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· 论著 ·

脱细胞生物活性微载体在软骨类器官构建中的尺寸效应和

性能优化 

周征锐1，2，黄成1，2，高宇阳2，蒋洪宇2，钱陶2，饶晟2，罗德国2，张育榕2，汪爱媛2，彭江2，卓乃强1

（1. 西南医科大学附属医院骨与关节外科，四川  泸州  646000； 2. 中国人民解放军总医院第四医学中心骨科医学部研究所，北京  100853）  

摘要  目的  评价不同尺寸脱细胞细胞外基质 （dECM） 微载体构建的软骨类器官 （CORG） 的促增殖和成软骨能力。方法  制备

dECM微载体，验证脱细胞效果、成分保留和生物相容性。筛选2种尺寸微载体，复合大鼠骨髓间充质干细胞 （BMSC） 构建CORG。

通过DNA定量、组织化学染色、免疫荧光染色和实时定量PCR，检测CORG的细胞增殖、成软骨分化和细胞黏附能力。结果  成功

制备dECM微载体，脱细胞彻底且基质成分保留良好。通过粒径分析成功筛选出2种尺寸的微载体，无细胞毒性，生物相容性佳。

与大尺寸dECM微载体构建的CORG （HCORG组） 相比，小尺寸dECM微载体构建的CORG （SCORG组） 显著促进细胞增殖，具有更

规则的空间结构，其细胞外基质分泌能力、细胞间和细胞-微载体间的联系和黏附更好，软骨形成关键基因SOX9表达水平更高。

实时定量PCR结果表明，2组均高表达成软骨基因 （SOX9、COLⅡ、ACAN），且在第14天达峰值 （P < 0.001）； SCORG组中成软骨相

关基因和细胞黏附相关基因的表达水平更高 （P < 0.01）。结论  用小尺寸微载体构建的CORG具有更强的成软骨分化和促细胞

黏附能力。
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Abstract  Objective  To evaluate  the pro-proliferative and chondrogenic potential of cartilage organoid （CORG） constructed using 

decellularized extracellular matrix （dECM） microcarriers of varying sizes. Methods  dECM microcarriers were prepared and validated for 

decellularization efficacy，matrix component preservation，and biocompatibility. Two sizes of microcarriers were screened and combined 

with rat bone marrow mesenchymal stem cell （BMSC） to construct the CORG. DNA quantification，histochemical staining，immunofluo-
rescence staining，and real-time quantitative PCR were employed to assess cell proliferation，chondrogenic differentiation，and cell adhe-
sion capabilities within the CORG. Results  The dECM microcarriers were successfully prepared，achieving complete decellularization 

while preserving matrix component integrity. Particle size analysis facilitates the effective screening of  two distinct microcarrier sizes，

both of which demonstrated non-cytotoxicity and excellent biocompatibility. Compared with the CORG constructed from large-sized dECM 

microcarriers （HCORG group），the CORG constructed from small-sized dECM microcarriers （SCORG group） significantly enhanced cell 

proliferation，exhibited a   more regular spatial structure，and showed superior extracellular matrix secretion，as well as improved inter-
cellular and cell-microcarrier interactions and adhesion. Additionally，the expression of SOX9，a key gene in chondrogenesis，was elevated 

in the SCORG group. Real-time quantitative PCR results indicated that both groups exhibited high expression levels of chondrogenic genes 

（SOX9，COLⅡ，and ACAN），which peaked on day 14 （P < 0.001）. Notably，the expression levels of both chondrogenesis- and cell adhe-
sion-related genes were significantly higher in the SCORG group （P < 0.01）. Conclusion  CORG constructed with small-sized microcar-
riers demonstrates enhanced chondrogenic differentiation potential and stronger intercellular adhesion capacity.
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关节软骨因缺乏血管和神经，自我修复能力极

差［1］。机械损伤或退行性变导致的软骨缺损，若不

及时干预，将不可逆地进展为骨关节炎［2-3］，导致关

节畸形和功能障碍［4-5］。临床现有的微骨折、自体软

骨移植等疗法虽能缓解症状，但难以再生天然透明

软骨，且易形成纤维软骨，长期疗效受限［6］。间充质

干细胞因具有多向分化潜能，成为软骨组织工程的

研究重点。相较于无法模拟三维微环境的传统二维

培养，类器官技术通过体外自组装，能高度还原体

内细胞与基质间的相互作用。其中，脱细胞细胞外

基质 （decellularized extracellular matrix，dECM） 因富

含生物活性成分且能诱导干细胞向软骨分化，是构

建软骨类器官 （cartilage organoid，CORG） 的理想支

架［7］。本课题组前期研究［8］利用150~300 μm的dECM

微载体成功构建了CORG，但仍存在细胞分布不均、

组织致密度不足等问题。由于材料的颗粒大小、孔

隙率等物理特性会显著影响细胞行为，本课题组推

测更小尺寸的dECM微载体能通过增加与种子细胞

的接触面积，促进更紧密的结合和基质分泌。因此，

本研究将大鼠骨髓间充质干细胞 （bone marrow stem 

cell，BMSC） 复合不同尺寸的dECM微载体，对比尺寸

效应，以探索更优化的CORG构建策略。

1 材料与方法

1.1  材料 

大鼠BMSC，购自美国Cyagen公司；大鼠BMSC

成软骨诱导培养基、阿利辛蓝染色液、番红O染色

液，购自原启生物科技 （上海） 有限责任公司；超低

黏附96孔U型板，购自美国Corning公司；苏木素-伊

红 （hematoxylin eosin，HE） 染色液、CCK-8试剂盒，购

自北京索莱宝科技有限公司；兔来源SOX9一抗，购

自美国abcam公司；Calcein-AM/PI细胞活性和细胞

毒性检测试剂盒，购自北京碧云天科技有限公司；

RNA提取试剂盒、反转录试剂盒、实时定量PCR试剂

盒，购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；DNA

提取试剂盒，购自德国QIAGEN公司；体视显微镜，

购自日本Nikon公司；实时荧光定量PCR仪，购自美

国ThermoFisher Scientific公司；全景共聚焦数字切片

扫描仪，购自上海达迈生物科技有限公司。

1.2  方法

1.2.1  dECM微载体制备：从市场购买新鲜猪膝关

节，无菌采集其透明软骨，切成3 mm×3 mm×1 mm

小块，通过-80 ℃/4 ℃冻融循环和1%十二烷基硫酸

钠振荡72 h进行脱细胞处理，随后用PBS清洗72 h

以去除残留。将脱细胞软骨片用组织研磨仪粉碎并

过筛，收集粒径分别为150~300 μm和50~80 μm的

dECM微载体，经60Co辐照灭菌后，于4 ℃冰箱保存。

1.2.2  脱细胞前后的DNA定量、细胞外基质成分

分析和微载体粒径分析：分别取脱细胞前后的软

骨片20 mg，分为天然软骨组 （Natural组） 和脱细胞

组 （Decellularization组），经液氮研磨和蛋白酶K消化

后，采用DNA提取试剂盒提取总DNA。采用酶标仪

测定520 nm处的吸光度，计算浓度，以评价脱细胞效

率。制备10 μm冰冻切片，采用DAPI染色观察细胞核

残留情况；采用HE染色观察组织形态；采用甲苯胺

蓝和番红O染色评价细胞外基质中蛋白多糖等成分

的保留情况。采用300、150、80和50 μm规格的筛网过

筛，制备大尺寸微载体 （150~300 μm） 和小尺寸微载

体 （50~80 μm）。将微载体悬浮于PBS中，制备玻片。

光学显微镜下随机选取10个视野，使用ImageJ软件

测量至少100个颗粒的等效直径，计算颗粒的平均

直径、分布范围和标准偏差。

1.2.3  dECM微载体的细胞毒性和生物相容性检

测：将60Co灭菌后的微载体按0.2 g/mL质量浓度浸泡

于MEM-α完全培养基中，37 ℃提取24 h，收集浸提

液。将P3代大鼠BMSC以8×103/孔的密度接种于96

孔板，贴壁24 h后，浸提液组 （Extract组） 更换为微载

体浸提液，对照组 （Control组） 使用常规培养基。分

别于培养第1、3、5天加入CCK-8试剂，孵育1 h后，应

用酶标仪检测450 nm处的吸光度值，评价微载体的

细胞毒性及其对细胞增殖的影响。应用Calcein-AM/

PI试剂盒评估微载体对细胞活性的影响，将P3代

大鼠BMSC以2×104/孔的密度接种于含爬片的24

孔板，贴壁后更换为浸提液。分别于第1、3、5天，按

1 ∶ 1 ∶ 1 000比例配制Calcein-AM/PI工作液，室温

避光孵育20 min。荧光显微镜下观察并拍摄活细胞 

（绿色） 和死细胞 （红色） 的分布情况，以评价其生物

相容性。

1.2.4  2种尺寸的dECM微载体构建CORG：分别用

小尺寸dECM微载体 （SCORG组） 和大尺寸dECM微

载体 （HCORG组） 构建CORG。将大鼠BMSC原代细

胞传代至P3代，进行细胞实验。将P3代大鼠BMSC 
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（5×105/孔） 按10 mg微载体/孔的比例，接种于低黏

附U型96孔板 （200 μL/孔）。首先使用MEM-α完全培

养基预培养3 d，促使细胞与微载体自组装成CORG，

随后更换为OriCell成软骨诱导培养基诱导21 d。诱

导期间，每2 d更换一半 （100 μL） 培养液，并分别于

第0、7、14 和21天取材检测。

1.2.5  软骨形成基因和细胞黏附相关基因检测：

分别收集第0、7、14和21天SCORG组和HCORG组的

CORG样品，按说明书提取总RNA，反转录为cDNA。

采用实时定量PCR检测成软骨基因 （SOX9、COLⅡ、

ACAN） 和细胞黏附基因 （ITGB1、ITGA5） 的表达水

平。扩增程序：95 ℃预变性30 s；95 ℃ 10 s，58 ℃ 30 

s，72℃ 45 s，40个循环。以GAPDH为内参基因，采用

2-ΔΔCt法计算基因的相对表达量。

引物序列：SOX9，正向5’-GCGGAGGAAGTCGG

TGAAGAT-3’，反向5’- GTAGACGGGTTGTTCCCAG

T-3’；ACAN，正 向5’-CTAGTGGACTCCCTTCAGGA

AC-3’，反向5’-CGCTAAGCTCAGTCACTCCAG-3’；

COLⅡ，正向5’-CCAGATGACCTTCCTACGCC-3’，反

向5’-TTCAGGGCAGTGTACGTGAAC-3’；ITGB1，正

向5’-CAGCCGCTTCACCTACAGC-3’，反 向5’-TTTT

GTATTCAATCACTGTCTTGCC-3’；ITGA5，正向5’-C

TCACAGCTGGCAGGGTATC-3’，反 向5’-TTAGAGA

CTGCATGTTAGTTCTGGA-3’；GAPDH，正向5’-GG

TCGGTGTGAACGGATTTG-3’，反向5’-ATGAGCCCT

TCCACAATG-3’。

1.2.6  2种尺寸微载体构建的CORG的大体观和促细

胞增殖能力检测：收集SCORG组和HCORG组中诱导

14 d的CORG，PBS清洗后，体视显微镜下观察其大体

观。第14天时，将2组CORG按1.2.2的方法提取DNA，

应用酶标仪检测520 nm处的吸光度值，通过标准曲

线计算DNA含量，以评价CORG内细胞增殖水平。

1.2.7  2种尺寸微载体构建的CORG的组织化学染

色：收集SCORG组和HCORG组中诱导14 d的CORG，

经4%多聚甲醛固定24 h和30%蔗糖脱水后，用OCT

包埋，制备10 μm冰冻切片。进行HE、阿利辛蓝染色

和番红O染色，以评价酸性蛋白聚糖的分泌。切片经

梯度脱水、透明和封片处理后，显微镜下观察CORG

的组织形态和基质分布。

1.2.8  2种尺寸微载体构建的CORG的免疫荧光染

色：收集SCORG组和HCORG组中诱导14 d的CORG，

经4%多聚甲醛固定24 h和30%蔗糖脱水后，用OCT包

埋，制备10 μm冰冻切片。切片经0.5% Triton X-100通

透和抗原修复后，用5%牛血清白蛋白封闭1 h。随后

滴加SOX9一抗 （1 ∶ 200），4 ℃孵育16 h。次日滴加

荧光二抗，避光孵育2 h，用DAPI复染细胞核。经抗荧

光淬灭封片后，荧光显微镜下观察目的蛋白的表达

和分布。

1.3  统计学分析 

采用GraphPad Prism 10.0软件进行统计分析和

图表绘制。所有实验均独立重复至少3次，取均值进

行统计分析。所有数据通过正态性检验，计量资料

以x-±s表示，组间比较采用独立样本t检验。P < 0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1  软骨片脱细胞效果验证和尺寸筛选 

脱细胞前，Natural组中可见大量蓝色荧光标记

的细胞核结构；脱细胞处理后，Decellularization组软

骨基质中未见明显细胞核残留，表明细胞成分已被

完全清除 （图1A）。DNA定量检测结果显示，Natural

组和Decellularization组DNA含量分别为 （22.584±

0.819）和（1.606±0.178） ng/mL，Decellularization组

软骨片中DNA含量显著降低 （P < 0.001）。HE、甲

苯胺蓝和番红O染色结果 （图1B~1D） 进一步表明，

Decellularization组软骨片细胞外基质成分保留完

整，细胞核被彻底去除。粒径分选的结果 （图1E） 

显示，大尺寸和小尺寸微载体的平均直径分别为 

（217.70±57.23） μm和 （68.46±10.73） μm，成功筛选

出具有显著尺寸梯度的2组dECM微载体。

2.2  dECM微载体的细胞毒性和生物相容性实验 

CCK-8结果 （图2A） 显示，Extract组第1、3、5天时

的细胞活性呈持续上升趋势，证实微载体无明显细

胞毒性。活/死细胞染色结果 （图2B） 显示，与浸提液

共培养的大鼠BMSC铺展良好，在第1、3、5天均观察

到大量活细胞 （绿色），死细胞极少 （红色），细胞密度

随时间推移显著增加，进一步验证了微载体优异的

生物相容性。

2.3  2组CORG的基因表达情况 

SCORG组和HCORG组中CORG在7、14、21d这3个

时间点均表现出软骨相关基因高表达，SOX9、COLⅡ、

ACAN在14 d时表达量最高 （P < 0.001），且SCORG组

第5期  周征锐等.  脱细胞生物活性微载体在软骨类器官构建中的尺寸效应和性能优化
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A，cytotoxicity evaluation of decellularized extracellular matrix microcarrier extracts；B，live/dead cell staining of BMSCs treated with decellularized extra-

cellular matrix microcarrier extracts （×4） . * P < 0.01 vs. control group.

图2  dECM浸提液处理BMSC后的CCK-8实验和活/死细胞染色

Fig.2  CCK-8 assay and live/dead cell staining of BMSCs after treatment with dECM extract

A，DAPI staining （×20）；B，HE staining （×20）；C，toluidine blue staining （×20）；D，safranin O staining （×20）；E，particle size distribution analysis 

of decellularized extracellular matrix microcarriers. 

图1  猪软骨脱细胞的效果验证和粒径筛选

Fig.1  Validation of porcine cartilage decellularization and particle size screening 
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高于HCORG组 （P < 0.01）。与此类似，SCORG组中

细胞黏附相关基因ITGB1、ITGA5的表达量也显著高

于HCORG组 （P < 0.01），于14 d时达到峰值，成功筛

选出14 d为CORG最佳诱导时间点。见图3。
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2.4  2组CORG肉眼观察、促增殖能力和组织化学染色

肉眼观察显示 （图4A），SCORG组中CORG表面

圆润平滑，形态规则；而HCORG组中CORG形状不规

则，边缘凸起。DNA定量结果 （图4B） 证实，培养14 d

后SCORG组的DNA含量显著高于HCORG组，表明小

尺寸dECM微载体具有更强的促细胞增殖能力 （P < 

0.01）。荧光强度定量分析结果 （图4C） 显示，SCORG

组SOX9 mRNA平均表达水平显著高于HCORG组 （P < 
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0.01），表明小尺寸dECM微载体能更有效地诱导

BMSC向成软骨方向分化。HE染色结果 （图4D） 显示，

SCORG组边界清晰、圆度高，细胞在微载体间分布均

匀有序，形成了紧密的细胞-基质整合结构；HCORG

组细胞分布不均，呈聚集现象，内部可见明显中空。阿

利辛蓝和番红O染色结果 （图4D） 进一步证实，SCORG

组在整个球体范围内均有丰富的蛋白多糖和黏多糖

分泌，构成了良好的生理性仿生网络；而HCORG组基

质分泌量较少，且缺乏空间联系。免疫荧光染色结果 

（图4E） 显示，成软骨关键因子SOX9在SCORG组中呈

全球体广泛阳性表达，且与微载体高度整合；HCORG

组中SOX9信号主要局限于球体表面。

A，SOX9 mRNA；B，ACAN mRNA；C，COLⅡ mRNA；D，ITGB1 mRNA；E，ITGA5 mRNA. * P < 0.01 vs. HCORG group.

图3  2组CORG的软骨形成和细胞黏附相关基因表达的比较

Fig.3  Comparison of chondrogenesis- and cell adhesion-related gene expression between the two groups
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HCORG
SCORG

A，macroscopic appearance of CORG （×10）；B，DNA quantification of CORG；C，quantitative analysis of SOX9 mRNA expression；D，HE，alcian blue，

and safranin O staining （×4）；E，immunofluorescence staining of SOX9 （×4）. * P < 0.01 vs. HCORG group.

图4  2组CORG的大体观、DNA定量和组织化学染色评估

Fig.4  Gross observation，DNA quantification，and histological staining of CORG in the two groups 
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3 讨论  

本研究通过制备生物活性优异的dECM微载

体，通过粒径分析筛选出大、小2种尺寸的dECM微

载体，复合BMSC，分别构建出HCORG组和SCORG组

2种CORG。通过对比发现，SCORG组中CORG显著促

进细胞增殖，具有更佳的软骨基质分泌能力和细胞

间黏附能力，为CORG的构建方式提供了新思路。

关节软骨的自我修复能力有限。微骨折、软骨

移植和软骨细胞移植等传统疗法虽能短期缓解症

状，但往往因修复产物为纤维软骨 （非透明软骨） 

而导致远期疗效不佳［9］，且面临免疫排斥、手术成

本高等问题［10］。CORG能模拟三维仿生微环境，

是理想的修复移植物。针对单纯细胞组装易出现的

内部空心化的问题，引入生物活性材料提供支撑至

关重要［11］。与存在降解周期长、细胞亲和性不足等

问题的合成材料比较，dECM具备天然的生物降解

性、相容性和低免疫原性，是构建CORG的理想支

架。

本研究利用物理化学法成功制备猪软骨dECM

微载体。DNA定量和DAPI染色证实脱细胞彻底，组

织化学染色显示基质成分保留良好。CCK-8和活/

死细胞染色实验进一步验证了其无毒性且能显著

促进细胞增殖。鉴于dECM来源广泛、成本低且已具

备临床应用基础，基于dECM构建的CORG展现出显

著的临床转化潜力［12］。基于制备工艺的可行性，本

研究将规格为 （68.46±10.73） μm的dECM定义为小

尺寸dECM微载体，将规格为 （217.70±57.23） μm的

dECM定义为大尺寸dECM微载体。

ECM的分泌水平直接决定软骨的抗压和支撑性

能。实时定量PCR 结果显示，SOX9、COLⅡ和ACAN

等成软骨特异性基因在诱导14 d时达到峰值，随后

下降，故确定14 d为CORG的最佳培养周期。组织学

也进一步证实了CORG中细胞周围大量分泌软骨细

胞外基质，这都与之前的研究［13］结果一致。用2种尺

寸的微载体构建CORG后，经实验证实，与HCORG组

相比，SCORG组展现出更强的生物学性能。DNA定

量结果显示，SCORG组细胞密度明显更高，成软骨

特异性蛋白 （SOX9） 和基质成分 （蛋白多糖、胶原） 分

泌更丰富，形态更趋于规则、圆润。这表明缩小微载

体尺寸能显著提升dECM对BMSC向软骨分化的诱

导效率。

天然软骨的力学强度依赖于细胞与基质间紧

密的黏附网络。本研究中，SCORG组中黏附相关基因

ITGB1和ITGA5的表达显著上调，表明小尺寸dECM

微载体通过增加接触面积，增强了细胞-细胞和细

胞-微载体间的通信。这种紧密的连接不仅对抗了

收缩张力，还促进了机械信号转导，形成了类似天

然软骨的致密三维结构。因此推测，SCORG组可能

通过激活上游转录因子 （如 TWIST、SP1） ［14-15］，进而

通过整合素α5β1介导FAK-Src或Rho GTPases等通路

实现骨架重排和分化增强，其深层机制仍需进一步

探究。

尽管已经成功构建了基于小尺寸dECM微载

体的新型CORG （SCORG组），但仍需进一步开展体

内移植实验，以评估其在原位软骨缺损中的修复效

能。此外，微载体与细胞间相互作用的深层分子机

制仍有待挖掘。

综上所述，本研究表明，与HCORG组相比，

SCORG组在促进成软骨分化方面效能更优。SCORG

组构建的疏松多孔网络和致密三维环境，在优化营

养交换的同时，高度还原了天然软骨的力学和空间

特性。小尺寸dECM微载体为CORG的构建提供了更

优化的策略，不仅有望推动软骨再生技术的临床转

化，也为高仿生体外药物筛选平台的建立奠定了基

础。
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