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［摘　要］　目的　探讨伤科接骨片促兔下颌骨缺损骨组织修复的可能作用机制。 方法　健康雄性新西兰兔７２只，随机分为

正常对照组（２４只）、模型对照组（２４只）和伤科接骨片组（２４只），除正常对照组外其余各组建立下颌骨缺损模型。正常对照

组、模型对照组给予正常饲料４０ｇ／ｄ，伤科接骨片组给予伤科接骨片饲料４０ｇ／ｄ（约含伤科接骨片０．５２８ｇ）。分别于造模后第

７、１４、２８、５６天各处死６只兔，行下颌骨侧位Ｘ线片检查后，收集下颌骨缺损处骨组织块，检测环氧合酶－２（ＣＯＸ－２）蛋白、ＣＯＸ－
２ｍＲＮＡ表达。 结果　与正常对照组比较，模型对照组造模后第１４、２８天兔下颌骨组织ＣＯＸ－２蛋白及ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ表达

明显升高（Ｐ＜０．０５）；与模型对照组比较，伤科接骨片组造模后第１４、２８、５６天兔下颌骨组织ＣＯＸ－２蛋白及ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ表

达明显升高（Ｐ＜０．０５）。影像学显示，伤科接骨片组较模型对照组兔下颌骨缺损区成骨速度更快，新生骨密度更大。 结论　
伤科接骨片可能通过上调ＣＯＸ－２蛋白及ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ表达促进兔下颌骨缺损骨组织的修复。
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　　颌骨缺损多由外伤、肿瘤切除等导致，临床上较
为常见。颌骨缺损的修复受多种生物因子调控，各
种生物因子与系统因素相互协调，参与并调节骨组
织再矿化和代谢过程［１－２］。研究发现，环氧合酶－２
（ＣＯＸ－２）在骨骼吸收、重建过程中起重要作用［３］。
伤科接骨片是临床常用的纯中药制剂，具有活血化
瘀、消肿止痛、续筋接骨、补骨壮骨的功能［４］。本研

究通过观察伤科接骨片干预前后兔下颌骨缺损修复

过程中ＣＯＸ－２的表达变化，探讨伤科接骨片促下颌
骨缺损修复的可能作用机制。

１　材料

１．１　动物
健康雄性新西兰兔７２只，体重（２．５±０．５）ｋｇ，

由广东省医学实验动物中心提供，动物合格证号：
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００５３６７８。

１．２　药物
伤科接骨片以海星为主，配以鸡骨、三七、血竭、

红花、没药、土鳖虫、自然铜、乳香、马钱子。将５２８
片伤科接骨片（大连美罗中药厂有限公司，批号：

２０１００８１２３，０．３５ｇ／片）磨碎成粉状，加入１４ｋｇ全价
颗粒饲料混匀，磨成粉状，制成１．３２％伤科接骨片
饲料。

１．３　主要试剂和仪器

ＣＯＸ－２兔多抗（批号：ｓｃ－７９５１，Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，美
国）；ＤＡＢ显色试剂盒（批号：ＡＲ１０２２，武汉博士德
生物技术 有 限 公 司）；ＲＴ－ＰＣＲ 试 剂 盒 （批 号：

ＤＲＲ０４１Ａ、ＤＲＲ０１９Ａ，ＴａＫａＲａ，日 本）；ＴＲＩｚｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈ－ｎｏｌｏｇｉｅｓ，美国）；逆转录试剂盒
（批号：Ｋ１６２１，Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ，美国）；引物（北京奥科公
司）序列如下：ＣＯＸ－２：上游５′－ＴＣＣＣＴＣＡＴＣＴＧ－
ＣＡＡＣＡＡＴＧＴＧ－３′，下游 ５′－ＧＣＡＧＧＡＣＴＧＴＧＧ－
ＧＡＴＴＧＡＴＧＴ－３′； ＧＡＰＤＨ： 上 游 ５′－ＣＡＣ－
ＣＣＡＣＴＣＣＴＣＴＡＣＣＴＴＣＧ－３′，下游５′－ＣＧＴＣＣＴＣ－
ＣＴＣＴＧＧＴＧＣＴＣＴ－３′。Ｌｉｇｈｔ　ＣｙｃｌｅｒⅡ实时定量

ＰＣＲ扩增仪（Ｒｏｃｈｅ，美国）；ＦＵＳＩＯＮ　ＦＸ７凝胶成
像分析仪（ＶｉｔｂｅｒＴｏｕｒｍａｔ，法国）；ＢＸ４１ 显微镜
（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）；ＨＭＩＡＳ－２０００高清晰度彩色医学
图文分析系统（武汉千屏影像技术有限责任公司）；
悬吊式单板全数字化成像系统（Ｐｈｉｌｉｐｓ，德国）。

２　方法

２．１　动物分组

７２只动物按抽签法随机分为正常对照组、模型
对照组、伤科接骨片组，每组２４只，各组按造模时间
再分为７、１４、２８和５６天４个时间点，每个时间点６
只。实验期间，每周测量体重１次，每天观察动物外
观体态，着重观察下颌部愈合情况并作相应记录。

２．２　兔下颌骨缺损模型的建立
取新西兰兔，３％戊巴比妥钠４０ｍｇ／ｋｇ耳缘静

脉注射联合速眠新Ⅱ０．２５ｍｌ／ｋｇ肌肉注射麻醉。
将模型对照组、伤科接骨片组兔固定于实验台，消
毒，沿左下颌骨下缘作３ｃｍ长切口，暴露下颌骨体
中段，用直径２ｍｍ钻头电钻，以１　０００ｒ／ｍｉｎ速度，
于下颌角前０．５ｃｍ处打３个直达骨髓腔小孔，钻孔
过程同时用 ４℃ 生理盐水冷却；把小孔连接成

３ｍｍ×８ｍｍ×３ｍｍ沟槽，不折断下颌骨，撒青霉素
粉，分层缝合伤口；正常对照组兔只暴露下颌骨，不
损伤骨体。各组兔每天均以４０万单位／只肌肉注射

青霉素３天。

２．３　给药方法
正常对照组、模型对照组每只动物给予正常饲

料４０ｇ／ｄ，伤科接骨片组每只动物给予伤科接骨片
饲料４０ｇ／ｄ（约含伤科接骨片０．５２８ｇ），直至处死。

２．４　标本采集
分别在造模后第７、１４、２８和５６天处死相应动

物，行下颌骨侧位Ｘ线片检查后，取兔左下颌骨缺
损处（以骨缺损为中心上下约０．５ｃｍ）的骨组织块
进行检测。

２．５　检测指标与方法

２．５．１　免疫组化检测兔下颌骨组织ＣＯＸ－２染色强
度和面积及蛋白表达　标本制片，形成石蜡包埋块
后连续切片，按标准步骤行免疫组化染色，阴性对照
片不加一抗，用ＰＢＳ对照，胞浆棕黄色染色为阳性，
显示结果进行定位并使用 ＨＭＩＡＳ－２０００高清晰度
彩色医学图文分析系统进行 ＣＯＸ－２表达半定量
分析。

２．５．２　ＲＴ－ＰＣＲ检测ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ　将骨组织块
液氮中迅速研磨至粉末状，再加入２ｍｌ　Ｔｒｉｚｏｌ，氯仿
分离，水相层经异丙醇沉淀，ＲＮＡ 产物溶解于

ＤＥＰＣ处 理 的 双 蒸 水 中。取 总 ＲＮＡ　１μｇ，按

ＤＲＲ０１９Ａ试剂盒说明书配制反转录反应液１０μｌ，

６５℃水浴１ｍｉｎ，３０℃放置５ｍｉｎ，６５℃孵育１５ｍｉｎ，

９８℃灭活逆转录酶，低温保存。ＰＣＲ反应液：Ｔａｑ
１０μｌ，上、下游引物各０．５μｌ，ＲＮａｓｅ　Ｆｒｅｅ　Ｈ２Ｏ　８μｌ。
分别取１μｌ反转录产物加入含３种基因引物的

ＰＣＲ反应液中，反应条件：９５℃预变性３ｍｉｎ，９５℃
２ｓ、５６℃８ｓ、７２℃１１ｓ扩增，循环４０次；绘制熔解曲
线。以２－ΔΔＣＴ法计算两组各时间点ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ
与ＧＡＰＤＨ比值。

２．６　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１６．０统计软件，计量资料以（珚ｘ±ｓ）

表示。组间比较采用 Ｏｎｅ－Ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ 分析，最
小显著差异法进行两两比较。

３　结果

３．１　模型对照组与伤科接骨片组兔造模后不同时
间下颌骨缺损骨组织ＣＯＸ－２染色比较
图１示，造模后第７天，相当于骨痂形成早期，

伤科接骨片组（图１Ａ）与模型对照组（图１Ｅ）阳性染
色深浅和面积相当；造模后第１４、２８、５６天，相当于
骨痂形成后期及临床愈合期，伤科接骨片组阳性染
色深、面积广（图１Ｆ、Ｇ、Ｈ），而模型组阳性染色浅、
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面积小（图１Ｂ、Ｃ、Ｄ）。

３．２　各组兔造模后不同时间下颌骨缺损骨组织

ＣＯＸ－２蛋白表达比较
表１示，与正常对照组比较，模型对照组第１４、

２８天兔下颌骨组织ＣＯＸ－２蛋白表达明显升高（Ｐ＜
０．０５）；与模型对照组比较，伤科接骨片组建模后第

１４、２８、５６天兔下颌骨组织ＣＯＸ－２蛋白表达明显升
高（Ｐ＜０．０５）。

３．３　各组兔造模后不同时间下颌骨缺损骨组织

ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ相对表达量比较
表２示，与正常对照组比较，模型对照组兔下颌

骨组织ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ表达在造模后第１４、２８天明
显升高（Ｐ＜０．０５）；与模型对照组比较，伤科接骨片
组兔下颌骨组织 ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ 表达在造模后第

１４、２８、５６天明显升高（Ｐ＜０．０５）。

３．４　模型对照组与伤科接骨片组兔造模后不同时
间下颌骨影像学检测结果

造模后第７天，模型对照组兔下颌骨缺损区未
见骨痂形成，呈透射影像，伤科接骨片组可见少量骨
痂形成，缺损边缘出现絮状阻射影；造模后第１４天，
模型对照组兔下颌骨缺损区中央可见少量骨痂形

成，周边出现絮状阻射影，伤科接骨片组可见大量骨
痂，与缺损边缘新生骨组织出现断续连接、融合，但
密度不均；造模后第２８天，模型对照组兔下颌骨缺
损区骨痂较多，与缺损边缘新生骨组织出现断续连
接、融合，伤科接骨片组骨痂与缺损边缘新生骨组织
出现完全连接、融合成片，密度增高，但较皮质骨低，
边界模糊；造模后第５６天，模型对照组兔下颌骨缺
损区骨痂与缺损边缘新生骨组织出现连接、融合完
全，可见边界，伤科接骨片组骨痂密度进一步增高，

图１　模型对照组和伤科接骨片组兔造模后不同时间下颌骨缺损骨组织ＣＯＸ－２染色比较（ＤＡＢ染色，×４００）

注：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ分别为模型对照组造模后第７、１４、２８、５６天；Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ分别为伤科接骨片组造模后第７、１４、２８、５６天。

黑色箭头示染色骨细胞

表１　各组兔造模后不同时间下颌骨组织ＣＯＸ－２蛋白表达比较（珚ｘ±ｓ）

　组别 兔数 ７ｄ １４ｄ ２８ｄ ５６ｄ

正常对照组 ６　 ０．１４２±０．０１２　 ０．１４７±０．０１５　 ０．１４９±０．０１６　 ０．１４４±０．０１３
模型对照组 ６　 ０．１７５±０．０１４　 ０．２２９±０．０５２＊ ０．２０３±０．０３６＊ ０．１５２±０．０１３
伤科接骨片组 ６　 ０．２０８±０．０１８　 ０．３１９±０．０３５△ ０．２７８±０．０３３△ ０．２０２±０．０１４△

　　注：与正常对照组同时间点比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型对照组同时间点比较，△Ｐ＜０．０５

表２　各组兔造模后不同时间下颌骨组织ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ表达比较（珚ｘ±ｓ）

　组别 兔数 ７ｄ １４ｄ ２８ｄ ５６ｄ

正常对照组 ６　 ０．６２±０．０１０　 ０．６５±０．０３１　 ０．６９±０．０２０　 ０．６４±０．０２１
模型对照组 ６　 ０．７５±０．０１０　 １．０５±０．０４２＊ ０．９２±０．０３１＊ ０．７１±０．０１０
伤科接骨片组 ６　 ０．９２±０．０１８　 １．５８±０．０４１△ １．３１±０．０３３△ ０．９０±０．０１４△

　　注：与正常对照组同时间点比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型对照组同时间点比较，△Ｐ＜０．０５
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与皮质骨界限消失。

４　讨论
颌骨缺损在临床上较为常见，多由外伤、肿瘤切

除后引起。环氧合酶（ＣＯＸ）是人体内合成一系列
前列腺素的关键酶及限速酶［５］，包括环氧合酶－１
（ＣＯＸ－１）和ＣＯＸ－２两种同工酶。ＣＯＸ－２可将花生
四烯酸代谢成前列腺素Ｅ２（ＰＧＥ２）等产物，ＰＧＥ２
可启动与成骨相关的基因表达而刺激成骨细胞分

化，增加骨量［６］。
伤科接骨片是一种临床常用的纯中药制剂，研

究表明，伤科接骨片可能通过促进骨缺损中期膜内
成骨的骨矿化和骨形成，从而促进骨缺损修复［７］；且
肾组织转化生长因子－β１（ＴＧＦ－β１）亦参与其中

［８］，

ＴＧＦ－β１对成骨细胞具有增殖调控作用
［９］。姚晖

等［１０］认为，伤科接骨片可增加新生骨骨小梁的数
量，促进骨小梁结构致密，从而促进骨缺损修复；翁
春辉等［１１］研究显示，伤科接骨片可能通过调节骨保
护素（ＯＰＧ）、骨保护素配体（ＯＰＧＬ）的表达而促进
骨缺损修复。本实验观察了伤科接骨片干预前后兔
下颌骨缺损修复过程中ＣＯＸ－２表达的组织学和影
像学变化。实验结果显示，在骨缺损修复过程中模
型对照组ＣＯＸ－２蛋白及ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ表达均有
不同程度升高（Ｐ＜０．０５），提示ＣＯＸ－２参与了骨缺
损修复。与模型对照组比较，伤科接骨片组建模后
第１４、２８、５６天兔下颌骨组织ＣＯＸ－２蛋白及 ｍＲ－
ＮＡ表达明显升高（Ｐ＜０．０５），骨组织阳性染色更
深、面积更广，影像学结果显示，骨缺损区成骨速度
更快，骨密度更高。提示伤科接骨片可促进ＣＯＸ－２
表达，且主要表现在骨修复过程的中后期，其作用机
制可能通过调节ＣＯＸ－２表达而促进骨缺损修复。
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