，6，7，8，10，11~15、γ-

干扰素、肿瘤坏死因子α、TGF-β等细胞因子[24]。其中

部分因子可抑制T细胞和B细胞的增殖，影响树突细胞

的成熟从而降低其抗原递呈作用[25]。有实验将BMSCs

与同种异体淋巴细胞在体外共同培养，发现BMSCs并

没有引起淋巴细胞的显著增殖，经定向分化所得成骨细

胞、软骨细胞、心肌细胞、脂肪细胞等多种类型的细胞

亦如此[26]。同时软骨基质的抗原性较弱，对于包埋于其

Figure 5  Allie Blue staining of glycosaminoglycan and 
immunohistochemical staining of collagen Ⅱ at 8 wk 
after implantation (×400) 

图 5  植入后 8 周阿利新蓝染色检测糖胺聚糖及免疫组织化学
检测Ⅱ型胶原的表达(×400) 

a: Allie Blue staining of the 
experimental group     

b: Allie Blue staining of the 
control group         

c: Allie Blue staining of the 
blank group      

d: Streptavidin-perosidase 
staining of the experimental 
group          

e: Streptavidin-perosidase 
staining of the control group 

f: Streptavidin-perosidase 
staining of the blank group  
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中的软骨细胞有保护作用。因此异种来源的BMSCs修

复软骨缺损在理论上具有一定的可行性。本实验分别用

人胚胎BMSCs及兔BMSCs两种细胞修复兔喉软骨缺损，

对术后4，8周缺损修复处的外观及组织学进行比较。结

果显示，异种实验组及同种实验组的修复效果及修复速

度大致相同，均未见明显免疫排斥反应。术后8周时实验

组软骨缺损处均被新生的软骨样组织所填充，组织学观

察缺损处有软骨细胞生成并逐渐成熟，形成软骨陷窝。 

软骨主要由胶原纤维和蛋白聚糖构成，而软骨细

胞的主要功能是分泌胶原蛋白和酸性黏多糖，其中Ⅱ

型胶原占大部分，它和糖胺聚糖是软骨细胞的特征性

标志[27]。本实验采用免疫组织化学和阿利新蓝染色方法

对缺损处的组织工程软骨的Ⅱ型胶原和糖氨聚糖进行

检测。统计学分析，两实验组糖胺聚糖和软骨Ⅱ型胶原

的分泌量差异无显著性意义(P > 0.05)，且均好于单纯

支架组，差异有显著性意义(P < 0.05)。证明了异种

BMSCs生物支架复合体和同种异体BMSCs生物支架复

合体在实验动物体内均可以形成成熟的组织工程软骨。 

综上所述，异种来源的BMSCs与同种来源的

BMSCs所获得的组织工程化软骨修复喉软骨缺损具有

可比性。提示异种BMSCs可为软骨组织工程提供来源

更广、增殖能力更强的优质种子细胞。 
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