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骨髓间充质干细胞及其复合物对肌腱
早期愈合影响的实验研究

韩桂全 1 , 唐述森 1 , 刘晓伟 1 , 韩振学 2 , 李志仙 2

(11山东省潍坊医学院附属医院 , 潍坊　261031; 21潍坊市中医院 , 潍坊　261041)

摘要 [目的 ] 探讨骨髓间充质干细胞 (BMSCs) 与纤维蛋白胶复合体对兔肌腱早期愈合的影响 , 为临床应用提

供依据。 [方法 ] 家兔骨髓间充质干细胞离体培养、纯化、扩增后与纤维蛋白胶混合。36只家兔分为实验组和对照

组 , 兔跟腱横断制作肌腱断裂模型。实验组应用自体 BMSCs复合纤维蛋白胶移植于肌腱损伤区 , 对照组仅以纤维蛋

白胶置于肌腱损伤区。分别于术后 1周 , 3周 , 6周及 12周对移植部位进行大体标本观察 , 细胞示踪、组织学检查、

免疫组织化学检查、形态测定分析及生物力学测定。 [结果 ] 实验组相比对照组肌腱大体观察粘连差 , 肌腱活动性

好。3周后纤维蛋白载体即降解 , 细胞示踪结果显示标记的骨髓间充质干细胞至少 6周内仍可保持活性并存在于肌腱

组织中 , 但之后逐渐扩散。3周时 , 实验组与对照组相比胶原纤维排列更为有序 , 且胞核形态结构更规则 , 但在 6周

及 12周时 , 实验组与对照组胞核参数测定无统计学意义。3周时实验组比对照组具有更强的的生物力学特性 , 但之

后则差别不明显。 [结论 ] 肌腱损伤后即给以腱内 BMSCs复合纤维蛋白胶治疗可促进肌腱愈合早期组织形态学及生

物力学修复。
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Exper im en ta l study of rabb it tendon early hea ling affected by m esenchyma l stem cells com posite grafts∥HAN Gui -

quan, TANG Shu - sen, L IU X iao - w ei, et a l1The A ff ilia ted Hospita l of W eifang M edical College, W eifang 261031, China

Abstract: [ O bjective] To investigate the effect of rabbit BMSCs with fibrin sealant on accelerating early tendon healing1
[M ethods] The BMSCs were isolated and amp lified1 The rabbits were divided into experimental ( E ) and control ( C )

group s1The injury model was a sharp comp lete transection through the m idsubstance of the achilles tendon1 The experimental

group was imp lanted with composite of BMSCs and fibrin sealant, The control group was operated with only fibrin seal2
ant1Specimens were harvested at 1, 3, 6, and 12 weeks for analysis, which included evaluation of gross morphology , cell trac2
ing , histological assessment, immunohistochem istry studies , morphometric analysis, and mechanical testing1 [ Results] The

gross morphology of the tendons showed the experimental group had lesser adhesion and better reactiveness than that in the con2
trol group1The fibrin had degraded at 3 weeks1 Cell tracing showed that the labeled bone marrow derived mesenchymal stem cells

remained viable and p resented in the intratendinous region for at least 6 weeks, becom ing more diffuse at later timepoints1A t 3

weeks, collagen fibers appeared more organized and there were better morphometric nuclear parameters in the treatment group1
A t 6 and 12 weeks, there were no differences between the group swith regard to morphometric nuclear parameters1 B iomechanical

testing showed imp roved modulus in the treatment group as compared with the control group at 3 weeks, but not at subsequent

timepoint1 [ Conclusion] Intratendinous cell therapy with bone marrow derived mesenchymal stem cells following p rimary ten2
don repair can imp rove histological and biomechanical parameters in the early stage of tendon - healing1

Key words: bone mesenchymal stem cells; 　tendons; 　healing

　　肌腱损伤是外科的常见问题之一 , 其修复是一个复杂的 过程 , 关键在于损伤后的修复不仅要达到肌腱纤维连续性及

强度的修复 , 而且要使肌腱与其周围组织的活动性达到良好 ,

关节功能得以恢复。肌腱损伤术后大多需要外固定 , 由于不

能早期恢复功能锻炼 , 使肌腱愈合面临很大风险 , 例如肌腱
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粘连及肌腱断裂。本研究应用自体骨髓间充质干细胞 ( bone

mesenchymal stem cells, BMSCs) 与纤维蛋白胶复合体修复家

兔肌腱损伤 , 观察其对肌腱早期愈合的影响 , 为临床应用提

供理论依据。

1　材料与方法

111　实验对象 　健康家兔 (潍坊医学院动物中心提供 ) 36

只 , 体重 115～215 kg, 无感染、瘢痕和皮肤撕裂等情况。

112　BMSCs的培养 : 将家兔以 3%戊巴比妥钠经耳缘静脉常

规麻醉 , 取 20 m l注射器经胫骨近端内侧进针 , 缓慢抽取骨髓

1～3 m l, 以贴壁法分离、培养 BMSCs , 常规消化传代。

113　BMSCs胞浆标记 : 按照厂家说明用 CFDA - SE (荧光胺

反应琥柏酰亚胺酯 ) 示踪细胞。第三代 BMSCs细胞在 PBS中

清洗 , 在 10 - μmol/L CFDA - PBS溶液中再次悬浮 , 然后

37℃下孵育 10 m in。于 37℃下在完全培养基中悬浮 30 m in,

确保探针完全修饰。

114　实验分组 : 将 36只家兔分为实验组和对照组 , 每组 18

只。切开家兔跟腱中部横行切断跟腱 , 用改良的 Kessler法以

5 - 0的无损伤尼龙线缝合肌腱。按照厂家说明制备纤维蛋白

粘合剂 , 与骨髓间充质干细胞混合。实验组应用自体 BMSCs

复合纤维蛋白胶移植于肌腱损伤区 , 对照组仅以纤维蛋白胶

置于肌腱损伤区。分别于术后 1周 , 3周 , 6周及 12周对移植

部位进行大体标本观察、细胞示踪、组织学检查、免疫组织

化学检查、形态测定分析及生物力学测定。

115　统计处理 　对所得的数据采用 SPSS 810统计软件处理 ,

P < 0105时为有统计学差异。

2　结果

211　MSCs原代培养 11 d后细胞大致融合成片 , 细胞突起互

相连接。

212　大体结果

实验组和对照组肌腱没有损伤撕裂。3周时 , 损伤部位的

纤维蛋白胶几乎完全降解 , 损伤部位是增生、微透明的 ; 6周

时 , 损伤部位几乎没有纤维蛋白 , 损伤部位是增厚的。实验

组腱周无明显肉芽组织和膜状粘连 , 肌腱滑动好 ; 对照组腱

周有较大面积肉芽组织 , 并与腱鞘形成致密的粘连 , 肌腱滑

动性较差 , 与正常肌腱相比 , 3周时治疗组和对照组损伤部位

的横断面积都是增加的 ( P < 0105) , 两组间无明显差别。两

组的横断面积在 6周时减少到正常值 , 在 12周时保持相似的

结果。

213　BMSCs的示踪 :

荧光标示说明 BMSCs在损伤部位保持活性长达 6周。1

周时染色很强 , 并且在植入部位浓集。在 3周和 6周时 , 细

胞开始迁移到损伤周围的地方 , 但是没有迁移到正常肌腱的

近端或远端。

214　组织学和免疫组织化学

实验组和对照组的早期阶段 HE染色显示在损伤部位的中

部有纤维化和纤维蛋白的出现。两组的炎症反应是相似的 ,

以淋巴细胞和巨细胞的聚集为特点 , 但没有明显的免疫反应。

炎症反应在 6周时明显减轻 , 在 12周时几乎消失。损伤部位

的细胞计数是增加的。3周时 , 损伤部位细胞计数在治疗组有

205%的增加 , 在对照组有 233%的增加。12周时 , 在治疗组

细胞计数下降至 128% , 在对照组其下降至 137% (图 1)。两

组中 , 在 3周时损伤部位周围的 I型胶原纤维染色程度相对于

肌腱远端或近端部分要差。然而 , 实验组表现出高密度的 I型

胶原结构 , 其相对于对照组的胶原结构有更多的的结构 (图

2) , 并且胶原纤维排列更为整齐。在 6周和 12周时 , 治疗组

和对照组的标本组织上是相似的 , 在随后的时间点 , 标本有

更强的染色和更多结构的胶原纤维。正常出现在腱旁组织中

的 III型胶原在损伤部位出现 , 两组中 III型胶原在损伤部位

的近端和远端消失。3周时 III型胶原染色是明显的 , 在 12周

时染色消失。

图 1 肌腱损伤部位的细胞数与正常值的百分比　　　　图 2 3周时免疫组化染色 ( S为缝合线 ) 　图 2a 对照组　图 2b 实验组

215　形态学分析

实验组和对照组在 1周、3周、6周和 12周时细胞核纵横

比和细胞定位角有明显的改进 , 其改善与肌腱愈合和成熟有

关。3周时 , 治疗组细胞核纵横比率小于 013的细胞百分数和

细胞核定位角值小于 30°的细胞百分数比对照组明显升高 (细

胞核纵横比率分别为 3613% ∶2911% , 细胞核定位角值分别

为 8512% ∶319% , P < 0105 )。6周时 , 两组没有明显的差

别。12周时 , 细胞核纵横比率和细胞核定位角值接近正常。

216　生物力学测定

实验组和对照组肌腱的结构特性在 1周、3周、6周和 12

周都有改进。 3 周时 , 治疗组相比对照组高 32%的模量

(8819MPa∶6712MPa, P < 0105)。在 6周和 12周时 , 治疗组

和对照组结构特性没有明显的不同。

3　讨论

肌腱损伤的修复是一个复杂的过程 , 以往肌腱愈合的理

论停留在内源性和外源性两种机制混合存在。Khan等发现在
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损伤后肌腱内膜细胞显示出延迟的细胞反应 [ 1 ] , 提示内源性

机制常常延迟 , 而外源性机制在愈合中占主导。外源性愈合

机制的主导地位使滑膜鞘炎症增生反应强烈 , 细胞外基质 ,

胶原物质在受损伤部位增加过多 [ 2 ]。所以现在人们把眼光放

在如何加强内源性愈合 , 而抑制外源性愈合从而达到提高肌

腱愈合的效果。既往学者在肌腱组织工程研究中多采用肌腱

细胞作为种子细胞 [ 3 ] , 但是自体取材将造成供区功能缺失 ,

异体取材又面临免疫排斥或传播疾病的风险。此外 , 在体外

培养腱细胞 (肌腱的主要组织成分 ) 因增殖速度较慢比较耗

时 , 多次传代后细胞基本丧失分泌基质的能力。利用组织工

程技术构建肌腱的研究主要是以生物可降解材料为支架 , 以

有分泌功能的细胞为种子 , 构建出有一定功能的肌腱样组织。

在本研究中笔者采用骨髓间充质干细胞 (BMSCs) 为种

子细胞。BMSCs是多种间充质细胞的前体细胞 , 有传代繁殖

能力强 , 生物相容性好等优点 [ 4 ]。它存在于成熟机体的骨髓

基质中 , 有向特定间质细胞分化的潜能 , 如 : 骨、软骨、脂

肪、肌腱、肌肉及骨髓基质 [ 5 ]。BMSCs的标志性表面抗原

CD44经鉴定为阳性。BMSCs取材方便 , 在体外培养过程中可

以短时间内大量增殖 , 避免了组织配型不合及免疫排斥等问

题 , 使得其在组织工程的应用中独具优势。另有文献报道 ,

BMSCs在体外培养未经诱导即具备分泌 I型胶原的能力 , 与

腱细胞的主要功能相同 , 无论在数量上还是质量上都更符合

构建肌腱组织时对种子细胞的要求。李明等发现骨髓间充质

干细胞及其复合物可以增强兔桡骨缺损的愈合 [ 6 ] , 国外已有

将 MSCs应用于构建肌腱组织的研究 [ 7 ] , 但国内目前鲜见报

道。

本实验的结果说明移植于肌腱损伤部位的 BMSCs对损伤

肌腱的早期愈合有重要作用 , 可以增强肌腱早期愈合 , 减少

粘连。荧光燃料染色显示细胞有活力至少持续 6周。在 1周、

3周和 6周的对比研究说明细胞弥漫性扩散。染色剂随细胞分

化而传替给子细胞 , 荧光显示随时间而减少。原位标记的细

胞在 8周时能够检测到。由于这种原因作者选择这些研究的

时间点 , 在研究中应用相同技术分离的细胞 , 有活力的同源

性 BMSCs在兔髌韧带损伤模型中可以存活 8周。本研究中治

疗组在 3周时较好的形态学参数和模量说明 BMSCs促进肌腱

的愈合率和成熟度。上述结果与另外一些研究的数据一致。

这些数据同样显示在肌腱缺损模型中 , BMSCs种植的组织基

因工程替代物可以改进生物机械特性。

本研究中移植的 BMSCs在肌腱治疗方面的确切作用还不

清楚。其中的作用是在肌腱治疗的环境下他们可能分化成肌

腱细胞 , 并且通过制造胶原和塑型参与肌腱愈合过程。BMSCs

可能在愈合过程中起生长因子起动机的作用 , 而不是仅仅通

过分化起作用。在肌腱内细胞活力的发现 (CDFA标记所显

示 ) 支持这种可能性。在组织学分析中 , 作者没有观察到来

自 BMSCs的明显淋巴细胞免疫反应。有一些明显的证据说明

同源的骨髓源性间充质干细胞可以调整宿主免疫反应 , 最近

的间充质干细胞免疫移植的文献说明了这一点。作者研究结

果也与上述研究发现是一致的。在 3周时免疫组织化学和形

态学结果说明肌腱结构特性的改进是由于愈合的加速而不是

感染或瘢痕形成的缘故。在 3周时肌腱的生物机械特性改进 ,

其临床意义值得重视。这项改进可以通过增加骨髓源性间充

质干细胞的数量或添加生长因子来优化 , 另外与基因治疗一

起增加效果。

本实验中作者选择纤维蛋白胶作为细胞载体是因为在临

床上它用于神经愈合和血液凝固。骨髓源性间充质干细胞在

纤维蛋白胶中可以保持活性 , 并且有良好的生物相容性 , 来

源广泛 , 在肌腱愈合过程中可以被吸收 , 因此作者用纤维蛋

白胶作为骨髓源性间充质干细胞的传递工具。实验结果显示

纤维蛋白胶的添加并不影响损伤肌腱愈合后强度和组织学特

性。通过实验作者希望应用同源性骨髓源性间充质干细胞将

会对肌腱手术提供一种 “不用保护 ”的细胞治疗方法。
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