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异补骨脂素通过促进骨形成加快骨折愈合
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　　［摘要］　目的　研究异补骨脂素（ｉｓｏｐｓｏｒａｌｅｎ，ＩＳＯ）对小鼠胫骨骨折愈合的影响及其作用机制。
方法　取２月龄体质量为（２０±２）ｇ雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠５０只，按随机数字表法分为模型（Ｍｏｄｅｌ）组和异
补骨脂素治疗（ＩＳＯ）组，每组２５只，ＩＳＯ组灌服４０ｍｇ／ｋｇ的 ＩＳＯ，Ｍｏｄｅｌ组灌服等体积生理盐水，每日
１次。取服药第７、１４、２１、２８天术侧胫骨，采用 ＭｉｃｒｏＣＴ扫描骨折区域量化骨体积分数（ｂｏｎｅｖｏｌｕｍｅ／
ｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅ，ＢＶ／ＴＶ），并通过ＨＥ染色观察骨折断端愈合及塑形情况。采用 ＥＬＩＳＡ法检测服药１４ｄ小
鼠血清中骨碱性磷酸酶（ｂｏｎｅａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＢＡＬＰ）和Ⅰ型前胶原氨基端原肽（ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎＴｙｐｅＩ
Ｎｔｅｒｍｉｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ，ＰＩＮＰ）骨形成指标的变化情况。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测服药７、１４ｄ小鼠胫骨骨痂组
织中ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、Ｒｕｎｘ２、ＢＭＰ２、ＯＳＸ和ＶＥＧＦ蛋白的表达含量。通过血管灌注观察服药２８ｄ后骨折区
域骨痂微血管，量化分析血管体积分数及血管直径。采用免疫组织化学染色观察服药 １４ｄ后胫骨中
ＶＥＧＦ表达情况。结果　ＨＥ染色结果显示，ＩＳＯ组的愈合进程快于Ｍｏｄｅｌ组。ＭｉｃｒｏＣＴ量化结果显示，
服药７ｄ后 ＩＳＯ组的 ＢＶ／ＴＶ高于 Ｍｏｄｅｌ组，但差异无统计学意义；１４ｄ后 ＩＳＯ组的 ＢＶ／ＴＶ明显高于
Ｍｏｄｅｌ组（Ｐ＜０．０５）；２１ｄ后ＩＳＯ组的ＢＶ／ＴＶ明显低于Ｍｏｄｅｌ组（Ｐ＜０．０５）；２８ｄ后 ＩＳＯ组的 ＢＶ／ＴＶ明
显低于Ｍｏｄｅｌ组（Ｐ＜０．０５）。血清骨形成生化指标显示ＩＳＯ组ＢＡＬＰ和ＰＩＮＰ含量均显著高于Ｍｏｄｅｌ组
（Ｐ＜０．０５）。骨组织蛋白表达检测结果显示，ＩＳＯ组的 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、Ｒｕｎｘ２、ＢＭＰ２、ＯＳＸ和 ＶＥＧＦ表达量
均明显高于Ｍｏｄｅｌ组（Ｐ＜０．０５）。血管造影结果示，ＩＳＯ组血管体积分数明显高于 Ｍｏｄｅｌ组（Ｐ＜０．０５），
ＩＳＯ组血管直径明显高于Ｍｏｄｅｌ组（Ｐ＜０．０５）。免疫组织化学染色结果显示ＩＳＯ组ＶＥＧＦ表达量明显高
于Ｍｏｄｅｌ组（Ｐ＜０．０５）。结论　异补骨脂素可以提高成骨细胞活性，提高相关骨形成蛋白的表达量，加
快造血组织进入来促进骨折愈合。
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（ＣＬＢ１８Ｊ０２８），ａｎｄｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓｏｆＧａｎｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ（２２ＪＲ５ＲＡ０２０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＣＨＥＮ
Ｋｅｍｉｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｋｍ＠ｌｕｔ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　近年来，骨折成为了一种普遍的健康问题，其发病
率日渐攀升，受到广泛关注［１］。骨折本身的愈合时间

漫长，加速愈合是临床医师的梦想，也是军事医学的迫

切需要［２］，尤其在西北高原环境下会导致骨折延迟愈

合降低士兵作战能力［３］。临床中多数骨折愈合时间

较长，骨折后常见的并发症，包括休克、重要脏器和组

织损伤等可引起严重的全身反应甚至危及生命［４］，骨

折后延迟愈合和骨不连等严重影响治疗效果［５］，这些

问题会给社会和患者带来严重的负担。随着现代医学

的发展，仍有５％～１０％的骨折后骨不连发生率，因此
急需找到促进愈合的办法［６］。

　　中草药中能治疗骨折的药物众多，补骨脂就是其
中的一种。补骨脂性苦、辛、温，归脾、肾经，有补肾、强

筋骨、止血、解毒等功效，适用于治疗肾虚腰痛、骨折、

骨质疏松等［７－８］。补骨脂中具有香豆素类、黄酮类、单

萜酚类成分，其中异补骨脂素（ｉｓｏｐｓｏｒａｌｅｎ，ＩＳＯ）是补
骨脂有效成分之一［９－１０］。本课题组前期研究发现，异

补骨脂素具有促进大鼠骨髓基质干细胞增殖和成骨性

分化的作用，同时还能促进成骨细胞的增殖和分

化［１１－１２］。基于前期研究成果，提出异补骨脂素可以促

进骨折愈合的假说，旨在从分子水平上研究补骨脂的

作用机制，并通过不同时间点，观察骨折断端愈合及塑

形情况，来证明异补骨脂素促进骨折愈合的作用，并进

一步研究其作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　２月龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠共计 ５０只，体质量为
（２０±２）ｇ，购自斯贝福（北京）生物技术有限公司，许可
证编号：ＳＣＸＫ（京）２０１９００１０。饲养于中国人民解放军
联勤保障部队第九四医院实验动物中心［ＳＹＸＫ（军）
２０１７００４７］，室温２０～２５℃，１２ｈ间隔照明，适应性喂
养７ｄ，小鼠每日自由摄食及饮水，实验经联勤保障部
队第九四医院伦理委员会审查符合动物伦理

（２０２２ＫＹＬＬ１８５）。
１．２　药品与试剂
　　异补骨脂素（ＩＳＯ）购自宝鸡辰光生物科技有限公
司（批号：ＨＩ０１８１１７，纯度 ９８％），通用型组织固定液、
ＥＤＴＡ脱钙液、ＨＥ染液套装、ＤＡＢ显色试剂盒购自武
汉塞维尔生物科技有限公司（批号：Ｇ１１０１５００ＭＬ、
Ｇ１１０５５００ＭＬ、Ｇ１００３、Ｇ１２１２２００Ｔ），高效 ＲＩＰＡ裂解
液（组织／细胞）、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒购自北京
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索莱宝科技有限公司（批号：Ｒ００１０、Ｐ１２００），βａｃｔｉｎ、
Ｒｕｎｘ２、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＢＭＰ２、ＯＳＸ抗体、ＥＣＬ双敏化学发
光试剂购自江苏亲科生物有限公司（批号：ＡＦ７０１８、
ＡＦ４７７０、ＡＦ７００１、ＤＦ６０３４、ＡＦ７５８０、ＫＦ００５），ＶＥＧＦ抗
体购自圣克鲁斯生物技术公司（批号：ｓｃ７２６９），山羊
抗鼠ＩｇＧＨＲＰ抗体、山羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ抗体购自巴傲
得生物科技有限公司（批号：ＢＳ１２４７８、ＢＳ１３２７８），骨碱
性磷酸酶（ｂｏｎｅａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＢＡＬＰ）和Ⅰ型前
胶原 氨 基 端 原 肽 （ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎＴｙｐｅＩＮｔｅｒｍｉｎａｌ
ｐｅｐｔｉｄｅ，ＰＩＮＰ）ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自泉州睿信生物
（批号：ＲＸ２０２９０７Ｍ、ＲＸ２０３１６３Ｍ），Ｍｉｃｒｏｆｉｌ血管造影
剂购自ＦｌｏｗＴｅｃｈ（批号：ＭＶ１２２Ｙｅｌｌｏｗ）。
１．３　实验仪器
　　ＮＭＣ１００型ＭｉｃｒｏＣＴ购自平生医疗科技，全波长
酶标测试仪购自ＥｐｏｃｈＢｉｏｔｅｋ，Ｓｃｉｅｎｔｚ４８Ｌ冷冻型高通
量组织研磨器购自宁波新芝生物科技有限公司，

ＭｉｎｉＣｈｅｍｉＴＭ５８０型化学发光成像分析系统购自森西
赛智，ＤＰ７１型正置显微镜购自奥林巴斯。
１．４　动物模型
　　参照文献中的方法稍做改进建立右侧小鼠胫骨骨
折模型［１３］，１％戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）麻醉小鼠，待小
鼠完全麻醉后取右侧卧位备皮消毒，自右侧膝关节开始

沿胫骨外侧前缘作１ｃｍ大小切口，将无菌４．５号注射器
针头从胫骨平台插入髓腔后回退针头，使用１１号手术刀
片在胫骨前外侧最高点垂直下压造成横断骨折，重新将

针头插入胫骨固定，确认对位对线良好后剪去多余部分，

清洗缝合。造模完成后立即拍摄Ｘ线确定造模成功。
１．５　分组及给药
　　将造模成功的小鼠按随机数字表法分为模型
（Ｍｏｄｅｌ）组和异补骨脂素治疗（ＩＳＯ）组，每组 ２５只。
实验期间各组小鼠均采用灌胃给药，ＩＳＯ组灌服剂量
为４０ｍｇ／ｋｇ，Ｍｏｄｅｌ组灌服等体积生理盐水。每日
１次，连续给药２８ｄ。
１．６　检测方法
１．６．１　ＭｉｃｒｏＣＴ分析　　分别于 ２组小鼠服药 ７、
１４、２１、２８ｄ后每组随机处死３只小鼠，取出骨折侧胫
骨取下内固定置于通用型组织固定液保存。使用

ＮＭＣ２００型ＭｉｃｒｏＣＴ扫描仪扫描分析，扫描条件为管
压９０ｋＶ，管流５０μＡ，扫描区域以胫骨平台为起点往下
４．５ｍｍ。使用Ａｖａｔａｒｖ１．６软件（ＰＩＮＧＳＥＮＧＨｅａｌｔｈｃａｒｅ
Ｉｎｃ．）进行重建和分析，选取骨折线上下各１．５ｍｍ部
分为ＲＯＩ区域，量化ＢＶ／ＴＶ。
１．６．２　ＨＥ染色观察各组小鼠骨组织形态的改变　
　将各组服药７、１４、２１、２８ｄ后固定完成的骨折侧胫

骨进行脱钙处理并石蜡包埋，切片厚度为８μｍ，进行
ＨＥ染色，常规脱蜡，梯度复水，浸入苏木精溶液中
５ｍｉｎ，分化液分化数秒，移入伊红液中浸染 ５ｍｉｎ，梯
度脱水，透明，封片后置于显微镜下观察。

１．６．３　ＥＬＩＳＡ检测血清中ＢＡＬＰ和ＰＩＮＰ的含量　　
各组小鼠服药１４ｄ后每组随机抓取 ６只腹主动脉采
血，离心收集上清液备用，按照说明书使用 ＥＬＩＳＡ试
剂盒测定ＢＡＬＰ和ＰＩＮＰ的含量，在４５０ｎｍ波长下测
定光密度，计算样品的浓度值。

１．６．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　　各组小鼠服药１４ｄ后每
组随机处死３只小鼠，迅速取下骨折侧胫骨，剔除多余
肌肉筋膜组织，以骨折断端为中心向两端分别剪下约

８０ｍｇ骨组织。使用组织研磨器研磨组织，加入裂解
液３００μＬ，反复混匀后置于４℃冰箱中裂解１ｈ，离心
３０ｍｉｎ，完成后收集上清液。使用 ＢＣＡ方法测定蛋白
质含量，５２０ｎｍ波长处用酶标仪测定光密度，计算出
蛋白浓度，加入５×蛋白上样缓冲液水浴锅９８℃变性
１５ｍｉｎ。上样，电泳，电转，封闭 ２ｈ，分别加入 Ｒｕｎｘ２
（１∶２０００）、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ（１∶０００）、ＢＭＰ２（１∶２０００）、
ＯＳＸ（１∶２０００）、ＶＥＧＦ（１∶１０００）和 βａｃｔｉｎ（１∶２００００）
一抗４℃过夜，次日 ＴＢＳＴ洗涤后根据来源加入山羊
抗兔ＩｇＧＨＲＰ抗体（１∶２００００）和山羊抗鼠 ＩｇＧＨＲＰ
抗体（１∶２００００），室温孵育 １．５ｈ，ＴＢＳＴ洗涤后加入
ＥＣＬ化学发光液孵育２ｍｉｎ后使用化学发光成像分析
系统曝光，用ＩｍａｇｅＪ软件对结果进行量化分析。
１．６．５　胫骨血管造影　　各组小鼠服药２８ｄ后每组
随机抓取３只小鼠，麻醉后将小鼠四肢及头部固定于
手术台上，沿腹正中线将腹部和胸骨剪开，彻底暴露心

脏后进行灌注。注射器针头刺入左心室，匀速灌注含

低分子肝素钠的生理盐水 ２０ｍＬ，右心耳完全充盈时
剪破右心耳，直至从右心耳流出的生理盐水为无色透

明。接着灌注 ４％多聚甲醛，至肢体僵硬固定完全。
最后灌注Ｍｉｃｒｏｆｉｌ造影剂，当肝脏可见明显黄色纹路时
灌注成功。将灌注成功后的小鼠放置于 ４℃冰箱过
夜。次日将胫骨取出，置于组织固定液中固定２４ｈ后
脱钙，脱钙完成后进行 ＭｉｃｒｏＣＴ扫描及重建，使用
Ａｖａｔａｒｖ１．６软件对 ＲＯＩ区域的血管体积分数和血管
直径进行量化分析。

１．６．６　免疫组化染色检测ＶＥＧＦ表达量　　将各组服
药７ｄ的石蜡切片进行免疫组化染色，常规脱蜡，梯度
复水，抗原修复２０ｍｉｎ，封闭，加入ＶＥＧＦ一抗（１∶８００）
４℃过夜。次日滴加含０．３％Ｈ２Ｏ２的ＴＢＳ孵育３０ｍｉｎ，
加入二抗室温孵育１ｈ，滴加新鲜配制的ＤＡＢ显色液作
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用１０ｍｉｎ，复染细胞核，梯度脱水，透明，封片后置于显
微镜下观察。用ＩｍａｇｅＪ软件对结果进行量化分析。
１．７　统计学分析
　　用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．３．１软件进行数据分析，本实
验所有数据为定量资料，符合正态分布的数据以 珋ｘ±ｓ表
示，两组间采用配对样本ｔ检验，若数据服从正态分布
但方差不齐，则采用ｔ’检验。若数据不服从正态分布，
则采用秩和检验。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＭｉｃｒｏＣＴ扫描
　　ＭｉｃｒｏＣＴ扫描结果如图１所示，小鼠服药７ｄ后，
可观察到 Ｍｏｄｅｌ组骨折断处出现吸收现象，ＩＳＯ组断
处同样出现吸收现象，同时伴有桥梁骨痂的形成；服药

１４ｄ后，可观察到 Ｍｏｄｅｌ组外骨痂部分相连但骨折断
端仍较为明显，ＩＳＯ组外骨痂已从骨折两端横过髓腔
形成封闭骨痂，且通过剖面图可见较为丰富的新生骨

小梁；服药２１ｄ后，可观察到 Ｍｏｄｅｌ组新生骨小梁逐
渐增多，断端形成的连接较为薄弱，ＩＳＯ组形成的骨痂
逐渐被板层骨替代，编织骨结构间缝隙减小；服药２８ｄ
后，Ｍｏｄｅｌ组从外侧可观测到骨痂正处于塑形阶段，
ＩＳＯ组编织骨已逐渐清除，已形成较为坚固的骨皮质。
骨折ＲＯＩ区域骨体积分数（ＢＶ／ＴＶ）量化结果如表 １
所示：服药７ｄ后，ＩＳＯ组的 ＢＶ／ＴＶ高于 Ｍｏｄｅｌ组，但
差异无统计学意义；服药１４ｄ后，ＩＳＯ组的 ＢＶ／ＴＶ明
显高于 Ｍｏｄｅｌ组（Ｐ＜０．０５）；服药 ２１ｄ后，ＩＳＯ组的
ＢＶ／ＴＶ明显低于 Ｍｏｄｅｌ组（Ｐ＜０．０５）；服药 ２８ｄ后，
ＩＳＯ组的ＢＶ／ＴＶ明显低于Ｍｏｄｅｌ组（Ｐ＜０．０５）。
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图１　服药７、１４、２１、２８ｄ后胫骨三维重建结果（胫骨外侧面、内侧面、背侧面以及纵截面）
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表１　服药７、１４、２１、２８ｄ后胫骨三维重建量化结果（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ７ｄ １４ｄ ２１ｄ ２８ｄ

Ｍｏｄｅｌ组 ０．１９５±０．００７ ０．２８９±０．０１６ ０．１８９±０．００７ ０．１２７±０．００４

ＩＳＯ组 ０．２１７±０．０１０ ０．４６６±０．０４６ ０．１４３±０．００５ ０．１０１±０．００６

ｔ ２．５３０ ５．１５１ ７．８１２ ５．０６１

Ｐ ０．０６５ ０．００７ ０．００１ ０．００７
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图２　服药７、１４、２１、２８ｄ后骨痂形态学染色观察

２．２　骨痂ＨＥ染色形态学观察
　　ＨＥ染色结果如图２所示，服药７ｄ后，可观察到
Ｍｏｄｅｌ组断端周围出现大量炎性细胞，形成部分纤维
组织，ＩＳＯ组可观察到大量软骨细胞及炎性细胞聚集
在骨折断端；服药 １４ｄ后，可观察到 Ｍｏｄｅｌ组断处软
骨细胞及炎性细胞交织存在，ＩＳＯ组部分软骨细胞已
逐渐矿化成为编织骨，且编织骨内存在大量造血组织

细胞；服药２１ｄ后，可观察到 Ｍｏｄｅｌ组软骨组织减少，
可见大面积形态不规则的编织骨，ＩＳＯ组仅能在编织骨
中观察到矿化软骨残存且骨折断端已被编织骨松散的

连接；服药２８ｄ后，可观察到Ｍｏｄｅｌ组编织骨正在向板
层骨转变，排列已渐趋规则，ＩＳＯ组已出现连续板层骨，
板层骨内仍可见残留编织骨灶，多余骨痂已被吸收。

２．３　血清骨代谢指标
　　服药１４ｄ后，小鼠血清骨代谢指标如表 ２所示，
ＩＳＯ组血清中 ＢＡＬＰ和 ＰＩＮＰ含量均显著高于 Ｍｏｄｅｌ
组（Ｐ＜０．０５）。
２．４　骨形成蛋白表达情况
　　服药１４ｄ胫骨骨折部位蛋白表达结果如图３、表
３所示，ＩＳＯ组的 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、Ｒｕｎｘ２、ＢＭＰ２和 ＯＳＸ蛋
白的表达量均明显高于Ｍｏｄｅｌ组（Ｐ＜０．０５）。

表２　服药１４ｄ两组血清骨代谢指标比较（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ＢＡＬＰ ＰＩＮＰ

Ｍｏｄｅｌ组 ４．４９３±０．７１２ ６．３２３±０．８１０

ＩＳＯ组 １７．０５９±２．０５２ ２４．３０３±６．２３０

ｔ ３．７９４ ２．４６９

Ｐ ０．００４ ０．０３３
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图３　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测服药１４ｄ骨形成蛋白表达
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表３　服药１４ｄ骨形成蛋白表达量化分析（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ／βａｃｔｉｎ Ｒｕｎｘ２／βａｃｔｉｎ ＯＳＸ／βａｃｔｉｎ ＢＭＰ２／βａｃｔｉｎ

Ｍｏｄｅｌ组 ０．８６１±０．００９ ０．５２３±０．００２ ０．７１９±０．００８ ０．８２１±０．０２７

ＩＳＯ组 １．００８±０．００１ １．０２８±０．００８ １．０４３±０．００３ ０．９４２±０．０２１

ｔ ２２．２４０ ８３．６７０ ５６．１１０ ４．９７７

Ｐ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ０．００８

２．５　胫骨血管造影
　　服药２８ｄ胫骨血管造影结果如图４所示，各组骨
折处血管均有一定程度的连接，Ｍｏｄｅｌ组骨折断端血
管较为稀疏，血管直径较小，未能完全贯通骨折断端。

ＩＳＯ组血管已基本恢复正常状态，贯通程度较高，血管
较粗，且密集程度高。量化结果如表４所示：服药２８ｄ，
ＩＳＯ组血管体积分数显著高于 Ｍｏｄｅｌ组（Ｐ＜０．０５），
ＩＳＯ组血管直径显著高于Ｍｏｄｅｌ组（Ｐ＜０．０５）。

!"#$%

组
&'(

组

图４　 服药２８ｄ胫骨血管造影三维重建结果

表４　服药２８ｄ胫骨血管造影三维重建量化分析（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 血管直径／ｍｍ 血管体积分数／％

Ｍｏｄｅｌ组 ０．０７１±０．００１ １５．５５８±０．８５３

ＩＳＯ组 ０．０９４±０．００１ ３９．０１３±０．６７３

ｔ ２１．１４０ ３０．４９０

Ｐ ＜０．０１ ＜０．０１

２．６　异补骨脂素对各组小鼠ＶＥＧＦ蛋白表达的影响
　　骨组织中 ＶＥＧＦ蛋白表达结果如图 ５所示，ＩＳＯ
组小鼠胫骨中的 ＶＥＧＦ表达量明显高于 Ｍｏｄｅｌ组（Ｐ＜
０．０５）。免疫化染色结果如图６所示，棕黄色即为阳性
区域，聚集于编织骨与软骨交界处，光密度值量化结果

显示ＩＳＯ组ＶＥＧＦ表达量明显高于Ｍｏｄｅｌ组（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

３．１　异补骨脂素促进骨折断端重建
　　骨折愈合是指断端组织自我修复的反应，本实验
使用ＭｉｃｒｏＣＴ并结合 ＨＥ染色对骨折部位 ７、１４、２１、
２８ｄ这几个重要时间点进行分析，发现在第 ７天时，
ＩＳＯ加速了软骨细胞的增殖，而 Ｍｏｄｅｌ组骨折处还充
斥着大量炎性细胞，提示 ＩＳＯ可能在愈合早期具有抗
炎作用。同样田展松［１４］的研究结果发现，异补骨脂素

可以激活ＣＤ９／ｇｐ１３０／ＳＴＡＴ３信号通路，并降低炎症因
子的表达，说明异补骨脂素早期促进骨折愈合与其抗
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图５　服药１４ｄＶＥＧＦ蛋白表达
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图６　服药１４ｄＶＥＧＦ免疫组化染色结果

炎作用相关。第１４天，ＩＳＯ加速了软骨细胞的肥大矿
化并促进了新生血管的生成，而 Ｍｏｄｅｌ组断处较为明
显且软骨细胞及炎性细胞依旧较多，提示 ＩＳＯ能促进
软骨细胞增殖，加快造血组织进入。张赐童［１５］的研究

发现，软骨细胞能通过 ＦｏｘＯ１上调 ＶＥＧＦＡ的启动子
活性，促进血管的形成，进而发挥促进骨折愈合的作

用，进一步佐证了以上结论。第 ２１天，ＩＳＯ组已进入
骨重塑阶段，骨折断端已被编织骨连接且骨痂有一定

程度的吸收，逐渐出现板层骨，而Ｍｏｄｅｌ组依旧可见大
面积形态不规则的编织骨，结合１４ｄ的结果，说明ＩＳＯ
组第１４天骨痂生长达到高峰，１４～２１ｄ内，ＩＳＯ组骨痂
开始吸收并且吸收更快，而 Ｍｏｄｅｌ组的进程明显慢于
ＩＳＯ组。第２８天，ＩＳＯ组多余骨痂已被大量吸收出现
连续板层骨，形成坚实骨皮质，而Ｍｏｄｅｌ组刚开始进入
骨重塑阶段。综合以上结果说明ＩＳＯ组在软骨细胞增
殖、编织骨形成、造血组织进入、编织骨钙化和板层骨

形成这一动态过程中均快于Ｍｏｄｅｌ组。
３．２　异补骨脂素促进骨形成
　　成骨细胞能合成分泌骨基质并且使骨基质矿化，
随着骨基质的不断产生和矿化形成骨质，使骨折两端

形成连接。因此可通过比较Ｍｏｄｅｌ组和ＩＳＯ组的成骨
细胞活性来探讨 ＩＳＯ促进骨折愈合作用。研究表明，
骨转换标志物可直接反映成骨细胞和破骨细胞的活

动［１６］，其中ＢＡＬＰ是成骨细胞分化的标志物，其功能
是催化磷酸盐在体内的水解反应，生成无机磷和酒石

酸盐等物质，促进矿化沉积［１７］；ＰＩＮＰ由成骨细胞分
泌，反映成骨细胞活性及新骨生成速率，并且其检测结

果不受食物、昼夜节律以及激素等干扰因素的影响，因

此作为骨形成生化指标已被广泛应用于临床［１８］。通

过ＭｉｃｒｏＣＴ及ＨＥ染色结果，发现１４ｄ为骨痂生长的
高峰期，因此本实验选择服药１４ｄ后的小鼠检测血清
骨形成生化指标的含量来反映 ＩＳＯ对骨形成的影响，

结果表明在小鼠骨折第１４天时 ＩＳＯ组的骨形成显著
高于Ｍｏｄｅｌ组，说明异补骨脂素加快了骨重建的进程，
通过调节成骨细胞的活性，促进骨形成中骨基质的矿

化，对骨折愈合具有积极的作用。

　　骨折愈合进程中有大量的蛋白和细胞因子发挥着
重要调控作用，骨折愈合过程中 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的表达情
况会影响骨痂的生长速度和骨折愈合的质量。Ｒｕｎｘ２
在软骨细胞、成骨细胞和多能间质细胞的增殖、成熟和

分化中均扮演着关键角色［１９］。ＯＳＸ可以有选择性地
控制多种与成骨有关的基因的转录，以促进细胞成骨

分化［２０］。ＢＭＰ２能够吸引并诱导不同区域的间充质
细胞分化为骨细胞，同时在骨折后期也参与破骨细胞

的分化和骨重建［２１］。基于此，对小鼠 １４ｄ新生骨痂
内的骨形成蛋白进行分析，发现 ＩＳＯ组骨痂内骨形成
蛋白表达情况比Ｍｏｄｅｌ组更加活跃。
　　以上结果均说明在骨折愈合前期，异补骨脂素促
进了成骨细胞的活性，促进了相关骨形成蛋白的表达，

加快了骨重建的进程。

３．３　异补骨脂素加快断端血供恢复
　　在骨折愈合的过程中，新生血管的形成和发育是
非常关键的［２２］。当骨折发生时，局部的血管网络也会

受到破坏，这就需要新的血管来代替原来的受损部分，

以维持局部的供氧和营养［２３］。ＶＥＧＦ通过促进血管
通透性形成血管生成的临时基质，并促进血管内皮细

胞迁移和增殖，来促进血管生成。本实验采用血管造

影量化其血管密度及直径，来观察骨折愈合后期胫骨

内血管重建的情况。通过观察血管造影结果，发现

Ｍｏｄｅｌ组愈合进程较慢，仍处于新生血管的时期，已形
成的血管较少，血管直径较小。而ＩＳＯ组愈合速度快，
已形成丰富的血管，并且贯通骨折部位，血管已基本恢

复正常状态，说明ＩＳＯ加快恢复骨折部位血液供应，进
而加速骨折愈合进程。
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　　同时选择骨重建高峰期的１４ｄ，进一步对小鼠骨
痂组织中 ＶＥＧＦ蛋白表达含量进行分析，同时用免疫
组织化学染色对第１４天小鼠骨痂组织中 ＶＥＧＦ进行
定位，发现ＶＥＧＦ广泛分布于骨折断端，且ＩＳＯ组的表
达量显著高于Ｍｏｄｅｌ组。同时在服药１４ｄ的ＨＥ染色
中也观察到ＩＳＯ组的编织骨内存在大量血细胞，说明
骨痂内已有新生血管的生成。此现象与ＶＥＧＦ的情况
相互印证，更进一步说明了异补骨脂素在促进骨形成

的同时也加快了造血组织的进入，促进了骨折愈合的

进程。

　　综上所述，异补骨脂素可以提高成骨细胞活性，提
高相关骨形成蛋白的表达量，加快造血组织进入来促

进骨折愈合。本研究通过观察不同时间点骨折断端愈

合及塑形情况，证明异补骨脂素促进骨折愈合的作用

并进一步研究其作用机制，为多种中药活性分子组合、

开发新型复方中药奠定基础。
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