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兔自体耳软骨膜复合游离移植形成工程化软骨
的实验研究

毕洪森! 李健宁 薛红宇 张培礼"

北京大学第三医院成形科（北京，!"""#$）

【摘要】 目的 探求用软骨膜复合移植的方法形成自体软骨的可行性。 方法 将兔自体耳软骨

膜包裹异体耳软骨脱细胞基质材料复合游离移植于兔背部皮下（#组），并在移植物附近皮下游离移植
双层耳软骨膜（$%组）及单纯脱细胞的异体耳软骨基质（$&组）作为对照。在术后 $周、’周分别取标
本进行研究。 结果 在 $周、’周时，#组与$%组成软骨细胞的增殖变化情况差异有显著性（( ) "*
"+），#组比$%组成软骨细胞的增殖明显旺盛，有的已经向软骨细胞转化，并有少量细胞外基质分泌，基
质内软骨囊出现。$&组无成软骨细胞及软骨囊出现。 结论 自体耳软骨膜与异体耳软骨脱细胞后
的基质材料复合移植促进自体软骨生成。提示该基质材料有促进软骨膜细胞分化和生长的作用。
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临床上用软骨移植物来修复软骨缺损时，用自体软骨是

最好的，以避免移植性疾病和预防免疫排斥反应［!］。然而，

供区继发病变，进行性供区结构异常，移植物早期吸收，有限

的可供使用的软骨块体积及移植软骨与受区结合能力差等

是传统自体软骨移植术中最主要的缺点［.］。软骨膜生发层

细胞具有分化、增殖形成新软骨的特性，实验证明软骨膜具

有生成软骨的潜能［$，1］，然而，单纯软骨膜移植形成软骨的

量，即使有，也是不均一且有限的［+］，因而软骨膜复合物移

植［’］及组织工程技术的应用得到开发，本实验选用兔自体

耳软骨膜包裹脱细胞的异体耳软骨基质复合移植，旨在探讨

自体软骨形成的可行性。

材料与方法

一、实验动物：

健康三月龄新西兰大耳白兔 !"只，雄性，体重 .* + M $* "
公斤。

二、所需材料：

异体兔耳软骨脱细胞基质材料。

三 、实验设计：

!*实验分组：在每只兔的背部皮下分别游离移植自体耳
软骨膜包裹异体耳软骨基质复合物为实验组（#组）；自体耳
软骨膜双层对折（软骨膜生发层相对）（$%组）和单纯基质
材料（$&组）也分别移植在邻近的背部皮下，作为对照组。
每只兔移植两批共 ’个标本。

.*保证在实验过程中有 ’只兔存活，共获得 $’个标本。
$*于术后三周、六周分批取标本，每次从 ’只兔共取 !#

个标本进行研究。

四、实验研究方法：
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!、形态学大体观察
术后从体表观察移植物的变化情况；在三周、六周取标

本时观察其形态及物理性状。

"、组织学检验。
实验组及对照组每批共 !#个标本，均行 $%染色、阿尔

辛兰染色（&$ ’ ()*）和醛品红染色。观察标本中细胞浸润和
分化生长情况、软骨膜细胞分化程度和分泌细胞外基质成分

（如：硫酸软骨素、糖蛋白和蛋白多糖等）的能力及弹力纤维

变化与生成情况。

(、统计学分析。
以观察移植物中成软骨细胞的出现、分化和增殖情况为

目的，因而以显微镜下成软骨细胞的形态学改变及生物学特

性为评价的依据，对每个检查标本进行量化评价，作为统计

分析的数据。评价标准：无成软骨细胞及软骨细胞为 +；有
成软骨细胞样细胞，形态不典型为 !；有成软骨细胞，形态较
典型，但无软骨基质分泌为 "；成软骨细胞向软骨细胞转化，
且有软骨基质分泌为 (。

结 果

一、大体观察：

!、!周 , (周：伤口愈合好，!和"-组皮下移植物处微
凸，".组外观无明显隆起。

三周时取标本，可见!组、"-组移植物被一层纤维组
织包裹，移植物大小与植入前几乎相同，为 !) +/0 1 +) */0大
小；".组移植物大小无变化，周围纤维包裹不明显，质地变
软。

"、( 周 , 2 周：( 周后，皮下移植物处外观凸起逐渐变
平，变软，2周时，移植物处外观凸起不明显。
六周时取标本，!组、"-组移植物仍为一层纤维组织

包裹，移植物大小与植入前几乎相同；".组移植物无明显
纤维组织包裹，稍变小，约 +)3/0 1 +)4/0大小，外观较透明，
质地明显变软。

二、组织学观察：

!、(周时：
!组：软骨膜增厚，可分内外两层，软骨膜内层细胞数增

多、软骨膜增厚，且增厚的软骨膜内有血管形成。软骨基质

内细胞浸润少，可见成软骨细胞浸润到基质材料的旋涡结构

内。此外，增厚的软骨膜内有一些炎症细胞存在（图 !）。
"-组：软骨膜增厚，细胞数多，以大量的成纤维细胞为

主，也有较典型的成软骨细胞，炎症细胞较多见（图 "）。
".组：镜下可见基质表面形成一层膜，有纤维和成纤

维细胞，未见成软骨细胞，基质旋涡内可见少量组织细胞浸

润。

图 ! 三周时，兔耳软骨膜加基质复合移植 56/7-8 " .69:、中性红和 $%
复染（#$$;）显示基质内成软骨细胞浸润

图 # 三周时，双层软骨膜移植 $%染色（!$$;）

"、2周时：
!组：软骨膜变薄，炎症细胞已少见或无，均有典型的成

软骨细胞出现，有的已经向软骨细胞转化，并有少量细胞外

基质分泌，基质内软骨囊出现（图 (）。
"-组：软骨膜细胞较三周时明显减少，成软骨细胞多

见，可见新生血管，炎症细胞也消失。无软骨囊形成及细胞

外软骨基质的分泌现象（图 4）。
". 组：基质内有较多的细胞浸润，包括白细胞、红细

胞、成纤维细胞和炎症细胞。随着炎症细胞的浸润，部分软

骨旋涡样结构消失。无成软骨细胞及软骨囊出现，无新生的

弹力纤维。

图 % 六周时，兔耳软骨膜加基质复合移植有软骨囊形成、基质分泌，
成软骨岛 56/7-8 " .69:、中性红和 $%复染（!$$;）

图 & 六周时，双层软骨膜移植 $%染色（&$;）
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三、实验结果统计分析：

!、!"组因无成软骨细胞、软骨细胞形成和细胞外基质
分泌现象，在评价其结果时评分为 #，不参与结果的统计。

$、"组与!% 组统计分析结果如（&’()*’ 软件，+%,, -
./(0,*1 秩和检验）表 !：
表 ! 三周、六周时不同组成软骨细胞分化程度比较表

"组（分值） !%组（分值） &值
# ! $ 2 # ! $ 2

2周（例数） # # 3 # # 4 ! # #5#!4
3周（例数） # # ! 4 # $ 6 # #5#!$!

&值 # 5#!4 # 5$6$
注：组间比较用精确概率法（双尾）。!采用行 7列卡方检验。

可见，在 2周、3周时，"组与!%组成软骨细胞的增殖
变化情况差异有显著性，"组比!%组成软骨细胞的增殖明
显旺盛。再进行组内比较可见，"组在 3周时成软骨细胞增
殖比 2周时明显旺盛；!%组在 3周时成软骨细胞的分化增
殖程度与 2周时相比，则差异无显著性。

讨 论

!、软骨的发育与组成：
软骨由胚胎期的间充质分化而来，由软骨细胞、软骨基

质和埋于基质中的纤维所组成，软骨基质呈凝胶状态，具有

一定的硬度和弹性，能承受压力和耐摩擦；软骨细胞生活在

与细胞形状相同的基质小腔内，这些小腔称软骨旋涡。根据

基质内所含纤维成分的不同，将软骨分为三种：透明软骨、弹

性软骨和纤维软骨。弹性软骨最大的特点是含有大量交织

排列的弹性纤维，此外还含有较少量的!型胶原原纤维，且
其弹性纤维及胶原原纤维均由软骨细胞产生［8］。在成年后

不能再新生软骨，附着于成熟软骨上的软骨膜也无活性，但

软骨膜与软骨分离后则又具有高度的成软骨活性［9］。通过

本实验，不仅软骨膜生成软骨的潜能显示出来，我们还观察

到软骨膜细胞在脱细胞的异体软骨基质诱导下，表现出较高

的成软骨活性。

$、软骨膜成软骨能力及基质载体材料在诱导软骨膜生
成软骨中的作用：

软骨膜移植可以生成软骨，目前已为人共知，而且不论

是单层软骨膜移植［2，4］，还是双层软骨膜移植［:］移植物均不

能 !##;生成软骨，即使生成，软骨量也少且不恒定。因而，
从 :#年代初以来，更多的人开始探索组织工程化软骨的生
成，试图发现最理想的可生成供临床应用的软骨的方法，在

软骨膜生成软骨组织工程研究中，有多种材料被用作软骨膜

细胞载体而与软骨膜复合移植，结果这些材料均有促进软骨

生成的作用［!，3，8，!#］。

我们的实验也证实了软骨膜与异体脱细胞软骨基质复

合移植比单纯软骨膜移植具有较强的生成软骨的能力，提示

基质有促生长作用。因为单纯细胞移植时，细胞缺乏三维的

生长代谢空间，相互拥挤的细胞缺乏氧气和养料，没有细胞

外支架支持细胞的生长与附着，因而难以生长及分泌基质。

并且单纯组织移植时细胞易丢失，影响细胞形成组织［!!］。

对软骨的组织工程基质材料研究发现：使用!型胶原要
比使用"型胶原为好。软骨中为!型胶原。正常软骨细胞
为圆形，在"型胶原中为扁型，而在!型胶原中保持圆形，这
表明软骨细胞能识别基质材料，细胞对基质的化学性质很敏

感［!$］。

本实验选用异体耳软骨脱细胞基质，为含胶原的材料，

异体移植后表现的抗原性较弱，3周时只有少量的旋涡结构
被破坏，因而能在体内较长时间存留，研究还发现成软骨细

胞在基质中黏附性好，且旋涡框架为成软骨细胞生长提供了

空间。因而，该材料在时间和空间上为软骨膜细胞的分化、

生长提供了有利的场所。

在软骨膜复合物移植形成软骨的过程中，软骨膜是先决

条件，可以源源不断地供应成软骨细胞［3］。在成软骨细胞分

化增殖过程中，随软骨基质的不断分泌，基质材料被机体逐

步降解，最终形成一个与机体本身在组织学及生化组成上完

全相同的组织［!!］。此外，软骨膜基质材料复合物移植后，软

骨形成及基质材料吸收时间与移植部位的血液供应有很大

关系，血供越丰富的地方，移植物形成软骨越快，基质消失也

越快［!］。至于兔自体耳软骨膜加异体脱细胞软骨基质复合

物游离移植后软骨形成的时间同血运的关系尚有待进一步

研究。

2、脱细胞基质材料的转归：
脱细胞基质材料单纯移植后，在实验期内未见成软骨细

胞生成，3周时，基质内已有大量各种组织细胞浸润、血管长
入，且部分旋涡结构被破坏消失。基质在复合物移植后只起

细胞载体和促生长的作用。
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