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骨髓多能干细胞动脉灌注治疗股骨头坏死的实验研究
季卫锋1 童培建1 郑文标2 厉 驹1 肖鲁伟1

摘要 目的探讨骨髓多能干细胞动脉灌注治疗股骨头坏死的疗效和机理研究。方法 利用Shwartz—

man反应加大剂量甲基强的松龙造成兔股骨头坏死模型，造模成功后在兔股骨抽取骨髓，进行体外分离培养

骨髓多能干细胞，使之大量增殖。兔随机分为4组：对照组(注射生理盐水)、丹参组(注射丹参和尿激酶)、干

细胞组(注射骨髓多能干细胞)、综合组(注射骨髓多能干细胞、丹参和尿激酶)，于治疗后的2、4周分批处死

动物后进行各种指标检测，包括X线钼靶摄影、常规HE染色切片、四环素标记荧光显微镜观察、电镜扫描超

微结构观察。结果 兔造模成功后出现股骨头坏死表现，高选择性旋股内、外动脉插管药物治疗后2、4周，

x线表现骨质密度改变明显好转。病理组织学表现空骨陷窝减少，成骨细胞增多，新骨形成。四环素荧光标

记显示坏死修复区荧光带鲜亮，边界增宽。电镜扫描下可见坏死区纤维组织杂乱，成骨细胞内细胞器丰富，

空骨陷窝减少。经多能干细胞动脉灌注治疗后显示在时间和效果方面更优越。结论 高选择性股动脉灌注

药物治疗股骨头坏死能加速兔股骨头的再血管化和再骨化进程。骨髓多能干细胞比丹参显效时间更快捷，

疗效更显著。
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ObjectiVe To explore the effect of arterial perfusion of marrow multifunctional stem cells(MFSC) in

treating femoral head necrosis and its mechanism． Methods The rabbit model of femoral head necrosis was es—

tablished by 1arge dose of methyl—prednisone through Shwartzman response． Bone marrow was extracted from

femoral bone of model rabbit and is01ated i，2口i￡r()for culturing and proliferating MFSC．The experimental rab—

bits were randomly divided into 4 groups，treated with normal saline(A)，Salvia十urokinase(B)，MFSC(C)

and MFSC + Salvia + urokinase(D)， respectively， they were sacrificed in batches at 2 and 4 weeks after

treatment，and changes in various parameters，including molybdenum target roentgenogram， routine pathology

with HE staining，tetracycline labeled fluorescent microscopy and ultrastructure alteration by scanning electron

micrOScope(SEM)， were observed． Results Typical appearance of femoral head necrosis was shown in the

successfully modeled rabbits． Two and 4 weeks after treatment by high selective drug via medial and lateral

femoral circumflex arterial perfusion， the X—ray examination showed significant improvement of bone density；

pathohistologic manifestation showed decrease of empty bone lacuna，increase。f oste。blast and new bone fOrma—

tion；tetracycline fluorescent labeled microscopic picture showed bright fluorescent band of increased。steoblasts

in necrosis repairing region with widened border；SEⅣI displayed irregularly arranged fibrosis in necrosis region，

abundant organelles in osteoblasts with few empty bone lacuna． The above—mentioned improvement was more

significant in rabbits treated by MFSC． Conclusion High selective femoral drug arterial perfusion in treating

femoral head necrosis could accelerate the process of revascularization and re—ossification in rabbits．As compared

with Salvia，MFSC showed quicker and more potent effect．
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目前有关股骨头坏死的发病机制的学说有许多，

如脂肪栓塞学说、骨细胞脂肪变性学说、骨内高压及静
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脉淤滞学说、微血管损伤学说等，但最终机制尚不明

确⋯，手术治疗效果虽较满意，但创伤大，费用高，并发

症多，而保守治疗有效率很低。随着干细胞工程与组

织学工程的进展，骨髓多能干细胞，又称骨髓基质干细

胞(marrow stem cells，MsC)的理论与临床应用研究越

来越受到重视。本实验对家兔股骨头坏死模型高选择

性股动脉灌注骨髓多能干细胞，通过观察其疗效，探讨

骨髓多能干细胞动脉灌注治疗股骨头坏死的部分

机理。

材料与方法

1药物与试剂 甲基泼尼松：美国普强药厂比利

时分厂产品(LOG／MFG／EXP：EC017：031 1997、03／

2002)；注射用尿激酶：广东天普生物化学制药有限公

司产品；丹参注射液(每毫升含丹参1．59)：正大青春

宝药业有限公司生产。

2动物及模型的制备健康成年20～26周龄的

纯种新西兰大白兔50只，雄性，体重(2．5±0．25)kg，

由浙江省医学科学院实验动物中心提供。模型制作按

文献心。方法，即兔静脉注射50弘g／kg大肠杆菌内毒素

(LPS)，24h后重复，在第二次注射LPS后，臀肌注射

甲基强的松龙20mg／kg，3次，每次间隔24h，造模期前

3天，肌肉注射青霉素40万U／只，此后每周两次肌肉

注射青霉素40万U／只，抽取骨髓及动脉灌注治疗手

术后3天亦肌肉注射青霉素40万U／只。

3 MSC的体外培养与增殖 从兔股骨下端松质

骨处穿刺抽取1．0～1．5ml骨髓置人10ml离心管，加

入PBS溶液，以500r／min离心5min，弃上清液，留底

部沉淀部分，再加入PBs，如上述离心数次，尔后加入

含20％Fcs的DMEM佰12，6～8ml转移至培养瓶中，

于5％CO，37℃孵箱中培养，每3天换药1次，每天在

倒置显微镜下进行动态观察细胞形态及细胞生长速

度。第15天，以0．25％／0．02％、Trv Psin／EDTA 4～

6ml强化数分钟，弃去消化液，加入PBS，吹打成单细

胞悬液，备用。

4动物分组与给药 造模成功后兔随机分为4

组(每组12只)：即(1)干细胞组：数字减影血管造影术

(DSA)介入下旋股内、外动脉插管，注射Msc 0．5ml／

只。(2)丹参组：DsA介入下旋股内、外动脉插管，注

射尿激酶1万U／只和丹参注射液2ml／只；(3)综合

组：DSA介入下旋股内、外动脉插管，注射尿激酶1万

U／只加丹参注射液2ml／只加MSC 0．5ml／只；(4)对

照组：DsA介入下旋股内、外动脉插管注射2ml生理

盐水。治疗后的2周、4周分批处死，进行各种指标观

察与检测。

5观察指标与检测方法

5．1一般大体观察 动物毛发光泽度、食量、大

小便、活动度、步态、精神状况。

5．2放射科摄片观察 动物处死后，取出股骨

头，急送钼靶摄影(意大利慧人公司生产)，观察骨质密

度改变，骨质疏松情况，囊性变或硬化，股骨头皮质下

新月状透亮影(新月征)，内部裂隙样透亮线，股骨头轮

廓改变。

5．3组织病理学检测取双侧股骨头，沿中心冠

状面剖成两半，置于10％甲醛溶液中固定1周，经

EDTA_2Na(pH7．4)脱钙2个月，脱钙后进行常规HE

染色。二甲苯透明后石蜡包埋，HE染色切片计数软

骨下骨小梁空骨陷窝数。在400倍高倍镜下，计数30

个骨细胞空骨陷窝阳性数。

5．4 四环素荧光标记取材前1周，每天给予四

环素片2片，连续灌胃3天，取材后用无水酒精固定，

环氧树酯812包埋，德国莱兹公司K型硬组织切片机

切成30弘m的薄片，olympus荧光显微镜观察测量荧

光带宽度及亮度。

5．5电镜观察4％戊二醛前固定3个月，环氧

树酯包埋，日立600型透射电镜观察骨细胞改变，包括

骨细胞形态，胞浆、胞核、细胞器等。

6统计学方法采用￡检验。

结 果

1 动物造模后一般大体观察 注射大肠杆菌内

毒素第1天动物均出现精神异常，烦躁或萎靡、睡眠减

少、食量锐减、大便不成形、反应迟钝、活动少、呼吸急

促、毛发蓬松；1周后动物食量增加，大小便好转，活动

增加；3周后50％动物均出现不喜行动，走路姿势呈

“跛脚”状。给予动脉灌注治疗后大多数动物活动度均

有所增加，走路姿势逐步好转。

2 x线表现 用药后2、4周分别每组处死6只

动物摄片，如果无骨质疏松、密度不均、囊性变、新月

征、裂隙征等x线改变，即称阳性反应(即治疗后好

转，见表1)。

表1 4组动物在用药后不同时期x线阳性反应比较 (只)

注：与对照组比较，+P<O．05
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3组织病理学观察 肉眼观察：综合组股骨头外

形、轮廓正常，正中切开呈淡黄色，骨质元缺损。HE

染色：对照组术后2周及4周，病理切片上呈典型的骨

坏死，坏死区域位于股骨头靠近股骨颈的松质骨内，交

界处有大量间充质细胞增生，髓腔中充满坏死的组织

碎片，骨小梁坏死，骨陷窝空缺或骨细胞核固缩，同时

伴有中性粒细胞的聚集，严重者出现骨小梁的断裂(图

略)；干细胞组治疗后2周，可见空骨陷窝减少(见表

2)，毛细血管增生明显，坏死骨小梁表面成骨细胞明显

增多，散在破骨细胞伪足出现，骨小梁表面有新骨形成

(图略)。治疗4周时，空骨陷窝细胞减少明显及成骨

细胞数量明显增多，功能活跃，新骨增多(图略)。综合

组表现与之相似，而丹参组则部分有此表现(见表2)。

表2 4组动物不同时间空骨陷窝率

测定结果比较 (％，f±s)

注：与对照组比较，‘P<0．05

4四环素荧光标记结果 四环素结晶可以在血

液循环中与骨小梁上的钙离子结合而成的鳌合物，在

荧光显微镜下观察到骨小梁周围的荧光带。对照组坏

死区边缘骨小梁周围荧光带狭细、浅淡或无荧光带；而

综合组、干细胞组、丹参组均可见坏死区边缘及修复区

荧光带鲜亮，边界增宽，2周及4周表现相似，干细胞

组四环素荧光反应很明显，综合组效果相似，但丹参

组荧光反应相对较弱。如果设定荧光带狭细浅淡或无

荧光带为0级，荧光带鲜亮、边界增宽为2级，介于二

者之间为l级(见表3)。

表3 四环素标记荧光强度比较 (只)

注：与对照组比较，”P<O．05

5 电镜观察结果 对照组扫描电镜下可见坏死

区杂乱的纤维组织，空缺陷窝，大量絮状物质，无血管

存在，残余骨细胞，形态不规则状为多，细胞器稀少，核

模不完整(见图1)；干细胞组及综合组在透射电镜下

修复区形成骨细胞多角形，核模完整清晰，线粒体、粗

面内质网等细胞器丰富(见图2)；丹参组在透射电镜

下修复区的成骨细胞呈多角形，核模完整，可见线粒

体、粗面内质网等细胞器(图略)。

图1 对照组扫描电镜下可见坏死区杂乱的纤维

组织，空缺陷窝，大量絮状物质，无血管存在，残余骨细

胞，形态不规则状为多，细胞器稀少．核模不完整

图2干细胞组和综合组透射电镜下可见修复区

形成骨细胞多角形，核模完整清晰，线粒体、粗面内质

网等细胞器丰富

讨 论

股骨头坏死是常见病、多发病，是一种对髋关节具

有特殊破坏性的退行性病变。脂肪栓塞学说、骨内高

压和静脉淤滞学说、微血管损伤学说、骨质疏松学说是

股骨头坏死广为接受的学说，这些学说的共同点是骨

细胞的缺血，即血液供应的减少。尽管股骨头坏死学

说众多，但股骨头血液循环障碍是公认的病机b3。因

此治疗股骨头坏死，首先要改变血液的高凝和淤滞状

态，疏通股骨头局部微循环，促进内皮的修复和血管的

生长，从而促进股骨头的修复和再骨化。血管内皮有

合成和释放前列腺素，破坏ADP，参与蛋白C的激活，

分泌AT～III和t—PA纤溶的功能，能有效预防血栓的

形成¨。；同时微血管内皮细胞是间充质来源，和骨髓紧

密相连，与骨髓细胞具有基因抗原，因而被认为有可能

直接分化为成骨细胞和生血细胞，而参与成骨¨’。近

年来的研究证明，血管内皮细胞能直接分化为成骨细

胞而参与成骨活动№1。同时血管内皮细胞尚能通过旁

分泌和自分泌，FGFl、IL一1、IL．6、vEGF等具有成骨活

性的凋节物质，促进骨的发育。“。故本实验采用动脉灌

注发挥以下几个方面作用：(1)疏通发生病变的股骨头

内血管，改善静脉回流，降低骨内压，恢复或改善股骨头
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的血供。本实验模型仅有股骨头的缺血改变，局部各组

织代谢异常，但未发现骨组织根本坏死。因此，此期采

用动脉灌注治疗的疗效确切。(2)改善或增加股骨头坏

死区域周围及髋部各组织的血液循环，为股骨头坏死区

域提供良好血供的局部环境。髋部血管网络非常丰富，

髂内、外血管及支配股骨头血供的主要血管问有大量吻

合支。(3)保护局部血管内皮，促进血管内皮细胞修复、

再生及血管增生的作用。动脉药物灌注不仅通过解痉、

溶栓、抗凝作用来保护血管内皮，而且可以促进血管内

皮细胞的修复、再生及促进血管增生的作用。研究得出

各项结果亦证实上述组织学改变。

关于股骨头坏死的动物模型，在早期，国内外学者

通常单纯应用糖皮质激素，如甲基强的松龙、氢化泼尼

松龙诱发动物发生股骨头坏死，但结果建立的模型均

不理想㈨一。因激素造成的骨坏死者多有各种不同潜在

性高敏状态，并且造模成功的时问不能明确。而本研

究采用细菌内毒素结合激素建立兔骨坏死模型，因为

内毒素致施区茨曼反应(Shwartzman reaction)通过激

活血管内淤血，引起骨坏死，而激素适度抑制网状内皮

系统和内皮细胞的纤溶活性加强血浆高凝和低纤溶状

态，进一步诱导骨坏死，这与人类骨坏死的病因和早期

病理变化很相似。

近年来，干细胞工程技术的兴起和发展为本研究课

题提供了理论基础依据。骨髓多能干细胞是骨髓的一

种间充质细胞，来源于中胚层，具有多向分化潜能，在特

定的理化条件与细胞因子的诱导下，可定向地向成骨细

胞方向分化，形成骨细胞∽。1川。owen等经过对骨髓基

质的研究，提出了骨髓基质细胞学说，认为骨髓中存在

着多能干细胞，亦有人称为基质干细胞在一定条件下能

为分化为纤维细胞、网状细胞、脂肪细胞和成骨系列细

胞，它们有共同的祖系u⋯，并且在一定的条件下可以相

互转化。高选择性动脉灌注后，多能干细胞在股骨头局

部聚积，在不同理化环境中活性蛋白多肽的诱导下，基

质干细胞可定向地向成骨细胞系转化，破骨细胞亦大量

被激活，这种细胞在正常的生理情况下并不活跃，但在

骨坏死区生长、修复过程中成骨作用明显增强、其结果

使变细、疏松萎缩的骨小梁重新改造、塑形，最终钙化形

成新生骨。

即往实验和临床观察经常采用血管活性药物，如

丹参、尿激酶素，有一定的效果。本实验用丹参灌注作

为不同用药疗效对照组。x线表现，病理组织学、荧光

标记在2周和4周与生理盐水对照组比较差异有显著

性(P<0．05)，说明疗效是肯定的。但与骨髓多能干

细胞比较差异有显著性(P<0．05)，提示后者显效的

时间更快捷、更容易诱导再骨化进程。病理组织学及

四环素荧光标记发现，治疗后2周即可见大量间充质

细胞增生，大量血管增生，周围骨小梁表面有明显新骨

形成。在骨髓多能干细胞组治疗过程中，成骨诱导因

子起关键作用。目前已知有BMP、来源于破骨细胞的

转化生长因子一B(TGF一8)以及骨钙素、I型胶原等胞外

蛋白。本实验中诱导成骨的可能机制为骨髓多能干细

胞在分化为成骨细胞的过程中合成分泌成骨诱导因

子，正反馈作用于成骨细胞，引起骨诱导，形成新骨。

但成骨诱导因子产生机制及如何发挥成骨细胞的调控

作用机理仍不清楚，有待于进一步的研究。
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