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小鼠关节软骨表层细胞分离培养及鉴定
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【摘要】　目的　分离培养小鼠关节软骨表层细胞 （ＡＣＳＣ）并鉴定其干细胞特性。方法　运用纤连蛋白黏附法从３～５ｄ

新生小鼠膝关节软骨表层分离细胞及培养，对分离细胞以流式细胞仪检测干细胞表面阳性标志物（ＣＤ４４与ＣＤ９０）和阴性标

志物（ＣＤ４５、ＣＤ３１与ＣＤ３４）的表达；实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）检测相关基因表达；单克隆形成实验检

测克隆形成能力。三系诱导分化（成软骨、成骨与成脂分化）检测分离培养细胞的多向分化潜能。取第６代分离培养细胞做

裸鼠皮下移植实验，检测其体内成软骨能力。结果　纤连蛋白可以特异性地黏附 ＡＣＳＣ，ＡＣＳＣ形态偏长，类似成纤维细胞。

ＡＣＳＣ高表达ＣＤ４４和ＣＤ９０，但几乎不表达ＣＤ３１、ＣＤ３４和ＣＤ４５。ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，以ＡＣＳＣ表达的 ｍＲＮＡ水平为

１，则软骨细胞显著性低水平表达间充质干细胞标志物犆犇７３（０．０８±０．０７，犘＜０．００１）、犆犇９０（０．０７±０．０１，犘＜０．００１）、

犆犇１０５（０．３７±０．０２，犘＜０．００１）和软骨表层细胞标志物犘狉犵４（０．４２±０．０１，犘＜０．００１）、犈狉犵（０．６１±０．０２，犘＜０．００１）、犜犲狀

犆（０．６４±０．０７，犘＜０．００１），但显著性高水平表达软骨细胞标志物犆狅犾２（６．８９±０．０６，犘＜０．００１）、犃犮犪狀（６．５１±０．０４，犘＜

０．００１）、犕犃犜犖１（１４．５７±４．２１，犘＜０．０１）。经过１４ｄ培养，单个ＡＣＳＣ可以形成大于５０个细胞的单克隆细胞团。体外诱导

ＡＣＳＣ具备很强的成软骨、成骨与成脂分化能力，裸鼠体内 ＡＣＳＣ具有成软骨能力。结论　小鼠 ＡＣＳＣ具有典型的干细胞

特征。
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ＡＣＳＣｗｅｒｅｃａｐａｂｌｅｏｆｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｅｓｉｓ，ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄａｄｉｐｏｇｅｎｅｓｉｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｖｉｔｒｏ，ａｎｄｈａｖｅｈｉｇｈｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｅｓｉｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎｖｉｖｏ．

犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 ＦｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎｃｏｎｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎａｓｓａｙｍａｙｂｅａｐｐｌｉｅｄｔｏｏｂｔａｉｎＡＣＳＣｗｉｔｈｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｔｅｍｃｅｌｌｓ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎｓ；Ｃａｒｔｉｌａｇｅ，ａｒｔｉｃｕｌａｒ；Ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；Ｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

　　软骨细胞是关节软骨的主要细胞类型之一，主

要通过细胞外基质分泌及蛋白酶类促进软骨基质降

解，参与关节软骨稳态的维持。关节软骨组织内无

神经、血管，因此软骨细胞的增殖能力有限，其损伤

后自我修复能力极差。

早期研究认为，关节软骨干／祖细胞在Ｒａｎｖｉｅｒ

环、髌骨下脂肪垫、滑膜及软骨膜处以不同的形式存

在［１６］。干细胞是一类具有自我复制和自我更新能

力的多潜能细胞，激活内源性关节软骨干／祖细胞可

促进缺损部位自我修复或形成干细胞组织工程化软

骨，为软骨再生提供可能性。有学者利用溴脱氧尿

苷长时程标记方法发现，在小鼠关节软骨表层确实

存在一群增殖缓慢的细胞，提示关节软骨表层可能

存在关节软骨干／祖细胞［７］。一般认为，关节软骨损

伤首先发生在关节软骨表面，导致关节软骨浅表层

细胞外基质丢失和细胞死亡。因此，关节软骨极差

的自我修复能力可能跟浅表层关节软骨干／祖细胞

丢失有关［８９］。

由于干细胞表面高表达纤连蛋白受体整联蛋

白（α５亚基和β１亚基），纤连蛋白黏附法已广泛应

用于羊毛囊干细胞、人表皮干细胞、鸡关节软骨干细

胞等的分离［１０１２］。本研究利用干细胞易于结合纤连

蛋白的特性，从新生３～５ｄ小鼠的关节软骨表层分

离关节软骨表层细胞（ＡＣＳＣ），并鉴定其干细胞特

征，探索为软骨损伤修复提供新种子细胞的方法。

１　材料与方法

１．１　实验动物

５周龄裸鼠（雄性，１５～２０ｇ，５只），８周龄Ｃ５７

小鼠（雌性，２０～２５ｇ，１０只；雄性，２５～３０ｇ，５只）

均购自北京华阜康生物技术有限公司，并饲养在第

三军医大学第三附属医院ＳＰＦ级动物中心，经第三

军医大学实验动物管理委员会许可进行相关实验。

１．２　主要试剂及仪器

纤连蛋白、Ⅰ型胶原酶、Ⅱ型胶原酶均购自美国

Ｇｉｂｃｏ公司；０．２５％ 胰蛋白酶、双抗、磷酸缓冲盐溶

液（ＰＢＳ）、胎牛血清（ＦＢＳ）、ＤＭＥＭ 高糖培养基、

ＤＭＥＭ 低糖培养基、ＤＭＥＭＦ１２培养基、αＭＥＭ

培养基均购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自

美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＣＤ３１单克隆抗体、ＣＤ３４单

克隆抗体、ＣＤ４４单克隆抗体、ＣＤ４５单克隆抗体、

ＣＤ９０单克隆抗体、基质胶均购自美国ＢＤ公司；牛

血清白蛋白（ＢＳＡ）、胰岛素转铁蛋白（ＩＴＳ）、碱性磷

酸酶（ＡＬＰ）染色试剂盒均购自美国Ｓｉｇｍａ公司；成

脂诱导检测试剂盒购自美国Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司；实时

荧光定量逆转录聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）试剂

盒、ＰＣＲ 反 转 录 试 剂 盒 均 购 自 日 本 Ｔａｋａｒａ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。

ＡｃｃｕｒｉＣ６ＦｌｏｗＣｙｔｏｍｅｔｅｒ流式细胞仪购自美

国ＢＤ 公司、ＭＸ３０００Ｐ 定量 ＰＣＲ 仪购自美国

Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司。

１．３　软骨细胞的分离培养

取新生３～５ｄ小鼠，７５％酒精浸泡消毒，灭菌

器械剪开小鼠皮肤，暴露并打开髋关节，游离股骨

头，用平头镊小心将股骨头末端的软骨帽（股骨头软

骨）取下。软骨帽进一步剪碎至１ｍｍ３ 大小，加入

０．１％ Ⅱ型胶原酶消化过夜；次日，观察软骨组织消

化情况，用ＤＭＥＭＦ１２培养基（含１０％ ＦＢＳ）终止

消化，重悬细胞计数后接种于１２孔板用于后续

实验。

１．４　ＡＣＳＣ的分离培养及其表面抗原鉴定

ＡＣＳＣ的分离培养：取新生３～５ｄ小鼠，７５％

酒精浸泡消毒，剪取膝关节，体式显微镜下分离肌腱

和韧带。０．２５％ 胰蛋白酶消化１ｈ，再用１７３Ｕ／ｍＬ

的Ⅰ型胶原酶消化１．５ｈ，收集细胞离心并计数，按

５×１０５ 个细胞接种到预先包被的１０ｃｍ培养皿中

（０．１％ 纤维蛋白包被２ｈ，３％ＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ），

２０ｍｉｎ后ＤＭＥＭ 高糖培养基洗去未黏附的细胞，

洗２次，黏附的细胞用ＤＭＥＭ 高糖培养基培养，待

细胞融合后按体积１∶１０传到未包被的培养皿。

ＡＣＳＣ表面抗原的流式细胞术鉴定：生长至融

合的细胞经０．２５％ 胰蛋白酶消化，１０００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次，重悬至单个细胞，分装至

１．５ｍＬＥＰ管。２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，再次重悬

至单个细胞，１∶１０００稀释加入干细胞表面标志物

抗体（ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４４、ＣＤ４５与 ＣＤ９０）。４℃避

光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次，１５００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，除去未结合的抗体，流式细胞仪检测干细胞

表面标志物在ＡＣＳＣ中的表达。

·７２３·
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１．５　ｑＲＴＰＣＲ方法检测 ＡＣＳＣ和软骨细胞的相

关基因表达

按照说明书采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取 ＡＣＳＣ和软骨

细胞的ＲＮＡ，用ｑＲＴＰＣＲ试剂盒检测间充质干细

胞（ＭＳＣ）标志分子（犆犇７３、犆犇９０、犆犇１０５）、软骨表

层特异标志基因（犘狉犵４、犈狉犵、犜犲狀犆）和软骨细胞相

关基因（犆狅犾２、犃犮犪狀、犕犃犜犖１）的表达，定量引物序

列见表１。

表１　定量引物序列

基因 　　　　　　　　引物序列（５’３’）

犆犇７３ 正向：ＣＣＴＧＣＡＣＡＣＡＡＡＣＧＡＣＧＴＧ 反向：ＣＴＧＧＴＣＴＣＣＧＧＣＡＴＣＣＡＡＡＡ

犆犇９０ 正向：ＧＣＴＣＴＣＡＧＴＣＴＴＧＣＡＧＧＴＧＴ 反向：ＣＡＧＧＣＧＡＡＧＧＴＴＴＴＧＧＴＴＣＡ

犆犇１０５ 正向：ＣＣＣＴＣＴＧＣＣＣＡＴＴＡＣＣＣＴＧ 反向：ＧＴＡＡＡＣＧＴＣＡＣＣＴＣＡＣＣＣＣＴＴ

犘狉犵４ 正向：ＧＡＡＡＡＴＡＣＴＴＣＣＣＧＴＣＴＧＣＴＴＧＴ 反向：ＡＣＴＣＣＡＴＧＴＡＧＴＧＣＴＧＡＣＡＧＴＴＡ

犈狉犵 正向：ＡＧＣＧＴＣＣＴＣＡＧＴＴＡＧＡＴＣＣＴＴＡＣ 反向：ＴＣＡＴＧＴＴＧＧＧＣＴＴＧＣＴＣＴＴＣＣ

犜犲狀犆 正向：ＴＴＴＧＣＣＣＴＣＡＣＴＣＣＣＧＡＡＧ 反向：ＡＧＧＧＴＣＡＴＧＴＴＴＡＧＣＣＣＡＣＴＣ

犆狅犾２ 正向：ＣＴＧＧＴＧＧＡＧＣＡＧＣＡＡＧＡＧＣＡＡ 反向：ＣＡＧＴＧＧＡＣＡＧＴＡＧＡＣＧＧＡＧＧＡＡＡＧ

犃犮犪狀 正向：ＣＣＴＧＣＴＡＣＴＴＣＡＴＣＧＡＣＣＣＣ 反向：ＡＧＡＴＧＣＴＧＴＴＧＡＣＴＣＧＡＡＣＣＴ

犕犃犜犖１ 正向：ＣＡＧＧＴＣＣＣＴＧＡＴＡＧＣＣＴＣＡＧＴ 反向：ＣＣＡＣＧＧＧＴＣＴＣＡＣＡＣＴＴＣＧ

犆狔犮犾狅狆犺犻犾犻狀犃 正向：ＣＧＡＧＣＴＣＴＧＡＧＣＡＣＴＧＧＡＧＡ 反向：ＴＧＧＣＧＴＧＴＡＡＡＧＴＣＡＣＣＡＣＣ

１．６　ＡＣＳＣ单克隆形成能力检测

ＡＣＳＣ以５０个／ｃｍ２ 接种于６孔板；用ＤＭＥＭ

高糖培养基培养，每３～４ｄ换液１次；根据细胞生

长状况，在培养７～１４ｄ时对克隆进行拍照；以５０

个细胞以上的群体为１个克隆（单细胞进行有丝分

裂５次）。

１．７　ＡＣＳＣ的诱导分化及检测

１．７．１　成软骨诱导分化及染色

ＡＣＳＣ以每孔１×１０５ 个细胞种于１２孔板，用

ＤＭＥＭＦ１２培养基培养细胞。待细胞９０％ 融合，

将其分为空白组和诱导组，空白组用普通培养基（含

１０％ＦＢＳ＋双抗的ＤＭＥＭＦ１２培养基）进行培养，

诱导组换软骨诱导培养液（含１０％ ＦＢＳ＋双抗＋

ＩＴＳ的ＤＭＥＭＦ１２培养基）进行软骨诱导，每２ｄ

换液１次。诱导开始记为０ｄ，诱导至７ｄ。

弃去培养基，ＰＢＳ洗涤２次，加入１ｍＬ无水甲

醇室温固定３０ｍｉｎ，再予ＰＢＳ洗涤２次，加入１ｍＬ

１％阿尔新蓝染液置于４℃冰箱过夜；第２天弃去染

液，以含０．１ｍｏｌ／Ｌ的盐酸洗涤２次，充分清洗去除

非特异染色。

１．７．２　成骨诱导分化及染色

ＡＣＳＣ以每孔１×１０５ 个细胞种于１２孔板，用

ＤＭＥＭ高糖培养基培养细胞。待细胞生长达到

８０％融合，将其分为空白组和诱导组，空白组用普通

培养基（含１０％ＦＢＳ＋双抗的αＭＥＭ培养基）进行

培养，诱导组换用成骨诱导培养液（含１０％ＦＢＳ＋双

抗＋０．０１ｍｏｌ／Ｌβ磷酸甘油钠＋５０μｇ／ｍＬ抗坏血

酸＋０．０１μｍｏｌ／Ｌ地塞米松的αＭＥＭ 培养基）进

行成骨诱导，每３ｄ换液１次。诱导培养１４ｄ后对

１２孔板培养的细胞进行 ＡＬＰ染色和茜素红染色，

观察其成骨及矿化情况。

弃去培养基，ＰＢＳ洗涤２次，４％多聚甲醛４℃

固定１５ｍｉｎ，再以ＰＢＳ洗涤２次，加入ＡＬＰ染色液

（根据说明书现配现用），３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗

涤２次。

弃去培养基，ＰＢＳ洗涤２次，加入４％多聚甲

醛，４℃固定１ｈ；弃去固定液，ＰＢＳ洗涤２次，每孔

加入５００μＬ含１％茜素红和２％乙醇的混合染色工

作液，于室温染色１５ｍｉｎ；吸弃染色液，在摇床上用

去离子水洗涤染过的细胞５次，每次３ｍｉｎ；３７℃保

温箱中过夜。

１．７．３　成脂诱导分化及染色

ＡＣＳＣ以每孔１×１０５ 个细胞种于１２孔板，生

长至１００％融合，将其分为空白组和诱导组。空白

组用普通培养基（含１０％ ＦＢＳ＋双抗的ＤＭＥＭ 低

糖培养基）进行培养。诱导组换用诱导培养液（含

１０％ＦＢＳ＋双抗＋１μｍｏｌ／Ｌ地塞米松＋０．５ｍｍｏｌ／Ｌ

磷酸二脂酶抑制剂＋１００μｍｏｌ／Ｌ吲哚美辛＋１０μｇ／ｍＬ

胰岛素的ＤＭＥＭ低糖培养基）进行成脂诱导，诱导

３ｄ，换维持培养液（含１０％ＦＢＳ＋双抗＋１０μｇ／ｍＬ

胰岛素的ＤＭＥＭ 低糖培养基）培养３ｄ，如此循环

至成脂诱导２１ｄ，用４％多聚甲醛固定，油红 Ｏ染

·８２３·
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色，观察脂肪积聚。

弃去培养基，ＰＢＳ洗涤２次；４％多聚甲醛室温

固定２０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤２次，空气中干燥；加入

０．５％的油红Ｏ液室温孵育１ｈ；ＰＢＳ洗涤２次。

１．８　ＡＣＳＣ裸鼠移植成软骨实验

取未经诱导的第６代 ＡＣＳＣ，经胰酶消化后以

细胞数６×１０６～８×１０
６ 个／ｍＬ与基质胶按体积１

∶１混匀，每只裸鼠以２５０μＬ混合液皮下注射于背

腹部。１０ｄ后裸鼠予吸入ＣＯ２ 处死，取下背腹部组

织块，予４％多聚甲醛固定、梯度脱水、石蜡包埋、连

续切片，苏木素伊红（ＨＥ）和阿尔新蓝染色。

１．９　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计学分析，计量资

料以均数±标准差表示，狋检验，犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＣＳＣ与软骨细胞的形态学及基因表达

比较

相比软骨细胞在低密度培养时呈规则的多边形

及融合时呈铺路石样的形态特性，经纤连蛋白黏附

法分选出的 ＡＣＳＣ形态偏长，类似成纤维细胞，见

图１。

图１　ＡＣＳＣ与软骨细胞在光学显微镜下形态比较（×１００）

　　基因检测分析发现：以ＡＣＳＣ表达的 ＭＳＣ、软

骨表层细胞及软骨细胞标志物的ｍＲＮＡ水平为１，

则软骨细胞显著性低水平表达 ＭＳＣ标志物犆犇７３

（０．０８±０．０７，犘＜０．００１）、犆犇９０（０．０７±０．０１，犘＜

０．００１）、犆犇１０５（０．３７±０．０２，犘＜０．００１）和软骨表

层细胞标志物犘狉犵４（０．４２±０．０１，犘＜０．００１）、犈狉犵

（０．６１±０．０２，犘＜０．００１）、犜犲狀犆 （０．６４±０．０７，

犘＜０．００１），但显著性高水平表达软骨细胞标志物

犆狅犾２（６．８９±０．０６，犘＜０．００１）、犃犮犪狀 （６．５１±

０．０４，犘＜０．００１）、犕犃犜犖１（１４．５７±４．２１，犘＜

０．０１）。见图２。

图２　ＡＣＳＣ与软骨细胞相关基因表达比较　犘＜０．０１，
犘＜０．００１，对ＡＳＣＳ的ｍＲＮＡ水平

２．２　ＡＣＳＣ表面干细胞抗原的表达

流式细胞仪检测结果显示：ＡＣＳＣ高表达干细

胞表面阳性标志物ＣＤ４４和ＣＤ９０，分别为９６．６％

和６８．３％；但几乎不表达干细胞表面阴性标志物

ＣＤ３１、ＣＤ３４和ＣＤ４５，分别为０．０７２％、０．１４４％ 和

０．０７６％ （下页图３）。

２．３　ＡＣＳＣ单克隆形成能力

单克隆形成实验显示：经１４ｄ培养，单个ＡＣＳＣ可

以形成大于５０个细胞的单克隆细胞群，见下页图４。

·９２３·
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图３　ＡＣＳＣ表面干细胞抗原的表达

图４　光学显微镜下ＡＣＳＣ单克隆形成情况（×４０）

２．４　ＡＣＳＣ多系诱导分化情况

经过７ｄ连续成软骨诱导，ＡＣＳＣ阿尔新蓝染

色可见明显着色，即分泌较多软骨细胞的细胞外基

质和蛋白多糖（图５ａ）；经过１４ｄ连续成骨诱导，

ＡＣＳＣ的 ＡＬＰ表达量显著高于空白组（图５ｂ），茜

素红染色明显比空白组着色深，形成的矿化结节数

量也明显多于空白组（图５ｃ）；经过２１ｄ连续成脂诱

导，ＡＣＳＣ油红Ｏ染色呈显著的阳性，大量脂肪滴

着红色（图５ｄ）。

２．５　ＡＣＳＣ裸鼠移植成软骨能力检测

裸鼠皮下移植ＡＣＳＣ后１０ｄ取材，经石蜡包埋

切片及 ＨＥ和阿尔新蓝染色显示：细胞呈软骨细胞

样，并大量分泌软骨细胞的细胞外基质和蛋白多糖，

阿尔新蓝染色可见明显着色（图６）。

３　讨论

组织特异性干细胞的募集、增殖和分化是组织

损伤后最高效的修复途径。随着研究手段的更新，

近年来大量研究显示，在关节软骨表层存在一群具

有干细胞特性的细胞。

本研究利用纤连蛋白黏附法从新生３～５ｄ小

鼠的关节软骨表层成功分离出ＡＣＳＣ。此类细胞高

表达软骨表层细胞特异标志基因（犘狉犵４、犈狉犵、犜犲狀

犆）和低表达软骨细胞相关基因 （犆狅犾２、犃犮犪狀、

犕犃犜犖１），与文献
［１３１６］报道一致。此外，ＡＣＳＣ与

关节的软骨细胞在形态学上也存在显著差异。

ＡＣＳＣ类似成纤维细胞，无原代关节软骨细胞在低

密度培养时呈规则的多边形及融合时呈铺路石样的

形态特性。

干细胞表面标志物的表达水平在判断细胞特性

中起决定作用，但目前没有公认的单一性标志物，主

要采用几种标志物的组合。本研究通过流式细胞仪

分别检测２种干细胞阳性标志物（ＣＤ４４、ＣＤ９０）和３

种阴性标志物（ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５），结果表明，通

过纤连蛋白黏附法分离的 ＡＣＳＣ具有明显的干细

胞特性。自我更新和多系诱导分化能力是干细胞的

基本特征。克隆形成实验发现，单个ＡＣＳＣ可以形

成大于５０个细胞的单克隆细胞群 （发生大于５次

·０３３·
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的有丝分裂）；诱导培养条件下，ＡＣＳＣ分泌大量软

骨细胞的细胞外基质和ＡＬＰ，并生成矿化结节及发

生脂肪积聚，表现出很强的单克隆形成能力和三系

诱导分化能力（成软骨、成骨和成脂分化），说明

ＡＣＳＣ具有明显的干细胞特性；未经诱导的第６代

ＡＣＳＣ的裸鼠移植实验发现，细胞呈软骨细胞样并

大量分泌细胞外基质和蛋白多糖，进一步说明

ＡＣＳＣ具备体内自行向软骨细胞分化的能力。

图５　ＡＣＳＣ多系诱导分化能力检测

图６　ＡＣＳＣ裸鼠移植成软骨能力检测光学显微镜下所见（红色箭头所示为软骨细胞样细胞）

　　目前，软骨损伤修复主要采用其他组织来源的

ＭＳＣ（主要为骨髓 ＭＳＣ）体外大量扩增，或自体软骨

细胞移植。ＭＳＣ扩增培养过程中，由于自身有限的

增殖能力和容易去分化的特性，扩增后的软骨细胞

丢失软骨表型，导致移植区新形成的软骨最终变为

纤维软骨，无法达到透明软骨所具有的耐磨损和耐

压力的生物特性，严重影响后期临床效果。此外，自

体软骨细胞移植需要２次手术，带来的风险和痛苦

不为大多数患者所接受［１７１９］。理想的关节软骨修复

要求新生软骨具有与原关节软骨相同的分层结构、

·１３３·
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生物学特性及基质组分，并实现功能学恢复，而非仅

仅是填充缺损部位。Ｊｉａｎｇ等
［２０］和Ｓｅｏｌ等

［２１］发现，

关节软骨表层来源的关节软骨干／祖细胞能够分化

为软骨细胞，并且可以迁移至软骨损伤部位进行软

骨修复，但具体机制不清。激活内源性的关节软骨

干／祖细胞促进缺损部位自我修复为软骨再生提供

了可能性。因此，随着对 ＡＣＳＣ研究的深入，有望

实现依靠软骨损伤部位自有的表层干细胞形成种子

细胞，达到促进软骨损伤修复的目的。分离培养

ＡＣＳＣ是了解该细胞特性的第一步，本研究提供了

一种经济、有效的实验方法，可望促进生理和病理情

况下ＡＣＳＣ生物学行为的研究。
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６４（１１）：３６２６３６３７．

（收稿：２０１８０２０５）

（本文编辑：杨晓娟）

·２３３·


