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中药对股骨头缺血坏死修复过程中血管
内皮生长因子基因表达的影响
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� � 摘要 � 目的:探讨具有活血补肾作用的中药丹仙康骨胶囊对股骨头缺血坏死修复过程中血管内皮

生长因子( VEGF )基因表达的影响。方法:采用手术方法制作兔股骨头缺血坏死模型, 应用逆转录�聚合
酶链反应( RT�PCR)、免疫组化、微血管灌注及组织形态学方法观察中药丹仙康骨胶囊治疗兔股骨头坏
死过程中血管内皮生长因子基因( VEGFmRNA)表达、血管生成及骨组织修复情况。结果:股骨头坏死

模型组 4 周时可见有坏死骨周围 VEGFmRNA 表达呈阳性, 但随着时间的推移而减少, 至 8、12 周时

VEGFmRNA表达均为阴性, 再生血管密度低, 只见少量间充质细胞增生及新骨形成; 丹仙康骨胶囊治

疗组至 8、12 周时 VEGFmRNA 表达呈强阳性, 并可见明显血管增生, 血管密度显著增高, 大量新骨形

成。结论:活血补肾的丹仙康骨胶囊能促进股骨头缺血坏死修复过程中 VEGFmRNA 的表达、血管的再

生和新骨的形成。
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Abstract Objective: To invest igate t he effects of Danxian Kanggu( DXKG) capsules ex tracted from Chi�

nese drugs on the vascular endothelial growt h factor expression dur ing the repair of avascular necr osis of

femoral head and explore t he mechanism o f anti�osteonecrosis of DXKG capsules. Methods: The model of avas�

cular necrosis of femoral head was producted by operation on rabbit�s femoral neck. VEGFmRNA expression

w ere measured by both RT�PCR and immunohistochemistr y. Histolog ical study and microvascular perfusion

w ere used for examination of osteogenisis and angio genisis.Results: Compared w ith model gr oup, DXKG group

show ed follow changes obviously: vascular endothelial growt h factor expr ession significantly increased; Area

dyed by ink increased; Numbers of empty bone lacuna decreased; F ibroblasts multiplicated in the margin of

marrow; Osteoblasts multiplicated around the necrosis of trabecula. Conclusion:The anti�osteonecrosis effect of

DXKG capsule may be passing through its incr easable effect on vascular endothelial gr owth factor expr ession

and production in osteoblats.
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� � 为了探索寻求中药治疗股骨头缺血坏死的可行

性,进一步阐明中药防治骨坏死的作用机制, 本研究

观察了治疗股骨头缺血坏死的经验方制剂 丹仙康
骨胶囊!对股骨头坏死修复过程中血管内皮生长因

子( VEGF)基因表达的影响。

1 � 材料与方法

1�1 � 动物分组 � 选取健康成年中国家兔 25只,雌

雄不限,体重( 2�0 ∀ 0�5) kg,随机分为股骨头缺血坏
死对照组( A组) 10只(其中 1 只因造模时局部出血

较多而死亡)和丹仙康骨胶囊治疗组( B组) 15只。

1�2 � 造模方法 � 参照文献[ 1]用戊巴比妥 35 mg/ kg

静脉麻醉,常规消毒铺巾, 取兔髋关节外侧入路暴露
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髋关节, 在股骨颈基底部钻一直径 1�6 mm 的孔, 用

刮匙环形搔刮骨髓, 切断髋关节关节囊与股骨头圆

韧带。实验动物均以左侧股骨头造成坏死, 右侧作

自身对照。术后 1 周两组家兔均每次肌注青霉素

10 # 104 U ,每天 2次,以预防感染。

1�3 � 实验药物与给药方法 � 丹仙康骨胶囊 (由丹

参、仙灵脾、骨碎补等 9 味中药组成, 有效成份为丹

参素与淫羊藿甙)由贵阳中医学院微量元素研究所

加工提供, 每粒 0�35 g (合含生药 12 g ) , 批号

9809013,成人日用量为 0�084 g/ kg。丹仙康骨胶囊

治疗组给该药剂量为临床用药量的 8 倍灌胃, 即

0�67 g/ kg,每日 1次,对照组给等容量的生理盐水灌

胃,连续 12周。

1�4 � 组织形态观察 � A、B两组均于术后 4、8、12 周

分 3批处死取材,在静脉全麻下分离出腹主动脉, 在

恒定压力下灌注墨汁右旋糖酐溶液 20~ 30 ml之后

10 min处死,取出双侧股骨头。大体观察后, 4% 多

聚甲醛固定, 10%的 EDTA 脱钙, 石腊包埋。100~

200 um 厚的切片用冬青油制作透明标本, 在低倍光

镜下观察微血管情况, 在目镜测微尺下测定 10个视

野内微血管墨染程度; 5 um 厚的切片, 作常规 HE 染

色与免疫组化检测。

1�5 � 逆转录�聚合酶链反应( RT�PCR) � 取坏死区

周围骨组织约 5 mg 置于 Trizol液中进行匀浆提取总

RNA, 5 ug RNA 经 AMV 逆转录酶及 Oligd T 引物

( Promega公司) 42 ∃ 60 m in 逆转录成 cDNA,随后进

行PCR。目的基因 VEGF 引物序列为
[ 2]

: 正链引物

5��CCTGGTGGACATCTTCCAGGAGTACC�3�; 负链引
物 5��GAAGCTCATCTCTCCTATGTGCTGGC �3�,抗增
产物大小为 196 bp, 该对引物可识别所有 VEGF 异

构体, 并跨过内含子, 从而可排除基因组 DNA 的影

响。PCR反应体系为 25 ul, 酶和脱氧核苷三磷酸

(dNT P)为 Promega 产品, 变性、退火与延伸条件分

别为 95、60及 72 ∃ 各 1 min, 共 35个循环确保抗增

产物处于对数增长期( GeneAmp System, Biometra 公

司)。以��actin为内参照(产物大小150 bp)。用未经

逆转录 RNA及双蒸水作空白对照。抗增产物 3%琼

脂糖溴化乙锭进行电泳分离,紫外灯下观察, 利用计

算机 DNA定量系统对 VEGF 和 ��actin条带进行象
素值侧定,并算出二者比值。

1�6 � 免疫组化检测 � 行连续切片, 置于多聚赖氨酸

包埋的载玻片上。经二甲苯脱蜡,梯度酒精脱水后,

于湿盒中依次进行下列反应: 采用 SABC 法检测

VEGFmRNA 的表达,所有抗体及试剂由武汉博士德

公司提供。 %抗为兔 VEGF 多克隆抗体, 按 1&30加

在切片上, 37 ∃ 反应 20 m in后,加入 SABC, 37 ∃ 反

应 1 h 后, 再按 1&100 加 ∋抗 (生物素化羊抗鼠

IgG) , 37 ∃ 反应 20 min后加入 SABC, 于 37 ∃ 反应

20 min, PBS洗 2次, DAB显色,苏木素轻度复染,脱

水透明、封片、显微镜观察拍照。

2 � 实验结果

2�1 � 免疫组化检测 VEGFmRNA 的表达结果 � 造

模 4周后,A 组可见股骨头坏死骨小梁周围有部分细

胞染成棕黄色,为强阳性, 说明股骨头缺血坏死后周

围活细胞的 VEGF 表达增高; 随着时间的延长, A组

至 8、12周时,均未见有 VEGF 的表达。中药在治疗

4周后,免疫组化检测股骨头内大部分细胞胞浆染成

棕黄色, 呈强阳性, 而且直至 8、12 周时仍可见部分

细胞染成棕黄色。这说明股骨头缺血坏死后, 由于

缺氧可引起暂时性的 VEGF 表达增加, 有利于血运

的重建。活血补肾中药能促进坏死骨周围活细胞较

长时间高表达 VEGFmRNA。

2�2 � 逆转录�聚合酶链反应( RT�PCR)检测结果 �
A、B两组在造模 4周时, 以及 B 组在 8 与 12周时,

其扩增产物均有 196 bp条带,和VEGF 相符,说明股

骨头缺血坏死后在短时间内有 VEGFmRNA 表达,

中药丹仙康骨胶囊可促进 VEGFmRNA的表达。

2�3 � 组织形态学观察 � 光镜下所见从治疗后 4周

起, B组股骨头内微血管密度较 A组明显增高, 墨染

面积增宽;邻近钻孔周缘未分化间充质细胞及毛细

血管开始增殖, 并迅速充满坏死股骨头骨髓间隙; A

组坏死股骨头墨染程度减少, 血管密度减低, 骨陷窝

空虚,骨细胞与骨髓细胞坏死,未见有血管及间充质

组胞增殖。造模后第 8周 A组出现毛细血管与间充

质细胞的增殖; B组坏死股骨头表面可见新生的交织

骨,但未见有破骨细胞的聚集、吸收和清除死骨, 髓

腔内毛细血管增生旺盛, 墨染程度加深, 分布较均

匀。造模后 12周 B组坏死骨小梁吸收 80%左右,被

大量新生骨所替代, 髓腔墨染程度接近正常, 可见到

树状血管充盈; A 组则骨细胞及骨髓细胞坏死仍明

显,仅有少量新生骨覆盖坏死骨小梁表面。

3 � 讨论

Carlevaro 等
[ 3]
研究发现 VEGF 在软骨内血管生

成和软骨细胞分化中具有重要的作用。VEGF 不仅

对成骨有影响,而且与破骨作用也非常密切。Naka�
gawa等[ 4]报道 VEGF 促进破骨细胞骨吸收与延长
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成熟破骨细胞的存活。

从本实验结果可以看出丹仙康骨胶囊抗骨坏死

的作用, 可能是通过促进坏死股骨头内 VEGF 在较

长时间内呈高表达, 从而促进毛细血管的再生与修

复,改善病变股骨头的血运; 促进成骨细胞的分化与

增殖, 加速坏死股骨头的修复过程, 从而发挥良好的

抗创伤性股骨头缺血坏死作用。
参考文献

1 沈冯君,刘日光,沈骏.化瘀活骨汤治疗股骨头缺血坏死的实验研

究.中国骨伤, 2000, 13( 3) : 169.

2 Gerber HP, Vu TH, Ryan AM, et al. VEGF couples herpertrophic car�

ti�lage remode�ling, ossifiaction and angiogenesis during en dochrondral

bon e formation. Nat Med, 1999, 5( 6) : 623�628.

3 Carlevaro M F, Cermelli S, Cancedda R, et al. Vascular endothelial

grow th factor in cartilage neovascularizat ion an d chrondrocyte diff eret i�

at ion: auto�paracrine role during endochondral bone form at ion. J Cell

Science, 2000, 113( 1) : 59�69.

4 Nakagawa M, Kaneda T, Arakawa T, et al. Vascular endothelial

grow th factor direct ly enhan ces osteoclastic bone resorption and sur�

vival of mature osteoclasts. Febs Letters, 2000, 473( 3) : 161�164.

(收稿日期: 2004- 04- 06 � 本文编辑:王宏)

�手法介绍�

手法治疗胫骨远端三平面骨折 6例
Treatment of triplane fracture of the distal tibia with manipulation in 6 patients
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� � 胫骨远端三平面骨折,多发生于 13 岁以上的青少年, 属

于一种少见而特殊的损伤。自 1995- 2001 年收治 6 例, 采用

手法复位、石膏托外固定治疗, 疗效满意,报告如下。

1 � 临床资料
本组 6 例,男 5 例, 女 1 例; 年龄 14~ 19 岁。左侧 4 例,

右侧 2例, 均系踝部扭转暴力致伤。1 例无明显移位, 5 例移

位明显者合并腓骨下段骨折,骨折部位在骨骺线以上, 呈前下

至后上长斜形或螺旋形,胫骨远端骨折块向外侧移位。

2 � 治疗方法

对骨折无移位者即行超膝前后石膏托外固定。对 5 例明

显移位者行手法整复,患者仰卧位, 膝关节屈曲 90(,以使腓肠

肌松弛, 患足旋后,两助手分别握持小腿中上段及足部, 对抗

牵引, 术者两手拇指置于外踝后外方, 余指合抱于小腿下端,

嘱远侧助手将患足轻度内旋,继而内收踝关节, 与之同时术者

两拇指推挤外踝并向内旋转,余指由内按压小腿下端向外,然

后背屈踝关节,移位得以纠正, 患踝以前后石膏托内翻、内旋

并背屈位固定。为控制小腿的旋转,石膏应超过膝关节 ,膝关

节置微屈位。4~ 6 周后解除固定, 配合中药海桐皮汤熏洗患

部,进行适当、主动的踝关节屈伸活动, 8 周后逐渐负重行走。

3 � 结果
本组 6 例患者,经治疗后均达到解剖复位或近解剖复位,

随访时间最短 16 个月, 最长 6 年。5 例无不适症状, 1 例诉剧

烈运动后踝关节肿胀并轻度疼痛。6 例踝关节均活动正常,

无踝关节畸形及双下肢不等长现象发生。

4 � 讨论

Cooperrnan对三平面骨折作了很有价值的研究, 详细描

述此类骨折的形状, 指出骨折块包括两部分: 内侧骨块包括胫

骨干、内踝和骨骺前内侧部;外侧则为一和腓骨附着在一起的

后侧干骺端骨折块[ 1]。

胫骨远端三平面骨折实质上是 Salter�Harr is )型的特殊
类型,具有 Salter�Harris ∋、∗型联合损伤的形态特征[ 2]。其

正位 X 线片显示骨骺呈矢状面骨折,侧位片则为干骺端冠状

面骨折, 正侧位片可见骺板骨折水平通过骨骺外侧半, 到达其

后侧, 使骨骺后移。确定三平面骨折的性质之所以重要是因

其解剖特殊性, 它使大部分关节面受累,所幸此骨折多发生在

骨骼即将成熟的青少年 ,因而对生长畸形影响不大。

鉴于此, 根据胫骨远端三平面骨折的损伤机制和移位特

点, 逆创伤机制施行手法, 利用杠杆原理,将骨折远端向近端

对线对位, 使骨折复位良好。应用超膝前后石膏托外固定, 有

利于维持断端的稳定, 对踝部的侧方和旋转移位倾向, 具有可

靠的控制。4~ 6 周解除固定后, 以海桐皮汤熏洗, 起到理疗

和中药的双重作用, 通利关节, 松解粘连,使踝关节保持良好

的活动度, 避免日后创伤性关节炎的发生。
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