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永生化软骨细胞为基础 的工程化软骨修复
软骨缺损的实验研究

方泽强‘ 李慧增 ’ 王 常勇 孙远‘

第三军医大学西南医院口腔科
,

重庆 军事医学科学院基础医学研究所

【摘要 】 目的 探讨用永生化软骨细胞作为种子细胞修复羊关节软骨缺损的可行性
。

方法 把人

端粒酶催化亚基 〕
、

转染羊关节软骨细胞
,

筛选阳性克隆并通过旋转生物反应器
一

微载体技术进行

大量扩增 将扩增的永生化软骨细胞与 件磷酸三钙复合并在体外培育后
,

植人羊前肢舷骨头关节面软骨

缺损处 和 个月取材
,

进行形态学和免疫组织化学评价
。

结果 实验组
,

术后 个月
,

缺损区被新生

的软骨组织所充填
,

型胶原染色呈强阳性
,

与对照组差别有显著性差异 尸
。

在材料组
,

缺损

区边缘可见部分新生软骨组织 空白对照组
,

缺损区新生软骨组织形成
。

结论 永生化软骨细胞在软骨

组织工程中具有潜在的应用前景
。
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本实验采用
、

转染羊关节软骨细胞和微

载体扩增技术
,

获得大量的永生化软骨细胞并构建

工程化软骨细胞书
一产

复合体
,

体外培育后移植到

羊关节软骨缺损处 个月和 个月取材进行免疫组

织化学评价
,

并探讨永生化软骨细胞在软骨组织工

程领域中应用的可行性
。

材料和方法

材料和实验分组 个月龄羊 只 由军事医学

科学院实验动物中心提供 分为 组 实验组
,

永生化细胞 一 材料复合体修复缺损
,

材料组
,

月 修复缺损
,

空 白对照组
,

不 进行修

复
。

羊软骨细胞分离培养
、 、

转染 无菌下

取羊 自体前肢肘关节非负重 区软骨块
,

巧 型

胶原酶 消化制备软骨细胞悬液
,

进行原代培

养
,

细胞长至 汇合时用 胰酶 消化

传代
。

真核表达载体
一

厅 军事医学科学院郭希民

博士惠赠 采用脂质体转染法
,

用含 筛

选
,

获得稳定表达 克隆
。
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结果

永生化软骨细胞的鉴定 永生化软骨细胞 且

胶原免疫组织化学染色阳性
,

说明转染扩增后 的细

胞仍然具有软骨细胞的特征
。

端粒酶活性检测显示
,

转染后的细胞可见相隔

的多条电泳带
,

端粒酶呈阳性表达
,

而未转染的软

骨细胞则为阳性
。

致瘤性检测结果 个月可见大部分转染的软

骨细胞死亡
,

个月软骨细胞全部坏死
、

吸收
,

转染软

骨细胞致瘤性为阴性
。

缺损修复的大体观察 术后 个月
,

实验组可

见缺损区大部分充满新生 的软骨样组织
, 一

内

有大量新生软骨组织长人 个月后
,

实验组缺损区

充满修复组织
,

新生组织与周边软骨组织连接 良好

材料组缺损周边有新生软骨组织形式
,

但中间无新

生软骨组织 空 白对照组缺损区无新生软骨组织形

成
,

表面只有少许纤维组织覆盖 图
。

组织化学和免疫组织化学检测 实验组术后

个月
,

组织切片番红
“ ”

和 甲苯胺蓝染色均呈 阳

性 材料组切片周边有少许番红
“

’
,

和 甲苯胺蓝染

色阳性 空 白对照组染色为阴性
。

术后 个月
,

材料

基本降解
,

实验组新生软骨组织相互连接融合
,

软骨

细胞和软骨基质丰富
,

番红
“

’
,

和 甲苯胺蓝染色阳

性 材料组切片周边番红
“

’
’

和 甲苯胺蓝染色阳性
,

且范围较 个月有所增加 空白对照组为阴性 图
,

。

实验组
,

术后 个月切片 型胶原染色均呈大

片阳性
,

个月整个切片阳性 图 材料组
,

个月

切片周边可见 型胶原染色 阳性
,

但 中间为阴性

空 白对照组
,

无阳性染色
。

实验组与其余两组 比较

尸 图
,

两者相差有显著性差异
。

三组 型胶原染色结果
曰亡︸

口 实验组
曰材料组
因空白对照组

︸

永生化软骨细胞的扩增和鉴定 将适量预处

理的
一

微载体
,

与永生

化软骨细胞悬液充分混匀
,

加人到

黝
,

中
,

并 补加 〕 培养基 至
,

调整细胞密度为 义 。

在 ℃
、

孵箱内培养
,

收集扩增的转染软骨细胞与俘
〕

复合
,

少部分用于软骨细胞的鉴定 一抗为鼠抗

人 胶原单克隆抗体
, ,

和继续传代

代
。

端粒酶活性的检测 使用端粒酶检测试剂盒

脚 采 用
一

按试剂盒提供 的方法进行检

测
。

引物 气 〔孤二
一 ’ ,

引 物
’

汗 汗 井
’

上海生工生物公司合成
,

反应条件为 ℃
,

℃
,

℃
,

个循环
,

最后 ℃

延伸
。

阴性 对 照 以 裂 解 液 代 替 端 粒 酶 提

取液
,

以 上 游 引 物
’

了
、 ’

代替 引物
。

产物

用 聚丙稀酞胺电泳
,

进

行分离
。

用试剂盒提供的 作为阳性对照
。

转染细胞致瘤性检测 将转染 的软骨细胞

个 接种于裸鼠皮下
,

个月和 个月取材

进行 染色
。

体外构建工程化软骨
、

羊关节软骨缺损模型的

制备和修复 将体外培养扩增 的永生化软骨细胞

个 接种到 拼 法 国地中海大学研制和

提供 支架上
,

℃孵育 后
,

在 含

中培养 一
,

备用
。

无菌下
,

用特制中空的旋转站 内径 垂

直于羊右前肢肮骨远端关节面制备软骨缺损 小
,

深度
。

把构建好的复合体移植人实验组

关节软骨缺损处
,

材料组只植人 拼
,

对照组缺损

不修复
。

关节软骨缺损修复的检测 术后 个月和 个

月分别取材
,

标本经 多聚 甲醛固定
、

脱钙
、

包埋
、

切片
,

进行
、

苏木素 一 番红
“

’
, 一 亮绿和甲苯胺蓝

染色 法进行 型胶原免疫组织化学检测 一抗

为鼠抗人 胶原单克隆抗体
, 。

统计学处理 图像用 图像

分析仪 为 进行 自动分析
。

配对

资料用 检验进行
。

尸
,

认为差异有显著性意

义
。

图 三组 型胶原表达结果

实验组 材料组和对照组
,

尸
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由于软骨本身的修复能力非常有限
,

使许多关

节软骨缺损不能得到有效的修复
,

而 目前也缺乏有

效的外科手段来修复损伤的关节软骨
,

因此
,

关节功

能障碍甚至功能丧失的修复和重建是关节外科当前

研究的热点和重点之一川
。

软骨组织工程的诞生与

发展给软骨缺损的修复带来了希望
,

但是
,

如何在体

外短时间内获取大量的软骨细胞是其面临的困难之
红

近年来
,

端粒酶因其在抗细胞老化方面 的重要

性而倍受关注
。

端粒酶是一种核糖核蛋 白复合体
,

具有逆转录活性
,

可以 自身 为模板合成染色体

末端端粒的重复序列 〔 义
,

保持端粒长度的

稳定
,

进而 延长细胞 的寿命甚 至使细胞获得永生

化 ’〕。

等〔 〕证实转染端粒酶基因而永生

化的细胞寿命和体外培养时间大大超出正常同种细

胞
,

而且能够维持其表型不变
,

该研究的成功为大规

模的体外扩增细胞提供了可能
。

同时
,

他们还证明
,

该细胞不具有恶性细胞 的特征
。

本实验结果也显

示
,

转染端粒酶基因的软骨细胞传至 代仍然具

有旺盛的分裂趋势
,

而无致瘤性
,

这进一步说明该细

胞具有应用的安全性
。

永生化虽然可 以延缓细胞老化
,

但是不能解决

在短时间内扩增出大量细胞的问题
。

微载体培养技

术为体外大规模培养贴壁细胞成为可能川
,

因为该

培养体系能够为贴壁细胞培养提供充分的表面积
,

从而有效地快速大规模扩增细胞 而 则有利

于细胞的营养物质交换
,

使细胞在破坏力最小的条

件下得到迅速
、

大量扩增
。

实验结果表明
,

扩增后

永生化软骨细胞 型胶原表达为阳性
。

这进一步说

明
,

在 和微载体培养体系中不但可 以大量扩

增永生化软骨细胞
,

而且可以维持其表型
。

组织化学结果显示
,

实验组修复区有大量软骨

样组织生成
,

弹性较好且与周围软骨组织连接 良好

相反
,

材料组
,

只有周边带可见部分新生软骨样组

织
。

免疫组织化学结果也显示
,

实验组 型胶原染

色强阳性 材料组只见周边有部分阳性 而空 白对照

组则无明显软骨组织形成
。

这可能是 的组织

生长引导作用和软骨 自身有限修复的结果
,

这进一

步表明以永生化软骨细胞为种子细胞的工程化软骨

具有修复软骨缺损的能力
。

本实验通过 转染羊关节软骨细胞并在

微载体
一

中大量扩增
,

与
一

一起成功地修

复了羊关节软骨缺损
。

实验结果证明
尸 、

转染

的永生化软骨细胞在软骨组织工程领域具有重要的

应用前景
。
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