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应用纤维蛋白胶复合细胞膜片构建人工软骨
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摘 要：【目的】利用细胞膜片具备的良好的流动性，以及纤维蛋白胶的可塑性为其塑形，构建具备空间立体结构的软

骨块。【方法】采用兔耳软骨细胞在培养瓶中进行体培养形成细胞膜片，刮取后剪碎，另取离散软骨细胞，用纤维蛋白胶两种

组分混悬细胞膜片和离散软骨细胞，滴加到48孔板中，在体外构建出圆片状的结构，经过体外培养后进一步植入裸鼠体内，培

养8周后取材。采用大体观察及组织学、免疫组织化学等方法观察分析体内外培养的结构。【结果】获得成熟的圆片状组织工

程软骨结构，组织学表现为成熟的软骨组织，免疫组化结果提示软骨细胞外基质内 II型胶原蛋白高表达。但结构内软骨组织分

布不均匀，岛状软骨组织之间的间隙内为未降解的纤维蛋白胶成分。在其中1个圆片结构中，发现局部骨化现象。【结论】纤维

蛋白胶是一种良好的载体，用于复合软骨细胞膜片及软骨细胞，可成功构建出具备空间立体结构人工软骨结构。
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Cartilage Engineering Using Fibrin Gel and Chondrocyte Cell Sheets
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Abstract：【Objective】To study the feasibility of Cartilage engineering using fibrin gel and chondrocyte cell sheets.【Methods】
rabbit auricular chondrocytes were isolated and cultured to form cell sheets in flasks. The cell sheets were harvested using cell
scrapers，and cut into fragments. The two precursor solutions of Fibrin gel were used to suspend the cell sheet fragments and isolated
chondrocytes，and then added into the wells of a 48-well plate to form Gelatinous chondroid disc constructs. After in vitro culture，
the constructs were implanted into nude mice. After 8 weeks，the constructs were harvested，and the specimens were evaluated using
grossly observing， histological and immunohistochemical observation. 【Results】Mature cartilage discs were obtained. The
histomorphology of the explanted discs appeared non- uniform cartilaginous tissue comprise of regenerated cartilage islands with
different size and irregular shape. Immunohistochemistry staining demonstrated that type II collagen highly expressed in the ECM of
the cartilage islands. In 1 of the 8 discs，partial ossification was observed.【Conclusion】Fibrin gel is a favourable carrier. Artificial
cartilage with stereochemical structure was constructed via combining the fibrin gel and chondrocyte cell sheets.

Key words：fibrin gel；cell sheets；cartilage engineering
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既往研究发现，应用细胞膜片可以构建出与

天然软骨结构类似的人工软骨块［1］。但是，细胞

膜片结构柔软，具有较高的可流动性，无法保持特

定的立体形态，因而，仅采用细胞膜片技术，难以

构建特定形态的软骨。譬如在耳郭软骨的构建

中，如果要构建人工耳郭软骨，则需要借助其他外

源性支架材料。纤维蛋白胶（fibrin gel），又称纤

维蛋白封闭剂（fibrin sealant）、纤维蛋白黏合剂
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（fibrin adhesive），由主体胶和催化剂两种组分组

成，主体胶主要包含浓缩纤维蛋白原、Ⅷ 因子和

抑肽酶；催化剂含凝血酶和氯化钙。当两种组分

混合后，可迅速形成不易降解的水凝胶结构。纤

维蛋白胶具有良好的组织相容性，能较好地介导

细胞信号传导和细胞间相互作用，其降解速度可

调，可通过释放转化因子和血小板衍生生长因子

促进细胞黏附和增殖，为细胞提供三维空间，有一

定力学强度，能抵抗血流冲击［2］；具有较强的可塑

性，使用安全，易操作，可促进组织再生等特性，因

而也常被用于组织工程研究。本研究尝试利用细

胞膜片具备的良好的流动性，以及纤维蛋白胶的

可塑性为其塑形，构建出具备空间立体结构的软

骨块。

1 材料与方法

1.1 实验材料

成年新西兰大白兔 1只，雄性，2.24 kg。8周

龄雌性BALB/c裸鼠 6只，体质量 18 ~ 25 g（北京维

通利华实验动物技术有限公司，北京市朝阳区）。

动物饲养于北京大学实验动物科学部 SPF级动物

中心，动物饲养及实验有创操作执行北大医学部

实验动物研究相关标准。本课题研究获得解放军

第 306医院伦理委员会审批同意。

1.2 兔耳软骨细胞的分离和体外培养

采取肌注陆眠宁Ⅱ（首剂按体质量 0.15 mL/
kg，半小时后追加 0.1 mL/kg）将实验兔全麻，通过

无菌手术，切取一侧耳郭。用碘伏溶液浸泡、反复

擦拭消毒后，于超净台中解剖耳郭软骨，完整去

除皮肤皮下结缔组织及软骨膜，将软骨称重后用

无菌刀片切碎至 1 mm3大小，进而采用Ⅱ型胶原

酶消化（37 ℃，12 h），提取原代细胞，进一步传代

扩增培养。

1.3 软骨细胞膜片的构建及获取

应用 225 cm2培养瓶进行细胞膜片的培养，方

法详见文献报道［1］，取第 3代软骨细胞在 5个培养

瓶中构建单层细胞膜片，2周后用细胞刮刀刮取

细胞膜片。刮起后用无菌眼科剪将细胞膜片进一

步剪碎，形成约1 mm × 1 mm大小的细胞膜片的碎

片。用PBS混悬、洗涤 2遍，第 3遍离心后，形成上

层 PBS清液和下层絮状的细胞膜片碎片沉淀（图

1），吸去上层PBS缓冲液，细胞膜片碎片备用。

另取第 2代软骨细胞，接种到 5个 225 cm2培

养瓶中培养，达到融合状态后，加入胰酶，消化后

离心收集离散软骨细胞（图 1）。

1.4 圆片结构的构建

将纤维蛋白胶提前从冰箱中取出，在 37 ℃水

浴中复温，以使易于溶解。分别抽取主体胶和催

化剂溶解液，注入主体胶冻干粉和催化剂冻干粉，

静置 2 min后，轻轻转动，直至完全溶解，备用。取

1 mL主体胶溶液，混悬细胞膜片碎片。用注射器

均匀分布到 48孔板的 10孔中。取 1 mL催化剂溶

液，混悬离散软骨细胞。用注射器将催化剂-软
骨细胞混悬液滴加到已滴加主体胶-细胞膜片的

10孔中，使迅速结固，形成含有软骨细胞和软骨

细胞膜片的圆片状的凝胶结构。主体胶溶液和催

化剂溶液以 1 : 1比例，滴加到 48孔板的另外 10孔
中，构建成不含软骨细胞及膜片的纤维蛋白胶结

构，作为无细胞的空白对照。所有结构结固后，

在 CO2细胞培养箱中 37℃静置 5 min，取出，移入

到 6孔板中，加入软骨细胞培养液培养 2 d。
1.5 圆片结构的体内植入及注射结构的构建

将体外培养 2 d 的圆片结构植入 BALB/c 裸

A：the flocculent precipitate of the chondrocyte cell sheet frag⁃
ments harvested from a 225 cm2 flask. B：the precipitation of isolated
chondrocytes harvested from a 225 cm2 flask，using trypsin，the vol⁃
ume is much less than A.
图1 软骨细胞膜片碎片及离散软骨细胞离心后体积对比

Fig.1 Comparison of the volume of the chondrocyte cell
sheet fragments and isolated chondrocytes
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鼠。动物麻醉采用陆眠宁Ⅱ按体质量 0.5 mL/kg。
动物麻醉后，用碘伏擦拭消毒裸鼠背部，用剪刀剪

开侧背部皮肤，长约 1 cm，用止血钳沿皮下钝性

剥离，形成皮下组织袋，将圆片结构置入袋内，拉

拢缝合伤口。

1.6 取材及标本分析

体内培养 8周后，注射过量速眠宁Ⅱ，处死动

物后取材。将标本与周围包裹软组织剥离，用作

组织学分析，在中性甲醛溶液中固定 24 h以上，钙

化标本用EDTA脱钙 1周，然后用梯度酒精脱水，

石蜡包埋，制作 5 μm厚的切片，行HE染色，软骨

细胞外基质的分析采用甲苯胺蓝和番红O染色，

采用方法见文献报道［1］。

2 结 果

细胞膜片刮起后，具有良好的流动性，剪碎之

后的细胞膜片，流动性更高，悬浮于培养液中。由

于细胞外基质的存在，以及细胞膜片的碎片呈絮

状，离心后未达到像离散软骨细胞一样，紧致堆

积，因而同样一个 225 cm2培养瓶获得的细胞膜片

碎片的体积远远大于离散细胞的体积（图 1）。

用主体胶与细胞膜片碎片混悬后形成黏稠的

混悬液，滴加催化剂溶液后，溶液迅速结固，1 min
之内结固形成圆片形状的凝胶结构（图 2）。体外

培养2 d后，圆片结构较刚构建时，机械强度有所增

加。组织学观察显示：此时的圆片结构中，软骨细

胞膜片和离散软骨细胞均匀分布在纤维蛋白胶中，

软骨细胞膜片和离散软骨细胞的周围均有初级的

细胞外基质分泌，Ⅱ型胶原开始表达（图3）。而对

照组的纤维蛋白胶圆片经过体外连续培养 2 d后，

已完全水解，培养液中无法找到块状或片状结构。

植入体内培养 8周之后，所有的圆片结构均

形成富有弹性的软骨样结构，呈白色半透明状，

体积和形状较植入前无明显变化（图 4）。组织学

研究发现体内培养后的结构变成成熟的软骨组

织，软骨细胞肥大，不再成层排列，软骨陷窝结构

清晰（图 5），但和天然人鼻中隔软骨相比，本实验

构建的人工软骨中的软骨细胞不够均匀，部分结

构软骨细胞的分布较为稀疏，间隙内为不含细胞

的成分（通过对比体外培养 2 d时的标本组织学

结果（图 3），考虑为尚未降解的纤维蛋白胶成

分），软骨细胞周围富含糖胺多糖，Ⅱ型胶原蛋白

高表达（图 5）。另有部分结构内软骨细胞的分布

密集，间隙较小，为软骨基质所充满，内含丰富的

糖胺多糖，Ⅱ型胶原蛋白高表达（图 5）。

在其中 1个圆片软骨样结构中，发现表面钙

化，质地坚硬（图 4D）。组织学观察发现，已经形

成骨性结构，稀疏的骨小梁形成，骨小梁之间为

骨髓腔结构，血管网已经形成（图 6）。进一步的

甲苯胺蓝、番红 O 染色发现软骨部含有糖胺多

糖，而骨化部位，呈嗜酸性，缺乏糖胺多糖（图

7A-C）。免疫组织化学染色显示软骨部Ⅱ型胶原

蛋白较强的阳性表达，骨化部位无Ⅱ型胶原表达

（图 7D）。

3 讨 论

纤维蛋白原和凝血酶是从哺乳动物血中提

纯，经过灭菌消毒，冻干制成，不含致热源。纤维

蛋白胶的作用原理是模拟人体自身凝血反应最

后阶段：当两种组分混合后，凝血酶将纤维蛋白

原酶切水解，释放出纤维蛋白 A 肽及 B 肽，促进

纤维蛋白原转化为纤维蛋白，形成纤维蛋白单

体，后者聚合成不稳定的可溶性纤维蛋白纤维。

凝血酶同时激活因子􀃼，活性态的因子􀃼a 在钙

离子存在下参与纤维蛋白多肽的交联，使之形成

不易降解的胶体凝块。目前，纤维蛋白胶在当前

外科手术中已有广泛应用，主要用于止血、封闭

组织创面。研究表明纤维蛋白网可提供基质和

间皮趋化活性物质，纤维母细胞长入，新生的毛

细血管形成，肉芽组织生成，促进创伤愈合。它

已被大量的临床应用证实具有良好的组织相容

性和完全的降解吸收性，可避免传播 HIV、肝炎

等人类血源性疾病的危险，常规局部使用，所以

A：construct of fibrin gel-chondrocytes-cell sheets；B：construct
of fibrin gel without cell or cell sheet

图 2 圆片结构照片

Fig.2 Photographs of the constructs
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A&B ：samples after 2 days in vitro culture ，right before implantation into nude mice. C&D：samples after 8 weeks implantation in nude

mice，appeared flexible cartilage discs，and D，partial ossification occurred.
图 4 大体标本

Fig.4 Gross view of the samples

A-D：in the areas with less cartilage islands，ECM appeared abundant sulfated GAG and intensive expression of type Ⅱ collagen. Among the
cartilage islands，the gaps were filled with acellularfibrin gel. E-H：cartilage areas with dense chondrotyes with small gaps. A&E：HE staining；
B&F：toluidine blue staining；C&G：safranin O staining；D&H：immunohistochemical staining of type Ⅱ collagen；400 ×

图 5 纤维蛋白胶-软骨细胞-细胞膜片圆片结构的体内培养 8周时标本的组织学及免疫组织化学表现

Fig.5 Histological and immunohistochemical appearance of the engineered cartilage made from fibrin gel，chondrocytes，
and cell sheets
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A：HE staining；B：toluidine blue staining；C：safranin O staining；D：immunohistochemical staining of type Ⅱ collagen. A-C：the cell
fragments and isolated chondrocytes distributed evenly in the construct. Primary ECM secretion surrounding the cells；D：type Ⅱ collagen expression
was observed. 400 ×

图 3 纤维蛋白胶-软骨细胞-细胞膜片圆片结构的体外培养 2天时标本的组织学及免疫组织化学表现

Fig.3 Histological and immunohistochemical appearance of the gelatinous chondroid discs comprise of fibrin gel，
chondrocytes，and cell sheets
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6A：ossification in the right part（100×）；6B：the tranecula in the ossification area，arrows reveal the blood vessels formation in the gaps of the
tranecula（400×）

图 6 部分骨化结构的组织学表现

Fig.6 Histological appearance of the construct with partial ossification occurred
7A：HE staining；7B：toluidine blue staining；7C：safranin O staining；7D：immunohistochemical staining of type Ⅱ collagen. A-C：sulfated

GAG was observed in the cartilage area，while was absent in the ossified area. D：type Ⅱ collagen expression was observed in the cartilage area，
while was absent in the ossified area. 400 ×

图 7 骨化区域的组织学及免疫组化表现

Fig.7 Histological and immunohistochemical appearance of the ossified construct
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产品安全性强。

纤维蛋白胶在软骨组织工程研究中的应用也

很多［3-6］。Vinatier等［4］用纤维蛋白胶包裹兔鼻部

软骨细胞，在体外进行三维培养，软骨细胞可以正

常表达Ⅱ型胶原和蛋白聚糖，并维持软骨细胞的

表型。进一步用纤维蛋白胶包裹自体鼻部软骨细

胞处理兔关节软骨缺损，在缺损区域形成透明软

骨样组织。Munirah等［5］的体内应用研究发现，用

纤维蛋白胶处理后的聚乳酸-羟基乙酸共聚物支

架材料可以促进软骨组织的形成。Ahmed等［6］发

现纤维蛋白胶是可以促进骨髓间充质干细胞成软

骨分化。

本实验利用细胞膜片及软骨细胞混悬液的流

动性，以纤维蛋白胶作为载体，构建出人工软骨结

构。结构内部，纤维蛋白胶将细胞及细胞膜片均

匀混悬，并包裹塑形。细胞膜片占据大部分的体

积空间，离散细胞填充细胞膜片之间的空隙。本

实验研究发现，软骨细胞膜片在形成后，即开始分

泌软骨基质。应用纤维蛋白胶在体外构建成凝胶

结构后，包裹于其间的软骨细胞膜片和软骨细胞

可以正常代谢，并进一步分泌软骨基质。这说明

纤维蛋白胶是一种良好的载体，对细胞无不良刺

激，且通透性良好，以使培养液中的养分能够渗透

至细胞周围。

纤维蛋白胶应用于体内止血的研究中，一般

在术后第 2 ~ 3天，于纤维蛋白网周边出现毛细血

管和纤维母细胞增殖，5 ~ 7 d创面纤维蛋白被吸

收，组织愈合。在本研究中，空白对照在体外培养

2 d后，完全水解。Eyrich等［7］在纤维蛋白原溶液

中添加钙离子，可使纤维蛋白胶保持长期稳定，且

在软骨组织工程应用中，不影响软骨的增殖、细胞

外基质、Ⅱ型胶原等软骨组织基质成分的形成。

Meinhart等［8］采用添加纤溶抑制剂（抑肽酶和氨甲

环酸），亦可使纤维蛋白胶在软骨组织工程研究中

保持 4周的稳定性，且对种子细胞（软骨细胞）的

表型无显著影响。抑肽酶和氨甲环酸均是临床常
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用的纤溶酶抑制剂，抑肽酶可抑制纤维蛋白溶酶

原的激活因子和纤维蛋白溶酶，氨甲环酸主要通

过阻滞纤维蛋白原、纤维蛋白与血小板受体上的

赖氨酸结合部位对纤溶酶产生竞争性抑制作用，

明显减缓纤维蛋白胶的降解。

在本实验中未混合软骨细胞及细胞膜片的

对照组，纤维蛋白胶在体外培养 2 d 即完全水

解，而文献报道中，纤维蛋白胶在用于手术止血

时，术后 5 ~ 7 d即被机体吸收。纤维蛋白胶在体

内降解的过程是通过纤溶酶的作用，因而推测

本实验观察到的纤维蛋白胶在体外培养过程中

的水解，可能是由于软骨细胞培养液中加入的

胎牛血清中含有纤溶酶成分。当然，这还有待通

过实验进一步证实。如果在含有细胞膜片和软

骨细胞的结构中的纤维蛋白胶也发生水解，那

么其中的细胞膜片和软骨细胞将失去赖以固位

的凝胶包裹和支持，重新变成细胞及膜片的混

悬液，不过本实验发现，含有细胞及膜片成分的

结构，其中的纤维蛋白胶在体外培养过程中并

未发生水解，说明细胞膜片、软骨细胞以及纤维

蛋白胶已经形成一个整体，软骨细胞及软骨细

胞膜片的存在大大减缓了纤维蛋白胶的水解，

其作用机理，也需要进一步实验研究探索。而

植入体内 8周时，纤维蛋白胶仍有未完全吸收的

纤维蛋白胶成分。软骨组织之间存在间隙，是由

于体外构建时细胞或膜片之间存在较大间隙，

由纤维蛋白胶充填，8周时软骨细胞及细胞分泌

的基质未能充满间隙，也没有其他组织长入。

这说明软骨细胞及膜片的存在，软骨的形成，可

以抑制纤维蛋白胶的降解，或者纤维蛋白胶已

经转化成为新生软骨结构的一部分，远期转归

如何，有待进一步研究。

另外，研究中观察到的人工软骨的局部骨

化现象，尽管发生率（1/8）较低，但仍是需要特

别关注的问题。人工软骨骨化可能和结构周围

的微环境相关，有学者认为是和组织血运不畅、

局部缺氧所致，其确切机制以及远期的转归，

未骨化的软骨是否会进一步骨化等，尚有待进

一步研究。
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