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降钙素对骨质疏松性骨折骨痂血管内皮生长因子表达的作用
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　　摘　要：目的　观察降钙素对去卵巢大鼠股骨骨折愈合过程中骨痂组织血管内皮生长因子表达的作用。方法　选择３月龄

雌性ＳＤ大鼠８０只，随机分为假手术组（狀＝１０）、卵巢切除组（狀＝１０）、对照组（狀＝３０）和用药组（狀＝３０）。卵巢切除后４周处死假

手术组和卵巢切除组大鼠，测量右股骨骨密度。卵巢切除４周后，对照组和用药组行右股骨中段骨折，分别皮下注射生理盐水和

降钙素（１６ＩＵ／ｋｇ），隔日１次，于骨折后３、６、９周处死大鼠取右股骨测骨密度，行苏木精伊红染色（ＨＥ染色），血管内皮生长因子

免疫组化染色。结果　与假手术组比较，卵巢切除组大鼠体重显著增加（犘＜０．０５），股骨骨密度显著降低（犘＜０．０５）。ＨＥ染色：

骨折后３周，两组骨折愈合以软骨内成骨过程为主，骨密度无显著性差异（犘＞０．０５）；骨折后６周，两组骨小梁排列较有序，用药

组股骨骨密度较对照组升高（犘＜０．０５）；骨折后９周，两组均以骨性骨痂为主，骨小梁排列紧密，骨密度在两组间具有显著性差异

（犘＜０．０５）。对照组与用药组在骨折后３、６、９周骨痂组织的血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）免疫组化染色结果无显著性差异（犘＞

０．０５）。结论　降钙素治疗能增加骨质疏松性骨折骨密度，对骨痂组织ＶＥＧＦ的表达无明显影响。
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　　骨折愈合是多种细胞参与，受多种因素调控的复杂过程，

细胞因子在骨折愈合过程中起着十分重要的作用［１３］。卵巢功

能低下，雌激素减少，使骨吸收骨形成偶联过程失衡，即骨吸

收作用超过了骨形成作用，导致骨量减少，骨脆性增加，骨质量

下降，骨折愈合延迟。降钙素是一种调节骨代谢的激素类药

物，其主要作用是抑制破骨细胞的活性，减少骨钙丢失，从而增

加骨骼内的无机盐含量，提高骨密度，同时促使血液中的钙离

子向骨骼转移，降低血钙浓度。降钙素作为一种抗骨吸收剂，

主要用于骨质疏松症的治疗，但降钙素对骨质疏松性骨折愈合

的作用尚不明确。本实验旨在通过建立卵巢切除大鼠股骨骨

折模型，给予降钙素干预，观察其对骨质疏松性骨折愈合过程

中骨痂血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，

ＶＥＧＦ）表达的作用，为临床提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物 模型制备健康ＳＰＦ级３月龄雌性ＳＤ大鼠８０

只，体质量（２３４±９）ｇ，购自中国医学科学院动物中心（ＳＣＸＫ

京２００５－００１３）。适应性喂养１周后随机分为４组：假手术组

（狀＝１０），卵巢切除组（狀＝１０），对照组（狀＝３０），用药组（狀＝

３０）。假手术组采取腰背侧入路进入腹腔，切除少许脂肪，其余

各组大鼠取相同入路，行双侧卵巢切除。对照组与用药组于卵

巢切除４周后制作骨折模型，取大鼠右大腿中段外侧纵形切

口，长约２ｃｍ，暴露股骨干，在中端１／３处锯断成横行骨折，直

径１．５ｍｍ的克氏针逆行穿入，复位后穿入远段髓腔固定。用
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药组采用降钙素颈部皮下注射，１６ＩＵ／ｋｇ，每２天１次，对照组

给等量生理盐水。

１．２　方法

１．２．１　标本采集　假手术组和卵巢切除组于术后４周测量体

质量后脱颈处死，取右侧股骨测量骨密度，以确认造模是否成

功。对照组和用药组于骨折术后３、６、９周处死，每组每个观察

点处死１０只，取右侧股骨，将全程三等分，分别测近端１／３、中

端１／３、远端１／３段骨密度。

１．２．２　标本处理　标本经鉴定脱钙完全后，梯度乙醇脱水，二

甲苯透明，纵向石蜡包埋，５μｍ 连续切片，行苏木精伊红

（ＨＥ）染色及ＶＥＧＦ免疫组织化学染色（ＳＤ法）。ＳＰ法：切片

脱蜡至水，体积分数３％的过氧化氢封闭内源性过氧化物酶，

滴加复消化液，山羊血清封闭非特异性抗原，加 ＶＥＧＦ兔抗鼠

多克隆抗体（１∶４００），４℃孵育过夜。以ＰＢＳ代替一抗为阴性

对照）。滴加生物素化抗兔二抗（１∶４００），高敏过氧化氢复合

物，ＤＡＢ显色，苏木精复染，脱水、透明和封固。镜下观察细胞

染成棕黄色为阳性表达。采用高清晰度图像分析系统在４００

倍视野下，随机选取６个视野，统计每个视野下平均阳性细胞

积分吸光度值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０软件进行处理，计量资料

采用狓±狊表示，组间比较行单因素方差分析，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　术后变化　体质量术后４周，卵巢切除组大鼠体质量显著

高于假手术组［（３１６±１５）ｇ狏狊．（２８４±６）ｇ，犘＜０．０５］。骨密度术

后４周，卵巢切除组大鼠右股骨骨密度显著低于假手术组整体

骨密度（ｔＢＭＤ）［（０．１６８３±０．０１４７）ｇ／ｃｍ
２狏狊．（０．１９８４±

０．０１０９）ｇ／ｃｍ
２，犘＜０．０５］，中段骨密度（ｍＢＭＤ）［（０．１７９２±

０．０１５２）ｇ／ｃｍ
２狏狊．（０．２１０７±０．００６０）ｇ／ｃｍ

２，犘＜０．０５］。骨折

后３周，用药组骨密度较对照组有升高趋势，差异无统计学意义

ｔＢＭＤ［（０．１８５５±０．０１２４）ｇ／ｃｍ
２狏狊．（０．１７０２±０．００９４）ｇ／ｃｍ

２，

犘＞０．０５］。骨折后６周，用药组骨密度较对照组显著升高ｔＢ

ＭＤ［（０．１９３２±０．００８１）ｇ／ｃｍ
２狏狊．（０．１６９４±０．０１０２）ｇ／ｃｍ

２，

犘＜０．０５］，ｍＢＭＤ［（０．２１１６±０．０２１４）ｇ／ｃｍ
２狏狊．（０．１７１９±

０．０１５７）ｇ／ｃｍ
２，犘＜０．０５］。骨折后９周，用药组骨密度较对照

组升高，差异具有统计学意义ｔＢＭＤ［（０．１８０２±０．００７０）ｇ／ｃｍ
２

狏狊．（０．１５０８±０．０１９１）ｇ／ｃｍ
２，犘＜０．０５］，ｍＢＭＤ［（０．１９２８±

０．００４８）ｇ／ｃｍ
２狏狊．（０．１７３３±０．０１１０）ｇ／ｃｍ

２，犘＜０．０５］。

　　Ａ：骨折后３周对照组；Ｂ：骨折后３周用药组；Ｃ：骨折后６周对照组；Ｄ：骨折后６周用药组；Ｅ：骨折后９周对照组；Ｆ：骨折后９周用药组。

图１　　对照组和用药组骨痂组织形态学观察（ＨＥ染色，×１００）

　　Ａ：骨折后３周对照组；Ｂ：骨折后３周用药组；Ｃ：骨折后６周对照组；Ｄ：骨折后６周用药组；Ｅ：骨折后９周对照组；Ｆ：骨折后９周用药组。

图２　　对照组和用药组骨痂组织ＶＥＧＦ表达（ＳＰ染色，×４００）
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２．２　组织学表现　骨折后３周，用药组与对照组均以软骨性

骨痂为主，骨小梁松散，部分边缘骨吸收活跃。骨折后６周，新

生骨小梁较前增粗，排列较紧密，两组间无明显差异。骨折后

９周，用药组与对照组均以骨性骨痂为主，有少量软骨细胞但

无“软骨岛”，新生骨小梁互相融合，粗细较均匀，排列紧密，两

组间无明显差异，见图１。

２．３　ＶＥＧＦ的表达　ＶＥＧＦ主要表达在成骨细胞质及少量成

熟软骨细胞内，以细胞膜、细胞浆呈棕黄色或棕黑色反应为阳

性，见图２。对照组在骨折后３、６、９周的ＶＥＧＦ阳性细胞积分

吸光度值分别为２．８１８６±０．１５６９、３．０７８４±０．４３２９、

２．９２７８±０．１３４０，用药组在骨折后３、６、９周的ＶＥＧＦ阳性细

胞积分吸光度值分别为２．９８４１±０．６１７１、３．２１３７±０．２８８４、

３．１０２５±０．２５４５，两组各观测点的表达差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

骨质疏松性骨折，一般分为软骨内成骨和膜内成骨两种愈

合方式，以前者为主。此类骨折愈合过程缓慢，新生胶原形成

不足，骨小梁排列疏松，矿化相对较少，新骨形成及骨痂成熟延

迟，骨折愈合质量下降，再骨折发生风险较大［４］。因此，治疗骨

折本身的同时，积极治疗骨质疏松症是必不可少的。降钙素是

临床常用的抗骨质疏松药物，通过与破骨细胞上的受体结合，

活化腺苷酸环化酶蛋白激酶 Ａ 通路及磷脂酶Ｃ通路，抑制破

骨细胞活性。研究发现降钙素可促进成骨细胞增殖，增加成骨

细胞活性，促进软骨细胞的碱性磷酸酶的活性和对钙（Ｃａ２＋）

的摄取，增加骨基质合成［５］。由此可以推断降钙素应用在到骨

质疏松性骨折的治疗中，可能起促进作用。从本实验的结果来

看，骨折后３周，用药组和对照组大鼠骨密度无显著性差异；随

着降钙素作用时间的延长，大鼠骨密度较对照组显著增加，表

明降钙素增加骨密度的作用与时间具有协同作用，即随时间增

长降钙素作用渐增强。

骨折端丰富的血液供应对骨折愈合过程起着重要作用。

ＶＥＧＦ是从牛垂体星状细胞体外培养分离出的一种糖蛋白，是

最有力的血管生成因子。通过与血管内皮上的特异性受体结

合，促进内皮增殖、诱导血管生成，改善血管通透性［６７］。研究

表明ＶＥＧＦ在骨折愈合过程中，骨折端血管生成过程中发挥

了重要作用，并借此影响血管再生的各个环节［８１１］。钟刚

等［１２］通过基因转染技术证实ＶＥＧＦ可促进骺板形成过程中血

管渗入，加速软骨内成骨进而促进骨折愈合。本实验通过免疫

组织化学染色，检测骨痂组织ＶＥＧＦ含量，评估降钙素是否通

过该途径促进骨折愈合过程。结果表明，ＶＥＧＦ表达贯穿骨折

愈合各个时期，用药组和对照组间无明显差异。ＶＥＧＦ在骨折

后６周的表达最强，可能与该阶段各种内皮细胞、成纤维细胞、

成骨细胞等活跃，功能旺盛有关，ＶＥＧＦ呈高表达，有利于加速

骨形成，促进骨折愈合。骨折后９周，ＶＥＧＦ在破骨细胞呈阳

性表达，说明其参与了骨痂塑形过程，具体作用及机制尚不清

楚。Ｆａｒｈａｄｉ等
［１３］认为骨折处缺氧和ＶＥＧＦ的高表达，促进了

局部内皮细胞分泌骨形成蛋白（ＢＭＰ２），加速骨折愈合，提示

ＶＥＧＦ通过ＢＭＰｓ介导发挥成骨作用。进一步研究发现，碱性

成纤维细胞生长因子（ｂＦＧＦ），对未分化间充质细胞的 ＶＥＧＦ

表达具有强诱导能力［１４］。说明 ＶＥＧＦ等骨生长因子互相作

用，有序的调控着骨折愈合过程。

本实验表明，降钙素能增加骨质疏松性骨折骨痂的骨密

度，对ＶＥＧＦ表达过程无明显影响。可通过检测骨生长因子

ＢＭＰ２、ｂＦＧＦ等指标，并完善检测方法，来进一步探究降钙素

对骨质疏松性骨折作用的机制。
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