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� �  摘要!� 目的: 研究中药恒古骨伤愈合剂对兔坏死股骨头内 VEGF基因表达的影响。方法: 成年新西兰大白兔

分为 4组: A组 (空白对照组 ) , B组 (正常兔服用恒古骨伤愈合剂 ), C组 (造模后不喂恒古骨伤愈合剂 ), D组 (造模后

喂恒古骨伤愈合剂 ),每组 24只。以大肠杆菌内毒素 ( LPS) ( 10 �g /kg体重 )间隔 24 h静注 2次加甲基强的松龙

( MPS)肌注 3次制作兔股骨头坏死模型后, B组和 D组用恒古骨伤愈合剂, A组和 C组用等量生理盐水, 按计算出的

药量灌胃, 1次 /2 d。于喂药至第 4、8、12周时取股骨头行免疫组化、原位杂交并提取总 RNA行实时荧光定量 PCR,动

态观察兔股骨头内 VEGF基因表达的变化特点。结果: 喂药至第 4、8周时, 比较 D组与 C组股骨头内 VEGF基因表达

量的差别无统计学意义。喂药至第 12周时, D组与 C组股骨头内 VEGF基因表达量的差别具有统计学意义 (P =

0� 042< 0�05)。B组与 A组比较差别无统计学意义。结论: LPS加 M PS制作的兔股骨头坏死模型中股骨头内 VEGF

基因表达受抑制。中药恒古骨伤愈合剂可促进坏死股骨头内源性 VEGF基因的表达,以用药时间长者效果明显。恒

古骨伤愈合剂对正常兔股骨头内 VEGF基因的表达无影响。
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ABSTRACT� Objective: To study the e ffects of vascu lar endothe lia l g row th factor( VEGF ) gene expressions o f O steok ing in

the treatm ent of fem oral head necrosis( FHN ) .M ethods: Rabb its w ere d iv ided into 4 groups random ly: g roup A ( b lank contro l

g roup), group B ( norm a l rabb it fed w ith O steoking), group C( m ode l g roup w ithout feed ing Osteok ing) , group D ( model group

fed w ith Osteok ing). Therew ere 24 rabb its in each g roup. Rabb itm ode l o f FHN w as estab lished w ith them ethod o f tw ice in tra�
venous injection w ith LPS( 10�g / kg body we ight, at a tim e in terva l o f 24 hou rs) and 3 times in tramuscu lar injection w ith M eth�

y lpredn iso lone ( MPS) ( 20 m g /kg bodyw e ight, at a time interva l of 24 hours). Once every 2 days, the stomach in g roup B and

D w ere irr iga ted w ith Osteoking, wh ileA and C w ith no rma l saline. A fte r the trea tm en t w ith Osteok ing, the changes in VEGF

genes express ions we re com pared w ith each group. A t the 4th, 8th and 12th w eek, 8 rabb its w ere put to death in each g roup.

Then w e took out bo th fem ora l heads, m ake immunohistochem istry, in situ hybrid ization and ex tract to ta lRNA fo r rea l�tim eQ�

PCR. The dynam ic changes o f the VEGF gene expressions we re successfully de tected inside the fem ora l head o f rebb its. R e�
sults: There w ere no sign ificant d ifference in expressions o f the VEGF gene between model g roup w ithout feeding Osteoking and

m ode l group fed w ith Osteok ing a t the 4 th week and 8th w eek(P > 0. 05), bu t therew ere obv ious ly difference at the 12th week

(P = 0� 042). The expressions had no d ifference in b lank con tro l g roup and norm a l rabb it fed w ith Osteoking group at d ifferen t

tim e. Conclusion: TheVEGF gene expressions a re restra ined in LPS andMPS m ode.l O steoking can stimu late the endogenous

VEGF gene expressions o f FHN; and the longer the tim e it has heen used, the better the effect is obv ious. O steoking has no effec t

to the fem oral head VEGF gene expressions for no rma l rabb it.
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� � 恒古骨伤愈合剂是源自云南的国药准字药物, 主要由三

七、人参、红花、杜仲等配制成, 股骨头坏死 ( fem oral head nec�
rosis, FHN )是其治疗适应证之一。为了探索中药恒古骨伤愈
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合剂治疗 FHN的作用机制, 我们通过免疫组化、原位杂交和

实时荧光定量 PCR ( real�time Q�PCR )等技术,研究了恒古骨
伤愈合剂对 FHN修复过程中血管内皮生长因子 ( vascu lar en�

dothe lia l g row th facto r, VEGF )基因表达的影响。

1� 材料和方法

1� 1� 材料
1� 1�1� 药物 � 恒古骨伤愈合剂 (由三七、黄芪、人参、红花、杜

仲、鳖甲、陈皮等配方制成, 每毫升生药含量 0� 36 g ), 规格

25 m l/瓶 (云南克雷斯天然药物制药厂,批号: 20050513)。大

肠杆菌内毒素 ( lipopo lysaccharides from Esche rich ia coli 0111:

B4, L�3012, Pur ified by chrom atogram phy, LPS, SIGMA, USA ),

甲基强的松龙粉针剂 ( M ethy lpredniso lone, MPS, PHARMAC IA

NV /SA,批号: LK0984)。生理盐水 (昆明南疆制药有限公司,

批号: 20050201)。

1� 1�2� 动物 � 健康成年新西兰大白兔 150只, 体质量 2� 5~

3� 5 kg,雌雄不限, 由昆明医学院实验动物中心提供, 实验动
物生产许可证号: SCXK (滇 ) 2005�0008, 实验动物使用许可证

号: SYXK (滇 ) 2005�0004。实验兔均在昆明医学院实验动物
中心饲养用药, 饲养期间给兔颗粒饲料 (由昆明医学院实验

动物中心提供 ),自由饮水, 通风,单笼饲养, 适应性喂养 2周。

1� 1�3� 仪器 � CM2000C型北航医学病理图像分析仪。高速离

心机 ( Eppendo lf Centr ifuge 5804�R, 德国 ), 紫外分光光度计

( Eppendolf B iopho tom eter,德国 ), 电泳槽 ( DYY�∀型,北京市六

一仪器厂 ), Opticon荧光定量 PCR仪 (美国M JResearch公司 )。

1� 1�4� 试剂 � VEGF(MAB�243) SP免疫组织化学试剂盒 (鼠

抗人, 福州迈新公司 )、二甲苯、梯度乙醇、PBS (迈新编号:

PBS�0060)、苏木精。VEGF mRNA寡核苷酸探针杂交试剂盒

(武汉博士德公司,适用种属: 人、大鼠、兔、小鼠组织 )。T r izo l

( Inv itrog en, 美国, 批号: 15596�018 ), DNase# ( RNase F ree,

5 � /� ,l 大连宝生生物工程有限公 司 ), RNase Inhibitor

( 40� /� ,l美国 P rom ega公司 )。 10 ∃ Buffer RT (德国 Q iagen

公司 ) , dNTP ( 5 mM, 德国 Q iagen 公司 ), Qmm i scr ipt RT

( 40� /� ,l德国 Q iagen公司 ), RNase�F ree wa ter(德国 Q iagen

公司 )。SYBR Green Supe rm ix荧光定量染料 (加拿大 B io�Rad
Labo ra tories)。

1� 2� 方法

1� 2�1� 动物分组 � 适应性喂养 2周, 精确称重, 以查随机数

字表法随机分成 4组, 分别为空白对照组 ( A组 ) 24只,正常

兔服用恒古骨伤愈合剂组 ( B组 ) 24只;模型组 ( C组 ,造模后

不喂恒古骨伤愈合剂 ), 加恒古骨伤愈合剂组 ( D组, 造模后

喂恒古骨伤愈合剂 )共 102只。 4组兔体质量和雌雄数经 t检

验差别无统计学意义 (P > 0� 05)。

1� 2�2� 造模 � 参照 Yam anoto等 [ 1]的方法和我们预实验的结

果, 除 A组和 B组外, C组及 D组均先给兔按 10 �g /kg体重

静脉注射 LPS 2次, 注射间隔 24 h, 于第 2次注射 LPS后开

始, 连续 3 d按 20 mg /kg体重间隔 24 h肌肉注射 MPS, 每次

注射前均需称重。至造模 4周末共死亡兔子 49只, 剩余

53只再以查随机数字表法随机抽取 5只经组织学观察证实

均有股骨头坏死。最后剩余 48只兔再以查随机数字表法随

机分为 C组和 D组,每组 24只。

1�2�3� 给药 � 经用人与兔体表面积用药量的换算, 计算出每

只兔子所需恒古骨伤愈合剂的剂量。于造模第 5周开始,

B组和 D组用恒古骨伤愈合剂按算出的剂量灌胃 1次 /2 d。

A组及 D组用算出中药剂量的等量生理盐水灌胃, 1次 /2 d。

造模及给药期间均未给文中所述之外的其他药物。

1�2�4� 取材 � 于给药第 4、8、12周末, 各组各取 8只兔,用大

量空气栓塞法处死后取出双侧股骨头, 一侧置于液氮罐中保

存作 PCR检测用, 另一侧沿冠状面剖开, 分别进行免疫组化

和原位杂交检测。

1�2�5� 免疫组化检测 � 用石蜡切片免疫组织化学 SP法, 按

其规程操作。综合阳性着色深浅和阳性细胞数判定 VEGF表

达强度。

1�2�6� 原位杂交检测 � 按试剂盒说明书的规程操作。综合

阳性着色深浅和阳性细胞数判定 VEGF表达强度。

1�2�7� 实时荧光定量 PCR检测

( 1) 从液氮中取股骨头, 置于无菌的研钵研成粉末状后,

转入离心管, 以 T r izo l试剂加入该管后, 按 T rizo l法的操作规

程提取兔股骨头总 RNA。

( 2) 引物设计及合成: VEGF 上游引物: 5%�GTGGA�

CATCTTCCAGGAGTACC - 3%, 下 游引物: 5%�GATCCGCAT�
GATCTGCATGGTG�3%。 ��actin 上游引 物: 5%�CGCTGGACT�

TCGAGCAGGAG�3%,下游引物: 5%�CAGGAAGGAGGGCTGGAA�
CA�3%。

以上引物均由上海生工生物工程公司合成、纯化。

( 3) 实时荧光定量 PCR: 加入 250 ng /� l的 cDNA模板

2� ,l 10 � l SYBR Green#荧光染料, 上下游引物各 0� 5� ,l双
蒸水 7 � ,l每个反应体系 20� ,l加入定量 PCR仪专用毛细管

内。将毛细管放入 M JResea rch Opticon荧光定量反应仪, 按

如下条件进行 PCR反应: 95 & 变性 4 m in, 58 & 30 s, 72 &

40 s, 76 & 2 s检测荧光,共 40个循环。同时, 做 53~ 95 & 范
围内的溶解曲线。

1�3� 数据的收集及统计学处理� 数据的收集主要由 Qpticon自

带软件完成。通过软件可以计算出所有标准品和样品的起始循

环数 ( CT ), 并且根据标准品 CT值绘制出标准曲线, 再根据

2-   c( t)法,由标准曲线计算出样本的初始拷贝数。使用 SPSS

10�0版统计软件,采用单因素方差分析进行组间数据的比较。

2� 结果
2�1� 免疫组化结果 � 棕褐色反应产物为阳性定位在血管内皮

细胞。A、B两组及其在不同时相点股骨头内 VEGF的表达相

似,均为阳性。C组股骨头内 VEGF的表达在造模后各时点均

为阴性。D组股骨头内 VEGF的表达在服药到第 4、8周时为

阴性;至服药到第 12周时,结果为弱阳性 (图 1- 2)。

2�2� 原位杂交结果 � 与免疫组化结果相似。A组和 B组股

骨头内 VEGF mRNA的表达无差异, 均为阳性。 C组均为阴

性。D组服药到第 4、8周时均为阴性, 到第 12周时结果为弱

阳性 (图 3- 4)。

2�3� 实时荧光定量 PCR结果 � D组在服药后第 4、8周时与

C组比较,两组股骨头内 VEGF mRNA表达量的差别均无统

计学意义 (P > 0�05) ;服药后第 12周时, 差别具有统计学意

义 (P = 0�042< 0�05) (见表 1)。

�758� 中国骨伤 2007年 11月第 20卷第 11期 � Ch in a J Orthop& Traum a, Nov. 2007, V o.l 20, No. 11



图 1� C组第 12周 VEGF的表达阴性 ( SP ∃ 400) � 图 2� D组第 12周 VEGF的表达弱阳性 ( SP ∃ 400) � 图 3� C组第 12周 VEGF mRNA的表达

阴性 ( ∃ 100 ) � 图 4� D组第 12周 VEGF mRNA的表达弱阳性 ( ∃ 200)

F ig. 1� The express ions of the VEGF in group C (m od el group w ithout feed ing Osteok ing ) at the 12 th w eek w ere negative( imm unoh istochem istry, SP ∃

400) F ig. 2� A t th e 12 th w eek th e VEGF w ere sl igh t expression in group D ( m odel group fed w ith Osteok ing) ( imm unoh istochem istry, SP ∃ 400) � F ig. 3

� A t th e 12 th w eek, negat ive exp ress ion of the VEGF mRNA in groupC ( in situ hyb rid ization, ∃ 100 ) � F ig. 4� A t the 12thw eek, s ligh t express ion of the

VEGF mRNA in group D( in situ hybrid izat ion, ∃ 200)

表 1� 造模后服中药组 ( D组 )与模型组 (C组 )VEGFmRNA

表达量 ( n = 8)

Tab. 1� Expression of VEGF mRNA of two groups(C, D )

组别 4周 8周 12周

C组 6�02 ∋ 1�18 7�37 ∋ 0�76 7�44 ∋ 1�00�

D组 5�98 ∋ 0�81 6�86 ∋ 0�91 8�52 ∋ 1�06*

注:与 C组比较, * P = 0�042< 0�05

Note: A s comparedw ith m odel group ( C) , * P < 0�05

3� 讨论

3� 1� VEGF与骨修复密切相关, FHN股骨头内 VEGF表达量

减少 � VEGF可特异地、直接地强烈刺激体内新生血管的生

成 [ 2] , 在骨的形成与修复改建中发挥着极重要的作用。VEGF

的表达受一系列激素、生长因子和细胞因子的调节, 其中缺氧

是最主要的调节因素之一。 Vadasz等 [ 3]采用切断鼠股骨颈

骨膜和圆韧带的股骨头坏死的模型也发现, 股骨头内 VEGF

早期为高表达。但因 FHN病因的复杂性, 我们用低剂量 LPS

( 10�g / kg体重 )加 MPS制作的兔 FHN动物模型进行的研究

证实坏死股骨头中 VEGF的表达低, 组织修复能力下降。 L i

等 [ 4]经体外研究发现, 糖皮质激素 (地塞米松, DEX )可使

VEGF蛋白降低 55%。樊粤光等 [ 5]用 LPS( 50�g /kg体重 )加

M PS的兔 FHN模型研究后发现, 6周时 VEGF mRNA在血管

壁周围的表达较强, 但是随着时间的推移,表达逐渐减弱, 在

10周时表达较低, 14周时又可见稍有修复,但仍然较正常组

低。而我们通过免疫组化、原位杂交等检测结果均显示, 模型

组股骨头内 VEGF的表达在造模后各时点均未见阳性。用实

时荧光定量 PCR检测股骨头内 VEGF mRNA的表达也较正

常组大大降低, 说明 FHN中 VEGF的表达受到显著抑制, 血

管再生极慢使骨修复能力明显下降。

3� 2� 中药恒古骨伤愈合剂对兔 FHN模型中股骨头内 VEGF

的表达有促进作用,用药时间长者表现明显 � 如果能增加内源

性 VEGF在股骨头的表达,则可能形成较多的血管来满足 FHN

修复的需要。已有研究证实中药具有促进血管再生作用 [6]。

樊粤光等 [ 7]采用原位杂交方法发现生脉成骨胶囊能够通过

VEGF的作用来促进血管与骨的新生与改建。刘日光等 [ 8]以

手术方法制作的兔股骨头缺血坏死模型,观察到丹仙康骨胶囊

能促进股骨头缺血坏死修复过程中 VEGF mRNA的表达。这

2种中成药都已应用在临床上治疗股骨头缺血坏死。

实验中我们直接提取出股骨头内 RNA,使 FHN的研究直

接得到了较准确可靠的定量而不仅是定性结果。并通过免疫

组化、原位杂交和实时荧光定量 PCR等技术检测且相互印证

后所得到的结果是相互吻合的, 即在低剂量 LPS( 10�g / kg体

重 )加 MPS制作的兔 FHN动物模型中,股骨头内 VEGF的表

达在造模后各时间均受到明显抑制。恒古骨伤愈合剂可促进

内源性 VEGF在坏死股骨头内的表达,其作用出现较晚,喂药

至第 12周, 表达量才有明显增加。恒古骨伤愈合剂对正常股

骨头内 VEGF的表达无影响。
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