
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.22 NO.20 OCT.2022

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2022.20.007

HGF调控 茁-catenin信号通路对家兔股骨颈骨折修复的影响 *
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摘要目的：探究 HGF调控茁-catenin信号通路对家兔股骨颈骨折修复的作用和影响机制。方法：15只股骨颈骨折家兔动物模型随
机分为半合成细胞外基质样水凝胶组（sECM组）、sECmM+HGF组和脱钙骨基质组（DBM组），自体右侧作为实验侧，左侧作为对

照侧，对比各组家兔一般情况、骨折愈合质量评分骨痂最大载荷、挠度和刚度、BMSC细胞中 BMP-2、TGF-茁1、PDGF、bFGF mRNA

表达水平和 COL-I、Wnt5a、茁-catenin和 Lef-1蛋白表达水平。结果：术后各周 sECM+HGF组和 DBM组实验侧骨折愈合质量评分

高于对照侧（P<0.05），且高于同期 sECM组实验侧（P<0.05）。术后 8周，sECM+HGF组和 DBM组实验侧骨痂最大荷载、挠度和刚

度均优于对照侧（P<0.05），且优于 sECM组实验侧（P<0.05）。术后 2周及 4周，sECM+HGF组和 DBM组实验侧 BMP-2、TGF-茁1、
PDGF和 bFGF表达显著高于对照侧（P<0.05）。且高于同期 sECM组实验侧（P<0.05），术后 8周 sECM+HGF组和 DBM组实验侧

BMP-2表达高于 sECM组实验侧（P<0.05）。术后 2周，sECM+HGF组和 DBM组实验侧 COL-I表达高于对照侧（P<0.05）。术后 2

周、4周 sECM+HGF组和 DBM组实验侧 COL-I表达均显著高于同期 sECM组实验侧（P<0.05）。术后 8周，sECM+HGF组和

DBM组实验侧 wnt5a表达低于对照侧（P<0.05）且低于 sECM组实验侧，茁-catenin、Left-1表达显著高于对照侧（P<0.05），且高于
sECM组实验侧（P<0.05）。结论：HGF通过激活Wnt/茁-catenin信号通路，上调 BMP-2、TGF-茁1、PDGF、bFGF和 COL-1的表达，显

著促进股骨颈骨折家兔的骨折修复过程。
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Effects of HGF Regulation of 茁-catenin Signaling Pathway
on the Repair of Femoral Neck Fractures in Rabbits*

To explore the effects and influencing mechanism of HGF regulating 茁-catenin signaling pathway on the

repair of femoral neck fractures in rabbits. 15 rabbits with femoral neck fractures were randomly divided into semisynthetic

extracellular matrix like hydrogel group (sECM group), sECmM+HGF group and demineralized bone matrix group (DBM group). The

autologous right side was used as the experimental side and the left side as the control side. The general condition, fracture healing

quality score, the maximum load, deflection and stiffness of callus and mRNA expression levels of BMP-2, TGF-茁1, PDGF and bFGF

and the protein expression levels of COL-I, Wnt5a, 茁-catenin and Lef-1 in BMSC cells were compared among the groups. The

fracture healing quality scores of the experimental side in sECM+HGF group and DBM group were higher than the control side at

different weeks after surgery (P<0.05), and were higher than the experimental side in sECM group (P<0.05). At 8 weeks after surgery, the
maximum load, deflection and stiffness of the experimental side callus in sECM+HGF group and DBM group were better than those in

the control side (P<0.05), and the indicators were better than those of the experimental side in sECM group (P<0.05). At 2 weeks and 4
weeks after surgery, the expressions of BMP-2, TGF-茁1, PDGF and bFGF in the experimental side were higher than those in the control

side in sECM+HGF group and DBM group (P<0.05), and the expressions were higher than those in the experimental side of sECM group

(P<0.05), and the expression of BMP-2 in the experimental side of sECM+HGF group and DBM group was higher than that in the

experimental side of sECM group at 8 weeks after surgery (P<0.05). At 2 weeks after surgery, the expression of COL-I in the

experimental side of sECM+HGF group and DBM group was higher than that in the control side (P<0.05). The expression of COL-I in

the experimental side of sECM+HGF group and DBM group at 2 and 4 weeks after surgery was higher than that in the experimental side

of sECM group during the same period (P<0.05). At 8 weeks after surgery, the expression of wnt5a in the experimental side of

sECM+HGF group and DBM group was lower than that in the control side (P<0.05) and was lower than that in the experimental side of
sECM group, while the expressions of 茁-catenin and Left-1 were higher than those in the control side (P<0.05) and were higher than
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前言

股骨颈骨折是直接暴力或间接暴力引起的股骨头以下、颈

基底部以上部位出现的骨折情况，患者临床表现为下肢缩短、

外展、外旋畸形[1]。随着内固定材料和技术的不断更新发展，患

者的骨折愈合率不断提升[2]，但仍有部分患者会出现骨折不愈

合甚至股骨头坏死 [3]。肝细胞生长因子（Hepatocyte Growth

Factor，HGF）是由间充质细胞或骨髓微环境分泌的旁分泌性细

胞生长、分化、运动和形态发生的因子，具有较好的促血管内皮

细胞增殖效应[4]，被证实可抑制细胞凋亡，诱导肝细胞定向分化

以及抑制组织纤维化进程[5]。细胞外因子（Wnt）是由Wnt基因

编码的富含半胱氨酸的分泌型糖蛋白家族的信号分子[6]，Wnt/

茁-catenin信号通路是目前公认的与骨形成、骨吸收和骨重建过
程有关的信号转导通路[7]。本研究通过构建股骨颈骨折家兔模

型，将含有 HGF的水凝胶植入家兔模型体内，观察 HGF调控

Wnt/茁-catenin通路对骨折家兔股骨颈股修复的作用和机制。

1 材料与方法

1.1 动物

15只纯系清洁级新西兰大白兔购自武汉大学实验动物中

心，不限性别，月龄为 6~8月，体质量为 2.2 kg~3.5 kg。给予常

规颗粒饲料和自由饮水，饲养于通气饲养笼中，维持相对温度

为 20~25℃，相对湿度 40~70%，给予 12 h光暗交替照明条件，

实验过程均符合动物伦理学标准。

1.2 半合成细胞外基质样水凝胶（Semisynthetic extracellular

matrix like hydrogel，sECM）制备

参考 Zhao J等人[8]报道的相关内容，按照 sECM（美国 sig-

ma Aldrich公司，HyStem-C）说明书进行配置，负载 HGF的

sECM除溶液 A中需按 1 mL比例滴加 2.5 滋g HGF。
1.3 动物分组及处理

将上述经适应性喂养 1 周后的新西兰大白兔随机分为

sECM组、sECmM+HGF组和脱钙骨基质组（DBM），每组各 5

只，均采用自体左右双侧对照，右侧为实验侧，分别植入

sECM、含 HGF的 sECM和 DBM，左侧不做任何措施。各组家

兔禁食 8 h后备皮，固定家兔使其头部偏向一侧，待麻醉镇静

生效后，由右髋关节后外侧做切口，暴露兔股骨颈股，采用显微

外科骨刀在股骨颈中部凿段，造成股骨颈骨折，以直径为 2 mm

的克氏针内固定，分别植入 sECM、含 HGF的 sECM和 DBM，

完成植入后依次缝合关节囊、肌肉、筋膜和皮肤，采用无菌敷料

包扎固定创口，避免创口局部感染。左侧处理步骤与上述一致，

但不对股骨颈骨折部位做任何处理即缝合。手术结束后 3 d开

始给予常规抗感染治疗，8 d后拆线，期间隔日更换一次敷料，

当观察到家兔内固定无明显移位、脱落表现，生命体征稳定，饮

食正常，无明显感染症状视为股骨颈骨折造模成功[9]。

1.4 骨折愈合质量评分

分别于各组家兔手术后 2周、4 周及 8 周时进行 X 线检

查，参考先前的文献[10]根据骨折线模糊程度、股骨头形成、骨痂

生长状态和骨髓腔状态对各组家兔进行骨折愈合质量评分：0

分代表未发现明显骨痂阴影；1分代表可见骨痂阴影，但骨折

线模糊；2分代表可见明显骨痂生长，骨折线较为模糊，骨髓腔

未通；3分代表骨痂生长丰富，骨折线十分模糊甚至几乎消失，

骨髓腔接近再通；4分代表骨折线完全消失，骨化程度明显，骨

髓腔再通。

1.5 生物力学指标

手术后第 8周，采用生物力学试验机（美国英斯特朗公司；

8874型）以 1.5 mm/min的速度对各组家兔股骨颈加载载荷，计

算机收集并显示骨痂最大载荷、挠度和刚度。

1.6 细胞因子水平

采用实时荧光定量聚合酶链式反应检测各组家兔骨形态

发生蛋白 2（Bone morphogenetic protein-2，BMP-2）、转化生长

因子 -茁1（transforming growth factor-茁1，TGF-茁1）、血小板衍生
生长因子（Platelet derived growth factor，PDGF）以及碱性成纤

维细胞生长因子（basic fibroblast growth factor，bFGF）的 mRNA

表达水平。

1.7 免疫印记检测相关蛋白表达

采用 Western blot 法检测各组骨痂标本中 I型胶原蛋白

（Type I collagen，COL-I）和 Wnt/茁-catenin信号通路相关蛋白
表达。

1.8 统计学分析

采用 SPSS22.0统计学软件进行数据处理，计量资料以 "

均数依标准差 "（x依s）表示，两组间比较用 t检验，多组间比较采

用单因素方差分析，计数资料率以（n，%）表示，掊2检验，P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组家兔骨折愈合情况比较

术后 2周、4周及 8周 sECM+HGF组和 DBM组实验侧骨

折愈合质量评分显著高于对照侧（P<0.05），术后 2周、4周及 8

周 sECM+HGF组和 DBM组实验侧骨折愈合质量评分均显著

高于同期 sECM组实验侧（P<0.05），见表 1。

2.2 各组家兔骨生物力学指标比较

术后 8 周，sECM+HGF组和 DBM 组实验侧骨痂最大荷

载、挠度和刚度均显著优于对照侧（P<0.05），sECM+HGF组和

DBM组实验侧骨痂最大荷载、挠度和刚度均显著优于 sECM

组实验侧（P<0.05），见表 2。

those in the experimental side of sECM group (P<0.05). HGF up-regulates the expressions of BMP-2, TGF-茁1, PDGF, bFGF
and COL-1, and significantly promotes the fracture repair process of rabbits with femoral neck fractures by activating the Wnt/茁-catenin
signaling pathway.

Hepatocyte growth factor; Wnt/茁-catenin signaling pathway; Femoral neck fractures; Rabbits; Fracture repair
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Groups 2 w 4 w 8 w

sECM group Experimental side 1.13依0.18 1.58依0.15 1.86依0.16

Control side 1.14依0.21 1.51依0.17 1.83依0.18

sECM+HGF group Experimental side 2.35依0.24*# 3.14依0.32*# 3.96依0.39*#

Control side 1.12依0.20 1.57依0.17 1.85依0.15

DBM group Experimental side 2.36依0.29*# 3.13依0.35*# 3.95依0.42*#

Control side 1.13依0.19 1.56依0.16 1.88依0.18

Note: Compared with the experimental side of sECM group, *P<0.05; compared with the control side of the same group, #P<0.05.

表 1各组家兔骨折愈合质量评分比较（x依s，分）
Table 1 Comparison of fracture healing quality score in each group ( x依s, points)

表 2各组家兔骨生物力学指标比较（x依s）
Table 2 Comparison of bone biomechanical indicators in each group (x依s)

Note: Compared with the experimental side of sECM group, *P<0.05; compared with the control side of the same group, #P<0.05.

Groups Maximum load(N) Deflection(mm) Stiffness(N*mm)

sECM group Experimental side 325.69依21.43 2.71依0.25 194.16依18.73

Control side 321.74依20.45 2.70依0.21 191.44依15.65

sECM+HGF group Experimental side 402.78依29.48*# 3.28依0.31*# 426.95依27.46*#

Control side 328.46依25.24 2.72依0.25 195.63依20.08

DBM group Experimental side 396.65依28.37*# 3.25依0.34*# 431.71依25.15*#

Control side 330.65依22.98 2.70依0.23 198.14依19.66

表 3各组家兔相关细胞因子指标比较（x依s，/GAPDH）
Table 3 Comparison of related cytokines of rabbits in each group ( x依s, /GAPDH)

Groups
2 w

BMP-2 TGF-茁1 PDGF bFGF

sECM group Experimental side 1.16依0.11 0.98依0.10 0.99依0.08 1.05依0.12

Control side 1.12依0.09 1.00依0.11 1.01依0.12 1.03依0.11

sECM+HGF group Experimental side 4.16依0.36*# 5.22依0.53*# 5.17依0.46*# 4.83依0.39*#

Control side 1.00依1.02 1.02依0.12 1.04依0.15 1.01依0.15

DBM group Experimental side 4.20依0.41*# 5.19依0.48*# 5.22依0.51*# 4.76依0.42*#

Control side 0.98依0.09 0.99依0.08 0.94依0.08 0.97依0.07
Continued table 3

Groups
4 w

BMP-2 TGF-茁1 PDGF bFGF

sECM group Experimental side 0.95依0.08 0.97依0.13 0.92依0.09 0.98依0.10

Control side 0.96依0.06 0.95依0.11 0.94依0.11 0.99依0.11

sECM+HGF group Experimental side 3.26依0.31*# 2.87依0.25*# 2.95依0.33*# 4.16依0.42*#

Control side 0.91依0.12 0.93依0.10 0.95依0.10 0.96依0.11

DBM group Experimental side 3.33依0.35*# 2.92依0.31*# 3.10依0.36*# 4.23依0.41*#

Control side 0.92依0.09 0.94依0.08 0.97依0.07 0.99依0.09
Continued table 3

2.3各组家兔相关细胞因子指标比较

术后 2 周，sECM+HGF 组和 DBM 组实验侧 BMP-2、

TGF-茁1、PDGF和 bFGF表达显著高于对照侧（P<0.05）。术后 4

周，sECM+HGF 组和 DBM 组实验侧 BMP-2、TGF-茁1、PDGF
和 bFGF 表达显著高于对照侧 （P<0.05）。术后 8 周，

sECM+HGF组和 DBM组实验侧 BMP-2表达显著高于对照侧

（P<0.05）。术后 2周、4周 sECM+HGF组和 DBM组实验侧上

述各因子表达均显著高于同期 sECM组实验侧（P<0.05），术后
8周 sECM+HGF组和 DBM组实验侧 BMP-2表达高于 sECM

组实验侧（P<0.05），见表 3。
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Note: Compared with the experimental side of sECM group, *P<0.05; compared with the control side of the same group, #P<0.05.

Groups
8 w

BMP-2 TGF-茁1 PDGF bFGF

sECM group Experimental side 0.97依0.11 0.82依0.08 0.87依0.07 0.95依0.09

Control side 0.95依0.13 0.85依0.11 0.82依0.15 0.93依0.11

sECM+HGF group Experimental side 1.63依0.18*# 0.81依0.09 0.91依0.13 0.99依0.13

Control side 0.92依0.10 0.83依0.08 0.89依0.11 0.97依0.12

DBM group Experimental side 1.59依0.16*# 0.86依0.10 0.85依0.09 0.96依0.09

Control side 0.99依0.10 0.89依0.09 0.87依0.07 0.94依0.08

2.4 各组家兔 COL-I表达比较

术后 2周，sECM+HGF组和 DBM组实验侧 COL-I表达显

著高于对照侧（P<0.05）。术后 4周，sECM组、sECM+HGF组和

DBM组双侧 COL-I表达均无明显差异（P>0.05）。术后 2周、4

周 sECM+HGF组和 DBM组实验侧 COL-I表达均显著高于同

期 sECM组实验侧（P<0.05）。术后 8周，三组双侧均无 COL-1

表达，见表 4。

续表 3各组家兔相关细胞因子指标比较（x依s，/GAPDH）
Table 3 Comparison of related cytokines of rabbits in each group (x依s, /GAPDH)

Groups 2 w 4 w 8 w

sECM group Experimental side 20.63依1.38 3.78依0.63 0

Control side 19.87依1.23 3.75依0.51 0

sECmM+HGF group Experimental side 31.94依1.47*# 3.91依0.77 0

Control side 20.43依1.28 3.80依0.62 0

DBM group Experimental side 32.25依1.33*# 3.88依0.59 0

Control side 21.07依1.25 3.82依0.73 0

表 4各组家兔 COL-I表达比较（x依s，/茁-actin）
Table 4 Comparison of COL-I expression of rabbits in each group (x依s, /茁-actin)

Note: Compared with the experimental side of sECM group, *P<0.05; compared with the control side of the same group, #P<0.05.

2.5 各组家兔第 8周Wnt/茁-catenin信号通路表达比较
术后 8周，sECM+HGF组和 DBM组实验侧 wnt5a表达显

著低于对照侧（P<0.05），茁-catenin、Left-1表达显著高于对照侧
（P<0.05），sECM组双侧 wnt5a、茁-catenin和 Left-1表达均无无

明显差异（P>0.05），sECM+HGF组和 DBM组实验侧 wnt5a表

达显著低于 sECM 组实验侧，茁-catenin 和 Left-1 显著高于

sECM组实验侧（P<0.05），见图 1、图 2。

3 讨论

骨折是由外伤或暴力导致的骨完整性、连续性中断的临床

常见病，股骨颈骨折是老年人群多发病，患者发生股骨颈骨折

后，股骨头血流供应下降，导致股骨头缺血性坏死等并发疾

病 [11]，严重影响老年人生活质量和生命健康。随着近些年来分

子生物学技术的不断突破，越来越多的研究发现多种生长因子

参与调节骨折修复过程，影响新骨形成[12，13]。HGF是来源于间

叶组织的细胞因子，被证实不仅可促进血管生成，还参与调控

细胞内骨形态发生蛋白受体的表达水平，进而影响骨组织再

生修复[14]。本次研究利用细胞支架及分子传输系统 sECM搭载

HGF处理股骨颈骨折家兔，旨在探究 HGF分子对于兔骨折修

复的作用及潜在调控机制。

本次研究结果发现，与单纯采用 sECM处理的实验侧相

比，经 HGF和 DBM处理后的实验侧骨折愈合情况显著好转，

说明 HGF和 DBM对于家兔股骨颈骨折修复有较好的促进效

果。DBM是目前临床常用的治疗骨缺损、骨质疏松和骨折的复

合物天然骨移植材料，广泛用于人和家兔等动物颅骨、胫骨和

股骨的修复 [15]。本次结果中 HGF拥有与 DBM相似的修复作

用，HGF作为细胞凋亡抵抗因子，不仅可有效抵抗细胞氧损

图 1各组Wnt/茁-catenin信号通路表达比较
Fig. 1 Comparison of expressions of Wnt/茁-catenin signaling pathways

in each group
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图 2各组Wnt/茁-catenin信号通路表达比较
Fig. 2 Comparison of expressions of Wnt/茁-catenin signaling pathways in each group

伤，促进新生血管生成，还可促进植入细胞的存活，趋化周围干

细胞至骨损伤部位，加速骨再生和骨修复，本次研究证实了

HGF与 DBM拥有相似的作用效果，均在家兔骨折治疗中治疗

效果优异。本实验结果还发现，经 HGF和 DBM处理后的家兔

实验侧骨折愈合评分显著高于未经处理的对照侧，且实验侧家

兔骨痂最大荷载、挠度和刚度均显著优于对照侧。HGF是由含

25个氨基酸前体序列和 29个信号序列的氨基酸残基前肽，在

人和动物体内多以单链形式存在。HGF最初被发现对于肝细

胞增殖有明显促进作用，随着对 HGF的不断探索，越来越多的

研究指出 HGF同样可作用于造血细胞、上皮细胞和血管内皮

细胞等多种细胞，通过自分泌或旁分泌等机制调节其多种细胞

的生长、分化、发育、运动和形态，进而在创伤后修复、胚胎发

育、血管再生以及组织器官再生中发挥关键作用[16-18]。在本次研

究中，HGF通过促进血管内皮细胞增殖、分化过程，促进来源

于间叶组织的骨和软骨的有丝分裂过程，刺激多个骨组织细胞

代谢活性，加速软骨细胞形成和退化，分化成骨样组织，诱导软

骨基质钙化[19]，从而促进家兔股骨颈骨折愈合修复过程，加速

骨再生和骨修复，因此，经 HGF处理后的家兔骨折愈合评分、

骨痂最大荷载、挠度以及刚度均显著提升。

本次研究发现，经 HGF和 DBM处理后家兔实验侧 BMSC

细胞中 BMP-2、TGF-茁1、PDGF和 bFGF的 mRNA表达水平显

著高于对照侧，且实验侧 COL-1的蛋白表达也较对照侧明显

偏高。此外，HGF还可显著活化骨痂组织中Wnt/茁-catenin信号
通路，下调 wnt5a，上调 茁-catenin和 Lef-1表达。BMP-2蛋白最

早由国外学者 URist发现，具有诱导未分化间充质细胞分化为

软骨、成骨细胞的细胞因子，对于新骨形成有极强的促进作

用[20]。TGF-茁1作为广泛分布于免疫系统和骨骼中的多肽分子，
可通过调节骨痂中的软骨、成骨形成，诱导成骨分化和破骨吸

收，影响胶原蛋白、骨桥蛋白和骨粘连蛋白的合成分泌。Huang

Y等人[21]研究指出，TGF-茁1可调控 Smad和 Smad3的表达影

响人骨髓间充质肝细胞的成骨分化过程，补骨脂素可通过激活

TGF-茁/Smad3通路诱导骨髓间充质干细胞的成骨分化，上调骨
桥蛋白、Rnux2、BMP-4等钙沉积相关基因和成骨分化相关基

因的表达，在成骨分化过程中发挥重要作用。PDGF是调控血

小板线衍生机制的强效趋化因子，可通过影响细胞有丝分裂周

期诱导成纤维细胞和成骨细胞的增殖、分化和转移，促进骨折

部位的愈合和修复[22]。bFGF通过影响成骨细胞增殖、分化以及

骨性形成过程影响骨折部位血管生成和血流供应，调控骨组织

重建和愈合过程。COL-1作为骨组织重要组成部分，广泛分布

于全身多个组织中，发挥维持骨骼等组织完整性的作用。

Wnt/茁-catenin信号通路是调控成骨分化过程的经典信号通路，
活化的Wnt/茁-catenin通路可抑制间充质干细胞分化为脂肪细
胞，诱导成骨细胞分化和骨形成，促进骨新陈代谢和骨折愈合

过程[23]。Li XH等人[24]报道称，不同剂量的红景天苷可显著增强

Wnt3/茁-catenin信号通路的表达，加速钙沉积形成，激活碱性磷
酸酶活性，从而显著提高脂肪基质细胞的成骨分化，沉默

茁-catenin可部分逆转红景天苷的成骨分化作用，进一步证实
Wnt3/茁-catenin信号通路在成骨分化过程中扮演的重要角色。
在本次研究中，HFG通过激活 Wnt/茁-catenin信号通路信号转
导级联，抑制 wnt5a 的表达，拮抗 茁-catenin 的降解，使
茁-catenin在细胞质内不断积累并进入细胞核中[25]，结合 Lef-1

等转录因子，触发 Smad依赖性或非依赖性途径的信号转导，

诱导 BMSC细胞内源性增殖和成骨分化，调节骨组织形成、骨

再生，维持骨稳态平衡[26]，加速骨折愈合修复，上调 BMSC细胞

中促骨重建相关细胞因子 BMP-2、TGF-茁1、PDGF、bFGF 和
COL-1的表达，激活Wnt/茁-catenin信号通路。

综上所述，本次研究结果表明，HGF 可通过激活

Wnt/茁-catenin信号通路，改善骨痂最大荷载、挠度和刚度等骨
生物力学指标，上调 BMP-2、TGF-茁1、PDGF、bFGF和 COL-I等

促进骨重建、骨形成、骨再生相关细胞因子的表达，促进股骨颈

骨折家兔的骨折修复，提示 HGF在治疗股骨颈骨折方面应用

前景广阔，为临床治疗股骨颈骨折提供更多思路和数据支持。
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