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外周血来源的间充质干细胞在脱矿松质骨支架中的增殖
和成软骨能力的实验研究
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摘要 目的：研究外周血来源的间充质干细胞（PBMSCs）在3D多孔支架中的生物学行为。方法：将

兔 PBMSCs接种到猪脱矿松质骨（DCB）支架中，并以骨髓间充质干细胞（BMMSCs）以及关节软骨细胞

（ACCs）进行对照，通过扫描电镜观察3D环境中的细胞形态和分布；通过Live/Dead 染色检测细胞活性，

Hoechst33258法检测DNA含量，二甲基亚甲基蓝（DMMB）法检测糖胺聚糖（GAG）含量，酶联免疫吸附试

验（ELISA）和免疫荧光法检测二型胶原（COL 2）表达、RT-PCR法定量分析软骨分化相关基因的表达。

结果：扫描电镜（SEM）观察显示3种细胞在支架中均匀贴附，Live/Dead 染色显示接种3天后3种细胞存

活率相似（P>0.05），7天后3种细胞增殖能力以及DNA含量无明显差异（P>0.05）。PBMSCs和BMMSCs均
较ACCs分泌更多GAG，但COL 2分泌量相似。此外，PBMSCs和BMMSCs的聚集蛋白聚糖（AGC），COL 2
和碱性磷酸酶（ALP）等基因表达均明显上调（P<0.05）；而ACCs组这些基因的表达显著下调（P<0.05）。

MSCs组的COL 1表达趋于增加，而ACCs组中的表达趋于减少（P>0.05）。在成软骨诱导21天时，PBMSCs
和BMMSCs的COL 2和ALP表达较ACCs升高（P<0.05），AGC和COL 1表达与ACCs相比无显著差异（P>
0.05）。结论：外周血来源的间充质干细胞在异种脱矿松质骨支架中具有与骨髓间充质干细胞相似的良

好的增殖和成软骨能力，但体外培养条件下依然存在肥大软骨细胞基因表达的现象，需要对培养条件进

一步优化。
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Abstract Objective To study the biological behavior of peripheral blood mesenchymal stem cells
（PBMSCs） in 3D composite scaffolds. Methods The proliferation and chondrogenesis of rabbit PBMSCs
seeded on porcine cancellous bone （DCB） scaffolds were evaluated，and bone marrow mesenchymal
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stem cells （BMMSCs） and articular chondrocytes （ACCs） were used as controls. Cell morphology and
distribution in scaffolds were observed using scanning electron microscopy （SEM）. Live/Dead staining
was employed to detect cell viability，Hoechst 33258 method to measure DNA content，dimethylmeth⁃
ylene blue （DMMB） assay to detect glycosaminoglycan （GAG），enzyme- linked immunosorbent assay
（ELISA） and immunofluorescence to detect the content of type 2 collagen （COL 2），and RT-PCR to
analyze chondrogenesis-related gene expression. Results SEM showed that three kinds of cells uniformly
adhered and evenly distributed in DCB scaffolds. Live/Dead staining observed the similar viability of
the three kinds of cells three days after seeding （P>0.05）. There was no significant difference in the
proliferation ability and DNA content among three kinds of cells after seven days of in vitro culture.
After 21 days of chondrogenic culture，both PBMSCs and BMMSCs secreted more GAGs than ACCs，
while the secretion of COL 2 was similar to that of ACCs. Moreover，the gene expression of AGC，COL
2 and alkaline phosphatase （ALP） were significantly up-regulated （P<0.05） in PBMSCs and BMMSCs
but significantly down- regulated in ACCs （P<0.05）. The expression of COL 1 in MSCs groups dis⁃
played an increasing trend but a decreasing trend in ACCs group （P>0.05）. The gene expression of
COL 2 and ALP，but not of AGC and COL 1，in PBMSCs and BMMSCs was higher than those in
ACCs（P<0.05）. Conclusions PBMSCs and BMMSCs have similarly excellent proliferation and chondro⁃
genesis potential in 3D porous DCB scaffolds. However，hypertrophic gene expression is still observed
under in vitro culturing condition，suggesting the need to further optimize the culture system.

Key words mesenchymal stem cells，peripheral blood，cartilage injury，tissue engineering，scaffolds

关节软骨一旦损伤，其自身修复能力十分有限，基

于细胞的组织工程手段是一种具有良好前景的软骨修

复策略。自 1987 年以来，自体软骨移植（autologous
chondrocyte implantation，ACI）就被用于治疗软骨缺损

的治疗[1]. 然而，该技术存在诸多弊病，例如供区损伤，

可得到的细胞数量有限，体外扩增软骨细胞发生快速

去分化等[2，3]。因此，研究者们积极寻找软骨细胞的替

代来源作为种子细胞。因间充质干细胞（mesenchy⁃
mal stem cells，MSCs）的快速增殖以及多向分化能力，

来源于不同组织的MSCs得到广泛重视[4，5]。骨髓间充

质 干 细 胞（bone marrow mesenchymal stem cells，
BMMSCs）是目前最常用的MSCs，但可获得的骨髓样本

量少，创伤相对较大。在前期研究中，我们成功从新西

兰大白兔和大鼠的外周血中分离并扩增出外周血来源

的间充质干细胞（peripheral bloodmesenchymal stem
cells，PBMSCs）[6，7]。PBMSCs具有和BMMSCs相似的增

殖能力以及多向分化潜能，并且其可以大量微创获取

的特点非常适合临床应用，具有良好的应用前景。不

仅如此，相比BMMSCs，PBMSCs具有相似的生物学特

性，甚至更强大的成软骨分化能力[8]。

然而，此前多数关于 PBMSCs的研究都是基于 2D
平面培养的结果，这显然与细胞在体内所处的3D环境

是不同的。研究者们对PBMSCs在3D多孔支架中的生

物学行为知之甚少。对此方面进行深入研究，为后续

研究工作提供更加可靠和具有指导作用的 3D微环境

中的生物学行为，对于组织工程软骨的设计和构建大

有裨益。本研究的主要目的是对PBMSCs在脱矿松质

骨（demineralizedcancellous bone，DCB）支架中的生物

学行为进行深入研究。DCB是组织工程软骨构建中的

一种极为常见的生物活性支架。通过将同种异体兔来

源的 PBMSCs接种到猪 DCB支架后，对 PBMSCs的形

态、粘附、增殖、成软骨分化的能力进行评估和分析，并

与兔来源的BMMSCs以及关节软骨细胞（articular car⁃
tilage chondrocytes，ACCs）进行对照分析，以验证PBM⁃
SCs替代BMMSCs和ACCs作为种子细胞用于软骨缺损

修复的可行性。

1 材料和方法

1.1 实验动物实验动物、、主要材料主要材料、、试剂与仪器试剂与仪器

实验所用动物和实验设计均通过北京大学第三医

院动物伦理委员会论证和批准，新西兰大白兔（4周龄，

1 kg 左右）购自北京大学医学部动物实验中心。

AMD3100（Sigma，美国）淋巴细胞分离液（Ficoll-pa⁃
queTM，1.077 g/mL，美国），兔成软骨诱导培养基（RBX⁃
MX-90041，赛业）；Live/Dead 染色试剂盒（Invitrogen，
美国），Hoechst 33258 木瓜蛋白酶（Sigma，美国），

CCK -8（Cell Counting Kit-8，CCK-8）试剂盒（Dojin⁃
do，日本），COL 2酶联免疫吸附试验（enzyme-linked
immunosorbent assay ，ELISA）试剂盒（Cloud-clone，美
国），激光共聚焦显微镜（Leica，德国），多功能酶标仪

（Thermoscientific，美国）。

1.2 细胞培养细胞培养
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1.2.1 外周血外周血MSCMSC的动员的动员，，分离和培养分离和培养

连续5天按50 μg/kg的剂量在兔皮下注射粒细胞

集落刺激因子（granulocyte colony-stimulating factor，
G-CSF），末次注射24 h后按5 mg/kg的剂量静脉注射

趋化因子受体-4（chemokine receptor-4，CXCR4）拮抗

剂AMD3100。在注射AMD3100一小时后，耳缘静脉取

血 10 mL加入到含Ficoll淋巴细胞分离液的离心管中

离心后吸取富含单个核细胞的白膜层细胞，磷酸盐缓

冲液（phosphate buffer solution，PBS）洗涤后重悬于α-
MEM 完全培养基（含有 10% FBS，100 U / mL 青霉

素，100 μg/ mL链霉素，25 ng/mL两性霉素 B，2 mM
L-谷氨酰胺），置于 37°C含 5％CO2和一定湿度的培养

箱中孵育。经过3～4天后弃去非贴壁细胞和碎片，此

后每 3～4天更换完全培养基一次。大约 10～15天细

胞达到80%～90%融合。收集第4代PBMSCs细胞用于

后续实验。

1.2.2 BMMSCsBMMSCs的分离和原代培养的分离和原代培养

在麻醉和无菌条件下，从兔髂骨抽吸 3 mL骨髓。

每份骨髓样本用 1：1 PBS稀释，同样以密度梯度离心

法分离单核细胞，PBS洗涤后，重悬于α-MEM完全培

养基（含有10% FBS，100 U / mL青霉素，100 μg/ mL
链霉素，25 ng/mL两性霉素B，2 mM L-谷氨酰胺），置

于37°C含5 %CO2和一定湿度的培养箱中孵育。传代

和扩增见PBMSCs分离和培养，收集第4代BMMSCs细
胞用于后续实验。

1.2.3 新西兰大白兔关节软骨细胞的提取与培养新西兰大白兔关节软骨细胞的提取与培养

取 3周龄新西兰大白兔膝关节软骨，含 1%双抗的

PBS 溶液反复冲洗后，使用眼科剪剪成1mm3大小的碎

片；用 0.2%2型胶原酶消化法将软骨碎片在 37°C培养

箱内消化4～6 h；离心弃上清液，加入DMEM完全培养

基（含有10% FBS，100 U / mL青霉素，100 μg/ mL链

霉素，25 ng/mL两性霉素B），置于37 ℃ CO2培养箱中

培养（饱和湿度，5%CO2）。5～7天后，待原代ACCs融合

90%以上，使用0.25%胰酶/0.1%EDTA消化，直至细胞以

及软骨碎片从皿底脱落，使用含 10% FBS 的DMEM培

养基终止消化。使用P2代ACCs用于后续实验。

1.3 支架制备支架制备，，表征以及与细胞复合培养表征以及与细胞复合培养

1.3.1 猪脱矿松质骨支架的制备猪脱矿松质骨支架的制备

取家猪膝关节股骨远端以及胫骨近端，剔除周围

软组织，自来水冲洗干净，蒸馏水浸泡；使用电动摆锯

制成厚度 1～2 mm的薄片，去除骨碎屑，血块，以及脂

肪组织；5%盐酸脱钙 7天，蒸馏水洗；浓度为 1∶1的甲

醇/氯仿液中脱脂48 h，蒸馏水洗；3%双氧水H2O2中浸

泡 4 h，蒸馏水洗；采用冷冻干燥机将DCB冻干 48 h；
最后用角膜环钻裁剪成直径6 mm，高度2 mm圆柱形

支架，60Co消毒备用。

1.3.2 支架表征测定支架表征测定

将支架切成薄片，喷金 60 s，然后用扫描电镜

（scanning electronic microscopy，SEM）观察微观结构，

并随机选取DCB电镜图片 3张，每张图测定 20个孔的

最大直径，采用 Image-pro Plus 6.0软件计算60个孔的

平均孔径。

1.3.3 PBMSCsPBMSCs、、BMMSCsBMMSCs、、ACCsACCs和支架材料的复合和和支架材料的复合和

培养培养

3种细胞均以相同方法接种，将 40 μL（5.0×105

cells）细胞悬液接种到DCB支架上（直径 5 mm，厚度 2
mm）。待细胞充分粘附后，加入含 2 mL10%FBS的α-
MEM（用于MSCs-DCB复合培养）或10%FBS的DMEM
（用于ACCs-DCB复合培养）。最后放置在37°C，5% CO2

孵育箱中培养，培养第 3天改用兔成软骨诱导培养基

（RBXMX-90041；赛业）成软骨诱导培养，每3天换液。

1.4 细胞形态学细胞形态学、、活性和增殖检测活性和增殖检测

1.4.1 细胞在支架上的分布以及形态观察细胞在支架上的分布以及形态观察

细胞DCB支架复合物在生长培养基中培养 24小

时后取出；PBS洗 5分钟后，入 2.5%的戊二醛固定过

夜；梯度酒精脱水后临界点干燥；高度真空中喷金 60
s，形成5 nm金涂层；用SEM观察。

1.4.2 细胞活性检测细胞活性检测

细胞DCB支架复合物在生长培养基中培养 72小

时后取出；PBS 溶液浸洗，Live/Dead工作液中，置于

37°C孵育箱中染色60 min；PBS浸洗2遍；在激光共聚

焦显微镜下观察。

1.4.3 CCK-CCK-88测定细胞增殖测定细胞增殖

在体外培养的不同时间点，如1、5、7天时，吸净培

养基，PBS浸洗 2 min；每个支架加入 20 μL的CCK-8
以及 180 μL培养基，37°C孵育 2 h；酶标仪测定 450
nm波长处的孵育液吸光度。

1.5 DNADNA以及细胞外基质分泌含量检测以及细胞外基质分泌含量检测

1.5.1 DNADNA以及以及GAGGAG含量测定含量测定

DNA含量测定：体外成软骨诱导培养14、21天后，

取出支架，滤纸吸干，微量天平称量湿重；将支架加木

瓜蛋白酶裂解液（木瓜蛋白酶 125 μg/mL，0.1 M乙酸

钠，5 mM L-半胱氨酸盐酸，0.05 M EDTA；pH=6.0），

眼科剪将支架剪碎，60°C水浴裂解 48小时；取支架裂

解液，通过Hoechst-33258（2 μg/mL）37°C避光孵育 1
h标记DNA，酶标仪设定波长 360 nm，发射光波长 460
nm测定裂解液荧光强度；根据标准曲线计算裂解液的

DNA含量。取上述支架裂解液以 1，9-二甲基亚甲蓝

（dimethylmethyleneblue，DMMB）法测定波长525 nm的

孵育液吸光度；用硫酸软骨素标准品（Sigma）作出浓度

与吸光度的标准曲线；根据标准曲线算出待测支架裂

解液的GAG 含量；GAG含量与同一样本支架的DNA
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含量的比值作为该支架上细胞分泌GAG含量。

1.5.2 共聚焦显微镜检测共聚焦显微镜检测COLCOL 22分泌分泌

体外培养3周后，取出支架PBS冲洗，4%多聚甲醛

固定 60 min；PBS冲洗 15 min；10% FBS封闭 1 h；小
鼠抗兔Ⅱ型胶原抗体 4°C过夜孵育，PBS冲洗；Alexa
594 标记的羊抗小鼠二抗室温孵育 2 h，PBS 冲洗，

Hoechst-33258工作液 500 μL，室温 5 min；激光共聚

焦显微镜观测骨特异性基因2型胶原（collagen type 2，
COL 2）。
1.5.3 ELISAELISA测定测定COLCOL 22含量含量

在体外成软骨诱导培养后 14 和 21 天时使用

Cloud-clone Collagen Type 2 ELISA检测试剂盒对支

架裂解液所含COL 2进行定量检测，操作按说明书进

行。

1.6 RT-PCRRT-PCR检测软骨分化相关基因表达检测软骨分化相关基因表达

通过RT-PCR 检测透明软骨特异性基因聚集蛋白

聚糖（aggrecan，AGC），COL 2，纤维软骨基因 1型胶原

（collagen type 1，COL 1），成骨基因碱性磷酸酶（alka⁃
line phosphatase，ALP）。利用 Trizol提取RNA，按 Pro⁃
mega逆转录试剂盒说明书进行mRNA逆转录扩增操

作，以磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）为内参照，引物序

列见表 1。PCR反应条件：95°C变性 10 min，95°C15s，
60°C 1min，40个循环，mRNA相对表达量用 2-△△Ct表

示。

表1 RT-PCR引物序列

COL 1
COL 2
ACG
ALP

GAPDH

Forward primers (5’-3’)
TGGCAAGAACGGAGATGACG
CCACGCTCAAGTCCCTCAAC
CGTGGTCTGGACAGGTGCTA
CGACACGGACAAGAAACCCT
CCATCACCATCTTCCAGGAG

Reverse primers (5’-3’)
GCACCATCCAAACCACTGAA
AGTCACCGCTCTTCCACTCG
GGTTGGGGTAGAGGTAGACG
TGTTGTGAGCGTAGTCCACC
GATGATGACCCTTTTGGCTC

1.7 统计学分析统计学分析

采用GraphPad Prism 6.0软件进行标准误、方差分

析（三组数据比较）、Student-t检验（两组数据比较）等

统计学分析，当P值小于0.05时，差异具有显著性。

2 实验结果

2.1 DCBDCB支架制作及表征测定支架制作及表征测定

电镜观察可见DCB具有大量天然的高度联通的多

孔结构，孔径范围 137.9～558.1 μm（图 1A），平均孔

径 332.3 ± 136.7 μm，平均孔隙率 77.9% ± 0.03%
（图1B）。

（A）DCB支架肉眼观（标尺= 5 mm）；（B）DCB支架显示高

度互相联通的多孔结构（标尺= 500 μm）。

图1 支架大体形态观察以及扫描电镜下微观形貌

2.2 细胞在细胞在DCBDCB支架上的存活支架上的存活，，增殖分析增殖分析

体外培养 24 h后，SEM观察发现 3种细胞均在

DCB支架的表面以及孔隙的侧壁上紧密贴附，部分区

域可见细胞成簇分布。PBMSCs与BMMSCs为长梭形

或多角形。而ACCs类似鹅卵石样或多角形（图 2 A-
C）。体外培养 72 h后，大量细胞活性良好（图 3A-
C）。如图 4所示，CCK-8法检测发现第 1天MSCs数量

多于 ACCs，但第 5 天时 3 组细胞的数量无显著区别

（P>0.05），第 7天 PBMSCs细胞数较 BMMSCs略增加，

但3组细胞数较第5天无显著增加（P>0.05）。

A：BMMSCs，B：PBMSCs，C：ACCs（标尺=50 μm）

图2 扫描电镜显示不同细胞在DCB支架上体外培养

24小时后在DCB支架表面形态

A：BMMSCs，B：PBMSCs，C：ACCs，（红色：死细胞；绿色：活

细胞；标尺500 μm）

图3 激光共聚焦显微镜显示细胞在DCB支架上体外培养

72小时后的细胞活性

A B

5mm 500μm

BA C

50μm

A B C

0 μm500
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#P<0.05，与同一时间点ACCs组相比；**P<0.01
图4 CCK-8检测细胞增殖（n=3）

2.3 细胞在细胞在DCBDCB支架上的软骨细胞外基质分泌支架上的软骨细胞外基质分泌

在体外培养3天后DCB支架上的细胞DNA含量也

逐渐增加。第14天PBMSCs的DNA含量与BMMSCs和
ACCs相似（图 5A）。体外培养 21天后，两种MSCs的
DNA含量相似，但 PBMSCs略高于ACCs组（P<0.01）。

ACCs的GAG早期大量表达，但体外培养 14天后逐渐

下降。PBMSCs和 BMMSCs的GAG表达持续增加（图

5B）。在体外培养14天MSCs的GAG分泌量与ACCs相
似，在 21天时，MSCs的GAG含量多于ACCs组。在各

时间点，PBMSCs和BMMSCs组的GAG含量均无显著差

异。如图 6所示，体外成软骨诱导培养 3周后MSCs周
围均出现细胞外高强度COL 2表达，且与软骨细胞相

似。如图7所示，ELISA法检测细胞外基质COL 2分泌

情况发现 3种细胞支架在共培养 3周过程中COL 2分
泌均逐渐增加。接种ACCs的DCB支架分泌COL 2逐
渐减少，但COL 2在第 21天时仍然高于接种MSCs的
DCB支架。

#P<0.05，与同一时间点ACCs组相比；*P<0.05，**P<0.01
图5 DNA含量测定（A）和DMMB法检测GAG含量（B）（n=3）

A：BMMSCs，B：PBMSCs，C：ACCs（标尺=10 μm）

图6 支架内细胞体外成软骨诱导3周后3组细胞均显示

高强度COL 2表达

#P<0.05，与同一时间点ACCs组相比；**P<0.01
图7 ELISA法检测COL 2的分泌含量（n=3）
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2.4 基因表达分析基因表达分析

3组细胞间的基因表达在体外诱导培养14天和21
天时均有显著区别（图8）。与14天比较，MSCs组在21
天时的透明软骨特异性基因（AGC，COL 2）表达明

显上调（P<0.01），成骨基因 ALP相比升高（P<0.01）。

ACCs组在 21天时的透明软骨基因和成骨基因ALP相

比 14天显著下调（P<0.01）。MSCs组的纤维软骨基因

COL 1表达趋势逐渐增加，而ACCs组表达趋势逐渐减

少。此外，3种细胞组之间的基因表达也有显著区别。

在成软骨诱导 14天时，PBMSCs和 BMMSCs表达 COL
2，AGC，COL 1和ALP的水平仍然显著低于ACCs（P<
0.05）。在 21天时，MSCs组的COL 2和ALP的基因表

达显著高于ACCs组（P<0.05）；MSCs组AGC的表达虽

增加，但仍弱于ACCs（P<0.05）；MSCs的COL 1表达水

平和ACCs无显著差异（P>0.05）。

#P<0.05，与同一时间点ACCs组相比；**P<0.01
图8 RT-PCR法检测3种细胞COL 2，AGC，COL 1以及ALP的基因表达含量（n=3）

3 讨论

本研究比较了 PBMSCs、BMMSCs和ACCs三种细

胞在DCB支架的 3D微环境中的增殖以及成软骨分化

能力。发现 PBMSCs在DCB中维持增殖，且细胞活性

良好；PBMSCs在DCB中可以分化为软骨细胞并且分泌

大量软骨特异性细胞外基质；在 3D培养条件下，PBM⁃
SCs具有与BMMSCs相似的增殖以及向软骨细胞分化

的能力。目前对于PBMSCs的生物学行为研究多数是

基于2D平面培养的结果，本研究对PBMSCs在体外3D
微环境中的细胞生物学特性进行详尽研究，具有创新

性。

SEM观察发现，3种细胞均能够贴附在DCB支架

的表面和孔的侧壁。体外培养 3天后，共聚焦显微镜

观察发现 PBMSCs在DCB上的分布均匀，支架内部中

也有大量细胞，死细胞极少，因此 PBMSCs 具有

BMMSCs和 ACCs相似的细胞活性。此外，CCK-8和

DNA含量检测发现 PBMSCs数量逐渐增加，上述这些

结果均表明PBMSCs具有良好的生物增殖和软骨分化

能力，同时猪来源的DCB支架具有良好的生物相容性。

DMMB和ELISA检测结果表明在成软骨诱导培养

3周后，PBMSCs和BMMSCs产生的GAG和COL 2逐渐

增加，在 21天时，GAG含量已明显高于ACCs；荧光检
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测发现3种种子细胞分泌的COL 2水平相似（图6），但

ELISA定量检测结果表明MSCs组的COL 2的蛋白水

平仍然低于ACCs组。此外，干细胞向软骨细胞分化伴

随着一系列软骨特异性基因的表达，包括COL 2，AGC
等。3D环境中体外成软骨诱导培养 3周后，外周血和

骨髓来源的MSCs都能表达AGC和COL 2，且AGC表

达水平与ACCs相似，但 COL 2的基因表达水平高于

ACCs。因为GAG和COL 2是软骨基质中的重要多糖

类物质和主要胶原，我们可以认为PBMSCs在 3D微环

境以及成软骨诱导因子的双重作用下成功分化为软骨

细胞。尽管第21天时PBMSCs和BMMSCs的COL 2基
因表达水平均强于ACCs组，但ELISA结果提示MSCs
的COL 2蛋白表达水平仍然弱于ACCs组。基因表达

和蛋白表达的不一致可能与此前报道的mRNA转录后

调节有关 [9]。例如，miRNAs可以通过对mRNA的降解

或者沉默来调控骨关节炎进程以及成软骨过程中的蛋

白质转录[10]。此外，本研究中ACCs在21天时仍然分泌

更多COL 2可能与我们使用较早代数的ACCs（P3）有

关。有研究发现在支架中培养的MSCs分泌的COL 2
或者AGC与ACCs相似甚至更多 [11-14]。这些研究中所

采用的软骨细胞是骨关节炎的ACCs或者体外扩增多

次的ACCs。
RT-PCR结果提示ALP和COL 1在体外培养3周后

升高，这一现象与MSCs的自发成骨能力有关[15]。但纤维

软骨基因COL 1和成骨基因ALP的表达水平远远低于

透明软骨基因COL 2和AGC。与基线水平（第3天）相

比，在DCB中成软骨诱导培养的条件下MSCs和ACCs仅
有低水平的ALP和COL 1水平的表达。此外，纤维软骨

基因COL 1和成骨基因ALP的表达还与材料本身的性

质有关。有研究表明材料本身影响细胞的粘附、生长和

分化[16]。COL 1是骨基质有机物的主要成分，也是纤维

软骨的主要成分，被认为可以促进骨生成[17，18]，因此可能

与DCB支架中种子细胞表达COL 1和ALP有关 [19-22]。

其他材料制作的支架也发现了这两种基因的升高[12，23，

24]，这提示在体外条件下维持MSCs或者ACCs的软骨细

胞表型，杜绝软骨细胞发生肥大或者分化成为成骨细

胞还需要更多深入的研究。

两种来源的MSCs在DCB支架中进行成软骨诱导

培养未显示明显成软骨特性的差异，这可能与PBMSCs
是由骨髓中的MSCs动员而来[25]，而且3D的细胞培养条

件比平面培养更能模仿体内的微环境[26，27]有关。不同

的3D微环境对MSCs的成软骨能力也有影响[28，29]，还需

要更多的比较研究进一步评价在不同的 3D支架中，

PBMSCs增殖和成软骨能力的变化。

DCB是常用的软骨组织工程的 3D培养支架 [21，30]；

相对于同种异体骨而言，猪来源的DCB更加广泛和易

于获取，也更有可能应用于临床，因此，在本研究中我

们选取了猪来源的DCB。DCB的主要成分是COL 1，
经过脱蛋白处理后其抗原表面决定簇被破坏，不会导

致免疫反应[31]，3种细胞和DCB之间良好的生物相容性

提示DCB是一种安全的生物活性材料，具有良好的组

织工程软骨应用前景。

本研究主要在天然材料DCB中进行，还存在一些

不足之处。PBMSCs在其他材料制备的支架，如高分子

支架中的生物学特性还需要进一步验证。

4 结论

外周血来源的间充质干细胞在异种脱矿松质骨支

架中具有与骨髓间充质干细胞相似的良好的增殖和成

软骨能力，但体外培养条件下依然存在肥大软骨细胞

基因表达的现象，需要对培养条件进一步优化。鉴于

外周血来源广泛，可微创获取，因此外周血来源的间充

质干细胞可以作为一种极具应用前景的新型种子细胞

用于组织工程软骨构建。
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