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小鼠颅骨溶解的影响
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[摘　要]	 目的：探究人脐带间充质干细胞(human umbilical cord mesenchymal stem cells，hUCMSCs)通过抑

制炎症反应在CoCrMo磨损微粒(CoCrMo wear par t icles，CoPs)诱导的小鼠颅骨溶解动物模型中

的保护作用。方法：使用扫描电镜(scanning electron microscope，SEM)、透射电镜(transmission 

electron microscope，TEM)、能谱分析(energy dispersive spectroscopy，EDS)、X射线衍射仪(X-ray 

di f f ract ion，X R D)探测CoPs的形貌、粒径分布、化学成分百分比以及物相成分分析。使用微型

计算机断层扫描(micro-computed tomography，Micro-CT)和三维重建分析来对小鼠颅骨骨质丢失

程度进行影像学和定量的分析。通过甲苯胺蓝染色、苏木精 -伊红染色( hematox y l in-eosin，HE)

和抗酒石酸酸性磷酸酶染色(tartrate-resistant acid phosphatase，TR AP)鉴定小鼠颅骨组织骨溶解

的组织学差异。使用E L I S A检测试剂盒对CoPs诱导的无菌性松动的小鼠模型的骨膜组织中的炎

症因子肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor-α，TNF-α)的表达差异进行鉴定。结果：CoPs主要由

C、Cr7C3、Mo2C、Co和CoMoO4组成，并在SE M和TE M中表现为表面较为光滑的球状。为探

究hUCMSCs对CoPs诱导小鼠颅骨骨溶解的影响，首先利用Micro-CT扫描小鼠颅骨样本，结果显

示：相比于单次hU CM SCs注射组，多次hU CM SCs注射组能明显改善骨质丢失的情况。与单次

hUCMSCs注射组相比，多次hUCMSCs注射组HE染色和甲苯胺蓝染色显示颅骨的骨丢失较轻且范

围较小，TR AP染色显示破骨细胞活性较低。小鼠颅骨骨膜中的TNF-α表达呈现出hUCMSCs的剂

量依赖性降低。结论：hUCMSCs在CoPs诱导的小鼠颅骨溶解动物模型中发挥保护作用，而调节

小鼠颅骨骨膜组织的炎症反应水平可能是hUCMSCs影响磨损微粒诱导的无菌性松动的一种调节 

机制。

[关键词]	 人脐带间充质干细胞；骨溶解；CoCrMo磨损微粒；无菌性松动；动物模型
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全 髋 关 节 置 换 术 ( t o t a l  h i p  a r t h r o p l a s t y ，

T H A ) 是 治 疗 多 种 终 末 期 关 节 疾 病 的 一 种 标 准

治 疗 方 法 ， 例 如 骨 性 关 节 炎 ( o s t e o a r t h r i t i s ，

O A ) ， 类 风 湿 性 关 节 炎 (r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s ，

R A ) 和严重创伤等，它能显著减少患者疼痛，改

善关节功能，提高患者的生活质量 [ 1 ]。但是由于

骨 溶 解 引 起 的 假 体 无 菌 性 松 动 ， 以 及 其 伴 随 的

关节疼痛和机械性不稳定成为了严重限制TH A成

功率的主要因素 [ 2 ]。目前假体无菌性松动较为公

认的发病机制是假体和骨骼之间形成的磨损微粒

诱 导 了 局 部 的 慢 性 炎 症 ， 进 一 步 引 起 成 骨 细 胞

的骨生成和破骨细胞的骨吸收之间的不平衡，最

终 导 致 局 部 骨 溶 解 及 无 菌 性 松 动 的 发 生 [ 3 - 5 ]。 因

此 ， 探 索 一 种 安 全 有 效 的 治 疗 和 预 防 骨 溶 解 的

方法显得尤为迫切。

在骨生成和骨骼疾病治疗过程中，间充质干

细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)的迁移和分化

成为软骨细胞或者成骨细胞的能力起至关重要的

作用 [6]。MSCs作为结缔组织细胞的前体细胞，可

以从成人多种不同的器官和组织中分离出来，如
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Abstract Objective: To investigate the protective effect of human umbilical cord mesenchymal stem cells (hUCMSCs) in 

animal model with CoCrMo wear particles (CoPs)-induced murine calvarial osteolysis by inhibited inflammatory 

reaction. Methods: Scanning electron microscope (SEM), transmission electron microscope (TEM), energy 

dispersive spectroscopy (EDS) and X-ray diffraction (XRD) were used to examine the morphology, particle size 

distribution, chemical composition ratio and phase analysis of CoPs. Micro-computed tomography (Micro-CT) 

and 3-dimensional reconstruction analysis were used for quantification of the degree of murine calvarial bone 

loss. Toluidine blue staining, hematoxylin-eosin (HE) staining and tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) 

staining were applied to detect histologic changes of murine calvarial osteolysis. The ELISA kit was used to assess 

the difference in expression of inflammatory cytokine tumor necrosis factor-α (TNF-α) in murine calvarial 

periosteum tissue induced by CoPs in aseptic osteolysis. Results: CoPs were constituted by C, Cr7C3, Mo2C, 

Co and CoMoO4, and appeared as a spherulite with a relatively smooth surface detected by SEM and TEM. The 

implantation of CoPs-induced murine calvarial osteolysis in the mouse model used to investigate the protective 

effect of hUCMSCs showed that repeated hUCMSCs injection could significantly ameliorate bone loss than single 

hUCMSCs injection did when scanned with Micro-CT and analysed by 3-dimensional reconstruction. Repeated 

injection of hUCMSCs significantly showed lower bone loss than single hUCMSCs injection did as detected by 

HE staining and toluidine blue staining. Repeated hUCMSCs injection also led to less activated osteoclasts by 

TRAP staining when compared with single hUCMSCs injection. The expression of TNF-α in murine calvarial 

periosteum tissue represented a hUCMSCs-dose-dependent reduction. Conclusion: hUCMSCs has a protective 

effect in CoPs-induced murine calvarial osteolysis animal model, while regulating inflammatory responses in 

murine calvarial periosteum tissue may be the regulatory mechanism for the effect of hUCMSCs injection therapy 

in wear particles-induced aseptic loosening.
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骨髓、脂肪、软骨、骨、肌肉、乳牙髓、滑膜、

皮肤、胎盘、羊膜和脐带中的华通胶 [7-10]，并拥有

三系分化的能力(骨、软骨和脂肪)。与此同时，

最新研究 [ 8 , 1 1 - 1 2 ]发现M S Cs还具有强大的免疫调节

和抗炎活性。在MSCs的众多来源中，人脐带间充

质干细胞(human umbilical cord mesenchymal stem 
c e l l s，hU C M S C s)具有提取方便、增殖快、成本

低、无创收集、多能性、低感染风险、增殖因子

高、免疫原性低等多种优点，可能会成为临床治

疗性干细胞注射的理想来源 [ 1 3 - 1 4 ]。有研究 [ 1 5 - 1 6 ]发

现：hUCMSCs以及hUCMSCs的外分泌蛋白能通过

恢复骨髓间充质干细胞(bone marrow mesenchymal 
stem cel ls，BMMSCs)的成骨分化潜能，进一步延

缓局部的骨质丢失，增加局部相应的骨密度，进

而达到对老年性骨质疏松症的治疗效果。同时有

研究 [17-18]表明hUCMSCs与支架的联合应用在骨和

软骨的组织再生工程中能极大地促进组织的再生

和修复。然而目前尚未有研究涉及hUCMSCs对无

菌性松动的影响。本研究采用 Co C r Mo 磨损微粒

(CoCrMo wear particles，CoPs)诱导小鼠颅骨溶解

动 物 模 型 ， 并 行 h U C M S C s 局 部 注 射 移 植 ， 探 讨

hUCMSCs对CoPs诱导的骨溶解的影响，为间充质

干细胞应用于TH A晚期并发症无菌性松动的预防

和治疗提供依据。

1  材料与方法

1.1  材料

人脐带间充质干细胞由健康产妇自愿捐赠的

脐带组织中的华通胶分离提取，由国家组织工程

种子细胞库华南分库、广州杜德生物科技有限公

司提供分离培养所得的人脐带间充质干细胞悬浮

液 ( 1 × 1 0 6/ m L) ，所有关于 hU C M S C s 的细胞实验

包括组织提取、干细胞分离培养等均遵守《中华

人民共和国人类遗传资源管理条例》，并经广东

省 人 民 医 院 医 学 伦 理 委 员 会 审 核 批 准 。 C 5 7 B L /
J 6小鼠购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司。

C o P s 来 源 于 1 位 患 有 无 菌 性 松 动 的 患 者 经 过 翻

修 手 术 后 取 得 的 假 体 。 肿 瘤 坏 死 因 子 - α ( t u m o r 
necrosi s  factor-α，TNF-α)ELISA检测试剂盒购自

江苏省苏州市太仓市依科赛生物科技(太仓)有限

公司。

1.2  CoPs 的制备和理化性质分析

实验均按照中国相关地方法律要求的指导原

则进行，并获得患者的知情同意。将CoCrMo假体

置于高真空、三电极直流电中，在1 0 − 3 Pa真空、

0 . 0 4  M Pa氩气和氢气( 3 : 2，vo l / vo l)、6 5 0  A负极

电流下获得 Co Ps 。将 Co Ps 放入 1 3 3  Pa 、 8 0  ℃的

真空干燥箱(DZF-6012)中干燥12 h，干燥后将少

量 C o P s 粘 在 导 电 胶 上 ， 后 粘 贴 在 锡 板 上 ， 通 过

场发射扫描电镜(scanning electron microscope，

SEM，Merlin，Carl Zeiss AG，Germany)检测CoPs
的外形。在通过透射电镜(t r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n 
microscope，TEM；Talos L120C，ThermoFisher 
S c i e n t i f i c ， Wa l t h a m ， M a s s a c h u s e t t s ， U S A ) 扫

描 C o P s 之 前 ， 将 C o P s 重 悬 在 无 水 乙 醇 中 ， 然 后

CoPs重悬液需要用超声波震荡30 min，将100 μL
悬 液 滴 到 金 属 板 上 ， 白 炽 灯 下 烘 烤 5  m i n 。 在 钨

灯丝扫描电镜 (Q 2 5 ， F E I ， B r u k e r  Na n o  G m b H 
Berlin，Germany)上用能谱分析(energ y dispersive 
spectrometer analysis，EDS)对其化学元素成分进

行定量分析。在X射线衍射仪(X-ray di f f ract ion，

XRD，Empyrean，PANaly tical B.V.，Netherlands)
上进行物相成分分析，根据X R D仪器原理，布拉

格方程 ( ) “ d ”代表的是晶面间距，“θ ”

为入射 X 射线与相应晶面的夹角，“ λ ”为 X 射线

的波长，在 X R D 仪器中 X 射线的波长是固定已知

的(λ=1.54 Å)(图1)。以上理化性质的鉴定均在华

南 理 工 大 学 医 疗 器 械 研 究 检 测 中 心 完 成 。 将 高

压灭菌( 1 2 5  ℃，2 5  m i n)后的CoPs以1 0 0  mg / m L
的浓度重悬在磷酸缓冲盐溶液( p h o s p h a te  b u f f e r 
solution，PBS)作为CoPs的原溶液。

图1 布拉格方程演示图

Figure 1 Diagram of Bragg’s law

布拉格方程表明只有X射线照射到相邻两晶面的光程差是X

射线波长时才产生衍射。

The Bragg’s law means that diffraction of X-rays occurs only when 

the optical path difference between two adjacent crystal surfaces is 

the wavelength of an X-ray.
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1.3  小鼠颅骨溶解动物模型构建

小鼠颅骨溶解动物模型的建立参考前期研究[19]。

取C57BL/J6小鼠(6周，雌性，15.6~18.5  g )，1%
戊巴比妥钠( 0 . 1 5  m L /只)腹腔注射麻醉后，将小

鼠俯卧位固定于手术操作台上，小鼠头部术区备

皮后，用0.15%的碘伏消毒3遍，铺无菌巾单，取

小鼠头部前正中沿着两眼和两耳之间的中线切开

颅骨的皮肤约1 cm，显露1 cm×1 cm大小的骨膜区

域，通过尖锐的手术刀片将暴露部分的骨膜与颅

骨分离。缝合伤口后将50 μL的浓度为80 mg/mL的

CoPs悬浮液注入到伤口正中的皮下。术后腹腔注

射青霉素防止感染。

1.4  hUCMSCs 的注射及实验分组

小鼠颅骨溶解动物模型建立成功后，将小鼠

分为假手术组(sham-operated group，Sham)、模型

组(CoPs)、单次hUCMSCs注射组和多次hUCMSCs
注射组，每组8只。Sham组的小鼠在颅骨溶解动物

模型的建立过程中用50 μL PBS缓冲液替代CoPs悬

浮液注入伤口皮下，作为手术过程的空白对照。

单次hUCMSCs注射组的小鼠在颅骨溶解模型建立

术后第1天于伤口皮下注射50 μL人脐带间充质干细

胞悬浮液(1×106/mL)1次，即每次每只小鼠注射人

脐带间充质干细胞5×104于颅骨伤口皮肤下。多次

hUCMSCs注射组的小鼠在颅骨溶解模型建立术后

第1天、第7天和第14天分别于伤口皮下注射50 μL
人脐带间充质干细胞悬浮液(1×10 6/mL)，共注射

3次。所有小鼠在颅骨溶解模型建立3周后处死，

取出颅骨表面的骨膜组织和颅骨样本用于下一步

研究。

1.5  Micro-CT 和三维重建分析

使 用 微 型 计 算 机 断 层 扫 描 成 像 技 术 (m i c r o -
c o m p u t e d  t o m o g r a p h y ， M i c r o - C T ； μ C T 1 0 0 ，

Scanco Meical  AG，Sw itzer land)对小鼠颅骨进行

扫描和分析。扫描间隙18 μm，X射线参数设置为 
45 kV、550 μA。在颅骨样本扫描前，清除颅骨表

面含有磨损微粒的结缔组织以消除其对成像的影

响。扫描后使用公司配套的专用软件进行三维重

建和数据分析，于颅骨中线附近选取固定区域定

量计算骨密度(bone mineral density，BMD)和骨体

积分数(bone volume/total volume，BV/TV)。

1.6  颅骨组织病理学染色

颅骨组织取下后，在体式显微镜下去除颅骨

表面附着的软组织，于4%多聚甲醛溶液中4 ℃过

夜 固 定 。 每 组 选 取 2 份 颅 骨 样 本 进 行 甲 苯 胺 蓝 染

色，0.05%甲苯胺蓝染色液浸泡2 min。其余颅骨样

本于10% EDTA-PBS溶液(pH 7.4)4 ℃下脱钙2周后，

组织脱水包埋于石蜡。石蜡组织切片4~5 μm。将

颅骨组织石蜡切片依次浸入二甲苯、梯度乙醇溶

液、苏木精染液、伊红染色进行HE染色(Solarbio 
L i fe  Sc iences)。将颅骨组织切片依次浸入二甲苯

脱蜡、TR AP染色工作液37 ℃下避光孵育1 h、苏

木精染液复染2 min进行抗酒石酸酸性磷酸酶染色

(TRAP，Sigma)。光学显微镜拍照。

1.7  ELISA 法检测 TNF-α 水平

取适量颅骨表面的骨膜组织，移入玻璃匀浆

器，加入预冷的1 mL RIPA(强)裂解液(含1%PMSF
和蛋白酶抑制剂)进行充分的研磨，该过程在冰上

进行。将制备的组织匀浆液于低温离心机(4 ℃，

5 000 r/min)离心10 min，取上清备用检测。采用

TNF-α的EILSA检测试剂盒，严格按照试剂盒说明

操作，检测各组小鼠颅骨骨膜组织中TNF-α的表达

水平。

1.8  统计学处理

使用G ra p h Pad  Pr i s m  8软件(G ra p h Pad，Sa n 
Diego，CA，USA)进行统计学分析，计量资料采

用均数±标准差( x± s)表示。使用单因素方差分析

(ordinar y one-way analysis of variance，ANOVA)来

分析组间差异，结合 B o n f e r r o n i 多重比较检验。
P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  CoPs 的理化性质分析

使用扫描电镜(scanning electron microscope，

SEM)、透射电镜(transmission electron microscope，

T E M ) 镜 下 观 ： C o P s 呈 现 为 表 面 较 为 光 滑 的 球

体，粒径分布在59.5~394.5 nm(图2A、2B)。根据

T E M 镜 下 观 察 结 果 统 计 C o P s 粒 度 分 布 主 要 集 中

在 3 0 ~ 4 0  n m ( 图 2 C) 。 Co Ps 的化学元素主要由碳

(C)、氧(O)、钴(Co)、铬(Cr)、钼(Mo)和硅(Si)组

成(图3)，所占的元素成分百分比为C(47.62%)、

O(5.84%)、Co(29.94%)、Cr(15.09%)、Mo(0.03%)
和Si(0.97%)(表1)。通过XRD对CoPs的物相成分分

析得到，CoPs主要是由C、Cr 7C 3、Mo 2C、Co和

CoMoO4化合物组成(图4)。
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图2 CoPs在电子显微镜中的图片以及微粒的粒径分布情况

Figure 2 Image of CoPs in the electron microscope and CoPs size distribution

(A)扫描电镜；(B)透射电镜；(C)CoPs粒径分布图。

(A) Scanning electron microscope; (B) Transmission electron microscope; (C) CoPs size distribution.

图3 CoPs的主要化学组成成分

Figure 3 Main chemical element compositions of the CoPs

(A)CoPs在SEM中的图片，黄色框为选取的光谱分析区域；(B)CoPs通过扫描分析得到的能谱图。

(A) The image of CoPs in SEM. The yellow box is the selected CoPs for spectral analysis; (B) The energy dispersive spectrometer graph for 

the CoPs by scanning and analyses.

表1 CoPs的各化学元素百分比

Table 1 Atomic precent (%) of each element chemical composition of CoPs

元素名称 次数 Co/% Cr/% Mo/% C/% O/% Si/%

原子 1 34.70 15.69 0.03 41.97 5.49 0.59

2 27.52 14.80 0.06 50.43 6.03 1.16

3 27.60 14.79 0.00 50.46 6.01 1.15

平均值 29.94 15.09 0.03 47.62 5.84 0.97

标准差 4.12 0.52 0.03 4.89 0.31 0.33

CoPs size distribution/nm100 nm
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2.2  hUCMSCs 对小鼠颅骨溶解的影响

通过对各组所提取的小鼠颅骨样本组织进行

Micro - CT扫描和三维重建数据分析颅骨组织骨缺

损情况。影像学图像显示(图5A)：与模型组及单

次hUCMSCs注射组相比，多次hUCMSCs注射组小

鼠颅骨溶解水平显著好转，颅骨组织骨缺损面积

显著缩小，缺损程度较浅。三维重建后数据分析

可得(图5B)：与模型组和单次hUCMSCs注射组的

数据相比，多次hUCMSCs注射组的BMD和BV/T V
有明显增加。多次hUCMSCs注射组的BMD与模型

组(P=0.0046)和单次hUCMSCs注射组(P=0.0024)相

比，差异有统计学意义。多次hUCMSCs注射组的

BV/T V与模型组(P=0.0203)和单次hUCMSCs注射

组(P=0.0237)相比，差异有统计学意义。

为进一步探究hUCMSCs对CoPs诱导的小鼠颅

骨溶解的影响，我们用组织化学染色法，分别通过

甲苯胺蓝染色、HE染色和TRAP染色对各组颅骨样

本的组织学差异进行鉴别。甲苯胺蓝的颅骨整体染

色图像显示(图6A)：多次hUCMSCs注射组相较于模

型组和单次hUCMSCs注射组，颅骨表面的骨溶解

程度明显降低。HE染色结果同样表明(图6B)：多次

hUCMSCs注射组相较于模型组和单次hUCMSCs注射

组，骨溶解程度得到较好的缓解。我们还使用TRAP
染色检测了各组小鼠颅骨中活化的破骨细胞数量的

差异，黑色箭头所指红色多核细胞代表活化的破骨

细胞，结果显示(图6C)：多次hUCMSCs注射组相较

于模型组和单次hUCMSCs注射组，活化的破骨细胞

数量有着明显减少。各组小鼠颅骨的组织学差异与

Micro-CT扫描和三维重建后数据分析的结果一致。

2.3  hUCMSCs 对小鼠颅骨局部炎症反应的影响

为进一步探究hUCMSCs对于CoPs诱导的小鼠

颅骨溶解的局部炎症反应的影响，我们检测了各

组小鼠颅骨局部的骨膜组织中的炎症因子T N F- α

的表达水平，结果显示(图7)：多次hUCMSCs注射

组的小鼠颅骨骨膜组织中的T N F- α的表达水平明

显低于模型组(P<0.0001)和单次hUCMSCs注射组

(P<0.0001)。

图4 CoPs在X射线衍射仪(XRD)的物相成分分析

Figure 4 Phase analysis of CoPs by XRD

(A)CoPs通过XRD得到的衍射模式图；(B)CoCrMo所得数据通过与ICDD PDF-2数据库匹配分析，CoPs主要是由C(ICDD文献

编号：03-065-6329)、Cr7C3(ICCD文献编号：00-006-0687)、Mo2C(ICDD文献编号：01-089-2669)、Co(ICDD文献编号：00-

015-0806)和CoMoO4(ICDD文献编号：00-021-0868)化合物组成。

(A) The diffraction pattern of CoPs by XRD instrument; (B) The data set was analyzed with the ICDD PDF-2 database. The main phases of 

CoPs are probably constituted by C (ICDD: 03-065-6329), Cr7C3 (ICCD: 00-006-0687), Mo2C (ICDD: 01-089-2669), Co (ICDD: 00-

015-0806) and CoMoO4 (ICDD: 00-021-0868).
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图5 小鼠颅骨溶解动物模型的颅骨组织的Micro-CT、三维重建图像以及定量分析

Figure 5 Images of Micro-CT and 3-dimensional reconstruction and quantitative analysis for the calvarial caps of murine calvarial 

osteolysis animal model

(A)三维重建和Micro-CT横断面图，白色箭头代表骨溶解部位；(B)小鼠颅骨溶解动物模型的颅骨定量分析BMD和BV/TV。

*P<0.05，**P<0.01，每组5只小鼠。

(A) Images of 3-dimensional reconstruction and cross-section of Micro-CT. The white arrows indicate where murine calvarial osteolysis 

occurred; (B) The quantitative analysis of murine calvarial osteolysis animal model: BMD and BV/TV. *P<0.05, **P<0.01, n=5 mice in each 

group.
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3  讨论

本研究表明 h U C M S C s 通过抗炎活性在 C o Ps
诱导小鼠颅骨溶解动物模型中起到保护作用。通

过Micro - CT扫描和三维重建数据分析得知：相较

于单次hU C M S Cs注射治疗，多次hU C M S Cs注射

治 疗 能 明 显 增 加 小 鼠 颅 骨 的 相 关 指 标 ， 如 B M D
和BV/T V。小鼠颅骨的组织学特征方面，在多次

hUCMSCs注射治疗CoPs诱导小鼠颅骨溶解动物模

型的颅骨样本中，相较于模型组和单次hUCMSCs
注 射 组 ， H E 染 色 和 T R A P 染 色 结 果 显 示 骨 溶 解

程 度 明 显 降 低 和 活 化 的 破 骨 细 胞 减 少 。 在 多 次

hUCMSCs注射治疗CoPs诱导小鼠颅骨溶解的小鼠

颅骨局部骨膜，结果显示：T N F- α的表达水平相

较于模型组和单次hUCMSCs注射组的均有明显降

低，这表明了多次hUCMSCs注射在影响CoPs诱导

小鼠颅骨溶解动物模型具有抗炎活性。

目前T H A已成为治疗严重的髋关节退行性病

变(OA、R A)或髋关节创伤骨折的金标准，但它可

能伴有多种并发症，而无菌性松动是最常见的晚

期并发症。目前对于无菌性松动的前期研究多集

中在体内产生的磨损微粒与假体周围的多种细胞

之间的相互作用上。微粒的产生是假体和骨骼之

间的不断摩擦的结果 [20]。本研究探讨了hUCMSCs
是 否 对 C o P s 诱 导 的 无 菌 性 松 动 存 在 潜 在 治 疗 作

用。本团队前期的研究 [ 1 9 , 2 1 ]探讨了不同来源的微

粒对于构建骨溶解动物模型的差异，发现使用无

菌性松动患者假体制备的磨损微粒来诱导小鼠颅

图6 小鼠颅骨溶解动物模型的组织学染色

Figure 6 Histologic staining of murine calvarial osteolysis animal model

(A)甲苯胺蓝染色；(B)HE染色；(C)TRAP染色。

(A) Toluidine blue staining; (B) HE staining; (C) TRAP staining.

图7 ELISA法检测小鼠颅骨溶解动物模型中颅骨局部骨膜

组织炎症因子水平(****P<0.0001)

Figure 7 Inflammatory factor level of calvarial periosteum in 

murine calvarial osteolysis animal model detected by ELISA 

(****P<0.0001)
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骨溶解的动物模型构建是最有效的方案。而无菌

性松动患者假体产生的颗粒与商业假体的相比成

分更复杂。因此，深入了解患者体内诱导无菌性

松动的金属磨损颗粒的理化性质对探讨无菌性松

动的病理生理机制至关重要，也是本研究的必要

条件。研究 [22]表明：成骨细胞的增殖率明显随着

接 触 的 C o 和 C r 离 子 水 平 增 加 而 降 低 ， 金 属 离 子

(Ti、A l、V、Co、Cr和Mo)能显著诱导成骨细胞

存活率下调、早期凋亡率升高以及骨吸收介质，

IL -6、IL -8和核因子κB受体活化因子配体(receptor 
activator of nuclear factor-κB ligand，RANKL)的表

达上调 [23]。X R D作为分析物体晶体学特征的一种

仪器，可以利用它对CoPs的物相成分进行定性分

析。根据布拉格方程[24]( )，CoPs通过XRD得

到样本数据通过与国际衍射数据中心(International 
Centre for  Dif fract ion Data，ICDD)PDF-2数据库

进行匹配分析，可以得到CoPs的主要组成成分。

I C D D  P D F - 2 数据库可提供化合物的名称、相对

密 度 、 化 学 公 式 、 晶 体 系 分 类 和 相 匹 配 的 参 考 
文件[25]。

M S C s 作 为 结 缔 组 织 细 胞 的 前 体 细 胞 ， 是 拥

有多能分化潜能的干细胞，具有增殖和自我更新

能力，可分化为成骨细胞、软骨细胞和脂肪细胞

多种谱系。在骨重建和骨折愈合的过程中，MSC
的迁移和分化是两个重要的生理过程。研究 [26]表

明 ： 人 为 控 制 M S C s 的 迁 移 方 向 可 以 重 建 骨 组 织

结构，从而在骨再生过程中实现合适的骨组织形

成。MSCs参与全关节置换术后长期并发症无菌性

松动的发生、发展 [ 2 7 ]，而有研究 [ 2 8 ]表明以 M S C s
为靶向的治疗能较为有效地限制慢性炎症诱导的

骨溶解，淫羊藿素(Icariin)通过激活Wnt/β-catenin
信号通路，减弱Ti颗粒对MSCs成骨分化能力的抑

制作用，抑菌肽(L I 3 7 )与骨形态发生蛋白2 ( b o n e 
m o r p h o g e n e t i c  p ro te i n  2，B M P 2 )基因修饰后的

M SCs结合能通过促进M SCs的分化成熟和增殖，

改善慢性炎症诱导的骨溶解 [ 2 9 ]。 h U C M S C s 作为

M S C s 的 一 种 ， 其 调 节 炎 症 的 能 力 有 助 于 修 复 软

骨，减轻OA的进展，且相对于单纯的hUCMSCs关

节腔内注射，诱导miR-140-5p过表达的hUCMSCs
关节腔内注射能更加明显地促进软骨修复，对于

OA的治疗效果更加明显[30]。然而，有学者[31]在探

究hU C M S Cs注射治疗对OA大鼠动物模型的影响

中发现：单次的hUCMSCs注射治疗仅起到延缓软

骨蜕变进程的临时作用，并不能抑制和逆转OA的

长期进展。MSCs作为一类免疫缺陷细胞，在关于

hUCMSCs在跨种属的动物实验[32-33]中，hUCMSCs
移植入BALB/c系和C57BL/J6系小鼠体内能存在较

长时间，并不引起宿主的免疫反应，并会迅速聚

集到炎症或损伤部位。同样在本研究中，影像学

和组织学的结果显示多次hUCMSCs注射组相较于

单次hUCMSCs注射组，能更加明显地缓解CoPs诱

导小鼠颅骨溶解的程度。

在骨折愈合的骨再生过程中，骨折端的血肿

机化期主要是由中性粒细胞和巨噬细胞组成的免

疫细胞浸润，而巨噬细胞可以通过自身旁分泌产

生的信号分子，如前列腺素E2 (prostaglandin E2，

P G E 2 ) 、 抑 癌 蛋 白 M 和 骨 形 态 发 生 蛋 白 2 ( b o n e 
morphogenetic protein 2，BMP2)，来影响巨噬细胞

促进MSCs的聚集，调节MSCs的分化的功能[12]。在

金属磨损微粒诱导的无菌性松动中，巨噬细胞被

认为是磨损颗粒的重要靶点，磨损微粒可诱导巨

噬细胞的增殖、分化和活化 [34]。活化的巨噬细胞

可分泌TNF-α、IL -1α、IL -1β、IL -6、IL -8等一系

列炎症因子，诱导破骨细胞分化成熟或促进成骨

细胞凋亡，导致假体周围的骨吸收增强，最终导

致局部骨溶解和无菌性松动的发生 [35]。hUCMSCs
作为MSCs的来源之一，也具有免疫调节和抗炎活

性，这是通过旁分泌因子或hUCMSCs与巨噬细胞

之间的相互作用介导的。巨噬细胞作为一种具有

可塑性和多能性的细胞，根据活化状态可以分为

2种形态，即通过干扰素-γ(interferon-γ，IFN-γ)和

脂多糖(lipopolysaccharide，LPS)刺激激活的经典

活化的巨噬细胞(M1型)，以及替代性活化的巨噬

细胞(M2型)[36]。研究 [37-38]表明：hUCMSCs分泌的

外泌体或细胞外基质可抑制M1型的增殖，并且有

效激发巨噬细胞从M1型向M2型极化，并通过下调

TNF-α、MIP-1α(macrophage inflammator y protein-
1 α )、 I L - 6、 I F N- γ等炎症因子或趋化因子抑制炎

症反应。使用TNF-α预处理hUCMSCs后分泌得到

的外泌体，可通过抑制巨噬细胞中NLR P3炎症小

体(NOD-like receptor protein 3)的激活，从而减轻

急 性 肝 衰 竭 的 炎 症 损 伤 。 h U C M S C s 分 泌 的 外 泌

体除了与巨噬细胞相互作用影响和调解巨噬细胞

功能和炎症因子的释放，还能通过影响宿主本身

的BMMSCs的分化潜能，并通过miR-1263/Mob1/
Hippo信号通路来抑制BMMSCs的凋亡，从而达到

对骨质疏松的治疗效果[39]。本研究TRAP染色结果

显示：多次hU C M S Cs注射组与单次hU C M S Cs注

射组相比，可以显著减少活化的破骨细胞数量；

同时各组颅骨局部骨膜组织的 E L I S A 结果显示多

次hUCMSCs注射组的TNF-α的表达水平明显低于
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单次hUCMSCs注射组和模型组，表明hUCMSCs在

CoPs诱导小鼠颅骨溶解动物模型中能通过抑制局

部的炎症反应，从而抑制破骨细胞的活化。在本研

究中，相比于单次hUCMSCs注射，多次hUCMSCs
的 注 射 等 同 于 在 C o P s 诱 导 的 骨 溶 解 的 过 程 中 进

一 步 增 加 了 h U C M S C s 的 迁 移 数 量 ， 同 时 也 提 高

了 h U C M S C s 的 抗 炎 能 力 ， 颅 骨 表 面 骨 膜 组 织 的

TNF-α的表达进一步降低，诱导破骨细胞激活能力

降低，骨吸收减少，从而导致骨溶解现象减少。

综上所述，无菌性松动是T H A最常见的晚期

并发症，探索一种安全有效的治疗和预防骨溶解

的方法迫在眉睫。hU C M SCs作为M SCs的来源之

一，在CoPs诱导的小鼠颅骨溶解动物模型中发挥

保护作用。调节小鼠颅骨骨膜组织炎症反应可能

是hUCMSCs治疗磨损颗粒诱导的骨溶解的调节机

制。无论是hUCMSCs的外泌体具有抗炎作用还是

其 改 善 宿 主 本 身 的 M S C s 的 成 骨 分 化 功 能 并 抑 制

MSCs的凋亡，hUCMSCs对磨损颗粒引起的无菌性

松动的影响和其潜在的干预机制都有待我们从多

种角度进一步研究，为未来可能的临床治疗提供

一定的理论依据。
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