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!基础研究!

补肾活血方调控兔激素性股骨头坏死

KL6

#

K+LM

信号通路的实验研究

张$翔#

$吴$泱!

$董晓俊%

$张鸿振#

$覃$剑%

$李$冬%

$朱一洲#

$戴子一#

摘要$目的$通过干预脂联素"

KL6

# "单磷酸腺苷活化蛋白激酶"

K+LM

#信号转导通路$观察股骨头

局部血管重建$探讨采用补肾活血方治疗激素性股骨头坏死"

NK6OP

#的作用机制% 方法$

!;

只健康成年

白兔$随机分为正常组&造模组和实验组$每组
$

只$应用大肠杆菌脂多糖联合醋酸泼尼松龙诱导
NK6OP

模

型% 实验组每天采用补肾活血方"

9 ?QJRS

#灌胃$其他两组每天采用生理盐水"

9 ?QJRS

#灌胃$疗程均为
<

周% 实验过程中记录动物一般情况$造模前后&用药
<

周末分别对所有兔耳缘静脉取血
! ?Q

$采用酶联免疫

吸附测定法"

>Q(NK

#检测
KL6

水平'检测实验组用药前后肿瘤坏死因子#

!

"

)6O

#

!

#&骨保护素"

,LT

#水

平和股骨头
U

淋巴细胞瘤#

!

基因"

U-4

#

!

#&半胱氨酸蛋白酶#

%

"

&@VW@V1

#

%

#表达情况$并在用药
<

周末进

行
X

线检测% 结果$造模组造模后
KL6

浓度水平较造模前及正常组均下降"

L Y"

!

"9

#'实验组用药
<

周

末
KL6

水平较造模组升高"

L Y"

!

"9

#'

)6O

#

!

免疫组化水平明显下降$

,LT

免疫组化水平升高$同时股骨

头中
U-4

#

!

表达较用药前明显升高$

&@VW@V1

#

%

表达水平下降"

L Y"

!

"9

#% 结论$补肾活血方通过调节
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#

K+LM

信号传导通路中
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&
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&

U-4

#

!J&@VW@V1
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表达$对兔
NK6OP

发挥有效干预%

关键词$激素性股骨头坏死'
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信号通路' 动物模型' 补肾活血法
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$$股骨头缺血性坏死 $

@^@V-Z4@2 [1-2/VAV /]
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%是骨科临床难点病重之一"可

导致髋关节疼痛'关节僵硬"下肢肌肉萎缩等症状"严

重影响患者的生活质量"

<"c

患者将会在
:

年内出现

骨性关节炎甚至股骨头塌陷而致残(

#

)

* 近年来"由于

激素类药物的广泛使用"

K6OP

的发病率逐年递增"其

中以激素为诱发因素约占
9"c

(

!

"

%

)

* 脂联素 $

@DA

#

W/[1-.A[

"

KL6

%是一种新近发现由脂肪组织分泌'具

有胰岛素增敏效应的激素"可通过自身信号通路调节

机体功能"影响成骨细胞和破骨细胞分化(

:

)

* 有研究

显示
KL6

#单磷酸腺苷活化蛋白激酶 $

@D1[/VA[1

?/[/WC/VWC@.1

#

@-.A^1D W2/.1A[ RA[@V1

"

K+LM

%

信号通路参与了内皮细胞功能失调和毛细血管稀疏化

改变的病理生理"而
K6OP

发病机制主要是局部脂质

代谢异常引起的血管内皮功能和结构紊乱(

9

"

=

)

* 因此

本实验旨在应用中医药补肾活血方观察通过调节

KL6

#

K+LM

信号转导通路"介导脂质代谢"调节股骨

头局部血管重建"治疗兔
K6OP

的可能作用机制"为

临床治疗提供实验依据*

材料与方法

#

$动物及分组$成年新西兰大耳白兔
!;

只"体

重$

!

!

9

%

"

!

!

%

RS

"雌雄各半"由武汉市中医医院药学

实验研究基地提供(动物许可证号#

NHXM

$鄂%

!"#"

"

""9=

)"采用随机数字法分为正常组'造模组和实验

组* 实验过程中对动物处置符合
!""=

年科技部发布

的+关于善待实验动物的指导性意见,

(

;

)

*

!

$药物$本研究采用的补肾活血方是名老中医

董晓俊教授根据多年临床治疗股骨头坏死经验"研究

出的治疗股骨头坏死的有效中草药组合"由武汉市中

医医院药剂科生产制备"具体方药及制备过程#熟地黄

#" S

$山药
#9 S

$山茱萸
#" S

$牡丹皮
#" S

$茯苓

#9 S

$泽泻
#" S

$鸡血藤
%" S

$姜黄
#" S

$骨碎补

#" S

$续断
#" S

$生地黄
#9 S

"煎取
!

次后将药液合

并浓缩含生药
"

!

#SJ?Q

* 醋酸泼尼松龙注射液$

#!9

?SJ

支" 浙 江 仙 琚 制 药 股 份 有 限 公 司" 批 号#

P%%"!"<!:

%&大肠杆菌脂多糖$

>5-/4A 4AW/W/4HV@-

#

-C@2AD1

"

QLN

" 美 国
NAS?@

公 司" 批 号#

###

?:"%93

%&注射用青霉素钠$

<"

万
_J

支"哈药集团制

药总厂"批号#

K"<";"":##

%*

%

$主要试剂及仪器$兔
KL6

酶联免疫吸附测定

$

1[`H?1

#

4A[R1D A??Z[/ V/201[. @VV@H

"

>Q(NK

%试

剂盒$上海亚培生物科技有限公司%&

U

淋巴细胞瘤#

!

基因$

U

#

-144 4H?WC/?@

#

!

"

U-4

#

!

%免疫组化试剂盒'

半胱氨酸蛋白酶#

%

$

&@VW@V1

#

%

%免疫组化试剂盒$武

汉博士德生物工程有限公司%&兔肿瘤坏死因子#

!

$

.Z?/2 [1-2/VAV ]@-./2

#

!

"

)6O

#

!

%免疫组化试剂盒

$北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司 %&

%cP

!

,

!

"甲醇溶液'

:"c

甲醛溶液'胃蛋白酶'

#"c

水合氯醛溶液
J

中性树脂封固剂等辅助试剂均由武汉

市中医院药学实验研究基地提供* 显微镜$

UX

#

"""#

型"日本奥林巴斯公司%"石蜡切片机$

_

#

=:#

型"美国

贝克曼公司%"病理组织包埋机$

P+

#

U+

型"深圳汇沃

科技公司%"恒温培育箱$

II(Q

#

9

型"上海安亭科学仪

器厂%"台式低速自动平衡离心机$

)I7:

#

*N

型"湘仪

集团%" "

<"

&超低温保存箱由武汉市中医院药学实

验研究基地提供*

:

$造模及干预方法

:

!

#

$模型制备 $造模组和实验组各
$

只"采用

QLN

联合糖皮质激素法进行造模(

<

"

$

)

* 首先耳缘静脉

注射
QLN

$

#" "SJRS

%"

!: C

后再次给药
#

次&随后立

即臀肌注射醋酸氢化泼尼松龙
< ?SJRS

&正常组
$

只"

臀肌注射生理盐水
< ?SJRS

*

%

组均注射
%

周"停药

%

周"继续用药
%

周*

%

组动物均单笼标准化饲养*

术后
<

周在实验组和造模组随机抽取
!

只白兔拍股骨

头正位片"观察股骨头囊性变区域和防止股骨头塌陷"

之后处死取出双侧股骨头进行病理组织学检测"观察

到出现不同程度的骨小梁及骨髓组织坏死视为造模成
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* 给予所有实验兔庆大霉素
<

万
_

肌肉注射"

每周
!

次*

:

!

!

$干预方法$参照参考文献(

#"

"

##

)"按体表

面积换算#兔每日药量$体重
!

!

9 RS

%

d

成人$体重

=9 RS

%每日药量'

"

!

";

'

!

!

9

'

!J%

"实验组每天采用

补肾活血方
9 ?QJRS

灌胃"正常组和造模组每天采用

生理盐水
9 ?QJRS

灌胃"疗程为
<

周"各组继续原来

喂养方式*

9

$观察项目及检测方法

9

!

#

$一般情况$实验开始后"密切关注动物精

神'毛发'饮食'二便'体重及活动状况"并详细记录*

在造模后'补肾活血方用药
<

周过程中针对实验动物

一般情况详细记录*

所有兔在实验
<

周末处死"处死后迅速解剖出兔

左侧股骨"利用锯条将兔股骨干分成数块"每块长约

#

!

9 ??

"剔除骨外膜"用
LUN

将髓腔冲洗干净"再用

锡纸包裹骨组织* 先将骨组织置于 "

;9

&冰箱中

#! C

"再投入液氮中保存* 将右侧股骨头沿冠状面切

开"固定"脱钙"石蜡包埋"保存待用*

9

!

!

$

KL6

水平检测 $造模前后'用药
<

周末分

别对所有兔耳缘静脉取血
! ?Q

" "

!"

&保存以备

KL6

#

>Q(NK

检测* 血清#

# """

'

S

离心
#" ?A[

将血

清和红细胞迅速小心地分离* 血浆#

# """

'

S

离心

%" ?A[

去除颗粒* 细胞上清液#

# """

'

S

离心
#" ?A[

去除颗粒和聚合物* 使用前"将所有试剂充分混匀* 不

要使液体产生大量的泡沫"以免加样时加入大量的气

泡"产生加样上的误差"然后严格按照兔
KL6 >Q(NK

试剂盒说明书进行操作*

9

!

%

$兔股骨头局部
)6O

#

!

'骨保护素$

/V.1/

#

W2/.1S12A[

"

,LT

%免疫组化检测$取出石蜡包埋标

本"连续切片"厚度
:"?

"严格按照兔
)6O

#

!

免疫组

化试剂盒说明书进行检测*

9

!

:

$兔股骨头
U-4

#

!

'

&@VW@V1

#

%

表达水平检

测$取出石蜡包埋标本"脱蜡"用体积分数
%c

的

P

!

,

!

"甲醇室温下作用
#9 ?A[

后"蒸馏水冲洗"于

#"SJQ

胃蛋白酶
%;

&孵育
#" ?A[

"滴加
9""Q

小牛血

清"室温封闭
!9 ?A[

后晾干"然后严格按照免疫组化

试剂盒说明书进行检测*

9

!

9

$

X

线观察 $用药
<

周末"分别从正常组和

实验组中随机抽取
!

只"经耳缘静脉麻醉后"取双髋蛙

式位进行
X

线检测*

=

$统计学方法$应用
NLNN #$

!

""

软件进行统

计处理* 数据以
E

%

V

表示"多组间符合正态分布采用

单因素方差分析"不符合正态分布的采用非参数检验*

L Y"

!

"9

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$一般情况$造模第
!

天造模兔即出现神志萎

靡症状"第
:

周出现食欲不振"体重明显减轻"步态异

常"活动明显减少&至第
<

周末大部分兔子出现站立困

难'跛行* 正常组动物未出现明显异常"

%

组兔均无死

亡* 实验组兔灌胃用药过程中未出现不良反应"用药

:

周后兔精神状态较造模组兔明显好转"食量较造模

组更佳"两组兔主动活动均明显少于正常组&用药
<

周

末"实验组兔精神状态保持良好"主动活动仍较少"考

虑是骨坏死引起患肢活动时疼痛加剧"但较造模组兔

活动有所改善*

!

$

%

组造模前后
KL6

水平比较$表
#

%$造模组

和实验组造模后及用药
<

周末
KL6

水平较造模前均

下降 $

L Y "

!

"9

%"造模组较正常组下降明显 $

L Y

"

!

"9

%* 实验组用药
<

周末较造模组
KL6

水平升高

$

L Y"

!

"9

%*

表
#

%

%

组造模前后
KL6

水平比较$$

[SJ?Q

"

E

%

V

%

组别
[

KL6

造模前 造模后 用药
<

周

正常
$ =

(

%#;

%

"

(

%:# =

(

:#"

%

"

(

%=% =

(

!#9

%

"

(

!<"

造模
$ =

(

;%$

%

"

(

":!

!

(

:$%

%

"

(

:;=

e !

#

(

""9

%

"

(

=9"

e !

实验
$ =

(

%<!

%

"

(

#;$

!

(

!%"

%

"

(

%$#

e

%

(

"##

%

"

(

!!9

e "

$$注# 与本组造模前比较"

e

L Y"

!

"9

&与正常组同期比较"

!

L Y"

!

"9

&与造模

组同期比较"

"

L Y"

!

"9

%

$实验组用药前后
)6O

#

!

及
,LT

免疫组化水

平比较$表
!

"图
#

'

!

%$用药
<

周末"实验组
)6O

#

!

免疫组化水平明显下降"

,LT

免疫组化平明显升高"

与用药前比较"差异均有统计学意义$

L Y"

!

"9

%*

表
!

%实验组用药前后
)6O

#

!

'

,LT

免疫组化

水平比较$$

(,I

"

E

%

V

%

时间
)6O

#

! ,LT

用药前
9; <:%

(

%=!

%

!# <%!

(

:$" $: <$!

(

;%$

%

% #!:

(

%<!

用药后
%< ;="

(

#";

%

#9 !!#

(

<!:

e

#!$ %"!

(

"!!

%

: <9!

(

##:

e

$$注#与用药前比较"

e

L Y"

!

"9

&

[ d$

:

$实验组股骨头
U-4

#

!

'

&@VW@V1

#

%

表达水平

比较$表
%

"图
%

'

:

%$实验组造模后股骨头周围
U-4

#

!

表达较少"呈散在分布"用药
<

周末"

U-4

#

!

阳性表

达较用药前增多$

L Y"

!

"9

%* 实验组造模后股骨头

周围
&@VW@V1

#

%

表达较多"呈广泛分布"用药
<

周

末"

&@VW@V1

#

%

阳性表达较用药前下降"与用药前比

较"差异均有统计学意义$

L Y"

!

"9

%*
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$$注#

K

为实验组造模后"可见
)6O

#

!

表达较多"在骨细胞以

及造血细胞胞浆中广泛比表达"呈强阳性&

U

为实验组用药
<

周

末"可见
)6O

#

!

表达减少"骨细胞'软骨细胞胞浆中散在表达"呈

弱阳性&箭头所指为典型病理变化

图
#

%实验组用药前后
)6O

#

!

免疫组化

水平比较$$ '

:""

%

$$注#

K

为实验组造模后"可见
,LT

散在表达"仅存在部分成

骨细胞及骨细胞胞浆中"呈弱阳性&

U

为实验组用药
<

周末"可见

,LT

表达明显较治疗前增多"在成骨骨细胞'软骨细胞和骨细胞

胞浆中广泛表达"呈强阳性&箭头所指为典型病理变化

图
!

%实验组用药前后
,LT

免疫组化

水平比较$$ '

:""

%

$$注#

K

为实验组造模后"可见
U-4

#

!

表达"显色率较低&

U

为

实验组用药
<

周末"可见
U-4

#

!

表达较用药前增多"在软骨细胞

核周围和胞浆中广泛表达&箭头所指为典型病理变化

图
%

%实验组用药前后股骨头
U-4

#

!

表达水平比较$$ '

:""

%

表
%

%实验组用药前后
U-4

#

!

'

&@VW@V1

#

%

阳性

表达率比较$$

c

"

E

%

V

%

时间
U-4

#

! &@VW@V1

#

%

用药前
#"

(

":;

%

#

(

$:# 9<

(

!#:

%

%

(

"9=

用药后
#!

(

=%%

%

"

(

":!

e

:"

(

9;"

%

!

(

=#!

e

$$注#与用药前比较"

e

L Y"

!

"9

&

[ d$

9

$正常组及实验组
X

线观察结果比较$图
9

%$

用药
<

周末"正常组
X

显示未见明显异常&实验组造

模后
X

光片显示股骨头轻度密度不均'骨小梁模糊&实

验组用药
<

周末"兔股骨头坏死程度未进一步加剧"骨

密度和骨形态均较造模组明显改善*

$$注#

K

为实验组造模后"可见
&@VW@V1

#

%

表达较高"在软骨细

胞核周围和胞浆中广泛表达&

U

为实验组用药
<

周末"可见

&@VW@V1

#

%

表达较用药前减少&箭头所指为典型病理变化

图
:

%实验组用药前后股骨头
&@VW@V1

#

%

表达水平比较$$ '

:""

%

$$注#

K

为正常组&

U

为实验组造模后&

&

为实验组用药
<

周

末&箭头所指为典型病理变化

图
9

%正常组及实验组股骨头
X

光片观察结果比较

讨$$论

激素性股骨头坏死$

V.12/AD

#

A[DZ-1D @^@V-Z4@2

[1-2/VAV /] ]1?/2@4 C1@D

"

NK6OP

%是
K6OP

比较

常见的一种类型"诱因源自于大量使用糖皮质激素"导

致股骨头脂质代谢异常'血管功能和结构的破坏"引起

的股骨头血液供应破坏或骨细胞变性导致骨的有活力

成分$骨细胞'骨髓造血细胞及脂肪细胞%死亡(

#!

"

#%

)

*

其病因'发病机制较复杂"一般认为都经过股骨头缺血

坏死'血管再生修复'骨髓细胞再生'骨小梁重建的过

程"但在其病变过程中极易出现坏死区域骨内压增高'

股骨头塌陷'变形"引起疼痛"功能障碍从而影响生活质

量"甚至致残* 根据目前的研究显示"笔者认为其发病

的根本原因与脂质代谢相关"脂质代谢异常引起的脂肪

沉积(

#:

"

#9

)

"血液黏稠度增加引起血管内凝血'脂肪栓

塞(

#=

"

#;

)

"引起血管内皮损伤"导致骨内高压(

#<

)等等*

所以"脂质代谢异常和血供的中断是该病发生的

关键(

#$

)

*

KL6

最先由
N-C1212 L>

等(

!"

)证实存在于分离

的鼠脂肪组织中"也称为脂肪细胞补体相关蛋白* 研究
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#"

显示
KL6

存在于人体基因中"是具有生物学表达的细

胞因子"

,VCA?@ M

等(

!#

)研究显示
KL6

能够抑制破骨

细胞表达"同时促进成骨细胞形成*

QZ/ XP

等(

!!

)发现

KL6

影响机体免疫表达"通过升高
,LT

表达发挥抗炎

作用*

KL6

是脂肪细胞分泌的特异性细胞因子"是脂

肪细胞中表达最丰富的分泌蛋白(

!%

)

* 既往研究显示"

KL6

具有广泛的下游靶点"

K+LM

是其下游经典靶

点(

!:

"

!9

)

* 人体中
KL6

与卵巢颗粒细胞$

S2@[Z4/V@

-144

"

T&

%膜脂联素受体$

@DAW/[1-.A[ 21-1W./2#

"

KD

#

AW/ \#

%结合后激活
K+LM

发挥生物效应"因此
KL6

是
K+LM

的激活剂之一(

!=

)

* 在体内广泛表达
K+LM

信号通路可调节细胞能量代谢"可以调节糖脂代谢"促

进能量代谢趋于平衡* 改善体内
KL6

浓度"能够促进

K+LM

信号通路正向传导"加强脂质代谢"从而对血管

内皮起到保护作用(

!;

"

!<

)

* 此外"

KL6

在体外培养的人

内皮细胞表现出的抗凋亡作用也是通过
K+LM

信号转

导通路介导的(

!$

)

* 研究发现
KL6

#

K+LM

通路可能影

响卵母细胞成熟及胚胎发育"同时
KL6

#

K+LM

通路可

以调控卵巢激素转化及糖脂代谢(

%"

)

* 赵勤等(

%#

)通过

研究
KL6

影响骨代谢过程"证实
KL6

可作用于内分泌

系统和影响胰岛素通路"调节体内糖脂代谢"这可能是

由于
KL6

通过影响蛋白因子表达"激活
K+LM

途径"

加强了脂肪去路途径中各种转运体及酶的基因作用*

邓蒂斯等(

%!

)研究通过将现代医学与中医学理论结合"

认为
KL6

分泌不足可导致痰湿聚集"采用补肾化痰法

影响
KL6

#

K+LM

信号通路能够激活下游信号传导"提

高卵巢胰岛素敏感性"加快糖脂代谢* 以上研究结果表

明"

KL6

#

K+LM

信号通路参与了体内糖脂代谢"同时参

与了内皮细胞功能失调和毛细血管稀疏化改变的病理

生理过程*

K6OP

可归属于中医学中-骨痹.'-骨蚀.等范畴"

激素类药物属于燥邪"久用伤阴"致经脉痹阻"气血瘀

滞"所致股骨头骨质失去了抗压的能力和自行修复的能

力而形成坏死(

%%

)

* 周李学等(

%:

)研究发现应用补肾活

血法可影响兔
K6OP

模型
*[.J

#

-@.1[A[

信号通路"进

而影响相关蛋白和基因表达* 江彬锋等(

%9

)通过应用中

药方剂右归饮作用于大鼠
NK6OP

模型"证实补肾活血

法可刺激
KL6

基因
KDAW/f

表达"调节股骨头局部血

管重建* 因此治疗应以补益肝肾'活血通络为主(

%=

"

%;

)

*

本次研究中"笔者发现补肾活血方可明显改善兔
NK6

#

OP

模型体内
KL6

水平"通过干预
KL6

#

K+LM

信号通

路"改善兔
NK6OP

模型病变区域
)6O

#

!

及
,LT

水平"

降低炎症反应"抑制细胞凋亡"缓解实验兔
NK6OP

进程*

补肾活血方以六味地黄丸为主要组成"熟地黄为君"

滋阴补肾"填精益髓&配伍山茱萸养肝涩精"山药补脾固

精"两药都可协助熟地黄以充复肾中阴精&鸡血藤活血舒

筋"姜黄破血行气"通经止痛共为臣药* 又配泽泻泻肾利

湿"牡丹皮清泻肝火"茯苓健脾渗湿"以防补药滋腻太过&

骨碎补"续断补肾强骨"兼以活血止痛&生地黄清热凉血活

血为佐药* 现代药理学研究表明"熟地黄可加快多能造

血干细胞'骨髓红系造血祖细胞的增殖分化作用"显著抑

制肝脏出血性坏死灶及单纯性坏死(

%<

)

* 山茱萸能增强机

体的抗应激能力"其醇提物还有降血脂作用"可降低血清

甘油三酯'胆固醇的含量"抗动脉硬化(

%$

)

* 山药含有大量

的黏液蛋白'维生素及微量元素"能有效阻止血脂在血管

壁的沉淀(

:"

)

* 鸡血藤有明显扩血管作用(

:#

)

"而牡丹皮在

体外有显著的抗凝血作用(

:!

)

*

利益冲突! 本文无利益冲突*
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