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Abstract Objective To investigate the effect of CoCl2-induced chemical hypoxia on proliferation of human gastric

carcinoma SGC-7901 and BGC-823 cells，and to study the expression of ESM-1 in the different degrees of hypoxia
gastric carcinoma cells． Methods SGC-7901 /BGC-823 cells were treated with 0. 1，0. 2，0. 3，0. 5，0. 6 mmol /L
CoCl2 for 24 hours． The expressions of HIF-1α and ESM-1 were detected by Western blot． The change of cell prolif-

eration was detected by MTS． Ｒesults Cobalt dichloride at the concentration lower than 0. 6 mmol /L had no sig-
nificant effect on proliferation of gastric carcinoma cell line SGC-7901 and BGC-823 cells． The Western blot analy-
sis illustrated that the expression of ESM-1 declined obviously as the expression of HIF-1α increased． Conclusion
0. 5，0. 6 mmol /L Cobalt dichloride can induce cell hypoxia． ESM-1 is negatively correlated with HIF-1α．
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富白细胞和血小板纤维蛋白凝胶对 BMSCs
在兔股骨头缺血性坏死中成骨作用的影响
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摘要 目的 观察富白细胞和血小板纤维蛋白凝胶( L-
PＲF)联合骨髓间充质干细胞(BMSCs)在兔股骨头缺血性坏
死(ANFH)试验中对成骨作用的影响。方法 48 只新西兰
白兔随机分为 A、B、C、D 4 组(各组 12 只)，均造双侧 ANFH
模型。后给予 ANFH修复方法:A 组单纯行髓芯减压;B 组
行髓芯减压联合 L-PＲF凝胶移植;C组行髓芯减压联合 BM-
SCs移植;D组行髓芯减压联合 BMSCs 和 L-PＲF 凝胶移植。
A、B、C、D组于术后 4、8、12 周摄 X片后，每组随机选取 4 只
行相关组织学检查、新生骨体积分数、新生血管计数、X射线
评分。结果 各组股骨头坏死中呈现不同程度的新骨形成。
C、D组新骨的体积分数，血管计数及 X 射线评分较 A、B 组
差异显著，其中 D组比其余各组均高，B 组强于 A 组，差异
有统计学意义(P ＜ 0. 05)。结论 L-PＲF凝胶在医治兔 AN-
FH模型中对 BMSCs成骨有促进作用，并拟使用 L-PＲF凝胶
和 BMSCs 兼 并 髓 芯 减 压 治 疗 ANFH 提 供 理 论
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股骨头缺血性坏死(avascular necrosis of femoral
head，ANFH)是指因各种病因致股骨头内压力增
加，骨内动静脉栓塞，血流缺失，骨组织变性坏死，持

续进展，关节面塌陷，股骨头变扁，囊性变，关节严重

破坏，腹股沟及髋部疼痛、不适，运动功能障碍等，是
临床常见的一种疾病

［1］。骨髓间充质干细胞(bone
marrow mesenchymal stem cells，BMSCs)是具有多种
分化潜能和自我更新的原始细胞，并能分泌多种成

骨活性因子，促进骨质和血管的再生
［2］。富白细胞

和血小板纤维蛋白凝胶( leucocyte and platelet-rich
fibrin gel，L-PＲF) 2001 年由法国科学家 Choukroun
et al［3］发现，是新一代血液浓缩制品，能分泌多种生
长因子，具有抗感染、生理性支架作用，被定义为自
体的白细胞和富血小板纤维生物材料。该研究探讨
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髓芯减压同时使用 L-PＲF 凝胶和 BMSCs 对 ANFH
动物模型中成骨作用的影响，为将来临床治疗 AN-
FH提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 3 ～ 7 月龄新西兰白兔 48 只，2. 0
～ 2. 8 kg，由安徽医科大学实验动物中心提供;胎牛
血清(FBS，美国 GIBCO公司);胰蛋白酶(上海鼎国
生物技术有限公司);DMEM/F12 培养基(美国 Hy-
Clone公司);CD29、CD31、CD4 及 CD90 单抗(美国
Sigma公司);10%胎牛血清(美国 Gibco 公司);CO2

孵箱(美国 Harris 公司);超速离心机(美国 Ther-
mofisher公司);倒置相差显微镜(日本 Olympus 公
司);Image-Pro Plus 6. 0 软件(美国 Media Cybernet-
ics公司);MDGS 软件(德国 Zeiss公司)。
1． 2 实验方法 选择健康的 3 ～ 7 月龄新西兰白兔
48 只，2. 0 ～ 2. 8 kg，雌雄不拘。随机分为 A、B、C、D
4 组(各 12 只)，均造双侧 ANFH模型。后给予 AN-
FH修复方法:A 组单纯行髓芯减压;B 组行髓芯减
压联合 L-PＲF 凝胶移植;C 组行髓芯减压联合 BM-
SCs移植;D 组行髓芯减压联合 BMSCs 和 L － PＲF
凝胶移植。
1． 2． 1 L-PＲF 凝胶制备 B、D 组每只兔实验前于
心脏部位备皮，铺巾。于心跳最强处抽血 5 ml，并
置于 5 ml玻璃离心管中，2 700 r /min 离心 15 min，
静置 12 min弃去上清液和底层的红细胞，取出中间
部分，即获取 L-PＲF凝胶。
1． 2． 2 兔 BMSCs 分离与培养 C、D 组使用 3%戊
巴比妥钠(30 mg /kg)麻醉后，备皮、消毒、铺巾，于
两侧髂后上嵴处穿刺抽取骨髓 5 ml，置入离心管内，
离心 20 min，并经密度梯度离心后，收集梭形单核细
胞层，洗涤后加入培养瓶中，37 ℃、5% CO2 条件下，

在含有 10% FBS的 DMEM/F12 培养基中培育，取第
3 代 BMSCs，在移植前经过消化、洗涤、离心，计数，
取 6 × 106 /ml浓度的悬液以备移植。
1． 2． 3 BMSCs表型鉴定 BMSCs 第 2 代传第 3 代
时，部分细胞接种于 6 孔板中，消化、离心、冲洗、垂
悬、固定，封闭处理后，加入 CD29、CD31、CD45 及
CD90，流式细胞仪进行检测分析。
1． 2． 4 ANFH模型制备 48 只兔均制备双侧 AN-
FH模型，3%戊巴比妥钠(30 mg /kg)兔耳缘静脉麻
醉后作双髋关节前外侧入路，逐层分离至兔股骨头

颈外侧偏前，Light Bulb方法［4］开窗。使用无菌 3. 5
mm电钻头钻孔深达约 4. 0 mm 入股骨头。刮除大

部分松质骨，约占头部总体积的 40% ～ 70%，不穿
透股骨头达软骨下层。用棉签头浸满液氮迅速放入
股骨头钻孔处，持续 20 s 共 20 次，便造成股骨头内
骨组织变性坏死。
1． 2． 5 股骨头坏死修复方法 A组:双侧 ANFH造
模成功后逐层缝合;B组:双侧 ANFH造模成功后立
即剪取制备好的 50 μl L-PＲF 凝胶植入股骨头钻孔
内，逐层缝合;C 组:双侧 ANFH 造模成功后立即吸
取制备好的 50 μl BMSCs细胞悬液植入股骨头钻孔
内，逐层缝合;D组:双侧 ANFH造模成功后，立刻剪
取制备好的 50 μl L-PＲF 凝胶和吸取 50 μl BMSCs
细胞悬液植入股骨头钻孔内，逐层缝合。于兔臀大
肌处注射抗生素(硫酸庆大霉素 2 ml /只，1 次 /d，共
3 d)预防感染。
1． 2． 6 观察指标 于术后第 4、8、12 周，每组随即
选取 4 只兔麻醉后，取平卧位摄骨盆正位 X 线片，
比较骨坏死灶的密度和组织病理改变，新骨产生用

Lane-Sandhu X射线评分［5］。摄 X 线片后，随机选
取每组 4 只，处死后取出股骨头标本，固定 48 h。硝
酸液中脱钙约 2 周，包埋、切片、染色，显微镜下观察
坏死和修复情况同时对新生血管进行计数。镜下随
机取 10 个视野进行计数。并通过 Image-Pro Plus
6. 0 和 MDGS软件进行图像分析，计算新形成骨组
织在坏死区所占的体积百分比。
1． 3 统计学处理 资料收集整理后，应用 SPSS
21. 0 统计软件进行分析，数据以 珋x ± s 表示，组间比
较采用方差分析，两两比较采用 SNK检验，P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 L-PＲF凝胶形态 富白细胞和血小板纤维蛋
白凝胶为半透明白色胶冻状(图 1)，位于离心管 3
层中的中间层，上层是透明的血清，下层为红细胞。

图 1 L-PＲF凝胶形态

2． 2 BMSCs鉴定结果 BMSCs培养至第 3 代呈贴
壁梭形(图 2)，流式细胞仪测试表明:CD31 阴性，
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CD45 阴性，CD29 阳性，CD90 阳性，确定为 BMSCs。

图 2 BMSCs形态学鉴定
A: × 100;B: × 400

2． 3 ANFH动物情况观察 所有实验动物无死亡，
均进入结果分析，术后当日进食，切口无红肿、渗液、
无感染，Ⅰ期愈合。
2． 4 影像学观察结果 X线片观察治疗效果:A组
坏死区密度低，大量囊性变;B 组坏死区密度低，部
分囊性变;C组坏死区密度有所增高，骨小梁零星;
D组坏死区与正常骨质无太大差别，骨小梁结构存
在。X射线评分情况显示:第 4、8、12 周时，C、D 组
的新骨强于 A、B 组，D 组的新骨强于 C 组，B 组的
新骨强于 A 组，差异有统计学意义(P ＜ 0. 05)。见
表 1。
2． 5 组织学结果

2． 5． 1 每组坏死区内组织学观察 A组第 4 周:坏
死区有稀少成骨细胞，骨小窝内细胞萎缩，纤维细胞

丛生;第 8 周:边沿区少量新骨，纤维肉芽组织生成;
第 12 周:边沿区可见骨壁，主要是纤维肉芽。B 组
第 4 周:坏死区有少量成骨细胞，多量纤维细胞丛
生，边沿区少量新骨;第 8 周:边沿区有少量新骨，新
骨细胞向负重区延伸;第 12 周:边沿区有骨条，负重
区新生骨稀疏。C 组第 4 周:坏死区有部分成骨细
胞，部分类骨质出现;第 8 周:坏死区有初生骨小梁;
第 12 周:边沿区骨条渐多，负重区新生骨进一步增
加。D组第 4 周:坏死区有大量成骨细胞，边沿区有
成熟骨小梁和原始细小血管出现;第 8 周:坏死区有
编织骨小梁，层状骨小梁，和丛生的毛细血管;第 12
周:坏死区的骨小梁增宽变致密，血管数量增加。见
图 3。
2． 5． 2 坏死区内新骨形成与新生血管数量分析
MDGS软件计算坏死区新生骨所占百分比与新生血
管计数显示:第 4、8、12 周时，C、D 组的新骨及血管
数强于 A、B组，D 组的新骨及血管数强于 C 组，B
组的新骨及血管数强于 A组，差异有统计学意义(P
＜ 0. 05)。见表 2、3。

图 3 组织学观察(D组) HE ×100

A: 第 4 周;B: 第 8 周;C: 第 12 周

表 1 每组各时间点 X射线评分对比 (n = 12，珋x ± s)

时间 A组 B组 C组 D组 F值
4 周 1． 70 ± 0． 37#Δ 2． 74 ± 0． 68* Δ 3． 79 ± 0． 84* # 5． 05 ± 0． 66* #Δ 47． 840
8 周 1． 76 ± 0． 25#Δ 3． 48 ± 0． 72* Δ 5． 50 ± 0． 86* # 7． 25 ± 0． 73* #Δ 146． 680
12 周 2． 04 ± 0． 22#Δ 3． 78 ± 0． 83* Δ 6． 20 ± 0． 81* # 7． 85 ± 0． 85* #Δ 166． 560

与 A组比较:* P ＜ 0. 05;与 B组比较:#P ＜ 0. 05;与 C组比较:ΔP ＜ 0. 05

表 2 每组各时间点新骨面积比值对比(n = 12，珋x ± s)

时间 A组 B组 C组 D组 F值
4 周 15． 8 ± 0． 8#Δ 30． 2 ± 1． 8* Δ 43． 2 ± 1． 4* # 63． 4 ± 2． 5* #Δ 22 112． 200
8 周 22． 0 ± 1． 0#Δ 46． 0 ± 2． 4* Δ 72． 1 ± 1． 2* # 82． 6 ± 2． 1* #Δ 23 210． 600
12 周 25． 0 ± 1． 1#Δ 52． 0 ± 2． 6* Δ 79． 3 ± 2． 5* # 87． 2 ± 2． 6* #Δ 23 950． 500

与 A组比较:* P ＜ 0. 05; 与 B组比较: #P ＜ 0. 05; 与 C组比较:ΔP ＜ 0. 05
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表 3 每组各时间点血管数量对比(n = 12，珋x ± s)

时间 A组 B组 C组 D组 F值
4 周 2． 56 ± 0． 57#Δ 2． 65 ± 0． 69* Δ 3． 23 ± 1． 02* # 5． 00 ± 0． 75* #Δ 42． 180
8 周 2． 42 ± 0． 19#Δ 3． 01 ± 0． 56* Δ 4． 90 ± 0． 97* # 7． 05 ± 1． 04* #Δ 146． 680
12 周 2． 65 ± 0． 38#Δ 3． 42 ± 0． 66* Δ 5． 022 ± 1． 00* # 7． 45 ± 1． 24* #Δ 128． 550

与 A组比较:* P ＜ 0. 05;与 B组比较:#P ＜ 0. 05;与 C组比较:ΔP ＜ 0. 05

3 讨论

针对 ANFH，早期有很多治疗方法，保守治疗方
法有
［6 － 7］:药物、脉冲、体外磁场治疗。手术治疗方
法有
［8］:髓芯减压、截骨术、植骨术、髋关节表面置
换、髋关节置换术。近几年来应用的生长和分化因
子等治疗有

［9］:骨形态发生蛋白(BMP)、BMSCs、肝
细胞生长因子。富血小板血浆联合其他手术方法减
轻骨头内部的压力

［10］，增强股骨头坏死部位新骨的

形成和血管的再生，推迟骨坏死的进程，达到初步治

愈 ANFH 的目的。虽然方法众多，最终结果却各
异。
髓芯减压在临床上医治早期 ANFH，从使用 8 ～

12 mm的粗钻头钻 1 个隧道进行减压，到现在流行
使用 3. 2 ～ 3. 6 mm的细钻头钻 2 ～ 3 个细孔来进行
髓芯减压，即减少了对骨质的破坏又减轻了股骨头

坏死部位的压力，促进了血液循环，缩短手术时间，

减轻二次创伤等优点，并避免了粗钻头钻孔导致股

骨头塌的问题
［11］。

L-PＲF凝胶至今已有 40 多年的研究历史 ［12］，
最早是从 1970 年首次使用纤维凝胶治疗皮肤缺损
并取得一定的疗效，强调纤维凝胶中纤维蛋白对皮

肤缺损的再生修复作用。1975 ～ 1979 年不少研究
者提出了更新的概念:称为血小板纤维蛋白原凝血

酶混合物或者凝胶血小板，这也就是富血小板凝胶

概念的最早雏形，并利用凝胶血小板治疗角膜穿透

伤，并在眼科、神经外科、普外科等学科应用。1986
年利用血小板中的血小板诱导愈合因子成功治愈慢

性顽固性皮肤溃疡，其强调血小板释放的生长因子

对组织的再生作用。1997 ～ 1998 年，开始把血小板
纤维蛋白应用于口腔和颌面部外科，并强调血小板

释放的生长因子对组织的再生修复作用。于此同时
正式确立了富血小板纤维蛋白的概念，这项制备方

法完全有别于以往其他方法，其不仅强调了血小板

分泌的因子，还强调了纤维蛋白的生理性的三维支

架，以及不添加外源性的凝血酶，防止机体排异反

应，减少感染概率以及阻止了凝血功能障碍，被称之

为第 2 代的血小板浓缩物。2006 年至今，科学家们

提出富白细胞和血小板纤维蛋白概念并应用于运动

医学，其强调了循环血液中的细胞特别是白细胞的

作用。从早期利用单纯的纤维蛋白网络支架作用，
到血小板释放的生长因子的治愈特性，最终到强调

白细胞及其三者相互作用，促进细胞再生和血管形

成的作用，并应用于临床众多学科和治疗各种疾病。
BMSCs位于骨髓组织中，是具有多分化功能的

原始细胞，采集、培育方便，增殖、分化受各种因子的
调控，也能分泌多种成骨因子，自体移植几乎无排

异，安全性高，是临床应用中不可缺少的细胞。
本研究利用自体 L-PＲF 凝胶和 BMSCs 兼并髓

芯减压能促进坏死区新骨的形成和修复，通过四组

间的比较，D组应用 L-PＲF凝胶和 BMSCs的新骨形
成和血管再生能力明显强于其余 3 组，C 组 BMSCs
强于 B组 L-PＲF凝胶，虽然 B组和 C组也有一定的
新骨新成和血管再生，但是其数量和组织排列还不

成熟，A组单纯的髓芯减压新骨形成和血管再生稀
少，原因可能是机体组织的再生不能仅仅依靠单方

面的因素。现代的组织再生工程学提出了机体再生
的 3 个关键因素:种子细胞、优良的支架、信号分子。
本实验中 BMSCs 作为种子细胞促进成骨细胞的再
生，L-PＲF凝胶作为生理的支架，利用血小板和白细
胞释放的信号因子，三者共同作用加速了新骨和血

管的再生，从而有利于早期 ANFH的治愈。
综上所述，L-PＲF凝胶和 BMSCs 联合髓芯减压

比单一应用 L-PＲF凝胶、BMSCs 或仅髓芯减压治疗
早期的 ANFH 具有更优良的效果，而且操作简便。
但对富白细胞和血小板纤维蛋白更详细的分类和进

一步研究哪种生长因子在治疗中起具体作用，L-
PＲF凝胶和 BMSCs 在修复股骨头坏死实验中何者
为主导等问题还须进一步探讨。
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Effects of de novo bone formation using autologous leucocyte and
platelet-rich fibrin with bone marrow mesenchymal stem cells

in avascular necrosis of femoral head in rabbits
Fang Sheng1，Fang Jialiu2，Fang Xiao1，et al

( 1Dept of Orthopedics，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;
2Dept of Orthopedics，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To evaluate de novo bone formation by using autologous leucocyte and platelet-rich fibrin gel
(L-PＲF) with bone marrow stromal cells(BMSCs) and core decompression in treating femoral head necrosis in rab-
bits． Methods We made animal models of avascular osteonecrosis of the femoral head and divided them into 4
groups randomly，Group A: core decompression; Group B: core decompression with implantation of L-PＲF; Group
C: core decompression with implantation of autologous BMSCs; Group D: core decompression with implantation of
autologous BMSCs and L-PＲF． Four rabbits selected from each group were sacrificed 4，8，12 weeks after the opera-
tion then they were taken radiological photography and all specimens were harvested histological evaluations． Ｒe-
sults We investigated the process of de novo bone formation on images of radiology and histology ． There showed
excellent differences in the progress of the new bone formation，new blood vessel count in groups C and D compa-
ring with groups A and B． Especially group D had significant osteogenesis(P ＜ 0. 05) ． Conclusion Core decom-
pression with autologous leucocyte and platelet-rich fibrin and BMSCs is an effective and feasible method to treat
early avascular osteonecrosis of femoral head in rabbit．
Key words avascular osteonecrosis of femoral head; core decompression; bone marrow stromal cells; leucocyte
and platelet-rich fibrin
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