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麝香乌龙丸对卵巢切除大鼠股骨骨折愈合
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摘要：目的 研究麝香乌龙丸对卵巢切除大鼠股骨干骨折愈合的作用。方法 将 #! 只雌性、,2 周龄

345&6+789&:(7; 大鼠分成 # 组：假手术组（3*&% < = < >）、卵巢切除 < 骨折 < 生理盐水对照组（?>@ <
= < >）、卵巢切除 < 骨折 < 麝香乌龙丸给药组（?>@ < = < A），每组 ,! 只大鼠。所有需制造骨折的大

鼠均采用右股骨中段横行骨折，髓内针固定；麝香乌龙丸给药组采用大鼠灌胃给药（,B2 6·C6D ,·ED , ），

于术后 F 周杀死，取大鼠右侧股骨标本；分别进行 GH 摄片、组织形态学染色，并应用双能 @ 线骨密度

仪（9$@I）测量右股骨整体骨密度（JKA9）、远段骨密度（EKA9）和中段骨密度（%KA9）以及 KAL82 免疫

组化观察，并应用病理图像分析仪对 KAL82 免疫组化进行光密度测定。结果 麝香乌龙丸给药组与

?>@< = < > 比较，前者骨痂 %KA9 和 KAL82 的表达显著增高，骨小梁增宽、排列较整齐，板层骨形成，

软骨组织可见。结论 麝香乌龙丸对 ?>@ 大鼠股骨骨折有明显促进骨折愈合的作用，并加快编织骨

向板层骨的演变过程，这与 KAL82 的表达有明显相关性。
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骨质疏松症是由于骨量减少，骨的微观结构的

退化，致使骨的脆性增加且易于发生骨折的一种全

身性骨骼疾病。绝经期妇女尤为突出，在当前疾病

谱中位于前 ,! 位［,］。同时，世界人口老龄化趋势的

加剧，骨质疏松性骨折作为其最严重的并发症，对老

年人健康的影响日益引起人们的重视。临床发现，

麝香乌龙丸具有消肿镇痛，促进骨折愈合的作用。

我们通 过 同 时 建 立 大 鼠 骨 质 疏 松（?L）［2］和 骨 折

（=）［#］模型，探讨该药对雌激素缺乏导致的骨质疏松
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性骨折愈合的影响及其作用机制。

! 材料和方法

!"! 动物模型制备与分组

健康 !" 周龄雌性 #$%&’()*+&,-). 大鼠 /0 只（购

自北京大学医学部实验动物中心），普通级，体重

（"12 3 !4）’。将其随机分成 / 组：假手术组（#5&6 7
8 7 9）、卵巢切除 7 骨折 7 生理盐水对照组（:9; 7
8 7 9）、卵巢切除 7 骨折 7 麝香乌龙丸给药组（:9;
7 8 7 <），每组 !0 只。

假手术（#5&6）的制备：仅进行大鼠背侧切开暴

露腹腔内结构，但不进行卵巢切除，然后逐层关闭伤

口。:9; 的制备：所有动物模型制备的麻醉方法均

采用 !=戊巴比妥钠以 40 6’>?’ 体重的剂量腹腔注

射麻醉；采用背侧入路，常规去毛，碘伏消毒后，以后

方髂骨嵴上 " @6、脊柱旁 ! @6 处取纵行切口，长约 !
@6，依次切开皮肤、皮下和肌层，暴露腹腔卵巢切除

后，以丝线将残端结扎，逐层关闭伤口。骨折模型

（8）制备：行右大腿中段外侧纵形皮肤切口，长约 "
@6，沿股外侧肌间隙钝性分离进入达股骨干，固定

股骨，在股骨干中 !>/ 段用线锯锯断成横行骨折，此

过程注意保护坐骨神经和肌肉组织，再以直径约

!A1 66 的克氏针逆行穿入骨折近端且从后侧股骨

大粗隆穿出，复位骨折后再将其顺行穿入骨折远段

髓腔，生理盐水冲洗，逐层关闭伤口。

将麝香乌龙丸（成药）置入研钵内研成粉末，再

用双蒸水溶解成悬浊液，以灌胃针灌胃（!A" ’·?’B !·

CB !），共 4 周。分别将受试大鼠采用 !=戊巴比妥钠

以 40 6’>?’ 体重的剂量腹腔注射麻醉，于术后 4 周

心脏取血处死大鼠，取其右侧完整的股骨标本，生理

盐水冲洗置 !0=中性甲醛液 4D冰箱保存。

!"# 观察指标

!"#"! EF 摄片：将大鼠完整的右侧股骨干骨折标

本经计算机 ; 线摄相仪（EF）摄片（距离：G0 @6、电

压：40 ?9$、电流：/A" 6H·I），观察大鼠股骨骨折骨

痂的连续性及骨折愈合情况。

!"#"# 骨密度测定：应用 JK%-&LC*;F /M 双能 ; 线

骨密度测量仪（+N;H，美国），采用小物体扫描模式

（准 确 度 0A0!=，扫 描 速 度 M0 66>I，分 辨 率

（%)IK-(OPKL）!A0 66 Q !A0 66，扫描宽度 1A0 @6）进行

测量。测量时，拔除克氏针，将股骨全长三等分，分

别测股骨全长、远 !>/ 段、中 !>/ 段（感性趣区）。精

确度用变异系数（E9）表示，测得股骨不同部位变异

系数为：全长（RKO&- S)6(%）0A4T=，远段（+PIO&- S)6(%）

0A1!=，中段（<PCI5&SO S)6(%）0A4!=。

!"#"$ 骨痂形态学染色（UN 染色）：将大鼠股骨骨

折标本，置入 !0=中性甲醛缓冲固定液中（$U V TA"
W TA4），在 4D 条 件 下 固 定 "4 W 42 5，再 经 !0=
N+RH*" J& 缓冲液（$U V TA4，4D）脱钙，隔 1 W T C 更

换脱钙液；经过 / W 1 周后，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，1!6 连续切

片，UN 染色，透明后中性树胶封片，:-.6$(I 显微镜

下作普通光镜观察。

!"#"% 免疫组化染色（#HXE 法）并图像分析：采用

#HXE 法，X<Y*" 免疫组化试剂盒（购自武汉博士德

生物工程有限公司），具体操作严格按说明书进行，

以该公司提供的阳性片作为阳性对照，用 YX# 液替

代一抗作为阴性对照。采用 UYHZ#*!000 高清晰度

彩色病理图像分析系统，将免疫组化标本切片经显

微镜输入计算机图像分析系统，并对图像进行二值

分割，然后随机选取 4 个视野，在光镜 !0 Q !0 倍视

野下，在同一阈值把所有样品全部测完，取骨痂组织

阳性细胞平均积分光密度做为统计指标。

!"$ 统计学处理

实验数据建立 N;EN[ 数据库，应用 #Y## !"A0
软件包处理，两组间比较采用 #O(C)LO\I ! 检验。数

据以均数加减标准差表示，以 " ] 0A01 表示具有统

计学意义。

# 结果

#"! EF 摄片的观察

大鼠离体右侧股骨干 EF 摄片，观察骨痂的连

续性发现各组大鼠骨折端均未发现不愈合现象。麝

香乌龙丸给药组骨痂量相对较多，形成纤维包绕，骨

折线模糊，内固定克氏针无松动和移位，无畸形愈合

及成角。

#"# 骨密度测量结果

大鼠右侧股骨分别测量全长、远 !>/ 段、中 !>/
段的骨密度（中段包括了骨折部位及全部骨痂），结

果见表 !。

表 ! 股骨不同部位的骨密度测量值比较

（’>@6"，!# 3 $，% V !0）

参数 #5&6 7 8 7 9 :9; 7 8 7 9 :9; 7 8 7 <

OX<+ 0^!0MT 3 0^00GG 0 ^0G4! 3 0^0!/1 0 ^0G14 3 0^0"11

CX<+ 0^!0T4 3 0^0!/4 0 ^0GG4 3 0^0/T0 0 ^0G"" 3 0^0"T2

6X<+ 0^!!GT 3 0^0!20 0 ^!!/T 3 0^0"TT" 0 ^!!TG 3 0^0!MT _

注：与 #5&6 7 8 7 9 比较" " ] 0A01；与 :9; 7 8 7 9 比较 _ " ]

0A01（#O(C)LO\I ! R)IO）
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!"# 骨痂组织形态学观察结果

!"# $ % $ " 与 &’() $ % $ " 组比较，后者大鼠

骨折端大部分骨性愈合，有连续性骨痂包绕，但前者

骨痂量较少，骨折线清晰，发现部分内固定克氏针松

动和脱落现象；麝香乌龙丸给药组与 !"# $ % $ " 比

较，骨痂中骨性骨痂较多，只有少量软骨细胞，但未

见到“软骨岛”存在，骨小梁粗细均匀一致，间距无明

显增宽，板层骨形成。周围结缔组织和骨髓腔可见

较多毛细血管植入。表明骨折愈合过程中血运丰

富，软骨性骨痂向骨性骨痂转化加速。

!"$ 免疫组化染色观察结果

*+,主要沉积在功能活跃的成骨细胞及其周

围和产生骨小梁的边缘，纤维骨痂中较少，麝香乌龙

丸给药组阳性细胞表达强于对照组，光密度（-!.）

值差异具有统计学意义（! / 0102，表 3）。

表 ! 两组骨痂 *+,43 表达的 -!.（!" 5 #，$ 6 70）

参数 &’() $ % $ " !"# $ % $ " !"# $ % $ +
-!. 89:3 5 73 :3 39 :23 5 73:8 9; :39 5 3<:3"

注：与 !"# $ % $ " 比较" ! / 0102（&=>?@A=BC % D@C=）

# 讨论

卵巢切除大鼠是模拟绝经后骨质疏松症的公认

模型。EFGACHI 等［3］研究发现成年大鼠卵巢切除后，

由于雌激素缺乏使骨改建呈高转换型，骨吸收和骨

形成均增高，但骨吸收大于骨形成，骨形成相对减

少，骨改建呈负平衡，这与人类绝经后骨质疏松症

相似。

建立骨折实验模型的方法较多，可以采用闭合

骨折的方法，亦可以采用开放骨折模型，两者各有优

缺点。采用闭合方法，术后多不固定或外固定，易导

致骨折的类型难以统一和骨折畸形愈合或不愈合，

不利于控制条件进行统计分析和比较。而采用开放

骨折方法，由于直视下截骨具有定位准确、切断方法

方便、内固定方法牢固、可靠等优点，手术过程中只

要严格无菌操作，就可有效控制感染机会，虽然手术

创伤较大，但损伤程度相同，可以充分保证骨折类型

的统一和所得实验数据的可比性［8，<］。

本实验发现，!"# $ % $ " 与假手术组比较骨痂

量减少，软骨骨痂比例高，骨痂 *+. 明显低。说明

骨质疏松性骨折愈合过程中，软骨骨痂向骨性骨痂

转化延迟，小梁骨吸收加快，骨形成降低，最终导致

骨痂骨密度和骨量显著减少。*+,43 的表达两者比

较差异无统计学意义，有研究认为 *+,43 等生长因

子约释放 < 周［2］，在此期间 &’() 组骨折已基本完成

软骨内成骨，而 !"# 组仍处于软骨内成骨阶段，低

浓度的 *+,43 无法对软骨基质的钙化起诱导作用，

从而进一步延缓了成骨过程。

通过对麝香乌龙丸给药组与对照组的比较，我

们发现所观察和测量的各项指标，给药组要好于对

照组，给药组在 JK 片上骨折端骨折线明显模糊，骨

痂较多，显微镜下观察可见其板层骨形成，骨小梁

发育较成熟，且明显增宽，排列整齐，软骨细胞少见，

髓腔及外周组织可见较多微血管长入，表明骨折愈

合过程中血运丰富，软骨性骨痂向骨性骨痂转化加

速；测量骨痂 *+. 值显著增加（! / 0102）；骨痂平

均积分光密度明显高于对照组（ ! / 0102），表明骨

痂 *+,43 表达差异有统计学意义。

麝香乌龙丸的主要成分为麝香、制川乌、地龙

等。临床发现其具有促进骨折愈合的功能，但作用

机制有待进行实验研究和探讨。中药促进骨折愈合

的实验研究自刘润田［;］首次报道以来，国内学者运

用现代科技手段多方位多角度对中药促进骨折愈合

进行了深入地研究并取得了重大进展。

在骨折愈合过程中，中药具有改善骨折后局部

微循环的作用，促进血肿的机化和 吸 收。E(LL(M@
等［9］研究证实，局部血液循环是影响骨折愈合的重

要因素。骨折愈合需要新生血管参与，成骨细胞的

生长机能也依赖血供状态。周重建等［N］发现，中药

黄芪、当归等能促进骨折端组织毛细血管的开放。

李也白等［O］发现李氏接骨丹具有改善骨折后外周循

环的作用，进而促进血肿的吸收和机化。本研究中

骨痂组织镜下观察发现，麝香乌龙给药组骨痂周围

及髓腔毛细血管明显增殖，有利于改善微循环、促进

静脉回流、消除肿胀改善血供状态，以利骨折修复。

在骨折愈合过程中，钙盐沉积是一个突出关键

步骤，骨组织的修复须经过基质的钙化过程，才能趋

于完成。有实验证明，应用中药组能够加速骨痂的

钙化，增加骨痂的钙盐沉积，骨痂骨密度增高，从而

提高骨折愈合的数量和质量［70473］。本研究发现，麝

香乌龙丸给药组骨痂量增加，骨痂 *+. 明显升高；

软骨细胞少见，编织骨已部分转化为板层骨，骨小梁

成熟度高，排列规整，表明麝香乌龙丸不仅可以加速

软骨痂向骨性骨痂的转化，而且显著增加骨折愈合

的数量和质量，从而加速骨折愈合的速度，缩短骨折

愈合时间。麝香乌龙丸给药组中 *+,43 的表达明

显强于对照组，表明麝香乌龙丸具有促进 *+,43 生

长因子的合成和分泌的作用，其对骨折的作用与刺

激 *+,43 生长因子表达有关。这与刘献祥等［73］的
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