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##"摘要##目的#探讨血管内皮生长因子$T=:IA<=C4@>;564<7=<0C;U56 B=I5;C!KLMN%通路对体外冲击波联合

仙桃草治疗兔桡骨骨不连骨痂中成骨细胞增殖作用的影响) 方法#制作 !'' 只兔桡骨骨不连模型!造模成功

后随机分为四组&V组为体外冲击波联合仙桃草治疗组!W组为单纯仙桃草治疗组!F组为单纯体外冲击波治

疗组!8组为完全对照组) 于治疗后不同时相点$第 !(&()(,(!& 周%分别取材!2DL染色观察成骨细胞计数!

免疫组织化学观察KLMN表达情况) 结果#体外冲击波联合仙桃草治疗组能够加速成骨细胞增殖并上调

KLMN表达!与其他三组比较差异有统计学意义$!X'Y'!%) 其中!成骨细胞增殖与KLMN表达的变化曲线大

致相同!于第 & 周后明显增多!第 , 周到达峰值!第 !& 周时较前稍降低!但数量仍较多) 结论#体外冲击波联

合仙桃草治疗骨不连效果安全可靠!其机制可能是通过对骨痂中KLMN细胞因子的影响!促进成骨细胞的增

殖!来达到治疗骨不连的目的)

##"关键词##体外冲击波'#仙桃草'#骨不连'#成骨细胞'#血管内皮生长因子
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##目前治疗骨不连的方法很多!新的技术和治疗

手段也层出不穷) 但骨不连治疗周期长(疗效不肯

定(费用高等仍是骨科医师面临的难题) 此外!其手

术创伤大(多次手术给病人造成的巨大心理恐惧等

问题!使越来越多的学者主张早期行非创伤性治疗

方案) 体外冲击波$4̂5C=I;C?;C4=<:6;IJ U=T4!L3_%

自从运用到骨科领域以来!其功效一直受到大多数学

者的肯定"!#

'仙桃草具有活血止血(消肿止痛的作

用"&#

) 二者在骨折(骨不连治疗方面均有一定疗效)

本研究 &'!"D') &̀'!"D!&在广西壮族自治区人民医院

动物实验中心制作左侧兔桡骨骨不连模型!并施以四

种不同治疗方案) 拟探讨体外冲击波联合仙桃草在治

疗骨不连方面的效果!并对其作用机制作初步探讨)

E=材料与方法

EFE=实验材料=选用标准实验新西兰大白兔制作

!'' 只兔左侧桡骨骨不连模型!按随机数字表法分

为四组!V组为体外冲击波联合仙桃草治疗组!W组

为仙桃草治疗组!F组为体外冲击波治疗组!8组为

对照组!每组各 &+ 只)

EFG=研究方法

!Y&Y!#骨不连模型制作#兔耳缘静脉麻醉后截除

座侧桡骨中段 ! IE$包括骨膜%!盐水冲洗!彻底止

血!填塞明胶海绵!缝合伤口!青霉素肌注 "' a!连

续 " >!常规喂养 " 个月后!b线片示右侧桡骨骨不

连形成!模型制作成功)

!Y&Y&#治疗方法#$!%体外冲击波治疗&耳缘静脉

麻醉下!V(F两组动物采用体外冲击波碎石机$德

国多尼尔小王子%治疗!焦点能量 'Y+ E\[EE

&

!频率

-' ,̀'次[E7@!冲击量 ,''次!焦点聚焦范围 !Y+ IE

&

!

分别对骨折远(近端边缘进行冲击治疗!治疗后放回

笼中) $&%仙桃草治疗&将仙桃草磨成粉剂加入到

精饲料中混合成制备饲料!V(W两组每日每只兔子

喂养制备饲料$含精饲料 .' 0!仙桃草 ! 0%!其中 V

组于体外冲击波治疗后第 ! 天起给药) 而 F(8组

则喂养等量精饲料)

!Y&Y"#成骨细胞计数 2DL染色光镜下观察#各组

治疗后第 !(&()(,(!& 周!以空气栓塞法随机处死各

实验组动物 + 只!取原骨不连处长约 !Y+ &̀Y' IE

组织!)c多聚甲醛溶液固定!!'cL8QV脱钙液脱

钙!乙醇梯度脱水!二甲苯透明!石蜡包埋!2L染色

处理!)

!

E连续切片!封片!在低倍镜下找到骨小梁

位置后$分布骨小梁周围!细胞体积大!胞浆蓝染%!

换成 )' 倍镜!依次按照上下左右顺序!选取 + 个骨

小梁区域进行成骨细胞计数""#

)

!Y&Y)#KLMN表达免疫组织化学染色观察#)

!

E

组织切片常规脱蜡入水!PW3 冲洗 " 次!"c 2

&

G

&

抑制内源性过氧化物酶活性并进行微波抗原修复!

PW3冲洗 " 次!加入非免疫动物血清以减少非特异

性背景!加入一抗(二抗!二氨基联苯胺$8VW%显

色!水洗!苏木精浅染!二甲苯透明!封片) G<HE?A:

光学显微镜盲法观察!9E=04?C;P<A:.Y' 图像软件

对阳性反应细胞的平均光密度值$dG8%进行分析)

EFH=统计学方法=应用 3P33!(Y' 软件进行数据分

析!计量资料以均数e标准差$

!

(e<%表示!采用析因

设计资料的方差分析!组间两两比较采用C检验!!X

'Y'+ 为差异有统计学意义)

G=结果

GFE=各组成骨细胞计数比较=各治疗组不同时间

点成骨细胞计数均呈上升趋势!其中以 V组最为明

显!并在第 , 周时达到峰值$!&!Y'& e&Y!.%) 方差

齐性检验结果显示!方差齐$Df"!Y&-!!!f'Y&&'%)

析因设计资料方差分析结果显示!不同处理组对成

骨细胞计数有影响$D组别 f,Y.-'!!组别 f'Y''!%!不

同时间点对成骨细胞计数间无影响$D时间 f!Y""&!

!时间 f'Y!&-%!不认为处理组与时间点有交互作用

$D组别g时间 f'Y.((!!组别g时间 f'Y)"+%) 各处理组间

两两比较差异性显著$!X'Y'+%!其中第 !& 周时W(

F两组比较差异无统计学意义$!h'Y'+%) 见表 !)

GFG=各组KLMN表达比较#各治疗组不同时间点

KLMN表达均呈上升趋势!其中以V组最为明显!并

*.'&*
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在第 , 周时达到峰值$'Y'-- e'Y''&%) 方差齐性

检验结果显示!方差齐$Df.Y.&)!!f'Y.&(%) 析

因设计资料方差分析结果显示!不同处理组对

KLMN表达有影响$D组别 f"!'Y!&'!!组别 f'Y''.%!

不同时间点对 KLMN表达无影响$D时间 f)"Y&)'!

!时间 f'Y&&'%!不认为处理组与时间点有交互作用

$D组别g时间 f!'&Y(.)!!组别g时间 f'Y!&'%) 各处理组

间两两比较差异性显著$!X'Y'+%!其中第 ! 周时

V(F两组比较差异无统计学意义$!h'Y'+%!第 )(

,(!& 周时 W(F两组比较差异无统计学意义$!h

'Y'+%) 见表 !)

表!#各处理组不同时间点成骨细胞计数!KLMN表达比较"

!

(e<#

组#别 例数 #时点 成骨细胞计数 KLMN

V组 &+ 第 ! 周 +"Y&, e!Y".

'Y'+( e'Y''&

"

第 & 周 (,Y', e!Y,! 'Y'.+ e'Y''!

第 ) 周 !!'Y'& e!Y() 'Y'-' e'Y''-

第 , 周 !&!Y'& e&Y!. 'Y'-- e'Y''&

第 !& 周 !',Y'- e!Y". 'Y'.& e'Y''&

W组 &+ 第 ! 周 ")Y". e!Y"' 'Y'), e'Y''&

第 & 周 -"Y-' e'Y,- 'Y'+& e'Y''!

第 ) 周 ,)Y-. e!Y"+

'Y'+( e'Y'')

#

第 , 周 (-Y() e!Y((

'Y'., e'Y''&

#

第 !& 周
(&Y!) e!Y+,

#

'Y'+' e'Y''&

#

F组 &+ 第 ! 周 "-Y)) e'Y(. 'Y'+) e'Y''&

第 & 周 --Y.) e!Y&) 'Y'.' e'Y''&

第 ) 周 (!Y"' e!Y-. 'Y'." e'Y''&

第 , 周 !')Y)) e!Y"+ 'Y'-& e'Y''"

第 !& 周 ("Y)) e'Y-. 'Y'+) e'Y''"

8组 &+ 第 ! 周 &!Y-) e'Y.+ 'Y'". e'Y''&

第 & 周 +!Y&) e!Y"" 'Y')" e'Y''&

第 ) 周 .-Y&. e!Y') 'Y')( e'Y''!

第 , 周 --Y,. e!!Y"- 'Y'+' e'Y''&

第 !& 周 .-Y". e'Y,' 'Y'", e'Y'')

D组别 * ,Y.-' "!'Y!&'

D时间 * !Y""& )"Y&)'

D组别g时间 * 'Y.(( !'&Y(.)

!组别 * 'Y''! 'Y''.

!时间 * 'Y!&- 'Y&&'

!组别g时间 * 'Y)"+ 'Y!&'

#注&W组与F组同一时间点比较!

#

!h'Y'+'V组与F组同一时间

点比较!

"

!h'Y'+

GFH=成骨细胞计数与 KLMN表达随时间的变化趋

势#各组不同时间点成骨细胞计数与KLMN表达均

随时间的推移而增加!其中V组较其他三组增加明

显!并在第 ,周时出现最高值!两者变化曲线相一致)

图 !#V组各时间点成骨细胞计数与KLMN表达

随时间的变化趋势图

H=讨论

HFE=骨不连是指骨折经过治疗后超出正常愈合时

间!延长治疗后仍未能够达骨性愈合$骨折 ,个月后%!

临床发生率约为 +c !̀'c

")#

) 造成骨不连的因素

很多!除感染(手术操作外!年龄(性别(吸烟(服用非

甾体类抗炎药和代谢性疾病也都是骨不连发生的相

关危险因素"+#

) 治疗骨不连的方法繁多!但其终端

效应都在于促进成骨细胞的增殖) 成骨细胞在骨不

连愈合过程中发挥着重要作用".#

!任何骨重建的最

终机制都是通过成骨细胞的增殖来完成的) KLMN

是一个重要的促进血管内皮细胞有丝分裂的因子!它

通过刺激血管内皮细胞增殖(迁移来促进血管新生"-#

)

HFG=本实验证实!体外冲击波联合仙桃草治疗组在

促进成骨细胞的增殖和正调控KLMN表达方面均较

其他三组强$!X'Y'+%!体外冲击波或仙桃草治疗

与对照组比较差异也有统计学意义$!X'Y'+%) 这

说明体外冲击波和中草药仙桃草均能促进成骨细胞

的增殖和正调控KLMN表达!两者联合应用!效果更

佳) 作为一种外来刺激!体外冲击波可以同时促进

成骨细胞及成纤维细胞的表达",#

!刺激骨膜生发层

细胞和未分化间充质细胞!使骨小梁周围的成骨细

胞大量增殖!骨断端区纤维(软骨组织骨化) F=II67;

"(#

认为!对于长骨肥大型骨不连!其疗效甚至与手术相

当!且短期临床效果更好) 同样!/V8P2氧化酶阻

断法证实了经体外冲击波作用后成骨细胞中 KLMN

的分泌水平升高"!'#

!表明成骨细胞的增殖与 KLMN

的表达存在着密切的联系) 仙桃草在骨科中的应用

已有数千年历史!中医认为其在促进骨愈合方面有

独特的优势!通过内服外用能达到活血化瘀(消肿止

痛的功效!进而加速骨折的愈合) 有研究证实!仙桃

*-'&*
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草促进骨愈合的机制可能是通过促进成骨细胞增殖

分化而产生效果的!它能够加速骨痂生成!促进成

骨"!!#

) 同样!仙桃草在治疗骨折过程中也能够促进

骨痂中KLMN表达"!&#

) 这些都与仙桃草含有多种

活跃骨细胞的化学成分有关)

HFH=本实验亦表明!成骨细胞计数与KLMN表达的

关系曲线呈正相关!两者增长趋势相近) 关于两者

是否存在必然的内在联系!笔者认为!其机制可能是

体外冲击波联合仙桃草通过KLMN通路对成骨细胞

增殖产生作用!进而促进骨愈合) KLMN的强阳性

表达可以促进骨不连断端微小血管的新生!为骨痂

组织带来大量的血供和营养物质!这其中就包括与

成骨细胞增殖密切相关的骨形态蛋白 &$WdPD&%等

重要因子!进而促进成骨细胞的快速增殖!加速骨痂

骨化) 但KLMN通路促进成骨细胞增殖的具体靶点

及内在机制!还需要进一步研究)

综上所述!体外冲击波联合仙桃草治疗骨不连

效果安全可靠!其机制可能是通过对骨痂中 KLMN

细胞因子的影响!促进骨不连区成骨细胞的增殖!来

达到治疗骨不连的目的)
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