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摘　要：目的 通过检测大鼠骨折端成纤维细胞生长因子受体３（ＦＧＦＲ３）的表达量，探讨失神经在骨折愈合过程中
对ＦＧＦＲ３表达的作用机制。方法 将９６只成年健康雌性ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为实验组和对照组。实验组建立 Ｔ１０脊
髓离断下的胫骨骨折模型，对照组行单纯胫骨骨折模型，分别于术后第３、５、７、１４、２１、２８天取标本（每个时间点＝８
只），经固定、脱钙处理后，与骨折端上下５ｍｍ处修剪标本，石蜡包埋，切成６μｍ切片。切片应用ＨＥ染色、原位杂
交及ｍａｓｓｏｎ三色染色。术后第７、１４、２１、２８天拍Ｘ片。结果 脊髓神经离断后骨折愈合加速，各时间点实验组ＦＧ
ＦＲ３的表达量均高于对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５），并具有时间分布特点，第３天时较少，第５天时开始
升高，第７天达到高峰，随后逐渐降低，并在第２８天 ＦＧＦＲ３ｍＲＮＡ细胞数趋于０。结论 ＦＧＦＲ３是骨折愈合过程中
的一种膜蛋白，其表达受神经因素的调节。脊髓离断后，可通过调节ＦＧＦＲ３的表达量来加速骨折的愈合。
关键词：成纤维细胞生长因子受体；失神经；骨折愈合；脊髓损伤
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１　引言

骨折的修复是一个反应复杂的过程，包括血肿

炎症机化期、原始骨痂形成期、骨板形成塑形期［１］。

修复过程中有许多炎性介质参与，其中成纤维细胞

生长因子是一种重要的细胞因子，相应的成纤维细

胞生长因子受体在细胞的增殖分化、凋亡中起着重

要作用［２］。成纤维细胞生长因子受体３（ＦＧＦＲ３）是
一种能够自身磷酸化的蛋白激酶受体。大量研究表

明，该受体在组织损伤、细胞增殖分化、骨骼重建中



２０１６年１０月 世界科技研究与发展　 研究论文

ｗｗｗ．ｇｌｏｂｅｓｃｉ．ｃｏｍ 第１０８１　 页

发挥着重要作用，并且是成纤维细胞受体家族中唯

一一个参与骨重建负向调控的跨膜蛋白［３］。临床

上经常可见脊髓损伤后，骨折愈合速度加快，骨痂数

量明显增多，这种现象是否与骨痂中ＦＧＦＲ３的表达
量有关，目前还没有明确的结论。

近年来研究发现：ＦＧＦＲ３主要在软骨成骨过程
中发挥作用，在细胞水平上能够抑制骨髓间充质干

细胞向软骨细胞、成骨细胞增殖分化，促进破骨细胞

的增殖分化［４］，并且通过激活 ＥＲＫ／ＲＡＳ信号通路
调节软骨细胞进入过早的凋亡、细胞外基质的流失、

以及细胞形态的改变，细胞生长停滞，从而来调节骨

的代谢［５］。有学者［６］发现失神经后骨痂的直径较

单纯骨折组大，脊髓神经损伤后，大鼠胫骨骨折愈合

加速，纤维软骨痂增生，骨小梁排列紊乱，矿化能力

下降，骨密度降低，这些变化是否通过脊髓神经损伤

影响ＦＧＦＲ３的表达，目前该机制还不太清楚。
为此，本实验通过建立失神经骨折模型及单纯

骨折模型，应用原位杂交、ＨＥ染色、ｍａｓｓｏｎ染色等
方法从分子水平和细胞水平来探讨失神经后骨折愈

合的变化，并通过 ＦＧＦＲ３的时空表达量的变化，来
证明神经支配与ＦＧＦＲ３的关系，从而为临床治疗失
神经骨折提供理论依据。

２　材料与方法

１）主要材料与试剂
健康成年雌性ｗｉｓｔａｒ大鼠，体重１８０～２００ｇ，６～

８周龄，ＳＰＦ级，购自甘肃省中医药大学实验动物中
心，实验单位使用许可证号：ＳＹＸＫ（甘）２０１５０００５。
主要实验试剂：ＳＳＣ（购自武汉博士德）、Ｍａｓｓｏｎ染色
试剂盒（购自北京索莱宝科技有限公司）。

２）动物分组
将９６只大鼠随机分为实验组（失神经 ＋胫骨

骨折）和对照组（胫骨骨折），每组各４８只，又分为
术后３、５、７、１４、２１及２８天，每个时间点８只大鼠。
３）模型建立
（１）实验组：２％戊巴比妥钠０２５ｍｌ／１００ｇ腹

腔注射麻醉，将大鼠俯卧位固定于手术台上，备皮，

铺无菌洞巾，定位后以 Ｔ１０为中心，行后正中纵行切
口，暴露 Ｔ９Ｔ１１的椎板，用咬骨钳咬除 Ｔ１０棘突、横
突，后椎板，暴露出硬脊膜，用眼科剪剪断脊髓，目视

下确定脊髓离断。见大鼠尾巴甩动，双后肢抽搐，随

后双后肢完全松弛，用针扎尾巴及双后肢见无反应

后，用生理盐水反复冲洗伤口，用凝胶海绵填充于脊

髓离断处，压迫止血。用２０缝线依次逐层缝合肌
肉层、深筋膜，皮肤。无菌辅料包扎。然后于大鼠右

内侧膝关节处行切开约０５ｃｍ的小口，在髌腱处用
电钻插入直径０８ｍｍ的克氏针髓腔内固定，分离
胫骨中上１／３处的肌肉，将插入的克氏针拔出２／３，
用弯钳自分离筋膜肌肉处穿入以稳定胫骨，然后用

线锯截断胫骨，及时用生理盐水冲洗胫骨断面，然后

再将克氏针插入并对合胫骨，逐层关闭伤口。术后

伤口涂撒头孢曲松粉末。

（２）对照组：术前准备同上，但不离断 Ｔ１０脊髓，
同法制备胫骨骨折模型。

４）标本的制备
实验组与对照组分别于术后第３、５、７、１４、２１、

２８天采用腹腔注射麻醉法处死大鼠并取整个患肢，
取材过程中避免损伤骨膜以免破坏骨痂。取出新鲜

的标本迅速放入４％的多聚甲醛中固定２４ｈ，随后
放入１５％的 ＥＤＴＡ中脱钙，三天换一次液，直至脱
钙完成（针穿透无阻滞感）。取出脱钙完成的骨组

织，进行修剪，与骨折线上下５ｍｍ处剪断。随后进
行包埋石蜡切片（厚度）６ｕｍ，用于ＨＥ染色、ｍａｓｓｏｎ
染色、原位杂交。

５）Ｍａｓｓｏｎ染色
常规染色，从形态学观察骨折的愈合情况及其

形态变化。

６）原位杂交
（１）石蜡切片先进行脱蜡和水化：用二甲苯及

不同浓度梯度的酒精进行脱蜡和水化。（２）去蛋
白、固定：用４％的多聚甲醛进行固定２５ｍｉｎ，双蒸水
洗涤，２５℃下，胃蛋白酶中处理１ｍｉｎ，洗涤，室温下
１％的多聚甲醛再固定 １０ｍｉｎ，洗涤三次。（３）杂
交：１μｇ／ｍｌ的探针杂交缓冲液，加热至 ８０℃，１５
ｍｉｎ迅速冷却，在切片上滴加１５μｌ预杂交液，恒温
４０℃过夜。（４）洗涤：７０℃５×ＳＳＣ液中孵育３０ｍｉｎ，
直至盖片浮起，室温下放置１５ｍｉｎ。（５）阻断：在切
片上滴加 ＳＡＢＣ，室温放置３０ｍｉｎ。（６）抗体孵育：
在切片上滴加原位杂交专用的生物素化过氧化物

酶，室温放置３０ｍｉｎ，４℃过夜，然后洗涤，室温放置
１５ｍｉｎ。（７）ＤＡＢ显色：显色试剂 Ａ、Ｂ、Ｃ混合滴加
到切片上，显色后冲洗。（８）复染：使用苏木素对切
片复染，双蒸水冲洗。（９）中性树胶封片。结果判
定：胞浆中出现棕黄色颗粒为阳性细胞。
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图１　７天Ｘ线片 图２　２１天Ｘ线片

图３　７天ｍａｓｓｏｎ三色染色 （×１００倍） 图４　１４天ｍａｓｓｏｎ三色染色 （×１００倍）

图５　２１天ｍａｓｓｏｎ三色染色 （×１００倍） 图６　７天原位杂交（×４０倍）

　　７）Ｘ线摄片
大鼠于术后第７、１４、２１、２８天拍 ＤＲ片，观察骨

折愈合情况。

８）数据处理及统计学分析
最后得到实验数据ＦＧＦＲ３阳性细胞的百分率，

采用ＳＰＳＳ１９０软件进行数据处理，所有实验数据均
以（珋ｘ±ｓ）表示，样本均数间比较采用 ｔ检验，ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

３　结果

３．１　失神经对骨折愈合的影响
不同时间点的Ｘ线显示：脊髓损伤组明显比单

纯骨折组愈合快，骨痂也较后者大（见图１、２）。组
织学观察见图３～５，实验组较对照组可见大量的肥
大软骨细胞及软骨细胞池，细胞排列比较紧密，细胞

间基质明显减少，类骨质较多。失神经组骨小梁排

列较为紊乱。

３．２　失神经对ＦＧＦＲ３表达的影响
不同时间点，每个标本随机选取一张原位杂交

切片，每个时间点共８张切片，随机计数５个高倍视
野（１０００个细胞），在光镜下观察ＦＧＦＲ３ｍＲＮＡ阳性
细胞数目（图６），计算阳性细胞比率，ＦＧＦＲ３ｍＲＮＡ
阳性细胞的细胞浆染色呈现出棕黄色，结果见表１。

表１　ＦＧＦＲ３ｍＲＮＡ阳性细胞数百分比（％）

组别 实验组 对照组

术后３天 １．２１±０．３８ ２．１１±０．３３
术后５天 ３３．７１±１．００ ３９．３９±１．２２
术后７天 ８９．２４±０．８７ ９６．６１±２．３２
术后１４天 ４．０３±０．２５ ５．７２±０．５９
术后２１天 ２．２３±０．３２ ３．１７±０．３１
术后２８天 ０．０２±０．０１ ０．１１±０．０４

４　讨论

４．１　失神经骨折的愈合过程
骨折的重建是一个完全性再生过程，根据骨的
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来源不同，可分为膜内成骨和软骨内成骨［７］。膜内

成骨好发生于不规则扁平骨，如颅骨、肩胛骨等。软

骨内成骨好发生于四肢长骨。骨折愈合过程中分五

个时期：炎症期、血肿机化期、软骨痂形成期、硬骨痂

形成期和塑性期，单纯的骨折为二期愈合，而失神经

骨折由于下肢失去功能而呈现一期愈合。许多学

者［８］已经证实脊髓损伤是一个复杂的病理过程，失

神经后骨痂中神经生长因子及相关的神经肽类物质

减少，而这些因子对骨折的愈合起着重要作用。通

过Ｘ片我们发现，骨折后７天，实验组与对照组骨
折线明显，骨折断端并无明显生长，实验组骨折端的

模糊阴影较对照组明显，密度影增高；术后１４天，失
神经组骨折线已经模糊，骨折对合良好，骨折线两侧

的骨痂影较大，而单纯骨折组骨折线清晰，能观察到

骨折端内的骨痂影；术后２１天，失神经组骨折线基
本已经消失，骨折线两侧形成一个骨膨大，较对照组

明显。在 Ｍａｓｓｏｎ染色上发现，术后７天，失神经骨
折组的类骨质明显较单纯骨折组多，骨痂排列紊乱，

失神经后骨折７天，纤维骨痂及软骨骨痂较单纯骨
折组明显，更进一步从形态学上解释了失神经后骨

折愈合加速，类骨质较对照组多，同时，骨折断端的

骨量较多，骨断端连接处更为紧密。

王永红等［９］证实失神经骨折后１４天，骨痂的数
量明显增多，骨痂的湿重较单纯骨折组明显大。软

骨痂直径较单纯骨折大，硬骨痂直径较单纯骨折小，

骨折愈合加速，这与我们在取标本时观察一致，并且

在组织学上，我们也发现，失神经骨折处骨痂整体较

大，骨小梁排列紊乱，患肢的生物力学也明显下降，

并且不同时间点 ＨＥ染色发现，软骨细胞个数明显
比对照组少，且肥大软骨细胞增多，软骨陷窝明显增

多（见图３～６）。也有学者发现，脊髓损伤后早期形
成大量纤维骨痂和软骨骨痂，骨痂中神经肽免疫阳

性神经纤维较少，明显增厚的骨膜内层骨祖细胞、幼

稚的软骨细胞胞质内 ＣＧＲＰ、ＧＡＬ、ＮＰＹ强阳性表
达；晚期骨痂中神经肽含量较低，编织骨形成少，认

为正常大鼠骨生长活跃区有丰富的肽能神经支配，

脊髓损伤后骨痂中神经肽有显著改变，并引起骨痂

量和质的改变，推测神经因素参与调节骨折愈合，一

方面影响骨折的重建，另一方面可能影响其他一些

蛋白的表达。

４．２　失神经对ＦＧＦＲ３表达的影响
本实验发现 ＦＧＦＲ３在骨折处的表达具有一定

的时间特异性和空间特异性（见图７）。该受体主要
在软骨细胞中表达，主要发生在从炎症机化期到纤

维骨痂形成期骨折愈合过程中，无论在实验组还是

在对照组都得到了进一步的证实。并且通过计数不

同时期 ＦＧＦＲ３ｍＲＮＡ阳性细胞的个数发现，二者的
差异也具有统计学意义，进一步说明了神经影响

ＦＧＦＲ３ｍＲＮＡ的表达，并且 ＦＧＦＲ３ｍＲＮＡ阳性细胞
个数在第７天达到高峰，而术后一周脊髓损伤处于
水肿消退期，如果能在这一时期阻断 ＦＧＦＲ３ｍＲＮＡ
的表达，有助于临床上骨折的愈合。

图７　ＦＧＦＲ３不同时间点的相对表达

脊髓损伤是一个复杂的病理过程，其中神经因

子也参与了骨折的愈合，本实验证明了失神经后

ＦＧＦＲ３ｍＲＮＡ表达的变化，但是参与神经损伤后骨
折愈合的影响因子特别多，具体是哪一种影响因子

还不确定，这正是本实验的不足之处。上文已经表

述，这可能与神经相关肽有关，但具体的机制有待进

一步验证。

有学者［１０］通过基因敲除ＦＧＦＲ３和ＰＴＨｒＰ的小
鼠发现，降钙素基因相关肽与ＦＧＦＲ３的表达能够协
同促进骨的生长，促进软骨细胞池的增深，失神经后

该物质明显增加。Ｙａｍａｎａｋａ等［１１］研究发现，ＦＧ
ＦＲ３突变导入 ＡＤＴＣ５细胞中可致 ＰＴＨｒｐｍＲＮＡ表
达下调，并诱导细胞凋亡。吴卓等［１２］在失神经骨折

研究中发现，细胞的凋亡伴随着整个骨折愈合过程。

失神经后可能通过抑制ＦＧＦＲ３的表达，从而使降钙
素基因相关肽表达增加来促进骨折的愈合，这可以

为临床提供参考价值，通过降钙素基因相关肽类，一

方面促进神经的修复，另一方面促进骨折的愈合。

综上所述，ＦＧＦＲ３的表达变化是失神经后的一
个重要变化，研究二者之间的关系有助于临床上解

决失神经骨折后骨折和神经的修复问题，并进一步

探讨具体的神经因子与ＦＧＦＲ３的关系及具体的作
（下转第１１０６页）
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行量化处理，获取实际样本数据也具有一定困难，故

本文仅选取了工人工资等８个变量进行预测分析。
如何引入更多变量，以完善煤炭物流成本预测指标

体系需要做进一步研究。
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用机制。ＦＧＦ与 ＦＧＦＲ的信号通路非常复杂，并且
可能与某些神经因子具有交叉，涉及一些基因、蛋白

的合成过程，如果进一步加以干预，有助于解决临床

上许多难题。
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