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� �  摘要! � 目的 � 探讨股骨头缺血坏死的发病机制,以冀正确指导临床。方法 � 24 只日本大耳白兔

随机分为模型组和对照组。给模型组动物大剂量肌注醋酸泼尼松龙( 8 mg/ kg ) 8 周, 造成股骨头缺血坏

死模型。造模开始后第 4 周、8 周、12周两组动物各取 2 只进行光镜和扫描电镜观察, 并在两组动物中

各取 4只测定晨空腹血中一氧化氮、组织型纤溶酶原激活物、纤溶酶原激活物抑制物的含量。结果 � 与

对照组相比,模型组股骨头骨质疏松, 光镜下空骨陷窝数增多, 脂肪细胞数增多,扫描电镜下骨小梁断裂

塌陷,骨基质表面胶原纤维松解、断裂。模型组动物与对照组相比血浆中一氧化氮、组织型纤溶酶原激

活物含量下降(P < 0� 01) , 纤溶酶原激活物抑制物的含量升高( P < 0�01)。结论 � 激素性股骨头缺血坏
死可能与一氧化氮含量及纤溶系统的活性下降有关。
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 Abstract! � Objective � To explor e the pathogenesis of av ascular necrosis of femoral head ( ANFH) in

order to search fo r an effective method for clinical treatment Methods � 24 rabbits w ere divided into two

g roups of the exper imental models and contro ls. ANFH models were produced by int ramuscular injection of

large dosage of steroid to r abbits in 8 weeks per iod. F rom the 4t h, 8th, 12th week after production of models,

2 rabbits of model gr oup and 2 rabbits of control group were sacrificed to observe the structure of femoral

head. The contents of nitric ox ide ( NO ) , tissue�type plasminogen activator ( t�PA ) , plasminogen activ ator in�

hibitor ( PA I) in plasma of the 4 rabbits of the tow groups w ere determined at the same time. Results � Com�
par ed with control g roup, the rabbits of model gr oup exhibited many changes such as osteoporosis of femoral

head, the presence of more bone lacuna and fat cell, the rarely seen and broken thinner trabeculae. Compared

w ith control g roup, the contents of NO and t�PA in plasma of the model rabbits decreased obviously, but the

contents of the PAI incr eased obv iously.Conclusion � T he stero id�induced ANFH might be related to the low er

lev el of NO and the descent of fibrino lytic activ ity.

 Key words! � Femur head necrosis; � Patholog ic processes; � Nitric o xide; � Plasminogen activator, tis�
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� � 目前关于激素性股骨头缺血坏死( ANFH )确切

的发病机制尚未完全明了, 本实验旨在探讨血管功

能障碍在激素性股骨头缺血坏死发病机制中的作

用。

1 � 材料与方法
1�1 � 造模及分组 � 取6个月龄日本大耳白兔24只,

雌雄不限, 体重 2�5 kg # 0�25 kg,随机分为模型组与

对照组各 12只。模型组每周 2 次肌注醋酸泼尼松

龙
[ 1]

(浙江医药股份有限公司仙居制药厂, 批号

0006060) ,每次 8 mg/ kg, 对照组肌注生理盐水每次

0�32 mg/ kg(盐重量) ,连续 8周共 16次。为预防感

染,每只动物每周 2次肌注青霉素钠 5 ∃ 10
4
U。

1�2 � 观察指标
1�2�1 � 一般形态学观察 � 动物的体重、精神、毛发
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光泽度、大小便、反应度等情况, 及股骨头的外观、重

量、硬度。

1�2�2 � 组织病理学观察 � 造模开始 4 周、8 周、12

周后分别在两组动物各取 2 只, 将股骨头从冠状面

正中劈开, 一半常规石蜡切片, HE 染色, 光镜观察;

另一半,用超声波清洗器冲洗, 2%戊二醛固定 48 h,

0�1 M 二甲胂酸钠缓冲液冲洗, 逐级乙醇脱水, 醋酸

异戊酯保存 12 h, 二氧化碳临界点干燥, 真空喷金,

扫描电子显微镜下观察骨小梁、骨基质排列。

1�2�3 � 血浆一氧化氮( NO)含量测定 � 两组分别于

造模开始 4周、8周、12周后各取 4只动物,抽取晨空

腹耳缘静脉血 1 ml, 肝素抗凝, 2000 rpm 离心 5 min,

取血浆置于- 25 % 冰箱内保存备用。采用硝酸盐还

原酶还原法, 通过测定血浆的 NO
-
3 浓度, 间接反映

NO的含量。

1�2�4� 血浆组织型纤溶酶原激活物 ( t�PA)和纤溶

酶原激活物抑制物( PAI)活性测定 � 造模 4周、8周、

12周时两组分别取 4只动物,耳缘静脉取血,取体积

百分数 2%EDTA�Na抗凝血 2�5 ml, 3000 rpm 离心

10 min,取血浆- 20 % 保存, 以备测 PAI活性。取部

分血浆等体积 1 mol/ L 醋酸钠缓冲液( pH= 3�9)酸
化后- 20 % 保存, 以备测定 t�PA。用发色底物法测
定 PAI 和 t�PA 活性。t�PA 活性参照WHO 标准品

( 861670) , 以国际单位 IU 表示。PAI 活性单位定义

为:在 25 % , 20 min 内抑制 1�0 国际单位 t�PA 的
PAI 的酶量,即 1�0 AU( Arb: Unit)。

1�2�5 � 统计学处理方法 � 用 t 检验方法进行统计

学处理。

2 � 实验结果
2�1 � 一般形态观察 � 模型组动物造模 1 周后体重

下降,食欲亢进, 逐渐出现精神差、皮毛失去光泽、皮

下脂肪减少, 至 8周时更加明显, 而对照组未见异常

变化。两组动物股骨头外观、重量无明显差别, 但模

型组动物的股骨头骨质松脆,易于凿取。

2�2 � 组织病理学观察
2�2�1 � 光镜观察 � 对照组动物股骨头骨小梁及骨

细胞形态结构正常。模型组动物股骨头造模 4 周时

骨小梁变细稀疏, 髓腔内造血细胞减少和肥大脂肪

细胞增多,骨细胞部分核深染; 8周时,股骨头软骨下

区骨小梁萎缩, 较多的骨细胞核固缩、染色深, 骨髓

内有大量脂肪细胞, 部分骨陷窝内骨细胞消失, 空骨

陷窝数增多; 12周时,空骨陷窝数明显增多,髓内脂

肪细胞增大并融合成片。

2�2�2 � 扫描电镜观察 � 对照组动物股骨头骨小梁
致密,骨细胞结构正常。模型组动物股骨头在造模 4

周时骨细胞形态无明显变化; 8周时, 骨基质表面胶

原纤维散乱, 广泛存在纤维松解, 骨小梁表面的成骨

细胞极少, 骨细胞肿胀或萎缩, 失去正常的形态结

构; 12周时骨小梁断裂塌陷, 骨基质表面胶原纤维松

解、断裂,电镜视野下死亡骨细胞已占 40%左右。由

组织病理学观察结果可知本实验模型的复制是成功

的。

2�3 � 血浆 NO、t�PA、PAI 测定结果 � 由表 1可见:

& 模型组造模 4周时血浆 NO-
3 含量降低, 第 8周、

12周明显下降,显著低于对照组( P< 0�01) , 说明模
型组血浆 NO含量下降; ∋ 造模 8周时模型组血浆

t�PA活性下降, 至 12周时下降更为明显, 显著低于

对照组( P< 0�01) ; ( 造模 4周后模型组血浆PAI活

性比对照组升高( P< 0�05) , 至 8 周、12周时升高更

明显( P< 0�01)。
表 1� 血浆 NO-

3 、t� PA、PAI测定结果(  x # s)

组别
NO-

3 (�mol/ l) t�PA( IU/ ml) PAI( AU /ml )

4周 8周 12周 4周 8周 12周 4周 8周 12周

模型组 21�08# 2�12 20� 87 # 1�62* * 18�07# 1�76* * 0�32 # 0�04 0�28# 0�02* * 0�24 # 0�03* * 0�78# 0�09* 0�82# 0�02* * 0�87# 0�05* *

对照组 24�21# 1�67 24� 07 # 1�78 23�75# 1�76 0�49 # 0�02 0�54# 0�07 0�49 # 0�09 0�66# 0�05 0�67# 0�04 0�67# 0�04

注:模型组与对照组组比较: * P < 0�05, * * P < 0�01

3 � 讨论
3�1 � ANFH 与 NO 的关系 � 近来研究表明血管功
能障碍是导致 ANFH 的重要因素, 而激素可引起一

系列的血管和血流动力学改变。NO 是一种重要的

体内生物信使分子, 其生成受一氧化氮合成酶

(NOS)的调控。NO能松弛血管平滑肌, 舒张血管,

抑制血小板凝集。正常机体由于受到搏动性血流的

不断刺激,血管内皮细胞持续释放 NO, 使血管系统

维持一种松弛状态, 保证组织的正常灌注。本实验

表明在用激素后不同时间( 4、8、12周)均存在着血浆

NO-
3 含量明显降低, 即血浆 NO含量降低, 提示 NO

生成减少,可能与 ANFH 的发病密切相关。其机制

可能如下: & 激素对血管内皮细胞产生损害性作
用[ 2] ,破坏 NO 生成场所; ∋ 激素可以抑制 NOS 活

性,使 NO合成减少
[ 3]

; ( 激素还可引起脂质代谢紊
乱,血脂增高,而高血脂症内皮细胞合成 NO 能力下

�21�中国骨伤 2003年 1月第 16卷第 1期 � China J Orthop & T rauma, Jan 2003, Vol . 16, No. 1



降。因此可以认为激素性 ANFH 的重要发病因素之

一是 NO含量下降。

3�2 � ANFH 与前凝血状态、纤溶系统活性的关系 �

近来研究证实, 激素能影响纤溶和凝血系统, 即使用

激素本身能引起血液性状发生改变。早在 1951 年

Cosgriff首先证明了激素能引起系统的高凝血状态,

他认为凝血异常是激素引起骨坏死的一个潜在因

素。Kisker等[ 4]研究表明激素通过抑制网状内皮系

统,降低其纤溶蛋白溶解活性引起血浆的高凝血及

低纤溶状态。血栓前状态 ( P rethrombotic State,

PTS)的存在已成为激素导致 ANFH 的一个不可忽

视的因素。PTS 是多种因素引起的止血、凝血和抗

凝系统失调的一种病理过程, 具有易导致血栓形成

的多种血液学变化。分子标记物单克隆抗体的研制

成功,使测定某些血栓前状态标记物成为现实。如

反映血小板变化的有血栓素( TXB2)、血小板 �颗粒

膜蛋白( GM P�140) ; 内皮细胞损伤的标记物有 6 酮

前列腺素�F 1a ( 6�Keto�PGF1a)、血栓调节蛋白( TM ) ;

纤溶系统活性的指标有组织型纤溶酶原激活物( t�
PA)、纤溶酶原激活物抑制物( PAI)等。其中 GMP�
140T、PAI、t�PA均为特异性和敏感性较高的生化指
标[ 5]。血液中纤溶功能的表达主要取决于 t�PA 和
PAI 之间的相互作用。纤溶是凝血的继续, 其核心

物质是纤溶蛋白酶原( PLG)经纤溶酶原激活物激活

成为有纤溶活性的纤溶酶( PL) , PL 的活性水平对血

栓的发展或清除有重要意义。t�PA是纤溶系统主要
的生理激活剂, 由血管内皮细胞合成贮存并释放入

血,它能使 PLG转化为 PL 而降解和消除纤维蛋白

块。PAI是 t�PA 的抑制物,主要分为血管内皮细胞

型( PAI�1)和胎盘型( PAI�2)。PAI�1主要由血管内
皮细胞合成且释放入血, 少量 PAI�1 来自血小板。
血浆中的 PAI 主要为 PAI�1,能快速地以 1)1分子比
例与 t�PA 形成复合物而使其失活, 故 t�PA 降低、
PAI增高, 可致 PT S。临床及实验研究证实, ANFH

患者存在 t�PA 活性下降和 PAI 活性升高。本实验

结果表明激素诱导的家兔 ANFH 模型在 4周、8周、

12周存在着 t�PA的活性降低和 PAI 的活性升高,即

纤溶活性下降这一事实。综上所述, 激素性 ANFH

与血管功能障碍密切相关,血管内皮受损, 血液高凝

低纤溶,可能是激素性 ANFH 的病理机制之一。
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