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通络汤在早%中期
EF,GH
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%是由于长期大量的使用激素"使股骨头的血供受

损从而引起股骨头缺血性坏死"是骨科常见'多发且致

残率极高的一种疾病"在非创伤性股骨头缺血性坏死

中占首位( 活血通络汤是成都中医药大学的经验方"

在治疗早中期的
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有较好的临床疗效)
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本课题的前期实验已经证实了活血通络汤对早期
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家兔模型骨的修复与重建有效)
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( 本实验

通过观察活血通络汤在
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干预性治疗中与
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信号通路的关系"探究
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发状分裂相关增强子
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%信号途径"为

活血通络汤治疗
EF,GH

提供更加肯定的理论依据(

材料与方法
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$动物$健康日本大耳兔
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只"雄性"体重
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"由四川大学华西医院动物实验室提供(

动物合格证号#
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$川%
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( 采取标准饲料

喂养"室温保持舒适恒温"相对湿度在
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"先

适应性喂养
#

周"实验过程中善待动物"符合伦理要求

$伦理号#
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$丹参
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$当归
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$川芎
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$怀牛膝
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戟天
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$鸡内金
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所组成( 项目申请书中所述

的是采用活血通络汤灌服"但在预实验中因灌服导致兔

子大量死亡"影响了实验的进程"故正式实验将中药灌

服改为中药饲料喂养( 委托成都市北京同仁堂加工成

中药粉末"由饲料厂加工成中药饲料"中药所占比例为

!"c

$与灌服的药物剂量相等%( 醋酸泼尼松龙$
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#%##"!

%"青霉素
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基因表达值检测$
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系列梯度酒精脱水"临界点干燥"选择观察面并贴于导

电胶"喷镀"镜检(

:

!

8

$计算空骨陷窝率$在股骨头软骨下区骨组

织上随机选择
#"

个高倍视野"计算每个视野中所有

骨陷窝数和空骨陷窝数"采用公式#空骨陷窝数
C

全部

骨陷数(

#""c

"计算出空骨陷窝率(

7

$统计学方法$采用
EOEE #6

!

"

软件包进行

统计处理"计量资料采用
S

)

L

表示"多组间比较采用

单因素方差分析"组间两两比较采用
E,`

#

?

检验&计

数资料采用
c

表示"

O P"

!

":

为差异有统计学意义(

结$$果

#

$一般情况$

&

'

A

两组兔的精神情况尚可"运动

较多"毛发的光泽度下降"体重轻微下降"实验期间大部

分都有轻度腹泻(

N

组兔精神状况较差"运动少"毛色

晦暗"体重有明显下降"腹泻明显(

F

组兔精神情况较

好"运动灵活"毛发光泽"体重逐步增加"基本无腹泻(

!

$

8

组各期
,-I@J!

'

AKK#

及
H/L#

基因表达值

$表
#

%$第
!

周时"与
F

组比较"

N

组
,-I@J!

'

AKK#

'

H/L#

基因表达均升高$

O P"

!

"#

%&与
N

组比较"

&

组

,-I@J!

基因表达值降低$

O P"

!

":

%&

A

组
,-I@J!

基

因表达降低"

&

'

A

组
H/L#

基因表达均降低"

AKK#

基

因表达均升高"但差异均无统计学意义$

O d"

!

":

%&与

&

组比较"

A

组
,-I@J!

基因表达值升高$

O P"

!

"#

%"

AKK#

'

H/L#

基因表达下降$

O d"

!

":

%( 第
:

周时"与

F

组比较"

N

组
,-I@J!

'

H/L#

基因表达升高 $

O P

"

!

"#

%"

AKK#

基因表达亦升高"但差异无统计学意义

$

O d"

!

":

%"与
N

组比较"

&

组
,-I@J!

'

AKK#

基因表

达增强'

H/L#

基因表达减弱"

A

组
,-I@J!

'

H/L#

基因

表达减弱'

AKK#

基因表达增强"差异均无统计学意义

$

O d"

!

":

%( 与
&

组比较"

A

组
,-I@J!

基因表达下降

$

O P "

!

"#

%( 第
$

周时"与
F

组比较"

N

组
,-I@J!

'

H/L#

基因表达升高$

O P"

!

"#

%"

AKK#

基因表达降低"

但差异无统计学意义$

O d"

!

":

%"与
N

组比较"

&

组

,-I@J!

基因表达下降$

O P"

!

":

%"

AKK#

'

H/L#

基因表

达均下降 $

O d "

!

":

%"

A

组
,-I@J!

基因表达下降

$

O P"

!

"#

%(与
&

组比较"

A

组
,-I@J!

'

AKK#

基因表

达均升高"

H/L#

基因表达降低$

O d"

!

":

%(

表
#

%

8

组各时间段
,-I@J!

'

AKK#

'

H/L#

基因

表达水平比较$$

S

)

L

%

组别 时间
T ,-I@J! AKK# H/L#

F

第
!

周
$ "

"

7:

)

"

"

8: "

"

67

)

"

"

8# "

"

%7

)

"

"

#9

第
:

周
$ #

"

#6

)

"

"

%! #

"

%9

)

"

"

!8 "

"

6%

)

"

"

!!

第
$

周
$ #

"

#6

)

"

"

%! !

"

"!

)

"

"

%% #

"

"%

)

"

"

#6

N

第
!

周
$

#

"

7!

)

"

"

#9

!

#

"

%:

)

"

"

#:

!

#

"

#!

)

"

"

#8

!

第
:

周
$

!

"

89

)

"

"

7#

!

#

"

8:

)

"

"

#!

#

"

!9

)

"

"

8$

!

第
$

周
$

%

"

#!

)

"

"

$!

!

#

"

9"

)

"

"

%!

#

"

:9

)

"

"

8%

!

&

第
!

周
$

#

"

%8

)

"

"

##

"

#

"

6:

)

"

"

:" #

"

"9

)

"

"

!:

第
:

周
$ !

"

:#

)

"

"

%% #

"

97

)

"

"

86 #

"

!6

)

"

"

:#

第
$

周
$

!

"

!9

)

"

"

%7

"

#

"

6"

)

"

"

%6 #

"

!:

)

"

"

%$

A

第
!

周
$

#

"

%7

)

"

"

%"

#

#

"

7!

)

"

"

7" #

"

":

)

"

"

!#

第
:

周
$

!

"

":

)

"

"

$#

#

#

"

6:

)

"

"

8! #

"

"%

)

"

"

%"

第
$

周
$

!

"

%6

)

#

"

"6

"

#

"

$!

)

"

"

87 #

"

!"

)

"

"

:!

$$注#与
F

组同期比较"

!

O P"

!

"#

&与
N

组同期比较"

"

O P"

!

":

&与
&

组同期

比较"

#

O P"

!

"#

%

$

8

组股骨头病理光镜检结果$图
#

%$

F

组股

骨头部骨小梁结构'形态完整"骨小梁的骨细胞清晰可

见"周围成骨细胞丰富"空缺骨陷窝少见"骨髓腔内造血

细胞丰富"形态正常"脂肪细胞与造血组织比例均匀(

N

组骨小梁明显变细"间距增大"结构紊乱"部分有断裂现

象"骨髓脂肪细胞增多"髓腔内造血细胞减少"部分动物

股骨髓腔内造血细胞完全消失"骨细胞骨缩'边集"空骨

陷窝广泛存在(

&

组关节软骨表面欠光滑"结构基本清
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!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

"

,-./01/2 !"#$

"

3-45 %$

"

,-

!

##

!!"#)%!

晰"关节软骨内有少量炎细胞浸润" 关节软骨轻度变

形"潮线模糊可见"骨小梁较粗大"排列规则"骨髓腔内

造血细胞相对
F

组有所减少"脂肪细胞未见大量增生"

骨细胞大部分正常"空骨陷窝较少"软骨下可见丰富血

管(

A

组骨小梁较为粗大"排列规则"骨髓腔内造血细

胞较多"脂肪细胞未见大量增生"骨细胞大部分正常"

空骨陷窝较少"软骨下可见丰富血管(

$$注#箭头所指为脂肪细胞

图
#

%

8

组股骨头病理光镜结果$$

H;

" (

8""

%

8

$

8

组股骨头病理电镜检结果$图
!

%$

F

组骨

组织基本正常"均可见表面光滑"布满椭圆形突起"未

见塌陷'裂痕(

N

组骨小梁稀疏变薄"可见裂痕"多处

断裂塌陷"骨小梁表面成骨细胞较少"空骨陷窝多"骨

细胞肿胀或萎缩"骨基质胶原纤维散乱松解"髓腔间隙

增宽(

&

组与
A

组相比"骨小梁结构致密稍差"骨小

梁表面可见新生成骨细胞"未见明显裂痕"髓内脂肪细

胞未见明显堆积(

A

组骨小梁规整致密"骨小梁表面

见新生成骨细胞"骨表面光滑"髓腔规则(

$$注#箭头所指为空骨陷窝

图
!

%

8

组股骨头电镜结果$ (

:""

%

:

$

8

组股骨头空骨陷窝率比较$表
!

%$第
!

'

:

'

$

周末"

N

组空骨陷窝率明显高于
F

组$

O P "

!

"#

%"

&

'

A

组空骨陷窝率明显低于
N

组$

O P "

!

"#

%"且
&

组空骨陷窝率上升的幅度高于
A

组"但差异无统计学

意义$

O d"

!

":

%(

表
!

%

8

组第
!

'

:

'

$

周末空骨陷窝率统计结果$$

c

"

S

)

L

%

组别
!] :] $]

F $

"

7%

)

#

"

8# ##

"

#%

)

#

"

#% #"

"

:"

)

!

"

""

N

#6

"

6:

)

%

"

!$

!

!"

"

%$

)

#

"

%"

!

!#

"

$%

)

%

"

96

!

&

#!

"

7%

)

#

"

7"

"

#%

"

%$

)

#

"

8#

"

#7

"

#%

)

!

"

"%

"

A

##

"

!:

)

#

"

$%

"

#%

"

:"

)

#

"

7"

"

#%

"

#%

)

#

"

$#

"

$$注#与
F

组比较"

!

O P"

!

"#

&与
N

组比较"

"

O P"

!

"#

&每组
!

'

:

'

$

周
T

均为
$

讨$$论

EF,GH

属于骨科常见且疑难病之一"其发病机

制目前尚不十分明确"近年来关于其发病机制的研究

日益增多"可以肯定的是由于激素通过某种途径影响

了股骨头的血供而致骨坏死( 学者们提出多种致病学

说#脂肪栓塞'静脉瘀滞'血管损伤'骨质疏松'骨内高

压'遗传性异常血红蛋白症'激素对骨细胞的细胞毒作

用等)

7

"

6

*

( 这些学说虽然从各个角度解释了股骨头坏

死的病理机制"但都不能完全解释股骨头坏死的病理

演变"同时对预防和治疗股骨头坏死方面的研究存在

着不足( 股骨头缺血性坏死属中医学,骨蚀-范畴(

中医认为此病的病机主要是肾虚血瘀"肾主骨生髓"肾

虚无以濡养筋骨"血瘀致络脉瘀滞"气血不通"骨失所

养( 本实验所采用的活血通络汤"全方具有化瘀通络"

益气血补肾之功( 本实验通过对
,-I@J!CAKK#CH/L#

信号途径的研究来阐述其相关作用机制(

,

,-I@J

信号通路-是进化上高度保守的的信号通

路"是一种连接并调节细胞之间的通讯方式"参与细胞

的增殖'分化'凋亡等重要过程"被认为在多细胞生物细

胞分化中起核心作用)

$

*

"同时也是血管生成的重要调控

因素)

9

*

( 它在不同的疾病中有着不同的作用)

#"

&

#%

*

(

其广泛分布于哺乳动物体内"主要是由
,-I@J

受体蛋

白$

,-I@J#

#

8

%"

,-I@J

配体蛋白$

AKK#

'

%

'

8

与
'<U

#

U/X#

'

!

%"

&EK

转录因子$

A,F

结合蛋白%"以及下游

靶基因$

H/L#

'

:

和
H;WO

等%组成)

#8

*

( 当
,-I@J

受

体与配体相结合后"活化的
,-I@J

受体从胞膜上脱落"

无须第二信使可直接转至核内"引起受体连续水解后释

放其胞内域$

,(&A

%而活化"

,(&A

与
&EK

结合后激活

下游的
H/L#

等基因表达)

#:

*

&

,-I@J

信号通路这种直

接从胞膜到胞核的传递信号的方式"虽然效率较低"但

特异性强"基本上可以避免其他信号的干扰(

,-I@J

受体是动物发育过程中一类重要的信号调

控蛋白家族"有研究表明"条件性的剔除
,-I@J#

基

因"小鼠胚胎虽然有正常的血管发生"但是不能进行血

管的形成"在胚胎中不能形成正常的血管"引起胚胎的

死亡)

#7

*

( 既往有关
,-I@J!

受体在骨形成方面的描

写较少"

,-I@J!

受体同样也是该蛋白家族的重要成

员"影响新生血管形成和凋亡'分化( 本实验研究结果

显示"

N

'

&

'

A

组的
,-I@J!

基因表达值随着造模时间

的增加"从第
!

周到第
$

周呈递增趋势"表明了激素通

过影响股骨头血供而促进
,-I@J!

表达的增加(

&

'

A

组通过喂服活血通络汤中药饲料"尽管有呈增长趋势"

但明显低于
N

组"

&

组
,-I@J!

基因表达值在第
$

周

甚至低于第
:

周"表明了活血通络汤在一定程度上抑

制了
,-I@J!

的表达"减轻激素对股骨头血供的影响(

AKK#

为单次跨膜糖蛋白"属于
AEK

蛋白家族"它
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年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

"

,-./01/2 !"#$

"

3-45 %$

"

,-

!

##

与
,-I@J

受体相结合而激活
,-I@J

信号通路"决定细

胞分化的命运"参与调控许多组织的生长发育)

#6

*

( 第
!

周末时"

N

'

&

'

A

组的
AKK#

基因表达值均高于
F

组"表

明实验造模成功( 从第
!

到第
$

周"

F

组增长趋势大于

N

组&

&

组第
:

周的
AKK#

基因表达值有所上升"但第
$

周时
AKK#

基因表达值低于第
!

'

:

周"略呈下降趋势&

&

'

A

组
AKK#

基因表达值低于
N

组"表明了活血通络

汤或许也能一定程度上抑制
AKK#

的表达(

H/L#

是
,-I@J

信号通路下游重要的逆转录因

子"在
,-I@J

信号通路中发挥着重要的作用)

#$

*

( 有

研究发现"

H/L#

基因可以调节细胞的增殖与分

化)

#9

*

( 因此可以推测"

H/L#

基因的存在与表达对血

管的生成与修复有一定的影响( 本实验研究结果显

示"

N

'

&

'

A

组
H/L#

基因表达值从第
!

到
$

周总体呈

现递增趋势"表明激素促使
H/L#

表达(

N

组
H/L#

基因表达增长趋势明显大于
&

'

A

组"表明活血通络汤

在一定程度上抑制
H/L#

的表达( 减轻了激素对于股

骨头血供的影响"

A

组效果更优(

通过光镜的图片可知"

&

'

A

组骨小梁相较于
N

组

较粗大"排列规则"骨髓腔内造血细胞较多"脂肪细胞

未见大量增生"骨细胞大部分正常"空骨陷窝较少"软

骨下可见丰富血管(

N

组的骨小梁明显变细"组织结

构紊乱"骨髓中脂肪细胞明显增多造血细胞明显减少"

部分动物股骨髓腔内造血细胞完全消失"骨细胞骨缩'

边集"空骨陷窝广泛存在( 通过电镜的图片可知"

&

'

A

组骨小梁稍薄"骨小梁表面见新生成骨细胞(

N

组骨

小梁相较
&

'

A

组稀疏变薄"可见裂痕"骨小梁表面成

骨细胞较少"空骨陷窝多"骨细胞肿胀或萎缩"骨基质

胶原纤维散乱松解"髓腔间隙增宽( 说明活血通络汤

能够促进骨坏死的修复和骨血运的重建(

股骨头坏死的病理过程非常复杂"通过本实验对

,-I@J!CAKK#CH/L#

信号途径的研究"以及股骨头坏

死的病理镜检报告所示"活血通络汤具有抑制

,-I@J!CAKK#CH/L#

信号途径的表达"减轻激素对于

股骨头血供的影响"改善股骨头的血供"促进股骨头坏

死的修复"一定程度预防并减缓的股骨头坏死的进程(

由此可见"

,-I@J!CAKK#CH/L#

信号途径在早中期股

骨头坏死过程中占有很重要的角色(
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