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　　摘　要：目的　观察透明质酸水凝胶对关节软骨缺损的修复效果。方法　选取ＳＤ大鼠１２０只，分别编号标记后分为 Ａ组

（自然修复组）、Ｂ组（透明质酸组）、Ｃ组（复合材料组），每组３６只，剩余１２只用于获取软骨细胞。大鼠股骨滑车全层软骨缺损

（直径２．５ｍｍ，深３．０ｍｍ）模型制备后，分别用不同材料修复，于不同时间点（１０、２０、４０ｄ）通过组织学及生物化学方法评估修复

效果。结果　各时间点组织学及生物化学评估Ｃ组软骨修复效果最佳，其次为Ｂ组，但修复效果均优于Ａ组。结论　透明质酸

水凝胶与周围组织相容性高，生物降解性好，有利于软骨细胞的存活、繁殖、分裂。
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　　关节软骨在关节功能上具有重要的作用，完整的关节软骨

是关节行使正常功能的基础。关节软骨是一种没有血液和淋

巴供应的单一结缔组织，由于软骨细胞分裂很慢，所以其自身

修复能力低下，通常不能修复。因此，目前软骨损伤的修复仍

是学术界所关注的难题。伴随组织工程技术的飞速发展，关节

软骨缺损的修复亦取得了长足的进步，但目前关节软骨缺损的

修复仍不尽人意。本研究应用复合生物材料修复大鼠全层关

节软骨缺损，按照组织学和生化标准评价修复材料的修复效

果，为其应用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　材料来源与分组　本实验选用平均体质量为（２５０±

２０）ｇ清洁级ＳＤ大鼠１２０只（河北医科大学动物实验中心），分

为Ａ组（自然修复组）、Ｂ组（透明质酸组）、Ｃ组（复合材料组），

每组３６只。剩余１２只用于获取软骨细胞。

１．１．２　软骨细胞的获取　无菌条件下切取大鼠剑突软骨，将

软骨剪碎，０．２５％胰蛋白酶（法国 Ｇｉｂｃｏ公司）３７ ℃消化３

ｍｉｎ，弃上清液，０．２５％胰蛋白酶３７℃下消化１ｈ，０．２％胶原酶

Ⅱ（拜昂生物公司）３７℃消化２ｈ，取上清液，８００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ，收集细胞。甲苯胺蓝染色，鉴定软骨细胞。台盼蓝染色，

计数板计数并检测细胞活力大于９０％。在收集的细胞中加入

少许培养液，调整细胞密度至１×１０５ 个／ｍＬ，旋涡振荡器混匀

备用。

１．１．３　多聚糖生物材料的制备　将获取的软骨细胞加入１％

透明质酸水凝胶（河北医科大学第一医院实验中心，ｐＨ：６．８～

７．８，渗透压比：１．０～１．２），调整细胞密度至５×１０４ 个／ｍＬ，旋

涡振荡器混匀备用。

１．２　方法

１．２．１　手术方法

１．２．１．１　软骨损伤模型的制备　实验动物术前１２ｈ禁食、４ｈ

禁水，氯氨酮（１％、１０ｍｇ／ｋｇ）、咪达唑仑（１ｍｇ／ｋｇ）左大腿中

上部注射麻醉。麻醉后，将实验动物仰卧、双下肢伸直位固定，

右下肢手术区２％碘酒、７５％乙醇消毒，铺无菌手术单。于右

膝前自髌骨上极２．０ｍｍ处至髌骨下极２．０ｍｍ处纵形切开皮

肤，于髌骨内缘内侧１．０ｍｍ水平切开内侧支持带及关节囊，

将髌骨向外侧脱位，屈膝９０°显露股骨滑车。用直径２．５ｍｍ

空心钻在股骨滑车正中钻孔至骨质，孔深３．０ｍｍ，形成全层软

骨缺损，充分止血，缝合内侧支持带及关节囊，缝合皮肤。术毕
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Ｂ组关节腔内注射透明质酸水凝胶０．１ｍＬ，Ｃ组关节腔内注

射复合材料０．１ｍＬ，Ａ组自然修复。全部手术均由实验者在

同一助手协助下完成。

１．２．１．２　术后处理　术后切口用７５％乙醇每天消毒１次，７ｄ

后拆线。

１．２．２　观察指标及检测方法

１．２．２．１　光学显微镜观察　分别于术后１０、２０、４０ｄ每组处

死４只实验动物，切取修复区软骨组织，４％多聚甲醛固定，常

规石蜡包埋、切片，ＨＥ染色，光镜下观察软骨修复情况。术后

４０ｄ每组处死实验动物４只，切取修复区软骨组织，４％多聚甲

醛固定，常规石蜡包埋、切片，Ｍａｓｓｏｎ染色，光镜下观察胶原纤

维合成情况。

１．２．２．２　扫描电子显微镜观察　术后４０ｄ每组处死４只实

验动物，切取修复区软骨组织，４％戊二醛固定，扫描电子显微

镜观察软骨修复情况。

１．２．２．３　免疫组织化学测定　术后４０ｄ每组处死实验动物４

只，切取修复区软骨组织，光镜下观察染色情况及血红素氧合

酶（ＨＯ１）表达情况。

１．２．２．４　胶原水平测定　分别于术后１０、２０、４０ｄ每组处死

实验动物４只，切取修复区软骨组织，测定修复区软骨中羟脯

氨酸水平，根据胶原中羟脯氨酸平均水平为１３．４％，计算出胶

原水平。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，计量

资料以狓±狊表示，采用单因素或双因素方差分析行组间比较。

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　光学显微镜观察　标本 ＨＥ染色显示，术后１０ｄＡ组修

复区底部可见少量红色肉芽组织，表面被苍白色、较光滑的透

明膜覆盖（图１Ａ）；Ｂ、Ｃ组修复区已被再生组织填满，再生组织

呈白色，较软，表面不平，边界清晰（图１Ｂ、Ｃ）。术后２０ｄＡ组

修复区修复组织呈白色，略硬，表面不平，界限清楚（图１Ｄ）；Ｂ、

Ｃ组修复区修复组织呈乳白色，质韧，表面较平整，边界清晰

（图１Ｅ、Ｆ）。术后４０ｄＡ组修复区底部被肉芽组织充满（图

１Ｇ）；Ｂ组修复区被修复组织填满，修复组织呈黄白色，界限较

清晰，质韧，表面不平 （图１Ｈ）；Ｃ组修复组织质韧，呈半透明

状，与正常软骨边界不清 （图１Ｉ）。术后１０ｄＣ组修复区内可

见以淋巴细胞为主的炎性细胞浸润，术后２０ｄ淋巴细胞浸润

更明显，术后４０ｄ淋巴细胞浸润减少。术后１０ｄＡ、Ｂ两组修

复区内仅有轻微淋巴细胞浸润，术后２０ｄ淋巴细胞浸润较前

稍微增多，但明显少于Ｃ组，术后４０ｄ淋巴细胞浸润明显减

少。标本 Ｍａｓｓｏｎ染色显示，Ｃ组修复区胶原纤维合成情况最

好（图２Ａ），Ｂ组次之（图２Ｂ），都优于Ａ组（图２Ｃ）。

　　Ａ、Ｄ、Ｇ：Ａ组术后１０、２０、４０ｄ；Ｂ、Ｅ、Ｈ：Ｂ组术后１０、２０、４０ｄ；Ｃ、Ｆ、Ｉ：Ｃ组术后１０、２０、４０ｄ。

图１　　各组软骨组织１０、２０、４０ｄ修复情况（ＨＥ染色×２００）

２．２　扫描电子显微镜观察　术后４０ｄＡ组修复区胶原纤维

排列紊乱，纤维粗大，部分断裂（图３Ａ）。Ｂ组修复区胶原纤维

排列较规整，纤维较细，部分断裂或凹陷（图３Ｂ）。Ｃ组修复区

胶原纤维排列规整，与关节面平行，与正常软骨分界不清（图

３Ｃ）。

２．３　免疫组织化学检测　术后４０ｄ，各组修复区细胞质内均

可见棕黄色或黄色阳性反应产物，Ｃ组数量最多，分布均匀（图

４Ａ）；Ｂ组数量较多，分布不均（图４Ｂ）；Ａ组仅可见少许阳性产
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物表达（图４Ｃ）。

　　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组。

图２　　各组软骨组织４０ｄ修复（Ｍａｓｓｏｎ染色×２００）

　　Ａ：Ｃ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ａ组。

图３　　各组软骨组织４０ｄ修复（扫描电子显微镜×２０００）

　　Ａ：Ｃ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ａ组。

图４　　各组软骨组织 ＨＯ１表达情况（免疫组织化学×４００）

２．４　Ⅱ型胶原水平测定　术后１０、２０、４０ｄ，修复区组织中Ⅱ

型胶原水平Ｃ组最高，Ｂ组次之，均优于Ａ组，见表１。

表１　　不同时间点修复区胶原水平（狓±狊，μｇ／ｍｇ）

组别 １０ｄ ２０ｄ ４０ｄ

Ａ组 ８０．８３±４．９１ ８１．０３±５．０１ ８０．９４±５．３５

Ｂ组 ９０．３５±９．５９ａ ８８．３９±７．９６ｂ ８９．１７±８．５２ｂ

Ｃ组 ９９．７８±７．５６ａ １０５．５５±７．４９ａ １０１．９７±７．３４ａ

　　ａ：犘＜０．０１，ｂ：犘＜０．０５，与Ａ组比较。

３　讨　　论

关节软骨属于透明软骨，其组织代谢活性较低，没有血液

供应和淋巴回流，且软骨细胞分裂很慢，所以其自身修复能力

低下，通常不能修复［１３］。因此，如何促进损伤软骨的修复，是

长期以来的研究重点之一。随着组织工程技术的发展，软骨损

伤修复取得了一定的进展［４５］。目前，软骨组织工程研究的内

容主要集中在种子细胞、载体材料以及种子细胞与载体间的相

互作用等。在组织工程材料应用过程中，还要考虑种子细胞的

相容性，载体的附着性、降解性等，所以目前尚无公认的较为理

想的植入物［６７］。理想的载体材料应具有良好的组织相容性及

可降解性，应尽可能接近天然软骨细胞的外基质成分［８］。目前

主要有人工合成材和天然材料料两大类。人工合成材料主要

包括聚乳酸、聚羟基乙酸共聚物、羟基磷灰石等，其表面缺乏细

胞可以识别的位点，因此不具备生物活性，而且其降解产物可

能存在一定毒性。天然材料主要有胶原、纤维蛋白凝胶、透明

质酸等，其生物相容性和可降解性均优于人工合成材料，但因

其来源不同，结构与性能存在明显差异［９１２］。

透明质酸是一种无硫酸基的多聚糖自然软骨基质，其立体

结构孔隙率高，表面积和空间更大，有利于细胞黏附生长、细胞

外基质的沉积、营养和气体的进入、代谢产物排出，是一种良好

的材料细胞作用界面。透明质酸能够通过受体结合软骨细

胞，提高细胞间的黏附性和细胞基质的埋藏作用，对软骨的营

养、软骨特性的维持以及关节的润滑均起着重要作用，它可以

维持软骨细胞的正常生长，促进移植软骨细胞与损伤软骨间的

整合［１３１６］。透明质酸纯度越高，其免疫原性越低，生物相容性

越好，且其降解产物有促进创面愈合的作用［１７２０］。透明质酸

作为骨性关节炎治疗用药已在临床应用多年，疗效满意，不良

反应少，作为可注射材料操作简便易行，因此本研究选用透明

质酸作为载体材料。实验结果显示，各时间点组织学及生物化

学评估软骨修复效果Ｂ组均优于 Ａ组，充分证明了透明质酸

可促进软骨修复。

本实验中，光学显微镜下各组修复区术后早期均可见以淋
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巴细胞为主的炎性细胞浸润，以Ｃ组为著，随着时间延长，炎

性细胞减少。注入修复材料１０ｄ后，由于吞噬细胞的识别，修

复区可见炎性细胞浸润，Ａ、Ｂ两组炎性细胞浸润程度相当，这

表明透明质酸这种载体材料具有良好的生物相容性。各时间

点炎性细胞浸润程度Ｃ组最明显，表明其免疫反应的根源在

于软骨细胞表面的主要组织相容性抗原。免疫组织化学结果

显示，Ａ组修复区阳性反应产物最少，说明其蛋白多糖的合成

能力明显降低；在Ｃ组中修复区阳性反应产物最多，说明透明

质酸的多孔网架结构有利于软骨细胞的生长，且细胞外基质富

含蛋白多糖，这些都可以减缓软骨细胞Ⅱ型胶原合成能力的退

化。软骨的结构基础是胶原，因此判断软骨成熟程度的标志是

胶原。本实验 Ｍａｓｓｏｎ染色显示Ｃ组修复区可见大量胶原纤

维形成，明显高于Ａ、Ｂ两组；羟脯氨酸水平Ｃ组最多，Ｂ组次

之，均高于Ａ组，且差异有统计学意义（犘＜０．０５），这些均可证

明这种修复材料可有效促进软骨修复。通过本实验可证实，透

明质酸对软骨修复起促进作用，并且其多孔网架结构有利于软

骨细胞生长、胶原和蛋白多糖的合成，其复合自体软骨细胞修

复效果更佳。这种复合材料取材容易、制备简便，而且可制成

注射剂型，是一种软骨修复较为理想的材料。

临床上软骨损伤多为闭合性，因此特点对修复材料的选择

趋于由固态转变为液态，移植方法也趋于由损伤较大的开放移

植转变为简便、微创的关节腔注射。本实验尝试应用透明质酸

复合软骨细胞进行关节腔注射来修复软骨缺损，结果显示此方

法可行性好，疗效满意，为临床应用提供了理论依据。但由于

软骨细胞的分离、培养直接关系修复效果，因此需进一步研究

提高其分离培养的技术。
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ａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙ

ｃｏｌ）ｈｙｄｒｏｇｅｌｓｖｉａＭｉｃｈａｅｌａｄｄｉｔｉｏｎ：Ａｎｉｎｊｅｃｔａｂｌｅｂｉｏｍａ

ｔｅｒｉａｌｆｏｒｃａｒｔｉｌａｇｅｒｅｐａｉｒ［Ｊ］．ＡｃｔａＢｉｏｍａｔｅｒ，２０１０，６（６）：

１９６８１９７７．

［１９］ＣｈａｎｇＪ，ＲａｓａｍｎｙＪＪ，ＰａｒｋＳＳ．Ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉ

ｎｅｅｒｅｄｃａｒｔｉｌａｇｅｕｓｉｎｇａｆｉｂｒｉｎｓｅａｌａｎｔ［Ｊ］．ＡｒｃｈＦａｃｉａｌ

ＰｌａｓｔＳｕｒｇ，２００７，９（３）：１６１１６６．

［２０］ＬｅｅＫＢ，ＷａｎｇＶＴ，ＣｈａｎＹＨ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌ，ｍｉｎｉｍａｌｌｙ

ｉｎｖａｓｉｖｅｔｅｃｈｎｉｑｕｅｏｆｃａｒｔｉｌａｇｅｒｅｐａｉｒｉｎｔｈｅｈｕｍａｎｋｎｅｅ

ｕｓｉｎｇａｒｔｈｒｏｓｃｏｐｉｃｍｉｃｒｏｆｒａｃｔｕｒｅａｎｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｏｆｍｅｓｅｎ

ｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｎｄｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄａｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅｃｏｍ

ｐａｒａｔｉｖｅｓｔｕｄｙｏｎｓａｆｅｔｙａｎｄｓｈｏｒｔｔｅｒｍｅｆｆｉｃａｃｙ［Ｊ］．Ａｎｎ

ＡｃａｄＭｅｄＳｉｎｇａｐｏｒｅ，２０１２，４１（１１）：５１１５１７．

（收稿日期：２０１４０６０８　修回日期：２０１４０８１９）

２２７４ 重庆医学２０１４年１２月第４３卷第３５期


