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摘　要　目的：探讨兔激素性股骨头坏死与肝细胞色素 Ｐ４５０３Ａ酶活性的相关性。方法：将１８只 ＳＰＦ级健康新西兰家兔随机分

成３组，即空白对照组、诱导剂组、抑制剂组，每组６只。空白对照组以生理盐水灌胃，诱导剂组肌肉注射苯巴比妥注射液，抑制剂

组以伊曲康唑混悬液灌胃。连续用药３周后，测定血清肝细胞色素Ｐ４５０３Ａ酶活性，并采用肌注甲泼尼龙琥珀酸钠方法造模。继

续用药３周后处死动物，制作并观察病理组织标本，计算股骨头坏死面积和坏死率。结果：①肝细胞色素 Ｐ４５０３Ａ酶活性。空白

对照组用药前后肝细胞色素Ｐ４５０３Ａ酶活性比较，差异无统计学意义（ｔ＝１．８５９，Ｐ＝０．１２２）；诱导剂组用药后肝细胞色素 Ｐ４５０３Ａ

酶活性升高（ｔ＝７．４８２，Ｐ＝０．００２）；抑制剂组用药后肝细胞色素Ｐ４５０３Ａ酶活性降低（ｔ＝５．０６０，Ｐ＝０．００４）。用药前３组肝细胞色

素Ｐ４５０３Ａ酶活性比较，差异无统计学意义（Ｆ＝１．４２８，Ｐ＝０．２５９）；用药后３组肝细胞色素Ｐ４５０３Ａ酶活性比较，差异有统计学意

义（Ｆ＝８．５７７，Ｐ＝０．００１）；两两比较，诱导剂组高于空白对照组和抑制剂组（Ｐ＝０．０１８，Ｐ＝０．００３），抑制剂组低于空白对照组（Ｐ

＝０．０４５）。②股骨头坏死面积。３组家兔股骨头坏死面积比较，差异有统计学意义（Ｆ＝５．２８９，Ｐ＝０．００５）。组间两两比较，诱导

剂组坏死面积小于空白对照组和抑制剂组（Ｐ＝０．０２４，Ｐ＝０．００８），抑制剂组大于空白对照组（Ｐ＝０．０３９）。③股骨头坏死率。３

组家兔股骨头坏死率比较，差异有统计学意义（Ｆ＝４．８３１，Ｐ＝０．００７）。组间两两比较，诱导剂组坏死率小于空白对照组和抑制剂

组（Ｐ＝０．０４５，Ｐ＝０．０１５），抑制剂组大于空白对照组（Ｐ＝０．０３１）。④肝细胞色素 Ｐ４５０３Ａ酶活性与股骨头坏死面积及坏死率的

相关性。肝细胞色素Ｐ４５０３Ａ酶活性与股骨头坏死面积和坏死率均呈负相关（ｒ＝－０．７４０，Ｐ＝０．００１；ｒ＝－０．７５３，Ｐ＝０．００１）。

结论：肝细胞色素Ｐ４５０３Ａ酶在兔激素性股骨头坏死中起重要作用，其活性与兔激素性股骨头坏死的发生呈显著负相关。
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　　随着医学的发展，激素在临床上的应用越来越广

泛，激素性股骨头坏死在国内外的报道也越来越多。

但同样的激素用量，有些患者会发生股骨头坏死，有

些患者则不会。张鹤山等［１］的研究表明，股骨头坏死

的发生可能与激素在体内的蓄积有关。糖皮质激素

在体内代谢的关键酶是细胞色素 Ｐ４５０３Ａ酶（ｃｙｔｏ

ｃｈｒｏｍｅＰ４５０３Ａｅｎｚｙｍｅｓ，ＣＹＰ３Ａ），ＣＹＰ３Ａ的活性范

围较大，低活性的 ＣＹＰ３Ａ可能引起血清中皮质类固

醇清除率下降，导致游离的糖皮质激素水平升高，从

而引起股骨头坏死。为探讨肝ＣＹＰ３Ａ活性在激素性

股骨头坏死发病中的作用，我们于 ２００９年 ９月至

２０１０年３月进行了兔激素性股骨头坏死与肝 ＣＹＰ３Ａ

活性的相关性研究，现总结报告如下。

１　材料和仪器
１．１　实验动物　健康ＳＰＦ级新西兰家兔１８只，雌雄

各半，体质量２．２～３．１ｋｇ，由广东省医学动物实验中

心提供，实验动物合格证号：ＳＣＸＫ（粤）２０１０－００２８。

１．２　实验仪器　ＣＹＰ３Ａ亚酶活性比色法定量检测

试剂盒，美国 ＧｅｎＭｅｄＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃｓ公司提供，批号：１－

４２３５１７－１０；７２２光栅分光光度计，上海嘉标测试仪器

有限公司提供；奥林巴斯 ＢＸ４１病理图像分析系统，

由北京恒荣创科技有限公司提供。

１．３　实验药品　苯巴比妥注射液，每支１００ｍｇ，广东

邦民制药有限公司生产，批号：０９０４１９；伊曲康唑胶囊，

每粒 １００ｍｇ，成都信特药业有限公司生产，批号：

２００９０８０９；注射用甲泼尼龙琥珀酸钠，每支４０ｍｇ，Ｐｆｉｚｅｒ

ＭａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇＢｅｌｇｉｕｍＮＶ公司生产，批号：Ｒ１０６５０。

２　方　法
２．１　分组方法　将１８只家兔按体质量均衡原则随

机分成３组，即空白对照组、诱导剂组、抑制剂组，每

组６只。分笼标准饲料喂养，自由摄食饮水，室温控

制在２３～２５℃，湿度５０％，通风良好。

２．２　肝 ＣＹＰ３Ａ的诱导及造模　适应性喂养１周后

开始实验。空白对照组每天按１０ｍＬ·ｋｇ－１体质量生

理盐水灌胃；诱导剂组按２５ｍｇ·ｋｇ－１体质量每天肌
肉注射苯巴比妥注射液；抑制剂组按５０ｍｇ·ｋｇ－１体
质量隔天以５ｍｇ·ｍＬ－１伊曲康唑混悬液灌胃。每周
称重１次，连续用药３周后参照 Ｙａｍａｍｏｔｏ等［２］的方

法进行股骨头坏死造模，所有家兔均按２０ｍｇ·ｋｇ－１

体质量在左大腿内侧肌肉注射甲泼尼龙琥珀酸钠，注

射后继续常规喂养３周。
２．３　肝ＣＹＰ３Ａ活性测定　实验开始前以及３周后，
家兔禁食不禁水８ｈ，次日凌晨耳缘静脉取血４ｍＬ，用
肝素锂抗凝后立即放入离心机中，以３０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心１０ｍｉｎ，然后小心移取上层黄色液体到新的离心管
中，放入－７０℃冰箱里保存备测。测试开始前，将存放
在－２０℃冰箱中的试剂盒内的反应液和底色液放入冰
槽内融化，缓冲液室温下预热，然后按试剂盒说明书上

的步骤进行检测。先绘制标准曲线，根据标准曲线获

得样品对应甲醛浓度。样品活性＝样品对应甲醛浓度
（μｍｏｌ·Ｌ－１）×１（体系容量，ｍＬ）×样品稀释倍数÷
０．０３５（样品容量，ｍＬ）×１０ｍｉｎ。
２．４　病理组织学检测　实验开始６周后用空气栓塞
法处死家兔，剖取右后侧股骨头，剔除周围软组织，分

组标记后置于１０％福尔马林溶液中固定，然后送至
广东省医学实验动物中心比较医学实验室进行检测。

病理组织标本经取材→固定→修块→流水冲洗→脱
水→透明→浸蜡→石蜡包埋→切片→ＨＥ染色→封片
后制成ＨＥ染色切片。把制作好的ＨＥ染色切片置于
光学显微镜下进行观察，并采用 Ｉｍａｇｅ－ＰｒｏＰｌｕｓ６．０
医学图像分析软件计算股骨头内单位面积坏死率及

坏死面积。

２．５　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件对所得
数据进行统计分析，３组家兔用药前后肝ＣＹＰ３Ａ活性
比较采用ｔ检验，用药前和用药后３组间肝ＣＹＰ３Ａ活
性比较、３组间股骨头坏死面积和坏死率比较采用单
因素方差分析，用药后３组间肝 ＣＹＰ３Ａ活性两两比
较、３组间股骨头坏死率两两比较采用 Ｔａｍｈａｎｅ’ｓＴ２
检验，３组间股骨头坏死面积两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ
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检验，检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　实验动物死亡情况　在实验开始后３周内抑制
剂组因灌胃操作不当死亡１只；造模后空白对照组死
亡２只、诱导剂组、抑制剂组各死亡１只。
３．２　肝ＣＹＰ３Ａ活性　空白对照组用药前后肝ＣＹＰ３Ａ
活性比较，差异无统计学意义（ｔ＝１．８５９，Ｐ＝０．１２２）；诱
导剂组用药后肝 ＣＹＰ３Ａ活性升高（ｔ＝７．４８２，Ｐ＝
０．００２）；抑制剂组用药后肝 ＣＹＰ３Ａ活性降低（ｔ＝
５．０６０，Ｐ＝０．００４）。用药前３组肝ＣＹＰ３Ａ活性比较，
差异无统计学意义（Ｆ＝１．４２８，Ｐ＝０．２５９）。用药后３
组肝ＣＹＰ３Ａ活性比较，差异有统计学意义（Ｆ＝８．５７７，
Ｐ＝０．００１），两两比较：诱导剂组高于空白对照组和抑
制剂组（Ｐ＝０．０１８，Ｐ＝０．００３），抑制剂组低于空白对照
组（Ｐ＝０．０４５）。（表１）

表１　３组家兔用药前和用药３周后肝ＣＹＰ３Ａ

活性比较　ｎｍｏｌ·ｍｇ－１·ｍｉｎ－１

组别 用药前 用药３周后 ｔ值 Ｐ值
空白对照组 １２６．４７±３０．４３１６９．１６±３３．７０１．８５９０．１２２
诱导剂组 １０９．０２±２３．８０３５１．１０±１１６．３８７．４８２０．００２
抑制剂组 １１９．５５±２７．４３ ６７．２８±１４．２０ ５．０６００．００４
Ｆ值
Ｐ值

１．４２８ ８．５７７
０．２５９ ０．００１

３．３　病理组织学检测结果
３．３．１　光镜观察结果　空白对照组镜下见骨髓坏
死，骨髓腔内脂肪细胞增多、增大，脂肪细胞相互融

合，造血细胞减少，部分造血细胞核碎裂、核溶解［图

１（１）］，部分骨细胞陷窝空虚，局灶骨小梁连续性中
断，部分骨小梁出现坏死［图１（２）］。诱导剂组镜下
见骨髓坏死，髓腔内脂肪细胞增多、增大，部分脂肪细

胞核消失，细胞边界不清或融合，腔内造血细胞减少，

部分造血细胞核碎裂、核溶解，其中１例见骨小梁坏
死［图２（１）］，其余４例均未见骨小梁出现连续性中
断及骨小梁坏死［图２（２）］。抑制剂组镜下见骨髓坏
死，骨髓腔内脂肪细胞增多、增大，脂肪细胞相互融合，

腔内造血细胞减少，部分造血细胞核碎裂、核溶解，部

分骨小梁出现坏死，局灶骨小梁连续性中断（图３）。
３．３．２　股骨头坏死面积及坏死率　①３组家兔股骨
头坏死面积比较，差异有统计学意义（Ｆ＝５．２８９，Ｐ＝
０．００５），组间两两比较：诱导剂组坏死面积小于空白对
照组和抑制剂组（Ｐ＝０．０２４，Ｐ＝０．００８），抑制剂组大于
空白对照组（Ｐ＝０．０３９）。②３组家兔股骨头坏死率比

较，差异有统计学意义（Ｆ＝４．８３１，Ｐ＝０．００７），组间两
两比较：诱导剂组坏死率小于空白对照组和抑制剂组

（Ｐ＝０．０４５，Ｐ＝０．０１５），抑制剂组大于空白对照组（Ｐ
＝０．０３１）。（表２）

图１　空白对照组家兔股骨头组织病理学观察（ＨＥ染色　×１００）

（１）镜下脂肪细胞增多　（２）镜下骨小梁连续性中断

图２　诱导剂组家兔股骨头组织病理学观察（ＨＥ染色　×１００）

（１）镜下见脂肪细胞增多　（２）镜下未见骨小梁断裂

图３　抑制剂组家兔股骨头组织病学观察（ＨＥ染色　×１００）

表２　３组家兔股骨头坏死面积、坏死率比较

组别 坏死面积（ｍｍ２） 坏死率（％）
空白对照组 ０．４８±０．３３ ８．７６±５．８９
诱导剂组 ０．１７±０．３８ ３．０３±６．７８
抑制剂组 ０．７１±０．１２ １３．４０±４．１５
Ｆ值
Ｐ值

５．２８９ ４．８３１
０．００５ ０．００７

３．４　肝 ＣＹＰ３Ａ活性与股骨头坏死面积及坏死率的
相关性　肝ＣＹＰ３Ａ活性与股骨头坏死面积和坏死率
均呈负相关（ｒ＝－０．７４０，Ｐ＝０．００１；ｒ＝－０．７５３，Ｐ＝
０．００１）。

４　讨　论
ＣＹＰ３Ａ在外源性物质尤其是药物代谢中起重要

作用。它参与了临床中约 ６０％的药物的代谢，如尼
菲地平、环孢菌素、咪哒唑仑等。ＣＹＰ３Ａ也可催化许
多内源性物质的代谢，如睾丸酮及可的松的６－β－
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羟化代谢。ＣＹＰ３Ａ的基因表达存在明显的个体差
异，其活性影响患者对许多常用药物的治疗效果、毒

性反应及对于因环境污染物致病的危险性。另外，

ＣＹＰ３Ａ酶的活性还与多种肿瘤性疾病的发生密切相
关［３］。临床中激素性股骨头坏死的发生存在明显个

体差异，在中国人群中尚未开展药物代谢酶活性与激

素性股骨头坏死的相关性研究，本实验对肝 ＣＹＰ３Ａ
与兔激素性股骨头坏死的相关性进行了初步研究。

分析本实验的结果：①肝ＣＹＰ３Ａ活性。用药前，
各组肝ＣＹＰ３Ａ活性比较，差异无统计学意义；用药后
诱导剂组肝ＣＹＰ３Ａ活性升高，抑制剂组降低，且诱导
剂组高于空白对照组和抑制剂组，抑制剂组低于空白

对照组。②股骨头坏死面积和坏死率。诱导剂组股
骨头坏死面积和坏死率小于空白对照组及抑制剂组，

抑制剂组大于空白对照组。③肝ＣＹＰ３Ａ活性与股骨
头坏死面积及坏死率的相关性。肝ＣＹＰ３Ａ活性与股
骨头坏死面积和坏死率均呈负相关。这表明肝

ＣＹＰ３Ａ活性可以被相关药物诱导，肝 ＣＹＰ３Ａ活性越
高股骨头坏死率越低、坏死面积越小。结合该酶的作

用，我们推测可能是由于肝ＣＹＰ３Ａ高活性，对外源性

糖皮质激素的清除作用增强，使糖皮质激素在股骨头

局部的蓄积时间缩短、浓度降低，从而降低了激素应

用后引起股骨头坏死的发生率。该结论与日本学者

Ｍａｓａｄａ等［４］的研究结果相似。

根据这些结果，我们初步认为肝 ＣＹＰ３Ａ在兔激
素性股骨头坏死中起重要作用，其活性与兔激素性股

骨头坏死的发生呈显著负相关。
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（上接第５页）照组平均光密度小于膝骨痹康胶囊低剂

量组和中剂量组，抗骨质增生胶囊组平均光密度小于

膝骨痹康胶囊中剂量组，膝骨痹康胶囊中剂量组平均

光密度大于高剂量组，其余各组比较，差异均无统计

学意义。表明膝骨痹康胶囊能上调ＫＯＡ大鼠关节软
骨ＴＧＦ－β１的表达，中剂量膝骨痹康胶囊作用最强。
结合以上几点，我们认为中剂量膝骨痹康胶囊能有效

下调ＫＯＡ大鼠关节软骨 ＴＮＦ－α的表达，同时上调
ＴＧＦ－β１的表达，疗效优于抗骨质增生胶囊。

因此我们认为，膝骨痹康胶囊可能是通过下调

ＫＯＡ患者 ＴＮＦ－α的表达，同时上调 ＴＧＦ－β１的表
达来发挥治疗作用的。但膝骨痹康胶囊是多种成分

的混合体，有效成分众多，其治疗机制非常复杂。对

ＴＮＦ－α和ＴＧＦ－β１的影响可能只是其治疗作用的
一个方面，其更详细的作用机制还需进一步深入

研究。
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