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·论著·

富血小板血浆联合人脐带间充质干细胞移植对大鼠骨
质疏松骨折愈合的影响
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摘要：目的 探讨PRP联合huc—Mscs移植对大鼠骨质疏松性骨折愈合的影响。方法 雌性sPF级sD大鼠50只随机分为

5组，每组lO只：假手术组(仅切除卵巢周围组织)，安慰剂组(注射生理盐水)，未诱导组(给予未诱导的huc—Mscs)，成骨诱

导组(移植诱导后的huc—Mscs)，PRP+成骨诱导组(移植诱导后的huc—Mscs联合PRP)。0PF造模成功后，对各组动物进行

细胞移植3次，分别在OPF造模后1周、3周和7周。骨折后的第l周、3周、5尉、7周、ll周、13用Mi(．ro cT扣描动物模型患

肢。结果Micro cT动态观察结果显示，PRP+成骨诱导组骨痂生成量明显多于、早于其余各组，骨折1l周时达到临床愈合

标准，而其他组别骨痂重塑期相对滞后，比正常骨量大鼠愈合时间至少推迟了37．5％。结论 PRP联合huc-Mscs移植可促

进大鼠骨质疏松性骨折愈合。为临床治疗0PF提供数据支持。

关键词：富血小板血浆；脐带间充质干细胞；成骨分化；骨质疏松性骨折
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Abstract： 0bjectiVe To inVestigate the eff色ct of PRP combined with huC—MsCs transplantation on the healing of osteoporotic

fracture in rats．Methods Fifty fcmale SPF grade SD rats were randomly divided into 5 groups，l0 rats in each group：The sham

operation group was only resected oVarian tissues；The placebo group was injected with saline；The non—induction group transplanted

withuninducedhUC—MSC8；The PRP+induction group transplanted withhUC—MSCs combined with PRP．After the 0PF model was

successfully constnlcted，cells were transplanted 3 times in each group， 1 week，3 weeks and 7 weeks after fracture．Micro-CT

analysis was perfbrmed every two weeks after fracture． Results Micro—CT analysis results showed that the amount of callus

fbrmatiOn in PRP+inductiOn group was significantly increased than that in the other groups． Cljnicalhealing criteria was achieVed at

l 1 weeks post—ftacture，while other groups callus remodeling phase is lagging behind．The bone healing
time in rats was deIayed fbr

at least 37．5％ compared with normal fracture animals． COnclusion PRP combined with hUC-MSCs transplantation pmmote

osteoporotic fracture healing in rats．
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”共同第一作者

骨质疏松症(Oste叩orosis，OP)是一种以全身低

骨量和骨组织微结构改变、破坏为特征，能导致骨脆

性增加，骨折风险性增高的全身疾病。骨质疏松性

骨折(0ste叩orosis fracture，OPF)是OP最严重的并

发症之一，其发生、致死致残率较高，且0PF多为粉
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碎性，骨强度低，愈合慢，抗再骨折能力差，易发生内

固定松动和再骨折。因此寻求一种更为之有效的治

疗方法是众多临床及科研工作者的迫切目标。富血

小板血浆(platelet—rich plasma，PRP)中含有大量生

长因子，可加快骨细胞活化，促进骨细胞增殖、血管

再生，诱导骨再生，促进骨缺损修复u’“。我们在前

期的体外实验中已经证实，相对于单纯成骨诱导，

PRP辅助诱导的人脐带问充质干细胞(Human

umbilical cord mesenchymal stem cells’hUC-MSCs)成

骨效果更佳。

本实验拟建立SD(sprague Dawley)大鼠OPF模

型并对其进行细胞移植，通过Micro cT动态观察探

讨PRP及huc—Mscs对动物模型骨折愈合的影响。

1材料与方法

1．1实验动物

雌性sPF(Specefic pathogen Free)级SD大鼠50

只，3月龄，体重250±17 g(购自广东医学院实验动

物中心)。

1．2 主要材料与试剂

人脐带间充质干细胞(P3代)由广东省脐带血

造血干细胞库提供，低糖L—DMEM培养基、胎牛血

清(GIBcO，美国)，成骨诱导培养基(广州赛业生物

科技有限公司)，7％水合氯醛，常规手术器械，动物

固定台架，注射器，法国Osteospace MEDI LINK双能

x线骨密度检测仪，规格1．0×250 mm骨牵引针20

支(张家港市保康医疗器械有限公司)，克氏针截断

器，骨科电钻，骨折模型打击支架。3。，SCANC0

MEDIcAL Micro CT(viva CT40)，NIKON D90数码

相机。

1．3 PRP制备及成骨诱导

知情同意情况下，无菌采取足月孕产妇脐带血

50 ml(预先加入10％枸橼酸钠抗凝剂)，第1次460

g室温离心8 min，超净台内吸取上层血浆及白膜层

细胞，尽量去除红细胞；第2次1100 g室温离心10

min，去除约3／4上清及底层少许红细胞，剩下中间

层约1 ml即为PRP，一20℃冻存备用。

P5代huc．Mscs接种于6孔板，待细胞80％融

合时加入成骨诱导培养基，每3天换液1次，培养至

21天时进行茜素红染色鉴定。

1．4制作大鼠OPF模型

SD大鼠购回后适应性饲养l周，正常饮食，笼

中饲养，自由活动。根据随机数字表，将50只sD

大鼠随机分为假手术组10只，手术组40只，手术组

又分为：安慰剂组、未诱导组、成骨诱导组、PRP+成

骨诱导组，每组10只。术前采用双能x线骨密度

检测仪对大鼠股骨远端进行骨密度(Bone mineral

density，BMD)检测。大鼠麻醉后，手术组切除双侧

卵巢，假手术组切除相同体积的卵巢周围组织。术

后将大鼠分笼饲养，允许其自由活动。各组大鼠手

术后3个月再次以同样方法，同样参数测定骨密度。

确定骨质疏松造模成功后，参照前人方法进行OPF

造模⋯。

1．5细胞移植及动态观察OPF愈合

P5代细胞成骨诱导7天后消化，生理盐水重

悬，细胞浓度调整为2×106／ml，移植0．5 m1细胞于

动物骨折部位。细胞移植共进行3次，时间点选为

0PF模型建立后l周、3周和7周。安慰剂组直接

注射生理盐水，未诱导组给予未诱导的huc-MSCs，

成骨诱导组移植诱导后的huC．MSCs，PRP+成骨诱

导组移植诱导后的hUC—MSCs联合PRP(含TGF-B1

750 pg／m1)‘5|。

骨折后的第1周、3周、5周、7周、11周、13周

进行Micro CT扫描动物模型患肢。Micro CT扫描

参数设置如下：x线能量70 kVp，114斗A，8w，扫描

模式BH：ALU，扫描分辨率0．038 mm，曝光时间

200ms。以HP图像采集工作站及斗CT Tomography

(V6．1．2)图像采集分析系统进行三维重建。计算

骨体积分数(Bone volume／Total volume，BV／TV)，以

SPSS 17．0做单因素ANOVA分析，P<o．05有统计

学意义。

2 结果

2．1 细胞培养及成骨诱导

倒置显微镜下观察P5代huc-MsCs，接种12小

时后80％左右细胞均已贴壁生长，呈梭形。接种后

第二天细胞约有80％融合。huc．Mscs经成骨诱导

培养2l d，茜素红染色可见问质内含大量矿盐沉积

的钙化结节呈红色。

2．2骨密度检测

采用MEDI LINK双能x线骨密度检测仪进行

骨密度扫描后分析数据：假手术组术前术后样本均

数及标准差分别为0．222±0．07l和0．238±0．068，

P>0．05，差异无统计学意义；其它4个手术组术前

术后骨密度均有不同程度降低，差异有统计学意义

(P<o．01)，提示骨质疏松造模成功(表1)。
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◆■一一BMD均数比较(g／cm2)■■'—■■■_■■■■■■■__重■■_
Table 1 comparison of BMD before and after operation___________■-■■●________¨【：二I—____

in sham and叩eration gmup(g／cm2)■■■■■_■■■■■_■■■■■_
组别 术前 术后3个月■■■■■■■■_■■■■■■■■_■■■■■■曩●_

(Group) (Befor opemtion)(3 mo“post-叩eration)■■■■■■_■■■■■■_■■■■■■圈■

注：’假手术组术前与术后BMD比较，P>0．05；一手术组术前

与术后BMD比较，P<0．Ol。

‘Compa而son of BMD befbre and after operation in sham operation

gmup，．P>O．05；¨ Comparison 0f BMD before and after opemtion in

opemtion gmup，P<0．01．

2．3 OPF造模

骨折术后行Micro CT观察OPF造模情况(图

2)。内固定过程中，39支克氏针正常通过大鼠股

骨骨髓腔，x线摄片骨折线清晰可见。另外1只动

物克氏针于股骨中下1／3处穿出骨髓腔，与股骨并

行，造模失败；1只动物进行骨折打击时击中股骨

血管神经束，造成大量出血，动物死亡，造模失败；1

只动物术后第二天不明原因死亡，造模失败。总体

造模成功率达92．5％。

2．4 Micro CT动态观察OPF愈合

安慰剂组：在骨折后第13周骨痂仍未对骨折端

形成有效包裹，与PRP+成骨诱导组第7周时的骨

图2 0PF造模后x线摄片观察。箭头所指为

骨折断端。

Fig．2 X—ray images of 0PF model．The fracture

area was marked with arrDw

痂包裹量相仿(图3)；

未诱导组：骨折后第11骨痂包裹与成骨诱导组

无明显区别，优于安慰剂组，13周时，骨痂量、包裹

程度与成骨诱导组相仿(图3)；

成骨诱导组：第3、7周骨痂量与安慰剂组、未诱

导组无明显区别，少于PRP+成骨诱导组，骨折后第

ll周骨痂尚未形成完全包裹，第13周时，骨折端虽

被骨痂包裹，但愈合程度不及PRP+成骨诱导组

(图3)；

PRP+成骨诱导组：在骨折后第3周重建即可

见在骨折部位附近有少量骨痂生长，第7周时骨痂

在骨折端的包裹明显优于其他组，骨折线逐渐消失；

第1l周时，骨痂已明显包裹骨折部位，提示进入骨

折塑形期。(图3)。

2．5 Micro cT动态监测骨体积分数

利用GraphPad Prism 5．0，以扫描时间点为横坐

标，BV／TV值为纵坐标作图，可见PRP+成骨诱导

组骨体积分数在各时间点明显高于其它三组(图

4)。利用SPSS 17．0进行统计分析，结果表明在各

个时间点安慰剂组与未诱导组差异均无统计学意义

万方数据
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图3 Micro cT动态观察骨折愈合情况

Fig．3 Fracture healing was monitored using Micro CT

(P>0．05)，PRP+成骨诱导组各个观察周期BV／

TV值均高于其他各组，差异有统计学意义(P<

O．01)，成骨诱导组3、7、11周BV／TV值高于未诱导

组与安慰剂组，低于PRP+成骨诱导组，差异有统计

学意义(P<0．01)。

图4 Micro cT动态观察BV／TV值变化情况

Fig．4 BV／TV value was analyzed using Micro CT

3 讨论

PRP富含多种生长因子，其中转化生长因子B

(Transforming growth factor p，TGF-p)是参与创伤、

促进成骨的重要成分之一。TGF．B可促进前成骨细

胞趋化和有丝分裂，增进胶原基质合成，同时抑制破

骨细胞生成和骨吸收，从而对创伤愈合和骨组织再

生起促进作用卜2’“。在移植骨和骨松质内许多细

胞膜上存在着TGF—B等因子受体，如成骨细胞和前

成骨细胞，当加入PRP后，高质量分数的生长因子

加快了这些细胞的活化。前人研究发现，TGF—B1含

量为750 pg／ml的PRP对诱导干细胞增殖、分化作

用显著，因此本实验采用此浓度的PRP对细胞进行

处理‘5|。

hUC—MSCs在体外诱导条件下具有向成骨细胞

定向分化的潜能，相对其它成体干细胞，来源更丰

富，临床取材方便，分离纯度更高，具有强大的增殖

与自我更新能力，免疫原性较低，蕴藏着比骨髓间充

质干细胞更加优越的临床应用价值。7’⋯，目前已广

泛应用于脊髓神经损伤、心肌梗死、软骨组织缺损等

领域的临床应用与实验研究9’“⋯。

OP患者常伴随骨密度降低，骨强度减弱，骨折

风险增加。“1。OPF的常发部位是腰椎、股骨颈

等¨2I。目前已有众多药物投入到临床中用以OPF

的治疗，如雌激素类、双膦酸盐类、降钙素及钙制剂

等，虽有疗效，但往往存在着较大副作用，并且可能

会影响骨组织矿化以及骨折愈合。通常情况下，

OPF比正常骨量的骨折更难愈合。正常中年大鼠的

股骨骨折一般在第8周即可形成完全包裹的骨痂，

进入骨痂重塑期。本实验我们以OPF大鼠模型作

为研究对象，将PRP联合hUC．MsCs分三次移植骨

折部位，采用Micro CT动态观察愈合效果，结果显

示，PRP+成骨诱导组在第1 1周开始即进入骨痂重

塑期，而其他组别骨痂重塑期更加滞后，比正常骨量

大鼠愈合时间至少推迟了37．5％。

骨体积分数(BV／TV)是Micro CT扫描结果中

的重要参数，它反应了重建范围内骨量与整个骨组

织的比值，通过BV／TV能观察到不同时期骨量变

化。正常骨折愈合过程主要分为3个阶段：血肿机

化期，原始骨痂形成期，骨痂改造期，在这三个阶段

中，BV／TV值呈上升趋势。崔燎等在对小鼠骨折进

行治疗过程中采用Micro CT监测到随时间增加

BV／TV值升高；1“。本实验中，我们观察到各组大

鼠的骨折部位在血肿机化期和原始骨痂形成期BV／

TV呈上升趋势，但在进入骨痂改造期后呈下降趋

势。这可能与动物模型有关：因0P会导致雌激素

分泌不足，破骨细胞活跃程度提高，在骨痂重建期相

对于骨形成，骨吸收占优势，致使BV／TV的下降超

过正常水平。

综上所述，PRP联合huC．MSCs移植可促进

OPF愈合，但愈合的骨组织骨体积分数并未提高，尚

存在较大的再次骨折风险，如何提高骨体积分数，从
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根本上治疗0PF，还有待进一步研究。
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