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成骨细胞移植促进老龄鼠骨质疏松性骨折 

愈合过程中 VEGF的动态变化 

曾敬 徐栋梁 丘钜世 吴惠茜 张萌 梁惠珍 

【摘要】 目的 动态观察在幼龄成骨细胞移植促进骨质疏松性骨折愈合过程中．VEGF在不同 

时相的表达及其生物学意义。方法 通过建立老特骨质疏松 sD大鼠骨折的动物模型．并将体外培 

养的 sD雄性乳鼠成骨细胞移植到 sD雌性鼠老年骨质疏松性骨缺损部位，利用免疫组化及原位杂 

交检测骨折愈台过程中不同时相的移植标本 VEGF、VEC．FmRNA的表达，并作图像分析、绘出其动态 

变化圉。簟果 实验组 VEGt'、~EGt'mRblA均在1 d左右可见有阳性表达的细胞，14 d有分枢高峰 ， 

其中以软骨细胞中阳性最强，21 d分泌量开始下降，56 d后基本消失。而对照组未见明星分蹲高峰。 

耋胄论 成骨细胞移植促进老龄鼠骨质疏橙性骨折愈台 ，其机制可船是通过促进 VEGF的转录和表 

达，从而促进骨折部位建立良好的血液循环，加速骨形成。 
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老年骨质疏松性骨折愈合困难，甚至不愈合，目 

前的治疗方法疗效不尽理想。近年来，成骨细胞的 

同种异体移植 ，促进骨折愈合的研究正 l起重视。 

本文应用 SD雄性乳鼠颅骨骨膜分离培养成骨细 

胞，移植到老龄雌性鼠的实验性骨缺损处，观察促进 

骨缺损修复的作用，并应用分子生物学技术观察血 

管内皮生 长因子( ar endothelial factor， 

WgF)在骨折不同阶段的表达。 

基金礓目：广东省重点科技攻关项目资助(9622o5o一03) 

作者单位：$10060 广州．中山医科大学肿瘸医院病理科{曾 

敬)．中山压科大学附一院骨科{榇掾蘩)，中山医科大学病理教研室 

(丘 世、昊毫茜、张萌、槊惠珍) 

材料和方法 

·论著 · 

1．实验动物：由本校实验动物中心提供。SD 

大鼠(清洁级)，雌性，l5一l8月龄，体重4∞ 451)E， 

以体重差小于 2．0 g配对，8O～9o只，分笼饲养。 

2．动物模型建立：无菌技术和麻醉状态下(3％ 

戊巴比妥钠，加 tn kg体重腹腔内注射)。用骨科钻 

在单佣胫骨中上段钻取直径 3 n 的骨缺损 ，其深 

度为一佣骨皮质与骨髓直径之和，逐层缝合骨缺损 

表面的骨膜和肌肉层。 

3．成骨细胞移植 ：①成骨细胞培养：参阅文献 

[2]；②细胞悬液的制备：胰酶消化、收集于离心管 

内，离心 loo0f·min。。，5 min；弃上清，用无血清培养 

液洗2次，离心 looof·mln。。，5 min；弃上清，加人无 

血清培养液打散细胞团，计数细胞敷，吸人注射器备 
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移植用；在实验组注入成骨细胞 2 x 1 个，0．2 ml； 

对照组注入等量无血清培养液。 

4．标本的收集和处理：手术后 3、7、l0、14、2l、 

28、56、84 d处死(每次处死实验组及对照组大鼠各5 

只)，取胫骨，于 10％福尔马林中固定24 h，先行 X射 

线摄片，记录结果。后硝酸脱钙4～5 h，石蜡包埋，作 

5 连续切片。HE染色、免疫组化及原位杂交。 

5．免疫组化染色(sP法)及原位杂交，所用试 

荆：兔抗 VEGF购于北京 中山公司，浓度 1：50，sP、 

DAB试剂盒购于福建迈新公司，VEGF探针、原位杂 

交试剂盒购于武汉博士德生物制品公司。 

6．VF_X；FmRNA原位杂交：VEGF寡核苷酸探针 

来源于：人基因 NM003376 GI4507884．①65．95(探针 

系列-C,GAGA TGGAG GTGGT ACGGT CCGAC．)；②太 

鼠基 因 541．575(探针 系列．GCTC,C AACTC Âm  

C,CTI~ CATGA ACGTC CCCAC．)；③ AA924335 

GI2=}4475 121．155(探针系列．1nlĜ CGAGATcTCT 

GITI'C TC,CAC TACAA TrATA．)。人和小鼠、太鼠有 

较高的同源性。原位杂交的具体步骤：①常规脱蜡 

水化(球冻切片从②步开始)；②3％ O ，室温 l5 

txfin；③胃蛋白酶消化，37℃ 15 tr~n；④PBS洗5 rainx 

3次；⑤杂交：每张切片加 20出含地高辛标记探针 

的原位杂交液。37℃杂交过夜 ；⑥2 x SSC 5min x 3 

次；0．2×SSC 5 rain×3次；⑦封闭液室温 20 min；⑧ 

加抗地高辛抗体37℃60min；⑤PBS洗5 Ininx 3次； 

⑩加羊抗兔 IgG；37'C30 min；⑩PBS 5 min×3次；⑩ 

加 SABC．37℃ 30 mln；⑩PBS 5 min 3次；@DAB显 

色，复染，封固。原位杂交所设置的对照包括：①阳 

性对照(肝癌)；②同一阳性切片的连续切片先经 

m 酶消化 37℃ 1 h后再进行原位杂交；③ 自身空 

白对照，同一阳性切片的连续切片，平行操作．以预 

杂交液代替杂交液。 

7．观察摄片：用显般镜观察实验组与对照组阳 

性细胞形态及分布，并从取材不同时相薅寨细胞阳 

性产物的动态变化，进行真彩色圈像分析 (德国 

Koutron公司 IBAS真彩色图像分析仪，见表 2)。数 

据处理：图像分析结果的处理根据申洪推荐 的方 

法，算出阳性单位值(PLI)。Pu=100 x l GI—G ̈  

(1一Â．)xG一(G。、G 分别为不考虑灰度设定方法 

时A区域及 A区域中阳性反应产物 -舶灰虚级。 

A 为a在A区中的面积密度，c．为但曩嘏最大灰 

度分级。 

结 果 

1．X射线和组织学显示：实验组：术最'd纤维 

骨痂形成，有软骨岛出现；木后 14 d软．1穗骨癞形 

成并取代纤维性骨痈，出现网状的荚昔小鬃瞎构，有 

钙盐沉着，并与软骨相连：术后 21 d新生■组织与 

旧骨组织出现融合，骨小粱结构增加并B羞戚熟；术 

后28 d成熟的骨小粱组织形成同状；术后 56—84 d 

软骨性骨痴已逐渐被骨性骨痴取代．小粱状骨经改 

建成熟，与主应力方向一致，骨折部位髓腔再通，出 

现成熟板层骨，骨折基本愈合。对照组：术后 7 d有 

血肿部分机化，未见典型纤维性骨痈，软骨岛几乎不 

见；术后 14 d可见有少量软骨岛出现，偶见孤立 的 

骨小粱样结构；术后 21 d新生骨组织大帮游离与孤 

立存在．与旧骨组织相连者少；术后 28 d骨小粱仅 

有少部分连结成网状；术后 56—84 d部分骨映损存 

在，不见成熟板层骨，可见部分编织骨，大部分髓腔 

不通，骨折愈合延迟。 

2 免疫组化结果：VEGF阳性为胞浆内棕色颗 

粒(图 1)。在骨折修复过程中．VF_X；F的表达有动态 

规律性(如表 1)。 

3 免疫组化图像分析结果 

裹 1 vEGF在骨折不同时相免疫组化结果 
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衰 2 VEGF骨折愈合不同时相的免疫组化图像分析结果 (Pu±△s) 

圈 1 实验组术后 14 d软骨细胞 

中 VEGF(+)(1Hc) 2∞x 

4．原位杂交结果：VEGFmRNA阳性信号为胞浆 

内棕色颗粒(主要分布在胞浆内，图2)。 

实验组骨折3 d时，VEGFmRNA为阴性。7 d时 

开始出现VEGFmRNA阳性，阳性细胞主要为纤维骨 

痴中的成纤维细胞和血管 内皮细胞。VEGFmRNA 

在 14—21 d时处于最旺盛合成分泌时期，此期阳性 

细胞主要位于软骨性骨痂中的软骨细胞，软骨细胞 

增生活跃。以后逐渐减弱，到84 d时，已完全消失。 

对照组骨折 3 d时，VEGFmRNA为阴性，7 d时开始 

出现 VEGFmRNA弱阳性信号，VEGFmRNA在 14—21 

d时阳性信号较强，但不见明显分泌高峰，以后逐渐 

减弱消失。所设置对照：阳性对照呈阳性，阴性及空 

白对照为阴性。 

讨 论 

本实验中，实验组的成骨细胞移植后，可在受体 

骨折部位局部生存 ，生长繁殖，其纤维性骨痴、软骨 

岛形成出现时间早(术后 7 d)，生长快。而对照组软 

骨岛出现时间晚(术后 14 d)，骨小梁成熟者少，骨痂 

内多为岛屿状孤立骨小梁，同种异体成骨细胞移植 

可促进骨质疏松性骨折愈合。VEGF(血管内皮生长 

因子)是 1989年Fen~a 等人从牛垂体滤泡星状细 

胞体外培养藏首先分离纯化出来的。VEGF最重要 

圈2 实验组术后 14 d软骨细胞 

中 VEGFmRNA(+)(ISH) 400 x 

的生物学活性就是特异地作用于内皮细胞，促其增 

殖和生长血管 。本实验结果显示：骨折 3 d时， 

VEGFmRNA为阴性，在细胞外间质中有少量 VEGF， 

7 d时开始出现 VEGF与 VEGFmRNA阳性，VEGF与 

VEGFmRNA在 14～21 d时处于最旺盛台成分泌时 

期，与骨折愈合过程中骨形成时间同步。因此，我们 

可推想，VEGF首先来自血肿 中血小板和坏死细胞 

的释放，然后由自身细胞开始合成，并释放发挥作 

用。实验组比对照组 VEGF含量增高，时间与骨形 

成时间一致，有利于骨折部位血管网络的建立，促进 

骨折缺损区的新陈代谢，加速骨折愈合。对照组 

VEGF和 VEGFmRNA两者含量均低，这说明对照组 

VEGF含量低与低转录有关，而与蛋白质的翻译无 

关。要提高组织中蛋白质的含量，应着眼于提高细 

胞基因转录，从而促进相应蛋白的翻译合成。可见， 

移植的成骨细胞促进了 VEGF的合成分泌，对促进 

骨折愈合有积极意义。研究证实 VEGF在骨形成和 

代谢中的作用主要是：通过促血管生成参与骨发育 

形成 ；如骨质疏松其骨组织中存在血流下降和窦 

状微血管缺损” 。VEGF可特异作用于内皮细胞，发 

挥其生理词节作用。VEGF作为旁分泌的因子参与 
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骨形成与代谢；VEGF促进内皮细胞增生参与骨愈 

合，无论在纤维性骨痂软骨骨痴和骨性骨痴，内皮细 

胞形成毛细血管，把营养带人并带走代谢产物。软 

骨骨痴的软骨成骨过程中，尤其依赖新生血管的长 

人，随着软骨细胞的死亡，血管连同成骨细胞侵入软 

骨骨痴，然后使软骨骨痂演变为骨性骨痴。因此 

VEGF可作为一种生物制剂，用于骨折、骨缺损、骨 

不连、骨质疏松等伤、病的治疗，在促进骨修复方面 

的前景非常广阔。 

目前关于导致骨不连的确切机制虽然还不完全 

明了，但已经知道骨的再生修复需要 3个基本过 

程 ：①创伤部位成骨细胞的募集：骨折部位成骨细 

胞的聚集是骨形成的基础；②诱导骨形成：在诱导骨 

形成的各生长因子诱导下，细胞增殖分化及基质合 

成，对骨折修复的启动，调控及塑形起重要作用；③ 

刨伤部位血管网络的建立：创伤部位毛细血管长人 

的速度和深度，为组织的修复带人必须的营养，促生 

长因子及足量的钙质，对加强创伤部位与周围组织 

的信息传导沟通，物质交换有重要意义 骨折断端 

周围未分化问充质细胞的分化方式取决于局部的血 

供因紊和应力因素 。目前我们知道 VEGF与这一 

作用密切相关。异体骨移植中，其新骨替代逊于 自 

体骨移植，也与初期的血管阻塞变性，坏死造成的血 

供重建延迟有关 因此，促进骨折愈合过程中， 

对该环节的重视应是非常必要的。在骨折愈合的过 

程中，这 3个环节相互依赖，相互协调，相互重叠地 

作用。透彻地了解诸多生长因子与三者的网络关 

系，对揭示骨折愈合的机制有重要意义。 

在本实验中，从骨再生修复的 3个基本过程来 

看，成骨细胞移植首先为骨形成募集了一定的细胞 

数，参与成骨作用，对老年性骨质疏松因成骨细胞能 

力下降，而导致的骨不连具有特殊意义；其次，细胞 
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移植后可见 VEGF分泌量增加，出现高峰与对照组 

相比，峰值增高，时相提前，对骨诱导起积撅作用；再 

者，由于VEGF促血管内皮和毛细血管生成作用，对 

建立良好的血液循环网络，促进骨形成有积板作用。 

从移植细胞的远期效应及转归来看，未见明显不良 

反应。因此，幼龄成骨细胞移植可考虑作为促进老 

年骨质疏橙性骨折愈合的一个有效手段。它具有非 

常广阔的应用前景和临床价值。 
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·消息 · 

我国首部《骨细胞图谱与骨细胞体外培养技 出版 

建立骨细胞体外培养技术是开展骨细胞生物学、骨代谢分子生特学机制和骨质疏松症防治药袖研究的 

基础。夏旦大学医学院(原上海医科大学)骨代谢研究室王洪复教授主编、由上海科技出版社出版的<骨细 

胞图谱与骨细胞体外培养技术》一书展示了成骨细胞、破骨细胞在生理、病理过程中及药物处理后的形态、 

功能表达和代谢反应，井介绍了骨细胞体外培养实验技术和常用试荆配制、骨片制作方法
。 内客新 颖、图像 

清晰，具有形态和功能相结合和仝面、实用等特点。对从事骨代谢基础研究和代谢性骨痛临床工作者是一 

本难得的参考工具书。 
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