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骨形态发生蛋白2复合脂肪源性干细胞修复兔缺血性股骨头坏死***★ 
齐新文，王兆杰，陈军平，赵俊延，安荣泽 

Bone morphogenetic protein-2 combined with adipose derived stem cells for treatment of 
avascular necrosis of the femoral head in rabbits    

Qi Xin-wen, Wang Zhao-jie, Chen Jun-ping, Zhao Jun-yan, An Rong-ze 

Abstract 
 
BACKGROUND: Adipose derived stem cells (ADSCs) and bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) have a strong osteogenic 
capability that is important for the repair of avascular necrosis of the femoral head. 
OBJECTIVE: To observe the combined effects of ADSCs and BMP-2 on avascular necrosis of the femoral head. 
METHODS: The avascular femoral head necrosis models were established in 48 rabbits using liquid nitrogen. The rabbits were 
divided into control group, core decompression group, ADSCs group and BMP-2+ADSCs group randomly.   
RESULTS AND CONCLUSION: Tissue repair of femoral head necrosis in ADSCs group and BMP-2+ADSCs group was vigorous. 
There were more newly formed trabeculae, which were strengthened. X-ray showed no obvious cystic degeneration and collapse 
of the femoral head. The growth of trabeculae and bone marrow in BMP-2+ADSCs group was more vigorous than that in ADSCs 
group at 8 weeks. It is indicated that BMP-2 combined with ADSCs have a stronger repairable ability in necrosis of the femoral 
head necrosisl. 
 
Qi XW, Wang ZJ, Chen JP, Zhao JY, An RZ. Bone morphogenetic protein-2 combined with adipose derived stem cells for 
treatment of avascular necrosis of the femoral head in rabbits.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 
2011;15(45): 8386-8390.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：骨形态发生蛋白 2和脂肪源性干细胞都有很强的成骨能力，对于缺血性股骨头坏死的修复有重要意义。 
目的：观察骨形态发生蛋白 2体内复合脂肪源性干细胞成骨治疗兔股骨头缺血坏死的疗效。 
方法：48 只新西兰大白兔采用液氮冷冻法造模，随机分为对照组，髓芯减压组，脂肪源性干细胞组，骨形态发生蛋白 2 复
合脂肪源性干细胞组。 
结果与结论：脂肪源性干细胞组与骨形态发生蛋白 2复合脂肪源性干细胞组兔股骨头坏死区域的组织修复旺盛，新生骨小梁
较多且逐步强化，X射线未见明显的囊性变和股骨头塌陷发生。在 8周时骨形态发生蛋白 2复合脂肪源性干细胞组骨小梁及
骨髓组织生长较单纯脂肪源性干细胞组更旺盛。表明骨形态发生蛋白 2因子复合脂肪源性干细胞植入股骨头坏死模型后成骨
较多，修复坏死区域功能较强。 
关键词：股骨头坏死；细胞移植；脂肪源性干细胞；骨形态发生蛋白；兔 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.45.006 
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0  引言 
 
股骨头缺血坏死 (avascular necrosis of 

femoral head，ANFH)发生率随着酗酒、交通
事故及激素的滥用等逐年增高，对其病因病机

及治疗的相关研究也成为目前的热点课题
[1-2]
。

骨组织工程及干细胞的研究深入使得股骨头缺

血坏死的细胞和基因治疗成为可能，国内外已

经有学者开始在髓芯减压的基础上加用干细

胞及成骨因子对坏死股骨头进行修复治疗研

究
[3-5]
。本实验作者通过液氮冷冻法建立股骨头

坏死模型，而后对股骨头坏死模型行髓芯减压

并植入成骨因子骨形态发生蛋白 2(bone 
morphogenetic protein-2，BMP-2)和脂肪源性
干细胞(adipose derived stem cells，ADSCs)，

通过影像学及组织学观察二者复合成骨情况及

治疗股骨头坏死的疗效，以期为临床应用提供

实验依据。 
 
1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。 
时间及地点：实验于2010-08/2011-05在

遵义医学院珠海校区中心实验室完成。 
材料： 

实验动物：选用SPF级四、五个月龄健康新
西兰大白兔48只，雌雄不限，体质量2.5~3.5 kg，
常规饮食水，分笼饲养。由广东省医学实验动

物中心提供，合格证：SCXK(粤) 2003-0002，
实验过程中对于动物的处置参照国家科学技术

部2006年发布的《关于善待实验动物的指导性
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意见》
[6]
。全部采用液氮冷冻股骨头负重区制备

股骨头坏死模型，随机分为4组，每组12只，分
别为对照组，髓芯减压组，ADSCs组，BMP-2
复合ADSCs组。后两组动物在制模之前1周从
颈部取脂肪组织进行ADSCs的获取及培养传
代以备实验中应用。 

试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
方法： 

ADSCs的分离培养及传代：无菌条件下取

ADSCs组、BMP-2复合ADSCs组新西兰大白兔
颈背部脂肪组织约3 g，去除血管及浅筋膜等组
织，用PBS反复冲洗，剪刀剪碎至糊状；用0.1% 
Ⅰ型胶原酶在37 ℃水浴摇床中轻搅拌消化
20~30 min。使用等量体积的完全培养基中和
后，离心10 min，弃上清，沉淀重悬后以80目尼
龙筛网过滤，接种于培养瓶内，加入体积分数为

10%胎牛血清的DMEM培养基中，37 ℃、体积
分数为5%CO2孵箱内培养。5 d后换液吹去红细
胞可见脂肪干细胞贴壁生长，待细胞长满培养

孔面积60%时，用0.25%的胰蛋白酶消化，进
行原代传代。待第3代细胞长满后(图1)进行消
化并将细胞配制成2×109 L-1

细胞悬液，复合于

医用明胶海绵上(3 mm×4 mm×2 mm)，在培养
箱中孵育4 h备用。以上干细胞的提取均来源于
同一只实验动物。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
动物造模及细胞因子和干细胞的移植：动物均

为单侧股骨头进行实验，制模方法按戴双武等
[7] 

推荐方法进行：30 mg/kg戊巴比妥钠耳缘静脉
注射麻醉后俯卧体位，取髋关节后外侧切口，

于肌肉间隙游离暴露股骨头，内旋股骨显露股

骨头负重区，在不切断圆韧带和髋关节不脱位

的情况下切开关节囊，以液氮棉签连续快速冷

冻股骨头25次，约每次10 s，共约4 min。对照组
冷冻后即刻关闭切口；其余3组自然复温后行以下
处理：髓芯减压组从股骨颈的后内侧向股骨头钻

孔，钻头直径3.5 mm，钻入3.5~4.0 mm，正好
到达关节软骨下；ADSCs组同法钻孔后在孔内植
入含有ADSCs的明胶海绵；BMP-2复合ADSCs
组钻孔后植入含有质量浓度为100 μg/L BMP-2
细胞因子的浸有ADSCs的明胶海绵条[8]

，关闭

伤口。术后连续5 d臀大肌注射庆大霉素，8×  
104 U/d，预防手术后感染。 

主要观察指标： 

放射学及大体观察：分别于术后2，4，6，8
周分批处死动物，每个时间点每组取3只动物进
行X射线摄片，而后大体观察股骨头表面情况及
有无塌陷变形等。 

组织学观察：分别于术后2，4，6，8周时处
死动物行放射学检查后取出股骨头标本经过体

积分数为10%甲醛固定，8%甲酸溶液脱钙处理
后石蜡包埋，进行组织切片及苏木精-伊红染色

并光镜观察。主要观察缺损区骨小梁变化，采

用HPLAS-2000高清晰度彩色病理图文报告分
析系统测定比较骨小梁占整个缺损视野骨质面

积百分数(每组选取10个视野进行测量比较，最
后取其平均值)来分析成骨情况。 
统计学分析：采用SPSS 13.0统计学软件包

进行数据分析，对骨小梁面积百分比均值进行t 
检验分析，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  实验动物数量分析  实验动物一般情况良
好，未出现伤口感染，均进入结果分析。 
2.2  放射学及大体观察结果   

大体观察：术后2周所有股骨头标本均呈苍白
色，未见软骨剥脱和塌陷，4周时股骨头外形呈
圆形未见塌陷，但对照组2个，髓芯减压组1个
软骨面轻度剥脱。6周时对照组3个，髓芯减压
组2个出现关节面负重区轻度塌陷，其余关节面
轻度剥脱，8周时关节面剥脱加重，部分软骨下
骨外露，对照组、髓芯减压组较严重。 

X射线观察：对照组从第4周开始股骨头密度
增加且囊性变，8周时最重且出现股骨头不规则
及塌陷(图2)。4周时髓芯减压组、ADSCs组，
BMP-2复合ADSCs组股骨头内出现密度增加，8
周时髓芯减压组有硬化带出现并股骨头不圆滑

试剂及仪器 来源 

BMP-2细胞因子  
DR影像 X射线机 
光学显微镜  
医用明胶海绵  

上海普欣生物公司 
德国西门子公司 
日本 OLYMPUS公司 
江苏南京金陵制药厂 

Figure 1  The third generation of adipose derived 
stem cells grew well, and cells were 
spindle-shaped (×100) 

图 1  第 3代脂肪源性干细胞生长旺盛，细胞呈梭
形(×100) 
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(图3)，ADSCs组，BMP-2复合ADSCs组有密度稍低的
骨质结构，未见股骨头塌陷及明显的囊性变(图4)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  组织形态学变化  对照组第4周时出现骨坏死表
现，8周时的标本切片见大量骨陷窝，骨小梁变细，部
分断裂，髓腔内造血组织减少，可见大量不良脂肪组织，

为骨坏死表现(图5)。髓芯减压组第8周时钻孔区修复不
完全，虽然有较成熟的骨髓组织，骨小梁的形成和修复

较少或不完全，多为幼稚骨小梁(图6)。ADSCs组、
BMP-2复合ADSCs组第6周时钻孔区有新生骨小梁结
构，8周时 ADSCs组骨小梁形成较多且骨髓组织趋于成
熟 (图7)，BMP-2复合ADSCs组的骨髓组织明显较
ADSCs组成熟且增生活跃，造血细胞丰富，骨小梁也相
对较粗，排列整齐且致密饱满，骨细胞清晰可见，核大

位于中央(图8)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2  X-ray showed collapse and irregular shape of the 
femoral head in the control group at 8 wk 

图 2  第 8周时X射线片显示对照组股骨头塌陷，形状不规则 

Figure 3  X-ray showed hardened zone and not smooth of the 
femoral head in the core decompression group at  
8 wk 

图 3  第 8周时 X射线片显示髓芯减压组股骨头出现硬化带
并股骨头不圆滑 

Figure 4  X-ray showed smooth femoral head and low-density 
structure in the bone morphogenetic protein-2 
combined with adipose derived stem cells group at 8 
wk, no obvious cystic degeneration and collapse 
occurred 

图 4  第8周时 X射线片显示 BMP-2复合 ADSCs组股骨头
圆滑，有密度较低的结构，无明显塌陷及囊性变 

Figure 5  A lot of empty osteocytes appeared, part of 
trabeculae were broken up, the amount of bone 
marrow hemopoietic tissues reduce and adipose 
tissues were showed in the control group at 8 wk 
(×200) 

图 5  对照组第 8周时出现大量骨陷窝，部分骨小梁断裂，
髓内造血组织减少，可见脂肪组织(×200) 

Figure 6  More mature bone marrow tissues were seen in the 
core decompression group at 8 wk, bone trabeculae 
were completely repaired and formed, and most 
bone trabeculae were native (×200) 

图 6  髓芯减压组第 8周时可见较成熟的骨髓组织，骨小梁
形成和修复不完全，多为幼稚骨小梁(×200) 

Figure 7  More trabeculae in the adipose derived stem cells 
group appeared at 8 wk, and bone marrow tissues 
tended to be mature (×200) 

图7  ADSCs组第8周时骨小梁形成较多且骨髓组织趋于成
熟(×200) 

Figure 8  Mature bone marrow grew up actively and 
hematopoietic cells were rich in the bone 
morphogenetic protein-2 combined with adipose 
derived stem cells group at 8 wk, trabecular bones 
were thicker, in regular arrangement and compact 
(×200) 

图 8  BMP-2复合 ADSCs组第 8周时成熟骨髓增生活跃，
造血细胞丰富，骨小梁较粗，排列整齐且致密饱满
(×200) 
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实验形态学显示ADSCs组和BMP-2复合ADSCs组
比单纯的髓芯压组骨髓组织生长旺盛，骨小梁形成较

快。髓芯减压组、ADSCs组、BMP-2复合ADSCs组在4
周和8周时钻孔区骨小梁面积百分比相比较见表1。在4，
8周时，ADSCs组、BMP-2复合ADSCs组与髓芯减压组
比较，差异有显著性意义(P < 0.05)；在4周时ADSCs
组与BMP-2复合ADSCs组比较，差异无显著性意义(P > 
0.05)；在8周时ADSCs组与BMP-2复合ADSCs组比较，
差异有显著性意义(P < 0.05)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
3.1  ADSCs促进成骨的作用及研究现状   ADSCs作
为起源于中胚层的干细胞，与骨髓间充质干细胞一样，

具有自我更新能力、活力持久及多向分化潜能且有确定

的向成骨细胞定向分化的能力
[9]
，ADSCs属于诱导性骨

原细胞，其分化并不能完全自发，需某些细胞因子或体

内外环境的共同参与。其具体成骨性能和机制尚不完全

清楚
[10]
。 

3.2  BMP-2在股骨头坏死中的应用  BMP是TGF-β超
家族成员，是骨组织工程中应用最广泛的信号蛋白，其

中BMP-2是最重要的成骨形成调控因子，它可以诱导未
分化的间充质干细胞向骨母细胞及软骨母细胞分化

[11]
，

另外它具有较强的促进成骨细胞分化的功能并表达特

异性成骨细胞产物
[12]
。有学者实验认为在骨形成过程

中，BMP-2可以与间充质细胞表面受体结合激活靶细胞
内基因调节因子，促进间充质细胞向骨细胞转化，同时

抑制细胞向脂肪细胞转化。对于股骨头缺血坏死性疾

病，除了增加股骨头内成骨细胞的活性及数量外，血管

的形成及血运的改善也是加快修复的必要条件，已有研

究表明BMP-2能够刺激新生血管形成，加快股骨头骨修
复过程中的血管化过程

[13]
。国内外已经有学者对于

BMP-2诱导骨髓间充质干细胞成骨修复股骨头坏死进
行了研究

[14-15]
，但是BMP-2诱导ADSCs的实验和临床研

究较少。 
3.3  髓芯减压及BMP-2复合ADSCs修复缺血性股骨头

坏死的作用  缺血性股骨头坏死的发病机制虽然尚不
清楚，大多数学者认同应用骨内压增高和血液循环障碍

来解释。髓芯减压及促进局部血液循环随之成为近年来

治疗非创伤性股骨头坏死的主流手术干预方法，其有效

率在30%~90%不等。国内外研究进一步提示，髓芯减
压的治疗效果及股骨头坏死的预后与修复过程中坏死

区局部及患者自体的干细胞(尤其是骨髓间充质干细胞)
数量有着密切关系，骨髓间充质干细胞数目减少是导致

股骨头难以完全修复的主要原因
[3, 16]
。本实验应用目前

较骨髓间充质干细胞取材广泛，多向分化，基因稳定，

自体无免疫排斥反应的ADSCs代替骨髓间充质干细胞
在髓芯减压的基础上进行移植，并且应用目前成骨性能

最强的BMP-2因子进行诱导和调节来观察其修复股骨
头坏死的作用效果。对照组表明液氮冷冻造模法出现的

骨坏死和修复及塌陷过程与临床非创伤性股骨头缺血

坏死基本一致，股骨头坏死率较高，是目前较方便的一

种实验研究方法。髓芯减压组虽然进行髓芯减压，组织

学上也有骨小梁的修复和重建，但是由于修复期坏死区

及周边干细胞数量少、活性有限、坏死区周围应力集中

最后还是导致骨结构损害阻断了骨的修复，导致股骨头

塌陷
[17-18]

。ADSCs组和BMP-2复合ADSCs组作为
ADSCs和BMP-2诱导因子的移植组，表现出股骨头坏死
区域的组织修复旺盛，新生骨小梁较多且逐步强化，X
射线也未见明显的囊性变和股骨头塌陷发生。BMP-2复
合ADSCs组4周时骨小梁的面积百分比与ADSCs组比
较虽然稍高，但差异无显著性意义。8周时骨小梁的成
熟和面积百分比较ADSCs组高且差异有显著性意义。这
说明ADSCs在一定环境下具有向成骨细胞转化的能力
并且可以协助局部BMSCs发挥成骨的作用，BMP-2复
合ADSCs组在8周时骨小梁及骨髓组织生长较单纯
ADSCs组旺盛，提示BMP-2发挥着成骨及刺激新血管形
成的作用。实验表明，BMP-2因子体内复合ADSCs比单
独应用ADSCs在治疗股骨头坏死中成骨较多，修复坏死
区域功能较强。本实验为利用干细胞移植及细胞因子干

预治疗缺血性股骨头坏死提供了某些形态学依据。 
3.4  不足和展望   本实验为外源性应用BMP-2对
ADSCs进行诱导，存在因子扩散快，易降解，不能持续
有效地作用靶细胞等缺点，在一定程度上减弱或限制

BMP-2功效。若利用基因转染技术通过BMP-2基因修饰
ADSCs，使其自分泌或旁分泌BMP-2，内源性作用于干
细胞，诱导其分化和新骨形成，可能会起到更强的成骨

作用
[19]
。另外国内外也有学者应用BMP基因转染对于另

外一种骨质减少或骨量缺失性疾病—骨质疏松症进行

了研究探讨
[20-21]

，其具体成骨效果和能力也需要进一步

研究。本实验髓芯减压后仅用明胶海绵作为ADSCs和
BMP-2的载体，无法在修复过程中起到支撑和防止塌陷
的作用，有学者应用伞状支撑骨和干细胞移植治疗股骨

表 1  髓芯减压组、ADSCs组、BMP-2复合 ADSCs组第 4周
和 8周时钻孔区骨小梁面积百分比 

Table 1  Bone trabeculae area percentage of drilling area in the 
core decompression group, ADSCs group and BMP-2 
+ADSCs group at 4 and 8 wk             (x

_

±s, %) 

BMP-2: bone morphogenetic protein-2; ADSCs: adipose derived stem 
cells; aP < 0.05, vs. core decompression group; bP < 0.05, vs. ACSCs 
group 

Group 4 wk 8 wk 

Core decompression  28.56±1.23 35.43±2.47 
ADSCs  58.64±9.78a 67.87±12.69a 
BMP-2 composited ADSCs 62.94±10.65a 78.48±11.69ab 
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头坏死起到缩短股骨头坏死修复时间，防止塌陷的良好

效果
[2]
。若将以上方法进行揉合并加用血管内皮细胞生

长因子等强力成血管因子刺激诱导血管大量生成是否

能够在骨量减少性疾病——股骨头坏死及骨质疏松症

的治疗中取得更好疗效，有待于进一步研究和探讨。 
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