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仙灵骨葆胶囊对大鼠骨质疏松性骨折愈合过程 ＰＤＧＦ、
ＴＧＦβ和 ＶＥＧＦ表达的影响
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［摘　要］目的：探讨仙灵骨葆胶囊对老龄去势大鼠骨质疏松性骨折愈合过程血小板衍生生长因子（ＰＤＧＦ）、
转化生长因子β（ＴＧＦβ）和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）表达的影响。方法：雌性ＳＤ大鼠随机分为假手术组、去
势组、仙灵骨葆胶囊高剂量组（高剂量组）和低剂量组，每组１６只，去势组、高剂量组和低剂量组大鼠行双侧卵巢
切除术，制备骨质疏松模型，假手术组仅做手术，不切除卵巢；术后８周，所有大鼠建立右侧股骨骨折模型；骨折
后第２天高剂量组和低剂量组分别给予０６及０３ｇ／ｋｇ仙灵骨葆胶囊，假手术组和去势组给予生理盐水灌胃，
连续１０周；记录４组大鼠骨折前、骨折后２周～８周的体质量，观察各组大鼠骨折后第２、４、８和１０周时骨细胞
指数、破骨细胞指数、骨折周围软组织的 ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ和 ＶＥＧＦ表达水平。结果：骨折１０周时，与假手术组比
较，其余３组大鼠体质量明显降低（Ｐ＜００５）；骨折后２周时，去势组、高剂量组和低剂量组大鼠的骨细胞指数、
破骨细胞指数、骨折软组织的ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ和ＶＥＧＦ均有不同程度地增高，至４周时达峰值，第８、１０周时降低；
与假手术组比较，其余３组大鼠骨细胞指数、破骨细胞指数均明显降低（Ｐ＜００５），骨折软组织的 ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ
和ＶＥＧＦ明显增高（Ｐ＜００５）；与去势组比较，高剂量组和低剂量组的骨细胞指数、破骨细胞指数、骨折软组织的
ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ和ＶＥＧＦ均有不同程度地增高（Ｐ＜００５）。结论：仙灵骨葆胶囊可促进老龄去势大鼠骨质疏松性
骨折愈合过程，其机制可能与仙灵骨葆胶囊提高骨折周围软组织ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ和ＶＥＧＦ的水平有关。

［关键词］仙灵骨葆胶囊；去势；骨质疏松性骨折；血小板衍生生长因子；转化生长因子β；血管内皮生长因
子；大鼠，ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
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　　骨质疏松（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）是全身性的骨骼
疾病，临床典型表现为腰背和四肢关节疼痛，病理

学检查以骨密度降低为特征，导致骨骼脆性和骨折

危险性增高。５０岁以上人群骨质疏松发病率超过
５０％，已被公认为严重的社会公共健康问题［１－３］。

近年来，中药具有疗效确切和副作用小等特点而广

泛应用于临床骨质疏松的治疗，相关研究也日益增

多。仙灵骨葆胶囊是收录于现行《国家基本药物

目录》并常用于骨伤科骨质疏松症及骨质疏松症

相关骨折的中成药，具有滋补肝肾，活血通络及强

筋健骨的功效［４－５］。随着人们对骨折愈合机制研

究深入，认识到一些细胞因子，如血小板衍生生长

因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）、转化生
长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ，ＴＧＦβ）和
血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃ
ｔｏｒ，ＶＥＧＦ）在骨折愈合中发挥了独特的作用，骨折
患者其较快的骨折愈合时间可能与血清中 ＰＤＧＦ、
ＴＧＦβ和ＶＥＧＦ水平升高有关［６－８］。仙灵骨葆胶

囊在治疗老年骨质疏松的机理是否与上述因子相

关仍需要进一步确认，本课题以去势后骨质疏松性

骨折老龄大鼠模型为研究对象，考察仙灵骨葆胶囊

对骨折愈合过程 ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ和 ＶＥＧＦ表达的影
响，为仙灵骨葆胶囊的临床应用提供参考。

１　材料及方法

１１　受试动物
６月雌性ＳＤ大鼠，购于北京维通利华实验动物

技术有限公司，合格证号为ＳＣＸＫ（京）２００６０００９，体
质量２８０～４５０ｇ，随机分为假手术组、去势组、仙灵
骨葆胶囊高剂量组（高剂量组）和仙灵骨葆胶囊低

剂量组（低剂量组），每组１６只。所有大鼠均自由
进食饮水，定期消毒和通风，１周适应性饲养后进
行实验。

１２　试剂与仪器
仙灵骨葆胶囊（贵州同济堂制药有限公司，国

药准字 Ｚ２００２５３３７，０５ｇ／粒）。ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ和
２４５
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ｂＦＧＦ兔抗大鼠单克隆抗体、生物素化山羊抗兔
ＩｇＧ均购自武汉博士德公司。总蛋白定量测定试
剂盒（南京建成生物公司），ＬＥＩＣＡＲＭ２２３５型石蜡
切片机（德国莱卡公司），ＢＸ５０生物显微镜（日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），大鼠固定板，克氏针和手术器
械等。

１３　骨质疏松及骨折模型的制备
全身麻醉后，去势组和高、低剂量组大鼠，切开

双侧腰背部，暴露腹腔，行双侧卵巢切除术。假手

术组切开双侧腰背侧，切除腹腔少许脂肪即可。术

后８周，所有动物全身麻醉，暴露右侧股骨，经骸韧
带行克氏针髓腔逆行并内固定，将股骨中段切断，

制成骨折模型。术后所有大鼠独笼饲养，自由进食

进水。

１４　给药
骨折造模术后第２天高剂量组和低剂量组分

别给予０６及０３ｇ／ｋｇ仙灵骨葆胶囊，假手术组
和去势组给予生理盐水灌胃，连续１０周。
１５　指标检测
１５１　体质量　检测４组大鼠骨折前、骨折后２
周～８周的体质量。
１５２　骨痂、骨细胞指数与破骨细胞指数　骨折
模型建立后２、４、８和１０周，每组随机选取４只大
鼠，安乐处死，截取右股骨中段骨痴组织，以１０％
中性甲醛固定，脱钙６周，正中剖开，阶梯浓度乙醇
脱水，石蜡包埋，连续切片，染色，镜下观察骨折后

不同时期骨痴的组织学改变，每张切片随机取５个
视野，计数成骨细胞指数与破骨细胞指数。

１５３　骨折周围的软组织的 ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ和
ＶＥＧＦ表达　骨折造模１０周后，收集骨折周围的
软组织，包括肌肉及纤维组织等，采用 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法检测骨折周围的软组织的 ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ和
ＶＥＧＦ表达。
１６　统计学处理

所有实验数据在实验结束后均准确地录入到

ＳＰＳＳ１９０软件，计量资料使用均数 ±标准差（ｘ±
ｓ）表示，组间采用最小显著性差异法（ＬＳＤ）检验。
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　体质量
双侧卵巢切除术术后６周，大鼠无明显动情周

期，表明去势大鼠模型制作成功，同时术后６周随
机选取每组大鼠３只连续７ｄ行阴道细胞学涂片，
镜下观察显示涂片的白细胞及炎性细胞增多，上皮

细胞以底层细胞为主，无角化细胞，则进一步证实

去势大鼠制作成功。各组大鼠骨折前、骨折后２～
８周的体质量差异无统计意义（Ｐ＞００５）；骨折１０
周，与假手术组比，其余３组大鼠体质量明显降低，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５），见表１。

表１　各组大鼠骨折前及骨折后２、４、８和１０周的体质量（ｘ±ｓ，ｇ）
Ｔａｂ．１　Ｂｏｄｙｍａｓｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｂｅｆｏｒｅａｎｄ２，４，８ａｎｄ１０ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｆｒａｃｔｕｒｅ

　组别 骨折前
骨折后

２周 ４周 ８周 １０周
假手术组 ３１５６±２４１ ３２１５±２４９ ３３４２±２５１ ３４１６±２６７ ３７５４±２７８
去势组 ３２１２±２２９ ３０６５±２１８ ３０９８±２２４ ３１２１±２３４ ３１９９±２４２（１）

低剂量组 ３１６２±２４６ ３００９±２１６ ３１０６±２２９ ３２０７±２４１ ３２７８±２５３（１）

高剂量组 ３２０８±２１８ ３０４７±２２９ ３１６１±２３４ ３２９８±２４６ ３３８７±２５１（１）

　Ｆ ０２５６ ２５０７ ２８１４ ２０８９ １４６６５
　Ｐ ０８５６ ００６７ ００５０ ０１２４ ００００
（１）与假手术组比较，Ｐ＜００５

２２　骨痂、骨细胞指数与破骨细胞指数
骨折后，去势组纤维性骨痂和软骨骨痂明显多

于假手术组、高剂量组和低剂量组。假手术组骨折

后各时点骨细胞指数及破骨细胞指数差异无统计

学意义（Ｐ＞００５）；骨折后２周时，除假手术组，其
余组的骨细胞指数与破骨细胞指数均有不同程度

地增高，至４周时达峰值，第８、１０周时降低；但与

假手术组比较，其余３组骨折后的骨细胞指数与破
骨细胞指数均明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。与去势组比较，低剂量组和高剂量组骨细
胞指数与破骨细胞指数均有不同程度地增高，差异

有统计学意义（Ｐ＜００５）；与低剂量组比较，高剂
量组骨细胞指数与破骨细胞指数均有不同程度地

增高，但差异无统计学意义（Ｐ＞００５），见表２。
３４５
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表２　各组大鼠骨折后２、４、８和１０周时骨细胞指数与破骨细胞指数（ｘ±ｓ，个／μｍ２，ｎ＝４）
Ｔａｂ．２　Ｏｓｔｅｏｃｙｔｅｉｎｄｅｘａｎｄｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｉｎｄｅｘａｔ２，４，８ａｎｄ１０ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｆｒａｃｔｕｒｅｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　组别
骨折后

２周 ４周 ８周 １０周
假手术组

　骨细胞指数 ７４２±８１ ７６２±８９ ７５６±８４ ７５１±８９
　破骨细胞指数 ４４±１６ ４５±１５ ４０±１６ ４２±１４
去势组

　骨细胞指数 ３２３±６４（１） ３９２±６６（１） ３４４±６９（１） ３３４±６２（１）

　破骨细胞指数 １６５±３４（１） ２１３±２９（１） ２０１±２４（１） １９６±２１（１）

低剂量组

　骨细胞指数 ３８２±６９（１） ５８６±６７（１） ５０６±６１（１）（２） ４９８±６２（１）（２）

　破骨细胞指数 １２４±３１（１） ２９４±３４（１）（２） ２８１±３１（１）（２） ２７１±２８（１）（２）

高剂量组

　骨细胞指数 ３９４±６２ ６１９±６９（１）（２） ５７９±６７（１）（２） ５０９±６１（１）（２）

　破骨细胞指数 １０５±２７（１）（２） ３０５±３９（１）（２） ２９３±３４（１）（２） ２８２±２７（１）（２）

　　Ｆ１ ２８１２１ １７２５５ ２３３２７ ２４４２５
　　Ｐ１ ００００ ００００ ００００ ００００
　　Ｆ２ １３０６９ ６１６１６ ７３７０６ ９１１００
　　Ｐ２ ００００ ００００ ００００ ００００

注：（１）与假手术组比较，Ｐ＜００５；（２）与去势组比较，Ｐ＜００５；Ｆ１和Ｐ１为４组的骨细胞指数统计值，Ｆ２和Ｐ２为４组的破骨
细胞指数统计值

２３　骨折周围软组织ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ和ＶＥＧＦ水平
假手术组骨折２、４、８、１０周时骨折周围软组织

的ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ和ＶＥＧＦ差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。骨折后２周时，除假手术组，其余３组的
ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ和 ＶＥＧＦ均有不同程度增高 （Ｐ＜
００５），至４周时达峰值，第８～１０周降低；与去势
组比较，低剂量组和高剂量组的 ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ和
ＶＥＧＦ均有不同程度地增高，差异有统计学意义（Ｐ
＜００５）；与低剂量组比较，高剂量组的 ＰＤＧＦ、
ＴＧＦβ和ＶＥＧＦ均有不同程度地增高，但差异无统
计学意义（Ｐ＞００５）。见图１和表３。

３　讨论
骨质疏松症是多种原因引起的以骨量降低、骨

组织微观结构退化为主要病理特征的疾病，可导致

骨脆性增高，骨折危险性增加。流行病学统计显

示，绝经后骨质疏松症是最常见的原发性骨质疏松

症，绝经后女性的患病率接近５０％，与同龄非骨质
疏松者比，骨质疏松症导致骨折风险增加至少

２０％［９］。如何改善骨质疏松，降低骨质疏松症导

致的骨折发生率及加速骨质疏松骨折的愈合是骨

科的研究热点。本研究制备老龄大鼠去势后骨质

疏松性骨折模型，给予高、低剂量仙灵骨葆胶囊，结

果显示，仙灵骨葆胶囊可能通过调节骨折周围软组

注：Ａ为假手术组，Ｂ为去势组，Ｃ为低剂量组，Ｄ为高剂量组

图１　各组大鼠骨折后 ２、４、８和１０周骨折周围
软组织的ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ和ＶＥＧＦ表达量

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰＤＧＦ，ＴＧＦｂｅｔａａｎｄＶＥＧＦｉｎ
ｓｏｆｔｔｉｓｓｕｅｓａｒｏｕｎｄｆｒａｃｔｕｒｅａｔ２，４，８ａｎｄ１０ｗｅｅｋｓ

ａｆｔｅｒｆｒａｃｔｕｒｅｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

织ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ和 ＶＥＧＦ的相对表达量而达到促
进骨折愈合的效果。

骨愈合为骨结构强度的重新获得及骨连续性

恢复。组织方面，骨折愈合包括血肿炎症机化期、

原始骨痂反应期及骨形成改建期。在骨折愈合过

程较为复杂，许多因子参与其中，研究较多且较典

型的因子有ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ和ＶＥＧＦ，健康志愿者体
内上述因子多为低表达，但在应激条件，上述因子

４４５
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表３　各组大鼠骨折后２、４、８和１０周骨折软组织的ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ和ＶＥＧＦ表达水平（ｘ±ｓ，ｎ＝４）
Ｔａｂ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＤＧＦ，ＴＧＦｂｅｔａａｎｄＶＥＧＦｉｎｓｏｆｔｔｉｓｓｕｅｓａｒｏｕｎｄｆｒａｃｔｕｒｅａｔ２，

４，８ａｎｄ１０ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｆｒａｃｔｕｒｅｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　组别
骨折后

２周 ４周 ８周 １０周
假手术组

　ＰＤＧＦ ０１±０１ ０２±０１ ０２±０１ ０２±０１
　ＴＧＦβ ０１±０１ ０２±０１ ０１±０１ ０２±０１
　ＶＥＧＦ ０１±０１ ０３±０１ ０２±０１ ０２±０１
去势组

　ＰＤＧＦ ０２±０１（１） １５±０３（１） １３±０３（１） ０９±０３（１）

　ＴＧＦβ ０２±０１ １４±０４（１） １２±０３（１） １１±０４（１）

　ＶＥＧＦ ０２±０１ １６±０５（１） ０９±０２（１） ０６±０２（１）

低剂量组

　ＰＤＧＦ ０３±０１（１） １９±０５（１） １６±０５（１） １２±０４（１）

　ＴＧＦβ ０２±０１ ２１±０５（１） １５±０４（１） １３±０４（１）

　ＶＥＧＦ ０３±０１ ２２±０６（１） １３±０４（１） ０９±０３（１）

高剂量组

　ＰＤＧＦ ０４±０１（１）（２） ３２±０９（１）（２） ２８±０７（１）（２） １９±０５（１）（２）

　ＴＧＦβ ０３±０１（１） ３６±０８（１）（２） ３０±０６（１）（２） １９±０４（１）（２）

　ＶＥＧＦ ０５±０１（１）（２） ３９±０７（１）（２） ２７±０５（１）（２） １１±０２（１）（２）

　　Ｆ１ ６６６７ ２１０５７ ２１７６２ １５５８２
　　Ｐ１ ０００７ ００００ ００００ ００００
　　Ｆ２ ２６６７ ３０４２８ ３６９０３ １６１９０
　　Ｐ２ ００９５ ００００ ００００ ００００
　　Ｆ３ １１６６７ ３２１９２ ３８５８０ １３６３０
　　Ｐ３ ０００１ ００００ ００００ ００００

注：（１）假手术组比较，Ｐ＜００５；（２）与去势组比较，Ｐ＜００５；Ｆ１和Ｐ１为４组的ＰＤＧＦ统计值，Ｆ２和Ｐ２为４组的 ＴＧＦβ统
计值，Ｆ３和Ｐ３为４组的ＶＥＧＦ统计值

明显增加。ＰＤＧＦ在人体的平滑肌细胞、巨噬细胞
及成纤维细胞等均有表达，具有强大的促有丝分裂

原的作用，另外，ＰＤＧＦ的趋化作用强，作用在骨折
区域的间充质细胞，促进间质细胞的增殖，促进成

骨细胞分化，合成Ⅰ型胶原，促进骨折周围软骨细
胞增生［１０－１１］。ＶＥＧＦ与血管新生有明显的相关
性，具有促进新生血管形成，改善机体局部供给氧

气与营养，当骨折发生时，骨和骨周边软组织遭到

破坏，血管断裂，机体反馈性大量分泌 ＶＥＧＦ，已发
挥ＶＥＧＦ的促血管生成效果。动物研究显示，局部
应用 ｂＦＧＦ及重组ＰＤＧＦ有助于加速骨折愈合［１２］。

ＴＧＦβ是机体内重要的细胞因子，具有多方面的作
用，主要体现在促进创伤愈合、改善瘢痕和纤维化。

ＴＧＦβ可由成骨细胞、破骨细胞及软骨细胞分泌生
成，骨组织中，ＴＧＦβ一般以无活性的方式存在于
骨基质，当骨环境被破坏，如破骨细胞破坏骨基质，

ＴＧＦβ被激活，立即参与抑制破骨细胞活性，同时
诱导成骨细胞的活性，促进骨的修复和愈合，促进

ＴＧＦβ分泌，即可促进骨折愈合［１３－１４］。

　　仙灵骨葆胶囊是依据苗族民间的经验方研制
而制得的现代制剂，以淫羊藿为主药，淫羊藿味甘，

性温，归肝肾经，为补肾壮阳、祛风除湿、强筋健骨

之要药［１５］，配以续断，补骨脂为臣药，知母，丹参，

地黄等为佐使药，全方共奏滋补肝肾、活血通络和

强筋壮骨等功效，临床主要用于预防和治疗骨质疏

松症［１６］。本研究结果显示，给予老龄大鼠去势后

骨质疏松性骨折大鼠连续灌胃仙灵骨葆胶囊 １０
周，可明显增加骨细胞指数、破骨细胞指数，上调骨

折周围组织的ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ和ＶＥＧＦ的相对表达，
提示仙灵骨葆胶囊有助于促进老龄大鼠去势后骨

质疏松性骨折愈合，可能与仙灵骨葆胶囊中的有效

成分相关。李菲等［１７］研究认为淫羊藿苷对慢性脑

低灌注时血管新生具有积极的促进作用，该作用与

上调受损大脑皮层 ＶＥＧＦ信号通路有关；李功营
等［１８］对大鼠围绝经期给予淫羊藿总黄酮，结果显

示淫羊藿总黄酮能升高ＶＥＧＦ水平，从而延缓大鼠
５４５
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围绝经期进程；成魁等［１９］认为，与去势组比，淫羊

藿苷组大鼠全身与股骨骨密度、股骨生物力学性能

差异有统计学意义，提示淫羊藿苷能通过抑制骨吸

收而防治骨丢失；宁涛等［２０］观察家兔骨折愈合的

促进机制，结果显示含有续断的复方续断三七提取

物可通过上调家兔外周血的 ＴＧＦβ水平达到促进
骨折愈合的目的；张波等［２１］推测续断对骨折的治

疗可能是通过调控ＴＧＦβ基因在骨愈合不同阶段
的表达量促进骨骼生长；魏合伟等［２２］研究显示，运

用含补骨脂提取物的血清培养的成骨细胞进行移

植，可明显增强骨痂中 ＰＤＧＦ的表达，促进实验性
骨质疏松性骨折的愈合。

综上所述，仙灵骨葆胶囊可促进老龄大鼠去势

后骨质疏松性骨折愈合过程，可能与仙灵骨葆胶囊

提高骨折周围软组织 ＰＤＧＦ、ＴＧＦβ和 ＶＥＧＦ的相
对表达有关。
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