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应用血管内皮生长因子基因治疗股骨头
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　　摘要　目的 :通过建立犬股骨头缺血坏死模型 ,探讨应用脱蛋白骨复合转染血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor ,V EGF)基因骨髓基质细胞植入治疗股骨头缺血坏死的可行性。方法 :

实验选取 36只成年犬 ,随机分为 3组 ,每组 12只。A组为脱蛋白异体骨复合转染 V EGF基因的自体骨

髓基质细胞 ;B组为脱蛋白异体骨复合未转染基因的自体骨髓基质细胞 ;C组单纯植入脱蛋白骨材料。

采用液氮冷冻法制作狗股骨头缺血坏死模型 ,将细胞骨材料复合物植入缺血坏死股骨头内。应用微循

环灌注方法了解股骨头内的血运情况 ,组织形态学观察坏死股骨头的修复情况 ,免疫组化方法检测

V EGF的表达 ,骨密度仪测定股骨头的骨密度。结果 :A组4周后股骨头内有 V EGF表达 ,12周后股骨

头内有大量的树枝状血管生成 ,大量新骨形成 ,骨密度增高 ;B、C组均无 V EGF基因表达 ,B组有部分新

骨及血管生成 ,C组仅见少量类骨质形成 ,血管再生不明显。结论 :利用脱蛋白骨复合转染 V EGF基因

的骨髓基质细胞可促进新骨形成与血管再生 ,有利于促进坏死骨的修复。
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Abstract　Objective :To explore possibility of a new therapy for avascular necrosis of the femoral head us2
ing deproteinized bone (DPB) delivery of marrow stromal cells (MSCs) transfected with V EGF165 gene. Meth2
ods :36 adult dogs were evenly randomized into three groups according to the materials for implantation. Group

A was implanted with DPB delivery of MSCs transfected with V EGF165 gene ; group B was implanted with

DPB delivery of MSCs without transfection of V EGF165 gene ; group C was implanted with DPB only. The

avascular necrosis model was made on left femoral head by use of liquefied nitrogen. The expression of

V EGF165 gene was examined by immunohistochemical method. Angiogenesis of the femoral head was detected

by the method of microcirculatory perfusion. Repairing of the femoral head was observed by histological

method and bone density of the femoral head was determined by bone2density2measuring machine. Results :

The expression of V EGF165 gene was detectable in the group A ,but not in the other two groups ,4 weeks after

the operation. Three branch2shaped angiogenesis was more abundant and bone density was higher in the group

A than those in the other two groups 12 weeks after the operation. Bone repairing was also much quicker in the

group A as compared with the other two groups. Conclusion :DPB delivery of MSCs transfected with V EGF165

gene canÄt only augment angiogenesis and improve microcirculation , but also accelerate bone repairing. This

therapy is hopeful for the treatment of avacular osteonecrosis.
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　　股骨头缺血坏死常因发展至股骨头塌陷而并发骨性关节 炎而导致肢体残疾。对本病采用全髋置换术治疗在一定程度

上提高了患者的生活质量 ,但目前的假体使用寿命仍不能达

到患者的预期寿命 ,尚需再次手术翻修 ,因而寻求尽量保存股

骨头 ,阻断或减缓病程发展以避免或推迟进行全髋置换的治

疗手段仍然迫切需要。随着生物技术、组织工程技术与基因
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转染技术的发展 ,治疗性血管生成有可能给股骨头缺血坏死

的治疗带来新希望。本实验试用转染人 V EGF165基因的犬自

体骨髓基质细胞 (marrow stromal cells ,MSCs)复合脱蛋白异体

骨植入坏死股骨头 ,促进血管的再生与血运的重建 ,加速股骨

头的修复进程。

1　材料与方法

111　脱蛋白异体骨的制备　按文献方法 [1 ]进行。

112　骨髓基质细胞的提取与培养　按文献方法 [1 ]进行。

113　V EGF165基因转染 MSCs及表达测定　按文献方法 [1 ]进

行。

114　骨髓基质细胞在脱蛋白骨上的种植　按文献方法 [2 ]进

行。

115　股骨头缺血坏死模型的制作与细胞骨材料植入　随机

选取 14月龄成年犬 (同济医学院实验动物中心提供) 36 只 ,

用戊巴比妥静脉麻醉 ,剪除左侧髋关节周围的皮毛 ,严密消毒

后 ,作髋关节后外侧切口 ,暴露股骨头并使其脱位。参考文

献[3 ]倒入液氮维持 1～2 min ,造成坏死模型。用生理盐水复

温后 ,用直径 315 mm电钻从股骨头颈交界处纵向钻一孔到

关节软骨下方 ,然后植入种植自体骨髓基质细胞的脱蛋白骨

材料 ,术后连续 7 d每日肌注青霉素 8 ×104 U/只预防感染。

实验共分为 3组 ,每组 12只。A组为脱蛋白异体骨复合转染

V EGF基因自体细胞 ;B 组为脱蛋白异体骨复合自体细胞 ;

C组钻孔单纯植入脱蛋白骨材料。于术后 4、8、12 周分批处

死。处死前在静脉麻醉下打开腹腔 ,结扎腹主动脉近心端 ,于

恒定压力下向腹主动脉远心端灌注低分子右旋糖酐与印度墨

水混合液 (3∶1)至双下肢发黑 ,再行空气栓塞致死。

116　组织学观察　取股骨头标本先行大体观察其外形、关节

面色泽与钻孔部位的骨痂生长情况。然后用 4 %多聚甲醛固

定 ,15 %EDTA脱钙 ,纵向取材 ,石腊包埋切片 ,100～200μm

的切片以冬清油制作透明标本 ,低倍光镜下观察血管情况 ;厚

5μm的切片作 HE染色及免疫组化检测。

117　免疫组化检测　把石蜡切片置于多聚赖氨酸包埋的载

玻片上。经二甲苯脱蜡 ,梯度乙醇脱水后 ,采用 SABC法检测

V EGF165基因的表达。Ⅰ抗为鼠抗人 V EGF165 IgG单克隆抗

体 ,按 1∶30 滴度加在玻片上 , 37℃反应 20 min 后 ,加入

SABC ,37℃反应 1 h后 ,再按 1∶100加Ⅱ抗 (生物素化兔抗鼠

IgG) ,37℃反应 20 min后加入 SABC ,37℃反应 20 min , PBS

洗 2次 ,DAB显色 ,苏木素轻度复染、脱水、透明、封片。

118　骨密度测定 　将股骨标本除去软组织后置于 DMS2
Challanger 81017骨密度仪上 ,测定股骨头骨密度。数据以

�x ±s表示 ,用 SPSS 1010软件包进行方差分析和 t检验。

2　结果

211　V EGF表达免疫组化检测结果　A组治疗 4周后 ,免疫

组化检测股骨头内大部分细胞染成棕黄色 ,说明转染的骨髓

基质细胞在体内增殖并表达 V EGF蛋白 ,8 周后股骨头内未

见细胞显色 ,证明 8周后已无 V EGF的表达。B、C两组术后

4、8周检测均未见细胞显色 ,证明无人 V EGF蛋白质的表达。

212　组织学观察结果　术后 4周时 A组可见植入物周围有

大量的间充质细胞与成骨细胞 ,邻近钻孔周缘未分化间充质

细胞及毛细血管开始增殖 ,并迅速充满坏死股骨头骨髓间隙 ;

B组可见植入物周围有大量的间充质细胞及成骨细胞 ,周围

骨髓腔内有少量间充质细胞增生 ,血管生成较少 ;C组股骨头

钻孔内有少量间充质细胞及成纤维细胞填充 ,孔周围骨小梁

坏死 ,可见骨陷窝空虚 ,骨细胞与骨髓细胞坏死。术后第 8周

时 A组股骨头有大量血管、成纤维细胞、间充质细胞增生 ,周

围骨小梁可见有骨吸收 ,成骨细胞增生 ,有明显的新骨形成 ,

髓腔中见大量的间充质细胞及血管 ,股骨头墨染面积明显增

多 ;B组可见股骨头有大量成纤维细胞、间充质细胞增生 ,成

骨细胞增生 ,可见到新骨形成 ,髓腔有大量的间充质细胞 ,但

血管生成少 ,其股骨头墨染面积增多不明显 ;C组可见孔内有

大量间充质细胞、成纤维细胞 ,未有新骨形成 ,股骨头墨染面

积非常少。术后 12周时 A组股骨头表面可见有新生的交织

骨形成 ,坏死骨小梁表面覆盖大量新骨 ,坏死骨小梁大部分吸

收 ,被大量的新生骨所替代 ,有破骨细胞吸收和清除死骨 ,髓

腔内毛细血管增生旺盛 ,可见到树状血管充盈 ;B组可见股骨

头有大量成纤维细胞、间充质细胞增生 ,周围骨小梁可见有骨

吸收 ,有明显的新骨形成 ,髓腔中见大量的间充质细胞 ,其股

骨头墨染面积较 8周时墨染程度增多 ,呈团状分布 ;C组可见

孔内有大量间充质细胞、成纤维细胞 ,有少量新骨形成 ,股骨

头墨染很少 ,呈散点状分布。

213　股骨头骨密度检测结果　见表 1 ,8周后 ,B、C两组与 A

组比较股骨头骨密度均有明显降低 ,差异有显著性 ( P <

0101)。3 组进行方差分析 , F = 62148 , P < 0101 ;组间 t 检

验 ,A组与 B、C组比较 , P < 0105。

表 1　股骨头骨密度情况比较 (g/ cm2)

Tab. 1　Comparison of bone density of femoral head (g/ cm2)

Groups 4 weeks 8 weeks 12 weeks

A 0134±0103 △ 0144±0106 3 0153±0112 3

B 0135±0107 △ 0137±0102 △ 0140±0109 △

C 0132±0106 △ 0135±0105 △ 0141±0113 △

注 : △P < 0101 , 3 P < 0105

Note : △P < 0101 , 3 P < 0105

3　讨论

血管生成在骨组织重建及修复过程中具有十分重要作

用。在正常生理情况下 ,骨改建过程是由成骨细胞实施 ,但成

骨细胞总是沿着新生毛细血管方向进行增殖扩张的 ,首先由

破骨细胞进行骨吸收 ,然后毛细血管长入 ,并带入成骨细胞 ,

围绕血管形成新的骨单位。Brighton等[4 ]研究发现在骨折修

复过程中 ,由成骨细胞所致的成骨也是同新生血管侵入骨痂

联系在一起的 ;在软骨成骨过程中 ,新生血管侵入未钙化与钙

化的软骨 ,从而导致软骨消失而被骨组织所代替。近来研究

表明 ,软骨下的血管内皮细胞是产生影响软骨细胞分化的生

长因子发源地 ,软骨细胞的分化与血管内皮侵入是互相控制

才能使软骨内化骨正常进行 [5 ]。在股骨头缺血坏死的自然修

复过程中 ,也首先是血管再生然后再进行骨再生 [6 ]。

血管生成是受很多生长因子所调控 ,V EGF是其中最为

重要的一种上调血管生成的细胞因子 ,与骨组织修复重建关

系密切。Wang等[7 ]研究发现 ,V EGF可促进血管内皮细胞分

泌胰岛素样生长因子2Ⅰ( IGF2Ⅰ)及内皮素2Ⅰ( ET2Ⅰ)刺激
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成骨细胞生长。Gerber 等[8 ]研究表明阻断内源性 V EGF 的

活性 ,骨形成与骨吸收就终止。Miday等[9 ]报道 ,V EGF能直

接刺激成骨细胞 AL P活性 ,并促进成骨细胞的迁移与分化。

Niida等[10 ]发现 V EGF可促进破骨细胞的聚集迁移。Naka2
gawa等报道[11 ] V EGF促进破骨细胞骨吸收与成熟破骨细胞

的存活。

由于 V EGF特异的促血管生成作用 ,人们考虑用 V EGF

治疗心肌或肢体缺血性疾病 , Takeshita等 [12 ]将 V EGF165注射

到缺血下肢的髂动脉内 ,血管造影及组织切片发现较对照组

侧支循环增加。由于 V EGF蛋白质在体内很快被降解 ,不能

持续发挥作用 ,因此 Baumgartner 等[13 ]利用含 V EGF165的真

核表达质粒转染机体治疗下肢缺血性疾病 ,取得良好效果 ,发

现侧支循环增加 ,血液动力学明显改善。本实验通过转染

V EGF基因 MSCs进行体外培养、扩增后 ,然后将其复合脱蛋

白异体骨植入坏死股骨头内 ,探讨 V EGF基因促股骨头缺血

性坏死的修复作用 ,研究结果表明 V EGF基因能有效促进骨

组织内血管再生 ,进而促进骨再生 ,加速坏死骨的修复 ,进一

步提示 V EGF基因治疗骨坏死性疾病具有一定的应用前景。
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