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尼古丁对大鼠骨折愈合和骨痂血管内皮生长因子表达的影响
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　　摘　要：目的　探讨尼古丁对大鼠骨折愈合和骨痂血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）表达的影响。方法　将１２０只ＳＤ大鼠随机分

为３组，低尼古丁组（狀＝４０）、高尼古丁组（狀＝４０）和对照组（狀＝４０）。建立骨折愈合模型，于建模后第３、７、１４、２１天分别处死１０

只大鼠，采集桡骨骨折部位骨痂组织，采用苏木素伊红（ＨＥ）染色进行显微镜下观察、测量骨痂厚度和成熟度，采用免疫组织化学

染色检测骨痂中ＶＥＧＦ表达水平。结果　建模后第３天，低尼古丁组、高尼古丁组大鼠骨痂厚度、成熟度及ＶＥＧＦ表达水平与对

照组的差异无统计学意义（犘＞０．０５）。建模后第７、１４、２１天，低尼古丁组、高尼古丁组大鼠的 ＶＥＧＦ表达水平高于对照组，但骨

痂厚度和成熟度低于对照组（犘＜０．０５）；低尼古丁组大鼠ＶＥＧＦ表达水平高于高尼古丁组（犘＜０．０５）。结论　尼古丁减少骨痂形

成，延缓骨折愈合过程，促进ＶＥＧＦ表达，且不同尼古丁剂量对ＶＥＧＦ表达的影响不同。
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　　尼古丁又名烟碱，是烟草中的重要成分。全球烟民众多，

美国有６千多万，欧盟有１亿多，而中国烟民高达３亿多
［１］。

烟草给人们的身体健康带来了巨大的威胁，已经引起全球的广

泛关注。尼古丁作为烟草中的重要成分，会对心血管、呼吸系

统、消化系统等系统产生危害［２］，尼古丁对健康的危害已经有

很多相关研究了，但是关于尼古丁对骨折愈合影响的研究却很

少。为了研究尼古丁对骨折早期愈合的影响，本实验以ＳＤ

（ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ）大鼠为实验材料建立尼古丁生物效应下的

骨折愈合动物模型，通过观察骨痂厚度、成熟度和骨痂中血管

内皮生长因子（ＶＥＧＦ）分析尼古丁对大鼠骨折愈合的影响，进

而探讨尼古丁对人体骨折愈合的影响。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　１２０只健康ＳＤ大鼠，７周龄，雄性，体质量

２６０～３００ｇ，平均（２８０．０±２０．０）ｇ。购自广东省医学动物实验

中心（粤监证字２００Ａ０ＳＣＸＫ２００３０００２），动物的饲养和实验的

进行均在深圳市人民医院动物实验室。整个实验过程中对动

物的实验操作符合《关于善待实验动物的指导性意见》的

要求［３］。

１．１．２　试剂　磷酸氢二钠（分析纯）、磷酸二氢钠（分析纯）、枸

橼酸（化学纯）；ＶＥＧＦ免疫组织化学试剂盒（美国ＡＤＬ公司）；

尼古丁标准液（美国Ｓｉｇｍａ公司，纯度不低于９９％，５ｍＬ／支）。

１．２　实验方法

１．２．１　分组　将１２０只ＳＤ大鼠随机分成３组，低尼古丁组、

高尼古丁组和对照组，每组４０只。

１．２．２　骨折愈合模型的建立　对照组大鼠注射生理盐水

０．５ｍＬ·ｋｇ
－１·ｄ－１，低尼古丁组大鼠注射尼古丁２ｍｇ·

ｋｇ
－１·ｄ－１，高尼古丁组大鼠注射尼古丁４ｍｇ·ｋｇ

－１·ｄ－１，连

续注射３周后，对大鼠进行腹腔麻醉（１０％水合氯醛，０．３ｍＬ／

１００ｇ），进行手术，切开皮肤，锯断桡骨，造成３ｍｍ的桡骨缺

损，使用生理盐水冲洗切口后逐层缝合，不做任何固定。术后

继续分笼常规饲养，连续３ｄ，每天肌内注射青霉素８００００Ｕ／

１００ｇ进行抗感染治疗，并继续分别注射生理盐水和尼古丁。

１．２．３　标本采集　模型建立后的第３、７、１４、２１天，每组随机

处死１０只大鼠，以骨折断端上下０．５ｃｍ取骨痂组织。将骨痂

组织经过固定、脱钙、石蜡包埋后制成切片，进行苏木素伊红

（ＨＥ）染色后于显微镜下观察、测量骨痂厚度和成熟度。进行

ＶＥＧＦ免疫组织化学染色、观察，用Ｂｉｏｍｉａｓ９９图像分析系统

·２１１３· 国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２３

 基金项目：深圳市科技计划资助项目（２０１１０３３２９）。　作者简介：黄伟忠（１９８０～），男，主管检验师，主要从事临床检验科的工作。



软件处理，观察骨痂中ＶＥＧＦ阳性表达的细胞数目。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，多组间用单因素方差分析，组间两两比较

采用狇检验，以α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。骨痂成熟度采用描述性分析。

２　结　　果

２．１　骨痂厚度测量结果　骨折愈合模型建立后的第３、７、１４、

２１天分别比较３组间的差异性，见表１。模型建立后的第３

天，３组间的差异无统计学意义（犘＞０．０５），第７、１４、２１天，３

组间的差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。２个剂量的尼古丁组

间的比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　　骨折愈合不同时间点各组大鼠的骨痂

　　　厚度（狓±狊，ｍｍ）

组别 狀 第３天 第７天 第１４天 第２１天

对照组 １０ １．１０±０．１４ １．５９±０．０９ １．９８±０．１２ ２．３９±０．０９

低尼古丁组１０ １．０６±０．１０ １．４３±０．１２ １．７８±０．０８ １．９３±０．１１

高尼古丁组１０ １．０５±０．０９ １．３９±０．０９ １．６８±０．０９ １．８９±０．０９

２．２　骨痂成熟度测定结果的描述性分析　（１）对照组大鼠：术

后第３天，骨内、外膜开始增厚；术后第７天，骨折端的新生血

管出现，肉芽组织形成，纤维母细胞增生，可见少量的成骨细

胞；术后第１４天，外骨痂中肉芽组织生长，纤维性骨痂生成、新

生的毛细血管出现，骨生成细胞和成骨细胞增多明显；术后第

２１天，骨折端纤维母细胞减少，纤维性骨痂减少，软骨骨痂和

编织骨痂增多。（２）低尼古丁组和高尼古丁组：术后第３、７天，

骨痂成熟度与对照组无明显的差异；第１４、２１天，骨痂中的成

纤维细胞和纤维性结缔组织含量增加，但成骨细胞的增殖数量

减少，骨痂成熟度低，内、外骨痂塑型晚。

２．３　ＶＥＧＦ阳性细胞数检测结果　模型建立第３天，各组大

鼠ＶＥＧＦ阳性细胞数的差异无统计学意义（犘＞０．０５）；模型建

立第７、１４、２１天，对照组与两尼古丁组比较，ＶＥＧＦ阳性细胞

数差异均有统计学意义（犘＜０．０５），低、高尼古丁组 ＶＥＧＦ表

达均高于对照组，且２个尼古丁组之间比较，差异有统计学意

义（犘＜０．０５），见表２。ＶＥＧＦ在早期骨痂中表达区域主要集

中在血管内皮细胞、成纤维细胞、骨膜间充质细胞、成骨细胞、

破骨细胞以及炎症细胞上。

表２　　骨折愈合不同时间点各组大鼠的ＶＥＧＦ阳性

　　　细胞数（狓±狊，个／ＨＰ）

组别 狀 第３天 第７天 第１４天 第２１天

对照组 １０ ２４．２±６．４ ２２．８±７．３ ４１．０±２．９ ６３．０±５．５

低尼古丁组１０ ２４．６±３．７ ３８．４±２．１ ４９．６±４．２ ７７．８±１．１

高尼古丁组１０ ２６．４±２．３ ３２．２±２．１ ４６．０±３．４ ７１．０±５．３

３　讨　　论

本研究没有采用吸烟法，而是采用注射尼古丁的方法对大

鼠进行处理，减少了实验误，这是因为采用吸烟法，每只老鼠对

尼古丁的吸收是不同的，容易造成实验的误差，而皮下注射避

免了这种误差的产生，提高了实验的准确性［４８］。低尼古丁组

大鼠注射尼古丁的剂量相当于每天吸１～２包烟，高尼古丁组

大鼠相当于每天吸２～３包烟
［９１３］。

尼古丁影响骨痂增殖分化，减少骨痂形成，抑制骨的成熟

改造，延缓骨折愈合过程，促进 ＶＥＧＦ表达促进内皮细胞增

生，从而促进血管新生，且不同尼古丁剂量对 ＶＥＧＦ表达的影

响不同［１４］。

尼古丁的生物效应十分复杂，一方面能影响骨痂的增殖分

化，使骨痂形成减少；抑制骨的成熟改造，使骨骼愈合过程减

缓。另一方面，尼古丁可促进ＶＥＧＦ的表达，可能促进血管新

生，且不同剂量的尼古丁对ＶＥＧＦ表达影响不同，其临床意义

有待进一步研究［１５］。
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