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摘要：目的　研究羟基红花黄色素Ａ（ＨＳＹＡ）通过神经营养因子 －３（ＮＴ－３）对
大鼠胫骨骨骺损伤的影响机制。方法　将５０只雄性ＳＤ大鼠随机分为对照组、
模型组、ＨＳＹＡ组、ＮＣ组和ｓｈ－ＮＴ－３组，每组１０只。除对照组外，其余４组均
用高速牙钻建立胫骨骨骺损伤模型。ＨＳＹＡ组灌胃给予１０ｍｇ·ｋｇ－１ＨＳＹＡ，ｑｄ，
连续６周；ＮＣ组和ｓｈ－ＮＴ－３组分别在ＨＳＹＡ组的基础上尾静脉注射１ｍｇ·ｋｇ－１

ｓｈ－ＮＣ和ｓｈ－ＮＴ－３，每 ２天 １次，连续 ６周。对照组和模型组给予等量的
０９％ ＮａＣｌ灌胃和尾静脉注射。用实时定量反转录聚合酶链反应检测 ＮＴ－３
ｍＲＮＡ相对表达水平，用蛋白质印迹法检测骨修复标志物和 Ｎｏｔｃｈ通路关键基
因Ｎｏｔｃｈ受体１（Ｎｏｔｃｈ１）信号通路相关蛋白的相对表达水平。结果　对照组、模
型组、ＨＳＹＡ组的 ＮＴ－３ｍＲＮＡ相对表达水平分别为１００±０１７、３３１±０５９
和５１６±０８４；对照组、模型组、ＨＳＹＡ组、ＮＣ组和ｓｈ－ＮＴ－３组的Ｒｕｎｔ相关转
录因子 ２蛋白相对表达水平分别为１００±０１７、３６７±０６３、７３６±１３５、
７３１±１４２和５７４±１３２，成骨细胞特异性转录因子蛋白相对表达水平分别为
１００±０１８、５７６±１０１、８４９±１４２、８５６±１５４和６４８±１１６，Ｎｏｔｃｈ１蛋白相
对表达水平分别为 １００±０１８、１４４±０２３、１７９±０３４、１８３±０３５和
１５２±０２７。模型组的上述指标与对照组比较，ＨＳＹＡ组的上述指标与模型组
比较，ｓｈ－ＮＴ－３组的上述指标与ＮＣ组比较，在统计学上差异均有统计学意义
（均Ｐ＜００５）。结论　ＨＳＹＡ通过促进 ＮＴ－３表达，激活 Ｎｏｔｃｈ１信号通路改善
大鼠胫骨骨骺损伤。
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Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＮＴ－３ｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄＨＳＹＡｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±０１７，３３１±０５９
ａｎｄ５１６±０８４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ＨＳＹＡｇｒｏｕｐ，ＮＣｇｒｏｕｐａｎｄｓｈ－ＮＴ－３ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±０１７，３６７±０６３，７３６±１３５，
７３１±１４２，５７４±１３２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ
ｗｅｒｅ１００±０１８，５７６±１０１，８４９±１４２，８５６±１５４，６４８±１１６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ
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（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＨＳＹＡｉｍｐｒｏｖｅｓｔｉｂｉａｌｅｐｉｐｈｙｓｅａｌｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓｂｙｐｒｏｍｏｔｉｎｇＮＴ－３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇＮｏｔｃｈ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｈｙｄｒｏｘｙｓａｆｆｌｏｗｅｒｙｅｌｌｏｗＡ；ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ－３；ｅｐｉｐｈｙｓｅａｌｉｎｊｕｒｙ；Ｎｏｔｃｈ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ｔｉｂｉａｌｂｏｎｅ

　　胫骨远端骨骺骨折是青少年常见的骨骺骨折类
型［１］。羟基红花黄色素Ａ（ｈｙｄｒｏｘｙｓａｆｆｌｏｗｅｒｙｅｌｌｏｗｐｉｇ
ｍｅｎｔＡ，ＨＳＹＡ）是红花的主要活性成分。ＨＳＹＡ具有
抗炎、抗氧化、促进骨骼矿化、增加成骨细胞存活力等

作用［２］。Ｎｏｔｃｈ１信号通路调控软骨细胞增殖、分化及
凋亡的过程［３］。神经营养因子 －３（ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ－３，
ＮＴ－３）是一类重要的生长因子，能够刺激和控制神经
的发生，也被发现对地塞米松诱导的小鼠成骨细胞凋

亡起抑制作用［４］。本研究通过构建胫骨骨骺损伤模

型大鼠，基于Ｎｏｔｃｈ通路关键基因Ｎｏｔｃｈ受体１（Ｎｏｔｃｈ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ１，Ｎｏｔｃｈ１）信号通路探究 ＨＳＹＡ通过 ＮＴ－３
对大鼠胫骨骨骺损伤的影响机制。

材料与方法

１　材料
动物　清洁级雄性 ＳＤ大鼠，鼠龄６～８周，体质

量２００～２５０ｇ，山西省肿瘤医院提供。动物许可证
号：ＳＣＸＫ（晋）２０２２－０００２。本实验经山西医科大第
二医 院 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 （伦 理 批 号：

ＤＷ２０２４０６７）。
药品与试剂　羟基红花黄色素 Ａ，规格：每瓶

２５ｍｇ，纯度：≥９８０％，批号：２３６７５，美国 ＭＣＥ公司
生产。Ｔｒｉｚｏｌ裂解液，美国赛默飞公司生产；反转录试
剂盒，瑞士Ｒｏｃｈｅ公司生产；实时定量反转录聚合酶链
反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ｑＲＴ－ＰＣＲ）试剂盒，上海翌圣生物科技有限公司生
产；大鼠骨成型蛋白２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ－２，
ＢＭＰ－２）、转化生长因子 －β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃ
ｔｏｒ－β，ＴＧＦ－β１）酶联免疫吸附测定法（ｅｎｚｙｍｅ－

ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒，均为上海
白益生物科技有限公司生产；兔抗鼠组织蛋白酶 Ｋ、
基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ，ＭＭＰ）－９、
ＭＭＰ－１３、Ｒｕｎｔ相关转录因子２（ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，Ｒｕｎｘ２）、成骨细胞特异性转录因子
（ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，Ｏｓｔｅｒｉｘ）、碱性
磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）、Ⅰ型胶原蛋白、
Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ配体蛋白 １（Ｎｏｔｃｈｌｉｇａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ１，
Ｊａｇｇｅｄ１）、甘油醛 －３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－
３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗体、辣根过氧
化物酶标记山羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ二抗，均为英国
Ａｂｃａｍ公司生产；苏木精 －伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，
ＨＥ）染色试剂盒，上海贝博生物科技有限公司生产。

仪器　ＴＥ－９５ＲＭ高速牙钻，东莞市柯维特医疗
器械有限公司产品；ＥＬＸ８０８酶标仪，美国 Ｂｉｏｔｅｋ公司
产品；ＣｈｅｍｉＤｏｃ凝胶成像系统，美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产
品；ＳＬＡＮ－９６ＳｑＲＴ－ＰＣＲ仪，上海宏石医疗公司
产品。

２　实验方法
２１　模型构建［５］

ＳＤ大鼠用１０％水合氯醛麻醉大鼠，随后取５ｍｍ
皮肤竖直切口，暴露胫骨远端前内侧，用高速牙钻（钻

头直径为２ｍｍ），在近生长板５ｍｍ处骨干中间处开
窗，再将钻头通过此窗插入干骺端生长板中间造成骨

骺损伤。

２２　分组与给药方法
将５０只ＳＤ大鼠分为对照组、模型组、ＨＳＹＡ组、

ＮＣ组和 ｓｈ－ＮＴ－３组，每组１０只，除对照组外其余
４组 均 建 立 胫 骨 骨 骺 损 伤 模 型。ＨＳＹＡ 组 用
１０ｍｇ·ｋｇ－１的ＨＳＹＡ灌胃处理，ｑｄ，连续６周；ＮＣ组
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在ＨＳＹＡ组的基础上尾静脉注射１ｍｇ·ｋｇ－１空白对
照ｓｈ－ＮＣ，每２天１次，连续６周；ｓｈ－ＮＴ－３组在
ＨＳＹＡ组基础上尾静脉注射１ｍｇ·ｋｇ－１ｓｈ－ＮＴ－３，
每２天１次，连续６周。对照组和模型组给予等量的
０９％ＮａＣｌ灌胃和尾静脉注射。
２３　ＨＥ染色观察大鼠胫骨病理学变化［６］

取大鼠胫骨，４％多聚甲醛固定、脱水、石蜡包埋，
切片机切片，烤片后进行ＨＥ染色，用光学显微镜观察
大鼠胫骨病理学变化。

２４　ｑＲＴ－ＰＣＲ检测各组大鼠胫骨骨骺中 ＮＴ－３、
性别决定区 Ｙ框蛋白９（ｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｒｅｇｉｏｎＹ－
ｂｏｘ９，Ｓｏｘ９）、Ⅱ型胶原蛋白和 Ｘ型胶原蛋白 ｍＲＮＡ
的相对表达水平［６］

Ｔｒｉｚｏｌ裂解液提取各组大鼠胫骨骨骺总 ＲＮＡ，反
转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ，用 ｑＲＴ－ＰＣＲ试剂盒进行定
量ＰＣＲ，扩增条件：９５℃５ｍｉｎ；９５℃１０ｓ；６０℃３０ｓ，
循环４０次。以 ＧＡＰＤＨ为内参，按２－ΔΔＣｔ计算 ｍＲＮＡ
相对表达水平。

２５　ＥＬＩＳＡ检测各组大鼠血清中 ＢＭＰ－２和
ＴＧＦ－β１的水平［７］

水合氯醛麻醉大鼠后心脏取血，４℃静置４ｈ，以
４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ取上清液，按 ＥＬＩＳＡ试剂
盒说明书要求检测ＢＭＰ－２和ＴＧＦ－β１的表达水平。
２６　蛋白质印迹法检测各组大鼠骨组织中蛋白的相
对表达水平［８］

处死大鼠并取骨痂组织，研磨、匀浆后提取总蛋

白。二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）法测定蛋白
浓度，取蛋白２０μｇ上样、电泳、转膜反应后，加入一
抗，在４℃孵育过夜，加入羊抗兔二抗，在３７℃孵育
２ｈ后，用增强化学发光试剂盒进行化学发光并拍摄。
以ＧＡＰＤＨ为内参，用ＩｍａｇｅＪ软件分析各组蛋白相对
表达水平。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２４０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，组间比较用独立样本ｔ检验。

结　　果

１　ＮＴ－３在各组大鼠胫骨骨骺中的表达
ＨＳＹＡ组用１０ｍｇ·ｋｇ－１的 ＨＳＹＡ灌胃处理；ＮＣ

组在ＨＳＹＡ组的基础上尾静脉注射１ｍｇ·ｋｇ－１空白
对照ｓｈ－ＮＣ；ｓｈ－ＮＴ－３组在ＨＳＹＡ组的基础上尾静
脉注射１ｍｇ·ｋｇ－１ｓｈ－ＮＴ－３；对照组和模型组给予

等量的０９％ ＮａＣｌ灌胃和尾静脉注射。
模型组大鼠相较于对照组，胫骨可见明显创伤，

且伴有大量的炎性细胞浸润，形成血肿；ＨＳＹＡ组与模
型组相比，大鼠损伤部位几乎愈合，血肿与炎性症状

均得到一定程度的改善，见图１。对照组、模型组和
ＨＳＹＡ组的 ＮＴ－３ｍＲＮＡ相对表达水平分别为
１００±０１７、３３１±０５９和５１６±０８４。模型组与对
照组相比，大鼠胫骨骨骺中ＮＴ－３ｍＲＮＡ相对表达水
平显著升高（Ｐ＜０００１）；ＨＳＹＡ组与模型组相比，大
鼠胫骨骨骺中ＮＴ－３ｍＲＮＡ相对表达水平显著升高
（Ｐ＜０００１）。

图 １　各组大鼠胫骨骨骺部位的苏木精－伊红染色（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｉｂｉａｌｅｐｉｐｈｙｓｉｓｏｆｒａｔｓ
ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×２００）
Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ａｎｅｑｕａｌａｍｏｕｎｔｏｆ０９％ ＮａＣｌｗａｓｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｓｔｏ

ｍａｃｈａｎｄｔｈｅｔａｉｌｖｅｉｎ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｔｈｅｍｏｄｅｌｏｆｔｉｂｉａｌｅｐｉｐｈｙｓｅａｌｉｎｊｕｒｙ

ｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄａｎｄ０９％ ＮａＣｌｗａｓｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｓｔｏｍａｃｈａｎｄｃａｕｄａｌ

ｖｅｉｎ；ＨＳＹＡｇｒｏｕｐ：Ｇｉｖｅｎ１０ｍｇ·ｋｇ－１ｈｙｄｒｏｘｙｌｓａｆｆｌｏｗｅｒｙｅｌｌｏｗｐｉｇｍｅｎｔＡ

ｂｙｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｎｃｅａｄａｙｆｏｒ４ｗｅｅｋｓ

２　羟基红花黄色素 Ａ通过 ＮＴ－３对各组大鼠血清
中ＢＭＰ－２和ＴＧＦ－β１水平的影响

对照组、模型组、ＨＳＹＡ组、ＮＣ组和 ｓｈ－ＮＴ－３
组的 ＢＭＰ－２表达水平分别为（１２３５±２１３）、
（４３６７±８０９）、（９７１３±１３８２）、（９５１０±１４２８）和
（６１２２±１０３７）ｐｇ·ｍＬ－１，ＴＧＦ－β１表达水平分别
为 （９８２６ ± １７０８）、 （３１８２４ ± ５４８８）、
（４３９１９±７１９６）、 （４２３１３ ± ６４４０） 和

（３１５０７±５１６２）ｐｇ·ｍＬ－１。模型组的上述指标与对
照组比较，ＨＳＹＡ组的上述指标与模型组相比，
ｓｈ－ＮＴ－３组的上述指标与 ＮＣ组相比，在统计学上
差异均有统计学意义（均Ｐ＜０００１）。
３　羟基红花黄色素 Ａ通过 ＮＴ－３对各组大鼠骨损
伤标志物水平的影响

ＲＴ－ｑＲＣＲ实验检测大鼠骨组织中 Ｓｏｘ９、Ⅱ型胶
原蛋白和Ｘ型胶原蛋白ｍＲＮＡ相对表达水平：模型组
与对照组相比，ＨＳＹＡ组与模型组相比，ｓｈ－ＮＴ－３组
与 ＮＣ组相比，在统计学上差异均有统计学意义
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见表１。
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ５Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２７）

表１　各组大鼠骨损伤标志物水平的 ｍＲＮＡ相对表达水平的
比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ｂｏｎｅｉｎｊｕｒｙｍａｒｋｅｒｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｓｏｘ９ ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ ｃｏｌｌａｇｅｎＸ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０ １００±０１８ １００±０１７ １００±０１９
Ｍｏｄｅｌ １０ ５１６±０８７ ４２３±０７９ ４７２±０８１

ＨＳＹＡ １０ ７１８±１２５＃＃＃ ６３３±１２１＃＃＃ ７９４±１４６＃＃＃

ＮＣ １０ ７０７±１３１ ６２７±１１９ ８０２±１５２
ｓｈ－ＮＴ－３ １０ ５８９±１１４△ ５０９±０９７△ ６１４±１３４△△

ＮＣｇｒｏｕｐ：ＯｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆＨＳＹＡｇｒｏｕｐ，１ｍｇ·ｋｇ－１ｓｈ－ＮＣｗａｓｉｎｊｅｃｔｅｄ

ｉｎｔｏｔｈｅｔａｉｌｖｅｉｎｏｎｃｅｅｖｅｒｙｔｗｏｄａｙｓｆｏｒ６ｗｅｅｋｓ；ｓｈ－ＮＴ－３ｇｒｏｕｐ：Ｏｎ

ｔｈｅｂａｓｉｓｏｆＨＳＹＡｇｒｏｕｐ，１ｍｇ·ｋｇ－１ｓｈ－ＮＴ－３ｗａｓｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｒａｖｅ

ｎｏｕｓｌｙｅｖｅｒｙｔｗｏｄａｙｓｆｏｒ６ｗｅｅｋｓ；Ｓｏｘ９：ＳｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｒｅｇｉｏｎＹ－ｂｏｘ９；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ ＜０００１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ ＜００５，
△△Ｐ＜００１

４　羟基红花黄色素 Ａ通过 ＮＴ－３对各组大鼠软骨
细胞重塑标志物表达的影响

蛋白质印迹法检测大鼠骨组织中组织蛋白酶 Ｋ、
ＭＭＰ－９和 ＭＭＰ－１３蛋白相对表达水平：模型组与
对照组相比，ＨＳＹＡ组与模型组相比，ｓｈ－ＮＴ－３组与
ＮＣ组相比，在统计学上差异均有统计学意义
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见表２。

表２　各组大鼠骨组织中软骨细胞重塑标志物的蛋白相对表
达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｈｏｎ
ｄｒｏｃｙｔｅｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｍａｒｋｅｒｓｉｎｂｏｎｅｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＣａｔｈｅｐｓｉｎＫ ＭＭＰ－９ ＭＭＰ－１３

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００±０１５ １００±０１７ １００±０１９

Ｍｏｄｅｌ ６８７±１３２ ５６０±１０９ ８８３±１７９

ＨＳＹＡ ９２６±１８４＃＃ ８８６±１７５＃＃＃ １３２８±２４４＃＃＃

ＮＣ ９１５±１７７ ８７４±１７１ １３３７±２１８

ｓｈ－ＮＴ－３ ７６３±１３６△ ６１９±１２６△△ １０４１±２０２△△

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；ＭＭＰ－９：Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ－９；

ＭＭＰ－１３：Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ－１３；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜０００１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜００１，
＃＃＃Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＣｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

５　羟基红花黄色素 Ａ通过 ＮＴ－３对各组大鼠骨修
复标志物表达的影响

蛋白质印迹法检测大鼠骨组织中 Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｔｅｒｉｘ、
ＡＬＰ和Ⅰ型胶原蛋白相对表达水平：模型组与对照组
相比，ＨＳＹＡ组与模型组相比，ｓｈ－ＮＴ－３组与 ＮＣ组
相比，在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见表３。

表３　各组大鼠骨组织中骨修复标志物的蛋白相对表达水平（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｏｆｂｏｎｅｒｅｐａｉｒｍａｒｋｅｒｓｉｎｂｏｎｅｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｒｕｎｘ２ Ｏｓｔｅｒｉｘ ＡＬＰ ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００±０１７ １００±０１８ １００±０１６ １００±０２０

Ｍｏｄｅｌ ３６７±０６３ ５７６±１０１ ２４３±０４２ ４８９±０８４

ＨＳＹＡ ７３６±１３５＃＃＃ ８４９±１４２＃＃＃ ５７７±１０４＃＃＃ ７５５±１４１＃＃＃

ＮＣ ７３１±１４２ ８５６±１５４ ５７３±１１５ ７４１±１３８

ｓｈ－ＮＴ－３ ５７４±１３２△ ６４８±１１６△△ ３８６±０６８△△△ ５９７±１０２△

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｒｕｎｘ２：Ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２；ＡＬＰ：Ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＣｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１，△△△Ｐ＜０００１

６　羟基红花黄色素 Ａ通过 ＮＴ－３对各组大鼠
Ｎｏｔｃｈ１信号通路相关蛋白表达的影响

对照组、模型组、ＨＳＹＡ组、ＮＣ组和 ｓｈ－ＮＴ－３
组的Ｎｏｔｃｈ１蛋白相对表达水平分别为１００±０１８、
１４４±０２３、１７９±０３４、１８３±０３５和１５２±０２７；
Ｊａｇｇｅｄ１蛋白相对表达水平分别为 １００±０２０、
１２３±０２１、１９２±０３７、１９６±０４１和１６１±０３１。
模型组的上述指标与对照组比较，ＨＳＹＡ组的上述指
标与模型组相比，ｓｈ－ＮＴ－３组的上述指标与 ＮＣ组
相比，在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１）。

讨　　论

胫骨远端骨骺骨折是儿童下肢最常见的骨性损

伤，若处理不当，可能会出现骨骺早闭、骨桥形成和关

节不稳定等并发症。本研究发现，胫骨骨骺损伤模型

大鼠胫骨可见明显创伤，且伴有大量的炎性细胞浸

润，形成血肿，ＮＴ－３ｍＲＮＡ表达水平升高，ＨＳＹＡ处
理后，大鼠损伤部位几乎愈合，血肿与炎性症状均得

到一定程度的改善，ＮＴ－３ｍＲＮＡ表达水平再次升
高，推测骨骺受损后，为促进成骨和骨骺修复，ＮＴ－３
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表达上调，ＨＳＹＡ能提高 ＮＴ－３水平，加快胫骨骨骺
损伤修复。

组织蛋白酶 Ｋ是硬组织代谢的重要调节因子。
有研究发现，ＭＭＰ－９由间充质干细胞分泌，帮助其进
入骨损伤部位［９］。此外，ＭＭＰ－１３被报道促进间充
质干细胞的骨向分化［１０］。本研究发现，胫骨骨骺损

伤模型大鼠组织蛋白酶Ｋ、ＭＭＰ－９和ＭＭＰ－１３的表
达水平均显著升高，ＨＳＹＡ处理后，三者表达水平再次
升高，在此基础上敲低 ＮＴ－３则三者表达水平降低，
提示骨骺受损后，骨重建开始，ＨＳＹＡ能促进软骨细胞
重塑，可能通过提高ＭＭＰ蛋白水平，刺激间充质干细
胞转移并分化实现。进一步分析成骨情况发现，

ＢＭＰ－２和 ＴＧＦ－β１指标在 ＨＳＹＡ处理后上升，
ＮＴ－３敲低后下降。ＢＭＰ－２和ＴＧＦ－β１都属于骨源
性生长因子，其中 ＢＭＰ－２可促进成骨细胞与软骨细
胞分化，抑制破骨细胞形成。ＴＧＦ－β１能促进Ⅰ型胶
原蛋白形成，加速骨痂成熟，阻止骨吸收［１１］。研究结

果提示，ＨＳＹＡ可能通过上调 ＮＴ－３水平进而发挥软
骨细胞重塑作用。

研究发现，Ｓｏｘ９通过促进Ⅱ型胶原蛋白表达，参
与胫骨生长板软骨细胞的增殖和分化，软骨的发

育［１２］。Ⅱ型胶原蛋白占胫骨生长板软骨组织中的绝
大部分，帮助关节软骨对抗压力，维持形态，也参与软

骨组织的形成和代谢。Ｘ型胶原蛋白通过与Ⅱ型胶
原蛋白发生联系，形成网格状结构建软骨基质［１３］。

本研究结果表明，ＨＳＹＡ能促进骨骺损伤大鼠 Ｓｏｘ９、
Ⅱ型胶原蛋白和Ｘ型胶原蛋白的表达，下调ＮＴ－３则
出现相反结果。进一步研究大鼠骨修复情况发现，

ＨＳＹＡ与ＮＴ－３对Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｔｅｒｉｘ、ＡＬＰ和Ⅰ型胶原蛋
白有相似调控作用。研究结果提示，ＨＳＹＡ促进骨修
复过程的进行和软骨的形成，主要是通过上调 ＮＴ－３
实现的。

Ｎｏｔｃｈ１信号通路参与调节成骨细胞和破骨细胞
的分化；Ｊａｇｇｅｄ１为 Ｎｏｔｃｈ１信号通路在骨骼系统中表
达最多的配体，在骨痂组织的血管内皮细胞中表达上

调，参与调节骨修复过程中血管生成，进而调控骨折

愈合［１４］。本研究发现，骨骺损伤大鼠骨组织中

Ｎｏｔｃｈ１和 Ｊａｇｇｅｄ１蛋白的表达水平均升高，ＨＳＹＡ处
理再次上调其水平，敲低 ＮＴ－３则抑制 Ｎｏｔｃｈ１信号
通路相关蛋白表达，提示 ＨＳＹＡ可能通过上调 ＮＴ－３
　　

水平，激活 Ｎｏｔｃｈ１信号通路，促进软骨形成以及骨形
成过程，帮助骨骺损伤修复。
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