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"摘要#

!

目的
!

研究髓芯减压联合骨髓间充质干细胞对兔早期股骨头坏死的治疗作用%方法
!

将
0/

只

新西兰白兔分为
0

组(空白组&模型组&髓芯减压组&髓芯减压联合骨髓间充质干细胞组%用液氮法构建兔股骨

头坏死模型%运用病理学检测各组治疗情况!检测空骨陷窝率&骨小梁面积比&脂肪细胞平均直径%结果
!

成

功获得骨髓间充质干细胞!兔股骨头坏死模型构建成功%髓芯减压联合骨髓间充质干细胞治疗效果优于髓芯

减压组!其治疗效果接近空白组%与模型组相比!治疗组"髓芯减压组和髓芯减压联合骨髓间充质干细胞组$的

骨小梁面积比&脂肪细胞平均直径和空骨陷窝率差异有统计学意义"

H

$

%&%H

$!治疗有明显效果%其中髓芯减

压联合骨髓间充质干细胞组的骨小梁面积比&脂肪细胞平均直径和空骨陷窝率分别是
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和
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%结论
!

髓芯减压联合骨髓间充质干细胞治疗股骨头坏死具有显著疗效%

"关键词#

!

股骨头坏死#髓芯减压#骨髓间充质干细胞#病理学变化
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早期股骨头坏死的治疗多选用保留股骨头外形 的髓芯减压手术)骨是一个相对密闭的环境#由骨皮
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质包绕形成#很多种因素都可引起该密闭空间的压力

升高#当骨内压升高时会压迫骨内的血管#阻碍骨内

微循环#导致骨微观结构的血液供应不足'

$

(

)在股骨

头坏死的早期#通过钻孔减压使骨内密闭环境开放#

打通了骨内微循环#静脉血的回流增强#骨髓水肿减

轻#骨内微观结构空间增加#形成了良性微循环#改善

了宏观股骨头颈内的血液循环#创造了促进坏死骨吸

收*新骨形成的良好条件)最近#

4GIS54IĜ

等'

1

(

开展了一项关于患者的成像和组织病理学方面的相

关性的回顾性研究#认为组织病理学是患者精确治疗

阶段中一个关键的角色)髓芯减压目前仍然被认为

是一种有争议的技术'

'.0

(

)有研究通过动脉灌注骨髓

干细胞治疗新西兰兔股骨头坏死#结果显示!发生病

变的股骨头内血管被骨髓干细胞疏通#骨髓干细胞能

够改善股骨头坏死区及周围组织的血液循环#促进血

管再生)

本研究采用髓芯减压联合骨髓间充质干细胞治

疗早期股骨头坏死#通过检测空骨陷窝率*骨小梁面

积比*脂肪细胞平均直径来量化治疗效果)探讨髓芯

减压联合骨髓间充质干细胞治疗股骨头坏死的病理

变化)

?

!

材料与方法

?&?

!

实验动物
!

选取
1

只
5D7

级健康
$

周大新西兰

白兔$购自南方医科大学动物实验中心&纳入本实验

研究#用于提取骨髓间充质干细胞#体质量
%&H

'

%&/

Q

K

)选取
0/

只
5D7

级健康成年新西兰白兔纳入本实

验研究#雌雄各半#体质量
1&H

'

'&%Q

K

#采用颗粒饲

料单笼饲养)

?&@

!

构建兔股骨头坏死模型及分组
!

随机选取
$1

只新西兰白兔为空白对照组#其余动物用液氮法构建

股骨头坏死模型)术后
1

周随机抽取
'

只实验兔#行

b

线*螺旋
84

*

M2

染色等检测#证实造模是否成功)

造模成功后将造模白兔分为模型组*髓芯减压组*髓

芯减压联合骨髓间充质干细胞组#每组各
$1

只)

?&A

!

骨髓间充质干细胞培养
!

将骨髓间充质干细胞

培养瓶放入
'-_

#含
H\ 8̀

1

的孵箱中培养
H

'

-!

#

每天在倒置相差显微镜下观察细胞的生长状态*瓶中

培养基色泽并照相#根据培养基色泽及细胞状态决定

是否需要换液#一般是
0/B

后首次换液#吸出培养液#

DZ5

液冲洗
1

遍#弃去未贴壁细胞#更换新鲜的
Y.

X323

培养液#一般
0/

'

-1B

换液
$

次)

?&B

!

髓芯减压术及注射干细胞的步骤
!

取新西兰白

兔称质量后#采用
$FY

一次性无菌注射器依次取

'\

戊巴比妥钠注射液
%&HFY

"

Q

K

*速眠新
#

%&$

FY

"

Q

K

混合后经兔耳后缘外侧的耳静脉注射麻醉#采

用右侧卧位#以右股骨大转子为中心#用生理盐水湿

润毛发后以弯组织剪紧贴皮肤剪除毛发#半径约
H

AF

#予碘伏消毒皮肤*备皮)常规无菌操作下#取大转

子下缘约
$AF

纵向切口#暴露骨膜#便携式手提
b

线

机透视下用电转安装直径
$FF

的定位针#以大转子

下缘外侧为进针点#沿股骨颈中央向股骨头中心方向

转入#有落空感后继续推进#到底后硬化带低速磨转#

直至尖端达关节面下约
%&HAF

#然后用直径
$AF

空

心钻套入定位针全段扩髓#退出空心钻#拔出定位克

氏针#用骨蜡封口#逐层缝合)注射干细胞时#沿股骨

颈中央向股骨头中心方向转入#有落空感后继续推

进#到底后硬化带低速磨转#直至尖端达关节面下约

%&HAF

#然后用直径
$AF

空心钻套入定位针全段扩

髓#退出空心钻#拔出定位针的同时插入
HFY

一次性

无菌注射器针头#此时出血较多#取出在
T1%_

下预

冷的
$FY

一次性无菌注射器和套管针#在
0_

冰箱

里快速吸取骨髓干细胞和基质胶混合物#原放置注射

器尽量吸干骨髓道里积血后#套管针插至骨髓道最深

处缓慢向股骨头内注入干细胞混合物#内含成骨细胞

约
1%%

万个#去除
$FY

注射器后用套管针针芯再次

推入防止干细胞残留在套管针内壁#拔除套管针的同

时以骨蜡堵塞骨髓道#用骨蜡封口#股骨头颈倒置位

保持
$%F#,

至基质胶凝固定位#缝合术口)

?&C

!

影像学观察
!

实验动物造模后
1

周随机抽取
'

只#经检测证实股骨头坏死模型制备成功#分别行单

纯髓芯减压术*髓芯减压
e

骨髓间充质干细胞移植修

复术)各组至股骨头坏死模型制备成功后
1

*

0

*

/

周

分别随机抽取
'

只实验兔检测#方法如下!采用
$FY

一次性无菌注射器依次取
'\

戊巴比妥钠注射液
%&H

FY

"

Q

K

*速眠新
#

%&$FY

"

Q

K

混合后经兔耳后缘外侧

的耳静脉注射麻醉#俯卧位放置
b

线摄像或
84

床#

保持双侧髓关节外展#稍后伸#采用耳蜗模式扫描双

侧兔髋关节#采集图像#了解股骨头坏死修复情况)

?&E

!

病理学观察
!

获取治疗
/

周的各组实验动物的

股骨头#置于体积分数
$%\

甲醛溶液中固定
10B

#

H\

稀硝酸脱钙
'

'

H!

#系列乙醇脱水#常规石蜡包埋#切

片苏木素
.

伊红$

M2

&染色#显微镜观察空骨陷窝率

$

<F

N

?

O

@",<=:AP,:<9:?<

#

2ZYG

#每高倍视野空骨陷

窝数与骨细胞数比值#计数
'

个空骨陷窝较多视野#

取其平均值&*骨髓脂肪细胞平均直径及骨小梁面积

比等组织学特征)

@

!

结
!!

果

@&?

!

骨髓间充质干细胞的培养
!

兔原代细胞提取种

入带完全培养基的
1HAF

培养瓶中#将细胞培养瓶放

入
'-_

#含
H\ 8̀

1

的孵箱中培养
0B

#用倒置相差

显微镜观察即可发现圆形的悬浮细胞开始部分聚集#

细胞呈梭形#集结于平底$图
$

&#随着时间推移#贴壁

生长的细胞数量逐渐增多#培养
-!

后$期间据培养基

色泽及细胞状态决定是否需要换液&#贴壁梭形细胞

生长融合率达
(%\

以上#没有或有极少悬浮单个细胞

存在)贴壁细胞形态均一#呈长梭形旋涡状生长)

$(0'

重庆医学
1%$/

年
(

月第
0-

卷第
1-

期



图
$

!!

不同时间骨髓间充质原代细胞形态学观察%

]1%%

&

@&@

!

兔股骨头坏死模型构建结果

@&@&?

!

b

线影像学结果
!

造模后
1

周左侧股骨头密

度明显增高#但无法辨别钻孔隧道$图
1

&)

图
1

!!

兔髋关节正位
b

线片

@&@&@

!

病理学结果
!

造模后
1

周随机选取模型组兔

子和空白组兔子各
$

只行股骨头病理切片#证实股骨

头坏死模型造模成功$图
'

&)空白组!骨小梁排列整

齐#无变细#造血组织无减少#空骨陷窝少见%模型组!

骨小梁变细*稀疏*部分断裂#造血组织减少#空骨陷

窝增加#脂肪细胞增多)

!!

I

!空白组%

Z

!模型组

图
'

!!

空白组与模型组病理图片%

M2]$%%

&

@&A

!

各组治疗
/

周后病理学结果
!

空白组!股骨头

部骨小梁结构*形态完整#骨小梁中的骨细胞清晰可

见#周围成骨细胞丰富#空骨陷窝少见#骨髓腔内造血

细胞丰富#形态正常#脂肪细胞与造血组织比例均匀)

模型组!股骨头部骨小梁变细#间距增大#结构紊乱#

部分有断裂现象#脂肪细胞数增多#空骨陷窝数明显

增加)髓芯减压组!与模型组相比#骨小梁粗大#排列

规则#骨髓腔内造血细胞增多#脂肪细胞数有所减少#

骨细胞部分恢复正常#空骨陷窝明显减少)髓芯减压

联合骨髓间充质干细胞组!与模型组相比#骨小梁基

本恢复正常#排列规则#骨髓腔内造血细胞增多#脂肪

细胞数减少#骨细胞大部分恢复正常#空骨陷窝明显

减少$图
0

*表
$

&)

!!

I

!空白组%

Z

!模型组%

8

!髓芯减压组%

X

!髓芯减压联合骨髓间充

质干细胞组

图
0

!!

不同治疗组治疗
/

周后兔股骨头部

病理图片%

M2]$%%

&

表
$

!!

0

组骨小梁面积比'空骨陷窝率'脂肪细胞平均

!!!

直径比较%

Kd9

&

组别
骨小梁面积比

$

\

&

空骨陷窝率

$

\

&

脂肪细胞平均

直径$

$

F

&

空白组
H-&'d'&( $$&1Hd1&$ '1&Hd'&/

模型组
1H&0d1&- 1H&-d'&1 H-&-d'&H

髓芯减压组
01&/d'&1 $)&1d1&( '(&/d0&$

髓芯减压联合骨髓间

充质干细胞组
H1&'d'&H $1&/d1&H 'H&$d'&)

@&B

!

骨小梁面积比*空骨陷窝率*脂肪细胞平均直

径
!

与空白组相比#髓芯减压组及髓芯减压联合骨髓

间充质干细胞组骨小梁面积比处于较高水平#髓芯减

压联合骨髓间充质干细胞组与空白组更为接近#两组

间比较差异无统计学意义$

H

%

%&%H

&)模型组骨小梁

面积比处于较低水平$

1H&')\d1&-\

&#与空白组相

比差异有统计学意义$

H

$

%&%H

&)另外与模型组相

比#髓芯减压组和髓芯减压联合骨髓间充质干细胞组

骨小梁面积比部分恢复#差异有统计学意义$

H

$

%&%H

&)髓芯减压联合骨髓间充质干细胞组与空白组

细胞中空骨陷窝率均处较低水平$

$1&/\d1&H\A97

$$&1H\d1&$\

&#两组间差异无统计学意义$

H

%

%&%H

&)髓芯减压组空骨陷窝率有所下降#与空白组

相比差异不明显)与模型组相比#髓芯减压组和髓芯

减压联合骨髓间充质干细胞组的空骨陷窝率差异有

统计学意义$

H

$

%&%H

&)与空白组相比#模型组脂肪

细胞平均直径明显升高$

H

$

%&%H

&#脂肪细胞平均直

1(0'

重庆医学
1%$/

年
(

月第
0-

卷第
1-

期



径为$

H-&-d'&H

&

$

F

)髓芯减压组和髓芯减压联合

骨髓间充质干细胞组与模型组相比差异有统计学意

义$

H

$

%&%H

&#见表
$

)

A

!

讨
!!

论

!!

股骨头坏死是一种骨科常见病#由创伤*激素*乙

醇等多种病因所造成)儿童的骨骼发育尚未成熟#其

股骨头坏死的临床症状及病理生理过程不同#被称为

D<9?B<+

病$

=<

KK

A:=J<

N

<9?B<+!#+<:+<

#

Y8DX

&)近年

来#该病发病率不断增高#且发病年龄明显减小#患者

患肢功能严重下降)在美国#每年新增
1%%%%

'

'%%%%

例患者#并且占到全髋置换手术的
H\

'

$/\

#

因而引起越来越多的国内外学者重视)

改善股骨头血供#提高髋关节功能#延缓坏死股

骨头塌陷#成为治疗早期股骨头坏死的关键措施)髓

芯减压术为治疗早期股骨头坏死的微创手术方法之

一#临床效果肯定'

H

(

)但是#治疗早期股骨头坏死有

很多种方法#从传统的髓芯减压*旋转截骨术*人工支

架到生长因子#这些方法都不能完全保护股骨头和避

免股骨头崩塌'

)

(

)因此#为了较好修复坏死骨组织#

增加股骨头内血运供应#促进新骨形成#在传统髓芯

减压术基础上#增加骨髓间充质干细胞移植#将能更

好地治疗早期股骨头坏死)骨髓间充质干细胞移植

是近年来研究治疗股骨头坏死方法的热点#研究认为

骨髓干细胞具有多向分化潜能#在特定理化条件和细

胞因子的作用下#有向成骨细胞分化的能力#促进骨

修复'

-

(

)经证实#含有骨髓间充质干细胞的骨细胞衍

生细胞可提供成骨细胞并促进骨形成'

/

(

)

本研究通过体外培养骨髓间充质干细胞得到较

纯的干细胞后经髓芯减压联合干细胞移植进行治疗)

本研究通过液氮法进行兔股骨头坏死模型的造模来

进行不同组治疗效果的比较#实验分组为空白组*造

模组*髓芯减压组*髓芯减压联合骨髓间充质干细胞

组)体外培养骨髓间充质干细胞结果显示#通过体外

培养可见纯度
(%\

以上的骨髓间充质干细胞#可以用

于骨髓间充质干细胞的移植)股骨头坏死病理学研

究报道已有较多)早在
$(-'

年#

IGY24

等根据镜下

病理学表现将股骨头坏死分为
0

期!

$

期为骨髓造血

功能消失#被水肿或出血及脂肪细胞所分离#出现泡

沫细胞%

1

期为骨髓内脂肪细胞坏死#造血性骨髓变为

颗粒状%

'

期为骨髓和骨小梁完全坏死%

0

期为骨髓纤

维化密集#坏死骨小梁上出现新生骨小梁'

(

(

)本研究

结果显示!与模型组相比#髓芯减压组有明显治疗效

果#表现为骨小梁面积比增加#空骨陷窝率减少#脂肪

细胞直径减少)但与空白组相比还存在明显差异)

髓芯减压联合骨髓间充质干细胞组治疗效果较髓芯

减压组更为明显#与空白组更为接近#与空白组相比

差异无统计学意义)

综上所述#经过体外提取及培养可以获得较高纯

度的骨髓间充质干细胞并用于治疗股骨头坏死)髓

芯减压和髓芯减压联合骨髓间充质干细胞对兔股骨

头坏死具有治疗作用#而后者治疗作用更为明显)
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