
the basic electrophysiological properties of hippocampal CA1 and CA3 neurons． Methods The structure properties
and basic electrophysiological properties of mouse hippocampal slices were observed and recorded by infrared differ-
ential interference contrast technique and patch clamp，respectively． Ｒesults The hippocampal slice structure was
observed clearly with healthy gloss and few dead neurons，and the hippocampal neurons were sealed easily with
patch clamp technique． The spontaneous discharge current and action potential between CA1 and CA3 neurons did
not show significant differences in amplitude，frequency，inter spike-intervals and resting membrane potentials． The
current density of sodium and potassium ion when injecting pulse stimulations and the action potential numbers
when injecting step currents showed significant differences in CA1 and CA3 neurons (P ＜ 0. 05) ． Conclusion
Some basic electrophysiological properties of hippocampal CA1 and CA3 neurons provide certain theoretical basis for
memory and nerve diseases research．
Key words patch clamp; mouse; brain slices; hippocampal neurons; electrophysiology

兔 MSCs对韧带移植物骨道内愈合影响的光镜观察
刘 靖，徐 斌，徐洪港，王 瑞，涂 俊

摘要 目的 探讨兔自体外周血间充质干细胞(MSCs)对韧
带移植物在骨道内愈合的影响。方法 8 只新西兰白兔随
机均分为实验组和对照组。粒细胞刺激因子动员各组兔后，
抽取外周血分离、纯化培养干细胞。实验组移植入 MSCs 和
生物蛋白胶混合物;对照组移植入生物蛋白胶。分别于 2、
4、8、12 周 4 个时间点每组各处死 1 只兔行形态学观察，术后
4 个时间点对两组标本进行高倍镜下成纤维细胞计数，采用
单向方差分析及 SNK 法检验，比较韧带重建术后移植肌腱
与骨道愈合情况。结果 术后 8 周实验组移植肌腱与骨道
界面连接紧密，出现 Sharpey 纤维及软骨移行带，术后 12 周
对照组出现 Sharpey纤维，但连接组织中胶原排列紊乱。实
验组与对照组在 4 个时间点高倍镜下成纤维细胞计数比较
差异有统计学意义(P ＜ 0. 05)。结论 MSCs 能促进韧带重
建术后移植肌腱在骨道内愈合。
关键词 间充质干细胞;膝关节;韧带;移植物;愈合
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随着国民健身意识不断加强，交叉韧带损伤越

来越多见。交叉韧带是膝关节重要的静力稳定结
构，损伤后难以自愈且治疗难度较大，如不及时治疗

或治疗不当，随之出现膝关节不稳，关节其他韧带松
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弛，半月板损伤，关节软骨退变等并发症，导致膝关

节退变及骨性关节病的早期发生
［1 － 3］。目前主要手

术方式为膝关节镜下自体软组织移植物(腘绳肌、
半腱肌、股薄肌等)前交叉韧带重建术。随着微创
技术的不断发展，该手术方式日益成熟，但文献

［4］

报道，其失败率仍为 0. 7% ～ 10. 0%，骨道内愈合不
良是导致失败的重要原因之一。目前，关于移植肌
腱在骨道内愈合的研究愈来愈多，包括物理干扰、生
理机械刺激、骨替代材料填充、骨膜移植物、生长因
子和基因治疗、组织工程技术及干细胞移植等［5］。
随着组织工程技术的日益成熟，间充质干细胞(mes-
enchymal stem cells，MSCs)促进骨道内愈合的研究
尤为突出。

1 材料与方法

1． 1 MSCs的分离、培养及鉴定 粒细胞刺激因子
动员后，抽取兔外周血 5 ml，采用密度梯度离心法分
离细胞接种到 5 ml完全培养基中，37 ℃、5%CO2 恒

温箱中培养，48 ～ 72 h后，首次换液，以后每 72 h 换
液 1 次，观察细胞形态及生长情况，待细胞呈涡旋状
生长并达 90%时进行传代培养。取第 3 代生长旺
盛细胞行 MSCs表面抗原 CD11b、CD34、CD29、CD90
检测。
1． 2 动物模型的建立及分组 8 只兔随机均分为
实验组和对照组。麻醉消毒铺巾后取出趾长屈肌
腱，将肌腱对折，对折后其直径为(2. 5 ± 0. 3)mm，
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长度为(6. 2 ± 0. 3)mm，对折肌腱两游离端用无菌
1-0 缝线缝合，折叠处用 0. 25 mm钢丝穿过后备用。
再从髌旁内侧入路，以髌骨为中心，作长约 2. 5 cm
的切口，依次切开皮肤，筋膜，关节囊及内侧支持带，

将髌骨外翻脱位，切除脂肪垫，显露前交叉韧带。切
除前交叉韧带(anterior cruciate ligament，ACL)股骨
及胫骨上下止点并作标记，用与肌腱直径相匹配的

手摇钻(2． 5 mm克氏针)于标记处分别钻取胫骨及
股骨隧道，将移植物通过两端的牵引钢丝及缝线引

入骨隧道，在股骨隧道终点外侧以 1． 0 mm 克氏针
从外向内钻两个间隔 0． 3 cm单皮质骨道，将钢丝两
端穿过骨道后固定于股骨内侧，再用 1． 0 mm 克氏
针在胫骨结节稍偏下的皮质骨上钻孔，将缝线穿孔

而过后屈膝 30°拉紧韧带固定。反复冲洗股骨道内
残留的血迹，在股骨隧道外口附近，按照分组设计注

入胶体(实验组移植入 MSCs和生物蛋白胶混合物，
对照组移植入生物蛋白胶)，逐层缝合切口。屈膝
30°位石膏固定术肢，术后预防感染。
1． 3 标本处理及组织学观察 分别于术后 2、4、8、
12 周各组处死 1 只兔，解剖膝关节并于膝关节上、
下各 2． 0 cm离断完整保留膝关节。标本固定、脱钙
后制成石蜡切片，HE染色后行形态学观察。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 统计软件进行
分析，数据以 珋x ± s 表示，比较 ACL 重建术后 4 个时
间点高倍镜下腱 －骨界面成纤维细胞计数。

2 结果

2． 1 MSCs 的生物学特性 原代细胞在开始培养
时没有贴壁，散在分布于培养瓶瓶底，细胞呈圆形，

没有突起，胞体透亮，折光性好，核呈卵圆性。随着
培养时间的延长，细胞慢慢开始贴壁，少部分呈集落

生长，细胞有少量突起，胞质内颗粒增多，折光性差，

核较大且不清楚，呈扁圆形。培养 48 ～ 72 h 后，贴
壁细胞两端伸出伪足，绝大部分呈形态均一的短梭

形。首次换液后细胞贴壁及增生速度加快，后可见
明显集落形成，细胞克隆样生长，细胞形态均一，呈

长梭形，融合排列成漩涡状。待培养 11 ～ 14 d 细胞
已基本贴满瓶底就可以传代了，胰酶消化的细胞呈

圆形且胞体透亮，折光性好，传代接种后细胞贴壁及

克隆样增生更加迅速，形态更加均一，均呈成纤维长

梭形外观。
2． 2 组织标本观察
2． 2． 1 膝关节标本大体观察 每组分别于术后 2、
4、8、12 周处死 1 只兔，兔膝关节切口愈合良好，无

感染，有明显关节腔积液，滑膜大量增生，软骨无明

显损伤。移植肌腱结构完整，色泽较正常肌腱暗淡，
呈淡红色，张力可，无松弛，无坏死及断裂，移植肌腱

两端与骨隧道愈合良好。2 周时股骨隧道外口间隙
仍可见少量胶体，4 周时股骨隧道外口间隙无胶体，
股骨隧道内口可见少量瘢痕组织及骨组织，8 周时
股骨隧道外口出现少量骨样组织，内口出现大量瘢

痕组织，12 周时骨道外口可见较多骨样组织，移植
肌腱与隧道壁粘连。
2． 2． 2 石蜡切片 HE 染色 ① 术后 2 周:对照组:
骨道内界面区连接疏松，间隙清晰可辩界面区可见

由少量血管，成纤维细胞和炎性细胞组成的新生肉

芽组织(图 1A2);实验组:界面区结合亦不紧密，填
充组织仍为血管，成纤维细胞和炎性细胞组成，但出

现排列不规整且不成熟的类软骨细胞(图 1A1)。
② 术后 4 周:对照组:界面区连接相对较紧密，填充
组织血管含量少，成纤维细胞和炎性细胞增多，并出

现稀疏不成熟类软骨细胞(图 1B2);实验组:界面区
连接紧密，已无明显界限，可见炎性细胞和成纤维细

胞及排列不规整类软骨细胞，新生骨质向肌腱长入，

已出现软骨化骨过程(图 1B1)。③ 术后 8 周:对照
组:界面区连接紧密，炎性细胞减少，成纤维细胞增

生，胶原纤维合成增多，排列方向不规整(图 1C2);
实验组:界面区连接紧密，类软骨细胞逐渐成熟，排

列较规整，胶原纤维大量合成，出现与骨隧道轴向垂

直的 Sharpey纤维及软骨移行带(图 1C1)。④ 术后
12 周:对照组:界面区出现 Sharpey 纤维，但连接组
织中胶原排列紊乱(图 1D2);实验组:界面区可见
到大量排列有序的 Sharpey 纤维及规整排列的类软
骨细胞(图 1D1)。
2． 3 腱骨界面成纤维细胞计数 术后 4 个时间点
对两组标本进行腱 －骨界面高倍镜下(HE 染色)成
纤维细胞计数，见表 1，每个标本取 3 个高倍镜视
野，每组 4 个时间点各 12 个高倍镜视野。方差分析
结果显示两组在 4 个时间点比较差异有统计学意义
(F = 30. 91，P ＜ 0. 05)。

3 讨论

3． 1 界面愈合的止点结构特点及组织学转归 移
植物在关节腔里经历了缺血、坏死、再血管化、细胞
增殖和塑形、韧带化等过程。移植物在骨道内愈合
分为两种方式，即直接止点和间接止点

［6］。直接止
点，类似于正常交叉韧带的过渡形式，其特征性结构

是移行的纤维软骨带，从韧带向止点分别是韧带、纤

·7701·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2014 Aug;49(8)



图 1 术后 4 个时间点腱 －骨界面区 HE ×100

1:实验组;2:对照组;A:2 周; B:4 周; C:8 周; D:12 周

表 1 术后两组标本 HE染色界面区成纤维细胞计数

的比较(n = 8，个，珋x ± s)

组别
时间

2 周 4 周 8 周 12 周
实验 12． 58 ± 1． 65* 15． 35 ± 2． 12* 18． 62 ± 3． 46* 14． 68 ± 2． 52*

对照 3． 49 ± 1． 56 5． 65 ± 1． 58 7． 32 ± 1． 28 4． 95 ± 1． 68

与对照组比较:* P ＜0． 05

维软骨、钙化软骨及骨，在钙化软骨和纤维软骨之间
有“潮线”相隔［7 － 8］。其止点的特有的四层移行结
构决定了其传递、缓冲应力、降低负荷，还在移植物
的生长塑形中的重要作用

［9 － 11］。间接止点其特点
为肌腱与骨组织间形成的穿透性的胶原纤维，走向

通常与骨隧道轴向垂直，这种胶原纤维为 Sharpey
样纤维，是肌腱与骨形成连接的一个重要标志。理
想的韧带重建愈合止点应为直接止点，而交叉韧带

重建术后愈合多为间接愈合，但众多学者观点不一。
Ｒodeo et al［12］在狗趾长伸肌的上止点移植到胫骨近
端的骨隧道研究中，发现愈合界面为间接止点。而
Panni et al［13］在兔自体骨 －髌腱 －骨重建兔 ACL中
发现愈合界面为直接接止点。
3． 2 MSCs 对骨道内移植肌腱愈合的影响 近年
来，国内外学者

［14 － 15］
发现多种因素可促进界面区愈

合。陈鸿辉 等［14］发现低强度超声及功能性电刺激
可使骨、软骨等多种细胞增生，从而促进纤维软骨带
重建及新骨形成。Pan et al ［15］发现带有 BMP 的注
射用磷酸钙对兔 ACL 重建后骨道内肌腱移植物愈
合有促进作用。国外研究者［16 － 17］发现软骨可能增
强骨 －肌腱结合部移行区的再生。MSCs 因具有强
大的增殖能力、多向分化潜能、取材方便，损伤小、便

于外源基因的转染及表达调控等特点使其成为理想

的组织工程种子细胞而用于骨道内肌腱移植物愈合

研究中。Lim et al ［18］使用腘绳肌自体移植物行兔
双侧 ACL 重建，实验组 bMCSs 被植入生物蛋白胶，
对照组中则为空白纤维蛋白胶，结果显示，bMCSs改
善了愈合过程并促进了生物性能的提高。本实验考
虑到 MSCs是多种间充质细胞的前体细胞，在体内
或体外特定的诱导条件下，可分化为脂肪、骨、软骨、
肌肉、肌腱、韧带、神经、肝、心肌、内皮等多种组织细
胞，理论上可以促进骨 －肌腱结合部多种细胞的增
生，从而促进界面愈合。
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The morphology of effects of MSCs for healing of the
graft of ligament in the bone tunnel

Liu Jing，Xu Bin，Xu Honggang，et al
(Dept of Orthopaedics Surgery，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate whether autogenous peripheral blood mesenchymal stem cells gel could pro-
mote the healing of the graft of ligament in the bone tunnel． Methods 8 New Zealand white rabbits were randomly
divided into experimental and control group． After mobilizeing with Granulocyte colony-stimulating，autogenous pe-
ripheral blood mesenchymal stem cells were isolated and cultured in vitro． For the experimental group，autogenous
peripheral blood mesenchymal stem cells gel was injected into the the femur Ｒoad tip clearance of the ACL recon-
struction model; for the control group，only fibrin gluewas were injected into． Ｒespectively，in 2nd week，4th week，
8th week，12th week，one rabbit of each group was sacrificed for morphology and the number of fibroblasts was
counted at tendon-bone interface with HE staining under high magnification microscope to investigate whether autog-
enous peripheral blood mesenchymal stem cells gel could promote the healing of tendon-bone interface after ligament
reconstruction． Ｒesults For the experimental group，in 8th week，tendon-bone interface connection was tight，the
interfacial region showed a large orderly arrangement of Sharpey fibers and chondrocyte-like cells，for the control
group，in 12th week，Sharpey fibers could be found，but the collagen fiber was disorder． The number of fibroblasts
was counted at tendon-bone interface，we adopted one-way ANOVA and SNK test to analyze the number of fibro-
blasts，the difference between experimental and control group was considered significant(P ＜ 0. 05) ． Conclusion
Autogenous peripheral blood mesenchymal stem cells gel can promote the healing of tendon-bone interface after liga-
ment reconstruction．
Key words mesenchymal stem cells;knee;ligament;graft;healing
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