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鹿瓜多肽及骨髓基质干细胞经
股动脉注入治疗骨折不愈合的
实验研究
蔡俊 郑光磊 沈晓强 顾晓民

【摘要】 目的 观察经股动脉注入鹿瓜多肽和骨髓基质干细胞（BMSC）治疗骨折不愈合的疗效。 方法 将 21只新西兰兔分

为对照组（A组）、穿刺组（B组）、经股动脉组（C组）3组，每组 7只，锯断单侧股骨造成横行骨折，再将骨折端切除 0.5cm，骨折远近端

剥除约 0.5cm骨膜，固定后形成骨折不愈合模型。术后每周 A组经股动脉导管注入 0.9%氯化钠注射液 10ml，B组经皮穿刺直接在骨

折端注入鹿瓜多肽注射液（0.5ml/kg）及转染的荧光 BMSC（1×106个细胞，0.5ml）混合液，混合液稀释至 10ml，C组经股动脉导管注入

等量鹿瓜多肽注射液（0.5ml/kg）及转染的荧光 BMSC（1×106个细胞，0.5ml）混合液，均共 7次。术后第 1、4、7周行骨痂 X线检查及

Nordsletten评分评定疗效，并抽取静脉血行碱性磷酸酶（ALP）、骨钙素（OCN）水平检测。第 7周处死动物后取骨折端的 BMSC，用

MATLAB图像分析软件处理各组荧光细胞图像，并计算 B、C两组荧光细胞所占面积（△S）/图像总面积（S）比值。 结果 术后第 1、

4、7周，C组骨痂生成量均高于 A组和 B组，骨痂 Nordsletten评分除第 1周 C组和 B组差异无统计学意义外（P＞0.05），其余 C组

均高于 A组和 B组，差异均有统计学意义（均 P＜0.05）；C组 ALP、OCN水平均较 A、B组明显升高，差异均有统计学意义（均 P＜0.05）；

B、C组在荧光显微镜下均可见明显呈活性状态的 BMSC，且 C组的△S / S比值高于 B组，差异有统计学意义（P＜0.05）。 结论 鹿

瓜多肽和 BMSC经股动脉注入操作简单，疗效安全，能有效促进骨折愈合。

【关键词】 鹿瓜多肽 骨髓基质干细胞 骨折 不愈合

Experimental study on the treating nonunion of bone by femoral artery injection of cervus and cucumis polypeptide combined with

transfected green fluorescent bone marrow stromal cells CAI Jun, ZHENG Guanglei, SHEN Xiaoqiang, et al. Department of
Orthopaedics, the A ffiliated Hospital of Hangzhou Normal University, Hangzhou 310015, China
【Abstract】 Objective To study the effects of cervus and cucumis polypeptide combined with bone marrow stromal cells

by femoral artery injection for nonunion of bone. Methods Twenty-one New Zealand rabbits were randomly divided into three

groups, were modelled 0.5 cm bone defects in the unilateral femur. Both end of the osteotomy were stripped of 0.5 cm periosteum,

and the bone defects were fixed with kirschner wires. Once a week, the group A was injected 0.9% sodium chloride 10 ml by

femoral artery; the group B was injected the same amount of cervus and cucumis polypeptide(0.5ml/kg) combined with transfected

green fluorescent BMSC(1×106 cells, 0.5ml ) by percutaneous puncture; the group C was injected the same amount of cervus and

cucumis polypeptide (0.5ml/kg) combined with transfected green fluorescent BMSC (1×106 cells, 0.5ml ) by femoral artery. The

change of X-ray was evaluated, the changes of the ALP and OCN activity were examined at 1, 4 and 7 weeks postoperatively. All

rabbits were executed after 7 weeks postoperatively, and were intercepted 1.5cm bone segments around fracture. Cells were

derived from bone marrow. Transfected green fluorescent cells were detected and analysed by fluorescent microscopy. Results

At 1, 4 and 7 weeks postoperatively, the mean X-ray Nordsletten scores in group C was higher than in group A and B (P＜0.05),

and the expression of ALP and OCN in group C also increased compared with group A and B (P＜0.05). Transfected green

fluorescent cells grew well, and more transfected green fluorescent cells aggregation were detected and analysed by fluorescent

microscopy in group C (P＜0.05). Conclusion Injection of BMSC combined with cervus and cucumis polypeptide by femoral
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高能量损伤患者骨折程度常较严重，且多伴有骨质

缺损，容易发生骨折不愈合（约占长骨骨折的 5%~
10%[1-2]）。骨折不愈合具有病程长、需多次手术和常发生
骨畸形等特点，临床治疗有一定难度，治疗方法也多种

多样，但疗效和安全性褒贬不一。为此，本研究通过建立

新西兰兔骨折不愈合模型，然后经股动脉注入鹿瓜多肽

和转染的荧光骨髓基质干细胞（bone marrow stromal
cell, BMSC）混合液，观察其治疗骨折不愈合的疗效和安
全性，并探讨其机制，现将结果报道如下。

1 材料和方法

1.1 材料 普通级新西兰兔[杭州师范大学医学实验动
物中心，许可证号：SYXK（浙）2016-0014]，FBS（德国
PAN公司），鹿瓜多肽（哈尔滨誉衡制药有限公司，4ml/
支，批号：1602629），兔 BMSC和慢病毒（美国赛业生物
公司，1伊106/管，病毒颗粒逸1伊108/TU，批号：VB150915-
10026），碱性磷酸酶试剂盒（德国德赛公司），骨钙素试
剂盒（德国 Roche 公司），倒置相差显微镜（日本 Nikon
Ti-E公司）,荧光显微镜（德国 Leica DMi8 公司），全自
动生化仪（美国 Beckman-Coilter AU5800公司）和全自
动免疫分析仪（德国 Roche E602公司）。本实验严格遵
守实验动物福利准则。

1.2 方法

1.2.1 造模 选取 21只健康雄性新西兰兔，体重（2.5依
0.5）kg，所有实验动物均单独饲养，每只兔均选取左后
肢用于实验。无菌原则下全身麻醉后，聚维酮碘消毒左

后肢。暴露股骨后锯断股骨，造成横行骨折，将骨折端切

除 0.5cm，剥除骨折远近端约 0.5cm骨膜，然后使用直径
1.5~2.0mm克氏针固定，造成骨折不愈合模型。常规饲
养，术后应用抗生素预防感染。

1.2.2 分组及用药 将 21只新西兰兔按随机数字表法
分为对照组（A组）、穿刺组（B组）、经股动脉组（C组）3
组，每组 7只。A、C组骨折不愈合模型建立同时于同侧
股动脉插入留置针导管并引出体外。再通过留置导管注

入对比剂，确认股动脉及分支通畅情况。兔 BMSC溶液
经慢病毒转染制成显绿色荧光的 BMSC后，与鹿瓜多肽
注射液混合应用。A组：首次于手术结束时通过股动脉
导管注入 0.9%氯化钠注射液 10ml，术后再每周 1次，
共 7次；B组：首次于手术结束时经皮穿刺直接在骨折
端注入鹿瓜多肽注射液（0.5ml/kg）及转染的荧光 BMSC

（1伊106个细胞，0.5ml）混合液，用 0.9%氯化钠注射液稀
释至 10ml，术后再每周 1次，共 7次；C组：首次于手术
结束时通过股动脉导管注入同 B组的混合液，术后再
每周 1次，共 7次。
1.2.3 骨痂 X线检查与 Nordsletten评分 术后第 1、4、
7周摄 X线片，观察骨痂生成、骨折愈合情况，以 X线
片可见骨痴通过骨折线且骨折线接近消失作为骨折愈

合判定标准，由 2位有工作经验的放射学医师按照骨痂
Nordsletten 评分标准 [3]进行独立评价：0 级：无骨痂；1
级：仅见少量骨痂；2级：骨痂量正常；3级：骨痂量过度。
1.2.4 碱性磷酸酶（ALP）和骨钙素（OCN）水平测定
分别采用免疫发光法和电化学发光法。术后第 1、4、7周
抽取耳缘静脉血 5ml离心后取上清液，分别应用全自动
生化仪和全自动免疫分析仪行 ALP和 OCN水平检测。
1.2.5 荧光细胞观测和分析 第 7周给药后第 2天处
死动物，截取股骨骨折远近端 1.5cm 骨质，用高糖
DMEM培养基溶液反复冲洗骨质，吹洗出其中的 BM原
SC，经离心后接种于培养皿中，在荧光显微镜 200倍条
件下观察转染的荧光 BMSC 的形态和聚集情况，并对
同一视野用倒置相差显微镜 100 倍条件下观察所有
BMSC。用 MATLAB 图像分析软件在 200 倍条件下对
A、B、C组的荧光图像进行处理，以未转染组荧光图像
的背景基础亮度为最低阈值，比较 B、C两组荧光细胞
所占面积（吟S），并以此面积占图像总面积（S）的百分数
即 吟S / S比值（%）进行统计学分析。
1.3 统计学处理 采用 SPSS 18.0统计软件。计量资料
以 表示，多组间比较采用单因素方差分析，两两比较

采用 LSD-t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 3组新西兰兔骨痂 X线检查结果和 Nordsletten评
分比较 术后 A组第 1周无骨痂生成，第 4周骨折近
端少量骨痂生成，骨折移位，第 7周少量骨痂反而部分
吸收，骨折线清晰，骨折不愈合模型确立；B组第 1周可
见骨折端外侧少量骨痂生成，第 4周外侧可见明显骨痂
生成，包裹骨折端，内侧骨痂未见生成，骨折线清晰，第

7周骨折端外侧骨痂生成明显，内侧骨痂少量生成，骨
折线基本消失；C组第 1周可见骨折端内侧少量骨痂生
成，第 4周内外侧可见较多骨痂生成，包裹骨折端，尤以
内侧骨痂生成明显，骨折线不清，第 7周骨折端内外侧

artery is safe treatment pathway, and can promote effectively regeneration of bone defect.

【Key words】 Cervus and cucumis polypeptide Bone marrow stem cell Fractures Nonunion
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表 4 两组新西兰兔△S / S比值比较（%）

组别

B组

C组

P值

n
7

7

△S / S比值

19.40±0.72*

21.60±0.91

＜0.05

注：与 C组比较，*P＜0.05

明显骨痂生成，骨折线消失，骨折塑形良好，见图 1。C
组骨痂 Nordsletten评分不同时间点均高于 A组，差异
均有统计学意义（均 P＜0.05）；C组骨痂 Nordsletten评
分第 1周和 B组比较差异无统计学意义（P＞0.05），第
4、7周则均明显高于 B组，差异均有统计学意义（均
P＜0.05），见表 1。

2.2 3组新西兰兔 ALP和 OCN水平比较 术后 C 组
第 1、4、7周血清 ALP水平均较 A组和 B组均有明显升
高，差异均有统计学意义（均 P＜0.05），各组第 7周 ALP
水平反而比第 4周减少；C组术后第 1、4、7周血清 OCN
水平较 A组和 B组明显升高，差异均有统计学意义（均
P＜0.05），见表 2、3。

2.3 3组新西兰兔荧光细胞的形态、聚集情况和吟S / S
比值比较 B、C组均可见明显呈活性状态显绿色荧光
的 BMSC，且 C组可见更多 BMSC聚集，A组则无荧光细
胞可见。同一视野下倒置相差显微镜显示 B、C两组注
入经转染显绿色荧光的 BMSC和动物本身 BMSC共同
生长良好，形态上无明显差别，见图 2、3（插页）。C 组
吟S / S比值明显高于 B组，差异有统计学意义（P＜0.05），
见表 4。

3 讨论

目前临床上治疗骨折不愈合的方法以内、外固定加

植骨手术为主[4-7]，但新的方法如含促骨形成基因的腺病
毒载体疗法和低强度脉冲超声技术也在不断涌现[8-9]。然
而，由于自体供骨来源有限，供体部位手术创伤大，易发

生感染、疼痛等并发症，极大地限制了这些技术的应用。

BMSC在体内不仅可以增殖并向成骨细胞转化，直接参
与骨折的修复，而且成骨细胞分泌的一些细胞因子也为

表 1 3组新西兰兔骨痂 Nordsletten评分比较（分）

注：与 C组比较，*P＜0.05

图 1 3组新西兰兔术后骨痂 X线检查结果（a:A组第 1、4、7周；

b:B组第 1、4、7周；c:C组第 1、4、7周）

a

b

c

组别

B组

C组

A组

P值

n
7

7

7

第 1周

0.71±0.49

1.14±0.38

0.29±0.49*

＜0.05

第 4周

1.29±0.49*

2.14±0.38

0.57±0.54*

＜0.05

第 7周

1.31±0.49*

2.57±0.54

0.43±0.54*

＜0.05

表 2 3组新西兰兔 ALP水平比较（U/L）

注：与 C组比较，*P＜0.05

组别

B组

C组

A组

P值

n
7

7

7

第 1周

112.34±0.86*

121.69±1.94

97.59±1.75*

＜0.05

第 4周

140.33±1.18*

146.30±1.70

116.01±0.72*

＜0.05

第 7周

134.61±3.16*

141.53±2.11

114.26±0.82*

＜0.05

表 3 3组新西兰兔 OCN水平比较（ng/ml）

注：与 C组比较，*P＜0.05

组别

B组

C组

A组

P值

n
7

7

7

第 1周

28.87±0.60*

34.51±1.55

24.26±1.42*

＜0.05

第 4周

41.79±1.25*

47.11±1.17

37.71±0.78*

＜0.05

第 7周

48.83±0.61*

54.29±0.78

43.10±1.26*

＜0.05
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修复提供了微环境，加速骨折的修复，其应用为临床上

治疗骨折不愈合提供了一种新的方法[10-11]。国外学者的
研究显示在内固定同时接受 BMSC植入是一种安全有
效的治疗方法，患者术后影像学检查表现出骨痂生成更

快，而骨痂早期生成能极大地改善患者的运动功能[10-11]。
国内童培建等 [12-13]经皮注射或经旋股内外动脉注射
BMSC治疗股骨头坏死，经长期随访取得了良好的临床
疗效，这一方法有利于恢复股骨头内血液供应，提高局

部成骨能力，促进死骨修复。本研究 C组经股动脉注入
鹿瓜多肽和 BMSC混合液后骨痂生成量、ALP 和 OCN
水平均较 A组、B组明显增加，差异有统计学意义，且通
过荧光示踪技术可以观察到转染的荧光 BMSC经股动
脉注入后能顺利到达骨折端并发挥作用，与兔自身

BMSC共存，无一只实验兔因感染或排斥反应而死亡，
该方法操作简单易行，鹿瓜多肽和 BMSC混合液经血管
注入安全性较高，能明显促进骨折愈合。

目前建立动物骨折不愈合模型方法有截骨法、机械

活动法和组织嵌入法等[14-15]。本研究将新西兰兔骨折端
切除 0.5cm，并剥除骨折远近端约 0.5cm骨膜，然后使用
克氏针固定，造成骨折不愈合模型，A组术后第 7周骨
折线仍清晰，骨痂量少且出现骨痂吸收情况，达到临床

骨折不愈合标准，表明该方法操作简单，造模成功。B组
和 C组随着细胞和药物干预时间延长，骨痂生成增多，
至第 7周骨折线基本消失，但是 C组较 B组骨痂生成
量更多，且内外骨痂生成量均明显，C组第 1、4、7周骨
痂 Nordsletten评分均比 A组、B组高（仅第 1周与 B组
相比差异无统计学意义）。笔者认为原因有：A组因骨痂
生成量少，骨折端不稳定，微动又可影响骨痂生成；B组
需每次透视下穿刺给药，且范围局限，在骨折周围重新

建立新生血管需要一定时间；而 C组直接将药物及细
胞注入股动脉，不但短时间内直接作用到骨折受损血

管，而且能通过供血动脉和侧支循环直接作用于骨折

端，促进成骨。这也与 C组在荧光显微镜下观察到更多
BMSC聚集和吟S / S比值更高相一致，表明经股动脉注
入鹿瓜多肽及 BMSC更能够促进骨痂生成，更有效地治
疗骨折不愈合。

现已证明 ALP是成骨细胞早期分化的特异性标志
物之一，参与调节成骨细胞分化，提供骨盐，利于成骨，

其活性越高，说明前成骨细胞向成熟成骨细胞分化越明

显[16-18]。OCN仅由成骨细胞合成，是成骨细胞分化成熟
和骨形成的指标[17-19]。本研究各组术后第 7周 ALP 水平
反而比第 4周减少，这与 ALP是成骨细胞早期分化因
子，而第 7周 B组和 C组已处于骨塑形阶段，A组处于

骨不愈合阶段有关。OCN是成骨细胞在基质矿化阶段
的表达产物，因而各组术后第 1、4、7周血清 OCN水平
随着细胞和药物作用时间延长而逐渐升高。C组术后第
1、4、7周 ALP和 OCN水平均较 A组、B组明显升高，差
异均有统计学意义，这表明经股动脉注入鹿瓜多肽及 BM原
SC能增强 ALP和 OCN的表达，从而促进成骨细胞分
化，有利于骨折愈合，这也在影像学观察中得到了证明。

BMSC只有聚集在骨折端才能更有效发挥促成骨
细胞分化作用，从而为骨折愈合奠定基础。B、C组从截
取骨折段吹洗出经慢病毒转染显绿色荧光的 BMSC可
以直接在荧光显微镜下观测，C组较 B组 BMSC聚集更
多，形态上无明显差别，都呈单层生长，多为长梭形或类

三角形，这与 BMSC正常培养的活性状态一致。倒置相
差显微镜下可见注入的荧光 BMSC与兔本身 BMSC共
同生长，形态亦无差别，因而具有可比性。用 MATLAB
图像软件分析 吟S/S 比值，C组较 B组高，差异有统计
学意义。这直接说明经股动脉注入鹿瓜多肽及 BMSC治
疗骨折不愈合安全有效，BMSC能够顺利到达骨折端，
并与动物本身 BMSC共生，显示出良好活性状态，无排
斥反应。C组因为注入的 BMSC聚集到骨折端周围更
多，从而成骨、促进骨折愈合作用更明显，这与影像学观

察和相关成骨因子指标检测结果相一致。

鹿瓜多肽注射液可经血管滴注，是骨科常用的一种

较为安全的中药复方制剂，药理研究表明不仅可以促进

成骨细胞分化表达，且能降低骨折局部毛细血管通透

性，减少炎性渗出，减轻疼痛，同时还能降低全血黏度和

红细胞聚集程度，改善骨折周围血液循环，为骨细胞提

供一个良好的生长环境[20]。故本研究选用此药物，结果
证明其与 BMSC 制成混合液后，BMSC 能保持活性状
态，而且可以协同发挥促骨形成作用。

总之，经股动脉注入鹿瓜多肽及 BMSC治疗骨折不
愈合操作简单可行，安全性高，能有效促进骨折愈合，疗

效确切。但本研究存在样本量偏少、缺乏硬组织切片观

察等缺点，有待进一步研究验证。
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1 .统计学分析方法的选择：对于定量资料，应根据采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计学分析方法，

不应盲目套用 t检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备的条件以及分析目
的，选用合适的统计学分析方法，不应盲目套用 字2检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适的回归类型，不应盲目套

用简单直线回归分析，对具有重复实验数据的回归分析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标资料，要在一元分析的基础上，尽可

能运用多元统计学分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系进行全面、合理的解释和评价。应写明所用统计学

分析方法的具体名称（如：成组设计资料的 t检验、两因素析因设计资料的方差分析、多个均数之间两两比较的 q 检验等）。
2.统计结果的解释和表达：当 P＜0.05或＜0.01时，应说明对比组之间的差异有统计学意义，而不应说对比组之间具有显著性（或

非常显著性）的差别；统计量的具体值（如 t值，字2值，F值等）应尽可能给出具体的 P值；当涉及总体参数（如总体均数、总体率等）时，在
给出显著性检验结果的同时，再给出 95%可信区间。
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