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摘要：目的 研究 -2基因转染的骨髓间充质干细胞（BMSCs）结合髓芯减压法对兔早期激素性股骨头

坏死的疗效。方法 使用共计 40只家兔复制早期激素性股骨头坏死模型，其中成功的模型家兔共 28只。随机分

为 4组：空白对照组 6只，不作任何处理；髓芯减压组 6只，单纯减压；BMSCs治疗组 8只，在减压同时植入

BMSCs；Bcl-2治疗组 8只，在减压同时植入 -2基因转染的 BMSCs。植入后分别在第 8、12周各取股骨头标

本行病理学检查及骨细胞凋亡检测，观察骨细胞生长及凋亡情况。结果 成功复制兔早期激素性股骨头坏死动

物模型；培养出 BMSCs后进行传代； -2基因转染成功；治疗 12周后，Bcl-2治疗组动物的一般情况改善，组

织切片和细胞凋亡检测结果显示，Bcl-2治疗组的空骨陷窝和骨细胞凋亡数量与其他 3组比较，差异有统计学

意义（ <0.05）。结论 使用髓芯减压将 -2基因修饰的 BMSCs移植到兔早期激素性股骨头坏死动物模型

体内，具有较好的成骨治疗作用。
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Treatment of steroid-induced femoral head necrosis with
gene modified bone marrow mesenchymal stem cells鄢
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Abstract: Objective To explore the curative effect of implantation of bone marrow mesenchymal stem
cells (BMSCs) transfected with Bcl-2 combined with core decompression on experimental femoral head necrosis
in rabbits. Methods Forty rabbits were selected, and femoral head necrosis models were successfully prepared in
28 rabbits. Then, the model rabbits were randomized into 4 groups: blank control group ( = 6) without treat原
ment, core decompression group ( = 6), BMSCs group ( = 8) subjected to core decompression and implantation
of BMSCs, and Bcl-2 group ( = 8) subjected to core decompression and implantation of Bcl-2-transfected
BMSCs. In the 8th and 12th week after implantation, femoral head tissues were taken and sliced into sections
for pathological examination and detection of osteocyte apoptosis. Results gene was successfully trans原
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激素性股骨头坏死（steroid-induced necrosis of

femoral head，SANFN）发病率在非创伤性股骨头坏

死中排首位，并且发病率最近几年越来越高 [1]。

SANFH的发病机制涉及的假说包括脂肪代谢紊乱、

骨细胞凋亡、血管内凝血、骨内高压及骨细胞毒素

作用等，其中任何一种都不能完整阐述 SANFH的发

病机制，给临床预防和治疗工作带来巨大影响[2]。近

年来，细胞凋亡与骨髓间充质干细胞（bone marrow

mesenchymal stem cells，BMSCs）和 SANFH之间的

联系逐渐被发现，为研究 SANFH找到新的方向。国

外学者 REED[3]的研究表明， -2基因有较强的抗

凋亡能力，髓芯减压对于改善 SANFH坏死部位的微

环境有重要作用。因此，本研究拟使用转染 -2基

因的 BMSCs 联合髓芯减压的方法治疗兔早期

SANFH，并评价其治疗效果。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 成年雄性 25～30周龄家兔共 40

只用于复制模型，SPF级，体重为（3.0±0.2）kg；另外

准备 1.5 个月龄雄性家兔共 8 只用于原代 BMSCs

提取与培养，体重均 <2.0 kg，所有动物由北华大学

动物实验室提供。

1.1.2 主要实验设备与仪器 倒置相差显微镜（日本

Olympus公司），超净工作台（上海力申科学仪器有

限公司），二氧化碳 CO2恒温培养箱（美国 Thermo公

司），低速离心机（上海安亭科学仪器厂），流式细胞

仪（美国 Becton Dickinson 公司），不锈钢细胞筛网

（上海易佰聚经贸有限公司），培养瓶、细胞培养皿及

离心管（美国 Coring公司），石蜡切片机（德国莱卡

公司）。

1.1.3 主要试剂 胎牛血清（美国 HyClone公司）；

改良伊格尔培养基（dulbecco's modified eagle medi-

um，DMEM）培养液（美国 Hyclone 公司）；Ⅱ型胶原

酶（美国 Sigma公司）；0.20%乙二胺四乙酸、0.25%胰

蛋白酶（美国 Gibco公司）；lipofectamin TM 2000（美国

Invitrogen公司）；TUNEL试剂盒（美国罗氏公司）。

1.2 方法

1.2.1 兔早期 SANFH模型的复制 在兔两侧臀肌

交替注射地塞米松磷酸钠（10 mg/kg），3 d/次，为预

防感染，每周 1次臀肌注射青霉素（5万 u/kg）。由于

操作不当等原因在模型制备过程中共有 4 只兔死

亡。8周后将剩余 36只兔经过核磁共振筛选，共发

现 28只兔发生 SNAFH。

1.2.2 BMSCs的原代培养、传代 使用 20%乌拉坦

（4 ml/kg）经兔耳缘静脉注射麻醉，在无菌台仰卧位

固定，去除手术区的毛发，常规消毒、铺巾，沿髂前上

棘向下方向切一长度约 6.0 cm的切口，暴露股骨干

骨髓腔，使用不含血清的 DMEM培养液反复冲洗骨

髓腔，用 200目不锈钢细胞筛网过滤，将过滤后液体

移至 Ep管。吹打均匀后调整浓度为 1×106个 /ml，

并接种于 25 cm2培养瓶中，于 37℃、5% CO2的饱和

湿度条件的培养箱中进行培养。按照 1∶2或 1∶3

的比例传代，倒置相差显微镜下观察细胞形态特征

以及生长情况。细胞扩增后，取 P2～3代用于相关

实验。

1.2.3 -2基因转染 将传代后的 BMSCs消化为

细胞悬液，通过形态学观察与流式细胞仪表面抗原鉴

定。转染前 24 h将处于对数生长期的细胞用胰酶消

化后重新接种 25 cm2培养瓶中，继续培养 24 h。细胞

达到 80%～90%密度时开始转染。使用脂质体将外源

性 -2基因导入到真核细胞中（按 Lipofectamine TM

2000 脂质体说明书进行操作）。Western blot 检测

鉴定。

1.2.4 髓芯减压后植入 将 SNAFH模型成功的 28

只家兔按照随机原则分为 4组：空白对照组 6只、髓

芯减压组（CD组）6只、BMSCs联合髓芯减压治疗组

（BMSCs 治疗组）8 只及 Bcl-2 转染 BMSCs 联合髓

芯减压治疗组（Bcl-2治疗组）8只。麻醉方法同上，

X线透视下，在股骨头中钻入 2.0 mm克氏针，达股

fected into BMSCs. At the 8th week after implantation, there was only a little new bone formation in the core
decompression group and the BMSCs group; at the 12th week, fibrous tissues were formed in the decompression
channel. In the Bcl-2 group, new bone formation was observed, and at the 12th weeks, the necrotic region
was completely repaired. The positive TUNEL staining of the Bcl-2 group was much less than that of the other
groups, the differences were significant ( < 0.05). Conclusions These findings indicate that Bcl-2-transfected
bone marrow mesenchymal stem cell transplantation via core decompression has better curative effect on exper原
imental femoral head necrosis in rabbit model.

Keywords: bone marrow mesenchymal stem cell; gene; femoral head necrosis; core decompression
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图 1 BMSCs细胞 （×100）
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骨头关节软骨下约 1.5 mm。分别将 -2基因转染

的 BMSCs（约 1.0×106个）和等量的 BMSCs与明胶

海绵复合，分别植入 Bcl-2治疗组和 BMSCs治疗组

的双侧股骨头，髓芯减压针孔用骨蜡封闭。髓芯减压

组单纯行坏死病灶区域钻孔减压。空白对照组未做

任何处理。

1.2.5 组织学观察 植入后分别于第 8、12周在各

组随机取 3只家兔，Bcl-2治疗组和 BMSCs治疗组

沿植入明胶海绵的纵轴方向切开股骨头标本，苏木

精 -伊红染色后在光镜下观察骨的生长情况。并对

植入后 12周标本进行骨形态计量学测定，统计空骨

陷窝数量，计算空骨陷窝百分比。

1.2.6 细胞凋亡检测 沿冠状面纵行剖开相应的股

骨头标本，常规制备 SP免疫组织化学石蜡切片，采

用 TUNEL凋亡检测试剂盒进行检测。结果观察：

TUNEL染色后细胞核内棕褐或黄色为阳性细胞；否

则视为假阳性着色。统计凋亡细胞比率（凋亡细胞 /

所有细胞总数）。

1.3 统计学方法

数据分析采用 SPSS 19.0统计软件，计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，用 检验，多组间比较用

方差分析，若差异有统计学意义，用 SNK- 检验做

两两比较， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 BMSCs细胞形态

细胞培养 10 d后，可见细胞形态呈梭形等不规则

形状，局部形成克隆群落，形态为放射状或旋涡状，2

周后细胞接近铺满瓶底，此时为原代细胞。第 3代

细胞形态为均匀的梭型，排列为旋涡状。见图 1。

2.2 兔 BMSCs转染结果

-2 基因转染成功，携带绿色荧光蛋白。

Western blot检测被转染细胞 Bcl-2的表达，转染组

Bcl-2的相对光密度值为（0.811±0.017），空白对照

组的相对光密度值为（0.116±0.008），经 检验，差

异有统计学意义（ =152.396，=0.000），转染组

Bcl-2表达为空白组的 6.976倍。重组质粒酶切鉴

定。见图 2～4。

2.3 一般情况

注射药物 8周后，28只兔表现跑动减少、跛行。

分组治疗 12周后，Bcl-2 治疗组动物跑动增加，步

态正常；BMSCs治疗组、髓芯减压组动物跑动增加，

跛行程度减轻；空白对照组无变化。

2.4 组织学观察结果

建模成功后组织病理学检测符合 SANFH的早

图 2 Bcl-2成功转染 BMSCs后携带绿色荧光 （×100）

图 4 重组质粒酶切结果

空载 重组 重组酶切

5 000 bp

1 000 bp

图 3 BMSCs转染成功后 Bcl-2表达

26 kD

37 kD

Bcl-2

甘油醛 -3
磷酸脱氢酶

Bcl-2治疗组

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

空白对照组 Bcl-2治疗组

空白对照组
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图 5 每组空骨陷窝比率 （x±s）

1：空白对照组；2：髓芯减压组；3：BMSCs治疗组；4：Bcl-2治疗组
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1：空白对照组；2：髓芯减压组；3：BMSCs治疗组；4：Bcl-2治疗组

图 6 各组凋亡比率 （x±s）
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期表现。治疗 8周后，Bcl-2治疗组的骨细胞坏死碎

片减少，活性骨髓细胞较其他 3组增多；BMSCs治疗

组股骨头结构紊乱，骨小梁变细、断裂；髓芯减压组

与空白对照组空骨陷窝及脂肪细胞数量较其他两组

增多，活性细胞数量减少。治疗 12周后，Bcl-2治疗

组骨髓组织结构紊乱，但较其他两组改善，空骨陷窝

数量减少，骨小梁较前增粗，少见断裂；BMSCs治疗

组股骨头骨髓组织结构仍紊乱，坏死碎片聚集程度

比髓芯减压组、空白对照组减少。应用 Image Pro

Plus 6.0 软件检测阳性细胞所占百分比分别为：

（18.62±1.66）%、（18.93±1.71）%、（15.96±1.16）%

和（13.80±1.28）%，经方差分析，差异有统计学意义

（ =50.182， =0.001）。Bcl-2治疗组空骨陷窝率与

空白对照组、髓芯减压组及 BMSCs治疗组进行两两

比较，差异有统计学意义（ =0.000）；BMSCs治疗组

与髓芯减压组、空白对照组两两比较，差异有统计学

意义（ =0.000）；髓芯减压组与空白对照组比较，差

异无统计学意义（ =0.585）。见图 5。

2.5 细胞凋亡情况

TUNEL染色显示，空白对照组、髓芯减压组和

BMSCs治疗组阳性细胞数最多，表明发生凋亡情况

最严重；Bcl-2治疗组细胞凋亡数减少，表明细胞凋

亡被抑制。应用 Image Pro Plus 6.0软件检测阳性细

胞数的百分比分别为（36.46±1.67）%、（35.64±

2.54）%、（31.94±1.94）%和（19.95±1.37）%，经方差

分析，差异有统计学意义（ =280.064，=0.001）。Bcl-2

治疗组细胞凋亡比率与空白对照组、髓芯减压组、

BMSCs治疗组进行两两比较，差异有统计学意义（ =

0.000）；BMSCs治疗组凋亡比率与髓芯减压组、空白

对照组进行两两比较，差异无统计学意义（ =0.000）；

髓芯减压组与空白对照组凋亡比率比较，差异无统计

学意义（ =0.260）。见图 6。

3 讨论

随着生活方式的改变以及糖皮质激素广泛使

用，作为其严重并发症之一的 SANFH发病率逐年

增高，且绝大多数患者为青壮年。由于其发病机制至

今尚未完全阐明；因此，临床上无有效的治疗方法，

保守治疗无效的 SANFN多采用手术治疗，早期患者

多使用髓芯减压法治疗，但效果不理想；晚期患者只

能采用人工髋关节置换术，但髋关节置换假体费用昂

贵、创伤大，可能合并有较多并发症[4-5]。因此 SANFH

应重点在发病机制及早期病变治疗上的研究。

关于 SANFH的发病机制，有研究人员认为，与

BMSCs相关，股骨头坏死内的微环境在激素的作用

下改变 BMSCs的分化和增殖能力，使得股骨头坏死

病灶内的 BMSCs脂肪化，并导致成骨分化降低[6-7]。近

年来，将调控 BMSCs定向分化为成骨细胞的基因转

染技术应用在治疗 SANFN方面取得巨大的进步[8]。

张雁儒等[9]研究表明，转染 BMP-2的 BMSCs可诱导

成骨细胞，治疗 SANFH可以取得较为理想的效果。

HAN 等[10]研究显示，过表达 P-gp 可以抑制 BMSCs

脂肪化并促进骨生成，从而减少激素诱导的股骨头

坏死的发生率。但是 BMSCs在体内存在快速凋亡、稀

释、降解及细胞数量不足等问题，BMSCs在体外分离

培养扩增过程中同样会导致分泌细胞因子及合成

表面的受体能力下降，使其自身失去趋化、支持及营

养等功能，细胞干性消失。为解决该问题，笔者寻找

一种可以减少 BMSCs的凋亡，同时能够对 SANFH有

治疗作用的基因。 -2基因最早由 TSUJIMOTO等

于 1985年发现，是研究最早，也是被认为在凋亡这一

过程中最重要的基因。Bcl-2是通过调控线粒体外膜

的功能来实现对凋亡的调控[11]。 -2基因的主要生

理功能为抑制细胞凋亡，并增加细胞的存活时间，但

同时不对细胞周期和分化能力产生影响。VAUX等[11]
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研究表明，过表达 -2基因可以维持细胞的存活，

同时对细胞的增殖无影响。凋亡该过程也与股骨头

坏死密切相关，笔者前期研究证实早期 SANFH是由

于骨细胞坏死与凋亡的协同作用，大剂量激素可降低

Bcl-2蛋白质水平转录，从而使 p53蛋白的表达提高，

Bcl-2与 p53共同对骨细胞的凋亡进行控制[12]。张锐

东等[13]研究发现，激素可提高 Caspase-3的表达从而

加速骨细胞凋亡，同时抑制 Bcl-2的表达，对抗凋亡

起抑制作用，从而导致 SANFH的发生。因此，本研

究将 Bcl-2 作为 BMSCs抗凋亡协同基因来进行早

期的 SANFH的治疗。

BMSCs的治疗包含多种移植路径。最常用的静脉

内注射方法虽然存在简单易行等优点，但是其所需

细胞量更大。目前认为，在对患者进行髓芯减压后，

通过减压孔移植 BMSCs，可以通过局部的内环境为

BMSCs的移植创造更好的生长环境[14]。本实验复制

兔早期 SNAFH模型，并在 X线透视下，向股骨头内

钻入直径 2.0 mm克氏针，将移植物与明胶海绵材料

复合，植入股骨头坏死病灶内，通过实验证实可以有

效表达 -2目的基因，从而起到拮抗凋亡作用和促

进成骨，最终起到对坏死病灶的修复，达到治疗早期

SNAFH目的。

本实验通过培养 BMSCs并进行传代，将携带

Bcl-2的脂质体成功地转染到兔 BMSCs中，并顺利

表达目的蛋白，证明该技术的可操控性。治疗 8和

12周后分别对 4组行组织学观察和细胞凋亡检测，

Bcl-2 转染 BMSCs 联合髓芯减压组在一般状态观

察、空骨陷窝比率及骨细胞凋亡等方面较其他 3组

改善。证明 BMSCs与 Bcl-2相结合并联合髓芯减压

比单纯的 BMSCs移植以及髓芯减压的治疗效果更

为良好。转染 Bcl-2的 BMSCs新骨形成加速，并且

对抗骨细胞凋亡更为有效，在短时间内完成坏死病

灶的修复，对局部的骨坏死达到有效的治疗作用。本

研究结果对临床中使用基因治疗股骨头坏死具有

一定的参考价值，为今后治疗早期 SNAFH提供一

种新的思路与方法，并在基因水平治疗 SNAFH打下

基础。

本实验仅在动物实验中初步探讨 BMSCs作为

-2基因载体治疗 SANFH的可能，其他因素诸如

作为基因治疗载体的作用、基因治疗的长期

效果如何、有无副作用等还需今后深入研究。
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