
书书书

·基础研究·

活骨注射液髋关节腔灌注对兔股骨头坏死模型
血管内皮生长因子表达的动态影响
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摘 要 目的: 观察活骨注射液髋关节腔灌注对兔股骨头坏死模型血管内皮生长因子( vascular endothelial growth factor，VEGF) 表

达的动态影响。方法: 将 90 只新西兰大白兔随机分为对照组、模型组和实验组，每组 30 只。对模型组和实验组动物采用液氮冷

冻法进行股骨头坏死造模; 造模成功后，分别以生理盐水和活骨注射液进行髋关节腔灌注。对照组不进行任何干预。药物干预开

始后 1、3、6、9、12 周时，分别从各组随机选取 6 只动物处死后取出股骨头，采用免疫组化法和实时定量 PCＲ 法检测 VEGF 表达情

况。结果: 药物干预后各时点，3 组动物股骨头 VEGF 蛋白表达量比较，组间差异均有统计学意义 ( 490． 56 ± 60． 62，661． 99 ±

64． 51，796． 09 ± 86． 17，F = 27． 670，P = 0． 000; 501． 41 ± 58． 85，781． 71 ± 87． 32，854． 71 ± 76． 97，F = 36． 810，P = 0． 000; 489． 33 ±

53． 19，592． 42 ± 117． 35，905． 51 ± 107． 95，F = 29． 930，P = 0． 000; 498． 96 ± 40． 37，571． 31 ± 111． 38，1158． 20 ± 147． 35，F = 65． 820，

P = 0． 000; 500． 47 ± 33． 67，508． 01 ± 138． 76，1528． 20 ± 146． 09，F = 150． 770，P = 0． 000) 。对照组各时点股骨头 VEGF 蛋白表达量

均低于实验组( P = 0． 000，P = 0． 000，P = 0． 000，P = 0． 000，P = 0． 000) ; 药物干预后 1、3 周时对照组股骨头 VEGF 蛋白表达量均低

于模型组( P = 0． 001，P = 0． 000) ; 药物干预后 1、6、9、12 周时模型组股骨头 VEGF 蛋白表达量均低于实验组 ( P = 0． 005，P =

0． 000，P = 0． 000，P = 0． 000) ; 其余各时点组间两两比较，差异均无统计学意义。药物干预后各时点，3 组动物股骨头 VEGF mＲNA

表达量比较，组间差异均有统计学意义 ( 1． 000 ± 0． 000，1． 313 ± 0． 380，1． 546 ± 0． 204，F = 9． 650，P = 0． 001; 1． 000 ± 0． 000，

1． 412 ± 0． 345，1． 750 ± 0． 236，F = 19． 361，P = 0． 000; 1． 000 ± 0． 000，1． 235 ± 0． 095，1． 807 ± 0． 211，F = 35． 216，P = 0． 000; 1． 000 ±

0． 000，1． 234 ± 0． 250，2． 691 ± 0． 289，F = 137． 743，P = 0． 000; 1． 000 ± 0． 000，1． 113 ± 0． 180，3． 106 ± 0． 287，F = 293． 245，P =

0． 000) 。对照组各时点股骨头 VEGF mＲNA 表达量均低于实验组( P = 0． 000，P = 0． 000，P = 0． 000，P = 0． 000，P = 0． 000) ; 药物干

预后 1、3、6、9 周时对照组股骨头 VEGF mＲNA 表达量均低于模型组( P = 0． 020，P = 0． 003，P = 0． 027，P = 0． 046) ; 药物干预后 3、

6、9、12 周时模型组股骨头 VEGF mＲNA 表达量均低于实验组( P = 0． 011，P = 0． 000，P = 0． 000，P = 0． 000) ; 其余各时点组间两两

比较，差异均无统计学意义。结论: 活骨注射液髋关节腔灌注可持续促进兔股骨头坏死模型坏死股骨头局部 VEGF 表达，这可能

是其治疗股骨头坏死的主要作用机制之一。
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ABSTＲACT Objective: To observe the dynamic effect of intra-articular hip injection of Huogu injection on the expression of vascular en-

dothelial growth factor( VEGF) in rabbit models with osteonecrosis of the femoral head( ONFH) ． Methods: Ninety New Zealand white rab-

bits were randomly divided into control group，model group and experimental group，30 cases in each group． The rabbits in model group and

experimental group were administrated with liquid-nitrogen refrigeration to build ONFH models，and then they were intra-articular injected

with normal saline and Huogu injection respectively in the hip，while the rabbits in the control group were not be treated． At 1，3，6，9 and 12
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weeks after the beginning of drug intervention，6 rabbits were randomly selected from each group respectively and were executed，then their

femoral heads were fetched out and were sectioned for detecting the expression of VEGF by immunohistochemical method and real-time

quantitative PCＲ method． Ｒesults: There was statistical difference in the expression of VEGF protein in femoral head between the 3 groups

at each timepoint after the beginning of drug intervention ( 490． 56 +/－ 60． 62，661． 99 +/－ 64． 51，796． 09 +/－ 86． 17，F = 27． 670，P =

0． 000; 501． 41 +/－ 58． 85，781． 71 +/－ 87． 32，854． 71 +/－ 76． 97，F = 36． 810，P = 0． 000; 489． 33 +/－ 53． 19，592． 42 +/－ 117． 35，

905． 51 +/－ 107． 95，F = 29． 930，P = 0． 000; 498． 96 +/－ 40． 37，571． 31 +/－ 111． 38，1158． 20 +/－ 147． 35，F = 65． 820，P = 0． 000;

500． 47 +/－ 33． 67，508． 01 +/－ 138． 76，1528． 20 +/－ 146． 09，F = 150． 770，P = 0． 000) ． The expression of VEGF protein in femoral head

was lower in control group compared to experimental group at each timepoint after the beginning of drug intervention ( P = 0． 000，P =

0． 000，P = 0． 000，P = 0． 000，P = 0． 000) ． The expression of VEGF protein in femoral head were lower in control group compared to model

group at 1 and 3 weeks after the beginning of drug intervention( P = 0． 001，P = 0． 000) and were lower in model group compared to experi-

mental group at 1，6，9 and 12 weeks after the beginning of drug intervention( P = 0． 005，P = 0． 000，P = 0． 000，P = 0． 000 ) ，while there

was no statistical difference between the paired groups at other timepoints． There was statistical difference in VEGF mＲNA expression in the

femoral head between the 3 groups at each timepoint after the beginning of drug intervention ( 1． 000 +/－ 0． 000，1． 313 +/－ 0． 380，

1． 546 +/－ 0． 204，F = 9． 650，P = 0． 001; 1． 000 +/－ 0． 000． 1． 412 +/－ 0． 345，1． 750 +/－ 0． 236，F = 19． 361，P = 0． 000; 1． 000 +/－ 0． 000，

1． 235 +/－ 0． 095，1． 807 +/－ 0． 211，F = 35． 216，P = 0． 000; 1． 000 +/－ 0． 000，1． 234 +/－ 0． 250，2． 691 +/－ 0． 289，F = 137． 743，P =

0． 000; 1． 000 +/－ 0． 000，1． 113 +/－ 0． 180，3． 106 +/－ 0． 287，F = 293． 245，P = 0． 000) ． The VEGF mＲNA expression in the femoral head

was lower in control group compared to experimental group at each timepoint after the beginning of drug intervention ( P = 0． 000，P =

0． 000，P = 0． 000，P = 0． 000，P = 0． 000) ，and were lower in control group compared to model group at 1，3，6 and 9 weeks after the begin-

ning of drug intervention( P = 0． 020，P = 0． 003，P = 0． 027，P = 0． 046) ，and were lower in model group compared to experimental group at

3，6，9 and 12 weeks after the beginning of drug intervention( P = 0． 011，P = 0． 000，P = 0． 000，P = 0． 000) ，while there was no statistical

difference between the paired groups at other timepoints． Conclusion: Intra-articular hip injection of Huogu injection can promote the ex-

pression of VEGF in necrotic femoral head of rabbit ONFH model，which may be one of the mechanisms of action for treatment of ONFH．
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股骨头坏死致残率高，因此早期明确诊断，进行

保留自身股骨头的治疗显得尤为重要。保留自身股

骨头治疗的主要目标是重建及改善坏死股骨头的血

液循环，加快骨质修复，从而获得相对无痛和功能基

本正常 的 髋 关 节，从 而 延 缓 或 避 免 人 工 髋 关 节 置

换［1］。其中股骨头内血管再生在股骨头坏死修复过

程中起着重要作用。活骨注射液是黑龙江中医药大

学附属第二医院研制的治疗股骨头坏死的中药制剂，

具有活血化瘀、补肾壮骨的功效，能够有效促进股骨

头坏死区的修复［2］。那么在股骨头坏死病程中，活骨

注射液能否持续促进血管内皮生长因子( vascular en-
dothelial growth factor，VEGF) 表达呢? 为此我们进行

了相关的实验研究，现总结报告如下。

1 材料与仪器

1． 1 实验动物 健康 6 月龄清洁级新西兰大白兔 90

只，雌雄各半，体质量( 2． 1 ± 0． 1) kg，实验动物许可证

号: SCXK( 黑) 2006 － 010。实验方案通过医学实验动

物伦理委员会批准。
1． 2 实验药物和试剂 活骨注射液，药物组成为丹

参 3 g、川芎 2 g、骨碎补 2 g，由黑龙江中医药大学药

学院制备，每支 10 mL。多克隆抗兔一抗为 VEGF、胰
岛素样生长因子 1、成纤维细胞生长因子 2 ( ABCOM

公司) ，兔二抗 PV6001、DAB 显色剂( 北京中杉金桥

生物技术有限公司) ，柱式软骨 ＲNAOUT 试剂盒( 北

京天恩泽生物技术有限公司) ，ＲＲ037A 逆转录试剂

盒、ＲＲ820A 实时定量 PCＲ 试剂盒( TAKAＲA 公司) 。
1． 3 实验仪器 LEICA 2135 型组织切片机、LEICA

EG1160 型组织包埋机、LEICA ASP300S 型组织脱水

机( LEICA 公司) ，Moticam3000 显微摄影成像 系 统

( Motic 公司) ，L － 6200 电热恒温培养箱( 上海一恒科

学仪器有限公司) ，G80F 医用微波炉( 格兰仕集团有

限公司) ，Image － pro plus6． 0 病 理 图 像 分 析 系 统

( Motic公司) ，Ｒoche 480Ⅱ实时定量 PCＲ 仪( 瑞士罗

氏公司) ，EDC811 东胜龙梯度 PCＲ 仪( 北京东胜创新

科技有限公司) 。

2 方 法

2． 1 动物分组 适应性喂养 1 周后，随机选取 30 只

动物( 对照组) 继续正常喂养，其余 60 只采用液氮冷
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冻法［3］进行股骨头坏死造模，造模成功后将其随机分

为模型组和实验组，每组 30 只。
2． 2 药物干预 造模术后 2 周，对照组不进行任何

干预，模型组和实验组分别以生理盐水和活骨注射液

进行髋关节腔灌注，每次 0． 7 mL，每 3 天 1 次。
2． 3 实验观察 分别于药物干预开始后 1、3、6、9、12

周时从各组随机选取 6 只动物以空气栓塞法处死后

取出股骨头，沿冠状面剖开，一半取负重区软骨及软

骨下骨坏死组织用 4%多聚甲醛固定后进行 HE 染色

及免疫组化检测，另一半置于液氮罐中保存进行实时

定量 PCＲ 检测。免疫组化法操作步骤按兔 VEGF 免

疫组化试剂盒说明书进行，以 Motic3000 显微摄影系

统于 400 倍下摄片，并采用 Image － pro plus6． 0 病理

图像分析系统对阳性表达进行定量分析，以积分光密

度( integrated optical density，IOD) 代表 VEGF 蛋白相

对表 达 量。实 时 定 量 PCＲ 检 测 按 照 柱 式 软 骨

ＲNAOUT 试剂盒说明书的步骤进行。
2． 4 数据统计分析 采用 SPSS19． 0 软件对实验数

据进行统计学分析，3 组动物药物干预后不同时点股

骨头 VEGF 蛋白及 mＲNA 表达量的组间比较采用单

因素方差分析，组间两两比较采用 LSD－t 检验，检验

水准 α = 0． 05。
3 结 果

3． 1 HE 染色及免疫组化检测结果 对照组关节软

骨表面光滑，各级骨细胞层次清晰; 骨小梁排列规则，

结构完整，骨小梁中各级骨细胞形态规则且较清晰，

可见散在的空骨陷窝，成骨细胞沿骨小梁成串排列分

布; 骨髓腔内可见正常的红骨髓和脂肪组织，形态正

常。模型组关节软骨层变薄，表面粗糙不平，各级骨

细胞数量明显减少，层次紊乱; 骨小梁稀疏细小且结

构紊乱，并可见部分骨小梁断裂，骨细胞数量明显减

少，骨细胞形态欠清晰，空骨陷窝数量明显增多; 红骨

髓数量减少，骨髓腔被大量脂肪细胞填充，脂肪细胞

肥大融合成空泡状。上述变化以药物干预开始后 6、
9、12 周时最明显，且这 3 个时间点间的病理表现差异

不明显。随着干预时间的延长，与模型组相比，实验

组关节软骨层逐渐增厚，骨细胞数量不同程度增多，

排列较规则; 骨小梁结构基本完整，但仍较稀疏，排列

欠规整，骨细胞数量有所增加，空骨陷窝数量减少，可

见散的圆柱形成骨细胞; 骨髓腔内红骨髓明显增多，

脂肪细胞数量减少。上述变化以药物干预开始后 12

周时改善最为明显。见图 1、图 2。

图 1 3 组动物股骨头组织 HE 染色 ( × 400)
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图 2 3 组动物股骨头组织免疫组化染色 ( 苏木素复染 × 400)

药物干预后各时点，3 组动物股骨头 VEGF 蛋白

表达量比较，组间差异均有统计学意义。对照组各时

点股骨 头 VEGF 蛋 白 表 达 量 均 低 于 实 验 组 ( P =
0． 000，P = 0． 000，P = 0． 000，P = 0． 000，P = 0． 000 ) ;

药物干预后 1、3 周时对照组股骨头 VEGF 蛋白表达

量均低于模型组( P = 0． 001，P = 0． 000) ; 药物干预后

1、6、9、12 周时模型组股骨头 VEGF 蛋白表达量均低

于实 验 组 ( P = 0． 005，P = 0． 000，P = 0． 000，P =
0． 000) ; 其余各时点组间两两比较，差异均无统计学

意义。见表 1。
表 1 药物干预开始后不同时点 3 组动物股骨头 VEGF 蛋白表达量( IOD 值)

组别
样本量
( 只)

股骨头 VEGF 蛋白表达量( x ± s)
1 周 3 周 6 周 9 周 12 周

对照组 6 490． 56 ± 60． 62 501． 41 ± 58． 85 489． 33 ± 53． 19 498． 96 ± 40． 37 500． 47 ± 33． 67
模型组 6 661． 99 ± 64． 51 781． 71 ± 87． 32 592． 42 ± 117． 35 571． 31 ± 111． 38 508． 01 ± 138． 76
实验组 6 796． 09 ± 86． 17 854． 71 ± 76． 97 905． 51 ± 107． 95 1158． 20 ± 147． 35 1528． 20 ± 146． 09
F 值 27． 670 36． 810 29． 930 65． 820 150． 770
P 值 0． 000 0． 000 0． 000 0． 000 0． 000

3． 2 PCＲ 检测结果 药物干预后各时点，3 组动物

股骨头 VEGF mＲNA 表达量比较，组间差异均有统计

学意义。对照组各时点股骨头 VEGF mＲNA 表达量

均低于实验组( P = 0． 000，P = 0． 000，P = 0． 000，P =
0． 000，P = 0． 000) ; 药物干预后 1、3、6、9 周时对照组

股骨 头 VEGF mＲNA 表 达 量 均 低 于 模 型 组 ( P =
0． 020，P = 0． 003，P = 0． 027，P = 0． 046) ; 药物干预后

3、6、9、12 周时模型组股骨头 VEGF mＲNA 表达量均

低于实验组 ( P = 0． 011，P = 0． 000，P = 0． 000，P =
0． 000) ; 其余各时点组间两两比较，差异均无统计学

意义。见表 2。

4 讨 论

股骨头坏死病因多样，病理机制复杂，其中缺血

是目前各种病因中已经明确的股骨头坏死的共同病

理变化［4］。Kerachian 等［5］认为血管因素在股骨头缺

血性发病机制中占有举足轻重的地位。股骨头坏死

后，从坏死区周围骨组织开始自发地修复，在修复的

过程中，骨的形成依赖于血管的生成［6］，但坏死区周

围形成的硬化带阻止了新生血管的长入，妨碍了坏死

区的血液循环［7］，因此常遗留部分骨坏死不能修复。
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表 2 药物干预开始后不同时点 3 组动物股骨头 VEGF mＲNA 表达量

组别
样本量
( 只)

股骨头 VEGF mＲNA 表达量( x ± s)
1 周 3 周 6 周 9 周 12 周

对照组 6 1． 000 ± 0． 000 1． 000 ± 0． 000 1． 000 ± 0． 000 1． 000 ± 0． 000 1． 000 ± 0． 000
模型组 6 1． 313 ± 0． 380 1． 412 ± 0． 345 1． 235 ± 0． 095 1． 234 ± 0． 250 1． 113 ± 0． 180
实验组 6 1． 546 ± 0． 204 1． 750 ± 0． 236 1． 807 ± 0． 211 2． 691 ± 0． 289 3． 106 ± 0． 287
F 值 9． 650 19． 361 35． 216 137． 743 293． 245
P 值 0． 001 0． 000 0． 000 0． 000 0． 000

因此，促进股骨头坏死区内的血管修复或再血管化是

进行股骨头坏死保留自身股骨头治疗的基本条件［8］。

血管再生的过程相当复杂。在病理状态下，如果

可以使促血管再生因子表达上调，则可使血管再生增

强，有利于坏死股骨头的修复。VEGF 是目前已知的

最主要 的 血 管 生 成 因 子，许 多 生 长 因 子 通 过 诱 导

VEGF 的表达而起作用，故被认为是促进血管再生过

程中的中心调节者［9］。VEGF 能够诱导内皮细胞增

殖，从而促进骨细胞分化、迁移、聚集［10 － 11］。

药物干预后 1、3 周时，对照组的 VEGF 表达量低

于模型组，这可能与股骨头坏死早期坏死股骨头自我

修复能力较强有关［7］。其机制可能是，缺氧条件下组

织 VEGF 表达上调，导致 VEGF 合成增多［12 － 14］。药

物干预后 6、9、12 周时，对照组与模型组的 VEGF 表

达量比较，差异无统计学意义，这提示股骨头坏死的

修复的过程中，细胞因子的增加只是机体对股骨头坏

死刺激的应激反应，但这种自我修复的应激反应时间

持续 不 长，不 能 完 成 股 骨 头 坏 死 的 修 复。崔 永 峰

等［15］认为，股骨头坏死后，股骨头坏死修复带的前沿

为低氧、低营养环境。低氧时成骨细胞活性受到抑

制，破骨细胞、成纤维细胞和软骨细胞活性增强，使纤

维肉芽组织增生充填骨髓腔。只有在新生血管芽的

前端，才有足够的氧促进成骨。同时，在坏死股骨头

修复的同时，成纤维细胞在对能量和营养需求的竞争

过程中一直处于优势地位，其结果是抑制了其他细胞

的生存。而在肉芽组织的外围，形成硬化带，使血管

难以长入，且成骨细胞活性降低，主动分泌 VEGF 减

少，这也可能是造成修复过程中断的主要原因。

药物干预后 1 周时，实验组 VEGF 表达量高于模

型组，但 3 周时组间差异无统计学意义。提示活骨注

射液在股骨头坏死早期即可促进 VEGF 表达，而兔股

骨头坏死早期的自我修复能力在第 3 周时最强。药

物干预后 6、9、12 周时，模型组的 VEGF 表达明显受

到抑制，但实验组 VEGF 表达量持续增高，提示活骨

注射液能持续促进 VEGF 表达，药效稳定至 12 周。

颜冰等［16］的研究表明，活血补肾汤能明显促进激素

性股骨头坏死兔 VEGF 表达，但早期作用不明显。这

与我们的研究结果存在一定的差异，可能是由于我们

所采用的中药注射液髋关节灌注更有利于药物到达

病变部位发挥疗效。另外，本研究中采用免疫组化和

PCＲ 两种方法所测定的 VEGF 表达情况略有不同，但

总体趋势一致，这可能与两种检测方法的敏感度存在

差异有关。

本研究的结果提示，活骨注射液髋关节腔灌注可

持续促进兔股骨头坏死模型坏死股骨头局部 VEGF 表

达，这可能是其治疗股骨头坏死的主要作用机制之一。
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·作者须知·

论文中对数据进行统计学处理时需要注意的问题

1 对基线资料进行统计学分析 搜集资料应严密遵守随机抽样设计，保证样本从同质的总体中随机抽取，除了对比因素

外，其他可能影响结果的因素应尽可能齐同或基本接近，以保证组间的齐同可比性。因此，应对样本的基线资料进行统计学分

析，以证明组间的齐同可比性。

2 选择正确的统计检验方法 研究目的不同、设计方法不同、资料类型不同，选用的统计检验方法则不同。例如: 2 组计量

资料的比较应采用 t 检验; 而多组( ≥3 组) 计量资料的比较应采用方差分析( 即 F 检验) ，如果组间差异有统计学意义，想了解差

异存在于哪两组之间，再进一步做 q 检验或 LSD － t 检验。许多作者对多组计量资料进行比较时采用两两组间 t 检验的方法是

错误的。又如: 等级资料的比较应采用 Ｒidit 分析或秩和检验或行平均得分差检验。许多作者对等级资料进行比较时采用卡方

检验的方法是错误的。

3 假设检验的推断结论不能绝对化 假设检验的结论是一种概率性的推断，无论是拒绝 H0 还是不拒绝 H0，都有可能发生

错误( Ⅰ型错误和Ⅱ型错误) 。因此，假设检验的推断结论不能绝对化。

4 P 值的大小并不表示实际差别的大小 研究结论包括统计结论和专业结论两部分。统计结论只说明有无统计学意义，

而不能说明专业上的差异大小。P 值的大小不能说明实际效果的“显著”或“不显著”。统计结果的解释和表达，应说对比组之

间的差异有( 或无) 统计学意义，而不能说对比组之间有( 或无) 显著的差异。P≤0． 01 比 P≤0． 05 更有理由拒绝 H0，并不表示 P

≤0． 01时比 P≤0． 05 时实际差异更大。只有将统计结论和专业知识有机地结合起来，才能得出恰如其分的研究结论。若统计

结论与专业结论一致，则最终结论也一致; 若统计结论与专业结论不一致，则最终结论需根据专业知识而定。判断被试因素的

有效性时，要求在统计学上和专业上都有意义。

5 假设检验的结果表达 P 值传统采用 0． 05 和 0． 01 这 2 个界值，现在提倡给出 P 的具体数值和检验统计量的具体数值

( 小数点后保留 3 位有效数字) ，主要理由是:①以前未推广统计软件之前，需要通过查表估计 P 值，现在使用统计软件会自动给

出具体的 P 值和检验统计量的具体值( t 值、F 值、χ2 值等) 。②方便根据具体情况判断问题。例如 P = 0． 051 与 P = 0． 049 都是

小概率，不能简单地断定 P = 0． 051 无统计学意义而 P = 0． 049 有统计学意义。③便于对同类研究结果进行综合分析。

6 统计学符号的使用 统计学符号的使用应按照 GB3358—82《统计名词及符号》的规定，具体可参阅本刊投稿须知中的

有关要求。

提交论文著作权转让书的提示

凡经本刊通知采用的稿件，请通讯作者于接到通知后 1 周内，将由全体作者签名并加盖第一作者单位公章的论文著作权转

让书邮寄至本刊编辑部，并注明稿件编号及第一作者姓名。

论文著作权转让书请寄: 河南省洛阳市启明南路 82 号《中医正骨》编辑部，邮政编码: 471002。
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