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组织工程方法修复关节软骨缺损
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! ! 骨性关节炎或外伤等造成软骨丢失而引起的关节
疼痛是中老人残疾的重要原因。关节软骨自身修复能

力十分有限，因此，关节软骨损伤通常会导致更严重的

关节软骨退变［"，,］。骨科医生们采用软骨下骨钻孔、微

骨折、软骨移植、自体软骨细胞移植等方法来修复和重

建关节软骨，许多技术已被广泛应用于临床，并且取得

了良好的短期随访结果。组织工程学科的兴起为关节

软骨修复提供了新的选择，其基本原理为体外培养扩增

的细胞结合基质材料构建出新的软骨组组织以供移植。

本文就关节软骨修复的现状，尤其是组织工程方法重建

软骨的方法做一综述。

"! 关节软骨损伤的分类

关节软骨损伤可分为 % 大类：基质断裂、全层缺损
和非全层缺损。基质断裂主要是由于钝性损伤引起，细

胞外基质虽然受到了破坏，但剩余的存活软骨细胞可通

过增强它们的合成功能来修复组织。非全层缺损意味

着软骨表层的断裂，但尚未累及软骨下骨。全层损伤是

由贯穿整个软骨全层及软骨下骨的损伤造成，不同于其

它类型损伤，全层损伤时骨髓中的干细胞有机会迁移到

损伤区来修复缺损［%］。软骨损伤后显示出极其有限的

自我修复能力，通常的解释是成熟的软骨细胞代谢活力

很低，损伤发生后软骨细胞往往被坚韧的细胞外基质包

绕而难以到达损伤部位。

,! 关节软骨损伤的传统治疗

最常用的方法是打磨或钻孔来穿透软骨下骨，人为

造成全层损伤，形成血栓，为骨髓间充质干细胞的移行

提供支架，然而这种方法最终形成的组织同正常软骨存

在一定的差异。关节的被动活动对小的关节缺损往往

有良好的疗效，并且对其它的治疗方法有促进作用，关

节内注射药物如生长因子、类固醇类药物等可以促进软

骨细胞的增殖及基质沉积。

自体软骨移植来源往往受限，而且这种方法必须考

虑到对供区的损伤。同种异体软骨移植是有效的方法

之一，但新鲜组织经常会引起免疫排斥反应［(］。深低温

冰冻后可减轻免疫排斥反应而且可以筛选供体组织，但

深低温冰冻同样会降低组织的活力。取邻近区域的骨

膜组织移植可以提供处于未完全分化状态的祖细胞，并

被认为有希望在新环境下分化成软骨细胞［-］。临床应

用自体软骨细胞移植修复关节软骨缺损已有近 "# 年历

史，从膝关节非负重区获取健康软骨细胞，单层培养扩

增后注入软骨缺损区，细胞表面覆盖骨膜瓣，骨膜瓣缝

合于软骨缺损的周缘，经关节镜和组织学随访，孤立性

软骨缺损和多发性软骨缺损愈合的优良率分别达到

*,.和 ’/.，然而缺乏病例对照及评价方法存在明显缺
陷是其不足之处［’］。

%! 组织工程软骨的构建及移植

%0 "! 支架材料
理想的软骨组织工程支架应具备以下特点：!良好

的生物相容性，利于种子细胞的黏附、增殖、分化，可阻

止细胞迁移出移植区，降解产物对细胞无毒害作用；"
有足够的生物力学强度；#有良好的生物降解性，其降
解速度应与软骨生长速度相匹配；$可制备成至少达
*#.以上孔性结构，可以为细胞在支架中均匀分布及其
生长形成组织提供足够的空间［/，$］；%能有效地固定于
软骨缺损部位；&能大规模制备，易于保存和消毒等。
支架材料总体上可分为以胶原为代表的天然材料和以

聚羟基乙酸（123453462376 8679，:;)）、聚乳酸（1234 + < +
386=76 8679，:<<)）为代表的人工合成材料。
研究表明当将软骨细胞培养在培养瓶等二维环境

中时，细胞呈扁平状且分泌大量 > 型胶原而不是 >> 型胶
原，然而当生长在三维立体环境中时，软骨细胞可以保

持其分化状态的表型及功能，因此，三维支架材料可以

在促进软骨细胞增殖的同时保持其分化状态［*］。没有

种植细胞的支架材料本身也可以通过促进细胞迁移来

促进软骨再生［"#］。

天然材料如胶原等作为三维支架载体受到了广泛

的关注。胶原作为支架材料的一大优点是可以被细胞

中的消化酶识别，经改造和降解后可为新长入的组织提

供空间。?8138@等［""］报道将骨髓基质干细胞种植于胶
原凝胶中并植入兔的骨与软骨缺损区，发现可以重新生

成骨和透明软骨，但新生组织的力学特性较正常组织下

降，并且 ,( 周以后开始有退变的迹象。<AA 等［",］用自
体软骨细胞种植于 >> 型胶原支架修复犬的关节软骨缺
损，发现修复组织中纤维性组织成分明显减少。壳聚

糖、脱钙骨、碳纤维等天然聚合物也被尝试用作细胞三

维载体。

尽管有许多优点，但来源受限及潜在的病原微生物

的污染限制了天然聚合物的应用。相反，人工聚合物可

大规模生产并且其特性可根据需要进行改变，包括可降
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解的聚合物，这种聚合物类似胶原，其设计了多孔结构

以方便组织长入，并且其降解性避免了二次取出移植物

的手术。生长因子和其它一些药性刺激因子同样可以

涂于支架上面以刺激细胞进行增殖和分化。但是迄今

只有少数人工合成的聚合物被美国食品药品管理局

（!""# $%# &’() *#+,-.’$.,"%，!&*）批准用于人体。!&*
已经批准 /0*、/11*以及两者的复合物（/10*）用于人
体试验，现在大多数研究都集中于这几种材料［23，24］。这

些材料可通过水解作用降解，/11* 具有更强的疏水性
并较 /0*更难以降解。王卫国等［25］将成人关节软骨细
胞体外扩增后种植于 /10* 支架中，于体外和裸鼠体内
分别培养软骨细胞 6 支架复合物，发现软骨细胞在
/10* 支架内贴附生长良好，长期培养仍保持软骨细胞
特性，裸鼠体内培养 7 周可形成软骨样组织，8$." 等［29］

认为表面包被了 :型胶原的 /10*复合软骨细胞培养更
有利于形成组织工程软骨组织。

上述载体材料的一大缺点是需要手术植入。因此，

有学者应用纤维蛋白胶和凝血酶混合形成可降解的可

支持软骨细胞增殖的纤维蛋白网状结构。当细胞、纤维

蛋白胶和凝血酶混合物被注射于马的关节损伤处时，7
个月后形成新组织中糖胺多糖、:: 型胶原及蛋白多糖的
含量远较未处理组高［2;］。藻酸钙类水凝胶类材料也是

近几年研究热点之一［27］，其具有亲水性好、易于细胞吸

附、营养物质易于渗透等特点，但也存在体内吸收差和

一定抗原性等缺点。翟喜成等［2<］以聚氧乙烯聚氧丙烯

共聚物（=>(’"%,?）负载软骨细胞注入兔髌骨关节面缺损
区，其降解速度与软骨再生速度基本一致，且没有明显

的免疫原性，2@ 周后材料完全吸收并有新生软骨形成。
目前，常用的可注射性水凝胶还包括聚环氧乙烷及聚乙

二醇等。

3A @B 种子细胞
种子细胞的获取是组织工程软骨构建的基础，理想

的种子细胞应具备以下特点：!取材方便，对供体损伤
小，来源充足；"体外培养增殖能力旺盛，能持续保持细
胞表型不变；#植入人体后能适应受区环境并保持或恢
复原有细胞的功能。目前，最常用的种子细胞有软骨细

胞、间充质干细胞（+C-C%?DE+$> -.C+ ?C>>-，F8G-）、脂肪
来源的干细胞（ $#,="-C #C’,HC# -.C+ ?C>>-，*&8G-）、胚胎
干细胞（C+I’"%,? -.C+ ?C>>-，J8G-）。
软骨细胞分离和培养较为简单，但软骨细胞体外培

养代谢缓慢，传代到第 9 代左右即出现去分化的现象，
表型（特别是$型胶原）难以维持［@K］；体外培养时间太
长，形成的组织工程软骨则含有较多的纤维成分；另外，

软骨细胞来源有限，取材不方便（常须关节镜或手术取

材）。骨髓来源间充质干细胞（LF8G-）在体外大量扩增
对其最终在体内形成软骨组织无明显影响并可分化成

软骨和骨组织，正是由于这些特性，使之成为组织工程

软骨构建中首选的种子细胞，但 LF8G- 的获取常需要
进行局麻或硬膜外麻醉，给患者带来痛苦，且来源有限，

每个成人只能抽取 2K M @K +> 骨髓，只能得到少量的细
胞（约 2F8G N 2K5 基质支持细胞），须经体外大量扩增才

能满足需要［@2］。另外，一种潜在的自体干细胞来源于

脂肪组织，可在局麻下通过腹部的吸脂术获得，对患者

损伤小，且获取相对容易。*&8G- 也具有向软骨细胞和
成骨细胞等方向分化的能力［@@ M @5］。*&8G- 因与其它来
源的干细胞相比易于获取、增殖能力强而具有明显的优

越性，已经显示出了广泛的应用前景，成为近年来的研

究热点。胚胎干细胞具有全分化潜能，可以无限增殖并

分化成全身所具有的 @KK 余种细胞类型，从而有望形成
机体的任何组织或器官。采用骨形态发生蛋白 6 @
（LF/ 6@）和 LF/ 6 4 作为调控诱导因子，在体外可以
成功地诱导 J8G-向软骨细胞分化［@9］，证实胚胎干细胞
有作为组织工程软骨种子细胞的希望，但控制 J8G- 细
胞向特定细胞分化极为复杂，而且分化后的种子细胞在

宿主体内是否具有致瘤性以及涉及到的伦理问题也是

必须考虑的问题。

组织工程软骨的构建需要大量的种子细胞。软骨

细胞体外单层培养经常会出现反分化，而且一般认为在

单层培养条件下 F8G- 不会被诱导向软骨细胞分化，但
转基因方法可以在某种程度上避免这一点［@;］。高密度

软骨细胞培养也经常用来预防在二维环境培养时经常

出现的软骨细胞的反分化，旋转培养瓶、微载体、灌注培

养等在快速扩增大量细胞方面显示出了巨大的优势，这

些优势反映在混合的均一性和培养条件的精确控制方

面。

3A 3B 细胞因子
已经证实许多细胞因子在对软骨细胞的增殖代谢

及干细胞向软骨细胞分化方面发挥重要作用，如转化生

长因子 6 %（O0! 6 %）、骨形态发生蛋白（LF/-）、胰岛素
样生长因子（ :0!-）、成纤维细胞生长因子（!0!-）［@7］，
:1 6 2K 等细胞因子对软骨细胞的保护作用同样值得重
视［@<］。因各种细胞因子各有其优缺点，目前倾向于多

种细胞因子联合使用或序贯使用。/C, 等［3K］发现序贯
使用 O0! 6 %、!0! 6@ 和 :0! 62，能使构建的软骨组织
获得最好的生物化学和生物力学特征。

外用细胞因子价格昂贵，而且在使用过程中极易损

失，基因增强的组织工程方法在这方面显示出优势，即

将目的基因通过合适的载体转移至靶细胞，并在其中表

达，从而达到促进细胞增殖或分化的效果。转染细胞合

成分泌的内源性蛋白经过适当的翻译后修饰过程，具有

更多可识别的配体，能更有效地同细胞表面受体结合，

因此，其表达产物活性更高，所须产物量更小，大大减少

了外源性重组蛋白大剂量反复使用的副作用。F$#’E
等［32］的实验表明，种植于 /0*支架的高表达 :0! 6 2 的
基因修饰软骨细胞，能提高工程化软骨的生物化学和生

物力学特征。目前，应用于软骨组织工程的基因治疗载

体有反转录病毒、腺病毒、腺相关病毒及脂质体等生物

和理化方法，其中腺相关病毒因其可以定点整合、对人

无致病性及可长期稳定表达而成为研究的热点，但其对

软骨细胞及 F8G-的转染效率低一直是困扰科学工作者
的难题之一［3@，33］。

3A 4B 细胞和支架材料的结合
除种子细胞、支架材料的选择及细胞因子以外，细

胞和支架材料的良好结合同样有助于形成有功能的软

骨组织。细胞的种植密度至关重要，因为细胞种植密度

太低可导致材料的网孔并不能被细胞完全充填而造成
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纤维组织长入，这样会对形成组织的性能产生影响。另

外，表面张力可对含有细胞的培养液进入人工合成的材

料内部产生影响，因此，载体材料一般要用酒精预湿以

使细胞更易进入材料内部。多聚赖氨酸和 !! 型胶原包
被也是促进细胞起始粘附的常用方法。试剂的毒性和

培养条件下温度的变化也必须减少到最低程度以促进

软骨组织的形成。

组织工程软骨是在细胞外基质替代物开发和种子

细胞生物特性的结合研究基础上，借助于种子细胞与细

胞外基质材料复合培养和移植技术而获得的。近年来，

关于组织工程软骨的构建已取得很大进展，但距临床应

用仍有很大差距，具体反映在：!构建的组织工程软骨
后期容易退化；"免疫原性及致癌性等问题的困扰；#
形成的软骨组织的力学性能不尽如人意；$形成的组织
工程软骨如何同软骨下骨组织有效结合等。今后的研

究仍将集中在理想种子细胞的获得，寻求生物相容性更

好、力学适应能力更强的载体材料以及软骨种植和培养

的最佳条件的探索。随着新的生物材料相继问世以及

分子生物学、免疫学、细胞生物学、图像分析技术的提高

和多学科技术的相互支撑，期望能出现商品化的组织工

程软骨库，为关节软骨缺损提供大量可靠的修复材料。
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