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支架及无支架条件下构建组织工程软骨的研究进展

王金良,赵建宁
(南方医科大学南京临床学院 南京军区南京总医院骨科, 江苏 南京 210002)

 摘要! 支架材料的研究是组织工程的研究热点之一, 软骨细胞复合培养给组织工程软骨的构建带来希望,单

一的材料诸如胶原、透明质酸、壳聚糖、纤维蛋白凝胶等已经证明可以与软骨细胞复合培养,两种或者多种材料复合可

以提高材料的性能, 更好地用于组织工程软骨的构建, 并满足软骨缺损修复的需要; 同样,在无支架情况下应用软骨细

胞聚集培养、沉淀培养的方法,可以构建组织工程软骨,并给软骨缺损的修复带来新希望, 但目前的研究较少。两者是

组织工程软骨构建的两个主要方向。
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20世纪 60年代软骨细胞的分离和体外培养获得成功,

接着软骨细胞体内移植修复关节软骨也取得一定成果, 奠定

了软骨组织工程的基础。构建组织工程软骨通常有 2种主要

的方法: 支架材料条件下与无支架材料条件下。本文就软骨

细胞作为种子细胞, 体外在支架及无支架条件下构建组织工

程软骨进行综述。

1 三维支架构建组织工程软骨

Benya等 [1] ( 1982)发现琼脂糖凝胶三维环境有利于体外

培养的软骨细胞保持表型稳定,甚至能使在单层培养中已经

分化的软骨细胞重新返回原代细胞的高分化状态。自此, 探

索各种适合的三维支架材料用于构建组织工程化软骨成为研

究的热点。对各种材料的特性和在构建组织工程软骨中的应

用分述如下。

1. 1 胶原 胶原作为天然的生物材料, 其本身无毒性, 可被

细胞酶类识别、标记、降解 , 有利于软骨细胞黏附、增殖和分

化; ∃型胶原和%型胶原都可作为支架材料, 关节软骨中主要

为∃型胶原 ,但 %型胶原容易获得, 与∃型胶原有类似性, 常
作为细胞培养的支架材料 [ 2 3]。Doro tka等 [4]发现胶原海绵维

持羊软骨细胞 ∃型胶原的表达, 维持其表型的稳定。 Sta rk

等 [ 5]将%型胶原复合不同比例的橡胶, 研究软骨细胞在不同

的胶原基质上培养组织工程软骨的适用性, 在所有的胶原基

质上软骨细胞都有较高的活力并可以继续分化。M uka ida

等 [ 6]用∃型胶原海绵培养兔肋软骨细胞可以很好地维持软

骨细胞的表型,但是次代的去分化软骨细胞在胶原海绵上培

养时,分化为肥大软骨细胞, 提示: 原代软骨细胞在胶原海绵

上培养时更适合临床和实验室的应用。

1. 2 透明质酸 1998年 A igne r等 [7]研究了透明质酸苄基

酯,它是一种新近发展的半合成生物材料,是可降解的软骨细

胞培养支架。软骨细胞在这种支架内能表现出良好的生存能

力、黏附性、再分化增殖能力, 在体外培养很长一段时间后, 软

骨细胞仍能保持一定的表型, 意大利 F ID IA先进生物聚合物

公司已开发出直径 40 m的纤维无规则的透明质酸苄基酯

无纺网 H yaff 11, 它可以作为三维支架构建组织工程软骨以

修复关节软骨缺损 [8]。

1. 3 壳聚糖 脱乙酰壳聚糖是自然界中广泛存在的天然壳

聚糖的衍生物,它最突出的优良特性之一是能够形成不同结

构的高孔隙率材料 [9] , 具有良好的理化生物特性, 通过改造

修饰其侧链基团还可以赋予新的生物活性, 作为多糖类可以

是软骨细胞良好的载体 [ 10]。Ne ttles等 [ 11]发现, 脱乙酰壳聚
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糖支架可以较长时间维持软骨种子细胞与支架的黏附并保持

其形态学特征。Gr iffon等 [ 12]将壳聚糖种植软骨细胞后在生

物反应器中培养 28 d,发现孔径率和孔径大小合适的材料可

以产生较多的氨基葡聚糖 ( GAG )和∃型胶原。
1. 4 纤维蛋白凝胶 纤维蛋白凝胶是纤维蛋白单体在凝血

酶作用下聚合成的具有可塑性、可黏附性、可降解性及生物相

容性的立体网状结构凝胶, 用这种凝胶包埋软骨细胞, 为细胞

的生存提供了三维空间支持; 纤维蛋白凝胶的大小和形状能

够根据需要而塑形, 为组织工程化软骨提供了一种可选择的

聚合物支架; 来源于自身血液制备的纤维蛋白凝胶避免了免

疫原性问题, 可直接用于临床, 具有取材简单、制备方便、韧性

好等优点 [ 13]。将软骨细胞种植于不同的材料做对比研究, 种

植于纤维蛋白凝胶的软骨细胞增殖速度快于种植于聚乙醇酸

( PGA ) ,其软骨细胞内 GAG的 DNA含量比种植于琼脂糖的

少, 但多于种植于壳聚糖和%型胶原的 [14]。

1. 5 藻酸盐 藻酸钠又名海藻酸钠,是一种从海藻中提取的

线状多糖, 与软骨基质成分蛋白多糖结构相似, 对机体无毒

性、无免疫原性。关节软骨细胞包埋于藻酸盐串珠中培养可

以维持软骨细胞的表型稳定 [ 15] , 有学者 [ 16]将兔关节软骨细

胞复合藻酸盐材料培养,并修复兔关节软骨缺损取得了良好

的效果。

1. 6 脂肪聚酯 化学合成生物降解高分子材料中研究最多、

应用最广的是脂肪聚酯,特别是聚乳酸 ( PLA )、PGA及其共聚

物聚羟乙酸 乳酸 ( PLGA )、聚 E己内酯 ( PCL )等。 Vacan ti

等 [ 17]最先报道将 PGA、PLA作为软骨细胞体外培养基质材

料, 通过组织工程方法得到了新生软骨。刘建国等 [ 18]以聚己

内酯、聚乳酸共聚物 ( PCL /PLA )作为细胞外基质, 体外培养

兔骨骺软骨细胞, 实验发现, PCL、PLA共聚物具有良好的表

面活性, 可作为组织工程骨骺软骨细胞的体外培养载体, 是理

想的细胞外基质替代物。最近研究发现 [ 19] PGA复合猪的软

骨细胞培养 28 d后, 基质中的软骨细胞数量多于正常的软骨

组织, DNA和 GAG均较多地聚集, 将鼠肋软骨细胞种植于

PLGA材料, 培养后呈现软骨组织表型: 有软骨陷窝形成和

∃型胶原的表达 [ 20]。

1. 7 聚 1, 8辛二酰枸橼酸盐 ( POC) 日本最近研究一种新

型材料, 可吸收橡胶 POC, 可以维持软骨细胞表型, 与软骨细

胞复合培养 28 d形成软骨组织 [ 21]。

1. 8 复合材料 将合成或天然材料复合也是提高材料性能

的重要方法。聚氧化乙烯 ( PEO )、聚乙烯醇 ( PVA )或胶原、纤

维蛋白凝胶等具有良好的亲水性和细胞相容性, 与聚酯复合

可以改善后者的亲水性、促进软骨细胞及基质的均匀分布以

及 GAG的合成, PLGA能增强胶原的机械强度, 避免其形变。

胶原海绵与 PLGA复合时 ,胶原海绵促进细胞的黏附,提高细

胞在 PLGA微孔中的种植效率, 细胞不断分泌基质, 充满微

孔, 培养 6周仍然可以保持细胞的圆形形态 [ 22]。硫酸软骨素

与%型胶原或壳聚糖复合则能模拟软骨基质含 GAG的环境,

有利于软骨细胞保持表型以及增殖的基质合成。胶原和羟磷

灰石复合作为支架材料有更强的机械性能, 软骨细胞在 24 h

之内进入微孔并开始增生, 细胞可以贴附在微孔的壁上, 呈现

圆形的细胞形态并分泌细胞外基质 [ 23]。把透明质酸、壳聚糖

和胶原混合制成复合材料, 其机械强度、抵制酶消化的能力以

及含水能力均优于未复合单种材料, 软骨细胞在该三维材料

上培养 21 d后, 测定 GAG和∃型胶原的含量均较在胶原上

培养形成的量多 [24]。 L i等 [ 25]用藻酸盐和壳聚糖的复合三维

多孔材料可以促进细胞的增殖, 增加软骨细胞 HTB 94的表

达。经透明质烷改良的 PLGA多孔材料, 可以增进软骨细胞

的黏附, GAG和总胶原的合成增加 [ 26]。

2 无支架条件下构建组织工程软骨

体外无支架培养技术主要有: 单层细胞培养技术、聚集培

养技术、沉淀培养技术。最初人们用细胞体外单层传代培养

的方法, 发现细胞的表型很快丢失, 细胞向成纤维细胞转化,

∃型胶原表达减少, 并诱导出%型胶原的表达 [ 27]。但当高密

度单层培养细胞时可以不断形成基质, 将高密度关节软骨细

胞接种于培养瓶内, 8周时形成软骨张弹模量为 13MPa, 达软

骨中间部分水平, 而胶原密度是正常软骨的一半 [ 28]。由于细

胞在高密度时会形成可见的聚集物, 通常称为聚集培养,余方

圆等 [ 29]用酶消化法分离成年兔关节软骨细胞,分别低密度和

高密度聚集培养, 结果低密度培养时细胞表型在 3代以后大

部分丢失, 而聚集培养时软骨细胞去分化减慢, 3代后的去分

化细胞再行聚集培养, 细胞表型部分恢复,从而证明聚集培养

有利于维持软骨细胞表型,原代细胞聚集培养或传代以后聚

集培养是较好地获取大量优良软骨细胞的培养方式。软骨细

胞也可以在不同的底物表面培养, 如 ∃型胶原及各种的水凝

胶等, D arling等 [ 30]发现在聚集蛋白聚糖表面培养的软骨细胞

比在∃型胶原和培养板表面培养更优越, 将在∃型胶原培养

基上已经去分化的软骨细胞重新植入聚集蛋白聚糖培养基表

面,细胞由成纤维细胞表型重新转向软骨细胞表型,为组织工

程软骨的构建提供新的方法。高浓度的细胞可以悬浮在各种

水凝胶的表面, 与底物表面不接触, 而聚集形成可见的聚集

物。 Jerry在琼脂糖培养板上接种软骨细胞, 12周后形成的组

织外观与正常软骨组织相似, GAG的干重达正常软骨中的

2 /3, 胶原干重含量达到正常软骨的 1 /3, 机械强度达到正常

软骨组织的 1 /3多 [ 31]。离心管内沉淀培养首先由 Kato等 [ 32]

于 1988年建立,软骨细胞在离心管内低速离心, 形成团块后

培养,形成软骨样的组织,随后有实验观察到离心管内沉淀软

骨细胞进行培养时, 产生较多与软骨组织相似的基质 [33]。杨

志明 [ 34]应用无支架离心管培养技术构建组织工程化软骨, 收

集软骨细胞离心 5 m in, 形成的细胞团块在离心管内培养, 至

第 3周时直径从 1 mm增至 8 mm, 团块外观透明, 帽状 ,类似

软骨组织, 组织学观察呈软骨样组织, 未见钙化, ∃型胶原

mRNA的表达与正常胚胎软骨相似。

在体外应用支架和无支架技术构建组织工程软骨是软骨

组织工程的两个主要方向, 而两种方法又各有其优缺点,材料

可以任意塑形,但材料降解性能、降解产物毒性等问题有待考

验,后者技术简便、设备简单, 避开了材料的负面影响,但是生

成的工程化软骨形状固定, 大小较有限, 需要更深入的研

究。
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