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�摘要 � 目的 � 观察黑虎丹治疗骨关节炎 ( OA )的效果及其对 OA 软骨细胞增殖和凋亡的影响。

方法 � 36 只雄性新西兰大白兔切断左膝前、后交叉韧带及内侧半月板, 建立兔 OA 模型。随机分为对

照组和用药组,各 18只。对照组不用药 ;用药组术后第 13 周起口服黑虎丹 1 粒/天。分别于术后第 16、

20、24 周处死动物, 取股骨内髁及胫骨内侧平台软骨标本进行光镜、透射电镜、扫描电镜观察, 采用免疫

组化、末端原位标记分别观察软骨细胞增殖和凋亡状况。结果 � 用药组骨关节炎病理表现与对照组无

显著差别,用药组软骨细胞增殖和凋亡指数随时间延长而减少,在术后 24 周时均低于对照组。结论 �
长期服用黑虎丹能减少晚期 OA 软骨细胞的凋亡,并维持 OA软骨细胞增殖和凋亡的平衡。
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�Abstract � Objective � To observe the effect of HeiHuDan( HHD) in the treatment of osteoarthritis

( OA) and the proliferation and apoptosis of chondrocy tes. Methods� The anter ior, posterior Cruciate L iga�

ments and medial menisci of the left knee in 36 adult New Zealand rabbits w ere sectioned to produce models of

OA; the animals w ere then randomly div ided into test�g roup and control�gr oup. HHD 1 tab per day were given

to the animals in the test group for 13 weeks after surgery. 16th, 20th, and 24th weeks after operation, the ani�

mals were sacraficed respectively and specimens w ere pro cured from the medial femoral condy lar and the medi�
al plateau of tibia for light microscopic, transmission electron microscopic and scanning electron micr oscopic

study. Immunohistochemical method and in situ end labbelling method were used to detect the proliferation

and apoptosis of chondrocytes in articular car tilage. Results � T he degenerative changes of cartilag e in test�

g roup had no significant differ ence from control! s, the apoptosis index and proliferative index of chondrocy tes

w ere less than control! s ( P < 0�05) at 24 w eeks postoperation.Conclusion � The study indicated that HHD

can decrease the apoptosis of chondrocytes in the late stage of OA and keep the balance of pro lifer at ion and

apoptosis of OA chondrocytes.
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主要研究方向为骨关节病的机理及防治。

� � 骨关节炎( osteoarthritis, OA)是一种多因素引起的以关节

软骨退变为主要病理特征的退行性关节疾病。由于对 OA 的

发病机制缺乏足够的了解, 目前尚未找到治疗 OA 的有效方

法,但延缓关节软骨退变并促进透明软骨再生是从本质上防

治 OA的关键。本实验建立兔 OA 模型, 观察中药黑虎丹治

疗 OA的效果及其对晚期 OA软骨细胞增殖和凋亡的影响。

1 � 材料与方法
1�1 � 建立动物模型 � 健康成年雄性新西兰大白兔 36 只, 体

重2�5kg 左右。以 3% 戊巴比妥钠 30mg∀kg - 1静脉麻醉, 参

照Hulth 的方法于无菌条件下切断其左膝前、后交叉韧带及

内侧半月板。术后不固定伤肢,分笼饲养。

1�2 � 动物分组 � 造模后将动物随机分为用药组、非用药对照

组,各 18 只。根据 Meeh�Rubner 公式 A(体表面积 m2 ) = K

(系数) ∀K(体重 g) 2/ 3∀10- 4计算得出用药组动物服用黑虎丹

的剂量约为 1 粒/日, 于术后 13 周起口服。分别于术后 16、

20和 24 周取材。

1�3� 光镜标本制备 � 处死动物后,立即解剖左膝关节,每组

随机取 1 只兔子, 以锐利刀片切取 1mm # 1mm 股骨内髁全软

骨层标本, 供透射电镜观察,并取其胫骨内侧平台作扫描电镜

观察。所余之股骨内髁及余兔之股骨内髁、胫骨内侧平台连

同软骨下骨一并切下, 置于 10%中性缓冲甲醛溶液中固定 48

小时, 10%甲酸甲醛脱钙液脱钙 10~ 15 天。按常规石蜡包

埋, 5�m 纵向切片, HE、甲苯胺蓝染色。

1�4 � 不脱钙透射电镜标本制备 � 标本置于 4 ∃ 2%戊二醛中

固定 2 小时, PBS 缓冲液漂洗, 1%锇酸后固定 2 小时,乙醇逐

级脱水后用环氧树脂 618 包埋, LKB 超薄切片机切片, 铅、铀

染色。Hitachi H�500 透射电镜观察。

1�5 � 扫描电镜标本制备 � 标本置于 4 ∃ 2%戊二醛中固定 24

小时, 1%四氧化锇后固定 2 小时,乙醇逐级脱水后临界点干
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燥,定向粘附于载物台上, 真空喷金后用 Jeol JSM�840 扫描电

镜观察。

1�6 � 增殖软骨细胞的免疫组织化学显色 � 采用链霉菌 % 生

物素 % 过氧化酶法观察软骨细胞的增殖状况。每个石蜡标本
制成 5�m 厚连续切片 2 张, 1 张做免疫组化研究, 1 张作为不

加一抗的阴性对照片。切片脱蜡至水, 3%过氧化氢室温下孵

育 5分钟。5%正常山羊血清处理切片 10 分钟, 依次加入抗

增殖细胞核抗原( PCNA )单克隆抗体(北京中山生物技术有

限公司) , 37∃ 湿盒孵育 30 分钟; 二抗(生物素标记 IgG)及链

霉菌抗生物素蛋白 % 过氧化酶溶液。DAB 显色, 甲基绿复

染。

1�7 � 凋亡软骨细胞的末端原位标记 � 采用末端原位标记
( TUNEL )法观察软骨细胞凋亡状况( Oncor 公司试剂盒)。石

蜡标本制成 5�m 厚连续切片 2 张, 1 张进行末端原位标记, 1

张为不加核酸末端转移酶的阴性对照。切片脱蜡至水。

0�1%胰蛋白酶室温下消化 30 分钟。3%过氧化氢室温下孵

育 5 分钟。地高辛标记的核酸末端转移酶( TdT ) 37∃ 湿盒孵

育 60 分钟,抗地高辛抗体室温下孵育 30 分钟, DAB 显色, 甲

基绿复染。

1�8 � 统计分析 � 显微镜下计数阳性细胞所占比例, 随机检验

10~ 20 个视野, 至少计数 2500 个软骨细胞。采用 Student t

检验进行统计分析。

2 � 结果

2�1 � 肉眼观察 � 对照组 16 周时,软骨负重区出现凹槽样变,

表面呈颗粒状突起,色泽暗黄混浊; 20 周有骨赘形成; 24 周,

软骨非负重区凹凸不平, 局部软骨缺损。用药组大体形态变

化与同期对照组相似。

2�2 � 光镜下形态变化 � 16 周时 ,对照组软骨出现裂隙, 深达

放射层(图 1) ; 用药组可见大量增生呈巢状的软骨细胞(图

2)。20~ 24 周, 对照组软骨裂隙增多加深, 软骨细胞柱状排

列消失;用药组与之相比无显著差异。

2�3 � 超微结构变化 � 16 周时, 对照组软骨细胞核固缩, 胞质

中可见脂滴,软骨基质中出现致密胶原纤维束; 用药组软骨细

胞内质网大量增生,富含糖原颗粒, 呈分泌旺盛状态。20~ 24

周,对照组部分软骨细胞坏死崩解, 染色质浓集,内质网减少。

线粒体肿胀 ,软骨基质中胶原纤维粗细不等, 横带周期消失;

用药组与之类似。

2�4 � 软骨表面变化 � 16 周时, 对照组软骨表面出现裂隙, 胶

原纤维暴露;用药组软骨表面完整。20~ 24 周, 对照组局部

软骨缺损,大量胶原纤维裸露; 用药组与之相似。

2�5 � 免疫组化 � PCNA 阳性细胞主要分布于软骨表层(图

3、4)。阳性细胞比例见表 1。

表 1 � PCNA阳性细胞指数 � ( x & s )

时间(周) 用药组( n= 6) 对照组( n= 6)

16 18�5 & 4�7* * 6�2 & 1�6

20 12�2 & 1�4 12�7 & 1�5
24 10�7 & 3�3* 16�2 & 4�9

注: PCNA阳性细胞指数= 阳性细胞数/计数细胞总数 # 100 � 用药组

与对照组比较* P < 0�05, * * P< 0�01

对照组 20 周阳性细胞指数高于 16 周, 相比有显著差异

( t = 7� 106 P < 0�01) , 而与 24 周无差异 ( t = 1� 649 P >

0�05)。用药组术后 20 周阳性细胞指数低于 16 周,相比有差

异( t= 3� 157 P< 0�05) ,而与 24 周相比无差异( t = 0�896 P

> 0� 05)。术后 16 周,用药组阳性细胞指数明显高于对照组

( t= 6� 006 P < 0� 01) ; 而术后 24 周, 用药组阳性细胞指数则

低于对照组( t= 2�291 P < 0�05)。
2�6 � 末端原位标记 � 凋亡的软骨细胞主要位于软骨浅层(图

5、6) , 其比例见表 2。

对照组 24 周凋亡细胞指数明显高于 20 周, 相比有显著

差异( t = 4� 885 P < 0� 01)。用药组 24 周凋亡细胞指数明显

低于 16 周相比有显著差异 ( t = 11�38 P < 0� 01)。用药组

16、20 周凋亡细胞指数与同期对照组比无显著差异 ( t =

2�135 P> 0�05; t= 2� 158 P> 0� 05)。而24 周凋亡细胞指数

则明显低于对照组( t= 10� 86 P < 0�01)。
表 2 � 凋亡细胞指数 � ( x & s)

时间(周) 用药组(n = 6) 对照组( n= 6)

16 21�8 & 1�5 17�5 & 4�7

20 34�6 & 5�1 25�6 & 8�8

24 10�5 & 1�9* 57�5 & 13�3

注:凋亡细胞指数= 凋亡细胞数/计数细胞总数 # 100用药组与对照

组比较* P < 0�01

3 � 讨论

� � 正常完整的关节软骨使关节得以低摩擦、低损耗的状态
进行活动, 并赋予其抵抗压力、张力、剪切力的能力[ 1]。OA

患者的关节软骨因各种原因发生退变或损坏后, 改变了应力

由关节面向骨组织的传导, 使关节软骨和软骨下骨发生一系

列继发性病变, 最终使关节失去正常功能。

黑虎丹是一种由山麻黄、金石斛等十余味中草药制成的

片剂, 具有引经通络、追风散寒、化湿止痛的功效, 它对风湿、

类风湿性关节炎及 OA已显现出较好的临床疗效[ 2]。为进一

步探讨其疗效发生的机理, 本研究参照 Hulth 的方法建立了

兔 OA 模型。结果显示对照组在术后 16~ 24 周中呈现出纤

维裂隙增多、加深,大量软骨细胞变性、坏死, 局部软骨缺损等

典型的晚期 OA 表现。用药组早期 ( 16 周 )表现为软骨细胞

增生, 后期 ( 20~ 24 周)与对照组无显著差异, 提示黑虎丹对

晚期 OA 效果有限。这可能由于: ( 1)软骨细胞的退变过程呈

不可逆性, 黑虎丹对变性的软骨细胞无效。( 2)残存的功能正

常的软骨细胞数量过少,即使黑虎丹直接或间接地作用于这

些细胞促进其修复活动,也无法恢复软骨降解与合成的平衡

关系。

细胞死亡主要有两种形式:细胞坏死和细胞凋亡。前者

是病理性死亡, 多引起炎症反应。后者是生理性死亡, 通常不

产生炎症反应和周围组织的次级损伤。细胞凋亡的增多可能

是引起某些老年性退形性疾病的原因[ 3, 4]。凋亡发生后, 在

核酸内切酶作用下, 将 DNA 分解成多个片段, 每个片段均含

有一个 3∋末端, 该末端在末端转移酶作用下可以转上一个

ddUTP, 将地高辛标记的 ddUTP 显色, 可以反映出细胞凋亡

状态[ 5, 6]。PCNA是从 G1 期后半至 S 期前半过程中细胞核

内急剧增多的一种核蛋白质,分子量 36000,是 DNA多聚酶�

表达活性时的辅助蛋白[ 7~ 9]。免疫组化检测软骨细胞 PCNA
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的表达可以反映软骨细胞的增殖状况[ 10, 11]。实验结果显示

凋亡细胞和增殖细胞主要分布在软骨浅层, 对照组软骨细胞

的凋亡指数随时间的延长而逐渐增多, 至 24 周即 OA 晚期时

达到最高值。用药组 16、20周的凋亡细胞指数与对照组相比

无差别, 但 24周时却远远低于对照组,提示长期服用黑虎丹

能减少晚期 OA 软骨细胞的凋亡。凋亡的减少意味着部分软

骨细胞得以保存,在一定程度上能够促进软骨修复。用药组

16 周的增殖细胞指数高于对照组, 但随着病程进展增殖细胞

数逐渐减少,至 24周时低于对照组。因而长期使用黑虎丹并

不能促进晚期 OA 软骨细胞的增殖。另一方面, 用药组 24 周

的凋亡细胞指数和增殖细胞指数均低于对照组, 提示细胞死

亡与细胞增殖之间保持着一定的平衡关系。因此, 在保持一

定数量软骨细胞的基础上,如何增强单个软骨细胞的合成、分

泌功能对治疗 OA 显得尤为重要。

(本文图 1~ 6见插页 2)
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髌骨粉碎性骨折三种固定方法远期疗效比较

王运涛 � 李坚
(葛洲坝中心医院, 湖北 � 宜昌 443002)

� � 作者对我院用丝线、钢丝与张力带

固定髌骨粉碎性骨折患者远期疗效随访

并作对比分析,结果如下。

1 � 临床资料

从 1980 年至 1996 年我院手术治疗

髌骨粉碎性骨折 147 例, 随访时间 1 年

3 月至 16 年,平均 7 年 4 月。

2 � 治疗方法
丝线组:以双股 7 号或 10 号丝线穿

过髌骨上、下横形骨孔捆扎固定。钢丝

组:以 18 号钢丝穿过髌骨上、下横形骨

孔捆扎固定。张力带组: 将 2 根 1� 5mm

粗克氏针纵行贯穿髌骨,再以 18 号钢丝

环绕成( 8)字固定。
3 � 治疗结果

疗效评定按陆氏[ 1]提出的标准, 结

果见表 1。并发症: 丝线组: 关节僵硬 2

例,创伤性关节炎 2 例。钢丝组: 关节僵

硬 2 例,创伤性关节炎 4 例。张力带组:

克氏针针尾触痛 11 例。

表 1� 三种固定方法治疗结果比较(例)

组别
疗 � � � � 效

优 良 差
优率( % )

丝线 24 13 4 58�54
钢丝 17 12 6 50�00
张力带 32 6 0 84�21

4 � 讨论

本组术后 1 周开始患膝功能锻炼,

X 线检查无 1 例出现骨块分离现象, 均

未并发关节僵硬。丝线、钢丝固定髌骨

粉碎性骨折效果差。术后石膏外固定至

少 8 周。长时间外固定易出现关节僵

硬、肌肉萎缩等。本组关节僵硬 2 例, 行

股四头肌成形术后功能有所改善。钢丝

质硬, 难以完全在骨折块周围塑形, 易受

力不均。术中拧紧钢丝及术后张力下,

髌骨关节面易形成( 台阶)。本组 4 例术

后 X线提示( 台阶)大于 3mm,均继发创

伤性关节炎。同时由于钢丝对骨块的切

割作用, 形成附加骨折, 人为延长了术后

外固定时间。本组并发症发生率为

18� 58%。其中关节僵硬、创伤性关节炎
均发生在丝线、钢丝组。尽管张力带组

克氏针针尾触痛发生率最高( 52� 38% ) ,

但术后 X 线提示骨折愈合时及时拔除

克氏针, 将不会对患膝功能恢复产生不

良影响。本组 11 例均于术后 3 月~ 4

月间手术取出克氏针, 平均 3�3 月。我
们认为术中克氏针弯曲以后将针端尽量

向内击入, 力求钢丝结扎位于股四头肌

深面, 同时克氏针针尾露在骨皮质外短

于 6mm [ 2] , 能完全避免此并发症。
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