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� �  摘要!� 目的: 探索中药水蛭、海螵蛸、阿胶、骨碎补在骨折愈合过程中的干预作用,了解它们各自

的调节靶点, 探索建构其基因组学的途径。方法: 通过在大鼠胫骨打孔的方法建立单因素干扰模型,并

将 300只大鼠随机分为正常组、模型组和给药组 (分别用 4种中药给药 ), 每组 50只, 分别在实验的第

4、7、14、21、28天不同时间点采用原位杂交方法对各类 mRNA的变化进行动态观察, 分析骨愈合过程中

∀、#、∃型前胶原 mRNA、转化生长因子 TGF��1mRNA、骨形态发生蛋白 BM P�2mRNA以及血管内皮生

长因子 VEGF�mRNA的表达情况。结果:不同中药对不同基因的作用不同, 作用的时间点不同, 作用强

度也存在差异。其中海螵蛸在骨折早期对 ∀、∃型前胶原 mRNA、VEGF�mRNA、BMP�2mRNA的表达升

高, 后期#、∃型前胶原 mRNA表达水平下降, VEGF�mRNA、TGF��
1
mRNA表达量维持于较高水平;骨碎

补组较模型组在 BMP�2mRNA、TGF��1mRNA、∀型前胶原 mRNA的表达上差异有显著性统计意义;阿胶

对骨愈合早、中期∀、#、∃型前胶原 mRNA和 TGF��
1
mRNA的表达与模型组比较差异存在显著性统计

意义; 水蛭对 VEGF�mRNA的表达具有一定的促进作用。结论:海螵蛸、水蛭对血管形成有促进作用,阿

胶、骨碎补和海螵蛸对骨折软骨形成早期具有促进骨诱导的作用, 并对成骨细胞的增殖及合成活性有较

大影响。
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Influence of Ch inese m ed ic ine on re lated gene expression during bone hea ling� DONG Fu�hui* , J IN

Zong�lian, ZHENG Jun, PEI L ing�p eng, GAO Yun, YANG Shu�qin, CA I J ing�y i. * Ins titute of O rthpaedics and

T rauma to logy, Ch ina A cademy of T rad itional ChineseM edicine S cience, B eijing 100700, China

ABSTRACT� Object ive: The purpose is to revea l the in fluence of Ch inesem ed icine ( Leech, Cuttlebone,

Donkey�hide g lue, Fo rtune%s D rynar ia Rhizome) on fracture hea ling, to exp lo re the Chinesem ed ic ine regu la ting

targ et and to exp lore the w ay for creating the genom ics o f traditiona l Chinesem edicine. M ethods: S ing le fac to r

interfer ing model w as se t up in SD rat, and 300 SD rats w ere d iv ided random ly in to the norm a l group, m ode l

g roup and treated g roup( 4 spec ies Ch inesem ed icine) w ith 50 rats in each group. On 4, 7, 14, 21 and 28 days of

the experim ent, the in�s itu hybrid ization m ethod w as adopted to de tect the change o f pro co llagen mRNA, type

∀、#、∃ , TGF��1mRNA, BM P�2mRNA and VEGF�mRNA. Resu lts: Four Ch inese m edicines had d ifferent

functions action on d iffe rent gene, d iffe rent func tiona l tim e and d iffe rent func tiona l streng th. The resu lts showed

tha t in early stag e o f fracture, Cuttlebone cou ld increase the expression o f preco llagens mRNA type ∀ , ∃ ,

VEGF�mRNA and BMP�2mRNA; a t the later stage, the expression o f preco llagens mRNA type # , ∃ descen�

ded, but the express ion of VEGF�mRNA, TGF��1mRNA kept a high leve.l The rew ere significant different in ex�
pression o f BMP�2mRNA, TGF��1mRNA, preco llag ens mRNA type ∀ betw een treated g roup by Fortune%s D ry�

naria Rhizom e and untreated m ode l group. There we re s ignificant d ifferen t in expression o f preco llag ens mRNA

type∀ , # , ∃ and TGF��1mRNA in ea rly and m idd le stage between trea ted g roup by Donkey�hide g lue and un�

treated m ode l g roup. The Leech can prom ote for expression of VEGF�mRNA. Conc lu sion: Cuttlebone and Leech

have prom otion for ang iopo ies is; Donkey�h ide g lue, Fo rtune%s D rynar ia Rh izom e and Cuttlebone have a
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bone�induction�promo ting effect on ear ly fractu re o f chondr ification and have a grea t in fluence on osteoblasticpro lifera tion and synthesis

activ ity.

� � K ey words� Bone hea ling; � Gene expression; � In situ hybridization; � Drugs, Chinese herba ;l � Anim a l experim ent

� � 骨愈合是一个复杂的过程 ,其在组织水平、细胞水平已得

到了较好地研究与描述。但在分子生物学水平,所知还不多。

中药在骨愈合过程中是否对其相关基因表达存在调节作用,

调节的时空性、水平、强度、机制如何等, 均属未知。为此, 通

过对骨愈合过程中∀ 、#、∃型前胶原 mRNA、转化生长因子

TGF��1mRNA、骨形态发生蛋白 BMP�2mRNA、血管内皮生长

因子 VEGF�mRNA表达的动态观察,揭示水蛭、海螵蛸、阿胶、

骨碎补等 4种中药在此过程中对骨愈合的干预作用,了解它

们的调节靶点, 探索建构其中药基因组学的途径 [ 1]。

1� 材料与方法

1� 1� 动物模型的建立 � 见文献 [ 2]。

1� 2� 药物制备 � 所用药材均购于北京同仁堂北城药材批发

中心, 水蛭、海螵蛸、骨碎补粉碎后过 120目筛,临用时加蒸馏

水制成口服液 ( 28 g� 100 m l- 1生药 ), 阿胶烊化后制成水溶

液。配好的药剂低温保存备用 ,临用时摇匀。

1� 3� 动物分组、给药和取材 � 将大鼠随机分为正常组、模型

组和给药组 (分别用 4种中药给药 ) 6组,每组 50只。模型组

和给药组均按上述模型制作方法打孔。打孔术后第 2天, 给

药组开始灌胃给药, 用药量根据人体常用剂量 ( 15 g�
70 kg- 1 ) ,按人 /鼠表面积比率换算等效计量法计算后, 每次

0� 34 g� 2 m l- 1,每天 2次。模型组及正常组灌服同等容量、

频率的蒸馏水。分别于术后 4、7、14、21、28 d无菌条件下取

胫骨, 处死。共 10批, 每批 30只。所取胫骨为整段, 以圆孔

为中心约 10 mm 长。经生理盐水冲洗后立即置于液氮中暂

存。

1� 4� 切片的制备及原位杂交 � 见文献 [ 2]。

1� 5� 统计学处理 � 使用 SPSS11� 0统计软件分析, 采用 t检

验。

2� 结果
2� 1� 各组不同时间∀ 型前胶原 mRNA的表达 � 见文献 [ 2�

5]。正常组各时间点均无显著性统计意义上的阳性表达, 各

给药组、模型组与正常组在各时间点差异存在显著性统计意

义 ( P < 0� 05)。给药组 4 d时, 低量表达。 7 d时, 表达量上

升, 成骨细胞中均有高表达。14 d时, 达到峰值, 在成骨细胞

中有很高表达。 21 d时,几乎维持于峰值水平,表达于成骨细

胞中。 28 d时,表达量下降 ,表达于骨小梁表面成骨细胞中。

这个过程中给药组与模型组差异存在显著性统计意义 ( P <

0� 05)。
2� 2� 各组不同时间#型前胶原 mRNA的表达 � 见文献 [ 2�

5]。正常组各时间点均无显著性统计意义上的阳性表达, 各

给药组、模型组与正常组在 4、7、14 d时间点差异存在显著性

统计意义 (P < 0� 05)。给药组 4 d时, 中等强度, 表达于软骨

细胞中。 7 d时, 达到峰值,表达于成熟软骨细胞中。 14 d时,

表达强度下降, 但在成骨细胞中有表达。 21 d时, 表达量极

低。 28 d时,几乎探测不到。这个过程中给药组与模型组第

1周差异存在显著性统计意义 ( P < 0�05)。
2� 3� 各组不同时间∃型前胶原 mRNA的表达 � 见文献 [ 2�

5]。正常组各时间点均无显著性统计意义上的阳性表达, 各

给药组、模型组与正常组在 4、7、14 d时间点差异存在显著性

统计意义 ( P < 0�05)。给药组 4 d时, 达到峰值, 见于间充质

细胞、成纤维细胞。7 d时,表达量已明显下降。 14、21 d时表

达量极低。 28 d时,未探测到。这个过程中给药组与模型组

第 1周差异存在显著性统计意义 ( P < 0�05)。

2�4� 各组不同时间 TGF��1mRNA的表达 � 见文献 [ 2�5], 正
常组各时间点均无显著性统计意义上的阳性表达, 各给药组、

模型组与正常组在 4、7、14 d时间点差异存在显著性统计意

义 ( P < 0�05)。给药组 4 d时, 有较高表达,见于间充质细胞、

成纤维细胞及肉芽基质中。 7 d时, 有较高表达, 并见于软骨

细胞中。 14 d时, 达到峰值,在成熟的软骨细胞、成骨细胞中

均有高表达。 21 d时,在新生骨表面成骨细胞中呈高表达, 成

熟骨质区表达量很低。28 d时, 表达量很低。这个过程中给

药组与模型组第 2、3周差异存在显著性统计意义 ( P <

0�05)。
2�5� 各组不同时间 BMP�2mRNA的表达 � 见文献 [ 2�5] , 正

常组各时间点均无显著性统计意义上的阳性表达, 各给药组、

模型组与正常组在 4、7、14、21 d时间点差异存在显著性统计

意义 ( P < 0�05)。给药组 4 d时, 达到较高水平, 主要存在于

间充质细胞。 7 d时,达到峰值, 主要存在于早期的软骨细胞。

14 d时, 主要在早期的成骨细胞中有高表达。 21 d时, 在成骨

细胞中有表达,表达强度已呈下降趋势。 28 d时,水平很低。

这个过程中给药组与模型组在 4 d时差异存在显著性统计意

义 ( P < 0� 05 ), 其余时间点差异均无显著性统计意义 ( P >

0�05)。

2�6� 各组不同时间 VEGF�mRNA的表达 � 见文献 [ 2�5]。正
常组各时间点均无显著性统计意义上的阳性表达, 各给药组、

模型组与正常组在各时间点差异存在显著性统计意义。给药

组 4 d时, 表达见于间充质细胞、成纤维细胞, 表达强度较弱。

7 d时, 达到峰值, 软骨细胞、早期的成骨细胞中有高表达。

14 d时,在血管内皮细胞、成熟及肥大的软骨细胞、成骨细胞

均有较高程度表达。 21 d时,主要在成骨细胞、血管内皮细胞

中有表达。 28 d时,在成骨细胞中仍有表达。给药组与模型

组在 4 d时差异存在显著性统计意义 ( P < 0� 05),其余时间点

均无显著性差异 ( P > 0�05)。
3� 讨论

� � 通过上述实验我们得到如下结论: & 海螵蛸在骨折早期
∃型前胶原 mRNA的表达显著升高, 但达到峰值后 , 其表达

水平迅速下降。推测其在骨折早期可能与骨折炎性期的间充

质细胞、成纤维细胞的增值及功能活跃有关, 通过增加其数

量、促进其合成功能而缩短炎性反应期,加速骨愈合。海螵蛸

对#型前胶原 mRNA的表达量峰值无明显影响,但在骨折中

后期表达量下降明显, 这可能是由于血管数量的增加,导致软

骨性基质吸收的加快。而 BMP�2mRNA早期的表达较高, 表

明海螵蛸在骨折软骨形成早期具有促进骨诱导作用。在本实

验中, TGF��1mRNA表达量早期变化不明显,中后期维持于较
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高水平。推测海螵蛸对成骨细胞的增殖及合成活性有较大影

响, 而对软骨细胞影响不大。海螵蛸有促进骨折愈合作用, 缩

短愈合时间, 促进纤维细胞和成骨细胞增生与骨化。∋ 骨碎

补在骨修复早期, 促进了 BMP�2mRNA的表达, 说明其与间充

质细胞分化有关。但 ∃型前胶原 mRNA表达水平并无明显

改变。而之后 #、∀ 型前胶原 mRNA 表达水平显著上升。

TGF��1mRNA表达水平在软骨形成期及软骨内骨化期亦明显

上升。据此推测, 骨碎补在细胞表型分化过程中有调节作用,

促进了间充质细胞向成骨细胞系及成软骨细胞系分化, 并增

进了其合成活性, 而对成纤维细胞无影响。从这一点上看, 成

软骨细胞、成骨细胞并非源于成纤维细胞的演化, 或者是骨碎

补对细胞表型分化的调节作用主要发生于炎性期后, 同时我

们还注意到, VEGF�mRNA表达量无明显变化,说明骨碎补促

进骨化的机制与血管生成量无关。此外, #型前胶原 mRNA

在达到峰值之后, 迅速下降,表明软骨性基质吸收加快,结合

VEGF�mRNA、∀型前胶原 mRNA、TGF��1mRNA表达量变化

特征, 有理由怀疑骨碎补对破骨细胞的功能有促进作用, 并且

这种作用不是单向的,而是与成骨细胞功能相耦合的。( 阿
胶在骨折早、中期可明显促进 TGF��1mRNA的表达。由于骨

折早期 TGF��1mRNA主要源于血小板, 而骨折炎性期的血小

板主要源于巨核细胞 ,因此推测在骨折早期阿胶可加强巨核

细胞的富集及增强其活性。断端血肿体积的相对减小,有利

于外骨膜的成骨细胞 )爬过∗血肿, 加速外骨痂的形成, 促进

骨愈合。另一方面, TGF��1mRNA又可以在骨折早、中期促进

软骨细胞、成骨细胞的增殖及合成活性, 加快软骨内骨化。本

实验中 ∀、#型前胶原的 mRNA表达量的增加已证明了此

点。∃型前胶原 mRNA峰值的提高, 提示阿胶促进∃型胶原

的合成, 而纤维支架的建构有利于修复细胞侵入血肿。BMP�

2mRNA的表达量在骨折早期无明显变化 ( 4、7 d时 ), 提示阿

胶无促进间充质细胞分化的活性。VEGF�mRNA在骨愈合过

程中无明显改变, 表明阿胶在骨愈合过程中,对血管形成无明

显作用。+水蛭在骨折 4 d时, TGF��1mRNA的表达量低于

模型组, 由于骨折早期 TGF��1mRNA主要源于血小板, 因而

水蛭在骨折早期减小了血小板的凝集; 而∃型前胶原 mRNA

表达量亦相应下降, 这些从一个侧面说明炎症反应程度降低,

血肿量下降。在骨折 14 d时 TGF��1mRNA的表达量开始高

于模型组, 而 VEGF�mRNA始终高于模型组, 说明水蛭在骨折

中、后期促进了血管生成,加速了爬行替代过程, 促进骨愈合。

实验中#型前胶原 mRNA在达到峰值之后, 迅速下降; ∀ 型

前胶原 mRNA表达水平显著上升。∀、#型前胶原的 mRNA

表达量的变化特征支持此点推论。 BMP�2mRNA的表达量在

骨修复期与模型组相比无明显变化, 表明水蛭无促进间充质

细胞分化的作用。水蛭通过在骨折早期降低炎症反应程度,

在骨折中、后期促进了血管生成而加速骨愈合,而骨损伤后的

血肿量减小并不影响骨愈合的速度。
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