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! ! ∀摘要# ! 目的 ! 从分子水平探讨增骨 号的作用机理。方法 ! 取 120 只昆明小鼠造成桡骨

1 5mm 缺损骨折,随机分为 2 组: 服药组及未服药组, 各 60 只, 在术后 2 周和 4 周, 分别进行骨痂总

RNA 的分离提取,通过与 、 型胶原质粒探针( pMCol1a 1 及 pMCol2a 1)斑点杂交, 比较 、 型胶原
mRNA表达的变化。结果 ! 型胶原 mRNA 表达在术后 2 周明显小于 4 周,  型胶原 mRNA 表达在

术后 2 周明显大于 4 周,提示 型胶原 mRNA表达代表骨形成及塑形的特征标志,  型胶原 mRNA 表

达代表软骨修复的特征标志。 型胶原 mRNA 表达量, 服药组大于未服药组;  型胶原 mRNA 表达

量,服药组小于未服药组。提示服药组骨形成迅速, 由软骨修复期提早进入骨修复及塑形期。结论 ! 增
骨 号能促进及加快骨的修复。
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∀Abstract# ! Objective! CH( Chinese Herbal) Zeng gu No . is one of a serial medicines for t he treat

ment of osteoporosis; gene technology is applied in this experiment for the investigation of its molecular mecha

nism. Methods ! Models of radial fracture with bone defects of 1 5 mm were produced in 120 mice. The ani

mals w ere divided into 2 groups randomly of the treatment and control groups. A t the 2nd w eek after opera

tion, total RNA in callus of fracture site of the tw o groups were extr acted and were hybridized w ith probes of

pMCol1a 1 and pMCol2a 1 in dot blot. T he changes of mRNA expression of type and type  collagen were

compared. Results! Whether taking CH o r not, the expression level of mRNA of type collagen at the 2nd

w eek after oper at ion w as apparently low er t han t hat in the 4th w eek, however, that of t ype  collag en at the

2nd week after operation was apparently higher than that at the 4th week. T he experiment suggested that the

expression of mRNA of type collagen w as the marker of bone format ion and bone mouldling , w hile t hat of

t ype  collagen is t he marker of cartilaginous repair . Compared wit h treatment control gr oup, the mRNA ex

pression level of t ype collagen is lower, but that of type  co llagen w as higher . Apparently osteogenesis in

t reatment g roup increased rapidly. It took less time to finish the change from cartilag innous r epair stage to

bone repair and moulding stage. Conclusion ! Zeng gu No. could enhance and incr ease bone r epair.
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! ! 根据骨基质中 、 型胶原的 mRNA 表达在骨

重建中具有优势及特异性的特点[ 1] , 本文采用基因

技术从分子水平进行增骨 号对骨质疏松症作用机

理的实验研究, 报道如下。

1 ! 材料与方法

1 1 ! 材料

( 1) 细菌菌株 ! 大肠杆菌 DH5a(武汉大学生命

科学院医学病毒室提供)。 、 型胶原探针片段质

粒( pMCol1a 1, pMCol2a 1)由芬兰 Turku大学 Vuo

rio E. L .教授赠送。限制性内切酶 EcoR 、Hind

及溶菌酶, DNA 酶切片段、PCR Marker 等均购自

华美生物工程公司。

( 2) 地高辛标记反应检测试剂盒及尼龙膜, 系

美国 Promega公司生产。

( 3) 其它常规试剂, 包括各种缓冲液, 培养基,

显色液等。

( 4) 主要仪器 ! 超净工作台、紫外透视仪、紫外

分光光度计、超速冷冻离心机、斑点杂交加样器、层
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析扫描仪等。

1 2 ! 方法

( 1) 按李蓉等[ 2]方法制备感受态细胞及转化质

粒 DNA。取感受态细胞悬液 200ml( DH5a 大肠杆

菌) 3 管, 各加 pMCol1a 1、pMCol2a 1 及标准超螺旋

DNA各 50mg,经水溶、培养、提取质粒 DNA,酶切。

1%琼脂糖凝胶电泳检测, 证实为质粒 DNA (图 1) ,

然后经质粒 DNA扩增及酶切, 大量回收, 与已知分

子量 PCR M arker 一起电泳,根据在紫外光下所发出

的荧光强度对比来估量 DNA的分子量(图 2)。

( 2) 按照 Kesslerce法[ 3]进行 DNA探针非放射性

Dig duTP标记。将需标记的探针DNA 2 l稀释至 15 l,

变性后冰溶中依次加入 2 l六聚核苷酸混合物, 2 l

duTP 标记混合物, 1 l聚合酶大片段混匀后于 37 % 保温

至20h, 加入 2 l 0 2M EDTA ( pH 8 0)终止反应, 加入

2 l 4M LiCl, 75 l预冷的乙醇沉淀 DNA( - 20 % 2h) ,离

心收集沉淀物真空干燥后,用 50 l DEPC(二乙酯焦炭

酸)水溶解,置- 20 % 保存,备杂交时应用。

(3) 实验模型 ! 取 120只雄性昆明小鼠, 体重

25 0 & 1 0g,鼠龄 12W(由湖北省医学科学院实验动

物中心提供)。在乙醚麻醉下, 暴露小鼠之桡骨中

段,用一钢锯条锯断, 造成 1 5mm 缺损骨折, 缝合皮

肤。术后随机分为 2组, 组为服药组,  组为未服

药组。服药组在麻醉清醒后即开始灌胃给予增骨

号浓煎剂,每日一次,每只 2 6ml, 分别于术后 2W及

4W 用颈椎脱位法处死小鼠,在无菌操作下取出骨折

处骨痂,迅速放入液氮中。

( 4) 参考 Chomczymski等
[ 4]
方法从骨痂中提取

总 RNA。取无水乙醇保存的 DEPC 水溶的 RNA混

匀液 10 l, 加入 3M NaAc ( pH4 5 ) 至终浓度为

0 3M,充分混匀, 4 % 12000rpm, 离心 5min 从沉淀

RNA, 加入 10 l DEPC 水解后, 在含甲醛的 0 8%

TBE缓冲系统中电泳, 紫外灯下鉴定(图 3)。

( 5) RNA斑点杂交及密度检测。将 2W 及 4W

样本总 RNA 标记出未服药组及服药组, 参考

Thomas[ 5]介绍的方法,分别与以上制备的 、 型胶

原 DNA探针进行斑点杂交。最后将照片中的斑点

用 CS930扫描仪进行扫描, 以各峰的积分面积代表

mRNA的相对含量进行比较。

2 ! 结果

、 型胶原 DNA 探针分别与小鼠术后 2W及

4W 之骨痂总 RNA 斑点杂交后所见, 不论服药组及

未服药组, 型胶原 mRNA 表达的图像术后 2W 均

明显小于 4W(图 4) ,而 型胶原 mRNA表达的图像

术后 2W 均明显大于 4W(图 5)。对杂交图像进行灰

度扫描定量比较,服药组 型胶原 mRNA 表达量均

高于未服药组, 分别为 30∋20( 2W) , 90∋60( 4W) )。

服药组 型胶原 mRNA表达量均低于未服药组,分

别为 70∋100( 2W) , 8∋16( 4W)。

3 ! 讨论

3 1 !  型胶原 mRNA 表达的意义 ! 在骨基质的

有机成分中, 90%为胶原,而胶原又是骨修复中重要

的物质基础, 其基因表达具有优势及特异性特点,故

研究胶原 mRNA表达对深入了解骨修复的机理十分

重要。胶原蛋白为人体蛋白质的一大家族,目前已鉴

定出 14种类型,对哺乳类动物骨骼有影响的有、 、
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及(型胶原,其基因表达水平,不仅表示骨转换的高

低[ 6] ,而且还表示骨形成过程的速度[ 7]。

本实验采用小鼠骨折模型,从组织学看骨折 2W

达软骨修复高峰,之后进入骨基质骨化及塑形期, 至

骨折 4周达骨化及塑形高峰, 后者与骨质疏松症的

骨形成期相类似, 故以小鼠骨折模型来分析中药对

骨形成的影响是可取的。实验发现 型胶原 mRNA

表达在骨折后 2W 明显小于 4W, 而 型胶原 mRNA

表达在骨折后 2W 明显大于 4W,提示 型胶原 mR

NA的表达在骨化及塑形期最明显,  型胶原 mRNA

表达在软骨修复期最明显, 与 Hilt runen 等[ 6] 及

Sandberg[ 1]报道的结果一致。若服药组与未服药服

组进行比较观察,则发现 型胶原 mRNA表达,无论

在骨折后 2W 或 4W, 前者均大于后者; 而  型胶原

的 mRNA 表达,服药组均小于未服药组,提示服药组

的骨形成增快, 已提前进入骨化及塑形期。

3 2 ! 中药增骨 号在骨形成中对  型胶原 mR

NA表达的调节机理 ! 近年来有关生长调节因子对

骨形成胶原基因转录调控作用的研究[ 8] , 有助于阐

明胶原蛋白的基因表达的调控机理。如 转化生长

因子( TGF  )、血小板衍生性生长因子( PDGF)、胰岛

素样生长因子( IGF)等对胶原基因表达都有调节作

用,其中, T GF  对骨基质胶原 mRNA 表达起着主要

作用, IGF 及 PDGF 均能促进胶原合成, 增加骨形

成,其作用可能是通过全身激素(特别是甲状旁腺素

及性激素)来调控
[ 9]
。在本实验中,增骨 号明显地

影响了 、 型胶原 mRNA表达水平,对骨化及塑形

具有优势表达的 型胶原 mRNA, 服药组明显大于

未服药组, 而表示软骨修复优势表达的  型胶原
mRNA,骨折 2W, 服药组明显低于未服药组, 因而充

分显示服药组动物软骨修复高峰迅速逝去, 骨化及

塑形期提前到来,骨形成增快。

中药增骨 号是我院治疗骨质疏松症序贯疗法中

3种制剂之一(另文发表) , 由熟地、山茱萸、龙牡、续断

等补肾壮骨中药组成, 是经过一系列的实验研究及长

期临床应用而制定的验方。补肾中药可提高体内雌激

素水平,刺激 1, 2羟化酶的活性, 使 1 25( OH) 2D3 增

加,促使钙结合蛋白合成及肠钙吸收, 骨量增加[ 10]。

另一方面增骨 号可通过 cAMP 信息系统作用于生长

因子对基因表达的调控[ 1]。由此可见,本实验从胶原

基因表达水平证明增骨 号治疗骨质疏松症不仅能加

快骨形成速度,而且能增加骨形成量。
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