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摘要　 目的 　 研究关节腔注射人脐带来源间充质干细胞

（ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ）对大鼠膝关节软骨缺损的修复作用及部分机

制。 方法　 舒泰 ５０ 麻醉大鼠后，在大鼠股骨滑车沟采用电

钻造成 ２ ｍｍ ×２ ｍｍ 的骨软骨缺损。 术后一周将动物分为

模型组和 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植组，另设假手术组作为对照。 ｈＵＣ⁃
ＭＳＣｓ 移植组关节腔注射 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ（２ × １０６ 个细胞，５０ μｌ），
假手术组和模型组关节腔注射等量生理盐水作为对照。 大

鼠在细胞移植后第 １０ 周麻醉处死。 通过体视显微镜、组织

病理学和免疫荧光分析评估 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 对受损软骨的修复

作用。 体外培养大鼠原代软骨细胞，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测 ｈＵＣ⁃
ＭＳＣｓ 对软骨细胞的增殖与迁移作用。 结果 　 关节腔注射

ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 可提高 ＩＣＲＳ 评分，缺损部位修复相对完整，有大

量软骨细胞和基质填充，具有明显的修复作用。 ＨＥ、番红固

绿及 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示，ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 组损伤部位与周围正

常关节软骨组织差异无显著性。 与模型组相比，ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ
组Ⅰ型胶原（ＣｏｌⅠ）水平下降，Ⅱ型胶原（ＣｏｌⅡ）水平上升，
增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）阳性细胞数增加，性别决定区域 Ｙ
相关的高迁移率族框 ９（ＳＯＸ９）表达水平及入核增加。 体外

共培养结果显示，ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 可促进软骨细胞增殖和迁移。
结论　 关节腔移植 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 可促进关节软骨缺损修复，其
机制可能与保护软骨基质和促进软骨细胞增殖迁移有关。
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　 　 关节软骨受损作为骨关节炎最常见的危险因素

之一，通常是由于磨损或损伤而导致［１］。 关节软骨

作为一种高度分化的组织，自我修复能力有限［２］。
软骨缺损大多是无症状的，如果不能及时发现并治

疗通常会逐渐加重为骨关节炎［３］。 传统的治疗方

法包括微骨折、自体软骨细胞移植等。 虽然取得了

一些成功，但存在一定的局限性阻碍其临床应

用［４］。
间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＭＳＣｓ）

疗法在许多研究和临床试验中显示出良好的治疗效

果［５ － ６］。 ＭＳＣｓ 因其多系分化潜能和免疫调节能力

而成为软骨再生的可替代细胞来源。 ＭＳＣｓ 可以从

各种组织中分离出来，包括人的脐带［７］ 等。 人脐血

源性间充质干细胞（ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙ⁃
ｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ）具有细胞采集无创、免疫

原性低的优点，提供足够的细胞作为细胞治疗的异

体来源［８］。 尽管 ＭＳＣｓ 及其在基于细胞的再生医学

中的应用的信息越来越多，但 ＭＳＣｓ 在软骨修复中

的作用和机制仍不清楚［９］。 该实验以膝骨软骨缺

损大鼠模型为对象，观察关节腔移植 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 对

软骨修复的作用，为临床治疗关节软骨缺损提供实

验依据。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物 　 雄性 ＳＰＦ 级 １０ 周龄 ＳＤ 大鼠，体
质量约 ２８０ ～ ３２０ ｇ，购自斯贝福（北京）生物科技有

限公司，合格证号：ＳＣＸＫ（京）２０１９⁃０１００，用于制备

关节软骨缺损模型。 雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠，体质量

约 １２０ ｇ，安徽省实验动物中心提供，合格证号：
ＳＣＸＫ（皖）２０１７⁃００１，用于制备关节软骨细胞。 本实

验已通过安徽医科大学临床药理研究所动物实验伦

理审查委员会批准（编号：ＰＺ⁃２０２０⁃０４４）。
１． ２　 细胞与试剂　 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ（批号：ＮＣＭ１９１２Ｐ３）
由安徽中盛溯源生物科技有限公司提供，实验前均

进行表型鉴定、计数和活力检查。 兔抗Ⅰ型胶原

（ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ， Ｃｏｌ Ⅰ）抗体购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司；兔
抗Ⅱ型胶原（Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅱ， Ｃｏｌ Ⅱ）抗体、兔抗性别决

定区域 Ｙ 相关的高迁移率族框 ９ 抗体 （ ＳＲＹ⁃ｂｏｘ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ９， ＳＯＸ９）购自美国 Ａｂｃａｍ 公司，；
兔抗增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉ⁃
ｇｅｎ， ＰＣＮＡ）抗体购自美国 ＣＳＴ 公司；Ⅱ型胶原酶购

自美国 Ｓｉｇｍａ 公司。
１． ３　 主要仪器 　 激光共聚焦成像显微镜（型号：
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Ｌｅｉｃａ ＴＣＳ ＳＰ８；德国 Ｌｅｉｃａ 公司）；玻片扫描仪（型
号：Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ ＭＩＤＩ；匈牙利 ３Ｄ 公司）；高内涵细胞

成像系统（型号：ＩｍａｇｅＸｐｒｅｓｓ Ｍｉｃｒｏ ４；美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司 ）。
１． ４　 实验方法

１． ４． １　 ＳＤ 大鼠膝骨软骨缺损模型建立　 舒泰（５０
ｍｇ ／ ｋｇ）麻醉后，大鼠取仰卧位，以膝关节为中心备

皮及局部消毒。 手术布盖住手术部位，沿髌骨内侧

作纵向切口，钝性分离避免出血。 向外侧挤压髌骨，
将髌骨外侧脱位，暴露膝关节面后，用电钻在股骨表

面软骨的滑车槽中造成一个直径 ２ ｍｍ，深度 ２ ｍｍ
的缺损。 生理盐水冲洗残渣。 髌骨复位后闭合关节

腔，缝合股内侧肌和皮肤。 假手术组大鼠仅打开关

节腔即缝合。 术后每日青霉素 ２０ 万单位肌注以防

感染，持续 ３ ｄ。
１． ４． ２　 分组及给药　 造模后 １ 周将模型大鼠随机

分为模型组和 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植组，每组 ８ 只，ｈＵＣ⁃
ＭＳＣｓ 移植组大鼠经麻醉后手术侧关节腔注射 ２ ×
１０６ 个 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ ／ ５０ μｌ；假手术组另取 ８ 只大鼠行

假手术，假手术组及模型组注射 ５０ μｌ 生理盐水作

为对照。 给药后 １０ 周处死大鼠观察组织修复情况。
１． ４． ３　 软骨细胞的分离培养　 超净台内手术刀片

轻削大鼠膝关节软骨，使用无菌眼科剪将关节软骨

剪碎成约为 １ ｍｍ３ 的碎片，加入 ０. ２％ ＣｏｌⅡ于 ６. ５
ｃｍ２ 小皿中，置于 ３７ ℃培养箱中过夜消化，结束后

加入新鲜完全培养基终止消化并吹散混匀，４０ μｍ
滤器滤除未消化残渣后离心，加入完全培养基重悬

后接种于培养瓶中，４８ ｈ 后首次换液。 待细胞长满

后进行传代处理，实验选用第二代软骨细胞进行后

续实验。
１． ４． ４　 软骨细胞的鉴定　 甲苯胺蓝染色和 ＣｏｌⅡ免

疫细胞化学染色鉴定软骨细胞。 细胞接种于爬片，
待细胞贴壁后取出爬片，４％ 多聚甲醛固定 ２０ ｍｉｎ，
３％过氧化氢室温下孵育 １０ ｍｉｎ，５％ 山羊血清封闭

１０ ｍｉｎ，滴加 ＣｏｌⅡ一抗 ４ ℃过夜孵育。 复温后滴加

生物素标记的二抗室温孵育 ３０ ｍｉｎ。 ＤＡＢ 显色，苏
木精复染，梯度乙醇脱水，中性树脂封片。 倒置相差

显微镜观察拍照。 软骨细胞固定后用甲苯胺蓝染色

５ ｍｉｎ，梯度乙醇脱水后中性树脂封片。
１． ４． ５　 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 对大鼠软骨细胞的增殖和迁移

作用　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室共培养检测 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 对软骨

细胞的增殖和迁移作用。 增殖实验：将消化后的软

骨细胞接种于 ２４ 孔板，每孔 ５ × １０４ 个细胞，Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ 小室插入孔板中，等量 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 接种于小室

内；分别共培养 ２４、４８、７２ ｈ 后取出，４％多聚甲醛固

定 ２０ ｍｉｎ，４＇，６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚（ＤＡＰＩ）避光孵育

５ ｍｉｎ 后，使用高内涵细胞成像系统观察计数。 迁

移实验：下室接种 ５ × １０４ 个 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ，上室接种等

量大鼠软骨细胞，上下室均为 １０％ ＦＢＳ 完全培养基

环境；共培养 ２０ ｈ 后取出小室，加入 ０. １％结晶紫溶

液，染色 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗，显微镜下观察拍照。
１． ４． ６　 大鼠软骨缺损大体形态学观察　 关节腔注

射药物 １０ 周后，麻醉处死大鼠，取缺损侧股骨滑车，
去除周围软组织，进行大体形态学观察。 采用国际

软骨修复协会（ ｔｈｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃａｒｔｉｌａｇｅ Ｒｅｐａｉｒ Ｓｏ⁃
ｃｉｅｔｙ， ＩＣＲＳ） 的大体评估标准进行评分［１０］，比较

ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 关节腔注射对膝关节软骨缺损的修复效

果。
１． ４． ７　 病理学检查　 软骨组织经 １０％甲醛室温固

定后，脱钙、石蜡纵向包埋、切片后分别进行 ＨＥ 染

色、番红 Ｏ⁃固绿染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色，镜下观察组织

病理学变化。
１． ４． ８　 免疫组织化学检测 ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅡ、ＰＣＮＡ 在

软骨组织中的表达水平　 切片经烘烤、二甲苯脱蜡、
梯度乙醇水化后，分别用 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 通透、枸橼酸

热修复抗原、３％过氧化氢内源性阻断和 ５％山羊血

清封闭后，一抗 ４ ℃孵育过夜，次日复温后加二抗室

温孵育 ３０ ｍｉｎ，ＤＡＢ 显色和苏木精复染后梯度乙醇

脱水，中性树脂封片，波扫仪扫描玻片。
１． ４． ９　 免疫荧光检查软骨组织中 ＳＯＸ９ 表达 　 切

片脱蜡水化后分别 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 通透、枸橼酸热修

复抗原、３％ 过氧化氢内源性阻断、５％ 山羊血清封

闭，一抗 ４ ℃过夜孵育。 次日复温后滴加荧光二抗

室温避光孵育 ２ ｈ，ＤＡＰＩ 孵育 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗后倒

置于滴加抗荧光淬灭剂的载玻片上，指甲油固定，激
光共聚焦成像显微镜下观察软骨组织中 ＳＯＸ９ 的表

达。
１． ５　 统计学处理 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件

进行统计分析，计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，两组间比较

采用独立样本 ｔ 检验，多组间均数比较采用 ＡＮＯＶＡ
单因素方差分析，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 大体观察　 假手术组动物关节滑车表面整齐，
色泽鲜亮；模型组动物存在明显凹陷，低于正常软骨

组织高度，边界融合度差，软骨表面修复处存在明显

裂纹，软骨透明度较差。 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植组缺陷处
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高度与周围正常软骨厚度相近，边界融合度较好，修
复的软骨表面较光滑，多已被半透明或白色的修复

组织填充（图 １）。 对修复组织通过 ＩＣＲＳ 评分标准

进行评估， 模型组的 ＩＣＲＳ 评分低于假手术组

［（６. ２５ ± １. １７） ｖｓ（１２. ００ ± ０. ００），Ｆ ＝ ６. ０５， Ｐ ＜
０. ０１］。 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植组的 ＩＣＲＳ 评分为（９. ７５ ±
１. ５９），高于模型组的（６. ２５ ± １. １７） （Ｆ ＝ ５２. ２４， Ｐ
＜ ０. ０１）。
２． ２　 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植对软骨缺损组织病理的影响

　 对大鼠软骨缺损组织切片进行病理学检查，观察

各组大鼠缺损组织的病理改变。 ＨＥ 结果显示，
ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植组关节软骨高度接近周围正常软骨

水平，修复组织的整体轮廓与正常软骨相似，细胞形

态和排列与周围正常软骨相似。 而模型组细胞形态

和排列与周围正常软骨不同，缺损部位填充较差

（图 ２ Ａ１ ～ Ａ３）。 番红 Ｏ⁃固绿染色结果显示，在假

手术组中组织染色程度高，红色软骨组织明显。
ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植组与模型组相比显示出番红 Ｏ 的强

阳性染色，表明 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植组修复组织含有更

多的蛋白多糖沉积，软骨修复效果较于模型组更完

整（图 ２ Ｂ１ ～ Ｂ３）。 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示，ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ
移植组相较于模型组，修复组织中蓝染更明显，胶原

纤维含量更丰富，接近于假手术组（图 ２ Ｃ１ ～ Ｃ３）。
２ ． ３ 　 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ对软骨缺损组织ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅡ和

图 １　 软骨缺损组织再生大体观察（ｎ ＝ ８）
Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植组

图 ２　 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ移植对软骨缺损组织病理的影响 × ５０
Ａ：ＨＥ 染色；Ｂ：番红 Ｏ⁃固绿染色；Ｃ：Ｍａｓｓｏｎ 染色；１：假手术组；２：模型组；３：ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植组
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ＰＣＮＡ 表达的影响　 进行免疫组织化学染色以进一

步表征软骨缺损中的修复组织。 免疫组化结果显

示，各组组织中 Ｃｏｌ Ⅰ、Ｃｏｌ Ⅱ的表达水平差异有统

计学意义（Ｆ ＝ ７９. ２５，Ｆ ＝ ６５. ０３，Ｐ ＜ ０. ０１）。 与假手

术组相比，模型组 Ｃｏｌ Ⅱ蛋白表达水平降低（Ｐ ＜
０. ０１），而 ＣｏｌⅠ蛋白表达水平升高（Ｐ ＜ ０. ０１）。 与

模型组比较，ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植可升高 Ｃｏｌ Ⅱ的表达

（Ｐ ＜ ０. ０１），降低 ＣｏｌⅠ的表达水平（Ｐ ＜ ０. ０１），但
与假手术组的天然软骨相比仍有差距（Ｐ ＜ ０. ０１）
（如图 ３Ａ１ ～ Ｂ３）。 免疫组化结果显示，各组组织中

ＰＣＮＡ 的表达水平差异有统计学意义（Ｆ ＝ ５７. ６０，Ｐ
＜ ０. ０１）。 与假手术组相比，模型组中 ＰＣＮＡ 阳性细

胞数量增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与模型组比较，ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ
移植组中 ＰＣＮＡ 阳性细胞显著增多（Ｐ ＜ ０. ０１），见
图 ３ Ｃ１ ～ Ｃ３。
２． ４　 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 对软骨缺损组织中 ＳＯＸ９ 表达的

影响　 免疫荧光检查结果显示，各组组织中 ＳＯＸ９
表达水平差异有统计学意义（Ｆ ＝ ７１. ２７，Ｐ ＜ ０. ０１）。
假手术组中 ＳＯＸ９ 主要在细胞核内表达，模型组中

ＳＯＸ９ 则主要分散在核周围，表达水平低于假手术

组，而 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植组 ＳＯＸ９ 表达水平高于模型

组（Ｐ ＜ ０. ０１），表明 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植可促进 ＳＯＸ９ 入

核增加。 见图 ４。
２． ５　 软骨细胞形态学观察及鉴定　 经胶原酶消化

分离得到的原代软骨细胞形态贴壁后成卵圆形或多

角形，细胞可见成簇状。 软骨细胞经甲苯胺蓝染色

后可见细胞内蓝色颗粒，Ｃｏｌ Ⅱ染色后，细胞胞质呈

褐色阳染，阳性细胞率约为 ９７％ ，见图 ５。
２． ６　 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 体外共培养对软骨细胞增殖的影

响　 体外以 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 和软骨细胞分别为 １ ∶ １、１
∶ ５、１ ∶ １０ 的比例进行共培养，结果显示，１ ∶ １ 共培

养可显著促进软骨细胞增殖且增殖效果最好（ ｔ ＝
１６. ３７， Ｐ ＜ ０. ０１），后续选用 １ ∶ １ 进行实验（图 ６
Ｄ）。 以 １ ∶ １ 的比例进行共培养以检测 ２４、４８、７２ ｈ
不同时间 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 对软骨细胞增殖能力的影响，
ＤＡＰＩ 染色结果显示，共培养条件下 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 在不

同时间对软骨细胞的增殖作用都有所增强，且 ７２ ｈ
下增殖效果最明显（ ｔ ＝ ８. １１， Ｐ ＜ ０. ０１）（图 ６ Ｅ）。
２． ７　 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 体外共培养对软骨细胞迁移的影

响　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室检测 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 对软骨细胞迁移

的影响，结晶紫染色后显微镜下观察可见，与对照组

相比，软骨细胞迁移明显增多，通过对迁移细胞计

数，统计作图分析可得 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 共培养后软骨细

胞的迁移能力增强，差异有统计学意义（ ｔ ＝ １１. ３７，
Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ７。

３　 讨论

　 　 正常情况下关节软骨细胞处于相对静息状态，
当软骨发生损伤时，软骨细胞大量丢失，软骨基质发

生降解［１０］。 关节软骨损伤进一步加重发生退行性

变化，特征表现为蛋白多糖含量减少和胶原基质降

解［１１］。 目前，临床上对软骨缺损治疗尚无有效的手

段，再生医学的最新进展启发人们可以利用宿主的

先天再生潜力来进行自我修复［１２］。 近年来，外源性

图 ３　 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ对缺损组织 Ｃｏｌ Ⅰ、Ｃｏｌ Ⅱ和

ＰＣＮＡ 表达的影响 × ４００
Ａ：Ｃｏｌ Ⅰ染色；Ｂ：Ｃｏｌ Ⅱ染色；Ｃ：ＰＣＮＡ 染色；

Ｄ：免疫组化阳性细胞表达率统计图；１：假手术

组；２：模型组；３：ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植组；与假手术组比

较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜
０. ０１
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图 ４　 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ对软骨缺损组织中

ＳＯＸ９ 表达的影响 × ４００
Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；

Ｃ：ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植组；Ｄ：ＳＯＸ９
表达统计图；１：ＤＡＰＩ 染色；２：
ＳＯＸ９ 染色；３：染色合并图；与

假手术组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与

模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ５　 大鼠软骨细胞形态及鉴定 × １００
Ａ：大鼠软骨细胞形态；Ｂ：Ｃｏｌ Ⅱ染色；Ｃ：甲苯胺蓝染色

植入 ＭＳＣｓ，可通过旁分泌作用调节局部微环境以刺

激宿主的先天再生活动，取得了一定的治疗效果，但
是其作用和相关机制仍不明确。 在本研究中，ｈＵＣ⁃
ＭＳＣｓ 膝关节腔注射 １０ 周可较完整地修复软骨缺损

部位，且缺损部位关节面较模型组光滑透明，无明显

裂纹，细胞形态和排列与周围正常关节软骨组织相

似，番红染色显示的软骨（红色）厚度明显增加，软
骨基质（蓝色）填充明显增多，ＩＣＲＳ 评分显著升高，
提示 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植对大鼠膝关节软骨缺损具有明

显的修复作用。
ＣｏｌⅠ和 Ｃｏｌ Ⅱ分别作为纤维软骨和透明软骨

的主要标志物，可反应软骨修复的程度和类型。 免

疫组化结果显示，ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植后 ＣｏｌⅠ表达降

低，Ｃｏｌ Ⅱ表达上升，提示 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植修复的是

透明软骨而非纤维软骨。 由于软骨无血管的特殊结

构，以及软骨细胞周围致密的细胞外基质阻碍软骨

细胞运动，因此促进软骨细胞的增殖和体内软骨细

胞的迁移对软骨修复十分必要［１３］。 本研究中免疫

组化结果显示，ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植组修复组织中 ＰＣＮＡ
阳性细胞数明显增加，且 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 体外共培养可

促进软骨细胞增殖与迁移，表明 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 在体内

外均可增加软骨细胞迁移和增殖，这可能与 ｈＵＣ⁃
ＭＳＣｓ 通过旁分泌的方式促进靶细胞的增殖、增强募

集从而增加软骨细胞的数量有关［１４］ 。有研究［１５］ 表
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图 ６　 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ体外共培养对软骨细胞增殖的影响（ｎ ＝ ３） × １０
Ａ：２４ ｈ 组；Ｂ：４８ ｈ 组；Ｃ：７２ ｈ 组；Ｄ：不同共培养比例对软骨细胞增殖能力影响统计图；Ｅ：不同共培养时间对软骨细胞增殖能力影响统计

图；１：对照组；２：共培养（１ ∶ １）组；ａ：对照组；ｂ：共培养（１ ∶ １）组；ｃ：共培养（１ ∶ ５）组；ｄ：共培养（１ ∶ １０）组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜
０. ０１

图 ７　 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ体外共培养对软骨细胞迁移的影响（ｎ ＝ ３） × ２００
Ａ：对照组；Ｂ：共培养组；Ｃ：细胞迁移统计图；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

明，ＳＯＸ９ 是激活软骨细胞的特异性因子，作为软骨

形成的主要调节因子是软骨形成所必需的，表达于

正常软骨细胞中。 在本研究中免疫荧光结果显示，
ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植后修复组织中 ＳＯＸ９ 的表达可显著

提高，且 ＳＯＸ９ 入核增加，表明 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 可促进软

骨细胞 ＳＯＸ９ 的表达及入核，加速软骨再生。
综上所述，关节腔移植 ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 对大鼠膝关

节软骨缺损具有明显的修复作用，其修复机制可能

与保护软骨基质和促进软骨细胞增殖迁移有关。
ｈＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植或可作为软骨缺损再生的新途径。
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