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Evaluating the effect of intra‐articular injection for bone marrow mesenchymal stem 
cells in repairing damaged cartilage of rat knee joint 
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In  osteoarthritis,  articular  cartilage  is  damaged  and  demolished  by  wear 
and scratches. As a result,  the bone near the  joint has been changed and 
small bumps called osteophytes formed around the joint (1). The knee joint 
is more vulnerable to injury than other joints due to the constant and high 
pressures  that  are  applied  to  it  in  daily  activities,  and  the  cartilage  lacks 
nerves and does not feel pain during the injury, which causes more damage 
(2).  Osteoarthritis  has many  symptoms,  however,  its  three most  common 
symptoms includes joint dryness at rest, decreased flexibility, and pain (3). It 
is the second most common complaint of outpatients and varies by gender 
and  race  (4).  Its  prevalence  is  higher  in  blacks  and  Chinese  people  than 
whites due to high physical activity and genetic background  (5).  It  is more 
common in men than women under the age of 45, aŌer this age, it is more 
common  in  women  than  men  (6).  Common  treatments  aimed  to  reduce 
pain,  improve  function,  and  maintain  joint  mobility  include 
pharmacological, non‐pharmacological methods (training program, regular 
exercise,  physiotherapy,  lifestyle  modification),  PRP,  surgery,  and  cell 
therapy (7,8). 

Abstract 
Background:  Damage  in  cartilage  tissue  is  one of  the  global  challenges  and affects  a  large percentage of 

people.  Trauma  or  age‐related  degenerative  disease  is  the main  cause  of  osteoarthritis.  The  aim  of  this 

study was to evaluate the effect of  intra‐articular  injection for bone marrow mesenchymal stem cells and 

the resulting secretions in repairing the damaged cartilage of the rat knee joint. 

Methods: 30 male rats that weights approximately 200 to 250 g were randomly divided into five groups of 6 

rats, including healthy group (receiving physiological serum), osteoarthritis group (monosodium iodoacetate 

injection), mesenchymal group, mesenchymal group + receiving the same volume of cell secretions + culture 

medium and culture medium injection group. Four weeks later, the rats have been killed and the hip joint 

examined by both macroscopic and microscopic methods. 

Results: The results showed that the injecƟon of 2.5*10
5
 cells per ml had a good effect on the repairing of 

cartilaginous  lesions  caused  by  the  monosodium  iodoacetate  injection.  Histological  studies  showed  that 

fibrillaƟon  rate,  the  presence  of  small  gaps  and  deep  gaps  (P  <0.05)  decreased  in  the  mesenchymal 

treatment  group.  The  level  of  proteoglycans  in  mesenchymal  treatment  group  increased  significantly  (P 

<0.05).  Also,  in  the  treatment  group  with  mesenchymal  secreƟons  and  culture  medium,  changes  were 

observed  in  repairing  the damaged cartilage, which was not significantly different  from the osteoarthritis 

group. 

Conclusion:  In  this study,  the  restorative effect has benn confirmed for bone marrow mesenchymal stem 

cells and their secretions in improving histopathological lesions of rat articular cartilage. 
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A human study by Jo et al., Mesenchymal cells 
have  been  extracted  from  the  adipose  tissue 
for 18 paƟents with osteoarthriƟs and injected 
into their knees at three different doses. . The 
results  showed  that  injecting  high  dose 
mesenchymal cells repaired cartilage in a layer 
similar  to  clear  cartilage  in  the  inner  part  of 
femur and tibia bones. It was also significantly 
effective  in  increasing  performance  and 
reducing pain  in  these patients  (9).  Zhou et al. 
performed  three  types  of  treatment methods 
to  repair  carƟlage  by  creaƟng  a  hole  by  0.8 
mm deep and 4.5 mm in diameter with a drill 
in  the  knee of  27  rabbits.  For  the first  group: 
microfracture  treatment  method  has  been 
used, and for the second group: microfracture 
and mesenchymal cells located on the scaffold 
layer  and  in  the  third  group  only  the  scaffold 
therapy  technique.  .  The  healing  process was 
followed  according  to  the  ICRI  rating  and 
finally the group in which a combination of the 
two  treatment  techniques  was  used 
significantly and rapidly restored than the first 
and  third  groups  (10).  In  2009,  Zhang  et  al. 
reproduced  adipose‐derived  mesenchymal 
cells  in  culture medium,  combined  them with 
calcium  alganate  gel,  and  injected  them  into 
27 rabbits. The injury have been located at the 
femoral  patellar  cartilage  of  the  knee. 
Macroscopic  and  microscopic  examination  of 
carƟlage  repair  was  performed  4,  8  and  12 
weeks  later.  Statistical  analysis  showed  that 
the  repair  has  been  conducted  by  cell 
proliferation  and  formation  of  collagen  fibers 
and with P <0.01 the difference was significant 
between control and experimental groups  (11). 
Sato  et  al.  labeled  mesenchymal  cells 
suspended  in  PBS  and  hyaluronic  acid  with 
fluorescence  and  injected  into  the  pig  knee 
joint.  The  studies  were  performed  in  three 
stages  aŌer  1,  3  and  5 weeks  aŌer  injecƟon. 
Type  II  collagen  is  proliferated  and  increased 
and  also  surrounded  chondrocytes  and 
mesenchymal cells  (12). Hamoud et al.  injected 
mesenchymal  stem  cells  cultured  in  basal 
culture  medium  and  chondrogenic  culture 
medium at a dose of 10 million cells  in 5 μl of 

fluid  into  the  osteoarthriƟs  knee  joint  in  12 
sheep.  Macroscopic  and  microscopic  studies 
were  performed  and  compared  in  two 
experimental groups. The results showed that 
the  injection  of  stem  cells  in  chondrogenic 
culture medium  caused more  cartilage  repair 
than  the  group  of  stem  cells  in  the  basic 
culture  medium  (13).  Van  Buul  et  al. 
investigated  the  effect  of  mesenchymal  cells 
and  mononuclear  cells  extracted  from  bone 
marrow  on  pain  relief,  reduction  of  cartilage 
damage,  bone  changes  and  inflammatory 
changes  in  rats  with  osteoarthritis.  Three 
weeks  after MIA  injection,  three  groups  have 
been  evaluated:  1‐  MSC‐receiving  group,  2‐ 
monoclonal cell‐receiving group and 3‐ control 
group. AŌer 4 weeks of receiving, the knee of 
rats with osteoarthritis was examined. Among 
these,  only  mesenchymal  cells  caused 
significant  weight  gain  in  the  limb  with 
osteoarthritis, however,  lesion repair, synovial 
inflammation  and  subchondral  bone  repair 
were not significant (14).  
In  the present  study, mesenchymal  cells  have 
been  considered  to  understand  the 
effectiveness of stem cells  in the treatment of 
osteoarthritis. Due to the trophic secretions of 
stem cells,  for the first time, the secretions of 
these cells have been investigated without the 
presence of stem cells as a possible technique 
for the treatment of osteoarthritis. 
 
 
 
In  this experimental  study, 30 adult male  rats 
from the animal house for Urmia University of 
Medical  Sciences  were  used  weighing 
approximately  200‐200  g.  The  rats  were  kept 
in  the same conditions and given equal water 
and food. The animals were randomly divided 
into five groups of 6 rats as follows: 
- Group  A:  Healthy  control  group: 
Physiological serum injection 
- Group  B:  Osteoarthritis  Group  (OA): 
Intra‐articular injection of 1 Monosodium Iodo 
acetate  (MIA) 

Methods 
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- Group  C:  Mesenchymal  group  (MSCs): 
MIA  injection  and MSCS  injection  in  the main 
culture medium two weeks after MIA injection 
- Group  D:  Mesenchymal  group  + 
receiving the same volume of cell secretions + 
culture medium  (M + C.S.): MIA  injection  and 
MSCS  secretion  injection  +  culture  medium 
two weeks after MIA injection 
- Group  E:  Culture  medium  group  (M): 
MIA  injection  and  culture  medium  injection 
two weeks after MIA injection 
Two weeks after MIA injection, it was injected 
in group C (MSCs) cultured mesenchymal stem 
cells 2.5*105 and in group D (M + CS) stem cell 
secretions and culture medium, and in group E 
(M)  culture  medium  into  the  damaged  joint. 
Group  A  (healthy  control)  animals  received 
simultaneous physiological serum injecƟons. 4 
weeks  later,  the  animals  were  anesthetized 
and then killed, their left knee, which included 
the  distal  femur  and  proximal  tibia,  was 
carefully  removed  with  special  scissors  and 
their  soft  tissue  removed  from  the  knee  to 
facilitate  patellar  joint  fixation.  At  this  stage, 
the  ends  of  the  femur  and  tibia  bones  were 
examined  macroscopically  by 
stereomacroscope  and  cartilage  repair. 
Sections  prepared  by  different  staining 
methods  including  hematoxylin‐eosin, 
trichrome  malori  and  toluidine  blue  and 
safranin  and  the  classifications  according  to 
(ICRS)  are  as  follows:  CarƟlage  health:  4, 
carƟlage  surface  fibrillaƟon:  3,  small  and 
superficial cracks: 2, large and deep or multiple 
small cracks: 1, complete carƟlage destrucƟon: 
0.  Finally,  they  have  been  observed  and 
examined by light microscope.  
It  should  be  noted  that  in  the  present  study, 
the  data  distribution  was  investigated  using 
the  Kolmogorov‐Smirnov  (k‐s)  method.  Data 
on  the  variables  of width  and  depth,  number 
of chondrocytes, had a normal distribution and 
parametric  tests,  ANOVA,  T‐Test,  Tukey  (SPSS 
soŌware  version  16)  were  used  for  their 
analysis. 
 
 

 
 
The  effect  of  injection  of  mesenchymal  cells 
extracted  from  bone  marrow  and  secretions 
from these cells without mesenchymal cells on 
rat knee osteoarthritis has been investigated in 
the present  study.  Topical  injection  of MIA,  a 
glycolysis  inhibitor,  disrupts  chondrocyte 
metabolism  and  demolishes  the  cartilage.  In 
this study, after injecting one milligram of MIA 
into  the  space  inside  the  knee  joint,  cartilage 
lesion repair in the femur bone was examined 
aŌer  two  weeks  with  two  therapies:  1‐  cell 
therapy  by  bone  marrow  mesenchymal  cells, 
2‐ through secretions from mesenchymal stem 
cells.  
Decreased  amount  of  proteoglycans  in 
different  layers of cartilage that was observed 
after  osteoarthritis  in  microscopic  samples 
with  safranin‐O  staining.  Light  microscopy 
images  of  rat  femoral  articular  cartilage  in 
groups  A  and  experiments  14  days  aŌer MIA 
injecƟon are given in Figure (1). 

   

 

 
Figure  1:  Comparison  of  light microscope  images 
of  rat  femoral  articular  cartilage  in  control  and 
experimental groups 14 days aŌer MIA  injecƟon. 
a)  Group  A,  b)  Group  B,  c)  Group  C,  d)  Group  D 
(Safranin‐O staining, *100 magnificaƟon) 

Results 
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In Figure 1, in the healthy group (physiological 
serum  injection)  (group A),  the  proteoglycans 
in  the  various  layers  of  cartilage  are 
completely red (purple), and in OA group (MIA 
injection)  (group  B)  decrease  in  proteoglycan 
staining and lack of chondrocytes is evident in 
different  layers.  In  the MSCs  group  (injection 
of  MIA  and  MSCs)  (group  C)  there  was  an 
increase  in  proteoglycans  and  the  number  of 
chondrocytes in the cartilage layers and in the 
group M + C.S. (Injection of MIA and M + C.S.) 
(Group  D)  a  relative  increase  in  proteoglycan 
and chondrocyte count is observed in the deep 
layers and the surface layer is still colorless. 
In the repair group with injection of MSCs due 
to  blood  supply  and  release  of  bone marrow 
mesenchymal  cells  in  the  subchondral  region, 
the  healing  process  was  significant  (P  <0.05) 
compared to other groups (Figure 2).  

  

   

  

Figure 2: Comparison of the presence of deep 
cavities in control and experimental groups 

In  the  repair  group  with  MSCs  injection,  a 
significant  reduction  has  been  observed  in 
fibrillaƟon  (P  <0.05).  In  the  repair  group  by 
injection  of  cell  secretions  and  culture 
medium,  the  repair  was  relative,  but  in  the 
repair  group,  no  serious  changes  have  been 
observed  by  injection  of  culture  medium 
(Figure 3). 

   

 

Figure 3: Comparison of fibrillaƟon in control and 
experimental groups  

   

Figure  4:  Comparison  of  light microscopy  images 
of  rat  femoral  articular  cartilage  in  control  and 
experimental groups 14 days aŌer MIA  injecƟon. 
a)  Group  A  b)  Group  B,  c)  Group  C,  d)  Group  D 
(H&E Staining, *40 magnificaƟon) 

In  Figure  (4),  it  could be observed  that  in  the 
group  A  (physiological  serum  injection)  the 
articular  cartilage  is  thick  and  chondrocytes 
are visible in large numbers in different layers; 
and in group B, there is a decrease in cartilage 
thickness,  a  severe  decrease  in  chondrocytes 
and a decrease in cartilage surface staining. In 
addition,  in  the  group  C,  increased  cartilage 
thickness,  cartilage  tissue  staining  and  an 
increase  in  the number  of  chondrocytes. Also 
in  the  group  D,  a  two‐way  arrow  indicates 
cartilage surface regeneration in which a small 
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number  of  chondrocytes  are  visible  in  this 
layer. 

 

   
Figure  5:  Comparison  of  the  depth  and width  of 
the femoral arƟcular carƟlage destrucƟon site 14 
days  after  MIA  injection  and  repair  of  the 
damaged  area  4 weeks  aŌer MSCs  injecƟon  into 
the  rat  femoral  joint,  a)  blue  arrow  of  the 
destruction  area  width  and  yellow  arrow  of  the 
cavity  depth  Shows  the  destroyed.  b)  The  blue 
arrow  shows  the width of  the  repaired  area  and 
the  yellow  arrow  shows  the  reduction  in  lesion 
depth  4  weeks  aŌer  MSCs  injecƟon  (E  &  H 
Staining, *400 magnification) 

  
 
 

 
The  histopathological  changes  caused  by MIA 
injection  are  entirely  time  dependent. MIA  is 
an  inhibitor  of  3‐phosphate  dehydrogenase 
glyceraldehyde  and  by  inhibiting  glycolysis 
leads  to  the  death  of  chondrocytes,  bone 
trabeculae  with  fibrosis  and  an  increase  in 
osteoclasts,  the  formation  of  new  trabeculae 
and subchondral cysts  (15). In a study by Peggy 
et  al.,  by  applying  weight  to  the  cartilage 
surface,  a  decrease  in  proteoglycan  has  been 
observed  first  at  the  cartilage  surface  and  by 
increasing  the  load,  the  decrease  was  also 
observed  in the deep layers  (16). Osteoarthritis 
initially  causes  changes  in  the  extracellular 
matrix, and as chondrocytes are located within 
the  matrix,  these  changes  in  turn  affect  the 
chondrocytes  and  advance  the  disease. 
Aggrecan can absorb water and play anti‐shock 
role  against weight,  and  in  osteoarthritis,  the 
amount of this factor decreases and therefore 

cartilage  loses weight‐bearing capacity  (Figure 
1). 
According  to  Figure  (2),  deep  cleŌ  type 
demolition  occurs  in  the  final  stages  of 
osteoarthritis  and  is  associated  with  severe 
pain  due  to  nerve  involvement.  Deep 
degradation has been observed in a number of 
specimens  affected  by  MIA  injection.  The 
superficial layers have been destroyed and the 
subchondral  region  was  visible.  This  type  of 
degradation  has  been  observed  in 
approximately three heads of group B rats. By 
k2  test,  there  was  a  significant  difference 
between  groups  A  and  C  and  group  B,  which 
was not  significant  in  groups D  and E.    In  the 
present  study,  a  significant  increase  for 
proteoglycans  has  been  observed  by 
mesenchymal  cell  injection,  the  reason  was 
the ability of MSCs to convert to chondrocytes, 
and  osteoblasts  and  the  newly  replaced  cells 
gradually  begin  to  secrete  an  extracellular 
matrix (17). 
In  Figure  (3)  according  to  the  ICRS 
classification,  fibrillation  is one of  the primary 
changes in osteoarthritis that was observed in 
most  of  the  slides  prepared  with  different 
colors aŌer the Ɵme of degradaƟon (14 days). 
This pathological  condition  is accompanied by 
the  accumulation  of  chondrocytes  in  clusters 
in  some  parts  of  the  cartilage,  while  the 
adjacent  parts  lack  chondrocytes.  Fibrillation 
was  one  of  the  primary  changes  in  OA 
(significant  increase  in cellular  fibrillation) and 
it was observed in all samples of group B that 
with  k2  test  there  is  a  significant  difference 
between groups A and C with group B.  In  the 
repair  group  with  cell  secretions  and  culture 
medium,  the  reduction  of  fibrillation  was 
relative  and  not  significant,  and  no  serious 
changes  have  been  observed  in  the  repair 
group  with  culture  medium.  By  adding  the 
protein  kinase,  Annefeld  et  al.  reduced  the 
adhesion  of  chondrocytes  to  fibronectin, 
thereby  creating  a  disorder  in  the 
chondrocytes.  Chondrocytes  in  this  cluster 
state  cannot  go  to  the  affected  area  (18).  The 
occurrence  of  such  a  condition  was  quite 

Discussion 
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evident  in  our  study  and  was  significantly 
reduced  by  injection  of  mesenchymal  stem 
cells,  which  is  probably  due  to  a  decrease  in 
the  amount  of  inflammatory  molecules  and 
enzymes. 
In  the  present  study,  MSCs  were  injected 
directly into the knee joint with osteoarthritis, 
and  satisfactory  results  were  obtained  in 
repairing damaged cartilage areas, which were 
somewhat  consistent with  previous  studies  in 
this field. In his research, Zhang injected 2*106 
MSCs cells into the knee of 27 rabbits aŌer 12 
weeks  and  found  that  macroscopically  and 
microscopically  the  articular  cartilage  pores 
and cavities were completely filled with tissue 
similar to normal cartilage tissue (11). 
As  mentioned  before,  the  secretions  from 
mesenchymal  cells  were  able  to  fill  the 
cartilage pores to some extent and there were 
no signs of  inflammatory cells  in  this  study.  It 
seems  that  mesenchymal  stem  cells  in  the 
joint space with the ability to find the location 
of the lesion were able to enter the pores and 
cavities  caused  by  osteoarthritis  and  in  those 
areas  to  find  the  approximate morphology  of 
chondrocytes  (19).  In  addition,  in  the 
macroscopic  observations  in  the  cell  therapy 
group,  the  deep  cavities  were  filled  with  a 
jelly‐like matrix and the surface of the cartilage 
was  relatively  white  and  smoother  in 
appearance.  
In  the  report  of  Abir  et  al.,  an  increase  in 
chondrocytes  and  an  increase  in  the  color  of 
the  matrix  after  two  months  have  been 
reported  in  the  stem  cell  recipient  group  (20). 
Topical  injection  of  stem  cells  in  people  with 
osteoarthritis repairs and prevents the disease 
from  progressing.  Van  Buul  also  studied  the 
effect  of  mesenchymal  cells  and 
mononuclease  extracted  from  rat  bone 
marrow  on  reducing  pain  and  inflammation 
caused  by  osteoarthritis  and  found  that 
injection  of  these  cells  significantly  reduced 
pain  and  increased  lower  limb  diameter  with 
osteoarthritis  (14)  that  all  are  in  line  with  the 
results of the present study. It should be noted 
that  in  previous  research,  human  clinical 

studies  to  investigate  the  effect  of 
mesenchymal  cells  have  rarely  been 
performed, and the need to address this issue 
in  the  treatment  of  osteoarthritis  is  of 
particular importance. 
 
 
 
Histological  studies  showed  that  the  rate  of 
fibrillation,  the  presence  of  small  gaps  and 
deep  gaps  (P  <0.05)  decreased  in  the 
mesenchymal  treatment  group.  In  addition, 
the amount of proteoglycans  in mesenchymal 
group therapy increased significantly (P <0.05). 
Morphometric  studies  also  showed  that  the 
number  of  chondrocytes  in  the mesenchymal 
group  increased  significantly  (P  <0.05). 
Decreasing  the  depth  of  deep  cavities  of  the 
inner  condyle  of  the  femur  (P  <0.10)  was 
significantly  different  from  the  osteoarthritis 
group, while the width of the destruction area 
was  not  significantly  different  from  the 
osteoarthritis group. 
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