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【摘要 】 目的 通过对骨愈合过程 中 工
、 、

型前胶原
、

几 很
、

入。〕一 、

识 表达的动态观察
,

揭示中药水蛙在此过程中对其的干预作用
,

了解水蛙的调节靶点
,

为中

药基因组学的建构提供理论与实验依据
。

方法 通过在大鼠胫骨打孔的方法模拟骨 期愈合的理想力

学环境
,

在不同时间点
,

采用原位杂交方法检测上述各类 的变化
。

结果 正常组 巳 〕 识 八

在各时间点均无显著意义的阳性表达 模型组在不同时间点的不同细胞中表达强度不同 水蛙组较模型

组有显著变化
,

水蛙对不同基因的作用不同
,

作用时间点不同
、

作用强度不同
。

结论 在促进骨愈合的

意义上
,

水蛙对 基因表达具有有益的调节作用
。

【关键词 】骨折愈合 水蛙 基因表达

吧 面 代 罗吧 巴洛沁 雌 饭拍 五
,

叉孙范
,

月 八 二 份泛 。 叮 获 ￡ 耐 、
,

以
口 刀 ,

以
八企 心鳍

, ,

以 。

【 加 长 】
, , 犯 ,

万
一

俘 识
,

恻田
一

沮 。 识

司 扔 以 呢 巴资 凡 环

臀 川记 。 垃 〕

理
,

司 侧如 袱
心分 叩 二 眼

,

月 己
一

识 』
, ,

识
, 一

识
, 一

玉 】 〕

】 〔 〕 冲 郎

任 均 团 凡 因
,

山

托 〕 面哈 哈 罗 印
, , ,

,

飞 因 肠 〕

优 印 玫 段 却

水蛙作为一种活血化癖药在骨伤科已有广泛应

用
,

在组织学水平的基础研究也有一些报道
。

但在

分子生物学水平
,

人们还所知不多
。

水蛙在骨愈合

过程中是否对其相关基因表达存在调节作用
,

调节

的时空性
、

调节水平
、

强度
、

机制如何均属未知
。

通

过水蛙对骨愈合过程中
、 、

型前胶原
、

一

日 飞 、 一 、

表达影

响的动态观察
,

揭示 中药水蛙在此过程 中对其的干

预作用
,

了解水蛙的调节靶点
,

为中药基因组学的建

构提供理论与实验依据川
。

材料与方法

基金项 目 国家中医药管理局资助项 目

动物模型的建立 见文献〔 」
。

药物的制备 所用药材均购于北京同仁堂北

城药材批发中心
。

粉碎后过 目筛
,

临用时加蒸

馏水制成 口 服液 生药八 司
。

低温保存备

用
,

临用时摇匀
。

模鼠的处理因素及取材 将大 鼠随机分为正

常组
、

模型组和骨碎补组 组
,

每组 只鼠
。

模型组

和骨碎补组均按上述模型制作方法打孔
,

打孔术后

第二天
,

骨碎补组开始灌 胃给药
。

用药量根据人体

常用剂量 刀
,

按人 鼠表面积比率换算等

效计量法计算后
,

每次 耐
,

每天 次
。

模型

及正常组灌服同等容量
、

频率的蒸馏水
。

分别于术后
、 、 、 、

无菌条件下取胫
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反
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骨
,

处死
。

共 批
,

每批 只
。

所取胫骨为整段
,

以

圆孔为中心约 长
。

经生理盐水冲洗后立即置

于液氮中暂存
。

杂交切片的制备及原位杂交 用原位杂交的

方法 ,
一 ,

杂交液中不加标记探针作为杂交反应的阴

性对照
,

在检测系统中用 取代地高辛抗体作为

检测的阴性对照
。

染片的细胞中深紫蓝色为阳性表

达
。

每只鼠按对角线选 个视窗
,

计数深紫蓝色斑

点
。

一 为 个计量单位
,

一 为 个计量单

位
,

以此类推折算量化 用 软件计算
,

模型组

最高值为
。

统计学处理 所有数据经 软件处理
,

组

间比较用 检验
。

结果

各组不同时间 几 识闪 的表达比较 见

图
。

正常组各时间点均无显著意义的 阳性表达
。

模型组 时
,

有较高表达
。

主要存在于间充质细

胞
、

成纤维细胞及肉芽基质中
。

时
,

较高表达
,

并

在软骨细胞中有表达
。

时
, 门

伍 表达

达到峰值
。

在成熟的软骨细胞
、

成骨细胞中均有高

表达
。

时
,

主要在新生骨表面成骨细胞中有较

高表达
,

成熟骨质区表达量很低
。

时
,

表达量很

低
。

水蛙组 时
,

表达较低
。

主要存在于肉芽组织

基质
、

间充质细胞
、

成纤维细胞
。

时
,

较高表达
,

并在软骨细胞中有表达
。

时
,

载 表

达达到峰值
。

在成熟的软骨细胞
、

成骨细胞中均有

高表达
。

时
,

主要在新生骨表面成骨细胞中有

较高表达
,

成熟骨质区表达量很低
。

时
,

表达量

很低
。

与模型组 比较 一 周差异有显著性意义
。

各组不同时间 且毛 的表达 比较 见

图
。

正常组各时间点均无显著意义的阳性表达
。

模型组 时
,

达到较高水平
,

主要存在于间充质细

胞
。

达到峰值
,

主要存在于早期的软骨细胞
。

时
,

主要在早期的成骨细胞中有高表达
。

时
,

在成骨细胞中有表达
,

表达强度已呈下降趋势
。

时接近正常组水平
。

水蛙组变化趋势同模型组
,

表达量无明显变化
。

时
,

达到较高水平
,

主要存在于间充质细胞
。 ,

达到峰值
,

主要存在于早期的软骨细胞
。

时
,

主

要在早期的成骨细胞中有高表达
。

时
,

在成骨

细胞中有表达
,

表达强度已呈下降趋势
。

时
,

水

平很低
。

与模型组 比较各时间段差异无显著性意义
。

各组不同时间 识闪 的表达 比较 见

图
。

正常组各时间点均无显著意义的阳性表达
。

模型组 时
,

表达于间充质细胞
、

成纤维细胞
,

表达

强度较弱
。

时
,

达到峰值
,

于软骨细胞
、

早期的成

骨细胞中有高表达
。

时
,

在血管内皮细胞
、

成熟

及肥大的软骨细胞
、

成骨细胞均有较高程度表达
。

时
,

主要在成骨细胞
、

血管内皮细胞中有表达
。

时
,

在成骨细胞中仍有表达
。

水蛙组表达水平始终高于模型组
。

时
,

表达

于间充质细胞
、

成纤维细胞
,

表达强度相对较高
。

时
,

达到峰值
,

于软骨细胞
、

早期的成骨细胞中有高

表达
。

时
,

在血管内皮细胞
、

成熟及肥大的软骨

细胞
、

成骨细胞均有高程度表达
。

时
,

主要在成

骨细胞
、

血管内皮细胞中有表达
。

时
,

在成骨细

胞中有表达
。

与模型组比较全过程差异有显著性意

义
。
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各组不同时间 型前胶原 的表达比较

见图
。

正常组各时间点均无显著意义的阳性表达
。

模型组 时
,

低量表达
。

时
,

表达量上升
。

成骨

细胞中有高表达
。

时
,

达到峰值
,

主要表达于成

骨细胞中
。

时
,

几乎维持于峰值水平
,

表达于成

骨细胞中
。

时
,

表达量下降
,

表达于骨小梁表面

成骨细胞中
。

水蛙组 时
,

达到峰值
,

但表达水平低于模型

组
。

表达于间充质细胞
、

成纤维细胞
。

时
,

表达

量已明显下降
。 、

时表达量极低
。

时
,

未

探测到
。

与模型组 比较全过程差异有显著性意义
。
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各组不同时间 型前胶原 识 的表达比较

见图
。

正常组各时间点均无显著意义的阳性表达
。

模型组 时
,

中等强度
,

表达于软骨细胞中
。

时
,

达到峰值
,

表达于成熟软骨细胞中
。

时
,

表

达强度下降
,

但在成骨细胞中有表达
。

时
,

表达

量极低
。

时
,

几乎探测不到
。

水蛙组 时
,

中等强度
,

表达于软骨细胞中
。

时
,

达到峰值
,

表达于成熟软骨细胞中
。

时
,

表达强度下降程度高于模型组
,

但在成骨细胞中有

表达
。

时
,

表达量极低
。

时
,

几乎探测不

到
。

与模型组 比较各时间段差 异无显 著性意 义
。

各组不同时间班型前胶原 的表达比较

见图
。

正常组各时间点均无显著意义的阳性表达
。

模型组 时
,

达到峰值
,

表达于间充质细胞
、

成纤维

细胞
。

时
,

表达量已明显下降
。 、

时表达

量极低
。

时
,

未探测到
。

水蛙组 中
、

后期表达量明显高于模型组
。

时
,

低量表达
。

时
,

表达量上升
。

成骨细胞中有

高表达
。

时
,

达到峰值
,

主要表达于成骨细胞

中
。

时
,

几乎维持于峰值水平
,

表达于成骨细胞

中
。

时
,

表达量下降
,

表达于骨小梁表面成骨细

胞中
。

与模型组 比较 一 周差异有显著性意义
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讨论

水 蛙 为 水 蛙 科 动 物 蚂 蛾 ’

、

水蛙 双 介
、

柳叶

蚂蜻 , 。、 的干燥体
。

味咸
、

苦
,

性平
,

有毒
,

归肝经
。

功效为破血
,

逐疲
,

通经
。

主治

疫瘦痞块
,

血癖经闭
,

跌打损伤
。

其成分主要含有

种氨基酸
,

氨基酸总含量占干重的 以上
,

还含有

蛋白质
、

肝素
、

抗凝血素 新鲜水蛙唾液中含水蛙素
。

此外还含有钠
、

钾
、

钙
、

镁
、

锰
、

锌等元素
。

本实验表明
,

在骨折 时
,

书 识 的表

达量低于模型组
,

由于骨折早期
一

日 主要源于血

小板
,

因而水蛙在骨折早期减小了血小板的凝集 而

班型前胶原 表达量亦相应下降
,

这些从一个

侧面说明炎症反应程度降低
,

血肿量下降
。

在骨折

时
一

尽, 讯 的表达量开始高于模型组
,

而

始终高于模型组
,

说明水蛙在骨折中
、

后期促进了血管生成
,

加速了爬行替代过程
,

促进骨

愈合
。

而水蛙对血管通透性的影响有必要做进一步

的研究
。

实验中 型前胶原 在达到峰值之

后
,

迅速下降 工型前胶原 双 表达水平显著上

升
。

及 型前胶质的 表达量的变化特征

支持此点推论
。

酬
一

识 的表达量在骨修复期

与模型组相 比无明显变化
,

提示水蛙无促进间充质

细胞分化的作用
。

本实验结果显示
,

骨损伤后的血

肿量并不影响骨愈合的速度
。

由此推论
,

血肿的形

成仅仅是骨损伤后的必然反应
。

结论 水蛙通过在骨折早期降低炎症反应程度
,

在骨折中
、

后期促进 了血管生成而加速骨愈合
。

血

肿的形成仅仅是骨损伤后的必然反应
。
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