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自体肌腱细胞介导修复肌腱缺损的实验

研究

陈兵 丁小邦 祝联 商庆新 崔磊 刘伟 曹谊林

【摘要】 目的 探讨以自体肌腱细胞为种子细胞的组织工程化肌腱体内形成。方法 取自体肌腱

细胞经体外培养、扩增，与可吸收生物材料聚羟基乙酸（!"#$%#$&"#’& (&’)，*+,）混合培养形成细胞-生物材
料复合物，将细胞-生物材料复合物移植于手术缺损的家猪趾浅屈肌腱处，并设单纯 *+,组作为对照组。
术后 .周取材，对标本进行大体观察、组织学和生物力学检测和评价再生组织。结果 实验组新生组织
在大体、组织学和胶原排列等方面与正常肌腱相似，对照组新生组织细胞、胶原排列较为紊乱。生物力学

显示其最大拉力、最大应力和弹性模量，实验组比对照组分别提高 /.0 12（ ! 3 /45.、" 6 70 75）、890 :2
（ ! 3 84;:、" 6 7075）和 15072（ ! 3 84.8、" 6 7075）。结论 应用组织工程技术以自体肌腱细胞可以
修复肌腱缺损。
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肌腱损伤或缺失是临床上的常见病。手术修复损

伤肌腱后易发生粘连，导致肢体产生不同程度的功能

障碍。若肌腱缺失过多必须使用替代物，目前的肌腱

来源有自体肌腱、人工合成材料和同种异体肌腱等。

自体肌腱移植使供区受损且来源有限，人工合成材料

易导致异物反应、感染等，异体肌腱植入后易诱发免疫

排斥反应，故均不是理想的替代物。笔者应用组织工

程技术，在动物体内构建肌腱组织并修复自体肌腱缺

损获得满意效果，为临床应用提供了实验室依据。

材料与方法

1 0 材料：幼年家猪 17头，体重 17 K%左右（上海市
川沙区养殖厂提供）。!型胶原酶（美国 O"EC=’>%C">公

司）；含体积分数为 172 胎牛血清的 P-18 培养液（美
国 +’J&"公司）；质量分数为 7 0 852的胰蛋白酶；聚羟
基乙酸（!"#$%#$&"#’& (&’)，*+,）。标准生物力学测定仪
（陕西天水试验机厂）。磷酸缓冲液和二氧化碳培养

箱。

8 0 实验方法：在无菌条件下，切取猪左侧趾浅屈
肌腱 / &F，切成 1 Q 8 Q 8 FF大小的组织块，用磷酸
缓冲液（*RN，含青霉素，链霉素各 177 L S F#）冲洗 8遍，
加入 8倍体积的!型胶原酶（1 F% S F#），置于 /9T恒温
摇床消化 : =后用 157目尼龙网筛过滤、离心，搜集细
胞以 1 Q 17. S盘密度（培养皿直径 177 FF）接种，加入
含体积分数为 172 胎牛血清的 U(F P-18 培养液，置
饱和湿度，/9T，体积分数为 52 <V8 培养箱中培养。

肌腱细胞传至第 8代，经质量分数为 7 0852 胰蛋白酶
消化收集细胞，制成浓度为 5 0 7 Q 179 S F# 的细胞悬
液。将聚羟基乙酸 :5 F%平行排列成束状，长 / &F，直
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径 ! "# $%。用上述浓度细胞悬液与聚羟基乙酸混合形
成细胞&生物材料复合物，将该复合物放入培养皿置于
二氧化碳培养箱，体外培养 ’周，每隔 ’ ( ) *更换培
养液 ’次，以保证细胞的营养。无菌条件下切断猪右
侧后肢趾浅屈肌腱，造成 + $%长的缺损。实验组（#
头）：将细胞&生物材料复合物移植于缺损处。对照组
（#头）：将单纯生物材料移植于缺损处。于修复后 ,
周取材，分别行大体观察，组织学和生物力学检查评价

再生组织。

结 果

’ " 细胞学观察：肌腱细胞在体外培养 - .开始贴
壁生长。经过 +代培养达到 + " # / ’!0 个细胞。肌腱
细胞与 123复合 - .后，肌腱细胞可贴附于 123。经
体外培养 # ( 0 *，肌腱细胞牢固粘附于 123上，并分
泌大量细胞外基质（图 ’）。

) " 大体观察：（’）实验组：在原肌腱缺损处形成条
索状组织，新生组织与周围组织稍有粘连，可分离，色

白，质地软，有韧性。新生组织与正常肌腱组织交界处

连接良好。（)）对照组：新生组织可见未被吸收的生
物材料（图 )，+）。

+ " 组织学观察（45染色）：（’）实验组：新生组织
细胞分布均匀，平行排列，但细胞量较正常肌腱多，胶

原束基本呈平行排列，与正常肌腱组织的细胞和胶原

排列方向相同。（)）对照组新生组织细胞与胶原束排

图 ! 扫描电镜：体外培养肌腱细胞 123纤维
表面生长并分泌大量细胞外基质 / -!!

图 " 实验组肌腱细胞&123复合物移植修复后 ,周，
新生组织形成，肌腱缺损得以修复

图 # 对照组单纯 123移植修复后 ,周，新生组织形成，
肌腱缺损得以修复，可见生物材料残留

图 $ 正常肌腱细胞与胶原排列整齐，方向
与其纵轴平行 45染色 / ’!!

图 % 实验组新生组织细胞分布均匀，平行排列，细胞量较多，
细胞与胶原束基本排列规则，方向与其纵轴基本平行

箭头 少量 123残留 45染色 / ’!!

图 & 对照组新生组织细胞与胶原排列紊乱 45染色 / ’!!

图 ’ 实验组新生组织显示界面愈合良好
箭头 右侧为正常肌腱 45染色 / ’!!
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表 ! 实验组与对照组新生组织力学特性比较（!! ! "）
组别 猪数 最大张力（"） 最大伸长（##） 最大应力（$%&） 弹性模量（$%&） 僵硬度（" ’ ##） 最大应变（(） 应变能（)）
实验组 * +,+ -. ! /0 -1 +. -* ! + -+ +2 -* ! / -3 2/ -3 ! , -, +3 -4 ! / -+ /+ -+ ! / -1 . -21 ! .-/.
对照组 * +44 -. ! ++ -. 2 -. ! + -+ +* -4 ! + -3 ,. -1 ! / -, +0 -2 ! + -+ +2 -. ! / -0 . -1. ! .-+/
# 值 5 46*1 +621 /620 /61/ /6./ +6/. 46++
$ 值 5 7 .-.* 8 .-.* 7 .-.* 7 .-.* 8 .-.* 8 .-.* 7 .-.*

列紊乱。两组均可见未降解的 9:;，周围可见炎性细
胞浸润（图 0 < 3）。

0 - 生物力学检测：结果见表 +。

讨 论

肌腱损伤或缺失是造成手功能障碍的主要因素之

一，临床治疗肌腱缺损的传统方法有自体肌腱移植、异

体肌腱移植和人工合成材料。但这些方法都存在着缺

点。/.世纪 ,.年代末期，组织工程的兴起和发展［+］，
为临床修复组织缺损提供了一种新的方法，使组织缺

损达到完全修复成为有一定的可能性。

=&>等［/］首先在裸鼠皮下构建组织工程化肌腱，
张兆锋等［4］在鸡皮下构建组织工程化肌腱，获得了在

大体和组织学结构上与正常肌腱相似的组织。但是，

曹谊林的工作是在没有完善免疫功能的裸鼠体内完成

的，所以不能观察机体对细胞和生物材料的反应；而且

皮下构建肌腱没有受到应力的作用，也不符合人体的

生理特点。组织工程化肌腱应用于临床，首先应在具

有免疫功能的动物体内证实其能否形成，并观察机体

对它的反应。本研究结果发现，肌腱细胞?9:;复合物
植入自体肌腱缺损部位后第 1周即可形成新生肌腱组
织。组织学显示新生肌腱组织的细胞和胶原排列与其

纵轴平行，和正常肌腱组织相一致。而单纯 9:;植入
所形成的新生组织的细胞和胶原排列紊乱，新生组织

内可见未降解的 9:;，周围有大量炎性细胞浸润，说明
机体对生物材料 9:;存在着免疫排斥反应。

9:;是组织工程研究中被广泛应用多年的一种可
吸收合成材料。由于它的亲水特性，因此在体内很容

易降解。它在体内通过一系列的分解过程，产生羟基

乙酸，最终成为二氧化碳和水；对细胞无毒，对多种细

胞具有吸附作用［0］。自 @&A&BCD首先利用组织工程技
术在 9:;上形成组织工程化透明软骨以来，该材料已
被应用并证实其对多种细胞具有支持吸附作用［*］。

本研究中，生物力学测定结果显示，在最大拉力、

最大应力和弹性模量方面，肌腱细胞?9:;修复组较单
纯?9:;修复组分别提高了 41 - +(（ # E 46*1、$ 7
.-.*），/3 -0(（ # E /620、$ 7 .- .*）和 +* - .(（ # E
/61/、$ 7 .- .*）；达到了正常肌腱的 1. - .(，*/ - /(

和 *. - 0(。有研究表明，最大张力在实际情况下并无
意义，肌腱组织在机体所受的应力一般不超过最大应

力的 + ’ 4［1］。
本研究结果表明，应用组织工程技术，可以构建组

织工程化肌腱并修复肌腱缺损。但是肌腱细胞经多次

传代后丧失分泌基质的能力，因此，我们认为，进一步

的工作首先应尽可能地在短时间内大量扩增肌腱细胞

并保持其功能。已有众多学者应用生长因子或转基因

技术在这方面进行了初步研究，提出增加肌腱细胞数

量和延缓肌腱细胞衰老的方法［3 ? 2］，但仍未彻底解决

肌腱种子细胞来源缺乏的难题。其次，虽然 9:;具有
无毒、与细胞吸附好的特性，但其机械强度不足，且机

体对其有一定的免疫反应。所以，应开发与机体和肌

腱细胞相容性更好，具有一定的机械强度、易塑形、价

廉的生物材料；为达到临床应用奠定物质基础。
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