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普伐他汀联合髓芯减压术治疗激素性

兔股骨头坏死的实验研究

乐锦波　杜远立　向选平　茹能　邓娟娟　武斌

　　【摘要】　目的　研究普伐他汀联合髓芯减压术治疗激素性兔股骨头坏死对组织病理学、骨形态
发生蛋白 ２（ＢＭＰ２）和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）ｍＲＮＡ表达水平的影响。 方法　４５ 只实验大白兔制
作成激素性股骨头坏死模型后随机分为三组：髓芯减压术治疗组（Ａ组），普伐他汀联合髓芯减压术
治疗组（Ｂ组）和模型组（Ｃ组），每组各 １５只。 观察各组各时期兔股骨头毛细血管数、管径、骨陷窝空
缺百分比以及 ＢＭＰ２、ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ表达水平。 结果　Ａ、Ｂ两组第 ４周 ＢＭＰ唱２、ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ表达水平
（７畅４ ±１畅１，８畅０ ±１畅０；０畅１１８ ±０畅０２７，０畅１２９ ±０畅０２３ ）与 Ｃ 组比较无统计学差异（７畅２ ±０畅８；０畅１１７ ±
０畅０２４）（P＞０畅０５）。 而 Ｂ组第 ８周和第 １２周 ＢＭＰ唱２、ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ表达水平（１０畅５ ±２畅４，１３畅８ ±３畅２；
０畅３４１ ±０畅０４７，０畅５６２ ±０畅０５９）明显高于 Ａ 组（８畅０ ±１畅７，８畅８ ±２畅０；０畅１３７ ±０畅０３３，０畅１４９ ±０畅０４８ ）、Ｃ
组（７畅６ ±１畅６，７畅７ ±１畅８；０畅１２６ ±０畅０３５，０畅１３１ ±０畅０４１） （P ＜０畅０５）；且随治疗时间延长，Ｂ组 ＢＭＰ唱２、
ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ表达水平明显升高（P ＜０畅０５）。 结论　普伐他汀联合髓芯减压术可明显上调股骨头
ＢＭＰ唱２、ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ的表达水平，是治疗激素性股骨头坏死的有效方法。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＢＭＰ２，ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ
ｏｆ ｐｒａｖａｓｔａｔｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｒｅ ｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｉｄ 唱ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｅｍｏｒａｌ ｈｅａｄ
ｏｓｔｅｏｎｅｃｒｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ．Methods　４５ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ ｍａｄｅ ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｓｔｅｒｏｉｄ唱ｉｎｄｕｃｅｄ
ｏｓｔｅｏｎｅｃｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ３ ｇｒｏｕｐｓ：ｃｏｒｅ ｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ （ ｇｒｏｕｐ Ａ），
ｐｒａｖａｓｔａｔｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｒｅ ｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ （ｇｒｏｕｐ Ｂ） ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （ｇｒｏｕｐ Ｃ），
ｅｖｅｒｙ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ １５ ｒａｂｂｉｔｓ．Ｔｈｅ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｎｕｍｂｅｒ，ｄｉａｍｅｔｅｒ，ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｖａｃａｎｔ ｌａｃｕｎａｅ ，ＢＭＰ２ ａｎｄ ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｍｏｒａｌ ｈｅａｄ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ．Results　Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＭＰ唱２ ａｎｄ ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ａ，Ｂ （７畅４ ±１畅１，８畅０ ±１畅０；０畅１１８ ±０畅０２７，０畅１２９ ±０畅０２３ ） ａｔ ４ ｗｅｅｋｓ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐｓ Ｃ （７畅２ ±０畅８；０畅１１７ ±０畅０２４） （P ＞０畅０５），ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＭＰ唱２
ａｎｄ ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｂ （１０畅５ ±２畅４，１３畅８ ±３畅２；０畅３４１ ±０畅０４７，０畅５６２ ±０畅０５９ ） ａｔ ８ ｗｅｅｋｓ ａｎｄ １２
ｗｅｅｋｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｇｒｏｕｐ Ａ （８畅０ ±１畅７，８畅８ ±２畅０；０畅１３７ ±０畅０３３，０畅１４９ ±０畅０４８），
ｇｒｏｕｐ Ｃ （７畅６ ±１畅６，７畅７ ±１畅８；０畅１２６ ±０畅０３５，０畅１３１ ±０畅０４１） （P＜０畅０５），ａｎｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＭＰ唱２ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｂ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ （P ＜０畅０５）．Conclusions　
Ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｐｒａｖａｓｔａｔｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｒｅ ｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＢＭＰ唱２，ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ ｉｎ ｆｅｍｏｒａｌ ｈｅａｄ．Ｉｔ ｉｓ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｔｒｅａｔ ｔｈｅ ｆｅｍｏｒａｌ ｈｅａｄ ｎｅｃｒｏｓｉｓ．
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ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ｔｙｐｅ Ⅱ；　Ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｓ ；　Ｐｒａｖａｓｔａｔｉｎ

　　股骨头缺血性坏死是目前临床医学领域的一个研究难点。 流行病学调查显示此疾病病残率高，临床治
疗也比较困难，已引起人们的广泛关注［１］ 。 采用髓芯减压术治疗股骨头缺血坏死疾病，具有降低股骨头内
压力，促进股骨内血管化，防止出现股骨头缺血坏死和进行性骨破坏现象等多种功能作用，既往大量应用于
股骨头缺血性坏死疾病的治疗中［２］ 。 最近有研究结果发现，普伐他汀能调节骨组织代谢过程，改善骨质疏
松现象。 因此，本实验拟探讨普伐他汀联合髓芯减压术治疗激素性兔股骨头坏死对组织病理学、骨形态发
生蛋白 ２（ＢＭＰ２）和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）ｍＲＮＡ表达水平的影响。

材料与方法

１畅实验动物：选择 ４５ 只健康成年新西兰实验大白兔，全部为雄性，普通级，重量为（３畅０ ±０畅５） ｋｇ，均购
自华中科技大学附属同济医学院动物实验中心，并由专人进行喂养。

２畅实验药物和化学试剂：ＢＭＰ唱２抗体购自北京中山生物技术公司；免疫组化试剂盒和 ＤＡＢ 显色试剂盒
均购自武汉博士德生物技术公司；逆转录酶、Ｔａｑ 酶和 ｄＮＴＰ 均购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；ＶＥＧＦ 和 ＧＡＰＤＨ 上下游
引物由上海生物工程公司合成。

３畅激素性兔股骨头坏死模型制作及实验分组∶４５只新西兰实验大白兔均按 ７畅５ ｍｇ／ｋｇ剂量的泼尼松龙
臀部肌内注射，每日 １次，共注射 １２ 周。 造模成功以后随机分为三组，每组 １５ 只。 组别依次为髓芯减压术
治疗组（Ａ组）：造模成功后采用髓芯减压术治疗；普伐他汀联合髓芯减压术治疗组（Ｂ组）：造模成功后采用
普伐他汀＋髓芯减压术联合治疗，灌胃普伐他汀（１畅２ ｍｇ／ｋｇ），临用前以 ５ ｍｌ 蒸馏水配制成混悬液；模型组
（Ｃ组）：造模成功后不做特殊处理。 治疗第 ４周、第 ８周和第 １２ 周分别处死各组实验大鼠 ５只，取血清和股
骨头坏死部位。 根据 ＡＲＣＯ分期标准对股骨头坏死模型进行诊断及分期。

４畅组织病理学检查：将兔股骨头取出，沿着股骨头冠状面方向将其完全剖开，用戊尔醛溶液加以固定处
理，再经过 ５％浓度的硝酸溶液进行脱钙处理。 在股骨头表面取出 １０ 块骨组织，用石蜡块予以包埋处理以
后进行切片处理，共切片 １０张，ＨＥ染色处理以后，在显微镜下观察各组织切片的骨小梁、骨陷窝等具体情
况，任选 ５个高倍视野，每个视野需要计数 ５０ 个骨陷窝，求出空缺骨陷窝所占百分比，并观察血管数，求出平
均值。

５畅免疫组化染色方法检测 ＢＭＰ唱２ 表达水平∶采用免疫组化染色方法半定量检测各组各时期股骨头
ＢＭＰ唱２表达水平。 ＢＭＰ唱２实验浓度为 １∶１００，均设有空白对照（磷酸盐缓冲液）和阴性对照（正常兔血清）。
以细胞质、膜或间质等部位出现棕黄色颗粒或线状沉积为表达阳性。 采用免疫组化图像分析软件在低倍镜
下计算阳性面积百分比（％），每张切片随机选取 ５个视野，取其平均值。

６畅ＲＴ唱ＰＣＲ方法检测 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达水平：利用 Ｔｒｉｚｏｌ 提取液提取股骨头总 ＲＮＡ，测定 Ａ２６０／Ａ２８０
值。 取 ２ μｇ总 ＲＮＡ，４２ ℃温度下逆转录处理 ９０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ条件为：９５ ℃变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ４０ ｓ，５８ ℃ ３０ ｓ，
７２ ℃ ４５ ｓ，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ，共 ３０个循环。 ＧＡＰＤＨ内参照 ＰＣＲ方法相同。 将 ＰＣＲ反应产物与 ２ ×上样缓
冲液按 １∶１的比例进行混合，然后在 １％浓度的琼脂糖凝胶，１０ Ｖ／ｃｍ条件下进行电泳，在紫外透射反射分析
仪下观察 ＰＣＲ结果。 取 ５ μｌ体积的 ＰＣＲ产物 ２％琼脂糖凝胶电泳。 凝胶图像分析系统检测其 ＰＣＲ条带灰
度，ＶＥＧＦ／ＧＡＰＤＨ比值表示 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ的相对表达水平。
引物序列见下：ＶＥＧＦ （１５３ ｂｐ），上游引物：５′唱ＧＴＧＧＡＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＴＡＣＣ唱３′，下游引物：５′唱ＧＡＴＣＣＧＣＡＴ唱

ＧＡＴＣＴＧＣＡＴＧＧＴＧ 唱３′；ＧＡＰＤＨ（１１５ ｂｐ），上游引物：５′唱ＣＧＣＴＧＧＡＣＴＴＣＧＡＧＣＡＧＧＡＧ唱３′，下游引物：５′唱ＣＡＧ唱
ＧＡＡＧＧＡＧＧＧＣＴＧＧＡＡＣＡ唱３′。

７．统计学分析：ＳＰＳＳ １０畅０ 统计软件进行数据分析，采用 t检验，以 P ＜０畅０５ 为差异有统计学意义。

结　果

１畅组织学病变情况比较：Ａ 组骨陷窝空缺百分率明显低于 Ｃ 组（P ＜０畅０５），但显著高于 Ｂ 组（P ＜
０畅０５）；而 Ａ组毛细血管数和管径明显高于 Ｃ组（P ＜０畅０５），但显著低于 Ｂ组（P ＜０畅０５）。 见表 １及图 １。
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２畅各组股骨头 ＢＭＰ唱２ 表达水平：Ａ、Ｂ 两组第 ４ 周 ＢＭＰ唱２ 表达水平与 Ｃ 组比较无统计学差异
（P ＞０畅０５），而 Ｂ组第 ８周和第 １２周 ＢＭＰ唱２表达水平明显高于 Ａ、Ｃ组（P ＜０畅０５），且随治疗时间延长，Ｂ组
ＢＭＰ唱２表达水平明显升高（P ＜０畅０５）。 见表 ２及图 ２。

表 1　各组组织学病变情况比较（珋x ±s）
组别 例数 血管数 血管直径（μｍ） 骨陷窝空缺百分率（％）

Ａ 组 ５ n７ HH畅５ ±１  畅２ ａｂ ８   畅５ ±１ 觋畅２ ａｂ ２７ 乔乔畅６ ±７ 憫畅５ ａｂ

Ｂ 组 ５ n８ HH畅６ ±１  畅４ ａ ９   畅８ ±１ 觋畅３ ａ １８ 乔乔畅７ ±５ 憫畅７ ａ

Ｃ 组 ５ n６ HH畅２ ±１  畅５ ７   畅２ ±１ 觋畅４ ３６ 乔乔畅１ ±７ 憫畅４

　　注：与 Ｃ 组比较，ａP ＜０畅０５；与 Ｂ 组比较，ｂP ＜０畅０５

　　３畅各组股骨头 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ表达情况：Ａ、Ｂ两组第 ４ 周 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ表达水平与 Ｃ组比较无明显差异
性（P ＞０畅０５），而 Ｂ组第 ８ 周和第 １２ 周 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ表达水平明显高于 Ａ、Ｃ组（P ＜０畅０５），且随治疗时间
延长，Ｂ组 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ表达水平明显升高（P ＜０畅０５）。 见表 ３和图 ３。
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表 2　各组股骨头 ＢＭＰ唱２的表达情况（％，珋x±s）

组别 例数 第 ４ 周 第 ８ 周 第 １２ 周

Ａ 组 ５ n７ 悙悙畅４ ±１ Z畅１ ８ ЁЁ畅０ ±１ q畅７ ｂ ８   畅８ ±２ 圹畅０ ｂ

Ｂ 组 ５ n８ 悙悙畅０ ±１ Z畅０ １０ ЁЁ畅５ ±２ q畅４ ａ １３   畅８ ±３ 圹畅２ ａ

Ｃ 组 ５ n７ 悙悙畅２ ±０ Z畅８ ７ ЁЁ畅６ ±１ q畅６ ７   畅７ ±１ 圹畅８

　　注：与 Ｃ 组比较，ａP ＜０畅０５；与 Ｂ 组比较，ｂP ＜０畅０５；Ｂ 组组内各时间段两两比较，P ＜０畅０５

表 3　各组股骨头 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ表达情况（珋x±s）
组别 例数 第 ４ 周 第 ８ 周 第 １２ 周

Ａ 组 ５ n０ @@畅１１８ ±０ Z畅０２７ ０ WW畅１３７ ±０ q畅０３３ ｂ ０ 亮亮畅１４９ ±０ 圹畅０４８ ｂ

Ｂ 组 ５ n０ @@畅１２９ ±０ Z畅０２３ ０ WW畅３４１ ±０ q畅０４７ ａ ０ 亮亮畅５６２ ±０ 圹畅０５９ ａ

Ｃ 组 ５ n０ @@畅１１７ ±０ Z畅０２４ ０ WW畅１２６ ±０ q畅０３５ ０ 亮亮畅１３１ ±０ 圹畅０４１

　　注：与 Ｃ 组比较，ａP ＜０畅０５；与 Ｂ 组比较，ｂP ＜０畅０５；Ｂ 组组内各时间段两两比较，P ＜０畅０５

讨　　论

长时间或大剂量采用激素药物治疗后，本研究模型大鼠股骨头髓腔内可有大量的脂肪细胞生成，髓腔
出现明显的脂肪化现象，骨髓内压力显著上升，造成局部的微循环状态出现障碍，骨组织细胞分化能力不
足，成骨细胞的活性能力及数目同时出现下降。 与此同时本研究显示股骨头的 ＢＭＰ唱２ 表达水平明显降低，
骨组织修复和重建的能力均相应减弱，而联合治疗组股骨头 ＢＭＰ唱２表达水平则明显升高。
有研究结果显示，激素性坏死股骨头内存在的成骨细胞其合成 ＢＭＰ唱２的能力明显出现下降［３］ 。 此外利

用外源性 ＢＭＰ唱２可对激素性股骨头坏死进行修复，但由于制备外源性 ＢＭＰ唱２ 的过程较为复杂，且来源十分
有限，移植进体内还需要合适的载体，故应用受到较大限制。 因此，如何利用药物治疗来对机体内源性 ＢＭＰ唱
２表达水平发挥影响，促进其上调已经成为修复激素性坏死股骨头的一种治疗方向。 他汀类药物除传统的
降血脂药理作用以外，还可以明显刺激成骨细胞的快速增殖和定向分化，进而增加骨组织密度和促进骨组
织的形成

［４］ 。 此外还可特异性的刺激成骨细胞中 ＢＭＰ唱２ 基因，促其高水平表达，并诱导间充质干细胞向成
骨细胞进行转化［５］ 。 故本研究采用普伐他汀联合髓芯减压术对激素性兔股骨头坏死进行治疗。

改善股骨头局部的血液供应状态也是治疗股骨头缺血性坏死疾病的关键步骤，而血管内皮细胞生长因
子作为一种特异性促进血管内皮细胞大量增生及血管生成的作用因子，具有明显的促血管生成的药理作
用

［６］ 。 ＶＥＧＦ除了促进局部血管大量增生的作用以外，还能上调成骨相关细胞因子的表达水平，明显提高成
骨细胞的生物活性，加速新骨组织的形成过程和骨组织的修复重建过程［７］ 。 此外研究还发现他汀类药物有
促进血管内皮细胞产生 ＮＯ的药理作用［８唱９］ ，而 ＮＯ具有调节 ＶＥＧＦ促进血管生成的生理作用［１０］ 。 上述理论
与本研究结果基本相符。
本研究结果提示普伐他汀联合髓芯减压术治疗组能明显缓解激素性股骨头坏死病理组织学表现，还能

显著提高 ＢＭＰ唱２、ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ表达水平，较单一采用髓芯减压术治疗具有明显的治疗效果，为此种联合治
疗方法在临床治疗提供了动物实验依据。
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