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关节软骨在损伤后缺乏自身修复能力，寻找合适的替代

软骨修复损伤是近年的研究热点。 体外构建组织工程软骨是

修复软骨损伤的一种新手段 [1]，并且随着研究的深入，力学刺

激，尤其是压应力对软骨细胞在三维支架中黏附生长及分泌

细胞外基质等的作用越来越受到重视。 有研究表明，周期性

压力能促进软骨细胞的增殖和基质的分泌 [2]。 聚乳酸（poly-
lactic acid， PLA）支架是软骨研究中的常用支架材料，具有较

好的力学强度，能传导应力并为细胞提供三维生长环境。 在

本研究中， 笔者着重观察软骨细胞在体外三维 PLA 多孔支

架上受到循环压应力时的增殖情况及形态改变。
1 材料与方法

1.1 主要试剂及仪器
DMEM 高糖培养基，Ⅱ型胶原酶，胰蛋白酶，新生小牛血

清，磷酸缓冲液（PBS），多聚甲醛，2.5%戊二醛；1.5 cm×0.5 cm×
0.5 cm 聚乳酸（polylactic acid，PLA）多孔支架（济南岱罡生物

工 程 有 限 公 司 ），孔 隙 率 85%；二 氧 化 碳 培 养 箱 （Thermo 公

司，美国），动态力学反应器（Bose 公司，美国），Nikon 倒置成

像系统（Nikon 公司，日本），Leica 光学显微镜（Leica 公司，德

国），扫描电镜（Quanta 200，FEI 公司，美国）。
1.2 实验方法

无菌条件下取 1 月龄新西兰白兔膝关节软骨，含双抗的

PBS 反复清洗，剪碎成 1 mm×1 mm 大小组织块，加入适量Ⅱ型

胶原酶，37℃消化 4 h；收集细胞，1 500 rpm 离心 5 min，去上

清，加入含 20%小牛血清的 DMEM 高糖培养基，吹打成混悬

液，接 种 到 25 cm 的 培 养 瓶，扩 增 传 代 后，选 择 二 代 软 骨 细

胞，0.25%胰蛋白酶-EDTA 消化收集后， 以 106 个/支架接种

到 PLA 多孔支架上。 培养 7 d 后，将复合软骨细胞的支架分

为四组，每组两个标本。 无压力组为不加压力的静态培养；其

他三组置于动态力学反应器， 分别施以 0.5、1、2 N 的动态循
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[摘要] 目的 探讨在三维多孔支架环境里动态循环压力刺激对软骨细胞的作用。 方法 原代培养兔软骨细胞， 传代

扩增后接种于 1.5 cm×0.5 cm×0.5 cm 聚乳酸多孔（polylactic acid，PLA）支架，培养 5 d 后，施加 0.5、1、2 N 的正弦动

态循环压力，频率 0.017 Hz，加压 8 h，以无压力组（0 N）作为对照。 标本做扫描电镜及组织学切片染色，观察细胞数

量、形态及排列的变化。 结果 在三维 PLA 多孔支架上，扫描电镜观察到，动态压力组细胞的增殖比无压力组更多，
排列也更加有序；动态压力为 2 N 的时候，细胞增殖、形态比 1、0.5 N 及无压力组更好，贴附细胞计数与 1、0.5 N 及

无压力组相比差异有统计学意义 （P ＜ 0.05）。 结论 动态循环压力对于三维培养条件下的软骨细胞有促进增殖和

有序排列的作用，但何种强度的压力更适合体外构建组织工程软骨尚需进一步研究。
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[Abstract] Objective To investigate the effect of dynamic compressive stress on 3 -dimentional cultured chondrocytes.
Methods Chondrocytes of New Zealand rabbit were obtained and proliferated on polylactic acid (PLA) porous scaffold with
a size of 1.5 cm×0.5 cm×0.5 cm. The cell-scaffold composites were divided into 4 groups, and were exposed to 0, 0.5, 1 and
2 N dynamic cyclic compressive stress respectively for 8 hours (in a frequency of 0.017 Hz). Scanning electronic microscope
was performed to examine the cell morphology on the scaffold, and histological staining was used to observe the cell prolif -
eration and arrangement on the scaffold after compressive stress stimulation. Results On the 3-D PLA scaffold, cells prolif-
erated and arranged better when they were exposed to dynamic cyclic compressive stress, and 2 N group was better than 1,
0.5 and 0 N groups (P ＜ 0.05). The number of cells attached to scaffold in 2 N group was significantly different from that
of 1, 0.5 and 0 N groups (P ＜ 0.05). Conclusion Dynamic cyclic compressive stress may be beneficial to chondrocytes pro-
liferation and arrangement on 3-D scaffold, but what extend of strength will be the best condition needs further study.
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环压力，10 min 一个正弦周期（频率 0.017 Hz），加压 8 h。 软

骨细胞-PLA 支架标本分别以 2.5%戊二醛固定，送扫描电镜

观察，多聚甲醛固定，石蜡包埋切片，HE 染色观察。每组切片

随机选取 5 个视野，计数支架材料上的贴附细胞，取均值做

统计学分析。
1.3 统计学方法

采用 SPSS 15.0 统计学软件进行数据分析，计量资料数据

用均数±标准差（x±s）表示，多组间比较采用方差分析，组间

两两比较采用 LSD-t 检验；以 P < 0.05 为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 扫描电镜
未施加动态压力的软骨细胞-PLA 在电镜下可见细胞呈

扁平状铺展，胞体不规则收 缩，可 见 细 胞 核 隆 起，细 胞 数 量

少；0.5 N、1 N 及 2 N 动态压力作用后的软骨细胞在支架上

呈拉丝状伸出伪足，胞体形态较圆，其中以 2 N 动态压力组

此种形态细胞最多见（图 1）。

A ：0.5 N 动态压力组可见少量细胞沿支架表面分布，伪足伸展；B：1
N 动态压力组细胞沿支架表面分布，有拉丝状伪足伸出；C：2 N 动态压力

组多数细胞沿支架表面分布，有拉丝状伪足伸出；D：无压力组细胞散在，
胞体不规则，扁平样贴附生长

图 1 软骨细胞在 PLA 多孔支架表面的扫描电镜观察（1 000×）

2.2 HE 染色观察
无压力组的细胞在支架材料的空隙间及表面呈无序、散

在贴附生长，细胞量少；0.5 N 动态压力组的软骨细胞相较于

1 N 和 2 N 动态压力组，细胞形态呈展开状，分布较零散；2 N
动态压力组可见在支架孔隙表面，有均匀分布，呈条状排列

的软骨细胞，数量较多，比 1 N 动态压力组具有更密集的贴

附生长以及更明显的排列方向一致性（图 2）。 四组贴附细胞

计数情况见表 1。
3 讨论

各种原因导致的关节软骨损伤是临床的常见疾病，异体

软骨移植、假体代替以及自体骨膜移植等治疗方法效果不甚

理想。 组织工程化软骨为关节软骨的修复提供了新的途径，
但是在体外简单的培养，软骨细胞与支架材料的复合物在胶

原基质以及力学强度等各方面都无法达到正常软骨组织的

要求。有研究发现，静态压力对软骨组织有抑制作用[3-4]，而动

态的压力刺激可以使软骨细胞分布更加均匀，改善细胞微结

构，刺激细胞外基质的分泌[5-6]。
Martin 等 [7]研究认为，生理条件下不同组织的受力环境

是 不 同 的，对 特 定 组 织，力 的 施 加 方 式 、强 度 、频 率 都 尚 需

要详细研究。 周期性压力可以促进软骨细胞的增殖和分泌

基质，不同频率的周期性压力的作用效果不同。 范卫民等 [8]

对 比 三 种 不 同 频 率 的 周 期 性 压 力 发 现 ，0.1 Hz 与 0.01 Hz
周期压力能更好地 促 进 软 骨 细 胞增 殖，并 且 分 泌 更 多Ⅱ型

胶 原 和 糖 胺多 糖，而 在 达 到 1 Hz 频 率 时，软 骨 细 胞 增 殖 及

基质分泌则低于无压力刺激组。 持续的周期性压力也会抑

制软 骨 细 胞 的 正 常 功 能，有 研 究 发 现，持 续 施 加 24 h 压 力

可使软骨细胞的Ⅱ型胶原表 达 下 调 并 出 现 凋 亡 [9]。 盛 英 俊

等 [10]发现，采用 0~200 kPa、1 Hz 的动态压力，作用 8 h 能获

得促进软骨细胞 增 殖，Ⅱ型 胶 原 及 糖 胺多 糖 表 达 的 最 好 效

果。 上述实验 的 支架 采 用 的 是 无 纺 网 支 架，对 动 态 应 力的

反应与实际的体 内 环 境 尚 有 差 别。 有 研 究 者 认 为，在 三 维

条 件 下，施 加 动 态 压 力 ，有 助 于 软 骨 细 胞 表 型 的 分 化 和 维

持 [11-13]。
在本实验中，笔者采用立体的三维多孔 PLA 支架，模拟

体内软骨细胞的生长环境，了解在此情况下，周期循环压力

对软骨细胞的影响。 根据之前的文献数据，本研究选择了有

利于刺激软骨细胞增殖及分泌基质的频率（0.017Hz）以及时

A：0.5 N 动态压力组仅见少量平行排列的细胞， 且形态较扁圆；B：1
N 动态压力组细胞数量相对增多， 但贴 附材 料生 长的 细胞形 态稍 呈圆

形；C：2N 动态压力组可见较多细胞贴附材料生长， 有一致的拉伸方向，
形态细长；D：无压力组细胞散在，稀少，形态不规则

图 2 软骨细胞-PLA 支架复合物 HE 染色（200×）

无压力组

0.5 N 动态压力组

1 N 动态压力组

2 N 动态压力组

1.6±1.67
1.4±1.14
5.2±2.59*

13.2±8.98*#&

组别 细胞计数（106/mL）
表 1 四组贴附细胞计数情况（x±s，n = 5）

注：与无压力组比较，*P < 0.05；与 0.5 N 动 态压 力组 比较，#P < 0.05；
与 1 N 动态压力组比较，&P < 0.05

（下转第 15 页）
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长（8 h）。 PLA 三维多孔支架相对于无纺网有更加良好的力

传导性能，采用动态压力并以正弦方式加压时，笔者观察到

的确有促进细胞增殖和均匀分布的效果，细胞形态也随压力

刺激而有所变化，沿应压力作用施加的方向排列。 对比无压

力组、0.5 N 动态压力组、1 N 动态压力组以及 2 N 动态压力

组，在同样施力变化频率及作用时间相同的条件下，细胞贴

附生长数差异有统计学意义（P < 0.05），显示以 2 N 动态压

力组效果最佳。 这与之前在无纺网支架上观察到的效果相

似。 对于此类有一定力学强度的三维多孔支架材料，软骨细

胞在其中生长的受力情况更接近体内环境；在适宜的动态周

期循环压力作用下， 其Ⅱ型胶原和糖胺多糖的合成分泌情

况，有待于下一步的研究。
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状态下的 DIC 发生[13]。 TF 一旦启动凝血途径，血管内皮细胞

（VEC）上的 TFPI 将迅速改变构型，与 TF 介导的凝血因子复

合物结合形成失活的 FⅩa-TFPI-FVⅡa-TF 而发挥其抗凝

功能[14]。 游离的TFPI 可能反映 VEC 的持续损伤，导致锚着于

其上的高活性 TFPI 脱落。 因此，同时检测游离的 TF 和 TFPI
水平，既可反映各自表达的动态变化，也能反映凝血功能的

异常[15]。本实验结果显示：造模组术后 2 h，TF 浓度和 TFPI 浓

度显著升高，其后，TF 的表达呈进行性上升，而 TFPI 并没有

进一步升高。说明脓毒症早期各种效应细胞表达并产生了大

量的游离 TF，启动并激活凝血系统，而后 TF 与 TFPI 的不同

步升高，表明了脓毒症时存在凝血激活持续亢进状态，而抗

凝的物质在质和量上出现了相对的不足。 TFPI 是正常附属

于内皮渠道的蛋白聚糖 （PGs），PGs 是黏多糖 GAGs 绑定的

一个核心蛋白，在脓毒症中，促炎细胞因子减少在内皮表面

的 GAGs 合成体，可以因此影响 TFPI 的功能，这也影响了凝

血激活和抗凝过程的平衡，导致了凝血的激活与亢进[16]。
综上所述，脓毒症时存在血小板减少和凝血异常，在凝

血激活与亢进的同时，TF、TFPI 表达出现不同步增加。 由此

推测，TF、TFPI 表达增加的失衡可能是诱发凝血异常进而参

与 MODS 发生的关键因素。
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