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Abstract 
 
BACKGROUND: Animal experiment has demonstrated that adiponectin affected proliferation and differentiation of osteoblasts and 
osteoclasts. The clinical research found that adiponectin has certain correlation to bone density, however, the mechanisms 
remains poorly understood.   
OBJECTIVE: To evaluate the effect of direct injection of recombinant rat adiponectin into the hip joint on steroid-induced avascular 
necrosis of femoral head in rats.  
METHODS: Sprague Dawley female rats were randomly divided into 4 groups. All rats were established the early steroid-induced 
avascular necrosis of femoral head models by peritoneal injecting prednisolone acetate except those in the control group, which 
were received isodose physiological saline. Then, the rats in the low dose group and high dose group were injected with 1 μg or 10 
μg of recombinant adiponectin into the right hip, respectively; those in the saline group were injected with isodose physiological 
saline. The right femoral head of all rats were examined by X-ray at 4 weeks after the injection. The extent of necrosis and repair 
were observed under a light microscope. Trabecular bone area, empty bone lacuna rate, vascular number were analyzed and the 
expression of tumor necrosis factor α (TNF-α) of the femoral head was detected by immunohistochemical method. 
RESULTS AND CONCLUSION: The results of X-ray examination showed that control group and high dose group were normal, 
bone density of femoral head was uneven and trabecular bone was fuzzy in the saline group and low dose group. Bones of control 
group were hard, bones of saline group were significantly osteoporosis, bone hardness of low dose group and high dose group 
were between control group and saline group. Light microscopy showed that trabecular bone, bone lacunae, vascular number of 
control group were normal, and saline group were significantly abnormal compared with control group (P < 0.01); High dose group 
was significantly superior to the results of saline group (P < 0.01), the differences between low dose group and saline group were 
not significant (P > 0.05), the expression of TNF-α in the saline group was higher than the other groups (P < 0.01). The results 
demonstrated that, direct injection of recombinant rat adiponectin into hip joint can promote the repair of steroid-induced avascular 
necrosis of femoral head in rats in a dose-dependent correlation.   
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摘要 
 
背景：动物实验表明脂联素影响成骨细胞和破骨细胞的增殖和分化，临床研究发现脂联素和骨密度存在着一定的相关性，但

具体作用机制尚不清楚。 
目的：评价髋关节内直接注射重组大鼠脂联素对激素性股骨头缺血性坏死修复的影响。 
方法：将 SD大鼠随机分成 4组。空白对照组腹腔注射生理盐水，其余大鼠腹腔注射醋酸泼尼松龙诱导出早期激素性股骨头
缺血坏死的模型。随后将低剂量组、高剂量组大鼠右侧髋关节内分别注入 1 μg、10 μg的重组脂联素；生理盐水组注入等量
的生理盐水；空白对照组不作任何处理。4周后行 X射线平片观察，光镜下观察股骨头坏死和修复的程度。分析骨小梁面积、
空骨陷窝数、软骨下骨血管数量，免疫组织化学检测股骨头肿瘤坏死因子 α表达情况。 
结果与结论：空白对照组 X 射线片无异常发现,生理盐水组、低剂量组显示股骨头密度不均骨小梁模糊；高剂量组股骨头形
态和骨密度均正常。大体所见空白对照组骨质硬，生理盐水组骨质明显疏松，低剂量组、高剂量组骨质硬度介于空白对照组、

生理盐水组之间。光镜显示空白对照组股骨头软骨、骨小梁、骨细胞、空骨陷窝、毛细血管数及骨髓造血组织均正常，而生

理盐水组明显异常，与空白对照组比较差异有显著性意义(P < 0.01)；高剂量组结果显著优于生理盐水组(P < 0.01)，低剂量
组结果与生理盐水组差异无显著性意义(P > 0.05)，生理盐水组肿瘤坏死因子 α的表达高于其余 3组(P < 0.01)。结果表明，
髋关节内直接注射重组脂联素可促进激素性股骨头缺血性坏死的修复，且具有剂量依赖性。 
关键词：重组脂联素；股骨头坏死；激素类/副作用；肿瘤坏死因子 α 
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0  引言 
 

Mont等[1]
指出细胞因子是未来治疗股骨头

坏死最有潜力的生物制剂。脂联素是一种脂肪细

胞因子，目前国内外关于脂联素与骨代谢的研究

日渐增多，动物实验表明脂联素影响成骨细胞和

破骨细胞的增殖和分化，临床研究发现脂联素和

骨密度存在着一定的相关性，但具体作用机制尚

不清楚。实验通过动物实验研究将重组脂联素直

接注入激素性股骨头坏死模型大鼠髋关节内，来

探索脂联素对激素性股骨头坏死修复的影响。
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1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。 
时间及地点：于2009-03/08在安徽医科大学实验动

物中心及第一附属医院中心实验室完成。 
材料： 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
健康成年雌性SD大鼠32只，体质量约250 g，由安

徽医科大学动物实验中心提供。实验过程中对动物处置

符合2006年科技部发布的《关于善待实验动物的指导性
意见》

[2]
。 

实验方法： 

股骨头坏死模型的制备、动物分组和重组脂联素的注射方

法：SD大鼠适应性喂养1周，随机分为4组：空白对照组、
生理盐水组、低剂量组、高剂量组，每组8只。采用齐
振熙等

[3]
使用的造模法，予治疗组腹腔注射醋酸泼尼松

龙24.5 mg/kg，同时注射青霉素钠14万U/只，2次/周，
连续6周。造模期间，正常普通饲料喂养，饮水瓶悬吊，
使动物下肢直立饮水。6周后在体积分数为10%水合氯
醛3 mL/kg腹腔麻醉下，手术暴露低剂量组、高剂量组
大鼠右侧髋关节，分别将50 μL的1 μg和10 μg的重组脂
联素注入关节腔内，生理盐水组以同样注射方法注射等

量的生理盐水，空白对照组不作处理，术后4周行影像
学及组织形态学观察。 

苏木精-伊红染色股骨头组织形态学观察：将32只大鼠
在术后第4周末处死，取出右侧股骨头，观察股骨头大
体情况。用体积分数为4%甲醛固定24 h，6%的EDTA
溶液脱钙14 d。系列乙醇脱水，常规石蜡包埋，切片厚
为5 μm。石蜡切片脱蜡和水化后，苏木精-伊红染色，

光镜下观察软骨有无坏死灶，任选5个400倍视野，每个
视野计数50个骨陷窝，重复计数5次，求出空缺骨陷窝
的百分比。观察软骨下血管数，并求出平均值。400倍
镜下随机选取5个视野拍照，经ipp6.0图像分析软件计算
单位视野骨小梁面积百分比。 

股骨头局部TNF-α免疫组织化学SP法检测结果：将切片脱

蜡至水，流水冲洗5 min，放入湿盒内双蒸水冲洗      
5 min×2次，滴加体积分数为3% H2O2室温孵育10 min，
双蒸水冲洗3 min×3次，放入0.01 mol/L枸橼酸盐缓冲液

(pH=6.0)中行微波抗原修复，PBS(pH 7.2~7.4)冲洗    
3 min×3次，滴加山羊血清工作液室温孵育15 min，然
后倾去多余血清，滴加适当比例稀释(1 300∶ )的兔抗鼠
的TNF-α一抗4 ℃孵育过夜，次日PBS冲洗3 min×3次。
滴加生物素标记山羊抗兔二抗工作液，37 ℃孵育    
15 min，PBS冲洗3 min×3次，滴加辣根酶标记链霉暖白
素工作液，37 ℃孵育15 min，PBS冲洗3 min×3次，滴加
DAB显色剂显色约3 min，镜下观察显色情况，棕黄色为
阳性显色，PBS冲洗3 min×3次，苏木精复染约5 s。流水
冲洗5 min，放入90 ℃烤箱中烤干。中性树脂封固镜下观
察。400倍镜下随机选取5个视野拍照，图像经ipp6.0图像
分析软件计算免疫组织化学阳性积分吸光度值(IA)。 

主要观察指标： X① 射线平片检查。②股骨头大体

形态观察。③股骨头组织形态学观察及免疫组织化学检

测结果。 
设计、实施、评估者：设计为第一作者，实施干预

及评估(盲法评估)为第一、二作者。 
统计学分析：由第二作者应用SPSS 13.0软件进行

方差分析，P < 0.05为差异有显著性意义。 
   

2  结果 

 
2.1  实验动物数量分析  实验选用SD大鼠32只，分为
4组，每组8只，无脱失，全部进入结果分析。 
2.2  影像学观察  空白对照组X射线片无异常发现；生
理盐水组、低剂量组显示股骨头密度不均骨小梁模糊；

高剂量组股骨头形态和骨密度均正常。见图1。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    

2.3  大体标本观察  空白对照组、低剂量组、高剂量
组股骨头形态基本完整，生理盐水组骨质明显疏松并见

Figure 1  X-ray examination of the femoral head at 4 weeks 
after injection 

图 1  髋关节腔内注射药物后 4周股骨头 X射线观察 

a: Control group  
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软骨有黄色坏死灶，高剂量组骨质较空白对照组略显疏

松但切割阻力大，表明骨质较生理盐水组更硬。低剂量

组骨质情况介于生理盐水组、高剂量组之间。 
2.4  光镜下组织学观察  见图2。 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
4组空缺骨陷窝率、血管数及单位视野骨小梁面积

百分比检查结果见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
空白对照组股骨头软骨层厚薄均匀，成骨活跃，骨

小梁结构清晰、粗大，排列规则整齐，致密均匀，骨细

胞清晰可见，偶见空骨陷窝，髓腔内可见增生活跃的骨

髓组织，造血细胞丰富，空骨陷窝率为 (10.275± 

2.108)%。生理盐水组股骨头软骨层增生肥大，软骨下骨
小梁结构模糊，稀疏变细，结构紊乱，部分有断裂现象，

空骨陷窝明显增多，软骨下区骨髓大部分为脂肪组织代

替，脂肪细胞增多，空骨陷窝率为(30.600± 6.060)%，
与空白对照组比较差异有非常显著性意义(P < 0.01)。低
剂量组股骨头坏死较生理盐水组轻微，但两组无显著差

异(P > 0.05)。高剂量组骨小梁排列较规则，空骨陷窝明
显较生理盐水组少，差异具有显著性意义 (P < 0.01)。 
2.5  免疫组织化学观察  TNF-α在软骨细胞、骨小梁周
边成骨细胞、破骨细胞及骨髓细胞包浆内均有表达，在

这些部位看到棕黄色染色为阳性显色，见图3。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
空白对照组TNF-α表达较少，生理盐水组骨细胞以

及造血细胞胞浆中广泛表达，低剂量组和高剂量组骨细

胞，造血细胞胞浆中也有表达，但都少于生理盐水组。 
 

3  讨论 

 
股骨头缺血性坏死病因至今尚未完全明了，除创伤

外，应用激素是目前临床较为公认的一种股骨头缺血性坏

死病因，但激素致病的具体机制不甚清楚，现有的机制假

说有：脂质代谢紊乱导致脂肪栓塞学说、骨内高压及静脉

淤滞学说、骨质疏松学说、炎性因子致微血管损伤学说、

骨细胞脂肪变性坏死学说、微骨折学说、细胞凋亡学说、

细胞毒作用学说等。这些机制都会直接或间接的破坏成骨

细胞，致软骨下出现死骨，死骨形成后，周围新骨形成的

速度跟不上骨吸收的速度，软骨下骨量丢失不能够得到有

效的修复，最终导致股骨头负重区关节面塌陷
[4-5]
。Bailey

表 1  各组大鼠股骨组织形态学观察 
Table 1  Comparison of histomorphometry of femoral head in 

each group                             (x
_

±s, n=8) 

IA: integral absorbance; TNF-α: tumor necrosis factor α; aP < 0.01, cP > 
0.05, dP < 0.01, bP < 0.01, vs. saline group 

Group 
  

Percentage of empty lacuna 
(%) 

Percentage of trabecula 
(%) 

 
Control 
Saline 
Low dose 
High dose 

 
 10.275±2.108a 

30.600±6.060 
 23.900±3.459c 
 12.900±3.214d 

 
0.377 4±0.069 9 
0.219 2±0.019 3 
0.221 1±0.348 8 
0.351 2±0.047 7 

Group 
  

Number of blood vessels IA of TNF-α 

Control 
Saline 
Low dose 
High dose 

5.88±1.13 
1.75±0.71 

 2.00±.926c 
  3.75±1.165d 

20 678.38±5 518.97 
196 085.00±47 515.38 
 97 140.39±21 208.9b 

  66 722.46±11 767.99b

Figure 3  The local expression of tumor necrosis factor α 
(TNF-α) was detected by immunohistochemistry 
(Arrow: TNF-α expression; DAB, ×400) 

图 3  免疫组织化学检测股骨头局部 TNF-α的表达(箭头所 
示，DAB，×400) 

a: Control group b: Saline group  

c: Low dose group   d: High dose group

50 μm 50 μm  

50 μm  50 μm 

Figure 2  X-ray examination of the femoral head at 4 weeks 
after injection (Hematoxylin-eosin staining, ×100) 

图 2  髋关节腔内注射药物后 4周股骨头X射线观察(苏木精-

伊红染色，×100) 

a: Control group  b: Saline group 

c: Low dose group   d: High dose group

(→indicates empty lacuna; ▲indicates bone trabecula) 

100 μm 100 μm 

100 μm 100 μm 

▲ 

▲ 

▲ 
▲ 
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等
[6]
测定坏死股骨头生物力学的结果表明，塌陷的人体股

骨头松质骨力学性能明显降低。由此可见，在股骨头坏死

修复过程中，软骨下区破骨细胞介导的骨吸收与成骨细胞

介导的骨重建之间的平衡是决定股骨头力学性能的最重

要环节，预防股骨头塌陷关键就在于加速成骨、抑制破骨，

增强股骨头局部骨修复能力。 
目前，在基础及临床研究中，利用各种生长因子(如

骨形态发生蛋白、胰岛素样生长因子1、碱性成纤维细
胞等)促进骨折愈合取得了较好的效果。因此，在股骨头
缺血性坏死的修复过程中，同样也可利用各种细胞因子

来促进新骨形成。脂联素是一种脂源性细胞因子，与骨

代谢关系密切，体内含量丰富，血清中的浓度高达5~  
30 μg/L，约占总血清蛋白的0.01%以上，Berner等[7]

最

先在人类的股骨和胫骨成骨细胞中发现了脂联素及其

受体AdipoRl/2的表达，在体外重组脂联素可促进小鼠成
骨细胞的增殖。进一步研究表明，重组脂联素分别通过

AdipoR/JNK和AdipoR/p38促进成骨细胞的增殖和分
化，且具有时间和剂量的依赖性

[8]
。Luo等[9]

报道在成骨

细胞、破骨细胞及单核细胞共培养体系中，脂联素通过

AdipoR1/p38 MAPK路径诱导人类成骨细胞RANKL的
表达，抑制OPG的表达，间接诱导破骨细胞分化。同时
脂联素还可以抑制骨髓巨噬细胞及CD14+

人外周血单

核细胞向破骨细胞的分化
[10]
。由此可见，脂联素可直接

或间接的影响成骨细胞和破骨细胞的增殖和分化，且作

用机制较为复杂，目前认为脂联素可能从3个不同的途
径影响骨代谢：即骨骼局部产生的脂联素以自分泌或旁

分泌的途径促进骨形成，而循环中的脂联素则以内分泌

的途径抑制骨形成，脂联素通过影响胰岛素信号通路间

接促进骨的形成
[11]
。 

在上述研究的基础上，有人将携有脂联素基因的腺

病毒载体，经颈静脉注入小鼠体内，结果发现松质骨体

积明显高于空白转染组
[10]
，初步证实了脂联素在体内可

促进骨的生成，本试验采取髋关节腔内注射不同浓度的

脂联素来观察脂联素对激素性股骨头坏死修复的影响，

以进一步了解脂联素与骨代谢的关系。髋关节腔内注射

的优点在于脂联素的局部浓度高，且能直接作用于股骨

头。实验结果显示脂联素治疗组股骨头坏死情况要轻于

生理盐水组，空骨陷窝数较生理盐水组减少，骨小梁面

积百分比也大于生理盐水组，且高剂量组的效果优于低

剂量组。此外袁普卫等
[12]
在动物研究中发现血清中

TNF-α水平的升高可能是激素性股骨头缺血性坏死的重
要因素。TNF-α可以活化中性粒细胞介导炎症反应，使
股骨头血管内皮细胞受损，发生血管内凝血，影响股骨

头血供。脂联素是一种具有多种生物学作用的细胞因

子，除影响骨代谢以外，还能抑制TNF-α对NF-kB的活
化作用

[13]
，减少关节炎模型小鼠关节内炎性因子的水

平，阻止炎症对关节的破坏
[14]
。实验采用免疫组织化学

的方法检测各组股骨头TNF-α的表达情况，初步证实激
素造模后TNF-α表达较对空白对照组显著增加，脂联素
干预组TNF-α表达显著减少，从而减轻了炎症对关节软
骨及血管的破坏，有利于股骨头坏死的修复。 
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来自本文课题的更多信息--  

利益冲突：无利益冲突。 

课题的意义：实验初步探讨了髋关节腔内注射重组脂联

素对激素性股骨头缺血性坏死修复的影响,结果提示脂联素
具有一定的促激素性股骨头坏死修复的作用，为预防和治疗

临床骨代谢性疾病提供新的思路。 

设计或课题的偏倚与不足：实验仅为初步动物实验研

究，脂联素的最佳干预时期、最佳治疗剂量以及如何才能使

脂联素长期持续的局部高表达等问题尚待解决，关于脂联素

影响骨代谢的机制还需进一步的深入研究。 
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