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和胃接骨胶囊对家兔骨折愈合中 

转化生长因子一l31表达的影响 

郑悦亮 ，周 辉。，赵万军。，张志敬。 

(1．浙江省人民医院，浙江 杭州 310006； 2．杭州市中医院； 3．浙江中医学院) 
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【摘要】 目的：观察和胃接骨胶囊对家兔骨折愈合过程中转化生长因子一61(TGF一61)表达变化的影响， 

探讨其促进骨折愈合的机制。方法：将 48只家兔制成单侧桡骨中上 1／3标准骨折模型，随机分为 3组：实验用 

药组给予和胃接骨胶囊1粒 ；阳性对照组给予麝香接骨丹 1粒；空白对照组给予安慰剂 1粒；均连用 14 d。分别 

于术后 7、14和 28 d行 x线摄片、骨折处组织学观察 ，免疫组化染色观察 TGF一61的表达。结果 ：7、14和 28 d 

时实验用药组与空白对照组的TGF—p1表达差异均有显著性(P均<O．01)。7 d和 14 d时实验用药组与阳性 

对照组 比较 TGF—p1表达差异有显著性 (P<O．O1和 P<0．05)，28 d时实验用药组 与阳性 对照组 比较差异无 

显著性(P>0．05)。X线骨骼片和组织学观察均显示实验用药组和阳性对照组效果优于空白对照组。结论：和 

胃接骨胶囊能明显促进骨折愈合过程中TGF—p1的表达。 
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Effects of Hewei Jlegu capsule(和胃接骨胶囊)on transforming growth factor一61 expression during the 

process of healing in rabbits with bone fracture ZHENG Yue—liang ．ZHOU Hui。，ZHAO Wan—jun。， 

ZHANG Zhi—ring ． j．Zhejiang People s Hospital，Hangzhou 31 0006，Zhejiang，China；2 Hangzhou 

Traditional Chinese Medical Hospital；3 Zhejiang Traditional Chinese Medical College 

[Abstract] Objective：T0 observe the changes of transforming growth factor一61(TGF—B1)expression 

during the process of healing in rabbit with bone fracture and treated with Hewei Jiegu capsule(和 胃接骨胶 

囊 )，and explore the mechanism of Hewei Jiegu capsule on healing bone fracture．Methods：The model of 

single radius fractures of forearm was established in 48 rabbits．The animals were randomly divided into three 

groups：the experimental treatment group was treated with Hewei Jiegu capsule of 1 pill，the positive group 

was treated with Shexiang Jiegu bill(麝香接骨丹)of 1 pill，and the control group was treated with placebo of 

1 pil1．All the groups were treated for 14 days．At the 7 th，14 th and 28 th day，bone image of X—ray， 

histological changes of bone fracture tissue were observed and the expression of TGF一61 was detected by 

immunohistochemistry．Results：The difference was significant on TGF一61 expression between experimental 

treatment group and control group at 7 th，14 th，28 th day (both P<O．O1)，as well as between experimental 

treatment group and positive group at 7 th the and 14 th day (P< 0．01 and P< 0．05)．The expression of 

TGF—B1 was similar between experimental treatment group and positive group at the 28 th day．Bone image 

0f X—ray and histological changes showed better effects of experimental treatment group and positive group 

than control group．Conclusion：Hewei Jiegu capsule has an obvious promoting effects on expression of 

TGF一61 during the process of healing on bone fracture 

[Key words] bone fracture heal；Hewei Jiegu capsule；transforming growth factor一61 

和胃接骨胶囊是周辉教授根据骨损伤病机并结 

合多年临床经验研制而成的中药复方制剂，临床及 

实验研究表明，和胃接骨胶囊具有较好的提高骨折 

愈合质量作用。本实验中拟进一步探讨和胃接骨胶 

囊促进家兔骨折愈合的机制。 

基金项 目：浙江省中医药管理局课题(2005C200) 

作者简介：郑悦亮(1974一)，男(汉族)，浙江杭州人，医学硕士， 

主治医师。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物与药物：48只健康成年中国大耳自 

家兔，雌雄不限，平均体重 2．5 kg，由浙江中医学院 

实验动物中心提供 。和胃接骨胶囊由骨碎补、当归、 

佛手片、地鳖虫等 7味药组成，由杭州市中医院制剂 

室制备。 

1．2 实验方法 

1．2．1 动物模型：在无菌条件下将家兔左侧桡骨中 
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上 1／3用手术方法造成骨缺损 2～3 mm，术后任兔 

自由行走 ，无外 固定 ，即为模型 。骨折术后肌肉注射 

(肌注)青霉素 200 kU，每 日1次 ，共 3 d。 

1．2．2 分组及给药：将实验家兔按随机数字表法分 

为实 验 用药 组 、阳性 对 照组 和空 白对 照 组，每组 

16只。制模后 1 d，实验用药组家兔每只给予和胃接 

骨胶囊 1粒 ，阳性对照组给予麝香接骨丹 1粒 ，空白 

对照组给予安慰剂 1粒 ，连续服用 14 d。 

1．2．3 动物处死及标本处理 ：每组动物分别于术后 

7 d和 14 d以空气栓塞法各处死 4只，28 d以空气 

栓塞法各处死 8只 ，剪下两侧上臂下端，放人一20℃ 

冰箱保存。对断肢分别进行 X线摄片、骨折处组织 

病理观察及转化生长因子一61(transforming growth 

factor—B1，TGF一61)免疫组化检测。 

1．3 观察指标 

1．3．1 一般情况 ：连续观察 3组动物毛发光泽度、 

食量、活动度 、反应度和切口情况。 

1．3．2 X线骨骼片：观察术后 7、14和 28 d兔左侧 

桡骨中上 1／3骨折处的缺损情况、骨膜反应 、骨痂量 

和骨小梁 。 

1．3．3 组织学观察 ：取包括骨折断端及其周围软骨 

痂约 1 cm。标本置人体积分数为4 的多聚甲醛中 

浸泡48 h后，置人体积分数为 10％的乙二胺四乙酸 

(EDTA)液中(pH 7．2)脱钙(4℃)，每周换脱钙液 

1次。待针可刺入骨皮质时停止脱钙，随后用石蜡包 

埋(60 C)，制备 4 ym厚度切片。切片经脱蜡至水、 

苏木素一伊红(HE)染色后进行组织学观察。 

1．3．4 免疫组化染色：切片经脱蜡至水后，分别经 

体积分数为 0．3 的双氧水封闭内源酶。常规 ABC 

法进行免疫组化染色 ，即切片经一抗(TGF— 1多克 

隆抗体)处理过夜后，依次经生物素化第二抗体、 

ABC复合物处理，3，3L二氨基联苯胺(DAB)显色， 

苏木精复染；脱水、透 明、封片；用磷酸盐缓冲液 

(PBS)代替一抗作为阴性对照，用试剂盒内阳性切 

片作阳性对照。阳性细胞浆和(或)膜着色呈棕黄色。 

用 PAS一9000病理图像分析仪行 TGF— 1染色面 

积及灰度的测定。 

2 结 果 

2．1 一般情况：3组动物术后均无感染。实验用药 

组动物术后 2 d行动及饮食恢复如前；空 白对照组 

及阳性对照组倦卧少动，术后 3～4 d方才恢复。术后 

3 d可见实验用药组及阳性对照组动物肢体肿胀基本 

消失；而空白对照组局部瘀斑 明显 ，7 d后才消失 。 

2．2 X线骨骼片：实验用药组及阳性对照组 7 d时 

已有 3只动物骨折 断端边缘模 糊，而空 白对 照组 

14 d才出现浅淡骨膜反应 。实验用药组及阳性对照 

组 14 d时骨折端均趋 向模糊 ，有轻度骨膜反应 ，个 

别标本甚至有少量骨痂形成 ；而空 白对照组的标本 

仅表现为骨折端模糊 ，轻度骨膜反映，无骨痂反映， 

无骨痂可见。28 d时实验用药组及阳性对照组骨痂 

填满缺损 ，而空 白对照组骨痂尚未填满缺损 ，透光缝 

隙明显 。实验用药组和阳性对照组在 7 d和 14 d时 

X线骨骼片检查结果无明显差别。28 d时 ，实验用 

药组骨缺损内骨小梁明显比阳性对照组密实 。总的 

结果表明：实验用药组及阳性对照组骨折修 复快于 

空白对照组，实验用药组骨折修复快于阳性对照组。 

2．3 组织学观察 ：实验用药组及阳性对照组 7 d时 

骨折断端间血肿消失，代之以较多的肉芽组织，大量 

成纤维细胞、成软骨细胞和成骨细胞生成，骨膜深层 

的细胞出现增生和骨膜内成骨现象，成骨细胞活跃； 

14 d时成纤维细胞 由梭形变为圆形 ，细胞外基质生 

成增多，以成骨细胞增生为主；28 d时外骨痂、桥梁 

骨痂 中的软骨细胞 明显减少，代之 以骨小梁为主的 

结构，骨小梁排列整齐，部分骨髓腔已贯通，其中阳 

性对照组比实验用药组软骨细胞多。在上述各个时 

期的组织内均可见到丰富的新生血管；而空白对照 

组 7 d时有软骨细胞出现，但较实验用药组及阳性 

对 照组 同一时间少且形态幼稚 ，有膜 内成骨 现象 ， 

14 d形成 软骨巢 ，28 d骨小梁排列紊乱，髓腔未贯 

通；与实验用药组及阳性对照组相比骨折愈合进程 

明显减慢 。 

2．4 免疫组化染色 ；7 d实验用药组与 阳性对照组 

骨外膜下及周 围软组织形成的血肿 中中性粒细胞、 

淋巴细胞、单核细胞及红细胞间质中TGF一61呈强 

阳性染色；在单核炎性细胞周围，TGF—p1的染色 

更为 明显 ，增生 的骨膜细胞 内有 TGF— 1阳性染 

色 。空白对照组对应处均显色较浅或不显色。14 d 

实验用药组与阳性对照组在软骨形成区可见幼稚软 

骨细胞及成熟软骨细胞都呈强阳性染色，且成熟软 

骨细胞着色最深 ，肥大软骨细胞不显色。空白对照 

组也可见到软骨细胞有较深着色，但明显浅于两个 

用药组。28 d时 3组新生骨小梁表面衬附的成骨细 

胞 内可见 TGF—B1阳性染 色，同时也有细胞外染 

色，而埋入骨基质的成骨细胞 内、外 TGF— 1染色 

均为阴性。软骨细胞内仍有 TGF—p1的强阳性染 

色；在膜内成骨以上继续分化的间充质细胞内仍然 

有 TGF— 1阳性染色；在软骨内成骨 区域 ，钙化前 

沿的软骨细胞浆内未见 TGF一61阳性染色，而周围 
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基质则为强阳性染色；桥梁骨痂骨膜增厚 的部位 ，依 

旧可见间充质细胞分化 ，并有细胞 内染色 阳性 ，但 

表 1、2结果显示 ，实验用药组的 TGF一131染色强度 

与面积明显强于其他两组。 

表 1 各组 TGF—pl染 色面 积比较( ±s，月一16) 

Table 1 Comparison of staining areas of TGF—Bl 

among groups(x~s。月一 16) p．m 

注：与空 白对照组 比较 ： P<0．O1；与阳性对照组 比较 ： 

△△P< 0．O1 

表 2 各组 TGF—pl染色灰度 比较( 土s，月一16) 

Table 2 Comparison of staining gray 

of TGF—Bl among groups( 土s，月一 16) 

注：与空 白对照组 比较 ： P<O·O1；与阳性对照组 比较 ： 

Ap< 0．05，AAP < O．01 

3 讨 论 

目前对骨折治疗早、中期临床上常用的中药虽 

有活血化瘀、消肿止痛、接骨续筋等促进骨折愈合的 

作用，但这些药大多存在胃肠道反应较重的缺点。和 

胃接骨胶囊具有健运脾胃、消肿止痛、和营续骨的作 

用，基本无胃肠不适，消肿止痛迅速、骨折愈合快。 

临床及实验研究表明和胃接骨胶囊具有较好的提高 

骨折愈合质量作用“ 。骨碎补能通过增加骨胶原分 

泌及钙盐沉积促进骨折的愈合，增加骨痂厚度，提 

高骨折愈合质量，增加TGF一131在骨痂组织中的表 

达 。当归能活血补血、疏通经络、祛瘀生新 、舒筋活 

络、接骨续筋 ，促使骨外膜 内层细胞增多 ，产生骨样 

组织 ，并形成新生骨∞ ；并可使创伤大鼠巨噬细胞 的 

非特异性免疫功能得到保护H 。佛手一味 ，《本草纲 

目》载其“治心下气痛”；《滇南本草》载其“补肝暖胃， 

止呕吐，消胃寒痰，治胃气疼痛”。药理研究证实佛手 

醇提物对动物体外肠管功能有明显 的抑制作用 ，对 

乙酰胆碱引起的兔十二指肠痉挛有显著的解痉作 

用，能迅速缓解氨甲基胆碱所致胃和胆囊的张力增 

加，实乃治胃良药。地鳖虫，其功效逐瘀破积，通络， 

理伤止痛。 

TGF一口是一 个多功 能的多肽家族 ，是组织受 

伤后细胞外基质积聚过程 中的主导介质 ，它调节细 

胞的生长发育及组织受伤后的修复重塑。TGF—p 

可刺激骨膜间充质细胞增殖 、分化，促进成骨细胞和 

成软骨细胞增生 ，刺激 I型胶原合成 ，诱导膜 内成骨 

和软骨 内的成骨过程。细胞内信使蛋 白 Smads是 

TGF一131的直接底物 ，活化 的受体 I磷酸化不同的 

Smads蛋白后，将信号传递到细胞核内，介导特异的 

基 因表达㈣。 目前 已鉴 定出 5种不 同分 子类 型的 

TGF一口，即 TGF一131～5，其氨基酸有 64 ～82 

同序 。在整 个进化过程 中，TGF一131被高度保 留， 

人 、猪、牛、猴 、鸡的 TGF一131中氨基酸序列完全相 

同，与小鼠之间仅相差 1个氨基酸，且其前体分子均 

含有 Arg—Gly—Leu序列。Tanaka等 用酶组织化 

学染色技术、电镜观察等手段发现 ，将 TGF一2131作 

用于鼠的颅骨骨膜后 ，增殖的主要成分是前成骨细 

胞 ，诱 导发生膜 内化骨 ，加速 了骨的生长。本实验 

中的X线结果表明，实验用药组及阳性对照组骨折 

修复快于空白对照组 ，实验用药组骨折修复快于阳 

性对照组 ；组织学观察结果也证 实实验用药组及阳 

性对照组比空白对照组骨折愈合进程明显加快。免 

疫组化结果显示，实验用药组在骨折愈合不同时期 

骨痂组织 内 TGF一131表达量及定位均与文献报告 

相符 ，且阳性程度 明显优于 阳性对照组与空 白对 

照组 ，特别是在骨折愈合早、中期 。提示和胃接骨胶 

囊可能促进和加快 TGF一131的合成与分泌 ，导致成 

骨活动的活跃，缩短骨折的愈合过程。 

综上所述，我们认为和胃接骨胶囊提高骨折愈 

合质量的作用与促进 TGF—p在骨折各个阶段表 

达，并促进成骨细胞增殖和基质合成有关。本研究结 

果为和胃接骨胶囊促进骨折愈合提供了生物因子水 

平的理论基础，有关该药在促进骨折愈合时是否还 

影响其他相关生物因子还有待进一步研究。 
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