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·药物研究·
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摘要：目的探讨麝香对颅骨骨缺损模型大鼠基质细胞衍生因子1(stromal cell—derived factor 1，SDF-1)和肝细胞生长因子

(hepatoeyte growth factor，HGF)水平变化的影响及其作用机制。方法sD大鼠雌、雄各150只，利用牙科钻建立颅骨骨缺损模

型，模型动物完全随机分为给药组和模型组，又将这两组分别分为3小组，每组50只。绘药组灌服麝香，模型组灌服生理盐

水，采用酶联免疫吸附法(ELISA)分别测定各组7d、14d、28d血清中SDF一1、HGF的变化，将所得OD值处理计算后应用

SPSSl7．0统计分析。结果与模型组比较，给药组第7天SDF-l含量增加，差异有统计学意义(P=0．0008)，第7天和第14

天HGF含量均增加(P=0．0158，P：0．0234)，但第7天表达增加更加显著。结论麝香可促进大鼠颅骨骨缺损区的愈合速

度，而这种愈合机制可能与增加血清中SDF—l、HGF水平有关。
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Study of the effect of musk on the relationship between stromal cell-derived factor 1 and

hepatocyte growth factor in the rat model of skull bone defect
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Abstract：0bjective To investigate the effect of musk on the levels of stromal cell-derived factor 1(SDF-1)and hepatocyte

growth factor(HGF)in the rat calvarial bone defect model．Methods 1 50 male and female SD rats were used to establish the

model of skull bone defect with dental drill．Model animals were randomly divided into the medicine group and model group．The

two groups were further divided into 3 groups，with 50 rats in each group．Rats in the treatment group received musk，and rats in the

model group were gavaged with normal saline．Scram SDF·1 and HGF were determined in each group at 7 d，14 d，and 28 d with

enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA)．The resulting OD value was analyzed using a SPSS 17．0 software．Results

Comparing to the model group，SDF一1 in the treatment group increased on 7 d，and the difference was statistically significant(P=

0．0008)．HGF increased on 7 d and 14 d(P=0．0234，P=0．0158)，and the increase was the highest on 7 d．Conclusion Musk

promotes the heaHng of rat cranial bone defect area，and this healing mechanism may be associated with the increase of serum SDF-

1 and HGF expression．

Key words：Musk；Bone marrow mesenchymal stem cells；Bone defect i Stromal cell-derived factor 1；Hepatocyte growth factor；

Rat：Research

骨折后骨缺损是临床常见病与多发病，因自身

条件、缺损部位与大小、多种生长因子的调控及移植

基金项目：国家自然科学基金资助项目(81460735)

{通讯作者：李宁，Email：535682960@qq．COrn

材料的选择等因素的影响，使加速缺损区修复及缩

短愈合时间等问题一直成为骨科领域探索难点和研

究热点吣1。我们前期研究发现麝香可以使大鼠颅

骨骨缺损处SDF一1的表达增加，表明麝香除了引体

外药物达到病所，还可将体内有利于缺损区修复的
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细胞或细胞因子引至病所。6I，但是血清中这些趋化

因子是否会出现同样的表达?因此进一步研究骨缺

损的修复作用机制，在此基础上寻找有效促进骨缺

损修复速度，缩短愈合时间的药物具有现实意义和

应用价值。鉴于此，本实验通过构建大鼠颅骨骨缺

损模型，采用ELISA检测麝香对颅骨骨缺损大鼠

SDF-1、HGF表达的影响，为研究麝香促进骨缺损愈

合机制提供有力依据。

1材料与方法

1．1 材料

1．1．1 实验动物：6周龄SD大鼠300只，雌雄各

半，体质量(200±20)g，均由甘肃中医药大学SPF

实验动物中心提供，于甘肃中医药大学SPF动物实

验中心实验室适应性饲养5天，实验室温度(20±

2)℃，自由饮水进食。动物设施使用证明No：

00000230；动物质量合格证No：62001000000201。

1．1．2药物、试剂、设备：麝香购于兰州安泰堂天顺

行药业，由甘肃中医药大学中药鉴定学教研室鉴定，

为天然麝香。氯胺酮注射剂购自西安力邦制药有限

公司。SDF．I酶联免疫试剂盒(Rat SDF．1 ELISA

KIT，上海酶联生物科技有限公司，货号：

m1003227)；HGF酶联免疫试剂盒(Rat HGF ELISA

KIT，上海酶联生物科技有限公司，货号：

m1002925)；酶联免疫检测仪(型号RT-6100，深圳

雷杜生命科学股份有限公司)。

1．2方法

1．2．1颅骨骨缺损模型的建立：于甘肃中医药大学

SPF实验动物中心实验室适应性饲养第六天进行颅

骨骨缺损模型的制备，参考文献一。以氯胺酮0．1 g／

kg体重腹腔注射大鼠2—4 rain后，取俯卧位，用固

定板固定大鼠头部及四肢，在头部术野处剪毛、碘伏

消毒，做一长约1．5 cm纵行切口，充分暴露颅骨并

除去局部骨膜。用带直径5 mm钻头的牙科钻在头

颅术野处造成直径约5 mm的圆形骨缺损，不损伤

硬脑膜及毛细血管，用无菌生理盐水冲洗骨缺损部

位去除残存骨屑，缝合皮下层，消毒后缝合皮肤层，

最后用碘伏消毒伤口。

1．2．2分组与给药：将所有颅骨骨缺损模型大鼠按

体重编号，采用完全随机法分为给药组、模型组各

150只，然后将这两组通过完全随机法又分为3小

组(给药组1、2、3组；模型组4、5、6组)，每小组50

只。给药组灌胃剂量按人与大鼠体重的折算公式计

算，以低浓度4．2 mg／100 g为计算标准，通过研钵

将其充分研磨后分别溶于2．5 ml的蒸馏水中进行

吹打，至混悬液时向模型大鼠灌服，模型组灌服等体

积的生理盐水，均每日一次，两组分别持续灌胃7 d、

14 d、28 d。

1．2．3检测标本制备：连续灌胃7 d时，分别对第1

组、第4组大鼠进行股动脉采血；持续灌胃14 d时，

分别对第2组、第5组大鼠进行股动脉采血；持续灌

胃28 d时，分别对第3组、第6组大鼠进行股动脉

采血；将每次取出的血液3000 r／rain离心10—15

min，取上清，放置一20℃冰箱备用。

1．2．4 SDF．1、HGF表达测定：参照LU Jianl等¨1

方法，严格按照SDF．1、HGF试剂盒检测说明书操

作，实验结果以酶标仪读数为准。稀释标准品加样

品及标准品一加酶一显色液A、B一加入终止液一15

min内读OD值。根据OD和标准物浓度绘制标准

曲线，将OD值代入相应公式计算浓度。

1．3统计学处理

所有数据均输入计算机，采用SPSS 17．0统计

软件进行分析，各数值均用(互±s)表示，组间比较

采用单因素方差分析，均数间比较采用t检验，不同

时间段比较采用重复测量双因素方差分析，P<

0．05为差异有统计学意义。

2 结果

2．1造模完成后肉眼观察大鼠颅骨有一5 mm左

右的圆形骨缺损，见图1。

图1 肉眼观察颅骨骨缺损模型

Fig．1 Macroscopic observation of the skull bone defect mode
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2．2麝香对两组颅骨骨缺损模型大鼠不同时间段

内血清中基质细胞衍生因子1、肝细胞生长因子表

达的影响(面±s)，见表1。

统计结果显示：与模型组比较，给药组第7天

SDF．1和HGF含量表达均增高(t=4．073，t=

2．753，P<0．01)；第14天给药组HGF含量表达增

加(t：2．477，P<0．05)，SDF一1含量表达无明显变
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化，无统计学意义；第28天给药组SDF一1含量表达

降低，HGF含量表达增加，(P>0．05)均无统计学意

义；给药组各时间段比较差异无统计学意义。说明

大鼠颅骨骨缺损时，通过麝香不同时间段的灌胃后，

SDF．1在第7天表达增加最显著，第28天缺损区已

愈合，给药组反而降低，HGF在第7天、第14天表

达均增高，但第7天表达增加更显著。

表1大鼠骨缺损模型血清中SDF．1、HGF表达

Table 1 Expression of serum SDF一1 and HGF in the rat bone defect model

注：+与模型组比较表示P<0．05，“与模型组比较表示P<0．ol

Note：’compared with the model group，P<O．05，”compared with the model group，P<0．01

3 讨论

随着社会的不断发展，生活节奏的加快，因各种

事故导致创伤、感染等多发，进而使骨折后骨缺损发

生率呈逐年增加趋势。同时，由于我国老龄化趋势

的加重，加之许多老年人缺少锻炼而形成弱体质现

象，这使骨折后骨缺损患者的数量进一步增加。那

么如何促进骨折后骨缺损的的愈合，缩短愈合时间，

是骨科研究的热点。目前治疗骨缺损的方法很多，

包括、异体骨及人工骨修复材料等，但由于自体骨来

源及可能造成新的损伤等、异体骨排斥反应及引入

新的病原体等、工骨修复材料生物降解性及相容性

等一系列问题对临床上应用于骨缺损的治疗造成一

定的影响。通过前期研究发现一1，低浓度麝香通过

促进外源性干细胞迁移的途径从而促进大鼠颅骨骨

缺损处骨痂形成，并加速骨折愈合、缩短愈合时间的

效果最好。通过对大鼠颅骨骨缺损模型回植骨髓间

充质干细胞的方法，发现低浓度麝香可以增加大鼠

颅骨骨缺损处SDF．1的表达，那么通过低浓度麝香

的干预后血清中某些趋化因子是否也参与促进大鼠

颅骨骨缺损的修复及愈合的机制?

SDF一1是一个强有力的趋化因子，主要通过其

受体CXCR4发挥多种生物学功能，在肾脏、心脏、骨

及牙齿等损伤或缺损中均有表达。Qiming Jin等¨叫

报道，SDF一1能够单独促进颅骨临界骨缺损的形成，

而对通过载体支架BMP诱导异位成骨促进骨缺损

修复几乎没影响，这表明SDF—l可以通过加速局部

血管生成的生物学功能提高骨缺损修复愈合的速

度。赵永利等¨1发现麝香可以使大鼠颅骨骨缺损

处SDF．1表达增高，但这只是通过体外回植干细胞

的方法进行免疫组化检测，那么是否同样影响血清

中SDF．1表达，且国内外通过此类方法检测血清中

SDF一1的报道鲜少。而通过本实验得知麝香确实可

以增加血清中SDF．1的表达，这对研究中医引经理

论将是一个新的突破口。HGF是在上世纪80年代

初作为肝细胞促分裂原被发现的，后来确定为一个

由Ot和B链组成的异二聚体分子¨1’”。。HGF主要

与c—Met受体结合，通过一系列激活反应最终激活

FAK、P13K／AKT、Ras／MEK等多条信号传导通路，

并调控特定趋化因子及细胞因子的表达来促进血管

再生及细胞的分裂与迁移¨引。已有大量报道HGF

在细胞增殖、迁移、促进血管生成等中发挥重要作

用¨4|，另外对肾脏、肺、心脏和其他组织的内皮细胞

有再生效应¨孓161，在皮肤损伤修复中HGF介导细胞

自分泌信号传导同样出现高表达ⅢJ。研究报

道¨“，当组织损伤后，通过一些炎症因子的刺激。机

体组织的内分泌、旁分泌及体液调节发挥作用，使

HGF在损伤区局部被激活，致HGF表达升高，达到

促血管生成等作用，从而促进损伤区组织的再生与

修复，这与本实验结果相符。

麝香出自《神农本草经》，是鹿科动物成熟雄体

(马麝、原麝等)香囊中的干燥分泌物。其主要成分

为麝香酮，约占麝香纯干品的0．15％～2％，化学成

分主要含甾体化合物、大环化合物、脂肪酸、无机物、

多肽蛋白质类化合物、酯类化合物等。本品辛、温，

归心、脾经，具有开窍醒神、活血通络、解毒止痛等功
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效，其性辛香走窜，内达脏腑筋骨，外走肌肤孑L窍，其

味浓郁芳馥、经久不散，麝香的用途十分广泛。主要

作用于心血管系统、呼吸系统、循环系统、免疫系统、

生殖系统等。《本草纲目》记载：它有“通诸窍，开经

络，透肌骨”等功效。传统接骨方药中频繁的使用

麝香，治疗跌打损伤、骨折等疾病，说明麝香具有引

药物直达病所的作用，而其有效成分是否可促进体

内相关因子的表达，从而促进机体自我修复能力。

研究表明，麝香的确可以促进骨髓间充质干细胞迁

移至骨缺损处，加速缺损区愈合。从前期及本实验

结果我们可以得知，麝香除了引体外药物达到病所

之外，还可将体内加速缺损区修复的细胞因子及血

清中趋化因子引到病所，这对促使骨折后骨缺损愈

合，缩短愈合时间提供了新的思路与方法，对进一步

探索中药在中医引经理论的指导下参与疾病的修复

及治疗方面有重要意义。当然本实验也存在不足之

处，虽然麝香短时间内可通过促进血清中趋化因子高

表达实现骨折后骨缺损的修复，SDF．1、HGF可能刺

激相关内源性机制的调控参与其愈合机制，但SDF-

1、HGF出现高表达的最佳时间、麝香最佳浓度仍需要

大样本、多层次的实验研究得以确定；从本实验发现

SDF．1表达量与时间呈负相关，是否可以推断时间越

长，其表达量越低甚至产生不利影响；寻求更多的中

药单体来治疗临床骨科疾病，从而促进中医药事业的

发展，这些仍需要我们不懈的努力与坚持。
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