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文题释义： 

CD44：是一种跨膜糖蛋白，广泛分布于各种细胞表面，做为可识别透明质酸、Ⅰ型胶原蛋白和Ⅳ型胶

原蛋白等的受体，具有调节细胞-细胞以及细胞-基质之间的黏附作用，CD44和透明质酸等相互作用与

细胞迁移能力相关，目前 CD44是骨髓间充质干细胞鉴定的表面抗原之一。 

神经生长因子：由神经细胞或非神经细胞分泌的高度保守的蛋白分子，可与膜表面受体、酪氨酸激酶 A

受体 TrkA和神经营养素受体 p75相互作用，从而调控神经元的存活、生长、分化以及功能发挥，在骨

折修复中，神经生长因子通过促进血液供应、神经再生进而促进骨折修复。 

 

摘要 

背景：近年来随着干细胞培养、分离等技术的发展使骨折不愈合的治疗有了更多的选择。 

目的：探讨骨髓间充质干细胞在大鼠创伤性骨折愈合过程中的促进作用，以及对内源骨髓间充质干细胞

迁移能力的影响。 

方法：48只 Wistar大鼠，随机分为实验组、对照组各 24只。所有大鼠均建立股骨骨折模型。另采用

贴壁筛选法分离制备健康大鼠骨髓间充质干细胞，通过尾静脉注入实验组大鼠，对照组注入等体积生理

盐水。分别于 2，3，4，8，12周提取两组大鼠股骨骨髓间充质干细胞，用荧光定量 RT-qPCR方法检

测细胞中Ⅰ型胶原蛋白和 CD44的表达，采用 Transwell法测定骨髓间充质干细胞迁移情况，并用免疫

组化方法检测骨痂处神经生长因子表达。 

结果与结论：①第 2，3，4周，实验组大鼠骨髓间充质干细胞Ⅰ型胶原蛋白、CD44 mRNA表达明显

高于对照组，差异有显著性意义(P < 0.05)；②第 2，3周，骨髓间充质干细胞迁移能力明显高于对照

组(P < 0.05)；③第 3，4，8，12周，实验组骨痂处神经生长因子表达高于对照组(P < 0.05)；④结果

表明，外源骨髓间充质干细胞植入股骨骨折大鼠体内可使内源骨髓间充质干细胞的体外迁移能力及骨折

部位神经生长因子表达增强，从而促进大鼠骨折愈合。 

关键词： 

干细胞；骨髓干细胞；创伤性骨折；骨髓间充质干细胞；愈合；体外迁移；神经生长因子 
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Abstract 

BACKGROUND: In recent years, the development of stem cell culture and isolation technologies provides 

new therapeutic choices for fracture healing. 

OBJECTIVE: To investigate the effect of exogenous bone marrow mesenchymal stem cells on bone 

fracture healing in traumatic fracture rats and on the migration ability of endogenous bone marrow 

mesenchymal stem cells.  

METHODS: Femoral fracture models were made in 48 Wistar rats and then randomized into experimental 

group and control group (n=24/group). Bone marrow mesenchymal stem cells from another healthy rats 

were isolated using adherent method and then injected into the rats via the tail vein in the experimental 

group. Rats in the control group were given the same volume of normal saline. At 2, 3, 4, 8, 12 weeks after 

injection, we extracted bone marrow mesenchymal stem cells from the femur of rats in the two groups. 

RT-qPCR was used to detect expression levels of type I collagen and CD44. Transwell method was used 

to detect cell migration ability. Immunohistochemitry method was employed to detect expression of nerve 

growth factors in the callus. 

RESULTS AND CONCLUSION: mRNA levels of type I collagen and CD44 in rat bone marrow 

mesenchymal stem cells were significantly higher in the experimental group than the control group at 2, 3 

and 4 weeks after injection (P < 0.05). Compared with the control group, the higher migration ability of 

bone marrow mesenchymal stem cells was found in the experimental group at 2 and 3 weeks after 

injection (P < 0.05) as well as the higher expression of nerve growth factor in the callus in the experimental 

group at 3, 4, 8, 12 weeks after injection. All these findings suggest that exogenous bone marrow 

mesenchymal stem cells can improve the migration ability of endogenous bone marrow mesenchymal 

stem cells and the expression of nerve growth factor in the callus in rats with femoral fracture, thereby 

promoting fracture healing in rats.  

Subject headings: Bone Marrow; Mesenchymal Stem Cells; Femoral Fractures; Fracture Healing; Nerve 

Growth Factor; Tissue Engineering 

 

Cite this article: Guo QF, Li G, Ren R, Li LW. Promotion of bone fracture healing by bone marrow 
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0  引言  Introduction 

骨折是临床比较常见的的骨科疾病，常常引起患

者关节活动障碍，从而导致一系列并发症的发生，给

患者的身心带来巨大伤害，所以促进骨折的正常愈合

尤为重要。然而骨折愈合是一个极其复杂而连续的过

程，一般分为炎症反应期、修复期和塑型期3个阶段，

3者之间互相交错相辅相成。随着肢体活动和负重，通

过应力刺激，上述过程继续进行，使多余的骨痂被吸

收而清除，髓腔逐渐再通，骨折部位慢慢恢复正常骨

结构。尽管骨科近年来发展迅速，但骨折不愈合仍是

临床面临的一个重要问题。骨折不愈合的诊断建立在

一系列临床症状和放射线检查上。骨折治疗6-8个月后

仍没有愈合考虑骨折不愈合，不同部位的发病率约

5%。Brinker等认为，那些不进一步干预便无法愈合的

骨折才称之为骨不连。创伤性骨折愈合包括纤维蛋白

充填、细胞增殖和组织塑形3个基本过程，表现出各种

过程的协同作用。 

间充质干细胞是一种特殊的干细胞，具有多方向分

化的能力。间充质干细胞在细胞因子和各种微环境下可

转化为骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞、成纤维细胞和肌

细胞等。间充质干细胞分布广，很多组织中发现它的存

在，如骨髓、脂肪组织、肌肉组织和外周血等。骨髓来

源的间充质干细胞增殖能力强大，体外研究发现，将其

培养扩增至10
4
仍能保持其多分化潜能。间充质干细胞

的分离方法有多种，例如贴壁筛选法、密度梯度离心法、

流式细胞仪法和免疫磁珠法等，其中贴壁法是利用其在

塑料培养瓶中贴壁生长的特性将其从造血干细胞中分

离出来。研究发现，老年患者、全身性疾病患者、代谢

性疾病及化疗患者的间充质干细胞数量急剧减少，所以

同种异体间充质干细胞用于疾病治疗的前景更广
[1-3]
。异

体间充质干细胞能否保持其多向分化能力，促进参与骨

折愈合，仍需要进一步研究。实验将异体骨髓间充质干

细胞注入到骨折大鼠体内，探讨其促进大鼠骨折愈合的

作用。 
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1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  对比观察动物实验。 

1.2  时间及地点  于2014年1月至2015年9月在青海

大学医学院完成。 

1.3  材料  选取8周龄健康成年Wistar大鼠，雌雄不限，

48只大鼠用于骨折造模，4只大鼠用于骨髓间充质干细

胞分离培养，由青海大学医学院动物实验中心提供。 

DMEM、胎牛血清等细胞培养试剂购于Invitrogen

公司；CD44、CD34、NGF一抗购于Cell Signaling 

Technologies；二抗购于武汉博士德公司。 

1.4  实验方法 

1.4.1  骨髓间充质干细胞的分离培养  采用贴壁筛选

法提取大鼠骨髓间充质干细胞。大鼠经10%水合氯醛

(3 mL/kg)行腹腔麻醉后，体积分数为75%乙醇消毒，

无菌环境下取出两侧股骨、胫骨、肱骨，剪开两端，

用注射器注入无血清DMEM培养基冲洗骨髓腔，骨髓

悬液经200目筛网过滤，培养于含体积分数为10%胎牛

血清的DMEM培养液中，放入37 ℃、体积分数为

5%CO2培养箱静止培养，24 h后全量换液，之后每2 d

半量换液1次，待细胞生长融合至80%-90%时进行传

代培养。 

1.4.2  骨髓间充质干细胞的鉴定  取培养至第3代骨髓

间充质干细胞，PBS洗涤3次，加入CD44和CD34荧光

标记抗体，室温避光孵育30 min，加入荧光标记二抗，

37 ℃孵育20 min，用流式细胞仪检测细胞表面抗原表

达。 

1.4.3  实验动物分组及左侧股骨骨折模型制备  48只

Wistar大鼠随机分为2组(n=24)：对照组和实验组。用

10%水合氯醛(3 mL/kg)行腹腔麻醉，大鼠左下肢备皮、

消毒后于左股外侧纵切暴露股骨干，于股骨中段用线锯

将股骨横行切断，并将髓内固定针逆行插入骨折近端，

从股骨大转子穿出，生理盐水洗净伤口后逐层缝合。术

后清洁级环境下单笼饲养。 

1.4.4  造模后干预  骨折造模24 h后，将体外培养的第

3代骨髓间充质干细胞经尾静脉注入大鼠体内，每只  

1.5 mL(细胞浓度为1×10
9
 L

-1
)。 

1.4.5  骨髓间充质干细胞迁移数测定  第2，3，4，8，

12周每组分别取4只大鼠，再分离培养股骨骨髓间充质

干细胞，培养方法见1.4.1。应用6孔Transwell系统，上

室加入2×10
5
的第2代骨髓间充质干细胞悬液，于37 ℃、

体积分数为5%CO2的饱和湿度培养箱中培养24 h，进行

结晶紫法染色，倒置相差显微镜下计数滤膜下侧骨髓间

充质干细胞迁移数。 

1.4.6  骨髓间充质干细胞Ⅰ型胶原蛋白、CD44的表达  

采用荧光定量RT-qPCR方法检测实验组和对照组分离

提取的第2代骨髓间充质干细胞中Ⅰ型胶原蛋白和

CD44 mRNA的表达。用Trizol法提取两组骨髓间充质干

细胞的总RNA，反转录成cDNA，用RT-qPCR方法检测

Ⅰ型胶原蛋白、CD44表达水平，并用内参基因β-acitin

进行归一化处理。引物如表1所示。 

1.4.7  免疫组化检测神经生长因子表达  取上述各时

间点两组大鼠骨痂，用40 g/L多聚甲醛固定后行石蜡切

片，切片进行免疫组化染色，一抗为兔抗鼠NGF      

(1︰100)，二抗为羊抗兔IgG(1︰1 000)，DAB显色，于

显微镜下观察骨痂组织中神经生长因子的表达，应用

Image-proPlus 6.0软件分析切片的吸光度，判定神经生

长因子表达量。 

1.5  主要观察指标  ①骨髓间充质干细胞迁移数；②

骨髓间充质干细胞Ⅰ型胶原蛋白、CD44的表达；③骨

痂组织神经生长因子表达。 

1.6  统计学分析  使用SPSS 17.0统计学软件，计量数

据用x
_

±s表示，进行t 检验，P < 0.05为差异有显著性意

义。 

 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  股骨骨折造模后2 d可见大鼠

左肢跛行，精神较差。经过1周后，两组伤口缝线自行

脱落，实验组大鼠行走状态基本恢复。两组均无感染发

生，中途无死亡。 

2.2  两组大鼠骨髓间充质干细胞Ⅰ型胶原蛋白、CD44

表达阳性率的比较  由图1可知在第2，3，4周时实验组

Ⅰ型胶原蛋白、CD44表达明显高于对照组，差异有显

著性意义(P < 0.05)。 

2.3  两组大鼠的骨髓间充质干细胞迁移的比较  

Transwell方法检测实验组和对照组大鼠的骨髓间充质

干细胞迁移能力，由图2可见在第2，3周时，实验组大

鼠的骨髓间充质干细胞迁移数明显高于对照组，差异有

显著性意义(P < 0.05)。 

2.4  两组大鼠骨痂神经生长因子的表达  术后2周时，

实验组和对照组神经生长因子阳性表达均明显增加，但

两组间差异无显著性意义，随着时间推移，两组间神经

生长因子阳性表达逐渐减少，但实验组仍能保持相对对

照组较高的水平，两组神经生长因子表达量比较差异有

显著性意义，见表2及图3。 
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3  讨论  Discussion 

造成骨折不愈合的原因一般有：①局部的血供不足；

②感染；③不正确的功能锻炼，使骨折端产生不利于骨折

愈合的剪力、成角以及扭转应力；④其他一些恶病质营养

不良等，吸烟也能抑制血管的长入和成骨细胞的功能
[4]
。

骨折不愈合的治疗：传统治疗骨折不愈合的办法就是准确

的复位、植骨和坚强的内固定。骨移植材料包括自体髂骨、

肋骨、周围骨、同种异体骨和人工合成骨，骨形态发生蛋

白和各种生长因子复合材料已经进入临床研究阶段
[5]
。生

物物理学治疗包括电刺激、低强度脉冲式超声波、体外冲

击波等。干细胞领域的发展推动了基于细胞治疗骨折修复

的研究。干细胞是具有自我更新和多重分化的一种细胞，

在一定的条件下它能转化为 3个胚层的细胞
[6]
，因此骨髓

间充质干细胞有助于骨折愈合。 

骨髓间充质干细胞有多种表面标记，虽然对人体来

源的间充质干细胞在 2006 年国际细胞治疗协会上统一

了鉴定标准
[7]
，但在不同种属之间，有些标记尚存在种

属特异性。目前，普遍认为骨髓间充质干细胞表面 CD44

表达阳性，CD34表达阴性，实验中即按照CD44
+
/CD34

-

进行骨髓间充质干细胞的鉴定，并移植入股骨骨折动物

模型。 

CD44是一种透明质酸受体
[8-9]
，目前发现，CD44-

透明质酸相互作用与细胞迁移能力相关，如 T细胞趋向

炎症部位和间充质干细胞迁移向损伤部位等
[10-11]
。Zhu

等
[11]
通过体外实验发现，与 CD44

-/-
的骨髓间充质干细

胞相比，CD44
+/+
细胞表现出了更强的迁移能力。虽然

极少文献报道骨折中 CD44-透明质酸对骨髓间充质干

细胞归巢作用的影响，但在其他疾病研究中有发现

图 1  两组大鼠骨髓间充质干细胞Ⅰ型胶原

蛋白、CD44的 mRNA表达 

Figure 1  The mRNA expression of type I 

collagen and CD44 in rat bone marrow 

mesenchymal stem cells in the two groups

图注：与对照组比较，
a

P < 0.05。 
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图 2  两组大鼠骨髓间充质干细胞迁移能力 

Figure 2  The migration ability of rat bone marrow 

mesenchymal stem cells in the two groups 

图注：与对照组比较，
a

P < 0.05。 

图 3  两组大鼠骨折 12周时骨痂处神经生长因子免疫组化染色

结果(×100) 

Figure 3  Immunohistochemical staining for nerve growth 

factor in the rat callus in the two groups at 12 weeks after 

femoral fracture (×100) 
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表 1  RT-qPCR 引物序列 

Table 1  Primer sequences for RT-qPCR 

基因名称 引物序列(5’→3’) 

Ⅰ型胶原 F: 5’- CTC AGG FFC GAA GGC AAC AGT-3’ 

R: 5’-ATG GGC AGG CGG GAG GTC T -3’ 

CD44 F: 5’- ACC AAG AAG ACA TCG ATG CC-3’ 

R: 5’-TGT CCA GCT AAT TCC GAT CC-3’ 

β-acitin F: 5’- CCT CTA TGC CAA CAC AGT-3’ 

R: 5’-AGC CAC CAA TCC ACA CAG-3’ 

表 2  两组大鼠骨痂中神经生长因子表达量比较       (x
_

±s)

Table 2  The expression of nerve growth factor in the callus

in the two groups 

表注：与对照组比较，
a

P < 0.01。 

时间 实验组 对照组 

术后 2 周 46.800±2.588 44.800±1.923 

术后 3 周 26.400±1.517
a

 14.800±0.837 

术后 4 周 22.400±1.342
a

 11.200±1.304 

术后 8 周 18.400±1.673
a

 9.400±2.074 

术后 12 周 11.800±0.837
a

 8.000±2.828 

对照组     实验组 
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CD44 表达有助于骨髓间充质干细胞对损伤的修复作

用，如 Herrera等
[12]
发现高表达 CD44外源间充质干细

胞可向急性肾损伤内肾微管处迁移。实验结果发现，实

验组动物模型中提取的骨髓间充质干细胞具有更多的

CD44 表达，与对照组相比差异有显著性意义，提示在

骨折损伤动物模型中，采用细胞治疗方法，有助于骨髓

间充质干细胞增加表达具有趋化作用的 CD44，可能是

细胞具有高迁移能力的机制之一。 

间充质干细胞能够迁移到靶组织，这对正常或疾病

状态的机体均有重要的生物学作用。在胚胎发育过程

中，间充质干细胞可随血流迁移到新的器官组织
[13-14]

，

在孕 7周，胎儿血循环中间充质干细胞大量存在，并一

直维持到孕 12 周。当人体成年后，间充质干细胞含量

下降，但在人体循环系统、骨、脂肪等组织中仍有微量

表达
[15-17]

，并保持着多种分化方向的潜能。在组织再生

治疗中，研究者们对间充质干细胞的迁移能力产生了特

别的兴趣，通过疾病动物模型实验，发现静脉注射的间

充质干细胞可以特异性的迁移到损伤部位
[18-22]

，如软骨

损伤、心肌损伤、肾缺血再灌注损伤、脑损伤等。在骨

修复过程中，大多数学者均推测骨髓间充质干细胞扮演

着重要的角色
[23]
。实验采用体外 Transwell方法检测骨

折动物模型中骨髓间充质干细胞的迁移能力，发现经外

源骨髓间充质干细胞治疗的动物模型中其骨折愈合能

力明显好于非治疗对照组，且其骨髓间充质干细胞迁移

能力明显高于对照组，提示骨折愈合可能与骨髓间充质

干细胞迁移相关，而且骨髓间充质干细胞治疗有助于提

高细胞迁移能力。但由于标记方法的局限，尚无法分清

楚具有高迁移能力的骨髓间充质干细胞是外源骨髓间

充质干细胞还是内源骨髓间充质干细胞。 

镜下观察同样可见到实验组大鼠骨痂处表达大量

神经生长因子，这是神经能够通过侧突出芽的方式再生

的重要因素
[24]
。神经生长因子可通过与细胞表面高亲和

力受体 Trk结合而发挥其维持神经元存活、促进受损神

经再生及促进周围神经血管生成等生物学作用
[25]
。神经

生长因子作为多功能因子，可以发挥神经系统相关功

能，也可发挥神经系统外的功能，既可以由神经细胞分

泌产生，也可以由非神经细胞产生和利用
[26-27]

，如骨组

织中的成骨细胞、骨髓基质细胞均可表达神经生长因

子，多项研究也发现骨髓间充质干细胞表达分泌神经生

长因子
[28]
，而且骨髓间充质干细胞在一定条件刺激下可

分化为神经元细胞
[29]
。通过对不同时间点的神经生长因

子免疫组化染色，可以看到在术后 2周时神经生长因子

阳性表达就出现增加，术后 3周以后实验组和对照组差

异有显著性意义，随着时间推移，神经生长因子阳性表

达逐渐减少
[30]
，说明外源骨髓间充质干细胞可能通过自

身表达和促再生组织分泌神经营养因子的方式，促进神

经再生，从而促进骨折愈合，并可以维持 12周。 

综上所述，在外源骨髓间充质干细胞治疗情况下，大

鼠骨折股骨中骨髓间充质干细胞的迁移能力及骨折部位

神经生长因子表达增强，可以影响到大鼠的骨折愈合。 
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