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兔膝关节内纳米超顺磁性氧化铁颗粒标记细胞磁靶向模型建立
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　　［摘要］　目的　建立活体兔膝关节腔内磁靶向细胞移植模型，探讨纳米超顺磁性氧化铁颗粒（ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎ
ｏｘｉｄｅ，ＳＰＩＯ）标记的种子细胞磁靶向移植修复关节软骨缺损的可行性。方法　 将８只家兔按随机数字表法分成２组，在
其左膝股骨滑车中央制造直径５ｍｍ、深６ｍｍ的圆柱形骨软骨缺损，实验组（ｎ＝４）缺损内置入钕铁硼强力磁体，对照组
（ｎ＝４）置入骨水泥；将体外培养扩增的同种异体兔膝关节软骨细胞经ＢｒｄＵ及ＳＰＩＯ双重标记后注入上述活体兔膝关节腔
内，１周后取缺损区组织分别行ＨＥ、普鲁士蓝染色及ＢｒｄＵ显色。结果 　实验动物均存活。ＨＥ染色示实验组缺损区内大
量细胞聚集生长，ＳＰＩＯ及ＢｒｄＵ双重标记结果显示其来源为外源性注入，形态类似软骨细胞；对照组见缺损区纤维组织增
生明显，间以大量炎性细胞，ＳＰＩＯ及ＢｒｄＵ双重标记示外源性注入的细胞散在分布，少量集中于缺损区。实验组与对照组
相比，高倍镜下缺损区阳性细胞数有显著性差异（ｔ＝６．３４３，Ｐ＝０．００１）。结论　 该模型可较好完成ＳＰＩＯ标记的关节软骨
细胞活体兔膝关节腔内的磁靶向移植研究，并证实磁靶向技术可以显著提高移植细胞向目标区域聚集生长的效率，且能

保留较高的细胞活性。
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　　临床上由于各种原因引起的关节软骨损伤十分常
见，因软骨细胞的再生能力差，导致其损伤后难以自行

修复，故应用组织工程技术进行关节软骨再生修复成

为当前的研究热点之一，其中，经关节腔注射外源性种

子细胞疗法被认为是目前最微创的治疗方式之一，展

示了光明的前景［１］。但种子细胞在活体关节腔内的

特异性归巢能力不足，散在分布而向目标区域的聚集

效率甚低的问题成为该疗法的一个瓶颈，亟须解

决［２］。本课题组前期成功运用超顺磁性氧化铁颗粒

（ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎｏｘｉｄｅ，ＳＰＩＯ）标记细胞在关节
腔内进行活体无创示踪研究［３］，并利用 ＳＰＩＯ具有铁
磁性，能在磁场牵引作用下定向移动、聚集的特性，进

行了体外三维空间 ＳＰＩＯ标记细胞磁靶向模拟实验。
本实验进一步尝试制作了活体兔膝关节磁靶向细胞移

植模型，并对ＳＰＩＯ标记磁靶向疗法的可行性及应用前
景进行了初步探讨。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与器材
　　钕铁硼强力磁体（四川绵阳西磁科技有限公司），ＤＭＥＭ培
养基、胎牛血清、０．２５％胰蛋白酶、Ⅱ型胶原酶（Ｇｉｂｃｏ），ＢｒｄＵ
（Ｓｉｇｍａ），磷酸盐缓冲液 ＰＢＳ（北京中杉金桥），戊巴比妥钠（武
汉银河化工有限公司），甲醛（上海沪宇生物科技有限公司），

ＰＥＩ／ＳＰＩＯ溶液（四川大学国家生物医学材料工程研究中心），
ＣＯ２培养箱（美国 Ｓｈｅｌｄｏ公司），倒置荧光相差显微镜（日本
ＯＬＹＭＰＵＳ公司），切片机（德国Ｌｅｉｃａ公司）。

１．２　方法
１．２．１　动物及分组　　３～４月龄家兔 ８只，体质量 ２．５～
３．０ｋｇ，雌雄不限（第三军医大学实验动物中心提供），适应性喂
养１周，左膝关节纳入实验，按随机数字表法分为实验组（左膝
股骨滑车置入磁体，Ａ组，ｎ＝４）及对照组（左膝股骨滑车置入骨
水泥，Ｂ组，ｎ＝４）。手术操作及处死均按照动物伦理学要求执行。
１．２．２　兔膝关节股骨滑车骨软骨缺损制作　　动物术前６ｈ
禁食禁水以防麻醉后误吸。３％戊巴比妥钠１ｍＬ／ｋｇ耳缘静脉
注射麻醉，肌注兽用苄星青霉素５×１０４Ｕ／ｋｇ预防感染。左膝
关节备皮，常规消毒铺单，作髌骨内侧直切口，逐层切开皮肤、

皮下、关节囊，进入膝关节腔，向外侧脱位髌骨，显露股骨滑车，

于其中央钻取直径５ｍｍ、深６ｍｍ的骨软骨缺损。
１．２．３　磁体／骨水泥置入　　向实验组骨软骨缺损内置入灭
菌后的圆柱形钕铁硼强力磁体（直径５ｍｍ、高４ｍｍ、表面中心
场强０．３５Ｔ），对照组置入相同规格大小的骨水泥。生理盐水
冲洗关节腔，逐层严密缝合切口。

１．２．４　术后管理　　动物常规分笼饲养，每天观察动物全身
一般情况及左膝伤口愈合情况，术后３ｄ内肌注苄星青霉素每
天１次，每次５×１０４Ｕ／ｋｇ。术后３～４ｄ切口愈合拆线。
１．２．５　软骨细胞的获取、体外培养和扩增　　无菌条件下取
家兔双膝关节软骨，削剪成１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ大小的碎片，
０．２５％胰蛋白酶消化２ｈ，换Ⅱ型胶原酶消化过夜，含１０％ ＦＢＳ

的ＤＭＥＭ中和，离心，弃上清，以２×１０５／ｃｍ２接种于玻璃培养
瓶，置于５％ ＣＯ２、３７℃、１００％湿度饱和培养箱中，４ｄ首次换
液，以后每３天换液１次，待细胞生长至约８０％满时，以０．２５％
胰蛋白酶消化、制悬，按１∶２传代培养，倒置相差显微镜动态观
察细胞生长状况，取第４代细胞用于实验。
１．２．６　ＢｒｄＵ标记软骨细胞　　待第４代软骨细胞生长至约
７０％满时，弃去原有培养基，ＰＢＳ清洗，更换为等量含 ＢｒｄＵ终
浓度为１０μｇ／ｍＬ的培养基，３７℃、５％ ＣＯ２、１００％湿度饱和培
养箱中孵育４８ｈ。
１．２．７　ＳＰＩＯ标记软骨细胞　　将 ＰＥＩ／ＳＰＩＯ原液用含 １０％
ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基稀释为终浓度为８μｇ／ｍＬ的磁标记液，从
培养箱中取出已行ＢｒｄＵ标记的软骨细胞，弃去原ＢｒｄＵ标记液，
更换为等量磁标记液孵育２４ｈ，培养条件同１．２．６。取部分软骨
细胞作爬片行免疫组化ＦＩＴＣ荧光素显色和普鲁士蓝染色。
１．２．８　细胞磁标记效率的鉴定　　细胞爬片１ｄ，弃去原培养
基，ＰＢＳ清洗，以含肝素钠１０Ｕ／ｍＬ的 ＰＢＳ溶液清洗去除细胞
外游离的铁离子，再次ＰＢＳ清洗，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，Ｐｅｒｌ
反应液孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗１次，核固红复染１～２ｍｉｎ，以细
胞内可见蓝染颗粒计为普鲁士蓝染色阳性，１００倍显微镜下随
机１０个视野计数阳性细胞，测定软骨细胞磁标记阳性率：染色
阳性细胞数／细胞总数×１００％。
１．２．９　标记细胞关节腔注射　　将磁标记２４ｈ后的细胞取出，
弃去标记液，ＰＢＳ清洗，含肝素钠１０Ｕ／ｍＬ的ＰＢＳ溶液洗去细胞
外游离的铁离子，再次 ＰＢＳ清洗后以０．２５％胰蛋白酶消化、制
悬、计数，制成含细胞数约１×１０６的悬液３ｍＬ，麻醉下分别注入
每只兔的左膝关节腔中，注射时另补充生理盐水１～２ｍＬ以撑
开关节腔，便于种子细胞的迁移。术后常规分笼饲养观察。

１．３　造模后观测指标
１．３．１　一般情况　　观察造模后动物的精神、食欲、步态、伤
口、有否髌骨脱位及异常死亡。

１．３．２　大体标本　　细胞移植后１周过量麻醉处死动物，取
左股骨远端，生理盐水清洗，观察标本形态、颜色、质地，关节腔

内滑膜增生及感染等情况，缺损区及周围组织形态。

１．３．３　组织学观察　　将标本置于４％多聚甲醛固定４８ｈ，从
股骨远端后方取出置入的磁体或骨水泥，６％硝酸溶液脱钙，石
蜡包埋，同一组织连续切片交叉行 ＨＥ染色、普鲁士蓝染色和
ＢｒｄＵ免疫组化显色。于２００倍显微镜下任选１０个不重叠视野
计数阳性细胞，比较实验组与对照组缺损区阳性细胞个数。

１．４　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行独立样本
ｔ检验。

２　结果

２．１　一般情况
　　造模后动物均存活，其中１只兔因术后啃咬切口缝线致皮
下感染，清创缝合后伤口延迟愈合，其余造模动物及时以颈围

保护，伤口正常愈合。术后１周均能自由活动，无明显跛行。
２．２　软骨细胞体外培养和扩增
　　获取的兔关节软骨细胞经４代培养后生长旺盛，呈长梭
形、多边形紧密排列生长（图１）。
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图１　兔关节软骨细胞经４代培养后生长情况　（倒置相差显微镜 ×１００）

２．３　细胞磁标记的鉴定
　　ＳＰＩＯ标记细胞普鲁士蓝染色可见细胞内大量蓝色致密颗
粒，磁标记有效率达９５％以上（图２）。

图２　普鲁士蓝染色观察ＳＰＩＯ标记的兔关节软骨细胞　（×１００）

２．４　ＢｒｄＵ标记兔关节软骨细胞的鉴定
　　ＢｒｄＵ标记细胞免疫组化 ＦＩＴＣ荧光素显色呈绿色、梭形或
多边形，细胞核显色清晰、明显（图３）。

! "

Ａ：ＦＩＴＣ荧光素显色；Ｂ：同一视野下胞核显色
图３　ＢｒｄＵ标记兔关节软骨细胞的免疫组化观察　（×２００）

２．５　大体观察
　　关节腔内无感染，见轻度炎性反应，少量滑膜增生，关节液
清亮，关节软骨光滑、光泽度好，表面无裂痕、糜烂等异常，缺损

区见褐色组织覆盖。与缺损相对应的髌骨面未见明显异常。

２．６　组织学观察
　　组织切片ＨＥ染色见实验组置入物表面（原缺损区）大量
细胞聚集生长，部分呈巢状，形态类似软骨细胞，可见分裂象，

细胞密度略高于周边正常软骨组织；普鲁士蓝染色示实验组置

入物周边细胞内见大量蓝染颗粒，同时 ＢｒｄＵ显色示大量细胞
核深染为棕黄色（图４），表明为外源性植入的细胞，阳性细胞
数为（２７３．６±７２．４）／ＨＰ。对照组相同区域可见大量成纤维细
胞呈条索状排列生长，间以炎性细胞浸润，以淋巴细胞为主，并

可见新生血管长入，少量软骨细胞散在分布，蓝染细胞及棕黄

色细胞核数目稀少（图５），阳性细胞数为（３９．６±１４．４）／ＨＰ。２
组比较差异有统计学意义（ｔ＝６．３４３，Ｐ＝０．００１）。

! " #

Ａ：ＨＥ染色示缺损区大量细胞聚集生长，形态类似软骨细胞（×２００）；Ｂ：普鲁士蓝染色示细胞蓝染（×１００）；Ｃ：ＢｒｄＵ显色示细胞核
呈棕色，表明为标记后植入的种子细胞（×２００）

图４　实验组兔软骨组织学观察

! " #

!

"

#

!

"

$

%

Ａ：ＨＥ染色示缺损区大量成纤维细胞增生，少量软骨细胞散在分布；Ｂ：普鲁士蓝染色示缺损区蓝染细胞稀少，可见血管长入；
Ｃ：ＢｒｄＵ见少量呈棕色细胞核散在分布

图５　对照组兔软骨组织学观察　（×１００）
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３　讨论

　　随着组织工程技术的飞速发展，用细胞疗法治疗
关节软骨缺损见于众多研究报道，并应用于临

床［１，４－５］。目前细胞移植修复关节软骨缺损主要有细

胞支架复合体局部植入和关节腔注射两种方式。前
者虽能在直视下将种子细胞准确移植到缺损区，但手

术创伤较大、细胞分布不均、并发症多、费用高昂，且支

架长期使用生物安全性不确定［６］；而后者因其创伤

小、操作简便、可重复、并发症少等优点，被认为是目前

微创的治疗途径之一。但前期研究结果证实，注射进

关节腔的细胞归巢能力不足，易被关节液稀释而呈散

在分布，易引起滑膜增生，形成游离体、瘢痕增生等并

发症［７－８］。因此，一种能克服上述两种移植方式缺陷

的细胞传递策略将具有十分重要的临床意义。

　　纳米ＳＰＩＯ因具有顺磁性和良好的生物安全性，已
较广泛用于磁共振无创示踪领域［９］以及肿瘤的药物

靶向治疗［１０］。本单位率先将ＳＰＩＯ标记技术引入骨软
骨组织工程领域［１１］，进行了一系列实验证实了该技术

的安全性及可靠性，并对标记方法及参数进行了研究

和改进［１２］，又进一步在体外实验中利用磁场成功引导

ＳＰＩＯ所标记的细胞定向迁移并定植于目标区域［１３］。

Ｋｙｒｔａｔｏｓ等［１４］将ＳＰＩＯ标记的内皮祖细胞注入小鼠动
脉损伤模型中，实验组在损伤处外置磁场，对照组不置

磁场，发现实验组损伤处标记细胞数量明显比对照组

多，提示了磁靶向的可行性。但该技术在骨软骨组织

工程领域尚少见相关报道，且磁标记并靶向后的细胞

能否存活等关键问题仍悬而未决。因此，本实验进一

步在活体兔膝关节腔内进行磁场靶向的细胞移植研

究，结果证实，在关节腔内复杂的生理环境和解剖结构

中，该方法能够特异、高效地将种子细胞靶向至目标位

置并利用磁力完成早期的贴附生长，在磁力辅助固定

一定时间后，细胞之间可以通过分泌细胞外基质和黏

附分子达到生物学黏附，实现三维生长［１５］。移植后短

期内的组织切片染色表明，植入细胞生长状态良好。

目前虽缺乏长期的观察及进一步的生物学特性分析，

但本研究为解决活体内细胞移植的空间定位问题提供

了一种令人鼓舞的新思路，减少并发症，提高疗效，值

得进一步的探索。若能进一步研究获取适宜的参数等

相关条件，磁靶向移植技术不仅可应用于骨软骨组织

工程，更有望扩展至其他研究及治疗领域。

　　本研究的不足之处在于，因膝关节解剖形态特殊，
动物实验中外置磁场难以固定，而磁场的大小、位形受

到磁体材料、大小、形状、空间距离、介质等的影响，在动

物体外布控稳定磁场的难度较大。作为一种探索和尝

试，本实验将小磁体埋植入兔膝关节内，成本低，操作简

便，可重复性强，且实验结果能达到预期要求，但仍存在

明显的手术创伤，不能理想地避免异物反应。因此，该

模型亦需进一步改进，比如可寻找具有良好生物相容性

而又不影响磁场的包被材料将磁体包埋后再置入体内，

减轻异物反应；并希望通过体外设备的研发而获得有效

磁场，从而进行大动物实验，避免体内安置磁场所引起

的创伤，以及潜在的感染、排异反应等并发症。
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