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目前，糖尿病（Diabetes mellitus，DM）的发病率正逐年升

高，其并发症随之增多[1-2]，但目前DM对骨组织的影响并未引

起人们足够的重视。骨骼系统的常见改变包括骨质疏松、骨

量减少[3]。临床上，医师早已认识到DM患者骨折风险率增加

和骨折延迟愈合的情况[4]，实验中也观察到DM模型大鼠在骨

折愈合过程中，愈合早期所生成的骨痂内细胞增殖量降低，而

胶原的合成及含量减少等现象，但具体作用机制尚不清楚[5]。有

研究报道[6-7]，DM状态下骨形态发生蛋白（BMP）-2可更加促进

成骨细胞分化，并且具有使成骨细胞的前体细胞定向分化为

成骨细胞的能力。白藜芦醇于1940年首次从毛叶藜芦根部分

离得到，随着对白藜芦醇研究的深入，发现白藜芦醇有广泛的

药理作用，如抗肿瘤、抗炎、抗氧化、抗血管疾病、抗菌抗病毒、

免疫调节、抗衰老与雌激素样活性等[8-10]。研究表明，白藜芦醇

能够促使骨髓基质细胞向成骨细胞分化，以剂量依赖方式使

碱性磷酸酶和脯氨酸氢化酶的活性增加[8]，其在明显刺激成骨

细胞增殖和分化的同时，抑制脂肪细胞的分化[9-10]。但是，白藜

芦醇促进成骨细胞分化的具体作用机制尚不清楚。本研究旨

在探讨白藜芦醇对DM模型大鼠骨折愈合的影响，从而为DM
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摘 要 目的：研究白藜芦醇对糖尿病（DM）模型大鼠骨折愈合的影响。方法：尾静脉注射链脲佐菌素（60 mg/kg）以复制大鼠

DM模型，无菌操作下切开大鼠左侧腿部皮肤，显露左胫骨上段，线据横行锯断胫骨（胫骨平台下约0.8 cm处），复位、缝合、夹板外

固定，以复制大鼠DM骨折模型。实验分为4组，即正常对照（等容生理盐水）、DM骨折模型（等容生理盐水）、氟化钠（20 mg/kg）

与白藜芦醇（20 mg/kg）组，灌胃给药，每天1次，连续8周。测定给药2、8周后的血糖、血钙、血磷、碱性磷酸酶（ALP）；显微镜观察

给药 2、4、8周后的病理形态学变化；免疫组化法测定给药 2、4、8周后的骨形态发生蛋白（BMP）-2和骨保护素（OPG）的表达；

Western blot法测定给药8周后的BMP-2和OPG蛋白的表达。结果：与DM骨折模型组比较，白藜芦醇组给药2、8周后的血糖含量

显著降低，给药8周后血钙、血磷含量显著升高（P＜0.01或P＜0.05）；给药2、4、8周后白藜芦醇组病理形态学显著改善；给药8周

后，白藜芦醇组 BMP-2表达显著增强，给药 4、8周后 OPG 表达显著增强（P＜0.01或 P＜0.05）；给药 8周后，白藜芦醇组 BMP-2、

OPG蛋白表达显著增强。结论：白藜芦醇可使DM骨折模型大鼠BMP-2、OPG的表达增强，这为白藜芦醇应用于DM骨折愈合的

治疗提供了理论依据。
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Influence of Resveratrol on the Process of Fracture Healing in Diabetic Model Rats
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na）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of resveratrol on the process of fracture healing in diabetic model rats. METH-

ODS：Diabetic rat model was induced by streptozotocin via tail vein（60 mg/kg）. Left leg of rats was incised under sterilized condi-

tion to expose the upper part of left tibia；tibia was sawed off with wire saw（about 0.8 cm below tibial plateau），reset，sutured

and fixed with splint to induce DM cataclais model prats. Model rats were divided into 4 groups，i.e. control group（constant vol-

ume of normal saline），DM cataclasis model group（constant volume of normal saline），sodium fluoride group（20 mg/kg）and res-

veratrol group（20 mg/kg）. They were given relevant medicine intragastrically once a day for 8 weeks. Blood glucose，calcium，

phosphorus，alkaline phosphatase（ALP）after 2 and 8 weeks of treatment；pathomorphology was observed after 2，4 and 8 weeks

of treatment，and protein -2（BMP-2） and osteoprotegerin （OPG） expression were detected by immunohistochemical method；

BMP-2 and OPG expression were detected by Western blot after 8 weeks of treatment. RESULTS：Compared with DM cataclasis

model group，blood glucose of resveratrol group decreased significantly after 2 and 8 weeks of treatment，blood calcium and phos-

phate increased significantly after 8 weeks of treatment（P＜0.01 or P＜0.05）； pathomorphology of resveratrol group improved sig-

nificantly after 2，4 and 8 weeks of treatment；BMP-2 expression of resveratrol group increased after 8 weeks of treatment，OPG ex-

pression of resveratrol group increased after 2 and 8 weeks of treatment；protein of BMP-2 and OPG expression of resveratrol

group increased after 8 weeks of treatment.CONCLUSION：Resveratrol can enhance the expression of BMP-2 and OPG in in-

crease diabetes fracture rats，which provide experimental basis for resveratrol applied in the treatment of diabetes fracture healing.

KEY WORDS Diabetes；Resveratrol；OPG；BMP-2；Fracture healing
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性骨质疏松及骨折的治疗提供理论和实验基础。

1 材料
1.1 仪器

安稳型血糖仪（长沙三诺生物传感技术股份有限公司）；

低速自动平衡离心机（湖南湘仪离心机仪器有限公司）；电热

鼓风干燥箱（余姚工业仪表二厂）；RM-2135型石蜡切片机（德

国Leica公司）；UV751GD型紫外-可见分光光度计（上海分析

仪器厂）；CX31型生物显微镜（日本Olympus公司）。

1.2 药品与试剂

链脲佐菌素（STZ，美国Sigma公司）；白藜芦醇（郑州荔诺

生物科技有限公司，批号：20100412，纯度：98％）；氟化钠

（NaF，厦门维尊生物工程有限公司，批号：20090521）；BMP-2、

骨保护素（OPG）多克隆抗体、SABC试剂盒、DAB显色试剂盒

（武汉博士德生物工程有限公司）；钙（Ca）、磷（P）、碱性磷酸酶

（ALP）酶联免疫测试盒（南京建成生物技术有限公司）。

1.3 动物

健康成年SD大鼠60只，8周龄，♂，体质量200～220 g，由

辽宁医学院实验动物中心提供[动物使用许可证号：SYXK

（辽）2003-0011]。

2 方法
2.1 复制模型与分组、给药

大鼠适应性饲养1周，禁水、禁食12 h后，一次性尾 iv STZ

溶液（60 mg/kg，溶于 10 mmol/L柠檬酸钠缓冲液中，pH4.5）以

复制DM模型，复制模型 48 h后血糖浓度＞16.7 mmol/L者纳

入实验进行下一步复制模型，DM模型大鼠在无菌操作下切开

左侧腿部皮肤，显露左胫骨上段，线据横行锯断胫骨（胫骨平

台下约0.8 cm处），复位、缝合、夹板外固定以复制DM骨折模

型。实验分为 4组，即正常对照（等容生理盐水）、DM骨折模

型（等容生理盐水）、NaF（20 mg/kg）与白藜芦醇（20 mg/kg）

组。DM模型大鼠复制成功后第2天开始 ig给药，每天1次，连

续8周。

2.2 标本收集

大鼠分别在给药 2、8周后禁食 12 h，称体质量，采尾血测

血糖含量，以酶联免疫法测定血Ca、血P、ALP含量。

2.3 骨组织显微结构观察

分别在给药 2、4、8周后处死各组大鼠，各 5只，取左侧胫

骨，剔除软组织，置于5％硝酸溶液中脱钙48 h，再置10％甲醛

中低温保存，待测。取左侧胫骨，固定、漂洗、脱钙，然后取干

骼端，制成石蜡切片，染色，光镜下观察。

2.4 免疫组化法测定BMP-2和OPG的表达

用MIAS-2000型图像分析系统采集显微镜下图像（给药

2、4、8周后），每张玻片随机选取 10个视野，进行图像分割后，

检测阳性细胞，根据细胞显色物质的深浅，计算机自动测量各

视野的灰度值，以其均值作为各标本的灰度值进行比较。

2.5 Western blot法测定大鼠BMP-2和OPG蛋白的表达

给药8周后，取骨组织通过灌胶、电泳、转膜、杂交，最后取

出PVDF膜，洗涤液洗膜，NCIP/NBT显色，待蛋白条带显示清

晰时，终止反应，扫描。利用Gene Genius生物图像凝胶分析仪

测定目的蛋白条带亮度。以β-actin作为内参照，并以正常对照

组样品条带亮度为100％，计算各种样品的相对值作为各蛋白

质的相对表达量。

2.6 统计学方法

数据以x±s表示，采用SPSS17.0统计软件包统计分析，组

间均数比较用独立样本的 t 检验，组内均数比较用配对 t 检

验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 大鼠血糖、血Ca、血P、ALP含量测定结果

与正常对照组比较，给药2周后DM骨折模型组大鼠血糖

含量显著升高（P＜0.01）；给药 8周后，DM骨折模型组大鼠血

糖含量显著升高，血 Ca、血 P 含量显著减少（P＜0.01或 P＜

0.05）。与DM骨折模型组比较，给药2周后白藜芦醇组大鼠血

糖显著降低（P＜0.01）；给药 8周后白藜芦醇组大鼠血糖含量

显著降低，血Ca、血P含量显著增加（P＜0.01或P＜0.05）。血

清骨代谢指标测定结果见表1。

表1 血清骨代谢指标测定结果（x±±s）

Tab 1 Results of bone metabolism indicator in serum（x±±s）

组别
正常对照组

DM骨折模型组

NaF组

白藜芦醇组

时间点，周
2

8

2

8

2

8

2

8

血糖，mmol/L

5.70±0.56

5.89±0.54

30.67±2.13＊＊

31.52±2.05＊＊

29.93±3.42##

28.71±2.40##

29.23±3.24##

28.51±2.76##

血Ca，mmol/L

3.89±0.86

3.92±0.58

3.45±0.17

2. 56±0.20＊

3.41±0.51

2. 63±0.32#

3.58±0.87

2.69±0.54#

血P，mmol/L

2.50±0.64

2.72±0.39

2.44±0.45

1.62±0.24＊

2.51±0.35

1.84±0.32#

2.57±0.25

1.98±0.25#

ALP，μmol/L

96.12±17.91

98.43±13.22

121.21±23.10

134.32±17.41

121.10±17.82

117.37±13.47

116.30±19.53

100.24±23.18

与正常对照组比较：＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与 DM 骨折模型组比

较：#P＜0.05，##P＜0.01

vs.normal control group：＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs.DM cataclasis

model group：#P＜0.05，##P＜0.01

3.2 病理形态学观察

第2周DM骨折模型组少见新生骨小梁形成，单核巨噬细

胞与多核巨噬细胞较多；白藜芦醇组可见较多骨小梁，成骨细

胞及软骨细胞多见；正常对照组骨小梁丰富，骨小梁厚度较

宽，间距小，相互连接成网。第 4周DM骨折模型组骨小梁相

互连接，有少量骨细胞形成；NaF、白藜芦醇组骨小梁融合成

片，软骨骨痴逐渐被新生骨小梁代替。第8周DM骨折模型组

骨小梁融合，软骨骨痴被新生骨小梁代替，仍可见纤维骨痴；

NaF、白藜芦醇组骨小梁开始塑行，向板层骨转化，纤维骨痴消

失，见较多破骨细胞，同时白藜芦醇组骨小梁较NaF组增多、

增粗，相互连接成尚规整的网状结构。病理切片见图1～图3。

3.3 免疫组化法测定BMP-2和OPG的表达

BMP-2和OPG在骨小梁及骨髓腔中均有表达，主要在成

骨/基质细胞中表达，与正常对照组比较，给药 2、4、8周后DM

骨折模型组大鼠胫骨BMP-2和OPG的表达显著减少（P＜0.01

或P＜0.05）；与DM骨折模型组比较，给药 8周后白藜芦醇组

大鼠胫骨BMP-2表达显著增强，给药 4、8周后OPG的表达显

著增强（P＜0.01或P＜0.05）。BMP-2和OPG的表达见表2。

3.4 Western blot法测定大鼠BMP-2和OPG蛋白的表达

与正常对照组比较，DM骨折模型组大鼠BMP-2和OPG

蛋白表达显著减弱（P＜0.01）；与DM骨折模型组比较，白藜芦

醇组大鼠BMP-2和OPG蛋白表达显著增强（P＜0.05）；NaF组

和白藜芦醇组比较无统计学意义（P＞0.05），这一结果与免疫

组化测定结果基本相符。DMP-2和OPG蛋白的表达见图4。

4 讨论
4.1 白黎芦醇对DM大鼠骨代谢生化指标的影响
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骨是人体最大的Ca、P存储库，当骨吸收增加时，骨Ca、骨

P释放入血，即骨Ca、骨P含量降低，血Ca、血P增加。本研究

中白藜芦醇能降低血Ca、血P含量，说明白黎芦醇在DM骨折

大鼠体内具有抑制骨吸收的作用。这进一步证明了白黎芦醇

具有促进骨折愈合的作用。ALP是观察骨代谢性疾病常用的

生化指标之一，主要反映骨形成的功能状态。血清中近一半

的ALP来自于骨，其余主要来自肝脏。在影响肝功能因素较

小的动物实验中，在骨形成增加时血清中ALP升高。本研究

中白藜芦醇对DM骨折大鼠ALP含量的升高作用不明显，说

明白黎芦醇对骨折愈合作用主要表现为抑制骨吸收。

4.2 白黎芦醇促进成骨因子BMP-2的表达

BMP-2是一个生长分化因子家族，该家族与其结合蛋白

通过共同、有机地调节动物或人体关节、肌肉、肌腱和韧带等

各个动态环节，参与骨、软骨、韧带、肌腱和神经组织的形态发

生过程，并对骨及软骨缺损后的再生有重要的作用。其中

BMP-2能促进成骨细胞标志基因：骨诱导蛋白、ALP、核心结

合因子、脂肪酸偶联蛋白 4等的表达，这些基因相应蛋白在成

骨细胞分化中也起到非常关键的作用[11]。因此，BMP-2在骨形

成过程中起到十分关键的作用，任何能够增加BMP-2表达的

A B

C D
图1 第2周病理切片（HE，100×）

A.正常对照组；B.DM 骨折模型组；C.NaF组；D.白藜芦醇组

Fig 1 Pathological section of second week（HE，100×）
A. normal control group；B.DM cataclasis model group；C. NaF group；

D. resveratrol group

A B

C D

图2 第4周病理切片（HE，100×）
A.正常对照组；B.DM 骨折模型组；C.NaF组；D.白藜芦醇组

Fig 2 Pathological section of forth week（HE，100×）
A.normal control group；B.DM cataclasis model group；C. NaF group；

D. resveratrol group

A B

C D

图3 第8周病理切片（HE，100×）
A：正常对照组；B：DM骨折模型组；C：NaF组；D：白藜芦醇组

Fig 3 Pathological section of eighth week（HE，100×）
A. normal control group；B.DM cataclasis model group；C. NaF group；

D. resveratrol group

表2 BMP-2和OPG的表达（x±±s，n＝5）

Tab 2 The expression of BMP-2 and OPG（x±±s，n＝5）

组别
正常对照组

DM骨折模型组

NaF组

白藜芦醇组

时间点，周
2

4

8

2

4

8

2

4

8

2

4

8

BMP-2

169.32±2.84

172.41±4.55

170.85±3.51

123.89±2.34＊＊

140.20±4.21＊＊

154.30±5.32＊

130.31±5.46

152.16±3.71

168.15±5.25#

132.25±3.11

156.91±4.55

171.31±5.15#

OPG

172.43±4.07

166.52±5.25

176.94±5.10

140.19±5.18＊

124.55±7.51＊＊

150.32±6.23＊

139.84±11.26

150.37±8.49#

163.49±8.93##

143.49±10.39

155.38±9.23#

169.38±17.86##

与正常对照组比较：＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与 DM 骨折模型组比

较：#P＜0.05，##P＜0.01

vs.normal control group：＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. DM cataclasis

model group：#P＜0.05，##P＜0.01

图4 BMP-2和OPG蛋白的表达
A. BMP-2蛋白；B. OPG蛋白；1.正常对照组；2.DM 骨折模型组；3.NaF

组；4.白藜芦醇组

Fig 4 The expression of protein of BMP-2 and OPG
A.the protein of BMP-2；B. the protein of OPG；1. normal control
group；2.DM cataclasis model group；3.NaF group；4. resveratrol

group

A

B

1 2 3 4

1 2 3 4
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药物，都可以纳入治疗骨质疏松及骨折的范围。本研究结果

表明，DM骨折模型组大鼠股骨BMP-2表达较正常对照组明显

减少，与正常对照组比较，白藜芦醇组和 NaF 组大鼠胫骨

BMP-2表达增加，说明白藜芦醇对DM骨折有治疗作用。

4.3 白黎芦醇上调DM骨折大鼠OPG的表达

OPG属于肿瘤坏死因子受体家族，成骨细胞分泌的OPG

是NF-κB受体活化因子配体的假受体，它可以通过与NF-κB

受体活化因子配体结合，竞争性阻止破骨细胞中NF-κB受体

活化因子配体与NF-κB受体活化因子结合，从而抑制破骨细

胞形成和活化、促进破骨细胞的凋亡[12-15]。本研究结果表明，

DM骨折模型组大鼠股骨OPG表达较正常对照组明显减少，

与正常对照组比较，白藜芦醇组和NaF组大鼠胫骨OPG表达

增加，这进一步验证了白藜芦醇有抑制骨吸收的作用。
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我国获得国际标准化组织/外科植入物和矫形器械标准化技术委员会/组织工程医疗产品分技术委员会国际投票权

本刊讯 2013年 3月 26日，我国组织工程医疗器械产品

分技术委员会秘书处收到了国际标准化组织（ISO）国际部的

通知，我国作为国际标准化组织/外科植入物和矫形器械标准

化技术委员会/组织工程医疗产品分技术委员会(ISO/TC150/

SC7) 的积极成员国（P成员）已经完成注册，同时获得了 ISO/

TC150/SC7标准化活动的国际投票权。

国际组织工程医疗产品分技术委员会成立于 2007年，已

有 12个成员国，我国是第 13个，也是亚洲发展中国家第一个

成员国。这对我国跻身于先进国家行列，跨越相关技术壁垒，

参与该技术领域国际贸易的公平竞争具有重要意义。2012年

12月，中国食品药品检定研究院（以下简称“中检院”）作为全

国外科植入物和矫形器械标准化技术委员会组织工程医疗器

械产品分技术委员会秘书处的承担单位，完成了分技术委员

会的筹建工作。2013年 1月 14日，中检院向国家标准化管理

委员会正式申请加入 ISO/TC150/SC7成员国，3月 20日，国家

标准化管理委员会正式同意中检院承担 ISO/TC150/SC7的国

内技术对口单位,并以P成员身份参加该分技术委员会相关活

动（标委办外函〔2013〕42号）。

组织工程作为一个多学科交叉的新兴技术，近十几年来

发展迅速，给传统医学带来了革命性的创新，在再生医疗领域

发挥着不可替代的作用。美国FDA已批准组织工程化皮肤及

软骨等近10个产品上市，我国也批准了组织工程皮肤上市，组

织工程产品的产业已开始形成。然而，国际、国内在组织工程

医疗产品技术领域均存在着标准滞后问题，因此限制了该类

产品的临床应用和产业化发展。我国在组织工程领域的技术

水平已基本与国际接轨，在软骨再生等技术领域处于国际领

先水平。成为 ISO/TC150/SC7的成员国，不仅使我国赢得了在

该领域国际标准化活动中的话语权和实质性地参与国际标准

制修订工作的机遇，也将在促进我国组织工程医疗器械产业

发展，使人民早日用上高科技组织工程医疗产品方面发挥重

要作用。
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