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骨髓基质干细胞与激素相关缺血性骨坏死
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摘要：骨髓基质干细胞（Bone marrow stromal cells，BMSCs）是一种具有组织修复和免疫调节功能的多能干细胞，它主要存在于骨

髓中，然而，如今我们发现，在其他的一些组织中也存在它的身影，例如：脂肪组织、肌肉组织和肌腱组织等。通过骨髓穿刺的方法

可以很容易的获得骨髓基质干细胞，它在体外有很强的增殖能力，即使没有动物血清和人工生长因子也可以用进行细胞培养。缺

血性骨坏死可以由很多病因引起，研究发现，自身免疫性疾病和血液系统疾病治疗应用的激素与缺血性骨坏死的发生具有很大

的相关性，但是，激素的应用在一些严重的疾病中往往又是不可避免的，这就需要我们找到一种方法来预防和治疗激素相关缺血

性骨坏死。现在，治疗缺血性骨坏死的标准方法是髓芯减压术，但到了疾病晚期的时候，髓芯减压术治疗的效果就已经微乎其微

了，由于骨髓基质干细胞所具有的分化潜能、易于获得和增殖的能力，使它可能成为治疗缺血性骨坏死的一种潜在的补充方式。
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Bone Marrow Stromal Cells and Hormone Related Ischemic Osteonecrosis

Bone marrow stromal cells (BMSCs) are multipotent cells capable of tissue repair and immune modulation. They are

primarily found in bone marrow, but are also present in other tissues of mesenchymal origin, such as fatty tissue, muscle, tendons, etc.

Ischemic osteonecrosis can easily be obtained by bone marrow aspiration, showing a rapid expansion in vitro. New protocols enable cell

culture without the use of animal-derived sera and artificial growth factors. Ischemic osteonecrosis of the bone may have different causes.

Ischemic osteonecrosis in autoimmune and hematological diseases show a strong association with corticosteroid treatment, which is often
unavoidable in severe cases, Therefore, we need to find a way to prevent and treat hormone related ischemic osteonecrosis. Until

recently, core decompression of the affected osseous area was the standard approach, but in the adanced disease, pulp core

decompression treatment has very little effect. Because of their differentiation properties, easy accessibility and proliferative capacity,

autologous BMSCs could potentially complement ischemic osteonecrosis treatment by adding fresh "osteogenic cells" to the healing

process.
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前言

一个多世纪以前，来自德国的 Cohnhei首次提出了骨髓中

含有非造血干细胞的观点，但是却一直没有证实这种观点的证

据。直到 1968年，Friedenstein[1]才培养出此细胞，证实了它的存

在，并且发现该细胞呈纺锤形，还具有分化为类似骨和软骨组

织集落的潜能。后来许多学者开始研究此细胞，发现该细胞在

体外可以贴壁生长，具有极强的自我增殖能力，在不同的条件

下可以向成骨细胞、软骨细胞、脂肪组织、甚至心肌细胞和神经

细胞等多种细胞分化。因其可以分化为骨髓基质等基质细胞，

又被称为骨髓基质干细胞[2]。由于骨髓基质干细胞具有自我更

新、增殖和分化为多种不同类形细胞的能力，它在生物学研究

领域得到了广泛的关注[3,4]。最近几年，在骨髓基质干细胞的研

究领域，还发现其具有免疫表型、归巢性、免疫调节和组织修复

等特性。2006年，国际细胞治疗协会提出了关于鉴定 BMSCs

的最低标准：a）在标准的培养条件下可以贴壁生长；b）95 %以

上的细胞表达 CD73、CD90、CD105，同时 95 %以上细胞不表
达 CD14、CD34、CD45、CD11b或 HLA-DR；c）在体外具有分化

为成骨细胞、软骨细胞和脂肪细胞等细胞的多向分化潜能[5-7]。

1 BMSCs的生物学特性

BMSCs是存在于骨髓中的由多种干（祖）细胞构成的一群

异质性细胞，它具有多向分化潜能，主要来源于中胚层的未分

化间质细胞，体外培养时可以贴壁生长[8]。在培养的早期可形成

均匀的集落，因其形状如成纤维细胞样，又被称为 "集落形成

单位成纤维细胞 "。BMSCs在不同的生物环境和因子作用下，

可以分化为多种不同类别的结缔组织细胞，如成骨细胞、软骨
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细胞、脂肪组织、肌肉细胞、肌腱细胞等，甚至可以分化为传统

人们认为是永久细胞的心肌细胞和神经元细胞[9-14]，而且扩增 1

万亿倍仍然可以保持其干细胞特性[15]。

研究证明，在培养 BMSCs时，不同的分离方法、培养皿、培

养基、接种浓度、各种生长因子等都会影响 BMSCs的增殖、分

化和免疫学特性[16]。培养皿中的 BMSCs呈单细胞层生长，在低

浓度氧气的条件下，其增值率可以提高 30倍[17]；用涂有 I型胶
原的培养皿或与神经胶质瘤细胞共培养，可以明显的提高 BM-

SCs的数量，并能促进其增值 [18]；而加入Wnt3a、bTGF-1、bT-

GF-2则会降低其增殖能力[19]；细胞的密度也会对增殖速度和分

化特性产生比较大的影响。Sekiya[20]等发现当细胞的密度为 10

或 50个 /cm2时，细胞增殖速度最快；当密度为 1~1000个 /cm2

时，由于再循环干细胞亚群的比例发生改变，细胞的分化方向

也将受到影响。骨髓中 BMSCs的含量很少（1× 105个单核细胞

中约含有 1个），并随着年龄的增长而减少，但它在体外广泛扩

增的特性使得它可以达到组织工程学所要求的细胞数目。

到目前为止，由于 BMSCs没有特定的表面标志，因此它的

鉴定标准也没有统一，但研究发现 BMSCs能表达多种分子，主

要包括以下几项：（1）生长因子和细胞因子受体：白细胞介素

（interleukin，IL）-1R、IL-3R、IL-4R、IL-7R、酌干扰素受体等；（2）

粘附分子：CD44、CD54、CD166 等；（3）整合素家族成员：
CD29、CD49、CD104等；（4）其他：CD90、CD105等[21]。

2 BMSCs的分离与培养

现在人们主要通过以下几种方法来获得 BMSCs：贴壁细

胞分离法、密度梯度法、流式细胞仪和免疫磁珠分离法。贴壁筛

选法是一种获得 BMSCs的简单方法，它是根据不同细胞之间

贴壁时间及牢固性的不同，通过换液将非贴壁细胞和其它细胞

去除。但有相关报导指出，通过贴壁细胞分离法获得的 BMSCs

成份复杂多样、细胞纯度不高。密度梯度法是在细胞中加入

Ficoll或 Percoll分离液，根据 BMSCs与其它细胞的比重不同，

通过离心法获得 BMSCs，其优点是对细胞的活性影响较小。前

两种方法由于价格便宜、操作简便而被广泛使用，而后两种方

法由于价格昂贵、操作复杂则很少被人们应用[22]。

进行细胞培养时还应注意选择适宜的培养基、细胞接种的

密度，并注意选择换液的量、换液时间等。目前适合 BMSCs生
长的培养基主要有 DMEM/F12 培养基、MesenCult 培养基、
LG-DMEM培养基和 EGFL-DMEM培养基等。马力、刘大军等
[23]就不同培养基对 BMSCs的影响进行了试验研究，在相同的

培养条件下，将 3 组浓度为 1 × 106的 BMSCs 中分别加入
MesenCult培养基、DMEM/F12 培养基和 LG-DMEM 培养基，

结果 3组细胞均表现出良好的生长状态，但是在细胞的活性、

贴壁比率、增殖速率等方面 MesenCult 培养液要略微优于
DMEM/F12 和 LG-DMEM 培养液。王超、徐蕴等 [24]采用含有

10 滋g/L碱性成纤维细胞生长因子联合 20 mL/L胎牛血清及
EGFL-DMEM的培养液，培养出了大量的 BMSCs。

3 BMSCs的成骨诱导剂

骨髓基质干细胞来源于中胚层，大量的研究均证实 BM-

SCs可以定向诱导分化为包括成骨细胞在内的各种中胚层组

织细胞。Stefan等[25]就做了这样的一个实验研究，他们将接种于

绒毛膜支架的人胎盘干细胞放入含有 10 mmol/L地塞米松、50

g/L 维生素 C 、10 mmol/L β - 甘油磷酸、10 nmol/L1，25-(OH)

2VitD3和 10 %胎牛血清的 DMEM培养液中培养，三、四周后

在电镜下观察到有大量细胞生长于支架的表面，检测碱性磷酸

酶活性和 Ca2＋浓度后显示胎盘来源的干细胞可以分化成为骨

移植物。

地塞米松（Dex）和 1，25-(OH)2VitD3：研究表明 Dex可以

抑制骨髓基质干细胞的增殖，且抑制作用随 Dex浓度的增加而

增强，但是，低浓度的 Dex又可以显著提高碱性磷酸酶的活性，

并能明显增加骨钙素的合成量。在 Dex诱导 BMSCs向成骨细

胞转化时，大家认为 10-8 mol/L的浓度是最适宜的，因为超过
10-8 mol/L后各浓度的作用效果差别不大；而 Dex诱导 BMSCs

向成脂分化较为明显的浓度为 10-7 mol/L，更低的 Dex浓度则

没有特别明显的影响[26]。Dex在促进 BMSCs向成骨分化的同

时也诱导细胞向脂肪分化，这是因为 Dex在促进成骨时激活了
BMSCs表面的糖皮质激素受体，导致 BMSCs向脂肪分化。而

在培养细胞时加入的 1，25-(OH)2VitD3则可以抑制其向脂肪细

胞转化，这是由于 1，25-(OH)2VitD3降低了基因标志物 ap2和

脂肪 mRNA的水平，从而达到了抑制糖皮质激素诱导脂肪形

成的目的。

茁－甘油磷酸钠及维生素 c(VitC)：茁-甘油磷酸钠是碱性磷
酸酶的底物，它在培养液中可以释放出大量的磷离子，这就形

成了适合细胞矿化的离子环境，从而加速矿化结节形成和钙

化。VitC是体外培养细胞合成胶原的必需物质，它可以通过诱

导成骨细胞分化蛋白基因表达和调节 ATP酶活性等方式来刺

激细胞外胶原基质及蛋白合成，并且能够和 茁-甘油磷酸钠一

同加快 BMSCs向成骨细胞分化。

4 BMSCs在缺血性骨坏死中的应用

如今，随着糖皮质激素在临床的广泛应用，激素引起的缺

血性骨坏死已成为非创伤性骨坏死的最主要原因，而作为缺血

性骨坏死的一种，缺血性股骨头坏死的发病率最高。引起股骨

头缺血性坏死的原因存在许多学说，如：血管内凝血与血管活

性因子学说[27,28]；脂质代谢紊乱及骨内高压学说[29]；骨髓基质干

细胞脂肪分化学说[30]等。其详细的机理并不是十分清楚，但许

多研究已发现，引起激素性骨坏死的主要原因可能为患者股骨

头、颈及股骨近端基质干细胞数量减少及其活性的减弱。

Hernigou就对激素引起股骨头坏死的股骨近端骨髓基质干细

胞进行了检测，结果发现其数量明显减少[31]，由于基质干细胞

数量减少或者活性降低使骨吸收后不能进行有效地骨质修复

而使疾病发展，最终导致股骨头塌陷。

目前治疗缺血性股骨头坏死的标准方法是髓芯减压术[32]，

这种方法在治疗早期缺血性股骨头坏死的疗效还是比较满意

的，然而在大部分时候，当人们发现时，往往已经到了疾病的晚

期，这时候髓芯减压术治疗的效果就已经微乎其微了，这就迫

使我们不得不做人工髋关节置换。因此，这就需要我们找到一

种全新的方式治疗缺血性股骨头坏死。BMSCs作为一种具有

多向分化潜能的干细胞，它来源广泛、取材方便、对人体创伤性
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较小、容易在体外培养、扩增和诱导，尤其是向成骨细胞分化的

潜能，使它成为了治疗缺血性骨坏死的一种新方法。尽管它的

分化潜能还不是完全清楚，但是骨髓基质干细胞可以在体外培

养、扩增和诱导已经得到证实。为了证明其可以加强造血作用

或促进组织修复，已经开展了一些将骨髓基质干细胞移植到动

物模型上的实验，相似的研究也已经在人类身上开展。通过以

上研究使我们相信，骨髓基质干细胞可以通过重建骨髓微环境

来加强造血干细胞移植。

BMSCs移植简单、实用，费用低廉，免疫排斥反应弱，在临

床中有很大的应用前景，是理想的骨组织工程学种子细胞。但

是目前研究仅仅停留在实验室阶段，想要应用于临床还有很多

的工作要做，且现在多数研究只是针对于动物，对人 BMSCs的

特性及培养了解尚少，还处于起步阶段，因此，应尽快建立一套

骨髓基质干细胞提取、培养、分化和移植的标准方法，从而为缺

血性骨坏死的治疗提供一种新的补充方式。
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