
固精收涩为使药。纵观全方，标本兼治，扶正祛邪兼

顾，清补兼施，用药精当，益气健脾、滋阴补肾，清热利

湿、活血祛湿，正合慢性肾小球肾炎蛋白尿脾肾两虚、
湿热内蕴，兼夹瘀血的病因病机，故临床治疗肾小球肾

炎蛋白尿取得了较好的疗效。
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IGF － 1、FGF － b 在中药活骨注射液对
兔缺血性股骨头坏死表达变化实验研究

张文进1，张晓峰2，李超1，徐西林2* ，吕航2，段洪超2，王春龙2

( 1． 黑龙江中医药大学，黑龙江 哈尔滨 150040; 2． 黑龙江中医药大学附属第二医院，黑龙江 哈尔滨 150001)

摘 要: 目的: 观察中药活骨注射液对缺血性股骨头坏死 IGF － 1、FGF － b 的表达。方法: 将新西兰大白

兔 90 只随机分为空白组( 30 只) 、造模组( 60 只) 。造模组造模成功后，再随机分为模型组、实验组各 30
只。空白组不给予任何药物治疗; 模型组、实验组每 3 天髋关节腔灌注一次。造模组术后 2 周开始给

药。各组按 1 周、3 周、6 周、9 周、12 周时间点分批处死，每批每组处死 6 只，进行检测。采用 Ｒeal －
time PCＲ、免疫组化观察在股骨头缺血性坏死修复过程中 IGF － 1、FGF － b 的表达变化。结果: Ｒeal －
time PCＲ 法检测不同时间点 IGF － 1、FGF － b 表达，IGF － 1、FGF － b 的表达随着时间推移各组表达量逐

渐升高。免疫组化法检测不同时间点 IGF － 1、FGF － b 表达，IGF － 1、FGF － b 的表达随着时间推移各组

表达量逐渐升高。ＲT － PCＲ、免疫组化法都可以作为观察缺血性股骨头坏死变化过程的检测方法，并

且具有重要价值，虽然检测方向不同，但其两者的优缺点互补。差异有统计学意义( P ＜ 0． 05) 。结论:

活骨注射液对 IGF －1、FGF － b 有着血管再生作用，对于治疗缺血性股骨头坏死早期治疗有显著地效果。
关键词: 促生长因子; 成纤维生长因子; 缺血性股骨头坏死; 关节腔灌注; 活骨素注射液
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缺血性股骨头坏死是骨科至今尚未攻克的疑难疾

病之一。近几十年来由于交通伤的高发、激素的广泛

应用、酗酒等原因，股骨头坏死的患病率呈明显的上升

趋势，疾患发病年龄也随之年轻化。如若治疗不及时，

致残率非常高，所以探寻缺血性股骨头坏死早期治疗

及早期诊断至关重要。在总结以往工作经验的基础

上［1］，我们对兔股骨头坏死进行中药活骨注射液关节

腔灌注，观察 IGF － 1、FGF － b 的动态表达，在总结报

告如下。
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1 材料与方法

1． 1 实验动物

由哈尔滨医科大学动物实验中心提供的健康 6 月

龄新西兰大白兔 90 只( 许可证: scxk2006 － 010) ，体质

量( 2 100 ± 100 ) g，雌雄各半，所有动物单笼喂养，通

风，自由饮水进食，普通草料喂养。
1． 2 主要仪器及药品试剂

活骨注射液( 内含生药: 丹参 3 g，川芎 2 g 等) 委

托哈尔滨医科大学附属第二医院制剂室制备。仪器:

Ｒoche 480II，Ｒeal － time PCＲ 仪，东胜龙梯度 PCＲ 仪，

三洋超低温冰箱，国产振荡混匀器，离心机。试剂:

ＲNA 提取试剂盒为北京天恩泽柱式软骨 ＲNAOUT( 正

式实验用) 和 qiagen 的组织提取试剂盒( 预实验用) ，

反转录 试 剂 盒 购 自 TAKAＲA ( 大 连 宝 生 物，货 号:

ＲＲ037A) ，Ｒeal － time PCＲ 试剂盒购自 TAKAＲA ( 大

连宝生物，货号: ＲＲ820A) ，引物由 TAKAＲA 设计合

成，DEPC，氯仿等为国产分析纯。
1． 3 方法

1． 3． 1 实验动物分组

90 只新西兰大白兔适应性喂养 2 周后，精确称

重，随机分为 2 组，即: 空白组 ( 30 只 ) 、造 模 组 ( 60
只) 。造模组造模成功后，再用抽签法随机分为 2 组:

模型组( 生理盐水组) 、实验组( 活骨注射液组) ，每组

30 只实验用兔。
1． 3． 2 动物模型的建立及处理措施

1． 3． 2． 1 造模方法

按照沈霖、林燕萍、王拥军液氮冷冻法诱导兔的股

骨头坏死，用 30 mg /kg 戊巴比妥或 50 mg /kg 腹腔内

麻醉后，取髋关节前外斜形切口，长约 4 cm，随后依次

切开皮肤、皮下组织、深筋膜，暴漏大转子前内侧分离

直达髋关节囊，T 形切开髋关节囊，使股骨头暴露，用

与股骨头大小相当的纱布团浸透液氮，冷冻股骨头上

端，持续 10s，用温盐水纱布将股骨头上端复温后复

位，缝合切口各层。术后每天青霉素肌注 20 万 U，每

天 2 次，预防感染。
1． 3． 2． 2 治疗方案

根据标准体重动物的公斤体重剂量换算公式，换

算人 － 兔的生药量［2］。造模术后 2 周后开始分组治

疗，空白组正常饲养，不给予任何药物治疗。模型组给

予 9% 生理盐水 0． 70mL /次，每 3 日 1 次髋关节腔灌

注。实验组给予活骨注射液每 3 日 1 次髋关节腔灌

注，剂量 0． 70mL /次。各组按 1 周、3 周、6 周、9 周、12
周时间点分批处死动物，每批每组处死 6 只，进行检测。
1． 3． 2． 3 实验方案

各组按 1 周、3 周、6 周、9 周、12 周时间点分批处

死动物，每批每组处死 6 只，取出的股骨头劈成两半，

一半放入戊二醛固定液中保存，进行疫组化检测，一半

放入液态氮中保存，进行 ＲT － PCＲ 检测。
免疫组化过程: 术后取兔骨( 股骨头) 组织( 每组

每个时相点各 6 只) ，置福尔马林溶液中固定后，石蜡

包埋、切片。流水冲洗 30min，去除多余固定液; 脱水:

入 70%、80%、90%、100% ( 一) 和 100% ( 二) 中酒精

各 1h; 透明: 入二甲苯 ( 一) 中 15min，二甲苯 ( 二) 中

10min; 浸蜡: 将透明后的组织放入恒温箱中已溶化的

石蜡( 一) 、石蜡( 二) 和石蜡( 三) 中，每个 1h; 包埋: 将

浸过的组织按顺序包埋成块，以备切片。
PCＲ 过程分为三步: 第一，取标本( 骨组织) ，DNA

变性，( 90℃ ～ 96℃ ) : 双链 DNA 模板在热作用下，氢

键断裂，形成单链 DNA; 第二，退火，( 60℃ ～ 65℃ ) : 系

统温度降低，引物与 DNA 模板结合，形成局部双链; 第

三，延伸，( 70℃ ～75℃ ) : 在 Taq 酶( 在 72℃左右，活性

最佳) 的作用下，以 d － NTP( 脱氧核糖核苷三磷酸) 为

原料，以 5' － 3' 端 的 方 向 延 伸，合 成 与 模 板 互 补 的

DNA 链。
引物 序 列: IGF － 1 ( 5' － 3') CTGTCCTCCTCG-

CATCTCTTCT; IGF － 1 ( 3' － 5') GAAATAAAAGCCCCT-
GTCTCCAC。FGF － b ( 5' － 3') GAGCGACCCACACAT-
CAAATTAC; FGF － b ( 3' － 5') CCAGCAGTCTTC-
CATCTTCCTT。β － actin ( 5' － 3') TCACCCACACTG
TGCCCATCTACGA; β － actin ( 3' － 5') CAGCGGAAC-
CGCTCATTGCCAATGG。
1． 4 统计学处理

对实验数据进行统计学处理采用 SPSS19． 0 统计

软件进行统计分析，计量资料采用均数 ± 标准差( 珋x ±
s) 表示，组间比较采用 t 检验，以 P ＜ 0． 05 为差异有统

计学意义，P ＜ 0． 01 具有极显著统计学意义。
2 结果

Ｒeal － time PCＲ、免 疫 组 化 法 检 测 不 同 时 间 点

IGF － 1、FGF － b 表达，模型组与空白组在构建模型的

第 1、3、6、9、12 周时，模型组与空白组股骨头中 IGF －
1、FGF － b 的表达量很明显低于实验组，差异具有统

计学意义( P ＜ 0． 05) 。结果见表 1 ～ 4。
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表 1 各组兔不同时间点股骨头组织中 FGF － b mＲNA 表达结果比较( n = 30，每组每个时间点各 6 只，珋x ± s)

1 周 3 周 6 周 9 周 12 周

空白组 1． 000 ± 0． 000 1． 000 ± 0． 000 1． 000 ± 0． 000 1． 000 ± 0． 000 1． 000 ± 0 ． 000

模型组 1． 097 ± 0． 197 0． 837 ± 0． 213 0． 885 ± 0． 217 0． 768 ± 0． 163 0． 672 ± 0． 192

实验组 1． 202 ± 0． 182 1． 394 ± 0． 174▲ 1． 976 ± 0． 181#▲▲ 2． 062 ± 0． 159##▲▲ 3． 208 ± 0． 199##▲▲

注: 与空白组比较，#P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01; 与相同时间点的盐水处理组比较，▲P ＜ 0． 05，▲▲P ＜ 0． 01

表 2 各组兔不同时间点股骨头组织中 IGF － 1 mＲNA 表达结果比较( n = 30，每组每个时间点各 6 只，珋x ± s)

1 周 3 周 6 周 9 周 12 周

空白组 1． 000 ± 0． 000 1． 000 ± 0． 000 1． 000 ± 0． 000 1． 000 ± 0． 000 1． 000 ± 0． 000

模型组 1． 009 ± 0． 200 1． 248 ± 0． 168## 1． 180 ± 0． 182 0． 995 ± 0． 176 0． 797 ± 0． 213

实验组 1． 085 ± 0． 176 1． 274 ± 0． 193##▲ 1． 829 ± 0． 218##▲ 1． 895 ± 0． 183##▲▲ 2． 032 ± 0． 154##▲▲

注: 与空白组比较，#P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01; 与相同时间点的盐水处理组比较，▲P ＜ 0． 05，▲▲P ＜ 0． 01

表 3 各组兔不同时间点股骨头组织中 FGF － b 蛋白表达结果比较( n = 30，每组每个时间点各 6 只，珋x ± s)

1 周 3 周 6 周 9 周 12 周

空白组 655． 39 ± 68． 63 654． 59 ± 69． 96 659． 51 ± 70． 16 650． 19 ± 19． 21 657． 55 ± 66． 73

模型组 727． 92 ± 64． 21 598． 94 ± 87． 89 554． 79 ± 117． 57 556． 73 ± 95． 16 512． 62 ± 90． 69

实验组 786． 78 ± 110． 57 841． 18 ± 100． 96#▲▲ 1119． 29 ± 197． 25##▲▲ 1449． 18 ± 216． 95##▲▲ 2140． 08 ± 237． 64##▲▲

注: 与空白组比较，#P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01; 与相同时间点的盐水处理组比较，▲▲P ＜ 0． 01

表 4 各组兔不同时间点股骨头组织中 IGF － 1 蛋白表达结果比较( n = 30，每组每个时间点各 6 只，珋x ± s)

1 周 3 周 6 周 9 周 12 周

空白组 802． 02 ± 141． 73 804． 12 ± 120． 36 808． 52 ± 101． 56 806． 08 ± 196． 36 807． 02 ± 132． 41

模型组 809． 49 ± 71． 79 1050． 65 ± 120． 04## 903． 15 ± 94． 81 840． 79 ± 116． 13 638． 51 ± 67． 07#

实验组 832． 22 ± 120． 37 1093． 37 ± 182． 49## 1487． 07 ± 192． 57##▲▲ 1522． 64 ± 119． 93##▲▲ 1645． 47 ± 205． 68##▲▲

注: 与空白组比较，#P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01; 与相同时间点的盐水处理组比较，▲▲P ＜ 0． 01

3 讨论

股骨头缺血性坏死在骨科领域比较常见，且为骨

科的难治性疾病之一［3］。有资料显示股骨头坏死已

经位居髋关节疾病发病率的首位［4］，早期治疗的关键

在于早期诊断、早期治疗［5］。怎样保证坏死区域的血

流及血管再生，对于股骨头坏死的治疗有着至关重要

的作用［6］。
IGF － 1 是一种含有 70 个氨基酸残基与胰岛素有

相似结构的多肽，它几乎存在于所有哺乳动物组织中，

促进骨细胞增殖、分化和募集，抑制细胞凋亡，刺激骨

胶原的转录与 DNA 的合成，抑制胶原的降解，增加骨

基质沉积，还能增加成骨对磷的吸收，且对轻基磷灰石

促进成骨细胞活性的作用有增强效应。Kanatani 等发

现磷酸盐能显著增加细胞的 DNA 合成，并且高浓度磷

酸盐能增强细胞内 IGF － 1 和 IGF － 1mＲNA 的表达，

因此，磷酸盐对骨形成的促进作用是部分通过增加

IGF － 1 活性实现的。Sakata 等发现 IGF － 1 可明显促

进正常大鼠骨祖细胞的增殖和分化，增强 ALP 的活性

和骨的矿化，而对骨骼负重减少的大鼠则无此效应，因

此，应用 IGF1 可向骨缺损区提供大量的成骨细胞而加

速愈合。但是，有研究表明，单独使用 IGF － 1 而不与

任何载体 结 合 时，并 不 能 提 高 骨 的 再 生 能 力，因 为

IGF － 1 植入体内较易吸收，不能在有效时间作用于更

多靶细胞，对于较大骨缺损不能提供支架作用。因此，

选择一个适当的承载 IGF － 1 的载体成为当前研究的

热点问题［7］。FGF － b 突出的特点是促进毛细血管再

生作用，在 所 知 的 血 管 生 长 因 子 中 它 的 作 用 最 强。
FGF － b 可以刺激毛细血管内皮生长因子迁移和增殖，

形成毛细血管芽，促进新的血管形成，同时，释放至少

两种间质降解酶: 纤溶酶原激活剂和胶原酶，对损伤部

位的细胞外基质进行降解，是毛细血管向损伤区长入，

为组织的修复提供营养，运送足量钙质，并将骨折早期
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机体急性非特异性反应产生的降钙素、24、25 － ( OH)

2 － D 运到损伤区。早期骨愈合中高能量代谢状态提

示了此时对骨血供及能量物质需求的提到。骨折愈合

时新生血管的长入尚可将大量间充质细胞带入损伤

区，间充质细胞进一步转化为成骨细胞。FGF － b 是

FGF 家族中对骨生成细胞作用较强的多肽因子，其丝

裂原作用表现为刺激性地增加了 DNA 合成和细胞分

裂。体外研究已发现 FGF － b 对骨膜起源的细胞、骨

生成细胞、胶原合成细胞的分裂与增殖有刺激作用，体

内研究也证实，局部或全身应用 FGF － b 均可引起成

骨细胞增殖，加速骨形成。骨内血管系统与坏死的进

程之间有相互作用关系。

近年来中药对缺血性股骨头坏死早期治疗有很好

的疗效。祖国中医学将股骨头坏死归属为“骨蚀”“骨

痹”“骨痿”范畴之内，情志所伤、劳伤过度等因素作用

于肾，导致肾阳不振，真阴受损，导致筋脉失于濡养，遂

成痿证，因 此 肾 虚 为 本 病 之 本，六 淫 侵 袭 为 本 病 之

标［8］。前期，实验研究表明活骨注射液对缺血性股骨

头坏死有很好的作用。活骨注射液主要由丹参和川芎

等中药材构成。丹参具有活血化瘀、调经、凉血消痈、

安神的功效; 川芎可活血行气、祛风止痛、通经活络。

活骨注射液具有活血化瘀、补肾壮骨之功。

本实验中运用 Ｒeal － time PCＲ 方法，观察不同时

间点兔缺血性股骨头坏死中 IGF － 1、FGF － b 的表达，

IGF － 1 是生长激素产生生理作用过程中必须的一种

活性蛋 白 多 肽 物 质。现 在 已 知 的 包 括 IGF － 1 和

IGF － 2 两种。IGF － 1 在婴儿的生长和在成人体内持

续进行合成代谢作用上具有重要意义。生长激素的生

理作用包括促进生长，且对于糖、脂、蛋白质代谢和无

机盐代谢必不可少。IGF － 1 是一类促进细胞生长、具
有胰 岛 素 样 代 谢 效 应 的 因 子。碱 性 成 纤 维 因 子

( FGF － b) 在血管及成骨细胞再生方面也起着重要作

用。FGF － b 突出的特点之一是促进毛细血管生成作

用，它是已知的体内作用最强的血管生长因子之一。

所以，股骨头缺血性坏死与 IGF － 1、FGF － b 息息相

关，研究 IGF － 1、FGF － b 刻不容缓。由于 IGF － 1、
FGF － b 是细胞生长的上游调控因子，通过 IGF － 1、
FGF － b 表达的变化可以进一步探讨细胞生长发生的

原因。FGF － b 的表达随着时间推移各组表达量逐渐

升高，IGF － 1 的表达随着时间推移各组表达量逐渐升

高。治疗组表达高于模型组、空白组，说明活骨注射液

能通过促进 IGF － 1、FGF － b 的表达增加，从而促进细

胞血管生长的发生，延缓缺血性股骨头坏死的病理进

程，从而防治股骨头坏死。
本实验结果显示: 缺血性股骨头坏死注射活骨注

射液通过两种检测方法观察 IGF － 1、FGF － b，提示两

种检测方法相比较，ＲT － PCＲ 较 IHC 敏感，尤其对于

缺血性股骨头坏死。国内外许多实验已证实［9 － 10］，

ＲT － PCＲ 方法的阳性率高于免疫组化检测的阳性率，

本研究的结果与之一致。
中药治疗缺血性股骨头坏死，积累了丰富的临床

经验，取得了显著的疗效，中药治疗缺血性股骨头坏死

的实验研究同样也取得了明显的进展。运用现代实验

技术，从分子生物学水平和基因水平准确分析具有预

防、修复股骨头坏死的中药作用机理。实验研究应更

系统化，对临床的应用和指导应更具有针对性［11］。通

过该实验研究表明活骨注射液对 IGF － 1、FGF － b 有

着血管再生作用，对于治疗缺血性股骨头坏死早期治

疗有显著地效果，为早期缺血性股骨头坏死患者提供

了多种治疗方案。
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