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活血止痛汤联合脂肪填充对大鼠胫骨骨骺损伤的影响

郑志刚1 张伦广1△ 潘三元1 刘小钰1 冯敏山2 付亚君1 张晓格1

[摘要] 目的:探讨活血止痛汤联合脂肪填充对大鼠胫骨远端Ⅲ型和Ⅳ型骨骺损伤的作用。方法:36
只大鼠随机分为对照组、模型组、脂肪组和脂肪中药组,采用阿利新蓝、免疫荧光染色观察损伤模型的建

立及骨骺损伤愈合过程、骨桥形成过程及血管内皮生长因子(VEGF)、骨形态发生蛋白2(BMP2)和白

细胞介素1β(IL-1β)的表达情况。结果:阿利新蓝染色结果显示:相较于对照组,模型组骨骺损伤明显并

形成骨桥,然而加入脂肪和活血止痛汤干预后,骨骺损伤明显改善,骨桥消失,脂肪中药组效果更为明

显。免疫荧光结果表明:对比对照组,模型组VEGF、BMP2和IL-1β的表达均有明显增加;而相较于模

型组,脂肪组和脂肪中药组的 VEGF、BMP2和IL-1β的表达均有所降低,并且脂肪中药组的 VEGF、

BMP2和IL-1β的表达下降更为明显。结论:活血止痛汤联合脂肪填充治疗大鼠胫骨远端Ⅲ型和Ⅳ型

骨骺损伤疗效明显好于单纯脂肪干预。
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EffectofHuoxueZhitongDecoctionCombinedwithFatFilling
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Abstract Objective:ToinvestigatetheeffectofHuoxueZhitongdecoctioncombinedwithfatfillingonthetypeⅢandⅣ
epiphysealinjuryofdistaltibiainrats.Methods:36ratswererandomlydividedintocontrolgroup,modelgroup,adipose

groupandadiposeChinesemedicinegroup.Theestablishmentofinjurymodel,thehealingprocessofepiphysealinjury,

bonebridgeformationandtheexpressionofvascularendothelialgrowthfactor(VEGF),bonemorphogeneticprotein-2
(BMP2)andinterleukin-1β(IL-1β)wereobservedbyalcinbluestainingandimmunofluorescencestaining.Results:Com-

paredwiththecontrolgroup,alcinbluestainingshowedthattheepiphysealinjurywasobviousinthemodelgroup,and
bonebridgewasformed.However,aftertheinterventionofadiposeandHuoxueZhitongdecoction,theepiphysealinjury
wasobviouslyimprovedandbonebridgedisappeared,andtheeffectofadiposeChinesemedicinegroupwasmoreobvious.
Immunofluorescenceresultsindicatedthatcomparedwiththecontrolgroup,theexpressionsofVEGF,BMP2andIL-1β
weresignificantlyincreasedinthemodelgroup,whiletheexpressionsofVEGF,BMP2andIL-1βweredecreasedinthefat

groupandthefatChinesemedicinegroup,andtheexpressionsofVEGF,BMP2andIL-1βweremoresignificantly
decreasedinthefatChinesemedicinegroup.Conclusion:ThetherapeuticefficacyofHuoxueZhitongdecoctioncombined
withfatfillingonthetypeⅢandⅣepiphysealinjuryofdistaltibiainratsissignificantlybetterthansimplefatinterven-

tion.
Keywords: typeⅢandⅣepiphysealinjuryofdistaltibia
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  胫骨远端骨骺损伤是儿童骨骺的常见损伤,骨骺

损伤的Salter-Harris(SH)分型中Ⅲ型和Ⅳ型骨骺损

伤,即使经过正规的保守治疗或手术治疗,仍有可能发

生生长功能紊乱和关节畸形[1-2],甚至终身残疾[3]。活

血止痛汤可促进胫骨骨折的恢复[4-6],笔者对儿童胫骨

远端骨骺损伤通过早期保守治疗、微创手术及活血止

痛汤内服治疗后,极少会留下肢体短缩及关节畸形等

并发症。本研究探讨活血止痛汤联合脂肪填充对大鼠

胫骨远端骨骺损伤的调控作用,以明确活血止痛汤对

骨骺损伤的作用机制,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物和分组

SD雄性大鼠36 只,6~8周龄,体重为180~
250g,购自广东省实验动物中心,许可证号为SYXK
(鄂)2018-0101。随机分为4组:第一组(对照组)9只

大鼠正常饮食和饮水,不做任何处理。第二组(模型

组)9只大鼠用戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后手术操作:
取5mm皮肤竖直切口,暴露胫骨远端前内侧,用高速

牙科磨钻(钻头直径为2mm),在近生长板5mm处骨

干中间处开窗,再将钻头通过此窗插入干骺端生长板

中间造成骨骺损伤[7-8]。第三组(脂肪组)9只大鼠胫

骨远端骨骺双侧损伤,右侧单纯损伤,左侧损伤后植入

自体脂肪。第四组(脂肪中药组)9只大鼠胫骨远端骨

骺双侧损伤,右侧单纯损伤,左侧损伤后植入自体脂

肪,同时给予活血止痛汤内服。取材时间:术后第3天

和第28天。3只一笼,所有大鼠在21~25℃室温,湿
度为55%~65%,12h/12h明暗交替的饲养房中喂

养,常规饲养,正常饮食和饮水。本研究经本院伦理委

员会批准。

1.2 实验药物及试剂

活血止痛汤成分:地鳖虫9g,乳香3g,当归6g,
三七3g,落得打6g,川芎2g,陈皮3g,苏木6g,紫荆

藤9g,红花2g,没药3g,赤芍3g,总计55g。活血

止痛汤购于深圳市罗湖区中医院药剂科并由深圳市罗

湖区中医院中药房煎药室煎制,熬制方法和相关程序

严格按照《中国药典》相关规定执行;熬成200mL药

液,配制好所需浓度的活血止痛汤,放入4℃冰箱备

用。采用人与大鼠的体表面积公式进行相关换算,按
照大鼠以200g为标准体重计算,给予2mL中药灌

胃,2次/d,给药量相当于含生药5.5g/(kg·d),共计

14d。试 剂 为:阿 利 新 蓝 染 液(Servicebio,批 号 为

G1027),组织固定液(Servicebio,批号为G1101),脱蜡

液(Servicebio,批号为 G1128),核固红染液(Service-
bio,批号为G1035),DAPI染色试剂(Servicebio,批号

为 G1012),柠檬酸抗原修复液(Servicebio,批号为

G1202),组 织 自 发 荧 光 淬 灭 剂(Servicebio,批 号 为

G1221),抗 荧 光 淬 灭 封 片 剂 (Servicebio,批 号 为

G1401),EDTA 抗 原 修 复 液 (Servicebio,批 号 为

G1206),牛 血 清 白 蛋 白 (BSA,Servicebio,批 号 为

GC305010),血管内皮生长因子(VEGF)一抗(Servi-
cebio,批号为GB112339),骨形态发生蛋白2(BMP2)
一抗(Servicebio,批号为 GB12252),白细胞介素1β
(IL-1β)一抗(Servicebio,批号为GB11113)。

1.3 主要仪器和设备

病理切片机(上海徕卡仪器有限公司),脱水机(意
大利迪佩斯公司),包埋机(武汉俊杰电子有限公司),
烤箱(天津市莱玻瑞仪器设备有限公司),组织摊片机

(浙江省金华市科迪仪器设备有限公司),冰冻切片机

(赛默飞世尔科技有限公司),扫描仪(3DHISTECH
公司)。

1.4 阿利新蓝染色

按照前面所述方法干预后提取大鼠骨组织,进行

阿利新蓝染色,首先将组织脱蜡至水,经冰冻切片和细

胞爬片固定后用阿利新蓝染色;随后用核固红染液染

核并进行脱水封片;最后在显微镜下观察形态学改变。

1.5 免疫荧光染色

将上述方法分离的各组大鼠的骨组织进行荧光染

色,先制作石蜡切片,后将组织脱蜡至水,经抗原修复

和血清封闭后,加一抗4℃过夜,并加对应的二抗室温

作用1h,用DAPI染核后封片,在荧光显微镜下观察

小鼠组织中VEGF、BMP2和IL-1β的表达情况。

1.6 统计学方法

对样本分析处理、采集数据,每一部位测量三次取

平均值,计量资料用x±s形式表示。统计分析采用

SPSS22.0软件,统计处理采用方差分析和t检验,

P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 阿利新蓝染色结果

相较于对照组,模型组出现创伤并伴有大量炎症

细胞,形成血肿,出现骨桥;加入脂肪和活血止痛汤干

预后,炎症细胞减少,血肿消退,骨桥明显改善、消失,
并且脂肪中药组效果更为明显(见图1),表明活血止

痛汤可改善大鼠胫骨远端骨骺损伤。

2.2 免疫荧光染色结果

免疫荧光染色结果显示:对比对照组,模型组

VEGF、BMP2和IL-1β的表达均有明显增加;而相较

于模型组,脂肪组和脂肪中药组的 VEGF、BMP2和

IL-1β的表达均有所降低,并且脂肪中药组的VEGF、

BMP2和IL-1β的表达下降更为明显(见图2),表明活

血止痛汤联合脂肪填充对大鼠胫骨远端骨骺损伤具有

改善作用,这种改善作用可能是通过调控 VEGF、

BMP2和IL-1β的表达来实现的。
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图1 阿利新蓝染色结果(×100)

图2 免疫荧光染色结果(×100)

3 讨论

胫骨远端骨骺损伤防治历来是个难点,其导致的

一系列后果目前仍缺乏较好的解决措施。目前,西医

治疗手段众多,临床上可用生物材料(如脂肪填充)预
防骨桥形成,进而改善胫骨远端骨骺损伤,用脂肪填充

兔骨桥切除后的空间,发现不会再次出现骨桥[9];运用

组织工程技术也可以预防骨桥形成,如将软骨细胞置

于骨骺损伤区域,可减轻兔患足的畸形[10];其他的手

法治疗和手术治疗均有一定的效果,但多数都有操作

难度高、移植物缺乏和移植排斥等问题,所以探寻防治

胫骨远端骨骺损伤的有效措施具有实际价值。
在中医药领域文献中并没有提及骨骺损伤,但归

属于骨折损伤的范畴,骨折早期中医辨证属气滞血瘀,
治疗以活血化瘀、消肿止痛为主。清朝陈士铎在《辨证

录》中云“血不活者瘀不去,瘀不去则骨不能接也”。中

医学认为骨折后出现的肿胀是由于离经之血溢出,瘀
积阻滞,引起局部脉络运行不畅,继而发生局部肿胀;
而血液瘀积则导致脉络不通,患者自觉局部疼痛加剧;
同时引起局部气血失调,筋脉不能获得良好的濡养,加
之患肢疼痛及水肿等症状,对骨折的愈合及骨折部位

的功能恢复产生严重影响。因此,中医治疗应以活血

化瘀为基本原则,实现止痛、消肿、消散瘀血以促进患

者康复的目的。宋代杨仁斋在《直指附遗方论》中指

出:“盖气为血帅也,气行则血行,气止则血止,气温则

血滑,气寒则血凝,气有一息之不运,则血亦有一息之

不行。”传统中医利用先活血化瘀,同时需与理气兼顾,
因为伤血必及气,因此认为在治血的同时要治气,治疗

宜以活血化瘀、行气、利水消肿、改善血液循环为主。
通过改善血液循环,代谢产物的清除和渗出水肿的吸

收,减少对神经末梢的刺激,缓解疼痛。活血止痛汤用
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于骨折后早期的治疗,功效为活血化瘀,通络、止痛、行
气,可改善骨折的局部微循环,消肿利水,促进骨痂形

成,大大缩短骨折的愈合时间。活血止痛汤加减方中:
当归、红花、川芎、赤芍、苏木活血通经,乳香、没药、三
七活血止痛,地鳖虫、紫荆皮、落得打破瘀通经、消肿止

痛,陈皮理气化滞。诸药合用,共奏活血化瘀、通经止

痛之功效,兼治标本,药效持久,药力温和。这可能与

活血止痛汤早期及时的祛除瘀血,促进生长板损伤的

修复有关。活血止痛汤用于早期骨折的治疗,可促进

血液循环和骨痂形成,最终促使骨折愈合。有研究表

明,活血止痛汤加脱水剂治疗胫骨骨折,其疗效明显好

过单纯脱水干预[11]。本研究中阿利新蓝染色结果表

明:与对照组相比,模型组创伤形成,出现大量炎症细

胞,血肿形成并机化,出现骨桥并形成成熟骨小梁,然
而脂肪填充处理后,炎症减退,血肿减少,骨桥明显改

善,并且加入活血止痛汤联合干预后效果更好,表明活

血止痛汤可改善胫骨远端骨骺损伤。
血管内皮生长因子是重要的信号分子,在骨组织

中发挥着重要作用。研究发现血管内皮生长因子是介

导骨组织与血管生成过程中重要的调节因子[12-14],有
报道称血管内皮生长因子是骨骺损伤后血管生成的重

要原因,而血管生成是诱发骨骺损伤后骨桥形成的关

键因素[15]。骨骺损伤后血管内皮生长因子表达显著

升高,经抗血管内皮生长因子处理后,可影响骨骺损伤

后血管的生成和骨组织含量,并抑制骨桥的形成[16-17],
抗血管内皮生长因子可能在抑制骨桥形成进而改善骨

骺损伤中发挥重要作用。本研究中免疫荧光结果显

示,经活血止痛汤联合脂肪处理的大鼠,血管内皮生长

因子表达较模型组明显下调,提示活血止痛汤联合脂

肪填充可能通过调控血管内皮生长因子表达来改善胫

骨远端骨骺损伤。
骨形态发生蛋白2具备较强的骨诱导能力,能够

促进骨的发育和再生,并可诱导骨胶原的生成[18-19]。
有研究发现骨形态发生蛋白2基因敲除的大鼠骺板内

软骨细胞排列紊乱,形态异常,因此骨形态发生蛋白2
是研究软骨生长发育情况的重要标志物[20-23]。有研究

表示骨形态发生蛋白2在骨骺损伤的纤维形成阶段及

骨桥形成阶段高度表达[24]。本研究结果显示,相较于

对照组,模型组骨形态发生蛋白2表达明显升高,而经

活血止痛汤联合脂肪填充处理后,骨形态发生蛋白2
表达显著下降,提示活血止痛汤联合脂肪填充可能通

过调控骨形态发生蛋白2表达进而改善胫骨远端骨骺

损伤。
白细胞介素1(IL-1)对骺板软骨细胞具有明确的

作用,可抑制软骨细胞增殖,减少胶原合成[25]。有研

究表明,IL-1β等细胞因子也被视作诱发软骨细胞代

谢功能异常的重要因素[26]。IL-1β可诱导软骨细胞释

放蛋白水解酶和产生其他炎性细胞因子[27]。IL-1β可

刺激机体产生IL-6、IL-8、TNF-α等一系列细胞因子,
这些细胞因子广泛参与软骨细胞的炎症损伤、变性和

坏死[28]。本研究结果显示,经活血止痛汤联合脂肪填

充处理后,大鼠的IL-1β表达对比模型组明显下调,提
示活血止痛汤联合脂肪填充可能通过调控IL-1β表达

从而改善胫骨远端骨骺损伤。
本研究具有一定的局限性,仅探讨了活血止痛汤

联合脂肪填充干预后对大鼠胫骨远端骨骺损伤的有效

性,初步探讨了活血止痛汤可能通过调控血管内皮生

长因子、骨形态发生蛋白2和IL-1β的表达进而促进

胫骨远端骨骺损伤恢复,是否还会调控其他关键蛋白

进而发挥作用仍有待进一步研究,并且没有深入分析

其作用机理,活血止痛汤是通过何种信号通路参与调

控胫骨远端骨骺损伤也有待分析。
综上所述,本研究以胫骨远端骨骺损伤大鼠为研

究对象,初步证明活血止痛汤联合脂肪填充可减轻血

肿和炎症,改善骨桥,促使血管内皮生长因子、骨形态

发生蛋白2和IL-1β的表达降低,进而促进胫骨远端

骨骺损伤恢复,并且中药联合使用效果显著优于单纯

脂肪填充,因此活血止痛汤具有很好的推广应用价值。
下一步将结合体内外实验,对实验结果进一步佐证,并
进一步深入探究活血止痛汤改善胫骨远端骨骺损伤相

关信号通路,为活血止痛汤的临床应用提供科学证据。
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