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细胞膜片技术修复大鼠颅骨缺损的实验研究*
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  [摘要] 目的 探讨利用大鼠骨髓间充质干细胞(BMSCs)体外构建成骨细胞膜片并用于修复大鼠颅骨缺

损的可行性。方法 将大鼠BMSCs以高密度接种于培养皿中,并在体外向成骨细胞诱导3周,待形成膜片后

用细胞刮刮起膜片,实验组将成骨细胞膜片植入大鼠8
 

mm直径颅骨缺损区,在非成骨诱导条件下诱导形成的

细胞膜片植入大鼠8
 

mm直径颅骨缺损区为对照组,同时设置空白组。术后6、12周每组分别取材,进行大体观

察、X线检测和组织学检查。结果 在体外成功构建出成骨细胞膜片,将膜片植入大鼠颅骨缺损处12周后观

察到实验组较对照组有更多的新骨形成,组织学检查证实为新骨。结论 本实验成功构建成骨细胞膜片,为人

类骨缺损的修复提供了新的方法。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

feasibility
 

of
 

using
 

bone
 

marrow
 

stem
 

cells
 

(BMSCs)
 

in
 

vitro
 

to
 

construct
 

osteoblasts
 

cell
 

sheet
 

and
 

repair
 

skull
 

defect
 

in
 

rats.Methods Rat
 

BMSCs
 

were
 

inoculated
 

in
 

a
 

culture
 

dish
 

with
 

high-density
 

and
 

induced
 

to
 

osteoblasts
 

for
 

3
 

weeks.The
 

cell
 

sheet
 

was
 

scraped
 

by
 

cells
 

scrap
 

after
 

the
 

formation
 

of
 

the
 

cell
 

sheet,and
 

the
 

osteoblastic
 

cell
 

sheet
 

was
 

implanted
 

into
 

the
 

8
 

mm
 

diameter
 

de-
fect

 

of
 

the
 

rat
 

skull
 

in
 

the
 

experimental
 

group.The
 

cell
 

sheet
 

formed
 

under
 

non-osteogenic
 

induction
 

was
 

im-
planted

 

into
 

the
 

8
 

mm
 

diameter
 

defect
 

area
 

of
 

the
 

rat
 

skull
 

as
 

the
 

control
 

group,and
 

set
 

the
 

blank
 

group.Gen-
eral

 

observation,X-ray
 

examination
 

and
 

histological
 

examination
 

were
 

conducted
 

at
 

6
 

and
 

12
 

weeks
 

after
 

the
 

operation.Results The
 

osteoblastic
 

cell
 

sheet
 

was
 

successfully
 

constructed
 

in
 

vitro,and
 

more
 

new
 

bone
 

was
 

formed
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

than
 

in
 

the
 

control
 

group
 

at
 

12
 

weeks
 

after
 

the
 

cell
 

sheet
 

was
 

implanted
 

in
 

the
 

skull
 

defect
 

of
 

the
 

rats,which
 

was
 

confirmed
 

as
 

new
 

bone
 

by
 

histological
 

examination.Conclusion This
 

experiment
 

successfully
 

constructed
 

osteoblast
 

membranes,which
 

provided
 

a
 

new
 

method
 

for
 

repairing
 

human
 

bone
 

defects.
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  我国每年因各种原因造成的骨缺损达数百万例,
怎样修复这些骨缺损一直是临床工作中的难点。被

誉为“金标准”的自体骨移植因存在供区不足及需开

辟第二术区同时容易出现其他并发症的问题,其在临

床上的应用受到一定的限制[1]。近些年来,随着组织

工程技术的发展,组织工程相关研究已经为骨缺损的

修复开辟了新的途径。通常组织工程骨的构建主要

是将体外培养的成骨细胞接种于支架材料并用于修

复骨缺损,虽然目前在全球生物材料的研究已经取得

了很大的进展,但使用支架材料仍存在许多的不足,
如存在免疫原性,支架材料的降解速率与骨组织的形

成速率不匹配,支架材料容易造成宿主周围组织炎性
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反应等,均限制了组织工程的研究进展[2]。与此同

时,MOSCHOURISO等[3]学者提出了体外构建无支

架组织工程组织的相关研究并取得了成功。基于以

上研究,本实验将大鼠骨髓间充质干细胞(BMSCs)体
外诱导培养成为成骨细胞膜片,无需外支架,用于修

复大鼠8
 

mm直径颅骨临界骨缺损,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

5只 Wistar大鼠,4周龄,体重60~80
 

g,雌雄不

限;30只 Wistar大鼠,8周龄,体重155~175
 

g,雌雄

不限,均购于重庆医科大学动物实验中心。DEME培

养基购于美国 Gibco公司;胎牛血清购于美国 Hy-
clone公司;维生素C、地塞米松、β-甘油磷酸钠、胰蛋

白酶、抗坏血酸、碱性磷酸酶、茜素红购于美国Sigma
公司。超净工作台(苏州净化设备厂);二氧化碳恒温

培养箱(德国 Heraeus公司);离心机(上海安亨科学

仪器厂);倒置显微镜(日本 Olympus公司);高压灭

菌锅(上海新华医疗器械有限公司)。

1.2 方法

1.2.1 大鼠BMSCs的获取及培养

通过颈椎脱臼法处死4周龄 Wistar大鼠,利用眼

科剪将大鼠双侧股骨及胫骨分离出来,同时将股骨和

胫骨浸泡于含1%链霉素及青霉素的磷酸盐缓冲液

(PBS)8
 

min。随后将胫骨和股骨两端剪断,利用注射

器内的无菌PBS冲洗骨髓腔,冲洗出来的液体转至离

心管,1
 

100
 

r/min离心6
 

min后倒去上清液,加入

DMEM完全培养基(含15%胎牛血清,100
 

U/mL链

霉素、100
 

U/mL青霉素、0.29
 

g/L
 

L-谷氨酰胺),利
用尖吸轻轻吹打液体,使细胞悬浮其中,之后将细胞

接种至培养瓶中,再将培养瓶置于孵箱内培养。每

2~3天更换细胞培养基,待细胞90%融合时,利用胰

蛋白酶消化所得第1代细胞,利用同样方法获得第3
代细胞用于实验。

1.2.2 体外构建成骨细胞膜片

将消化所得的第3代BMSCs以9×104 个/cm2

密度接种于培养皿中,待细胞达到75%融合之后,则
改用成骨诱导培养基培养(含10%胎牛血清+10

 

nmol/L地塞米松+100
 

mg/L维生素C+10
 

mmol/

L
 

β-甘油磷酸钠+100
 

U/mL链霉素+100
 

U/mL青

霉素
 

+0.29
 

g/L
 

L-谷氨酰胺)。利用成骨诱导培养

基继续培养22
 

d。待膜片形成一定厚度时,利用PBS
轻轻冲洗膜片2次,之后利用细胞刮刀沿着皿底边缘

轻轻刮起膜片,使膜片与皿底分离,备用。

1.2.3 体外构建未分化细胞膜片

将第3代BMSCs以9×104 个/cm2 密度接种于

6孔板中,待细胞达到75%融合之后,改用DMEM 未

分化培养基培养(10%胎牛血清+100
 

mg/L维生素

C+100
 

U/mL青霉素+100
 

U/mL链霉素+0.29
 

g/

L
 

L-谷氨酰胺)。利用未分化培养基继续培养15
 

d。
待膜片形成一定厚度时,利用PBS轻轻冲洗膜片2
次,之后利用细胞刮刀沿着皿底边缘刮起膜片,使膜

片与皿底分离,备用。

1.2.4 成骨细胞膜片碱性磷酸酶(ALP)活性检测

将连续诱导15
 

d形成的成骨细胞膜片,利用PBS
轻轻冲洗2遍后,按照试剂盒说明书进行ALP染色,
倒置相差显微镜下观察并拍照。

1.2.5 成骨细胞膜片茜素红活性染色

将连续诱导22
 

d形成的成骨细胞膜片,利用PBS
轻轻冲洗3遍后,4%多聚甲醛固定膜片35

 

min,PBS
洗4次,然后在膜片上滴加1%的茜素红染液,使成骨

细胞膜片完全浸润,常温条件下孵育37
 

min,PBS冲

洗4次,倒置相差显微镜下观察并拍照。
 

1.2.6 体内实验

选取30只8周龄 Wistar大鼠,分成3组:实验组

(植入成骨细胞膜片)、对照组(植入未分化膜片)和空

白组,每组10只。将大鼠用10%水合氯醛腹腔注射

(0.35
 

mL/100
 

g),待大鼠麻醉后,固定大鼠四肢,修
剪去大鼠头部毛发,消毒头皮部位,铺巾完毕,在无菌

条件下利用手术刀片沿颅中缝做矢状切口,切开皮

肤,分离皮下组织,直至暴露骨膜表面。于大鼠顶骨

处提起骨膜并注入5
 

mL生理盐水,使骨膜与颅骨分

离,之后再切开并剥离骨膜,暴露出颅骨,用牙科钻制

备直径为8
 

mm的大鼠颅骨全层圆形缺损,操作过程

中利用生理盐水持续冲洗,降温,同时保护硬脑膜,术
后利用无菌PBS冲洗术区,术后彻底去除缺损区内残

余的碎骨块,按组分别植入不同复合物后,对位缝合

创口。
术后6、12周每组各处死5只大鼠,观察大鼠颅

骨缺损区的修复情况。大体观察结束后,将所有标本

的颅骨缺损区分别进行X线拍摄,检测缺损区新生骨

组织的形成情况。然后将各样本组织通过多聚甲醛

固定后再用乙二胺四乙酸(EDTA)脱钙4个月,梯度

乙醇脱水,石蜡包埋,6、12周的标本组织分别进行

Van
 

Gieson染色观察分析。选择术后12周,每组选

取5张横贯颅骨缺损区的片子,使用NIH
 

Image
 

J图

像分析系统分析切片中新生骨组织的面积占全部缺

损面积的百分比。

1.3 统计学处理

采用one
 

way
 

ANOVA
 

软件进行数据分析,计量

资料以x±s表示,比较采用t检验,以P<0.05为差
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  A:显微镜下BMSCs呈长梭形(倒置显微镜×100);B:第1代BMSCs细胞呈“旋涡状”生长(倒置显微镜×100);C:成骨细胞膜片呈一层薄膜

状;D:利用镊子提起细胞膜片(标尺=100
 

μm)。

图1  显微镜下BMSCs形态及细胞膜片大体观察

异有统计学意义。

2 结  果

2.1 BMSCs镜下观察及细胞膜片大体观察

倒置显微镜下观察到,提取原代细胞培养3
 

d后

BMSCs呈长梭形,散在分布在瓶底。待原代细胞达

到90%融合后,用胰蛋白酶消化BMSCs传代培养,第

1代细胞15
 

h后基本贴壁,此时大部分细胞呈长梭

形,再经过24
 

h的培养后开始迅速增殖,继续培养6
 

d
后细胞基本长满瓶底,呈漩涡状。高密度接种的BM-
SCs在成骨诱导液中连续培养21

 

d后,可用肉眼观察

到皿底有一层白色透明样且有一定厚度的薄膜,膜片

周围向中央卷曲,在膜片表面可用肉眼观察到白色的

矿化结节出现。利用细胞刮刀刮取膜片边缘,可以使

膜片与皿底分离,分离后膜片自行卷曲,该膜片有一

定的机械性能和弹性,可以用镊子小心提起,见图1。

2.2 细胞膜片的特征

ALP呈阳性,茜素红染色结果显示成骨细胞膜片

中有成片的深红色颗粒状的物质,见图2。

2.3 体内实验

大体观:术后6周,实验组缺损区边缘有一部分

不透明物质,与缺损区周边骨质有少部分融合,触之

偏硬。对照组缺损区边缘也有一部分不透明物质,但
面积比实验组小,触之较软,而空白组缺损区则由一

层透明的薄膜构成,触之很软。术后12周,实验组缺

损区不透明物质较术后6周更明显,区域更大,触之

组织更厚,且硬度更高,在缺损区分布不均匀。对照

组不透明区域明显较实验组偏少,但较术后6周对照

组偏多,触之硬度较6周更高。而空白组透明的薄膜

增厚,无明显不透明区,但缺损区缺损边缘有少量不

透明物质形成,见图3。

X线检测:术后6周,实验组及对照组有一部分

絮状矿化阻射影,其中实验组阻射影面积较对照组更

大,而空白组则呈明显透光影,无矿化组织。术后12
周,实验组及对照组相较于术后6周,絮状阻射影面

积都增大,密度均增高,但实验组比同期对照组不透

影面积更大,部分区域密度趋近于正常骨组织,而空

白组缺损区域仍然呈明显透光影,但其缺损边缘有少

部分不透光影,见图4。

  A:ALP呈淡黄色;B:成骨细胞膜片茜素红染色呈现出深红色

颗粒。

图2  成骨细胞膜片钙沉积物的检测(倒置显微镜×100,

标尺=100
 

μm)

  组织学检查:术后6周,可见实验组、对照组、空
白组缺损区域大部分仍然呈纤维组织覆盖,但在实验

组缺损区散在有一些软骨样组织生成,其中可见许多

软骨细胞,实验组缺损区新生骨面积占缺损区面积比

对照组更大,而空白组仍为纤维组织,仅在缺损周围

区域有少量新骨。术后12周,实验组缺损区域有更

多的软骨转化为新骨组织,散在分布在缺损区域,放
大图可见有许多成骨细胞、骨基质、骨陷窝等结构。
对照组也有一些新生骨生成,散在分布于缺损区域,
但实验组新生骨占缺损区比例较对照组更多,而空白
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组缺损区仍由成纤维细胞所占据,见图5。统计分析

显示术后12周,实验组新生骨组织占缺损区面积为

(18.8±1.7)%,对照组为(4.3±2.3)%,空白组为

(3.2±1.5)%。实验组比对照组及空白组有更多新

生骨组织的生成,差异有统计学意义(P<0.05),而对

照组和空白组新生骨比较,差异无统计学意义(P>
0.05),见图6。

图3  实验组、对照组、空白组大鼠颅骨大体观

图4  实验组、对照组、空白组大鼠颅骨X线检测
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  术后6周,实验组有少量软骨样组织形成;术后12周,实验组相较于对照组及空白组有更多的新生骨组织生成(黑色箭头代表颅骨缺损两端);

A、B、C:12周3组染色放大区域图。

图5  实验组、对照组、空白组Van
 

Gieson染色

  
  a:P<0.05。

图6  实验组、对照组、空白组新生骨组织定量分析

3 讨  论

细胞膜片技术是由日本学者OKANO于1993年

提出[4],目前,细胞膜片技术已经广泛运用到组织工

程的各个领域中[5]。该技术最大的优点是不需要胰

蛋白酶消化细胞,这样既保存了细胞与基质之间、细
胞与细胞之间的链接蛋白,同时也保存了在培养细胞

过程中细胞不断分泌的细胞外基质,以及其中的许多

生长因子[6-9]。
近年来,利用细胞膜片技术已经成功构建出了许

多软组织,如角膜、皮肤、心肌、骨、软骨等软组织[10],
而用于构建硬组织例如骨组织却少有相 关 报 道。

2010年 MA等[11]利用兔的BMSCs成功修复了兔颅

骨缺损。基于此,本实验基于细胞膜片技术在体外将

大鼠BMSCs向成骨细胞诱导,并在体外成功构建出

了无支架骨组织,通过观察,该组织具有一定的厚度

及弹性,能用镊子提起,虽然该膜片早期机械性能不

够,不易塑性,但将其植入大鼠颅骨临界骨缺损,也能

成功修复大鼠颅骨大部分缺损区域。本实验的成功

为骨缺损提供了一条新的途径,该方法无需外支架,

避免了支架材料植入体内导致炎性反应和支架材料

降解速率与骨组织形成速率不一致的支架材料降解

不足等问题[12-17]
 

,同时结合了细胞膜片技术的诸多优

点,避免了传统方法将细胞消化后再依附于支架材

料,导致细胞间细胞外基质及相应的生长因子的破

坏[18]。现该技术已经得到大量的研究,获得了长足的

发展,但通过该技术生产的新生组织仍然存在着无神

经细胞调节及血供不足,重塑新生骨较难操作等问题

仍然需要进一步的研究[19]。
综上所述,本实验的成功为将来利用人类自体

BMSCs用于修复骨缺损提供了一个新的思路,同时

也提供了有力的动物实验依据。
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