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脐带间充质干细胞治疗大鼠骨质疏松的初步研究
刘秋英1 利奕成1 何绍清2 罗振宇1 马岩岩1 林永亮1 罗  勇1 钱垂文1 王一飞1*

(1暨南大学生物医药研究开发基地, 广州 510632; 2江西省宜春市万载中学, 宜春 336100)

摘要      选取40只雌性SD大鼠, 分为4组, 每组10只。除正常组(A组)外, 模型组(B组)、干细胞

移植组(C组)和仙灵骨葆组(D组)均灌胃维甲酸70 mg/(kg·d), 连续灌胃14 d, A组用等量无菌水灌胃。

B组注射生理盐水, C组尾静脉注射2×106脐带间充质干细胞, D组灌胃20 mg/kg仙灵骨葆。给药21 d
后, 测量各组大鼠血清钙离子和磷含量的变化以及ALP和StrACP水平, 剥离大鼠右侧股骨并称量, 
双能X线骨密度仪测量右侧股骨骨密度, 左侧骨切片进行电镜观察结构。结果表明, 维甲酸诱导的

大鼠血清钙离子、磷含量及ALP活性比正常组显著升高, C组和D组治疗后比模型B组有所下降; B
组StrACP活性较A组高, C组与A组无显著性差异。B组骨湿重比正常A组显著减少, C组和D组骨湿

重与A组无显著性差异; 造模后B组骨密度显著下降, 给药后C组和D组骨密度与A组无显著性差异; 
B组骨胶原纤维排列杂乱无序, 结构松散并呈丝状, C组与B组相比, 骨胶原纤维排列呈束状, 走向一

致, 排列规则、紧密, 恢复到与A组骨胶原相近形态和排列。结果提示, 注射脐带间充质干细胞对

改善维甲酸诱导的大鼠骨质疏松有一定的治疗效果。

关键词      脐带间充质干细胞; 骨质疏松; 细胞治疗; 维甲酸
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Abstract       To observe the therapeutic effect of umbilical cord mesenchymal stem cell on retinoicacid in-
duced osteoporosis in female rats by intravenous injection, forty SD female rats were divided randomly into four 
groups: control group (Group A), model group (Group B), hUC-MSCs transplantation (Group C), and Xianling 
Gubao group (Group D). The rats in Group B, C and D were received retinoic acid at 70 mg/(kg·d) by gastric la-
vage for 14 days to induce osteoporosis instead of sterile water in Group A. At the same time, Group C were adi-
ministrated with 2×106 hUC-MSCs, Group D adiministrated with 20 mg/kg Xianling Gubao, and Group B were 
administrated with saline. After 21 days, the serum biochemical indicators, biomechanics characteristics were mea-
sured and microstructure of bone were also observed. The results showed that the concentration of Ca2+, Pi and ALP 
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was increased appararently after RA induced, and it was recovered in Group B and C. The concentration of StrACP 
was increased in Group B and decreased in Group D vs Group A, but there was no difference in Group C. The wet 
weight of right femur was extremely decreased in Group B than Group A, and there was no difference statistically 
between Group C and D. The BMD was decreased after RA induced in Group B than Group A, and there was no 
difference between Group C and D. Examination of the collagenous fibers arrangement showed osseous collagen 
were deranged and surface loosening. Meanwhile, there was indication of repair in Group C. Taken together, these 
data suggested that RA-induced osteoporosis in rats could be relieved by injecting with umbilical cord mensenchy-
mal stem cells.

Key  words        umbilical cord mesenchymal stem cells; osteoporosis; cell therapy; retinoic acid

骨质疏松症(osteoporosis, OP)是一种以低骨量

和骨组织微结构破坏为特征, 导致骨的脆性和骨折

危险性增加的一种疾病。随着人类进入老龄化社会, 
骨质疏松症及骨折的发病率呈迅速上升趋势, 严重

威胁中老年人健康, 尤其以绝经后妇女为主, 研究发

现雌激素水平下降是绝经后女性骨质疏松发生的重

要因素[1]。维甲酸在临床上有致骨质疏松的副作用, 
常被用作诱导骨质疏松动物模型, 用于OP治疗药物

的研究[2-3]。

与骨髓等其他组织来源的间充质干细胞(mesen-
chymal stem cells, MSCs)相比较, 人脐带间充质干细

胞(human umbilical cord mesenchymal stem cells, hUC-
MSCs)能表达多种胚胎干细胞特有的分子标志, 如
OCT-4、SOX-2、Nanog等, 具有分化潜能更大、增殖

能力更强、免疫原性更低、取材方便、无道德伦理

问题限制、易于工业化制备等特征, 在细胞治疗及再

生医学组织工程研究中具有广阔的应用前景[4-6]。

1   材料与方法
1.1   材料与试剂

1.1.1   实验动物      6月龄SPF级雌性SD大鼠, 体重

质量(302.8±6.8) g, 由暨南大学医学院实验动物中心

提供(动物合格证: 2010A003)。各组大鼠单独喂养, 
标准饲料, 含钙1%、 磷0.74%, 自由饮水。

1.1.2   细胞      所有脐带标本取自暨南大学第一附

属医院产科当日足月剖宫产健康婴儿的新鲜脐带, 经
过贴壁法获得脐带间充质干细胞, 细胞强表达CD29、
CD44、CD59和CD105, 弱表达CD28、CD31、CD34、
CD40和CD86, 在相应的诱导条件下能向脂肪细胞和

成骨细胞分化[7]。本研究采用第3代细胞。

1.1.3   试剂      维甲酸(retinoic acid, RA)(江西泰欣诺

实业有限公司, 100305), 仙灵骨葆胶囊(贵州同济堂

药业有限公司, 080622039), Ca测定试剂盒、Pi测定

试剂盒、碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, ALP)试
剂盒、抗酒石酸酸性磷酸酶(StrACP)试剂盒(南京建

成生物工程研究所, 2010049)。
1.2   方法

1.2.1   动物模型及给药      适应性喂养一周后, 大鼠

按体重随机分为4组, A组: 正常对照组; B组: 模型组; 
C组: MSC移植组; D组: 仙灵骨葆组。除A组外, 其余

各组大鼠于上午9:00灌胃维甲酸70 mg/kg造模, 每日

一次, 连续灌胃14 d。在模型制备的第1~14 d的每天

下午, D组按0.312 5 g/(kg·d)仙灵骨葆灌胃给药。C组
分别于第1 d和第7 d每只大鼠以尾静脉注射方式移

植第3代共2×106的hUC-MSCs, hUC-MSCs以200 μL 
PBS悬匀。A组和B组中分别在第1 d和第7 d每只大

鼠尾静脉注射200 μL PBS。
1.2.2   实验动物生活习性观察及体重监测      实验

期间密切观察大鼠生理反应及生活习性的变化情

况, 注意大鼠皮毛色泽和鼠尾血液循环。实验过程

中分别在第1, 7, 14, 21 d测量大鼠体重。第21 d处死

大鼠, 并进行后续处理及各项指标测定。

1.2.3   血清骨代谢指标的测定      血清钙离子测定: 
依据血清中钙离子在碱性溶液中与甲基百里香酚结

合, 生成蓝色络合物。通过比色与钙标准进行比较, 
计算钙的含量。按照试剂盒说明书在610 nm波长下

用全自动分析仪测定, 得出吸光度值(D)进行计算。

血清磷测定: 采用孔雀绿直接显色法。按照血

清无机磷测定试剂盒说明书在640 nm波长下用全自

动分析仪测定并计算。

血清碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, ALP)测
定: ALP分解磷酸苯二钠, 产生游离酚和磷酸, 酚在

碱性溶液中与4-氨基安替比林作用经铁氰化钾氧化

生成红色醌衍生物, 根据红色深浅可以确定酶活力
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的高低。按照ALP检测试剂盒说明书在520 nm波长

处用全自动生化分析仪测定并计算。

抗酒石酸酸性磷酸酶(serum tartrate-resistant 
acid phosphatase, StrACP)测定: StrACP活性不被酒

石酸抑制, 而其他酸性磷酸酶受到酒石酸抑制, 利用

该原理, 可以测定血清中StrACP的活性。StrACP催
化底物水解, 产生游离酚; 酚与重氮盐反应生成有色

偶氮化合物, 在530 nm处比色测定, 通过计算测出酶

活力。按照StrACP测定试剂盒说明书用紫外光分光

光度计测定并计算。 
1.2.4   右侧股骨湿重的测定      剥离大鼠右侧股骨, 
迅速用天平称量其湿重, 称量完毕后迅速浸泡于生

理盐水中, –20 °C保存。

1.2.5   右侧股骨骨密度测定      将右侧股骨置于双

能X线骨密度仪上, 计算机采用小动物分析软件, 自
动分析股骨骨密度(bone mineral density, BMD)。扫

描速度为10 mm/s, 扫描间距为0.5 mm×0.5 mm。

1.2.6   股骨三点弯曲试验      三点弯曲试验是反映

长骨骨皮质的常用方法, 取测量完BMD的右侧股骨

于室温下复温3~4 h, 测定前分别测量其中部两个

相互垂直方向的直径值, 取平均值即为直径。根据

三点弯曲试验的原理, 将股骨置于电子万能试验机

上, 支点夸距为20 mm, 加压点为中点, 加载速度为

2 mm/min, 计算机记录载荷–位移曲线, 测量最大载

荷、弹性载荷、刚度及最大挠度等生物力学指标。

1.2.7   左侧股骨超微结构的观察      因实验通过灌

胃给药及静脉注射, 可认为大鼠左右两侧股骨无差

异, 又各指标的的处理方法不同, 所以上述的实验采

用右侧骨完成, 而超微结构则取用左侧股骨。剔除

左侧股骨, 用钢骨锯将股骨平均分为三段, 取股骨远

侧1/3沿冠状面正中锯开, 暴露骨髓腔, 用生理盐水

彻底清洗, 经固定、脱水、干燥和镀膜处理。临界

点干燥, 真空喷金镀膜, 制成1 mm×1 mm×1 mm标

本。置于扫描电镜上观察。

1.3   统计学分析

所有数据采用均数±标准差表示, 采用SPSS 
13.0统计软件分析, A组与B组各项指标采用组间两

独立样本t检验, 判断造模是否成功。治疗各组间采

用单因素方差分析(one-way ANOVA), P<0.05作为

有显著性差异的检验标准。

2   结果
2.1   大鼠一般状态和体重情况

连续14 d造模和给药过程中, 大鼠陆续出现不

同程度少食、竖毛、喜卧及体重减轻现象, 个别大

鼠有口唇炎症状, 并出现个别死亡, 这可能与维甲酸

的药物毒性有关。实验结束时, A组大鼠体重与实

验前比较显著增加, 而BCD组大鼠与实验前比较没

有显著性差异, 但大鼠普遍出现消瘦的情况。在实

验前的随机分组并且大鼠体重相差不大的情况下, 
实验结束时BCD组大鼠体重与A组比较显著降低

(P<0.01)(表1)。
2.2   血清钙离子和磷含量的变化

实验结果表明, 维甲酸灌胃后大鼠的血清钙含

量均显著升高(P<0.05)(表2)。血清磷含量除A组与

B组间有显著性差异(P<0.01)外, 其余各组与A组相

比, 有所升高但无显著性差异(表2)。
2.3   血清ALP和StrACP含量的变化

实验21 d后, B、C、D组大鼠血清ALP与A组相

比显著升高(P<0.01), 但C组和D组血清ALP水平与

B组比较显著回落(P<0.01)(表3)。与A组正常组相比, 
B组StrACP显著上升(P<0.01), C组与A组无显著性

差异, D组显著降低(P<0.01); C组较B组和D组均有

显著性差异(P<0.05)(表3)。

表1  各组大鼠的体重(n=6)
Table 1  Body weight (BW) of each group (n=6)

组别

Group

体重(g)
BW (g)

1 d    7 d       14 d       21 d

A 302.5±6.5    307.5±6.5       313.8±4.8△       320.0±4.1△△

B 302.5±11.9    298.8±10.3       295.0±10.8*       291.3±11.1**

C 302.5±5.0    300.0±7.1       297.3±7.5*       300.0±4.8**

D 303.8±4.8    301.9±7.3       303.8±9.8       296.3±12.8**

 *P<0.05, **P<0.01, 与A组比较; △P<0.05, △△P<0.01, 与1 d组比较.
 *P<0.05, **P<0.01 vs A group; △P<0.05, △△P<0.01 vs 1 d group.
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2.4   右侧股骨湿重的变化

与对照A组相比较, 模型B组右侧股骨湿重显著

降低(P<0.01); C组和D组大鼠右侧股骨湿重较B组
有显著增加(P<0.05), 并与A组无显著性差异(表4)。
2.5   各组大鼠右侧股骨骨密度变化

B组股骨骨密度与A组比较显著减少(P<0.01), 
C组、D组与A组比较无显著性差异(表5)。
2.6   右侧股骨生物力学参数比较

右侧股骨三点弯曲试验中, 4组大鼠间最大载

荷、弹性载荷、刚度和最大挠度间均有差异。其中, 
B组最大载荷、弹性载荷、刚度和最大挠度均显著

低于A组(P<0.05或P<0.01); C组较B组, 上述四个力

学参数均有显著升高(P<0.05或P<0.01); C组与D组

相比, 四个参数均有差异, 其中最大载荷、弹性载荷

和刚度都有显著性升高(P<0.05)(表6)。
2.7   左侧股骨超微结构的观察比较

左侧股骨的扫描电镜高倍镜下观察, B组骨胶

原纤维排列杂乱无序, 结构松散并呈丝状。C组与

B组相比, 骨胶原纤维排列呈束状, 走向一致, 排列

规则、紧密, 恢复到与A组骨胶原相近的形态和排

列(图1)。

表6   各组大鼠右侧股骨三点弯曲试验结果(x
_
±s, n=6)

Table 6   The results of three-point test of right femur in four groups (x
_
±s, n=6)

组别

Group
最大载荷(N)
Maximal load (N)

弹性载荷(N)
Elastic load (N)

刚度(N/mm)
Stiffness (N/mm)

最大挠度(N/mm)
Maximal deformation (N/mm)

A 143.55±9.11 80.21±1.61 234.58±3.70 0.87±0.07

B 84.22±10.37** 65.42±1.33** 186.25±4.47** 0.738±0.02*

C 117.61±6.67**##Δ 71.76±1.71**#Δ 210.38±1.33**#Δ 0.838±0.04#Δ

D 101.67±4.53** 67.94±2.03** 206.44±2.14** 0.798±0.07

*P<0.05, **P<0.01, 与A组比较; #P<0.05, ##P<0.01, 与B组比较; ΔP<0.05, 与D组比较。
*P<0.05, **P<0.01 vs group A; #P<0.05, ##P<0.01 vs group B; ΔP<0.05 vs group D.

表3   各组大鼠血清ALP和StrACP含量变化(n=6)
Table 3   The serum concentration of ALP and StrACP of 

each group (n=6)

组别 
Group

碱性磷酸酶

(金氏单位/100 mL)
ALP (U/100 mL)

抗酒石酸酸性磷酸酶(U/L)
StrACP (U/L)

A 12.229±1.002 20.289±3.805

B 29.287±0.707** 27.180±5.213*

C 27.257±1.364**##ΔΔ 18.248±3.016#Δ

D 24.743±1.148**## 11.719±0.742**

*P<0.05, **P<0.01,与A组 比 较; #P<0.05, ##P<0.01, 与B组 比 较; 

ΔP<0.05, ΔΔP<0.01, 与D组比较。 
*P<0.05, **P<0.01 vs group A; #P<0.05, ##P<0.01 vs group B; ΔP<0.05, 

ΔΔP<0.01 vs group D.

表4   各组大鼠右侧股骨湿重的变化(n=6)
Table 4   The wet weight of right femur in each group (n=6)
组别

Group
骨湿重(g)
Wet weight (g)

A 1.205 3± 0.070 2

B 0.743 0± 0.005 9**

C 1.271 8± 0.022 5##

D 1.220 3± 0.048 8##

**P<0.01, 与A组比较; ##P<0.01, 与B组比较。
**P<0.01 vs group A;  ##P<0.01 vs group B.

表5   各组大鼠BMD的变化(n=6)
Table 5   The BMD of each group (n=6)

组别

Group
骨密度(g/cm2)
BMD (g/cm2)

A 0.289 3± 0.011 4

B 0.172 0± 0.015 3**

C 0.299 0± 0.015 6##

D 0.288 5± 0.010 9##

**P<0.01, 与A组比较; ##P<0.01, 与B组比较。 
**P<0.01 vs group A; ##P<0.01 vs group B.

表2   各组大鼠血清钙和磷含量(n=6)
Table 2    The serum concentration of Ca2+ and 

Pi of each group (n=6)
组别

Group
钙(mmol/L)
Ca2+ (mmol/L)

磷(mmol/L)
Pi (mmol/L)

A 2.364±0.063 1.799±0.057

B 2.734±0.067* 1.979±0.025**

C 2.289±0.046*#Δ 1.812±0.049#

D 2.246±0.008*# 1.801±0.018#

*P<0.05, **P<0.01, 与A组比较; #P<0.05, 与B组比较, ΔP<0.05, 与D组

比较。
*P<0.05, **P<0.01 vs group A; #P<0.05 vs group B; ΔP<0.05 vs group D.
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3   讨论
维甲酸(retinoic acid, RA)作为目前研究颇热

的抗肿瘤药, 临床上有致骨质疏松的副作用, 因此

可用该药来建立骨质疏松的动物模型[8-9]。该模型

在发病症状、组织形态学表现及对雌激素的骨反

应上与人类有较好的相似性, 是大鼠急性OP的有

效造模方法[10-11]。RA诱发OP的机理目前尚不完

全清楚, 有体外细胞培养表明, RA可降低正常人成

骨细胞(osteoblast, OB)的活性, 并能抑制破骨细胞

(osteoclast, OC)的增殖, 抑制其产生ALP、骨钙素和

IL-6[12]。动物实验显示, RA对雌性大鼠骨代谢的影

响是骨吸收大于骨形成, 既增加成骨细胞的数量和

活性, 同时又刺激破破骨细胞, 使其活性增强, 从而

导致类似骨高转换状态, 同时发生卵巢损伤和功能

减退[13]。

骨在整个生命过程中都在进行新陈代谢, 即OB
不断形成新骨, OC则在不断吸收旧骨。代谢过程能

较好地反映OB和OC的活性, 以及骨基质和骨矿质

的变化[14]。钙和磷主要反映骨基质和骨矿质的变化, 
临床上主要通过测定血、尿中骨矿物质如血清离子

钙、总钙、无机磷、镁等矿物质的浓度间接了解体

内骨代谢的状况。本实验中测定血清离子钙及无机

磷水平的结果表明, 骨质疏松模型B组血清离子钙

水平显著升高, 而注射hUC-MSCs组和仙灵骨葆组

的离子钙水平有所降低, 并与A组相比并无显著差

异。血清磷除了B组有明显的升高(P<0.01), 其余各

组未见有明显变化。这表明, hUC-MSCs在稳定和

平衡血清钙磷含量方面有一定的作用。

ALP是反应OB活性的主要指标, 由OB分泌的

非胶原蛋白, 对钙和磷羟磷灰石具有很强的亲和力, 
能够启动和加速骨基质的钙化。StrACP主要由OC
释放, OC活性增强, 皱褶缘分泌StrACP随之增加, 其
含量水平可反应OC活性及骨吸收状态。本实验的

结果显示, B组ALP、StrACP均显著增加, 说明该模

型确为高转换型的OP模型。C组及D组ALP水平均

显著下降(P<0.05), 这表明hUC-MSCs在抑制OC分
泌StrACP上有一定的作用, 但是同时ALP水平也受

到一定程度抑制。因此, 如何利用hUC-MSCs在抑

制骨吸收的同时增强OB的骨形成活性, 对综合改善

高转换型OP至关重要。

骨密度(bone mineral density, BMD)即骨量, 是
指骨矿物质和骨基质的总和。BMD是反应骨强度

的重要指标, 一般以骨矿物的含量代替骨量进行

BMD测定。BMD及骨矿物含量水平是衡量骨质水

平最有效的指标之一。双能X线骨密度仪(DEXA)
准确度和精确度高, 辐射剂量低, 扫描时间短, 广泛

用于临床。本实验中, RA造模OP大鼠3周后, C组骨

密度较B组显著增加(P<0.05), C组较A组比较无显

著性差异; D组较B组也有显著增加(P<0.05)。以上

结果表明, RA造模的OP大鼠尾静脉注射移植hUC-
MSCs对股骨的BMD有明显促增加作用, 并且恢复

到与A组相当水平, 这表明hUC-MSCs在一定程度可

有效阻止RA诱发的骨量丢失。

伍贤平等[15]研究发现, 主要以承重为受力方式

的股骨, 抗弯试验的受力区域几乎均为皮质骨结构, 
其抗弯系数、弹性弯距和最大弯距与鼠的全身总体

骨量和股骨的整体骨量及鼠体重呈良好的正相关关

系, 提示随着鼠骨量的增加, 股骨抵抗外力破坏的能

力越强。本实验的生物力学结果印证了已有研究结

果, 并与骨密度指标相互呼应。股骨抗弯曲强度是

临床表征中最直接反应骨质疏松的指标, 本研究结

果表明静脉注射移植hUC-MSCs对缓解甚至恢复骨

质疏松症状有明显效果。

骨基质的有机质主要成分为胶原, 胶原相互交

织形成立体结构, 决定骨韧性。OP的病理学改变包

括质和量两方面, 量变主要体现在BMD的下降, 而

A: 正常对照; B: 模型对照; C: 尾静脉注射2×106脐带间充质干细胞; 
D: 灌胃20 mg/kg仙灵骨葆。

A: normal control; B: retinoic acid induced model control; C: 2×106 um-
bilical cord mensenchymal stem cells transplantation group; D: 20 mg/kg 
Xianling Gubao group. 

图1   各组胶原纤维排列(2 000×)
Fig.1   The collagenous fibers arrangement of 

four groups (2 000×)
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质变则表现在骨小梁的生长状况、骨矿化程度、骨

质的堆积范围、微损伤等区域组织形态学的改变, 
如骨小梁断裂、稀疏, 骨胶原的断裂、排列文宽、

小梁骨体积下降等。本实验扫描电镜高倍镜下观察

到B组模型组的大鼠左侧股骨骨胶原纤维杂乱、结

构松散无序, 细胞移植组C组的大鼠股骨骨胶原纤

维较B组排列紧密规则, 这表明hUC-MSCs有一定的

改善骨微观结构的作用。

综上所述, 本实验应用尾静脉注射方式移植

hUC-MSCs, 3周后检测结果表明, hUC-MSCs能增加

OP动物BMD, 改善骨的超微结构, 有效抑制了骨丢

失, 为今后在临床上的应用提供实验依据。
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