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[摘　要]	 目的：探究通血健骨丸对兔缺血性坏死股骨头中低氧诱导因子1α( hy pox ia  induci ble  factor  1α，

HIF-1α)，血管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor，VEGF)和骨形态发生蛋白2(bone 

morphogenetic protein，BMP-2)表达的影响。方法：臀肌注射醋酸泼尼松龙诱导兔缺血性股骨头坏

死模型，正常对照组不做任何处理，造模后，观察正常对照组和模型组一般生理状况，肉眼和X射

线检查其股骨头的形态，HE染色检查病理学变化；将构建的模型分成4组，命名为模型组、通血

健骨丸低剂量组、通血健骨丸中剂量组和通血健骨丸高剂量组，通血健骨丸组按照低、中、高剂

量分别给予300，400，500 mg/kg的通血健骨丸，正常对照组和模型组给予等量容积生理盐水，灌

胃治疗；应用实时荧光定量PCR(qRT-PCR)和Western印迹检测HIF-1α，VEGF和BMP-2表达情况。

结果：建模后，模型组食量减少，精神萎靡，活动范围局限；模型组股骨头表面凹陷、骨密度不

均一、负重区囊性变、关节间隙狭窄，软骨下脂肪细胞增大、骨小梁变细、骨细胞萎缩；模型组

HIF-1α，VEGF和BMP-2的表达量显著低于正常对照组(P<0.05)；通血健骨丸组HIF-1α，VEGF和

BMP-2的表达量显著高于模型组(P<0.05)；且随着通血健骨丸剂量增加，HIF-1α，VEGF和BMP-2

的表达量显著提高(P<0.05)，呈剂量依赖性。结论：通血健骨丸能够促进兔缺血性坏死股骨头中

HIF-1α，VEGF和BMP-2上调表达，进而促进骨骼修复。
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Effect of blood invigorating bone pill on HIF-1α, VEGF and BMP-2 
expression of rabbits with avascular necrosis of femoral head

WANG Jiangwei1, WEI Daode2, WANG Li3, LI Songwei4

(1. Department of Rehabilitation, Weidaode Orthopedics Hospital in Zhumadian, Zhumadian Henan 463000; 

2. Department of Rheumatology and Immunology, Weidaode Orthopedics Hospital in Zhumadian, Zhumadian Henan 463000; 

3. Department of Pain, Weidaode Orthopedics Hospital in Zhumadian, Zhumadian Henan 463000; 

4. Department of Rheumatology and Immunology, Henan Traditional Chinese Medicine Hospital, Zhengzhou Henan 450002, China)



临床与病理杂志, 2017, 37(12)    http://lcbl.amegroups.com2626

Abstract Objective: To explore the influence of blood invigorating bone pill on hypoxia inducible factor 1α (HIF-1α), 

vascular endothelial growth factor (VEGF) and bone morphogenetic protein (BMP-2) expression of rabbits 

with avascular necrosis of femoral head. Methods: The model of rabbit with avascular necrosis of femoral head 

was induced with prednisolone acetate by gluteal injection, and the normal control group were not given any 

treatment. After modeling, general physiological condition of normal control group and model group were 

observed, and the morphology of femoral head was examined by using naked eye and X-ray. The model were 

divided into four groups, and named for model group, blood invigorating bone pill low dose group, blood 

invigorating bone pill medium-dose group, and blood invigorating bone pill high dose group, with 300, 400, 

500 mg/kg, respectively. The normal control group and model group were given the same volume of normal 

saline, and gastric lavage treatment. HIF-1α, VEGF and BMP-2 expression was detected by using real time 

quantitative PCR (qRT-PCR) and Western blot. Results: After modeling, there was less appetite, less mental 

activity, and limited range of activities in the model group. In the model group, the surface of femoral head was 

depressed, the bone density was uneven, the weight-bearing area was cystic, the joint space was narrow, the 

subchondral fat cells increased, the trabecular bone became thin and the bone cells atrophied. HIF-1α, VEGF 

and BMP-2 expression in the model group were significantly lower than those in the normal control group 

(P<0.05). HIF-1α, VEGF and BMP-2 expression in the blood strengthening bone pill group were significantly 

higher than those in the model group (P<0.05), HIF-1α, VEGF and BMP-2 increased significantly with with the 

increase in the amount of blood strengthening bone pill (P<0.05), showing dose-dependent. Conclusion: Blood 

invigorating bone pill can promote HIF-1α, VEGF and BMP-2 up-regulation expression of rabbits with avascular 

necrosis of the femoral head, and then promote bone repair.

Keywords blood invigorating bone pill; avascular necrosis of femoral head; hypoxia inducible factor 1α; vascular endothelial 

growth factor; bone morphogenetic protein 2

股骨头坏死是临床常见的难治性骨科疾病之

一 [ 1 ]，是由激素、酒精和股骨颈骨折不良愈合引

发的 [ 2 ]，临床主要表现为股骨头变形、跛行、疼

痛和功能障碍，其致残率高，严重影响患者的身

体健康 [ 3 ]。因此，探寻有效的治疗股骨头坏死的

方案已经成为骨科医生研究的热点问题。西医对

股骨头坏死的治疗局限在非手术介入疗法和手术

介入疗法，主要包括针刺疗法、电激疗法和关节

置换疗法，前者加重患者的痛苦，后者价格昂贵

且存在一定的局限性[4]。而中医学对股骨头坏死的

病因及发病机制有独到的见解，祖国医学[5]认为，

缺血性股骨头坏死应归于“骨蚀”“骨痿”“骨

痹”的范畴，其主要发病原因是气血淤滞、气血

不通。通血健骨丸药方中含有鹿角胶、血竭、乳

香、没药、党参、熟地和野丹参等药物，具有活

血 化 瘀 ， 滋 补 肝 肾 ， 益 气 养 血 ， 祛 风 除 湿 的 功

效，能够主治股骨头缺血性坏死和各型骨坏死。

本研究以新西兰大耳兔缺血性股骨头坏死模型为

研究对象，探究通血健骨丸对兔缺血性坏死股骨

头中低氧诱导因子1α (hypoxia inducible factor 1α，

HIF-1α)、血管内皮生长因子(vascular endothelial 
g row t h  f ac to r，V EG F)、骨形态发生蛋白2 ( b o n e 
morphogenetic protein，BMP-2)表达水平的影响。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1 实验动物

健康雄性新西兰大耳白兔80只，4~5月龄，体

重(2.0±0.2) kg，购自北京金牧阳实验动物养殖有

限公司，许可证号：SYXK(京)2015-0008。

1.1.2  主要试剂与仪器 
通血健骨丸由鹿角胶、血竭、乳香、没药、

党 参 、 熟 地 和 野 丹 参 等 药 物 打 粉 过 8 0 ~ 1 0 0 分 目

筛，泛制成丸，由驻马店魏道德骨科医院提供；

醋酸泼尼松龙注射液(国药准字H42021216)购自华

中药业股份有限公司(襄阳)；R N A提取试剂盒和

反转录试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司；

Ta q D N A聚合酶购自英国N E B公司；鼠抗兔H I F -
1α，VEGF，BMP-2多克隆抗体购自武汉博士德生
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物工程有限公司；光学显微镜和显微摄像仪购自

日本Olympus公司；Ultracut-E型超薄切片机购自米

力光国际贸易有限公司(上海)；3K15超低温离心

机购自德国Sigma公司；SW-CJ-2D2G2F2FD双人净

化工作台购自苏州苏净仪器自控设备有限公司；

引物序列由苏州金唯智生物科技有限公司合成。

1.2 方法

1.2.1  动物造模

随机选取1 0只新西兰大耳白兔作为正常对照

组，其余7 0只新西兰大耳白兔臀肌注射醋酸泼尼

松龙8 mg/kg [6]，每周2次，共注射8周，并注射青

霉素4×104 U预防感染，正常对照组注射等量容积

0.9%的生理盐水，注射结束后放回笼内饲养。

1.2.2  缺血性股骨头坏死模型鉴定

1.2.2.1  一般生理状况及股骨头形态观察

造模后，观察正常对照组和模型组新西兰大耳

白兔的一般生理状况，X线检查其股骨头的形态；

检查结束后，各取1只正常对照组和模型组新西兰

大耳白兔，采用空气栓塞法将其处死，置于75%酒

精中消毒2~3 min，将新西兰大耳白兔固定于平板

上，于超净台内取出后腿股骨头，肉眼观察正常对

照组和模型组新西兰大耳白兔股骨头形态。

1.2.2.2  HE 染色及病理学观察

将取出的股骨头放入4%多聚甲醛溶液中固定

24 h，然后放入25%甲酸脱钙液进行脱钙处理 [7]，

脱钙完成后用预冷的PBS溶液洗涤2~3次，分别用

70%，80%，90%，95%，100%的乙醇进行梯度脱

水，二甲苯透明处理，组织浸蜡包埋，用切片机

切4 μm厚切片，然后脱蜡，用100%，95%，90%，

80%，70%的乙醇和蒸馏水逐级复水，用苏木精染

色5 min，用二甲苯透明处理、中性树胶封片。在

显微镜下观察正常对照组和模型组新西兰大耳白

兔股骨头病理学变化。

1.2.3  动物分组

将建立的缺血性股骨头坏死模型新西兰大耳

白兔随机分成4组，依次命名为模型组、通血健骨

丸低剂量组、通血健骨丸中剂量组和通血健骨丸

高剂量组，通血健骨丸组按照低、中、高剂量分

别给予300，400，500 mg/kg的通血健骨丸灌胃治

疗，正常对照组和模型组给予等量容积0 . 9 %生理

盐水灌胃治疗，每组治疗时间均为2周。

1.2.4  qRT-PCR 检测 HIF-1α，VEGF，BMP-2 mRNA
表达情况

将 取 出 的 股 骨 头 用 灭 菌 咬 骨 钳 咬 碎 ， 用

R N A 提 取 试 剂 盒 提 取 总 R N A ， 用 反 转 录 试 剂

盒 将 R N A 反 转 成 c D N A ， 操 作 步 骤 严 格 按 照

试 剂 盒 说 明 书 进 行 。 根 据 N C B I 中 提 交 的 H I F -
1α(NM_001082782.1)，VEGF(AY196796.1)，BMP-
2(AF041421.1)的cDNA序列设计引物，HIF-1α上

游引物F1：5’-GATTCACCATGGAGGGC-3’，下游

引物R1：5’-AGTTA ACTTGATCCA A AGCTCTGA- 
G - 3 ’ ； V E G F 上 游 引 物 F 2 ： 5 ’ - C T T G C T G C T C - 
TACCTCCAC-3’，下游引物R2：5’-CTTTGGTCTG- 
C AT T C A C AT T T G T- 3 ’ ； B M P - 2 上 游 引 物 F 3 ：

5’-TGGAGGCTCTTTCAATGGA-3’，下游引物R3：

5’-G A AG A A ATCGTGTTTTATTG A ATACTTTGG - 
C - 3 ’；G A P D H上游引物F：5 ’ - CGTTG G CTTCC - 
CAGAACATCAT-3’，下游引物R：5’-CATCGGACA- 
C AT TG G G G GTAG - 3 ’，以G A P D H为内参，进行

qRT-PCR。PCR的反应体系为：5×缓冲液10 μL，

TaqDNA聚合酶1 μL，上游引物F 2 μL，下游引物R  
2 μL，10 mmol/L dNTP mi x 1 μL，cDNA 1 μL，

d d H 2O  3 3  μ L；P CR的反应条件为：9 5  ℃预变性

5 min，95 ℃变性30 s，64 ℃延伸15 s(HIF-1α，

V EG F ， B M P- 2  m R N A 和 G A P D H ) ， 4 0 个循环，

延伸时读取吸光度 ( D ) 值。采用最大二阶导数法

( 2 −△△Ct)对数据进行统计，计算H I F- 1 α，V EG F，

BMP-2 mRNA的相对表达。△△Ct=(实验组目的基

因Ct平均值−实验组内参基因Ct平均值)−(对照组

目的基因Ct平均值−对照组内参基因Ct平均值)。

1.2.5  Western 印 迹 检 测 HIF-1α，VEGF 和 BMP-2
蛋白表达情况

将取出的股骨头用灭菌咬骨钳咬碎，加入2 mL
细胞裂解液[150 mmoL/L NaCl，1.0% NP-40，0.5%
脱氧胆酸钠，0.1% SDS，50 mmoL/L Tris(pH8.0)]
提取总蛋白，取 4 0  μ L 蛋白质样品加入 1 . 5  m L 离

心 管 中 ， 加 入 1 0  μ L  1 0 × 上 样 缓 冲 液 ， 混 匀 后 置

于100 ℃水浴锅中煮沸10 min，12 000 r/min离心

10 min。以GAPDH为内参，进行聚丙烯酰胺凝胶

电 泳 ， 每 孔 上 样 体 积 2 0  μ L ， 电 泳 结 束 后 ， 半 干

转膜仪转膜50 min，滴加鼠抗兔HIF-1α，VEGF，

B M P- 2 多克隆抗体，置于 4  ℃下过夜，滴加二抗 
37 ℃放置1 h。加入ECL发光剂进行显影，利用自

动凝胶成像系统采集图像。采用Gel-Pro analyzer4 
软件对聚丙烯酰胺凝胶电泳图目的条带进行扫描，

分析HIF-1α，VEGF，BMP-2的蛋白表达水平。

1.3  统计学处理

采用SPSS 20.0统计学软件进行统计学分析，

计量资料用均数±标准差(x±s)表示，多组采用单因

素方差分析，两组间比较采用 t检验，以P<0.05为
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差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  缺血性股骨头坏死模型鉴定

2.1.1  一般生理状况观察

正 常 对 照 组 新 西 兰 大 耳 白 兔 正 常 摄 食 ， 精

神状态良好，能正常行走，皮毛光润；模型组新

西兰大耳白兔食量明显减少，精神萎靡，行动不

便、活动范围局限，皮毛无光泽。

2.1.2  X 线检查股骨头形态 
造模结束后，X线检查结果显示：正常对照组

未见明显异常，股骨头完整，骨密度均匀，关节

面清晰；模型组股骨头有明显凹陷，骨质结构不

清晰，骨头密度不均一，且股骨头负重区出现明

显囊性变，关节间隙狭窄(图1)。

2.1.3  肉眼观察股骨头形态

造模结束后，兔股骨头大体样本显示：正常

对照组股骨头软骨面光滑、平整，股骨头剖面颜

色较深。模型组股骨头表面凹陷、软骨变薄且表

面粗糙、软骨表面颜色暗淡无光泽、软骨下面可

见明显出血、坏死(图2)。

2.1.4  HE 染色检查股骨头病理学变化

造模结束后，HE染色结果显示：正常对照组

未见明显异常；模型组软骨组织下脂肪细胞增大

甚至形成大泡，骨小梁变细，骨细胞萎缩(图3)。

以上结果提示，兔缺血性股骨头坏死模型已成功

构建，可以此为研究对象进行分组和给药治疗。

图1  X线检查兔蛙式位股骨头形态

Figure 1 X-ray examination showing rabbit femoral head shape in frog position

(A)正常对照组；(B)模型组。

(A) Normal control group; (B) Model group.

A B

图2 兔股骨头形态学观察

Figure 2 Morphological observation of rabbit femoral head

(A)正常对照组；(B)模型组。

(A) Normal control group; (B) Model group.

A B
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2.2  HIF-1α，VEGF，BMP-2 mRNA 表达情况

模 型 组 股 骨 头 中 H I F - 1 α ， V E G F ， B M P - 2 
m R N A 的表达量显著低于正常对照组( P < 0 . 0 5 ) ；

通血健骨丸组股骨头中 H I F - 1 α ， V E G F ， B M P- 2 
mRNA的表达量显著高于模型组(P<0.05)；且随着

通血健骨丸剂量增加，股骨头中HIF-1α，VEGF，

BMP-2 mRNA的表达量显著提高(P<0.05)，呈剂量

依赖性(图4)。

2.3  HIF-1α，VEGF，BMP-2 蛋白表达情况

模型组股骨头中 H I F - 1 α ， V E G F ， B M P - 2 蛋

白的表达量显著低于正常对照组( P < 0 . 0 5 )；通血

健骨丸组股骨头中HIF-1α，VEGF，BMP-2蛋白的

表达量显著高于模型组( P < 0 . 0 5 )；且随着通血健

骨丸剂量增加，股骨头中HIF-1α，VEGF，BMP-2
蛋白的表达量显著提高( P < 0 . 0 5 )，呈剂量依赖性 
(图5)。

A B

图3 HE染色检查股骨头病理学变化(×400)

Figure 3 Pathological changes of femoral head examined by HE staining (×400)

(A)正常对照组；(B)模型组。

(A) Normal control group; (B) Model group.

图4 HIF-1α，VEGF，BMP-2 mRNA表达情况

Figure 4 Expression of HIF-1α, VEGF and BMP-2 mRNA 

与正常对照组相比，*P<0.05；与模型组相比，&P<0.05；与通血健骨丸低剂量组相比，#P<0.05；与通血健骨丸中剂量组相

比，$P<0.05。

Compared with the normal control group, *P<0.05; compared with the model group, &P<0.05; compared with the low dose group of 

tongxue jiangu pill, #P<0.05; compared with the medium dose group of blood invigorating bone pill, $P<0.05.
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3  讨论

股骨头坏死是一种血液循环障碍性疾病[8]，主

要包括创伤性股骨头坏死和非创伤性股骨头坏死，

前者是由股骨颈骨折引起的，后者属于慢性缺血坏

死，是由酒精和激素所致。激素能引起骨代谢异

常，进而引发骨坏死，但其作用机制尚未完全清

楚。由于激素的滥用，股骨头坏死发病率在我国逐

年攀升，每年的新增病例已达10万~20万，目前我

国的发病人数己达700多万人 [9]。股骨头坏死轻则

导致患者髋关节疼痛、行动不便，重则致残，给

患者、家庭和社会带来极大负担。因此，探寻高

效的治疗股骨头坏死的治疗方案已经成为骨科医

学工作者的研究热点。

激素性股骨头坏死以髋关节疼痛、股骨头凹

陷为主要症状 [10]。有研究 [11]表明：激素引起股骨

头缺血性坏死，人和动物的反应是一致的。本研

究以新西兰大耳兔为研究对象，采用臀肌注射醋

酸泼尼松龙的方法构建兔缺血性股骨头坏死模型

发现，模型组食量减少，行动不便，活动范围局

限；模型组股骨头表面凹陷、骨密度不均一、负

重区囊性变、关节间隙狭窄，软骨变薄、表明粗

糙、软骨下脂肪细胞增大、骨小梁变细、骨细胞

萎缩。以上结果提示，兔缺血性股骨头坏死模型

构建成功，可以此模型作为研究对象进行分组和

药物治疗。

西医治疗股骨头坏死大都着眼于对抗炎症方

面，不能从根本上遏制病因，因此，西医治疗股

骨头坏死存在一定局限性；而中医对股骨头坏死

的治疗具有较好的临床效果 [ 1 2 - 1 4 ]，因此，采用中

药在该病的发病早期及时干预，对于改善患者症

状具有独特的优势。中医学认为，股骨头坏死是

由气血淤滞、肝肾亏损引起的，因此，应以活血

化 瘀 、 强 肝 补 肾 作 为 医 治 的 关 键 [ 1 5 ]。 通 血 健 骨

丸是由鹿角胶、血竭、乳香、没药、石菖蒲、土

元、白芷、水蛭、独活、桃仁、怀牛膝、大云、

白芍、山萸肉、骨碎补、熟地、黄芪、野丹参、

透骨草、党参2 0味中药材打磨成粉、泛制成丸，

具有活血化瘀，滋补肝肾，益气养血，祛风除湿

的功效，能够主治股骨头缺血性坏死和各型骨坏

死 。 然 而 通 血 健 骨 丸 对 兔 缺 血 性 坏 死 股 骨 头 中

HIF-1α，VEGF，BMP-2表达的影响尚未见报道，

本研究以兔缺血性股骨头坏死模型为研究对象，

探究通血健骨丸对HIF-1α，VEGF，BMP-2表达的

影响。

临床治疗股骨头坏死疗效分析以新血管生成和

骨骼修复为主要评判指标，新血管的生成与VEGF
密切相关，骨骼修复离不开BMP-2的参与。HIF-1α

在血管生成和骨骼修复过程中起重要作用[16-17]。丁

浩 [18]的研究表明：上调间充质干细胞中HIF-1α的

表达水平，可以促进骨坏死区域骨骼的修复和新

生血管的形成，进而促进骨骼修复；李卫哲等 [19]

图5 HIF-1α，VEGF，BMP-2蛋白相对表达量

Figure 5 Relative protein expression of HIF-1α, VEGF and BMP-2

与正常对照组相比，*P<0.05；与模型组相比，&P<0.05；与通血健骨丸低剂量组相比，#P<0.05；与通血健骨丸中剂量组相

比，$P<0.05。

Compared with the normal control group, *P<0.05; compared with the model group, &P<0.05; compared with the low dose group of 

tongxue jiangu pill, #P<0.05; compared with the medium dose group of blood invigorating bone pill, $P<0.05.
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研究表明：H I F-1α是一种转录调节基因，在缺血

条件下，氧气供应不足， H I F - 1 α 能够调控 V EG F
的表达，并诱导新生血管的生成；陈博等 [20]研究

表 明 ： 用 H I F - 1 α 基 因 转 染 鼠 骨 骼 肌 细 胞 ， 可 以

促进 V E G F 的分泌，进而促进新血管的生成；潘

珊 珊 等 [ 2 1 ]和 颜 冰 等 [ 2 2 ]研 究 表 明 ： 随 着 骨 骼 和 血

管的逐渐修复， V E G F 的表达水平逐步提高；徐

英杰等 [ 2 3 ]研究表明：BM P- 2表达水平升高可以促

进兔早期激素性股骨头坏死组织的骨骼修复；张

雁儒等 [24]和石正松等 [25]研究表明：上调间充质干

细胞中B M P- 2的表达水平可以促进兔股骨头坏死

的骨骼修复。本研究表明，通血健骨丸组股骨头

中HIF-1α，VEGF，BMP-2的表达量显著高于模型

组( P < 0 . 0 5 )；且随着通血健骨丸剂量增加，股骨

头中 H I F - 1 α ， V E G F ， B M P- 2 的表达量显著提高

(P<0.05)，呈剂量依赖性。结合以往研究推测，通

血健骨丸可能通过促进HIF-1α，VEGF，BMP-2的

合成分泌，从而促进兔股骨头坏死的骨骼修复。

综上所述，通血健骨丸能够促进骨骼修复，这

一过程可能与股骨头中HIF-1α，VEGF，BMP-2表

达的上调有关。然而骨骼修复过程十分复杂，通血

健骨丸对缺血性股骨头修复的相关机制还需深入探

究，以期为其临床应用提供更充分的理论依据。
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