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目前&自体骨移植'异体骨移植'人工骨替代品

移植是骨缺损的主要治疗手段& 但是各种方法均有

局限性&导致临床效果不佳(自体骨取骨量有限且创

伤较大&容易导致术后感染和并发症)异体骨移植虽

来源不受限&但是具有潜在的免疫应答风险*

=T!

+

) 因

此&快速,安全的骨缺损修复方法成为近年来骨伤病

领域的研究方向) 骨髓间充质干细胞 "

U/)D 3*--/O

3DID)F'G3*8 I.D3/FD88I

&

V4W&I

$起源于中胚层细胞&

是一种具有多谱系分化' 增殖能力强且易于基因转

染等特点的多潜能干细胞& 在不同条件下可分化为

成骨细胞'软骨细胞 '脂肪细胞 '神经细胞等 *

%T<

+

)

V4W&I

取材方便'低免疫原性'易于基因转染 *

@

+

&并

且通过特定基因转染
V4W&I

可以有效抑制同种异

体移植后的免疫排斥反应) 所以
V4W&I

是再生医学

和组织工程的重要来源细胞)

! "#$%&

的分离培养和鉴定

!' ! V4W&I

分离培养

V4W&I

来源有限& 在骨髓中的含量极少& 只有

骨髓间充质干细胞成骨分化的研究与进展

董晨露!刘笑涵!吴琳

"中国医科大学附属口腔医院&辽宁 沈阳
==6666

$

!摘要" 超临界大面积或大段骨缺损仍是临床面临的难题!研究者们致力于研发人工骨材料!但为了解决人工骨

材料成骨效应不良的问题!人们越来越关注骨髓间充质干细胞在骨组织工程中的应用" 本综述以骨髓间充质干细胞#

成骨分化#成骨细胞#临床应用$

V/)D 3*--/O 3DID)F'G3*8 I.D3 FD88I

!

/I.D/CD)DI(I B(MMD-D).(*.(/)

!

/I.D/U8*I.I FD88

!

F8()(F*8

*008(F*.(/)

%为检索词!应用计算机搜索
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数据库#万方数据库#维普数据库#

LRV4NJ

数据库!全面归纳总结骨髓

间充质干细胞的分离培养#骨髓间充质干细胞鉴定方法#成骨诱导方法#成骨分化鉴定及其在临床中的应用!为证实其

作为种子细胞治疗骨组织疾病提供理论依据"学者们初步研究了骨髓间充质干细胞结合移植#组织工程等技术来治疗

骨和软骨缺损#骨关节炎#股骨头坏死等疾病!均取得了较好的临床疗效" 但是骨髓间充质干细胞会有一定的优缺点!

其临床试验及远期疗效的验证还需进一步深入研究"
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# 但
?4@&A

在体外有较强的增殖能

力#传代次数对细胞增殖能力影响较小!

$

"

$ 目前#国

际上对于
?4@&A

体外分离培养的方法主要包括全

骨髓贴壁法%密度梯度离心法%流式细胞术分选法%

免疫磁珠法$ 其中最常用的为全骨髓培养法和密度

梯度离心法!

;6

"

$

流式细胞术分选法和免疫磁珠法是利用荧光和

磁珠标记
?4@&A

表面抗原# 其优点是操作较简单#

分选精确度高#速度快#缺点为在分选过程中可造成

细胞破坏和死亡# 仪器设备昂贵# 所需细胞数量较

多#较少采用!

;;

"

$

密度梯度离心法优点是操作简便# 缺点是破坏

了生长因子和完整的原始
?4@&A

微环境# 不利于

?4@&A

集落$

全骨髓贴壁培养法对细胞损伤小# 细胞增殖迅

速#可以获得高纯度%高活性的
?4@&A

$因此#全骨髓

贴壁法是一种简单%有效的体外培养方法!

;!B;C

"

$

!" # ?4@&A

鉴定

?4@&A

可以表达多种表面抗原# 但是缺乏特异

性表面标志物# 目前尚无统一鉴定
?4@&A

的方法#

最常采用的是流式细胞术和免疫荧光染色法# 可使

用倒置显微镜观察细胞形态变化作为辅助鉴定$

流式细胞术& 骨髓中主要有造血干细胞和
?4D

@&A

#

?4@&A

主要表达
&ECC

%

&E$F

等表面标志物#

而不表达造血细胞表面标志物
&E%C

%

&ECG

!

;G

"

$ 流式

细胞术通过荧光标记的单克隆抗体而将细胞分选#

?4@&A

鉴定结果显示
&E!$

%

&E$6

%

&ECC

阳性 #

&E%C

%

&ECG

阴性#从而与造血干细胞相鉴别$

免疫荧光染色法&通过用免疫荧光三重技术鉴

定
?4@&A

表面抗原表达#在激光共聚显微镜下观察

骨髓间充质细胞表达
&E!$

%

&E$6

#不表达
&ECG

!

;H

"

$

# $%&'(

体外定向分化为成骨细胞的诱导方法

?4@&A

在体外成骨分化很大程度上依赖于成骨

诱导培养基# 成骨诱导培养基包括成分地塞米松

'

EIJ

(%

!B

甘油磷酸钠'

!BKL

(和维生素
&

'

7(. &

(#它

们是
?4@&A

干细胞骨向分化的基本辅剂!

#M

"

$

EIJ

可

有效增强骨形态蛋白
B!

'

?4LB!

(的成骨能力#诱导

?4@&A

选 择 性 增 殖 # 刺 激 核 心 结 合 因 子
"#

'

NO:P!

(%碱性磷酸酶'

QRL

(%骨桥蛋白'

,L:

(和骨

钙素 '

,&:

(的表达 #增加
QRL

的
3N:Q

表达水

平!

;>B;$

"

$

!BKL

作为羟基磷灰石中磷酸盐的来源#提

供磷离子#诱导激活
QRL

#并影响细胞内信号分子$

7(. &

是胶原脯氨酰羟化酶的辅助因子#调控细胞外

基质胶原稳态#并增强
E:Q

活性#促进细胞分化!

!"

"

$

近年来# 据报道有多种不同类别的物质具有促进

?4@&A

体外成骨分化的作用#可显著提高
?4@&A

细

胞纯度$

#" !

中药提取物

有些中药成分具有促进
?4@&A

成骨分化和增

殖的作用#有利于骨缺损的修复!

!;

"

$鲍远等!

!!

"采用含

淫羊藿苷的成骨诱导培养基培养
?4@&A

作为实验

组#不含淫羊藿苷作为对照组$结果显示实验组成骨

基因表达和钙结节数量明显高于对照组# 证实淫羊

藿苷和成骨诱导培养基具有协同促进成骨分化的效

应$ 张洪跃等!

!%

"在
?4@&A

成骨诱导培养基中加入不

同浓度梯度的补骨脂素# 结果显示补骨脂素能通过

调控
NO:P!

和
,&:

蛋白的表达来促进成骨分化#

从而有助于维持骨代谢动力平衡$

#" #

生物材料

有些生物材料可促进骨形成蛋白表达# 进而增

强
?4@&A

成骨分化能力$ 易兵成等!

!C

"通过用不同浓

度的丝素蛋白溶液培养
?4@&A

# 结果显示
"5"G<

的

丝素蛋白溶液能促进
?4@&A

的增殖和碱性磷酸酶

的表达$

R()

等!

!G

"将
?4@&A

与结合
@-

元素的多孔硅

酸钙陶瓷材料'

@-&@

(离子提取物复合培养#体外实

验表明
@-&@

释放的
@-

和
@(

元素可提高
?4@&A

成

骨基因和
3N:Q

表达水平$

#" )

其他

富血小板血浆'

LNL

(是高度浓缩的血小板#其

内含有多种生长因子#可以促进
?4@&A

的增殖和分

化$

S/2

等!

!H

"分别采用
LNL

增强培养基和对照培养

基体外培养兔
?4@&A

#结果显示与对照组相比#

LNL

组
?4@&A

增长迅速 #

QRL

染色为强阳性 #

,&:

和

,L:

的
3N:Q

表达水平高$ 此外#激素也可以诱导

?4@&A

向成骨细胞分化#

:(*T*

等 !

!M

"采用
;M!B

雌二

醇增强培养基处理
?4@&A

作为实验组#标准培养基

作为对照组#结果显示
QRL

活性增强#脂质空泡形

成增加$

)

成骨分化鉴定

成骨细胞是骨形成的主要功能单位# 在骨组织

工程中具有重要作用$目前#鉴定成骨细胞的方法主

要有&形态学观察法%碱性磷酸酶染色法%茜素红染

色法$

形态学观察法& 通常是用倒置显微镜观察其形

状特征#经成骨诱导后#细胞由长梭形变为多边形#

细胞核成卵圆形#细胞有聚集成团的生长特性#并可

见细胞结节!

!>

"

$

碱性磷酸酶染色法& 碱性磷酸酶是成骨细胞成

熟的标志性酶之一# 在细胞外基质矿化中起关键作

用 #功能活跃的成骨细胞碱性磷酸酶染色为阳

性!

!$B%"

"

$ 目前常用的染色方法有钙钴法和偶氮偶联

法$采用钙钴法颗粒为灰黑色#采用偶氮偶联法颗粒

!>$

" "
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为红色!

茜素红染色法" 茜素红染色是一种对钙质的特

异性染色方法!用于染色骨组织中的矿化成分#与钙

剂相结合而着色!成骨细胞可在体外矿化$形成矿化

结节$经茜红素染色为红色%

%;

&

!

! "#$%&

在临床中的应用

<4=&>

是骨组织工程中最常用的细胞来源$它

可以通过分化直接参与组织修复与再生 %

%!

&

! 目前$

<4=&>

已经成功地重建了骨缺损' 骨关节炎(

,?

)'

骨坏死'骨折重塑等!

!' ( <4=&>

治疗骨缺损

目前直接应用骨移植治疗骨缺损的方法受到移

植物与宿主骨不完全整合和不完全血管化的限制$

因此细胞疗法作为骨缺损修复的替代疗法逐渐成为

学者们关注的热点%

%%@%A

&

!

<4=&>

在一定条件下可分化为成骨细胞$ 负责

骨基质的合成'分泌和矿化$从而实现骨再生!

,>2B(

等 %

%C

&将含细胞因子的细胞培养基移植到骨缺损部

位$结果显示
<4=&>

迁移至缺损部位的数量较多并

促进骨缺损的修复!

D/B*)

等%

%E

&构建股骨缺损模型$

将
<4=&>

移植到含硼的聚乳酸
@

羟基乙酸共聚物

*

FGH?

+支架中$结果显示$含硼
FGH?

支架可提高

,&

,

!

型胶原蛋白表达水平-

IJ(

等%

%K

&证实聚己内酯

*

F&G

+支架可以促进
<4=&>

增殖和分化$增强骨形

成与骨整合!

!' ) <4=&>

治疗骨关节炎

骨关节炎是关节的常见慢性退行性疾病!

<4L

=&>

具有免疫调节特性' 抗炎症和再生骨软骨的能

力$自体
<4=&>

移植治疗因其安全性$可行性和良

好的临床疗效$ 可为预防甚至逆转关节退化提供新

的思路%

%M@%$

&

!

7JB*

等 %

A6

&将
%6

例骨关节炎患者进行随机分

组$实验组在关节内注射
<4=&>

$对照组进行关节内

透明质酸注射$追踪观察结果显示
<4=&>

处理组患

者功能演算指数*

*8B/N2)O.(/)*8 ()PJQ

+和软骨质量显

著改善! 骨髓病变可能与
,?

的进展密切相关$骨髓

病变区的
<4=&>

增殖分化能力低$故用健康的
<4L

=&>

替换软骨下病变区的
<4=&>

是一种治疗
,?

的

有效手段%

A;

&

!

!' * <4=&>

治疗股骨头坏死*

,:RS

+

股骨头坏死常用的治疗方法为全髋关节置换

术$但术后存在较大风险$目前应用
<4=&>

治疗股

骨头坏死显示出良好的应用前景!

R2

等%

A!

&将体外分

离的兔
<4=&>

移植到建立的兔
,:RS

模型中$采用

T1@F&T

技术检测成骨相关基因
<4F@!

和成脂相

关基因
FF?T@"

的表达水平$结果显示
<4F@!

表达

上调 $

FF?T@"

表达下调 $ 兔
<4=&>

移植有利于

,:RS

的治疗!

此外$

<4=&>

与
FTF

联合治疗股骨头坏死具有

良好的疗效 $

FTF

可以促进
<4=&>

的增殖和分

化%

A%

&

! 目前$低强度脉冲超声*

GUFV=

+与自体
<4=&>

移植联合应用治疗股骨头坏死显示出良好的促进新

骨形成的作用$具有安全和有效性%

AA

&

!

!+ ! <4=&>

修复椎间盘和软骨

椎间盘由
%

部分组成"关节盘软骨'髓核'纤维

盘!应用传统手术修复椎间盘不能逆转退化$只能缓

解疼痛$ 组织工程技术成为修复和再生椎间盘的最

佳治疗方法%

AC

&

!

G(

等%

AE

&采用在地塞米松磷酸钠溶液

基础上添加
<4=&>

的处理作为实验组来处理纤维

环变形的椎间盘$ 发现实验组椎间盘厚度和胶原水

平明显升高$显示出
<4=&>

修复纤维环的有效性!

在临床治疗领域$ 修复软骨缺损的关键是再生

的软骨与周围软骨的整合!

?-*W(

等%

AK

&建立猕猴髌骨

沟软骨缺损模型$实验组分为两组$一组在骨缺损处

插入
<4=&>

和胶原凝胶$另一组只单独插入胶原凝

胶$对照组未处理! 结果显示
<4=&>

处理组软骨质

量较好$并且与周围天然软骨无缝密合!

,

总结与展望

4=&

具有多能分化活性$在医学上也被成为.多

能细胞/$不仅具有成骨分化活性$而且能够修复神

经系统$ 在细胞治疗和基因治疗方面也具有广泛的

应用前景%

AM

&

-其成骨活性的研究对骨缺损$成骨减少

和障碍类疾病具有重要指导意义$ 但现阶段仍具有

一定的局限性"

<4=&>

在特定条件下可增殖并分化

为成骨细胞$但
<4=&>

增殖分化能力随年龄增长不

断减退$自我更新能力有限$在骨髓中含量很低$自

体
<4=&>

的可用受限$ 因此
<4=&>

体外扩增技术

与同种异体
<4=&>

移植后降低免疫排斥反应仍是

关注的热点之一 %

A$

&

0

<4=&>

在骨组织工程中的应用

近年来已取得较大的进展$ 但是对于大段骨缺损$

<4=&>

与生物材料复合物植入体内后如何及时建立

血供连接仍需进一步研究 %

C6

&

$并且成骨是否可以满

足临床需要的标准还需要进一步检验$ 目前缺乏长

期随访的病例- 科学发展的不断进步将为
<4=&>

的

发展提供广阔的应用前景-
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!中国骨伤"杂志稿约
!中国骨伤"杂志创刊于

!"#$

年#是首届国家期刊奖获奖期刊$中国科技论文统计源期刊$中国科技核心期刊$美国!医学索
引"%

%&'() *('+,-. / *012%30 / 4-5*('

&等国内外重要数据库收录期刊#设有述评$临床研究$基础研究$骨伤论坛$经验交流$病
例报告$手法介绍$综述等栏目' !中国骨伤"杂志采纳和遵循国际医学期刊编辑委员会制定的!生物医学期刊投稿的统一要求"

%

6778

(

/ / 999:+,;<(:=>?

&)

!

投稿和论文撰写要求
!" !

医学伦理问题及知情同意
为严格遵守赫尔辛基宣言关于伦理学的要求#当文稿的主体是以人为研究对象时#作者应提供单位性$地区性或国家性的

伦理委员会的批准文件及受试对象及其亲属的知情同意书) 对涉及动物实验研究的文稿#应符合国家及有关部门关于实验动
物管理的规定)

!" #

临床试验注册和
@A3BACD

声明
临床试验研究的文稿要求进行临床试验注册#并提供试验注册机构及注册号) 随机对照临床试验的文稿要求按照临床试

验报告标准
@A3BACD EF!F

%

6778

(

/ / 999:,=&.=>7:.7G7(;(&7:=>?

&声明中报告清单的项目提供相关资料) 涉及中医药和中西医结合
的临床研究的方法#建议参照!中国中西医结合杂志"

EF!H

年第
I

期发布的中医药与中西医结合临床研究方法指南)

!" $

文题与作者署名
文题力求自明性#反映文章的主题*不使用非公知的外文缩略词和代号*最好不设副标题+不用标点符号*各类文稿一律附

英文文题并标出
JKL

个关键词) 作者署名在文题下按序排列#排序应在投稿时确定#在编排过程中不再做更改*要求提供全部
作者姓名汉语拼音和全部作者单位全称%包括具体科室$部门&的英译) 集体署名的文章必须明确该文的主要责任者%即通讯作
者&#如需注明协作组成员#则于文末参考文献前列出协作组成员的单位及姓名)

!" %

摘要与关键词
临床研究$基础研究$经验交流和综述等文稿要求附

LFF

字左右中$英文摘要#摘要应包括目的$方法$结果和结论
M

个部
分*述评$专论$综述等可采用指示性摘要) 摘要采用第

N

人称撰写#不列图$表#不引用文献#不加评论和解释) 关键词尽量从美
国

32*

的
*0BO

数据库%

6778

(

/ / &,5+:&P;:&+6:?=Q / (&7>(R / S-(>T:U(?+'5V;(.6

&中选取)其中文译名可参照中国医学科学院信息研
究所编译的!医学主题词注释字顺表"#未被词表收录的新的专业术语%自由词&可直接作为关键词使用) 中医药关键词应从中
国中医科学院中医药信息研究所编写的!中医药学主题词表"中选取)

!" &

图表
力求少而精#避免与正文重复) 每幅图表应冠有中英文对照的图题和表题及相应的注释#并在注释中标明图表中使用的全

部非公知公用的缩写) 表格使用三横线表%顶线$表头线$底线&*表内空白项为未测#,

W

-为阴性结果*如有合计和统计学内容%

7

值$

4

值等&#则在此行上面加
X

条分界横线) 图片须清晰#层次分明#需说明的地方应按制版要求制作箭头或注字加以解释) 图
片的高宽比例以

HY$

为宜) 组织切片图要求注明染色方法和放大倍数) 实物照片涉及尺寸者#要求与比例尺同时拍照) 有肖像
照者#必须征得本人同意#并附说明) 图表中如有引自他刊者#应注明出处#并征得版权所有者的使用授权)

!" '

数字与统计学方法
执行

Z[ / D XHINHWX""H

!关于出版物上数字用法的规定")公元$世纪$年$月$日$时刻$计数和计量均用阿拉伯数字)小数点
前或后超过

N

位数字时#每
N

位数字
X

组#组间空
X / M

个汉字空) 但序数词和年份$页数$部队番号$仪表型号$标准号不分节)

百分数的范围和偏差#前一个数字的百分号不能省略#如
H\K]F\

不要写成
HKEF\

*%

$F:E^XF:_

&

\

不要写成
$F:E\^XF:_\

)附带
尺寸单位的数值相乘#应写(

E ,;`J ,;`H ,;

#而不写成
E`J`H ,;J

) 统计学符号(根据
Z[JJHIW!"IE

!统计学名词及符号"的有

关规定书写#常用如下(

!

样本的算术平均数用英文小写!

!

%中位数仍用
!

&*

"

标准差用英文小写
"

*

#

标准误用英文小写
"

#

*

$$

检验用英文小写
$

*

%%

检验用英文大写
%

*

&

卡方检验用希文小写
!

E

*

'

相关系数用英文小写
&

*

(

自由度用希文小写
"

*

)

概
率用英文大写

'

%

'

值之前应给出具体检验值#如
$

值$

!

E值$

(

值等&) 以上符号均用斜体)

!" (

参考文献
按

Z[ / D $$!aWEF!H

!信息与文献 文后参考文献著录规则"采用顺序编码著录#依照其在文中出现的先后顺序用阿拉伯数
字标出#并将序号置于方括号中#排列于文后) 中文参考文献要求用英汉双语著录*用汉语拼音书写的人名#姓全大写#其名缩
写#取每个汉字拼音的首字母*刊名用汉语拼音拼写)参考文献中的作者#

!KJ

名全部列出#

J

名以上只列前
J

名#后加,#等-)外
文期刊名称用缩写#以

%&'() *('+,-.

中的格式为准) 每条参考文献均须著录起止页)

!

期刊(.序号/作者
:

题名.

b

/

:

刊名#年#卷
%期&(起止页码

: "

专著(.序号/ 著者
:

书名 .

*

/

:

版次
:

出版地(出版者#出版年(起止页码
: #

专著中析出文献(.序号/作者
:

题名
.

*

/

/ /

编者
:

书名
:

版次
:

出版地(出版者#出版年(起止页码
:

#

注意事项
#" !

基金项目
来稿所涉及的课题如为国家或部+省部级以上基金或属攻关项目#应在文章首页地脚用中英文以,基金项目-作为标识注明基金
项目名称#并在圆括号内注明其项目编号) 基金项目名称应按国家有关部门规定的正式名称填写#并附基金项目证明复印件)

#" #

论文专有使用授权
来稿一经接受#由作者亲笔签署论文专有使用权授权书#该论文的著作权及相关财产权即归!中国骨伤"杂志社所有) !中

国骨伤"杂志社有权以纸质版+电子期刊+光盘版和网络版等其他方式出版该论文) 未经!中国骨伤"杂志社同意#该论文的任何
部分不得转载他处)

#" $

稿件处理
本刊实行以同行评议为基础的三审制) 凡来稿作者在接到本刊回执后

J

个月内未接到稿件处理通知的#系仍在审阅中) 作
者如欲投他刊#请先与本刊联系#切勿一稿两投) 作者对来稿的真实性和科学性负责) 依照!中华人民共和国著作权法"有关规
定#本刊对来稿有删改权#凡涉及原意的修改#则提请作者考虑) 作者可通过本刊网址

6778

(

/ / 999:R??.RR:,=;

查询稿件处理结
果)

#" %

投稿方法
本刊已开通网上远程投稿和审稿系统#不再接受电子信箱和纸质版的投稿)请作者登陆本刊网址%

6778

(

/ / 999:R??.RR:,=;

&#

在首页的左上角进行网上在线投稿#首次投稿须先注册#然后按提示步骤投送稿件)

#" &

!中国骨伤"已加入
AB%1

开放科学计划
!中国骨伤"杂志从

EFX"

年
X

月起正式加入
AB%1

%

A8(& B,+(&,( %'(&7+7T

&开放科学计划) 投稿本刊的作者请注册,

AB%1

作
者助手-工具账号#使用工具创建

AB%1

二维码)

请选择注册方式%二选一&(

!

电脑注册网址
6778.

(

/ / .:=.+':=>?:,& / J[*$S<c

)

"

手机微信注册%微信扫一扫&)

投稿时请将生成的
AB%1

二维码添加到论文中一起投至本刊编辑部)


