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!摘要" 目的!探讨骨碎补总黄酮对大鼠腱骨愈合的作用及相关分子机制" 方法!选取
;"

只
$

周龄雄性
UV

大鼠

#体重
;$SW!!" ?

$%培养原代跟腱干细胞%取第
%

代跟腱干细胞用于实验& 向大鼠跟腱干细胞中加入不同浓度#

"

'

"9;

'

;

'

;" )? X 38

$骨碎补总黄酮处理%

#Y >

后分别检测
EZ@

'

Q2)L!

'

,&:

'

7JI=

'

@[UT

和
@[YJ X \@;

表达的变化"选取
YS

只

$

周龄的雄性
UV

大鼠(体重
;$SW!!S ?

$行大鼠关节外骨隧道
[

游离肌腱移植造模%术后随机分为实验组和对照组%实

验组灌胃骨碎补总黄酮(

;SS 3?

(

]?

[;

(

>

[;

$%对照组灌胃等量的生理盐水& 分别于术后
%

'

T

周取材进行生物力学检测腱

骨愈合强度%组织学切片观察腱骨愈合情况及新生血管数目&结果!不同浓度的骨碎补总黄酮处理后%

EZ@

染色及活性

指标检测提示
S )? X 38

组(

S9RR^S9;;

$'

S9; )? X 38

组(

S9$<^S9S$

$'

; )? X 38

组(

;9;$^S9;;

$'

;S )? X 38

组(

;9Y$^S9;S

$%各组

比较差异有统计学意义(

!_S9SR

$)体外培养
;Y >

后提取细胞蛋白免疫印迹实验提示%随着骨碎补总黄酮浓度的增加%

31,Q

下游标记蛋白
@[UT

蛋白表达量逐渐增加(

!_S9SR

$%

@[YJ X \@;

蛋白表达量逐渐减少(

!_S9SR

$%成骨相关蛋白

Q2)L!

'

,&:

%

7JI=

表达量逐渐增加(

!_S9SR

$& 生物力学检测显示术后
%

周时%对照组(

S9R;^S9S!

$

: X33

和实验组

(

S9<$^S9SR

$

: X33

力学强度比较差异无统计学意义(

!`S9SR

$%而
T

周时实验组(

;9%T^S9Sa

$

: X33

的力学强度明显高

于对照组(

;9S;^S9S$

$

: X33

(

!_S9SR

$& 组织学结果显示实验组
%

周和
T

周时腱骨界面细胞成熟程度更高%

U'*-0BD

纤

维生长更加密集%间质钙化程度更高%新骨和血管发生明显增多& 结论!骨碎补总黄酮可以通过激活
31,Q

信号通路%

促进肌腱干细胞的成骨分化%在活体可以加快腱骨愈合速度%提高腱骨愈合质量&
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近年来!自体软组织移植物"绳肌等#成为临

床上前交叉韧带重建的理想替代物$ 然而!肌腱
;

骨

愈合时间长和愈合结果差等问题仍未得到良好的解

决!因此!加快骨道内肌腱的腱骨愈合意义重大$ 目

前!常用的腱骨愈合促进物主要包括人工骨%含钙骨

水泥%生长因子%骨形态发生蛋白等!它们均被报道

能有效加快腱骨愈合的速度$然而!这些制剂往往价

格昂贵且来源有限!难以满足临床需求$骨碎补自古

以来就是骨伤科常用药物! 对于促进骨折愈合具有

重要作用$ 骨碎补总黄酮是骨碎补中的重要有效成

分! 大量文献报道骨碎补总黄酮可以促进骨髓间充

质干细胞成骨分化 &

#

'

!对骨折愈合具有重要的促进

作用&

!

'

$ 腱骨愈合中的肌腱同样含有大量的肌腱干

细胞 &

%

'

!在骨碎补总黄酮的刺激下可能对腱骨愈合

起着至关重要的作用$

!

材料与方法

!" !

主要试剂与耗材

<4=4

培养基"

>(?3*

公司(!

!

型胶原酶)

>(?3*

公司(!胎牛血清"

>(?3*

公司(!二甲基亚砜"

<4>,

(

"

>(?3*

公司(!中性蛋白酶"

>(?3*

公司(!抗坏血酸

"

>(?3*

公司(!

";

磷酸甘油"

>(?3*

公司(!地塞米松

"

>(?3*

公司(!青霉素和链霉素双抗混合液"上海碧

云天生物技术研究所(!

"5"!@=<1A

与胰蛋白酶
#B#

混合液"广州威佳科技有限公司(!骨碎补总黄酮"强

骨胶囊("北京岐黄制药有限公司(!

&&C;$

试剂"日

本同仁化学研究所
</D()E/

(! 碱性磷酸酶测定试剂

盒 "南京建成生物工程研究所(!

1FGH/8 F:A

提取液

"

I(JK 1KL')/8/?(KM

公司(!

F2)N!

抗体 "

>*).* &-2H

公

司(!

,&:

抗体 "

>*).* &-2H

公司(!

7=OP

抗体"

>*).*

&-2H

公司(!

>Q

抗体 "

>*).* &-2H

公司(!

R;>Q

抗体

"

>*).* &-2H

公司(!

";*L.()

抗体"

>*).* &-2H

公司($

!" #

大鼠肌腱干细胞的培养与成骨分化

取
$

周龄的雄性
><

大鼠
#S

只"体重
T$"U!!6 ?

(

"购于南方医科大学实验动物中心(! 腹腔麻醉后进

行原代肌腱干细胞分离与培养&

V

'

$ 第
%

代肌腱干细

胞用于以下实验研究$细胞用骨碎补总黄酮*将骨碎

补总黄酮胶囊与基础培养基按
T 3? W 38

的比例进行

溶解稀释!作为储存液体!随后根据浓度需要!进一

步用基础培养基进行稀释$ 成骨诱导培养液配备与

诱导操作*准备含
#S@PX>

的
#;4=4

培养液!随后

在备好的
$;4=4

培养液中添加
YS %4

抗坏血酸!

#S 33/8 ";

磷酸甘油和
#SS )3/8

地塞米松$

!" $

动物模型

选取
$

周龄雄性
><

大鼠
VS

只!体重
#$SU!!S ?

!

购于南方医科大学实验动物中心$ 实验动物均进行

右侧大腿腱骨愈合手术!建立大鼠关节外骨隧道
;

游

离肌腱移植模型&

Y

'

$ 术后将大鼠随机分为实验组)

!Z

!"

(和对照组)

!Z!"

($实验组大鼠进行强骨胶囊灌胃

)用生理盐水溶解强骨胶囊!

T"" 3?

+

[?

;T

+

E

;T

!灌胃

%

周和
Q

周(!对照组大鼠进行等量的生理盐水灌胃

"灌胃
%

周和
Q

周($ 分别于术后
%

%

Q

周处死大鼠进

行取材$

!" %

检测项目与方法

!" %" !

细胞增殖检测 将第
%

代肌腱干细胞按

Y\#6

V

]

个种植于
^Q

孔板!每孔
#66 %8

!于
%_ `

%

Y@

&,

!

的培养箱中培养
!V '

后!分别加入含
S9T

%

T

%

TS

%

TSS )? ] 38

的骨碎补总黄酮的培养基
TSS %8

!对照组

加入等量的
<4>,

!每组设
TS

个平行孔 !共处理

TV E

!每隔
! E

更换
T

次培养基$

TV E

后根据
&&C;$

试剂盒说明书检测各组细胞增殖情况!具体方法*用

RX>

清洗细胞
!

次! 在所需检测的培养孔每孔加入

TSS %8

无血清
<4=4

培养液! 再加入
TS %8

每孔的

&&C$

试剂!

%_ `

!

Y@&,

!

浓度及饱和湿度的培养箱

内孵育
V '

! 随后用酶标仪测定在
VYS )3

处的吸光

度"

,<

值($

!" %" # AIR

染色及活性检测
AIR

染色*取第
%

代

肌腱干细胞按
!\TS

Y

]

个种植于
Q

孔板! 设立
%

个复

孔!加入含不同浓度"

S

%

S9T

%

T

%

TS )? ] 38

(骨碎补总黄

酮的成骨培养基"

<4=4

%

TS@PX>

%青霉素 %链霉 %

YS 23/8 ] I

抗 坏 血 酸 %

S9T %3/8 ] I

地 塞 米 松 %

TS 33/8 ] I%";

磷酸甘油(共培养
TV E

!每隔
! E

换液

T

次$

TV E

后将
Q

孔板中培养基弃去!用
RX>

清洗细

胞
!U%

次! 然后用
^S@

乙醇固定
TS 3()

!

RX>

清洗

!U%

次! 加入
AIR

染色剂
%S 3()

后进行拍照检测$

AIR

活性* 将第
%

代肌腱干细胞按
Y\TS

V

]

个种植于

^Q

孔板 !每孔
TSS %8

!加入含不同浓度 "

S

%

S9T

%

T

%

TS )? ] 38

(骨碎补总黄酮的成骨培养基!于
%_ `

%

Y@

&,

!

的培养箱中培养!设立
TS

个复孔$

TV E

后将

Q

孔板中培养基弃去! 用
RX>

清洗细胞
!U%

次!以

S9! @ 1-(./) a;TSS

裂解液及反复冻融法充分裂解!

裂解液经低温离心机
T! SSS - ] 3()

离心
TS 3()

!取

上清
YS %8

!于酶标仪
Y!S )3

波长处测定
AIR

值$

() KN0K-(3K).*8 ?-/20

!

M'*-0Kb J(cK- ?-/d.' 3/-K EK)M(.b

!

L*8L(J(L*.(/) KN.K). /J 3KMK)L'b3K d*M '(?'

!

*)E )Kd c/)K

!

eKMMK8M

dK-K ()L-K*MKE9 &'()*+,-'(

*

,1P L/28E 0-/3/.K /M.K/?K)(L E(JJK-K).(*.(/) /J .K)E/) M.K3 LK88M .'-/2?' 31,F M(?)*8()? ()

e(.-/

!

*)E M.(328*.K .K)E/);c/)K 'K*8()? () c/)K .2))K8 *)E K)'*)LK L/))KL.(/) f2*8(.b cK.dKK) .K)E/) *)E c/)K9

./012345 <-b)*-(* J/-.2)K(

,

P8*e/)K

,

F*.M

,

AL'(88KM .K)E/)

g'/)??2/ O2 !'*)? ] &'()* + ,-.'/0 1-*23*

!

!6#$

!

%#

)

%

(*

!V$;!Y% ddd9H??MHH9L/3
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表
!

不同浓度骨碎补总黄酮处理下
""#$%

!

&'(

活性及荧光定量
(")

结果!!

!

!"

"

*+,-! &./010/2 34 ""#$%

"

&'( +56 78+5/0/+/019 (") :0/; 60449<95/ .35.95/<+/035 34 3=/93><+./0. /3/+? 4?+1359

!!

!

!"

"

注#

&&;<$

#

69# )= > 38

与
6 )= > 38

组比较$

#?69!$@%

$

$A696B

%

# )= > 38

组与
69# )= > 38

组比较$

#?69!CB

$

$A696B

%

#6 )= > 38

与
# )= > 38

组比较$

#?69#D

$

$A696B

&

EFG

#与
" )= H 38

组比较$

I

#?@9CC6

$

$J696B

%与
69# )= > 38

组比较$

K

#?@9!L@

$

$J"9"B

%与
M )= > 38

组比较$

"

#?N9%$!

$

$J696B

%

O2)P!

#与
6 )= > 38

组比较$

I

#?M%9%B

$

$J696B

%与
69M )= > 38

组比较$

K

#?MC9DM

$

$J696B

%与
M )= > 38

组比较$

"

#?!%9M6

$

$J696B

%

,&:

#与
6 )= > 38

组比较$

I

#?M$9C!

$

$J696B

%

与
69M )= > 38

组比较$

K

#?!C9N@

$

$J696B

%与
M )= > 38

组比较$

"

#?!!9B$

$

$J696B

%

7QRS

#与
6 )= > 38

组比较$

I

#?M69MD

$

$J696B

%与
69M )= > 38

组比较$

K

#?

@96BN

$

$J696B

%与
M )= > 38

组比较$

"

#?N9D!@

$

$J696B

:/.T

#

&&;<$

#

69M )= > 38 =-/20 UT-V2V L )= H 38 =-/20

$

#?L5!$@%

$

$AL5LB

%

# )= H 38 =-/20 UT-V2V L5# )= H 38 =-/20

$

#?L5!CB

$

$AL5LB

%

# )= H 38 =-/20 UT-V2V

#L )= H 38 =-/20

$

#?L5#D

$

$AL5LB5 EFG

#

W/30*-TX Y(.' L )= H 38 =-/20

$

I

#?@5CCL

$

$JL5LB

%

W/30*-TX Y(.' L5# )= H 38

$

K

#?@5!L@

$

$JL5LB

%

W/30*-TX Y(.' #

)= H 38

$

"

#?N5%$!

$

$JL5LB

%

O2)P!

#

W/30*-TX Y(.' L )= H 38

$

I

#?#%5%B

$

$JL5LB

%

W/30*-TX Y(.' L5# )= H 38

$

K

#?#C5D#

$

$JL5LB

%

W/30*-TX Y(.' # )= H 38

$

"

#?

!%5#L

$

$JL5LB

%

,&:

#

W/30*-TX Y(.' L )= H 38

$

I

#?#$5C!

$

$JL5L

%

W/30*-TX Y(.' L5# )= H 38

$

K

#?!C5N@

$

$JL5LB

%

W/30*-TX Y(.' # )= H 38

$

"

#?!!5B$

$

$JL5LB

%

7QRS

#

W/30*-TX Y(.' L )= H 38

$

I

#?#L5#D

$

$JL5LB

%

W/30*-TX Y(.' L5# )= H 38

$

K

#?@5LBN

$

$JL5LB

%

W/30*-TX Y(.' # )= H 38

$

"

#?N5D!@

$

$JL5LB

组别 鼠数
&&;<$ EFG O2)P! ,&: 7QRS

L )= H 38 N #5!%Z69#@ 69BBZ69## #96#Z696B #96!Z696C #96#Z696%

69# )= > 38 N #9!#Z69#C 69$@Z696$

I

#9B!Z69##

I

#9CCZ696N

I

#9CCZ69#%

I

# )= > 38 N #9#DZ69#! #9#$Z69##

K

!9#DZ696D

K

!9!!Z696$

K

#9$!Z69##

K

#6 )= > 38 N #9!6Z696D #9C$Z69#6

"

!9D$Z696N

"

%96$Z696D

"

!9!#Z69#C

"

!- @- A

成骨相关因子的
3O:E

表达检测 取第

%

代肌腱干细胞按
![ML

B

>

个种植于
N

孔板$ 并加入

不同浓度骨碎补总黄酮处理
MC X

& 采用
1-(\/8

试剂

提总
O:E

$采用
E!NL > E!$L

比值来确定总
O:E

的

质量$并用
!]

琼脂糖电泳检测其完整性& 应用随机

引物和反转录酶试剂盒反转录合成
W^:E

第
M

链$

使用
_`aO G-T3(PQP 1*b14 OT*8<.(3T G&O

试剂盒

配制
!L !8 G&O

反应体系$ 采用实时荧光定量
G&O

法检测成骨性基因
O2)P!

'

,&:

及
7QRS

&

!- @- @

成骨相关蛋白及
31,O

信号通路相关蛋白

表达检测 取第
%

代肌腱干细胞按
![ML

B

>

个种植于

N

孔板$并加入不同浓度骨碎补总黄酮处理
MC X

& 然

后进行细胞裂解$提取细胞蛋白& 取含
!L !=

蛋白质

样品$经
M!] _^_<GERQ

分离后$将蛋白质转移至

聚偏氟乙烯!

G7^S

"膜上$

B]

脱脂奶粉室温下摇床

振荡封闭
! '

$然后分别加入一抗$

C c

过夜& 次日加

入二抗$

%@ c

孵育
! '

$

Ga_

洗
%

次$ 用增强化学发

光法检测目的蛋白&

!- @- B

生物力学指数测定 分别于术后
%

'

N

周各

处死
B

只大鼠后$获取胫骨近端移植肌腱复合物$测

量隧道的长度$两端固定标本$以
C9L 33 H V

的速度

施加应力$直至肌腱被拔出或断裂&

!- @- C

组织学检测 术后
%

'

N

周各处死
B

只$取标

本进行固定'脱钙'脱水'石蜡包埋$包埋时注意将骨

隧道与石蜡表面垂直$ 采用连续切片的方法获取隧

道全长不同部位的组织切片$ 切片厚度为
B !3

%常

规苏木精
<

伊红染色观察&

!- B

统计学处理

采用
_G__ #%9L

统计软件进行数据分析$计量数

据采用均数
Z

标准差!!

!

%"

"表示$先行方差齐性检验$

若满足方差齐性$ 则组间多重比较采用
F_^

法% 若

结果方差不齐$ 组间多重比较采用
^2))T..dV 1%

法&

以
&JL5LB

为差异有统计学意义&

D

结果

D- !

细胞增殖检测结果

采用不同浓度的骨碎补总黄酮处理肌腱干细胞

MC X

后$

&&;<$

结果显示
L5M

'

M

'

ML )= H 38

的骨碎补

总黄酮对肌腱干细胞的增殖存活差异无统计学意义

!

'?L5LD$

$

&?L5DN

"& 结果见表
M

&

D- D

成骨相关基因的
3O:E

及蛋白表达结果

在用
L5M

'

M

'

ML )= H 38

的骨碎补总黄酮处理肌腱

干细胞
MC X

后$随着骨碎补总黄酮浓度的增加$

EFG

表达显著增加!

&JL5LB

"%随着骨碎补总黄酮浓度的

增加$成骨因子
O2)P!

'

,&:

及
7QRS

的表达量明显

增加!

&JL5LB

"& 结果见表
!

$图
M

&

D- A 31,O

信号通路相关蛋白检测结果

eTV.T-)<a8/.

结果见图
%

&随着骨碎补总黄酮浓

度的增加$

G_N

蛋白表达量逐渐增加$

G<CQ H aGM

蛋

白表达量逐渐减少&

D- @

生物力学指数结果

分别于术后
%

周和
N

周$ 取材进行生物力学检

测腱骨愈合强度$ 结果显示术后
%

周骨碎补总黄酮

组的腱骨愈合强度与对照组比较差异无统计学意义

!

&AL5LB

$表
!

"%术后
N

周骨碎补总黄酮组的腱骨愈

合强度显著高于对照组!

&JL5LB

$表
!

"&

D- B

组织学检测

fQ

染色结果显示术后
%

周实验组腱骨界面内

新生血管数量明显多于对照组!

&JL9LB

$表
!

"& 术后

!BL

" "
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表
!

对照组与实验组术后
"

!

#

周腱骨愈合强度!新生血管

数量比较!!

!

!"

"

$%&'! ()*+%,-.)/ )0 12/3)/ &)/2 42%5-/6 .1,2/614 %/3

/7*&2, )0 /28 92..25. &21822/ :)/1,)5 6,)7+ %/3

2;+2,-*2/1%5 6,)7+

!!

!

!"

"

组别 鼠数
腱骨愈合强度!

: ; 33

" 新生血管数量!个
; 33

"

%

周
%

周
<

周

实验组
= >9?$@"5"= A5%<@"5"B %$@! ?@C

对照组
= >5=A@>5>! A5>A@>5>$ !A@! A=@%

#

值
D A=9$= B9BA AB9"A =9"<

$

值
E F"9"= G"9"= G"9"= F"9"=

<

周

图
!

不同浓度骨碎补总黄酮处理下
H2)I!

#

,&:

及
7JKL

蛋白免

疫印迹结果

<-6'! MNO.N-) P8/..()Q -NO28.O /R H2)I!

$

,&:

$

*)S 7JKL T(.' S(RRN-N).

S/ON /R /O.N/0-*U.(U ./.*8 R8*V/)N

图
"

不同浓度骨碎补总黄酮处理下
WX<

和
WECJ ; PWA

蛋白免疫印

迹结果

<-6'" MNO.N-) P8/..()Q -NO28.O /R WX< *)S WECJ ; PWAT(.' S(RRN-N). S/ON

/R /O.N/0-*U.(U ./.*8 R8*V/)N

!"

!# !$

%&

图
=

不同浓度骨碎补总黄酮处理的
YZW

染色大体观察
=%'

空白对照组示
YZW

染色

较浅$呈稀疏分布
=&' >9A)Q ; 38

骨碎补总黄酮处理组可见
YZW

染色加深$分布密度增

加
=:' A )Q ; 38

骨碎补总黄酮处理组可见
YZW

染色较深$ 分布密度较大
=3' A> )Q ; 38

骨碎补总黄酮处理组
YZW

染色深$分布密度大

<-6'= YZW O.*()()Q *OO*[ T(.' S(RRN-N). U/)UN).-*.(/) /R /O.N/0-*U.(U ./.*8 R8*V/)N =%' &/)\

.-/8 Q-/20 O'/TNS .'N U/8/- /R YZW TN-N O'*88/T

$

*)S S(O.-(]2.NS O0*-ON8[ =&' >9A)Q ; 38 /O\

.N/0-*U.(U ./.*8 R8*V/)N Q-/20 O'/TNS .'N U/8/- /R YZW TN-N SNN0 *)S SN)O(.[ /R S(O.-(]2.(/) ()\

U-N*ONO =:' A)Q ; 38 /O.N/0-*U.(U ./.*8 R8*V/)N Q-/20 O'/TNS .'N U/8/- /R YZW SNN0 () R2-.'N-

$

*)S SN)O(.[ /R S(O.-(]2.(/) ()U-N*ONS =3' A> )Q ; 38 /O.N/0-*U.(U ./.*8 R8*V/)N Q-/20 O'/TNS

.'N U/8/- /R YZW TN-N SNN0 T(.' ()U-N*ON S(O.-(]2.(/)

<

周两组腱骨界面内血管数量比术后
%

周有所减

少$但差异无统计学意义!

$F>9>=

$表
!

"%

!' #

组织学检测

如图
C

所示$术后
%

周$实验组腱骨界面内有大

量成纤维细胞聚集$细胞排列有序$骨隧道附近有软

骨样细胞出现$并且细胞间质有钙化趋势$隧道壁表

面新骨较多& 对照组腱骨界面内大量成纤维细胞聚

集$细胞混乱无固定排列$骨隧道附近未见软骨样细

胞$间质钙化不明显$隧道壁表面新骨量少% 术后

<

周$实验组的所有腱骨界面均有明显的
X'*-0N[

纤

维连接$ 骨隧道附近软骨样细胞较多$ 基质钙化明

显$腱骨界面内还有片状新骨形成$隧道壁表面新骨

形成多& 对照组腱骨界面有
<

个标本出现
X'*-0N[

!=A

" "
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!"

!# !$

%&

图
!

不同时间点
;<

染色结果!

=!66

"

!"#

对照组
%

周时腱骨界面为疏松结缔组织#成纤维

细胞较少#细胞间质胶原稀少
!$#

实验组
%

周时腱骨界面为结缔组织#成纤维细胞较多#细

胞间质胶原致密
!%#

对照组
>

周腱骨界面为结缔组织# 形成软骨样细胞
!&#

实验组
>

周腱

骨界面为致密结缔组织#形成大量的软骨样细胞

'()#! ;< ?.*()()@ /A .B)C/) D/)B ().B-A*EB DB.FBB) E/).-/8 @-/20 *)C BG0B-(3B). @-/20

!

=!66

"

!"# ;< /A E/).-/8 @-/20 *. % FBBH? *A.B- ?'/FBC ().B-A*EB /A .B)C/) D/)B FB-B 8//?B E/))BE.(IB .(?J

?2B

#

8*-@B )23DB- /A A(D-/D8*?.

#

EB88 E/88*@B) FB-B -*-B !$# ;< /A BG0B-(3B).*8 @-/20 *. % FBBH?

?'/FBC ().B-A*EB /A .B)C/) D/)B FB-B E/))BE.(IB .(??2B

#

8*-@B )23DB- /A A(D-/D8*?.

#

EB88 E/88*@B) FB-B

CB)?(.K !%# ;< /A E/).-/8 @-/20 *. > FBBH? *A.B- ?'/FBC ().B-A*EB /A .B)C/) D/)B FB-B E/))BE.(IB

.(??2B

#

*)C E'/)C-/EK.B A/-3BC !&# ;< /A BG0B-(3B).*8 @-/20 *. > FBBH? *A.B- ?'/FBC ().B-A*EB /A

.B)C/) D/)B FB-B E/))BE.(IB .(??2B F(.' CB)?(.K

#

*)C 8*-@B )23DB- /A E'/)C-/EK.B A/-3BC

纤维#隧道壁附近发现有软骨样细胞#且细胞基质有

钙化趋势#隧道壁表面有少量新骨#但腱骨界面内无

新骨形成$

*

讨论

*+ ,

骨碎补总黄酮对肌腱干细胞成骨的影响

目前# 腱骨愈合过程的具体机制虽尚未得到良

好的阐述#但大量的研究表明#自体肌腱移植物与创

伤周围软组织中存在大量肌腱干细胞# 肌腱干细胞

与间充质干细胞功能十分相似# 肌腱干细胞在创伤

后被炎性反应激活#并向成骨细胞分化%

>

&

#最终在原

位促进腱骨愈合%

L

&

$ 在本研究中#结果显示骨碎补总

黄酮可以明显促进大鼠自体肌腱移植后的腱骨愈

合$ 同时#骨碎补总黄酮作为传统骨伤中药#已被报

道可促进多种干细胞的成骨分化%

#M!

&

$ 综上所述#肌

腱干细胞成骨分化对促进腱骨愈合具有重要的作

用$因此#本文在体外评估了骨碎补总黄酮对肌腱干

细胞成骨分化的影响$而研究结果显示'骨碎补总黄

酮可在体外有效的刺激肌腱干细胞的成骨分化标记

物!

NOP

#

QR:S!

#

,&:

"的表达并提高其成骨分化#

说明骨碎补总黄酮促进大鼠腱骨愈合可能源自其对

肌腱干细胞成骨分化的促进作用$ 本研究结果明确

了肌腱干细胞的成骨分化在腱骨愈合过程中的重要

作用# 提示了促进腱骨愈合的关键点是有效促进肌

腱干细胞的成骨分化$

-# .

骨碎补总黄酮增加腱骨愈合部位血管的形成

血管发生一直以来都被认为是腱骨愈合的重要

基础%

$

&

#因此#有效促进血管形成是腱骨愈合的重要

条件$过往的研究显示#骨碎补总黄酮可提高成骨细

胞
7<TU

和
UTUM!

的表达#促进其成骨区域血管形

成#促进骨折后的骨发生%

#6

&

$而骨发生也被认为是腱

骨愈合的重要生物基础# 因此课题组在体外评估了

骨碎补总黄酮对进肌腱干细胞
7<TU

的表达的影

响# 结果显示骨碎补总黄酮可以促进肌腱干细胞

7<TU

的表达# 提示骨碎补总黄酮在促进肌腱干细

胞成骨分化的同时 # 还可以促进肌腱干细胞的

7<TU

分泌以提高原位的血管发生从而达到促进腱

骨愈合的效应$

然而#尽管在骨碎补总黄酮干预后#实验组大鼠

早期腱骨界面内的血管形成较对照组出现增多#但

在腱骨愈合后期#伴随着腱骨界面组织逐渐成熟#实

验组腱骨界面内的血管数量出现明显降低# 而实验

组大鼠的下降趋势显著快于对照组# 此现象与本研

究的体外结果并不完全一致#笔者认为#这可能是由

于实验组大鼠腱骨愈合过程在骨碎补总黄酮促进下

提前进入了成骨终末钙化期# 而对照组尚处于腱骨

界面的软组织修复期# 仍需要大量血管发生方能完

成成骨发生$

-+ -

激活
31,Q

信号通路促进腱骨愈合

近年来# 虽然针对腱骨愈合过程的研究已大量

发表# 然而其中关键的分子靶点与分子机制并未得

到良好阐述$ 哺乳动物雷帕霉素特异性靶点!

4*3J

3*8(*) 1*-@B. /A Q*0*3KE()

#

31,Q

" 是在哺乳动物中

!V!

" "
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调控能量代谢与蛋白质合成的重要分子复合物!其

对哺乳动物骨发育"骨形成"骨重构以及血管形成的

调控作用已被明确肯定#

;

$

% 局部的骨发生与血管发

生一直以来都被认为是腱骨愈合过程的重要基础!

过往研究证实骨碎补总黄酮可以促进多种干细胞的

成骨分化与各类血管发生因子的表达#

;

$

% 本文体外

实验结果显示&骨碎补总黄酮处理后!肌腱干细胞中

的
31,<

信号通路标记物
=>?@

蛋白出现显著的提

高!并呈现了浓度依赖性%这表明骨碎补总黄酮激活

了肌腱干细胞中的
31,<

信号通路! 从而促进肌腱

干细胞的成骨与成血管!并最终促进腱骨愈合!证实

了
31,<

信号通路对肌腱干细胞的骨与血管发生有

关键的调控作用%因此!课题组拟在下一步研究中深

入探讨
31,<

信号通路调节在肌腱干细胞成骨分化

的分子机制!立足于肌腱干细胞!探索腱骨愈合过程

的潜在分子靶点%

然而!本研究依旧存在一定的不足&'

A

(本研究

结果虽然提示骨碎补总黄酮可能是通过激活肌腱干

细胞中的
31,<

信号通路以促进腱骨愈合! 但由于

肌腱干细胞缺乏明确的分子标记! 无法构建特异的

基因敲除小鼠模型! 因此无法完全明确
31,<

信号

通路在腱骨愈合过程中的调控作用% '

!

(由于腱骨愈

合过程目前机制尚不清楚! 本研究中缺乏其他相关

分子靶点在腱骨愈合过程中的作用% '

%

(强骨胶囊是

中药制剂!成分复杂!除了含有主要成分骨碎补外!

还含有其它多种活性药物! 其含有的某些活性成分

可能会对研究结果产生偏倚%因此!课题组在未来的

研究中将针对以上不足进行更深入的研究%

综上所述! 本研究提示骨碎补总黄酮可能通过

激活
31,<

信号通路促进肌腱干细胞的成骨分化及

7BCD

的表达!并最终促进大鼠的腱骨愈合过程% 鉴

于骨碎补总黄酮有着安全"价格低廉的特点!本研究

可为骨碎补总黄酮的临床推广和应用提供初步的理

论依据%
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