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摘　要　目的：研究中药接骨方在骨折愈合过程中对骨粘连蛋白信使核糖核酸表达的影响，探讨中药接骨方促进骨折愈合的作用

机制。方法：将４０只２月龄清洁级雌性ＳＤ大鼠制成右股骨中段骨折模型，并行髓内固定。造模成功后将４０只大鼠分为治疗组

和对照组，每组２０只。自造模后第１天开始，治疗组以接骨方药液按１０．４ｍＬ·ｋｇ－１体质量灌胃，对照组以等体积生理盐水灌胃。

造模后第１４天和第２８天分别从２组各取１０只大鼠处死，取出骨痂组织。将每个标本的骨痂组织按需要分成２份，１份迅速冰冻

切片进行原位杂交处理，测定骨粘连蛋白信使核糖核酸表达情况；另１份制成石蜡切片，染色后观察切片中成骨细胞、破骨细胞、

成软骨细胞的情况。结果：①细胞学观察。造模后第１４天，治疗组和对照组均可见较多骨痂形成。治疗组骨痂组织中有大量新

生骨小梁和软骨组织，并连接成片，其间成骨细胞、成软骨细胞较为活跃，有少量破骨细胞；对照组纤维组织增生活跃，有大量成骨

细胞形成，并见有一定的软骨组织。治疗组成骨细胞及破骨细胞数量多于对照组（ｔ＝６．５２０，Ｐ＝０．０００；ｔ＝３．６７０，Ｐ＝０．００２），但

成软骨细胞数量少于对照组（ｔ＝１２．４９０，Ｐ＝０．０００）。造模后第２８天，治疗组骨痂组织中骨小梁数量较多，粗细均匀，排列方向一

致，相互连接，折光性强。可见由成骨细胞转化而成并被钙化骨基质包埋的骨细胞，细胞形态正常，有骨小管与基质相连。大量排

列较为整齐的成骨细胞和骨细胞出现，破骨细胞数量较少。对照组骨痂中骨小梁排列紊乱，折光强弱不一，并可见小吸收腔，骨折

处可见较多纤维细胞、成软骨细胞、成骨细胞和破骨细胞。治疗组成骨细胞、成软骨细胞及破骨细胞数量均少于对照组（ｔ＝

６．６４０，Ｐ＝０．０００；ｔ＝９．９４０，Ｐ＝０．０００；ｔ＝８．３３０，Ｐ＝０．０００）。②骨粘连蛋白信使核糖核酸表达情况。造模后第１４天，治疗组大鼠

骨痂骨粘连蛋白信使核糖核酸的表达水平高于对照组（ｔ＝６．７００，Ｐ＝０．０００）；造模后第２８天，２组大鼠骨痂组织骨粘连蛋白信使

核糖核酸表达水平比较，差异无统计学意义（ｔ＝１．８３０，Ｐ＝０．０８４）。治疗组造模后第２８天骨粘连蛋白信使核糖核酸的表达水平

低于造模后第１４天（ｔ＝４．３３０，Ｐ＝０．０００）；对照组造模后第２８天骨粘连蛋白信使核糖核酸的表达水平高于造模后第１４天（ｔ＝

４．７７０，Ｐ＝０．０００）。结论：中药接骨方通过提高骨粘连蛋白信使核糖核酸的表达水平，使软骨修复提早进入骨化及塑形期，从而

加速骨折愈合。
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ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎｂｏｎｙｃａｌｌｕｓｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ（ｔ＝１．８３０，Ｐ＝０．０８４）．ＯＮｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅ２８ｔｈｄａｙａｆｔｅｒｍｏｌｄｉｎｇｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｎｔｈｅ１４ｔｈｄａｙａｆｔｅｒｍｏｌｄｉｎｇ（ｔ＝４．３３０，Ｐ＝０．０００）．ＯＮｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ

ｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅ２８ｔｈｄａｙａｆｔｅｒｍｏｌｄｉｎｇｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｎｔｈｅ１４ｔｈｄａｙａｆｔｅｒｍｏｌｄｉｎｇ（ｔ＝４．７７０，Ｐ＝０．０００）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：

ＪＩＥＧＵＤＥＣＯＣＴＩＯＮｃａｎｒａｉｓｅＯＮｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ．Ａｓａｒｅｓｕｌｔ，ｃａｒｔｉｌａｇｅｒｅｐａｉｒｃａｎｅｎｔｅｒｉｎｔｏｏｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｐｅｒｉｏｄ

ｅａｒｌｉｅｒａｎｄｔｈｅｆｒａｃｔｕｒｅｈｅａｌｉｎｇｉｓｐｒｏｍｏｔｅｄ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｆｒａｃｔｕｒｅｈｅａｌｉｎｇ；Ｏｓｔｅｏｎｅｃｔｉｎ；ＪＩＥＧＵＤＥＣＯＣＴＩＯＮ；Ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ；ＲＮＡ，ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ；Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　骨粘连蛋白（ｏｓｔｅｏｎｅｃｔｉｎ，ＯＮ）是骨基质中含量较

多的非胶原性基质蛋白，在启动矿化过程和促使矿物

质在胶原成分上沉积中有重要作用［１］。笔者通过动

物实验对接骨方在骨愈合过程中对 ＯＮ信使核糖核

酸（ｍｅｓｓｅｎｇｅｒｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ｍＲＮＡ）表达的影响进

行了观察，现总结报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　２月龄清洁级雌性 ＳＤ大鼠４０只，

体质量２５０ｇ左右，由广州中医药大学实验动物中心

提供，实验动物合格证号：０００９１８０。

１．２　实验药物　接骨方由当归２０ｇ、赤芍２０ｇ、甘草

１０ｇ、土鳖虫１０ｇ、自然铜２０ｇ、接骨木２０ｇ、骨碎补

３０ｇ、续断２０ｇ、血竭末５ｇ等１１味中药组成。先将

除血竭外的其他药物在５００ｍＬ冷水中浸泡３０ｍｉｎ，

以武火煮沸后再以文火煎煮３０ｍｉｎ。取汁后再加水

３００ｍＬ，用武火煮沸后再以文火煎煮３０ｍｉｎ后取汁。

最后将２次所取药液混合后以文火煎煮至１００ｍＬ，冷

却至室温后，加入血竭末，搅匀备用。

１．３　实验仪器　自制骨折产生器；德国 ＬｅｉｃａＥＭ

ＦＣ７ＵＣ７冷冻超薄切片机；德国 Ｓｉｇｍａ小型台式冷冻

离心机；真空离心干燥器；上海复日科技有限公司

ＦＲ－２０００型计算机图像分析系统。

２　方　法
２．１　造模　用１０％水合氯醛按３．３ｍＬ·ｋｇ－１体质

量腹腔注射对大鼠进行麻醉［２］。麻醉起效后大鼠右

后肢备皮，消毒，铺洞巾。沿着髌骨内侧切口进入关

节囊，缓慢弯曲膝关节，用手术钳移动髌骨，在膝关节

伸直位将髌骨翻向外侧。用手钻将直径０．８ｍｍ克氏
针通过髁间插入髓腔，直到大转子下，剪断多余部分，

残端埋在膝关节软骨下，缝合切口。然后将大鼠置于

骨折产生器上，通过调节器使大鼠仰卧，右后股骨处

于外展外旋位。根据大鼠体质量调整骨折产生器产

生的冲击力，在大鼠右后股骨干中段造成横断骨折。

造模后肌注青霉素８万单位，每天１次，连续３ｄ。
２．２　分组及药物干预　造模成功后将４０只大鼠随
机分为治疗组和对照组，每组２０只。按组别分笼饲
养，自由活动及进食。自造模后第１天开始，治疗组
以接骨方药液按１０．４ｍＬ·ｋｇ－１体质量灌胃，对照组
以等体积生理盐水灌胃。

２．３　标本制作及效应指标观察　造模后第１４天和
第２８天分别从２组各取１０只大鼠，断颈处死后置于
７５％酒精中浸泡消毒。浸泡１５ｍｉｎ后取出置于无菌
手术操作台上，依次切开皮肤、皮下组织，分离肌肉，

暴露股骨干（上至转子下，下至内外髁水平）。无菌操

作下迅速取出骨痂组织并用生理盐水冲洗，做好分组

标记后迅速放入液氮中保存。然后将每个标本的骨

痂组织按需要分成２份，１份迅速冰冻切片进行原位
杂交处理，测定ＯＮｍＲＮＡ表达情况；另１份制成石蜡
切片，染色后观察切片中成骨细胞、破骨细胞、成软骨
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细胞的情况。

２．３．１　细胞学观察　采用王炳南等［３－４］的方法将部

分骨痂组织制成石蜡切片，部分切片用 ＨＥ染色后观
察成骨细胞和成软骨细胞并计数，部分切片进行甲苯

胺蓝染色后观察破骨细胞并计数。

２．３．２　ＯＮｍＲＮＡ表达情况　将另一部分骨痂组织
冰冻切片后进行原位杂交处理［４－６］。再将原位杂交

的每张切片分为９格区，选取每格区中心高倍视野，
将光镜下的图像直接输入ＩＭＳ细胞图像自动分析仪，
定量测定阳性染色区的平均灰度值。

２．４　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件对所得
数据进行统计分析，２组大鼠骨痂组织中成骨细胞、
破骨细胞、成软骨细胞数量及 ＯＮｍＲＮＡ表达情况的
比较均采用ｔ检验，检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　细胞学观察　造模后第１４天，治疗组和对照组

均可见较多骨痂形成。治疗组骨痂组织中有大量新

生骨小梁和软骨组织，并连接成片，其间成骨细胞、成

软骨细胞较为活跃，有少量破骨细胞［图１（１）］；对照
组纤维组织增生活跃，有大量成骨细胞形成，并见有

一定的软骨组织［图１（３）］。治疗组成骨细胞及破骨
细胞数量多于对照组，但成软骨细胞数量少于对照组

（表１）。造模后第２８天，治疗组骨痂组织中骨小梁
数量较多，粗细均匀，排列方向一致，相互连接，折光

性强；可见由成骨细胞转化而成并被钙化骨基质包埋

的骨细胞，细胞形态正常，有骨小管与基质相连；大量

排列较为整齐的成骨细胞和骨细胞出现，破骨细胞数

量较少［图１（２）］。对照组骨痂中骨小梁排列紊乱，折
光强弱不一，并可见小吸收腔，骨折处可见较多纤维细

胞、成软骨细胞、成骨细胞和破骨细胞［图１（４）］。治
疗组成骨细胞、成软骨细胞及破骨细胞数量均少于对

照组（表２）。

图１　２组大鼠骨痂组织细胞学观察（ＨＥ染色　×２０）

表１　造模后第１４天２组大鼠骨痂组织中成骨细胞、

破骨细胞及成软骨细胞数量的比较　个

组别 成骨细胞 破骨细胞 成软骨细胞

治疗组 １８．５０±２．６４ ２．６０±１．２６ ８．６０±１．７１
对照组 １２．２０±１．５５ ０．９０±０．７４ ２０．９０±２．６０
ｔ值
Ｐ值

６．５２０ ３．６７０ １２．４９０
０．０００ ０．００２ ０．０００

表２　造模后第２８天２组大鼠骨痂组织中成骨细胞、

破骨细胞及成软骨细胞数量的比较　个

组别 成骨细胞 破骨细胞 成软骨细胞

治疗组 １６．５０±１．７８ ２．５０±０．７１ ５．６０±１．７８
对照组 ２１．５０±１．５８ ５．４０±０．８４ １３．５０±１．７８
ｔ值
Ｐ值

６．６４０ ８．３３０ ９．９４０
０．０００ ０．０００ ０．０００

３．２　ＯＮｍＲＮＡ表达情况　造模后第１４天，治疗组
大鼠骨痂 ＯＮｍＲＮＡ的表达水平高于对照组；造模后
第２８天，２组大鼠骨痂组织 ＯＮｍＲＮＡ表达水平比
较，差异无统计学意义；治疗组造模后第 ２８天 ＯＮ

ｍＲＮＡ的表达水平低于造模后第１４天；对照组造模
后第２８天ＯＮｍＲＮＡ的表达水平高于造模后第１４天
（表３）。

表３　２组大鼠骨痂组织ＯＮｍＲＮＡ表达情况的比较

组别 造模后第１４天 造模后第２８天 ｔ值 Ｐ值
治疗组 １０５．７０±７．５３ ８８．６４±９．９２ ４．３３０ ０．０００
对照组 ８２．６２±７．２２ ９４．７３±３．４９ ４．７７０ ０．０００
ｔ值
Ｐ值

６．７００ １．８３０
０．０００ ０．０８４

４　讨　论
ＯＮ是骨基质中含量较多的非胶原性基质蛋白，

具有高亲和性和低亲和性钙结合位点［７］，通过它 ＯＮ

能将游离的 Ｃａ２＋沉积到Ⅰ型胶原上，启动骨基质矿

化过程，并能将矿化晶体吸附于胶原纤维上。骨折愈

合要经历骨组织发生、生长、重建及构型等阶段。不

同时期的骨痂组织形成都伴随着矿化过程，而 ＯＮ
ｍＲＮＡ的表达则贯穿于整个骨痂矿化过程中，在骨化
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过程最活跃的时候，ＯＮ的形成也达到高峰，随着骨化
的完成，ＯＮｍＲＮＡ的表达水平也逐渐降低［７－９］。

Ｒｏｍａｎｏｗｓｋｉ等［１０］研究发现，骨折后４～７ｄ，骨膜下编
织骨中的成骨样细胞内 ＯＮ表达最强，此时 ＯＮ阳性
细胞中Ⅰ、Ⅴ型前胶原也为增强信号，骨钙素表达弱
信号，且仅位于硬骨痂的深层；第 １０天，骨膜下 ＯＮ
信号消失，其信号再次被检测到是在软骨化骨的前沿

处，Ⅰ、Ⅴ型胶原也再次开始表达，但在肥大软骨细胞
内没有ＯＮ表达，而增殖中的软骨细胞都有 ＯＮ的弱
表达。ＯＮ在骨膜内和软骨化骨的前沿处表达，提示
它可能对早期骨化有作用；ＯＮ在一些软骨细胞中有
表达，但是却在软骨基质中不被保留，故而推测其在

骨愈合中发挥着细胞功能调节作用而非基质稳定作

用。Ｈｉｒａｋａｗａ等［８］的原位杂交实验显示，术后第１天
大鼠股骨骨折处增殖的骨膜就有 ＯＮｍＲＮＡ的表达，
第３天出现于编织骨中，第５天出现于软骨细胞中，
第７天出现于成骨细胞中。王立平等［１］发现新生成

的编织骨中成骨细胞及骨细胞的 ＯＮｍＲＮＡ表达为
强阳性，推测ＯＮ可能与编织骨的形成有关，并且参与
骨基质的钙化。这些研究结果表明，ＯＮ在骨折愈合过
程中除可调节骨与软骨形成及矿化外，可能对成骨细

胞和软骨细胞的分化、增殖及成熟也有调节作用。

Ｈｉｒａｋａｗａ等［８］通过对小鼠骨折的研究发现，在骨

折１４ｄ时骨折处 ＯＮｍＲＮＡ的表达水平最高，而在
２８ｄ时表达水平下降到最低点，反映了骨折愈合过程
中骨痂组织 ＯＮｍＲＮＡ的动态表达过程，即在骨折愈
合的骨化阶段 ＯＮｍＲＮＡ的表达水平最高，而在塑形
期表达水平下降到最低点。但是本研究中２８ｄ时对
照组骨痂中ＯＮｍＲＮＡ的表达水平比１４ｄ时高，可能
是因为对照组骨痂组织中成骨细胞在２８ｄ时大量生
成，骨折还没有进入塑形期。本研究的细胞学观察表

明，在２个不同时间点上治疗组骨痂组织中成骨细胞
大量生成出现较早，表明治疗组骨痂组织骨化进程早

于对照组。在骨折的愈合过程中，骨痂组织从软骨痂

向骨痂转化过程中软骨细胞逐渐减少、成骨细胞逐渐

增多，到塑形期时成骨细胞逐渐减少向骨细胞转化。

本研究中治疗组在造模后 ２８ｄ时成骨细胞的数量
少，与 ＯＮｍＲＮＡ的表达体现了一致性，表明中药接
骨方通过提高 ＯＮｍＲＮＡ的表达水平，使软骨修复提
早进入骨化及塑形期，从而促进骨折修复，加速骨折

愈合。

５　参考文献
［１］　王立平，党耕町．骨连接素在骨愈合中作用的探讨［Ｊ］．

中华骨科杂志，１９９８，１８（８）：４９７－４９９．

［２］　吕音，杨玉彬．绝经后骨质疏松大鼠模型文献回顾及实

验初探［Ｊ］．现代医院杂志，２０１０，１０（５）：２１－２２．

［３］　王炳南，魏玉玲，梁克玉．接骨方对骨折愈合过程中 Ｉ型

胶原ｍＲＮＡ表达的影响的实验研究［Ｊ］．湖北中医学院

学报，１９９９，１（２）：６０－６１．

［４］　刘玮，吕荣，胡
!

玉，等．皮质骨不脱钙切片法及在免疫

组化中的作用［Ｊ］．临床与实验病理学杂志，１９８８，４（２）：

１１２－１１３．

［５］　姜泊，张亚历，周殿元．分子生物学常用实验方法［Ｍ］．

北京：人民军医出版社，１９９６：１２８－１３２．

［６］　ＢｏｓｔｒｏｍＭＰ，ＬａｎｅＪＭ，ＢｅｒｂｅｒｉａｎＷＳ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｃａｌｉｚａ

ｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ２ａｎｄ４ｉｎ

ｆｒａｃｔｕｒｅｈｅａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＪＯｒｔｈｏｐＲｅｓ，１９９５，１３（３）：３５７－３６７．

［７］　ＬｉＲ，ＬｉＣＨ，ＮａｕｔｈＡ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｕｍａｎｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏ

ｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒｏｎｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｖａｓｃｕｌａｒ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｒａｔｆｉｂｒｏ

ｂｌａｓｔａｎｄｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｃｕｌｔｕｒｅｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＪＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，

２０１０，２４（９）：５４７－５５１．

［８］ ＨｉｒａｋａｗａＫ，ＨｉｒｏｔａＳ，ＩｋｅｄａＴ，ｅｔａｌ．ＬｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍＲ

ＮＡｆｏｒｂｏｎｅｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎｓｄｕｒｉｎｇｆｒａｃｔｕｒｅｈｅａｌｉｎｇａｓｄｅ

ｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＢｏｎｅＭｉｎｅｒＲｅｓ，

１９９４，９（１０）：１５５１－１５５７．

［９］ Ｃａｅｔａｎｏ－ＬｏｐｅｓＪ，ＬｏｐｅｓＡ，ＲｏｄｒｉｇｕｅｓＡ，ｅｔａｌ．Ｕｐｒｅｇｕｌａ

ｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｇｅｎｅｓａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ

ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｒｅｋｅｙｅｌｅｍｅｎｔｓｉｎｔｈｅｅａｒｌｙｐｈａｓｅｏｆｆｒａ

ｇｉｌｉｔｙｆｒａｃｔｕｒｅｈｅａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１１，６（２）：ｅ１６９４７．

［１０］ＲｏｍａｎｏｗｓｋｉＲ，ＪｕｎｄｔＧ，ＴｅｒｍｉｎｅＪＤ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｅｌｅｃｔｒｏｎ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆｏｓｔｅｏｎｅｃｔｉｎａｎｄｔｙｐｅＩｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ

ａｎｄｂｏｎｅｍａｔｒｉｘ［Ｊ］．ＣａｌｃｉｆＴｉｓｓｕｅＩｎｔ，１９９０，４６（６）：３５３－

３６０．
（２０１２－０２－２２收稿　２０１２－０６－１４修回


















）

·作者须知·

论文中“平均年龄”要用“中位数”表示
中位数是指将数据按大小顺序排列起来，形成一个数列，居于数列中间位置的那个数据（或最中间两个数据的平均数）。中

位数是样本数据所占频率的等分线，它不受少数几个极端值的影响，用它代表全体数据的一般水平更合适。因此，论文中使用

中位数表示年龄的平均水平比使用算术平均数更为合适，计算起来也更为简便。
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