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补肾固筋方对膝骨性关节炎模型兔血清及

关节液
(C

#

#

'

)4D

#

!

表达的影响

张$冲#

$黄$芸!

$张庆祝%

$季亚成5

$张英泽$

摘要$目的$观察补肾固筋方对骨性关节炎!

EF88 1GH81,-H/-<H<G

"

IAJ

#模型兔血清及关节液
(C

#

#

$

)4D

#

!

表达的影响% 方法$选取
=

月龄左右健康雄性新西兰大白兔
%9

只"随机分为正常组$模型组$西药

组$中药组"每组
#"

只"除正常组外均采用改良
KL2H/ J

造模法造模"西药组给予美洛昔康!每日药量
9 ;MB

EM

#"中药组给予补肾固筋方每日药量
$% MBEM

"连续给药
=

周"取血清及膝关节前方部分滑膜组织$股骨内

髁关节软骨及软骨下骨"

:C(NJ

法检测血清及关节液
(C

#

#

$

)4D

#

!

含量% 结果$西药组关节间隙狭窄"介于

模型组和中药组之间"关节面粗糙"骨赘明显&中药组关节间隙稍窄"关节面稍粗糙伴轻微骨赘% 与正常组比

较"模型组血清及关节液
(C

#

#

$

)4D

#

!

含量升高 !

O P"

!

"#

#% 与模型组比较"两个给药组血清及关节液
(C

#

#

$

)4D

#

!

含量降低 !

O P"

!

"#

#"两给药组之间比较"差异无统计学意义% 结论$补肾固筋方通过抑制
(C

#

#

$

)4D

#

!

的分泌"延缓软骨退变"促进软骨基质的合成和软骨修复%

关键词$补肾固筋方&兔膝骨性关节炎&软骨细胞&白细胞介素"

#

&肿瘤坏死因子#

!

:QQ8.H 1Q RLG/8F SLT<F U8.<V8 1F N8-L; ,FW NXF1Y<, (FH8-28LE<F

#

# ,FW )L;1- 48.-1G<G D,.H1-

#

,2

#

V/, 1Q IF88 AGH81,-H/-<H<G +1W82 U,ZZ<HG

$

[KJ4S &/1FM

#

!

K\J4S ]LF

!

!

[KJ4S ^<FM

#

_/L

%

!

'(

],

#

./8FM

5

!

,FW [KJ4S ]<FM

#

_8

$

$

# @8V,-H;8FH 1Q A-H/1V8W<.G

!

K8Z8< O-1Y<F.<,2 K1GV<H,2 1Q )&+

!

N/<

#

T<,_/L,FM

$

"$""#6

%!

&/<F,

&

! @8V,-H;8FH 1Q &-LW8 @-LMG

!

&1228M8 1Q O/,-;,.X

!

K8Z8< +8W<.,2 \F<Y8-

#

G<HX

!

N/<T<,_/L,FM

$

"$""#6

%!

&/<F,

&

% @8V,-H;8FH 1Q NL-M8-X

!

K8Z8< &1228M8 1Q )-,W<H<1F,2 &/<F8G8 +8W<

#

.<F8

!

N/<T<,_/L,FM

$

"$""7#

%!

&/<F,

&

5 D,.L2HX 1Q KL;,F JF,H1;X

!

K8Z8< +8W<.,2 \F<Y8-G<HX

!

N/<T<

#

,_/L,FM

$

"$""#6

%!

&/<F,

&

$ @8V,-H;8FH 1Q A-H/1V8W<.G

!

)/<-W K1GV<H,2 1Q K8Z8< +8W<.,2 \F<Y8-G<HX

!

N/<

#

T<,_/L,FM

$

"$""#!

%!

&/<F,

JRN)UJ&)

#

AZT8.H<Y8

#

)1 8`V21-8 H/8 8QQ8.H 1Q RLG/8F SLT<F U8.<V8

$

RSU

%

1F G8-L; ,FW GXF1

#

Y<,2 8`V-8GG<1F 1Q <FH8-28LE<F

#

#

$

(C

#

#

%

,FW HL;1- F8.-1G<G Q,.H1-

#

,2V/,

$

)4D

#

!

%

<F EF88 1GH81,-H/-<H<G

$

IAJ

%

;1W82 -,ZZ<HG 3 +8H/1WG

#

)1H,22X %9 =

#

;1FH/

#

12W /8,2H/X ;,28 48a [8,2,FW a/<H8 -,ZZ<HG a8-8

-,FW1;2X W<Y<W8W <FH1 5 M-1LVG

!

<383

!

H/8 F1-;,2 .1FH-12 M-1LV

!

H/8 ;1W82 M-1LV

!

H/8 *8GH8-F ;8W<.<F8

M-1LV

$

+821`<.,;

!

,H H/8 W,<2X W1G8 1Q 9 ;MBEM

%!

,FW H/8 )&+ M-1LV

$

RSU

!

,H H/8 W,<2X W1G8 1Q

$% MBEM

%!

7 <F 8,./ M-1LV3 +1W82<FM a,G V8-Q1-;8W <F ,22 -,ZZ<HG 8`.8VH H/1G8 <F H/8 F1-;,2 .1FH-12 M-1LV

ZX LG<FM KL2H/ J ;8H/1W3 J22 ;8W<.,H<1F a,G V8-Q1-;8W Q1- = .1FG8.LH<Y8 a88EG3 &1FH8FHG 1Q (C

#

# ,FW

)4D

#

!a8-8 W8H8.H8W LG<FM :C(NJ Q-1; G8-L;

!

V,-H<,2 GXF1Y<,2 H<GGL8 1Q H/8 Q-1FH EF88 T1<FH

!

.,-H<2,M8 ,FW

GLZ./1FW-,2 Z1F8 1Q H/8 ;8W<,2 Q8;1-,2 .1FWX283 U8GL2HG

#

)/8 T1<FH GV,.8 Z8.,;8 F,--1a8W <F H/8 *8GH

#

8-F ;8W<.<F8 M-1LV

!

-,FM<FM Z8Ha88F H/8 ;1W82 M-1LV ,FW H/8 )&+ M-1LV3 )/8 ,-H<.L2,- GL-Q,.8 a,G

-1LM/ a<H/ 1ZY<1LG 1GH81V/XH8G3 )/8 T1<FH GV,.8 a,G G2<M/H2X F,--1a8- <F H/8 )&+ M-1LV

&

H/8 ,-H<.L2,- GL-

#

Q,.8 a,G G2<M/H2X -1LM/ a<H/ ;<2W 1GH81V/XH8G3 &1;V,-8W a<H/ H/8 F1-;,2 .1FH-12 M-1LV

!

.1FH8FHG 1Q (C

#

#

,FW )4D

#

!<F G8-L; ,FW GXF1Y<,2 <F.-8,G8W <F H/8 ;1W82 M-1LV

$

O P "

$

"#

%

3 &1;V,-8W a<H/ H/8 ;1W82

M-1LV

!

.1FH8FHG 1Q (C

#

# ,FW )4D

#

!<F G8-L; ,FW H/8 GXF1Y<,2 Q2L<W W8.-8,G8W <F H/8 Ha1 H-8,H;8FH M-1LVG
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3 )/8-8 a,G F1 GH,H<GH<.,2 W<QQ8-8F.8 <F .1FH8FHG 1Q (C

#

# ,FW )4D

#

!Z8Ha88F H/8 *8GH8-F ;8W<

#

.<F8 M-1LV ,FW H/8 )&+ M-1LV3 &1F.2LG<1F

#

RSU V-1;1H8W H/8 GXFH/8G<G 1Q .,-H<2,M8 ;,H-<` ,FW .,-H<

#

2,M8 -8V,<- H/-1LM/ <F/<Z<H<FM H/8 G8.-8H<1F 1Q (C

#

# ,FW )4D

#

!

!

,FW V-121FM<FM .,-H<2,M8 W8M8F8-,H<1F3

I:]*AU@N

#

RLG/8F SLT<F U8.<V8

&

-,ZZ<H EF88 1GH81,-H/-<H<G

&

./1FW-1.XH8

&

<FH8-28LE<F

#

#

&

HL;1-

F8.-1G<G Q,.H1-

#

,2V/,

$$膝骨性关节炎$

EF88 1GH81,-H/-<H<G

!

IAJ

%是以

关节软骨退变和关节周围骨质增生为病理特征的一种

老年性慢性退行性关节病( )素问"痹论*

+

#

,

#-痹之安

生. 岐伯对曰#风寒湿三气杂至!合而为痹也/( 临床多

用非甾体类药物或胫骨高位截骨术'人工关节置换术!

患者难以接受+

!

,

( 熟地'枸杞子'杜仲'川牛膝等中医药

治疗
IAJ

疗效确切+

%

,

( 本研究深入观察了补肾固筋

方对
(C

#

#

'

)4D

#

!

药理作用和应用调节机制(

材料与方法

#

$实验动物$

NOD

级雄性新西兰大白兔
%9

只!

约
9

月龄!体重
!

!

$

%

%

!

" EM

!河北医科大学实验动物

中心提供!合格证号#

NIbI

$冀%

!"#!

"

#

"

""5

( 适

应性喂养
#

周!室温
#$

%

!$

&!相对湿度
5$c

%

9"c

!每天正常光照!空气流通!标准饲料$组成#麦

麸'玉米'大白菜'芹菜%喂养!自由摄食'饮水(

!

$药物$补肾固筋方组成#熟地
!" M

'补骨脂

!" M

'枸杞子
!" M

'巴戟天
#$ M

'川牛膝
#= M

'丹参

#$ M

'木瓜
#" M

'鸡血藤
#$ M

!按中医辨证加减治疗!

风寒湿痹加防风'黄芪'羌活'独活'桂枝&风湿热痹加

秦艽'羌活'茯苓'石膏&瘀血闭阻证加桃仁'红花'地

龙&肝肾亏虚证偏于阴虚者加山茱萸&偏于阳虚者加菟

丝子'制附子'肉桂( 根据动物造模后进食情况!如进

食欠佳!精神倦怠!喜暖恶寒!毛色是否光泽!活动量的

多少等区分中医证型+

5

,

( 以上药量为成人药量!购于

河北省中医院药房!制剂室常规煎煮取汁
%"" ;C

(

药液浓缩加入蒸馏水后配制成
9 MB;C

&美洛昔康胶

囊!

6

!

$ ;M

!四川宝光药业股份有限公司!批号#

#!"$"!66"!9$

!加入蒸馏水配制成
"

!

$ ;MB;C

溶

液&注射用青霉素
S

钠$石家庄制药集团有限公司!

#9"

万
(\B

支!批号#

J"7##%9!"6

%&

!c

利多卡因!河

北医科大学药理实验室制备(

%

$试剂及仪器$兔
(C

#

#

'

)4D

#

!:C(NJ

试剂盒

$

(C

#

# :C(NJ I<H KL;,F

!

)4D

#

!:C(NJ I<H

!规格#

5=)B79)

%'免疫吸附剂'标记物和显色剂&酶联免疫检

测仪$

R<1

#

$9$

%'

@4+

"

79"!J

酶标分析仪$规格#

@4+

"

79"!J

%'微量注射器$针头#

%%S

%'移液器均

购自上海酶联生化试剂有限公司&干燥箱 $型号#

)S#""

!德国
U:)N&K

公司%&恒温水箱$

@@(C

#

$

型!

上海安亭科学仪器厂%&石蜡切片机$

\

#

95#

型!美国

贝克曼公司%&光学显微镜照相系统$

RK

#

$

型!日本

A2X;VLG

公司%&全自动图像分析系统$

KLL

#

#!J

型!

日本日立公司%&

6!%

分光光度计$

:Cb="=9

型!美国

宝特公司%&数码
b

光机$

&:`=9

型!美国
S:

公司%&

5c

多聚甲醛$山东省寿光市旭东化工有限公司!

&JN

号#

%"$!$

"

=7

"

5

%&灭菌注射用水$

$ ;C

!石家庄第

四制药有限公司%(

5

$动物分组及模型制备$

5"

只新西兰大白兔随

机分为正常组'模型组'西药组及中药组!每组
#"

只(

除正常组外均采用改良
KL2H/ J

造模+

$

,

(

!c

利多卡

因$

%" ;MBEM

%后肢静脉麻醉!常规消毒趋血!右后肢

膝关节外侧纵切口长约
$ .;

!逐层切开'分离!探查关

节腔无原发病变后!完整切除内侧半月板'前交叉韧带

$

,FH8-<1- .-L.<,H8 2<M,;8FH

!

J&C

%及内侧副韧带

$

;8W<,2 .122,H8-,2 2<M,;8FH

!

+&C

%造成负重力线内

移及膝关节不稳( 术侧肢体不固定!术后肌肉注射青

霉素
#9"

万
(\B

$

EM

"

W

%!连续
6

天!每隔
#

天观察创

口愈合情况!预防感染( 术后第
5

天开始强迫兔奔跑

$

"

!

$ /B

天%(当胫股关节面正常外翻
#"

'变为内翻!

b

线片显示下肢力线改变明显!兔跛行明显!即表示造模

成功( 本实验造模成功率为
7"c

( 造模后模型组'

中'西药组
!

%

%

周内各组均死亡
#

只!中药组
#

只造

模失败!共剩
%9

只!各
7

只(

$

$干预方法$造模
!

周后开始干预!参考文

献+

9

,按体表面积换算#新西兰兔每日药量$

!

!

$ EM

%

d

成人$

9$ EM

%每日药量 (

"

!

"6

(

!

!

$

(

!B%

!美洛昔康

每日药量约为
9 ;MBEM

!补肾固筋方每日药量为

$% MBEM

!每天两次鼻饲胃管注射&正常组'模型组灌胃

#$ ;C

生理盐水!

!

次
B

天&连续干预
=

周(

9

$检测指标及方法

9

!

#

$步态观察$采用
@,Y<W &1W8--8

法步态分

级+

6

,评价(

"

级#正常行走!行走时间
e$ ;<F

&

"

级#

轻微跛行!行走时间
%

%

$ ;<F

&

#

级#中度跛行!行走

时间
P% ;<F

(

9

!

!

$兔膝关节
b

线观察$处死动物前拍摄兔膝

关节正位
&U

片!观察膝关节
b

线表现(

b

线损伤情
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况按改良的
@,Y<W )

+

=

,法分级!

"

度#未见异常&

"

度#

可疑&

#

度#肯定&

$

度#明显硬化(

9

!

%

$兔膝关节骨形态学观察$耳缘静脉空气栓

塞处死!

# ;C

生理盐水灌洗关节腔!取胫骨内侧软骨

面!肉眼观察兔膝关节软骨面情况!切取膝关节前方部

分滑膜组织和股骨内髁关节软骨及软骨下骨!剪成约

"

!

$ .;

(

"

!

$ .;

(

"

!

$ .;

组织块!

# ;<F

内置于

#"c

中性缓冲甲醛溶液中固定
!5 /

( 用水冲洗
# /

!

$c

甲酸甲醛脱钙
!

周&用
6$c

'

=$c

'

7$c

'

#""c

各

种浓度乙醇进行逐级脱水&石蜡包埋切片$

$ %;

%(

在
6"

&烤箱内烤片
%" ;<F

后
K:

染色!观察关节软

骨的层次'软骨细胞及软骨下骨变化(

9

!

5

$血清及关节液
(C

#

#

'

)4D

#

!

检测$药物干

预
=

周空腹耳缘静脉空气栓塞处死动物后!立即心脏

取血
$ ;C

!

# """ - B;<F

离心
#" ;<F

!分离血清置于

"

9"

&冰箱中冰冻保存( 采用
:C(NJ

法检测兔血清

及关节液
(C

#

#

'

)4D

#

!

含量(

6

$统计学方法$采用
NONN #%

!

"

统计软件!数据

采用
`

)

G

表示!各组间比较采用
J4A0J

!各组间两

两比较采用
?

检验!

O P"

!

"$

为差异有统计学意义(

结$$果

#

$各组兔膝关节
b

线结果比较$正常组兔膝关

节内外侧间隙均匀一致!关节面平整!边缘整齐规则无

骨赘!关节内无游离体&模型组膝关节内侧间隙变窄!

外侧间隙增大!骨囊变'骨赘形成&中药组膝关节内侧

间稍窄!关节面稍粗糙伴轻微骨赘&西药组膝关节内侧

间隙介于模型组和中药组之间!骨赘明显(

!

$兔膝关节骨形态学结果比较$图
#

'

!

%$正常组

软骨蓝白色!色泽透明!软骨表面光滑!触之较硬!关节

液量少&模型组滑膜肿胀!软骨表面不光滑!关节边缘与

滑膜有少许纤维性粘连凹凸不平&电镜下软骨细胞排列

不完整!深层簇聚( 西药和中药两组关节软骨呈白色!

欠光滑!滑膜轻度增生!关节液较正常组稍多!两组滑膜

炎性表现较模型组轻&电镜下西药组软骨细胞排列欠完

整!簇状增生&中药组软骨细胞排列完整!相对整齐(

%

$各组血清及关节液
(C

#

#

'

)4D

#

!

含量比较$表

#

%$与正常组比较!模型组血清及关节液
(C

#

#

'

)4D

#

!

含量升高 $

O P"

!

"#

%( 与模型组比较!两个给药组血

清及关节液
(C

#

#

'

)4D

#

!

含量降低 $

O P"

!

"#

%!两给

药组之间比较!差异无统计学意义(

讨$$论

IAJ

的病理机制是关节软骨退变+

7

,

( 退变的关

$$注#

J

为正常组&

R

为模型组&

&

为西药组&

@

为中药组&箭头

所指为胫骨关节内侧关节软骨面

图
#

#各组膝关节软骨面情况

$$注#

J

为正常组&

R

为模型组&

&

为西药组&

@

为中药组&箭

头所指为软骨细胞排列情况

图
!

#各组骨形态学结果#$

K:

! (

5"

%

表
#

#各组血清及关节液
(C

#

#

'

)4D

#

!

含量比较

$

FMBC

!

`

)

G

%

组别
F

(C

#

#

血清 关节液

)4D

#

!

血清 关节液

正常
#"

!$9

)

#7

!

!5

*

9

)

"

*

%

!

79

)

7

!

#7

*

9

)

"

*

6

!

模型
7 5%6

)

!! 59

*

5

)

"

*

% !#=

)

#! 56

*

"

)

"

*

%

中药
=

%!!

)

!"

!

%!

*

5

)

"

*

%

!

!!

)

#"

!

!9

*

5

)

"

*

5

!

西药
7

%"!

)

#=

!

!7

*

=

)

"

*

%

!

#"!

)

=

!

!!

*

=

)

"

*

%

!

$$注#与模型组比较!

!

O P"

*

"#

节软骨表面不光滑!龟裂缺损范围及深度各异+

#"

,

(

NH,-L./ +'

等+

##

,在
#7=%

年首先报道了类风湿性关

节炎$

-/8L;,H1<W ,-H/-<H<G

!

UJ

%和骨性关节炎$

1GH8

#

1,-H/-<H<G

!

AJ

%中都可检测到
(C

#

#

的存在&

(C

#

#

可诱

发慢性滑膜炎!软骨基质降解产物的刺激也可引起滑膜
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年
%

月第
%$

卷第
%

期
&'()*+

!

+,-./ !"#$

!

0123 %$

!

41

!

%

的继发炎症+

#!

,

!促进软骨细胞分泌前列腺素$

V-1GH,

#

M2,FW<FG !

!

OS:

!

%!刺激骨吸收及成骨细胞增生'钙

化+

#%

,

!软骨下骨增厚骨赘(

AJ

软骨免疫组化染色的基

质及细胞中
)4D

#

!

及其受体均呈现阳性反应+

#5

,

!强度

与范围和
AJ

严重程度相对应(

)4D

#

!

促进多形核细

胞!刺激滑膜细胞的
OS:

!

分泌!增加骨软骨的破

坏+

#$

,

&

)4D

#

!

促进滑膜成纤维细胞样细胞增殖!增强

U4J

的表达功能!最终滑膜组织纤维性变性!

(C

#

#

'

)4D

#

!

相互协同!加快了膝关节软骨基质的破坏+

#9

,

(

笔者积累多年临床经验参考大量文献自拟补肾固

筋方!治则补益肝肾!强筋健骨( 方中熟地'补骨脂为

君药!熟地性微温'味甘!滋阴养血!补骨脂是补肾壮阳

益精填髓之要药!熟地'补骨脂和枸杞子改善微循环与

血液流变学!降低骨内压!缓解骨和骨髓血流动力学及

其引起的代谢异常!更有利于促进软骨修复+

#6

,

&臣药

巴戟天'川牛膝和鸡血藤改善软骨细胞功能!促进软骨

修复!刺激软骨破坏区产生大量幼稚软骨!减少或阻断

因软骨片丢失刺激滑膜分泌+

#=

,

&木瓜'丹参活血化瘀

药可以促进关节内外的血液循环!改善静脉瘀滞态!降

低骨内压+

#7

,

( 治疗
=

周后兔关节积液明显减少!

b

线

片示骨端变性!软骨下骨质萎缩!狭窄的间隙明显增

宽&中药组滑膜组织
(C

#

#

含量降低!而
)4D

#

!

对
AJ

软骨细胞胶原酶 "

%

的表达有剂量依赖性+

!"

,

!

AJ

滑

膜进一步变性对滑膜增殖及
U4J

的表达有促进作

用&西药组则相反( 本研究表明!补肾固筋方抑制滑膜

炎性改变!减少炎性物质对软骨和滑膜的侵害!同时滑

膜渗透作用于软骨细胞!增强软骨细胞的代偿能力!对

软骨破坏起到一定的延缓作用&补肾固筋方抑制
(C

#

#

'

)4D

#

!

分泌!改善滑膜液性反应!修复并延缓软骨退

变'促进软骨修复!本研究虽提供了一定的实验资料及

理论依据!阐述了中药复方治疗骨关节炎的作用机制!

但仍有不足!还需从分子生物学角度进一步探讨

OS:

!

'基质金属蛋白酶 $

;,H-<` ;8H,221V-1H8<F,G

#

8G

!

++OG

% 及
(C

#

#

之间的相互协同作用( 这也是下

一步工作的研究重点(
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