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南京医科大学康达学院师生再生医学学习兴趣小组

软骨干细胞研究进展综述

 南京医科大学康达学院2013级 康复1班   戚新雪
干细胞一直是国内外研究热点，近年来，软骨干细胞的研究愈来愈火。本文对软骨干细胞的研究进行综述。
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1 关节软骨相关知识
  关节软骨，关节软骨表面光滑，能减少相邻两骨的摩擦，缓冲运动时产生的震动。关节软骨并不是均质性的，从关节表面到深层可以分为软骨表面、过渡带和深层区，每一层具有不同的生化特点和细胞表型。表层细胞呈现扁平椭圆，具有与关节表面平行的长突起，主要分泌表面蛋白多糖；过渡移行带细胞呈圆形柱状排列，并且分泌软骨中间层蛋白(CILP); 而深层细胞体积较大，硫酸软骨素排列与软骨表面垂直，主要表达X型胶原和碱性磷酸酶。关节软骨中这种不均质性对关节软骨中软骨细胞是不是唯一细胞的观念提出了挑战。其次，关节软骨是以外积性生长方式生长的，这为进一步提出软骨中存在干细胞的理论奠定了基础。关节软骨是一种特殊的透明软骨，覆盖在关节末端的关节软骨厚度在低压力区为1-4mm，高压力区为5-7mm，没有血管或神经分布。与全身大多数透明软骨不同，关节软骨没有软骨膜。这种性质使软骨生成一个抗负荷的面。软骨膜含有血管，可以供应原始细胞，可以对软骨进行修复，这个有点关节软骨是不具备的。软骨也是由细胞和细胞间质组成。根据细胞间质中纤维的不同，软骨分为透明软骨，纤维软骨，弹性软骨。
    骨关节炎(osteoarthritis, 简称ＯＡ) 是以软骨破坏为特征的，由机械性、代谢、炎症和免疫等因素作用而造成的关节疾病。骨关节炎的致残率高达 53%，已成为老年人致残原因中仅次于心血管疾病的 2 号杀手。膝关节作为负重关节，是骨关节炎最好发的关节之一。随着年龄增大，关节软骨变性，本身就容易发生磨损，那么关节负重越大，其关节软骨磨损程度愈严重，骨关节炎发生概率就越高。

2 干细胞概念

  干细胞，是一类具有自我复制能力的多潜能细胞，在一定条件下，它可以分化成多种功能细胞。根据干细胞所处的发育阶段分为胚胎干细胞和成体干细胞。随着年龄增大等原因关节软骨退化出现骨关节炎，软骨的磨损让病人饱受折磨。然而软骨组织自我修复能力有限，软骨修复是现代工程的一个主要目标。目前用于关节软骨修复的种子细胞主要有间充质干细胞，胚胎干细胞，脂肪源干细胞等四大类。

3 文献证据综合提炼
      2001年，Zuk等从吸脂术抽取的脂肪组织悬液中第1次分离获得了多向分化的干细胞。脂肪源干细胞(adipose－derived mesenchymal cells，ASCs)是一种优于BMSCs的干细胞，这是由于从脂肪组织提取的干细胞具有取材容易、取材量大、能反复取材及细胞增殖快速等优点。同时，ASCs可以在特定的微环境分别分化成软骨细胞、成骨细胞、脂肪细胞、神经细胞等。

    尹德龙等以SV40Tag转染的人前软骨干细胞构建永生化人前软骨干细胞株。采用酶消化法及免疫磁珠筛选技术分离纯化人胚胎前软骨干细胞，结果贴壁培养的永生人前软骨干细胞形态与原代人前软骨干细胞形态无明显差别。以免疫磁珠筛选技术及脂质体转染技术成功构建了SV40tag永生化人前软骨干细胞株。

   日本横滨市立大学教授谷口英树率领的研究小组，在对小耳症患者切除的耳软骨进行分析时发现，覆盖耳软骨的膜中存在一种特殊细胞，这一细胞具有发育为软骨等组织的干细胞性质。

   为了构建新型自组装多肽纳米凝胶支架RGDmx,探讨支架的细胞相容性及其对前软骨干细胞(precartilaginous stem cells, PSCs)增殖和向软骨细胞方向分化的影响。有学者采取新生SD大鼠四肢长骨干骺端组织分离培养PSCs,采用免疫磁珠分选系统分选纯化原代细胞,并进行鉴定。结论是自组装多肽纳米凝胶支架RGDmx具有良好的细胞相容性,可有效促进PSCs增殖及向软骨细胞方向分化,是组织工程较理想的细胞载体系统。

   上海交通大学医学院附属第九人民医院整形外科薛珂等人分离培养不同亚型软骨组织(弹性软骨，透明软骨，纤维软骨)来源干细胞并坚定为软骨组织工程提供理想种子细胞。结果显示不同亚型均存在软骨干细胞具有干细胞典型特征。
    美国杜克大学的研究人员从成熟小鼠成纤维细胞中获得了一种iPSCs，具有分化为骨细胞的能力，还能通过II型胶原（type II collagen，Col2）驱动的绿色荧光蛋白（GFP）的表达来进行区分。研究发现，这些GFP+细胞中的Col2和蛋白聚糖基因的表达水平显著高于GFP-细胞中的水平。一种体外的软骨病灶模型被用于验证GFP+细胞的修复能力。

    结果显示，这些GFP+细胞能合成软骨特异性基质，表现为高浓度的葡萄氨基葡聚糖和II型胶原蛋白，以及低浓度的I类和X类胶原蛋白。该研究成功利用小鼠成纤维细胞培养出软骨细胞，可用于修复组织。这证明iPSCs能用于软骨的修复，建立模型研究软骨损伤等。
    多年来，如何帮助受伤的关节软骨再生，一直是临床探索的难点和热点，但迄今尚未发现可以获得天然软骨的方法。蒋青教授和史冬泉博士等人与美国北卡大学教堂山分校顾臻教授合作，利用自体原位细胞再生的手术方法，获得了近乎天然的软骨。研究团队将纳米包裹小分子有机物的液态透明质酸支架，通过一次手术填充于软骨缺损处，通过紫外照射30秒后就可形成固体支架；与此同时，该方法可使药物在缺损处持续缓释2个月，诱导骨髓源性间充质干细胞、滑膜源性间充质干细胞、软骨祖细胞向软骨方向分化，最终获得在组织学、形态学、生物力学等方面接近天然软骨的软骨组织，使缺损软骨得到修复。

日本广岛大学医院成功实施了世界首例干细胞混入铁粉修复关节软骨组织手术，手术对象是一名18岁的高中女生，该手术特点是使用内窥镜微创技术，对患者身体负担较小，该手术在世界引起轰动，并再次验证了干细胞强大的再生和修复功能！
硕士研究生童文学等在张晓玲的指导下，在体内发现在骨关节炎早期，关节软骨表面有细胞活化现象，并试图进行软骨自身修复。进一步研究分选出的该细胞群落，发现这类细胞具有很强的克隆形成能力及多向分化潜能，命名为ACSCs，其成软骨分化能力明显高于经典的骨髓间充质干细胞。研究进一步发现骨关节炎局部炎症因子IL-1激活NF-κB通路从而抑制ACSCs的成软骨分化应答，使用NF-κB抑制剂可以挽救ACSCs的成软骨分化能力并促进软骨再生。

此项研究首次体内验证正常及OA关节软骨中存在ACSCs，揭示它在OA早期阶段会由静息态转变为活化态，参与了关节软骨的自我修复，然而伴随着OA的进程ACSCs的活化受到抑制。研究从组织干细胞角度揭示了OA早期软骨内在修复但最终退变的机制，提供了诱导内源组织干细胞修复关节软骨及防治OA的新策略。

   多肽水凝胶因为其具有良好的可塑型性,能够与损伤部位很好的无缝隙结合,所以采用该材料作为支架是骨、软骨组织工程中一种可行的探索。结果表明,单纯自组装多肽凝胶能够在原位修复骨软骨缺损并促进软骨修复,提示以自组装多肽凝胶支架移植有望提高目前修复软骨缺损的效果。
4 展望

   目前的研究表明，关节软骨中存在软骨干细胞并成功对软骨干细胞进行分离。但关节软骨干细胞研究仍处于实验研究阶段，如何优化种子细胞，将实验用于临床以获得最佳的关节软骨修复效果，为关节软骨损伤的患者提供更好的治疗，这将是广大骨关节病患者的福音。
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