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摘　要　目的：探讨自体松质骨和骨髓间充质干细胞联合移植治疗股骨头缺血性坏死的可能机制，为该方法应用于临床提供依

据。方法：兔龄４～５个月的新西兰大耳白兔２４只，雌雄不限，随机分为２组，每组１２只。采用液氮冷冻股骨头负重区的方法造

成股骨头缺血坏死模型后，Ａ组进行自体松质骨移植，Ｂ组进行自体松质骨和骨髓间充质干细胞联合移植。每组术后２、４、６、８周

分别处死３只动物，制作股骨头标本，进行Ｘ线检查和组织学观察，并对术后８周的股骨头标本进行扫描电镜观察。结果：①Ｘ线

观察结果。Ａ组术后２周时，有２个标本钻孔区密度不均匀，钻孔边缘清晰可见；４周时，有３个标本钻孔区密度增高不显著，钻孔

边缘出现硬化线；６周时有４个标本钻孔区显示有骨吸收现象，出现股骨头关节面塌陷；８周时有３个标本骨吸收现象明显，而骨

小梁结构不清晰。Ｂ组术后２周，股骨头形态均正常，钻孔区有密度增高影，质地均匀，钻孔边缘尚可分辨；４周时股骨头形态均

正常，钻孔区密度进一步升高，质地均匀，钻孔边缘变得模糊；６周时股骨头形态仍正常，钻孔区密度高而均匀，钻孔边缘出现放射

状骨小梁接合现象；８周时钻孔区密度接近周围骨质，股骨头内出现张力性和压力性骨小梁，钻孔边缘交界区骨小梁接合良好。

②组织学观察结果。Ａ组术后２周时，移植骨发生坏死，４个标本出现再血管化，移植区出现破骨和成骨细胞，成骨细胞的数目较

少，移植骨周围附加新生骨较薄，有少量连接现象；另２个标本局部新生血管较少，成骨细胞募集不良，新生骨组织的形成较少，无

连接现象。术后４周时，３个标本新生骨增加，连接现象增多，出现骨塑形；另３个标本移植骨无明显修复现象。术后６周时，有２

个标本新生骨量增加，有骨塑形现象；另４个标本移植骨无明显修复表现，出现骨吸收现象。术后８周时，３个标本可见到塑形的

板层骨小梁和成熟的骨髓组织；另３个标本出现较明显的骨吸收现象，局部仍有坏死骨组织存在，无明显的骨组织修复现象。Ｂ

组术后２周时，植入的松质骨发生坏死，出现局部再血管化，破骨细胞和大量的成骨细胞出现在移植区，植入的松质骨被边缘生成

的１层较厚的新生骨连接在一起；４周时骨小梁增粗变大，连接进一步加强，并出现骨髓组织；６周时骨塑形现象活跃；８周时骨塑

形现象仍然存在，可以见到塑形的板层骨小梁和成熟的骨髓组织。③扫描电镜观察结果。术后８周时，Ａ组有３个标本在扫描电

镜下显示移植骨保持原有骨小梁结构，部分骨小梁出现虫蚀样破坏。Ｂ组标本在扫描电镜下显示，骨小梁密集，骨髓腔间隙较小，

力学结构欠完善，骨胶原纤维排列不均匀、不整齐。结论：自体松质骨和骨髓间充质干细胞联合移植治疗股骨头缺血性坏死，细胞

移植为股骨头的骨质修复提供了充足的骨髓间充质干细胞，骨修复现象活跃，可提高骨移植的成功率，促进股骨头骨组织修复。
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６ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｔｓｔｉｌｌｅｘｉｓｔｅｄ８ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ，ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｔｈｅｌａｍｅｌｌａｒｂｏｎｅｔｒａｂｅｃｕｌａａｎｄｍａｔｕｒｅｄｍｙｅｌｏｉｄｔｉｓｓｕｅｃｏｕｌｄ

ｂｅｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓ：Ｅｉｇｈｔｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ，ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｗａｓｍａｉｎｔａｉｎｅｄａｎｄｍｏｔｈｅａｔｅｎ

ｂｏｎｙｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎｗａｓｆｏｕｎｄｉｎｐａｒｔｂｏｎｅｔｒａｂｅｃｕｌａｉｎ３ｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｆｇｒｏｕｐＡ．ＧｒａｆｔｅｄｂｏｎｅｔｒａｂｅｃｕｌａｅｉｎｇｒｏｕｐＢｗｅｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｎｏｒｍａｌ

ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃｓｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｔｈｅｙａｒｒａｎｇｅｄｃｌｏｓｅｌｙａｎｄｈａｄａｎａｒｒｏｗｃａｖｉｔａｓｍｅｄｕｌｌａｒｉｓ，ｗｈｌｉｅ，ｏｓｔｅｏｃｏｌｌａｇｅｎｏｕｓｆｉｂｅｒｓａｒｒａｎｇｅｄｕｎｅｖｅｎｌｙａｎｄｉｒ
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ｓｕｅｏｆｔｈｅｆｅｍｏｒａｌｈｅａｄ．ＳｐｏｎｇｙｂｏｎｅａｕｔｏｇｒａｆｔｉｎｇｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＢＭＳＣｓｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｃａｎｏｂｖｉｏｕｓｌｙｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｒｅｐａｉｒｉｎｇｏｆｂｏｎｅｔｉｓｓｕｅｓ

ｏｆｔｈｅｆｅｍｏｒａｌｈｅａｄａｎｄｒａｉｓｅｔｈｅａｃｈｉｅｖｅｍｅｎｔｒａｔｅｏｆｂｏｎｅｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｆｅｍｕｒｈｅａｄｎｅｃｒｏｓｉｓ；Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；Ｂｏｎｅｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ；Ｒａｂｂｉｔｓ

　　２０世纪６０年代，髓芯减压后骨移植就已经被尝

试用于治疗股骨头缺血性坏死（ａｖａｓｃｕｌａｒｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆ

ｆｅｍｏｒａｌｈｅａｄ，ＡＮＦＨ），且取得了一定的疗效。而骨髓

基质细胞数目的减少是导致股骨头修复不完全的主

要原因，骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）对骨组织的修复具有十分重要的

作用，数量充足的 ＢＭＳＣｓ可以促进坏死骨组织的修

复［１］。本研究对自体松质骨和 ＢＭＳＣｓ联合移植治疗

家兔ＡＮＦＨ的疗效进行观察和分析，探讨该方法治疗

ＡＮＦＨ的可能机制，为该方法应用于临床提供依据。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　兔龄４～５个月的新西兰大耳白兔

２４只，雌雄不限，体质量２．５～３．５ｋｇ，购自白求恩国

际和平医院实验动物中心，实验动物合格证号

１２０５０７０，普通饲养。

１．２　实验仪器　日本 ＳＡＮＹＯＭＣ０１１５型 ＣＯ２培养

箱，日本 Ｈｉｔａｃｈｉ－Ｓ３５００Ｎ型扫描电镜，日本

ＦＣＲ５０００计算机 Ｘ线摄影系统，日本 ＯＬＹＭＰＵＳ

ＢＸ６１显微镜，日本ＯＬＹＭＰＵＳＤＰ７１相机。

２　方　法
２．１　分组方法　２４只动物随机分为 ２组，每组 １２

只，Ａ组为自体松质骨移植组，Ｂ组为自体松质骨和

ＢＭＳＣｓ联合移植组。

２．２　ＢＭＳＣｓ的获取和培养　从Ｂ组实验动物的髂骨

处抽取骨髓，进行全骨髓培养。将骨髓种植于６孔细

胞培养板内，每孔种植１ｍＬ，加入含２０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ液５ｍＬ，经反复吹打后，再加入１０－８ｍｍｏｌ·Ｌ－１

的地塞米松，于微型震荡器上震荡２ｍｉｎ，然后放入细
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胞培养箱内培养，培养箱温度 ３７℃，ＣＯ２体积分数
５％，湿度１００％。５ｄ后换液，吹去红细胞，见多个成
纤维细胞贴壁生长［图１（１）］。细胞长满培养孔面积
的一半时，用０．２５％质量体积分数的胰蛋白酶消化，
进行原孔传代。２～３ｄ细胞长满培养孔后，按

１０６·ｃｍ－２的密度传代于细胞培养瓶内。待第３代细

胞长满后［图 １（２）］，消化细胞，并将其配制成 ２×

１０６·ｍＬ－１的细胞悬液，每５０μＬ（约含１０万个细胞）

复合于１块３ｍｍ×４ｍｍ×２ｍｍ大小的医用明胶海
绵上，在培养箱中孵育４ｈ备用。

图１　ＢＭＳＣｓ细胞培养图片

（１）培养第５天ＢＭＳＣｓ克隆 （×１００）　（２）传代后的 ＢＭＳＣｓ

（×１００）

２．３　造模及移植方法　采用液氮冷冻股骨头负重区

的方法［２］制作ＡＮＦＨ实验动物模型，所有动物均双侧

股骨头参加实验。固定动物于俯卧位，硫喷妥钠针

（４０ｍｇ·ｋｇ－１）腹腔注射麻醉，后侧入路暴露股骨头

后，用液氮棉球连续冷冻股骨头３ｍｉｎ，自然复温后，
用直径３．５ｍｍ的钻头从股骨颈内后侧向股骨头钻入
４ｍｍ达关节软骨下。取自体髂骨，剪成１ｍｍ×１ｍｍ
×１ｍｍ大小的碎块。Ａ组钻孔后，植入自体髂骨碎

块，Ｂ组同时植入骨碎块和含有 ＢＭＳＣｓ的明胶海绵。
术后臀大肌注射硫酸庆大霉素针，每只每次 ８万单
位，每日１次，连续３ｄ。
２．４　标本制作及观察方法　每组分别于术后２、４、６、
８周，各处死３只动物制作股骨头标本。拍摄股骨头
正位Ｘ线片，拍摄条件：电压４２ｋＶ，电流５００ｍＡ，距
离１ｍ，曝光时间０．００８ｓ。用１０％质量体积分数的
甲醛溶液固定股骨头标本，８％体积分数的甲酸溶液
脱钙，石蜡包埋，组织切片，ＨＥ染色后进行光镜观察
和摄像。术后８周的股骨头标本，用８％氢氧化钠溶
液化学消蚀４ｄ，蒸馏水超声清洗２次，每次１５ｍｉｎ，
制成扫描电镜标本，进行扫描电镜观察和摄像，加速

电压２０ｋＶ。

３　结　果
３．１　Ｘ线观察结果　Ａ组术后２周时，有２个标本
钻孔区密度不均匀，钻孔边缘清晰可见［图２（１）］；４
周时，有３个标本钻孔区密度增高不显著，钻孔边缘
出现硬化线；６周时有４个标本钻孔区显示有骨吸收
现象，出现股骨头关节面塌陷；８周时有３个标本骨
吸收现象明显，而骨小梁结构不清晰［图２（２）］。Ｂ
组术后２周，股骨头形态均正常，钻孔区有密度增高
影，质地均匀，钻孔边缘尚可分辨［图２（３）］；４周时
股骨头形态均正常，钻孔区密度进一步升高，质地均

匀，钻孔边缘变得模糊；６周时股骨头形态仍正常，钻
孔区密度高而均匀，钻孔边缘出现放射状骨小梁接合

现象；８周时钻孔区密度接近周围骨质，股骨头内出
现张力性和压力性骨小梁，钻孔边缘交界区骨小梁接

合良好［图２（４）］。

３．２　组织学观察结果
３．２．１　Ａ组　术后２周时，移植骨发生坏死，４个标
本出现再血管化，移植区出现破骨和成骨细胞，成骨

细胞的数目较少，移植骨周围附加新生骨较薄，有少

量连接现象；另２个标本局部新生血管较少，成骨细
胞募集不良，新生骨组织的形成较少，无连接现象

［图３（１）］。术后４周时，３个标本新生骨增加，连接
现象增多，出现骨塑形；另３个标本移植骨无明显修
复现象。术后６周时，有２个标本新生骨量增加，有
骨塑形现象；另４个标本移植骨无明显修复表现，出
现骨吸收现象［图３（２）］。术后８周时，３个标本可见
到塑形的板层骨小梁和成熟的骨髓组织；另３个标本
出现较明显的骨吸收现象，局部仍有坏死骨组织存
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在，无明显的骨组织修复现象［图３（３）］。
３．２．２　Ｂ组　术后２周时，植入的松质骨发生坏死，
出现局部再血管化，破骨细胞和大量的成骨细胞出现

在移植区，植入的松质骨被边缘形成的１层较厚的新
生骨连接在一起。４周时骨小梁增粗变大，连接进一
步加强，并出现骨髓组织［图３（４）］。６周时骨塑形
现象活跃［图３（５）］。８周时骨塑形现象仍然存在，

可以见到塑形的板层骨小梁和成熟的骨髓组织

［图３（６）］。
３．３　扫描电镜观察结果　术后８周时，Ａ组有３个
标本在扫描电镜下显示移植骨保持原有骨小梁结构，

部分骨小梁出现虫蚀样破坏。Ｂ组标本在扫描电镜
下显示骨小梁密集，但骨髓腔间隙较小，力学结构欠

完善，骨胶原纤维的排列不够均匀、整齐（图４）。

图２　２组动物术后股骨头Ｘ线观察结果

（１）术后２周，Ａ组钻孔区密度不均匀　（２）术后８周，Ａ组钻孔区出现骨吸收现象　（３）术后２周，Ｂ组钻孔区密度均匀增高　

（４）术后８周，Ｂ组钻孔区出现正常骨小梁结构

图３　２组动物术后股骨头组织学观察结果

（１）术后２周，Ａ组骨修复不活跃（ＨＥ染色 ×１００）　（２）术后６周，Ａ组出现骨吸收（ＨＥ染色 ×１００）　（３）术后８周，Ａ组仍存在

坏死的骨小梁（ＨＥ染色 ×１００）　（４）术后２周，Ｂ组移植骨被新生骨包裹并连成一体（ＨＥ染色 ×４０）　（５）术后６周，Ｂ组出现

骨塑形（ＨＥ染色 ×４００）　（６）术后８周，Ｂ组出现成熟骨小梁，骨髓形成（ＨＥ染色 ×１００）
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图４　Ｂ组术后８周股骨头扫描电镜观察结果

（１）胶原纤维排列紊乱（×１５００）　（２）正在塑形的骨小梁（×８０）

４　讨　论
骨移植治疗 ＡＮＦＨ包括皮质骨移植和松质骨移

植。皮质骨移植可以为软骨下骨和关节软骨提供较

强的支撑力，预防关节面塌陷，但其爬行替代的过程

需要较长时间，且在此过程中会出现力学性能下降，

故该方法在临床上失败率较高。Ｂｏｅｔｔｃｈｅｒ等［３］利用

自体胫骨移植治疗了３８个股骨头缺血性坏死的髋关
节，随访６年，有２７个移植成功。Ｓｍｉｔｈ等［４］进行了

１４年的随访，发现接受皮质骨移植的 ５６个髋关节
（包括 Ｂｏｅｔｔｃｈｅｒ等报道的３８个髋关节）中，有４０个
移植失败。松质骨移植治疗 ＡＮＦＨ，骨接触面较大，
骨传导性能好，骨组织塑形快，因此，皮质骨移植逐渐

被松质骨移植所代替。Ｒｏｓｅｎｗａｓｓｅｒ等［５］采用自体髂

骨松质骨移植治疗了１５例 ＡＮＦＨ患者，平均随访１２
年，疗效优良率８７％。然而，Ｓｔｅｉｎｂｅｒｇ等［６］应用同样

的方法治疗了４００个股骨头缺血性坏死的髋关节，其
中３１２个关节获得随访，随访时间２～１４年，有３６％
的关节需要进行关节置换。

移植骨的成活需要经过炎症期、骨形成期和塑形

期，最后才能具有生物力学性能。植入的松质骨会先

出现坏死，接下来发生再血管化，骨形态发生蛋白会

诱导宿主的 ＢＭＳＣｓ向移植区募集，并分化为成骨细
胞，成骨细胞出现在坏死骨边缘，包绕坏死骨小梁，将

其连接，此时骨密度增高，生物力学性能增加。随着

骨塑形开始，移植骨的生物力学性能逐渐接近正常，

骨髓出现，最后移植骨完全被新骨替代。在本实验

中，Ａ组移植后一部分股骨头出现了骨修复现象，另
一部分修复现象并不活跃，后者说明股骨头的骨修复

失败。而 Ｂ组修复现象活跃，股骨头修复成功，但术
后８周时的扫描电镜结果说明新生骨并未完全成熟，
尚待进一步塑形。

ＡＮＦＨ伴随有局部循环障碍和ＢＭＳＣｓ的减少，由
于再血管化过程障碍，ＢＭＳＣｓ募集不良，常导致骨修
复过程不能很好启动，这可能是临床上采用松质骨移

植治疗 ＡＮＦＨ失败的重要原因。自体松质骨和
ＢＭＳＣｓ联合移植治疗 ＡＮＦＨ，细胞移植为股骨头的骨
质修复提供了充足的 ＢＭＳＣｓ，骨修复现象活跃，可提
高骨移植的成功率，促进股骨头骨组织修复。

５　参考文献
［１］　王江泳，王保芝，刘长安．髓芯减压和骨髓基质细胞移植

对家兔股骨头缺血性坏死的治疗作用［Ｊ］．中国临床解

剖学杂志，２００７，２５（２）：１９４－１９７．

［２］　王江泳，王保芝，崔慧先，等．改良液氮冷冻法制备家兔

股骨头坏死模型的形态学研究［Ｊ］．河北医科大学学报，

２００８，２９（１）：５－７．

［３］　ＢｏｅｔｔｃｈｅｒＷＧ，ＢｏｎｆｉｇｌｉｏＭ，ＳｍｉｔｈＫ．Ｎｏｎｔｒａｕｍａｔｉｃｎｅｃｒｏｓｉｓ

ｏｆｔｈｅｆｅｍｏｒａｌｈｅａｄ．Ⅱ．Ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅｉｎｔｒｅａｍｅｎｔ［Ｊ］．ＪＢｏｎｅ

ＪｏｉｎｔＳｕｒｇＡｍ，１９７０，５２（２）：３２２－３２９．

［４］　ＳｍｉｔｈＫＲ，ＢｏｎｆｉｇｌｉｏＭ，ＭｏｎｔｇｏｍｅｒｙＷＪ．Ｎｏｎｔｒａｕｍａｔｉｃｎｅｃ

ｒｏｓｉｓｏｆｔｈｅｆｅｍｏｒａｌｈｅａｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｔｉｂｉａｌｂｏｎｅ－ｇｒａｆｔｉｎｇ．

Ａｆｏｌｌｏｗ－ｕｐｎｏｔｅ［Ｊ］．ＪＢｏｎｅＪｏｉｎｔＳｕｒｇＡｍ，１９８０，６２

（５）：８４５－８４７．

［５］　ＲｏｓｅｎｗａｓｓｅｒＭＰ，ＧａｒｉｎｏＪＰ，ＫｉｅｒｎａｎＨＡ，ｅｔａｌ．Ｌｏｎｇｔｅｒｍ

ｆｏｌｌｏｗｕｐｏｆｔｈｏｒｏｕｇｈｄｅｂｒｉｄｅｍｅｎｔａｎｄｃａｎｃｅｌｌｏｕｓｂｏｎｅｇｒａｆｔ

ｉｎｇｏｆｔｈｅｆｅｍｏｒａｌｈｅａｄｆｏｒａｖａｓｃｕｌａｒｎｅｃｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＯｒ

ｔｈｏｐＲｅｌａｔＲｅｓ，１９９４，３０６：１７－２７．

［６］　ＳｔｅｉｎｂｅｒｇＭＥ，ＬａｒｃｏｍＰＧ，ＳｔｒａｆｆｏｒｄＢ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｅｄｅｃｏｍ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｗｉｔｈｂｏｎｅｇｒａｆｔｉｎｇｆｏｒｏｓｔｅｏｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆｔｈｅｆｅｍｏｒａｌ

ｈｅａｄ［Ｊ］．ＣｌｉｎＯｒｔｈｏｐＲｅｌａｔＲｅｓ，２００１，３８６：７１－７８．

（２０１２－０２－２８收稿　２０１２－０５－１１修回

檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭
檭

檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭檭
檭

殐

殐殐
殐

）

欢　 迎　 订　 阅　　　欢 　迎　 投　 稿

·７１·　中医正骨２０１２年６月第２４卷第６期　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（总４１７）　　　



	1206期_部分11
	1206期_部分12
	1206期_部分13
	1206期_部分14
	1206期_部分15

