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股骨头缺血性坏死是临床常见难治性疾病，近

年来该病的发生率不断增高，发病年龄趋于年轻

化。因其临床症状较重、致残率高而越来越引起医

学同道的重视。尽管目前治疗方法很多，且不断有

新的方法问世，但治疗效果都不十分理想。随着干

细胞工程与组织学工程的进展，骨髓多能干细胞移

植已成为研究和治疗缺血性疾病的重要方法。本实

验对家兔股骨头坏死模型进行自体骨髓多能干细

胞移植，观察其疗效，初步探讨骨髓多能干细胞治
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骨髓多能干细胞移植治疗股骨头缺血性坏死
的实验研究
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【摘要】 目的 探讨骨髓多能干细胞移植治疗股骨头坏死的疗效和机制。方法 选用日本大耳白兔

%"只，随机分为 ?、@、A B组，制成激素性股骨头坏死模型。?组兔抽取骨髓体外分离后，将骨髓干细胞注
入钻孔减压的左侧股骨头内，右侧仅钻孔减压；@组模型未治疗组；A组为正常组。各组动物于治疗后 >周
处死，处死前后分别进行各种指标检测，包括钼靶 C 线摄影、AD 扫描、E- 扫描、常规 F6 染色切片、电镜
扫描超微结构观察。结果 股骨头穿刺骨髓干细胞移植后 >周，骨质密度 C线、AD和 E-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。电镜下可见成骨细胞内细胞器丰富，空骨陷窝减少。

经骨髓多能干细胞移植治疗后显示股骨头修复效果更佳。结论 骨髓多能干细胞移植治疗股骨头坏死能

加速兔股骨头的修复进程，对股骨头坏死具有较高的治疗价值。

【关键词】 股骨头坏死；骨髓多能干细胞；钻孔减压；移植
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疗股骨头坏死的机制。

! 材料与方法
$4$ 动物及模型的制备
健康成年（!" 6 !% 周龄）雄性日本大白兔 %"

只，平均体重（!4 7 8 "4!7）9:，由我院动物实验中心
提供。模型制作：取 ;"只兔臀肌注射氢化可的松，剂
量每次 < =: > 9:，每周 ! 次，连续注射 < 周。每周肌
注青霉素 ! 次，每次 $" 万 ? >只，预防感染。< 周后
所有动物行影像学检查，证明已发生股骨头坏死后

分为 @、A两组；剩余 !"只正常兔为 B组，注射同等
量的生理盐水。

$4! 骨髓干细胞分离
从 @组各兔分别经髂前上棘穿刺抽取 ! 6 C =2

骨髓缓缓沿壁加入到盛有 2" =2 淋巴细胞分离液
（D0E122）的离心管中，! """ : 离心 !" =0(，在上、中
层液体界面处可见乳白色混浊单个核细胞层。将吸

管轻轻插到白膜层，沿试管壁周缘吸取界面层单个

核细胞，移入另一试管中，用 FAG 液反复洗涤以去
除脂肪及组织液，加入 FAG 溶液，以 $ 7"" : 离心 7
=0(，弃上清液，留底部沉淀部分，再加入 FAG，如上
述离心数次，以 HIJ@ ; 6 % =2 强化数分钟，弃去消
化液，加入 FAG，吹打成单细胞悬液，分别标号备用。
$4C 实验方法
$4C4$ 干细胞移植 将 @ 组动物置于 IG@ 手术床
上，经耳缘静脉注射戊巴比妥钠麻醉后，在兔髂前

上棘和双侧股骨头区域备皮，局部消毒铺无菌单，

切开皮肤，分离皮下组织暴露股骨干，于大粗隆后

用微型电钻钻入 7 ==，改用 !" =2 注射器针头在
IG@透视下穿刺至股骨头下 $ ==处，左侧注入已
分离、标号备用的自体骨髓多能干细胞原液 $ =2，
并用明胶海绵封闭穿刺口，右侧为对照钻孔减压，

关闭切口逐层缝合。术后给与青霉素（!" 万 ? >只）
预防感染。

$4C4! 模型未治疗组（A 组）和正常组（B 组） 未采
取任何处理。<周后处死动物，进行各种指标观察与
检测。

$4; 观察指标与检测方法
$4;4$ 影像学观察 制作模型前后及处死前，分别
行钼靶 K线摄影、BJ和 L-扫描，采集影像学资料。
$4;4! 组织病理学检测 实验结束后处死动物，取
双侧股骨头，沿中心冠状面剖开，甲醛固定、脱钙后

进行常规 MH染色，石蜡包埋。在 ;"" 倍高倍镜下，
任选 7 个高倍视野计数 7" 个骨细胞空骨陷窝阳性

数；在软骨下区依次任选 7 个高倍视野，计数血管
数目，求出平均值；任选 7 个视野测量 $" 个骨髓腔
内脂肪细胞直径，求出平均值。

$4;4C 电镜观察 ;N戊二醛固定、脱钙 C 个月，环
氧树酯包埋，透射电镜观察骨细胞改变，包括骨细

胞形态，胞质、胞核和细胞器等。

$4;4; 统计学方法
实验数据均用! " # 表示，统计学分析采用多样

本的方差分析和 I?((*))检验。

" 结果
!4$ 大体改变

@组左侧移植组股骨头表面为亮白色，沿冠剖
破开阻力大、骨质较硬，股骨头表面软骨较厚；右侧

钻孔减压组股骨头表面为粉白色，沿冠剖破开阻力

较左侧小、骨质略硬，股骨头表面软骨较左侧薄。

A组股骨头表面为暗红色，关节软骨下骨质暴露，部
分可见裂隙、变形，沿冠剖破开阻力小、骨质松脆，

股骨头表面软骨较薄。B组股骨头表面为亮白色，沿
冠剖破开阻力大、骨质硬，股骨头表面软骨厚。

!4! 影像表现
治疗前及治疗后 < 周处死前每组动物分别进

行钼靶 K线摄影、BJ和 L-扫描，前后对比观察。
!4!4$ 钼靶 K 线摄影 实验前所有模型兔与正常
兔股骨头相比较，结果骨密度略低，其他改变不明

显，实验后 @ 组两侧骨密度略低于正常，未见明显
改变；A组骨密度明显降低，骨小梁稀疏。
!4!4! BJ 扫描 @、A 模型兔实验前双侧股骨头骨
皮质较薄，内部骨密度较低，骨小梁变细或中断，可

见小囊状透光区及小片状死骨；治疗后 @ 组左侧股
骨头骨密度明显增高，接近正常骨密度，BJ 值 #!"
M? 左右，关节面光整，内部放射状骨小梁清晰可
见；右侧骨皮质较左侧薄，内部骨密度较左侧略低，

BJ 值 7C" M? 左右，可见骨小梁略细、部分中断，偶
见囊状透光区（图 $），左右 BJ 值对比差异显著。A
组较实验前 BJ改变加重，股骨头骨皮质较实验前
更薄，股骨头表面骨皮质断裂、塌陷（图 !），内部骨
密度很低，BJ 值 CO" M? 左右，大部分骨小梁中断
伴大小不等囊状透光区，边缘硬化，可见斑片状死

骨；B组双侧股骨头骨皮质厚，内部骨密度高，BJ值
<C" M?左右，骨小梁呈放射状分布。
!4!4C L-’ 成像 @ 组左侧股骨头 L-’ 表现为
J$P’ 呈线样低信号，J!P’ 呈高信号，右侧 L-’ 表
现为 J$P’ 呈不均匀低信号，J!P’ 呈中等稍高信
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号，周围不均匀稍低信号环绕，呈典型的双线征；6
组 7-’ 表现为 8$9’ 呈带状低信号，8!9’ 呈中等或
高信号。

!4: 组织病理学观察
!4:4$ ;< 染色 = 组左侧干细胞移植组治疗后 >
周，骨小梁变细不明显，毛细血管增多，骨细胞数接

近正常，可见少量空骨陷窝细胞及成骨细胞数量明

显增多，功能活跃，新骨增多。右侧钻孔减压组表现

毛细血管略有增加，骨细胞略少，可见一定量的空

骨陷窝细胞（图 :?%），骨髓移植与钻孔减压及钻孔
减压与模型未治疗组（6 组）比较有显著性差异（! @
"4"A）；6 组术后 > 周，病理改变加重，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松

质骨处，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聚集，严重者出

现骨小梁断裂（图 #）；B 组股骨头软骨下毛细血管
数目多，骨小梁排列规则整齐，骨细胞清晰，骨髓内

脂肪细胞大小、分布均匀。各组量化指标见表 $。
!4:4! 电镜观察 = 组左侧干细胞组骨细胞状态
完好，核膜完整清晰，线粒体、粗面内质网等细胞器

丰富，骨基质清晰可见，骨小梁边缘以前成骨细胞

为主（图 >）；右侧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。6组电镜下骨基质走形紊乱，基质密度减低，
可见坏死骨细胞，细胞核固缩，胞质内线粒体空泡

变性，残余骨细胞，形态不规则状为多，细胞器稀

少，核膜不完整；B 组骨细胞为扁椭圆形，位于骨陷
窝内，表面多有突起，核异染色质丰富，可见散在溶

酶体，有少量线粒体及粗面内质网。

! 讨论
股骨头缺血性坏死具有复杂的病理过程，临床

对股骨头缺血性坏死的治疗主要有保守治疗（如药

物、电刺激治疗和介入治疗等）和手术治疗（如全髋

关节置换术，带血管或不带血管骨移植等），但各种

疗法的效果均不能令人满意。

注：!：骨髓移植组与髓心减压组 CD((*)) 检验；! @ "4"A；"：髓心减
压组与对照组 CD((*)) 检验；! @ "4"A；#：骨髓移植组与正常组

CD((*)) 检验；! @ "4"A

组别
骨髓移植
（=组左侧）

髓心减压
（=组右侧）

模型未治疗组
（6组）

正常组
（B组）

空骨陷窝率 $% E $ 4 #!" !$ E ! 4 "# !% E $ 4 A $! E ! 4 :
脂肪细胞直径 :: E ! 4 >! :F E ! 4 :# A! E : 4 ! :! E ! 4 !
毛细血管数 > 4 > E $ 4 A! # 4 $ E $ 4 ># A 4 ! E ! 4 : F 4 " E $ 4 #
B 8值 #!" E GA!" A:" E :## :F" E AA >:" E :A

表 " 各组实验兔结果对比统计分析

图 " 左侧股骨头修复良好，右侧密度低可见
囊状透光区

图 # 6 组三维重建后可见右侧股骨头裂隙
骨折

图 ! 骨小梁结构连续完整接近正常 图 $ 骨小梁细疏，部分中断 图 % 骨细胞未见明显减少，细胞核清晰，
可减少量空缺骨陷窝
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目前，国内外骨髓干细胞研究领域主要是：心

肌缺血 6$，!7、肢体缺血、脑损伤等方面，也有应用于股

骨头缺血性坏死方面的实验研究68，97。我们把骨髓多

能干细胞移植与介入技术两者结合起来，将骨髓多

能干细胞注入股骨头缺血坏死区，应用于股骨头缺

血性坏死治疗。

实验结果显示 : 组股骨头内原有病理改变未
见好转，而且坏死改变逐渐加重，说明停止使用激

素后股骨头坏死病灶无明显自发修复现象。单 ;组
则可见股骨头坏死区病理改变减轻并已发生部分

修复，证明髓芯减压术治疗股骨头坏死有一定疗

效。髓芯减压后同时进行自体骨髓干细胞移植组，

大体、组织病理和影像改善较髓芯减压组更加明

显，说明髓芯减压加自体骨髓干细胞移植后，股骨

头坏死区修复作用更强，范围更广。

骨髓多能干细胞是骨髓的一种间充质细胞，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，可定向地分化形成各种组织细胞。近年来，

随着对骨髓成骨潜能研究的深入，已证实骨髓基质

细胞能在体外培养转化为成骨细胞 6<7，在条件培养

液中可成骨6%=>7。本实验中发现骨髓移植后空缺骨陷

窝数较其他组明显减少，局部骨细胞增加；影像资

料显示骨小梁增多、增粗，说明骨髓移植后股骨头

坏死区已发生明显成骨作用，所以我们认为移植后

骨髓干细胞在局部缺血区，已诱导分化为骨细胞，

参加了坏死区的修复。

骨髓多能干细胞内含有血管内皮祖细胞

（?@A），?@A主要存在于人和动物骨髓中，它是再造
和新生血管的主要干细胞6$"，$$7。通过动员自身或者

借助外来骨髓多能干细胞，促进新血管生成和发生
6$!7，实验中骨髓干细胞移植组原股骨头坏死区血管

数较其他实验组明显增多，说明已有大量新的血管

生成，我们推测骨髓多能干细胞参与股骨头坏死区

新血管的生成、促进缺血区的血运重建。

另外，B*+(0C1D 等6$87研究发现，股骨头坏死组中

代表骨髓干细胞分化能力的可分化成多种 EFA 系
的原始细胞，即成纤维细胞克隆集落形成单位少于

股骨头正常组。说明坏死股骨头中骨髓干细胞数量

少、活性低，不能满足坏死股骨头修复的需要，通过

移植后股骨头坏死区骨髓干细胞数量增加，有利于

促进股骨头的修复作用。

骨髓干细胞具有多向分化潜能，同时具有取材

容易、体外分离纯化相对简单、易于扩增等特点；而

且利用自体骨髓干细胞移植不存在免疫排斥反应，

不存在异体细胞和器官移植面临的免疫排斥问题。

因此利用骨髓多能干细胞作为种子细胞治疗缺血

性疾病具有很好的应用前景，为某些难治性疾病提

供新的思路。
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