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早期酒精性股骨头缺血坏死骨细胞凋亡的实验研究 

郭坤亮 ，安 洪 ，蒋电明 ，邓忠良 ，刘传康 ，李宏宇 

(重庆医科大学临床学院骨科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨细胞凋亡在早期酒精性股骨头缺血坏死中的意义 方法：录用灌胃法，给 实验组家兔含乙醇5()tJ／n的烈 

性白酒8mL(kg·d)l～6月，对照组给予等量生理盐水；观察股骨组织学变化，用末端原 标识(TUNEI )法检测骨细胞凋亡。 

结果：2个月时实验组凋亡细胞数(107．60％o±25．87％o)明显高于对照组(P<0．01)，并随着时间推移，凋亡细胞逐渐增多；与 

对照组(10．69％±3．11％，l1．24％±2．64％)相比，3、6个月时实验组空骨陷窝百分比(16 6lt‰±3．6()％，27．93％ ±3．06％) 

明显增加(P<0．05，P<0．01)。透射电镜发现部分胃细胞核膜完整、染色质浓集 、电子衔度增加的凋亡特征 结论：细胞凋亡 

在早期酒精性股骨头缺血坏死中起重要作用。 
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An experiment study on apoptosis in alcohol——induced early 

avascular necrosis of the femoraI head 

GUO Kunliang，et al 

(Department of Orthopaedics；College of Clinical Medicble，Ckongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To explore the significance of osteocyte apoptosis in alcohol induced avaSCu1ar l1ecrl(】sis of the femora1 head． 

Methods：The experimental group was administered the wine containing 50％ of alcohol with dosage of 8 mL／(kg．d)and i~)dose NS 

as controls by pouring into stomach with a plastic tube for 1 tO 6 months，to observe the changes of histology in the femoral head and 

to study osteocytes apoptosis by means of TdT—mediated dUTP Nick End Labeling(TUNEI )．Results：The number of apoptosis in 

the experimental group(107．60％0±25．87％0)was significantly higher than the control(j <0．01)in second month．With the pass 

ing of the time，osteocytes apoptosis progressively increased．In third and sixth month，the perce~~tage of empty osteocyte lacunae in the 

experimental group was increased remarkably to 1 6．6 1％ ±3．60％ and 27．93‘}6±3．06‘}6．respectively．compared with the controls 

(10．69％±3．1 J％，1 1．24％ ±2．64％)(尸<0．05。P<0．01)．The transmissible electron microscope study of the osteocyte apopto 

sis showed that characteristics included intact nuclear membrane，condensed chromatin and increased electrotl dense
． G)7 “ 7z：Os— 

teocytes apoptcxsis may play a key role in the process of alcohol induced early avascular necr()sis of the femoral head． 
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酒精性股骨头缺血性坏死(avascular necrosis of 

the femoral head，ANFH)是非创伤性ANFH的常见 

病因之一，空骨陷窝是骨细胞死亡的重要标志，但发 

病机理尚不清楚l1～ 。长期大量饮酒引起全身性 

多源性损害，内分泌紊乱、营养代谢障碍和微量元素 

缺乏是慢性酒精中毒的重要发病机制，与细胞凋亡 

密切相关l6 。据此，观察酒精性 ANFH过程中 

骨细胞凋亡和空骨陷窝变化，探讨细胞凋亡在酒精 

作者介绍：郭坤亮(1966一 )，男，主治医师，博士研究生 

主要研究方向：酒精中毒的发病机制和防治．． 

性 ANFH中的作用。 

l 材料与方法 

1．1 动物分组和模 型制作 

1．1．1 动物分组 选用健康雄性新西兰白兔6()只(重庆医 

科大学动物中心提供)体重2．14±0．3 Lkg只，随机分为2 

组，每组 3()只．．分别为 4期，I期为 1个月 6只，11期为 2 

个月 6只，『『I期为 3个J{6只，n期为 6个，rj 12只 j 

1．1．2 模型制作 采『H灌胃法，家兔俯卧固定于专用固定 

架上，将自制开口器置入兔口腔、胃管末端经开口器随动物 

吞咽动作轻轻插人，长度 13～16cm，胃管另端置入水中．观 
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察 1分钟无气泡，证实末误插人气管后，用注射器缓慢注人 

液体灌胃，实验组给予含乙醇 50％的烈性白酒 8ml(kg‘d)； 

对照组给予等体积的生理盐水。平衡饲料，在 一条件下单 

笼饲养，各组按分期分批处死送检。 

1．2 细胞 凋亡检测 

采用 TUNEL，试剂盒购自德国宝灵曼公司，方法参照 

说明书略加改动。主要步骤为：(1)石蜡切片常规脱水；(2) 

蛋白酶 K(5t,g／m1)，室温 15min；(3)3‘)f1 H2 、甲醇，室温 

10min；(4)在冰上加含 0．1 TritonX一100的 0．1‘}6枸橼酸 

钠，2min；(5)Tunel反应液 50／~1，湿盒 37℃孵育 60rain；(6)过 

氧化物(POD)5() l湿盒 37℃孵育 30min；(7)DAB显色 

10min。试验设阳性对照与阴性对照染色，当胞核出现黄色 

颗粒为阳性细胞(即凋亡细胞)。结果观察：每张玻片上随机 

选择 l0个区域，每个区域计数 100个骨细胞，统计出凋亡的 

细胞数，即为每 1000个细胞中的细胞凋亡数。 

1．3 组织形态学检查 

股骨头沿冠状面剖开，再沿冠状面切取 2rmn厚组织作 

石蜡切片，用 4％多聚甲醛 (pH=7．2)固定 4h，J0％ E1)TA 

Tris—HCI脱钙，多聚赖氨酸处理玻片作HE染色、细胞凋亡 

检测。HE染色切片上随机计数200个骨细胞计算空骨陷窝 

所占百分比。 

1．4 透射电镜检查 

各组第 3、6个月动物各取 2只股骨头软骨及软骨下区 

2mm×2mm×lmm组织，用 2．5％戊二醛前固定 ，l0％ E1)一 

TATris—HCI缓冲液(pH=7．4)脱钙 ，l％饿酸后固定，环氧 

树脂包埋，制作超薄切片，醋酸铀和柠檬酸铝染色，日立600 

型电镜观察。 

1．5 统计学分析 

数据均用均数±标准差( ±S)表示，数字用 SPSS10．0 

软 t值检验：两指标问相关性用简单相关及直线回归，P< 

0．05为差异有显著性。 

2 结 果 

2．1 骨细胞凋亡 

实验组细胞凋亡增多，并以软骨下区最为明显， 

2个月时为(107．60％。±25．87％。)明显高于对照组 

(46．23％o±23．00％o)(P<0．01)；6个月时高达 

392．56％o±26．39％。，比对照组(44．09％。±24．26％。) 

升高近8倍，两组间差异有高度显著性(P<0．01) 

(见表 1)。 

2．2 组织学变化 

两组家兔股骨头外观正常。实验组 6个月时较 

对照组松脆，易于取下，提示有骨质疏松。光镜检查 

见实验组骨髓内造血组织减少，骨原细胞减少，脂肪 

细胞增多增大；骨小梁明显变细、稀疏伴有部分有断 

裂；骨小梁出现空骨陷窝。以软骨下区最为明显。 

但未能见到坏死修复反应。与对照组比较，实验组 

空骨陷窝计数第3个月出现增多，6个月时更加明 

显，两组间差异有显著性(P<0．01)(见表 2) 

表 1 不同时间股骨头骨凋亡细胞计数 

acid] 

(月) 

凋亡细胞指数(‰) 

对照组 实验组 

注：同期实验组与对照组相比较 a：P>()．05；b：P< 

0．05；C：P<0 0l 

表 2 不同时间股骨头骨细胞空骨陷窝计数 

时I司 

(月) 

空骨陷窝计数 

实验组 对照组 

注：同期实验组Lj对照组相比较 a：P>0 05；b：P< 

0．05：c：P<0．0l 

2．3 空骨陷窝与细胞凋亡之间的相关性 

实验组骨细胞凋亡数与空骨陷窝计数呈明显的 

正相关性(v=一129．6l+l6．90a'r=0．62，f 一 

l5．72，P<0．01)，提示早期酒精性 ANFH与细胞 

凋亡有关。 

2．4 透射电镜观察 

对照组骨细胞电镜下核膜完整，染色质均匀，核 

占细胞的 1／3左右。实验组的骨细胞则细胞核体积 

缩小，染色质呈边聚现象，但核膜仍完整，即早期凋 

亡细胞特征有的染色质更浓密，电子密度增加，结构 

模糊不清，但核膜仍完整，具有中、晚期凋亡细胞的 

特点。 

3 讨 论 

以往的观点认为酒精性 ANFH是由于脂质代 

谢紊乱、骨内压增高以及潜在性血管炎和前凝状态 

引起骨细胞坏死，骨细胞出现空骨陷窝_1 J。透射 

电镜可见实验组骨细胞有不同程度的核体积缩小、 

染色体固缩、边聚、电子密度增加和核膜完整等凋亡 

特征，提示早期酒精性 ANFH存在骨细胞凋亡。 
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TUNEL法检测 2个月时凋亡细胞数明显高于对照 

组，并且随着时间推移，凋亡细胞逐渐增多，与空骨 

陷窝增多呈正相关性；以软骨下区最为明显，与空骨 

陷窝改变部位置相一致。说明骨细胞凋亡在早期酒 

精性 ANFH起着重要作用，但其机理 目前尚不清 

楚，可能与以下因素有关：1．糖皮质激素是一种细胞 

凋亡诱导剂，促使成骨细胞和骨细胞凋亡，导致骨细 

胞减少[6 ；同时还影响成骨细胞功能，使成骨形作 

用延迟，造成骨丢失【 。酒精中毒引起内源性糖皮 

质激素分泌大量增加，介导细胞凋亡。2．酒精直接 

毒性作用对肝细胞损害，锌代谢紊乱_f{1。锌元素与 

多种酶、核酸、蛋白合成密切相关，锌元素缺乏引起 

细胞周期紊乱导致细胞凋亡【 j。3．慢性酒精中毒 

者长期饮食减少，甚至以酒代饭，影响胃肠功能，干 

扰营养物质的消化、吸收和代谢【̈ ，加重酒精中毒 

引起的脂质过氧化，促进细胞凋亡 J̈。 

综上所述，细胞凋亡在酒精性 ANFH的发生发 

展过程中起着重要作用。 
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