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  [摘要] 目的 探讨Hedgehog信号通路、血清神经生长因子(NGF)、前列腺素(PGS)、骨钙素(BGLAP)
在颅脑损伤后加速骨折愈合中的作用和相互关系。方法 选取2017年1月至2020年1月在河北省邢台市第

三医院就诊的138例因车祸导致的新鲜闭合性股骨干骨折患者,根据是否伴有颅脑损伤分为研究组(n=60)和

对照组(n=78)。比较两组术后4、8、12周的骨痂面积和骨折愈合时间,采用ELISA检测术后1
 

d、术后1、4、8、
12周血清NGF、BGALP、PGS、印度豪猪蛋白(Ihh)和锌指转录因子1(Gli1)水平。采用Pearson相关性分析探

究上述各因素之间的相关性。结果 研究组愈合时间明显短于对照组[(11.69±1.47)周
 

vs.
 

(14.02±1.83)
周,P<0.05]。两组术后4、8、12周骨痂面积比较,研究组明显大于对照组(P<0.05)。术后1

 

d至术后12周,
研究组血清Ihh、Gli1表达水平均明显高于对照组(P<0.05),血清NGF、PGS、BGLAP表达水平亦明显高于对

照组(P<0.05)。Pearson相关性分析表明,血清NGF、BGLAP、PGS水平与骨痂面积呈正相关(P<0.05),血

清Ihh、Gli1水平与血清 NGF、BGLAP、PGS水平及骨痂面积也呈正相关(P<0.05)。结论 颅脑损伤后

Hedgehog信号通路相关蛋白上调,可能与NGF、PGS、BGLAP表达升高存在密切联系,该通路可能参与颅脑

损伤后骨折加速愈合。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mutual
 

relation
 

of
 

Hedgehog
 

signal
 

pathway,serum
 

nerve
 

growth
 

factor
 

(NGF),prostaglandins
 

(PGS),bone
 

Gla
 

protein
 

(BGLAP)
 

in
 

accelerating
 

fracture
 

healing
 

after
 

craniocerebral
 

injury.Methods A
 

total
 

of
 

138
 

patients
 

with
 

fresh
 

closed
 

femoral
 

shaft
 

fractures
 

caused
 

by
 

car
 

accidents
 

treated
 

in
 

Xingtai
 

Municipal
 

Third
 

Hospital
 

from
 

January
 

2017
 

to
 

January
 

2020
 

were
 

selected
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

research
 

group
 

(n=60)
 

and
 

control
 

group
 

(n=78)
 

according
 

to
 

whether
 

accompanying
 

by
 

craniocerebral
 

injury.The
 

fracture
 

healing
 

time
 

and
 

callus
 

area
 

at
 

postoperative
 

4,8
 

and
 

12
 

weeks
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

two
 

groups.The
 

levels
 

of
 

serum
 

NGF,BGLAP,PGS,Indian
 

hedgehog
 

(Ihh)
 

and
 

Gli
 

family
 

zinc
 

finger
 

protein
 

1
 

(Gli1)
 

at
 

postoperative
 

1
 

day,1,4,8
 

and
 

12
 

weeks
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.The
 

Pearson
 

correlation
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

among
 

the
 

above
 

factors.Results The
 

healing
 

time
 

of
 

the
 

research
 

group
 

was
 

significantly
 

shorter
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group
 

[(11.69±1.47)weeks
 

vs.
 

(14.02±1.83)weeks,P<0.05].The
 

callus
 

area
 

at
 

postoperative
 

4,8
 

and
 

12
 

weeks
 

in
 

the
 

research
 

group
 

were
 

significantly
 

larger
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

levels
 

of
 

serum
 

Ihh
 

and
 

Gli1
 

from
 

postop-
erative

 

1
 

d
 

to
 

12
 

weeks
 

in
 

the
 

research
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<
0.05),and

 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

serum
 

NGF,PGS,BGLAP
 

in
 

the
 

research
 

group
 

were
 

also
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

Pearson
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

serum
 

NGF,
BGLAP

 

and
 

PGS
 

levels
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

callus
 

area
 

(P<0.05),serum
 

Ihh
 

and
 

Gli1
 

levels
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were
 

also
 

positively
 

correlated
 

with
 

serum
 

NGF,BGLAP
 

and
 

PGS
 

levels
 

and
 

callus
 

area
 

(P<0.05).Conclu-
sion The

 

up-regulation
 

of
 

Hedgehog
 

pathway
 

related
 

proteins
 

after
 

craniocerebral
 

injury
 

may
 

be
 

closely
 

re-
lated

 

to
 

the
 

increase
 

of
 

NGF,PGS
 

and
 

BGLAP
 

expressions.This
 

pathway
 

may
 

be
 

involved
 

in
 

accelerating
 

frac-
ture

 

healing
 

after
 

craniocerebral
 

injury.
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  早在1960年,临床医生就观察到伴有颅脑损伤

的肢体骨折患者骨折处骨痂形成更快、体积更大,且
后续众多基础研究和临床研究均证实颅脑损伤对肢

体骨折愈合具有加速作用,这可能与颅脑损伤后血清

和脑脊液中释放的多种激素、细胞因子或相关神经因

子对骨代谢的调节有关[1-3]。颅脑损伤可能会激活某

些原本在胚胎时期调控骨发生的关键元件,诱导组织

分化,促进骨形成。骨折愈合主要依靠骨形成作用,
而骨形成是由多种因素调节的复杂而有序的过程。
目前已经发现了多条与骨代谢密切相关的信号通路,
但颅 脑 损 伤 后 骨 折 愈 合 的 具 体 机 制 尚 不 明 确。
Hedgehog信号通路不仅参与胚胎发育,还与成骨细

胞的增殖和分化密切相关,近年来众多研究表明其参

与骨形成的调控作用[4-6],但是目前研究多为体外研

究和动物实验,临床研究鲜有报道。神经生长因子

(nerve
 

growth
 

factor,NGF)是中枢神经系统中最具

有代表性的神经营养因子,在大脑中分布广泛和高度

表达,在颅脑损伤后,NGF可被释放至外周,可能参

与颅脑损伤后骨折愈合[7]。前列腺素(prostaglan-
dins,PGS)是花生四烯酸的环氧产物,可以由体内多

种细胞通过自分泌和旁分泌方式释放,其表达水平受

中枢神经系统调控和机体应激反应影响,且参与骨代

谢[8]。颅脑损伤会激活机体的应激反应,影响中枢神

经相关调控,颅内神经营养因子外泄入外周血液循环

系统,NGF和PGS可能参与颅脑损伤后骨折愈合。
而骨钙素(bone

 

gla
 

protein,BGLAP)是骨形成标志

物,是反映骨折愈合的最直接标志物。本研究拟通过

临床研究,观察颅脑损伤后骨折加速愈合过程中

NGF、PGS、BGLAP及 Hedgehog信号通路蛋白的表

达,并探讨之间是否存在联系,以期为颅脑损伤后加

速骨折愈合的机制研究提供参考。
1 资料与方法

1.1 
 

一般资料

  选择2017年1月至2020年1月在河北省邢台市

第三医院就诊的138例因车祸导致的新鲜闭合性股

骨干骨折患者为研究对象,其中男84例,女54例,年
龄20~72岁,平均(32.66±5.35)岁。纳入标准:(1)
年龄≥18岁;(2)新鲜闭合性股骨干骨折;(3)临床资

料完整;(4)研究组通过磁共振成像(MRI)确定为创

伤性脑损伤;(5)与家属谈话,已获得知情同意书。排

除标准:(1)特重型颅脑损伤[格拉斯哥昏迷(GCS)评
分<6分];(2)合并神经系统疾病;(3)合并糖尿病;

(4)合并自身免疫性疾病;(5)合并恶性肿瘤。根据是

否合并颅脑损伤分为研究组(60例)和对照组(78
例)。研究组为颅脑损伤合并股骨干骨折患者,男35
例,女25例;年龄20~70岁,平均(33.47±6.68)岁;
骨折分型A1

 

18例,A2
 

27例,A3
 

15例;颅脑损伤轻

度19例,中度33例,重度8例。对照组为单纯股骨

干骨折患者,男49例,女29例;年龄22~72岁,平均

(31.68±7.12)岁;骨折分型A1
 

25例,A2
 

44例,A3
 

19例。两组性别、年龄、骨折分型等一般资料比较,差
异均无统计学意义(P>0.05),具有可比性,本研究已

获得河北省邢台市第三医院伦理委员会批准。
1.2 方法

1.2.1 治疗方法

  研究组患者先行开颅血肿清除,然后根据具体情

况进行额、颞极切除或去骨瓣减压术,在颅脑情况稳

定后转入河北省邢台市第三医院骨科进行骨折治疗。
两组患者均根据具体情况进行切开复位内固定手术

或带锁髓内固定手术,术后进行常规康复训练。
1.2.2 观察指标

  术后4、8、12周进行X线片检查,观察骨折愈合

情况并测量骨痂面积,骨痂面积=2π×(R2-r2)×
L,其中R 代表骨痂半径,r 代表股骨干半径,L 代表

骨痂长度,记录并比较两组愈合时间。分别于术后1
 

d及术后1、4、8、12周抽取患者外周静脉血5
 

mL于

促凝管中,室温放置30
 

min,3
 

500
 

r/min离心取上清

液,采用ELISA检测血清 NGF、BGALP、PGS、印度

豪猪蛋白(Indian
 

hedgehog,Ihh)和锌指转录因子1
(Gli

 

family
 

zinc
 

finger
 

protein
 

1,Gli1)水平,试剂盒

由上海江莱生物科技有限公司提供,所有操作严格参

照说明书进行。
1.3 统计学处理

  所有数据均采用SPSS19.0统计软件分析,采用

x±s表示计量资料,组间比较采用两独立样本t检

验,两组各时间点骨痂面积、NGF、BGALP、PGS、Ihh
和Gli1比较采用重复测量方差分析;计数资料采用例

数或百分比表示,组间比较采用χ2 检验。采用Pear-
son相关分析各指标间的相关性。以P<0.05为差

异有统计学意义。
2 结  果

2.1 骨痂和愈合时间比较

  研究组愈合时间为(11.69±1.47)周,对照组愈

合时间为(14.02±1.83)周,两组愈合时间比较,差异
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有统计学意义(P<0.05)。两组术后4、8、12周骨痂

面积比较,研究组均大于对照组,经组间、时间点和组

间·时间点交互效应比较,差异均有统计学意义(P<
0.05),见表1。
2.2 Hedgehog通路相关蛋白比较

  术后1
 

d至术后12周研究组Ihh、Gli1表达水平

均高于对照组,组间、时间点和组间·时间点交互效

应比较,差异均有统计学意义(P<0.05),见表2、3。
2.3 NGF、PGS、BGLAP水平比较

  术后1
 

d至术后12周研究组血清 NGF、PGS、
BGLAP水平均高于对照组,组间、时间点和组间·时

间点交互效应比较,差异均有统计学意义(P<0.05),

见表4~6。
2.4 相关性分析

  Pearson相关性分析表明,血清 NGF、BGLAP、
PGS水平与骨痂面积均呈正相关(P<0.05);血清

Ihh、Gli1水平与血清 NGF、BGLAP、PGS水平及骨

痂面积也均呈正相关(P<0.05),见表7。
表1  两组术后不同时间骨痂面积比较(x±s,cm3)

组别 n 术后4周 术后8周 术后12周

研究组 60 44.93±6.52 105.48±8.39 224.57±19.35

对照组 78 22.06±2.47 47.64±5.36 79.71±6.28

F F组间=672.489、F时间点=405.377、F组间·时间点=1
 

037.671

P P组间<0.001、P时间点<0.001、P组间·时间点<0.001

表2  两组术后不同时间血清Ihh水平比较(x±s,pg/mL)

组别 n 术后1
 

d 术后1周 术后4周 术后8周 术后12周

研究组 60 212.57±36.54 245.35±39.21 274.25±44.68 267.30±37.52 258.63±44.27

对照组 78 116.68±22.16 122.66±26.45 125.14±23.41 129.74±33.69 126.43±28.45

F F组间=525.461、F时间点=223.427、F组间·时间点=710.239

P P组间<0.001、P时间点<0.001、P组间·时间点<0.001

表3  两组术后不同时间血清Gli1水平比较(x±s,pg/mL)

组别 n 术后1
 

d 术后1周 术后4周 术后8周 术后12周

研究组 60 144.35±27.46 163.52±24.18 192.03±35.06 180.42±39.17 171.12±36.48

对照组 78 78.89±20.19 82.87±23.97 89.88±20.51 84.42±18.52 83.67±21.36

F F组间=406.875、F时间点=116.439、F组间·时间点=513.694

P P组间<0.001、P时间点<0.001、P组间·时间点<0.001

表4  两组术后不同时间血清NGF水平比较(x±s,pg/mL)

组别 n 术后1
 

d 术后1周 术后4周 术后8周 术后12周

研究组 60 99.37±11.02 118.55±17.38 132.37±24.96 120.54±22.41 106.29±17.75

对照组 78 60.34±9.88 64.35±10.72 69.90±13.56 68.14±16.81 62.11±19.52

F F组间=397.016、F时间点=202.584、F组间·时间点=633.149

P P组间<0.001、P时间点<0.001、P组间·时间点<0.001

表5  两组术后不同时间血清PGS水平比较(x±s,ng/mL)

组别 n 术后1
 

d 术后1周 术后4周 术后8周 术后12周

研究组 60 116.47±22.39 135.44±24.67 192.68±30.95 180.36±44.76 121.26±28.43

对照组 78 70.58±13.81 74.81±16.64 76.69±12.13 78.81±16.48 74.19±14.07

F F组间=397.782、F时间点=115.819、F组间·时间点=653.364

P P组间<0.001、P时间点<0.001、P组间·时间点<0.001

表6  两组术后不同时间血清BGLAP水平比较(x±s,ng/mL)

组别 n 术后1
 

d 术后1周 术后4周 术后8周 术后12周

研究组 60 7.56±2.02 18.94±2.66 26.61±3.82 22.19±4.57 19.63±3.38

对照组 78 5.18±1.14 8.89±1.73 11.50±2.46 14.71±3.15 11.69±2.74

F F组间=679.831、F时间点=336.584、F组间·时间点=951.472

P P组间<0.001、P时间点<0.001、P组间·时间点<0.001
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表7  血清NGF、PGS、BGLAP水平与骨痂面积、Ihh、Gli1水平的相关性分析(n=138)

项目
NGF

r P

BGLAP

r P

PGS

r P

Ihh

r P

Gli1

r P

骨痂面积 0.315 <0.001 0.648 <0.001 0.192 0.024 0.272 0.001 0.254 0.003

Ihh 0.228 0.007 0.393 <0.001 0.189 0.026 - - - -

Gli1 0.216 0.011 0.355 <0.001 0.185 0.030 - - - -

  -:无数据。

3 讨  论

  目前,临床仍有不少比例的复杂骨折或粉碎性骨

折患者因高能量创伤、感染或治疗不当等多种原因导

致长骨骨缺损、骨不连或骨不愈合,对于这类患者临

床尚无特效治疗方法,主要以手术治疗为主。但手术

治疗不仅给患者带来巨大的痛苦和经济负担,而且常

常仍难以达到理想效果,这仍然是临床骨科的难题之

一。颅脑损伤与骨折愈合之间的联系被报道已久,临
床已经证实颅脑损伤患者的长骨骨折表现出更快的

愈合速度,这为难愈性骨折和骨缺损的治疗带来了新

思路。许多动物实验也发现,颅脑损伤后肢体骨折出

现异常增生可能与其体内的颅脑损伤后多条通路途

径激活和相关因子调节有关[9],已有体外实验和动物

实验聚焦于探究颅脑损伤后骨折加速愈合的机制,但
目前尚不完全清楚。Hedgehog信号通路是近年来新

提出的骨折愈合通路,本研究拟通过临床研究探讨

Hedgehog信号通路是否与颅脑损伤后骨折加速愈合

相关,并分析相关促愈合因子的相关性。
Hedgehog信号通路参与包括骨代谢和骨形成在

内的人体多种代谢调控。Hedgehog基因于1980年

在果蝇中被发现,因该基因突变会导致果蝇呈刺猬状

而被命名,包括音速豪猪蛋白(sonic
 

hedgehog,Shh)、
沙漠豪猪蛋白(desert

 

hedgehog,Dhh)和Ihh
 

3种亚

型。在人体中,这3种蛋白分别在发育的不同时期被

分泌,Shh主要在胚胎时期参与中枢神经系统发育,
Dhh主要负责调控外周神经系统发育,Ihh主要负责

骨代谢。Ihh通 过 与 其 特 异 性 受 体 跨 膜 蛋 白 受 体

(patched,PTC)结合来激活G-蛋白偶联受体(GPCR),
进一步发生级联放大反应,激活下游转录因子锌指蛋白

(Gli)的转录,发挥促进软骨细胞和成骨细胞分化的功

能[10-11]。本研究中术后4周开始,研究组骨痂面积明显

大于对照组,这种差距随着时间的推移愈加明显,且研

究组愈合时间较对照组明显缩短,说明颅脑损伤会加

速股骨干骨折愈合。同时跟踪Ihh和Gli1两种蛋白,
发现研究组术后蛋白水平均明显高于对照组,且研究

组在术后4周Ihh和Gli1均已经达到峰值并一直保

持在较高水平,而对照组在术后8周Ihh才到达峰

值,且Ihh和Gli1一直保持在较低水平。这提示颅脑

损伤后Hedgehog信号通路呈现高表达状态,这可能

是其加速骨折愈合的原因。
颅脑损伤后脑脊液泄露到外周循环,目前普遍认

为外泄的脑源性因子具有骨诱导性,可能参与骨形成

作用。NGF是大脑中代表性的神经营养因子,在兔

创伤性脑损伤合并胫骨骨折模型中被发现能刺激骨

形成[12],在骨折大鼠中同样发现注射外源性NGF能

加速骨折愈合[13],体外细胞实验发现NGF培养能刺

激成骨细胞分化[14]。王斌等[15]在大鼠骨折模型中采

用NGF联合血小板衍生因子进行治疗,发现NGF能

通过促进血管内皮生长因子(VEGF)表达来促进血管

生成从而达到促进骨折愈合的作用。本研究中研究

组血清NGF水平均明显高于对照组,同时检测骨形

成标志物BGLAP发现,研究组血清BGLAP水平也

明显高于对照组,且其变化趋势与NGF一致,这表明

研究组骨形成速度高于对照组,提示颅脑损伤导致的

NGF水平提高可能是促进骨折愈合的关键。这可能

是因为颅脑损伤后NGF可以透过血脑屏障进入血液

循环到达骨折处,促进成骨细胞分化,加速骨形成

作用。
除了NGF,PGS近年来也被发现能加速骨形成

和骨改建。研究发现,颅脑损伤后血清花生四烯酸水

平明显提高,花生四烯酸是PGS的前体,可通过生成

PGS来上调BGLAP表达来,促进骨细胞增殖,加速

骨矿化,被认为是脑损伤和骨折愈合之间的桥梁[16]。
PGS具有刺激骨形成作用,细胞实验表明其能促进成

骨细胞增殖[17];体内试验也表明PGS能增加骨基质

形成,提高骨组织钙化,促进成骨细胞的增殖和分化,
提高骨愈合速度[18]。本研究中,研究组术后血 清

PGS水平明显高于对照组,这可能是由于颅脑损伤后

机体中枢神经上调PGS表达,也可能是颅脑损伤引

起的应激反应导致PGS升高。虽然其具体机制尚不

清楚,但作者发现PGS的变化趋势与Ihh、Gli1、NGF
和BGLAP基本一致,研究组不仅表现出更高的表达

水平,并在更早的时间达到峰值,提示这可能与其促

进骨愈合相关。本研究进一步进行了相关性分析,发
现血清NGF、BGLAP、PGS水平与骨痂面积呈正相

关(P<0.05),血 清Ihh、Gli1水 平 与 血 清 NGF、
BGLAP、PGS水 平 及 骨 痂 面 积 也 呈 正 相 关(P<
0.05)。

综上所述,本研究经过临床研究发现颅脑损伤后

两种促进骨形成的因子NGF和PGS,骨形成标志物

BGLAP,Hedgehog通路相关蛋白Ihh和Gli1表达水

平均升高,且其相互之间均存在正相关关系,提示
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Hedgehog通路上调可能会通过级联放大影响下游

NGF和PGS水平,进一步促进骨形成,加速骨愈合,
但其具体的调控机制还需要进一步研究。
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