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通讯作者!熊辉
C 3*(7

!
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!
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桃红四物汤早期干预对大鼠骨折愈合中

间充质干细胞归巢的影响

李汪洋!熊辉

%湖南中医药大学第二附属医院&湖南 长沙
#:""""

$

!摘要" 目的!观察桃红四物汤对骨折大鼠的早期愈合过程中间充质干细胞!

3AGA)@'L3*7 G.A3 @A77G

"

M?&G

#迁移

能力$ 归巢数目及骨痂内细胞因子表达的影响" 探讨桃红四物汤通过调控间充质干细胞归巢加速骨折愈合的作用机

制% 方法&建立右侧股骨干开放性骨折大鼠模型% 将
%

周龄雄性
?0-*>2ANO*P7AL

!

?O

'大鼠
$!

只"体重
::"Q:$"

!

:!"R

:"

'

>

"采用随机数字表法分为对照组"桃红四物汤低$中$高剂量组% 对照组予蒸馏水"其他组予以不同剂量的桃红四

物汤% 术后第
:

天灌胃"每天
!

次"连续
% =

% 术后
!: =

"采用微型计算机断层扫描技术!

3(@-/N@/302.A= ./3/>-*0'L

"

M(@-/N&1

'观察骨体积分数即骨体积!

S/)A T/723A

'

U

组织体积!

.(GG2A T/723A

'!

V6 U 16

'和骨密度!

S/)A 3()A-*7 =A)G(.L

"

VMO

'% 术后
% =

" 体外培养对照组和药物组大鼠外周血
M?&G

" 采用细胞迁移实验检测其迁移能力% 免疫组化!

(3W

32)/'(G./@'A3(G.-L

"

IK&

'检测骨痂处
M?&G

的数目%蛋白芯片技术检测骨痂内细胞因子的表达%结果&

M(@-/N&1

结果显

示"高剂量组
V6 U 16

高于中剂量组!

!X"5"$!

'"中剂量组高于低剂量组!

!X"5"#:

'"对照组和低剂量组无差异性!

!X

"5Y%:

'(此外"对照组
VMO

和低剂量组无差异)

!X"5Y;:

'"低剂量组低于中剂量组!

!X"5":9

'"中剂量组低于高剂量组

!

!X"5""9

'% 细胞迁移实验表明" 桃红四物汤能增强外周血
M?&G

的迁移能力(

IK&

检测发现" 骨痂内
&O#%

N

$

&OZ"

[

$

&O!Z

[间充质干细胞较对照组明显增多(蛋白芯片显示"桃红四物汤能促进骨折大鼠骨痂内
&I8&N:

!

!5Z:

倍'$

&I8&N$

!

:5%Z

倍'$

\IH

!

:5%

倍'$

1'L32G &'A3/]()A

!

!5%%

倍'$

6CJ<

!

:5!!

倍'表达"抑制
1IM^N:

!

!5Z9

倍'表达%结论&骨折早期

予活血化瘀代表方桃红四物汤能明显加速骨折愈合" 其作用机制可能与增强外周血
M?&G

迁移能力和上调骨痂中

&I8&N:

$

&I8&N$

$

\IH

$

1'L32G &'A3/]()A

$

6CJ<

"下调
1IM^N:

表达"进而促进外周血
M?&G

归巢有关%

!关键词" 骨折愈合( 活血化瘀( 中草药( 归巢( 间充质干细胞

中图分类号!

_Y9:

!"#

#

:"5:!!"" U `5(GG)5:""$N""$#5!"!!5"#5":#

开放科学$资源服务%标识码$

"$#%

%#

&''()* +' !"#$#%& '()* !()+)*,+-

$桃红四物汤 %

(./01 ,-*(/2(-*,+- +- 3(4(-)513.0 4*(3 )(004 5+3,-6 ,- '/.)*7/(
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&
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&

./&%&

&

A30&%
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!

1/ /SGA-TA .'A ABBA@.G /B 2%737&' 50C/ OA@/@.(/)

%桃红四物汤 &

1K?aO

$

/) .'A 3AGA)@'L3*7

G.A3 @A77G

%

M?&G

$

3(>-*.(/)

&

'/3()> )23SA- *)= @L./]()A AD0-AGG(/) () @*772G =2-()> .'A A*-7L 0-/@AGG /B B-*@.2-A 'A*7()>

&

*)=

./ AD07/-A .'A 3A@'*)(G3 /B 1K?aO /) *@@A7A-*.(/)> B-*@.2-A 'A*7()> SL -A>27*.()> .'A '/3()> /B M?&G () -*.G5 ?(*5+@4

!

4

-*. 3/=A7 /B -(>'. BA3/-*7 G'*B. /0A) B-*@.2-A P*G AG.*S7(G'A=5 1'(-.L .P/ % PAA] /7= 3*7A ?0-*>2ANO*P7AL -*.G

&

PA(>'.()> ::"

./ :$" >

&

PA-A =(T(=A= ()./ @/).-/7 >-/20

&

7/P =/GA >-/20

&

3A=(23 =/GA >-/20 *)= '(>' =/GA >-/20 SL 2G()> -*)=/3 )23SA-

.*S7A5 O(G.(77A= P*.A- P*G >(TA) ./ .'A @/).-/7 >-/20

&

*)= .'A /.'A- >-/20G PA-A >(TA) 2%737&' 50C/ OA@/@.(/)5 1'A -*.G PA-A

>*T*>A= .P(@A * =*L B/- % @/)GA@2.(TA =*LG *B.A- G2->A-L5 V/)A T/723A U .(GG2A T/723A

%

V6 U 16

$

*)= S/)A 3()A-*7 =A)G(.L

%

VMO

$

PA-A /SGA-TA= 2G()> 3(@-/ @/302.A= ./3/>-*0'L

%

3(@-/N&1

$

*. !: =*LG *B.A- G2->A-L5 4. % =*LG 0/G. B-*@.2-A

&

0A-(0'W

A-*7 S7//= M?&G B-/3 1K?aO .-A*.A= *)= 2).-A*.A= -*.G PA-A @27.2-A= () T(.-/5 ?2SGAb2A).7L

&

.'A 3(>-*.(/) *S(7(.L /B M?&G

P*G /SGA-TA= SL @A77 3(>-*.(/) *GG*L5 1'A )23SA- /B M?&G '/3()> ./ .'A @*772G *. .'A A*-7L G.*>A /B B-*@.2-A

%

% =

$

P*G =AW

.A@.A= SL I332)/'(G./@'A3(G.-L

%

IK&

$

5 ^-/.A() @'(0 P*G 2GA= ./ =A.A@. .'A AD0-AGG(/) /B @L./]()AG () @*772G5 ;(470*4

!

M(@-/N

&1 -AG27.G G'/PA= .'*. V6 U 16 P*G '(>'A- () .'A '(>' =/GA >-/20 .'*) () .'A 3A=(23 =/GA >-/20

%

!X"5"$!

$&

*)= '(>'A- () .'A

3A=(23 =/GA >-/20 .'*) () .'A 7/P =/GA >-/20

%

!X"5"#:

$&

P(.' )/ =(BBA-A)@A SA.PAA) .'A @/).-/7 *)= 7/P =/GA >-/20

%

!X

"5Y%:

$

5 I) *==(.(/)

&

.'A-A P*G )/ =(BBA-A)@A () VMO SA.PAA) 7/P =/GA >-/20 *)= .'A 3/=A7 >-/20

%

!X"5Y;:

$&

*)= 7/PA- () .'A

·基础研究·
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图
!

大鼠右侧股骨干开放性骨折术后
9

线片显示横向截断股骨

干!从股骨髁间窝逆行插入
:5" 33

克氏针固定!尾端折弯埋入皮肤

"#$%! 1'; 0/<./0;-*.(=; 9 -*> ?(73 /? .'; -(@'. ?;3/-*7 <'*?. /0;) ?-*A.2-;

() -*.< <'/B;C .'*. .'; ?;3/-*7 <'*?. B*< .-*)<=;-<;7> .-2)A*.;C

!

:5" 33

D(-<A');- B(-; B*< ()<;-.;C -;.-/@-*C;7> ?-/3 .'; ?;3/-*7 ().;-A/)C>7*-

?/<<* ?/- ?(E*.(/)

!

*)C .'; .*(7 ;)C B*< F;). *)C ;3F;CC;C ()./ .'; <G()

骨折愈合需经历炎症期" 修复期和重建期
$

个

阶段#中医骨伤科将此总结为瘀去"新生"骨合$局部

瘀血是骨折后的病理产物! 早期予活血化瘀治疗是

基本法则$ 有研究者从一氧化氮合成酶%

)(.-(A /E(C;

<>).'*<;

!

8,H

&活性!缺氧诱导因子
I:

%

'>0/E(*I()J

C2A(F7; ?*A./- : *70'*

!

KLMI:!

&和血管内皮生长生长

因子%

=*<A27*- ;)C/.';7(*7 @-/B.' ?*A./-

!

6NOM

&表达!

骨钙素和
"

型胶原分泌!观察早期'活血化瘀(对骨

折愈合的作用)

:I!

*

$ 骨折后大量细胞从骨髓或外周组

织动员并归巢至损伤处! 通过发挥各自的功能使骨

组织逐渐无瘢痕化!这是骨组织再生过程)

$

*

$ 间充质

干细胞归巢是骨折愈合的起始环节! 它首先归巢至

骨折处 !进而分化为成骨细胞参与骨组织的再

生)

#I%

*

$ 本实验将研究在骨折早期运用活血化瘀代表

方桃红四物汤对间充质干细胞归巢的的影响! 从而

揭示桃红四物汤促进骨折愈合的细胞学基础$

!

材料与方法

!% !

实验仪器和材料

超净工作台%北京亚泰隆!

P1I&+I!8Q

&+直热式

二氧化碳培养箱%上海三藤仪器!

RKI:S"L

&+倒置生

物显微镜%北京中显恒业仪器!

RHT!"""9

&+显微镜

%奥 林 巴 斯 !

&9#: IU!&"!

&光 学 显 微 镜 %

V/.(A

!

Q4#:"1

&+切片机 %浙江金华益迪试验器材 !

PRI

$:%

&+ 全自动凝胶成像分析系统 %

H>)@;);

!

OQ,9I

K:!INIV

&+戊巴比妥钠%北京寰宇化工有限公司+

"WSW%SI"":

&+

HR

大鼠间充质干细胞完全培养基

%

&>*@;)

!

X4HV9IW""::

&+一抗
&RW"

%鼠源!

Y-/.;()

.;A'

!

SSUSS I: IL@

&+一抗
&R#%

%兔源 !

Y-/.;().;A'

!

!":"$I:I4Y

&+一抗
&R!W

%兔源!

Y-/.;().;A'

!

:!%W#I

:I4Y

&+细胞因子蛋白芯片%

XZR H><.;3<

!

4XP""[

&+

1-*)<B;77

小室%

&/-)()@

!

$#!!

&+红细胞裂解液%

;Q(/J

<A(;)A;

!

""I#$""I%#

&$

!% &

实验动物

%

周龄
HYM

级雄性
H0-*@2;IR*B7;>

%

HR

&大鼠!

体重
::"\:$"

%

:!"]:"

&

@

!购自湖南斯莱克景达实验

动物有限公司!许可证号为
H&9P

%湘&

!":SI""!

$ 所

有大鼠饲养于湖南中医药大学实验动物中心! 许可

证号,

HP9D

%湘&

!":$I"""%

$ 饲养条件,室温%

!!]

!

&

^

!相对湿度%

S"]:"

&

_

!

:! '

昼
:! '

夜循环!灭

菌饲料喂养!自由摄食和饮水$动物实验按照湖南中

医药大学大学动物福利和伦理的原则操作$

!% '

建立右侧股骨干开放性骨折大鼠模型

术前禁食
[ '

!备皮!根据体重予
: _

戊巴比妥

钠%

"5: 37 ` :"" @

&腹腔注射麻醉$ 将大鼠仰卧于无菌

操作台!常规消毒$ 于右侧大腿外侧纵行切开长约

! A3

切口!逐层钝性剥离皮肤及皮下组织$ 沿着肌

肉间隙将前后群肌肉分开!充分显露右侧股骨干$使

用迷你型电磨机沿着股骨干中段横向截断$ 选用合

适大小的克氏针于断端插入并逆行向近端推进!穿

出大转子顶部$断端复位对合!将克氏针经从近端经

过断端向远端推进至股骨髁间位置$ 持钢丝钳紧靠

股骨大转子顶部剪除多余的克氏针! 折弯尾部并埋

入皮下$ 逐层缝合切口$ 术后第
:

天!

9

线拍照确定

造模成功%图
:

&$

7/B C/<; @-/20 .'*) () .'; 3;C(23 C/<; @-/20

%

!a"5":[

&!

*)C .'; 3;C(23 C/<; @-/20 B*< 7/B;- .'*) .'; '(@' C/<; @-/20

%

!a

"5""[

&

5 &;77 3(@-*.(/) *<<*> <'/B;C .'*. 1KHbR 0-/3/.;< ;)'*)A;C .'; 3(@-*.(/) *F(7(.> /? 0;-(0';-*7 F7//C VH&<5 LK& *<J

<*> -;=;*7;C .'*. &R#%

I

!

&RW"

c

!

&R!W

c

VH&< <(@)(?(A*).7> ()A-;*<;C () F/); A*772< *?.;- 1KHbR ().;-=;).(/) A/30*-;C B(.'

.'; A/).-/7 @-/205 Y-/.;() A'(0 <'/B;C .'*. 1KHbR 0-/3/.;C .'; 20-;@27*.(/) /? &L8&I:

%

d!5W:

&!

&L8&I$

%

d:5%W

&!

eL9

%

d

:5%

&!

1'>32< &';3/G();

%

d!5%%

&!

6NOM

%

d:5!!

&

*)C .'; C/B) -;@27*.(/) /? 1LVYI:

%

d!5W[

&

5 ()*+,-.#)*

,

1KHbR

!

* -;0J

-;<;).*.(=; ?/-327* /?

'

0-/3/.()@ F7//C A(-A27*.(/) *)C -;3/=()@ F7//C <.*<(<

(!

A*) <(@)(?(A*).7> *AA;7;-*.; ?-*A.2-; ';*7()@

!

*)C (.< 3;A'*)(<3 3*> F; -;7*.;C ./ ;)'*)A()@ .'; 3(@-*.(/) *F(7(.> /? 0;-(0';-*7 F7//C VH&< *)C 20 -;@27*.()@ &L8&I:

!

&L8&I$

!

eL9

!

1'>32< &';3/G();

!

6NOM *)C C/B) -;@27*.()@ 1LVYI: () F/); A*772<

!

B'(A' 0-/3/.;< .'; 0;-(0';-*7 F7//C

VH&< '/3()@ () .'; ;*-7> <.*@; /? ?-*A.2-;5

/0123456 M-*A.2-; ';*7()@

+

Y-/3/.()@ F7//C A(-A27*.(/) *)C -;3/=()@ F7//C <.*<(<

+

R-2@<

!

&'();<; ';-F*7

+

K/3J

()@

+

V;<;)A'>3*7 <.;3 A;77<

$S[

" "
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桃红四物汤浓缩液制备

!" #" !

药物组成及来源 参照!医宗金鉴"和临床

用量#全方生药总量
9"" :

$ 组成如下%生地
!" :

#当

归
!" :

#赤芍
!" :

#川芎
9" :

#桃仁
!" :

#红花
9" :

$

各药材购自湖南中医药大学第一附属医院%生地&河

南 #

8;!""99<"!

'(当归 &甘肃 #

8=9<9!9>"9

'(赤芍

&四川#

8=9<9!!#"9

'(川芎&四川#

?@9<99!!">

'桃仁

&新疆#

!"9<">"%"#

'(红花&新疆#

A;9<9!9B"$

'$

!" #" $

药物煎煮和浓缩 将上
C

味中药饮片按照

相应比例配制#共
$"" :

$ 将
!

次煎煮后的药液&约

! """ 37

'混匀#双层纱布过滤$ 置旋转蒸发仪中浓

缩#最终得到
9!% 37

浓缩液&浓度为
!5# : D 37

'$冷却

后#移至
# E

冰箱#保存备用$

!" %

动物给药剂量

大鼠给药剂量&

F

#单位
:

'#由人与动物体表面

积&

4

#单位
3

!

'换算公式 )

C

*

#

F 大鼠GF 人H4 大鼠 D 4 人而

得$ 根据
IJJ'KL2M)J-

公式#

4GNH

&

O! D $

'

D 9" """

(

O 大鼠G9!" :

#

O 人G >" """ :

#

N

为系数&大鼠
G<P9

(人
G

9"5C

'#

F 人G9"" :

#

4 大 鼠 Q 4 人G"5"9! !<

#

F 大 鼠G9""H

"5"9! !<!95! :

$ 成人临床等效剂量为
95! :

&生药

材'#以
!

倍梯度设置给药剂量%&

9

'低剂量
G% : Q R:

$

&

!

'中剂量
G9" : Q R:

$ &

$

'高剂量
G!" : Q R:

$

!" &

实验动物分组和干预

造模成功后# 将开放性股骨干骨折大鼠
$!

只#

随机分为
#

组%对照组&蒸馏水'(低剂量桃红四物汤

组&

% : Q R:

'(中剂量桃红四物汤组&

9" : Q R:

'(高剂量

桃红四物汤组&

!" : Q R:

'$ 用于
3(S-/K&1

检测$ 造模

成功后#将开放性骨干骨折大鼠
!#

只#随机分成

!

组%对照组&蒸馏水'#治疗组&

!" : Q R:

'$ 用于外周

血细胞原代培养+免疫组化和蛋白芯片检测$术后第

9

天开始#每天&上午
BT""

#下午
%T""

'灌胃
!

次#每

次灌胃
9 37

#连续灌胃
% U

$

!" '

检测项目与方法

!" '" ! 3(S-/K&1

扫描 颈椎脱臼法处死大鼠#取

出右侧股骨干并剔除多余肌肉#

#V

多聚甲醛固定#

将骨折标本纵向放置
3(S-/K&1

测试管中#以骨折断

端中心上下
% 33

范围内为感兴趣区域&

-J:(/) /W ()X

.J-JY.

#

L,Z

'#共得到
9C9

层轴位片#经高斯滤波后#

定义最大灰度阈值
$"V

区分矿化组织和非矿化组

织$ 根据系统软件分析大鼠股骨骨折处组织体积

&

.(YY2J [/723J

#

16

'#骨体积&

M/)J [/723J

#

\6

'#骨体

积分数 &

\6 D 16

'和骨密度 &

M/)J 3()J-*7 UJ)Y(.]

#

\IF

'$

!" '" $

外周血间充质干细胞原代培养 真空负压

采血管&肝素抗凝管'腹主动脉取血每只约
! 37

#每

份血液样本与磷酸缓冲盐溶液 &

0'/Y0'*.J M2WWJ-

Y*7()J

#

^\?

'按照
9T9

比例稀释后#经过红细胞裂解

液
!

次裂解#离心获得单核细胞)

>

*

$经
^\?

洗涤
9

次

后以完全培养基重悬# 置于
$> E

含
%V &,

!

的培养

箱中孵育#每隔
$ U

更换新的完全培养基#待细胞密

度融合
<"V

后#传代消化#收集
%

代细胞用于实验$

!" '" ( 1-*)Y_J77

实验 取
^%

代细胞用于实验#步

骤具体如下%消化细胞后#用无血清培养基调整细胞

浓度至
9H9"

C

Q 37

(小室下层加入
%"" !7

含
9"V `\?

的完全培养#小室中每孔加入
9"" !7

(

$> a&

+

%V &,

!

培养箱放置
B

+

9C '

(取出小室#用干净湿棉球轻擦上

室表面(将甲醇和丙酮等体积混合配成固定液#固定

!" 3()

# 将膜取下(

"P9V

结晶紫染色
% 3()

#

^\?

洗

$b%

次(将膜置于载玻片#膜底面朝上#镜下拍照#各

取
C

个视野(将膜置于
9"V

醋酸
%"" !7

浸泡# 使脱

色( 酶标仪
%%" )3

处测定吸光度 &

/0.(S*7 UJ)Y(.]

#

,F

'$

!" '" #

骨痂处
&F#%

+

&F<"

+

&F!<

的免疫组化检测

具体操作方法如下%

C" E

烤片
9b! '

(将切片置于二

甲苯中
$

次# 每次孵育
!" 3()

# 依次放入梯度乙醇

&

9""V

+

<%V

+

B%V

+

>%V

'中#每级
% 3()

#再置入蒸馏

水 中 浸 泡
% 3()

( 将 切 片 浸 入 盛 有
"P"9 I

^\?

&

0AGCP"

'的微波炉 #加热并持续
<% E

作用 #

9% 3()

后再置
"P"9 I ^\?

&

0AG>P!

'中洗涤
$

次#每

次
$ 3()

(

$V A

!

,

!

阻断
9" 3()

#

9V

高碘酸阻断

9" 3()

#

^\?

冲洗
$

次#每次
$ 3()

(滴加适当稀释的

一抗&

&F<"

+

&F#%

+

&F!<

'#

# E

过夜(

^\?

冲洗
$

次#

每次
% 3()

#滴加
9"" !7

抗
K

小鼠+兔+兔
KZ:=

抗体
K

AL^

多聚体(

$> E

下孵育
$" 3()

(

^\?

冲洗
$

次#每

次
% 3()

#再滴加显色剂
F4\

工作液
B" !7

#室温孵

育
% 3()

(蒸馏水洗涤#苏木素复染
%b9" 3()

#蒸馏水

冲洗#

^\?

返蓝
% 3()

( 依次梯度酒精浸泡 &

C"Vb

9""V

'脱水#每次
% 3()

#再置于二甲苯
!

次#每次

9" 3()

(中性树胶封片#显微镜观察#拍照$

!" '" %

蛋白芯片检测骨痂细胞因子表达 从

KB" E

冰箱中取出余下骨折标本#以骨折端为中心#

长约
% 33

的标本# 将对照组和桃红四物汤高剂量

组中
B

只骨标本放置液氮中研磨成粉末状#称重#移

入
9P% 37 c^

管$ 加入蛋白裂解液
^Z^4

&

> !7 Q 3:

'和

蛋白酶抑制剂
^I?`

&

9" !7 Q 937

'#冰浴
$" 3()

#震荡

均匀后$

# E

离心#

9% """ - Q 3()

#

% 3()

$吸取上清液#

移入
"P% 37 c^

管$根据
\&4

法计算蛋白浓度$上清

液放置
KB" E

冰箱中保存备用$ 具体步骤按照说明

书操作$

!" )

统计学处理

采用
=-*0'0*U ^-(Y3 >P"

统计软件#定量资料以

均数
d

标准差&!

"

!"

'表示#两组间比较采用独立样本
#

$C<

" "
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表
!

桃红四物汤对骨折大鼠骨痂内
"# $%#

和
"&'

的

影响!!

!

!"

"

%()*! +,,-./0 1, !"#$#%& '()*'-.1./213

!桃红四物汤"

%456'

#

13 "# $ %# (37 "&' 23 .(8890 1, ,:(./9:- :(/0

!!

!

!"

"

组别 鼠数
96 : 16 9;<

!

3= : >3

$

"

对照组
? "5%@A"5"B %""5C"A!?5!@

低剂量组
? "5%#A"5"C %!B5B"A!B5C%

中剂量组
? "5B!A"5"$ %D?5C"A%$5#$

高剂量组
? "5C"A"5"% BC?5!"AB!5C!

#

值
@D5@! !#5%!

$

值
"5"" "5""

图
; ;(>-/E&1

检测桃红四物汤对股骨干骨折大鼠骨痂内骨体积分数和骨矿化密度的影响!

%F?

#

"

$G"5"%

#

""

$G"5"@

#

8H

差异无统计学差异"

;(*

三维重建图显示桃红四物汤促进骨折断端骨痂的形成#且呈剂量依赖性
;)*

骨体积分数
;.*

骨矿化密度

<2=*; 1'I IJJI>.K /J &'()(%* +,-. <I>/>.(/)

!桃红四物汤#

1LHM<

"

/) N/)I O/723I J-*>.(/) *)P N/)I 3()I-*7 PI)K(.Q () >*772K /J -*.K R(.' JI3/-*7

K'*J. J-*>.2-I RI-I PI.I>.IP NQ 3(>-/ &1

!

%F? J/- *77 =-/20K

$

"

$ G"5"%

#

""

$G"5"@

#

8H ()P(>*.IK )/. K(=)(J(>*).

"

;(* SI0-IKI).*.(OI $< -I>/)K.-2>.IP

3(>-/E&1 (3*=IK K'/RIP .'*. 1LHM< 0-/3/.IK .'I >*772K J/-3*.(/) () * P/KI PI0I)PI). 3*))I- ;)* 9/)I O/723I /OI- ./.*7 .(KK2I O/723I !.* 9/)I

3()I-*7 PI)K(.Q

检验!双侧检验"或两因素析因设计一元定量资料方

差分析# 各组间采用单因素多水平设计一元定量资

料方差分析% 以
$G"5"%

为差异有统计学意义%

;

结果

;* !

影像学
3(>-/E&1

扫描观察桃红四物汤对骨体

积和新骨矿化的影响

;* !* !

骨折端
;(>-/E&1

三维重建图 采用
;(>-/E

&1

对大鼠骨折端进行扫描并建立三维图!见图
!*

"#

大鼠股骨干骨折后
!@ P

#各组骨折断端已部分连接#

断端处稍膨隆%与对照组比较#桃红四物汤各组大鼠

骨折线变窄#骨痂增加#其中以桃红四物汤高剂量组

最为明显#大鼠骨折断端骨痂完整连续#骨折线模糊%

;* !* ; ;(>-/E&1

扫描
96 : 16

和
9;<

结果
96 :

16

和
9;<

参数评估骨折断端骨痂体积和新骨矿化

程度%骨体积分数
96 : 16

表示骨组织体积与组织体

积比值# 直接反应骨量情况# 测量结果见表
@

和图

!N

# 高剂量组骨体积分数明显高于中剂量组 !

$F

"5"$!

"#且中剂量组明显高于低剂量组!

$F"5"#@

"#低

剂量组与对照组之间骨体积分数无明显差异 !

$F

"5B%@

"% 各组
9;<

测量结果见表
@

和图
!>

#从各组

间比较来看#对照组与药物组存在明显差异#高剂量

组显著高于中剂量组!

$F"5""?

"#中剂量组明显高于

低剂量组 !

$F"5"@?

"# 而低剂量组与对照组无差异

!

$F"5BC@

"% 桃红四物汤不同浓度对骨痂处骨矿化的

影响与骨体积分数相同# 以高剂量组
9;<

增加显

著#骨矿化程度最高%

;* ;

骨痂处
&<#%

E

#

&<D"

T

#

&<!D

U的免疫组化检测

通过检测骨痂内
;H&K

免疫标记物
&<#%

&

&<D"

&

&<!D

的表达# 间接反映骨折断端骨痂部位

;H&K

归巢的数目'

?V@"

(

% 桃红四物汤组!

$

个干预组"

大鼠骨痂内
&<#%

表达量低于对照组$ 而
&<D"

和

&<!D

的表达量则相反#桃红四物汤组大鼠骨痂内明

显高于对照组大鼠!见图
$

"% 由此推测#桃红四物汤

组大鼠骨痂内
&<#%

V

&

&<D"

U

&

&<!D

U细胞多于对照组

大鼠# 间接表明桃红四物汤可能促进外周血
;H&K

!"

!#

!$

$C"

" "
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表
!

黏附于迁移小室底部的外周血
"#$%

经脱色后在

&&' ()

波长处的光密度
*+

值 !!

!

!"

"

9

#

,-./0 *1234-5 67(%328 -2 99' () -:27; 674<5<;3=-23<( <:

17;31>7;-5 .5<<6 "#?% -6>7;3(@ 2< 2>7 .<22<) <: 4>-).7;%

!!

!

!"

"

9

$

组别 视野
: ' ;< '

对照组
< "5=>?"5"! "5>:?"5";

桃红四物汤组
< "5>$?"5"! ;5$"?"5";

#

值
;!5;= %"5=#

$

值
"5"" "5""

图
A 1-*)@AB77

小室检测桃红四物汤对外周血
CD&@

体外趋化作用

A-/

结晶紫染色后的迁移至小室外侧的外周血间充质干细胞%

;""

倍$

A./

光密度值表示迁移的细胞数目!

%E:

"

""

$F"5";

$

B3@/A &B77 3(G-*.(/) *@@*H 2@BI ./ @.2IH .'B 3(G-*.(/) /J 0B-(0'B-*7

K7//I CD&@ 2)IB- &'()* .-B*.3B). () L(.-/ A-/ MB0-B@B).*.(LB (3*GB@

/J N-H@.*7 L(/7B. @.*()()G /J .'B 3(G-*.BI 0B-(0'B-*7 K7//I CD&@ /) .'B BOP

.B-(/- /J .'B ()@B-. *. Q;"" 3*G)(J(N*.(/) A./ 1'B )23KB- /J 3(G-*.BI

NB77@ N*7N27*.BI KH /0.(N*7 IB)@(.H

!

%E<

"

""

+F"5";

$

图
C

免疫组化 !亲和组织化学法 $检测骨折断端
&R#%

S

&

&R>"

T

&

&R!>

T的表达!

;""

倍$"阳性为黄色或棕黄色

B3@/C &R#%

S

"

&R>"

T

"

&R!>

T

BO0-B@@(/) () .'B 3*-G()*7 U/)B A(.'() N*7P

72@ *-B*@ KH (332)/'(@./N'B3(@.-H

!

*JJ()(.H '(@./N'B3(@.-H

$

*. Q;"" 3*GP

)(J(N*.(/)5 VB77/A /- K-/A) -B0-B@B).@ 0/@(.(LB @.*()

迁移至骨折断端'

0/ C

桃红四物汤促进外周血间充质干细胞%

3B@P

B)N'H3*7 @.B3 NB77@

"

CD&@

#体外迁移

1-*)@AB77

小室实验检测外周血
CD&@

趋化能

力" 桃红四物汤组外周血
CD&@

较对照组的趋化作

用明显增强%图
#*

#( 通过吸光值 %

/0.(N*7 IB)@(.H

"

,R

#间接计算
CD&@

迁移的数目(桃红四物汤组
,R

值%

: '

#为
"5=>?"5"!

"对照组为
"5>$?"5"!

"二者差异

显著%

#E;!5;=

"

+F"5"";

#)桃红四物汤组
,R

值%

;< '

#

为
"5>:?"5";

"对照组为
;5$"?"5";

"二者有显著差异

%

#E%"5=#

"

+F"5"";

#%见图
#K

和表
!

#( 此结果表明"

桃红四物汤能显著增强外周血
CD&@

的迁移能力(

0/ A

蛋白芯片检测骨痂内细胞因子的差异

蛋白芯片检测骨痂中检测到
;$

种细胞因子%见

图
%*

#*中性粒细胞趋化因子
S;

!

NH./W()BS()I2NBI

)B2.-/0'(7 N'B3/*..-*N.*). S;

"

&X8&S;

$" 中性粒细胞

趋化因子
S!! Y"

!

&H./W()BS()I2NBI )B2.-/0'(7 N'B3/

*..-*N.*). S! *70'* Y KB.*

"

&X8&S!! Y"

$"中性粒细胞趋

化因子
S$

!

NH./W()BS()I2NBI )B2.-/0'(7 N'B3/*..-*NP

.*).@S$

"

&X8&S$

$"细胞间黏附分子
S;

!

@/72K7B ().B-P

NB7727*- *I'B@(/) 3/7BN27BS;

"

@X&4CS;

$" 白细胞介

素
S;

!

().B-7B2W()S; *70'*

"

XZS;!

$" 白细胞介素
;"

!

().B-7B2W()S; KB.*

"

XZS;"

$"

&[&

趋化因子
%

!

7(0/0/

7H@*NN'*-(IBS()I2NBI &[& N'B3/W()B

"

ZX[

$"

ZS

选择

素 !

ZS@B7BN.()

$"

&[&

趋化因子
>

!

3/)/W()B ()I2NBI

KH G*33* ().B-JB-/)

"

CX\

$"

&&

趋化因子
%

!

)/-3*7 1

NB77 BO0-B@@BI *)I 0-B@23*K7H @BN-B.BI

"

M481]D

$"

&[&

趋化因子
=

!

.'H32@ N'B3/W()B

$"基质金属蛋白

!"

!#

$=;

" "
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图
!

蛋白芯片检测骨痂内细胞因子的表达
!"#

蛋白芯片结果

!$#

平均灰度值

%&'#! 9-/.:() ;'(0 <'/=()> .': :??:;.< /? 1@ABC 0-/3/.:< /) ;D./E():<

:F0-:<<(/) () ;*772< *-:*< !"# G3*>:< /? 0-/.:() ;'(0 !$# H:*) 0(F:7

I:)<(.D

表
(

蛋白芯片检测骨折早期骨痂内细胞因子的表达

!!

!

!"

"

0(F:7

#

)"$#* +,-,. /0 123/4&5,6 ,789,66&/5 &5 1"..:6 "9,"6 &5 ,"9.2

63"', $2 :6&5' 89/3,&5 1;&8

!!

!

!"

"

0(F:7

$

注%各组骨标本&

#JK

$提取总蛋白"设置一复孔计算均数和标准差

8/.:

%

./.*7 0-/.:() =*< :F.-*;.:I ?-/3 L/): <*307:< /? :*;' >-/20

&

$JK

$"

*)I * 327.(07: =:77 =*< <:. ./ ;*7;27*.: .': 3:*) *)I <.*)I*-I I:M(*.(/)

细胞因子 孔数
灰度值

对照组 桃红四物汤组

&G8&NO ! $%%5"P!Q5R O "$#5"P#Q5S

&G8&N!! T" ! $ !#"5"P!QK5S $ !OK5"P#O#5#

<G&4HNO ! K!$5"P#Q5S SSO5"PKQ5$

GUNO! ! !OQ5"P$%5# $$S5"P$R5Q

GUNO" ! O !KK5"PO%!5S O #SK5"PO!O5Q

UGV ! O !K$5"POKK5O O ROQ5"PO#K5%

UNA:7:;.() ! !QO5"P#K5O !$"5"P$R5Q

HGW ! O OK$5"PO%S5" K##5"POSO5O

X481YA ! R#!5"PS%5" RKR5"PO$S5!

1'D32< ! O#%5"P#Q5S $S"5"P$$5R

1GH9NO ! SSR5"PO!%5R !QO5"PS!5O

6YWZ ! % KKR5"PKKR5% S !"#5"P$%"5S

酶组织抑制因子
NO

&

.(<<2: ()'(L(./- /? 3:.*77/0-/[

.:()*<:< O

"

1GH9NO

$"血管内皮生长因子&

M*<;27*- :)[

I/.':7(*7 >-/=.' ?*;./-

"

6YWZ

$' 与骨折大鼠相比"桃

红四物汤能促进骨痂内
&G8&NO

!

!5RO

倍$(

&G8&N$

!

O5%R

倍$(

UGV

!

O5%

倍$(

1'D32< &':3/E():

!

!5%%

倍$

和
6YWZ

!

O5!!

倍$的表达"抑制
1GH9NO

!

!5RK

倍$的

表达!见图
%L

和表
$

$'

*

讨论

桃红四物汤出自于清代)吴谦所著的*医宗金

鉴+"由桃仁(红花(当归(赤芍(生地黄(川芎
Q

味药

组成"主治血瘀之证' 骨折早期"骨断筋伤"血溢脉

外"离经之血瘀滞于肌肤腠理而致气滞血瘀"桃红四

物汤活血化瘀最为相宜'课题组在临床实践中发现"

骨折早期运用活血化瘀代表方桃红四物汤能明显缩

短胫腓骨骨折愈合时间"提高骨折修复效率,

OO

-

'动物

实验也证明"桃红四物汤早期干预骨折大鼠"能明显

增加骨痂体积"提高骨矿化密度'对于桃红四物汤促

进骨折愈合的作用"已有研究者从改善血流变(增加

相关因子分泌等方面解释,

O!

-

.但是"其影响骨折愈合

的关键因素并没有发现,

O$

-

' 干细胞具有自我更新和

分化潜能的细胞"不仅能向多种组织细胞分化"而且

具有明显的迁移能力" 通过静脉移植或局部注射骨

髓间充质干细胞治疗骨科疾病获益良多" 已引起广

泛关注 ,

O#

-

' 本研究发现"桃红四物汤能增强外周血

HA&<

迁移能力" 增加早期骨痂内
HA&<

归巢数目'

有研究证明,

O%NOQ

-

"骨折部位
HA&<

归巢的数量与成骨

能力(骨痂新生呈正比'

HA&<

归巢数目的增加将为

骨折断端提供充足的干细胞"促进骨组织再生'

HA&<

的归巢受到外身生物学行为改变和骨折

端局部微环境变化的共同影响,

OSNOK

-

' 骨折早期断端

血肿中基质成分(细胞因子浓度(

0@

值(氧分压等局

部环境均能影响
HA&<

的迁移,

ORN!"

-

"骨痂内细胞因子

产生的趋化性在
HA&<

迁移过程中发挥着重要作

用 ,

!O

-

' 采用蛋白芯片检测骨痂中细胞因子表达

!

!R

种$" 发现骨痂内 !骨折后
% I

$ 表达
&G8&NO

(

&G8&N!! T"

(

&G8&N$

(

<G&4HNO

(

GUNO!

(

GUNO"

(

UGV

(

UN<:7:;.()

(

HGW

(

X481YA

(

1'D32< &':3/E():

(

1GH9N

O

(

6YWZ

等
O$

种细胞因子' 与骨折大鼠骨痂相比"

桃红四物汤能促进骨痂内
&G8&NO

!

!5RO

倍$(

&G8&N

$

!

O5%R

倍$(

UGV

!

O5%

倍$(

1'D32< &':3/E():

!

!5%%

倍$

和
6YWZ

!

O5!!

倍 $表达 "抑制
1GH9 NO

!

!5RK

倍 $

表达'

&G8&NO

!

&V&UO

$和
&G8&N$

!

&V&U$

$为
&V&

家

族的趋化因子"对中性粒细胞具有强大趋化作用'研

究证明
&G8&NO

能与
HA&<

膜
&V&XO

受体结合促进

HA&<

迁移 ,

!!

-

'

UGV

!

&V&U%

$已被证实能促进
HA&<

的成骨分化和迁移 ,

!$

-

' 有研究者通过
1'D32<

&':3/E():

!

&V&US

$干预
HA&<

后"发现
&V&US

能与

HA&<

膜上趋化因子受体
&V&X!

结合而促进其趋化

!"

!#

$S!

" "
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!

8/5#

性迁移!

!#

"

# 桃红四物汤能通过促进骨痂内
&9&

家族

趋化因子$

&9&:;

%

&9&:$

和
&9&:<

&因子的表达'

增加外周血与骨痂内的化学梯度'趋化外周血
=>&?

归巢至骨折断端(

6@AB

是一种是一种高度特异性

的促血管内皮细胞生长因子' 常在损伤修复过程中

显著增高 !

!%

"

) 有研究证明 !

!CD!<

"

'

6@AB

能活化
=>&?

胞内
B4E

和桩蛋白*

F*G(77()

&酪氨酸位点磷酸化水

平'促进黏着斑和应力纤维的形成'增强
=>&?

迁移

能力'研究发现'桃红四物汤干预的骨折大鼠骨痂内

6@AB

表达增加' 桃红四物汤可能促进
6@AB

的表

达促进
=>&?

的归巢) 金属蛋白酶组织抑制*

.(??2H

()'(I(./- /J 3*.-(G 3H.*77/0-/.H()*?H?

'

1K=F?

&'是一类

能抑制
==F?

活性的天然蛋白酶抑制剂' 它能与

==F?

结合抑制
==F

的活性'从而阻碍
==F?

介导

的细胞迁移和细胞外基质的降解)

1K=FD;

为
1K=F?

中第一个被发现的蛋白酶抑制剂' 它能抑制
==FD

!

+

==FDL

等蛋白酶降解!

!#

"

# 研究发现'桃红四物汤

干预大鼠骨痂内
1K=FD;

的表达较未干预组明显降

低' 从而抑制
1K=FD;

对
==FL

和
==F!

蛋白的降

解'增强其对血管内皮细胞基膜和骨基质的降解'促

进
=>&?

的归巢!

!M

"

#

总之'活血化瘀基本方桃红四物汤能促进外

周血
=>&?

归巢至骨折断端' 为加速骨折愈合提供

充足的干细胞# 桃红四物汤促进外周血
=>&?

归巢

的机制可能与增强外周血
=>&?

迁移能力和上调骨

痂 中
&K8& D;

%

&K8& D$

%

:K9

%

1'N32? &'H3/O()H

%

6@AB

'下调
1K=FD;

表达有关#
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自噬在骨骼肌质量维持中的作用

刘阿英!张全兵!周云!王锋

%安徽医科大学第二附属医院康复医学科)安徽 合肥
!$"M"A

&

!摘要" 作为人体重要的运动和能量代谢器官!骨骼肌质量的正常维持对于机体发挥正常的生理功能至关重要"

自噬
N

溶酶体#

*2./0'*GJN7J;/;/3:

!

4U

$途径是一种在正常和病态细胞中普遍存在的生理或病理机制!对于维持细胞内

蛋白质平衡!清除细胞内受损的细胞器!及维持内环境稳定起到关键作用%自噬过程的顺利进行需要经历多个步骤!在

多重因子的协调作用下完成" 自噬通过清除受损的肌原纤维和隔离的胞浆蛋白等细胞成分来维持健康机体的肌肉内

稳态"自噬还可以提供细胞增殖所需的初始能量!促进损伤后肌肉的再生和重塑"同时!自噬失调也是导致年龄相关性

骨骼肌萎缩的一个重要诱因"自噬可以影响骨骼肌对运动的反应!增加基础自噬水平有利于提高骨骼肌对运动的适应

性" 本文将自噬在骨骼肌质量维持中的作用与通路进行总结!以便为临床预防和治疗肌萎缩提供有效的康复策略"
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