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摘　要　目的：探讨激素性股骨头坏死的肾阳虚本质。方法：在对６例创伤性股骨颈骨折患者（非激素性股骨头坏死组）和６例

激素性股骨头坏死患者（激素性股骨头坏死组）行髋关节置换术前抽取其静脉血，采用放射免疫法测定血浆皮质醇和促肾上腺皮

质激素的含量；行髋关节置换术时分别取其股骨上段骨骺处液态的红骨髓，建立骨髓基质干细胞的体外培养体系，细胞传代培养

并经体外成骨诱导后，采用ＭＴＴ法检测成骨细胞的光密度值，进行碱性磷酸酶染色并检测成骨细胞的碱性磷酸酶含量，采用Ｖｏｎ

Ｋｏｓｓａ’ｓ染色法进行成骨细胞矿化结节计数，并在显微镜下观察成骨细胞形态。结果：①血浆皮质醇含量和促肾上腺皮质激素含

量。激素性股骨头坏死组患者的血浆皮质醇含量和促肾上腺皮质激素含量［（３２８．１６７±２７．４９９）μｇ·Ｌ－１，（１１．４５０±２．６４９）

ｎｇ·Ｌ－１］均低于非激素性股骨头坏死组［（３８０．５００±２５．６１８）μｇ·Ｌ－１，（１５．６６７±３．７５１）ｎｇ·Ｌ－１］，差异有统计学意义（ｔ＝

３．４１１，Ｐ＝０．００７；ｔ＝２．２４９，Ｐ＝０．０４８）。②成骨细胞形态。随着培养时间的延长，成骨细胞由贴壁→相互融合成单层→多层重叠

生长。成骨细胞碱性磷酸酶染色呈强阳性，细胞质中出现黑色、灰褐色颗粒状或片状沉淀；非激素性股骨头坏死组成骨细胞比激

素性股骨头坏死组有不同程度的深染和范围扩大。ＶｏｎＫｏｓｓａ’ｓ矿化结节染色显示，成骨细胞呈集落生长后开始形成矿化结节，

细胞间出现致密的、圆形不透光团块，呈现片状的棕染；非激素性股骨头坏死组成骨细胞矿化结节数比激素性股骨头坏死组明显

增多。③成骨细胞光密度值、碱性磷酸酶含量及矿化结节数。激素性股骨头坏死组患者的成骨细胞光密度值、碱性磷酸酶含量、

矿化结节数均低于非激素性股骨头坏死组［（０．１７４±０．０３５），（０．２３３±０．０２８），ｔ＝３．２０９，Ｐ＝０．００９；（１．６８５±０．３２３）Ｕ·Ｌ－１，

（２．５６３±０．４４６）Ｕ·Ｌ－１，ｔ＝３．９１１，Ｐ＝０．００３；（１８．０００±３．５７８）个，（２３．８３３±２．６３９）个，ｔ＝３．２１４，Ｐ＝０．００９］。结论：激素性股骨

头坏死患者的下丘脑－垂体－肾上腺轴功能紊乱时，骨髓分化为成骨细胞的功能下降，成骨细胞的活性下降，这可能是激素性股骨

头坏死患者肾阳虚在骨关节系统的具体体现，是大剂量激素导致肾阳虚并最终导致股骨头坏死的细胞学基础。
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ｔｈａｌａｍｕｓ－ｐｉｔｕｉｔａｒｙ－ａｄｒｅｎａｌ，ＨＰＡ）轴、下丘脑－垂体－甲
状腺（ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ－ｐｉｔｕｉｔａｒｙ－ｔｈｙｒｏｉｄ，ＨＰＴ）轴、下丘脑
－垂体－性腺（ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ－ｐｉｔｕｉｔａｒｙ－ｇｏｎａｄ，ＨＰＧ）轴
有关的观点［１］。肖鲁伟等［２］通过观察激素性股骨头

缺血性坏死（ｓｔｅｒｏｉｄｉｎｄｕｃｅｄａｖａｓｃｕｌａｒｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆｆｅｍｏ
ｒａｌｈｅａｄ，ＳＡＮＦＨ）患者ＨＰＡ形态和功能的改变，认为
ＳＡＮＦＨ与肾阳虚证之间有密切关系，并将 ＨＰＡ轴的
改变作为肾阳虚的客观指标。但目前尚缺乏从 ＨＰＡ
的靶细胞骨髓细胞的角度来探讨ＳＡＮＦＨ患者的肾阳
虚本质的研究。在以往的研究中发现，ＳＡＮＦＨ患者
的骨髓基质干细胞（ｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）分化
为成骨细胞的能力下降［３］。笔者通过检测ＳＡＮＦＨ患
者的促肾上腺皮质激素（ａｄｒｅｎｏｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｃｈｏｒｍｏｎｅ，
ＡＣＴＨ）和血浆皮质醇（ｃｏｒｔｉｓｏｌ，ＣＯＲＴ）水平，评估其
ＨＰＡ的功能状态；同时建立 ＭＳＣｓ的体外培养体系，
评估其ＭＳＣｓ分化为成骨细胞的能力，从而从ＨＰＡ靶
细胞ＭＳＣｓ的角度对 ＳＡＮＦＨ患者的肾阳虚本质作初
步探讨。

１　材料与仪器
１．１　实验用骨髓　实验用骨髓均采自２０１１年１—１２
月在我院行髋关节置换术的患者，取材前均向患者说

明情况并经其同意志愿捐献。ＳＡＮＦＨ患者 ６例
（ＳＡＮＦＨ组），其中 ＦｉｃａｔⅢ期４例，ＦｉｃａｔⅣ期２例，均
符合肾阳虚诊断标准［４］；创伤性股骨颈骨折患者６例
（非ＳＡＮＦＨ组）。２组患者年龄、性别比较，差异无统
计学意义，具有可比性（表１）。

表１　２组髋关节置换术患者基线资料比较

组别
性别（例）

男 女
年龄（岁）

ＳＡＮＦＨ组 ３ ３ ６３．１６７±９．７２４
非ＳＡＮＦＨ组 ３ ３ ６１．１６７±７．８５９
检验统计量

Ｐ值
ｔ＝０．３９２

１．０００ ０．７０３

１．２　实验药物及试剂　ＤＭＥＭ培养液（美国 Ｇｉｂｃｏ
公司）、胎牛血清（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）、胰蛋白酶（美
国Ｓｉｇｍａ公司）、甲基噻唑基四唑（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔ
ｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）（美国Ｓｉｇｍａ公司）、碱性磷酸酶（ａｌｋａ
ｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）试剂盒（上海虹桥医用试剂研
究所）、１２５Ｉ－ＡＣＴＨ放射免疫检测药盒及１２５Ｉ－ＣＯＲＴ
放射免疫检测药盒（天津德普生物技术和医学产品有

限公司）、ＳｉｇｍａＤ１７５６１００ｍｇ地塞米松（美国 Ｓｉｇｍａ
公司）、ＳｉｇｍａＧ６２５１５０ｇβ－甘油磷酸钠（美国 Ｓｉｇｍａ
公司）、Ｓｉｇｍａ２５ｇ维生素 Ｃ（美国 Ｓｉｇｍａ公司）、二甲
基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）（美国 Ｓｉｇｍａ
公司）。

１．３　实验仪器　３１１１型二氧化碳（ｃａｒｂｏｎｄｉｏｘｉｄｅ，
ＣＯ２）培养箱（德国 Ｔｈｅｒｍｏ电子公司）、ＡＩＲＴＥＣＨＳＷ
－ＣＪ－２ＦＤ超净工作台（中日合资苏州安泰空气技术有
限公司）、ＳｔａｔＦａｘ－２１００型酶标仪（美国贝克曼库尔
特公司）、ＩＸ７１－Ｆ２２ＰＨ２Ｏｌｙｍｐｕｓ倒置显微镜（日本
ＯＬＹＭＰＵＳ公司）。

２　方　法
２．１　血浆ＣＯＲＴ和ＡＣＴＨ含量的测定　术前１ｄ早
晨８：００快速静脉抽血，用肝素抗凝。血浆 ＣＯＲＴ和
ＡＣＴＨ含量测定按放射免疫检测药盒说明书进行操作。

·７·　中医正骨２０１３年３月第２５卷第３期　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（总１６７）　　　




２．２　骨髓标本的制备　无菌条件下，注射器肝素化
后，在行髋关节置换术时抽取患者股骨上段骨骺处液

态的红骨髓约 ５ｍＬ，置入装有 ＤＭＥＭ培养液的 ２０
ｍＬ无菌离心管中，于４℃的环境中保存待用。
２．３　成骨细胞的培养
２．３．１　ＭＳＣｓ的分离和培养　以密度为 １．０７３
ｇ·ｍＬ－１的Ｐｅｒｃｏｌｌ为分离介质，用梯度离心法分离单
个核细胞。多次洗涤后重新悬浮于含１０％胎牛血清
的ＤＭＥＭ培养基中，以 １．０×１０６个·ｃｍ－２接种于
２５ｃｍ２的培养瓶中，置于 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱中，
３～５ｄ后换液，去除未贴壁的细胞，每３ｄ换液１次，
每天观察细胞形态、贴壁及生长情况。待细胞融合达

８０％～９０％后，用０．２５％胰蛋白酶消化、传代。
２．３．２　体外成骨的诱导　当第３代的 ＭＳＣｓ贴壁生
长达到７０％～８０％融合时，加入含５ｎｍｏｌ·Ｌ－１地塞
米松、１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１β－磷酸甘油钠、５０μｍｏｌ·Ｌ－１维
生素Ｃ的ＤＭＥＭ成骨条件培养液中，制成细胞悬液，
按１×１０５个·ｃｍ－２接种于７５ｃｍ２的培养皿中，置入
３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。
２．４　成骨细胞的鉴定
２．４．１　细胞ＯＤ值测定　采用ＭＴＴ法。将诱导后的
细胞以５×１０３个·ｍＬ－１接种于９６孔板中，培养７２ｈ
后选择６孔细胞，每孔加入ＭＴＴ溶液２０μＬ，３７℃孵
育４ｈ后终止培养，小心吸弃孔内培养上清液。每孔
加入ＤＭＳＯ１５０μＬ，振荡１５ｍｉｎ裂解细胞，使沉淀物
充分溶解，在酶联免疫检测仪上测定每孔细胞在４９０
ｎｍ波长处的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。
２．４．２　ＡＬＰ染色　取生长状态良好的第３代成骨细
胞，按２×１０４个·ｍＬ－１密度接种于预置盖玻片的２
个２４孔板内，培养２周后取出２张细胞爬片，磷酸盐
缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）冲洗后，丙
酮固定１０ｍｉｎ，蒸馏水冲洗。入孵育液中，３７℃孵育
５ｈ，自来水冲洗后，置于 ２％硝酸钴溶液中浸透
５ｍｉｎ，蒸馏水洗数次，再置入１％的硫化铵溶液（现
配）中浸透２～３ｍｉｎ，自来水冲洗，自然干燥后封固。
２．４．３　ＡＬＰ含量测定　取生长状态良好的第３代成
骨细胞，按２×１０４个·ｍＬ－１密度接种于２个２４孔板
内，培养７２ｈ后各取６孔细胞用０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００裂
解后，收集裂解液按 ＡＬＰ检测试剂盒的说明进行加
样操作，用分光光度计检测各管 ＯＤ值，然后按 ＡＬＰ
检测试剂盒说明书上的公式计算出ＡＬＰ的含量。

２．４．４　矿化结节计数　采用 ＶｏｎＫｏｓｓａ’ｓ染色法。
将细胞以５×１０４个·ｍＬ－１接种于２４孔板中，培养２

周后分别取出２张细胞爬片，用 ＰＢＳ冲洗２次，丙酮
固定１０ｍｉｎ，蒸馏水冲洗，放入２％硝酸银溶液中置于
暗处１ｈ，蒸馏水洗 ３次，５％硫代硫酸钠溶液（０．１

ｍｏｌ·Ｌ－１硫代硫酸钠５ｇ＋氢氧化钠０．２ｍＬ＋蒸馏水
１００ｍＬ）还原１ｈ，干燥，封片。以边界清晰、短径 ＞

２００μｍ为标准，低倍镜下进行计数。每孔随机选取５
个视野，取其平均数。

２．５　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１４．０统计软件对所得
数据进行统计学处理。２组患者性别的比较采用

Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法，２组患者年龄、血浆 ＣＯＲＴ与
ＡＣＴＨ含量、成骨细胞 ＯＤ值、ＡＬＰ含量、矿化结节数
的组间比较采用ｔ检验，检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　血浆ＣＯＲＴ含量和ＡＣＴＨ含量　ＳＡＮＦＨ组患者

的血浆ＣＯＲＴ含量和ＡＣＴＨ含量均较非 ＳＡＮＦＨ组低
（表２）。

表２　２组髋关节置换术患者血浆ＣＯＲＴ含量

和ＡＣＴＨ含量比较

组别 ＣＯＲＴ含量（μｇ·Ｌ－１）ＡＣＴＨ含量（ｎｇ·Ｌ－１）
ＳＡＮＦＨ组 ３２８．１６７±２７．４９９ １１．４５０±２．６４９

非ＳＡＮＦＨ组 ３８０．５００±２５．６１８ １５．６６７±３．７５１

ｔ值

Ｐ值

３．４１１ ２．２４９

０．００７ ０．０４８

３．２　成骨细胞形态　细胞悬液接种２４ｈ后即可见

部分圆形的单个核细胞贴壁；３６ｈ后贴壁的单个核细
胞增多；７２ｈ后细胞大部分贴壁，并延伸呈成纤维样
细胞形态：细胞呈梭形，有少量突起，细胞核较大；细

胞生长至７ｄ后，细胞形态基本呈梭形，细胞相互融

合成单层；随着培养时间的延长，形成多层细胞而重

叠生长。成骨细胞 ＡＬＰ染色呈强阳性，细胞质中出
现黑色、灰褐色颗粒状或片状沉淀；非ＳＡＮＦＨ组成骨

细胞比ＳＡＮＦＨ组有不同程度的深染和范围扩大（图
１）。ＶｏｎＫｏｓｓａ’ｓ矿化结节染色显示，成骨细胞呈集
落生长后开始形成矿化结节，细胞间出现致密的、圆

形不透光团块，呈现片状的棕染；非ＳＡＮＦＨ组成骨细

胞矿化结节数比ＳＡＮＦＨ组明显增多（图２）。
３．３　成骨细胞 ＯＤ值、ＡＬＰ含量及矿化结节数　
ＳＡＮＦＨ组患者的成骨细胞 ＯＤ值、ＡＬＰ含量、矿化结
节数均低于非ＳＡＮＦＨ组（表３）。
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图１　成骨细胞ＡＬＰ染色　×２００

图２　成骨细胞ＶｏｎＫｏｓｓａ’ｓ矿化结节染色　×１０

表３　２组髋关节置换术患者成骨细胞ＯＤ值、ＡＬＰ含量

和矿化结节数比较

组别 ＯＤ值 ＡＬＰ含量
（Ｕ·Ｌ－１）

矿化结节数
（个）

ＳＡＮＦＨ组 ０．１７４±０．０３５ １．６８５±０．３２３１８．０００±３．５７８
非ＳＡＮＦＨ组 ０．２３３±０．０２８ ２．５６３±０．４４６２３．８３３±２．６３９

ｔ值
Ｐ值

３．２０９ ３．９１１ ３．２１４
０．００９ ０．００３ ０．００９

４　讨　论
中医理论认为“肾主骨，生髓”，肾与骨骼相互影

响、相互作用，这为骨病从肾治奠定了理论基础。吴

承亮等［５］研究发现，具有补肾作用的右归饮可促进

ＭＳＣｓ向成骨方向分化增殖，同时可以降低骨内压，改
善股骨头内微循环，从而加速骨坏死的修复。赵万军

等［６］研究表明，温补肾阳的中药可以通过改善 ＨＰＡ

轴、ＨＰＧ轴的功能，增加体内的性激素水平，抑制骨吸
收，增加骨形成，从而起到防治ＳＡＮＦＨ的作用。我们
以前的实验研究表明，在培养成骨细胞时，右归饮能

促进ＳＡＮＦＨ骨髓的成骨细胞增殖，增加正常骨髓的

成骨细胞矿化结节数和 ＡＬＰ含量［７］；在培养破骨细

胞时，右归饮能抑制ＳＡＮＦＨ骨髓分化为破骨细胞［８］。

以上研究结果均提示，右归饮能有效改善机体的肾虚

状态，促进 ＭＳＣｓ分化为成骨细胞并增加其活性，同

时抑制ＭＳＣｓ分化为破骨细胞并降低其活性。这可

能是右归饮治疗 ＳＡＮＦＨ的作用机理，同时也为中医
“肾主骨”理论提供了实验依据。

人体在长时间或大剂量地使用激素后，往往会出

现中医肾阳虚的证候群。蔡定芳等［１］从神经内分泌

学方面验证了肾阳虚与 ＨＰＡ轴、ＨＰＴ轴、ＨＰＧ轴有

关。肖鲁伟等［２］的实验研究显示，ＳＡＮＦＨ家兔的

ＨＰＡ轴从形态到功能均发生变化，表现为血浆

ＣＯＲＴ、ＡＣＴＨ降低，垂体、肾上腺重量减轻，镜下观察

垂体、肾上腺明显萎缩，尤以肾上腺皮质萎缩更加明

显，从而认为 ＳＡＮＦＨ与肾阳虚证之间关系密切。骨

和骨髓是ＨＰＡ轴、ＨＰＴ轴、ＨＰＧ轴作用的靶器官。从

中医角度理解为：ＭＳＣｓ存在于骨髓中，属肾精所生，

而在肾阳虚状态下，神经内分泌轴的功能紊乱，则

ＭＳＣｓ的增殖转化活力就会衰退。股骨近端处骨髓丰

富，与股骨头毗邻，最有可能成为股骨头处成骨细胞

的种子细胞发源地。蔡定芳、肖鲁伟等［１－２］的研究仅

探讨了ＨＰＡ轴、ＨＰＴ轴、ＨＰＧ轴的改变与肾阳虚有
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关，没有从其靶器官骨和骨髓的功能改变的角度探讨

ＳＡＮＦＨ发病的本质———肾阳虚。因此，立足于 ＨＰＡ
轴，进一步对ＭＳＣｓ分化为成骨细胞的能力进行研究，
将更能诠释ＳＡＮＦＨ发病的本质是肾阳虚这一观点。

中医基础理论认为肾阳是建立在肾气的基础上，

具有温煦、蒸腾、气化、推动以及激发等生理作用，具

体表现在能增强组织器官的功能活动，促进机体新陈

代谢。在本研究中，ＳＡＮＦＨ组患者的血浆 ＣＯＲＴ与
ＡＣＴＨ含量均较非 ＳＡＮＦＨ组偏低，说明 ＳＡＮＦＨ患者
的ＨＰＡ轴存在不同环节、不同程度的功能紊乱；而其
骨髓成骨细胞ＯＤ值、ＡＬＰ含量及矿化结节数均低于
非ＳＡＮＦＨ组，说明ＳＡＮＦＨ患者的成骨细胞数量减少
且分化成熟程度降低。本实验结果提示，ＳＡＮＦＨ患
者的ＨＰＡ轴功能紊乱时，骨髓分化为成骨细胞的功
能也会下降，并且伴有成骨细胞的活性下降，这可能

是ＳＡＮＦＨ患者肾阳虚在骨关节系统的具体体现，是
大剂量激素导致肾阳虚并最终导致股骨头坏死的细

胞学基础。本实验是针对ＳＡＮＦＨ的肾阳虚本质学说
从ＨＰＡ轴理论向细胞分化理论进一步深入研究的尝
试，使中医学“肾主骨，生髓”这一宏观理论在微观的

细胞功能水平上得到初步证实。但体外细胞实验已

脱离体内环境，且 ＭＳＣｓ的分化、增殖在骨骼的重建
中存在耦联机制，其间的相互接触和分子之间的信息

传递对其各自的生理功能有很大的影响。因此，尽量

排除各种干扰因素，充分模拟机体内环境直至进行活

体研究，是今后研究的方向。
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·通　知·
第２０届全国中西医结合骨伤科学术研讨会

暨第２届中国医师协会中西医结合医师分会骨伤科专家委员会、
第１９届浙江省中西医结合学会骨伤科专业委员会学术年会

征文通知

由中国中西医结合学会骨伤科专业委员会、中国医师协会中西医结合医师分会骨伤科专家委员会主办，浙江省中西医结合

学会、浙江中医药大学、浙江省萧山市中医院承办的第２０届全国中西医结合骨伤科学术研讨会暨第２届中国医师协会中西医结
合医师分会骨伤科专家委员会、第１９届浙江省中西医结合学会骨伤科专业委员会学术年会，将于２０１３年６月２１—２３日在浙江
杭州召开。大会主题为“融汇中西、美丽骨伤”，大会将同时开设青年论坛。

征文内容：关节、脊柱、创伤、骨病、手足外科（包括显微外科）、小儿骨科及微创骨科、中医骨伤疗法等的基础、理论及临床研

究；骨伤科康复、护理的相关研究。

征文要求：① 未公开发表过的论文。② 字数２０００～５０００字，且附有５００字左右的结构式中文摘要（包括目的、方法、结果、
结论）。③ 论文文责自负，请勿涉及保密内容。④ 务必注明作者姓名、单位名称、通讯地址、邮政编码、Ｅｍａｉｌ、手机号码及是否
参加青年论坛，参加者请注明作者出生年月。⑤ 稿件请用ｏｆｆｉｃｅ２０００以上版本的ｗｏｒｄ文档格式以“附件”形式发送至 ｇｙｓ１５５０７
＠１６３．ｃｏｍ，邮件主题请注明“会议投稿”。⑥ 截稿日期：２０１３年４月３０日。

联系人电话：孙燕１３９５８０１１３２３，陈欣怡１３８６７１８０６９３。
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