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脊柱结核患者骨密度与骨髓间充质干细胞迁徙研究
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［摘　要］　目的　探究脊柱结核患者骨密度和骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）迁徙能力的变化及相关性。方法　选取

２０２０年６月１日—２０２１年１２月１日某院住院的脊柱结核行脊柱内固定患者（结核组，７２例）和胸腰椎骨折或椎管

狭窄行脊柱内固定的患者（对照组，７６例），测定患者骨密度，结核组和对照组各采集６例患者手术时取的钉道血提

取ＢＭＳＣｓ，将提取的ＢＭＳＣｓ进行单纯培养和卡介苗（ＢＣＧ）共培养（即在ＢＭＳＣｓ中加入ＢＣＧ进行共培养），采用划

痕试验测定各组第８小时、第１６小时、第２４小时ＢＭＳＣｓ迁徙率，比较各组ＢＭＳＣｓ迁徙能力的差异，并对ＢＭＳＣｓ

标本来源患者骨密度和ＢＭＳＣｓ迁徙率作相关性分析。结果　结核组患者的骨密度［（０．８４±０．１９）ｇ／ｃｍ
２］低于对

照组［（０．９５±０．１６）ｇ／ｃｍ
２］，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；结核组患者ＢＭＳＣｓ迁徙率低于对照组（犘＜０．０５）；加

入ＢＣＧ共培养后，结核组患者ＢＭＳＣｓ迁徙能力依旧明显降低（犘＜０．０５）。在第８小时和第１６小时ＢＭＳＣｓ迁徙

率与其标本来源患者的椎体骨密度相关系数（狉值）分别为０．８０、０．６７。结论　较胸腰椎骨折或椎管狭窄者患者，

脊柱结核患者骨密度明显降低，脊柱结核患者ＢＭＳＣｓ迁徙能力减弱；ＢＣＧ对ＢＭＳＣｓ的迁徙能力无明显影响，骨

密度与ＢＭＳＣｓ迁徙率呈正相关。

［关　键　词］　脊柱结核；骨髓间充质干细胞；卡介苗；细胞迁徙；骨密度
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　　脊柱结核是结核分枝杆菌侵入椎体及附件引起

的一类继发性感染疾病。近年来，由于人口基数居

高不下、人口流动率高以及耐药菌的出现，脊柱结核

发病率有回升的趋势［１］。国内外临床研究［２３］显示，

脊柱结核患者骨质减少，骨质疏松发生率明显高于

正常人。目前引起脊柱结核患者骨质减少的病因尚

未完全明确，有研究［３］显示，脊柱结核患者骨质疏松

的发生可能与患者成骨分化能力不足相关。骨髓间

充质 干 细 胞 （ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）是一种存在于骨髓或骨膜中具有增

殖分化为骨、软骨、脂肪组织的潜能细胞，在细胞培

养瓶中具有贴壁生长的趋势。ＢＭＳＣｓ是成骨细胞

的前体细胞，在增殖分化之前需接受“指令”从而迁

徙到目标位置［４］。ＢＭＳＣｓ的迁徙能力是其成骨分

化的前提条件，ＢＭＳＣｓ迁徙能力受限将影响其成骨

分化能力，并可能最终导致宿主骨质减少［５６］。目

前，针对脊柱结核患者ＢＭＳＣｓ成骨分化的相关研

究较少，结核分枝杆菌对宿主ＢＭＳＣｓ迁徙能力的

影响更鲜见报道。

本研究收集脊柱结核患者和对照人群的骨密度

信息，并提取两者的ＢＭＳＣｓ，比较两者ＢＭＳＣｓ迁徙

能力的差异，同时向ＢＭＳＣｓ中加入卡介苗（ＢＣＧ）

进行共培养，模拟结核分枝杆菌感染环境，进一步观

察ＢＭＳＣｓ迁徙能力的变化，以期阐明宿主因素和

环境因素对ＢＭＳＣｓ迁徙能力的影响，进而为脊柱

结核患者骨代谢异常的相关研究提供方向。

１　对象与方法

１．１　研究对象　选取２０２０年６月１日—２０２１年

１２月１日中南大学湘雅医院脊柱外科住院确诊为

脊柱结核行脊柱内固定的患者为结核组，胸腰椎骨

折或椎管狭窄行脊柱内固定的患者为对照组。本研

究已获得中南大学伦理委员会批准，所有患者均签

署知情同意书。

１．２　纳入与排除标准　纳入标准：①结核组需通过

培养、Ｘｐｅｒｔ等确诊脊柱结核；②年龄１８～７５岁；③患

者自愿接受骨密度测定。排除标准：①有吸烟、喝酒

等不良嗜好者；②有风湿性疾病、自身免疫性疾病者；

③垂体功能障碍者；④肿瘤患者或既往患肿瘤者。

１．３　仪器和试剂　ＢＣＧ（成都生物制品研究所有限

责任公司）、人外周血淋巴细胞分离液（天津市灏洋

生物制品科技有限公司）、ＤＭＥＭ Ｆ１２（１∶１）１×

（Ｇｉｂｃｏ，美国）、ＦＢＳ（ＢＩ，以色列）、胰酶（０．２５％

ＴＲＹＰＳＩＮＥＤＴＡ，Ｇｉｂｃｏ，美国）、双能 Ｘ线（型号：

ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＷｉＳ／Ｎ８７０４７）。

１．４　骨密度测定　应用双能Ｘ线扫描测量所有纳

入人群腰椎１～４（Ｌ１～４）骨密度（ｇ／ｃｍ
２）。

１．５　ＢＭＳＣｓ的提取与培养　取结核组和对照组患

者（各６例）手术时采集的钉道血２ｍＬ，立即转入无

菌真空肝素管内，迅速置于二级生物安全实验室内，

用同等体积的生理盐水稀释。随后将稀释后的钉道

血缓慢加至含有３ｍＬ人外周血淋巴细胞分离液的

１５ｍＬ离心管中，使血液处于淋巴细胞分离液的上

层。离心（１０ｍｉｎ，１０００ｇ）后取中间白色云雾状细

胞层于另１支离心管中，加入ＤＭＥＭＦ１２（１∶１）１×

稀释后离心（１０ｍｉｎ，１０００ｇ），弃上清液，将离心管

底部原代 ＢＭＳＣｓ用含１５％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ Ｆ１２

（１∶１）１×的培养基重悬，移至细胞培养瓶中，并于

３７℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中培养。待细胞贴壁后每３
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天更换一次培养基，当单层细胞铺满培养瓶底９０％

后用胰酶（０．２５％ ＴＲＹＰＳＩＮＥＤＴＡ）传代，并将原

代ＢＭＳＣｓ冻存于液氮内，后续传代细胞用于正式

试验，ＢＭＳＣｓ代数不超过４代。

１．６　细胞划痕试验　①将每例患者第１代ＢＭＳＣｓ

接种于６孔板（１．３×１０４细胞／孔）中，用无抗生素的

培养基培养，其中３孔加入ＢＣＧ（１．３×１０５ＣＦＵ／孔），

即为ＢＣＧ共培养，３孔未加ＢＣＧ者即为单纯培养。

②用划痕细胞耙在每孔划痕３条，ＢＣＧ共培养和单

纯培养各３孔、９条划痕，取９条划痕细胞迁徙率的

平均值用作后续统计分析。③用１ｍＬ的基础培养

基清洗细胞３次，去除非贴壁细胞并使划痕边缘光

滑；分别于０、第８小时、第１６小时、第２４小时用倒置

显微镜拍摄（４×）细胞迁徙愈合图像，用ＩｍａｇｅＶｉｅｗ

软件测定每条划痕的宽度，测定结果取平均值。

１．７　统计分析　应用ＳＰＳＳ２０．０软件进行数据分

析，计数资料采用构成比描述，比较采用卡方检验；

各组患者年龄和骨密度、ＢＭＳＣｓ迁徙率比较采用

ＡＮＯＶＡ检验，成对比较采用 ＬＳＤ狋检验；使用

Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数分析骨密度和ＢＭＳＣｓ迁徙率的

相关性，以犘≤０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　骨密度检测结果　结核组纳入病例７２例，对

照组纳入病例７６例，两组患者性别、年龄比较，差异

均无统计学意义（均犘＞０．５）。结核组患者的骨密度

低于对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表１。

表１　两组患者基本资料及骨密度检测结果

犜犪犫犾犲１　Ｂａｓｉｃｄａｔａａｎｄｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌｄｅｎｓｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ

项目
结核组

（狀＝７２）

对照组

（狀＝７６） χ
２／犉 犘

男／女（例） ３９／３３ ３９／３７ ０．１２１ ０．７２８

年龄（岁，狓±狊）５０．１４±１４．８９ ５２．５０±１４．６７ ０．９４３ ０．３３３

Ｌ１～４骨密度

（ｇ／ｃｍ２，狓±狊）

０．８４±０．１９ ０．９５±０．１６ １３．１４８ ＜０．００１

２．２　ＢＭＳＣｓ迁徙能力　两组患者钉道血划痕试验

结果显示，在第８小时、第１６小时结核组患者ＢＭＳＣｓ

迁徙率小于对照组（犘＜０．０５）；在第２４小时结核组

ＢＭＳＣｓ迁徙率数值仍小于对照组，但差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。见表２、图１～２。

２．３　ＢＣＧ 对 ＢＭＳＣｓ迁徙能力的影响　结核组

ＢＣＧ共培养与单纯培养比较，对照组ＢＣＧ共培养

与单纯培养比较，不同时间ＢＭＳＣｓ迁徙率差异均

无统计学意义（均犘＞０．０５）。在第８小时、第１６小

时，结核组ＢＣＧ共培养ＢＭＳＣｓ迁徙率低于对照组

ＢＣＧ共培养，差异具有统计学意义（犘＜０．０５）；在第

２４小时，结核组ＢＣＧ共培养与对照组ＢＣＧ共培养

ＢＭＳＣｓ迁徙率比较，差异无统计学意义 （犘＞

０．０５）。见表２、图１～２。

表２　两组患者ＢＣＧ共培养及单纯培养不同时间ＢＭＳＣｓ

迁徙率（μｍ／ｈ）

犜犪犫犾犲２　ＭｉｇｒａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆＢＭＳＣｓｉｎＢＣＧｃｏｃｕｌｔｕｒｅａｎｄ

ｓｉｍｐｌｅｃｕｌｔｕｒｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆ

ｐａｔｉｅｎｔｓ（μｍ／ｈ）

组别 第８小时 第１６小时 第２４小时

结核组ＢＣＧ共培养

（狀＝６）

３．４１±０．７６ ４．８１±１．０４ ８．７０±４．５４

对照组ＢＣＧ共培养

（狀＝６）

８．４４±３．２２ ９．４１±３．１９ ９．７８±４．８０

结核组单纯培养（狀＝６） ３．６１±１．８０ ４．３７±１．９２ ５．５２±２．３４

对照组单纯培养（狀＝６） ９．１２±３．３７ ８．８２±２．７６ ８．２８±４．３０

对照组

单纯培养

结核组

单纯培养

对照组
!"#$

共培养

结核组
!"#$

共培养

% &

第
'

小时

第
()

小时

第
*+

小时

图１　两组患者ＢＣＧ共培养及单纯培养不同时间细胞迁徙图

犉犻犵狌狉犲１　ＣｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｄｉａｇｒａｍｏｆＢＣＧｃｏｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｓｉｍ

ｐｌｅｃｕｌｔｕｒｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｐａ

ｔｉｅｎｔｓ
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图２　两组患者ＢＣＧ共培养及单纯培养不同时间ＢＭＳＣｓ

迁徙率比较

犉犻犵狌狉犲２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＢＭＳＣｓｍｉｇｒａｔｉｏｎｒａｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎ

ＢＣＧｃｏｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｓｉｍｐｌｅｃｕｌｔｕｒｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｉｍｅｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ

２．４　ＢＭＳＣｓ迁徙率与骨密度相关分析　将ＢＭ

ＳＣｓ迁徙率与标本来源患者的椎体骨密度进行

Ｐｅａｒｓｏｎ直线相关分析，结果发现，在第８小时、第

１６小时患者骨密度和患者ＢＭＳＣｓ迁徙率相关系数

（狉值）分别为０．８０、０．６７（均犘＜０．０５）；在第２４小

时两者狉值为０．５１（犘＞０．０５）。见图３。
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图３　ＢＭＳＣｓ迁徙率与骨密度相关散点图

犉犻犵狌狉犲３　ＳｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｏｆｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＢＭＳＣｓｍｉｇｒａｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌｄｅｎｓｉｔｙ

３　讨论

本研究发现，相较胸腰椎骨折或椎管狭窄患者，

脊柱结核患者骨密度明显降低。脊柱结核患者骨质

疏松的发生率明显上升［３］，在脊柱结核小鼠模型中

也发现结核小鼠骨小梁密度普遍降低［７］。结核分枝

杆菌可降低成骨细胞骨保护素（ＯＰＧ）的表达，增强

核因子κＢ受体活化因子配体（ＲＡＮＫＬ）的表达，且

能诱导成骨细胞凋亡［８］。ＢＭＳＣｓ作为成骨细胞的

前体细胞，与脊柱结核患者的骨代谢密切相关。

ＢＭＳＣｓ可吞噬结核分枝杆菌造成持续感染状态
［９］，

并使机体作出相应的免疫应答［１０］。

ＢＭＳＣｓ向病灶区域的迁徙和聚集，是启动成骨

分化的必要条件［１１］。划痕试验是一种用于研究细

胞迁移和细胞间相互作用的实验室技术，通过半定

量的方法来测定细胞迁徙率，从而反映细胞的迁徙

能力强弱［１２］。影响ＢＭＳＣｓ迁徙的因素有很多：包

括趋化因子［基质衍生因子１（ＳＤＦ１）、ＣＸＣ趋化因

子受体４（ＣＸＣＲ４）］、细胞因子［骨调素（ＯＰＮ）］和

生长因子［转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）］等化学因

素，以及生理循环静水压、流体剪切应力、骨基质形

变和脉冲电磁场等物理因素［４］。影响ＢＭＳＣｓ迁徙

能力的因素，最终也会对ＢＭＳＣｓ的成骨能力造成

影响。本研究将患者ＢＭＳＣｓ迁徙率与椎体骨密度

进行Ｐｅａｒｓｏｎ直线相关分析发现，患者骨密度与

ＢＭＳＣｓ迁徙率之间具有相关性。关于ＢＭＳＣｓ迁

徙的研究逐渐成为了成骨机制研究的重点，但关于

脊柱结核患者ＢＭＳＣｓ迁徙能力的研究鲜有报道。

本研究中，脊柱结核患者ＢＭＳＣｓ的迁徙能力

低于对照组，此与脊柱结核患者骨密度降低、骨代谢

紊乱的临床表现相符合。在脊柱结核感染的过程

中，病灶中的结核分枝杆菌是否会影响ＢＭＳＣｓ迁

徙能力的下降，从而造成脊柱结核患者成骨的减弱？

为验证此假设，研究将ＢＣＧ和ＢＭＳＣｓ共培养以模

拟脊柱结核椎体病灶环境。共培养后的划痕试验表

明，ＢＣＧ的存在对ＢＭＳＣｓ的迁徙能力影响并不明

显，可能与ＢＣＧ致病力不足有关，但在共培养的条

件下仍然观察到脊柱结核患者ＢＭＳＣｓ迁徙能力出

现进一步下降的趋势，与Ｒａｈｙｕｓｓａｌｉｍ等
［１３］在体外

细胞试验中结核分枝杆菌不影响ＢＭＳＣｓ的生长和

分化的结论一致。因此，推测结核分枝杆菌感染和

结核病患者疾病严重程度的差异主要是因为宿主和

环境因素，而结核分枝杆菌变异造成的影响较小［１４］。
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结核病患者存在多个易感基因，宿主对于结核分枝

杆菌感染的免疫反应受多个易感基因共同调控。

Ｇａｏ等
［１５］对２０８例脊柱结核患者和２１０名健康志

愿者进行ＤＮＡ测序分析后发现，ＭＣＰ１２５１８ＧＧ

基因型和Ｇ等位基因的存在，可能与中国汉族人群

对脊柱结核的易感性有关；２０２０年Ｘｕ等
［１６］研究表

明，ＭＣ３Ｒｒｓ６１２７６９８基因的多态性与多灶性结核

病的易感性有关；２０１３年郭超峰等
［１７］研究发现，单

核细胞趋化蛋白１基因多态性、人血清中单核细胞

趋化蛋白１的表达水平与脊柱结核易感性相关；最

近，Ｌｉ等
［１８］研究表明，ＳＬＣ１１Ａ１ｒｓ１７２３５４０９基因的

多态性与脊柱结核的易感性有关。

本试验存在以下不足：①共培养使用的是无毒

的ＢＣＧ，而不是结核分枝杆菌强毒株，可能对试验

结果产生一定影响。但无毒的ＢＣＧ抗原性和强毒

株一致，且研究［１９］表明ＢＣＧ和结核分枝杆菌强毒

株引起某些细胞因子、生长因子升高的水平差异无

统计学意义；Ｉｎｏｕｅ等
［２０］研究也曾使用ＢＣＧ代替结

核分枝杆菌进行研究，因此本试验共培养也采用

ＢＣＧ模拟脊柱结核椎体病灶环境。②本研究基于

现有条件只采集了６对ＢＭＳＣｓ进行试验，在一定

程度上可能存在偏倚。

综上所述，本研究在临床上发现脊柱结核患者

骨密度降低，提出脊柱结核分枝杆菌感染影响ＢＭ

ＳＣｓ迁徙能力的假设，从而研究脊柱结核患者ＢＭ

ＳＣｓ迁徙能力的改变以及ＢＣＧ对于脊柱结核患者

ＢＭＳＣｓ迁徙率的影响，并通过已有的样本分析骨密

度与ＢＭＳＣｓ迁徙率的相关性。本组研究发现，脊

柱结核患者ＢＭＳＣｓ迁徙率减低，ＢＣＧ对ＢＭＳＣｓ的

迁徙能力无明显影响，且骨密度与ＢＭＳＣｓ迁徙率

之间具有相关性。结果提示脊柱结核患者骨密度降

低与ＢＭＳＣｓ迁徙能力的减低存在相关性，但暴露于

结核分枝杆菌抗原并不引起ＢＭＳＣｓ迁徙能力减低，

推测脊柱结核患者ＢＭＳＣｓ迁徙能力的减低主要与宿

主自身因素相关，而结核分枝杆菌的影响较弱。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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