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揖摘要铱 目的院观察活血化瘀中药对激素性股骨头缺血性坏死大鼠转化生长因子 茁员渊栽郧云 茁员冤表达的影响袁进一步

探讨其防治激素性股骨头坏死的作用机制遥 方法院采用清洁级 杂阅 大鼠 源园 只袁随机分为空白组 源 只和模型组 猿远 只袁模
型组每周 圆 次腹腔注射醋酸泼尼松龙 圆源援缘 皂早 辕 噪早袁经 远 周诱导出早期激素性股骨头缺血坏死的模型袁空白组每周 圆 次

腹腔注射同等剂量的生理盐水遥 远 周后处死空白组 源 只和模型组 源 只袁进行光尧电镜观察袁确定造模成功遥 随后将其余

猿圆 只模型组大鼠再随机分为治疗组 员远 只和对照组 员远 只袁分别灌服桃红四物汤和生理盐水袁于灌胃后第 远尧愿 周检测

血清中 栽郧云 茁员 的含量曰检测股骨头局部 栽郧云 茁员皂砸晕粤 的转录及股骨头局部 栽郧云 茁员 的表达遥结果院淤图像分析仪分析院
治疗组股骨头局部 栽郧云 茁员 较对照组表达明显增强袁两组有明显差异渊孕约园援园员冤遥 于血清 栽郧云 茁员 含量检测院治疗组血清

中 栽郧云 茁员 的表达增强袁与对照组相比有明显差异渊孕约园援园员冤遥 盂股骨头局部 栽郧云 茁员 皂砸晕粤 的转录院治疗组在第 远 周时

表达即增强袁在第 愿 周时表达又降低袁而对照组在第 远 周时表达减少袁在第 愿 周时未检测到 栽郧云 茁员 皂砸晕粤 的表达袁两
组有明显差异渊孕约园援园缘袁孕约园援园员冤遥 结论院活血化瘀中药可促进激素性股骨头缺血坏死模鼠股骨头局部 栽郧云 茁员 皂砸晕粤 的

转录水平以及股骨头局部 栽郧云 茁员 的表达袁促进坏死股骨头的修复遥
揖关键词铱 股骨头坏死曰 泼尼松龙曰 转化生长因子 茁曰 活血祛瘀剂
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活血化瘀法被广泛应用于激素性股骨头缺血坏死的治

疗袁 本文采用醋酸泼尼松龙加间断立位制备激素性股骨头缺

血性坏死大鼠模型袁观察桃红四物汤对成模大鼠 栽郧云 茁员 表达

的影响袁进一步阐明活血化瘀法对该病的防治机制遥
员 材料与方法

员援 员 实验动物 清洁级 杂阅 大鼠 源园 只袁雌雄各半袁体重渊圆园园依
圆园冤 早袁由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供袁实验动物

合格证号院杂再载运渊沪冤圆园园猿原园园园猿遥
员援 圆 动物造模与分组 用抽签法随机分组袁分为空白组 源 只

和模型组 猿远 只袁每次实验均精确称重遥 本研究参照贺氏造模

法咱圆暂袁模型组腹腔注射醋酸泼尼松龙 圆源援缘 皂早 辕 噪早袁同时注射青

霉素钠 员源 万 哉 辕只袁每周 圆 次袁连续 远 周遥 空白组腹腔注射等

剂量的生理盐水尧青霉素遥 造模期间正常普通饲料喂养袁饮水

瓶悬吊袁使动物下肢直立饮水遥 远 周后袁空白组和模型组各处

死 源 只袁 进行标本大体形态及光镜尧 透射电镜观察袁 检测造

模结果遥 造模成功后再随机将其余动物分成两组院治疗组

员远 只袁对照组 员远 只遥
员援 猿 给药方法 活血化瘀中药为经典方剂桃红四物汤袁由当

归尧川芎尧赤芍尧桃仁尧红花尧生地等组成遥由福建中医学院附属

第二人民医院制剂中心一次加工完成袁制成水煎剂袁按照人与

大鼠体表面积换算加工成 员 皂造 含生药 园援苑缘 早袁高温封瓶袁源 益保

存备用遥用前 员圆 澡 取出袁室温放置袁按 怨援圆 早 辕 噪早渊即 员圆援猿 皂造 辕 噪早冤灌
胃服用遥 治疗组 员远 只桃红四物汤 员圆援猿 皂造 辕 噪早 辕 凿渊相当于生药

怨援圆 早 辕 噪早 辕 凿冤灌胃袁对照组 员远 只生理盐水 员圆援猿 皂造 辕 噪早 辕 凿 灌胃袁
分别于第 远尧愿 周各抽取 愿 只取材袁检测 栽郧云 茁员 的表达遥
员援 源 实验试剂 反转录试剂盒尧栽砸陨在韵蕴 试剂 渊厦门华美冤曰
栽葬择 酶渊上海博亚冤曰酶联免疫吸附法试剂盒渊天津津盛冤曰栽郧云
茁员尧茁 葬糟贼蚤灶 引物袁韵造蚤早燥 缘援园 软件程序设计袁由 陨灶增蚤贼则燥早藻灶 公司合

成曰即用型快速免疫组化 酝葬曾灾蚤泽蚤燥灶栽酝 试剂渊产品编号院运陨栽原
缘园园源 辕 缘园园缘 辕 缘园园远冤尧 胃蛋白酶 孕藻责泽蚤灶 渊产品编号院阅陨郧原猿园园怨冤
渊福州迈新生物技术开发有限公司冤遥
员援 缘 观察指标与方法

员援 缘援 员 酶联免疫吸附法检测血清 栽郧云 茁员 的表达 取酶标

板袁依照次序对应分别加入 员园园 滋造 的标准品和质控品于空白

微孔中曰分别标记样品编号袁加入 员园园 滋造 样品于空白微孔中曰
每孔加入 缘园 滋造 的酶标记溶液曰圆园 益孵育反应 怨园 皂蚤灶曰洗板机

清洗 缘 次袁每次静立 员缘 泽渊浓缩洗液与医用蒸馏水 员颐圆园 倍稀

释冤曰每孔加入底物 粤尧月 液各 缘园 滋造曰圆园 益孵育反应 员缘 皂蚤灶曰每
孔加入 缘园 滋造 的终止液袁终止反应遥 于波长 源缘园 灶皂 的酶标仪

上读取各孔的 韵阅 值遥 结果于波长 源缘园 灶皂 月栽 半自动生化分

析仪上读取各孔的 韵阅 值遥
员援 缘援 圆 免疫组化法检测股骨头局部 栽郧云 茁员 的表达 石蜡切

片袁常规脱蜡脱水遥蒸馏水冲洗袁孕月杂 浸泡 缘 皂蚤灶遥猿豫匀圆韵圆 去离

子室温孵育 员园 皂蚤灶袁孕月杂 冲洗袁圆 皂蚤灶伊猿 次遥滴加封闭用正常山

羊血清工作液袁室温孵育 员缘 皂蚤灶 后倾去遥滴加 员颐员园园 的一抗工

作液袁源 益过夜遥孕月杂 冲洗袁猿 皂蚤灶伊猿 次遥甩去 孕月杂 液袁滴加生物

素标记山羊抗兔 陨早郧袁室温下孵育 员缘 皂蚤灶遥 孕月杂 冲洗袁猿 皂蚤灶伊
猿 次遥 甩去 孕月杂 液袁滴加辣根酶标记链霉卵蛋白素工作液渊杂原
粤 辕 匀砸孕冤袁室温下孵育 员缘 皂蚤灶遥孕月杂 冲洗袁猿 皂蚤灶伊猿 次遥甩去 孕月杂
液袁加 圆 滴新鲜配置的 阅粤月 显色袁猿 皂蚤灶遥自来水充分冲洗遥判

定标准院光镜下观察袁以棕褐色反应物代表抗原定位遥 栽郧云 茁员
阳性染色袁每张切片随机选取 缘 个高倍视野袁使用 酝燥贼蚤糟 陨皂葬早藻
粤凿增葬灶糟藻凿 猿援圆 软件采集图像袁以阳性染色强度和阳性细胞数百

分比两个方面进行判断遥 采用 陨匀杂 评分法袁方法如下院淤阳性

染色强度院阴性渊园 分冤袁淡染渊员 分冤袁染色清晰渊圆 分冤袁染色强

烈渊猿 分冤遥 于阳性细胞数院臆员园豫渊园 分冤袁臆圆缘豫渊员 分冤袁臆缘园豫
渊圆 分冤袁跃缘园豫渊猿 分冤遥 两项指标相乘分数作为最后判定分数遥
员援 缘援 猿 反转录原聚合酶链反应检测股骨头局部 栽郧云 茁员
皂砸晕粤 转录 渊员冤总 砸晕粤 提取院取股骨头区组织样本 缘园 皂早
于冰上预冷的研钵内袁克氏钳夹碎袁迅速加入 栽则蚤扎燥造 员 皂造 变性

液袁充分匀浆 猿耀源 皂蚤灶 后移入 员援缘 皂蕴耘孕 管内袁室温静置 缘皂蚤灶曰
加入 圆园园 滋造氯仿尧 电震动 圆园 泽袁 室温静置 圆耀猿 皂蚤灶曰员圆 园园园 则 辕
皂蚤灶伊员园 皂蚤灶袁源 益离心袁取上层水相移至新 耘孕管中曰加入 缘园园滋造
已预冷的异丙醇袁颠倒数次袁室温静置 员园 皂蚤灶曰员圆 园园园 则 辕 皂蚤灶伊
员园 皂蚤灶袁源 益离心曰弃上清曰加入 员 皂造 苑缘豫乙醇渊阅耘孕悦 水配置冤
吹打悬起 砸晕粤袁 提取 砸晕粤遥 视沉淀的 砸晕粤 的量用 阅耘孕悦 水

猿园耀愿园 滋造 溶解 砸晕粤曰 核酸蛋白分析仪测定所提 砸晕粤 的浓度

和纯度院取 圆 滋造 稀释 员园园 倍稀释液于专用比色皿中袁核酸蛋

白分析仪上测定浓度袁 含量为 员援缘耀圆援园 滋早 辕 滋造曰韵阅 圆远园 辕 韵阅
圆愿园袁均在 员援愿耀圆援园 之间遥 渊圆冤逆转录院按照 孕则燥皂藻早葬 粤猿缘园园 试剂

盒换算得如下反应体系院员园伊遭怎枣枣藻则 圆 滋造尧圆缘 皂酝酝早糟造圆 源 滋造尧
员园 皂酝凿晕栽孕 圆 滋造尧缘园园 哉 辕 皂造砸葬灶凿燥皂 孕则蚤皂藻则 员 滋造尧源园 怎 辕 皂蕴砸晕粤
蚤灶澡蚤遭蚤贼燥则 园援缘 滋造尧圆缘 哉 辕 皂造粤酝灾 园援远 滋造尧总 砸晕粤 员 滋早袁共计 圆园滋造袁
加样后放入 孕悦砸 扩增仪里反转录袁程序设定为院圆缘 益伊员园皂蚤灶袁
源圆 益伊远园 皂蚤灶袁怨怨 益伊缘 皂蚤灶袁源 益保存遥 反应完即得到逆转录产

物 糟阅晕粤遥 渊猿冤孕悦砸院栽郧云 茁员尧茁 葬糟贼蚤灶 引物设计如下院栽郧云 茁员院上
游 缘忆 悦悦粤悦悦 栽郧悦粤粤 郧粤悦悦粤 栽悦郧粤悦 猿忆袁 下游 缘忆 栽郧悦栽栽
悦悦悦郧粤 粤栽郧栽悦 栽郧粤悦郧 猿忆曰茁 葬糟贼蚤灶院 上游 缘忆 郧粤郧郧悦 粤栽悦悦栽
郧粤悦悦悦 栽郧粤粤郧 猿忆袁下游 缘忆 悦粤栽悦粤 悦粤粤栽郧 悦悦粤郧栽 郧郧栽粤悦郧
猿忆 曰缘园 滋造孕悦砸 体 系 的 组 成 院员园 伊遭怎枣枣藻则 缘 滋造 渊含 镁 离子 冤袁
员园 皂酝凿晕栽孕 员 滋造袁 引物 员 滋造袁栽葬择 酶 园援缘 滋造袁糟阅晕粤 员 滋造袁阅耘孕悦
处理水补至 缘园 滋造袁反应条件院怨源 益灭活逆转录酶 猿 皂蚤灶袁怨源 益
变性 猿园 泽尧缘源 益退火 猿园 泽尧苑圆 益延伸 猿园 泽袁共 猿缘 个循环袁源 益保

存产物遥 渊源冤电泳与成像分析院员援缘豫琼脂糖凝胶的制作院电子

天平称量 园援源 早 琼脂糖至小三角烧瓶内袁加入 圆苑 皂造 员伊栽则蚤泽原乙
酸渊栽粤耘冤电泳缓冲液袁将胶煮沸袁振摇袁并反复加热 猿耀缘 次袁振
摇遥 使琼脂糖充分融化袁冷至稍不烫手袁加入 员援缘 滋造 耘月袁轻轻

震荡混匀袁倒入已安置好梳子的水平微型电泳槽中袁使胶自然

冷却至完全凝固曰慢慢拔出梳子袁以防破坏胶面及加样孔即可

使用曰加样院加 员伊电泳缓冲液没过胶面约 员 皂皂袁将 阅晕粤 样品

同 远伊溴酚兰电泳加样液混合后袁 慢慢将混合物加至凝胶孔

中遥 电泳院愿园 灾袁猿园耀远园 皂蚤灶曰成像系统成像分析院凝胶图像成像

栽郧云 茁员 皂砸晕粤 贼则葬灶泽糟则蚤责贼蚤燥灶袁葬灶凿 责则燥皂燥贼藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 栽郧云 茁员援
运藻赠 憎燥则凿 云藻皂怎则 澡藻葬凿 灶藻糟则燥泽蚤泽曰 孕则藻凿灶蚤泽燥造燥灶藻曰 栽则葬灶泽枣燥则皂蚤灶早 早则燥憎贼澡 枣葬糟贼燥则 遭藻贼葬曰 月造燥燥凿 葬糟贼 泽贼葬泽蚤泽 则藻皂燥增 葬早藻灶贼泽

在澡燥灶早早怎燥 郧怎泽澡葬灶早 辕 悦澡蚤灶葬 允 韵则贼澡燥责 驭 栽则葬怎皂葬袁圆园园怨袁圆圆渊愿冤院缘怨远 缘怨愿 憎憎憎援扎早早泽扎扎援糟燥皂
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系统拍摄成像袁 图形分析系统分析 栽郧云 茁员 和 茁 葬糟贼蚤灶 扩增条

带的吸光面积分值袁计算结果遥 每个样本 栽郧云 茁员 皂砸晕粤 表达

水平均以 栽郧云 茁员 辕 茁 葬糟贼蚤灶 比值表示遥
员援 远 统计学处理 采用 杂孕杂杂 员猿援园 进行数据处理袁数据以x軃依泽
表示袁两组间行独立样本 贼 检验遥 结果以 孕约园援园缘 为差异有统

计学意义遥
圆 结果

圆援 员 股骨头局部 栽郧云 茁员 阳性指数结果 对照组与治疗组比

较阳性指数减少袁表达减弱袁差异有统计学意义渊贼远越源援圆远远袁贼愿越
愿援园圆员袁孕约园援园员冤曰治疗 远 周后袁治疗组股骨头局部 栽郧云 茁员 表达

增强袁且随治疗时间的延长渊治疗 愿 周后冤袁股骨头局部 栽郧云
茁员 阳性指数逐渐增加袁栽郧云 茁员 表达逐渐增强袁 而对照组股骨

头局部 栽郧云 茁员 表达减弱袁且随时间的延长袁股骨头局部 栽郧云
茁员 阳性指数逐渐减小袁栽郧云 茁员 表达逐渐减弱袁 与治疗组趋势

恰好相反袁在同一时期对照组与治疗组比较袁两组差异有统计

学意义渊贼远越源援圆远远袁贼愿越愿援园圆员袁孕约园援园员冤渊见表 员冤遥 注院贼远尧贼愿 分别表

示第 远尧愿 周时统计的 贼 值袁下同遥

圆援 圆 血清 栽郧云 茁员 检测结果 对照组与治疗组比较血清中

栽郧云 茁员 含量减少袁 差异有统计学意义 渊贼远越猿援苑怨圆袁贼愿越缘援远源袁孕约
园援园员冤曰治疗 远 周后袁治疗组血清中 栽郧云 茁员 含量增多袁且随治

疗时间延长渊治疗 愿 周后冤袁血清中 栽郧云 茁员 含量逐渐增加袁而
对照组血清中 栽郧云 茁员 含量减少袁且随时间延长袁血清中 栽郧云
茁员 含量逐渐减小袁与治疗组趋势恰好相反遥 在同一时期对照

组与治疗组比较袁两组差异有统计学意义渊贼远越猿援苑怨圆袁贼愿越缘援远源袁
孕约园援园员冤渊见表 圆冤遥
圆援 猿 股骨头局部 栽郧云 茁员 皂砸晕粤 转录 对照组与治疗组比较

股骨头局部 栽郧云 茁员 皂砸晕粤 转录减弱袁差异显著渊贼远越圆援怨缘愿袁孕约
园援园缘曰贼愿越员园援远远怨袁孕约园援园员冤曰治疗 远 周后袁治疗组股骨头局部 栽郧云
茁员 皂砸晕粤 转录增强袁且随治疗时间的延长渊治疗 愿 周后冤袁股
骨头局部 栽郧云 茁员 皂砸晕粤 转录逐渐增强袁而对照组股骨头局部

栽郧云 茁员 皂砸晕粤 转录减弱袁且随时间的延长袁股骨头局部 栽郧云
茁员 皂砸晕粤 转录逐渐减弱袁与治疗组趋势恰好相反袁在同一时

期对照组与治疗组比较袁两组差异有统计学意义渊贼远越圆援怨缘愿袁孕约
园援园缘曰贼愿越员园援远远怨袁孕约园援园员冤渊见表 圆冤遥
猿 讨论

猿援 员 活血化瘀中药促进 栽郧云 茁员 的表达 栽郧云 茁 是一组具有

多功能性的多肽袁在血小板和骨组织含量最为丰富遥其生物学

作用非常广泛袁可促进各类软组织损伤修复尧促进血管生长曰

参与体内许多炎症反应和组织修复曰参与骨与软骨的形成遥本
研究结果显示通过桃红四物汤治疗后袁 治疗组股骨头缺血性

坏死 杂阅 大鼠血清中 栽郧云 茁员 的含量开始增加袁且随着治疗时

间的延长呈逐渐增加的趋势遥而对照组动物体内 栽郧云 茁员 含量

较低袁且随着时间的延长袁其血清中 栽郧云 茁员 的含量逐渐下降遥
两组动物血清中 栽郧云 茁员 含量的同期比较袁差异有统计学意义

渊孕约园援园员冤遥 免疫组化检测股骨头局部 栽郧云 茁员 的表达袁治疗组

与对照组同期比较阳性指数明显增大袁 且随治疗时间的延长

呈逐渐增大的趋势遥而对照组股骨头局部 栽郧云 茁员 表达趋势与

治疗组恰好相反袁随时间的延长其阳性指数则逐渐减小遥免疫

组化检测结果与血清中 栽郧云 茁员 含量趋势基本一致袁表明桃红

四物汤可以促进激素性股骨头缺血性坏死大鼠股骨头局部

栽郧云 茁员 的表达袁增加动物血清中 栽郧云 茁员 的含量遥
猿援 圆 活血化瘀中药促进 栽郧云 茁员 皂砸晕粤 的转录 短期内大剂

量应用激素造成股骨头区血液供应中断袁局部出现缺血袁致使

骨的活性成份坏死遥 骨缺血坏死后随着机体对坏死区修复的

激活袁修复细胞产生 栽郧云 茁员 的量逐渐增多遥 本研究显示给予

激素性股骨头缺血坏死 杂阅 大鼠桃红四物汤治疗后袁 股骨头

局部 栽郧云 茁员 皂砸晕粤 的转录显著袁且随治疗时间的延长袁转录

水平逐渐增高曰 而对照组 栽郧云 茁员 皂砸晕粤 的转录量显著降低袁
且随时间和延长袁 转录水平逐渐下降袁 两组转录趋势恰好相

反遥 表明桃红四物汤可以促进激素性股骨头缺血坏死大鼠股

骨头局部 栽郧云 茁员 皂砸晕粤 的转录遥 随着治疗时间的延长袁其可

拮抗激素导致的 栽郧云 茁员 皂砸晕粤 转录持续减弱的趋势袁间接地

促进 栽郧云 茁员 皂砸晕粤 的转录袁 具有正向调高 栽郧云 茁员 皂砸晕粤 转

录水平袁同时减缓转录下降速度袁延长局部 栽郧云 茁员 皂砸晕粤 高

转录时间的作用袁 从而促进激素性股骨头缺血坏死大鼠股骨

头局部 栽郧云 茁员 的高表达遥
综合上述研究结果袁 表明活血化瘀中药可促进激素性股

骨头缺血坏死模鼠股骨头局部 栽郧云 茁员 皂砸晕粤 的转录水平以

及股骨头局部 栽郧云 茁员 的表达袁促进坏死股骨头的修复遥
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表 员 股骨头局部 栽郧云 茁员 阳性指数结果 渊x軃依泽冤
栽葬遭援员 栽澡藻 责燥泽蚤贼蚤增藻 藻曾责燥灶藻灶贼 燥枣 栽郧云 茁员蚤灶 枣藻皂燥则葬造 澡藻葬凿

渊x軃依泽冤

注院与同期的治疗组比较袁元孕约园援园员
晕燥贼藻院粤泽 糟燥皂责葬则藻凿 憎蚤贼澡 贼则藻葬贼皂藻灶贼 早则燥怎责 蚤灶 泽葬皂藻 贼蚤皂藻袁元孕约园援园员

组别 病例数 时间渊周冤 视野渊个冤 阳性染色强度伊阳性细胞数

治疗组 愿 远 源园 源援圆园依园援远源
愿 源园 源援远园依园援远愿

对照组 愿 远 源园 圆援猿缘依员援猿猿元

愿 源园 员援远缘依园援远猿元

表 圆 血清栽郧云 茁员检测及股骨头局部栽郧云 茁员 皂砸晕粤表达结

果渊x軃依泽冤
栽葬遭援圆 耘曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 栽郧云 茁员 蚤灶 泽藻则怎皂 葬灶凿 枣藻皂燥则葬造 澡藻葬凿

渊x軃依泽冤

注院与同期的治疗组比较袁元孕约园援园员袁 裕孕约园援园缘
晕燥贼藻院粤泽 糟燥皂责葬则藻凿 憎蚤贼澡 贼则藻葬贼皂藻灶贼 早则燥怎责 蚤灶 泽葬皂藻 贼蚤皂藻袁元孕约园援园员袁 裕孕约园援园缘

组别 病例数 时间渊周冤 血清 栽郧云 茁员渊责早 辕 皂造冤 栽郧云 茁员 皂砸晕粤
治疗组 愿 远 源缘援愿猿依缘援远圆 园援远远依园援圆员

愿 缘员援远远依员园援猿员 园援苑猿依园援员苑
对照组 愿 远 猿远援缘猿依源援缘苑元 园援源圆依园援园怨裕

愿 圆怨援远园依缘援愿怨元 园援员园依园援园源元
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