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透明软骨材料经脱细胞处理后细胞外基质成分变化的比较
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　　［摘要］　目的　比较ＴｒｉｔｏｎＸ１００和十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）试剂对人关节软骨脱细胞处理后细胞外基质成分的变
化，指导筛选适宜的制备。方法　 首先制备人关节软骨微粒，再采用两种不同试剂分别作用于软骨细胞微粒，清洗和消化
步骤相同，脱细胞完成后分别进行ＤＮＡ、总氨基酸及总胶原和葡萄糖胺聚糖（ＧＡＧ）含量检测，分为 ＴｒｉｔｏｎＸ１００组和 ＳＤＳ
组，并与对照组（正常软骨组织）进行基质成分的比较分析。结果　 ＴｒｉｔｏｎＸ１００组、ＳＤＳ组和对照组经脱细胞处理后其
ＧＡＧ含量分别为（８４．７１±３．７２）、（１２２．６３±６．０５）、（２３２．７８±７５．３３）μｇ／ｍｇ，羟脯氨酸含量分别为（２４．９２±１．７４）、
（２４．２３±１．６８）、（２４．５４±２．９９）μｇ／ｍｇ，ＤＮＡ含量分别为（０．２４２±０．０６５）、（０．２２５±０．０５７）、（５．６７９±１．８７３）μｇ／ｍｇ。结论
　 ＴｒｉｔｏｎＸ１００和ＳＤＳ两种试剂均能将软骨微粒中软骨细胞成分有效去除，胶原成分保留量在两组中无明显差异；但是应
用ＳＤＳ行脱细胞处理后能保留更多的ＧＡＧ成分，更有利于维持软骨细胞功能，是较好的材料制备技术。
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　　目前软骨组织工程支架构建主要是采用合成材料
或天然材料［１－２］。合成材料具有可以任意剪裁和无限

量供应的优势，并且不存在免疫问题，但合成材料细胞

亲和力差，其疏水特性和酸性降解产物在体内易引起

炎症反应，不利于细胞的粘附和生长［３］。天然材料生

物相容性好，结构成分为细胞自身的细胞外基质，有利

于种子细胞的生长、增殖及分化，对细胞的形态、表型

和细胞的运动具备生理作用［４］。理想的软骨组织工

程材料研制是尽量满足仿生设计，即模拟天然软骨细

胞外基质的成分和结构，为接种的软骨细胞提供仿生

的细胞外环境，以及软骨细胞最适宜的生长分化再生

环境［５］。目前对脱细胞基质的研究表明，脱细胞基质

去除了抗原性的细胞成分，保留了细胞外基质的大部

分成分及结构，可能具备更好的应用前景。本研究基

于前人对软骨的脱细胞处理［６］，分别采用两种脱细胞

试剂对粉碎的软骨进行脱细胞处理，并对制备材料进

行相关检测，旨在为探索制备骨软骨脱细胞基质支架

创造条件。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　　ＴｒｉｔｏｎＸ１００、Ｎａ２ＨＰＯ４、ＥＤＴＡ、ＰＭＳＦ、十

二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８、ＤＡＰＩ、硫酸软骨素牛胸腺
ＤＮＡ、二甲基亚甲蓝、木瓜蛋白酶、番红Ｏ、固绿、甲苯胺蓝（Ｓｉｇｍａ
公司，美国），Ｔｒｉｓ（Ｎｏｖｏｎ，美国），ＤＮａｓｅ、ＲＮａｓｅ（Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ，
美国），Ⅱ型胶原鼠抗人单克隆抗体、免疫组织化学试剂盒（博
士

!

公司，中国）。

１．１．２　配制试剂　　①配制１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（ｐＨ
７．４）。②配制 ＴｒｉｔｏｎＸ１００液：取 ＴｒｉｔｏｎＸ１００１ｍＬ，加入
１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液９９ｍＬ中，搅拌充分溶解，滤器除菌
后４℃保存备用。③配制２％ＳＤＳ液：取２％ ＳＤＳ２ｍＬ，加入
１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液９９ｍＬ中，充分溶解，除菌后备用。
④配制 ＤＮａｓｅ和 ＲＮａｓｅ混合液：分别称取 ０．２ｍｏｌ／Ｌ氯化镁
９ｍＬ、０．２ｍｏｌ／Ｌ氯化钙 １ｍＬ和 ０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液
２２ｍＬ混合后加水至４０ｍＬ，配制缓冲液；然后分别取２０００Ｕ
ＤＮａｓｅ和４０ＵＲＮａｓｅ溶于前述缓冲液。⑤配制木瓜蛋白酶消
化液：取 １２．５ｍｇ木瓜蛋白酶、０．８７８ｇ左旋半胱氨酸盐酸、
３．５８ｇＮａ２ＨＰＯ４及 ０．１８６ｇＮａ２ＥＤＴＡ，混合后加蒸馏水至
１００ｍＬ，调整ｐＨ值为７．５。配成消化液终含量：５ｍｍｏｌ／Ｌ盐酸
半胱氨，１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠，５ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＥＤＴＡ，１２５Ｕ／ｍＬ木
瓜蛋白酶。⑥配制Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８液体：称取１０ｍｇＨｏｃｈｅｓｔ３３２５８
粉剂溶于１ｍＬＰＢＳ０．０１ｍｏｌ／Ｌ溶液中，制备成１０ｍｇ／ｍＬ的母
液。放置于４℃冰箱避光保存，使用时用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ稀释
成１０μｇ／ｍＬ使用。⑦配制ＤＡＰＩ液：用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ配制成
１０μｇ／ｍＬＤＡＰＩ染液于４℃避光保存。⑧配制蛋白酶抑制剂：
３４８．４ｍｇＰＭＳＦ溶于２０ｍＬ异丙醇中配制成０．１ｍｏｌ／ｍＬＰＭＳＦ
溶液，将１００μＬ０．１ｍｏｌ／ｍＬ的 ＰＭＳＦ液及１０ｍｇＥＤＴＡ加入
００１ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ液中，４℃保存。⑨配制三羟甲基氨基甲

烷氯化钠ＥＤＴＡ缓冲液（１０ＴＮＥ）：取１２．１１ｇＴｒｉｓｂａｓｅ，１１６８９ｇ
ＮａＣｌ及 ３．７２ｇＮａ２ＥＤＴＡ溶于８００ｍＬ蒸馏水，用盐酸调整 ｐＨ
值为７．４，再加蒸馏水稀释至１０００ｍＬ。⑩配制小牛胸腺 ＤＮＡ
标准：以１ｍｇ／ｍＬ的浓度把标准 ＤＮＡ试剂溶于 ＴＮＥ缓冲液，
４℃ 存放，３个月内使用。

１．２　方法
１．２．１　关节透明软骨准备　　在超净台条件下用手术刀片
切取新鲜尸体膝关节透明软骨，以４℃冰ＰＢＳ液冲洗３次，将
软骨组织置于含蛋白酶抑制剂的 １０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ液中，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心机清洗 ３遍后置于含蛋白酶抑制剂的
１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ液中备用。
１．２．２　软骨微粒脱细胞　　参照文献［７］方法并进行改进，将
清洗后备用的软骨组织置于含蛋白酶抑制剂的冰 ＴｒｉｓＨＣｌ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）液中，低温组织粉碎机粉碎组织，经１００目滤网筛
选软骨微粒，取滤网滤过的微粒 ７０００ｒ／ｍｉｎ离心，弃去上清
液，余下的沉渣为实验需要微粒。其直径小于１０μｍ。将制备
的软骨微粒随机选出１０等份，设为１～１０组，分别作为 Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００组和ＳＤＳ组，而未脱细胞的软骨微粒设为对照组。将第
１～５组软骨微粒，离心后加入１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液
（ｐＨ７．５），第 ６～１０组加入含 ２％ ＳＤＳＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（ｐＨ
７５）。缓冲液内含蛋白酶抑制剂，于恒温震荡机上震荡８ｈ，去
除细胞成分，７０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，７ｍｉｎ，离心后ＰＢＳ液冲洗３遍。
冲洗后软骨微粒在消化酶（１Ｕ／ｍＬＲＮａｓｅＡ，５０Ｕ／ｍＬＤＮａｓｅ
Ⅰ）液中消化１２ｈ，３７℃，轻微搅拌，离心后０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ液
反复冲洗，称量软骨微粒湿质量，将沉淀配成 ５％（质量体积
比）软骨脱细胞基质浆。

１．２．３　软骨脱细胞微粒组织学评估 　　（１）光镜观察：将软骨
脱细胞基质浆均匀涂抹于载玻片上，在显微镜下观察脱细胞软

骨微粒微观结构。（２）组织学评估：①切片准备：软骨脱细胞微
粒离心沉淀，置于２０ｍＬ１０％中性福尔马林溶液固定１２ｈ，常规
脱水、透明、石蜡包埋、切片。抹片制备：将软骨脱细胞浆３００μＬ
涂抹在载玻片上，自然风干。②常规 ＨＥ染色。③甲苯胺蓝染
色：切片晾干后，１％甲苯胺蓝醋酸溶液染色１０ｍｉｎ，水洗，逐级
酒精脱水，二甲苯透明，封片观察。④番红 Ｏ染色：００１ｍｍｏｌ
ＰＢＳ液漂洗切片３遍，置于苏木精染液染色３ｍｉｎ，分化、水洗
返蓝，浸入３％亮绿染液染色 ５ｍｉｎ，水洗，０．１％番红 Ｏ染色
５ｍｉｎ，水洗，常规酒精脱水、透明、封片观察。⑤Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８
染色：ＰＢＳ漂洗已固定的切片３遍，点加 Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８染色液
染色５ｍｉｎ，吸出染液，０．０１ｍｍｏｌＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ，荧
光显微镜下观察照相。⑥ＤＡＰＩ染色：ＰＢＳ漂洗已固定的切片
３遍，点加ＤＡＰＩ染色液染色５ｍｉｎ，吸出染液，０．０１ｍｍｏｌＰＢＳ
洗涤３次，每次各５ｍｉｎ，荧光显微镜下观察照相。
１．２．４　软骨脱细胞成分定量检测　　（１）葡萄糖胺聚糖（ｇｌｙ
ｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎｓ，ＧＡＧ）含量测定：称取冻干后支架组织 ３～
５ｍｇ，加入１２５μｇ／ｍＬ木瓜蛋白酶１ｍＬ置入Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中水
浴中裂解２４ｈ，６０℃。正常关节透明软骨冻干组织做对照。采
用二甲基亚甲蓝（ｄｉｍｅｔｈｙｌｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｌｕｅ，ＤＭＭＢ）法测量，ＧＡＧ
中的硫酸软骨素与二甲基亚甲蓝染料结合后，紫外分光光度计

检测计数。绘制标准曲线：试管中各加入１００μＬ含１０、２０、４０、
６０、８０μｇ硫酸软骨素的标准液，空白对照中加入去离子水
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１００μＬ。试管中各加入二甲基亚甲蓝３ｍＬ，然后将每份标准液
加入干净的石英杯内，分别紫外分光光度计４８０ｎｍ比色，制作
标准曲线。同法逐一检测待测样品。标本处理及检测：取裂解

液１００μＬ加入３ｍＬＤＭＭＢ，４８０ｎｍ波长紫外分光光度计下测
量吸光度值［Ｄ（４８０）］，与标准比较后，得出单位质量支架中
ＧＡＧ含量。（２）总氨基酸测定及总胶原（ＣｏｌⅡ）含量测定：氨
基酸含量分析［４］：将各层组织低温冻干后，准确称取２．０ｍｇ于
水解管内，加入５ｍＬ６ｍｏｌ／ＬＨＣｌ，充氮气２ｍｉｎ，抽真空封管，
置于烤箱内，１１０℃水解２２ｈ，将水解液置于水浴锅上使盐酸充
分挥发，加超纯水洗涤３次，蒸干，用Ｎａ２Ｓ稀释液定容至２ｍＬ，
再用０．２２μｍ微孔滤膜过滤，１２１ＭＢ型氨基酸分析仪进行检
测。（３）ＤＮＡ含量测定：冻干的０．４ｍｍ厚的软骨片和冻干的
脱细胞软骨粉分别称质量，按１５０ｍｇ／ｍＬ浓度置于木瓜蛋白酶
消化液冻存管中，６０℃，消化２４ｈ，消化后用 ＰＢＳ将其稀释成
１０ｍｇ／ｍＬ浓度。分别将２ｍＬ荧光染料加入ＰＢＳ液、冻干的新
鲜软骨片、１～５号脱细胞软骨粉、６～１０号脱细胞软骨粉。１ｈ
后在荧光分光光度计上测荧光值。

１．３　统计学方法
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件，独立样
本进行ｔ检验。

２　结果

２．１　关节透明软骨脱细胞微粒的组织形态学观察
　　低温组织粉碎机可将关节透明软骨组织制备成软骨细胞
基质浆，经脱细胞处理后在容器中呈乳白色，保持匀浆状态，沉

淀时间慢。软骨脱细胞微粒在显微镜下观察直径小于１０μｍ，
显示特有的软骨细胞外基质羽毛状结构；软骨脱细胞微粒抹片

进行番红Ｏ染色可见微粒结构染色阳性，显示软骨脱细胞后仍
然保存胶原成分，抹片甲苯胺蓝染色可见软骨脱细胞微粒结构

蓝染，显示脱细胞后仍然有部分 ＧＡＧ成分存留。ＴｒｉｔｏｎＸ１００
组、ＳＤＳ组的软骨脱细胞微粒 ＨＥ染色观察见基质中细胞成分
基本去除，未见蓝染的细胞核成分；未脱细胞处理的对照组可

见蓝染的细胞成分。２个实验组的软骨脱细胞微粒甲苯胺蓝染
色均显示基质中细胞成分基本完全去除，软骨细胞外基质ＧＡＧ
成分蓝染；对照组可见蓝染更深，说明脱细胞处理对可溶性

ＧＡＧ成分有部分损失。２个实验组的软骨粉脱细胞番红 Ｏ染
色均显示基质中细胞成分基本去除，软骨脱细胞基质红染；对

照组可见胶原成分红染程度相似，说明脱细胞处理对胶原成分

损失不明显。２个实验组的软骨脱细胞基质粉 Ｈｏｃｈｅｓｔ染色在
荧光显微镜下均显示：经脱细胞处理，软骨脱细胞基质中细胞

ＤＮＡ成分无法被荧光染料染色，说明ＤＮＡ成分基本被去除；对
照组（为未脱细胞软骨粉）可见 Ｈｏｃｈｅｓｔ染色阳性，提示其间有

细胞ＤＮＡ成分存在。２个实验组的软骨脱细胞基质粉 ＤＡＰＩ
染色在荧光显微镜下观察结果显示：经脱细胞处理，软骨脱细

胞基质中细胞ＤＮＡ成分无法被荧光染料染色，说明 ＤＮＡ成分
基本被去除；对照组ＤＡＰＩ染色可见阳性，提示其间有 ＤＮＡ成
分存在。见图１～３。
２．２　软骨脱细胞微粒的成分定量检测
　　经脱细胞处理后，ＴｒｉｔｏｎＸ１００组和ＳＤＳ组 ＧＡＧ含量分别
为（８４．７１±３．７２）、（１２２．６３±６．０５）μｇ／ｍｇ，对照组为
（２３２．７８±７５．３３）μｇ／ｍｇ。ＴｒｉｔｏｎＸ１００组和ＳＤＳ组羟脯氨酸含
量为（２４．９２±１．７４）、（２４．２３±１．６８）μｇ／ｍｇ，对照组为（２４５４±
２．９９）μｇ／ｍｇ。按照羟脯氨酸占总胶原含量的１３．４％换算［８］，

其总胶原含量：经脱细胞处理后 ＴｒｉｔｏｎＸ１００组和 ＳＤＳ组总胶
原含量为（１８３．１０±２２．３５）、（１８１．７０±１８．７１）μｇ／ｍｇ，对照组
总胶原含量为（１８５．９０±１２．９５）μｇ／ｍｇ。经脱细胞处理后
ＴｒｉｔｏｎＸ１００组和 ＳＤＳ组其 ＤＮＡ含量为（０．２４２±０．０６５）、
（０２２５±０．０５７）μｇ／ｍｇ，与对照组［（５．６７９±１．８７３）μｇ／ｍｇ］比
较有统计学差异（Ｐ＜００５），但 ＴｒｉｔｏｎＸ１００组与 ＳＤＳ组比较
无统计学差异（Ｐ＞００５）。

３　讨论

　　脱细胞处理能够较彻底地去除细胞成分、可溶性
蛋白及核酸等可以引起免疫排斥反应的成分，同时保

留大部分具备生理活性的细胞外基质成分，目前已经

在心瓣膜、血管、皮肤、神经、骨骼肌、肌腱、韧带、膀胱、

肝等组织再生制备方面获得应用，预示着较好的临床

应用前景［９－１１］。尽管目前尚无公认的理想软骨支架

材料［５，１２］，但是生物来源的脱细胞基质材料由于仅去

除抗原性成分而保留生理结构蛋白，尽可能地模拟了

组织的细胞外基质的成分和微观结构，具有一定的理

论优势，但是目前软骨组织因其致密结构，脱细胞试剂

难以渗入，导致对其脱细胞的研究困难。

　　目前组织脱细胞的方法较多，主要包含物理、化学
及酶法［１３］。物理方法包括：震荡、超声处理、机械按压

及冻融等，干扰细胞膜，释放细胞内容物，有利于随后

将细胞内容物浸洗清除。物理方法通常需要结合化学

及酶消化的方法才能将细胞外基质完全脱细胞。酶法

包括胰酶、核酸内切酶及核酸外切酶等，化学试剂包括

酸、碱、离子去污剂、非离子去污剂、双性离子去污剂、

去氧胆酸钠等。酶及化学试剂能干扰细胞内及细胞间

的连接结构，从而产生脱细胞作用［１０，１４］。组织由细胞
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Ａ：大体观察；Ｂ：显微镜下观察（×１００）；Ｃ：番红Ｏ染色（×１００）；Ｄ：甲苯胺蓝染色（×１００）
图１　软骨脱细胞微粒组织形态学检测
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Ａ、Ｃ、Ｅ：ＳＤＳ组；Ｂ、Ｄ、Ｆ：对照组；Ａ、Ｂ：ＨＥ染色；Ｃ、Ｄ：甲苯胺蓝染色；Ｅ、Ｆ：番红Ｏ染色
图２　软骨微粒脱细胞处理与对照组的组织形态学检测结果　（×１００）
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Ａ、Ｃ：ＳＤＳ组；Ｂ、Ｄ：对照组；Ａ、Ｂ：Ｈｏｃｈｅｓｔ染色；Ｃ、Ｄ：ＤＡＰＩ染色
图３　软骨微粒脱细胞处理与对照组的荧光显微镜观察　（×１００）

和细胞外基质构成，其构成紧密度却依赖于组织来源，

而脱细胞过程需要将组织进行一定处理，把细胞暴露

在试剂中。国内有学者将一定厚度的软骨进行脱细胞

处理制备脱细胞软骨支架，由于软骨细胞难以接触到

脱细胞试剂，脱细胞时间较长，并且形成的脱细胞软骨

难以形成组织工程支架要求的多孔网状结构，细胞接

种相对困难［１５］。韩雪峰等［１６］将软骨粉碎制备成１００
～１５４μｍ微粒，然后与软骨细胞混合培养构建组织工
程软骨，结果发现微粒与软骨细胞不能均匀混合，并且

构建的软骨由于生物力学强度较低，不利于手术植入。

有学者将软骨组织粉碎成５００ｎｍ至５μｍ的微丝，通
过化学及酶消化的方法进行脱细胞处理后，采用基本

不损伤细胞外基质的冷冻冻干法制备三维多孔海绵
细胞外基质支架，其孔径和空隙率和其具备的软骨细

胞外基质成分和天然的细微结构，相对有利于细胞的

种植、粘附以及营养物质的供应和代谢废物的排出，但

因采用 ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理时间较长，细胞外基质中
ＧＡＧ等可溶性蛋白损失过多［１７］。

　　本实验首先在低渗条件下粉碎处理新鲜软骨，低

渗液可以同时裂解部分细胞，然后利用较弱的去污剂

破坏脂蛋白和细胞膜，其次使用 ＤＮＡ酶和 ＲＮＡ酶将
细胞裂解后的核酸物质水解，再用大量清水清洗，较有

效地去除软骨组织中的细胞成分又保留软骨细胞外基

质有用的成分，然后进行常规反复冻干处理，进一步降

低软骨组织的抗原性。本实验在脱细胞过程中还运用

了蛋白酶阻断剂，可以较有效地防止细胞释放的大量

蛋白水解酶水解软骨细胞外基质，从而保护软骨细胞

外基质成分的量和活性，进一步防止软骨基质成分的

损伤。ＴｒｉｔｏｎＸ１００是一种较柔和的除垢剂，使用这种
试剂洗脱细胞，细胞外组织的天然结构和成分可以较

少地受到侵犯，但是由于其溶解洗脱特性，细胞外组织

的ＧＡＧ含量可能会由于 ＴｒｉｔｏｎＸ１００的使用而降低，
因此在实际操作时，要尽量缩短除垢剂的使用时间，而

本研究初步提示洗脱剂 ＳＤＳ似乎能够更有效地保留
ＧＡＧ含量，机制尚待进一步研究。
　　脱细胞方法的有效性依赖于脱细胞组织本身的特
征。Ｇｒａｕｓｓ等［１８］采用同样的处理时间并且使用了更

大的胰酶浓度，发现一种基于胰酶的脱细胞策略对去
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除鼠动脉瓣细胞成分无效；而 ＳｃｈｅｎｋｅＬａｙｌａｎｄ等［１９］

采用一种三维震荡的方法完全去除了猪肺动脉瓣内的

细胞，表明应用这些方案时的细微区别，是否对去除细

胞成分有效尚不清楚。Ｃａｒｔｍｅｌｌ等［２０］分别对鼠尾肌腱

和猪膝关节前交叉韧带进行了脱细胞处理，发现脱细

胞结果的不同不能简单地用脱细胞方案的不同来解

释，脱细胞的效果和细胞外基质成分的改变依赖于组

织的来源、构成、密度及其他尚不明确的因素。对单种

组织选用其适合的脱细胞策略才能有效地进行脱细

胞。我们使用低渗液裂解细胞，ＴｒｉｔｏｎＸ１００洗脱细
胞，ＤＮＡ酶和ＲＮＡ酶水解细胞内的核酸物质，较全面
地去除了软骨组织中的细胞和抗原成分。脱细胞后软

骨基质番红Ｏ染色阳性，甲苯胺蓝染色阳性，说明脱
细胞后糖胺多糖和软骨蛋白聚糖仍然部分存在。软骨

脱细胞基质在显微镜下仍然可见透明软骨的羽毛状结

构，提示本方法不但可以将软骨细胞成分去除，而且保

留了相对完整的微观状态下的细胞外基质构架，可能

会有利于软骨细胞在支架上生长和干细胞在支架上诱

导生长。Ⅱ型胶原是软骨基质的主要大分子，固定基
质中的蛋白多糖，它使软骨组织具有张力和剪切特性。

蛋白聚糖是大分子蛋白多糖，包埋于Ⅱ型胶原网中，在
软骨组织中与透明质酸和连接蛋白形成聚集物，它的

作用是构成透明软骨的耐压特性。这两种物质是软骨

细胞外基质中的重要物质，组织学结果显示本实验脱

细胞处理后支架番红Ｏ染色、甲苯胺蓝及Ⅱ型胶原免
疫组化染色均阳性，表明这种方法能保留软骨细胞外

基质的Ⅱ型胶原和糖胺多糖成分。定量分析也提示支
架主要由胶原和ＧＡＧ成分组成，但是由于在脱细胞过
程中可能存在部分可溶性ＧＡＧ的丢失，本实验支架中
ＧＡＧ含量低于正常软骨组织，提示可能在仿生构建支
架时需要补充 ＧＡＧ成分。在软骨粉脱细胞处理后
ＧＡＧ含量的测定中，因ＧＡＧ成分属于可溶性大分子，
在洗脱过程中 ＧＡＧ仍然有较大的损失。经脱细胞处
理后总胶原含量测定显示，胶原含量差异不明显，说明

脱细胞过程对胶原没大的丢失。经脱细胞处理后其

ＤＮＡ含量测定提示采用本实验方案能将细胞成分较
完全地去除。

　　本实验对粉碎软骨及片状软骨进行了脱细胞处
理，证实细胞成分可以基本被去除，但是同时也部分损

失ＧＡＧ等细胞外基质成分，未来需要将细胞与该材料
复合植入体内观察对软骨缺损的修复作用。
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