
·基础研究·

不同途径给予Ｎｅｕｒｉｔｉｎ对大鼠骨折愈合的影响


刘京敏，董金波△，王维山，孙益明，彭方亮，张　杰

（石河子大学医学院第一附属医院骨一科，新疆石河子８３２０００）

　　摘　要：目的　观察口服与局部注射Ｎｅｕｒｉｔｉｎ对ＳＤ大鼠骨折模型骨折愈合的促进作用。方法　将９０只健康雄性ＳＤ大鼠

按体质量随机分为对照组（Ⅰ组）、口服组（Ⅱ组）、局部注射组（Ⅲ组），每组各３０只。各组动物取右侧股骨，切断中段股骨后行髓

内逆行克氏针内固定术制作骨折模型。Ⅰ组不予特殊处理，Ⅱ、Ⅲ组分别给予Ｎｅｕｒｉｔｉｎ口服、局部注射处理，并分别于１、２、３周处

死，通过拍摄Ｘ线片、测量骨痂体积、做病理切片进行相关分析。结果　术后１周各组间变化差异不大，术后２周，Ⅱ、Ⅲ组与同期

Ⅰ组比较，骨折愈合骨化速度有显著差异，均明显快于Ⅰ组（犘＜０．０５）；Ⅱ、Ⅲ组间亦有差异，Ⅲ组明显快于Ⅱ组大鼠（犘＜０．０５）。

骨痂体积测量显示：术后２周，Ⅱ、Ⅲ组与Ⅰ组比较，骨痂体积大小有显著差异，均明显大于Ⅰ组（犘＜０．０５）；Ⅱ、Ⅲ组间比较，Ⅲ组

明显大于Ⅱ组大鼠（犘＜０．０５）。ＨＥ染色显示：Ⅲ组早期即出现肉芽组织纤维化过程，相同时间点内其软骨细胞、成骨细胞明显多

于Ⅰ、Ⅱ组（犘＜０．０５）。结论　口服与局部注射Ｎｅｕｒｉｔｉｎ后均可使动物骨折模型的骨痂含量增加，骨痂骨化速度增快，但局部注

射途径更优于口服治疗。
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　　Ｎｅｕｒｉｔｉｎ是以色列科学家Ｎｅｄｉｖｉ发现的可促进神经突起的

快速生长的一种神经营养因子。近年通过对Ｎｅｕｒｉｔｉｎ的不断研

究发现，Ｎｅｕｒｉｔｉｎ可以稳定树突棘上突触的活性，促进突触成

熟［１］，并且Ｎｅｕｒｉｔｉｎ是神经活动和神经营养因子发挥作用的共

同下游因子，与神经可塑性密切相关［２３］。另外，Ｎｅｕｒｉｔｉｎ还能促

进真皮微血管内皮细胞增殖和聚集形成［４］，且作为一种新型血

管生长因子在机体中起作用［５］。另有研究显示，除了神经系统，

Ｎｅｕｒｉｔｉｎ在肝、心、肺、骨骼肌
［６７］等其他多个正常组织器官都有

表达。作者前期动物实验研究发现，在脑外伤合并骨折模型中，

其血清中Ｎｅｕｒｉｔｉｎ的含量较健康大鼠及单纯骨折的大鼠明显升

高［８］。本研究通过口服及局部注射两种途径来探讨Ｎｅｕｒｉｔｉｎ对

骨折愈合的影响，这将有助于设计新型药物干预手段或新的治

疗途径加速骨折愈合，从而对临床骨折治疗提供重要指导意义。

１　材料与方法

１．１　材料　实验于石河子大学医学院第一附属医院动物实验

室完成，采用健康成年雄性ＳＤ大鼠９０只，体质量（２７５±２５）

ｇ，由新疆动物实验中心提供。Ｎｅｕｒｉｔｉｎ重组蛋白购自美国

Ｓｉｇｍａ公司（生产批号：ａｂ６９７７５）。柯达ＤＲ３０００摄片机（日本

柯达公司）；佳能Ａ８０数码照相机（日本佳能公司）；Ｌｅｉｃａ２１３５

型石蜡切片机 （德国莱卡公司）；电钻、直径１ｍｍ克氏针（石

河子大学医学院第一附属医院提供）。

１．２　方法

１．２．１　大鼠股骨骨折模型建立及实验方法　将ＳＤ大鼠用浓

度为１００ｇ／Ｌ的水合氯醛按照体质量（３００ｍｇ／ｋｇ）进行腹腔注

射麻醉，无菌条件下取右侧股骨外侧切口，纵行切开约２ｃｍ，

显露股骨中断，截断后选择直径为１ｍｍ克氏针髓腔逆行固

定，术后应用青霉素钠肌注，连续７ｄ，分笼喂养允许自由活动。

Ⅰ组不做特殊处理，Ⅱ组于术后第３天开始用灌胃管向大鼠胃

中注入含０．０２５μＬ／ＬＮｅｕｒｉｔｉｎ的生理盐水０．３ｍＬ，每日１

次，连续灌胃７ｄ；Ⅲ组于术后第３天开始，在大鼠骨折断端局
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部注射含０．０２５μＬ／ＬＮｅｕｒｉｔｉｎ的生理盐水０．３ｍＬ，每日１

次，连续注射７ｄ；各组分别于术后１、２、３周分期采用颈椎脱臼

法处死８只大鼠，并于骨折部位取材。

１．２．２　大体观察　于预计的时间点麻醉良好后，行Ｘ线拍片

观察骨折愈合影像学观察。在处死后取出骨折断端的骨痂标

本，肉眼观察其大体骨痂生长情况和骨折愈合情况，以骨痂

ＮｏｒｄｓｌｅｔｔｅｎＸ线评分标准评分。

１．２．３　骨痂体积测量
［９］
　在剔除骨痂周围组织后，采用Ｐｅｒ

ｋｉｎｓ骨痂体积测量公式：２π犚１（犚２－犚１）犔测量各组骨痂体积，

其中犚１表示股骨半径，犚２表示骨痂半径，犔表示骨痂长度。

１．２．４　骨痂病理学检测（ＨＥ染色）　保留骨痂两侧各约１ｃｍ

骨组织截骨，常温下４％的多聚甲醛固定４８ｈ后，再用蒸馏水

浸泡４ｈ，最后经ＥＤＴＡ２Ｎａ（乙二胺四乙酸二钠）脱钙４～６

周。常规脱水石蜡包埋、切片。光镜下观察新生骨小梁、软骨

细胞、成骨细胞和骨重塑等细胞组织学形态变化。以骨痂组织

学评分方法评分。

１．２．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，计

量资料以狓±狊表示，组内数据采用方差分析，组间比较采用狋

检验，计数资料采用秩和检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　大体标本观察及骨痂体积测量　１周时Ⅰ组骨折断端明

显可分离，Ⅱ、Ⅲ组骨折两端可见局部的血肿机化组织，各组之

间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。２周时Ⅰ组断端机化组织明

显增多，但是局部未见骨痂组织；Ⅲ组骨痂触之质韧，有弹性，

可见纤维骨痂完整连接。３周时Ⅰ组局部出现略小的梭型骨

痂，部分纤维骨痂未完整连接；Ⅲ组骨痂触之质硬，有骨性骨痂

的连接，部分已经骨化；Ⅱ组骨痂膨隆较前明显增大，部分骨痂

已经出现骨性愈合。骨痂体积测量显示，Ⅱ、Ⅲ组明显大于Ⅰ

组（犘＜０．０５），Ⅲ组明显大于Ⅱ组（犘＜０．０５），见表１。

　　Ａ１：Ⅰ组１周；Ａ２：Ⅱ组１周；Ａ３：Ⅲ组１周；Ｂ１：Ⅰ组１周；Ｂ２：Ⅱ组１周；Ｂ３：Ⅲ组１周；Ｃ１：Ⅰ组１周；Ｃ２：Ⅱ组１周；Ｃ３：Ⅲ组１周。箭头：示外

骨痂。

图１　　骨折断端的Ｘ线片观察
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层骨；Ｄ１：Ⅰ组１周后；Ｄ２：Ⅱ组１周后，Ｄ３：Ⅲ组１周后；Ｅ１：Ⅰ组１周后；Ｅ２：Ⅱ组１周后，Ｅ３：Ⅲ组１周后；Ｆ１：Ⅰ组１周后；Ｆ２：Ⅱ组１周后，Ｆ３：Ⅲ

组１周后。

图２　　３组大鼠骨痂骨组织（ＨＥ染色×４０）

２．２　Ｘ线摄片观察　１周时Ⅱ、Ⅲ组断端可见少量骨痂形成；

２周时Ⅰ组骨折线仍然清楚，骨折断端未见明显的骨痂形成。

Ⅱ、Ⅲ组骨折线开始模糊，部分骨痂包绕在骨折断端，但Ⅲ组的

骨痂量要多于Ⅱ组（犘＜０．０５）；３周时Ⅰ组骨折线开始模糊，有

少量骨痂形成，Ⅲ组周围见大量骨痂包围，甚至部分已经骨化，

而Ⅱ组骨折线消失，骨折周围亦可见明显骨性骨痂形成；２、３

周Ⅱ组、Ⅲ组与Ⅰ组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）；Ⅱ组

与Ⅲ组间比较差异亦有统计学意义（犘＜０．０５），见表２～３、

图１。

表１　　不同时间各组骨痂体积测量值结果（狓±狊，ｍｍ３）

组别 狀

病程

７ｄ １４ｄ ２１ｄ

Ⅰ组 ３０ ２．０６±０．０５▲ １０．０４±０．１１◆▲ ８９．９４±１．０１◆▲

Ⅱ组 ３０ ２．７０±０．２２ ３８．５５±１．５０▲! １３０．７３±１．１５▲!

Ⅲ组 ３０ ３．７９±０．３４ ５６．４１±３．３１◆! １６６．９３±３．６４◆!

　　▲：犘＜０．０５，与Ⅲ组比较；◆：犘＜０．０５，与Ⅱ组比较；!：犘＜０．０５，

与Ⅰ组比较。

表２　　骨折后２周各组Ｘ线片评分结果（狀＝１０）

组别
分级

０ １ ２ ３

Ⅰ组 ４ ６ ０ ０

Ⅱ组 １ ６ ３ ０

Ⅲ组 ０ ３ ５ ２

２．３　ＨＥ染色结果　１周时Ⅰ组镜下可见骨折端内开始出现

肉芽组织，新生毛细血管内皮细胞、纤维母细胞等，其间夹杂有

个别的软骨细胞，成骨细胞及新生骨组织极少；Ⅱ、Ⅲ组肉芽组

织、新生毛细血管、纤维母细胞逐步转化为肥大的软骨细胞，较

Ⅰ组增多（犘＜０．０５）。２周时Ⅰ组镜下可见骨折端肉芽组织继

续生长，少量纤维性骨痂生成；Ⅱ、Ⅲ组骨折断端软骨性骨痂增

多，Ⅲ组骨折断端局部甚至出现编织骨痂，新生骨小梁长入。３

周时Ⅰ组骨折端有大量软骨细胞，Ⅱ组可见大量骨性成分及新

生骨小梁，Ⅲ组骨折处内外骨痂改造、塑建完善，甚至部分模型

的骨髓腔已经形成；通过软骨细胞观察到骨折愈合情况，经秩
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和检验２、３周Ⅱ组、Ⅲ组与Ⅰ组比较差异有统计学（犘＜

０．０５）；Ⅱ组与Ⅲ组之间比较差异亦有统计学意义（犘＜０．０５），

见表４～５、图２。

表３　　骨折后３周各组Ｘ线片评分结果（狀＝１０）

组别
分级

０ １ ２ ３

Ⅰ组 ０ ７ ３ ０

Ⅱ组 ０ ４ ３ ３

Ⅲ组 ０ ０ ３ ７

表４　　骨折后２周各组软骨细胞评分结果（狀＝１０）

组别
分级

１ ２ ３ ４

Ⅰ组 ６ ３ １ ０

Ⅱ组 １ ７ ２ ０

Ⅲ组 ０ ３ ６ １

表５　　骨折后３周各组软骨细胞评分结果（狀＝１０）

组别
分级

１ ２ ３ ４

Ⅰ组 １ ４ ５ ０

Ⅱ组 ０ ２ ６ ２

Ⅲ组 ０ ０ ３ ７

３　讨　　论

３．１　神经因素与骨折愈合　骨折不愈合为临床一种常见的并

发症，以往认为骨不连的发生和多种因素有关，研究发现骨不

连的骨组织中少有或没有神经纤维长入，提示缺乏神经控制对

骨折后产生骨不连或延迟愈合等不良预后有一定影响。而在

骨折修复愈合过程中，局部骨生长因子或细胞因子起重要作

用［１０１１］，包括有骨形态发生蛋白（ＢＭＰ）、血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）、血小板衍生因子（ＰＤＧＦ）、成纤维生长因子（ＦＧＦ）、

转化生长因子β（ＴＧＦβ）、神经生长因子（ＮＧＦ）等。贝朝涌

等［１２］在动物实验中发现，ＮＧＦ有促进骨折愈合的作用，并具

有协同ＢＭＰ２诱导成骨的作用。但是有关神经因素影响骨折

愈合的具体机制目前还不明确，因此，如何在分子水平通过神

经因素的调节来治疗骨不连及延迟愈合将是下一步临床研究

的重点和方向。

３．２　Ｎｅｕｒｉｔｉｎ与骨折愈合　作者在前期实验中已证实，在脑

外伤合并骨折的大鼠模型，其血清中 Ｎｅｕｒｉｔｉｎ含量明显升高，

且局部注射Ｎｅｕｒｉｔｉｎ可明显加速骨折愈合
［７］。而且魏勇等［１３］

研究发现，脑外伤合并骨折患者血清中 ＮＧＦ、Ｎｅｕｒｉｔｉｎ表达明

显高于对照组，说明与骨折有密切的相关性，两种因子可能在

骨折愈合中共同起作用。本实验研究采用 Ｎｅｕｒｉｔｉｎ对ＳＤ大

鼠骨折模型进行口服及局部注射，观察骨折愈合情况。Ｘ线片

评分结果显示，术后２周时对照组与口服组、局部注射组差异

有统计学意义（犘＜０．０５）；术后３周时，差异更加明显。这表

明无论是口服还是局部注射Ｎｅｕｒｉｔｉｎ，大鼠骨折愈合速度均明

显加快；口服组与局部注射组之间比较，后者变化更加显著，前

者次之，这表明局部注射Ｎｅｕｒｉｔｉｎ在加速新生骨痂形成和成熟

方面效果较口服更加显著。组织学观察结果显示，口服组与局

部注射组术后１～３周，软骨细胞明显增多，软骨化骨的比率逐

渐增高，并可见较成熟的小梁状骨，而且在同一时间点上，口服

组与局部注射组均比对照组变化明显（犘＜０．０５），而前两者比

较，局部注射组变化又较口服组显著（犘＜０．０５），这表明局部

注射组在促进骨痂形成、成熟及加速骨折愈合方面明显优于其

他组。作者认为，这可能是由于：（１）Ｎｅｕｒｉｔｉｎ注射于大鼠骨折

断端，局部药物浓度高，从而对周围神经、血管及骨组织直接发

挥作用；（２）口服 Ｎｅｕｒｉｔｉｎ，在胃内被消化分解一部分，最终经

吸收进入血液循环，到达骨折部位，这期间必然会影响其有效

浓度，从而促进骨折愈合的作用也会较局部注射组减弱；（３）一

般来说，药物的生物利用度的关系为“肌肉＞皮下＞口服”，也

支持上述结论。

３．３　Ｎｅｕｒｉｔｉｎ促进骨折愈合的可能机制　对骨折愈合中神经

营养因子（ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎｓ，ＮＴＦｓ）表达的研究表明，骨痂中有多

种ＮＴＦｓ表达，包括脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ），ＮＧＦ和神

经营养因子３，骨形成细胞有ＮＧＦｓ受体ｔｒｋＡ和ｔｒｋＣ的表达，

提示ＮＴＦｓ涉及骨形成的调节。Ｎｅｕｒｉｔｉｎ作为神经营养因子

家族的一个新的成员，其可能是通过以下途径促进骨折愈合

的：（１）Ｎｅｕｒｉｔｉｎ促进神经再生。研究显示，Ｎｅｕｒｉｔｉｎ可以稳定

树突棘上突触的活性，促进突触成熟［１］，对其蛋白的初步功能

研究提示，重组体Ｎｅｕｒｉｔｉｎ促进神经突起的生长和分支
［１４］，而

无论是神经活动的刺激还是神经生长因子的直接作用都能诱

导神经突起的生长，提示Ｎｅｕｒｉｔｉｎ是神经活动和各种神经生长

因子的共同下游因子，可促进神经细胞树突和轴突的生长和分

支，在神经再生和可塑性中起着重要作用，而神经纤维的长入

影响骨折愈合修复过程。（２）Ｎｅｕｒｉｔｉｎ与其他因子的协同作

用。最近的研究显示，Ｎｅｕｒｉｔｉｎ是 ＮＧＦ介导的神经突起生长

过程中必不可少的因子［２］，并与 ＮＧＦ具有协同作用
［１５］，而大

量实验已证实，局部应用 ＮＧＦ可明显促进骨折愈合。提示

Ｎｅｕｒｉｔｉｎ可能与其他神经营养因子通过协同作用促进骨折愈

合。（３）Ｎｅｕｒｉｔｉｎ与血管再生。在周围神经再生过程中，血供

非常重要，它会影响神经内微环境的恒定，影响许旺细胞的增

殖，从而影响轴索再生和髓鞘的再形成。外周组织中血管和神

经发育模式通常是协调一致的。Ｎｅｕｒｉｔｉｎ调节细胞结构的功

能同样适用在非神经元细胞，且作为一种新型血管生长因子在

机体中起作用［５］。Ｎｅｕｒｉｔｉｎ还可促进血管生长，增强血管内皮

细胞的粘附和迁移能力，有利于新生的毛细血管的生长，改善

骨折断端的血流动力学，促进骨折的修复愈合。

综上所述，Ｎｅｕｒｉｔｉｎ可加速骨折愈合，神经因素对骨折愈

合的调节作用是肯定的，然而，目前有关 Ｎｅｕｒｉｔｉｎ在体内的含

量、分布还缺乏实验证据，并且关于 Ｎｅｕｒｉｔｉｎ与骨折愈合的相

关报道甚少，因此在选择Ｎｅｕｒｉｔｉｎ剂量的时候也没有明确的标

准，导致本实验，在选择Ｎｅｕｒｉｔｉｎ的浓度时有一定局限性，尚未

确定促进大鼠骨折愈合的最佳治疗浓度，本研究通过ＳＤ大鼠

动物实验，意在初步验证 Ｎｅｕｒｉｔｉｎ对骨折愈合的作用，以及探

讨不同途径给予Ｎｅｕｒｉｔｉｎ对骨折愈合疗效的对比，为临床用药

提供基础理论依据。
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见表２。

表１　　３组Ｐ２７蛋白的表达比较

组别 狀
Ｐ２７蛋白表达

－ ＋ ＋＋

阳性率（％）强阳性率（％）

癌症组 ６６ ３１ ２６ ９ ５３．０ １３．６

增生组 ２９ ７ １４ ８ ７５．８ ２７．６

对照组 ３１ ４ １１ １６ ８７．１ ５１．６

表２　　３组患者Ｐ１８５蛋白的表达比较

组别 狀
Ｐ１８５蛋白表达（狀）

－ ＋ ＋＋

阳性率（％）强阳性率（％）

癌症组 ６６ １１ ３９ １６ ８３．３ ２４．２

增生组 ２９ １５ １０ ４ ４８．３ １３．８

对照组 ３１ ２８ ３ ０ ９．７ ０．０

３　讨　　论

抑癌基因和癌基因在肿瘤在发生、发展过程中起到了极大

的影响。Ｐ２７蛋白是细胞Ｇ１ 期负向调节因子，是ｃｄｋ２／ｃｙｋｃｌｉｎ

Ｅ复合物的抑制剂，可使细胞周期停滞于Ｇ１ 期。有实验证实，

如Ｐ２７缺失的小鼠易发生垂体肿瘤，表明Ｐ２７与肿瘤发生有

关［３］。近年来有报道称Ｐ２７蛋白高表达预后较好
［４７］；本研究

发现，Ｐ２７蛋白阳性着色于细胞质及细胞核，正常子宫内膜亦

呈阳性并可作为内对照，本组资料中子宫内膜癌组织Ｐ２７阳

性表达率５３％，在非典型增生病变中阳性表达率为７５．８％，组

间比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），子宫内膜癌与正常子宫

内膜对照组比较，两者差异有统计学意义（犘＜０．０１），表明随

Ｐ２７蛋白含量的减少或缺失，正常细胞向癌细胞转化速度加

快，其恶性度增高，预后不良，表明Ｐ２７对肿瘤发生起着一定

的调控作用。Ｐ１８５是编码１２５５的氨基酸蛋白，其激活方式主

要是扩增及产物的过度表达，现较多用于乳腺癌、卵巢癌判定

预后的检测，用于消化道癌［８］、甲状腺癌［９］已有报道，本研究与

报道相一致。本研究应用Ｐ１８５对子宫内膜癌进行检测，其阳

性率８３．３％；在非典型病变中阳性率４８．３％；对照组阳性率

９．７％，这些结果表明随着Ｐ１８５蛋白的扩增或表达过度增高

时，恶性度增加，提示预后不良，说明Ｐ１８５对肿瘤发生和调控

亦起一定作用。

本组资料中，子宫内膜疾病恶性程度越高，Ｐ２７蛋白表达

阳性水平越低；而子宫内膜疾病恶性程度越低，Ｐ１８５蛋白表达

阳性率也越低，正常对照组Ｐ１８５蛋白无强阳性表达，表明子

宫内膜癌中Ｐ１８５蛋白与Ｐ２７蛋白表达表达呈负相关。他们

从不同的角度为临床提供了有价值的肿瘤标志物。Ｐ２７蛋白

作为抑癌基因、Ｐ１８５作为癌基因对肿瘤的发生与调控有重要

作用，两者的联合检测对子宫内膜疾病的鉴别诊断及治疗起积

极意义。
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