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合并脑损伤时骨折愈合过程中血管内皮细胞生长因子的表达★ 

吴成龙1，关  键2，宋永周1，冯国君1，马  维1 

Expression of vascular endothelial growth factor in fracture healing rats combined with brain 

injury    

Wu Cheng-long1, Guan Jian2, Song Yong-zhou1, Feng Guo-jun1, Ma Wei1 

Abstract 

BACKGROUND: Many clinical cases demonstrated that the callus number was obvious increased, and the bone healing was 

faster in fracture patients combined with brain injury. However, there is not a prospective control study underlying the effects of 

vascular endothelial growth factor (VEGF), and the mechanism is unclearly.  

OBJECTIVE: To explore the changes of VEGF expression in SD rats fracture healing combined with brain injury and fracture 

only.  

METHODS: SD rats were randomly divided into 3 groups: normal control, simple fracture and fracture combined with brain injury 

groups. Rat diffuse midrange brain injured model was prepared by using modified Marmarou installation method. In addition, rat 

fracture model was prepared as follow: Knee joint of left lower extremity was depilated and sterilized, Condyles of tibia was 

perforated, shin bone was fracted transversally in above 1/3 of shin bone. The reparative process and effect of fracture were 

observed by X-ray films; and VEGF expression in the Osteotylus samples were detected by RT-PCR and immunohistochemistry 

staining. 

RESULTS AND CONCLUSION: There were no obviously differences between the simple fracture and fracture combined with 

brain injury groups at days 3, 7 and 14 after fracture. Compared to the simple fracture group, the fracture lines of the brain injury 

combined fracture group have become blurred, and formed a great quantity osteotylus surrounding the fracture parts at day 24, 

and the fracture lines disappeared after 42 days, the fracture has basically healed. In the simple fracture group, the expression of 

VEGF appeared at day 7, gradually increased, reached a peak at week 3, but disappeared after 42 days. In the brain injury 

combined fracture group, the expression of VEGF appeared at day 3, and reached a peak 2-3 weeks later. Its peak expression 

was early and lasted for a longer time. It demonstrated that the bone healing was faster in fracture rat combined with brain injury, 

namely, brain injury has promoted effect on fracture healing, which may relevant to longer persistence time and ahead of 

schedule of VEGF expression. 

 

Wu CL, Guan J, Song YZ, Feng GJ, Ma W. Expression of vascular endothelial growth factor in fracture healing rats combined 

with brain injury.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(28): 5181-5185.      

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：大量临床病例显示，骨折合并脑损伤患者骨痂量明显增多，骨折愈合速度明显加快。但对合并脑损伤时骨折愈合过

程中血管内皮细胞生长因子的表达及作用机制缺乏前瞻性对照研究，对其潜在的机制尚未阐明。 

目的：对比观察 SD 大鼠在骨折合并脑损伤以及单纯骨折时骨折愈合过程中骨痂内血管内皮细胞生长因子的表达变化。 

方法：将 SD 大鼠以数字表法随机分为 3 组：正常对照组、单纯骨折组、骨折合并脑损伤组。脑损伤模型采用改进的 Marmarou

自由落体装置撞击大鼠颅骨制作弥漫性中度脑损伤模型；于左侧胫骨髁间处钻孔，插入无菌克氏钢针，在胫骨中上 1/3 处

横向折断胫骨，制作骨折模型。术后 X 射线摄片观察骨折修复过程和效果；RT-PCR 检及免疫组化染色观察骨痂标本血管

内皮细胞生长因子表达。 

结果与结论：骨折后 3，7，14 d，单纯骨折组、骨折合并脑损伤组 X 射线表现无明显差别。与单纯骨折组相比，骨折后        

24 d 脑损伤合并骨折组骨折线变得模糊，形成较多骨痂量；42 d 后骨折线消失，伤肢基本愈合。单纯骨折组骨痂中血管内

皮细胞生长因子骨折后 7 d 开始出现，表达逐渐增强，约 3 周时达高峰，42 d 已经不见血管内皮细胞生长因子表达；脑损

伤合并骨折后 3 d 即可见血管内皮细胞生长因子表达，两三周达高峰期，其表达高峰提前且持续时间较长。说明脑损伤后

大鼠骨折愈合加速，骨痂量增多，表明脑损伤对骨折愈合有促进作用，这可能与脑损伤后大鼠体内生长因子血管内皮细胞

生长因子表达高峰提前且持续时间较长有关。 

关键词：大鼠；动物模型；中枢神经损伤；骨折；愈合；血管内皮细胞生长因子；组织构建 
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0  引言 

 

血 管 内 皮 细 胞 生 长 因 子 (vascular 

endothelial growth factor，VEGF)是一种特异

性作用于血管内皮细胞的生长因子
[1]
，研究发现

单纯脑损伤和单纯骨折情况下均有VEGF的表

达，且作用机制已有所了解。大量的临床病例

显示，骨折合并脑损伤患者骨痂量明显增多，

骨折愈合速度明显加快。但对合并脑损伤时骨

折愈合过程中VEGF的表达及作用机制缺乏前

瞻性对照研究，对其潜在的机制尚未阐明。 

本实验旨在通过建立大鼠弥漫性中度脑

损伤模型和骨折模型，应用免疫组织化学和

RT-PCR方法，观察比较SD大鼠在骨折合并脑

损伤以及在单纯骨折时，骨折愈合的过程中骨

痂内血管内皮细胞生长因子VEGF的表达变

化；探讨VEGF在大鼠骨折合并脑损伤后的骨

折加速愈合中的作用机制，以期为临床选择性

地应用VEGF基因疗法治疗难治性骨折提供理

论依据。 

 

1  材料和方法 

 

设计：前瞻性随机对照观察实验。 

时间及地点：于2006-06/2009-01在河北

医科大学第二医院骨科实验室完成。 

材料： 

实验动物：清洁健康雄性SD大鼠66只，体质

量350~400 g，购自河北医科大学动物中心，以

数字表法随机分为3组：正常对照组(n=6)、单

纯骨折组(n=30)、骨折合并脑损伤组(n=30)。

实验过程中对动物处置符合动物伦理学标准。 

主要仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

模 型 制 作 ： 脑 损 伤 模 型 采 用 改 进 的

Marmarou自由落体装置撞击大鼠颅骨制作弥

漫性中度脑损伤模型
[2]
：颅顶部正中2 cm×    

2 cm手术区域剪除毛发，无菌条件下剪开大鼠

脑顶部头皮，分离骨膜，在前囟与后囟连线中

点用502粘连剂固定钢垫，将大鼠固定在海绵垫

上，使400 g的铁锤自1.75 m高度落下，撞击正

下方的钢垫，致伤后取下钢垫，缝合创口。 

骨折模型制造方法：于左侧下肢膝关节处脱

毛、消毒，纵向剪开皮肤，暴露并剥离膝关节

韧带，在胫骨髁间处钻孔，沿髓腔方向插入直

径约2.5 mm的无菌克氏钢针。在胫骨中上1/3

处钝性剥离肌肉筋膜，横向折断胫骨，逐层关

闭切口。 

SD大鼠编号称质量后，用10%水合氯醛腹

腔注射(3 mL/kg)，麻醉生效后，固定于特制手

术台上。手术过程均在严格无菌条件下进行，

术后放置于笼中自由活动、随意进食水。正常

对照组不做任何处理。 

X射线观察：单纯骨折组和骨折合并脑损伤

组动物，分别于术后第3，7，14，24，42天各

处死6只并在60 kV，7 mA，0.037 s，50 cm的

投照条件下进行X射线摄片，以观察骨折修复过

程和效果。 

反转录聚合酶链反应(RT-PCR)：分别于术后

第3，7，14，24，42天各处死动物6只。在无

菌操作下距离骨折断端大约1 cm处截取骨痂标

本，取其中一半迅速去除软组织，Trizol法裂解

细胞，提取细胞总mRNA，反转录合成cDNA。

以β2-microglobulin 基因为内参将不同时间段

的产物进行PCR扩增。VEGF因子上游引物为 

5’AGA AAG CCC ATG AAG TGG TG 3’，下

游引物为5’ACT CCA GGG CTT CAT CAT TG 

3’ ，扩增产物长度为177 bp。β2- microglobulin 

基因上游引物为 5’TGT GCT ATG TTG CCC 

TAG ACT 3’，下游引物为 5’TCG TAC TCC 

TGC TTG CTG AT 3’，扩增产物长度为442 bp。

PCR结束后，用琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果，

在紫外灯下观察目的条带，并摄影记录。 

免 疫 组 织 化 学 染 色 图 像 分 析 ： 采 用

HPIAS-1000病理图文分析系统，对各组切片中

VEGF的着色灰度进行定量测量，有棕黄色颗

粒者为阳性部位，每张切片中取10个高倍视野，

计算其灰度的平均值。 

主要观察指标：骨折愈合情况及VEGF表

达。 

设计、实施、评估者：实验设计为第一、

二作者，实施为第一、二、三、四、五作者，

评估为第二作者，均经过系统培训。 

统计学分析：由第一作者采用SPSS 10.0

统计学软件进行分析，计量资料以x
_

±s表示，采

用方差分析，P < 0.05为差异有显著性意义。 

仪器 来源 

OHBA SIKI 打击器  

定量 PCR 仪(AB15700 型)  

凝胶成像系统(FOTODYNE 型) 

低温高速离心机(SCR20B)  

电泳仪(DF-Cu 型)   

Tokyo，Japansh 

美国 ABI 公司 

美国 Image 公司 

日本 HITACHI 公司 

北京六一仪器厂 
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2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  66只大鼠均进入结果分析。

2.2  各组X射线观察结果   单纯骨折组，骨折后3，7，

14 d骨折线清晰，未见骨痂形成，见图1a；24 d骨折线

较清晰，有骨痂形成，量较少，图1b；42 d骨折线模糊，

仍隐约可见，骨折周围有大量骨痂形成，图1c。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

骨折合并脑损伤组，骨折后3，7，14 d骨折线清晰，

未见骨痂形成，见图2a；24 d骨折线变得模糊，骨折周

围有较多骨痂形成，见图2b；42 d骨折线消失，伤肢已

基本愈合，骨折周围可见大量骨性骨痂形成，局部增粗，

骨密度较高，见图2c。 

2.3  反转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测结果   单纯

骨折组，骨折后3 d，未见到有明显VEGF的表达；在骨

折后7 d开始出现VEGF的表达且持续至24 d时，至42 d

已经见不到VEGF的表达，见图3。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

骨折合并脑损伤组，骨折后3 d即开始出现VEGF的

Figure 1  X-ray observation of the simple fracture group 
图 1  单纯骨折组 X 射线观察结果 

a: 14 d   

c: 42 d 

b: 24 d   

Figure 2  X-ray observation of the fracture combined with 
brain injury group 

图 2  骨折合并脑损伤组 X 射线观察结果 

a: 14 d   

c: 42 d 

b: 24 d   

1: marker; 2: 3 d; 3: 7 d; 4: 14 d; 5: 24 d; 6: 42 d; A: actin; B: vascular 

endothelial growth factor 

Figure 3  PT-RCR results of the simple fracture group 
图 3  单纯骨折组 RT-PCR 检测结果 
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表达，此后表达逐渐增强，持续到24 d。至42 d已经见

不到VEGF的表达，见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  免疫组织化学染色图像分析   见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

统计分析结果显示：单纯骨折组VEGF表达从7 d开

始出现，持续到3周左右达高峰；骨折合并脑损伤组

VEGF表达3 d开始出现，14 d达高峰，并持续到24 d左

右。在3，7 d时，骨折合并脑损伤组VEGF表达较单纯

骨折组显著增高(P < 0.01)；在14 d时，骨折合并脑损伤

组VEGF表达较单纯骨折组增高(P < 0.01)；至24 d时，

骨折合并脑损伤组和单纯骨折组VEGF表达无明显区别

(P > 0.05)。 

 

3  讨论 

 

血管内皮细胞生长因子是1989年首先被Ferrara等

从牛垂体滤泡星状细胞体外培养液中纯化而得到的一类

糖蛋白，相对分子质量为34 000~45 000 
[3]
。VEGF可在

很多正常成人和动物组织中表达，但一般水平较低
[4]
。 

VEGF通过选择性与血管内皮细胞膜上的两种酪氨

酸受体(FLT-1和KDR)特异性高亲和力结合后形成的二

聚体，可发挥一系列生物学作用，从而达到血管的维持

功能
[5-6]

。由于VEGF特异的促血管再生作用，学者们开

始尝试应用VEGF治疗一些疾病，并取得一些进展。

Takeshita等
[7]
将VEGF165注射到兔缺血下肢的髂动脉

内，通过血管造影及组织切片发现侧枝循环较对照组增

加，血液动力学明显改善。由于VEGF蛋白质在机体内

很快被降解，不能持续发挥作用，因此 Isner等
[8]
及

Baumgartner等
[9]
利用含有VEGF165的真核表达质粒

转染机体治疗下肢缺血性疾病，取得良好效果，发现侧

枝循环明显增加，血液动力学明显改善，目前已开始进

行临床试验。杨述华等
[10]

利用VEGF基因转染促进伤口

肉芽组织生长，发现肉芽组织内血管生长增多，肉芽组

织厚度增加。 

Aronson
[11]

通过对兔胫骨骨折模型的观察证实骨折

端血流较非骨折端大9倍。Trueta等
[12]

在研究骨骺血管

形成与软骨内骨化时也证实骨形成高度依赖于血氧的

供给。可以确信，在骨折愈合的过程中血管形成和血氧

供给起着重要的调节作用。 

而VEGF在骨折愈合过程中的血管内生过程中发挥

了重要作用，并介此直接或间接影响血管再生的各个环

节
[13]

：VEGF通过自分泌或旁分泌与血管内皮细胞表面

受体结合，促进内皮细胞增殖，诱导新生血管形成
[14]

。

其次，成骨细胞上有VEGF的 flt-1受体，VEGF通过

作用于成骨细胞上表达的 flt-1受体而使其发生趋化

作用
[15-18]

，促进骨折愈合。 

骨折后早期(3~7 d)骨折局部由于出血，组织细胞坏

死，炎性细胞反应引起了血流中断，此时的VEGF表达量

较弱。随着骨折的修复，肉芽组织的增长加快使得血供

相对减少，氧分压降低，低氧强烈诱导VEGF的表达
[19]

。

骨痂中的巨噬细胞、血小板、软骨细胞及间充质细胞通

过旁分泌或自分泌方式产生该细胞因子。使VEGF与其他

血管生成因子共同促进血管内皮细胞增殖、分化和血管

形成。血管生成可将损伤修复所需的营养物质与生骨因

子等输送到骨折部位，同时把代谢产物带离骨折部位。

大约在骨折后3周VEGF mRNA表达量达到高峰。此时恰

为软骨细胞合成高峰期，VEGF在软骨内成骨过程中协调

着软骨细胞向骨细胞的转化、破骨细胞等
[20-22]

。它们通

过适当的氧张力、压力、营养、生长与分化因子共同促

进骨形成。在骨修复的后期，VEGF mRNA的表达呈平

稳下滑趋势，这可能是由于随着局部环境的改善，低氧

状态得以纠正，间充质细胞及软骨细胞逐渐分泌VEGF

减少，而成骨细胞在后期表达VEGF也趋平稳
[23]

。 

在临床工作中，作者发现脑损伤合并骨折患者骨折

愈合明显加快，骨痂形成量明显增多。早在1960年

Gibson就首次报道了合并脑损伤股骨骨折的治疗，发现

骨折处有大量骨痂形成。随后有关脑损伤与骨折愈合的

报道逐渐增多。Spencer等
[24]

发现，单纯骨折者表现为

典型的骨折愈合过程，骨痂呈梭形向外膨胀；而脑损伤

并骨折者骨痂外层最先出现放射性密度，组织学检查发

现外层骨痂最先成熟，与正常骨折愈合呈相反过程，却

与异位骨化类似，因而认为这实际上是异位骨化的一种

表 1  单纯骨折组及骨折合并脑损伤组 VEGF 灰度值检测结果 
Table 1  Detection of gray scale of vascular endothelial growth 

factor in each group                         (x
_

±s) 

a
P < 0.01, vs. simple fracture group 

Time Simple fracture group Fracture combined with brain injury group 

 3 d 0 124.02±13.88
a
 

 7 d 125.40±12.60 140.29±18.31
a
 

14 d 139.35±13.55 147.57±19.17
a
 

24 d 150.89±2 521 152.03±12.81 

42 d 0 0 

 

1: marker; 2: 3 d; 3: 7 d; 4: 14 d; 5: 24 d; 6: 42 d; A: actin; B: vascular 

endothelial growth factor 

Figure 4  PT-RCR results of the fracture combined with brain 
injury group 

图 4  骨折合并脑损伤组 RT-PCR 检测结果 
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形式。Kim等
[25]

证实合并脑损伤的大鼠股骨干骨折愈合

时间为14 d，而单纯股骨干骨折愈合需要28 d；而且合

并脑损伤组骨痂数量较对照组明显增多。本实验X射线

片结果证实合并脑损伤后，与单纯骨折组相比，骨折愈

合加快，与上述结论一致。 

关于脑损伤后促进骨折愈合的机制，Bidner等
[26]

报

告脑损伤患者血清能促进大鼠成骨细胞有丝分裂和生

长，并有剂量依从性。此外还有研究表明，单纯脑损伤

患者无论是在mRNA的水平还是在蛋白质水平VEGF均

有过量的表达
[27-28]

。本实验通过RT-PCR检测及免疫组织

化学染色和图像分析提示：合并脑损伤时，提示VEGF

可能提早启动了骨折修复的进程，并作为骨折修复过程

中一个很关键的因子参与了骨折愈合。考虑脑损伤后

VEGF提早启动骨折修复进程与下列因素有关
[29-33]

：①脑

损伤后由于血脑屏障的破坏，受损脑组织直接释放

VEGF进入血循环，作用于骨折局部而起作用。②中枢

神经系统损伤后对外周组织产生神经刺激，导致骨折附

近组织以旁分泌方式释放VEGF。③脑损伤累及脑垂体

导致脑垂体神经分泌功能失常。④虽然脑损伤未直接累

及脑垂体，脑垂体对相邻受损脑组织产生反应，导致分

泌失常。⑤脑损伤后血清中促成骨活性因素抑制物水平

下降，导致成骨活性相对增强。⑥脑损伤后长期制动可

引起废用性骨质减少，骨基质衍生因子反应性释放增

加，刺激骨质增生。 
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