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大鼠骨髓间充质干细胞体外分离及对原发性骨质疏松性骨折的实验研究"
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摘
!

要"目的
!

用全骨髓贴壁分离法分离培养骨髓间充质干细胞!通过建立原发性骨质疏松性骨折模型!探讨骨髓间充质干

细胞对骨质疏松性骨折愈合情况&方法
!

无菌条件下采集双侧股骨'胫骨骨髓!用全骨髓贴壁分离法培养出原代骨髓间充质干细

胞!选取
$$

周雌性
Z_

大鼠
2(

只!卵巢切除术"

[Xf

%建立骨质疏松模型后!均做双侧骨折模型!随机分成对照组"

[Xf

骨折不处

理组%'生理盐水组"

[Xf

骨折
k

生理盐水组%和细胞治疗组"

[Xf

骨折
k

骨髓间充质干细胞治疗组%!术后于第
)

天'第
'

'

*

周分

别进行
f8

光扫描&结果
!

全骨髓贴壁法成功分离出骨髓间充质干细胞!经流式细胞仪分析!培养出来的细胞与骨髓间充质干细

胞表面抗原一致&

f8

光结果表明!细胞治疗组相比于其它组能加快骨质疏松性骨折愈合&结论
!

体外分离大鼠骨髓间充质干细

胞对原发性骨质疏松性骨折愈合有促进作用&

关键词"骨髓间充质干细胞$

!

骨质疏松$

!

骨折
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骨质疏松症$

[#

&是一种以骨量减少(骨组织微结构破坏#

骨脆性增加而易于发生骨折的一种全身代谢性骨骼疾病)

$

*

'

骨质疏松性骨折$

[#c

&是骨质疏松症最严重的并发症#因其组

织学基础差(破骨细胞功能活跃(骨形成能力相对不足#临床治

疗较为棘手'

[#

的病理机制主要与成骨分化能力减弱(成脂

分化能力增强#骨组织微循环血供减少有关'目前临床用于治

疗
[#

的药物主要包括促骨形成和抑制骨吸收两种类型#促骨

形成药物有氟化物(甲状旁腺激素等#抑制骨吸收药物包括选

择性雌激素受体调节剂#核因子
8VN

受体活化因子抑制剂以及

半胱氨酸蛋白酶
]

抑制剂等)

%

*

'这些药物初期骨量有所增

加#但最终导致成骨细胞功能减弱#使
[#

的治疗长期停滞于

.瓶颈期/'随着组织工程学和细胞治疗学的兴起#干细胞移植

治疗骨质疏松性骨折已逐步成为研究热点'骨髓间充质干细

胞$

NWZQ6

&是成骨细胞的起源#具有多向分化潜能#在特定条

件下可以向多种细胞包括成骨细胞分化#且具有来源广泛(取

材方便(扩增迅速(可塑性强(易转染和无免疫排斥问题(伦理

之争等优点)

)

*

'因此#本实验初步采用全骨髓贴壁分离法体外

分离出
NWZQ6

#探讨
NWZQ6

向成骨细胞分化治疗原发性骨质

疏松性骨折#以期为临床应用提供理论依据#现将研究结果报

道如下'

@

!

材料与方法

@&@

!

材料
!

Z#c

级
Z_

大鼠购于广西医科大学实验动物中

心'低糖
_WYW

培养基#胰蛋白酶#胎牛血清$美国
5̀FD9

公

司&#成骨诱导培养基#成脂诱导培养基#茜素红染液#油红
[

染液$广州赛业生物科技有限公司&#

#Y

标记的大鼠来源的抗

Q_%1

(

Q_)$

(

Q_'+

(

Q_1(

及
U

K

`

$美国
N_

公司&#碱性磷酸酶

$

!]#

&测试盒$南京建成生物&'

@&A

!

方法

@&A&@

!

原发性骨质疏松性骨折模型的建立
!

选取雌性
$$

周

Z#c

级
Z_

大鼠
2(

只#按宫宇等)

)

*的方法构建卵巢切除术

$

[Xf

&骨质疏松症模型'术后
)

个月行股骨骨密度扫描#比

较术前和术后骨密度确定骨质疏松造模成功后行双侧骨折造

模'在距胫骨平台
%D;

处用电锯做胫骨横截面约
%

"

)

骨缺损

性骨折#随机分成三组$

[Xf

骨折不处理组(

[Xf

骨折
k

生理

盐水组(

[Xf

骨折
kNWZQ6

治疗组&#每组
%(

只#其中
NWZQ6

注射数量
$S$(

2

#生理盐水各
%(

%

-

'

@&A&A

!

NWZQ

原代分离及培养
!

脱颈法处死
+

周健康
Z_

大

鼠#浸泡于
/+3

乙醇消毒
$(;57

后#取其股骨胫骨#剪去骨骺

端#露出骨髓腔#用
-8_WYW

培养基冲出骨髓#将冲出的骨髓

制成单细胞悬液#

$(((=

"

;57

离心
+;57

#弃上清#接种于
$(3

+

'*1$

+

国际检验医学杂志
%($+

年
/

月第
)2

卷第
$'

期
!

U7@V-<FW?I

!

V:C

G

%($+

!

X9C&)2

!

R9&$'

"

基金项目!广东省自然科学基金项目$

Z%($)(%(($%*22

&%广东医学院科研基金面上培育项目$

W%($'('*

&#湛江市科技创新能力建设专项

项目$

%($'!+($

&#广东省医学科研基金$

N%($')$)

&#湛江市科技计划项目$

%($'!(2((+

&'

!

作者简介!李鹏#男#助理研究员#主要从事干细胞基

础研究'

!

$

!

共同第一作者'

!

#

!

通讯作者#

Y8;<5C

!

D

4M

$%*2%
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胎牛血清的
-8_WYW

培养基中#置于
)/e

(

+3 Q[

%

及饱和

湿度条件下培养'原代培养过程中#

%'A

更换培养基#以后每

)I

全量更换培养基'待细胞长至
/(3

!

*(3

融合时#胰酶消

化按
$d%

比例进行传代培养'

@&A&B

!

NWZQ

表面分子鉴定
!

收获
#)

代生长状态良好的细

胞#

(&%+3

胰酶消化#

$(((=

"

;57

离心
+;57

#

#NZ

重悬细胞制

成单细胞悬液分装于
Y#

管中#每支
Y#

管分别加入
#Y

标记

的的大鼠来源的抗
Q_%1

(

Q_)$

(

Q_'+

和
Q_1(

#对照组加入同

型对照#混匀#室温避光孵育
%(;57

#

#NZ

洗去未标记抗体#加

入
'((

%

-#NZ

重悬细胞#流式细胞仪进行检测'

@&A&C

!

NWZQ6

的成骨诱导
!

选取生长旺盛的
NWZQ

接种于

六孔板中#分别加入完全培养基(成骨诱导培养基#培养第
$'

天进行茜素红染色#倒置显微镜观察'同时收集细胞上清液进

行碱性磷酸酶$

!]#

&测定'

@&A&I

!

NWZQ6

的成脂诱导
!

选取生长旺盛的
NWZQ

接种于

六孔板中#分别加入完全培养基(成脂诱导培养基#培养第
$'

天进行油红
[

染色#倒置显微镜观察'

@&A&S

!

f8

光观察骨折愈合
!

骨折术后第
)

天小动物成像系统

观察确认胫骨处骨折造模成功#术后第四周#第八周分别观察

不同处理组胫骨骨折处愈合情况'

A

!

结
!!

果

A&@

!

去卵巢术前(术后
Z_

大鼠股骨骨密度的测定
!

卵巢切

除后大鼠股骨骨密度显著低于术前骨密度$

NW_

&#差异具有

统计学意义)$

$&1**0(&(2%

&

K

"

D;

)

C9&

$

%&)+/)0(&$+*

&

K

"

D;

)

#

G

&

(&(+

*'

A&A

!

NWZQ6

的形态学观察
!

来源于健康
+

周龄
Z_

大鼠的

NWZQ6

原代培养第六天可见放射状排列的细胞集落#伸出长

短不一(粗细不均的突起#梭形细胞为主#胞浆丰富#胞核大(核

仁清晰$见图
$

&'

图
$

!!

大鼠原代骨髓间充质干细胞的形态学#

S'(

$

A&B

!

NWZQ6

表面标志物的表达
!

流式细胞仪检测结果显示#

Q_%1

(

Q_1(

在
NWZQ

中表达阳性#两者阳性率分别为
11&'3

#

11&23

#而造血干细胞表面标志物
Q_'+

#内皮细胞标志物

Q_)$

阳性率分别为
(&%3

和
%&(3

$见图
%

&$见,国际检验医

学杂志-网站.论文附件/&'

A&C

!

NWZQ

成骨成脂诱导分化鉴定
!

大鼠
NWZQ

经成骨诱

导培养液培养
$'I

#茜素红染色可见间质内含大量矿盐沉积的

钙化结节呈红色#大鼠
NWZQ

经成脂诱导培养液培养
$'I

#油

红
[

染色可见细胞内胞浆内有较多红色脂滴形成$见图
)

(

'

&

$见,国际检验医学杂志-网站.论文附件/&'

A&I

!

Z_

大鼠骨折愈合情况
!

Z_

大鼠骨质疏松造模成功后进

行双侧胫骨骨折造模#术后动物均成活#第三天
f8

光观察

[Xf

组(

[Xf

注射生理盐水组(

[Xf

注射
NWZQ6

组#确认骨

折造模成功#术后第四周#

)

组骨折端都有少量骨痂生长#且

NWZQ6

组骨痂在骨折端的包裹明显多于另外两组%术后第八

周#

NWZQ6

组骨折线完全消失#骨折间隙的桥梁骨痂完全骨

化#骨折端之间形成骨连接#已进入骨折端的塑形期#而另外两

组#骨痂尚未完全骨化#尚处于骨性愈合期$见图
+

&$见,国际

检验医学杂志-网站.论文附件/&'

B

!

讨
!!

论

骨质疏松造模目前国内外主流的造模方法有两种#一种是

糖皮质激素导致的继发性骨质疏松#一种是由
Z<H5CC?

在
$121

年建立的切除大鼠双侧卵巢模型#该模型现已被国内外众多学

者认可#是标准化的绝后骨质疏松模型)

'

*

'目前临床上对于

[#

的发病机制和防治措施研究较多#而对骨质疏松性骨折

$

[#c

&本身的研究尚未深入'

[#c

是一种随着年龄的增加而

导致骨量减少(骨显微结构异常(骨脆性增加或因轻度暴力或

非创伤因素导致的骨折#又称脆性骨折)

+

*

'

[#c

伴有
[#

的存在使得
[#c

在治疗及愈合过程中受多

种因素的影响'骨量(骨质量的降低使骨折愈合的时间延缓#

骨愈合质量与力学强度减低#再骨折的风险显著增加#

[#

加

重极易再次发生骨折)

28/

*

'因此目前对
[#c

的治疗除了单纯

的外科治疗外需要同时重视
[#

的治疗#减少骨丢失防止再次

骨折'另外在
[#c

愈合过程中能同时促进骨生长#提高骨质

量预防骨折再次发生#对
[#c

的治疗有着重要的意义'

目前公认的
[#

发病机制是成骨细胞和破骨细胞在骨重

塑过程中失衡#成骨细胞数量和活性降低#破骨细胞数量增加#

导致骨形成减少#骨吸收增加#而成骨作用的减少使得骨量减

少(骨细微结构损伤导致骨脆性增高#更容易发生
[#c

'而成

骨细胞来源于骨髓腔中一种多功能干细胞!骨髓间充质干细胞

$

NWZQ6

&'研究发现
[#

患者体内的
NWZQ6

增殖能力下降#

成骨分化能力显著减弱#骨组织成分减少#而成骨能力的降低

使得
[#c

患者的骨折区域骨密度降低#愈合能力下降)

*81

*

'因

此移植健康的
NWZQ6

#增加干细胞增殖数量#加强成骨分化能

力#促进新骨形成加快骨折区域愈合能力是治疗
[#c

的选择

之一'

\<7

K

等)

$(

*将
WZQ6

嵌合入海藻酸钙凝胶中注射到骨

质疏松性兔的股骨远端#

*

周后发现与对照组相比#

WZQ68

藻

酸钙凝胶组股骨骨小梁密度增加#骨生物力学强度提高'

[D<=579

等)

$$

*将
WZQ6

注射入骨质疏松性大鼠股骨的骨髓腔#

%

个月后观察发现#大鼠股骨部的骨量明显增加'另外
ZA?7V

等)

$%

*将
c̀#

标记的
NWZQ6

移植到正常老化的骨质疏松性小

鼠体内#发现与对照组小鼠相比#植入
NWZQ6

组的骨密度及

骨组织形态计量学分析均明显的改善'

本实验通过原代分离培养
NWZQ6

后#显微镜下观察细胞

形态及自我增殖能力#并通过对细胞表面抗原鉴定#结果符合

NWZQ6

表面标志物特征'提示该细胞是一种间充质干细胞并

排除造血干细胞的可能'同时通过向成骨成脂分化#说明该细

胞具有多项分化能力的特性#这些结果表明所培养的细胞即是

NWZQ6

'实验通过测定大鼠股骨骨密度的变化来评价去卵巢后

骨质疏松模型建立是否成功#并结合
f8

光观察移植
NWZQ6'

(

*

周后#胫骨骨折愈合较生理盐水组#空白对照组均明显加快'

综上所述#同种异体
NWZQ6

移植对原发性大鼠骨质疏松

性骨折具有一定的治疗作用'这为临床治疗
[#c

提供了一种

新的研究思路'尽管
NWZQ6

的研究还有很多亟待解决的问

题#比如如何控制干细胞定向分化#

NWZQ6

促进骨折愈合调控

的具体分子机制等'随着认识的不断深入#该方法将有更广泛

的临床应用前景'
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@&B

!

统计学处理
!

采用
Z#ZZ$)&(

软件进行统计学分析#

G

&

(&(+

为差异有统计学意义'

A

!

结
!!

果

$((

片接触镜共培养出阳性共
)

片占
)3

#均为表皮葡萄

球菌'术前及术后取镜片同时结膜囊均未检测到细菌'高透

氧性角膜接触镜细菌培养阳性组与阴性组统计发现#泪液分泌

两组间差异有统计学意义$

6g2&'+

#

Gg(&(%

&

(&(+

&#可能是

导致细菌阳性的原因#见表
$

'

表
$

!!

细菌培养阳性与阴性组间分析指标比较
F09

分析指标 阳性组 阴性组
6 G

年龄
%2&(0)&' %+&+0'&* (&$/ (&*2

眼压$

;;P

K

&

$)&)20$&$($'&*(0%&'* %&$ (&$)

术前角膜厚度$

%

;

&

'*(0$)&* +$10%/ $&2* (&$+

术后角膜厚度$

%

;

&

'/+0$)&+% +(20$2&% $&/2 (&%$

泪眼分泌试验$

;;

&

$(0(&($ $%0(&' 2&'+ (&(%

B

!

讨
!!

论

#,]

#即在去除角膜上皮后#用准分子激光切削角膜前弹

力层和部分角膜基质层#从而改变角膜中央或周边前表面曲

率#达到矫正近视或远视的目的#且因能更好维持术后角膜生

物力学完整性#避免角膜相关并发症#因此#

#,]

手术仍是目

前矫正屈光不正#安全有效预测性好的方法之一)

/

*

'但
#,]

手术常存在眼部不适(眩光(上皮缺损(非常容易感染#从而导

致严重的后果'因此
#,]

术后最让人关心的问题是如何加快

术后恢复#降低术后不适感#预防术后
A<>?

及回退#佩戴高透

氧的角膜接触镜可以有效减轻术后疼痛等不适症状#提高

#,]

手术疗效'但是配戴角膜接触镜最主要存在的问题是角

膜炎症#小到无菌性微侵润#大到严重并发症发生#致视功能严

重受损'

从本研究中可以发现#

$((

片接触镜共培养出阳性共
)

片#占
)3

#均为表皮葡萄球菌'表皮葡萄球菌是凝固酶阴性

葡萄球菌#滋生于生物体表皮上的一种细菌#在人体的皮肤等

部位寄生#是正常菌群类型#多数为非致病菌#许多报道也显

示#结膜囊正常菌群中最常见的菌群为表皮葡萄球菌#但是#近

年来由于抗菌药物的大量使用及日益增多的侵袭性操作#该菌

已经成为医院感染的重要菌群#尤其是在白内障摘除联合人工

晶体植入术后#表皮葡萄球菌已成为化脓性眼内炎最常见的致

病菌'因此#特别强调无论是眼表
#,]

手术#还是内眼手术#

术前结膜囊无菌化准备工作中#要注意常见菌的无菌化工作#

术中严格无菌操作#术后的预防感染工作的重要性'本组研究

显示#高透氧性角膜接触镜细菌培养阳性组与阴性组统计发

现#泪液分泌两组间差异有统计学意义$

6g2&'+

#

Gg(&(%

&

(&(+

&#可能是导致细菌阳性的原因'

综上所述#高透氧性水凝胶角膜接触镜目前无论在角膜生

物特性(主观舒适度(视觉质量及镜片沉淀物等多个方面都具

有明显优越性#实现了连续配戴的安全性#满足了
#,]

术后使

用的要求'但是表皮葡萄球菌引起的角膜感染应该引起足够

的重视#尤其是对于泪液分泌异常的患者#首先要提高临床标

本的送检率#降低漏检率#根据药敏结果合理正确地使用抗菌

素#才能使
#,]

这一治疗近视的成熟手术方式实现全方位的

安全(有效(精准'
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