
实 验 研 究

812019 年总第 51 卷第 9期

糖皮质激素的大量使用已经被证实可能引起激

素性股骨头坏死（SANFH）[1]。该病患者通常为中青

年，一旦坏死进展，股骨头发生塌陷，则患者丧失劳动

能力，只能进行关节置换挽救部分关节功能，为家庭

和社会经济带来沉重的负担[2]。SAHFH患者常因大

量使用糖皮质激素导致肾上腺皮质功能不全，临床表

现出畏寒肢冷、面色㿠白、腰膝酸软等肾阳虚症候，部

分患者伴有淡漠懒动、心悸失眠、脉象细涩等心气不

足表现。我们前期使用右归饮加减作为主方搭配其

他保髋手术治疗该类患者，获得了较好的疗效[3]。本

研究基于临床实践进行动物实验，初步探究右归饮加

减方干预SANFH的部分现代医学机制，为其治疗早期

SANFH提供理论依据，现将结果报道如下。

1 实验材料

1.1  实验动物  清洁级雄性新西兰大白兔24只，体

重2.4～3.0kg，兔龄4～5个月，采购于南京青龙山实

验动物中心（动物合格证号：SYXK-201720702），

饲养于南京中医药大学动物实验中心，实验全程对

待实验动物遵循实验动物使用及关怀指南。本研

究经由南京中医药大学附属医院动物伦理委员会

批准。

1.2  药品与试剂  右归饮加减方药物组成：熟地黄

25g、炮附子5g、肉桂5g、淮山药15g、山茱萸10g、菟

丝子15g、枸杞子15g、当归10g、盐制杜仲15g、鹿角

胶15g，中药饮片由江苏省中医院中药房提供。马血

清（规格500mL，Hyclone）；地塞米松磷酸钠注射液

（1mL，5mg，湖北药业有限公司）；青霉素G（80万单

位，利康药业）；庆大霉素（8万单位，利康药业）；泮

托拉唑（40mg，奥德赛制药）；苦味酸（国药集团化

学试剂有限公司）；苏木素、伊红、丽春红-品红、苯

胺蓝及副品红试剂（四季青公司）；免疫组化所用一

抗及二抗由江苏省中医院病理科提供。

1.3  实 验 仪 器  3.0T核 磁 共 振（MRI，Siemens），

倒 置 相 差 显 微 镜（上 海 光 学 仪 器 厂），MicroCT
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摘 要  目的：观察右归饮加减方对激素性股骨头坏死的治疗作用并探索其治疗机制。方法：采用大剂量马血清联合

地塞米松制造早期股骨头坏死兔模型。将12只造模成功的白兔随机分为模型组和右归饮组，另随机选取同批次大白兔6只
作为空白对照组，分别给予右归饮加减方水煎液和纯净水灌胃干预6周。比较3组白兔基础代谢率变量；取各组白兔股骨

头，显微CT（MicroCT）对比骨小梁密度；制作股骨组织切片，苏木精伊红（HE）染色，光镜下观察骨小梁形态，比较空骨陷窝

数；丽春红-品红（MASSON）染色观察成骨细胞数；抗酒石酸酸性磷酸酶（TRAP）染色观察破骨细胞数；血管内皮生长因子

（VEGF）免疫组化染色观察血管新生情况。结果：右归饮组基础代谢率变量及股骨头组织HE染色的骨细胞数均较模型组显

著升高，而空骨陷窝数显著低于模型组，差异均有统计学意义（P均=0.000）；MicroCT显示右归饮组股骨头单位体积内骨小

梁体积/总体积、骨小梁的厚度/间隙、骨小梁数均较模型组显著提高（P=0.004，P=0.000，P=0.001）；MASSON染色显示右归

饮组白兔股骨头内成骨细胞数明显高于模型组（P<0.05）；TRAP染色提示破骨细胞数空白对照组最低但与右归饮组无统计

学差异，均显著低于模型组（P<0.01）；VEGF免疫组化显示右归饮组股骨头血管新生阳性区面积明显大于空白对照组和模

型组（P<0.05，P<0.01）。结论：右归饮加减方能显著提高激素性股骨头坏死模型白兔的基础代谢和骨密度，其作用机制可能

是促进成骨并抑制破骨活性，显著提高股骨头内血管新生能力。
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（Siemens  Inveon），石蜡包埋及脱水机（武汉俊杰电

子公司，JB-P5），石蜡超薄切片机（武汉俊杰电子公

司，RM2016），Image-pro  plus  6.0（IPP）。

2 实验方法

2.1  造模  所有实验兔入组前均饲养1周排除隐匿

性疾病，单笼颗粒饲料饲养。随机选出6只兔不进

行任何造模干预。另外12只兔采用高剂量马血清静

脉注射联合地塞米松肌注的方法诱导股骨头坏死模

型。具体步骤：连续3周，每周经耳缘静脉注射1次

马血清（20mL/kg）；最后1次马血清注射完后当日开

始肌肉注射地塞米松10mg/kg，每日1次，左右臀肌

交替注射4d。其间予青霉素80万单位及庆大霉素8

万单位肌肉注射预防感染，泮托拉唑40mg静脉注射

保护胃黏膜。注射结束后，对造模白兔进行3.0T髋

关节MRI检查，所有造模兔出现T1低信号、T2高信

号、压脂像高信号的骨髓内水肿和早期股骨头坏死

迹象，造模成功。

2.2  分组与干预  将12只造模成功的兔随机分为

右归饮组和模型组，每组6只；另6只未进行任何干

预的兔为空白对照组。根据体重等量换算及前期本

研究组对右归饮进行的高效液相色谱-四杆飞行时

间质谱血清含药浓度定量，右归饮组予每日1次右

归饮灌胃，每次10mL/kg（含生药约5g）。右归饮的

制备方法如下：除鹿角胶以外其余各药饮片水煎至

250mL，兑入鹿角胶，调整生药浓度为0.5g/mL。模型

组与空白对照组均予纯净水10mL/kg每日1次灌胃。

3组均干预6周。

2.3  观察指标

2.3.1  基础代谢率变量（VBMR）测定  造模结束及

干预结束当天对每只兔采用Read公式变量部分进行

计算，VBMR=0.75×（脉率＋0.74×脉压差）。

2.3.2  取材及组织细胞学项目检测  干预完成并测

定VBMR后，以水合氯醛过量麻醉法将各组白兔处

死，完整取出左侧股骨头，去除附着的肌肉和软组

织，将标本放进50mL离心管内，加入4%多聚甲醛，

在离心管管壁上标注分组及编号、取材时间，以备

检测。

2.3.2.1  骨细胞数及空骨陷窝百分比  将股骨头沿

冠状面剖开，10%EDTA脱钙后冠状面切取2mm厚组

织，脱水、石蜡包埋后切成厚3～4μm的切片，脱蜡，

HE染色，光镜下观察骨小梁形态。200倍镜下随机

选择10个视野，以表格法计数每个视野的骨细胞

数，而后40倍镜下每100个骨细胞计算空骨陷窝所

占百分比。

2.3.2.2  骨小梁体积/总体积、骨小梁的厚度/间隙、

骨小梁数目  使用MicroCT进行骨小梁扫描，扫描

设定参数电压80kV，电流500μA，分辨率中等，

像素40.5μm。对股骨头内部进行同向性断层扫

描，获取图片，软件整合并重建后输出图像。分

别记录并计算每个股骨头内骨小梁体积/总体积

比 值（Bv/Tn，Bone  Volume/Total  Volume）、 骨 小

梁的厚 度/间隙比值（Tn/SP，Trabecular  Thickness/

Trabecular  Spacing），统 计 骨 小 梁 数 目（Tb.N，

Trabecular  Number）。

2.3.2.3  成骨细胞数目  将石蜡切片脱蜡后依次

使用自来水和蒸馏水各冲洗30s，使用Weigert苏木

精液染核5～10min，盐酸酒精分化，充分水洗后使

用丽春红-品红染色液（MASSON）浸染5～10min，

以2%冰醋酸水溶液浸洗片刻后以1%磷钼酸水溶

液分化3～5min，直接用苯胺蓝染色液染5min，以

0.2%冰醋酸水溶液浸洗片刻后固封。显微镜镜检

并采集图像进行分析。每张切片随机挑选至少3

个200倍视野进行拍照，拍照时尽量让组织充满整

个视野，保证每张照片的背景光一致，应用Image-

Pro  Plus  6.0软件计数每个视野内的成骨细胞个

数。

2.3.2.4  破骨细胞数目  制备抗酒石酸酸性磷酸酶

（TRAP）孵育液，将切片置于TRAP孵育液内37℃孵

育50min，镜下观察破骨细胞呈酒红色为止，蒸馏

水漂洗，加入Harris苏木素染3～8min，自来水冲洗，

1%的盐酸酒精分化数秒，自来水冲洗，0.6%氨水返

蓝，流水冲洗，脱水透明，中性树胶封片。显微镜镜

检并采集图像进行分析。分析软件及分析方法同

MASSON染色，应用Image-Pro  Plus  6.0软件计数每

个视野内的破骨细胞个数。

2.3.2.5  新生血管数  采用血管内皮生长因子

（VEGF）免疫组织化学染色。切片二甲苯及梯度

酒精复蜡脱水，蒸馏水清洗2min，柠檬酸-柠檬酸

钠缓冲液中95℃高温修复15min，自然冷却至室

温，PBS缓冲液冲洗3次，每次3min。将切片放入

3%H2O2封闭液常温下孵育15min，PBS缓冲液冲

洗3次，每次3min，完成后使用山羊血清（博士德，

AR0009）孵育20min。一抗孵育：滴加一抗（1∶400，

VEGF  antibody，BA0407），4℃冰箱孵育过夜，PBS

冲洗3次 共15min。二 抗 孵 育：使 用HRP标 记的

山 羊 抗 兔 二 抗（MaxVisionTM  HRP-Polymer  anti-

Mouse  IHC  Kit，KIT-5001）孵 育20min，PBS冲 洗3

次共15min，使用DAB显色液（DAB  Kit，DAB-0031）
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显色1min，蒸馏水阻断显色。最

后使用梯度酒精及二甲苯脱水透

明，中性树胶封固，晾干。每张切

片在200倍镜下选择3个视野，

应 用Image-Pro  Plus  6.0软 件 设

定标准参照色后，计算新生血管

阳性区域面积。

3 实验结果

3.1  各组白兔基础代谢率变量比

较  造模后，造模白兔出现明显

的食欲减退、蜷缩懒动、毛发脱

落等改变，经过右归饮干预，白兔

的基础活动量有所改善，食欲有

所增进。各组白兔基础代谢率变

量比较见表1。

3.2  干预后各组白兔空骨陷窝

百 分 比 及Bv/Tn、Tn/SP、Tb.N比

较  HE染色后光镜下空白对照

组白兔股骨头可见大量新生骨

细胞，骨小梁结构完整；模型组

白兔股骨头可见大量脂肪细胞浸

润，骨小梁破碎；右归饮组白兔

股骨头骨小梁虽有部分断裂，但

结构完整，可见修复，空骨陷窝数

量较模型组显著减少，见图1。

MicroCT显示右归饮干预6周后

兔股骨头内骨小梁结构致密，

数量及厚度均显著优于模型

组，见图2。干预后各组白兔股

骨头骨细胞数、空骨陷窝百分

比及Bv/Tn、Tn/SP、Tb.N比较见

表2。

3.3  各组白兔股骨头成骨细胞及

破骨细胞数比较  干预6周后，

MASSON染色右归饮组与空白对

照组均可见大量成骨细胞，其中

右归饮组转蓝区域明显，提示新

生骨修复活跃，模型组成骨细胞

数目较少，与其他2组相比差异

具有统计学意义（P<0.05），且红

色陈旧骨区域较多，蓝染较少，提

示骨修复能力下降，见图3、表3。

Trap染色右归饮组可见散在破骨

细胞，密度较稀疏，较空白对照

表1  各组白兔基础代谢率变量比较        kJ·M-2·h-1

组别 动物数（只） 造模前 干预前 干预后 t（干预前后） P（干预前后）

模型组 6 199.01±4.49 154.79±9.32 161.60±7.72 -4.147 0.091

右归饮组 6 198.74±5.28 157.75±10.19 189.33±6.86 -11.478 0.000

t -0.720 0.245 11.232

P 0.946 0.816 0.000

注：空白对照组基础代谢率等同于其他组白兔造模前，故未列出。

      空白对照组                  模型组                      右归饮组

图1  干预后各组白兔股骨头组织病理（HE染色，×200）

 

      空白对照组                  模型组                      右归饮组

图2  干预后各组白兔股骨头MicroCT图（×20）

表2  干预后各组白兔股骨头骨细胞数、空骨陷窝百分比及Bv/Tn、Tn/SP、Tb.N比较 

组别 动物数（只） 骨细胞数（个/HP） 空骨陷窝数（%/HP） BV/TN（%） TN/SP（%） Tb.N（个）

模型组 6 10.56±4.04 9.90±1.62 27.50±2.17 13.38±8.34 36.58±3.77

右归饮组 6 16.98±3.70 4.49±0.97 33.89±1.71 21.01±5.39 45.98±7.80

t 6.784 -12.360 2.715 6.098 3.930

P 0.000 0.000 0.004 0.000 0.001

    注： HE染色后，骨细胞数为200倍镜下每标本10个视野计数，空骨陷窝百分

比为40倍镜下每标本10个视野计数，MicroCT计数为每标本股骨头中心

所有含骨小梁区域的总计数（原始放大20倍，图像软件2次放大最大倍数

200倍）。

      空白对照组                  模型组                      右归饮组

图3  干预后各组白兔股骨头MASSON染色图（×200）
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组稍多，差异无统计学意义，可能

提示骨重建较活跃，2组破骨细

胞数目明显少于模型组，差异具

有统计学意义（P<0.05，P<0.01），
见图4、表3。

3.4  各组白兔股骨头新生血管数

比较  右归饮干预后，VEGF免疫

组化可见大量血管新生现象，以

高倍视野下16×16格计数板共

256格计数，单位区域内血管新

生显著高于空白对照组和模型组

（P<0.05，P<0.01），表现为骨小梁

内部可见染色阳性区域，其比例

高于空白对照组和模型组，见图

5、表3。

4 讨论

糖皮质激素通过多重途径导

致SANFH已被大量研究证实，而

这些病理过程并非独立影响股骨

头，而是造成全身的多系统问题。

如糖皮质激素的使用引起胰岛素

水平升高，导致脂肪再分布，微

循环中脂类增多，阻断骨内微循环，同时患者体重增

加，进一步加重股骨头负担[4] ；又如糖皮质激素对前

列腺素和甲状腺素具有拮抗作用，导致患者血运障

碍的同时，常伴畏寒怕冷、懒言少动等症状[5]。本病

患者中医辨证多属肾阳虚证。肾为先天之本，主骨

生髓，肾精为人体先天之精，对骨骼强健起到主宰作

用，因此我们临床常从肾论治。右归饮为经典补肾

阳方。本研究所用的右归饮加减方方中以肉桂、附

子、鹿角胶三者共为君药，肉桂辛甘大热，与附子配

伍，温壮元阳命门之火，鹿角胶甘咸微温，益精填血，

温煦真元，三者相辅相成，共奏补肾助阳之功；熟地

黄滋阴养血，山茱萸益肾固元，枸杞子肝肾同滋，山

药补脾养元，与桂、附、鹿角胶相配伍，取其“阴中求

阳”之意，同为臣药；菟丝子、杜仲补益肝肾强腰膝，

当归养血和血，共为佐药。诸药合用，阴阳互求，使

阳得阴助而化生无穷，先天与后天共养，使精气充足

而源源不竭。已有研究报道了右归饮可能对SANFH

具有一定的干预作用[6-7]，这与肾主骨生髓的理论有

一定契合，然而基于现代医学理论，SANFH的治疗目

标除骨修复外尚需血运重建[8]，右归饮干预的靶点是

否涉及血运重建，其干预作用与中医传统理论能否

找到新的契合点，目前该类研究报道尚较少。

本研究观察到，造模后SANFH兔模型均表现食

量减少、蜷缩少动、心率下降、血压降低等低基础代

谢率体征，符合中医肾阳虚表现，由于心肾同源，模

型兔均伴有一定的心气虚表现，右归饮加减方进行

6周干预后兔模型基础代谢率变量较对照组显著提

高，心率血压明显恢复，基本回复到基线水平，肾阳

足则心得温煦，达到了补肾助阳，同养心肾的效果。

此外，本研究通过HE染色、MicroCT、MASSON及Trap

染色观察右归饮加减方对股骨头内骨修复的影响，

结果显示右归饮加减方能显著提高成骨细胞活性及

数量，降低破骨细胞数目，显著提高骨小梁密度及

厚度，减少空骨陷窝比例，对SANFH早期模型的骨

修复具有较理想的干预效果。有研究表明糖皮质

激素能够诱导骨髓间充质干细胞（MSCs）向脂肪细

胞分化[9]，同时会通过一系列复杂的机制阻碍其向

成骨细胞方向分化[10]。本研究各组白兔股骨头组织

MASSON及Trap染色后，我们发现右归饮组白兔股

骨头破碎骨表面成骨细胞增多而未染色的空泡样脂

肪细胞及破骨细胞相对减少，因此我们猜测右归饮

对SANFH骨修复的机制可能通过诱导MSCs分化而

实现[11]，这与中医肾主骨生髓的理念十分契合。肾

阳足则先天之本得以温煦，肾精得宣，充养骨骼。另

 

        空白对照组                  模型组                      右归饮组

图4  干预后各组白兔股骨头Trap染色图（×200）
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图5  干预后各组白兔股骨头VEGF免疫组化图（×200）

表3  各组白兔股骨头成骨细胞数、破骨细胞数和VEGF阳性区面积比较（x-±s）

组别 样本数 成骨细胞数（个/HP） 破骨细胞数（个/HP） VEGF阳性区面积（格/256 格）

空白对照组 18 24.46±6.12 1.72±0.45 88.15±5.05

模型组 18 9.77±4.55** 6.11±1.90** 75.09±7.97*

右归饮组 18 21.90±3.74# 3.03±0.87## 117.12±9.33*##

注：与空白对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与模型组比较，#P<0.05，##P<0.01。
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外我们通过VEGF染色观察右归饮对SANFH早期股

骨头内修复中再血管化过程的干预效果，结果显示

右归饮能显著提高SANFH模型白兔股骨头内的血管

新生，骨小梁中VEGF阳性表达显著提升，其表达甚

至高于空白对照组。现代研究表明，SANFH的修复

障碍主要在于硬化带形成后坏死区无法形成有效血

管新生，造成局部持续缺血坏死，进而力学塌陷[12]，

因此右归饮促进股骨头内血管新生的作用十分关

键。中医理论认为心主血脉，而血液的运行依赖心

气的推动作用，肾阳为诸气温煦之元阳，右归饮补肾

助阳，温煦气化，心脉得以温养，则脉络得通，四肢得

养，契合了中医肾阳为诸阳之本和心肾同源的学术

理念。

综上所述，右归饮加减方能有效改善SANFH兔

模型的肾阳虚与心气虚症状，提高基础代谢率变量，

同时显著提高股骨头内骨量，促进成骨修复，抑制破

骨活性，显著改善股骨头内血管修复重建能力，其治

疗肾阳虚型SANFH具有一定的理论依据，然而右归

饮加减方具体通过何种通路发挥上述效用仍值得进

一步研究，我们通过网络药理学靶点匹配发现其可

能通过干预骨髓间充质干细胞自噬表达发挥作用，

这是我们下一步的研究方向。此外，基于代谢组学

我们已经初步使用高效液相色谱——四杆飞行时间

质谱筛选了右归饮入血的部分可能有效成分，通过

此技术并进行聚类试验，在右归饮的复方中找到其

治疗SANFH的等效组分也是我们进一步研究的目

标。
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