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激素性股骨头坏死早期细胞凋亡相关基因表达及阿仑磷酸钠的干预*☆ 
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Changes in apoptosis related gene expression following alendronate intervention in the early srage of  
steroid-induced necrosis of the femoral head    
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Abstract 
BACKGROUND: The research demonstrates that steroid-induced necrosis of femoral head may caused by osteocytes apoptosis rather 
than ischemic necrosis. 
OBJECTIVE: To investigate the expression of bcl-2 and cysteinyl aspartate specific protease 3 (caspase-3) and intervention effect of 
alendronate sodium in femoral head of steroid-induced necrosis in rats. 
DESIGN, TIME AND SETTING: A randomized controlled animal study was performed in the Pathological Laboratory, Basic 
Medical School of Jilin University between March 2006 and February2007. 
MATERIALS: 100 healthy Wister rats were randomly divided into the normal control, glucocorticoid model, propylene glycol 
alginate sodium sulfate (PSS), alendronate sodium and PSS combined with alendronate groups, with 20 rats in each. The alginic 
sodium diester tablets were provided by the Dongfeng Pharmaceutical Factory, and alendronate sodium was supplied by the Hangzhou 
MSD Pharmaceutical Co., Ltd. 
METHODS: Hydroprednisone acetate was injected into all rats using intragluteal injection to produce necrosis models of bone cells of 
femoral head with the exception of the normal control group. The rats were drench with PSS, alendronate sodium, and PSS combined with 
alendronate in related groups, respectively. The experiment was performed 6 consecutive weeks with intramuscular administration once 
per week and drench administration once time per day. All rats were forced to stand at intervals four hours per day. 
MAIN OUTCOME MEASURES: Pathology changes of femoral head were observed under light microscope. The expression of 
bcl-2 and caspase-3 were detected by immunohistochemical method. 
RESULTS: Compared with the normal control group at 4 weeks after administration, phenomenon of femoral head necrosis was clear in 
the glucocorticoid model group, the spongy bone trabecula turned thinner or broke, the number of empty lacuna was obvious increased 
(t=2.629, P < 0.01). The number of bone trabecula and empty lacuna in the PSS group lies between the normal control and the 
glucocorticoid model groups (t=1.713, P < 0.01). However, the number of bone trabecula and empty lacuna in the alendronate sodium and 
PSS combined with alendronate group was near to that of the control group (t=1.462, t=1.657, P > 0.05). Compared with the  
glucocorticoid model, bcl-2 positive cell rate was obvious increased in the PSS, alendronate sodium and PSS combined with alendronate 
groups (t=2.146, P < 0.05; t=2.815, P < 0.01; t=2.947, P < 0.01), the caspase-3 positive cell rate was significantly decreased (t=2.97, P < 
0.01; t=2.462, P < 0.01; t=1.854, P < 0.05), especially in the alendronate sodium and PSS combined with alendronate groups. 
CONCLUSION: A large dose of hormone may cause avascular necrosis of femoral head by decreasing expression of bcl-2 and 
increasing caspase-3. While alendronate sodium can prevent femoral head steroid-induced necrosis from osteocytes apoptosis by 
regulating expressions of bcl-2 and caspase-3. 
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摘要 

背景：近年研究发现激素性股骨头坏死病例中凋亡的骨细胞增多，因此认为激素性股骨头坏死是骨细胞凋亡所致，而并非缺

血性坏死。 
目的：观察大鼠激素性股骨头坏死早期 bcl-2、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3(cysteinyl aspartate specific protease 3，caspase-3)的表

达，以及阿仑磷酸钠的干预效果。 
设计、时间及地点：随机对照动物实验，于 2006-03/2007-02 在吉林大学基础医学院病理实验室完成。 
材料：健康 Wister 大鼠 100 只，随机分为正常对照组、激素模型组、藻酸双酯钠组、阿仑磷酸钠组、联合用药组，20 只/组。

藻酸双酯钠片为吉林东丰制药厂产品，阿仑磷酸钠为杭州默沙东制药有限公司产品。 
方法：除正常对照组外，其余 4 组大鼠均给予醋酸泼尼松龙臀肌注射建立激素性股骨头坏死模型。藻酸双酯钠组、阿仑磷酸

钠组分别灌服对应药物，联合用药组灌服藻酸双酯钠+阿仑磷酸钠。各组肌注用药 1 次/周，灌服药 1 次/d，实验持续 6 周。所

有大鼠均强迫间断站立，4 h/d。 
主要观察指标：光镜观察股骨头病理变化。S-P 免疫组织化学染色法检测股骨头组织 bcl-2、caspase-3 的表达。 
结果：给药第 4 周与正常对照组比较，激素模型组股骨头坏死现象明显，骨小梁变细甚至断裂，空骨陷窝数量明显增多(t=2.629，
P < 0.01)；藻酸双酯钠组骨小梁和空骨陷窝数量介于前 2 组之间(t=1.713，P < 0.01)；阿仑磷酸钠组、联合用药组骨小梁和空

骨陷窝数量接近正常对照组(t=1.462，t=1.657，P > 0.05)。与激素模型组比较，藻酸双酯钠组、阿仑磷酸钠组、联合用药组股

骨头组织 bcl-2 阳性细胞率均明显升高(t=2.146，P < 0.05；t=2.815，P < 0.01；t=2.947，P < 0.01)，caspase-3 阳性细胞率均明

显降低(t=2.97，P < 0.01；t=2.462，P < 0.01；t=1.854，P < 0.05)，其中阿仑磷酸钠组及联合用药组升高尤为明显(t=2.503，t=1.959，
P < 0.05)。 
结论：大剂量激素可能通过抑制 bcl-2 表达和促进 caspase-3 表达引起股骨头坏死。阿仑磷酸钠可能通过与其相反的途径来防

止骨细胞凋亡，从而预防早期激素性股骨头坏死。 
关键词：激素性股骨头坏死；早期；骨细胞凋亡；bcl-2；半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3 
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>>本文导读 <<   
 
 
 
 
 
 
 
 

 

0  引言 

 

激素性股骨头坏死早期无任何症状，一旦

出现症状即已无法逆转，且发病率逐年增高[1-2]，

但关于其具体的发病机制目前还不十分清楚，

防治方面仍无理想的措施。以往研究均认为激

素性股骨头坏死是由于激素通过导致脂代谢紊

乱、血管内凝血、骨内高压、骨质疏松及血管

病变等过程，最终造成股骨头缺血后坏死[3-7]。

近年来，国外学者发现在激素性股骨头坏死的

骨组织中存在大量的凋亡细胞[8-9]，因此提出骨

细胞凋亡可能导致激素性股骨头坏死。  
分子生物学研究已经逐步阐明了许多基因

表达与细胞凋亡相关[10-11]，其中包括bcl-2基因

家族和半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶3(cysteinyl 
aspartate specific protease 3，caspase-3)基因家

族。bcl-2通过阻断细胞凋亡信号传递系统的最

后共同通道而抑制细胞凋亡，从而促进细胞存

活而成为重要的细胞生存基因。细胞凋亡发生

的核心机制是caspase家族的活化，该家族在细

胞凋亡中起主要执行者的任务，其中caspase-3
亦被称为死亡蛋白酶，在细胞凋亡中处于核心

位置。实验探讨激素性股骨头坏死后bcl-2、
caspase-3表达的变化，以进一步明确激素性股

骨头坏死的发病机制。 
 
1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。 
时间及地点：于2006-03/2007-02在吉林大

学基础医学院病理实验室完成。 
材料：选取健康4月龄Wister大鼠100只，雌

雄各半，体质量(200±20) kg，随机分为正常对

照组、激素模型组、藻酸双酯钠组、阿仑磷酸

钠组、联合用药组，20只/组，由解放军第二○

八医院动物实验中心提供，动物质量合格证号：

吉动合证字113号，实验过程中对动物的处置

符合2006年科技部《关于善待实验动物的指导

性意见》的规定[12]。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 
造模前干预：各组动物均在同一条件下单笼饲

养，进食普通饲料，自然光照，温度(18±2) ℃，

湿度50%左右，适应喂养1周后给药。  
激素性股骨头坏死模型的建立与给药[13]：正常

对照组大鼠给予肌注生理盐水1 mL，同时灌服

生理盐水2 mL；其余4组大鼠均造模，按    
24.5 mg/kg给予醋酸泼尼松龙臀肌注射，此外

激素模型组给予生理盐水2 mL灌服，藻酸双酯

钠组给予藻酸双酯钠50 mg/只灌服，阿仑磷酸

钠组给予阿仑磷酸钠3.5 mg+复方氨基酸螯合

钙胶囊0.5 g/只灌服，联合用药组给予藻酸双酯

钠50 mg+阿仑磷酸钠3.5 mg+复方氨基酸螯合

钙胶囊0.5 g/只灌服。各组肌注用药1次/周，灌

服药1次/d，实验持续6周。所有大鼠间断强迫

站立，4 h/d。 

课 题 背 景：课题受国家自然科学基金资助，项目编号 30170887，

主要研究激素性股骨头坏死的早期预测、早期发病机制以及早期预

防，目前已经部分结题，发现骨细胞凋亡参与了激素性股骨头坏死

的发病，bcl-2、caspase-3 可能为骨细胞凋亡的机制；联合用药可能

通过抑制骨细胞凋亡途径预防激素性股骨头坏死的发生；阿仑磷酸

钠可能通过抑制 bcl-2、caspase-3 的表达来抑制骨细胞凋亡，从而

预防激素性股骨头坏死；藻酸双酯钠虽然也有此作用，但作用较弱。

应 用 要 点 ： 选题方面，

关于激素引起骨细胞凋亡

的机制研究报道少见。操作

方法方面，造模前强迫大鼠

间断站立，增加股骨头负重

促其坏死，缩短了成模时

间。 

偏 倚 或 不 足 ： 受

条件的限制，实验选

取动物数量较少，观

察时间尚短，所得结

果需经过大量的基

础或临床实验加以

验证。 

药品、试剂与仪器 来源 

醋酸泼尼松龙注射液(125 mg， 
国药准字 H33020824) 

藻酸双酯钠片(50 mg，国药准字

H22020908) 
阿仑磷酸钠(10 mg， 

国药准字 H20010515) 
复方氨基酸螯合钙胶囊 

(1 g，国药准字 J20030087) 
注射用青霉素钠 (160 万 u， 

国药准字 H13020655) 
caspase3 比色试剂盒 
 
bcl-2 免疫组化试剂盒，正常 
血清封闭液，小鼠 IgG(一抗)，
亲和纯化抗体，标记长臂生物

素(二抗)，SABC，DAB 显色 
试剂盒 

光学显微镜 BH-2，摄影生物显 
微镜 BH-2 
切片机 LEICARM2135 

浙江仙琚制药股份 
有限公司 

吉林东丰制药厂 
 
杭州默沙东制药有限 

公司 
美国矿维公司 
 
华北制药股份有限公司

 
北京中杉金桥生物技术

有限公司 
武汉博士德生物公司

 
 
 
 
日本 
 
德国 
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股骨头病理状态光镜观察：于实验第2，3，4，5，
6周末，每组取2只大鼠，给予20 g/L利多卡因2 mL腹腔

注射麻醉成功后，剔除后肢股骨头，用40 g/L甲醛固定

液4 ℃固定4 d，流水冲洗12 h，然后用EDTA 37 ℃对股

骨头组织脱钙7 d，梯度乙醇脱水，常规石蜡包埋，沿股

骨头冠状面切片、二甲苯脱蜡，将每个股骨头切片后做

苏木精-伊红染色。光镜下观测骨小梁、骨髓造血细胞、

脂肪细胞、成骨细胞、破骨细胞、空骨陷窝等。随机任

选3个高倍视野，每个视野计数50个空骨陷窝，即空缺

的空骨陷窝个数，求出空缺的骨陷窝占正常陷窝的百分

数，即平均骨陷窝的空虚率(即空骨陷窝率)。并用生物

显微镜摄片。 
激素性股骨头坏死判定标准：股骨头软骨下区空骨

陷窝率作为激素性股骨头坏死的组织学判定指标已被

广泛采用。正常成年家兔股骨头软骨下区空骨陷窝率为

8%~12%，同等制片条件下股骨头软骨下空骨陷窝率超

过此数目即提示骨坏死[14-16]。 
股骨头组织bcl-2表达免疫组化染色检测：取实验第

4周各组股骨头组织切片，采用S-P免疫组织化学染色方

法检测bcl-2的表达情况，方法参照试剂盒说明进行。摄

影生物显微镜下观察，以已知阳性染色切片为阳性对

照，以PBS代替一抗作为阴性对照，染棕黄色为阳性，

并摄片，计数各组第4周每103个骨细胞中阳性细胞数。 
股骨头组织caspase-3的表达免疫组化染色检测：取

实验第4周各组股骨头组织切片，采用S-P免疫组织化学

染色方法检测caspase-3的表达情况，方法参照试剂盒说

明进行。摄影生物显微镜下观察，以已知阳性染色切片

为阳性对照，以PBS代替一抗作为阴性对照，染棕黄色

颗粒为阳性，观察每张切片10个具有代表性的高倍视

野，细胞浆染为棕黄色为阳性。根据胞浆的染色程度进

行评分：染色强度弱者(淡黄色或仅个别细胞呈黄至棕黄

色染色)为1分，染色强度强者(呈黄至棕黄色染色)为3
分，中等染色强度者(染色强度介于前两者之间)为2分。

根据着色细胞百分率进行评分：着色细胞占计数细胞百

分率<1%为0分，1%~25%为1分，26%~50%为2分，

51%~75%为3分，>75%为4分。将每张切片染色强度得

分与着色细胞百分率得分各自相乘，为其最后得分。得

0分为阴性(－)，1~2分为弱阳性(+)，3~4分为中等阳性

(++)，6分及以上为强阳性(+++)。并摄片。 
主要观察指标：①股骨头病理观察结果。②股骨头

组织bcl-2及caspase-3表达免疫组化染色结果。 
设计、实施、评估者：设计为第一作者，干预实施

为第一、二作者，评估为第三作者，均经过系统培训，

未使用盲法评估。 
统计学分析：bcl-2数据由第二作者经SPSS11.0软件

处理，组间行t检验比较，P < 0.01有显著差异。caspase-3
数据由第二作者应用 SPSS11.0 软件进行分析，两样本

率差异检验用四格表Fisher确切概率法；所得定量资料

采用t检验，方差不齐时行t’检验；以P < 0.05为差异有显

著性意义。 
 
2  结果 

 
2.1  给药第4周股骨头病理观察结果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figure 1  The pathologic results of the femoral head at 4 weeks 
after administration (Hematoxylin-eosin staining) 

图 1  给药第 4 周各组股骨头病理观察结果(苏木精-伊红染
色)

a: Normal control group (×400)

正常对照组： 
骨小梁结构清晰、粗大、排列规则，脂肪细胞少见，成骨细胞

排列规则，偶见空骨陷窝，髓腔内造血细胞丰富，见图 1a。
 
激素模型组： 

骨小梁明显稀疏、变细，甚至断裂，结构模糊；髓腔内脂肪细

胞增多、肥大；造血细胞数量减少；成骨细胞排列不规则；空

骨陷窝数量明显多于正常对照组（t=2.629，P < 0.01），见图 1b。
 
藻酸双酯钠组： 
脂肪细胞少见，造血细胞多见，骨小梁和空骨陷窝数量介于前

2 组之间（t=1.713，P < 0.01），见图 1c。 
 
阿仑磷酸钠组： 
骨小梁和空骨陷窝数量接近正常对照组（t=1.462，P > 0.05），
脂肪细胞和造血细胞接近激素模型组，见图 1d。 

 
联合用药组： 

骨小梁接近完整，造血细胞丰富，脂肪细胞少，空骨陷窝数接

近正常对照组（t=1.657，P > 0.05），见图 1e。 

b: Glucocorticosteroid group (×200)

c: PSS group (×400) d: Alendronate group (×400) 

e: PSS combined with alendronate group (×200) 
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2.2  给药第4周股骨头组织bcl-2的表达       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
各组股骨头组织bcl-2表达免疫组化染色结果见图

2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3  给药第4周股骨头组织caspase-3的表达  caspase-3

免疫染色阳性物质呈棕黄色颗粒，主要位于细胞浆

中。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

股骨头组织 bcl-2 阳性细胞率： 
正常对照组、激素模型组、藻酸双酯钠组、阿仑磷酸钠组、联

合用药组分别为(28.47±1.63)%，(11.67±3.74)%，(19.42±
2.81)%，(23.36±5.17)%，(26.96±6.64)%。 

 
与正常对照组比较： 
激素模型组、藻酸双酯钠组股骨头组织 bcl-2 阳性细胞率均明显

降低(t=3.052， P< 0.01；t=2.435，P < 0.05)。 
 
阿仑磷酸钠组： 

联合用药组股骨头组织 bcl-2 阳性细胞率无明显变化(t=1.543，P
> 0.05；t=1.342，P > 0.05)。 

 
与激素模型组比较： 
藻酸双酯钠组、阿仑磷酸钠组、联合用药组股骨头组织 bcl-2
阳性细胞率均明显升高(t=2.146，P < 0.05；t=2.815，P < 0.01；
t=2.947，P < 0.01)。 

 
与藻酸双酯钠组比较： 

联合用药组股骨头组织 bcl-2 阳性细胞率明显升高(t=2.503，P <
0.05)。 

正常对照组： 
40 个股骨头中，阴性表达 38 个(95%)，弱阳性表达 2 个(5%)，
无中等阳性和强阳性表达，见图 3a。 

 
激素模型组： 

40 个股骨头中，阴性表达 2 个(5%)，阳性表达 38 个(95%)，其

中弱阳性表达 2 个(5%)，中等阳性表达 10 个(25%)，强阳性表

达 26 个（65%），见图 3b。 
 
藻酸双酯钠组： 

40 个股骨头中，阴性表达 12 个（30%），阳性表达 28 个(70%)，
其中弱阳性表达 8 个(20%)，中等阳性表达 14 个(35%)，强阳性

表达 6 个(15%)，见图 3c。 
 
阿仑磷酸钠组： 

40 个股骨头中，阴性表达 26 个(65%)，阳性表达 14 个(35%)，
其中弱阳性表达 10 个(25%)，中等阳性表达 4 个(10%)，无强阳

性表达，见图 3d。 
 
联合用药组： 

40 个股骨头中，阴性表达 36 个(90%)，阳性表达 4 个(10%)，
其中弱阳性表达 2 个(5%)，中等阳性表达 2 个(5%)，无强阳性

表达，见图 3e。 

Figure 2  Eexpression of bcl-2 in the femoral head at 4 weeks after 
administration (Immunohistochemical staining, ×400) 

图 2  给药第 4 周各组股骨头组织中 bcl-2 表达情况(免疫组
化染色，×400) 

a: Normal control group b: Glucocorticosteroid group 

c: PSS group d: Alendronate group 

e: PSS combined with alendronate group 

Figure 3  Expression of caspase-3 in the femoral head at 4 weeks 
after administration (Immunohistochemical staining, 
×400) 

图 3  给药第 4 周各组股骨头组织中 caspase-3 表达情况 (免
疫组化染色，×400) 

a: Normal control group b: Glucocorticosteroid group 

c: PSS group  d: Alendronate group  

e: PSS combined with alendronate group  
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3  讨论 

 
国外学者发现应用激素使成骨细胞凋亡增加，最终

使骨细胞数量减少导致骨坏死[17]。近年来抑制骨细胞凋

亡实验证实：钙结合蛋白-D28k能通过抑制caspase-3的
活性增加抑制骨细胞凋亡[18]。雌激素能通过抑制骨细胞

凋亡抑制激素性骨病[19]。阿仑磷酸钠能够通过抑制骨细

胞凋亡的途径抑制激素性骨质疏松[20]。二磷酸盐类一直

是防治激素性骨质疏松最适合、安全的药物[21]，目前阿

仑磷酸钠已被批准治疗激素性股骨头坏死[22]。 
实验通过检测大剂量应用激素后引起激素性股骨

头坏死早期bcl-2、caspase-3的表达情况，以进一步证实

骨细胞凋亡为激素性股骨头坏死的发病机制，并在应用

激素的同时给予阿仑磷酸钠早期干预，并检测其早期干

预效应。从结果看，采用强迫动物间断立位，使成模率

提高到90%，成模时间缩短[23]。实验第4周激素模型组

出现典型的股骨头坏死，同时bcl-2表达较正常对照组明

显减少，caspase-3表达明显增多；联合用药组和正常对

照组未发现股骨头坏死，同时bcl-2、caspase-3的表达水

平相近；藻酸双酯钠组出现大部分股骨头坏死和bcl-2、
caspase-3的表达显著异常；阿仑磷酸钠组只有少部分存

在脂肪细胞增多和造血细胞减少，而骨小梁、成骨细胞

数量和分布、破骨细胞数量与正常对照组比较无显著差

异，bcl-2、caspase-3的表达与正常对照组基本相似。 
实验结果提示，骨细胞凋亡参与了激素性股骨头坏

死的发病，bcl-2、caspase-3可能为骨细胞凋亡的机制；

联合用药可能通过抑制骨细胞凋亡途径预防激素性股

骨头坏死的发生；阿仑磷酸钠可能通过抑制bcl-2、
caspase-3的表达来抑制骨细胞凋亡，从而预防激素性股

骨头坏死；藻酸双酯钠虽然也有此作用，但作用较弱。 

总之，激素性股骨头坏死发病机制并非单一，即单

用骨细胞凋亡学说并不能解释全部结果，骨细胞凋亡只

是激素性股骨头坏死的发病机制之一。bcl-2和caspase-3
作为细胞凋亡发生和调控机制中两项重要组成成分，二

者之间以及在凋亡的调控中的相互关系非常复杂。  
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与正常对照组比较： 

激素模型组、藻酸双酯钠组股骨头组织 caspase-3 阳性细胞率均

明显升高(t=2.431，P < 0.01；t=1.963，P < 0.05)。 
阿仑磷酸钠组、联合用药组股骨头组织 caspase-3 阳性细胞率无

明显变化(t=1.667，P > 0.05；t=1.261，P > 0.05)。 
 
与激素模型组比较： 
藻酸双酯钠组、阿仑磷酸钠组、联合用药组股骨头组织 caspase-3
阳性细胞率均明显降低(t=2.97，P < 0.01；t=2.462，P < 0.01；
t=1.854，P < 0.05)。 

 
与藻酸双酯钠组比较： 

阿仑磷酸钠组、联合用药组股骨头组织 caspase-3 阳性细胞率均

明显降低(t=1.691，P < 0.05；t=1.959，P < 0.05)。 
 
与阿仑磷酸钠组比较： 

联合用药组股骨头组织 caspase-3 阳性细胞率无明显变化

(t=2.013，P > 0.05)。 


