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［摘要］ 目的：本研究旨在观察健脾活骨方（JPHGP）对实验性酒精性股骨头坏死（AONFH）血管损伤的修复作用，并基于

血管内皮细胞生长因子（VEGF）/血管内皮细胞生长因子受体 2（VEGFR2）/磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）信号通

路探索其作用机制。方法：实验采用 46% 酒精度红星二锅头 10 mL·kg-1·d-1灌胃建立 AONFH 大鼠模型，观察 JPHGP 不同剂量

组（2.5、5.0、10.0 g·kg-1）的干预作用，选择健骨生丸（JGS，1.5 g·kg-1）为阳性药物；给药 8 周后，Micro-CT 扫描分析股骨头骨计量

学，墨汁灌注观察股骨头骨髓内微血管面积，苏木素 -伊红（HE）染色法观察病理学改变程度，免疫组化和蛋白免疫印迹法

（Western blot）检测股骨头中血小板-内皮细胞黏附分子 31（CD31）、VEGF、VEGFR2、PI3K、磷酸化蛋白激酶 B（p-Akt）和抑癌基

因（PTEN）的蛋白表达水平。结果：与正常组比较，模型组大鼠股骨头骨小梁断裂变细，空骨陷窝增多，脂肪细胞数量明显增多

和直径显著变大（P<0.01），Micro-CT 影像学结果显示骨密度（BMD）、骨体积分数（BV/TV）、骨小梁厚度（Tb.Th）、骨小梁数量

（Tb.N）均明显降低（P<0.05，P<0.01），骨表面积体积比（BS/BV）和骨小梁分离度（Tb.Sp）均显著升高（P<0.01），墨汁灌注结果

表明股骨头髓腔内微血管面积显著减少（P<0.01）；与模型组比较，JPHGP 作用后能降低 AONFH 大鼠股骨头的空骨陷窝率、脂

肪细胞面积和直径，Micro-CT 影像学结果显示 JPHGP 低剂量组 BV/TV、Tb.Th、Tb.N 均明显升高（P<0.05，P<0.01），BS/BV 显

著降低（P<0.01），BMD 呈升高趋势，Tb.Sp 呈下降趋势，但差异均无统计学意义，JPHGP 中、高剂量组的 BMD、BV/TV、Tb.Th、

Tb.N 均明显升高（P<0.05，P<0.01），BS/BV、Tb.Sp 明显降低（P<0.05，P<0.01），并明显升高股骨头髓腔内微血管面积（P<0.05，

P<0.01），扩大股骨头髓腔内微血管面积；与正常组比较，模型组大鼠均显著下调 CD31、VEGF、VEGFR2、PI3K、p-Akt 和上调

PTEN 的表达含量（P<0.01），与模型组比较，JPHGP 作用后中、高剂量组显著升高大鼠股骨头 CD31、PI3K、p-Akt 表达含量（P<

0.01），降低 PTEN 蛋白的表达水平（P<0.01），同时 JPHGP 作用后上调 VEGF、VEGFR2 表达含量（P<0.05，P<0.01）。结 论 ：

JPHGP 对 AONFH 股骨头血管损伤具有修复作用，其机制可能与激活 VEGF/VEGFR2/PI3K/Akt 信号通路有关，相关研究结果

将为 JPHGP 的临床应用提供一定科学依据和参考。
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Academy of Chinese Medicine Sciences，Beijing 100700，China）

［［Abstract］］  Objecctive：： To observe the repair effect of Jianpi Huogu prescription （JPHGP） on vascular 

injury in experimental alcohol-induced osteonecrosis of femoral head （AONFH）， and to explore its mechanism 

based on vascular endothelial growth factor （VEGF）/VEGFR2/phosphoinositide 3-kinase （PI3K）/protein kinase 

B （Akt） signaling pathway. Method：： In the experiment， 46% vol Red Star Erguotou （10 mL·kg·d-1） was used 

to establish the AONFH rat model， and the intervention effect of JPHGP at different doses （2.5， 5.0， 

10.0 g·kg-1） was observed. Jiangusheng pill （JGS， 1.53 g·kg-1） was selected as the positive control. After 8 

weeks of administration， the bone histomorphometry of the femoral head was analyzed by Micro-CT imaging， 

and the area of medullary microvessels in the femoral head was detected by ink perfusion. The pathological 

change was observed by hematoxylin and eosin （HE） staining. The protein expressions of Platelet endothelial 

cell adhesion molecule-1 （CD31）， VEGF， VEGFR2， PI3K， phosphor-Akt （p-Akt） and phosphatase and Tensin 

homologue deleted on chromosome 10 （PTEN） in the femoral head were determined by immunohistochemistry 

and Western blot. Result：： Compared with normal group， the model group presented the fracture and thinning of 

trabeculae in the femoral head， increased empty bone lacunae， and elevated number and diameter of adipocytes 

（P<0.01）. Micro-CT imaging revealed a decrease in bone mineral density （BMD）， bone volume fraction （BV/

TV）， trabecular thickness （Tb.Th） and trabecular number （Tb.N） （P<0.05， P<0.01） while an increase in bone 

surface-to-volume ratio （BS/BV） and trabecular separation （Tb. Sp） （P<0.01）. The results of ink perfusion 

showed that the area of medullary microvessels in the femoral head was reduced （P<0.01）. Compared with 

model group， JPHGP lowered the empty bone lacunae rate as well as the number and diameter of adipocytes in 

the femoral head of AONFH rats. Micro-CT imaging indicated that JPHGP low-dose group had elevated BV/TV， 

Tb.Th and Tb.N （P<0.05， P<0.01） while decreased BS/BV （P<0.01）， and there was an upward trend in BMD 

while a downward trend in Tb.Sp， but without statistical difference. In addition， JPHGP medium- and high-dose 

groups had a rise in BMD， BV/TV， Tb. Th and Tb. N （P<0.05， P<0.01）， a decrease in BS/BV and Tb. Sp 

（P<0.05， P<0.01） and enlarged area of medullary microvessels in the femoral head （P<0.05， P<0.01）. The 

expressions of CD31， VEGF， VEGFR2， PI3K， p-Akt in the model group were lower than those in the normal 

group （P<0.01）， and after medium and high doses of JPHGP treatment， the expressions of CD31， PI3K and p-

Akt in the femoral head of rats were up-regulated （P<0.01） while the protein expression of PTEN was down-

regulated （P<0.01）. Moreover， JPHGP up-regulated the expressions of VEGF and VEGFR2 （P<0.05， P<0.01）. 

Conclusion：： JPHGP can repair the vascular injury in AONFH， and its mechanism may be related to the 

activation of VEGF/VEGFR2/PI3K/Akt signaling pathway. This study provides certain scientific basis and 

reference for the clinical application of JPHGP. 

［［Keywords］］ Jianpi Hguogu prescription； alcohol-induced osteonecrosis of the femoral head （AONFH）； 

vascular endothelial growth factor（VEGF）/VEGFR2/phosphoinositide 3-kinase （PI3K）/protein kinase B （Akt） 

signaling pathway

酒精性股骨头坏死（AONFH）是由过量饮酒引

起的一种难治性骨科疾病，致残率高，严重影响患

者日常生活。酒精是仅次于激素诱导非创伤性股

骨头坏死的第二大致病因素［1-5］。有关 AONFH 的发

病机制主要有脂类代谢紊乱、骨内高压增高、骨质

疏松、骨细胞脂肪变性坏死、血管损伤等不同学

说［6-8］，其中长期饮酒引起的血管损伤、血供中断被

认为是酒精导致 AONFH 的关键病理环节。目前临

床治疗 AONFH 以减轻症状、改善功能、延缓病情进

展为主要目标。血管修复的主要机制涉及血管内

皮细胞生长因子（VEGF）/血管内皮细胞生长因子受

体 2（VEGFR2）激活，从而进一步促进血管内皮细胞

的有丝分裂和通透性。磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/

蛋白激酶 B（Akt）是 VEGF/VEGFR2 的下游信号，其

与血管扩张和超渗透性有关，还增强血管内皮细胞

增殖、迁移和管腔形成［9-11］。因此，采取有效的手段
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促进坏死区域血管新生、恢复血供和促进新的骨组

织生成，是治疗 AONFH 的关键。

健脾活骨方是本课题组北京中医药大学陈卫

衡教授在长期的临床实践中用于治疗早中期非创

伤性股骨头坏死的效验方，由茯苓、赤芍、党参、白

术、桂枝、熟地黄、鹿角胶等组成，具有健脾化痰，活

血通络，补肾生骨的功效。前瞻性和回顾性临床研

究显示，健脾活骨方治疗早中期非创伤性股骨头坏

死疗效肯定，且在改善髋关节功能及提高生活质量

方面略优于或相当于手术治疗［12-13］。药理研究显

示，健脾活骨方能明显纠正血脂代谢紊乱、改善血

液高凝状态、抑制骨吸收、促进骨形成和修复，同时

体外抑制激素致血管内皮细胞功能损伤［14-17］。然

而，健脾活骨方对酒精致股骨头坏死的血管损伤作

用和机制如何至今尚不清楚。为了进一步指导临

床的合理用药和新药研发，本实验拟通过体内酒精

诱导 SD 大鼠建立 AONFH 模型后，进行 Micro-CT

扫描、墨汁灌注和苏木素-伊红（HE）染色等实验，观

察健脾活骨方对酒精所致大鼠股骨头坏死模型微

血管循环损伤的影响，并从 VEGF/VEGFR2/PI3K/

Akt信号轴通路探索其作用机制。

1 材料

1.1　动物     SD 大鼠，120 只，雌雄各半，体质量 230~

250 g，由北京市维通利华实验动物有限公司提供，

合格证号 SCXK（京）2016-0011。实验动物饲养于

中国中医科学院基础理论研究所实验动物中心，温

度 22~24 ℃，每日日光灯照明 12 h，湿度 40%~60%，

自由饮水饮食。本实验通过了中国中医科学院基

础理论研究所实验动物福利伦理委员会审查，编号

为 2021B121。

1.2　试剂     红星二锅头（46% 酒精度，北京红星股

份有限公司，货号 GB/T20822），健骨生丸（北京匡达

制药厂，货号 Z10970030），苏木素、伊红（北京中杉

金桥生物技术有限公司，货号分别为 15111830、

15111828），二甲苯、无水乙醇、异丙醇、甲醇、中性树

胶、乙二胺四乙酸二钠（EDTA-2Na）（北京化工厂，

货 号 分 别 为 20150504、20150918、20150904、

20140823、20150304、20140627），多聚甲醛（天津市

华东试剂厂，货号 20150623），石蜡（上海永华石蜡

有 限 公 司 ，货 号 20150313），Recombinant Human 

VEGF165（美国 Peprotech 公司，货号 100-20），兔抗

Akt 抗体、兔抗甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗
体、兔抗 PI3K 抗体、兔抗抑癌基因（PTEN）抗体、兔

抗 VEGFR2 抗体（美国 Cell Signaling Technology 公

司，货号分别为 9272s、2118s、4249s、9188s、9698），
兔抗 VEGF 抗体（美国 Proteintech Group 公司，货号

19003-1-AP），CD31 抗 体 、PVDF 膜（ 美 国 EMD 

Millipore Corporation 公司，货号分别为 MAB1393、

EI90391），蛋白 Marker（北京全式金技术有限公司，

货号 DM121-01），Bradford 试剂盒（北京天根生化科

技有限公司，货号 PA012），SDS-PAGE 凝胶配制试

剂 盒 Beyotime（ 英 国 Biotechnology 公 司 ，货 号

p0012A），RIPA 裂解液、封闭专用脱脂奶粉、蛋白酶

抑制剂、磷酸酶抑制剂、ECL 发光液、5×上样缓冲

液、一抗稀释液（普利莱基因技术有限公司，货号分

别 为 C1053、P1622、P1265、P1260、P1010、B1007、

C1240），甲醛溶液（上海子起生物科技有限公司，货

号 Z2613211）。
1.3　 仪 器     5415R 型 高 速 低 温 离 心 机（ 德 国

Eppendorf 公司），PowerPacTM Basic 型电泳仪、Mini-

PROTEAN® Tetra Cell 型 电 泳 槽（美 国 Bio-Rad 公

司），RM2255 型石蜡切片机、HI1210 型摊片机（德国

Leica 公司），RS0800604-0063 型微计算机断层扫描

设备（Micro-CT，英国 GE Healthcare 公司），BX51 型

显微镜（日本 Olympus 公司），BT-300 型博莱特血流

变仪（博莱特通有限公司），brand 型移液枪（上海巴

玖实业有限公司），Fusion FX5 Spectra 型凝胶成像

仪（法 国 Vilber 公 司），MK3 型 全 自 动 酶 标 仪 、

CH1210B1210 型 冰 冻 切 片 机（ 美 国 Thermo 

Scientific 公司），LG-PABER-Ⅰ型血小板聚集凝血

分析仪（北京世帝科学仪器公司）。
2 方法

2.1　药物的制备     健脾活骨方组成为茯苓 5 g、赤

芍 5 g、党参 5 g、白术 5 g、桂枝 5 g、熟地黄 5 g、鹿角

胶 5 g（烊化）等，购自安国市昌达中药材饮片有限公

司，批号 1609001G143V，经安国市昌达中药材饮片

有限公司许琪等鉴定符合 2015 年版《中华人民共和

国药典》一部检验标准。健脾活骨方粉末制备：取

除鹿角胶外其他各药，加 10 倍量水提取 3 次，每次

1 h，提取液合并，减压浓缩至稠膏，鹿角胶烊化后与

上述浸膏合并，干燥保存。

2.2　实验动物分组、造模及给药     实验建立正常

组、模型组、健脾活骨方低、中、高剂量组和健骨生

丸组 6 组。除正常组外，其余各组采用酒精灌胃方

法造模，每日上午给予大鼠 46% vol 红星二锅头（给

药量 10 mL·kg-1）1 次，每周连续灌胃 6 d，停 1 d，共

12 周，建立大鼠 AONFH 模型，共 12 周，正常组给予

等量生理盐水对照处理［10］。灌酒 4 周开始，药物组
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造模同时开始给药（即每日上午造模，下午给药），
健脾活骨方低、中、高剂量组分别给予健脾活骨方  

2.5 g·kg-1（相当于 0.5 倍临床等效剂量）、5.0 g·kg-1

（相当于 1 倍临床等效剂量）和 10.0 g·kg-1（相当于

2 倍临床等效剂量），健骨生丸组给予药性药健骨生

丸 1.5 g·kg-1（相当于 1 倍临床等效剂量），给药体积

为 10 mL·kg-1，给药 8 周后进行取材。

2.3　苏木素-伊红（HE）染色法观察股骨头组织的病

理学状态     将双侧股骨头，置于 4% 多聚甲醛溶液

中固定 48~72 h 后，用 10% 的 EDTA-2Na 溶液脱钙，

梯度乙醇脱水，常规石蜡包埋、切片（厚度 5~7 μm），
进行 HE 染色。光镜下观察，高倍镜下任选 5 个视

野，每个视野内计数 50 个骨陷窝，计算空骨陷窝的

百分比。用 SPOT MIS 图像处理分析系统，分析骨

髓内脂肪面积和直径。

2.4　Micro-CT 影像学观察股骨头形态     采用 GE 

Healthcare 公司 RS0800604-0063 Micro-CT 系统对

样品进行扫描，扫描分辨率为 25 μm，单次扫描时间

72 min，采用 GEHC Microviw 软件进行样本的三维

重建，并进行骨计量学骨密度（BMD）、骨体积分数

（BV/TV）、骨 小 梁 厚 度（Tb. Th）、骨 小 梁 数 量

（Tb.N）、骨表面积体积比（BS/BV）和骨小梁分离度

（Tb.Sp）的分析。

2.5　墨汁灌注标本切片透明观察     参照文献［18］

进行墨汁灌注血管造影，将股骨头于 4% 多聚甲醛

溶液固定 48~72 h，10% 的 EDTA-2Na 溶液脱钙，乙

醇逐级脱水，10 μm 冠状面连续切片，二甲苯透明后

封片。Olympus 光学显微镜下观察股骨头内血管形

态；在高倍镜下任选 5 个视野，用 Image Pro Plus 5.0

图像处理分析系统，分析骨髓内血管面积。

2.6　免疫组化染色     取组织石蜡切片，脱蜡至水，

微波修复，5% BSA 室温封闭 10 min，滴加按抗体说

明书比例稀释一抗（CD31，1∶50；VEGF，1∶200 稀

释；VEGFR2，1∶1 600），4 ℃过夜，DAB 显色，苏木

素 2~3 min，自来水洗 2 遍，乙醇逐级脱水，二甲苯透

明后封片。在高倍镜下，应用 SPOT MIS 图像处理

分析系统，进行表达水平的统计。

2.7　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测股骨头中

PI3K、p-Akt、VEGF、PTEN 蛋白表达水平     取大鼠

股骨头，用含有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的

RIPA 裂解液研磨组织并提取蛋白，进行 Bradford 法

定量后变性，配置浓度为 10% 的 SDS-PAGE 上样凝

胶，上样、电泳、转膜、封闭、按抗体说明书比例稀释

一抗（1∶1 000）4 ℃过夜、洗涤、二抗（1∶3 000）室温

孵育 2 h，显影，凝胶成像仪成像，利用 Image J 软件

对结果进行分析。

2.8　统计学分析     采用 SPSS 21.0 软件对数据进行

统计分析，采用单因素方差分析进行组间比较，P<

0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1　对 AONFH 大鼠股骨头组织病理学的影响     股

骨头 HE 染色结果显示，与正常组比较，模型组大鼠

股骨头骨小梁断裂变细，空骨陷窝增多，细胞核固

缩，脂肪细胞数量明细增多和直径明显变大，给予

健脾活骨方治疗后这些病理变化得到明显改善。

进一步组织病理半定量评分结果显示，模型组空骨

陷窝率和脂肪细胞面积明显增加，脂肪细胞最大直

径明显增大，健脾活骨方能剂量依赖性降低空骨陷

窝率和脂肪细胞面积、脂肪细胞最大直径。健骨生

丸组对大鼠股骨头病理学的影响与健脾活骨方中

剂量组的疗效相近。见图 1。

3.2　对 AONFH 大鼠股骨头影像学改变的影响     正

常组股骨头表面光滑、完整、骨小梁致密；模型组股

骨头表面凹凸不平、外形不完整，有明显塌陷或囊

变，骺板上骨组织稀疏；经健脾活骨方不同剂量和

健骨生丸治疗后股骨头表面光滑度、外形完整性和

骺板上骨组织稀疏度均有不同程度的改善。进一

步骨计量学分析结果显示，与正常组比较，模型组

表  1　健脾活骨方对 AONFH 大鼠股骨头组织病理学的影响  （x̄± s，n=20）

Table 1　Effect of JPHGP on histopathology of AONFH in rats （x̄± s，n=20）

组别

正常组

模型组

健脾活骨方低剂量组

健脾活骨方中剂量组

健脾活骨方高剂量组

健骨生丸组

剂量/g·kg-1

2.5

5.0

10.0

1.5

空骨陷窝率/%

16.7±4.7

42.3±3.22）

29.1±9.5

22.3±9.34）

18.1±7.65）

21.0±3.64）

脂肪细胞面积/μm2

142.0±25.5

477.7±44.82）

424.6±63.14）

387.5±92.35）

217.3±65.64）

346.4±88.65）

脂肪细胞直径/μm

21.7±2.1

57.0±6.12）

48.2±9.7

40.3±9.34）

22.3±5.54）

37.1±7.65）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 2-表 6 同）
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BMD、BV/TV、Tb.Th、Tb.N 均明显降低（P<0.05，P<

0.01），BS/BV、Tb.Sp 显著升高（P<0.01）。与模型组

比较，健脾活骨方低剂量组 BV/TV、Tb.Th、Tb.N 均

明显升高（P<0.05，P<0.01），BS/BV 显著降低（P<

0.01），BMD 呈升高趋势，Tb.Sp 呈下降趋势，但差异

均无统计学意义 ，健脾活骨方中和高剂量组的

BMD、BV/TV、Tb.Th、Tb.N 均明显升高（P<0.05，P<

0.01），BS/BV、Tb.Sp 明显降低（P<0.05，P<0.01）；健
骨生丸治疗组 BMD、BV/TV、Tb.Th、Tb.N 也均显著

升高（P<0.01），BS/BV、Tb.Sp 明显降低（P<0.05，P<

0.01）。见图 2、表 2。

3.3　对 AONFH 大鼠股骨头微血管循环的影响     光

镜下观察墨汁灌注大鼠股骨头组织切片，结果可见

正常组股骨头髓腔内大量黑色灌注墨汁；与正常组

比较，模型组股骨头髓腔内灌注墨汁面积显著减少

（P<0.01）；与模型组比较，健脾活骨方各剂量组墨汁

灌注面积明显升高（P<0.05，P<0.01），健骨生丸组墨

汁灌注面积显著升高（P<0.01）。见图 3、表 3。

3.4　对 AONFH 大鼠股骨头 CD31 表达水平的影响  

    免疫组化结果表明，与正常组比较，模型组股骨

头 CD31 阳性表达显著减少（P<0.01）；与模型组比

较，健脾活骨方治疗后中、高剂量组显著升高 CD31

阳性表达水平（P<0.01），健脾活骨方低剂量组 CD31

阳性表达呈升高趋势，但差异无统计学意义，健骨

生丸组也明显升高 CD31 的阳性表达水平，且作用

与健脾活骨方中剂量组相近。见图 4、表 4。

3.5　对 AONFH 大鼠股骨头中 VEGF 和 VEGFR2 表

达水平的影响     股骨头免疫组化结果表明，与正常

组比较，模型组 VEGF 和 VEGFR2 阳性表达显著减

少（P<0.01）；与模型组比较，健脾活骨方各剂量组

VEGF 和 VEGFR2 阳 性 表 达 呈 剂 量 依 赖 性 增 加

（P<0.05，P<0.01），健骨生丸组对 VEGF 和 VEGFR2

的蛋白表达作用与健脾活骨方中剂量组相近。见

图 5、表 5。

图  2　健脾活骨方对 AONFH 大鼠股骨头的 Micro-CT 影像学影响

Fig.  2　Effect of JPHGP on Micro-CT imaging of AONFH in rats

注：A. 正常组；B. 模型组；C. 健脾活骨方低剂量组；D. 健脾活骨

方中剂量组；E.健脾活骨方高剂量组；F.健骨生丸组（图 2-图 6 同）
图  1　 健 脾 活 骨 方 对 AONFH 大 鼠 股 骨 头 组 织 病 理 学 的 影 响  

（HE，×200）
Fig.  1　 Effect of Jianpi Huogu prescription （JPHGP） on 

histopathology of AONFH in rats （HE，×200）

··190



第 29 卷第  8 期
2023 年 4 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 29，No. 8

Apr. ，2023

3.6　对 AONFH 大鼠股骨头中 PI3K、p-Akt 和 PTEN

表达水平的影响     与正常组比较，模型组 PI3K 和

p-Akt 蛋白表达显著降低（P<0.01）；与模型组比较，

健脾活骨方中高剂量组中 PI3K 和 p-Akt蛋白表达均

呈剂量依赖性显著升高（P<0.01），健脾活骨方低剂

量组呈升高趋势，但差异无统计学意义，健骨生丸

组对 PI3K 和 p-Akt蛋白的表达作用与健脾活骨方中

剂量组相近。与正常组比较，模型组 PTEN 蛋白表

达显著升高，差异有显著统计学意义（P<0.01）；与模

表  3　 健 脾 活 骨 方 对 AONFH 大 鼠 股 骨 头 墨 汁 灌 注 的 影 响  （x̄± s，

n=20）

Table 3　 Effect of JPHGP on ink perfusion of AONFH in rats 

（x̄± s，n=20）

组别

正常组

模型组

健脾活骨方低剂量组

健脾活骨方中剂量组

健脾活骨方高剂量组

健骨生丸组

剂量/g·kg-1

2.5

5.0

10.0

1.5

血管面积/μm2

361.6±29.2

187.5±15.82）

228.5±12.03）

240.9±22.84）

345.0±35.34）

235.9±26.24）

表  2　健脾活骨方对 AONFH 大鼠股骨头的 Micro-CT 影像学影响  （x̄± s，n=20）

Table 2　Effect of JPHGP on Micro-CT imaging of AONFH in rats （x̄± s，n=20）

组别

正常组

模型组

健脾活骨方低剂量组

健脾活骨方中剂量组

健脾活骨方高剂量组

健骨生丸组

剂量/g·kg-1

2.5

5.0

10.0

1.5

BMD/mg·cc-1

493.9±90.0

231.7±117.12）

364.4±182.4

504.7±240.74）

562.2±206.04）

534.8±140.64）

BS/BV/1/mm

0.6±0.3

4.5±1.02）

2.8±1.14）

2.6±0.94）

1.6±0.54）

2.5±0.84）

BV/TV/%

84.0±20.1

54.4±20.21）

82.2±23.83）

83.6±21.53）

93.6±15.64）

93.0±12.34）

Tb.N/1/mm

7.6±1.6

2.6±1.02）

7.1±2.74）

8.7±3.04）

8.2±3.34）

7.3±2.94）

Tb.Th/mm

0.55±0.09

0.16±0.082）

0.39±0.223）

0.43±0.173）

0.48±0.204）

0.45±0.134）

Tb.Sp/mm

0.023±0.019

0.084±0.0712）

0.054±0.040

0.042±0.0453）

0.020±0.0164）

0.037±0.0293）

表  4　 健 脾 活 骨 方 对 AONFH 大 鼠 股 骨 头 CD31 表 达 水 平 的 影 响   

（x̄± s，n=20）

Table 4　Effect of JPHGP on CD31 expression levels of AONFH in 

rats （x̄± s，n=20）

组别

正常组

模型组

健脾活骨方低剂量组

健脾活骨方中剂量组

健脾活骨方高剂量组

健骨生丸组

剂量/g·kg-1

2.5

5.0

10.0

1.5

CD31（×103）
578.5±385.4

22.4±43.72）

97.4±34.7

450.8±118.14）

654.3±278.34）

612.4±229.64）

图  3　健脾活骨方对 AONFH 大鼠股骨头墨汁灌注的影响  （正置显

微镜，×400）
Fig.  3　 Effect of JPHGP on ink perfusion of AONFH in rats

（orthomicroscope，×400）

图  4　健脾活骨方对 AONFH 大鼠股骨头 CD31 表达水平的影响（免

疫组化，×100）
Fig.  4　 Effect of JPHGP on CD31 expression levels of AONFH in 

rats（IHC，×100）
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型组比较，健脾活骨方中、高剂量组中 PTEN 的蛋白

表达均呈剂量依赖性降低，差异有显著统计学意义

（P<0.01），健脾活骨方低剂量组呈降低趋势，但差异

无统计学意义。与正常组比较，模型组 Akt 蛋白表

达差异无统计学意义；与模型组比较，健脾活骨方

各剂量组 Akt 蛋白表达差异无统计学意义。见

图 6、表 6。

4 讨论

长期酗酒患者的血液黏滞度显著增加，并伴有

血管内皮细胞损伤、成骨细胞脂肪变性、脂质代谢

紊乱等病理改变，使患者股骨头内微血管减少，骨

内压显著升高，最终导致股骨头坏死［11-12］。研究药

物干预 AONFH 的作用和机制需要合适的动物模型

来提高临床转化的成功率。多篇研究报道长期灌

胃不同浓度（含酒精 45%、50%、56% 等）的白酒均可

诱导建立 AONFH［19-27］。本研究通过 SD 大鼠长期灌

图  6　各组大鼠股骨头中 PI3K、Akt、p-Akt 和 PTEN 表达水平电泳

Fig.  6　 Electrophoresis of PI3K， Akt， p-Akt and PTEN 

expression levels of rats

表  5　健脾活骨方对 AONFH 大鼠股骨头中 VEGF、VEGFR2 表达

水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　 Effect of JPHGP on VEGF and VEGFR2 expression 

levels of AONFH in rats （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

健脾活骨方低剂量组

健脾活骨方中剂量组

健脾活骨方高剂量组

健骨生丸组

剂量/g·kg-1

2.5

5.0

10.0

1.5

VEGF（1×104）
563.0±248.1

3.1±1.92）

396.1±214.93）

467.0±294.24）

672.5±132.24）

535.0±348.34）

VEGFR2（×103）
1 286.0±599.8

18.1±23.82）

662.3±290.73）

732.3±248.74）

1 209.0±585.14）

818.8±292.64）

图  5　健脾活骨方对 AONFH 大鼠股骨头中 VEGF、VEGFR2 表达水平的影响  （免疫组化，×100）
Fig.  5　Effect of JPHGP on VEGF and VEGFR2 expression levels of AONFH in rats （IHC，×100）
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胃 46% 酒精度二锅头诱导建立 AONFH 模型，结果

显示，连续 12 周灌酒模型大鼠呈现股骨头内骨细胞

坏死、脂肪细胞变性、骨小梁稀疏甚至断裂、骨密度

降低等组织病理学和影像学改变，提示成功建立

AONFH 大鼠模型。健脾活骨方是由苓桂术甘汤和

四物汤加减而成，以“健脾活血”为治法的组方。本

课题组前期研究证实健脾活骨方对激素性股骨头

坏死的良好疗效。本研究基于 AONFH 大鼠模型，

观察健脾活骨方对 AONFH 的治疗作用。股骨头组

织病理学和 Micro-CT 检测结果显示，健脾活骨方能

显著改善 AONFH 大鼠骨小梁断裂变细情况，降低

空骨陷窝率、脂肪细胞数量和直径，改善塌陷或囊

变情况，增加骨密度，提示健脾活骨方能有效治疗

AONFH，这与前期研究的激素性股骨头坏死的结果

相似［15-16］。

墨汁灌注实验能较好的显示体内毛细血管分

布情况，常应用于显示血管形态分布情况［18］。墨汁

灌注过程中，墨汁通过左心室进入血液循环，到达

各器官和组织，器官和组织的染色过程能基本反映

其生理性血液灌流过程，光镜下观察到的黑色线条

显示为微血管［28］。CD31 是一种内皮细胞连接分

子，参与体内多种生理过程，并能介导多种配体相

互作用。CD31 抗原广泛分布在血管的各种细胞

上，免疫组化检测其表达情况可作为机体血管生成

的标志［29-31］。研究显示饮酒损伤脾胃，致气血生化

无源，气血两虚，与激素性股骨头坏死比较，酒精所

致的股骨头坏死患者股骨头内血运更少。为了观察

“健脾活血”治法的健脾活骨方是否对股骨头坏死微

血管损伤具有修复作用，笔者采用墨汁灌注实验检测

股骨头内微血管形态和免疫组化检测股骨头内 CD31

的表达情况。结果显示，健脾活骨方能明显改善

AONFH 大鼠股骨头内墨汁灌注的微血管面积，提高

股骨头内 CD31的阳性表达水平，提示健脾活骨方对

酒精所致的股骨头血管损伤具有保护作用。

VEGF 是重要的促血管生成分子，与受体结合

后，激活下游 PI3K/Akt 等信号通路，诱导多个血管

生成相关基因的转录，从而发挥促进内皮细胞迁移

和侵袭等功能［32］。研究显示酒精所致的股骨头坏

死患者股骨头内 VEGF 表达量降低。为了探索健脾

活骨方改善股骨头坏死血管损伤的作用是否与激

活 VEGF 及其下游的 PI3K/Akt 信号通路相关，笔者

观察了股骨头内 VEGF、VEGFR2 及 PI3K、p-Akt 和

PTEN 的表达水平。结果显示，健脾活骨方能上调

AONFH 大 鼠 股 骨 头 中 VEGF、VEGFR2、PI3K、

p-Akt蛋白的表达水平，同时降低 PTEN 的蛋白表达

水平，但对 Akt 无明显影响。提示健脾活骨方可能

通过调控 VEGF/VEGFR2/PI3K/Akt 信号通路，促进

股骨头损伤血管的修复，从而治疗 AONFH。

综上所述，本研究通过 AONFH 大鼠模型证明

了健脾活骨方对 AONFH 股骨头血管损伤具有修复

作用，其机制可能与激活 VEGF/VEGFR2/PI3K/Akt

信号通路有关，相关研究结果将有助于阐明其“健

脾活血”的生物学内涵，为临床应用提供参考。
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