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骺板组织工程的研究进展

Advances in the studies of epiphyseal-cartilage tissue engineering
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　　骺板(又称生长板)是位于长骨骺与干骺端之间一层具有

纵向生长能力的透明软骨 , 负责骨的生长 , 其组织结构和基质

成分呈梯级变化 ,生理活动和生物学行为复杂 , 受全身内分泌

(包括激素 、生长因子)和局部旁分泌及自分泌(多种生长因子)

的调控。内分泌障碍 、基质蛋白基因突变 、营养代谢障碍 、毒性

物质 、物理因素等均会导致多种骺板生长发育性疾病 , 如软骨

发育不良 、侏儒症等;骺板损伤和感染会导致骺板部分或全部

早闭 、畸形发育 , 严重影响肢体功能和劳动力。

　　Langenskiö ld 提出的骨桥切除以脂肪等材料充填仅对小于

25%～ 30%的部分骺板早闭有肯定疗效[ 1 ,2] , 而目前对以上疾

患导致的骺板严重损害及早闭尚无确实有效的治疗方法。 虽

然国内外学者探索以自体带血管蒂的骺板游离移植治疗骺板

严重损伤早闭 , 在临床和实验均取得了较好的效果[3 ～ 6] 。 但

是 ,自体骺板移植的组织来源极有限 , 而且必然造成供区新的

损伤 , 严重破坏供区的骨生长而产生新的畸形 , 导致相应的功

能障碍等并发症 ,因此 , 在临床上只能用于有限的特殊病例 , 难

以广泛实施 ,终究不是一种很理想的治疗方法。近年来 , 组织

工程技术的飞速发展为骺板严重病损早闭的治疗带来了新的

契机。国内外学者已经开始探索用组织工程的方法修复骺板

损伤早闭 ,并取得了一些可喜的结果 ,前景令人鼓舞。由于骺

板组织结构和功能的特殊性 , 故用组织工程技术重建骺板 , 特

别是恢复其正常生长功能 , 具有相当的难度 , 还存在着许多需

要进一步研究和解决的问题。 现仅就骺板组织工程的研究进

展作一综述。

1　骺板软骨组织的组织工程构建

　　1988 年美国学者 Vacanti等首次将小牛关节软骨细胞接种

于三维支架上 ,经体外适当培养后植入裸鼠体内生成了具有一

定形态的活性透明软骨。对于骺板软组织工程则有所不同 , 必

须具备两方面的功能即阻止血管长入骺板缺损区和修复骺板

缺损 ,因此 , 工程化的骺板软骨应具有较成熟的软骨组织结构。

目前主要有三种构建方法 , 即离心管内细胞聚集培养 、细胞高

密度培养和细胞复合支架材料的构建培养。

1.1　离心管内聚集培养生成骺软骨组织
　　日本学者Kato等[ 7]于 1988 年首先报道了用兔肋骨骺板软
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骨细胞在塑料离心管中生成软骨组织。 他将 8×104 个细胞悬

浮于含有 10%胎牛血清和 50 μg ml抗坏血酸的 MEM 培养液经

离心在离心管底部形成细胞团 ,在培养 8 ～ 10 d 细胞开始构筑

软骨样组织 , 在 12 d 细胞增殖达平台期 , 以后软骨细胞开始终

未分化并产生基质矿化。 中国学者颜炜群等[ 8] 对 Kato等[ 7] 的

方法加以改进 ,在离心管内成功地生成骺板样软骨组织 , 并且

在接种3 d 后将细胞团从管中移入培养皿不影响其特征性组织

结构的形成 ,他们接种的肋软骨骺板细胞数量为 15×104 ,培养

液为含 10%胎牛血清和 50 μg ml抗坏血酸的 IMDM , 培养第 14

天这些细胞生成了生长板样软骨组织 , 上部为肥大软骨细胞 ,

下部为静息软骨细胞 ,第 25 天 ,增殖及成熟区软骨细胞趋向肥

大。Ballock 等[ 9]在离心管中培养生成了骺发育性软骨组织 , 培

养液为 1∶1 的 DMEM Ham′s F12(含 0.1%或 0.01%胎牛血清),

接种的为骺板静止区的软骨细胞 , 数量为 16×104 个 , 在 21 d

形成了直径约 2 mm 、高约 1 mm 软骨组织团块 , 其内软骨细胞

为柱状排列 ,呈辐射状 , 中心区为肥大软骨细胞;在无血清的情

况下 , 用甲状腺素在含有 GH 、IGF-1 的培养基中可以重现这一

组织结构特点。我们以 9×105 原代骺板软骨细胞离心沉降 , 培

养 4周生成的工程化骺软骨组织体积达到直径为 4～ 4.5 mm、

高为2.2～ 3.0 mm [10] 。因此 , 目前的研究情况表明这一方法可

获得的工程化软骨体积大小和外形是很有限的 , 仅能满足小型

动物骺板软骨缺损模型的修复性研究[ 11]和作为骨 、软骨发生 、

生长代谢及软骨相关疾病研究的体外模型[12 , 13] 。

1.2　细胞高密度培养生成骺软骨
　　Estrada 等[14] 将骺板软骨细胞以>2.0×107 个/ml 的高密

度接种一直径为 6 mm 的塑料平皿 , 皿底涂有聚羟乙基甲基丙

烯酸酯以阻止细胞附壁 ,用含 10%胎牛血清的 DMEM 培养液培

养24 h细胞形成簇状生长 , 2～ 3 周后逐渐形成软骨组织 , 4 周

时开始出现 Ⅹ 型胶原表达。Kawabe等[15] 将兔骺板软骨细胞 1

×107 个接种于直径 10 cm2 的塑料培养皿中 , 用含 10%胎牛血

清的Ham′s F12 培养液也生成了约 150～ 200 μm 厚的薄层软骨

组织。这一方法可获得更大面积的工程化骺软骨 , 但所用细胞

数量巨大 , 而生成软骨体积和外形的可控制差 , 用于骺板修复

可行性欠佳 ,但可作为软骨相关研究的体外模型[ 16] 。

1.3　细胞复合支架材料的构建培养生成骺软骨
　　Roche等[ 17]将胎牛的 106 ～ 107 个骺软骨细胞接种于直径

为10 mm 、厚 6 mm 的胶原海绵支架中 ,体外培养 4 周可形成有

一定组织结构的软骨。我们将骺板软骨细胞与生物凝胶液混

匀后固化成形 ,经体外培养两周即可生成具有一定组织结构的

软骨 , 4周形成的软骨组织更成熟[18] 。这类方法构建的工程化

组织经培养在体外可形成较成熟的工程化软骨 , 且具有一定的
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外形 , 应更适于骺板缺损区充填和修复 , 并更有效地阻止血管

长入和防止骨桥形成。但需要解决的问题是如何在体外培养

过程中很好地保持工程化组织块的外形。 也有研究者将经体

外培养扩增的软骨细胞接种于琼脂或琼脂糖中 , 不经体外培养

而立即植入骺板缺损区[ 2 ,19 ,20] 。

2　组织工程化骺板软骨在体内组织修复中的应用

　　由于组织工程化骺板软骨的研究工作刚起步 , 所以治疗性

研究工作的报道很少。 Jouve 等[ 19 ,20]将经体外培养扩增的骺板

软骨细胞接种于琼脂中 , 立即植入兔骺板缺损区 , 虽然产生了

骺板闭合 ,但发现在实验所用支架材料中惟有琼脂能在植入 21

d 还保持有具有生命力且健康的软骨细胞 ,软骨细胞继续保留

有富含蛋白多糖聚集体的细胞外基质 , 并开始形成有序的成熟

软骨细胞柱状结构。 Lee等[2]将经体外培养扩增的自体关节软

骨和髂骨骺软骨细胞混于琼脂糖液中 , 不经培养即植入兔胫骨

上端内侧半骺板切除区 , 结果生长阻滞及成角畸形都被阻止 ,

组织学证明软骨细胞在植入区具有很好的活力 , 并较好地修复

了骺板的缺损。我们将离心管内培养生成的工程化软骨植入

幼兔胫骨上端内侧骺板缺损区 ,观察表明植入的工程化软骨能

在局部生理微环境下改建为正常的骺板组织结构并能较好地

恢复骺板的生长功能[11] 。由于骺板软骨有很好的生长和塑形

能力 ,许多研究者进行了以骺板软骨修复关节面缺损的实验研

究 ,自体组织移植取得了良好的结果 。骺板软骨在关节腔的生

理及力学环境下能产生适应性的组织结构改变[ 21] 。但是异体

移植由于排斥反应结果报道不一。这说明骺板细胞来源的组

织工程软骨有可能用于修复关节软骨 , 由于它生长代谢能力

强 ,结果可能优于关节软骨细胞来源的组织工程软骨。Kawabe

等[ 15]作了这方面有益的尝试。他们将体外培养 158 ～ 200 μm

厚的薄层生长板软骨折叠 1～ 2 层异体移植修复兔膝关节全厚

关节软骨缺损 , 在植入的前 2 周取得了极好的结果 , 细胞和细

胞基质增长充满缺损区。但从第 2 周以后随着排异反应的增

加 ,则出现植入物坏死 , 为纤维肉芽组织取代 ,其中体液免疫起

部分作用 ,主要是由于细胞介导的细胞毒作用。由此看来 , 免

疫排斥已成为组织工程异体修复亟待解决的问题。

3　骺板软骨移植及其免疫

　　以往认为软骨组织缺乏血管 , 抗原被遮避 , 软骨细胞陷窝

具有免疫障碍作用。近年来的大量研究结果并不完全与这一

观点相一致。用自体骺板软骨充填骨桥切除后的骺板缺损区

在实验研究和临床应用的结果都比较满意。异体骺板软骨修

部骺板及关节软骨缺损结果不一 ,与免疫排斥反应的发生与否

有密切关系。动物实验结果表明 ,用异体骺板充填骺板缺损与

不作任何充填相比较 ,观察 12 周的结果没有区别[ 22] , 而用自体

骺板植入则可避免骺板部分闭合[23 , 24] 。Mikami等[25]用主要组

织相容性抗原(MHC)相匹配的大鼠骺板修复未成年大鼠股骨

关节面缺损 ,观察 1 年的总成功率为 92%, 没有排异反应的表

现;MHC 不匹配的总成功率则为 61%, 从术后 12 ～ 48 周 16 个

植入物中 13 个显示淋巴细胞浸润。作者认为 MHC 匹配的完

整骺板具有修复未成熟大鼠关节软骨缺损的能力并长期存活 ,

而不匹配的异体骺板将最终被排斥 , 在组织配型中 MHC 对骺

板移植最为重要。在异体肢体移植中 , 如果 MHC 不匹配将产

生强烈的急性排异反应破坏血管 , 导致生长板各层细胞死亡;

在MHC 匹配而次要组织相容性抗原不匹配的 Lewis 大鼠和 Fis-

cher-344 大鼠间的后肢移植中则产生不同结果。 组织学检查显

示钙化带在第 9 天开始增宽 , 初级骨小梁表面的破软骨细胞进

行性减少和干骺端单核细胞浸润;增殖 、成熟和肥大带的细胞

没有退变表现 、形态完整 , 部分钙化带软骨细胞形态仍完整 , 软

骨细胞的增殖 、肥大 、基质钙化继续进行。 可见 , 免疫靶细胞为

破软骨细胞 ,由于破软骨细胞减少消失 , 导致肥大带增宽。 这

些结果说明在MHC 相匹配而次要组织相容性抗原不匹配的情

况下完整软骨具有弱的免疫原性[26] ,对指导异体软骨移植和异

体组织工程软骨的应用具有一定的价值。 将鼠骺板植入另一

个同基因鼠的股骨远端生长区 ,尽管移植组织块可以从新宿主

接受营养供应 ,有一定程度的生长 ,但不能产生与对照侧一致

的生长 ,且胸腺嘧啶的掺入也不正常[ 27] 。大鼠关节-骺软骨复

合物的软骨细胞移植修复关节软骨及软骨下骨缺损的实验研

究结果表明 ,同基因个体来源的软骨细胞形成的软骨不引起免

疫浸润形成 ,相反 , 基因不同个体来源软骨细胞形成的软骨附

近有大量浸润细胞出现 , 可以观察到软骨吸收 ,环胞素 A 的治

疗可部分抑制浸润细胞的聚集和基质吸收。脾单核细胞免疫

刺激试验证明异基因软骨细胞对受体的脾单核细胞具有强烈

的刺激作用 ,这一反应在接受环胞素 A 治疗后消失 ,抗异基因

软骨细胞的抗体反应却没有统计学意义上的升高 , 提示在软骨

移植的免疫反应中细胞免疫起主要作用[ 28] 。在用胚胎后期的

相应组织重健小鼠股骨远端骺板的研究中 , 植入缺损的组织被

证明有高的细胞动力学活性 ,但重建的生长区只恢复了正常生

长的 25%[ 29] 。另一方面 , 也有人认为只要彻底切除移植骺板

表面附着的肌肉 、纤维结缔组织 , 控制一定的组织厚度 , 用其修

复关节而也可以取得较好的结果[ 30] 。另一项研究表明选择性

地阻断骺板区供血血管 72 h 对增殖带高度没有影响 ,而肥大带

中心部分高度明显增高 , 说明骨软骨替代过程减缓或停滞[31] 。

这一结果与组织创伤微循环重建时间一般在 3 d左右相结合分

析 ,可以提示生长板软骨组织块移植不会因血供暂时缺失而坏

死或失去生长功能。在软骨组织工程技术修复关节软骨缺损

中 ,实验后期的结果不满意 , 其中主要的原因是细胞免疫排异

反应的发生[ 15] 。用药物治疗解决骺板软骨移植的免疫问题是

困难的 ,因为缺乏抗移植排斥的无毒性药物[ 32] 。

4　展望

　　正是由于骺板是一种具有特殊功能的透明软骨 , 一旦病

损 ,以自体移植修复其组织结构和恢复其功能 , 与其他组织相

比付出的代价更为昂贵。组织工程技术有希望为骺板病损及

早闭的治疗提供所需的具有良好功能活性的移植物。 但是 , 骺

板软骨组织工程研究与其它组织工程研究一样 , 还存在着许多

组织工程共同的及其特有的问题有待进一步探索和解决 ,具体

主要有以下几个方面:①如何能在体外生成具有正常组织结构

和相应细胞功能活性 、在重要相关因子调控下具有正常生长功

能的骺板软骨 ,其中有很多技术问题 , 也有与骺板基础研究相

关的理论问题。 ②组织工程化骺板软骨植入体内后 , 如何维持

不同细胞亚群的正常梯级分化和生长功能 , 避免骺板早闭和骨
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化。③在全能干细胞和多能干细胞的定向诱导分化问题尚未

解决之前 ,如何制备具有良好功能活性的异体移植物将是骺板

组织工程面对临床应用的主要研究内容之一。 工程化软骨异

体修复也存在着移植免疫的问题 ,但与其他组织相比其细胞成

分单一 ,使得应用现代分子生物学及免疫学等技术解决这一问

题具有更多的便利。 ④如何低成本地获得大量功能正常的种

子细胞。目前 ,多通过在特定生长因子作用下使分离的原代细

胞迅速扩增 ,从而达到增加种子细胞数量的目的 , 但存在着细

胞衰老和生物学功能改变或低下的问题。 建立静息软骨细胞

永生化细胞系不失为一种较理想的方法 , 其细胞应能在相应激

素和生长因子作用下进入骺板软骨细胞特有的增殖 、成熟 、肥

大 、凋亡的生命过程。另外 , 我们还可以象储备移植器官一样

建立组织工程种子细胞储备库 ,进行严格的组织移植配型。 总

之 ,现代细胞生物学 、分子生物学 、免疫学 、基因工程技术 、材料

科学等相关学科的迅速发展将为我们提供解决问题的工具和

途径。

　　关键词:骺板;组织工程;软骨

　　中图法分类号:R318.08;R322.71　　　文献标识码:A
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文章编号:1000-5404(2003)02-0173-03 综述

骨组织工程中种子细胞和材料的粘附

Adhesion of seeding cells to scaffoldsin tissue engineering of bone

周红星 综述 ,杨　柳 审校　　(第三军医大学附属西南医院骨科 ,重庆 400038)

　　各种原因造成骨缺损的治疗一直是骨科界的难题之一。

传统的治疗方法有自体骨移植 、同种异体骨移植和生物材料替

代等。这些方法均不同程度地存在着来源困难 、免疫排斥及成

骨能力不确定等缺点。在对较大骨缺损进行骨移植时 , 新骨形

成之前移植骨可能已被机体吸收 , 造成植骨失败[1] 。骨组织工

程的提出和发展为这一医学难题开辟了新的解决途径。随着

骨组织工程研究的快速发展 ,组织工程化骨已成为最有希望进

入临床应用的组织工程成果之一。

　　骨组织工程和其他组织工程一样 , 需要 3 种基本生理因

素:种子细胞 , 这些细胞可以由前体细胞诱导而来;也可以在相

似的微环境中生长产生。促进细胞生长和分化的生物因子 , 这

些生物因子可以由外源供给;也可以是转化细胞产生的纯化蛋

白;也可以由骨基质或分泌细胞获得。支架 , 这种支架是细胞

赖以生长的材料 ,它可以吸附粘附分子 、分化因子和生长因子

等生物活性物质 , 可以逐渐被种子细胞产生的基质所替代[ 2] 。

其中 , 细胞与支架材料的相互作用是组织工程研究的主要领

域 ,细胞与材料的粘附是基础 , 细胞必须与材料发生适当的粘

附才能进行迁移 、分化和增殖。 无论是在体外还是在体内 , 最

先直接与组织细胞接触并发生作用的是材料的表面 , 因此细胞

粘附到材料表面相当重要 ,且粘附特性的差异也将会影响细胞

的增殖 、分化等一系列反应[ 3] 。所以 ,对种子细胞和材料粘附

的研究不仅为骨组织工程研究筛选出适于种子细胞发挥生理

功能的细胞外支架材料 ,而且也可以为生产可用于临床的组织

工程化活性骨提供主要的方法和手段。现就种子细胞与材料

的粘附综述如下。

1　种子细胞与材料粘附的机制

　　种子细胞与材料表面粘附的位点称为粘附斑(Adhesion
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plaques),这种局部接触是一种紧密连接 , 细胞膜与材料表面的

距离在10 ～ 15 nm 之间。在体内这种连接除了血管内的内皮细

胞外几乎没有 ,因为血管内皮细胞要承受较大的血流动力压。

种子细胞在材料表面的粘附是细胞膜上的受体与吸附于材料

上的粘附蛋白发生作用的结果。成骨细胞主要功能是合成 、分

泌骨基质并促进基质钙化形成骨组织 , 细胞内碱性磷酸酶

(ALP)含量较高 , 分泌Ⅰ型胶原 、骨结合素 、骨钙素 、骨桥蛋白 、

纤维连接蛋白及一系列生长因子[4] 。这些因子已被证明具有

促细胞粘附的作用 ,这些蛋白中均含有精氨酸-甘氨酸-天冬氨

酸序列(RGD)。这一序列被称做粘附序列 ,当它被细胞膜表面

的整和素受体特异识别后激活细胞内的细胞骨架蛋白 、蛋白

酶 、蛋白激酶 、磷酸酶和信号传导系统 , 促使细胞发生一系列的

生理生化反应 ,铺展而粘附于材料上[ 5] 。

2　种子细胞与材料粘附的影响因素

　　细胞与材料的粘附是一个包括多因素的复杂过程 ,受多种

因素的影响。由于种子细胞真正接触的是材料的表面 , 因此材

料的表面性质对种子细胞与材料的粘附有着主要的影响 ,其影

响因素主要有生物学因素和材料因素两个方面。

2.1　生物学因素
　　生物学因素是指同细胞膜的组成及其性能有关的因素 , 包

括细胞膜的荷电性质 、细胞的代谢状态 、细胞的亲疏水性 、细胞

的表面电荷 、细胞膜分子的运动方向 、细胞膜的柔韧性 、细胞表

面大分子结构改变而产生的近距位阻力 、细胞与材料接触的时

间等[ 6] 。

2.2　材料因素
　　材料因素主要指材料表面的荷电特性 、表面自由能 、表面

的亲疏水性 、材料的化学结构以及材料的形态结构等。一般规

律为亲水性的表面有利于种子细胞的粘附生长 , 高表面能的材

料表面有利于细胞的粘附与铺展。材料表面的电荷性质与电

荷密度对细胞生长有重要的影响 , 在无血清时 , 细胞在带正电

荷的材料表面上的粘附增加。 主要是因为带正电荷的材料表

面与带负电荷的细胞之间的静电作用有利于细胞的粘附。 生

物材料必须既能支持细胞的粘附 ,又能使粘附细胞在材料上很
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