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细胞-支架复合体构建及其异体移植修复关节软骨缺损的形态学观察

戴　刚 ,李起鸿 ,周　强 ,石国华　　(第三军医大学附属西南医院骨科 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨应用组织工程技术进行异体移植修复关节软骨缺损的有效性和可行性。方法　采用动态倒置显微镜与

扫描显微镜观察及大体 、组织学和免疫组织化学观察方法 ,以优化获取的单层传代培养幼兔关节软骨细胞及结构与性能优化的

CPPf(Calcium polyphosphate fibers , CPPf)/ PLLA(poly-L-lactic acid , PLLA)自制支架复合材料 , 进行细胞-支架复合体体外构建与培养及

其异体移植修复关节软骨缺损的病理形态学实验研究。结果　将适宜密度培养细胞种植于支架材料中 , 细胞密集 , 分布均匀;经一

定时间体外培养 ,其种植细胞与支架材料粘附 、生长繁殖并分泌细胞外基质;支架材料保持培养前的外形与内部微结构。其细胞-

支架复合体异体移植修复关节软骨缺损的病理形态学特征为:①修复后的关节面光滑 ,与周围组织整合良好;②软骨细胞呈柱状排

列;③Ⅱ型胶原及硫化糖胺多糖在空间上分布均匀;④软骨下板得以重建;⑤修复组织与其下方骨质紧密结合;⑥支架材料逐渐降

解吸收。结论　应用细胞-支架复合体异体移植进行关节软骨缺损修复 , 具有种植细胞来源广泛 、可根据缺损大小和形状设计支架

外形 、使缺损完全生物学再生修复的优点。这一组织工程技术为关节软骨缺损完全再生修复提供了一条新的有效途径。
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Construction of articular chondrocyte-scaffold construction and morphologic observa-
tion of allograft to repair articular cartilage defect
DAI Gang , LI Qi-hong , ZHOU Qiang , SHI Guo-hua(Department of Orthopedics , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 ,
China)

　　Abstract:Objective　To evaluate the effectiveness and feasibility of the articular chondrocyte-scaffold construct as allograft to repair articular

cartilage defect based on tissue engineering.Methods　After the passaged rabbit articular cartilage cells in monolayer culture accumulated optimally

were seeded in the scaffold by CPPf(calcium polyphosphate fibers , CPPf)/PLLA(poly-L- lactic acid , PLLA)which was prepare with structure and

properties optimization , the cells-scaffold constructs were cultured in vitro and then transplanted to repair articular cartilage defect in established rab-

bit models.The morphology of the seeded cells in the scaffold construct and the repair of articular cartilage defect were observed with naked eyes ,

and dynamic inverted and scanning electron microscopy.Results　After the cells at optimal density were seeded in the scaffolds , the cells were

glomerate in a uniform distribution and in further culture , they were adhesive to the scaffold and grew , proliferated and secreted extracellular matri-

ces.The original gross shapes and inner microstructure scaffold composites were intact.The gross and histological features of the allograft cells-scaf-

fold constructs were as follows:①the articular surface was smooth and well-integrated with adjacent tissues;②the chondrocytes were arranged in

columns;③S-GAG and type Ⅱ collagen distributed in uniform in the space;④The bone plate posterior to cartilage was reconstructed;⑤the re-

paired tissues were well bond with its below bone.⑥the scaffold composites were gradually degraded and absorbed.Conclusion　The approach of

the articular cartilage cells-scaffold construct as allograft to repair articular cartilage defect enjoy s the advantages of adequate sources of seeding

cells , changeable shape of scaffold composites in accordance with the defect size and shape , absolute regeneration and reparation of the defects , and

convenient implant with aid of arthroscope.

　　Key words:tissue engineering;articular cartilage;cell-scaffold construct;defect reparation;allograft

　　因创伤或骨病引起的关节软骨缺损在医学临床十
分常见。目前临床用于修复其缺损的主要方法都不同

程度地存在着某些缺陷
[ 1～ 3]

。组织工程技术为其完全
再生修复提供了一条新的途径 。在完成关节软骨组织
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工程种子细胞优化获取及新型支架复合材料制备与性

能研究基础上 ,选用以适宜密度接种 、Vit-C+BMP-2促

增殖作用的单层传代培养幼兔关节软骨细胞 ,以及生
物相容性和生物降解性良好 ,抗压模量优于国外同类

材料 、结构与性能优化的 CPPf(Calcium polyphosphate

fibers , CPPf )/PLLA (poly-L-lactic acid , PLLA)自制高
孔隙度 、纤维网状复合材料支架 ,进行了关节软骨细胞

-新型支架材料复合体体外构建及其异体移植修复关
节软骨缺损的实验研究 ,并以形态学为主的实验观察 ,

对其有效性和可行性进行了评定和探讨 。
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1　材料和方法

1.1　材料
1.1.1　种子细胞　　按文献[ 4] 的方法 ,接种密度为 3×104 个

细胞/ cm2、经 Vit-C+BMP2促增殖作用的第 3 、4 代单层培养的 4

～ 5 周龄日本大耳白兔关节软骨细胞。

1.1.2　支架材料　　直径 4 mm 、厚度 2 mm 和孔隙度 93.24%

的自制 70% CPPf/ PLLA纤维网状支架材料;经环氧乙烷熏蒸消

毒 6 h , 常温常压换气 24 h 备用[ 5] 。

1.1.3　受体动物及分组　　4～ 5月龄 、体重 2.0 ～ 2.5 kg健康

日本大耳白兔 9只 , 随机分 3组 , 每组 3 只;实验侧植入体外培
养3 周的细胞-支架复合体 , 空白对照侧不作任何植入 , 单纯支

架侧植入 70% CPPf/ PLLA支架材料。

1.1.4　主要试剂　　鼠抗兔 I型胶原单抗(北京中山生物制剂

公司);鼠抗兔Ⅱ型胶原单抗(美国基因公司);免疫组织化学检

测试剂盒(武汉博士德公司);DAB 显色剂(武汉博士德公司)。

1.2　方法
1.2.1　细胞-支架复合体构建及其体外培养　　常规传代细胞
培养液(DMEM+10%胎牛血清+0.1%青 、链霉素)调整种子细

胞(活度>90%)密度为 3×107 个细胞/ml。将其接种于预湿支

架 ,置于 12 孔板 、37 ℃、5%CO2细胞培养箱孵育 8 ～ 10 h;镜下

观察种植细胞与支架材料粘附后 , 分次添加培养液至 2.0 ml ,

连续培养 3周。培养液每周更换 2 次。 定时倒置显微镜下观

察记录细胞生长情况及支架形貌变化。培养至第 3 周样品 ,

PBS 液漂洗 , 2.5%戊二醛固定 ,扫描电子显微镜观察。

1.2.2　细胞-支架复合体异体移植修复关节软骨缺损实验研究

1.2.2.1　手术方法与术后处理　　膝关节内侧纵形切口 , 显

露股骨滑车关节面;在其中部制备直径>3 mm 、深 2 mm 的全层

关节软骨缺损模型
[ 6]
。按实验分组嵌入植入物。缝合关节囊

和皮肤。术后肢体不固定 ,任其自由活动。于术后第 4 , 8 , 12 周

行大体和组织学观察。

1.2.2.2　观察指标　　①术后一般情况:观察动物肢体活动 、

饮食量及伤口愈合情况。 ②大体观察:关节内有无粘连 、修复

组织色泽与平整程度及与周围组织整合情况。 ③组织学观察:

取修复部位组织 , 4%多聚甲醛溶液固定 , 12.5%EDTA-Na2 脱

钙[ 7]3 周(每周换液 2 次)。常规脱水 , 包埋 , 切片。 分别采用

HE 染色及甲苯胺蓝染色 ,光镜下观察记录。 ④Ⅰ 、Ⅱ型胶原免

疫组织化学观察:采用免疫组织化学 ABC 法
[ 7]
。

2　结果

2.1　细胞-支架复合体体外培养
2.1.1　倒置显微镜观察　　种子细胞接种于支架后 24 h , 均以

圆球形 、密集附着于 PLLA 包被的 CPPf上 , 呈单层串珠样;培养

板底面可见极少数脱落细胞贴壁。

　　培养 1～ 2周时 ,种植细胞呈复层串珠样,细胞密度较前增大。

　　培养 3周时 , 种植细胞密度无明显改变。支架保持培养前

的形貌。

2.1.2　扫描电子显微镜观察　　培养 3 周时 , 支架 CPPf上可

见复层圆球形细胞 , 且呈串珠样排列 , 细胞密集;PLLA 包被表
面可见散在微小颗粒 , 支架材料网状结构仍然存在 , 偶见 CPPf

降解后残留的 PLLA中空条索。

2.2　细胞-支架复合体同种异体移植修复关节软骨缺损

2.2.1　一般情况　　修复术后 1 周 ,缝合伤口均一期愈合 , 动

物饮食量恢复正常;术后 3 周动物活动基本恢复。 观察期内 ,
实验动物无关节内感染 ,无四肢活动受限及跛行出现。

2.2.2　大体观察　　术后 4 周 , 实验侧修复组织色泽灰白 , 表
面较平整 , 与周围组织界限明显;空白对照侧缺损处为纤维状

物覆盖 , 色泽较暗 , 表面凹凸不平 , 边缘清晰;单纯支架侧缺损
处色泽深灰 ,表现稍凹陷 , 边界明显。

　　术后 8周 , 实验侧修复组织色泽较前略白 , 表面平整 ,与周
围组织部分整合 ,界限仍可辨认;空白对照和单纯支架侧缺损

处色泽较前变淡 , 表面不整或凹陷明显 , 边界清晰。术后 12

周 ,实验侧关节表面光滑 , 修复组织与周围软骨基本整合 ,色泽

相近 ,辨认困难;空白对照侧缺损处被纤维状物覆盖 , 缺损边缘
不整 ,与周围组织界限清楚;单纯支架侧缺损处凹陷明显 ,色泽

灰白 ,边缘清楚。

2.2.3　组织学观察　　术后 4 周 , 实验侧缺损处内可见大量
增殖的软骨细胞 ,细胞排列不规则 ,甲苯胺蓝染色阳性的基质

较少 ,支架材料大部分降解吸收 , 小部分被包埋在软骨下骨中 ,
修复面尚平整 ,与周围组织界限尚清 ,未见淋巴细胞浸润。 空

白对照侧和单纯支架侧缺损区由纤维组织覆盖 , 表面凹凸不
平 ,凹陷明显;单纯支架侧支架材料基本降解吸收 , 软骨下骨中

见含支架材料微粒的异物巨细胞。
　　术后 8 周 ,实验侧可见不典型的透明软骨组织 , 软骨细胞

位于陷窝中 ,细胞数量较多 , 排列仍不规则 , 甲苯胺蓝染色阳性
基质较前增多 ,修复面平整 , 修复组织厚度与邻近软骨相近;空

白对照侧和单纯支架侧均为纤维组织覆盖 , 表面凹凸不平 , 凹
陷明显 ,偶有类纤维软骨形成。

　　术后 12周 , 实验侧修复软骨与邻近软骨整合紧密 、厚度相
近 、细胞位于软骨陷窝中 , 数量较正常软骨仍多 , 富含甲苯胺蓝

染色阳性基质 ,修复软骨结构与正常软骨相似 , 表层细胞呈椭
圆形 ,长轴与关节面平行 , 中间区细胞呈圆形 ,放射区内细胞有

柱状排列趋势 ,软骨下板基本修复 , 见图 1 、2;空白对照侧和单
纯支架侧缺损区仍由纤维组织覆盖 , 其下为软骨下骨 , 修复组

织与邻近组织界限明显 ,表面凹陷不平整 , 偶见类软骨细胞。
2.2.4　Ⅰ 、Ⅱ型胶原免疫组织化学检测结果　　观察期内实

验侧修复组织均有细胞及基质Ⅱ型胶原阳性表达 , 见图 3 ,且术
后12周的表达强于术后 4 周和8 周;而其Ⅰ型胶原始终仅有弱

的表达。空白对照侧和单纯支架侧修复组织 , 始终无Ⅱ型胶原
阳性表达 ,而有Ⅰ型胶原阳性表达。

图 1　缺损修复 12周实验组织学观察　(HE×100)

Fig 1　Histological observation of repaired articular cartilage 12 weeks

after cell-scaffold construct implantation　(HE ×100)
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图 2　缺损修复 12周实验组组织学观察　(甲苯胺蓝×100)

Fig 2　Histological observation of repaired articular cartilage 12 weeks

after cell-scaffold construct implantation　(Toluidine blue×100)

图 3　缺损修复 12周实验组Ⅱ型胶原免疫组化染色　(S-P×100)

Fig 3　Immunohistochemical staining of type II collagen in repaired

articular cartilage 12 weeks after cell-scaffold construct im-

plantation　(S-P×100)

3　讨论

3.1　关节软骨细胞-支架材料复合体构建及其体外
培养

　　组织工程的核心是建立由细胞和支架材料构成的
三维空间复合体 。这种三维空间结构为种植细胞提供
获取营养 、气体交换 、排泄废物和生长代谢的场所 ,同
时也是形成新的具有形态和功能的组织 、器官的物质
基础[ 1 ,8] 。Freed[ 5]及Grande 等[ 9]为进行软骨组织工程

研究 ,曾先后将体外消化分离 、扩增培养的小牛关节软
骨细胞接种于具有一定空间结构的三维立体支架

(PLLA 包埋聚羟基乙酸纤维无纺网状支架材料和
PLLA微孔海绵状支架材料)中进行体外组织培养 ,培
养期间观察到 ,种植细胞相互重叠 ,呈圆球状吸附在支
架材料上 ,并生长繁殖和分泌细胞外基质 ,支架材料保
持培养前的外形与结构。他们在种植细胞浓度对组织
工程化软骨组织形成的影响研究中发现 ,种植细胞浓
度小于 2×107 个/ml ,只产生纤维组织 ,当浓度为 2 ～
10×10

7
个/ml 时 , 有透明软骨产生 , 无纤维组织形

成[ 10] ;此外他们在对种植于聚羟基乙酸纤维无纺网状

支架材料中的兔关节软骨传代细胞和原代细胞增殖和

分化功能比较研究中发现 ,种植在支架中的传代培养
细胞和原代培养细胞 ,以相近的速度增殖 ,而其产生的
胶原和硫化糖胺多糖的量明显高于原代培养细胞;由
此提出:传代培养对种植软骨细胞的增殖功能无异常

影响 ,而且能够增强其分泌软骨基质的能力
[ 6]
。

　　选用适宜密度接种 、并经 Vit-C+BMP-2促增殖作
用的单层传代培养幼兔关节软骨细胞 ,并以生物相容
性和生物降解性良好 、抗压模量优于国外同类材料 、结
构与性能优化的 CPPf/PLLA自制高孔隙度 、纤维网状
复合材料为支架所制备的软骨细胞-支架材料复合体 ,
其体外培养倒置显微镜和扫描电子显微镜观察结果 ,
与Freed[ 5]及Grande 等[ 9]的实验结果相近 ,种植细胞呈
圆球状附着于支架材料上 ,相互重叠粘附 ,并生长繁殖
和分泌细胞外基质 ,支架材料保持培养前的外形与结
构。有关软骨细胞-CPPf/PLLA支架复合体体外培养
过程中 ,种植细胞增殖及基质分泌的定量变化规律尚
待进一步研究。
3.2　关节软骨细胞-新型支架材料复合体异体移植修

复关节软骨缺损

　　有关组织工程化动物关节软骨同种异体移植修复

关节软骨缺损的研究 ,近年来报道较多 ,并均取得良好
效果

[ 2 ,6 ,9 ,10]
。应用组织工程技术移植修复关节软骨

缺损的优点在于:①能够形成具有生命力的活性组织 ,
从而对病损组织进行形态 、结构和功能的重建并达到
永久性替代;②可以最少量的组织细胞 ,经体外培养扩
增后 ,用于修复大块的组织缺损 ,达到无损伤修复创伤
和真正意义上的功能重建;③可按组织缺损情况任意
塑型 ,达到完美的形态修复;④可通过关节镜植入 ,以
减小手术创伤影响[ 8] 。
　　在完成关节软骨细胞-支架材料复合体体外构建
与培养基础上所进行的该复合体同种异体移植修复关

节软骨缺损的病理形态学观察结果表明 ,修复后的关
节软骨表面光滑 ,与邻近组织整合良好;放射区软骨细
胞呈柱状排列趋势;硫化糖胺多糖在空间上分布较均
匀;修复组织为透明软骨;软骨下板得以重建;修复组

织与其下面的骨质结合紧密。实验期间 ,植入的同种
异体软骨细胞未观察到受体动物的免疫排斥反应 。上
述结果与 Freed等利用软骨组织工程技术异体移植修

复免关节软骨缺损实验结果基本相同
[ 6 , 9 ,10]

。而其中
修复组织中细胞数量较多 ,以及新生软骨结构与邻近
组织略有差异 ,可能与本实验观察时间较短 ,新生软骨
尚未完全成熟有关 。此外 ,要确保临床应用同种异体
组织工程化软骨移植修复软骨缺损的长期有效性和稳

定性 ,有必要深入进行其体内转归及移植免疫学的长
期观察和研究。
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快速经皮穿刺肺活检对不典型肺结核诊断价值的探讨

Diagnostic value of rapid percutaneous needle lung biopsy for atypical pulmonary

tuberculosis

戴晓天 ,杨和平 ,胡建林　　(第三军医大学附属西南医院呼吸内科 , 重庆 400038)

　　本研究对采用 BARD可调式自动活检枪快速经皮穿刺肺

活检(Percutaneous needle lung biopsy , PNLB)确诊的 8 例不典型肺

结核病例进行分析 ,旨在初步探讨快速 PNLB 对不典型肺结核

的诊断价值。

1　临床资料

　　一般资料:2000 年 10 月至 2001 年 7 月通过快速 PNLB 检

查 ,并均经病理证实肺结核患者 8 例 , 其中 1 例合并其它细菌

感染。8 例患者中 ,男 6 例 ,女 2 例 , 平均年龄 49(28 ～ 65)岁。

　　临床表现及实验室检查:8 例肺结核患者中 , 发热 3 例 , 均
无盗汗 , 胸痛 3 例 ,咯血 2 例 ,咳嗽 、咳痰 3 例 , 其中咳白色泡沫

痰2 例 , 黄脓痰 1 例 , 胸闷 、气促 2 例。血沉:4 例增快 , 1 例正
常 , 3例未查。结核菌素的纯蛋白衍化物(Purified protein deriva-
tive , PPD)试验:5 例(-), 1例(+), 2 例未查。痰涂片找抗酸杆

菌:3例(-), 4 例因无痰未做检查 , 1 例于 PNLB 后(++)。 纤
支镜检查:6例纤支镜下未见病变 , 2例支气管腔内见息肉样肿

物 ,活检为慢性炎 , 8 例刷检均未见抗酸杆菌。
　　影像学检查:胸部 CT:病灶分布 , 4例位于下叶背段;2例位

于上叶前段;1例位于舌叶;1 例位于上叶尖后段及中叶外段。
病灶形态 , 6 例呈局限片状密度增高影或团块状影(直径>3
cm);2 例呈散在小结节影。

　　快速经皮穿刺肺活检:经胸透或胸部 CT 定位 , 常规消毒铺
巾 ,局麻后在胸透或胸部 CT 引导下 , 将 BARD 一次性活检针

(18G)穿刺到病灶内 , 接 BARD 可调式自动活检枪进行快速切

割 ,获取 0.8 mm×(10～ 15)mm 组织条。常规穿刺 1 ～ 2 针 , 获

取组织 1～ 2条 , 取材成功率 、标本合格率均为 100%(8/8)。 术
后 3例少量血痰 , 1 例少量气胸 , 均未治自愈。

　　作者简介:戴晓天(1973-),男 ,四川省乐山市人 ,硕士研究生 ,医师 ,主要从

事肺癌方面的研究。电话:(023)65310578

　　收稿日期:2001-12-10;修回日期:2002-04-10

2　讨论

　　不典型肺结核因可酷似许多其他肺部疾病 , 且可能合并有
一般细菌感染 ,这些均使其临床表现缺乏特异性 , 故在临床上

易误诊。痰涂片找抗酸杆菌是确诊肺结核的主要依据 , 但仍约
有40%的患者痰菌阴性。 纤支镜检查对不典型肺结核的诊断

具有重要价值[ 1] ,但对肺周边部及管腔外病变的诊断往往较困
难。经皮穿刺细针负压吸引活检常因不能获得足够的组织标

本 ,多只能行细胞学和细菌学检查 , 阳性率常较低[ 2] 。本研究 8

例患者临床表现各异 , PPD 试验 5 例为阴性 , 术前痰中及纤支

镜刷检均未找到抗酸杆菌 , 纤支镜检查均未能确诊 , 影像学检
查提示肺癌 、结核 、肺脓疡。虽然临床上已按标准方案诊断性

抗结核治疗 ,但缺乏确诊依据。经采用 BARD 可调试自动活检

枪快速 PNLB 后 ,均获得了结核组织病理学诊断。同时通过对

穿刺物送结核菌培养+药敏检查 ,为患者的进一步治疗提供了
合理化疗方案。传统观点认为经纤支镜肺活检阳性率与 PNLB

相近 ,并发症低于 PNLB ,为首选的肺活检技术。 但对 8 例不典

型肺结核患者的确诊中体会到 , 采用 BARD可调式自动活检枪

进行 PNLB , 取材标本满意 , 阳性率高 ,且操作简单 ,术后并发症
少 ,耐受性好。因此作者认为对于临床上考虑不典型肺结核的

患者 , 病灶位于肺周边部 , 可优先考虑采用可调式自动活检枪
快速 PNLB 明确诊断。

　　关键词:肺活检;肺结核;诊断
　　中图法分类号:R521.04　　　文献标识码:B
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