
通信作者!余化龙$男$副教授$硕士生导师$研究方向!手显微外科$+,-./0!1242.083Jr#$$?5UU678-

骨髓间充质干细胞复合 M型胶原修饰的聚乳酸聚乙醇酸对
骨质疏松大鼠骨缺损的影响
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摘要!目的9通过将骨髓间充质干细胞复合W型胶原修饰的聚乳酸聚乙醇酸"iaf!#微球支架注入骨质疏松大鼠股骨转子间$

探讨其对骨缺损后骨质量的局部改善情况% 方法9通过切除 '$ 只 <Y雌性大鼠双侧卵巢建立骨质疏松动物模型$并用电钻

在股骨转子间人为制作骨缺损'实验动物按随机数字表法均分为给药组&模型组和假手术组% 给药组大鼠骨缺损部位注入骨

髓间充质干细胞复合W型胶原修饰的iaf!微球$模型组大鼠骨缺损部位注入id<缓冲液$假手术组大鼠行假手术% 分别考

察术后 %&' 个月骨缺损部位的骨矿含量&骨密度&骨小梁厚度&骨小梁面积百分比及分离度% 结果8骨髓间充质干细胞与W型

胶原修饰的iaf!微球支架体外培养 * S$发现细胞在支架表面黏附&生长良好% 与模型组比较$给药组动物术后 % 个月的骨

密度&骨小梁厚度&骨小梁面积百分比均显著增大$骨小梁分离度显著减小$均差异有统计学意义"'g$6$&#$骨矿含量变化不

明显"'n$6$&#'给药组动物术后 ' 个月的骨矿含量&骨密度&骨小梁厚度&骨小梁面积百分比均显著大于模型组$骨小梁分离

度显著小于模型组$均差异有统计学意义"'g$6$&#% 结论8骨髓间充质干细胞复合 W型胶原修饰的 iaf!微球可修复大鼠

骨质疏松部位骨缺损$改建骨小梁结构$提高骨质量%

关键词!骨髓间充质干细胞'聚乳酸聚乙醇酸'骨质疏松'骨密度
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99目前已有的人工骨修复替代材料均是通过物

理方法固定骨质疏松部位的骨小梁微骨折$填充骨

小梁间的微小骨缺损$进而预防和治疗骨折$但这

些方法存在共同的缺点!"%#物理性填充椎体对骨

小梁改建无促进作用'"##存在渗漏的风险'"'#材

料的长期力学特性尚有待研究(%,#)

% 理想的可注射

性骨修复材料要能以微创方式修复病变部位$其制

备应考虑生物活性物质骨诱导和基质材料骨传导

的优点(',:)

% 目前$能够提高骨质疏松部位力学强

度并能促进骨小梁改建的骨填充材料较少% 研究

表明W型胶原可促进骨髓间质干细胞黏附&增殖$并

向成骨细胞分化(&)

$且聚乳酸聚乙醇酸共聚物"ia,

f!#微球已广泛用于骨组织工程种子细胞扩增(()

%

但未见应用干细胞复合iaf!微球支架预防骨质疏

松性骨缺损的相关报道% 本研究建立大鼠骨质疏

松动物模型$将骨髓间充质干细胞复合 W型胶原修

饰的iaf!微球支架注射入大鼠股骨转子间的骨缺

损部位$通过考察骨密度&骨显微结构等指标探讨

此复合材料在骨质疏松部位改善骨质量的效果%

研究目的在于观察骨髓间质干细胞与W型胶原修饰

的iaf!微球支架结合的能力$并观察骨髓间质干

细胞复合W型胶原修饰的iaf!微球在动物骨质疏

松部位的成骨情况%

78材料与方法

7E78材料

7E7E78实验动物9清洁级健康雌性未孕 <Y大鼠

'$ 只$' 月龄$体质量约 #$$ J'另 # 只 &$ J雌性大

鼠用于培养骨髓间充质干细胞$实验动物购自南昌

大学医学实验动物中心$动物使用许可证号!<KIb

"赣##$%&,$$$'% 动物实验遵循/关于善待实验动

物的指导下意见0的相关规定%

7E7E;8主要试剂与仪器9聚乳酸聚乙醇酸"ia,

f!# "美国$</J-.#'W型胶原"美国$<.3M.7O2E公

司#'胎牛血清&Y;+;低糖培养基"美国$"17083F

公司#'青霉素&链霉素混合液&胰蛋白酶,乙二胺四

乙酸消化液"南京$凯基生物#'磷酸盐缓冲液"南

京$碧云天生物技术研究所#% h<;,(*$$_扫描电镜

"日本$h+Ha公司#'cỲ ,:&$$!双能 I线骨密度

仪"美国$"HaHfW[公司#';/7O8[e系统"比利时$

<V1B7.3 公司#'[H

#

恒温孵育箱"日本$<!DKH公

司#'["[,#%# 光学显微镜&[b:$ 倒置显微镜"日

本$HaK;i><公司#%

7E;8实验方法

7E;E78骨质疏松模型的制备8所有实验雌性 <Y

大鼠在全麻状态下行去势手术切除双侧卵巢$卵巢

切除后饲养 ' 个月(*)

%

7E;E;8骨髓间充质干细胞的分离与培养9将 # 只

&$ J雌性 <Y大鼠处死$分离股骨干和胫骨干$剪去

干骺端$id<冲洗骨髓$冲洗液 )$$ O+-/3

C%离心 '

-/3$弃上清% 用 ' -aY;+;培养基"含体积分数

为 %$=的胎牛血清$%$ J+a

C%青霉素&链霉素混合

液#重悬$接种至 *& -a培养瓶中% 定期更换细胞

培养液&并消化传代())

%

7E;E<8iaf!微球支架的制备和修饰9将 %6#& -a

不同浓度"&$ J+a

C%和 %$$ J+a

C%

#的D"

:

"[H

'

溶

液"L% 相#加入 : -a不同浓度"%&6(&'%6'&(#6& J

+a

C%

#的iaf!有机溶液中"H相#$冰水浴中乳化

得到初乳液"L%@H#% 将所得初乳液倒入 %&$ -a%

J+a

C%的ik!水溶液中"L# 相#$搅拌得到二次乳

液"L%@H@L##$有机溶剂挥发得到 iaf!多孔微

球$蒸馏水洗涤% 将 iaf!多孔微球分散于过量的

# -80+a

C%乙二胺水溶液中$水解后的微球用蒸馏

+?%(+
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水清洗% 将微球浸泡于 & J+a

C%的 W型胶原溶液

中$: x过夜$蒸馏水清洗制成 W型胶原修饰的 ia,

f!微球支架$进行($

[8辐射消毒(?,%$)

%

7E;E=8iaf!微球支架与骨髓间充质干细胞联合

培养9取第 ' 代骨髓间充质干细胞$+Ye!溶液消

化细胞$并调整细胞密度达到 % y%$

* 个+毫升 C%

%

向 ( 孔板中每孔加入 % -aY;+;&% -aW型胶原修

饰的iaf!微球和 % -a细胞悬液"% y%$

*个+毫

升 C%

#$再加入 ' -aY;+;% 每天半量换液$第 ( 天

改为无血清培养基% 将细胞复合支架与无血清培

养基共同培养至第 * 天$取部分材料于扫描电镜下

观察微球表面细胞的生长情况$其它用于体内

实验%

7E;E@8动物骨缺损制作及分组9<Y大鼠麻醉后切

开并显露双侧股骨大转子$以电钻自大转子向小转

子方向制作直径 #6& --&深 ' --的骨缺损(%%)

% 将

'$ 只去势大鼠按随机数字表法分为 ' 组$每组 %$

只% 假手术组大鼠行假手术&模型组大鼠股骨转子

间骨缺损区注入id<缓冲液&给药组大鼠股骨转子

间骨缺损区注入骨髓间充质干细胞复合W型胶原修

饰的iaf!微球$每侧注入均约为 '$

!

a$分层缝合

肌肉&皮肤% 术后 % 个月和 ' 个月每组各处死 & 只

大鼠$取出完整股骨$剔净软组织后生理盐水纱布

包裹$ C#$ x保存%

7E;EG8股骨转子间区骨密度测定9股骨标本置于

双能I射线骨密度仪的探头下$应用小动物软件进

行股骨扫描$测定股骨转子间区骨矿含量和骨密度%

7E;ES8股骨转子间区骨小梁结构观察9将股骨自

小转子下缘离断$近端部分沿长轴置于样品容器

内$于电压 )$ Vk$分辨率 (6)

!

-条件下进行;/7O8

[e扫描$测定股骨转子间区骨形态计量学指标% 骨

形态计量学检查指标!骨小梁厚度用于描述骨小梁

结构形态$数量一定的条件下$厚度越大$骨量越

多'骨小梁面积百分比为骨小梁面积占骨组织面积

的百分比$反映骨量的多少'骨小梁分离度用于描

述骨小梁间的平均距离$分离度越大$骨小梁间距

越大$骨质越疏松%

7E<8统计学方法9数据均以Ll<表示$应用 <i<<

#$6$ 统计软件分析$采用单因素方差分析$组间两

两比较采用a<Y检验'以'g$6$& 为差异有统计学

意义%

;8结果

;E78骨髓间充质干细胞与微球支架联合培养观察

图 %!显示iaf!微球显微电镜结构$W型胶原修饰

的iaf!微球支架表面有大量胶原丝"图 %d#$骨髓

间充质干细胞与W型胶原修饰的 iaf!微球支架共

培养 * S 后$骨髓间充质干细胞可在微球支架表面

黏附并生长良好"图 %[#%

;E;8术后 7 个月骨矿含量"骨密度及骨小梁组织形

态学的比较9与模型组比较$给药组动物术后 % 个

月股骨转子间区的骨密度&骨小梁厚度&骨小梁面

积百分比均显著增大"'g$6$&#$骨小梁分离度明

显减小"'g$6$&#$但两组间骨矿含量比较$差异无

统计学意义"'n$6$&#'与假手术组比较$给药组动

物术后 % 个月股骨转子间区骨密度显著增大"'g

$6$&#$骨小梁分离度显著减小"'g$6$&#$见表 %%

999 999

图 78骨髓间充质干细胞与微球支架联合培养电镜观察

表 78两组动物术后 7 个月骨矿含量"骨密度及骨小梁组织形态学的比较
@Ll<

组别 鼠数@只 骨矿含量@-J 骨密度@J+-

C# 骨小梁厚度@

!

- 骨小梁面积百分比@= 骨小梁分离度@

!

-

给药组 %$ :#6:( l:6)$

$6'%) l$6$%'

.T

:&&6?) l#%6?*

.

?6(' l$6::

.

#(&?6?: l%%*6?'

.T

模型组 %$ '(6&# l(6## $6#(: l$6$#:

#&$6#& l')6((

T

)6:$ l$6'?

T

'##(6** l))6?*

假手术组 %$ '(6$% l&6$( $6#(% l$6$#' ::&6$) l#&6#? ?6'& l$6&' '%&:6): l?$6#?

I值 #6#%' %%6?)* *(6)%( ?6??? :*6(&'

'值 $6%&# $6$$% $6$$$ $6$$' $6$$$

99注!与模型组比较$

.

'g$6$&'与假手术组比较$

T

'g$6$&%

+$#(+
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;E<8术后 < 个月骨小梁形态变化8股骨转子间区

;/7O8[e扫描结果显示$模型组骨小梁断裂$排列

较稀疏$形态结构完整性差'给药组骨小梁粗壮&饱

满$形态结构完整$连接成网状$见图 #%

!6模型组9999999999d6给药组

图 ;8术后 < 个月股骨转子间区骨小梁结构

>#-" IK扫描图

;E=8术后 < 个月骨矿含量"骨密度及骨小梁组织

形态学的比较9与模型组和假手术组比较$给药组

动物术后 ' 个月股骨转子间区的骨矿含量&骨密

度&骨小梁厚度&骨小梁面积百分比均显著增大"'

g$6$&#$骨小梁分离度均明显减小"'g$6$&#'与

假手术组比较$模型组动物术后 ' 个月股骨转子间

区的骨矿含量&骨密度&骨小梁面积百分比均明显

减小"'g$6$&#$见表 #%

<8讨论

目前常采用椎体成形术或椎体后凸成形术治

疗骨质疏松症椎体出现骨折的病人$手术中常采用

的骨水泥聚甲基丙烯酸甲酯"i;;!#可导致多种术

中及术后并发症$主要包括!骨水泥凝固时产生的

凝聚热可能灼伤邻近组织$也可能烧伤椎体内骨细

胞而影响骨折愈合'i;;!单体吸收还可引起低血

压休克'骨水泥界面出现异物反应$可造成骨吸收$

导致椎体力学强度下降'i;;!无活性且不可降

解$一旦注入体内将成为永久性的异物存在$并影

响骨的重塑(%#,%')

% 因此$对于临床上更为多见的骨

密度下降严重&濒临骨折的,高危-骨质疏松症病

人$并不适合采用此类手术治疗%

研究表明骨质疏松症常伴间充质干细胞增殖

和成骨分化能力的下降$成骨细胞成骨能力也降

低$局部注射正常间充质干细胞可改善骨质疏松部

位的骨结构(%:)

$骨髓间充质干细胞易于分离增殖$

具有多向分化潜能等优点$使其成为免疫调节组织

修复和细胞治疗的首选材料(%&)

% W型胶原是骨组

织重要的细胞外基质$将W型胶原均匀包被在iaf!

材料表面$可实现种子细胞在材料上良好的黏附和

生长% 已有文献报道干细胞复合支架材料治疗骨

缺损的研究结果(%(,%*)

$如腺病毒介导的骨保护素转

染脂肪干细胞复合W型胶原修饰的 iaf!) 周后可

以促进大鼠骨质疏松左侧股骨骨折部位早期骨痂

的形成$增加剪切强度&弹性模量&最大应力及最大

载荷降低剪切应变$改善骨折愈合后的力学强

度(%))

% 本研究设想制备 W型胶原修饰的 iaf!微

球支架$将骨髓间充质干细胞与支架复合后通过注

射的方法植入骨质疏松模型动物骨缺损部位$促进

骨小梁改建$提高骨质力学强度$预防骨质疏松性

骨折%

骨密度指单位面积的骨矿含量$具有较高的精

密度和准确度$能直接反映骨量的变化$而骨矿含

量只能反映大鼠整体的骨量变化$用于评价骨量丢

失效能较差% 本研究结果显示$术后 %&' 个月骨密

度值显著高于模型组$术后 ' 个月骨矿含量也显著

高于模型组$说明植入干细胞复合 W型胶原修饰的

iaf!支架能在一定程度上提高骨质疏松动物骨缺

损部位的骨密度值%

骨强度主要由骨的矿物质含量决定$但骨密度

与骨强度有时并不完全一致$骨密度并不能完全反

映骨强度高低$而骨的结构对骨强度具有较大影

响% 因此$在骨质疏松症的诊断和治疗中对骨结构

变化的把握具有重要意义% ;7O8[e的空间分辨率

高$并可重建骨小梁模型$其采用三维测量与三维

成像方法可直接测定骨形态参数$测量参数与传统

形态计量参数高度相关$精确度亦高于传统骨组织

表 ;8两组动物术后 < 个月骨矿含量"骨密度及骨小梁组织形态学的比较
@Ll<

组别 鼠数@只 骨矿含量@-J 骨密度@J+-

C# 骨小梁厚度@

!

- 骨小梁面积百分比@= 骨小梁分离度@

!

-

给药组 %$

&$6&: l&6#&

.T

$6'#) l$6$%?

.T

'&(6)( l#&6)&

.T

(6&* l$6''

.T

%&&#6:$ l*'6&&

.T

模型组 %$

#*6*' l(6(?

T

$6#$' l$6$%*

T

):6(* l?6&'

:6*# l$6%?

T

:&)*6(' l'?%6((

假手术组 %$ '*6%: l&6%) $6#&$ l$6$## %$%6#$ l%#6#& &6#' l$6%) :*&%6'( l'%:6?:

I值 %?6)?# &'6:)? '):6%)$ *)6#'# %))6(?(

'值 $6$$$ $6$$$ $6$$$ $6$$$ $6$$$

99注!与模型组比较$

.

'g$6$&'与假手术组比较$

T

'g$6$&%

+%#(+
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形态计学(%?)

% 文献报道$因为新生骨小梁的骨量减

少&连接减少$骨质疏松症将影响骨质疏松大鼠的

骨折愈合(#$)

% 本研究显示$术后 %&' 个月骨小梁厚

度&骨小梁面积显著大于模型组$术后 %&' 个月骨

小梁分离度也显著小于模型组$说明植入干细胞复

合W型胶原修饰的iaf!支架能够修复骨质疏松部

位的骨缺损$并促进了骨小梁的改建$提高骨的质

量%

本研究尚存在一定的局限性$如每组实验动物

样本量较少$在以后的实验中将增加样本量$并进

行大动物实验以进一步验证材料骨修复的效果%

另外$本研究中使用的植入材料强度需进一步改进

以满足临床上对术后即刻稳定的要求%

综上所述$本研究制备了W型胶原修饰的iaf!

微球支架$将干细胞与支架进行体外培养$通过注

射方式将复合材料植入骨质疏松大鼠骨缺损部位$

术后 % 个月时$复合支架能够更快地修复骨质疏松

性骨缺损'术后 ' 个月该复合支架可促进骨质疏松

部位骨小梁的改建$提高骨质量$在一定程度上发

挥骨质疏松性骨折预防和治疗的作用%
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