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摘  要 

目的：研究鼠骨髓间充质干细胞(Bone marrow mesenchymal stem cells, BMSCs)同种异体膝关节内移

植，静脉移植后在膝关节内的存活与分布情况，为BMSCs在软骨损伤治疗中应用提供理论基础。方法：

采用全骨髓培养法分离培养大鼠骨髓间充质干细胞，用5-溴-2-脱氧尿苷标记细胞，计算标记阳性率，通

过关节腔注射或鼠尾静脉植入大鼠体内，免疫组化观察术后2 w、4 w标记细胞存活、分布，HE染色观察

植入后组织的免疫反应。结果：培养48 h后，BMSCs贴壁大部分呈长梭形，个别为多角形，7 d后细胞融

合达90%以上。细胞生长曲线显示细胞生长潜伏期较长，接种后第3~6 d进入对数生长期，第7 d后进入

平台期，传代后细胞在24 h内贴壁，以均一的长梭形为主，且生长增殖速度比原代快。标记的BMSCs呈
绿色，经计数标记率为95%。同种异体BMSCs植入后均表现出较强的迁移能力，进入关节软骨内。随时

间延长，关节软骨内的标记细胞逐渐增多，在异体关节软骨中至少可以存活4 w，关节腔注射和鼠尾静

脉植入BMSCs均未观察到明显的免疫反应，且两组在植入2 w和4 w后Brdu标记阳性的BMSCs表达差异

无统计学意义(P > 0.05)。结论：异体BMSCs通过关节内注射和静脉移植对于治疗关节软骨损伤均具有一

定的临床应用价值。 
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Abstract 
Purpose: To study the survival and distribution of bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) 
in the knee joint after allogeneic intra-articular knee transplantation, and intravenous transplan-
tation, so as to provide theoretical basis for the application of BMSCs in the treatment of cartilage 
injury. Methods: Rat bone marrow mesenchymal stem cells were isolated and cultured by whole 
bone marrow culture method. 5-Bromo-2-deoxyuridine was used to label the cells. The positive 
rate of labeling was calculated. The survival and distribution of labeled cells were observed by 
immunohistochemistry at 2 and 4 weeks after operation, and the immune response of implanted 
tissues was observed by HE staining. Results: After 48 hours of culture, most of BMSCs adhered to 
the wall in a long spindle shape, and a few were polygonal. After 7 days of culture, more than 90% 
of the cells were fused. The cell growth curve showed that the incubation period of cell growth was 
longer. The logarithmic growth phase entered 3~6 days after inoculation, and entered the plateau 
stage after 7 days. After passage, the cells adhered to the wall within 24 hours, and the growth and 
proliferation rate was faster than that of the primary generation. The labeled BMSCs were green, 
and the labeling rate was 95%. Allogeneic BMSCs showed strong migration ability and entered in-
to articular cartilage. The number of labeled cells in articular cartilage increased gradually with 
time, and could survive at least 4 weeks in allogeneic articular cartilage. No obvious immune re-
sponse was observed in intra-articular injection and tail vein implantation of BMSCs. There was no 
significant difference in the expression of BrdU positive BMSCs between the two groups at 2 and 4 
weeks after implantation (P < 0.05). Conclusion: Allogeneic BMSCs can be used in the treatment of 
articular cartilage injury by intra-articular injection and intravenous transplantation. 
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1. 前言 

间充质干细胞是来源于中胚层的成体干细胞，具有高度的自我更新能力和多种分化潜能，能够分化

为各种类型的细胞，包括骨细胞、脂肪细胞、软骨细胞、肌细胞、心肌细胞和神经元，容易在体外大量

获取和扩增而不丢失分化能力[1]。近二十年间充质干细胞在软骨组织工程中得到应用，动物实验显示了

良好的软骨修复潜能，并应用到临床实践中[2] [3] [4]。但是目前还没有确切的办法跟踪植入的间充质干

细胞，对于新形成的组织中是否含有植入的间充质干细胞不是很清楚。本研究将 5-溴-2-脱氧尿苷(Brdu)
标记的骨髓间充质干细胞(Bone marrow mesenchymal stem cells, BMSCs)植入鼠体内，观察其存活和分布，

阐明其在软骨损伤治疗中的应用前景。 
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2. 材料与方法 

2.1. 材料 

DMEM 培养基(美国 Hyclone 公司)、胎牛血清(杭州四季青公司)、胰蛋白酶(美国 Sigma 公司)、BrdU 
(美国 Sigma 公司)、兔抗鼠 BrdU 一抗(武汉博士德公司)，山羊抗兔二抗(武汉博士德公司)，免疫组化试

剂盒(北京中杉公司)，海藻酸钠(青岛南山公司)，Whistar 大鼠(购自青岛市药检所)。本试验已通过医院伦

理委员会批准。 

2.2. 方法 

2.2.1. 大鼠骨髓间充质干细胞培养 
大鼠麻醉后在 75%的酒精中浸泡 30 min，无菌条件下在培养箱中取双侧后腿股骨，用剪刀去除贴附

在骨表面的肌肉，置于无菌培养皿中，用碘伏浸泡 30 min，无菌生理盐水冲洗后剪断两端骨垢，用吸取

DMEM (含 10%胎牛血清)的 5 ml 注射器冲洗骨髓腔，将冲洗液导入 25 cm2培养瓶中，每 3 d 换液一次。

培养箱内参数设定：37℃、5% CO2。待细胞融合率达 90%以上后，用 0.25%的胰酶消化传代，以 8 × 103/cm2

的密度传代培养。 

2.2.2. BMSCs 生长曲线绘制 
分别将 1、3 代 BMSCs 悬液 100 µL 加入到 96 孔板中，在培养箱中预培养 12 h，分别于第 1、2、3、

4、5、6、7、8 d 加入 10 Ul CCK-8 溶液，在 450 nm 波长下测定相应 OD 值，绘制时间为横坐标(X 轴)，
OD 值为纵坐标(Y 轴)的细胞生长曲线。 

2.2.3. BrdU 标记 BMSCs 及免疫荧光检测标记率 
在细胞培养液中加入 10 μmol/L BrdU 进行标记，48 h 后将标记的 BMSCs 接种在有盖玻片的六孔板

中，待 BMSCs 达 70%融合率时，弃去培养基，PBS 清洗三次，以 40 g/L 多聚甲醛固定 30 min，0.5% Triton
通透 15 min，然后加入 10 g/L 牛血清白蛋白封闭 30 min，PBS 冲洗三次后加入兔抗鼠 BrdU 抗体，于 37℃
孵育 2 h，避光加入山羊抗兔 FITC 荧光抗体，避光孵育 1 h，PBS 冲洗后甘油封片，荧光显微镜下观察

细胞的即时标记情况。随机选取 5 个视野，分别计数暗视野下绿色荧光细胞数(阳性细胞数)和明视野下细

胞数，按下列公式计算标记阳性率，标记阳性率 = 5 个视野阳性细胞总数/5 个视野细胞总数 × 100%。 

2.2.4. BMSCs 同种异体植入 
选取 9 只只体重 150~200 g 的 2 月龄 Whistar 大鼠，随机分为对照组、关节注射组和静脉植入组。对

照组、关节注射组大鼠经 10%水合氯醛腹腔麻醉后，用碘酊和酒精消毒后腿的左膝关节。依据分组，在

大鼠内侧膝关节间隙用 1 ml 注射器分别注射 100 µl 的生理盐水或 100 µl 1 × 106的 BMSCs 悬液。静脉组

大鼠用碘酊和酒精消毒尾部，用软针穿刺入尾静脉，注射 1 × 106 BMSCs 悬液。术后分笼常规饲养和观

察并给予抗生素肌注预防感染。 

2.2.5. 免疫组化及 HE 染色大鼠关节软骨 
植入术后 2、4 w 处死老鼠，取左膝关节内的韧带和软骨。用 40 g/L 多聚甲醛固定 24 h，石蜡包埋切

片，用 0.3% Triton 通透 10 min，血清封闭液封闭 15 min，直接倾去封闭液，加入 BrdUI 抗 4℃过夜孵育；

第二天加入 II 抗在室温下反应 1 h，PBS 漂洗后滴加 DAB 显色，二甲苯通透，中性树胶封片，光镜下观

察 BrdU 阳性细胞。HE 染色观察局部组织反应。 

2.2.6. 统计学分析 
应用 SPSS 19.0 统计软件进行统计学分析。所有定量变量以均数 ± 标准差(x ± s)表示。两组比较采
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用 t 检验，P < 0.05 表示差异具有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 大鼠 BMSCs 的分离培养 

原代培养 48 h 可见细胞贴壁大部分呈长梭形，个别为多角形，以后细胞呈克隆样生长，血细胞随换

液而逐渐清除，7 d 后细胞融合达 90%以上(图 1)。细胞生长曲线显示细胞生长潜伏期较长，接种后第 3~6 
d 进入对数生长期，第 7 d 后进入平台期，传代后细胞在 24 h 内贴壁，以均一的长梭形为主，且生长增

殖速度比原代快。 
 

 
(a)                                                (b) 

Figure 1. Isolation and culture of rat BMSCs. (a) Observation of adherent rat bone marrow mesenchymal stem cells under 
inverted microscope (×200 fold); (b) Cell growth curve 
图 1. 大鼠 BMSCs 的分离培养。(a) 倒置显微镜下观察贴壁的大鼠骨髓间充质干细胞(×200 倍)；(b) 细胞生长曲线 

3.2. BrdU 标记 BMSCs 阳性率 

标记的 BMSCs 在倒置荧光显微镜下呈绿色(图 2)，经计数标记率为 95%。 
 

 
(a)                                        (b) 

Figure 2. Bone marrow mesenchymal stem cells treated with BrdU were observed under fluorescence 
microscope. (a) Bone marrow mesenchymal stem cells under white light; (b) Bone marrow mesen-
chymal stem cells under fluorescence microscope 
图 2. 荧光显微镜下观察 BrdU 处理的骨髓间充质干细胞。(a) 白光下骨髓间充质干细胞；(b) 荧
光显微镜下骨髓间充质干细胞 
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3.3. 植入后大鼠关节软骨 BrdU 阳性细胞免疫组化及 HE 染色 

术后全部动物正常存活，注射部位均未出现红肿和分泌物，动物精神可，饮食，活动状况良好，无

异常死亡。异体细胞植入术后 2 w，在关节内注射组和静脉注射组，免疫组化染色显示在软骨内存在少

量的 BrdU 阳性细胞，且阳性细胞数两者无统计学差异(P > 0.05)；对照组中没有 BrdU 阳性细胞表达，

HE 染色均未见到明显炎性反应。术后 4 w，在关节组和静脉组软骨组织中，免疫组化结果显示软骨内出

现 BrdU 阳性细胞比第 2 w 时增多，且两组 BrdU 阳性细胞表达差异无统计学意义(P > 0.05)；对照组没有

BrdU 阳性细胞表达(图 3)，HE 染色均未见到明显炎性反应(图 4)。 
 

 
Figure 3. BrdU positive cells in articular cartilage of the three groups were immu-
nohistochemical 
图 3. 三组免疫组化关节软骨中 BrdU 阳性细胞 

 

 
Figure 4. The immune response was observed by HE staining in the three groups 
图 4. 三组 HE 染色观察免疫反应 
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4. 讨论 

1966 年 Friedenstein 等首先从骨髓中分离培养出骨髓间充质干细胞。研究显示间充质干细胞可以从骨

髓、脂肪和脐血中得到[5] [6]，具有自我更新和多向分化潜能，容易获取及体外扩增培养，是骨、软骨等

组织工程较理想的种子细胞、基因转染的适宜细胞载体，动物实验显示了良好的软骨修复潜能[7] [8]。骨

髓间充质干细胞取材容易，对机体损伤小，其分离和培养方法有密度梯度离心法、磁珠分选法和流式细

胞仪筛选法。Percoll 密度梯度离心法被认为是最经典的方法，但操作较为复杂。免疫磁珠或流式细胞仪

分选法则价格昂贵。将骨髓直接稀释后接种培养，保留了血液中的多种细胞及营养因子，利用细胞分泌

的各种因子间接促进 BMSCs 的生长，增殖效果较好[9] [10]。但存在需多次半量换液、观察时间长、杂

类细胞接触抑制等问题。本实验采用全骨髓培养法培养出间充质干细胞，简单易行，随换液除去未贴壁

的细胞，可以扩增得到所需要的细胞数量，然后进行标记，研究植入的 BMSCs 在关节软骨内的分布和存

活情况。 
研究细胞移植后在体内的分布、存活，需要对细胞进行标记并检测。由于机体组织和细胞中无内源

性 BrdU 存在，Brdu 作为 DNA 前体胸腺嘧啶核苷的类似物，通过与胸腺嘧啶竞争，特异地掺入 S 期(DNA
合成期)细胞单链 DNA 核苷酸序列里，可用来标记处于增殖期的细胞[11]，用抗 BrdU 单克隆抗体进行免

疫细胞化学检测即可观察到 S 期细胞在组织中的定位与分布，定量评估细胞合成 DNA 的水平[12]。研究

证实 BrdU 标记和检测的准确性高、标记率高，方法简便、迅速、安全，是反映细胞增殖及示踪监测移

植细胞指标[13]。此实验采用了 BrdU 标记大鼠 BMSCs 并进行异体移植研究，检测标记率为 75%。 
本实验通过 BrdU 标记 BMSCs 并用关节注射和静脉体内移植，结果发现异体 BMSCs 可以进入到正

常的关节软骨中且细胞的数量随着时间延长而逐渐增多，至少可以存活 4 周，表明异体 BMSCs 具有较强

的迁移能力，可以进入关节软骨内，两组之间的细胞数量没有明显差别，细胞植入后关节切片的 HE 染

色观察发现，术后植入区域没有出现明显的炎性细胞浸润。表明两种植入细胞的方法均可以应用为治疗

软骨损伤，且没有明显的免疫反应。已经有动物试验证实通过关节内直接注射 BMSC 治疗软骨损伤显示

良好的效果。有研究者利用荧光染料进行细胞示踪，也发现羊自体 MSCs 与明胶海绵复合后植入关节软

骨缺损处，1 w 后植入区域 BMSCs 数量明显减少，而附近骨组织中出现较多植入细胞[14]，表明植入的

自体 MSCs 具有明显的迁移行为，但由于荧光染料在细胞内逐渐衰减，而难于对细胞进行长时间示踪。

从山羊自体骨髓获取自体间充质干细胞扩增后转染绿色荧光蛋白。在山羊骨性关节炎膝关节内直接注射

含有间充质干细胞的透明质酸钠溶液，细胞治疗组内侧半月板明显再生，在新形成的组织中发现植入的

间充质干细胞，关节软骨的退变及软骨下骨硬化减轻。国外学者将骨髓间充质干细胞从幼稚的雄性的绿

色荧光蛋白转基因大鼠中抽吸，并在单层培养。在制造骨软骨缺损后 4 w，18 只老鼠分为三个组：对照

组(在关节内只注射磷酸盐缓冲生理盐水)、钻孔组(关节内注射磷酸盐缓冲生理盐水，并应用骨髓刺激技

术)和骨髓间充质干细胞组(关节内注射骨髓间充质干细胞，并应用骨髓刺激技术)。在 4、8、12 w 杀死老

鼠。在所有的时间点，间充质干细胞处理组组织学评分比对照组和钻孔组明显的增高。在治疗后 4 w 可

以在样本内发现绿色荧光蛋白阳性细胞[15]。研究报道在成体迷你猪的股骨内侧髁制造软骨缺损，从同种

猪的髂棘骨髓获取间充质干细胞，直接关节内注射，结果显示软骨在 6 w 和 12 w 愈合，并在新形成的软

骨中检测到植入的荧光标记的 BMSCs，证实了间充质干细胞治疗软骨损伤是可以选择的治疗方法[16]。 
大多数动物试验是制造软骨缺损模型，以修复软骨缺损检测修复效果[17] [18] [19]。对于其机制，认

为本实验将 BMSC 植入到鼠的正常的关节腔内，同样可以在软骨内发现标记的细胞，对其机制需要进一

步的研究。同时静脉移植实验也发现细胞迁移到软骨内的现象，为静脉移植治疗软骨损伤具有一定的提

示和潜在的应用基础，进一步证实了间充质干细胞的性质。 
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本实验采用 BrdU 示踪技术，确定了鼠骨髓 MSCs 同种异体关节内注射和静脉植入后，可以转移到

关节软骨组织中至少存活 4 w，且具有迁移能力，为进一步研究应用 BMSCs 异体移植应用治疗软骨损伤奠

定了良好基础。未来将进一步研究异体 BMSCs 在体内迁移的机制和能否转化为具有正常性质的软骨细胞。 
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