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运动训练对静电纺丝荷载间充质干细胞
修复大鼠软骨损伤的影响

仝敬平

(河南师范大学 体育学院,河南 新乡453007)

摘 要:[目的]研究有氧运动训练在荷载有脂肪充质干细胞(ADSCs)的纳米静电纺丝材料修复大鼠关节软骨

损伤中的作用与影响.[方法]分离培养大鼠ADSCs,体外扩增,流式鉴定,荷载于聚碳酸亚丙酯/聚己内酯/左旋聚乳

酸-磷酸四钙(PPC/PCL/g-TTCP)纳米静电纺丝载体上,植入到大鼠膝关节软骨缺损处.实验大鼠随机分为2组:

1)正常对照组;2)运动训练组.训练组采用中等强度的水平跑台运动(12m/min的速度,持续30min).术后第3周开

始训练,每周训练5d,每天训练2次,训练8周后,对修复组织进行苏木素-伊红(HE)和Ⅱ型胶原等染色和组织学检

查,采用 Wakitani评分系统进行软骨修复评分,采用GraphpadPrism6.01进行统计分析.[结果]PPC/PCL/g-TTCP
与大鼠ADSCs具有很好的相容性,可以成功荷载和诱导成骨分化;在运动训练组的关节软骨修复评分指标中,细胞

形态,基质染色强度,表面规整度,修复软骨相对厚度以及移植物与宿主整合度5项指标评分均显著优于对照组;Ⅱ
型胶原和 HE染色显示运动训练组软骨细胞增生明显,Ⅱ型胶原阳性细胞占比显著提高.[结论]中强度运动训练可

以显著提高荷载ADSCs的纳米静电纺丝对大鼠关节软骨损伤的修复水平.
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膝关节软骨损伤是运动创伤领域的常见病和多发病[1].软骨损伤后若得不到有效处理,可能会进一步发展为骨关节炎,导
致膝关节功能丧失[1-2].另外,膝关节软骨磨损,又称膝关节退行性病变、骨关节炎、老年性关节炎等,是常见的慢性、进展性关

节疾病.虽然此病进展缓慢,但最后都会转归为膝关节行走功能丧失[3].病人十分痛苦.
关节软骨是一种特殊的结缔组织,由软骨细胞及软骨基质组成,没有血管、淋巴管及神经,营养主要来自关节腔内的滑液

和软骨下血管.所以,人体软骨自我修复能力本身就非常差,并且随着年龄的增长而迅速降低[4].至今,软骨的损伤修复,仍是

医学界的一个难题,临床上缺乏有效的治疗方案.目前临床外科所采用的软骨钻孔、微骨折等通过人为制造微损伤诱导骨再生

的手段,临床效果并不理想[5].
近些年,干细胞和组织工程技术领域发展迅速,为骨和软骨缺损的治疗提供了新的途径.在骨修复领域,间充质干细胞

(MSCs)具有良好的骨和软骨诱导分化潜能,是目前研究最多的用于骨修复研究的干细胞[6-8].常见的用于组织修复的间充质

干细胞主要包括胎盘间充质干细胞(PDSCs),脐血间充质干细胞(UCMSCs),骨髓间充质干细胞(BMSCs),以及脂肪来源的间

充质干细胞(ADSCs).其中PDSCs和UCMSCs自体来源受限,多由异体提供,存在免疫排斥风险.BMSCs则取材不便,患者依

从性差.所以,ADSCs由于来源丰富,取材方便,扩增能力强和多向诱导分化潜能等优点,近年来逐渐成为组织工程领域的研

究热点[8-9].
由于关节腔的特殊构造,单纯的干细胞悬液原位注射容易弥散,难以达到对缺损部位的精确修复.近些年,三维支架领域

发展迅速,如PLGA目前已经获FDA批准是可以用于人体组织工程的支架材料[10].其中,采用静电纺织技术可以制备具有机

械性能良好,组织相容性好,可控降解的三维组织工程支架,通过荷载 MSCs在骨和软骨缺损修复中显示了很好的应用前景[11].
已有研究表明,适当的运动康复训练可以显著促进骨损伤的修复过程[12-16].然而,对于运动训练在三维支架荷载间充质

干细胞修复软骨损伤中的作用和影响,尚无报道.本研究通过建立大鼠关节软骨损伤模型,评价中等强度跑台运动对荷载有

ADSCs的纳米静电纺丝材料在软骨损伤修复的作用与影响.本文可为使用干细胞进行骨修复过程中的康复训练提供实验基础.
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1 材料与方法

1.1 实验材料

8周龄的雄性 Wistar大鼠购自北京维通利华实验动物技术有限公司.大鼠平均体质量为(192.3±7.1)g.该实验获得河南

师范大学动物伦理委员会批准开展.
1.2 实验方法

1.2.1 纳米静电纺丝支架的制备

纳米静电纺丝的制备参照 Wang等的研究方法,并做简单改动[17].将聚碳酸亚丙酯(polypropylenecarbonate,PPC,购自河

南天冠公司),聚己内酯(polyε-caprolactone,PCL,购自Sigma)和左旋聚乳酸-磷酸四钙(polyL-lacticacid-graftedtetracalcium

phosphate,g-TTCP,购自中国Ensail公司)3种成分按照7∶2∶1的比例过夜溶解于二氯甲烷中(6%).PPC/PCL/g-TTCP混

悬液通过注射器(BD,USA)和注射泵(SmithsMedicalInstrument,Zhejiang),并在喷嘴尖端施加18kV电压(北京高电压技术

研究所),以5mL/h的速度在恒温(20℃)恒湿(40%)的环境下持续喷射在旋转收集器上.获得的纳米静电纺丝在真空箱中放

置48h以除去溶剂残留物,修剪成一定的形状后采用环氧乙烷灭菌待用.
1.2.2 大鼠ADSCs的分离与鉴定

大鼠ADSCs的分离大鼠脂肪间充质干细胞的分离和鉴定参考XU等人的研究[18],并略作修改.无菌条件下,分离大鼠腹

股沟脂肪垫,并于PBS中清洗3次,剪碎后用0.1%的I型胶原酶(购自Gibco公司)37℃消化1h.然后添加等体积的无血清

DMEM-LG培养基(Gibco)稀释,并采用100μm孔径的尼龙滤网(BDFalcon)过滤除去大的团块.离心收集滤液中的细胞,

DMEM-LG重悬清洗后再离心,最后将收集的细胞重悬于10%FBS的 DMEM-LG培养基中(添加100U/mL 青霉素和

100mg/L链霉素,购自Gibco),37℃,5%CO2 培养箱中培养.第2天换液除去非贴壁的细胞,细胞80%满时进行传代.
大鼠ADSCs的鉴定收集分离后第3代的ADSCs用于流式分析.1×106的 ADSCs经过预冷的PBS清洗后,与不同荧光

标记的抗体(anti-ratCD45-PECy5,anti-ratCD31-PE,anti-ratCD44H-FITC,anti-ratCD105-FITC和anti-ratCD29-FITC均购

自Biolegend公司)于4℃分别进行染色30min.预冷PBS清洗2次之后,进行流式分析(BDBiosciences,US).
1.2.3 纳米纤维荷载ADSCs以及成骨诱导分化

大鼠ADSCs在纳米纤维支架的荷载与成骨诱导分化纳米纤维支架经过环氧乙烷灭菌后,铺于6孔板底部.分离培养的第

4代ADSCs,胰酶消化后,2×105 的细胞种均匀滴加在铺有纤维支架的6孔板中.CM-Dil和香豆素荧光染料分别染ADSCs和

纳米纤维,用于荧光显微镜观察拍照.成骨诱导分化实验是将DMEM-LG培养的ADSCs,换成成骨诱导培养基(DMEM-HG,

10%FBS,添加0.1μMoldexamethasone,10mMoLb-glycerolphosphate和50mg/Lascorbate-2,培养基和血清购自Gibco,其
他购自Sigma,USA)),1周换2次诱导培养基,2周后,4% 多聚甲醛固定后,进行茜素红(购自Sigma,USA)染色分析.
1.2.4 软骨损伤模型制备

大鼠的麻醉采用吸入异氟醚然后注射戊巴比妥(1mL/kg,购自美国Sigma).于大鼠两膝关节的内侧髌骨旁切开,推髌骨

错位暴露股骨沟,使用活检穿孔器在股骨沟中心制造直径1.5mm,深度达软骨下骨(约3mm).然后将荷载有 ADSCs的静电

纺丝材料填入软骨缺损处,缝合关节囊和皮肤切口.术后不输注抗生素,膝关节也不予以制动,放回饲养笼中自由活动.术后每

日观察手术切口,观察愈合情况以及是否存在感染现象.
1.2.5 运动训练方案

大鼠饲养在SPF级动物房,饲养室温度保持在20~25℃,相对湿度为50%~65%,采用12h光照和12h黑暗的昼夜光变

化周期.
实验鼠术后于笼中自由活动,观察2周,剔除感染和活动异常鼠.术后第3周开始训练,实验大鼠随机分为2组:1)自由活

动对照组;2)运动训练组,每组10只.训练组采用中等强度的水平跑台运动(12m/min的速度,持续30min)[12].小动物跑台购

自安徽正华生物仪器设备有限公司.每周训练5d,每天训练2次,训练8周后,处死实验鼠,进行软骨修复的组织学评估.软骨

的修复评估采用 Wakitani软骨修复评分系统[19].
1.2.6 免疫组化与免疫荧光分析

剥离含缺损处的股骨于4%多聚甲醛中固定过夜,并于10% EDTA中脱钙后进行石蜡包埋和切片.石蜡切片经过脱蜡,

0.3%过氧化氢阻断内源过氧化物酶活性,1%透明质酸酶(Sigma,USA)常温处理1h,PBS漂洗后用2%山羊血清常温处理

1h,之后可以进行 Hematoxylin-eosin(HE)等各种组织化学染色.Ⅱ型胶原酶的免疫荧光染色使用能够识别大鼠CollagenⅡ
的小鼠单克隆抗体(2B1.5,1:200,Thermo,USA),4℃孵育过夜,PBS清洗2次后,使用Cy3标记山羊抗小鼠IgG(1∶500,碧
云天生物技术有限公司,A0521)常温孵育1h,DAPI染色并PBS清洗后,于正置荧光显微镜拍照统计(蔡司,德国).
1.2.7 统计分析

Wakitani软骨修复评分和Ⅱ型胶原IHC染色定量分析统计采用 Mann-Whitney检验,分析软件和绘图采用 Graphpad
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prism6.0.P<0.05,认为差异有统计学意义.

2 结 果

2.1 ADSCs表面标志物的流式鉴定分析

脂肪组织分离的间充质干细胞经过体外3代传代,细胞形态基本全部呈典型的间充质干细胞形态.此时,通过流式细胞仪

分析CD44,CD105和CD29典型的间充质干细胞表明标志物表达情况.这3个标志物在分离的ADSCs中均呈阳性,表明这些

ADSCs为典型的间充质干细胞(MSCs).而造血干细胞标志物CD45和内皮细胞标志物CD31为阴性,表明不存在造血和内皮

细胞的污染(图1).
2.2 纳米静电纺丝荷载ADSCs及成骨诱导分化

图2(a)显示的是PPC/PCL/g-TTCP纳米静电纺丝的电镜图.可以看到这3种成分的混合物可以成功纺出均匀的纳米纺

丝.在成骨诱导培养基中诱导2周后,通过茜素红染色证明,ADSCs在二维培养皿和PPC/PCL/g-TTCP纳米静电纺丝上均可

以向成骨细胞分化(图2(b)).进一步通过荧光染料CM-Dil和香豆素分别对 ADSCs和纳米纤维染色,可以看到PPC/PCL/

g-TTCP纳米静电纺丝与ADSCs具有很好的生物相容性.该静电纺丝支架能够荷载ADSCs.
2.3 通过 Wakitani软骨修复评分系统评估运动训练对荷载ADSCs的纳米静电纺丝对大鼠关节软骨损伤的修复情况

大鼠膝关节软骨缺损造模并植入荷载 ADSCs的PPC/PCL/g-TTCP纳米静电纺丝,术后恢复观察2周,第3周开始训

练,训练8周后,对修复组织进行各种染色和组织学检查,并采用 Wakitani评分系统对运动组和对照组大鼠膝关节软骨损伤

处进行打分评估和统计分析.如图3所示,与自由活动的正常对照组相比,运动训练组大鼠软骨损伤在细胞形态,基质染色强

度,表面规整度,修复软骨相对厚度,与相邻软骨组织整合度等全部5个参数均得到了修复和改善,其中细胞形态,修复软骨相

对厚度以及与相邻组织整合度3个参数达到了非常显著的水平(P<0.01).Wakitani总评分也显示与对照组相比,运动训练组

大鼠膝关节软骨损伤修复得到了非常显著水平的改善(P<0.01).
2.4 通过Ⅱ型胶原染色分析评估运动训练对荷载ADSCs的纳米静电纺丝对大鼠关节软骨损伤的修复情况

通过对软骨组织特异表达的Ⅱ型胶原进行免疫荧光染色,分析运动训练对软骨损伤再生修复的影响.如图4(a-c)所示,

运动训练组大鼠膝关节软骨损伤处的Ⅱ型胶原表达量显著高于正常对照组,统计达到极显著水平(P<0.001).进一步通过

HE染色,可以看到正常对照组软骨损伤依然明显,而运动训练组软骨损伤处得到了明显的修复,成串状生长的软骨细胞清晰

可见,见图4(d).
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3 讨 论

膝关节承载在身体的大部分重量,是运动损伤的重灾区[20-22].随着年龄增长,关节损伤的自我修复能力迅速变差;随着世

界人口平均寿命的延长,骨关节退行性病变得高发.如何对损伤的软骨进行有效修复,是全世界医药工作者难题[4-5].近年,关
于运动训练在恶性肿瘤、肥胖、运动功能障碍等诸多常见疾病的预防与治疗中的作用和功能越来越受到人们的重视[23-26].相
比运动训练在其他疾病缓解中的积极作用,运动在软骨损伤再生,退行性骨关节炎等关节损伤修复中的作用和功能情况相对

复杂.有研究通过动物实验表明,过量的运动可以造成膝关节损伤和软骨退化[27-28].ECKSTAIN等通过对人体试验的数据研

究颇有借鉴意义,如术后运动受限或瘫痪的病人,关节软骨会发生退行性变薄,然而过多的运动,如一些优秀运动员,其修复
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软骨相对厚度比正常人并没有显著增厚[29].另外,在对运动对自体软骨移植再生的临床试验研究中,研究者发现术后一定时

间后适当运动训练可以显著提高受试者软骨再生水平[16].总的来说,至今绝大部分动物实验及人体临床试验研究结果均表

明,适当运动训练对软骨损伤修复具有积极的促进作用,所以本文采用中等强度的运动训练,在大鼠动物模型中证明其对纳

米纤维荷载间充质干细胞在软骨损伤修复中的积极作用.

软骨由于其自身结构的原因,自我修复能力很差,仅靠运动训练,对于关节损伤严重的患者,很难取得理想的效果.目前除

了自体软骨移植手术,利用自体或异体 MSCs辅助修复软骨损伤的研究非常多[6-8].其中胎盘和脐血来源 MSCs一般是异体

来源,存在潜在的免疫排斥反应,用于软骨修复的研究较少.BMSCs来源于骨髓,具有较好的成骨细胞生长因子旁分泌能力和

再分化能力,在许多动物实验甚至人体临床试验中,BMSCs在骨关节损伤修复中显示了一定的积极作用和潜在临床应用前

景[30-31].但是,BMSCs临床取材非常不方便,患者依从性不好.为了克服这些困难,近些年研究者青睐于取材方便的自体 AD-

SCs用于多种机体的损伤修复研究[8-9].本研究分离大鼠自身的ADSCs用于软骨修复实验.结果表明,流式鉴定 MSCs表面标

志物阳性,内皮及造血干细胞标志物阴性,体外成骨细胞诱导分化实验也证明其完全具备成骨分化能力,提示ADSCs具有很

好的临床应用转化潜能.
本研究采用的实验动物模型为大鼠.因为大鼠实验操作方便,所以是目前研究运动训练与关节损伤修复领域采用最多的

动物模型.但是,大鼠属于啮齿类动物,其关节损伤修复与人类相比有很大差异.大体型动物,如比格犬、小型猪等,相比大鼠虽

然操作难度大,但更适合做关节损伤修复的机理研究[32].进一步采用大体型动物研究运动训练和三维支架荷载的干细胞对软

骨损伤修复的作用及分子机理,是非常有必要的.
随着近些年组织工程的迅猛发展,水凝胶、纳米微球与胶束、纳米纤维、脱细胞支架、3D打印生物相容性支架等名目繁多

的概念与技术层出不穷,使组织再生与修复从2D时代进入了3D时代[33-35].各种支架用于骨修复的研究也已经开展了很多.
与 MSCs直接注射相比,三维支架荷载的 MSCs显示更好的再生修复效果和更广阔的应用前景[35-37].采用各种可降解生物相

容性纳米静电纺丝生产组织三维支架,近些年来发展很快,已有多篇研究表明其能够荷载 MSCs用于骨损伤修复[17,38-39].三
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维支架荷载的细胞与传统2D培养的细胞具有很大差异,而三维支架荷载的 MSCs与直接注射的 MSCs在骨关节腔中的分布

与修复作用同样具有较大差异.目前,尚未有运动训练对三维支架荷载的 MSCs在软骨修复中的作用的研究报道.Yamaguchi
等人研究了中等强度运动在关节腔直接注射 MSCs修复大鼠关节损伤中的作用,结果显示运动训练可以促进Ⅱ型胶原分泌,

Wakitani总评分达到了显著改善,但是在5个评分指标中,只有2个(细胞形态和基质染色强度)达到了显著改善水平,另外

3个差异统计学水平不显著[40].本研究比较了中等强度运动训练对纳米纤维荷载间充质干细胞对大鼠软骨损伤的修复效果.
运动训练可以促进Ⅱ型胶原分泌,Wakitani总评分及所有5个评分指标均达到了显著水平的改善.与关节腔直接注射相比,三
维支架荷载 MSCs对关节软骨的损伤具有更显著的修复效果,而运动训练则可以进一步促进注射或三维支架荷载的 MSCs在

关节软骨损伤修复.

4 结 论

1)PPC/PCL/g-TTCP与大鼠ADSCs具有很好的相容性,可以成功荷载和诱导成骨分化;2)中强度运动训练组在细胞形

态,基质染色强度,表面规整度,修复软骨相对厚度,移植物与宿主整合度全部5项 Wakitani评分指标均显著优于对照组;3)

运动训练组关节软骨损伤处Ⅱ型胶原阳性细胞占比提高,串状软骨细胞再生明显.说明中强度运动训练可以提高荷载有 AD-
SCs的纳米静电纺丝对大鼠关节软骨损伤的修复水平.
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Effectsofexercisetrainingonrepairofratcartilageinjuryby
electrospinningnanofiberloadedwithmesenchymalstemcells

TongJingping

(CollegeofPhysicalEducation,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

Abstract:[Aims]Tostudythefunctionsandeffectsofaerobictrainingintherepairofratarticularcartilageinjuryby
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electrospinningnanofibersloadedwithadipose-derivedmesenchymalstemcells(ADSCs).[Methods]RatADSCswereisolated,

culturedandexpandedinvitro.ADSCswereexaminedbyflowcytometry.ADSCswereloadedonpolypropylenecarbonate/poly
ε-caprolactone/polyL-lacticacid-graftedtetracalciumphosphate(PPC/PCL/g-TTCP)nanoelectrospinningcarriersandimplan-
tedintothecartilagedefectsofratkneejoints.Experimentalratswererandomlydividedintotwogroups:1)Normalcontrol

group;2)Exercisetraininggroup.Thetraininggroupusesmoderate-intensityhorizontaltreadmillexercise(12meterspermi-
nute,lastfor30minutes).Trainingbeganinthethirdweekaftersurgery.Trainingwasconductedtwicedailyandfivedaysa
week.Aftereightweeksoftraining,hematoxylin-eosin(HE)andtypeⅡcollagenwerestainedandhistologicallyexamined.Waki-
taniscoresystemwasusedtoevaluatethecartilagerepairdegree.StatisticalanalysiswasperformedbyusingGraphpadPrism
6.01.[Results]RatADSCscanproliferateanddifferentiateintoosteocytesonPPC/PCL/g-TTCP;Intheexercisetraining
group,thescoresoffiveindexes(cellmorphology,matrixstainingintensity,surfaceregularity,cartilagethicknessandgraft-host
integration)weresignificantlylowerthanthatofthecontrolgroup;HEandtypeⅡcollagenstainingshowedthattheprolifera-
tionofchondrocytesandtheproportionoftypeⅡcollagenwassignificantlyincreasedinthetraininggroup.[Conclusion]Mod-
erate-intensityexercisetrainingcansignificantlyimprovethelevelofrepairofratarticularcartilageinjurybyelectrospinning
nanofiberloadedwithADSCs.

Keywords:aerobicexercise;cartilageinjury;cartilagerepair;mesenchymalstemcell;electrospinningnanofiber
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Mechanismofbrowninginsuspensioncultureoflicoricecells

WangJiaqi,NiuWenqian,LiYali,ZhaoZhou,GuoRong

(SchoolofBiologyscienceandtechnology,InnerMongoliaUniversityofScienceandTechnology,Baotou014010,China)

Abstract:Thedirectproductionofmedicinalingredientsusingplantcellculturetechnologyisaneffectivewaytosolve
theproblemoflicoriceresources,butthereareaseriesofproblemsintheindustrializationprocessofthistechnology,including
themostcommonproblemofbrowningcellsthroughouttheamplificationprocess.Todeterminethetypeofbrowningreaction,

wemeasuredthePPOactivity,thetotalphenolcontentinsideandoutsidethecell,themembranepermeability,mitochondrialac-
tivityattheearlystageofsolid-liquidtransformationusingordosplateauuralslicoricecellastheresearchobject.Thenunderthe
differentinitialconcentrationsofsucroseoftheliquidmediumanddifferentinitialshakerrotationalspeed,thebrowningdegree
ofcells,PPOactivityandthetotalphenolcontentinsideandoutsidecellweremeasuredtoanalyzetherelationshipbetweenthe
environmentalfactorsofthesuspensionsystemanditsenzymaticbrowning,understandingthemaininfluencefactorsandthe
browningreactionpathwaywouldpromotetheindustrializationprocessoflicoricecellmassculture.

Keywords:licorice;suspensionculture;browning;polyphenoloxidase
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