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【摘要】 目的 体外构建的仿生组织工程软骨修复羊膝关节软骨损伤，通过组织学染色、点压力学

分析、超声弹性成像检查来评价修复效果，探讨超声弹性成像方法评估再生软骨质量的可行性。方法

共选用雄性山羊12只，随机分A、B、C三组，A组空白对照组2只，仅做股骨髁负重区直径6 mm全层软

骨缺损；B组单纯仿生软骨（ECM）支架修复组4只，在股骨髁负重区软骨缺损处仅植入仿生软骨支架；C

组仿生软骨支架复合自体骨髓间充质干细胞（BMSCs）组 6只。取自体髂骨骨髓血分离骨髓间充质干

细胞培养，细胞浓度达到 1×107个/毫升后加入仿生软骨支架中，将构建好的仿生组织工程软骨植入股

骨髁软骨缺损中。每组的羊均先在左膝造模，术后 3个月再右膝造模，待右膝术后 3个月时先行超声

弹性成像检查，然后取材行评分，病理染色、糖胺多糖（GAG）含量测定、力学检测分析。结果 3个月和

6个月的A组基本无软骨组织修复。在大体评分、病理评分、GAG含量测定、点压力学测试的结果显示

C组优于B组（P＜0.05），并且B组与C组中的6月数据均明显优于3个月（P＜0.05）。其中C组动物6个

月取材发现重建软骨更接近正常软骨组织。修复组织大体形态结果，点压力学测试结果与超声弹性成

像检查结果对比基本一致。结论 利用组织工程方法构建仿生软骨可治疗早期软骨损伤，复合自体

骨髓间充质干细胞的仿生支架能达到更好的修复效果。软骨损伤经过仿生软骨修复后恢复周期在

6个月以上。超声弹性成像检查软骨修复效果可作为术后复查简单快捷有效的方法。

【关键词】 超声； 弹性成像技术； 软骨； 组织工程； 仿生支架

The effect of bionic tissue-engineered cartilage in repairing articular cartilage injury and the test value

of ultrasonic elastography method Ma Ning, Liu Yufeng, Chen Mingxue, Wang Yuexiang, Wan Yiqun, Liu

Shuyun, Sui Xiang, Guo Quanyi. Institute of Orthopaedics, Chinese PLA General Hospital, Beijing 100853,

China

Corresponding author: Guo Quanyi, Email: doctorguo_301@163.com

【Abstract】 Objective In vitro construction of bionic tissue engineering cartilage and repair goat

knee cartilage injury. Use of histological staining, mechanical analysis, ultrasound elastography examination,

evaluation of the repair effect of this method, and the feasibility of noninvasive ultrasound evaluation. Meth-

ods 12 male goats were randomly divided into A, B, C three groups. Group A: two in blank control group.

The knee weight-bearing area was 6 mm in diameter, with a full- thickness cartilage defect. Group B: four

goats, Only bionic cartilage scaffold was implanted in the defect of the Weight-bearing area of the femoral

condyle. Group C: six goats used the Bionic cartilage scaffolds were combined with autologous bone marrow

mesenchymal stem cells was implanted in the defect of the Weight-bearing area of the femoral condyle. BM-

SCs were isolated from bone marrow blood and cultured. When the concentration of cells reached 1×107 cells/

ml, they were load in to the bionic cartilage scaffold. The constructed bionic tissue engineering cartilage was

implanted into the femoral condyle cartilage defect. In each group, the goat was made in the left knee first,

then in the right knee three months after the operation, and then in the right knee three months after the opera-

tion, the ultrasonic examination was first, and then the gross score, pathological staining, GAG content deter-

mination and mechanical detection. Results In group A, there was no cartilage repair at there and six
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软骨损伤在临床很常见，早期软骨损伤无有效

的治疗方法[1]，并常常被忽视，导致骨关节炎的过早

出现，这种不可逆的退变性疾病发病率逐年上升[2-3]。

因软骨损伤治疗困难，所以治疗周期长，社会负担

重，成人保守治疗效果不佳。如何早期有效的治疗

近年来一直是研究的热点[4]，从修复材料的研发到

各种干细胞用于软骨损伤的研究都在为解决临床问

题寻找突破口[5-7]。目前基于组织工程技术修复软骨

损伤快速发展，但相应的术后评价方法仅限于患者

主观评分[8]，以及特殊T2mapping序列核磁检查[9]，且

核磁检查费用昂贵，检查时间周期长，并需要设置特

殊序列，耗费人力、设备资源、时间成本高。所以迫

切需要一种对软骨移植术后既简单快捷又准确可靠

的检查手段。在本研究中，我们观察利用自体的骨

髓间充质干细胞（bone marrow mesenchyml stem

cell，BMSCs）加载在仿生软骨支架中体外构建组织

工程软骨来修复软骨损伤的效果，同时利用超声弹性成

像原理初步探索超声评价软骨移植术后效果的可行性。

材料及方法

一、仿生软骨支架

由新鲜的猪关节软骨细胞外基质制作的仿生软

骨支架，支架具有成分仿生和结构仿生特性。仿生

软骨支架来源于解放军总医院骨科研究所[10]。

二、动物及细胞培养

大动物选成年中国山羊（＞25 kg），抽取羊髂

骨骨髓血4 ml分离培养，经体外鉴定为骨髓间充质

干细胞[11]，收集2～3代细胞，富集细胞浓度为1×107个/ml

用于构建仿生组织工程软骨。

三、仿生组织工程软骨体外构建

将仿生软骨支架放置于相同容积的聚丙烯模

具中，将相同体积的细胞悬液多点注射入支架内部

及表面，利用聚丙烯的疏水特性[12]，确保细胞悬液充

分浸入支架内部及支架表面，温箱培养 2 h后将支

架-细胞复合体取出放入培养基中即可准备移植（图

1～4）。

months. The results of gross score, pathological score, GAG content and mechanical detection showed that

group C was better than group B (P<0.05), Moreover, in group B and group C, the 6 month group was better

than the 3 month group (P<0.05). In group C, the 6 month group was closer to the normal cartilage tissue.

The results of repair gross morphology and indentation test were consistent with those of ultrasonic elastogra-

phy. Conclusions Using tissue engineering to construct bionic cartilage to treat early cartilage injury has a

reliable therapeutic effect, and with the participation of autologous bone marrow mesenchymal stem cells

can achieve better repair effect. The recovery period of cartilage injury after bionic cartilage repair is more

than 6 months. Ultrasound elastography can be used as a simple, rapid and effective method to evaluate the

recovery effect of cartilage transplantation.

【Key words】 Ultrasonography; Elasticity imaging techniques; Cartilage; Tissue engineering;

Bionic scaffold

图1 将仿生软骨支架在聚丙烯模具中加载细

胞悬液，由于聚丙烯的疏水特性，细胞悬液不会

流失 图2～4 细胞在支架内分布均匀，贴壁

良好，细胞存活率高

① ② ③

④
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四、按动物分组进行组织工程软骨移植

12只雄性山羊随机分为 3组（图 5），A组空白

对照组2只，仅在股骨髁负重区做直径6 mm全层软

骨缺损；B组单纯仿生软骨支架修复组4只，在股骨

髁上述相同位置植入不加细胞的仿生软骨支架；C

组仿生软骨支架复合自体BMSCs组 6只。将构建

好的仿生组织工程软骨植入股骨髁负重区软骨缺损

中。每组的羊均先进行左膝造模及修复手术，待左

膝术后 3个月后再进行右膝的造模及修复手术，待

右膝手术后3个月时取材。

五、检测指标

取材前先对膝关节股骨髁进行超声弹性成像

检查[13-14]，留存影像数据，取材后对组织标本进行大

体观察评分 [15]，Wakitani 软骨损伤修复病理评分 [16]

（番红O、甲苯胺蓝、Ⅱ型胶原免疫组化染色），重建

的组织工程软骨进行点压力学测试软骨刚度值[17-18]。

六、统计学分析

采用SPSS 11.5（IBM，美国）软件进行统计学分

析，计量资料采用K-S检验是否符合正态分布，对大

体评分、Wakitani病例评分、GAG含量测定、软骨刚

度值采用单因素方差分析，以 x̄ ±s表示，检验水准α
值取双侧0.05。

结 果

一、影像结果

取材前通过超声弹性成像检查（图 6～7），可以

很明显区分出软骨损伤区域，并在各个取材时间点

仿生软骨修复区可见明显变化，通过超声检查可明

确判断软骨损伤范围、移植物是否脱落（图 6）。超

声弹性成像检查可初步测量软骨杨氏模量（图 7），

从而间接反映重建软骨的刚度。

二、组织病理结果

A组明显缺乏软骨修复组织，B组较A组有明显

的修复组织，仿生软骨支架可使修复区呈现出 II型

胶原特征，但胶原结构紊乱，修复区内软骨细胞含量

较少，与正常软骨之间存在脱离现象，且软骨表面随

着时间变化逐渐出现分层现象。C组的修复较B组

仍有明显优化，胶原排列稳定，保持了仿生软骨支架

原有结构，表现为透明软骨特性，修复区内软骨细胞

数量丰富，接近正常软骨组织，修复区与正常软骨连

接紧密，且修复的透明软骨表面光滑，并随着时间变

化到6个月时软骨下骨的潮线结构也逐渐修复完成

（图8）。

12只羊=24膝

随机分组

空白对照

Group A=2只羊

单纯支架组

Group B=4只羊

BMSCs+支架组

Group C=6只羊

左膝造模 左膝移植 左膝移植

3个月后

右膝移植

6个月后取材

12个样本

3个月后

右膝造模

3个月后

右膝移植

6个月后取材

4个样本

6个月后取材

8个样本

A组

B组

C组

1个月 3个月 6个月

图5 动物分组

图6 通过超声弹性成像检查，A组的损伤区无组织填充。B组中损伤区可见组织填充，说明移植物未脱落。C组中的移植物

经过6个月修复后，可见影像学表现逐渐接近正常软骨 图7 超声弹性成像可初步测量修复区软骨的杨氏模量，间接反映修

复软骨的硬度。测量C组的6月组同一标本修复区弹性模量接近正常，测量最小面积直径为2 mm

注：“*”表示修复区Max24.95kp，Mean16.96kp；“Y”表示正常区Max34.48kp，Mean15.23kp，

⑥ ⑦
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三、统计分析结果

从大体标本结果看，A组修复效果明显不如B组

和C组所以在GAG含量测定及软骨刚度值测量结

果中我们只对B、C组的数据与正常软骨对比，分别

进行单因素方差分析。对B组和C组的3月、6月两

个取材时间的组织标本进行分析，大体评分（F=

4.267，P=0.022），Wakitani 软骨修复病理评分（F=

5.339，P=0.039），GAG 含 量 测 定（F=5.014，P=

0.006），软骨刚度值（F=4.379，P=0.013），结果显示

各组间具有可比性，通过两两比较，C组的6月组与

B组的 6月组的差异均有统计学意义（P＜0.05），C

组的6月与3月两个时间点标本之间的差异均有统

计学意义（P＜0.05），C组的 6月组与正常软骨组织

的GAG含量、软骨刚度值差异无统计学意义（P＞

0.05），结果说明C组的 6月组修复效果明显优于其

他各组，并接近正常软骨（图9～12）。

讨 论

仿生软骨支架是由天然软骨细胞外基质经过

冷冻干燥技术制作而成的具有材料仿生及结构仿生

的特性[19]，完全仿生了正常软骨的构造特性，与国外

的单层膜性补片MACI对比[20]，我院研发的仿生软

骨支架具有立体结构，内部为规律排列的纵向孔隙

结构[21]，有利于细胞均匀分布，分布的方向与关节面

垂直，符合正常软骨细胞分布特点，且非常有利于关

节液对种子细胞的营养代谢，所以利用仿生软骨支

架来修复损伤的软骨缺损能最大限度还原软骨的生

长环境。自体的骨髓间充质干细胞具有获取方便，

供区影响小，体外培养过程中未经过任何诱导干预，

最终目的是要使骨髓间充质干细胞再功能化[22]，以

构建新的组织或器官。本实验还改进了细胞与支架

的复合方法（图 1～4）。以往只是简单的将细胞悬

液滴加在支架表面，细胞流失多，真正复合进支架的

细胞数量不均衡，而将支架放入与其体积完全一样

的聚丙烯模具中，将与支架相同体积的细胞悬液均

匀的多点注射入支架内部，由于聚丙烯的疏水特性[13]，

细胞悬液不会流失所以能完全缓慢的浸入支架内

部，不但能保证有足够的细胞数量有效的进入支架

内，还可确保实验样本的均衡性，细胞悬液还能在支

架上表面形成水平分布层，这样更接近正常软骨细

胞的分布，有利于进一步的组织修复。通过AO-PI

染色、Hoechst33258染色、电镜扫描结果显示（图1），

细胞均匀分布于支架内部，且细胞存活率高。结果

完全符合预期。

本次大动物实验结果显示，以自体骨髓间充质

干细胞复合仿生软骨支架组经过6个月的修复效果

最好。超声弹性成像检查与对应取材后的标本从大

体形态、点压力学测试结果对比，影像学结果与取材

结果基本一致，移植物均未出现脱落现象。所以超

图8 A组在3个月，6个月均无明显的填充及修复。B组在仅有支架的参与下修复区虽然有填充，修复区内细胞较少，从3个

月到6个月逐渐出现退化，软骨分层，脱落。C组在细胞和支架联合参与下骨髓间充质干细胞逐渐定向分化为透明软骨细胞，

从3个月到6个月的修复过程中，Ⅱ型胶原表达逐渐接近正常组织并完成替代修复，软骨潮线结构逐渐恢复。超声弹性成像评估

A组

3个月

B组

3个月

C组

3个月

A组

6个月

B组

6个月

C组

6个月

大体观 HE*40 HE*100 HE*200 甲苯胺蓝*40 甲苯胺蓝*100

番红O固绿*

40

番红O固绿*

100

Ⅱ型胶原

免疫组化*40

Ⅱ型胶原

免疫组化*100
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声可以为术后随访监测提供方便快捷的解决方法。

超声弹性成像测量最小限定区域为直径 2 毫米范

围，若将来此方法用于临床，人的软骨厚度比羊膝关

节软骨略厚，通过有经验的超声医生会获得更准确

测量结果。所以超声弹性成像在软骨损伤及软骨移

植术后随访的应用还需要进一步的研究。标本中A

组空白缺损组基本无修复，说明软骨损伤后短期内

靠自身修复很难，超声检查完全证实，软骨缺损6个

月内无法快速修复。而B组天然仿生软骨支架能给

修复过程提供结构支撑，和有利于透明软骨的生长

环境，但没有细胞的参与，修复区仿生软骨支架的天

然Ⅱ型胶原组织逐渐代谢退化，出现分层及裂隙，说

明缺少软骨细胞分泌Ⅱ型胶原无法完成替代修复而

出现退化。C组有了骨髓间充质干细胞的参与，由

仿生支架提供透明软骨的生长环境，细胞逐渐定向

分化为透明软骨并分泌Ⅱ型胶原逐渐完成替代修

复，通过特异染色也获得证实。我们对所有结果进

行量化比较，包括大体评分、Wakitani 病理评分及

GAG 定量、软骨刚度值分析等研究结果都表明B组

与 C 组具有显著性差异，且差异具有统计学意义

（P＜0.05），C组 6月组与正常软骨的GAG含量、软

骨刚度值测试结果对比分析，结果无显著性差异，说

明修复的组织基本接近透明软骨。超声弹性成像技

术以其方便，快捷的特点为术后随访移植软骨状态

提供了新的方法。

本研究表明，仿生软骨支架联合自体骨髓间充

质干细胞更能有效修复关节软骨损伤，要达到基本

接近正常软骨，修复时间要 6个月以上。超声弹性

成像技术可以作为术后移植物监测的检查手段。本

研究结果可以为组织工程技术修复软骨损伤的临床

应用提供可靠依据。
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