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骨碎补对骨愈合过程中相关基因表达的影响!

董福慧 郑 军 程 伟

摘要 目的：观察中药骨碎补对骨愈合过程中相关基因表达的影响。方法：通过在大鼠胫骨打孔的方法

建立单因素干扰模型，在不同时间点，采用原位杂交方法检测骨愈合过程中"、#、$型前胶原3>!&、转化
生长因子（+?6）2%*3>!&、骨形态发生蛋白（@AB）2’3>!&及血管内皮生长因子（C1?6）3>!&表达的动
态观察。结果："、#、$型前胶原3>!&、+?62%*3>!&、@AB2’3>!&及C1?63>!&在正常组各时间点
均无阳性表达；模型组在不同时间点的不同细胞中表达强度不同；与模型组比较骨碎补组在+?62%*3>!&、

@AB2’3>!&和"型前胶原3>!&的表达上有显著变化，骨碎补组不同基因的作用不同，作用时间点不同，
作用强度不同。结论：在骨愈合过程中，骨碎补对+?62%*3>!&、@AB2’3>!&基因表达具有有益的调节
作用。
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骨愈合是一个复杂的过程，其在细胞水平已得到

了较好的研究与描述。但在分子生物学水平，人们还

所知不多。中药在骨愈合过程中是否对其相关基因表

达存在调节作用，调节的时空性、调节水平、强度、机制

如何均属未知。为此，通过中药骨碎补对骨愈合过程

中"、#、$型前胶原3>!&、转化生长因子（+?6）2%*
3>!&、骨形态发生蛋白（@AB）2’3>!&、血管内皮生
长因子（C1?6）3>!&表达的动态观察，揭示骨碎补
在此过程中对骨愈合的干预作用，了解骨碎补的调节

靶点，探索建构中基因组学的途径〔*〕。

材料与方法

* 动物模型的建立 *<&*0周WD雌性大鼠，体
重’/(&’Z(;，由中国医学科学院实验动物中心提供。
用浓度为<[戊巴比妥钠（<(3;／U;）腹腔内注射麻醉。
将动物固定后，左下肢脱毛，皮肤消毒，无菌条件下自

胫骨结节下端起，沿胫骨走行，做纵行切口（长*O3），
切开皮肤、皮下筋膜，剥开胫前肌，显露胫骨。在胫骨

结节下端’33处，自胫骨外侧向胫骨内侧打第一个
孔，直径为(\Z33，钻透皮质深达髓腔，但不触及对侧
皮质。在该孔下沿胫骨纵轴方向依次再打两个孔，每

两个孔的间距为’33。用生理盐水冲洗，逐层缝合切
口〔’〕。分笼饲养，自由活动及进食。饲料（普通鼠#号
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料）由北京实验动物研究中心提供，含钙!"#$!
%"#$，含磷!"&$!%"’$，维生素()!!!*／+,，维生
素-%!!!*／+,。

’ 药物的制备 中药骨碎补购于北京同仁堂北
城药材批发中心。粉碎后过%’!目筛，临用时加蒸馏
水制成口服液（’#,生药／%!!./），低温保存备用，临用
时摇匀。

0 动物分组、给药与取材 将大鼠随机分为正常
组、模型组和骨碎补组，每组1!只。模型组和骨碎补
组均按上述模型制作方法打孔，打孔术后第’天，骨碎
补组开始灌胃给药。用药量根据人体常用剂量

（’1,／)!+,），按人／鼠体表面积比率换算等效计量法计
算后，每只每次!"1&,／’./，每天’次。模型组及正常
组灌服等容量的蒸馏水。分别于术后2、)、%2、’%、’#
天无菌条件下取胫骨、处死，共1批，每批0!只（每组
每批&只）。所取胫骨为整段，包括0个圆孔约%!..
长，经生理盐水冲洗后立即置于液氮中暂存。

2 杂交切片的制备及原位杂交 骨标本置于

2$ 多 聚 甲 醛（345：67 )"2、%0)..8/／9 :;</、

’)..8/／9 =</、#’..8/／9 :;’73>2 · ’7’>、

%1..8/／9=7’3>2、0$葡聚糖）中，于2?固定’2@，
于%1$的A-B(（含!"1$多聚甲醛、0$葡聚糖）中，

2?脱钙’#天。酒精逐级脱水（)!$、#!$、C1$、

%!!$）。二甲苯透明，低融点石蜡包埋，连续1".切
片，置于经酸泡、硅烷化处理后涂有0D(.EF86G86H/D
IGEJI@8KHLE/;FJ的LM6JGNG8LI玻片上，于2’?干燥’@。
室温保存。

探针标记应用寡核苷酸探针，由北京奥科生物技

术有限公司合成。其序列如下：

BOPD#%.Q:(：1R!BOO<(<BO<BB<<<O((D
BOB<BO(<OB(B"0R
4S3D’.Q:(：1R!<<(<B<(BBB<BO(((OD

BB<<B<O(BOO<"0R
TAOP.Q:(：1R! O((<(BBB(<(<OB<BOD

<OO(B<BBOO"0R
$ 型 前 胶 原 .Q:(：1R!O(<<<BB(OO<D

<(BBOBOB(BO<(O"0R
%型前胶原 .Q:(：1R!BO((OBOO((O<D

<O<<OBB<(BOOB"0R
& 型 前 胶 原 .Q:(：1R! (B<(B<<<<OD

B((B(BOOBO((((O<"0R
探针采用同位素-E,标记，杂交及显色检测均采

用48J@GEF,JGS;FF@JE.公司-E,标记检测试剂盒所
附说明及有关文献方法操作〔0U&〕，简述如下：切片常规

脱蜡、梯度酒精脱水至345。室温下置于!"’.8/／9
7</去蛋白’!.EF，并用蛋白酶=（’!",／./）于0)?消
化0!.EF，消化后在!"%..8/／9甘氨酸345中浸泡

1.EF。玻片置于2$多聚甲醛中固定%!.EF，脱水、空
气干燥。切片在含有探针（2!",／片）的杂交液中孵育，
杂交液含终浓度为1!$的去离子甲酰胺，&!!..8/／9
:;</、%!..8/／9BGEL·7</（67)V&）、%..8/／9A-B(
（67#V!）%W-JF@;GXIRL液、!"’1$5-5、’!!",／./酵
母IQ:(、%!",／./鲑精-:(。封片后，于21?湿盒中
杂交%&!’!@。移去盖玻片后，以缓冲液漂洗（1!$甲
酰胺，1W标准柠檬酸盐），再于21?冲洗’次，每次

’!.EF（1!$甲酰胺，’W标准柠檬酸盐）。Q:;LJ(
（%*／./）于0)?处理0!.EF，然后以’W标准柠檬酸盐
冲洗两次，再以!"’W标准柠檬酸盐于21?冲洗

’!.EF。切片脱水、空气干燥，按药盒说明显色，7A复
染，拍照。杂交液中不加标记探针作为杂交反应的阴

性对照，在检测系统中用345取代地高辛抗体作为检
测的阴性对照。染片的细胞中深紫蓝色为阳性表达。

每只鼠按对角线选%!个视窗，计数深紫蓝色斑点。

%!1为!"1个计量单位，&!%!为%个计量单位，以此
类推折算量化，模型组最高值为’。

1 统计学方法 使用5355软件计算，采用!检
验。

结 果

% 0组不同时间BOPD#%.Q:(的表达比较 见图

%。正常组各时间点均无阳性表达。模型组2天时，有
较高表达，主要存在于间充质细胞、成纤维细胞及肉芽

基质中，)天时在软骨细胞中有较高表达；%2天时（在成
熟的软骨细胞、成骨细胞中均有高表达）达到峰值；’%天
时（主要在新生骨表面成骨细胞中）仍有较高表达，而成

熟骨质区表达量很低；’#天时，表达量很低。骨碎补组
各时间点BOPD#%.Q:(表达程度与模型组类同，但前0
周与模型组比较差异有显著性（""!"!1）。

图! "组BOPD#%.Q:(表达水平比较

注：与模型组比较，#""!"!1，下图同

’ 0组不同时间4S3D’.Q:(的表达比较 见
图’。正常组各时间点均无阳性表达。模型组2天达
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到较高水平，主要存在于间充质细胞，!天达到峰值
（主要存在于早期的软骨细胞）；"#天时，主要在早期
的成骨细胞中有高表达；$"天时，在成骨细胞中有表
达，表达强度已呈下降趋势；$%天时，接近正常组水
平。骨碎补组各时间点&’()$*+,-表达程度与模
型组类同，但前"周与模型组比较，差异有显著性（!
!./.0）。

图! "组&’()$*+,-表达水平比较

1 1组不同时间2345*+,-的表达比较 见
图1。正常组各时间点均无阳性表达。模型组#天
时，表达于间充质细胞、成纤维细胞，表达强度较弱；!
天时，于软骨细胞、早期的成骨细胞中有高表达，并达

到峰值；"#天时，在血管内皮细胞、成熟及肥大的软骨
细胞、成骨细胞均有较高程度表达；$"天时，主要在成
骨细胞、血管内皮细胞仍有表达；$%天时，在成骨细胞
中仍有表达。骨碎补组各时间点2345*+,-表达
程度与模型组相同，两组间比较，差异无显著性。

图" "组2345*+,-表达水平比较

# 1组不同时间!型前胶原*+,-的表达比较
见图#。正常组各时间点均无阳性表达。模型组#天
时，有低量表达；!天时，可见成骨细胞中有高表达；"#
天时，成骨细胞有表达达到峰值；$"天时，几乎维

图# "组!型前胶原*+,-表达水平比较

持于峰值水平；$%天时，骨小梁表面成骨细胞表达量
下降。骨碎补组各时间点表达程度与模型组类同，但

全过程两组差异均有显著性（!!./.0）。

0 1组不同时间"型前胶原*+,-的表达比较
见图0。正常组各时间点均无阳性表达。模型组#天
时，表达于软骨细胞中，呈中等强度；!天时，表达于成
熟软骨细胞中，并达到峰值；"#天时，在成骨细胞中表
达强度下降；$"天时，表达量极低；$%天时，几乎探测
不到。骨碎补组各时间点表达程度与模型组类同，与

模型组比较，前"周差异有显著性（!!./.0）。

图$ "组"型前胶原*+,-表达水平比较

6 各组不同时间#型前胶原*+,-的表达比较
见图6。正常组各时间点均无阳性表达。模型组#天
时，表达于间充质细胞、成纤维细胞，并已达到峰值；!
天时，表达量已明显下降；"#、$"天时表达量极低。$%
天时未探测到。骨碎补组表达趋势与模型相似，两组

间比较差异无显著性（!"./.0）。

图% "组#型前胶原*+,-表达水平比较

讨 论

最常用于研究骨愈合的动物是兔及犬。最近有研

究表明大鼠也是研究骨愈合的理想模型〔!〕。人们甚至

规范了通过手术造成骨折的“标准”模型以及闭合骨折

的“标准”模型。骨折模型术后通常应用钢板或髓内针

固定。本实验观察中药对骨折愈合相关基因表达影

响，实验动物的骨损伤形式、程度必须保持“量化”意义

上的均一性，因为修复方式及程度决定基因表达的量

变及质变，因此闭合骨折模型是不合适的。内固定模

型尽管可以取得相对意义上的均一性结果，但由于机

体对内固定物的异物炎性反应与骨折早期的修复性炎
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性反应相重叠，而两种反应的病理生理学意义是存在

本质上的差别，且反应程度也无法做量化意义上的比

较。因此，所得结果难以保证是源于药物的“单一性”

药理作用。为此，我们设计了本实验的大鼠骨损伤模

型，打孔直径为!"#$$，相当于大鼠胫骨周径的%／&!
%／’，对大鼠胫骨“日常生活”意义上的的生物力学性质
无重大影响。该模型可以满足单因素干扰的实验设计

要求。

骨碎补〔!"#$%"&%’(")*$+&（()*+,）-./$.〕为槲蕨
科植物及中华槲蕨的干燥根茎。归肾、肝经，功效补肾

强骨，续伤止痛。主治肾虚腰痛，耳鸣耳聋，牙齿松动，

跌扑闪挫，筋骨折伤。本实验结果表明，骨碎补在骨修

复早期，促进了01234$567的表达，说明其与间充
质细胞分化有关。但"型前胶原$567表达水平并
无明显改变，而之后#型前胶原$567及$型前胶原

$567表达水平显著上升。89:3%%$567表达水平
在软骨形成期及软骨内骨化期亦明显上升。据此推

测，骨碎补对细胞表型分化有调节作用，能促进间充质

细胞向成骨细胞系及成软骨细胞系分化，并能增进其

合成活性，而对成纤维细胞无影响。从这一点上看，成

软骨细胞、成骨细胞并非源于成纤维细胞的演化，或者

是骨碎补对细胞表型分化的调节作用主要发生于炎性

期后。一般认为，细胞表型分化主要与骨折部的力学

环境及局部含氧量、;<值、细胞因子等微环境有关。
骨碎补的作用机制尚有待进一步研究。我们还注意

到，=>9:$567表达量无明显变化，说明骨碎补促进
骨化的机制与血管生成量无关。此外，#型前胶原

$567在达到峰值之后迅速下降，表明软骨性基质吸

收加快，结合 =>9:$567、$型前胶原 $567、

89:3&%$567表达量变化特征，骨碎补对破骨细胞的
功能可能有促进作用，并且这种作用不是单向的，而是

与成骨细胞功能相耦合的。

在促进骨愈合的意义上，骨碎补对89:3&%$53
67、01234$567基因表达具有有益的调节作用。补
肝肾强筋健骨类中药是否具有相似的调节靶点、调节

强度、量效关系及其依时间变化的动态曲线，值得进一

步深入研究。
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