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［摘　要］　目的　探讨红花提取物对激素性股骨头缺血坏死的可能作用机制。 方法　将４０只成年新西兰大白兔随机分为

正常对照组、模型对照组、髓芯减压组、生理盐水＋髓芯减压组、红花提取物＋髓芯减压组，每组８只。除正常对照组外，其余

各组建立激素性股骨头坏死模型。造模成功后，正常对照组和模型对照组不予处理，髓芯减压组仅行髓芯减压术，生理盐

水＋髓芯减压组采用髓芯减压术配合髓腔内注射生理盐水，红花提取物＋髓芯减压组采用髓芯减压术配合髓腔内注射羟基

红花黄色素Ａ（７．２ｍｇ／ｋｇ）。１周后处死兔，取出患侧股骨头，采用免疫印迹法检测组织中ＥＲＫ、ＪＮＫ和Ｐ３８蛋白表达。 结

果与正常对照组比较，模型对照组ＥＲＫ１和ＥＲＫ２表达明显降低，ＪＮＫ和Ｐ３８表达明显升高（Ｐ＜０．０５）；与模型对照组比较，

髓芯减压组、生理盐水＋髓芯减压组和红花提取物＋髓芯减压组ＥＲＫ１和ＥＲＫ２表达明显升高，ＪＮＫ和Ｐ３８表达明显降低
（Ｐ＜０．０５）；与髓芯减压组比较，红花提取物＋髓芯减压组ＥＲＫ１和ＥＲＫ２表达升高明显，ＪＮＫ和Ｐ３８表达降低明显（Ｐ＜
０．０５）。 结论　红花提取物可通过激活丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）相关通路，增高ＥＲＫ的磷酸化水平，降低ＪＮＫ和Ｐ３８
的磷酸化水平，促进股骨头髓腔内细胞增殖、分化，抑制其凋亡，从而减轻激素导致股骨头缺血坏死的损伤，促进坏死股骨头

的修复。
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　　活血化瘀法被广泛应用于激素性股骨头缺血坏
死的治疗［１－２］，活血化瘀中药的作用机制也成为目
前研究的热点。本研究观察活血化瘀中药红花的最
有效水溶性部位———羟基红花黄色素Ａ［３］对激素性
股骨头缺血坏死模型兔丝裂原活化蛋白激酶

（ＭＡＰＫ）途径中ＥＲＫ、Ｐ３８和ＪＮＫ蛋白表达的影
响，ＭＡＰＫ属于丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，可被多种
环境刺激活化成有生物学作用的磷酸化形式，

ＭＡＰＫ途径中ＥＲＫ、Ｐ３８和ＪＮＫ磷酸化激活后进
入细胞核，调节转录因子，影响基因转录、蛋白合成
和细胞骨架结构，可介导细胞增殖、分化、凋亡［４］。
本研究从影响骨细胞增殖、分化、凋亡的角度探讨红
花提取物对激素性股骨头缺血坏死的可能作用

机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
健康成年新西兰大白兔４０只，雌雄不限，体重

（１．１±０．２）ｋｇ，由福建中医药大学实验动物中心提
供，实验动物许可证号：ＳＹＸＫ（闽）２００５－０００４。

１．２　药物与试剂
羟基红花黄色素 Ａ（上海源叶生物科技有限公

司，批号：２０１２０８０９）；醋酸泼尼松龙注射液（浙江仙
琚制药股份有限公司，批号１１０７０５）；注射用青霉素
钠（北京悦康凯悦制药有限公司，批号：１１０９０１１）；硫
酸庆大霉素（福州海王福药制药有限公司，批号：

１１０７３０）；硫苯妥钠（国药集团化学试剂有限公司，批
号：Ｆ２０１１０２０８）；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（碧云天生物
技术有限公司，批号：Ｐ００１０５）；ＥＣＬ化学发光试剂
盒（Ｐｉｅｒｃｅ公司，批号：ＥＣＬ００１２）；鼠抗兔ｐ－ＥＲＫ１
单克隆抗体（Ａｂｃａｍ公司，批号：ａｂ８８４８０）；鼠抗兔

ｐ－ＥＲＫ２单克隆抗体（Ａｂｃａｍ公司，批号：ａｂ７３２７２）；
鼠抗兔ｐ－Ｐ３８单克隆抗体（Ｅｎｚｏ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ公
司，批号：０３０１１１２３）；Ｐ３８抑制剂（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，批号：５６３３）；鼠抗兔ｐ－ＪＮＫ多克
隆抗体（北京博奥森生物技术有限公司，批号：

９９０５９９Ｗ）。

１．３　主要仪器
酶标仪（型号：ＺＳ－３板式，北京市新风机电技术

公司）；电泳仪（型号：ＤＧ－３００Ｃ，北京鼎国昌盛生物
技术有限责任公司）；双垂直电泳槽（型号：ＤＹＣＺ－
２４ＤＮ，北京市六一仪器厂）；转印电泳槽（型号：ＤＹ－
ＣＺ－４０Ｄ型，北京市六一仪器厂）；超声波细胞粉碎机
（型号：ＪＹ９２－ＩＩ，上海新芝生物技术研究所）；台式高

速冷冻离心机（型号：ＴＧＬ－２０Ｍ 型，长沙湘仪离心
机仪器有限公司）。

１．４　造模方法
动物适应性喂养１周，采用贺氏造模法［５］结合

直立饮水制备兔典型激素性股骨头缺血坏死模型。
右侧臀肌肌肉注射醋酸泼尼松龙，每只７．５ｍｇ／ｋｇ，
每周２次。造模期间将饮水瓶悬吊，迫使动物长时
间下肢直立饮水，造成其股骨头机械负重；正常对照
组右侧臀肌注射等量生理盐水，每周２次。所有动
物左侧臀肌注射青霉素钠１６万单位预防感染，每周

２次，共６周。

１．５　动物分组及给药方法
按照抽签法将动物随机分为正常对照组、模型

对照组、髓芯减压组、生理盐水＋髓芯减压组、红花
提取物＋髓芯减压组，每组８只。髓芯减压组仅行
髓芯减压术，动物俯卧位固定，４０ｍｇ／ｋｇ硫苯妥纳
腹腔注射麻醉，后侧入路暴露股骨头，用直径

３．５ｍｍ钻头从股骨颈的内后侧，向股骨头内钻入

４ｍｍ，到达关节软骨下，然后植入明胶海绵，缝合伤
口；红花提取物＋髓芯减压组采用髓芯减压术配合
髓腔内注射羟基红花黄色素Ａ（７．２ｍｇ／ｋｇ）；生理盐
水＋髓芯减压组采用髓芯减压术配合髓腔内注射等
量生理盐水。术后连续３天，臀肌肌肉注射硫酸庆
大霉素２ｍｌ，每日１次，预防术后感染，各组均治疗

１周。正常对照组和模型对照组不予处理。

１．６　观察指标及方法
处死动物取出患侧股骨头，采用免疫印迹法检

测股骨头组织中 ＥＲＫ、ＪＮＫ 和 Ｐ３８蛋白的表达。
称取股骨头组织约１００ｍｇ，加入１　０００μｌ　ＲＩＰＡ裂解
液，在冰上进行匀浆，超声粉碎，４℃，１２　０００ｒ／ｍｉｎ，
离心１０ｍｉｎ，收集上清液，按照ＢＣＡ蛋白定量试剂
盒说明进行蛋白定量测定，检测ＥＲＫ１、ＥＲＫ２、ＪＮＫ
和Ｐ３８蛋白的表达，１２％聚丙烯酰胺凝胶电泳分
离，电转移至ＰＶＤＦ膜上；一抗稀释浓度按不同比
例（ＥＲＫ１的比例是１∶１０００，ＥＲＫ２的比例是１∶
２５００，ＪＮＫ 的比例是１∶１０００，Ｐ３８的比例是１∶
５０００），４℃过夜孵育；ＥＣＬ化学发光试剂盒显影，洗
片。以β－ａｃｔｉｎ（１∶２００稀释）杂交作为内对照，胶片
经扫描仪扫描后获得图像。用Ｑｕａｎｔｉｔｙ　ｏｎｅ软件计
算目的蛋白条带与β－ａｃｔｉｎ的灰度比值。

１．７　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１７．０统计软件进行数据分析，计量

资料采用均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，组间比较采用
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单因素方差分析。

２　结果

２．１　各组兔股骨头组织 ＥＲＫ１、ＥＲＫ２蛋白表达
比较

以β－ａｃｔｉｎ作为对照，ＥＲＫ１、ＥＲＫ２蛋白的电泳
图，见图１。表１示，与正常对照组比较，模型对照
组、髓芯减压组、生理盐水＋髓芯减压组和红花提取
物＋髓芯减压组 ＥＲＫ１、ＥＲＫ２表达均明显降低
（Ｐ＜０．０５）；与模型对照组比较，髓芯减压组、生理
盐水＋髓芯减压组和红花提取物＋髓芯减压组

ＥＲＫ１、ＥＲＫ２表达均明显升高（Ｐ＜０．０５）；与髓芯
减压组比较，红花提取物＋髓芯减压组 ＥＲＫ１、

ＥＲＫ２表达均明显升高（Ｐ＜０．０５）。

图１　各组兔股骨头ＥＲＫ１、ＥＲＫ２蛋白电泳图

注：１．正常对照组；２．模型对照组；３．髓芯减压组；４．生理盐

水＋髓芯减压组；５．红花提取物＋髓芯减压组

表１　各组兔股骨头ＥＲＫ１、ＥＲＫ２蛋白表达比较（珚ｘ±ｓ）

组别 样本数 ＥＲＫ１ ＥＲＫ２

正常对照组 ８　 ０．９５３±０．３５８　 １．２６１±０．３５７
模型对照组 ８　 ０．３２９±０．１２２＊ ０．３９４±０．１５１＊

髓芯减压组 ８　 ０．５６１±０．２２５＊△ ０．７３２±０．２３４＊△

生理盐水＋
髓芯减压组

８　 ０．６１８±０．２５７＊△ ０．８１６±０．２２２＊△

红花提取物＋
髓芯减压组

８　 ０．８４８±０．３０４＊△▲ １．１１８±０．１９９＊△▲

　　注：与正常对照组比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型对照组比较，△Ｐ＜

０．０５；与髓芯减压组比较，▲Ｐ＜０．０５

２．２　各组兔股骨头组织ＪＮＫ和Ｐ３８蛋白表达比较
以β－ａｃｔｉｎ作为对照，ＪＮＫ和Ｐ３８蛋白的电泳

图，见图２。表２示，与正常对照组比较，模型对照
组、髓芯减压组、生理盐水＋髓芯减压组和红花提取
物＋髓芯减压组ＪＮＫ和Ｐ３８表达均明显升高（Ｐ＜
０．０５）；与模型对照组比较，髓芯减压组、生理盐水＋
髓芯减压组和红花提取物＋髓芯减压组ＪＮＫ 和

Ｐ３８表达均明显降低（Ｐ＜０．０５）；与髓芯减压组比
较，红花提取物＋髓芯减压组ＪＮＫ和Ｐ３８表达均明
显降低（Ｐ＜０．０５）。

图２　各组兔股骨头组织ＪＮＫ、Ｐ３８蛋白电泳图

注：１．正常对照组；２．模型对照组；３．髓芯减压组；４．生理盐

水＋髓芯减压组；５．红花提取物＋髓芯减压组

表２　各组兔股骨头ＪＮＫ和Ｐ３８蛋白表达比较（珚ｘ±ｓ）

组别 样本数 ＪＮＫ　 Ｐ３８

正常对照组 ８　 ０．６７７±０．１４７　 ０．２２６±０．１８２
模型对照组 ８　 １．２８３±０．３２９＊ ０．９３５±０．３３４＊

髓芯减压组 ８　 ０．９６７±０．２３０＊△ ０．７５１±０．２１０＊△

生理盐水＋
髓芯减压组

８　 ０．９２４±０．１４０＊△ ０．７２３±０．１８２＊△

红花提取物＋
髓芯减压组

８　 ０．７８５±０．１６３＊△▲ ０．４８７±０．１５６＊△▲

　　注：与正常对照组比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型对照组比较，△Ｐ＜

０．０５；与髓芯减压组比较，▲Ｐ＜０．０５

３　讨论
中医学认为“坏死”是由气滞血瘀所致，气血对

骨的滋养是骨骼能维持正常形态和正常功能的关

键，而一旦瘀血阻滞，脉络不通，气血失去滋养，骨则
必然会枯朽、塌陷、坏死。“脉络不通，不通则痛”，综
合股骨头坏死患者骨痛、跛行、功能障碍等症状，莫
不与此符合。袁浩教授认为，各种原因导致的股骨
头坏死的病理特点都是因为气血不通，瘀滞而产生
“瘀血”，提出了以“瘀血”型为主的分类方法来指导
辨证论治［６］，这种观点是清代陈士铎“瘀去则新生”

及王清任“瘀血”理论的进一步发挥。股骨头坏死由
于血供不足，血管生长困难，坏死骨的吸收与新骨的
形成过程将十分困难与缓慢。甚至坏死骨可长期存
在而无法吸收，只有活血破积，祛瘀行气，才能促进
这一过程的完成。因此活血化瘀将贯穿股骨头坏死
中医治疗的全过程。红花味辛、性温，归心、肝经，具
有活血通经，祛瘀止痛的功效。王涌海等［７］采用复
方红花注射液穴位注射治疗股骨头缺血坏死患者，
通过临床观察结合判定疗效证实了药物和疗法的实

用性、合理性和有效性。李树强等［８］已证实以红花
为主的方药“桃红四物汤”对股骨头坏死早期的防治
有明显疗效。随着红花活性成分提取、纯化的方法
不断改进和成熟，越来越多的学者开始应用其单一
的活性成分羟基红花黄色素 Ａ进行缺血性损伤的
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治疗研究。袁玉梅等［９］将其应用于治疗脑缺血损
伤，揭示了神经保护的部分机理，包括减轻缺血再灌
注后的炎症反应，清除氧自由基，抗血小板聚集，抑
制细胞凋亡等。鉴于此，本研究选择与炎症、细胞增
殖、分化及凋亡等应激反应密切相关的ＭＡＰＫ信号
通路，从影响骨细胞增殖、分化、凋亡的角度探讨红
花提取物对激素性股骨头缺血坏死的作用机制。

ＭＡＰＫ家族是介导细胞反应的重要信号系统，
对丝裂素、激素、生长因子等生理刺激和缺血、缺氧、
低糖、紫外线照射及ｒＮＦ等病理刺激作出不同的反
应，控制着细胞的适应、增殖、分化、存活和程序性细
胞死亡等几乎所有生理功能和过程。ＭＡＰＫ家族
主要有３个成员：ＥＫＲ、ＪＮＫ和Ｐ３８ＭＡＰＫ。ＥＲＫ
通路主要在细胞增殖、分化中发挥重要作用，ＪＮＫ、

Ｐ３８ＭＡＰＫ通路是细胞应激反应诱导细胞凋亡的主
要信号转导途径［１０］。激素性股骨头坏死发生的内
在机制是十分复杂的，目前对其发病机制提出的学
说主要有脂类代谢紊乱学说、骨细胞凋亡学说、血管
内凝血学说、骨质疏松学说等［１１］。前期研究分别已
从影响脂类代谢、血管生长等方面阐述活血化瘀中
药防治该病的作用机理［１２－１３］，本研究从影响骨细胞
增殖、分化、凋亡的角度探讨激素性股骨头缺血坏死
的治疗机理。
本研究结果发现，股骨头缺血坏死后，ＥＲＫ１、

ＥＲＫ２表达显著降低，ＪＮＫ和Ｐ３８表达显著升高，
提示股骨头缺血坏死时，这３条通路均被激活。羟
基红花黄色素Ａ治疗后，ＥＲＫ１、ＥＲＫ２水平有明显
上升，ＪＮＫ、Ｐ３８水平均有不同程度的下降，说明羟
基红花黄色素Ａ通过上调ＥＲＫ的磷酸化水平，下
调ＪＮＫ、Ｐ３８的磷酸化水平，促进或抑制相关通路的
激活，进而促进股骨头髓腔内细胞增殖、分化，抑制
其凋亡，从而减轻激素导致股骨头缺血坏死的损伤，
促进坏死股骨头的修复。
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欢迎邮购医学光盘
四大经典 ＶＣＤ《黄帝内经》《伤寒论》《金匮要略》《温病

学》全套２　５００元，其中《金匮要略》单套８００元，其余每套

６００元。四大基础ＶＣＤ《中医基础理论》、《中医诊断学》、《中

药学》、《方剂学》全套２　７００元，单套７００元。

“全国名老中医专家临床经验高级讲习班”自１９９９年以

来举办多期，得到了６０多位全国名老中医和专家的积极响

应和大力支持。授课内容为全国名老中医和专家个人几十

年临床经验的宝贵结晶。现已制作成光盘，可作为中医医

疗、教育和研究机构收藏以及开展继续教育的培训教材，也

可供中医医务工作者临床自学。第一期１　５００元（２２ＤＶＤ），

第二期１　５００元（２０ＤＶＤ），第三期１　１３０元（１６ＤＶＤ），第四

期９８０元（１６ＤＶＤ），第五期１　３３０元（２３ＤＶＤ），第六期１　０５０
元（１６ＤＶＤ），第七期７１０元（１３ＤＶＤ），第八期７００元（１１

ＤＶＤ），第九期８５０元（１０ＤＶＤ），第十期６８０元（１０ＤＶＤ），

第十一期５４０元（１０ＤＶＤ）。总价１０　９７０元。

汇款地址：北京东直门内南小街１６号中医杂志社；收款

人：北京医海林音像书店收，邮编：１００７００，联系人：张伟平，

（０１０）６４０１４４１１－３０３６；叶晨，（０１０）６４０１３１６２。

·２４０２· 万甜等 红花提取物对激素性股骨头缺血坏死兔股骨头组织ＥＲＫ、ＪＮＫ和Ｐ３８蛋白表达的影响 ２０１３年第２３期


