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骨关节炎 （osteoarthritis，OA）是一种常见病和多发病，

严重影响生活质量且致残率高 [1]。目前临床采用的理疗、抗

炎药物、止痛药、糖皮质激素、医用几丁糖、医用臭氧、透明质

酸、关节镜清理术及截骨术等对症治疗，不能促进软骨修复

及延缓病程的进展。细胞制剂腔内注射，是目前治疗 OA 的

前沿与热点，临床研究发现，细胞制剂具有较好的抗炎、止

痛、修复软骨损伤、促进软骨再生、改善关节功能和延缓病程

进展的功能，且不良反应少，是治疗 OA 的新趋势。但细胞

制剂有多种类型，各有其优缺点，为探讨适宜的细胞治疗方

法，本文对不同细胞制剂治疗 OA 的有效性、安全性、可行性

及发展趋势等进行综述。

1  关节腔内注射血小板及其衍生产品治疗 OA

血小板是成熟骨髓巨核细胞胞浆脱落的小块胞质，有

质膜，没有细胞核，是最小的血细胞。目前临床用于治疗

OA 的制剂主要有富血小板血浆 （platelet-rich-plasma，PRP）
和血小板裂解液 （platelet lysata，PL）。PRP 名词的出现，最

早见于 1957 年 [2]。PRP 根据白细胞含量分为富白细胞富血

小板血浆 （leukocytes-rich platelet-rich plasma，L-PRP）和纯

富血小板血浆（pure platelet-rich plasma，P-PRP）或称为去白

细胞 PRP 和低浓度白细胞 PRP 等 [3-5]。PL 又称为 PRP 裂解

液 （platelet-rich plasma lysate，PRP-L），是浓缩血小板进一步

裂解后所获得的液体成分，含有多种血小板源性细胞因子。

1.1 血小板及其衍生产品的制备

制备 PRP 的方法较多，常用的制备方法主要有设备自

动化和手工制备。设备自动化 PRP 制备，早期应用自体血

液回收机，现主要应用血液成分分离机，如 NGLXCF 3000、
一次性使用单采血液分离器 P-2000 等。虽然中国输血协会

临床输血管理学专业委员会《自体富血小板血浆制备技术

专家共识》推荐自动化制备 PRP 的方法，但由于设备较为昂

贵，患者可接受度低，目前 PRP 治疗 OA，临床仍然多采用手

工制备的方法。手工制备 PRP，利用血液中各组分的沉降
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系数差异，通过离心的方法，将血小板与红、白细胞分开，实

验证明，二次离心法可以制备出符合临床要求的 PRP[6]，常

用的有 Aghaloo 法、Landesberg 法和 Peturngaro 法，PRP 制

备套装的应用，提高了制备的方便程度和标准化，目前我国

上市的 PRP 制备套装，主要有山东鑫昊源、山东威高和云南

步帆等品牌。PRP 中血小板的浓度，是治疗 OA 效果的重

要因素，血小板浓度大于 1 000×109/ Ｌ、正常血液血小板含

量的 3 ~ 5 倍，是比较公认的浓度。自体、同种异体纯化 PRP
均能在一定程度上改善膝骨关节炎软骨细胞的增殖能力，促

进软骨细胞修复，但自体 PRP 的治疗效果更为明显 [7]。对于

PRP 制备是否保留白细胞或激活血小板问题，存在争议，目

前临床多用 L-PRP 治疗 OA；但应用前是否激活血小板治疗

OA的差异，尚未见报道。另外，PRP中红细胞残留量的问题，

亦应引起重视，有研究证明，PRP 中含有的红细胞，会崩解、

溶血和促进炎症，影响 OA 的治疗效果 [8]。

PL 的制备以 PRP 或浓缩血小板为原料，通过反复冻

融或超声处理进行。超声处理制备 PL，利用超声波细胞粉

碎机，多次超声波粉碎血小板处理，离心去除血小板碎片，

获得 PL，有实验证明，超声处理制备的 PL 含有细胞生长因

子的量更高 [9]。但目前临床 PL 治疗 OA，仅见利用 PRP 反

复冻融法制备 PL 的报道。反复冻融法制备 PL，采用 -80℃
和 -37℃不同温度冻融的方法均有报道，反复冻融 3 ~ 6 次。

对于 PL 制备前是否利用凝血酶和钙离子等激活血小板的问

题，刘广亚等 [10] 研究发现，是否激活血小板，对获得的 PL 中

生长因子含量差异均无统计学意义，不建议血小板激活。并

于 2017 年建立了以浓缩血小板反复冻融制备血小板裂解

液的有效方法并初步确立了其质量标准 [10]。

1.2 关节腔内注射 PRP 治疗 OA 的临床研究

PRP 含有血小板源性生长因子 （platelet-derived growth 
factor，PDGF）、转 化 生 长 因 子 -β （transforming growth 
factor-β，TGF-β）、类胰岛素生长因子 （insulin-like growth 
factor，IGF）、表皮生长因子 （epidermal growth factor，EGF）、
血 管 内 皮 生 长 因 子 （vascular endothelial growth factor， 
VEGF）和碱性成纤维细胞生长因子 （basic fibroblast growth 
factor，bFGF）等细胞因子 [11]。体内外研究证实，PRP 通过

润滑关节、降低摩擦系数和减少关节软骨磨损，抑制炎症反

应和减轻疼痛，促进细胞外基质的分泌、软骨细胞的增殖和

滑膜细胞分泌透明质酸等机制，减轻关节炎症反应和促进软

骨愈合，从而减轻 OA 症状和改善关节功能 [12-13]。

2010 年 Sampson 等 [14] 首次证明关节腔内注射 PRP 可

降低 OA 患者疼痛和改善关节功能以来，临床进行了大量

PRP 治疗 OA 的研究。结果发现，关节腔内注射 P-PRP 治疗

OA，可以有效降低关节疼痛、改善临床症状和提高关节活动

功能，降低外周血疼痛介质感觉神经肽 P 物质、5- 羟色胺、前

列腺素E2、炎症因子白介素 -1β和肿瘤坏死因子 -α等的水平，

效果优于玻璃酸钠，除 50 ﹪患者出现关节皮肤温度升高外，

其余无局部红肿和感染等不良反应发生 [15]；与关节腔内注射

玻璃酸钠比较，注射 L-PRP 治疗 OA，在缓解疼痛、降低关节

僵硬度、改善日常活动难度、减轻躯体疼痛、对日常生活影响

度和提高身体一般健康状况等方面具有优势 [16]；与 L-PRP 比

较，P-PRP 治疗 OA 效果更好 [17]。近年来众多 Meta 分析亦

证明，关节腔内注射 PRP 治疗 OA 具有止痛、改善关节症状

和提高关节功能的作用，效果优于生理盐水、透明质酸、臭氧

和皮质类固醇等，不良反应较少，是一种治疗 OA，特别是早

期 OA，疗效确切的治疗方法 [18-21]，但是亦有研究发现，PRP
可能不会导致透明软骨再生和改善疾病的进程， 且随着时

间的推移，临床获益有限，缓解期不到 1 年 [22- 23]。

1.3 关节腔内注射 PL 治疗 OA 的临床研究

PL 含有血小板源性的 PDGF、TGF-β、成纤维细胞生长

因子 （fibroblast growth factor，FGF）、EGF、VEGF、IGF、结缔

组织生长因子 （connective tissue growth factor，CTGF）和基

质细胞衍生因子 （stroma derived factor，SDF）等细胞生长因

子 [9,24-25]。PL 早期主要用于干细胞培养，促进细胞的增殖，

2015 年 AI-Ajlouni 等 [24] 首先用于治疗 OA。近年来，国外

PL 治疗 OA 的研究较少，国内进行了较多的研究。临床研

究证明，关节腔内注射 PL，可以有效减轻关节疼痛、增加运

动功能、改善症状和提高生活质量，效果优于玻尿酸钠，无明

显不良反应 [26-27]；PL 与倍他米松、硫酸软骨素联合应用或体

外人工膝支具辅助应用，效果更好 [28]，可以达到 PRP 相似的

结果 [29]，且一次抽取外周血可以制备多份 PL 保存应用，避

免了 PRP 治疗每次需抽取外周血制备的弊端，可以门诊治

疗，患者依从性较好 [24]。

血小板制剂治疗 OA 的效果优于临床关节内注射传统

应用药物的方法，不良反应较少、制备简单和所需设备少，是

基层医疗机构易于开展的医疗技术，但修复软骨损伤和改善

疾病进程作用较弱，有效时间亦有限 [22-23]。

2  关节腔内注射单个核细胞（mononuclear  cells，MNCs）

治疗 OA

MNCs 是指具有单个细胞核的细胞总称，包含有干、

祖细胞等多种异质性细胞群。目前临床开展了骨髓 MNCs 
（bone marrow mononuclear cells，BM-MNCs）和脂肪组织

MNCs 治疗 OA 的应用研究。

2.1 MNCs 的制备

2.1.1 BM-MNCs 的制备 BM-MNCs 又被称为骨髓浓缩

物 （bone marrow aspirates concentrate，BMAC）[30]，是骨髓内

具有 MNCs 的细胞混合群体，包含造血干细胞、造血祖细胞、

间充质干细胞 （mesenchymal stem cells，MSCs）、内皮祖细

胞、巨噬细胞和单核细胞等 [31]。目前分离 BM-MNCs 方法，

有密度梯度离心法、流式细胞分选法和免疫磁珠法等。由于

密度梯度离心方法简单、污染机会少和操作时间短，是目前

临床常用的方法。骨髓采集的部位，常选用髂嵴穿刺，抽取

骨髓液 50 mL 左右放入抗凝管中。BM-MNCs 制备，应在良

好生产质量管理规范 （GMP）实验室进行。生理盐水等体积

稀释骨髓液，缓慢加至已加入淋巴细胞分离液 （Ficoll）的离

心管中，室温低速离心，吸取 MNCs 层，移入离心管，补充稀

释液吹打均匀，洗涤、离心 3 次，悬浮于 5 ~ 10 mL 生理盐水

液中备用 [32]。BMAC 制备方法和成分与 BM-MNCs 相似 [33]。

目前尚无骨髓 MNCs 制备及质量标准的报道。

2.1.2 脂肪组织 MNCs 制备 脂肪组织 MNCs 是脂肪组

织去除成熟脂肪细胞后，其余细胞成分，常被称为脂肪源性

基质细胞 （adipose-derived stromal ceil，ADSC）或脂肪基质

血管组分 （stromal vascular fraction，SVF），含有 MSCs、内皮

祖细胞、内皮细胞、巨噬细胞、平滑肌细胞、淋巴细胞、周细胞
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和脂肪前体细胞 （pre-adipocytes）等 [34-35]。脂肪组织 MNCs
的制备，一般通过腹部或者大腿内、外侧，抽吸的方法获取脂

肪组织，常用酶消化法、推注破碎法和超声波法，破碎成熟脂

肪细胞后，通过离心，获得 MNCs。脂肪组织 MNCs 制备应

在 GMP 实验室进行。2021 年 11 月我国医药生物技术协会

发布了《自体脂肪血管基质组分制备质量管理规范 （征求意

见稿）》，推荐胶原酶消化的 SVF 制备方法，并制定了“脂肪

SVF 制备质量控制指标”和“脂肪 SVF 放行关键质量指标”。

但酶消化法由于不符合“最低实质性操作”原则，未被美国

食品药品安全监督管理局和欧洲食品药品监督管理局批准

用于临床，且存在影响细胞活力、成本高和可能因消化酶洗

涤不充分而导致不良反应等问题，目前临床提倡 / 或仅能用

非酶消化法分离 SVF[35-36]。

2.2 关节腔内注射 MNCs 治疗 OA 的临床研究

临床研究发现，关节腔内注射 MNCs 治疗 OA，通过抑

制促炎分子和分解代谢分子表达、促进抗炎和合成代谢分

子分泌等机制 [37-38]，具有较好的消炎、止痛、修复关节软骨损

伤、促进软骨再生、阻止或延缓病程进展，从而发挥减轻疼

痛和改善关节功能的作用 [40-53]，其治疗效果可以维持 2 ~ 5
年 [52-54]。关节腔内注射 MNCs 治疗 OA 的并发症，仅见被

注射关节的肿胀、疼痛和反应性积液，反应性积液出现率为

0.28 ﹪，均较轻微 [55]。Centeno 等 [56] 研究了 518 例患者 616
次自体 BMACs 单独治疗膝骨关节炎 （knee osteoarthritis，
KOA），关节肿胀和疼痛的发生率为 3.7 ﹪，而 Kim 等 [42] 在

41 例患者、75 个膝关节、接受 BMACs 和腹部脂肪组织联合

关节腔内注射治疗退行性膝关节炎后，69个膝关节 （92.0﹪）

出现关节肿胀，31 个膝关节 （41.3 ﹪）出现痛疼，两项研究差

异较大，这可能与后者应用关节腔内注射 BMACs 和脂肪组

织混合有关。

2.3 外周血 MNCs（peripheral blood mononuclear cells，
PBMNCs）治疗 OA 的实验研究

PBMNCs 是外周血中具有单个核的细胞，主要包括单核

细胞、免疫细胞和干 / 祖细胞。免疫细胞有 T/B 淋巴细胞、

吞噬细胞和树突状细胞等；干 / 祖细胞占 MNCs 的 0.01﹪ ~  
0.10﹪，以造血干细胞为主，亦有部分 MSCs 和内皮祖细

胞 [57]。干细胞动员后含量大量提高。PBMNCs 的分离方法

目前已经相对成熟，常用 Ficoll 密度梯度离心法和 Percoll 非
连续密度梯度分离法。Ficoll 密度梯度离心法，由于操作简

便和价格低廉等原因更为常用。2020 年中国医药生物技术

协会发布了《人外周血单个核细胞的采集、分离和保存》的

团体标准 （T/CMBA 011—2020），规定 Ficoll 密度梯度离

心法分离人 PBMNCs，并对质量控制提出要求，但没有提倡

干细胞动员 [58]。Hopper 等 [59] 利用 KOA 患者自体软骨细

胞与自愿者 PBMNCs 体外共培养的体外模型，划痕法研究

了 PBMNCs 促进软骨细胞迁移的效果与机制，结果显示，

PBMNCs 间接刺激 3 d 后，软骨细胞总迁移率提高 9.7 倍，

PBMNCs 直接共培养 3 d 后，软骨细胞总迁移率提高 8.2 倍；

研究还发现，MMP9 和 IGF1 是 PBMNCs 诱导软骨细胞迁

移的主要调节因子。PBMNCs 亦具有较好的抑制炎症的作

用 [60]。但目前尚无 PBMNCs 治疗 OA 的临床研究报道。

总之，关节腔内注射 MNCs 治疗 OA 效果肯定、副作用

小和可接受度高；细胞获取操作简单、无需体外培养扩增、

便捷和经济；对医疗机构的级别和设施要求较低；具有较

好的有效性、安全性和可行性；可以作为医疗技术在临床广

泛开展。但是，目前 MNCs 注射剂量、次数和观察指标不统

一，缺乏质量控制标准。另外，目前临床仅开展了骨髓和脂

肪 MNCs 治疗 OA 的研究，而实验研究发现，外周血 MNCs 
具有抗炎和促进软骨细胞迁移的作用，且获取创伤小、方便

和患者接受度高，应是 MNCs 治疗 OA 临床研究的新方向。

3  关节腔内注射干细胞制剂治疗 OA

干细胞是一类具有自我更新和多向分化潜能的细胞，

依据分化程度分为胚胎干细胞和成体干细胞两大类。MSCs
是成体干细胞家族的重要成员，来源于发育早期的中胚层，

是临床应用的主要干细胞类型，具有免疫调节、抗炎、活化细

胞、修复病损的组织细胞和多向分化的功能。腔内注射干细

胞制剂治疗 OA，目前研究主要涉及 MSCs 和外泌体。

3.1 干细胞的制备

MSCs 的制备，根据组织来源和制备方法划分。液体组

织一般采用梯度离心法，分离出 MNCs 进行培养，根据差速

贴壁等方法纯化 MSCs。固体组织一般采用酶消化法和超

声波法等，获取有核细胞进行培养，再根据差速贴壁等方法

纯化 MSCs，或采用组织贴片法培养 MSCs[61]。规范化临床

级 MSCs 的制备，是临床治疗安全性及有效性的保障，我国

学者早在 2012 和 2013 年即进行了临床级 MSCs 制备方法

及质量控制等方面的研究，提出前 3 代细胞以含血清的培养

基进行培养，之后换无血清培养基继续培养，去除血清残留，

以提高 MSCs 治疗的安全性，并提出临床治疗应严格控制在

早期代数内 MSCs 的建议 [62-63]；之后中华人民共和国国家

卫生健康委员会、国家药品监督管理局，先后颁布了《干细

胞制剂质量控制及临床前研究指导原则（试行）》、《细胞治疗

产品研究与评价技术指导原则》、《人源性干细胞极其衍生产

品临床试验技术指导原则 （征求意见稿）》，中国医药生物技

术协会发布了《干细胞来源伦理评估指导原则》团体标准，

中国细胞生物学学会发布了《干细胞通用要求》团体标准，

中国人民解放军器官移植研究所 / 全军组织修复与器官重

建重点实验室发布了《间充质干细胞制备及质量控制技术

规范 （征求意见稿）》等规范及指导原则，对临床级 MSCs 取
材、制备、储存、复苏、运输和质量控制等的要求与方法进行

了界定。因此，目前我国对临床级 MSCs 的制备及应用均有

法可依、有规可循。

3.2 关节腔内注射干细胞治疗 OA 的临床研究

关节腔内注射干细胞治疗 OA，是目前 OA 治疗研究的

前沿和热点，国外已有新药 （Cartistem，脐血 MSCs）批准

上市，13 款治疗 OA 的干细胞新药进入临床试验 （Clinical 
Trials gov，2021.10.20）；我国 4 种治疗 OA 的干细胞新药获

得临床试验许可，6 项治疗 OA 的干细胞产品获临床研究项

目备案。

目前报道的用于治疗 OA 有自体 / 异体骨髓源性

MSCs，自体 / 异体脂肪源性 MSCs、脐带 MSCs （umbilical 
cord mesenchymal stem cells，UMSCs）、脐 带 血 MSCs、胎

盘 MSCs 和 滑 膜 MSCs （synovial mesenchymal stem cell，
SMSCs）。研究证明，MSCs 治疗 OA 具有消炎、止痛、修复

关节软骨损伤、促进软骨再生、阻止 / 延缓病程进展和提高
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关节功能的作用 [64-65]，且效果维持时间较长。Park 等 [65] 报

道随访 7 年，维持干细胞治疗后的疼痛 VAS 评分和 IKDC
膝关节主观评分没有明显改变，治疗效果比 MNCs 好 [66]。

Matas 等 [67] 在一项 UMSCs 治疗膝关节 OA 对照随机 
Ⅰ /Ⅱ期试验中发现，40例 40 ~ 65 岁、每日疼痛至少 3个月、

Kellgren Lawrence 影像学改变为 1 级到 3 级的招募者，在接

受膝关节腔内注射 2 次 20×106 个细胞浓度的 UMSCs 治疗

后， 疼痛分量表 （WOMACA）水平、VAS （疼痛量表）和总

WOMAC 显著降低，效果明显优于透明质酸，部分患者出现

关节积液和疼痛，但均为短暂性，休息或口服对乙酰氨基酚

后改善。

一般认为，不同来源的 MSCs 治疗 OA 的效果没有明

显差异 [68]，但 SMSCs 可能优于脐带血 SMCs[69]。干细胞剂

量与效果的关系，低剂量治疗早期止痛效果较好；高剂量

治疗早期容易引起不良反应，如局部疼痛和肿胀，但修复软

骨损伤和促进软骨再生效果好，且改善临床疗效方面更持

久 [70- 71]。单次和多次注射干细胞临床疗效无明显差异，但多

次注射更能延缓软骨减少 [72]。干细胞治疗 OA 的安全性较

好，随访 11 年均未观察到肿瘤或感染 [73]，常见的不良反应有

注射关节的疼痛、肿胀和膝关节积液等，均可在数天内自行

缓解 [74]。

3.3 干细胞外泌体 （exosome）治疗 OA 的实验研究

外泌体是由细胞分泌，包含蛋白质、脂质、mRNA、

microRNA 和 DNA 等多种生物活性分子，直径约为 40 ~ 
100 nm，由磷脂双分子层膜包裹的小囊泡，是介导细胞通

讯的关键性分泌因子。外泌体治疗 OA 是目前的研究热

点。鉴于 MSCs 治疗 OA 的有效性主要通过旁分泌发挥

作 用，而 MSCs 外 泌 体（mesenchymal stem cell exosomes， 
MSCs- EXOs）是 MSCs 旁分泌作用中的一种重要物质。目

前外泌体治疗 OA 的研究主要集中在 MSCs- Exo，胚胎干细

胞源性 MSCs、诱导性多能干细胞源性 MSCs、BM- MSCs、
脂肪 MSCs、羊膜 MSCs 和脐带 MSCs。MSCs-EXOs 的制

备有超速离心法、超滤法、凝胶色谱法、免疫磁珠法和试剂盒

提取法，各有其优缺点，近年来市场上出现了不少商品化的

外泌体抽提试剂盒，主要原理是通过排阻色谱和化合物共

沉淀等方法对外泌体进行纯化分离，方便快捷、纯度和产率

高。MSCs-EXOs 治疗 OA 的研究发现，关节腔内注射 MSCs-
EXOs，具有抗炎、减缓软骨细胞外基质的降解、降低软骨细胞

凋亡、促进损伤软骨修复与再生和延缓病程进展的作用 [75-76]。

但目前仅限于实验研究，尚未见临床研究的报道。

MSCs 的制备技术成熟，治疗 OA 已有大量临床研究报

道，有效性和安全性得到肯定，可能是将来治疗 OA 的新趋

势，但目前仅限于 MSCs 治疗 OA 的产品研发和应用研究，

其治疗机制、效果维持时间和体内演变规律等问题尚有待深

入研究。MSCs-EXOs 治疗 OA 动物实验展现了较好的前景，

有待进行临床应用研究。

4  总结与展望

目前关节腔内注射细胞制剂治疗 OA 已进行广泛和深

入的研究，无论 PRP、MNCs 还是 MSCs，都展现了良好的

治疗效果和安全性，是值得推广的一种较理想的治疗方案。

血小板制剂治疗 OA 具有较好止痛和改善关节功能的作

用，制备简单和所需设备少，但疗效维持时间较短，对修复

软骨作用较弱，适应于基层医疗机构和早期 OA 患者的治

疗。MNCs 治疗 OA 具有较好的有效性、安全性和可行性，

且细胞获取操作简单、无需体外培养扩增的一些生长因子

和细胞因子，可能有助于关节内的抗炎作用，但软骨再生能

力较 MSCs 治疗低，蛋白多糖损失较 MSCs 高 [77]，可能更适

用于没有干细胞培养条件的医疗机构和中期 OA 患者应用。

MSCs 是治疗 OA 效果最为理想的细胞类型，特别是在延缓

病程进展、修复软骨损伤和促进软骨再生方面具有较好的效

果，且疗效维持时间长，但 MSCs 需要体外培养扩增，时间

长、成本高，更适合高级别医疗机构和晚期 OA 患者应用。

虽然目前腔内注射细胞产品治疗 OA 是研究的前沿和

热点，但大多随访时间短、样本量少、随机对照实验少且多为

单中心研究；注射剂量、次数和观察指标混乱，没有统一标

准，为评价其结果造成影响；特别是缺乏细胞制剂质量控制

标准，导致不良反应出现率差别较大。笔者认为，制定腔内

注射治疗 OA 不同细胞制剂的质量控制标准、临床应用标准

和大样本多中心随机对照临床试验势在必行。另外，深入进

行细胞制剂治疗 OA 的分子机制研究、外泌体治疗 OA 的临

床研究和外周血 MNCs 治疗 OA 的研究，应当是目前进行探

索的新切入点和新方向。
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