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摘要 目的 探讨在兔自体肌腱移植物重建前交叉韧带

( ACL) 模型股骨道内注入自体外周血间充质干细胞( PBM-
SCs) 凝胶对早期腱骨愈合的影响。方法 健康 3 ～ 4 月龄新
西兰大白兔 32 只，随机均分为 PBMSCs 组与对照组，PBM-
SCs组予以皮下注射粒细胞集落刺激因子( G-CSF) 动员 6 d

后采集外周血，采用密度梯度离心法及贴壁培养法分离纯化

PBMSCs，光镜下观察细胞形态并行流式细胞术检测鉴定表
面抗原表达。建立自体肌腱移植物重建前交叉韧带模型，
PBMSCs组于动物模型股骨道内注入 PBMSCs 凝胶，对照组
仅注入凝胶。分别于术后第 2、4、8、12 周每组随机取 4 只处
死取材，1 只做 Masson三色染色观察组织愈合的病理表现，3

只做股骨道移植物抗牵拉试验观察其愈合强度。结果 流
式细胞术检测结果提示 PBMSCs表面表达 CD29、CD90，不表
达 CD11b、CD34。Masson三色染色显示 PBMSCs组术后第 4

周胶原纤维开始增生，排列紊乱，第 8 周胶原纤维显著增生，

排列不规则，第 12 周胶原纤维大量增生，排列有序。PBM-
SCs组腱骨愈合速度较对照组迅速。PBMSCs组和对照组的
股骨道移植物抗牵拉强度随时间延长呈现上升趋势，其中

PBMSCs组移植物的抗牵拉强度自第 8 周起明显高于对照组
( P ＜ 0. 01) 。结论 PBMSCs凝胶对兔自体肌腱移植物重建
ACL的早期腱骨愈合有促进作用。
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前交叉韧带( anterior cruciate ligament，ACL) 是
维系膝关节稳定的重要弹性结构，但是在损伤或断

裂后无法引起血小板聚集，不能激活凝血系统，难以

自愈［1］，会导致膝关节稳定性降低，加大膝关节内

软骨和半月板等其他结构损伤的风险，目前公认有

效的治疗方法是进行关节镜下肌腱移植物重建

ACL手术［2］。肌腱移植物在骨道内的愈合，即腱骨
愈合的强度决定了术后移植物的稳定性，对指导术

后功能锻炼、患肢负重以及参加体育活动起到关键
性作用，是保证 ACL 重建术临床效果的重要因素。
间充质干细胞( mesenchymal stem cells，MSCs) 是来
源于中胚层的一类多潜能干细胞，其主要存在于结

缔组织与器官间质中，如骨髓、脂肪、羊膜组织、脐
带、外周血等。MSCs 具有强大的增殖能力、多向分
化潜能和免疫调节功能，在适宜的体内或体外环境

下可以向成骨细胞、成软骨细胞、肌腱、脂肪细胞、骨
髓基质细胞、血管内皮细胞及神经细胞样细胞分化，
并且多次传代扩增后仍具有干细胞特性，是重要的

组织工程种子细胞［3］。该实验建立兔自体肌腱移
植物重建 ACL模型，加入外周血间充质干细胞( pe-
ripheral blood mesenchymal stem cells，PBMSCs) 作为
影响因素，探讨 PBMSCs 对早期腱骨愈合有无促进
作用。

1 材料与方法

1． 1 实验动物与分组 3 ～ 4 月龄健康新西兰大白
兔 32 只，不限雌雄，体重 2. 3 ～ 2. 7 kg，清洁级，购自
安徽医科大学实验动物中心。根据实验要求随机均
分为 PBMSCs 组和对照组。术前白兔运动饮食正
常，体检未发现膝关节周围肿胀，四足均无溃烂，双

膝前抽屉实验、Lachman 实验均为阴性。抛硬币法
随机选取一侧膝关节，建立自体肌腱移植物重建

ACL模型，PBMSCs组于模型股骨隧道内注入 PBM-
SCs凝胶，对照组仅注入凝胶。
1． 2 主要试剂与仪器 粒细胞集落刺激因子( 北
京双鹭药业股份有限公司) ; Percoll 分离液( 美国
Pharmaeia公司) ; 10%胎牛血清( 浙江天杭生物科技
有限公司) ; 细胞培养时用的青霉素 －链霉素、胰酶
细胞消化液( 上海碧云天生物技术有限公司) ; L-
DMEM液、牛血清白蛋白( 美国 Hyclone公司) ; 抗兔
CD11b、CD29、CD34、CD90 抗体( 美国 Santa Cruz 公
司) ; 凝血酶冻干粉( 长春国奥药业有限公司) ; 人纤

维蛋白原( 上海莱士血液制品股份有限公司) ; Mas-
son三色染色试剂盒( 福州迈新生物科技有限公
司) 。CO2 培养箱( 上海姚氏仪器设备厂) ; BHC-
1300ⅡA生物安全柜( 苏州净化设备有限公司) ; 倒
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置相差显微镜( 日本 Olympus 公司) ; EpicsXL 型流
式细胞仪( 美国 Beckman Coulter公司) ; FA1204B电
子分析天平( 上海精科天美贸易有限公司) ; NK100
指针式拉力计( 上海艾固检测仪器有限公司) 。
1． 3 实验方法
1． 3． 1 提取、培养 PBMSCs PBMSCs 组动物按照
30 μg / ( kg· d ) 剂量予以粒细胞集落刺激因子
( granulocyte colony stimulating factor，G-CSF) 动员 6
d，第 7 天经耳缘静脉采集外周血 15 ml，在无菌工作
台内按照 1 ∶ 1 比例与磷酸盐缓冲液( PBS) 稀释混
合，吹打均匀，缓慢加入密度为 1. 073 g /L 的 Percoll
分离液，以此为离心介质分离细胞( 2 500 r /min，20
min) ，吸取灰白色云雾状的白膜层( 单个核细胞
层) ，适量 PBS洗涤后加入含有 10% 胎牛血清、100
U /ml青霉素和 100 U /ml链霉素的 L-DMEM培养基
中，置于 37 ℃、5% CO2、80%湿度的培养箱中培养。
3 d后半量换液，5 d 后全量换液，以后每 3 ～ 4 d 换
液 1 次，倒置相差显微镜下观察传代细胞以集落方
式贴壁生长，呈长梭型或多角形。当贴壁生长的原
代细胞呈 80% ～90%融合时，用 0. 25%的胰蛋白酶
消化 3 min，按照 1 ∶ 2 比例进行传代。
1． 3． 2 流式细胞仪检测 PBMSCs 细胞表面抗原表
达 胰蛋白酶消化第 3 代贴壁细胞，收集细胞悬液，
常温下 800 r /min离心 5 min，弃去上清液，PBS ( 含
1%牛血清白蛋白) 清洗细胞 3 次，计数细胞以达到
流式细胞仪检测的细胞数量要求，每管含细胞数

1. 0 × 105 个，向各管内依次加入 CD11b、CD29、
CD34、CD90 抗体，避光、孵育 35 min，之后以 PBS
( 含 1%牛血清白蛋白) 清洗细胞，去除未结合抗体，
以 500 μl PBS重悬细胞并转入流式管中，流式细胞
仪测定相应 CD分子标记率。
1． 3． 3 制备 PBMSCs 凝胶混合物 消化收集第 3
代 PBMSCs 1. 0 × 105 个，以 0. 3 ml PBS 冲洗形成细
胞悬液，同时取凝血酶冻干粉 0. 1 g、人纤维蛋白原
0. 1 g与 2 ml 氯化钙注射液混合，1 ml 注射器抽取
0. 3 ml混合液与 0. 3 ml 细胞悬液，摇匀混合，25 ～
30 s( 室温 24 ℃ ) 即可形成凝胶。
1． 3． 4 建立兔 ACL 重建实验模型 3%戊巴比妥
纳溶液按照 1 ml /kg 剂量经耳缘静脉缓慢静推，完
全麻醉后单侧膝关节备皮，碘酒、酒精消毒，无菌手
术巾铺巾覆盖。做小腿后方纵行切口，分离并离断
合适长度的趾长屈肌腱，对折肌腱，游离端使用 4-0
无菌缝合线编织缝合，对折端用 1. 0 mm 钢丝穿过，
无菌生理盐水纱布覆盖待移植肌腱备用。做髌旁内

侧入路，以髌骨为中心，切开内侧支持带，将髌骨推

向外侧，充分暴露兔膝关节腔，辨别并剪断 ACL，检
查前抽屉试验及 Lachman实验( + ) ，建立 ACL断裂
模型，屈曲兔膝关节于 90°位置，沿原 ACL走形方向
及上下止点附丽处，使用 2. 5 mm 克氏针建立胫骨
道与股骨道，1. 0 mm 克氏针于股骨髁上方约 2 mm
处建立两处骨道，自胫骨端向股骨端引入移植肌腱，

股骨端两段钢丝均由外向内穿过骨道，于内侧相交

并拧紧，PBMSCs组与对照组分别将 PBMSCs凝胶或
凝胶均匀注入股骨隧道，将胫骨端肌腱拉紧并与周

围骨膜、筋膜等组织缝合固定。复位髌骨，检查前抽
屉试验及 Lachman试验( － ) ，无菌生理盐水冲洗关
节腔，逐层缝合手术切口，无菌敷料包扎伤口。待麻
醉苏醒后送回安徽医科大学实验动物中心笼内饲

养，自由活动，每日检查实验动物的手术伤口及一般

情况。其中 PBMSCs组 1 只实验动物于术后当日死
亡，对照组 2 只实验动物分别于术后第 3 天和第 4
天死亡，均立即补齐; PBMSCs 组与对照组分别有 3
只和 2 只实验动物于术后 1 ～ 3 d 内出现手术切口
红肿、脓性渗出等症状，予以每日 20 万 U 青霉素钠
肌注 3 d后均症状好转，其余实验动物均未发生感
染且存活至标本取材阶段。
1． 3． 5 标本制备 术后第 2、4、8、12 周使用空气栓
塞法每组各处死 4 只实验动物，立即手术取出实验
膝关节，剔除多余软组织，1 只用于 Masson 三色染
色，3 只用于股骨端移植物抗牵拉力试验。Masson
染色观察标本仅留取股骨端( 股骨干下 1 /3 与股骨
髁) ，固定于 10%中性福尔马林溶液中 72 h，取出标
本，10%EDTA磷酸缓冲液脱钙 4 ～ 6 周。移植物抗
牵拉试验标本留取股骨端( 股骨下 1 /2) 、移植 ACL、
胫骨端( 胫骨上 1 /2) ，即刻进行试验。
1． 3． 6 Masson 三色染色 针刺法判断组织脱钙满
意后，沿移植物纵轴切开标本，按照脱水、透明、包埋
程序制成蜡块，切成 5 μm 厚薄片，置于载玻片上脱
蜡至水，滴加 100 μl Masson复合染色液染色 5 min，
蒸馏水冲洗; 滴加 100 μl 磷钼酸染色 5 min，甩干;
滴加 100 μl 苯胺蓝染色 5 min，蒸馏水稍冲; 滴加
100 μl 分化液分化 30 ～ 60 s ( 重复 1 次) ，脱水、透
明、封片后置于光学显微镜下观察。
1． 3． 7 股骨道移植物抗牵拉强度试验 调整室温
至 24 ℃，湿度 70%，抽出用于固定股骨端肌腱的钢
丝，生理盐水滴浴标本，标本股骨端以三段钢丝捆扎

固定于测试架上方水平支架上，胫骨末端打孔予以

穿过钢丝并固定在测试架下方卡口处，裁剪合适大
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小铝板肤贴固定于胫骨结节后方，并钢丝捆扎，另一

端连接拉力计，于水平位置均匀用力牵拉胫骨端钢

丝( 图 1) ，直至移植物自股骨道内脱出，记录拉力计
峰值数据。

图 1 测量股骨道移植物抗牵拉强度

1． 4 统计学处理 采用 SPSS 18． 0 统计软件进行
分析，详细记录两组移植物肌腱自骨道内脱出时所

需拉力的大小，结果用 珋x ± s 表示，两组间采用两样
本 t检验。

2 结果

2． 1 PBMSCs表面标志物的表达 流式细胞仪检
测结果提示: 本实验中所培养的第 3 代 PBMSCs 均
一表达 CD29、CD90，阳性表达率为 97. 3%、98. 4%，
而 CD11b、CD34 呈阴性，阳性表达率为 1. 3%、
1. 3%，见图 2。

图 2 流式细胞仪检测 PBMSCs表面标志物的结果
A: : CD29; B: CD90; C: CD11b; D: CD34

2． 2 Masson 三色染色观察 术后 2 周: 两组在腱
骨交界处均有大量坏死组织形成，纤维排列紊乱，成

纤维细胞与胶原纤维均无明显增生，见图 3A。
术后 4 周: 对照组仍有大量坏死组织，纤维排列

不齐，有少量成纤维细胞增生，但未见明显胶原纤

维。PBMSCs组坏死组织较对照组减少，组织排列
欠规则，有少量成纤维细胞及胶原纤维长入，见图

3B。
术后 8 周: 对照组有大量成纤维细胞长入，纤维

排列欠规则，腱骨愈合界面有少量胶原纤维长入。
PBMSCs组有大量成纤维细胞长入，部分纤维排列
整齐，部分欠规则，腱骨愈合界面有大量胶原纤维长

入，见图 3C。
术后 12 周: 对照组成纤维细胞数量减少，胶原

纤维生成增多，腱骨愈合交界处成纤维细胞与胶原

纤维数量比约为 1 ∶ 1。PBMSCs组仅残余少量成纤
维细胞，大量胶原纤维规则排列在腱骨愈合交界处，

见图 3D。

图 3 术后 4 个时间点腱骨愈合界面 Masson三色染色 × 100

A: 术后 2 周; B: 术后 4 周; C: 术后 8 周; D: 术后 12 周; 1: 对照

组; 2: PBMSCs组

2． 3 股骨道移植物抗牵拉强度 股骨道移植物抗
牵拉力强度随时间延长呈上升趋势，第 2 周、第 4 周
时，两组之间抗牵拉力强度差异无统计学意义。术
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后第 8 周及第 12 周，PBMSCs 组抗牵拉力强度明显
大于对照组( P ＜ 0. 01) ，见表 1。

表 1 术后各时间段两组股骨道移植物抗牵拉强度对比( N，珋x ± s)

项目 对照组( n = 3) PBMSCs组( n = 3) t值 P值
术后 2 周 22． 87 ± 3． 91 24． 93 ± 1． 94 － 0． 820 0． 456
术后 4 周 38． 60 ± 3． 41 39． 67 ± 4． 82 － 0． 313 0． 770
术后 8 周 50． 73 ± 2． 32 61． 07 ± 3． 00 － 4． 725 0． 009
术后 12 周 65． 87 ± 4． 31 89． 80 ± 5． 70 － 5． 817 0． 004

3 讨论

ACL重建手术在骨道内建立了一个全新的腱
－骨交界面，而移植肌腱与骨道在这个界面上的修
复重建却是一个缓慢而复杂的生物过程，目前已经

有大量的动物试验及临床试验对腱骨愈合过程进行

了深入的研究。在关节镜下 ACL 重建手术及术后
康复过程中影响腱骨愈合的因素有很多，如: 移植物

材料、骨道定位、骨道内移植物长度和直径、移植物
的固定方式、移植物在骨道内的张力、移植物在骨道
内的移动以及早期康复锻炼等［4］。在组织学方面，
腱骨愈合经历 3 个阶段: ① 组织炎症期; ② 血管长
入与细胞增生期; ③ 韧带重建期，各阶段间无明显
组织学与时间界限，约在第 8 周起，纤维瘢痕开始形
成［5］。在 ACL重建过程中，腱骨愈合是最薄弱的环
节，也是决定手术成败的关键所在，如何促进肌腱移

植物在骨道内的愈合或加强愈合强度成为当前运动

医学领域的研究热点。
Bi et al［6］报道术后规律皮下注射甲状旁腺激素

［1 － 34］对大鼠 ACL重建模型早期腱骨愈合有促进
作用。Kuang et al［7］使用涂有掺锶磷灰石骨水泥的
同种异体腱重建兔 ACL，术后组织学提示实验组较
对照组提早完成了腱骨愈合。Gulotta et al［8］认为肿
瘤坏死因子 α 拮抗剂可以加强大鼠肩袖修补术后
早期腱骨愈合的生物力学强度。Kovacevic et al［9］

在大鼠冈上肌肌腱断裂模型中使用 rhPDGF-BB 涂
层补片修补冈上肌，较普通补片能增加腱骨愈合早

期的细胞增生和血管再生。上述实验均取得了一定
的成果，也为后期的临床试验打下了坚实的基础。
由于 MSCs 具有多向分化与无限增殖的特性，

使其在运动医学修复重建领域具有广阔的临床应用

前景，目前国内外学者更多的把研究方向指向了骨

髓间充质干细胞( bone marrow derived mesenchymal
stem cells，bMSCs) ［10］。Li et al［11］使用超顺磁纳米
铁颗粒和细胞膜红色荧光探针标记 bMSCs，与生物

蛋白胶混合后注入兔 ACL重建模型的膝关节中，认
为 bMSCs可以促进早期腱骨愈合。但是骨髓移植
治疗在临床上的使用存在来源有限、取材属于有创
操作且存在感染风险等问题，MSCs的同源性让研究
者把目光转向其他来源。Toghraie et al［12］从髌下脂
肪垫中提取脂肪来源 MSCs治疗膝关节软骨缺损和
骨性关节炎，取得了理想的效果。Sekiya et al［13］发
现膝骨关节炎患者关节液中 MSCs 细胞数量较正常
人增加，并证明这些 MSCs 来自滑膜而非骨髓。
Zhao et al［14］首先在动员后的外周血中提取，培养出
具有多能干细胞潜能的一类细胞，即 PBMSCs，随着
研究的深入，PBMSCs 的提取与培养鉴定已经日趋
成熟。
本研究对提取培养出的细胞行流式细胞仪检测

细胞表面抗原表达，结果提示 CD29、CD90 呈阳性，
CD11b、CD34 呈阴性，符合 MSCs 鉴定标准［15］。成
功移植入兔 ACL 重建模型股骨端后在不同时间段
对腱骨愈合的组织学特征和抗牵拉强度进行观察，

评估 PBMSCs对腱骨愈合的影响。术后第 2 周和第
4 周，PBMSCs组与对照组在组织学特征和抗牵拉强
度上均无明显区别，自第 8 周开始，PBMSCs 组腱骨
愈合界面胶原纤维数量较对照组明显增多，抗牵拉

强度亦显著大于对照组。可见 PBMSCs在这个时间
段可以促进腱骨界面胶原纤维形成，从而加强生物

力学强度。
ACL重建后的腱骨愈合重建过程极其复杂，其

愈合类型和方式，以及可以对其愈合造成影响的因

素都有待于进一步研究，PBMSCs 因取材微创、感染
率低，有利于实现临床自体细胞移植的目标，有着广

阔的临床应用前景。本研究结果表明: PBMSCs 可
以促进 ACL重建术后的早期腱骨愈合，加强腱骨愈
合生物力学强度，为临床促进腱骨愈合提出了一种

新的思路。
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The tendon-to-bone healing of ACL reconstruction in a
rabbit model using autograft seeded with PBMSCs gel

Liu Jianeng，Xu Bin，Xu Honggang，et al
( Dept of Sports Injury and Arthroscopic Surgery，The First Affiliated Hospital

of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective This study was conducted to analyze the effect of peripheral blood mesenchymal stem cells
( PBMSCs) gel on the early period of tendon-to-bone healing after reconstruction of the anterior cruciate ligament
( ACL) using autograft． Methods Thirty-two New Zealand rabbits aged 3 ～ 4 months were randomly divided into
two groups ( n = 16 per group) : experimental and control． After rabbits from the experimental group were mobilized
by subcutaneous injection of granulocyte colony stimulating factor ( G-CSF) for 6d，the PBMSCs were isolated from
rabbit peripheral blood samples by combination of density gradient centrifugation and adhesive culture，morphology
of cell proliferation was observed by microscopy and phenotypes of PBMSCs were detected by flow cytometry． A
model of ACL reconstruction using autograft was performed in all of the rabbits，the experimental group received in-
jection of PBMSCs gel into the femur tunnel and the control group received gel only． At 2，4，8 and 12 weeks，4
animals in each group were euthanized，1 for histologic assessment by Masson trichrome staining and 3 for biome-
chanical testing． Ｒesults Flow cytometry showed that the PBMSCs expressed CD29，CD90 positive，CD11b，
CD34 negative． According to the Masson trichrome staining，in the experimental group，collagen fibers were pres-
ented but had a disordered arrangement at 4 weeks after surgery． At 8 weeks after surgery，collagen fibers were ob-
viously increased but irregularly arranged． At 12 weeks after surgery，collagen fibers were formed in abundance and
regularly arranged． The healing at tendon-bone interface of the experimental group was quicker than those of the
control group． The maximum biomechanical pull-out strength of the autograft in the femur tunnel presented a rising
trend with the prolong of repair time in both experimental and control groups，and it was significantly higher in the
experimental group at 8 and 12 weeks after surgery ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion PBMSCs gel could enhance the early
period of tendon-to-bone healing after reconstruction of the ACL using autograft．
Key words anterior cruciate ligament; tendon-to-bone healing; peripheral blood mesenchymal stem cells

·5801·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2015 Aug; 50( 8)


