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·论著·

人脐血间充质干细胞移植对大鼠脊髓损伤后骨密度的
影响研究

张乐 阿良+ 李洪秋 张勇

沈阳医学院附属中心医院骨外二科，沈阳110024

中图分类号：R651．2 文献标识码：A 文章编号：1006—7108(2015)12—1465m4

摘要：目的探讨人脐血间充质干细胞移植对大鼠脊髓损伤后骨密度的影响，为脊髓损伤后骨质疏松的临床治疗奠定基础。

方法建立大鼠脊髓损伤模型，48只SD大鼠随机分为3组：假手术组(Sham)、脊髓损伤组(SCI)、hUCMSCs移植组(SCI+

hUCMSCs)，每组16只。分别于术后0周、6周和12周应用双能x线法测定大鼠腰椎及股骨骨密度。结果0周时，3组之间

股骨及腰椎骨密度均无明显差异(P>0．05)；6周时，与假手术组比较SCI组及移植组骨密度均明显下降(P<0．05)，而移植

组较SCI组有所改善(P<0．05)；12周时，与假手术组比较SCI组骨密度明显下降(P<0．01)，移植组骨密度未见明显降低(P

>0．05)，移植组较SCI组明显改善(P<0．01)。结论hUCMSCs移植有助于改善大鼠脊髓损伤后股骨及腰椎骨密度，

hUCMSCs移植可能用于治疗脊髓损伤骨质疏松，为脊髓损伤后骨质疏松的治疗提供新思路。
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Effect of transplantation of human umbilical cord blood mesenchymal stem cells on bone mineral

density after spinal cord injury in rats
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Abstract：Objective To study the influence of human umbilical cord blood mesenchymal stem cells(hUCMSCs)

transplantation in the changes of bone mineral density(BMD)after complete spinal cord injury(SCI)，and to provide important

data for clinical treatment．Methods A total of 48 rats were randomly divided into 3 groups：sham operation group(Sham)，spinal

cord injury group(SCI)，and SCI+hUCMSCs group．Sixteen rats were in each group．BMD of the lumbar spine
and the femur was

measured using dual energy X·ray at 0 week，6 weeks，and 12 weeks after the operation．Results At 0 week，BMD of the lumbar

spine and the femur among the 3 groups was not significantly different(尸>0．05)．At 6 weeks，BMD decreased significantly in

SCI and SCI+hUCMSCs groups compared with sham operation group(尸<0．05)．BMD in SCI+hUCMSCs group was improved

compared to that in SCI group(P<0．05)．At 1 2 weeks，BMD decreased significantly in SCI group compared with that in sham

operation group(P<0．叭)，but it was not significant in SCI+hUCMSCs group(P>0．05)．BMD in SCI+hUCMSCs group was

improved than that in SCI group(P<0．01)．Conclusion Transplantation of hUCMSCs can improve the BMD of the lumbar

spine and the femur in rats after complete SCI．It can be used and it provides new idea in the treatment osteoporosis after spinal cord

injury．

Key words：Spinal cord injury；Umbilical cord blood mesenchymal stem ceils；Bone mass density

脊髓损伤(spinal cord injury，SCI)是一种严重

的神经系统疾患，除可引起伤者截瘫，亦导致骨质疏

松(osteoporosis，OP)，可以显著增加骨折的发生

率⋯，且严重阻碍患者的康复进度，带来巨大的经

济负担，增加死亡率。然而其病理过程及临床治疗

}通讯作者：阿良，Email：allan936@163．corn

目前尚不明确，多重因素相互影响导致骨密度(bone

mineral density，BMD)变化，虽然相关研究较多，但

均未发现有效的治疗手段及改善方法。

脐带血因容易获得、富含干细胞、免疫原性弱、

不会引起社会及法律问题等优点而备受瞩目，已有

研究应用人脐带血间充质干细胞(human umbilical
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cord mesnchymal stem cells，hUCMSCs)治疗SCI后神

经组织的修复及再生。移植自体、同种异体的骨髓

间充质干细胞或基因修饰问充质干细胞等，可以增

加局部骨量，提高骨密度，增强骨力学强度，改善局

部骨质疏松情况。而应用hUCMSCs改善脊髓损伤

后骨质疏松尚无研究。本研究中，笔者通过在建立

大鼠脊髓损伤模型，移植hUCMSCs并检测比较移植

后股骨及腰椎骨密度的变化，探讨移植hUCMSCs对

脊髓损伤后骨密度的影响，为进一步临床应用打下

基础。

1材料和方法

1．1动物及分组

雌性10周龄SD大鼠48只，体重(210±9．8)

g，中国医科大学实验动物部提供，随机分为3组：假

手术组(Sham)、损伤组(SCI)、移植组(SCI+

hUCMSCs)，每组16只。

1．2主要试剂

低糖DMEM培养基、胰蛋白酶、胎牛血清

(Gibco公司，美国)；重组粒细胞集落刺激因子(北

京中山生物技术有限公司)。

1．3模型制作

采用脊髓横断全切术式在第10胸椎段横断脊

髓制作完全性SCI模型。10％水合氯醛(3 ml／kg)

腹腔注射麻醉，动物俯卧固定，背部剪毛，常规消毒

后铺无菌孑L巾，以T10棘突为中心取背部后正中切

口，长约3 cm，依次切开皮肤、皮下组织，剥离椎旁

肌，显露T9一T10棘突及椎板至横突根部。轻轻咬

除T10节段棘突和两侧椎板，打开椎管至椎弓根部，

打开硬膜囊，暴露脊髓上下约8 mm。以神经剥离子

在腹侧硬脊膜与椎管间穿出到对侧，轻轻挑起硬膜，

在T10脊髓节段水平以刀片切断脊髓，造成脊髓横

断的同时有2 mm左右的缺损，然后逐层缝合伤口，

术后肌注庆大霉素8万单位。模型制作成功判定标

准：打击后损伤处脊髓出血、水肿，大鼠出现摆尾反

射，双下肢及躯体回缩样扑动，麻醉清醒后双下肢呈

弛缓性瘫痪。

1．4 hUCMSCs的制备

新鲜脐带血来源于辽宁省脐血库，产妇及其家

属均知情同意，乙肝表面抗原和艾滋病抗原检测均

为阴性。自脐带抽取新鲜脐带血50～60 ml，放人无

菌肝素化(25 UI／m1)瓶中保存，快速送至实验室。

用Hank’S液按1：4比例稀释脐带血。先把淋巴细

胞分离液放入离心管中，再将稀释后的脐带血沿管

壁缓缓加入到淋巴细胞分离液上，最后把离心管放

人离心机中，以2000 r／min离心35 min一次，去除

最上层黄色淋巴细胞分离液，小心吸取中间白色的

单个核细胞层液，加入0．01 mol／L pH7．4的PBS制

成单细胞悬液，以1000 r／min速度10 min离心洗涤

两次，以5×106／ml(T．25培养瓶)的密度接种于

10％胎牛血清的RPMI 1640培养基中，置于37℃

5％CO，的培养箱内培养。培养约一周取出，吸去

旧培养基，PBS液清洗一次，用0．05％Trypsin／EDTA

混合液37℃消化10 min，加入等量的10％胎牛血清

的RPMI 1640终止胰酶的消化作用，用吸管轻轻吹

打数次，倒置显微镜下观察细胞已全部脱落，放入干

净的离心管中，1200 r／min离心10 min一次，弃上

清液，再用PBS液清洗一次，得到的细胞重悬于PBS

液，调整细胞浓度为5×103／tzL待用。

1．5 hUCMSCs的移植

用1 m1注射器吸取细胞悬液0．2～0．3 ml(1×

106)，取术后5天SCI+hUCMSCs组的免疫抑制大

鼠，固定后自尾静脉将细胞悬液缓缓注人，放回笼中

喂养。

1．6骨密度测定

1．6．1 取材：分别在大鼠术后0周、6周及12周进

行，第0周时每组随机选取4只大鼠，第6周及第12

周时每组分别随机选取6只大鼠，10％水合氯醛腹

腔注射麻醉，球后动脉取血，全血静置4 h后6000

r／min离心10 min，取上层血清，一20。C保存待测。

颈椎脱臼处死动物后取第4段腰椎及双侧股骨浸泡

于生理盐水中，一20℃保存。

1．6．2骨密度扫描：取右侧股骨及第4腰椎(L4)，

去除周围的肌肉、韧带等纤维结缔组织，用XR一36

双能x线骨密度扫描仪(美国Norland公司)及所附

小动物骨密度测试软件，测定大鼠L4及股骨骨密

度。扫描速度60 mm／s，步距1．0 mm×1．0 mm。

1．7统计学分析

所得数据以均数±标准差(贾4-s)表示，采用

SPSS 13．0统计软件行t检验，组间比较采用重复

测量方差分析，P<0．05表示差异具有统计学意

义。

2 结果

笔者对SCl 0周、6周和12周的大鼠进行研究，

发现3组之间股骨及腰椎BMD均无明显差异(P>

0．05)，见表1、图1；与假手术组比较，SCI组BMD

在6周时明显下降(P<0．05)，股骨及腰椎分别为
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(0．1729±0．0233)g／cm2、(0．1664±0．0286)g／

cm2，见图2；在12周时下降更加明显(P<0．01)，股

1467

骨及腰椎分别为(0．1626±0．0278)g／cm2、(0．1483

±0．0256)g／cm2，见图3。

表1 0周、6周、12周时3组股骨及腰椎骨密度(n=16，g／cm2)

Table 1 BMD of the femur and the lumbar spine in 3 groups at 0 week，6 weeks，and 12 weeks(n=16，g／em2)

0 week Six weeks Twelve weeks⋯
Group———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————，—一—————————————————————————————————————————

Femur Lumber Femur Lumber Femur Lumber

Sham
0．2031±0．0234+0．1988±0．0221+0．2029±0．0370。0．1972±0．0189。0．2017±0．0356{0．1969±0．0289}

SCl 0．2025±0．0204 0．1976±0．0197 0．1729±0．02336 0．1664±0．02866 0．1626±0．0278‘0．1483±0．0256‘

SCI+hUCMSCs 0．2027 4-0．0198 0．1963 4-0．0242 0．1889 4-0．0321 0．1849±0．0244 0．1953±0．0189 0．1904±0．0164

Note：+P>0．05 VS other groups；。P<0．05 VS other groups；6 P<0．05 VS SCI+hUCMSCs group；▲P<0．01 VS othe。groups：}P>0．05 vs SCI+

hUCMSCs group．
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图1 0周时3组股骨及腰椎骨密度比较

Fig．1 Comparison of BMD of the femur and the lumbar

spine among 3 groups at 0 week

Note：+P>0．05 VS other groups．
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图2 6周时3组股骨及腰椎骨密度比较

Fig．2 Comparison of BMD of the femur and the lumbar

spine among 3 groups at 6 weeks

Note：+P<0．05 VS other groups．

6周时与假手术组比较，移植组BMD明显下降

(P<0．05)，见表1、图2，股骨及腰椎分别为(0．1889

±0．0321)g／cm2、(0．1849±0．0244)g／cm2；而高于

SCI组BMD，差异具有显著性(P<0．05)。12周时与

刳

稍
由

S{lf

口Sham
ISCl
∞SCI—11¨CMSCS

图3 12周时3组股骨及腰椎骨密度比较

Fig．3 Comparison of BM D of the femur and the lumbar

spine among 3 groups at 1 2 weeks

Note：‘P<0．叭VS other groups：”P>0．05 VS SCI+hUCMSCs

group·

假手术组比较，移植组BMD未见明显降低(P>

0．05)，见表1、图3，股骨及腰椎分别为(0．1953±

0．0189)g／cm2、(0．1904±0．0164)g／cm2；而高于SCI

组BMD，差异显著性更加明显(P<0．01)。

3 讨论

SCI是一种严重的神经系统损伤，虽然相关研

究报道很多，目前临床上尚未发现完全治愈SCI、使

其达到结构及功能恢复的治疗方法，已有的神经营

养因子等促进神经细胞再生的方法效果有限‘2⋯，预

后也没有根本改观。骨质疏松是SCI后严重并发症

之一，骨量在损伤6个月内大量丢失，损伤后1～5

年的时间内骨的丢失量就可以达到病理骨折的临界

值，可以显著增加骨折的发生率。1。。不仅给患者家

庭带来巨大的经济负担，还严重阻碍了患者的康复

进度，增加了死亡率。因此SCI后骨质疏松须引起

重视，然而其病理过程及临床治疗目前尚不明

确_1。多重因素相互影响导致骨密度变化，因此要
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辨别单一因素对其影响是复杂和困难的。近年来，

关于SCI与骨质疏松的机制及治疗方法的相关研究

很多，但仍无明确、统一的结论。

骨质疏松以骨量丢失，骨显微结构破坏为特征，

因此BMD已成为评价骨质疏松的“金指标”，其检

测对于骨质疏松症的诊断、预测骨折风险及监测疗

效有重要作用∞3。Dionyssiotis Y及Rittweger J

等o
7。9

3研究均表明脊髓损伤后骨密度呈现明显下降

趋势。本研究中SCI组与假手术组比较股骨及腰椎

BMD呈下降趋势亦与该结果符合。

近年来，越来越多的研究提示干细胞移植为

SCI的再生和修复提供了可能。脐带血因容易获

得、富含干细胞、免疫原性弱、不会引起社会及法律

问题等而备受瞩目。在不同诱导条件下，hUCMSCs

可以跨胚层分化为骨细胞、脂肪细胞及神经细胞

等。1“”1，加之无伦理学等问题，是细胞移植理想的

种子细胞。比较骨髓和外周血，脐血中含有较多的

更为原始的造血细胞，在功能上也存在差异。

hUCMSCs在体外形成集落的能力、对生长因子刺激

的敏感性及刺激后进入细胞周期的速度均强于骨髓

及外周血。hUCMSCs还具有自分泌造血因子的能

力，可赋予其高增殖和扩增能力。其端粒长度比骨

髓及外周血干／祖细胞的端粒长，故寿命更长，这可

能是高增殖及扩增潜能的机制之一。脐血中的T

淋巴细胞中以未接触抗原刺激的天然T细胞为主，

分泌细胞因子的能力低下，树突状细胞功能相对不

成熟，以诱导免疫耐受为主。因此脐血免疫应答低

下，故而移植后同种移植排斥反应发生率和严重程

度均较低。许多研究已经证明hUCMSCs具有成骨

分化的潜能¨⋯。Reeva Aggarwal及Lee JH等。1州。

发现，由脐血组织诱导形成的CD34+细胞可以明显

增加骨沉积及骨密度并改善骨的微结构，同时可以

阻碍破骨细胞的分化、成熟及功能。组织学及免疫

学研究表明，hUCMSCs植入大鼠骨组织的免疫原性

较低，增殖及定位能力使其可以用来治疗局部骨缺

损¨“。应用hUCMSCs改善脊髓损伤后骨质疏松尚

无研究，在本研究中6周时移植组与SCI组比较，

BMD下降较少，12周时移植组BMD与假手术组比

较未见明显降低，移植组较SCI组明显改善。由此

说明采用hUCMSCs移植治疗提高了SCI后大鼠的

骨密度，可能有助于骨质疏松的治疗。

本研究是存在局限性的，骨质疏松以骨量丢失，

骨显微结构破坏为特征，其中骨密度的降低是由于

成骨细胞分化和骨形成的下降或者破骨细胞功能的

增强所致，而本文未对hUCMSCs移植改善骨密度的

机制及对骨显微结构的影响进行探究，在未来的研

究中将借助显微cT等方法对其做进一步的深入研

究，为骨质疏松的治疗提供新的思路。
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