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骨折愈合不良是骨折后最常见的并发症! 严重

影响患者的生活质量"

8

#

$ 探究促进骨折愈合的治疗

策略及相关机制具有重要意义$ 妥布霉素临床主要

用于治疗革兰阴性杆菌所致的新生儿脓毒血症%败

血症%中枢神经系统感染%肺部感染等疾病$ 碱性磷

酸酶&

+:<+:)*6 1(0=1(+/+=6

!

>?@

'是骨折修复过程中

的重要生化指标! 其高表达是成骨细胞分化的特异

性标志!是评价骨形成的常用指标"

!

#

$

A3*/

相关转录

妥布霉素激活 B*/ C!DE+/6*)*信号通路上调 >?@

和 AF;G!蛋白表达促进骨折愈合的实验研究

崔宏刚

&郑州市第七人民医院骨三科!河南 郑州
&H"""" I 4+):

(

E(J!"8$"$K8L%ME04

'

!摘要" 目的!探究妥布霉素 "

/0N.+4OE)*

#

2-P

$ 对大鼠股骨骨折愈合的影响% 方法!选取
%!

只
&QL

周龄清洁级

雄性
5R

大鼠&体重
!SSQ!!S J

&分为假手术组 '

>

组$(骨折组 "

P

组$(骨折
T2-P

组 "

'

组$ 和骨折
T2-PTUBAV8

组 "

R

组$&每组
W

只)

P

(

'

(

R

组大鼠经闭合性股骨骨折造模法建立骨折模型*

>

组为假手术组&不做处理*

R

组大鼠于造模前

8 X

腹腔注射
8"" ":

"

W "Y

$

B*/

通路抑制剂 "

UBAV8V6*X0

&

UBAV8

$) 造模
8 X

后&

'

+

R

两组大鼠腹腔注射
8"" ":

'

8"" "Y

,

2-P

#每天
8

次#共
Z X

%造模
Z

周后#拍摄
G

线片观察
P

(

'

(

R

组大鼠的骨折愈合情况*

B6=/6.* VN:0//)*J

法检

测
&

组大鼠碱性磷酸酶-

+:<+:)*6 1(0=1(+/+=6

&

>?@

,&

A3*/

相关转录因子
!

-

A3*/V.6:+/6X /.+*=E.)1/)0* [+E/0. !

&

AF;G!

,

和
B*/

信号通路中
!VE+/6*)*

蛋白的表达%结果!

G

线片结果显示&

'

组与造模初期相比&骨折线消失&骨痂形成和骨折

愈合良好*

P

(

R

两组仍可见少量骨折线& 骨痂形成和骨折愈合不良%

B6=/6.* VN:0//)*J

结果显示&

P

(

'

(

R

组的
>?@

(

AF;G!

(

!VE+/6*)*

蛋白表达均高于
>

组 -

!\S7SH

,*

'

组
>?@

(

AF;G!

(

!VE+/6*)*

蛋白表达水平较
P

(

R

两组升高 -

!\

S7SH

,*应用通路抑制剂
UBAV8

后&

R

组
>?@

(

AF;G!

(

!VE+/6*)*

蛋白与
P

组比较差异无统计学意义 -

!]S7SH

,% 结论!

妥布霉素可以通过激活
B*/ ^!VE+/6*)*

信号通路&上调
>?@

(

AF;G!

蛋白的表达&促进成骨细胞的分化&进而促进骨

折愈合%

!关键词" 妥布霉素* 成骨* 骨折愈合*

B*/ ^!VE+/6*)*

信号通路

中图分类号(

ALW%

!"#

#

8SM8!!SS ^ _M)==*M8SS%VSS%&M!S!8MS$MS8H

开放科学$资源服务%标识码$

"$#%

%#

&'()*+,-./ 0)'+'123 4)*-15)2 62*7./8 (, 50)2857*1./8 290)233.'/3 '4 :;< */= >?@AB 0)'12./3 16)'586 *-1.C*1./8

D/1 E!F-*12/./ 0*16G*, "#$ %&'( ()'(* +,- +,./0 1-2)/34-'3 &5 6/3,&2)-0.78

!

3,- 93, !-&2:-;8 <&82.3): &5 =,-'(>,&?

!

=,-'(>,&? &HSSSS

!

<-')'

!

@,.')

:H$&>:I& "(J2-1.C2

(

20 6`1:0.6 6[[6E/ 0[ /0N.+4OE)*

&

2-P

'

0* (6+:)*J 0[ [640.+: [.+E/3.6= )* .+/=M Y6/(0X=

(

20/+::O %!

4+:6 =1.+J36 X+a:6O

&

5R

'

.+/= a6.6 =6:6E/6X +*X .+*X04:O X)b)X6X )*/0 =(+4 J.031

&

J.031 >

'!

[.+E/3.6 J.031

&

J.031 P

'!

[.+E/3.6 a)/( 2-P J.031

&

J.031 '

'

+*X [.+E/3.6 T 2-P T UBAV8 J.031

&

J.031 R

'!

W .+/= )* 6+E( J.031M ':0=6 [640.+: [.+E/3.6

40X6: )* .+/= a6.6 6=/+N:)=(6X )* J.031 P

!

' +*X R

!

J.031 > a+= =(+4 016.+/)0* a)/(03/ 0/(6.a)=6 1.0E6==M c.031 R a+= )*d

/.+16.)/0*6+: )*_6E/6X 8SS ":

&

W "Y

'

0[ B*/ 1+/(a+O )*()N)/0. UBAV8V6*X0

&

UBAV8

'

N6[0.6 40:X)*J +/ 8 X+OM >/ 8 X+O +[/6.

40:X)*J

!

8SS ":

&

8SS "Y

'

0[ 2-P a+= )*/.+16.)/0*6+::O )*_6E/6X )*/0 J.031 ' +*X R +/ 0*E6 + X+O [0. Z X+O=M >/ Z a66<= +[/6.

40X:)*J

!

[.+E/3.6 (6+:)*J 0[ J.031 P

!

' +*X R a6.6 0N=6.b6X NO G .+O

!

B6=/6.* N:0//)*J a+= +11):)6X /0 X6/6E/ +:<+:)*6 1(0=d

1(+/+=6

&

>?@

'

+*X A3*/ .6:+/6X /.+*=E.)1/)0* [+E/0. !

&

AF;G!

'

+*X !VE+/6*)* 0[ B*/ 1+==a+OM >235713

(

G .+O .6=3:/= =(0a6X

[.+E/3.6 :)*6 X)=+116+.6X

!

E+::3= [0.4+/)0* +*X [.+E/3.6 (6+:)*J a6:: )* J.031 ' E041+.6X a)/( N6J*)*J 0[ 40:X)*J

)

a():6 + :)/d

/:6 [.+E/3.6 :)*6

!

E+::3= [0.4+/)0* +*X [.+E/3.6 4+:3*)0* )* J.031 P +*X X E03:X N6 =66*M B6=/6.* N:0//)*J .6=3:/= =(0a6X >?@

!

AF;G! +*X 6`1.6==)0* 0[ !VE+/6*)* )* J.031 P

!

' +*X R a6.6 ()J(6. /(+* /(+/ 0[ J.031 >

&

!\SMSH

'!

a():6 >?@

!

AF;G! +*X

!VE+/6*)* 6`1.6==)0* )* J.031 ' a+= =)J*)[)E+*/:O ()J(6. /(+* /(+/ 0[ J.031 P +*X R

&

!\SMSH

'

M >[/6. +X4)*)=/.+/)0* 0[ 1+/(a+O

)*()N)/0. UBAV8

!

/(6.6 a6.6 *0 =)J*)[)E+*E6 X)[[6.6*E6 )* >?@

!

AF;G! +*X !VE+/6*)* 1.0/6)* 6`1.6==)0* N6/a66* J.031 R +*X

J.031 P

&

!]SMSH

'

M I'/-753.'/

(

20N.+4OE)* E03:X 1.040/6 0=/60N:+=/ X)[[6.6*/)+/)0* +*X [.+E/3.6 (6+:)*J NO =/)43:+/)*J B*/ ^

!VE+/6*)* =)J*+:)*J 1+/(a+O

!

31 .6J3:+/)*J 6`1.6==)0* 0[ >?@ +*X AF;G!M

KLMD">%$ 20N.+4OE)*

)

-=/60J6*6=)=

)

e.+E/3.6 (6+:)*J

)

B*/ ^!VE+/6*)* =)J*+:)*J 1+/(a+O

·基础研究·
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因子
!

!

<3*/=.6:+/6> /.+*?@.)1/)0* A+@/0. !

"

<B;C!

#是

骨髓间充质干细胞成骨分化所必需的关键因子 $

%

%

&

D*/ E!=@+/6*)*

信号通路在骨折愈合中起着重要作

用 $

&=F

%

"其中
!=@+/6*)*

是该通路中最重要的调节分

子"能与核内转录因子'

:G41(0)> 6*(+*@6. A+@/0. E 2=

@6:: A+@/0.

"

2'H E IJH

( 结合"改变
K;L

结构"启动下

游
<B;C!

等靶基因的转录" 促进成骨细胞分化增

殖&为了提高骨折的治疗效果"许多药物被研究用来

促进骨折愈合" 其中
D*/ E!=@+/6*)*

信号通路相关

药物已受到广泛关注$

F

%

& 本研究拟建立大鼠骨折模

型" 探究妥布霉素对大鼠骨折愈合的影响及其可能

的作用机制" 以期为临床骨折治疗及相关基础研究

提供理论依据&

!

材料与方法

!" !

实验试剂与仪器

戊巴比妥钠 )上海先锋药业有限公司" 批号*

58""M!&

(+妥布霉素 )江苏鹏鹞药业有限公司"国药

准字 *

N%!O!&PM"

(+

D*/

通路抑制剂
QD<=8

)

56::R

6@S

"美国(+裂解缓冲液 )上海碧云天生物技术有限

公司"中国(+

T'L

蛋白检测试剂盒)

U)6.@6

"美国(+

VLUKN

抗体 )

'6:: 5)W*+:)*W 26@(*0:0WG

"美国 (+

!=

@+/6*)*

"

<B;C!

"

LIU

抗体$)艾博抗)上海(贸易有限

公司"中国(%+

C

射线机 )

IC=!OL

型"天津邦盛医疗

设备有限公司"中国(+

& X

培养箱 )

HYI=Y5=8!P

型"

北京福意电器有限公司"中国(,

!" #

实验动物

取
&Z[

周龄清洁级雄性
5K

大鼠
%!

只" 体重

!OOZ!!O W

"购于上海
5IL'

实验动物有限公司"许可

证号*

5'C\

)沪(

!O#M=OOOF

&在室温
!OZ!! ]'

"相对

湿度
FO^Z[O^

"光周期
8! (

的环境下饲养"自由饮

食饮水& 养殖环境定期消毒"保持清洁& 本实验项目

已通过郑州市第七人民医院伦理委员会批准&

!" $

造模方法

参考
'(63*W

等$

[

%方法构建大鼠股骨骨折模型&

适应性喂养
8

周后"依据大鼠体重"给予
%O 4W E SW

"

!^

戊巴比妥钠腹腔注射麻醉"麻醉成功后将大鼠置

于仰卧位"右后肢固定于力学实验机底座"调整钝刀

冲击参数为
8F @4 E ?

" 撞击股骨近端"

C

线证实造模

成功与否&

!" %

分组与干预措施

按照随机数字表法将
5K

大鼠分为
&

组* 假手

术组 )

L

组(-骨折组 !

T

组(-骨折
_2-T

组 !

'

组(

和骨折
_2-T_QD<=8

组 !

K

组("每组
P

只,

L

组为

假手术组" 不予处理+

T

-

'

-

K

组大鼠均接受骨折造

模+其中"

K

组大鼠于造模前
8 >

腹腔注射
8OO ":

!

P "`

(

D*/

通路抑制剂
QD<=8

+ 造模
!& (

后"

'

-

K

组大鼠开始腹腔注射
8OO ":

!

8OO "`

(

2-T

"每天

8

次"共
M >

,

!" &

观察项目与方法

!" &" ! C

线片检查 造模
8 >

后"拍摄大鼠右侧股

骨
C

线片"证实骨折模型的成功建立, 造模
M

周时

处死大鼠"取右侧股骨标本"保留全长股骨"利用
C

射线机进行摄片!

8OO 4L

"

FO S9

"投影距离
$O @4

(,

观察
T

-

'

-

K

组大鼠骨折愈合及骨痂形成情况,

!" &" # LIU

-

<B;C!

及
!=@+/6*)*

表达检测 造模

M

周时"每组取
&

只大鼠"取股骨骨痂组织"粉碎"均

匀混合"加入裂解液进行蛋白提取,使用二辛可宁酸

!

a)@)*@(0*)*)@ +@)>

(法进行蛋白定量"配制上样缓冲

液" 电泳分离蛋白, 随后将蛋白转移到硝酸纤维膜

上"用
8O^

脱脂牛奶封闭
8 (

"加
LIU

!取样比例为

8b8 """

(-

<B;C!

!取样比例为
8c# OOO

(-

!=@+/6*)*

!取样比例为
#c# FOO

("

& ]'

培养箱过夜, 隔夜取出

滴加二抗"室温下孵育
# (

, 洗涤缓冲液洗涤后用显

影液显影"曝光, 采用
D6?/6.*=a:0//)*W

法测定其灰

度值"内参为
VLUKN

,

!" '

统计学处理

采用
5U55 #$7O

进行统计学分析,定量资料采用

均数
d

标准差!!

!

!"

(表示"多组间比较采用单因素方

差分析"组间两两比较采用
I5K=#

法, 以
$eO7OF

为

差异有统计学意义,

#

结果

#" !

影像学结果

造模
8 >

后"

C

线片证实骨折造模成功,

M

周时"

拍摄右侧股骨正位
C

线片" 结果显示"

T

-

'

-

K

组股

骨骨折排列良好"无明显骨折移位,

'

组愈伤组织直

径较大" 两侧愈伤组织密度较高,

T

-

K

组有骨痂形

成"但仍可见骨折线,

'

组骨折愈合较好"骨痂形成

较多"较
T

-

K

两组有显著差异, 见图
8=!

,

#" $ D6?/6.*=a:0//)*W

结果

术后
M

周
D6?/6.*=a:0//)*W

结果显示"

T

-

'

-

K

组

大鼠的
LIU

-

<B;C!

-

!=@+/6*)*

蛋白表达均高于
L

组 !

$eO7OF

(+

'

组
LIU

-

<B;C!

-

!=@+/6*)*

蛋白表达

水平高于
T

-

K

组 !

$eO7OF

(+

K

组
LIU

-

<B;C!

-

!=

@+/6*)*

蛋白的表达与
T

组比较差异无统计学意义

!

$fO7OF

(, 见图
%

"表
#

,

$

讨论

$" !

妥布霉素上调
LIU

-

<B;C!

蛋白表达促进骨

折愈合

妥布霉素是一种具有高抗菌敏感性的抗生素"

研究表明 $

M

%

"使用妥布霉素或者联合其他抗生素一

起使用可以有效预防骨折术后的感染,然而"作为一

种抗菌药物" 妥布霉素能否单独应用以促进骨折愈

P[M

" "
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图
!

骨折造模初期时
<

线表现

"#$%! < .+= 4+*)>6?/+/)0* 0> >.+@/3.6 )* .+/? +/ )*)/)+: ?/+A6

图
&

骨折
B

周时各组
<

线表现
&'% C

组
&(% '

组
&)% D

组

"#$%& < .+= 4+*)>6?/+/)0* 0> 6+@( A.031 +/ B E66F? +>/6. >.+@/3.6

&'% G.031 C &(% G.031 ' &)% G.031 D

图
*

各组
HIJ

!

KL;<!

!

!M@+/6*)*

蛋白免疫印迹结果"

H

组#假手术

组$

C

组#骨折组$

'

组#骨折
N2-C

组$

D

组#骨折
N2-CNOPKM8

组

"#$%* P6?/6.*MQ:0//)*A .6?3:/? 0> HIJ

#

KL;<! +*R !M@+/6*)* )* 6+@(

A.031 A.031 H

#

?(+4 A.031

$

A.031 C

#

>.+@/3.6 A.031

$

A.031 '

%

>.+@/3.6 N

2-C A.031

$

A.031 D

#

>.+@/3.6 N 2-C N OPKM8 A.031

表
!

各组大鼠骨痂组织中蛋白的相对表达水平

+'(%! ,-.'/#0- -123-44#56 57 235/-#6 #6 )'..84 /#448- '956$

-'): $3582

注%

H

组%假手术组$

C

组%骨折组$

'

组%骨折
N2-C

组$

D

组%骨折
N

2-CNOPKM8

组" 与
H

组比较#

+8

!S$7TT

#

+!

!ST7$U

#

+%

!S&7U!

#

+&

!S8&7VV

#

+U

!S

8B7T$

#

+V

!ST7VT

#

+B

!S8878$

#

+T

!S8"7&T

#

+$

!SU7!T

#

"W"7"U

$ 与
C

组比较#

Q8

!S

&7BT

#

Q!

!ST7$U

#

Q%

!S&78B

#

"W"7"U

$

Q&

!S87%8

#

QU

!S87U%

#

QV

!S"7BV

#

"X"7"U

$ 与
'

组比较#

@8

!S%7&B

#

@!

!SB7&8

#

@%

!S%7&"

#

"W"7"U

;0/6

%

G.031 H

%

?(+4 A.031

$

A.031 C

%

>.+@/3.6 A.031

$

A.031 '

%

>.+@/3.6 N

2-C A.031

$

A.031 D

%

>.+@/3.6 N 2-C N OPK M8 A.0317 '041+.6R E)/(

A.031 H

#

+8

! S$7TT

#

+!

! ST7$U

#

+%

! S&7U!

#

+&

! S8&7VV

#
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组别 鼠数
HIJ KL;<! !M@+/6*)*

H

组
& 87""YZ7!" 87""Y"78" 87"%Y"78V

C

组
& %788Y"7%!

+8

!788Y"78T

+!

87T"Y"78&

+%

'

组
& &78%Y"7&&

+&Q8

%7!!Y"78T

+UQ!

!7U8Y"7%%

+VQ%

D

组
& %7%$Y"78B

+BQ&@8

!7%"Y"7!!

+TQU@!

87$%Y"7!T

+$QV@%

#

值
B$7"% 8"B7T !U7U!

"

值
"7"" "7"" "7""

!"

!# !$

合#国内外研究尚少" 本研究单独使用妥布霉素#对

股骨骨折大鼠进行治疗#通过
<

线片发现#造模
B

周

时#

'

组与造模初期相比骨折线明显消失#骨痂形成

和骨折愈合良好#愈伤组织直径较大#两侧愈伤组织

密度较高#其骨折愈合情况明显优于
C

!

D

组#提示

妥布霉素对大鼠骨折后的愈合具有明显的促进作

用#这可能是由于妥布霉素促进了成骨细胞的分化"

为了验证这一猜想# 本研究进一步检测了成骨

分化的特异性标记
HIJ

!

KL;<!

蛋白的表达" 通过

比较
C

!

'

两组的
P6?/6.*MQ:0//)*A

结果发现#妥布霉

素可以明显提高
HIJ

!

KL;<!

蛋白的表达# 提示妥

布霉素促进骨折修复可能是由于其对
HIJ

#

KL;<!

表达的上调#继而促进成骨细胞的分化"

[3

等 &

T

'的研究结果也表明妥布霉素在体外具

有比对照组更好的骨再生效果" 另一项体内研究 &

$

'

亦发现#使用妥布霉素粉末有利于骨融合"妥布霉素

和万古霉素浸渍材料植入兔胫骨模型的比较研究发

现#在成骨评分方面#妥布霉素比万古霉素有更好的

成骨效果&

8"

'

"因此#本研究认为应用妥布霉素能够促

进成骨细胞的分化#进而促进骨折的愈合#在骨科手

术中应用妥布霉素或可促进患者康复# 降低感染和

骨不连的发生率#减少住院时间"

*% & P*/ \!M@+/6*)*

信号通路对
HIJ

!

KL;<!

蛋白

表达的调控

研究表明&

U

#

##M#!

'

#成骨细胞对特定基质的利用受

TVT

" "
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!

90:7%&

!

;07$

到关键激素信号的控制! 其中最重要的是
<*/ =!>

?+/6*)*

信号通路! 其在骨折愈合的不同阶段均发挥

着重要作用!包括软骨细胞增殖分化"软骨内成骨"

骨骺吸收"成形和重建# 本研究结果发现!骨折后大

鼠的
!>?+/6*)*

蛋白表达明显上调$ 众所周知!

!>

?+/6*)*

蛋白的积累是
<*/

信号通路激活的关键触

发因子 %

#%

&

!以上提示骨折可以激活
<*/ =!>?+/6*)*

信号通路$ 而妥布霉素干预后!大鼠的
!>?+/6*)*

蛋

白表达水平进一步升高! 这表明妥布霉素处理可以

增强骨折后
<*/ =!>?+/6*)*

信号通路的激活! 并且

该通路激活时其相应组别大鼠的骨折愈合情况明显

优于对照组 !提示妥布霉素促进骨折愈合是由

<*/ =!>?+/6*)*

信号通路介导的$

此外!本研究还发现当
!>?+/6*)*

蛋白进一步上

调时!

@AB

"

CD;E!

蛋白的表达也随之升高$ 因此!

为进一步建立骨折后应用妥布霉素与
<*/ =!>

?+/6*)*

信号通路激活以及
@AB

"

CD;E!

蛋白表达之

间的潜在因果关系!给予
<*/

通路的选择性抑制剂

F<C>8

!结果显示 !在骨折手术前
!& (

用
8"" ":

'

G "H

(

F<C>8

处理!能有效抑制骨折术后
<*/ =!>

?+/6*)*

信号通路的激活! 而与是否应用妥布霉素无

关$ 更重要的是!随着信号通路的终止激活!成骨分

化特异性标记
@AB

"

CD;E!

蛋白的表达均显著减

弱$ 以上结果表明妥布霉素可通过促进
<*/ =!>

?+/6*)*

信号通路介导的成骨细胞分化进而促进骨折

愈合$

综上所述 ! 妥布霉素可能通过激活
<*/ =!>

?+/6*)*

信号通路上调
@AB

"

CD;E!

表达! 促进成骨

细胞分化!并最终促进骨折愈合$未来将从细胞水平

深入研究! 进一步阐明妥布霉素影响骨折愈合的机

制!为临床骨折的治疗提供新的干预靶点及思路$
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