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摘要 目的:检测骨折愈合早期大鼠血清一氧化氮合酶 ( NOS)及其异构体的酶活性及活血化瘀汤

对其的影响。方法:选用雄性 SD大鼠 20 只, 建立胫骨中段标准骨折模型,随机分为两组,每组 10 只, 分

别以活血化瘀汤灌胃(中药组)或生理盐水灌胃(对照组 ) ; 采用化学比色法测定骨折后 1、4、7、14、21 d

NOS 总量、诱导型一氧化氮合酶( iNOS)及原生型一氧化氮合酶( cNOS)的活性。结果:骨折愈合早期血

清 cNOS 酶活性增强, 骨折后 4 d 达峰值。血清 iNOS 酶活性于骨折后 14 d达峰值; 中药组 NOS 酶总量

维持在较高水平, cNOS 酶活性于骨折后 14 d达到峰值。两组比较,骨折后 7、14、21 d 血清 NOS 总量及

骨折后 14 d cNOS 酶活性提高非常显著( P < 0 01) , 4 d NOS 总量、7 d cNOS 酶活性显著提高( P <

0 05)。血清 iNOS 酶活性在骨折后 4、7、21 d 中药组高于对照组, 1、14 d 低于对照组,但无统计学意义。

结论:骨折愈合早期血清 NOS 酶活性随时间变化, 不同的异构体变化不同; 活血化瘀汤能激活大鼠骨折

后血清 NOS酶活性的作用,对不同的 NOS 同工酶在不同的时间产生的作用不同。提示活血化瘀汤可

通过不同方式激活 NOS 酶活性促进骨折愈合。
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Abstract Objective: The enzymatic activities of nitric o xide synthase( NOS) were examined for effects of

t he Huoxue Huayu decoction(活血化瘀汤 ) during rat fracture healing. Methods: Standardized closed fracture

of the left tibia in isoflurane anesthetized Sprague Dawley rats w as induced using a modified technique. All r ats

w ere filled with Huoxue Huayu decoction served as treatment or distilled w ater served as controls after fr ac

tures. Blood serum w as determined by the enzymatic activity of NOS, inducible NOS( iNOS) and constitut ive

NOS( cNOS) on the 1st, 4th, 7th, 14th and 21st day after fracture. Results: It increased gradually on the enzy

matic activity of cNOS on t he 4st day and iNOS on the 14t h day but there was no significant difference dur ing

early fr actur e healing . After treatment of Huoxue Huayu decoct in, the enzymatic activit y of NOS kept higher

lev el from the 4t h day during fracture healing especially the 7th, 14th and 21st day( P< 0 01) . The enzymatic

activity of cNOS increased significantly on the 7th( P < 0 05) and 14th day after fracture( P< 0 01) .Conclu

sion:T he enzymat ic activity of NOS and its isomerase are different during early fracture healing. T he enzymat

ic act ivity of NOS and its isomerase are more activ e after treatment of Huoxue Huayu decoction dur ing obser

vation time po ints. The study indicates the enzymatic act ivity of NOS has been improved after the tr eatment of

Huoxue Huayu decoction during early fr actur e healing .
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骨折愈合的过程就是 瘀去、新生、骨合!的过
程,活血化瘀是骨折早期的治疗原则。研究表明: 一

氧化氮合酶( nitric oxide synthase, NOS)有广泛的生

物学功能, 参与了骨折愈合的调节
[ 1, 2]

, 与骨折愈合

局部的血管生成及血液供应、应力刺激、激素及局部

各种细胞因子等许多因素密切相关[ 3 6]。同时, NOS

对成骨和破骨细胞的生成、增殖及功能都表现为双
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向调节作用[ 7, 8]。本实验观察骨折愈合早期血清

NOS及其异构体酶活性的变化, 活血化瘀汤对其影

响,从而阐明活血化瘀汤与血清 NOS及其异构体酶

活性的相关性以及促进骨折愈合的机制。

1 材料与方法

1 1 实验动物 选用雄性 SD 大鼠 20 只, 体质量

( 320 ∀ 10) g, 清洁级, 上海西普尔 必凯实验动物有

限公司(批准证号: 沪动合证字 152号) ;普通饲料喂

养,动物室温度( 25 ∀ 2) # 。

1 2 造模方法 采用氯氨酮( 0 1 g / kg 体重)麻醉

下, SD 大鼠胫骨中段闭合折骨髓内克氏针固定模

型。在胫骨粗隆内上侧约 1~ 2 mm 以 1 mm 克氏

针垂直穿入达髓腔,稍扩大皮质入针点,改变方向插

入髓腔, 拔出克氏针, 徒手折骨, 克氏针从原穿针点

进针, 髓内牢靠固定骨折端。术毕分笼饲养。术后

拍摄 X线片确认造模成功。动物造模后双盲法随机

分为两组,每组 10 只, 分别以活血化瘀汤灌胃(中药

组)或生理盐水灌胃(对照组)。

1 3 给药方法 活血化瘀汤:蒲黄 9 g、姜黄 4 5 g、

当归 9 g、赤芍 9 g、紫苏 9 g、西红花 1 5 g、茜草 9 g、

生地 9 g、三七 6 g、泽兰6 g、莪术 6 g、甘草3 g。按人

剂量与大鼠剂量之间的换算方法[ 7] , 加工制成汤药

(每 1 ml汤药含 1 g 生药) ,即 1 g/ ml,骨折造模成功

后予以服用。

1 4 主要仪器及相关试剂 酶标仪(美国 Bio Tek

公司) ;一氧化氮合酶及各异构体酶试剂盒(南京建

成生物工程研究所,批号 20030829)。

1 5 血清标本采集 未造模前 3 d随机 10只剪尾

采血,作为该批次 SD大鼠正常血清样本。骨折造模

后 1、4、7、14、21 d剪尾采血,所有大鼠采血前 12 h

禁食;冰上放置 1 h, 4 # , 3 000 r/ min 离心 10 m in,

上层血清- 20 # 冰箱保存待测。

1 6 NOS 和 iNOS 酶活性的检测 所有样本均作

平行对照, 按试剂盒说明操作测得 NOS 和 iNOS酶

活性。cNOS酶活性即 NOS 酶活性减去 iNOS酶活

性。酶活性以每毫升血清每分钟生成 1 nmol NO为

1酶活性单位( U/ ml)。该批次 SD 大鼠未造模前正

常血清样本检测结果即为酶活性的生理值。

1 7 统计方法 数据以均数 ∀ 标准差(  x ∀ s )表示,

用 SPSS 12 0软件处理。相同时点 NOS 活性的比较

应用组间 Independent Samples t T est 统计分析, 多

组样本均数比较的精确方差分析。

2 结果

2 1 骨折愈合过程血清 NOS 活性变化 骨折愈合

中不同时间点酶活性变化: 骨折后 7、14、21 d, 血清

NOS 酶 活性中药组 与对照组差 异非常显著

( P< 0 01) ;骨折后 4 d, 中药组与对照组差异显著

( * P< 0 05) (表 1)。中药组和对照组血清 NOS 酶

活性骨折后 1 d开始增高, 14 d达到峰值, 中药组较

对照组增加 36%, 之后两组血清 NOS 酶活性都下

降,但中药组 21 d依然在较高水平, 较对照组增加

37%。

表 1 SD大鼠骨折愈合过程中血清 NOS活性(  x ∀ s, U / ml)

Tab. 1 Enzymatic activities of NOS during the period of fracture healing in SD rats(  x ∀ s , U / ml)

组别

Groups
n

生理值

Phys iological value
1 d 4 d 7 d 14 d 21 d

中药组

Drugs group
10 6. 77 ∀ 4. 41 6. 99 ∀ 2. 56 8. 95 ∀ 1. 37* 9. 75 ∀ 1. 43* * 11. 03 ∀ 1. 25* 9. 63 ∀ 1. 98* *

对照组

Control group
10 6. 77 ∀ 4. 41 7. 52 ∀ 3. 51 7. 62 ∀ 0. 97 7. 14 ∀ 0. 79 8. 13 ∀ 1. 75 7. 01 ∀ 1. 05

注:中药组与对照组比较, * * P < 0 01, * P < 0 05

Note: Drugs group vs control group, * * P< 0 01, * P < 0 05

2 2 大鼠骨折愈合过程血清 iNOS 活性变化 骨折

后4、7、21 d,中药组血清 iNOS 酶活性高于对照组,

1、14 d低于对照组,无统计学意义( P> 0 05) (表 2)。

骨折后,中药组 NOS 和 cNOS酶活性均增高, 14 d达

到峰值;而 iNOS 则持续升高。对照组 4 d cNOS 达

到峰值, 14 d NOS 和 iNOS 升至峰值。骨折后中药

组和对照组 iNOS 酶活性均增强, 中药组持续升高。

骨折后 4 d较对照组增加了 80%, 7 d 增加了 34%,

21 d时增加了 128% ;骨折后 4 d,对照组 iNOS 酶活

性降至最低, 14 d迅速增至峰值后即开始下降至正

常生理值。

2 3 大鼠骨折愈合过程中血清 cNOS活性的变化

骨折后 7 d, cNOS 酶活性中药组与对照组差异显著

( P< 0 05)。骨折后 14 d, 差异非常显著( P< 0 01)

(表 3)。骨折后, 中药组和对照组 cNOS 酶活性增

强,中药组骨折后 14 d 增至峰值, 较对照组增加
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63%后,迅速降至正常生理值附近;对照组骨折后4 d 迅速增至峰值即降至正常值附近。

表 2 SD 大鼠骨折愈合过程中血清 iNOS活性(  x ∀ s , U / ml)

Tab. 2 Enzymatic activities of iNOS during the period of fracture healing in SD rats(  x ∀ s, U / ml)

组别

Groups
n

生理值

Phys iological value
1 d 4 d 7 d 14 d 21 d

中药组

Drugs group
10 2. 06 ∀ 2. 52 2. 45 ∀ 1. 76 2. 84 ∀ 1. 85 2. 70 ∀ 2. 04 3. 29 ∀ 1. 36 4. 43 ∀ 3. 05

对照组

Control group
10 2. 06 ∀ 2. 52 2. 79 ∀ 2. 21 1. 58 ∀ 0. 94 2. 02 ∀ 0. 60 3. 37 ∀ 1. 32 1. 94 ∀ 0. 76

注:中药组与对照组比较, * * P < 0 01, * P < 0 05

Note: Drugs group vs control group, * * P< 0 01, * P < 0 05

表 3 SD大鼠骨折愈合过程中血清 cNOS活性(  x ∀ s , U/ ml)

Tab. 3 Enzymatic activities of cNOS during the period of f racture healing in SD rats(  x ∀ s , U / ml)

组别

Groups
n

生理值

Phys iological value
1 d 4 d 7 d 14 d 21 d

中药组

Drugs group
10 4. 71 ∀ 2. 99 4. 53 ∀ 2. 01 6. 11 ∀ 1. 63 6. 91 ∀ 1. 98* 7. 74 ∀ 1. 44* * 5. 20 ∀ 0. 46

对照组

Control group
10 4. 71 ∀ 2. 99 4. 73 ∀ 2. 24 6. 04 ∀ 1. 38 5. 12 ∀ 0. 57 4. 76 ∀ 1. 30 5. 07 ∀ 1. 07

注:中药组与对照组比较, * * P < 0 01, * P < 0 05

Note: Drugs group vs control group, * * P< 0 01, * P < 0 05

3 讨论

骨折愈合的整个过程是持续和渐进的。临床

上,活血化瘀是骨折早期最主要的治疗原则。骨折

后,因骨折本身及邻近软组织的血管断裂出血, 形成

血肿、凝成血块, 引起无菌性炎症反应。之后, 血肿

机化,骨折断端纤维连接, 约在骨折后 2~ 3 周内完

成。此时, 内服活血化瘀药物,加强骨折断端局部血

液循环,并清除血凝块及代谢中的分解产物[ 3]。活

血化瘀汤为福建名老中医骨伤专方, 也是全国多所

医院骨伤科协作方, 具有明显地促进骨折愈合的临

床疗效。故本文进一步探讨其对骨折愈合早期一氧

化氮合酶活性影响的作用机制。

一氧化氮( NO)与骨折愈合中局部的血管生成

及血液供应、应力刺激、激素及局部各种细胞因子等

许多因素密切相关[ 3 7]。同时, NO 对成骨和破骨细

胞的生成、增殖及功能都表现为双向调节作用
[ 8, 9]
。

成骨细胞的骨形成和破骨细胞的骨吸收功能都依赖

于少量 NO 的存在,较低 NO还可对骨细胞的增殖及

活性具有促进作用; 而高浓度 NO 主要抑制骨细胞

这些功能。NOS抑制剂可抑制骨形成[ 10] ,这些都说

明在骨折愈合的过程中 NO发挥了重要作用。一般

认为 NO的生物学效应, 包括内皮细胞依赖性血管

舒张、神经传递和细胞介导的免疫反应等。NO的合

成主要受 NOS的调节。NOS 有三种异构体同工酶:

内皮型一氧化氮合酶( endithelial NOS, eNOS)、神经

型一氧化氮合酶 ( neuronal NOS, nNOS) 和 iNOS。

eNOS和 nNOS为 cNOS。cNOS 的激活依赖于 Ca2+

和钙调蛋白( CaM) ,激活后酶活性持续时间很短,产

生少量 NO。iNOS的活性不依赖于 Ca2+ , 可被多种

刺激激活,产生大量 NO。

由于 NO 半衰期极短, 其活性和合成主要受

NOS的调节, 因而对 NOS 的研究便成为目前研究

NO生物学功能的重点。NOS 主要的异构体 cNOS

( eNOS和 nNOS)与 iNOS 的分布和功能是不同的。

cNOS正常生理下即具有生物活性, 主要存在于神经

元和血管内皮细胞内,细胞内 Ca2+ 浓度升高时被激

活后介导一系列生理功能, 如参与机体的防御免疫

活动、调节血管的功能和组织的血流、参与神经的信

息传递等。iNOS几乎分布于所有组织中, 一般情况

下不表达;在受到外来抗原、细胞因子等各种刺激后

可生成大量 NO,其催化活性及活性持续时间均远超

过 cNOS, 不需钙离子或钙调蛋白参与。在骨折愈合

的不同阶段, 骨痂 NOS 表达和酶活性的种类、水平

是不同的[ 11, 12] ; 在正常骨组织中, NOS 低表达或不

表达,酶活性处于低水平。骨折后不同类型 NOS的

酶活性与时间密切相关, 因此检测血清 NOS 酶活

性,可以更好的了解骨折愈合过程, 为骨折后的治

疗、预后提供一定的评价基础。
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本实验结果显示,对照组骨折后 NOS 酶活性增

强了,主要是早期 cNOS 酶活性增强(骨折后 4 d 达

峰值)和中期 iNOS 酶活性增强 (骨折后 14 d达峰

值) ;而活血化瘀汤主要通过增强中期 cNOS 酶活性

( 14 d达峰值)和持续的提高 iNOS酶活性, 从而使总

的NOS酶活性维持在较高水平。对照组血清骨折

后4 d cNOS 酶活性最高, iNOS 活性最低, 而总的

NOS酶活性骨折后 1 d升高后直到21 d才降到生理

值。早期 cNOS酶活性升高与 iNOS 的降低,这可能

与早期骨折局部血管舒张及生长、局部抑制 iNOS 活

性的细胞因子增多有关。而后期 iNOS 酶活性的增

加可能与骨细胞生长代谢旺盛、机械压力、激素的调

节等有关。由于骨折愈合过程和 NO和 NOS的生物

活性都很复杂, NOS 活性这种随时间变化具体机制

尚不明了。与对照组比较,中药组则持续增强 iNOS

酶活性,同时在骨折 7、14 d增强 cNOS 活性,从而总

的NOS活性较对照组处于更高的水平,这提示活血

化瘀汤对骨折后大鼠血清具有激活 NOS 酶活性的

作用, 且对 NOS同工酶在不同的时间产生不同的影

响。这可能是活血化瘀汤促进骨折愈合的部分机制

之一, 但活血化瘀汤影响 NOS 活性的有效成分、影

响途径等有待进一步研究。
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北京市京华行科贸有限责任公司
生产研制产品报价单

京药管械经营许 20000737号 京医械广备(字)第 200312099号
一、牵引康复设备 ( D)代表全电脑控制

1 JKF 系列多功能脊柱牵引康复床:电脑程控,腰椎、颈椎、全身静止、间歇牵引,侧扳,腰部热疗按摩。

%型 19 800元/台 %A 型: 26 500元/台 %A( D)型: 38 000元/台

IB型: 8 800元/台 IB( D)型: 19 800元/台 IC型: 13 000元/台 IC( D)型: 23 900元/台

2 FYC系列伏卧式多功能腰椎治疗床:屈膝伏卧位牵引、捶击、热疗一体化,颈牵、下肢摇摆。

%型: 9 850元/台 %A 电动型: 13 900元/台 %A( D)型: 29 000元/台

3 JQY 系列多功能颈椎牵引治疗仪:颈牵、电针、热疗一体化。

&型: 5 800元/台 & ( B)型: 12 600元/台 & ( A)型: 8 800元/台 & C家用型: 520元/台

二、RLY- A 系列 BH 型中频热场针灸按摩仪

该系列产品均为电脑程控, &型产品具有人工针灸的各种针法及按摩手法,手法逼真、柔和、深沉,力度等同人工。中频波渗透性强, 可调至

较深层次的穴位及病灶处。%型和∋型增设远红外线热疗、药物离子导入,配有与人体各部位相吻合的药物模具。主治: 风湿病、腰椎间盘突出

症、颈椎病、骨质增生、关节炎、急慢性扭拉伤、偏瘫肢体恢复等。

&型: 6 000元/台 %型: 9 000元/台(双功能型) ( 型: 12 000元/台(双功能智能型)

三、其他设备

1 XN心脑检查治疗仪 %A型 2 960元/台 2 GZ骨质增生药物电泳治疗仪 %A型 3 260元/台

3 FD风湿治疗仪 %A型 2 880元/台 4 DJS胆结石治疗仪 %A型 3 380元/台

邮购办法: ( 1)邮局,银行汇款均可,款到后立即发货。( 2)厂家销售,所售产品保修壹年,长期维修。运费保险费由我方负责。( 3)面向全国

常年办理邮购,欢迎来函来电索取资料。公司地址:北京广安门外大街 305 号八区荣丰嘉园 8号楼 2722 号 邮编: 100055 联系人:徐照

电话: 010- 63275185, 63275186 值班电话: 010- 66031777 手机: 13901040602, 13910097637 银行汇款户名:北京市京华行科贸有限责任公

司开户行:北京建行玉泉路支行 帐号: 6510006032630017010
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