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人脐带间充质干细胞对脊柱骨折大鼠愈合及神经功能的影响 *
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摘要 目的：探讨人脐带间充质干细胞(Human umbilical cord mesenchymal stem cells，hUC-MSCs)对脊柱骨折大鼠愈合及神经功能

的影响。方法：脊柱骨折 Sprague-Dawley雄性大鼠模型 30只随机分为 hUC-MSCs组与对照组，各 15只。hUC-MSCs组大鼠在骨

折部位移植 0.5 mL的 hUC-MSCs(细胞浓度为 2× 106/mL)，对照组大鼠移植同体积的生理盐水，记录大鼠愈合及神经功能变化情

况。结果：两组造模后 15 min、30 min、90 min的平均动脉压都波动明显，不过组间对比差异无统计学意义(P>0.05)。与造模后 2 w

对比，两组造模后 4 w的神经功能 BBB评分均升高，且 hUC-MSCs组造模后 2 w、4 w的神经功能 BBB评分都高于对照组(P<0.05)。
hUC-MSCs组造模后 8 w的骨体积分数高于对照组(P<0.05)。hUC-MSCs组骨折部位附近有少量骨痂生长，骨折线逐渐消失；骨痂

已明显包裹骨折部位。hUC-MSCs组造模后 8 w的脊髓细胞凋亡指数低于对照组(P<0.05)。结论：hUC-MSCs在脊柱骨折大鼠的应

用能促进骨折愈合与改善神经功能，也可以抑制脊髓细胞凋亡，从而发挥很好的治疗作用。
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Effects of Human Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cells on the Healing

and Nerve Function of Spinal Fracture Rats*

To investigate the effects of human umbilical cord mesenchymal stem cells (hUC-MSCs) on spinal fracture

healing and nerve function in rats. 30 cases of Sprague-Dawley male rat models of spinal fracture were randomly divided into

hUC-MSCs group and control group with 15 rats in each groups. Rats in the hUC-MSCs group were transplanted with 0.5 mL of

hUC-MSCs (cell concentration of 2× 106/mL) at the fracture site, and the rats in the control group were transplanted with the same vol-

ume of saline. The healing and nerve function changes of the rats were recorded. The mean arterial pressures of the two groups

were fluctuated significantly at 15min, 30min, and 90min after modeling, but the difference compared between the groups were not statis-

tically significant (P>0.05). Compared with 2 weeks after modeling, the neurological function BBB scores of the two groups increased 4

weeks after modeling, and the neurological function BBB scores of the hUC-MSCs group were higher than those of the control group 2

and 4 weeks after modeling (P<0.05). The bone volume fraction of hUC-MSCs group 8 weeks after modeling were higher than that of

control group (P<0.05). In the hUC-MSCs group, there were small amount of callus growing near the fracture site, and the fracture line

gradually disappeared; the callus were obviously wrapped the fracture site. The apoptosis index of spinal cord cells in the hUC-MSCs

group were lower than that in the control group at 8 weeks after modeling (P<0.05). The application of hUC-MSCs in rats

with spinal fractures can promote fracture healing and improve nerve function, as well as inhibit spinal cord cell apoptosis, thereby exert

good therapeutic effect.
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前言

脊柱骨折的治疗是世界医学难题，具有骨强度低、愈合慢、

抗再骨折能力差等特点[1]。干细胞移植已成为近年来脊柱骨折

后再生修复的研究热点之一，目前研究中用于移植治疗脊柱骨

折的干细胞有神经干细胞、骨髓间充质干细胞、胚胎干细胞、人

脐带间充质干细胞 (Human umbilical cord mesenchymal stem

cells，hUC-MSCs)等[2,3]。但由于神经干细胞、胚胎干细胞涉及取

材困难、免疫排斥及法律道德等方面的问题，其应用受到了限

制；骨髓间充质干细胞移植治疗脊柱的疗效有待提高[4,5]。脐带

是连接胎儿和胎盘的管状结构，包括表层上皮、羊膜下基质、裂

隙、血管间基质、血管周围基质、血管等[6]。临床上脐带被视为医

疗废物而在产后丢弃，因此 hUC-MSCs的应用具有安全、无侵

入性损伤、无伦理问题等优点[7,8]。其既不同于胚胎干细胞，又不

同于成人干细胞，具有多向性分化潜能，可在分化后维持分化

组织的特性[9,10]。本文具体探讨了 hUC-MSCs对脊柱骨折大鼠

愈合及神经功能的影响，最终达到提高脊柱骨折治疗效果的目

的。现总结报道如下。

1 材料与方法

1.1 研究材料

Sprague-Dawley雄性大鼠 36只(体重 220~280 g)购自南通

特洛菲饲料科技有限公司，动物合格证号：医动字第 2323232

号。hUC-MSCs (P3代) 由本地区脐带血造血干细胞库提供，

CT40型骨科电钻、骨折模型打击支架购自 viva公司，低糖

L-DMEM培养基、胎牛血清购自美国 GIBCO 公司，常规手术

器械、动物固定台架等购自保康医疗器械有限公司。

1.2 动物建模与分组

所有大鼠都建立脊柱骨折模型，实验前 12 h禁食、自由饮

水。造模当日用质量分数为 1 %的氯醛糖(50 mg/kg)肌肉注射

麻醉，双侧股动脉插管，左侧股静脉插管。左侧股动脉插管接传

感器，采用生理记录仪监测平均动脉压。切开大鼠项背部皮肤，

钝性分离皮下组织、肌肉，暴露棘突和椎板。采用牵丝线稍提起

脊髓，动脉瘤夹压迫脊髓 1 min至完全性脊柱骨折。术毕逐层

缝合肌肉、皮下组织和皮肤，采用尾悬吊法防止后肢水肿。

将造模成功的 30只大鼠(动物大量出血死亡 4例，动物不

明原因死亡 2例)随机分为 hUC-MSCs组与对照组各 15只。

1.3 hUC-MSCs培养与移植

P3代 hUC-MSCs成骨诱导 7 d后消化，生理盐水重悬，细

胞浓度调整为 2× 106/mL，移植 0.5 mL细胞于 hUC-MSCs组大

鼠骨折部位，对照组大鼠移植同体积的生理盐水。细胞移植共

进行 3次，时间点选为造模后 1 w、3 w和 7 w。

1.4 观察指标

(1) 在造模后 15 min、30 min、90 min测定与记录大鼠的左

侧股动脉平均动脉压。(2) 造模后 2 w、4 w时将大鼠置于开阔

地，参考胸段脊柱骨折后功能评判标准(简称 BBB评分法)进行

神经功能评定。(3)在造模后 8 w处死所有大鼠，使用Micro CT

观察骨折愈合情况，计算骨体积分数 (Bone volume/Total vol-

ume，BV/TV)，同时进行病理特征观察。(4)取处死大鼠的脊髓，

迅速放在液氮中冷冻保存备用，从液氮中取出脊髓标本组织，

用组织均浆器制成 100 g/L的组织均浆，在 -10℃ 3500 r/min的

条件下离心 20 min，存于 -20℃冰箱中待测，采用 TUNEL法检

测脊髓细胞凋亡情况。

1.5 统计学分析

选择 Excel2010软件整理原始数据结果，分析时应用软件

SPSS 23.00，计量资料用均数± 标准差表示，两两对比为 t检

验，多时间点对比为方差分析，检验水准琢=0.05。

2 结果

2.1 平均动脉压对比

对照组：大鼠双下肢、躯干部刺痛反应、自主活动能力消

失。hUC-MSCs组：大鼠外界刺激反应敏感，胡须牵拉反应、针

刺头面部疼痛反应明显。两组造模后 15 min、30 min、90 min的

平均动脉压都波动明显，不过组间对比差异无统计学意义

(P>0.05)，见表 1。

表 1 两组造模后不同时间点的平均动脉压变化对比(mmHg，x± s)
Table 1 Comparison of mean arterial pressure changes at different time points after the two groups were modeled (mmHg, x± s)

Groups n
15 min after

molding

30 min after

molding

90 min after

molding
F P

Control group 15 65.33± 4.20 58.67± 2.48 72.10± 4.18 12.844 0.000

hUC-MSCs group 15 65.98± 3.57 58.01± 3.15 72.87± 3.76 13.013 0.000

2.2 神经功能评分对比

与造模后 2 w对比，两组造模后 4 w的神经功能 BBB评

分均升高，且 hUC-MSCs组造模后 2 w、4 w的神经功能 BBB

评分都高于对照组，对比具有统计学意义(P<0.05)，见表 2。

Note: compare with the hUC-MSCs group, *P<0.05; compare with the 2w after molding, #P<0.05.

表 2 两组造模后不同时间点的神经功能评分对比(分，x± s)
Table 2 Comparison of neurological function scores between the two groups at different time points after modeling (scores, x± s)

Groups n 2 w after molding 4 w after molding

Control group 15 4.53± 0.26 6.82± 0.66#

hUC-MSCs group 15 1.87± 0.15* 2.87± 0.44#*
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2.3 骨折愈合情况对比

hUC-MSCs组造模后 8 w的骨体积分数为（0.28± 0.03）%，

显著高于对照组的（0.15± 0.04）%，两组对比差异有统计学意

义(P<0.05)，见表 3。

Note: compare with the hUC-MSCs group, *P<0.05.

表 3 两组造模后 8 w的骨体积分数对比(x± s,%)

Table 3 Comparison of bone volume fractions between the two groups at 8 weeks after modeling (x± s,%)

Groups n Apoptotic index

Control group 15 18.29± 1.83

hUC-MSCs group 15 12.84± 2.41*

病理特征：对照组：骨痂未对骨折端形成有效包裹，存在明

显骨折线。hUC-MSCs组：骨折部位附近有少量骨痂生长，骨折

线逐渐消失；骨痂已明显包裹骨折部位。

2.4 脊髓细胞凋亡对比

hUC-MSCs组造模后 8周的脊髓细胞凋亡指数（12.84±

2.41）%，低于对照组的（18.29± 1.83）%，两组对比差异有统计

学意义(P<0.05)，见表 4。

Note: compare with the hUC-MSCs group, *P<0.05.

表 4 两组造模后 8 w的脊髓细胞凋亡指数对比(%，x± s)
Table 4 Comparison of apoptosis index of spinal cord cells between the two groups at 8 weeks after modeling (%, x± s)

Groups n Bone body integral

Control group 15 0.15± 0.04

hUC-MSCs group 15 0.28± 0.03*

3 讨论

脊柱骨折是一种严重的中枢神经系统损伤，常导致不可逆

的运动功能障碍和排便功能障碍，具有很高的致残率与死亡

率。因此寻求一种更为之有效的治疗方法是当前临床工作的迫

切目标。

hUC-MSCs可在个体发育的早期形成，具有很强的克隆形

成能力更强，平均倍增时间为 24 h[11]。地塞米松和滋-甘油磷酸
酯可以诱导 hUC-MSCs单层细胞的成骨分化，使得骨钙素和骨

桥蛋白基因表达上调，也可增加碱性磷酸酶[12,13]。有学者将成骨

诱导分化后的 hUC-MSCs接种于聚左旋乳酸多孔支架后移植

入大鼠大腿肌袋，发现新形成的组织有成骨细胞及其周围有血

管长入[14,15]。本研究显示两组造模后 15 min、30 min、90 min的

平均动脉压都波动明显，不过组间对比无差异；hUC-MSCs组

造模后 8 w的骨体积分数高于对照组；hUC-MSCs组骨折部位

附近有少量骨痂生长，骨折线逐渐消失；骨痂已明显包裹骨折

部位，表明 hUC-MSCs在脊柱骨折大鼠的应用能促进骨折愈

合。与楚佳奇[16]的研究类似，探讨 PRP联合 h UC-MSCs移植对

大鼠骨质疏松性骨折愈合的影响，显示 PRP联合 h UC-MSCs

移植可促进大鼠骨质疏松性骨折愈合。特别是 hUC-MSCs可在

体外诱导条件下具有向成骨细胞定向分化的潜能，具有临床取

材方便、免疫原性较低、来源更丰富、分离纯度高等特点[17]。在

基础研究中发现 hUC-MSCs具有很好的增殖与自我更新能力，

具有定向成骨分化能力[18,19]。

脊柱骨折后主要病理变化包括大量的神经细胞死亡，轴突

退变、脱髓鞘等[20,21]。由于脊髓原发损伤和继发的大量神经细胞

坏死和 /或凋亡存在，可使得脊髓局部形成囊肿、空洞和瘢痕

组织，影响再生神经纤维，为此对于治疗的要求比较高[22,23]。种

子细胞是研究人工植骨材料的基础，hUC-MSCs可在胚胎发育

的第 4~12 d进入血管间基质并存活于整个妊娠期，可在新生

儿出生后大量获得[24,25]。本研究显示 hUC-MSCs组造模后 2 w、

4 w的神经功能 BBB评分都高于对照组，表明 hUC-MSCs在

脊柱骨折大鼠的应用能改善神经功能。当前有研究显示

hUC-MSCs在脊柱骨折中通过改善微循环、清除氧自由基等作

用减轻脊髓继发性损伤，促进神经轴突的生长，补充受损缺失

的神经细胞，促进脊髓神经功能的恢复[26-28]。杨亭[29]等人的研究

对 hUC-MSCs促进缺氧缺血性脑损伤(Hypoxic-ischemicbrain-

damage, HIBD) 神经功能修复的作用及机制显示，hUC-MSCs

移植后，促进氧糖剥夺损伤神经干细胞增殖及 hSDF-1琢分泌，
改善大鼠神经功能。本研究也显示 hUC-MSCs组造模后 8 w的

脊髓细胞凋亡指数低于对照组，与杨超华[30]的研究类似，该学

者等探究 hUC-MSCs对双节段非相邻脊髓压迫损伤的治疗作

用及多次重复移植是否更有利于脊髓功能恢复，显示

hUC-MSCs移植组新西兰大白兔脊髓凋亡阳性细胞数低于对

照组，说明人脐带间充质干细胞移植可通过保护神经元，抑制

凋亡作用有效提高兔双节段脊髓压迫损伤功能。从机制上分

析，骨骼的稳态主要是通过成骨细胞和破骨细胞之间的平衡来

实现的，而 hUC-MSCs可以通过生成成骨细胞有利于维持这种

平衡状态，可使得成骨细胞活跃程度提高，使得骨形成占优势，

从而降低脊髓细胞凋亡，促进神经功能的恢复[31-33]。本研究也存

在一定不足，观察的大鼠数量比较少，且没有纳入其他充间质

干细胞进行比较，将在后续研究中进行探讨。

总之，hUC-MSCs在脊柱骨折大鼠的应用能促进骨折愈合

与改善神经功能，也可以抑制脊髓细胞凋亡，从而发挥很好的

治疗作用。
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