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右归饮诱导的骨髓间充质干细胞 /纤维蛋白胶复合物
对膝关节软骨缺损兔软骨修复的影响
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［摘要］ 目的 观察右归饮对兔骨髓间充质干细胞 ( BMSCs) 软骨分化的效果及其诱导的 BMSCs /纤维蛋白
胶复合物对兔膝关节软骨缺损的修复效果。 方法 分离兔胫骨和股骨骨髓细胞，传代培养得到兔BMSCs，
将兔 BMSCs分为对照组、诱导组和右归饮低、中、高剂量组，检测 BMSCs 细胞中Ⅱ型胶原、聚集蛋白多糖
mＲNA和蛋白表达情况，筛选右归饮后续实验浓度。将膝关节软骨损伤模型兔随机分为 5 组，每组 6 只，其
中右归饮组将经筛选浓度的右归饮诱导 1 周的 BMSCs /纤维蛋白胶复合物植入兔软骨缺损部位; TGF-β1 组将
经转化生长因子 β1 ( TGF-β1) 诱导 1 周的 BMSCs /纤维蛋白胶复合物植入兔软骨缺损部位; 纤维蛋白胶组
将纤维蛋白胶植入兔软骨缺损部分; 模型组缺损旷置; 另设正常对照组不做任何处理。各组均干预 8 周后，
取膝关节软骨缺损部位，通过大体观察、HE 染色及 Wakitani 评分评估软骨损伤修复效果。 结果 与对照
组比较，右归饮中、高剂量组Ⅱ型胶原蛋白、聚集蛋白多糖 mＲNA 和蛋白水平均明显上调，且以右归饮高
剂量组效果最好 ( P ＜ 0. 05) ，故选右归饮 400 mg /ml进行后续实验。正常对照组兔膝关节形态正常，表面光
滑，无损伤; 模型组兔膝关节软骨缺损处呈暗红色，软骨缺损处组织结构不规则，未见软骨细胞，仅可见少

量纤维组织，软骨组织 Wakitani评分升高 ( P ＜ 0. 05) 。纤维蛋白胶组兔膝关节软骨缺损面积变小，软骨缺
损处有修复填充物，Wakitani评分降低 ( P ＜ 0. 05) 。与纤维蛋白胶组比较，右归饮组和 TGF-β1 组兔膝关节
软骨缺损基本修复完整，修复部位 HE染色与周边正常组织较为接近，可见大量软骨细胞，出现软骨陷窝结
构，软骨组织 Wakitani评分降低 ( P ＜ 0. 05) 。 结论 右归饮可诱导兔 BMSCs 的成软骨分化，其所诱导的
BMSCs /纤维蛋白胶复合物对兔膝关节软骨缺损修复具有促进作用。
［关键词］右归饮; 骨髓间充质干细胞; 纤维蛋白胶; 膝关节; 软骨缺损

膝关节软骨具有减少关节摩擦、分散骨承担的
压力等作用，由于软骨组织中无血管分布，因此软

骨组织的自发修复能力有限［1］。目前临床上多采
用微折术、软骨细胞移植术等对损伤软骨组织进行
修复，但术后新生的软骨组织中会出现大量纤维软

骨成分，影响关节的灵活度，造成长期疗效满意度

低［2］。骨髓间充质干细胞 ( bone mesenchymal stem
cells，BMSCs) 具有分化成多种细胞谱系的潜能，
如软骨、成骨、脂肪、神经源性等多种细胞系［3］。
研究报道，在动物模型中，将 BMSCs 转移至骨损
伤部位后，BMSCs 具有修复成骨、形成成骨的潜
能［4］。研究证实，BMSCs 可与多种颗粒骨架形成

复合物用于促进骨缺损修复中的骨再生［5］，而对

纤维蛋白胶体外构建组织工程修复软骨损伤的研究

相对较少。右归饮是一种常用补肾中药，有研究表
明，右归饮可在关节炎发生早期减轻关节软骨退行

性病变程度［6］。本研究旨在探讨右归饮对兔BMSCs
软骨分化的诱导效果，并通过构建兔膝关节软骨损

伤模型，探讨右归饮对 BMSCs /纤维蛋白胶复合物
对兔膝关节软骨缺损的修复效果。

1 材料

1. 1 动物
SPF级出生 1 周内的新西兰兔 5 只，雌雄不

限，体重 200 ～ 300 g; SPF 级 3 月龄健康新西兰雄
兔 36 只，雌雄不限，体重 2. 0 ～ 2. 3 kg。实验兔均
购自广东省医学实验动物中心，实验动物许可证

号: SCXK- ( 粤) 2015-0001。本实验通过三亚市
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中医院动物实验伦理委员会批准，批准文号:

20150124。
1. 2 药物
右归饮组成: 山萸肉 3 g、熟地黄 9 g、肉桂

3 g、杜仲 6 g、炮附片 9 g、山药 6 g、枸杞子 6 g、炙
甘草 3 g。煎煮浓缩至终浓度为 0. 70 g /ml生药备用。
1. 3 主要试剂与仪器
苏木素-伊红 ( HE ) 染色试剂盒 ( 货号:

E607319-0200) 、低糖改良杜氏培养基 ( DMEM，
货号: E600008-0500 ) 、高糖 DMEM 培养基 ( 货
号: E600003-0500 ) 、青霉素 ( 批号: B540734-
001) 、胎牛血清 ( 货号: E510002-0100 ) 、蛋白裂
解液 ( 货号: C500001-0010 ) 、BCA 试剂盒 ( 货
号: C503021-0500 ) 、 纤 维 蛋 白 原 ( 货 号:
D111003) 、抑肽酶 ( 货号: A600153-0050 ) 、凝血
酶 ( 货号: C600413-1000 ) 、无水 CaCl2 ( 货号:
A501330-0500) 、15% FBS ( 货号: E510002-0100 ) 、
甲苯 胺 蓝 染 液 ( 货 号: E670105-0100 ) 、15%
EDTA溶液 ( 货号: E671001-0100 ) 、4%多聚甲醛
( 货号: E672002-0100 ) ，均购自上海生工生物工
程有限公司; Ⅱ型胶原蛋白 ( 货号: ab12168 ) 、
聚集蛋白多糖单克隆抗体 ( 货号: ab187414) ，购
自美国 Cayman Chemical 公司; 转化生长因子 β1
( TGF-β1，货号: ab50036 ) ，GAPDH 单克隆抗体
( 货号: ab8255 ) ，二抗 ( 货号: ab6729 ) ，CD29、
CD34、CD45、CD90 混合抗体 ( 货号: ab93758 ) ，
均购自美国 Abcam 公司; Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis试剂盒 ( 货号: ＲＲ037A) ，购自日
本 Takara 公司; AceQ qPCＲ SYBＲ Green Master
Mix ( 货号: Q111-02 ) ，购自南京 Vazyme 生物公
司; Trizol试剂 ( 货号: 10296010) ，美国 Thermo 公
司; 氨甲环酸 ( 货号: 1672745) ，美国 Sigma公司。
自动脱水机 ( 型号 TP1020 ) 、切片机 ( 型号

ＲM2235) 、石蜡烤片机 ( 型号 HI1220) ，德国 Leica
公司; 倒置显微镜 ( 型号 CKX41 ) ，美国 Olympus
公司; 荧光定量 PCＲ 仪 ( 型号 IQ5 ) ，美国 Bio-
Ｒad公司; 流式细胞仪 ( BD FACSCalibur 型) ，上
海普迪生物技术有限公司; 全自动数码凝胶图像分

析系统 ( 型号 3500 /3500Ｒ) ，Tanon公司。

2 方法

2. 1 兔 BMSCs的分离、鉴定
按照全骨髓贴壁筛选法分离培养 BMSCs［7］。

选用出生 1 周内的新西兰兔，用 3% 巴比妥钠

( 2 ml /kg) 麻醉后放血处死，消毒，分离胫骨、股
骨和肱骨，用 2 ml 低糖 DMEM 培养基反复吹洗骨
髓腔，2000 r /min ( 半径 10 cm) 离心 10 min 弃上
清，加入 6 ml 密度梯度离心分离液，2000 r /min
( 半径 10 cm) 离心 10 min，吸取富含 BMSCs 的乳
白色层移至无菌离心管，加入低糖 DMEM 培养液
1ml ( 含 15% FBS、100 U /ml青霉素) 重悬，接种
至 15 cm细胞培养皿中，置于 5% CO2 培养箱 37℃
进行传代扩增，每天在倒置显微镜下观察并记录细

胞生长情况。取第 3 代 BMSCs 分别加入 CD29、
CD34、CD45、CD90 混合抗体，采用流式细胞仪对
细胞表面标志物进行检测，观察阳性表达 ( + ) 情
况，并绘制细胞生长曲线。
2. 2 右归饮实验浓度的筛选
2. 2. 1 实验分组及干预方法 将第 3 代兔 BMSCs
分为对照组、诱导组及右归饮低、中、高剂量组，
每组 6 个复孔。右归饮低、中、高剂量组分别在高
糖 DMEM 培养基中加入终浓度为 100、200、
400 mg /ml的右归饮培养 BMSCs细胞; 诱导组加入
终浓度 100 ng /ml TGF-β1 培养细胞; 对照组加入
500μl生理盐水，每 2 天更换 1 次加有相应药物的
新鲜培养基，右归饮诱导 1 周后，收集细胞，用于
后续实验。
2. 2. 2 观察指标及方法 1) 实时荧光 PCＲ法检测
兔 BMSCs 中Ⅱ型胶原蛋白、聚集蛋白多糖 mＲNA
表达。Trizol法提取各组 BMSCs 细胞总 ＲNA，反转
录得 cDNA。在定量 PCＲ仪中对Ⅱ型胶原蛋白、聚
集蛋白多糖基因进行扩增。反应体系: 引物
( 10μmol /L ) 各 0. 4μl，SYBＲ Green Mix 5μl，
cDNA ( 50 ng /μl ) 1μl，ddH2O 3. 2μl，共 10μl。
反应条件: 95℃，90 s; 95℃，30 s; 62℃，30 s;
72℃，20 s; 40 个循环。采用 2 －△△CT法对扩增结果

进行定量分析，结果与内参基因 ( GAPDH) 的比
值表示。引物序列由上海生工生物工程有限公司合
成，Ⅱ型胶原蛋白: 上游 AGTCGCTGGTGCTGCT-
GAC，下游 GGGGTCCTTTAGGTCCTACG，产物大
小 186bp; 聚集蛋白多糖: 上游 CCCAGAACAAC-
CGGGACATC，下 游 TCACGCGCAGTTGGCACTC-
CT，产物大小 201bp; GAPDH: 上游 GATCATT-
GCTCCTCCTGAGC，下游 ACTCCTGCTTGCTGATC-
CAC，产物大小 128bp。

2) 蛋白免疫印记法检测兔 BMSCs中Ⅱ型胶原
蛋白、聚集蛋白多糖蛋白表达水平。各组 BMSCs
细胞在液氮中研磨，加入 1. 2 ml 蛋白裂解液提取
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总蛋白，BCA 试剂盒测定蛋白总量。SDS-凝胶电
泳后，半干转印至 PVDF 膜上; 5%脱脂奶粉，封
闭 1h; 分别加入一抗 ( 1 ∶ 500 ) ，4℃孵育过夜;
加入二抗 ( 1 ∶ 5000) ，室温孵育 1h。经化学发光
法进行检测，全自动数码凝胶图像分析系统拍摄图

像并进行半定量分析，结果与内参蛋白条带灰度值

的比值表示。
2. 3 右归饮对膝关节软骨损伤兔模型软骨修复的
影响

2. 3. 1 膝关节软骨损伤模型的建立 3 月龄新西
兰兔腹腔注射 3% 巴比妥钠 ( 50 mg /kg ) 进行麻
醉，在特定固定盒中进行仰卧固定，将兔膝关节处

脱毛、消毒。在无菌条件下，沿兔膝内侧纵向切口
2 cm，暴露股骨滑车，使用手术转头取出股骨软骨
( 直径 5 mm × 高度 4 mm) 造成软骨缺损模型［8］，
无菌盐水冲洗，共造模成功 30 只。
2. 3. 2 右归饮诱导 BMSCs /纤维蛋白胶复合物 取
经筛选浓度的右归饮诱导 1 周后的兔 BMSCs 细胞，
离心得到细胞，采用含 60 ng /ml 纤维蛋白原的低糖
DMEM培养基，配置细胞悬浮液 ( 2 × 107 个 /ml) ，
记为溶液 A; 另配置含 400ng /ml 抑肽酶、100 IU/ml
凝血酶、40 ng /ml氨甲环酸、2. 2 mg /ml 无水 CaCl2
的无糖 DMEM培养基 100 ml，记为溶液 B; 分别取
溶液 A、溶液 B各 0. 7 ml，加入 6 孔板中 ( 每孔共
1. 4 ml) ，轻轻混匀后，孵育 5 min，观察兔 BMSCs
与纤维蛋白胶复合成型情况。然后向 6 孔板中加入
含 15% FBS低糖 DMEM 培养基，每孔 1 ml，置于
加湿 5% CO2 培养箱 ( 95%湿度、37℃ ) 中培养，
隔天换液。4 周后，采用甲苯胺蓝染液对兔BMSCs /
纤维蛋白胶复合物进行染色，制备切片，显微镜下

观察兔 BMSC在纤维蛋白胶中生长、分化情况。
2. 3. 3 实验分组及干预方法 将膝关节软骨损伤
模型兔按照随机数字表法分为 5 组，每组 6 只。右
归饮组: 将经右归饮诱导 1 周 ( 方法同 2. 3. 2) 的
BMSCs /纤维蛋白胶复合物植入兔软骨缺损部位;
TGF-β1 组: 将经 100 ng /ml TGF-β1 诱导 1 周的
BMSCs /纤维蛋白胶复合物植入兔软骨缺损部位;
纤维蛋白胶组: 将纤维蛋白胶植入兔软骨缺损部

分; 模型组: 缺损旷置。另设正常对照组: 不对试
验兔做任何处理。各组均观察 8 周。
2. 3. 4 观察指标及方法 1 ) 软骨修复的大体观
察。8 周后采用静脉注射空气处死新西兰兔，由构
建模型时切口进入，打开兔关节囊，观察缺损区修

复情况并拍照。2 ) 软骨修复的组织学观察。8 周

后采用手工锯截取股骨远端，洗净后置于 4%多聚
甲醛中固定 1 周，转至 15% EDTA 溶液中脱钙 4
周，逐级脱水、透明、制备常规石蜡切片，脱蜡、
水化后，采用 HE染色液对切片进行染色，中性胶
封片，置于光学显微镜下，200 倍镜下观察兔膝关
节软骨组织形态并拍照。3 ) 软骨修复的 Wakitani
组织学评分［9］。对兔膝关节损伤处再生软骨组织
的细胞形态、表面规则性、基质染色情况、软骨厚
度、与正常软骨结合度等情况进行评价。
2. 4 统计学方法
采用 Graphpad Prism 5 统计学软件进行分析。

计量资料符合正态分布用均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表
示，采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD-t 检
验; 不符合正态分布采用秩和检验。检验水准 α =
0. 05。

3 结果

3. 1 兔 BMSCs的培养及鉴定结果
按照全骨髓贴壁筛选法培养的 BMSCs，传代

至第 3 代，细胞形态一致，呈纺锤形。流式细胞仪
对 BMSCs表面分子进行鉴定，结果显示: 细胞具
有较好的分群，CD90 + 细胞为 99. 6%，CD29 + 细

胞为 98. 6%，而 CD34 +细胞为 0. 56%、CD45 +细

胞为 0. 89%，进一步证实本研究成功获得稳定
BMSCs细胞株，且细胞纯度符合要求［10］，用于后
续实验。第 3 代兔 BMSCs 生长曲线如图 1 所示。
接种 1 ～ 2 天为平缓生长期，第 3 ～ 5 天细胞呈对数
生长，第 6 天后细胞生长趋于平缓，进入平台期，
细胞生长曲线呈“S”形。

图 1 第 3 代兔骨髓间充质干细胞的生长曲线

3. 2 右归饮实验浓度筛选结果
表 1 示，与对照组比较，诱导组和右归饮中、

高剂量组兔 BMSCs 细胞中Ⅱ型胶原、聚集蛋白多
糖 mＲNA表达及蛋白表达水平均显著升高，而右
归饮低剂量组水平降低 ( P ＜ 0. 05 ) 。右归饮中、
高剂量组兔 BMSCs 细胞中Ⅱ型胶原、聚集蛋白多
糖 mＲNA表达及蛋白表达水平高于右归饮低剂量
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表 1 各组 BMSCs中Ⅱ型胶原蛋白、聚集蛋白多糖 mＲNA及蛋白表达比较 ( /GAPDH，珋x ± s)

组别 样本数
Ⅱ型胶原

mＲNA 蛋白
聚集蛋白多糖

mＲNA 蛋白

对照组 6 1. 09 ± 0. 13 0. 19 ± 0. 04 1. 01 ± 0. 09 0. 21 ± 0. 06
诱导组 6 3. 07 ± 0. 43* 2. 97 ± 0. 42* 3. 23 ± 0. 38* 3. 04 ± 0. 41*

右归饮低剂量组 6 0. 56 ± 0. 13* # 0. 65 ± 0. 12* # 0. 53 ± 0. 12* # 0. 52 ± 0. 11* #

右归饮中剂量组 6 2. 47 ± 0. 57＊△# 2. 07 ± 0. 51＊△# 2. 75 ± 0. 49＊△# 2. 15 ± 0. 47＊△#

右归饮高剂量组 6 3. 52 ± 0. 69＊△▲ 3. 41 ± 0. 66＊△▲ 3. 67 ± 0. 71＊△▲ 3. 37 ± 0. 58＊△▲

注: BMSCs，骨髓间充质干细胞; 与对照组比较，* P ＜ 0. 05; 与右归饮低剂量组比较，△P ＜ 0. 05; 与右归饮中剂量组比较，▲P ＜

0. 05; 与诱导组比较，#P ＜ 0. 05

组，且右归饮高剂量组兔 BMSCs 细胞中Ⅱ型胶原、
聚集蛋白多糖 mＲNA 表达及蛋白表达水平高于右
归饮中剂量组 ( P ＜ 0. 05 ) 。与诱导组比较，右归
饮低、中剂量组Ⅱ型胶原蛋白、聚集蛋白多糖
mＲNA及蛋白水平明显降低 ( P ＜ 0. 05) ，而右归饮
高剂量组与诱导组比较差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) ，故本研究选取右归饮 400 mg /ml 剂量进行
后续实验。
3. 3 右归饮诱导 BMSCs /纤维蛋白胶复合物结果
纤维蛋白胶易凝固成固定形状，薄厚均匀，弹

性好，有一定机械强度; 将右归饮诱导后的BMSCs
与纤维蛋白胶复合物培养 4 周，发现凝胶支架形态
基本完整，无明显降解; 甲苯胺蓝染色后，支架基

质呈蓝色，可见大量圆形软骨细胞生长。
3. 4 各组兔膝关节软骨缺损修复情况的大体观察
结果

8 周后正常对照组兔膝关节形态正常，表面光
滑，无损伤; 模型组兔膝关节软骨缺损处呈暗红

色，未见明显软骨组织和纤维组织填充，与周边软

骨有清楚分界; 与模型组比较，纤维蛋白胶组兔膝

关节软骨缺损面积变小，可见灰白色组织填充，表

面不平整，有凹陷，与周边软骨有较清楚分界; 与

纤维蛋白胶组比较，右归饮组及 TGF-β1 组兔膝关
节软骨缺损基本修复完整，再生软骨组织呈粉白

色，表面平整有光泽，与周边软骨分界模糊，不易

辨别，外形与正常膝关节接近。
3. 5 各组兔膝关节软骨缺损修复 HE染色观察结果

8 周后正常对照组兔膝关节软骨组织结构紧
致，软骨细胞分布均匀; 模型组兔膝关节软骨缺损

处组织结构不规则，未见软骨细胞，仅可见少量纤

维组织; 与模型组比较，纤维蛋白胶组兔膝关节软

骨缺损处有修复物填充，纤维蛋白胶基本降解，修

复部位染色较周边正常组织浅，可见软骨细胞和少

量成纤维细胞; 与纤维蛋白胶组比较，右归饮组兔

膝关节软骨缺损处几乎被完全修复，纤维蛋白胶基

本降解，修复部位染色与周边正常组织较为接近，

可见大量软骨细胞，出现软骨陷窝结构。
3. 6 各组兔膝关节软骨缺损修复Wakitani评分比较
表 2 示，与正常对照组比较，模型组、纤维蛋

白胶组、右归饮组、TGF-β1 组兔膝关节软骨组织
Wakitani评分均升高 ( P ＜ 0. 05 ) 。与模型组比较，
纤维蛋白胶组、右归饮组、TGF-β1 组兔膝关节软
骨组织 Wakitani 评分均降低，右归饮组、TGF-β1
组兔膝关节软骨组织Wakitani评分较纤维蛋白胶组
降低 ( P ＜ 0. 05) ，且右归饮组与 TGF-β1 组差异无
统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。

表 2 各组兔膝关节软骨组织 Wakitani评分比较( 分，珋x ± s)

BMSCs组别 兔数 Wakitani评分

正常对照组 6 0
模型组 6 10. 65 ± 1. 86*

纤维蛋白胶组 6 8. 97 ± 1. 41＊△

右归饮组 6 3. 21 ± 0. 55＊△▲

TGF-β1 组 6 3. 45 ± 0. 68＊△▲

注: 与正常对照组比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，△P ＜

0. 05; 与纤维蛋白胶组比较，▲P ＜ 0. 05

4 讨论

中医学认为， “肾主骨，生髓”，肾脏盛亏与
骨骼组织及其细胞的生长分化密切相关［11］。右归
饮方来自 《景岳全书》，具有滋肾养筋、活血化
瘀、通气止痛的功效，是一种常用补肾中药。膝关
节损伤常导致软骨损伤，软骨细胞作为膝关节软骨

组织中唯一的功能性细胞，具有合成分泌聚集蛋白

多糖和Ⅱ型胶原蛋白等功能，在修复软骨损伤过程
中发挥重要作用［12］。已有研究表明，右归饮能调
控 BMSCs 成软骨分化过程，促进 miＲ-24-3p 等多
种 miＲNAs 的表达，抑制丝裂原活化蛋白激酶
( MAPK) 信号通路，促进 BMSCs 合成聚集蛋白聚
糖和Ⅱ型胶原蛋白，促进软骨分化［13］。

BMSCs 是一种具有多向分化潜能的多能干细
胞，参与调控机体免疫、促进干细胞植入、造血支
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持及自我复制等生物学过程［14］，因此作为本研究

的种子细胞。本研究采用的间充质干细胞来自兔骨
髓，利用全骨髓贴壁筛选法进行培养，培养时细胞

贴壁生长，传至第 3 代时，细胞形态趋于一致，呈
纺锤形。流式细胞仪检测发现细胞呈现出较好的分
群，与文献［10］中报道 BMSCs 的特定细胞表型一
致，提示本研究分离培养所得为标准 BMSCs。正
常情况下，在生物体内 BMSCs 可自主分化为软骨
细胞，然而体外情况下则必须依赖于诱导物质。聚
集蛋白多糖和Ⅱ型胶原蛋白是软骨细胞分化和形态
发生中大量表达的蛋白，是软骨组织中最重要的蛋

白，可作为软骨分化的标志物［15］。多项研究发现，
TGF-β1 可通过一系列作用促进 BMSCs 细胞表达聚
集蛋白多糖和Ⅱ型胶原蛋白，促进 BMSCs 细胞向
软骨细胞分化，呈现软骨细胞形态特征［16 － 17］。本
研究以 TGF-β1 诱导为阳性对照，观察右归饮对
BMSCs成软骨分化的诱导作用，结果发现，与对
照组比较，右归饮高剂量组兔 BMSCs 细胞形态转
为圆形，表现为软骨细胞样形态特征，细胞中软骨

细胞标志物Ⅱ型胶原蛋白、聚集蛋白多糖 mＲNA
和蛋白水平均显著上调，并与 TGF-β1 效果相当，
提示在体外培养条件下，右归饮可诱导 BMSCs 向
软骨细胞分化，以 400 mg /ml的诱导作用最显著。
近年来，组织工程学的发展和应用给软骨损伤

修复提供了新策略，组织工程中多采用生物支架起

支撑作用，常用的有聚羟基乙酸、聚乳酸等，虽然
支持作用较好，但是生物相容性欠缺，同时其降解

时易产生酸性物质，影响机体修复过程［18］。纤维
蛋白胶是一种天然生物材料，具有良好的可降解

性、生物相容性和力学支撑性，是组织缺损修复的
理想生物支架［19］。Murphy 等［20］研究表明，BMSCs
移植入纤维蛋白凝胶中形成复合物后能够再生骨组

织。在本研究中，右归饮诱导后的 BMSCs 与纤维
蛋白胶共培养时，BMSCs 可在纤维蛋白胶中正常
生长，呈软骨细胞形态特征，表明经右归饮诱导后

的兔 BMSCs在纤维蛋白胶中具有成软骨分化能力，
可正常生长，提示纤维蛋白胶具有良好的生物相容

性，能为 BMSCs 黏附生长、增殖分化提供适宜的
支架支撑。
据报道，骨骼发育成熟的动物骨软骨修复能力

较未发育成熟的动物弱，在兔膝关节软骨损伤模型

中，缺损直径在 5mm 及以上时关节软骨缺乏自发
修复能力［21］。本研究中兔膝关节软骨缺损模型中
未发现透明样软骨修复组织，而将纤维蛋白胶植入

兔膝关节损伤处发现，纤维蛋白胶组兔膝关节软骨

损伤处可见灰白色组织填充，缺损面积变小，修复

部位 HE染色较周边正常组织浅，可见软骨细胞和
少量成纤维细胞，并且软骨组织Wakitani评分明显
低于模型组。这些结果表明，本研究成功构建了不
可自我修复的兔膝关节损伤模型，且纤维蛋白胶具

有促进骨软骨再生的潜能。将右归饮诱导的
BMSCs /纤维蛋白胶复合物植入兔膝关节软骨损伤
处发现，右归饮组兔膝关节软骨缺损基本修复完

整，修复部位 HE 染色与周边正常组织较为接近，
可见大量软骨细胞，出现软骨陷窝结构，再生软骨

组织呈粉白色，与周边软骨分界模糊，外形与正常

膝关节接近，软骨组织Wakitani评分显著低于模型
组，并与 TGF-β1 诱导的 BMSCs /纤维蛋白胶复合
物作用基本一致，提示右归饮诱导的兔 BMSCs /纤
维蛋白胶复合物具有良好的软骨缺损修复能力，具

有软骨再生潜能。
综上所述，右归饮具有诱导 BMSCs 成软骨分

化的作用，纤维蛋白胶可为 BMSCs 黏附生长、增
殖分化提供支架支撑，且右归饮诱导的 BMSCs /纤
维蛋白胶复合物能够促进兔膝关节软骨损部处的软

骨再生，具有一定成软骨分化的潜力。
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Effect of Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells /Fibrin Glue Complex Induced by Yougui Decoction ( 右归饮)
on Cartilage Ｒepair of Knee Articular Cartilage Defects
MA Chuntao，TAN Yu，XIAO Yuzhi，CHEN Ligang，GUO Liang
( Sanya City Chinese Medicine Hospital，Sanya，Hainan Province 572000)

ABSTＲACT Objective To observe the effects of Yougui Decoction ( 右归饮) on cartilage differentiation of rabbit
bone marrow mesenchymal stem cells ( BMSCs) and the effects of its induced BMSCs / fibrin glue complex on the re-
pair of rabbit knee articular cartilage defects． Methods Ｒabbit tibia and femur bone marrow cells were isolated and
subcultured to obtain rabbit BMSCs． Ｒabbit BMSCs were divided into a control group，an induction group and Yougui
Decoction low，medium and high dose groups． The expression of type Ⅱ collagen and aggrecan mＲNA in BMSCs cells
and the expression of the protein was detected． The concentration of the subsequent experiment of Yougui Decoction
was screened． Ｒabbits with knee joint cartilage injury were randomly divided into 5 groups，with 6 rabbits in each
group． Among them，the Yougui Decoction group was implanted with the right concentration of BMSCs / fibrin glue
complex for 1 week into the rabbit cartilage defect site; TGF -β1 group implanted BMSCs / fibrin glue complex induced
by transforming growth factor β1 ( TGF-β1 ) for 1 week into rabbit cartilage defect site; fibrin glue group implanted
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fibrin glue into rabbit cartilage defect part; the model group's defect was put aside; another normal control group was
set up without any treatment． After 8 weeks of intervention in each group，the cartilage defects of the knee joint were
taken，and the cartilage injury repair effect was evaluated by gross observation，HE staining and Wakitani score．
Ｒesults Compared with the control group，the mＲNA and protein levels of type Ⅱ collagen and aggrecan were sig-
nificantly up-regulated in the middle and high dose groups of Yougui Decoction，and the effect was the best in the
high-dose group of Yougui Decoction ( P ＜ 0. 05) ． Therfore，Yougui Decoction 400 mg /ml was selected for subsequent
experiments． In the normal control group，the knee joints were normal in shape and smooth，and there was no dam-
age． In the model group，the knee joint articular cartilage defect was dark red，and the cartilage defect was irregular．
No chondrocytes were seen，and only a small amount of fibrous tissue and cartilage tissue were observed． The Waki-
tani score was increased ( P ＜ 0. 05) ． In the fibrin glue group，the knee articular cartilage defect area was smaller，
the cartilage defect had repair filler，and the Wakitani score was decreased ( P ＜ 0. 05 ) ． Compared with the fibrin
glue group，the knee joint articular cartilage defects in the Yougui Decoction group and the TGF-β1 group were basi-
cally repaired intact． The HE staining at the repair site was close to that of the surrounding normal tissues． A large
number of chondrocytes were seen，and the cartilage lacuna structure appeared． The Wakitani score pof cartilage
tissue was reduced ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion Yougui Decoction can induce chondrogenic differentiation of rabbit
BMSCs，and the induced BMSCs / fibrin glue complex can promote the repair of rabbit knee articular cartilage defects．
Keywords Yougui Decoction ( 右归饮) ; bone marrow mesenchymal stem cells; fibrin glue; knee joint; cartilage
defect
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腰痛宁胶囊临床研究与应用征文通知
腰痛宁胶囊是颈复康药业集团有限公司生产的治疗腰腿痛的首选药品之一。为了总结腰痛宁胶囊多年来研究及

临床应用经验，更好地指导临床用药，中医杂志社与颈复康药业集团有限公司联合主办此次有奖征文活动，现将有

关事项通知如下。
一、征文内容
1. 腰痛宁胶囊治疗腰椎间盘突出症、坐骨神经痛、腰肌劳损、腰肌纤维炎、风湿性关节痛，症见腰腿痛、关节
痛及肢体活动受限等病症的临床经验、体会与分析; 2. 腰痛宁胶囊临床用量、用法的研究与经验总结; 3. 腰痛宁胶
囊组方研究、药理研究与探讨; 4. 腰痛宁胶囊临床扩大应用范围的探讨与研究; 5. 名医名家应用腰痛宁胶囊治疗腰
椎间盘突出症等腰腿痛经验总结与分析; 6. 包括但不限于以上内容的文章。
二、征文要求
1. 来稿未公开发表，字数不低于 3000字，请附单位介绍信，来稿不退; 2. 文章中涉及到的计量单位、实验数
据等须采用法定标准方法表示; 3. 文题下署作者姓名、单位、通讯地址、邮编、联系电话等，请以 Word形式投送
电子稿件，不接受纸质投稿。
三、奖励办法
由全国中医药界知名专家组成评审委员会，将评出一等奖 1 ～ 2 篇，每篇奖励 5000 元; 二等奖5 ～ 10 篇，每篇

奖励 4000元; 三等奖 10 ～ 15篇，每篇奖励 3000元; 优秀奖若干篇，每篇奖励价值 500 元的精美礼品一份。获奖者
将获得由主办单位颁发的获奖证书、奖金或礼品，获奖文章达到刊用标准者将在《中医杂志》等期刊上发表，其他
获奖文章达到标准者将在《中医杂志》增刊发表，并赠送样刊 1 册。评选结果将在颈复康药业集团有限公司官网、
《中医杂志》《中国医药报》《中国中医药报》等媒体上公布。主办单位将邀请部分获奖者免费参加颁奖大会及学术
交流会与知名专家现场交流。颁奖大会具体时间、地点另行通知。
本次征文不收取任何费用，来稿请于 2019年 12月 31日前发至邮箱: jtcm@ 163. com。联系地址: 北京市东直门

内南小街 16号中医杂志社，联系人: 22号编辑，邮编: 100700，电话: ( 010) 64035632。
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