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摘要 目的:探讨以补肝益肾为治疗手段的补肾壮筋汤对兔早期膝关节实验性 OA 的软骨细胞凋

亡和增殖细胞核抗原( PCNA )表达的影响。方法: 40 只青紫蓝兔随机分为 4 组, 每组 10 只, 分别为中药

组、假模组、模型组、正常组, 参照Hulth 法造成早期骨关节炎模型。术后第 4 周开始, 中药组、假模组口

服补肾壮筋汤,模型组、正常组口服生理盐水。7 周末取兔膝关节软骨, 肉眼、光镜、透射电镜观察形态

学变化,用原位末端标记法( TUNEL 法) , 免疫组化法分别观察软骨细胞凋亡和 PCNA 的表达。结果:

中药组的软骨细胞凋亡指数小于模型组 ( P < 0 05) ; 而中药组的 PCNA 表达要高于其他各组 ( P <

0 05)。结论:补肾壮筋汤减少兔早期膝关节实验性 OA 软骨细胞的凋亡,促进软骨细胞的增殖,对早期

OA有治疗作用。
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骨关节炎( osteoarthrisis, OA)是一种严重慢性进

行性骨关节病, OA的重要病理特征是关节软骨的降

解。既往对 OA的研究, 大多着重于细胞外基质酶性

降解和 (或) 合成新的基质受到抑制而导致软骨破

坏,很少注重软骨细胞的生存或死亡在 OA关节软骨

降解中所起的作用。近年研究表明, OA 的发生、发

展与软骨细胞凋亡异常有关[ 1, 2]。本实验采用 Hulth

造模法制造兔早期膝关节实验性 OA模型,以原位末

端标记法( T UNEL 法)对软骨细胞凋亡和用免疫组

化的方法对软骨细胞的增殖细胞核抗原 ( PCNA )的

表达进行研究,旨在观察补肾壮筋汤治疗早期 OA 的

疗效,探讨其治疗骨关节病的机制。

1 材料与方法

1 1 实验动物 取自封闭群的 6个月龄青紫蓝兔

40只,体质量( 2 50 ! 0 25) kg,雌雄各半。由浙江中

医学院实验动物中心提供。
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1 2 实验药品 补肾壮筋汤浓缩液: 由熟地、当归、

山茱萸、茯苓、续断、牛膝、杜仲、白芍、五加皮、青皮

等组成。水煎浓缩, 蒸馏水调药物浓度至 100% , 每

毫升含生药 1 g。4 ∀ 冰箱保存备用。盐酸氯胺酮

(上海第一生化药业公司, 批号 000302)。注射用青

霉素(江西东风药业, 批号 011012 10)。生理盐水:

每瓶 250 m l(石家庄制药集团,批号 000322)。

1 3 实验试剂 第一抗体:购自美国 Zymed 公司。

T UNEL 试剂盒: 由 DAMO 公司提供。PCNA 单克

隆抗体:北京中山生物技术有限公司。

1 4 实验仪器 切片机、烘箱、显微镜、低温冰箱、

电炉、透射电镜。

1 5 统计学处理 使用 SPSS 10 0 软件,组间两两

比较采用方差分析、F 检验, 相关性分析采用线性相

关分析。

2 动物实验方法和取材

2 1 动物及分组 青紫蓝兔随机分为 4 组, 每组

10只,分别为中药组、假模组、模型组、正常组。

2 2 建立动物模型 氯胺酮 20 mg/ kg, 耳缘静脉注

射麻醉, 中药组、模型组参照Hulth 造模型方法于无

菌条件下切断其左膝内侧副韧带及切除内侧半月板

以及前交叉韧带。假模型组仅作左膝关节内侧皮肤

切开后缝合,正常组不作任何手术处理。术后分笼

饲养, 每天肌注青霉素 2 # 104 U / kg, 共 3 d。1周后

拆线,然后每天驱赶 100 m,共 2周。

2 3 给药 根据 Meeh Rubner 公式计算兔的给药

剂量。手术后第 4 周中药组、假模组给予补肾壮筋

汤,补肾壮筋汤每天相当生药 4 g/ kg 配制成 25 m l

溶液, 正常组、模型组给予生理盐水 25 ml,每天灌胃

1次,共 4周。

2 4 取材 全部动物在 7周末处死,立即解剖左侧

膝关节,每组随机取 2只兔子, 锐刀片切 1 cm # 1 cm

取股骨内髁全层软骨, 立即放入 4 ∀ 的戊二醛中固
定,供透射电镜观察用(透射电镜制作和观察在浙江

大学医学院电镜中心完成)。余下软骨和内侧胫骨

平台的软骨切下后放入 10%的甲醛溶液中固定, 供

HE 染色、凋亡、PCNA 测试用。

3 检测

3 1 凋亡软骨细胞的 TUNEL 法 常规脱蜡入水,

双蒸水、PBS 洗 5 min # 3 次; 20 g/ ml 蛋白酶

K 37 ∀ 消化 15 m in, PBS 冲洗 5 min # 3 次; 3%

H2O2 甲醇中 25 min, PBS 冲洗5 min # 3次; TUNEL

反应混合液中 37 ∀ 90 min, PBS洗 5 min # 3次; 5%

羊血清室温封闭 20 m in; POD 37 ∀ 孵育 30 min, PBS

洗 5 min # 3 次; DAB 显色, 充分洗涤, 苏木精复染,

流水中蓝化,阴性对照用 PBS取代 TU NEL 反应液。

切片脱水、封片后供观察。

3 2 增殖软骨细胞的免疫组织化学显色 采用 En

Vision二步法。切片脱蜡至水, 3%过氧化氢室温下

孵育 10 min, PBS 洗 5 min # 3 次; 枸橼酸缓冲液

( 0 01 M , pH6 0)中 100 ∀ 抗原修复 20 m in, 冷却

20 min, PBS 冲洗 5 min # 3次; 10%正常山羊血清处

理切片 30 min,倾去血清,不洗直接加 1∃50的 PCNA

工作液, 4 ∀ 过夜, PBS冲洗 5 m in # 3次;滴加 EnVi

sion液,室温 30 min, PBS 冲洗 5 min # 3 次; DBA显

色,苏木精复染, 常规脱水透明,中性树胶封片, 光镜

下观察结果。

4 结果

4 1 实验结果判断 细胞凋亡指数 ( AI)和细胞增

殖指数( PI)的判定
[ 3, 4]

,根据下列公式计算AI 和PI:

AI= TUNEL 标记阳性细胞数/软骨细胞数 # 100% ;

PI= PCNA 标记阳性细胞数/软骨细胞数 # 100%。

TU NEL 标记和 PCNA 阳性细胞均为核着黄或

棕黄色,选择细胞分布较均匀的高倍视野计数, 计数

软骨细胞 1 000个以上。

4 2 形态学观测 形态学的变化和肖建德等[ 5]的

描述基本相似。

( 1) 肉眼观测: 正常组和假模组兔子的关节面

光滑, 呈乳白色或淡蓝色, 模型组、中药组的兔子关

节面色泽暗淡, 模型组关节部分软骨面还可见虫蚀

样斑点。

( 2) 光学显微镜观测:正常组和假模组兔子各层

软骨细胞的排列与基质的分布有一定的规律, 表层细

胞成梭形,大致成水平排列。中间细胞圆形, 散在分

布,辐射层软骨细胞成柱状排列。而其他两组均可见

关节软骨部分区域表层胶原纤维暴露呈绒毛状,软骨

柱状排列消失。模型组还可见软骨表面有裂缝形成。

中药组部分标本可见软骨细胞呈巢状增生。

( 3) 透射电镜观测: 正常组和假模组关节软骨

细胞形态正常, 细胞核完整, 核膜清晰,核内染色体

均匀分布, 粗面内质网呈层状排列, 线粒体散在分

布、细胞表面有许多微小突起(见图 1) ; 软骨基质胶

原纤维非常细,具有周期性横纹(见图 2)。其他两组

均可见凋亡细胞, 细胞高度固缩, 核膜分辨不清, 并

可以呈锥形, 细胞器外形模糊,部分细胞核深度凹陷

变形,细胞完成固缩(见图 3) ;胶原纤维直径增粗,甚
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至排列紊乱稀疏,其间可见钙盐沉积(见图 4)。中药

组粗面内质网大量增生, 富含颗粒, 内质网池和网膜

非常清晰,可见高尔基复合体。

4 3 TUNEL 的观察和 AI 的统计比较结果 凋亡

细胞核呈棕黄色,主要位于软骨浅层, 各层均有分布

(见图 5)。各组间 AI 比较差异有统计学意义( F=

14 36, P< 0 05) ; 中药组 ( 9 63 ! 2 81) 与模型组

(13 98 ! 2 98 )、正常组 ( 4 44 ! 1 07)、假模组

( 4 28 ! 1 07)比较, P< 0 05; 模型组与假模组、正常

组比较, P< 0 05。

4 4 软骨细胞 PCNA 免疫组化的观察和增殖指数

的统计结果 模型组 PCNA 阳性细胞主要位于软骨

浅表层;中药组表层和中层 PCNA 染色阳性细胞较

多,并可见呈巢样增生的软骨细胞, 主要位于软骨中

层,染色大多呈阳性 ( 见图 6)。模型组 ( 7 70 !
1 38)、中药组 ( 12 01 ! 1 39 )、假模组 ( 6 68 !

1 28)、正常组( 6 74 ! 1 05)的 PI 比较差异有显著

性意义( F= 43 36, P< 0 01) ,模型组和假模组( F=

1 60, P = 0 226 > 0 05)、正常组 ( F = 3 44, P =

0 082> 0 05)之间比较差异无显著性意义。

4 5 AI 和 PI 的相关性分析 r = 0 075, P =

0 719, 两者没有相关性。

5 讨论

OA 的重要病理特征是关节软骨的降解,关节软

骨属透明软骨, 是一种无血管、神经及淋巴分布的结

缔组织, 由软骨细胞和软骨基质组成。研究表明,

OA患者的软骨细胞凋亡明显高于正常组[ 2]。本研

究从细胞凋亡原位检测发现凋亡软骨细胞主要位于

浅层, 凋亡细胞数目与 OA 严重程度明显相关。证

明软骨细胞凋亡是骨关节炎的重要发病机制。现代

药理研究表明: 补益肝肾可以改善微循环, 防止自由

基过量产生, 调节内分泌状态, 增强免疫功能, 使关

节软骨退变破损和骨端松质骨囊肿样变等表现得到

明显改善和修复。本研究进一步表明: 补肾壮筋汤

对软骨细胞凋亡潜在调控性, 减少软骨细胞的过度

凋亡, 可能是补肾壮筋汤治疗骨关节炎的主要机制

之一。

PCNA从 G1 后半期到 S 前半期在细胞核内急

剧增多, 它是与细胞周期相关 36KD的一种核蛋白,

是 DNA 聚合酶的附蛋白,在 S 期参与 DNA 的复制。

目前认为它的表达是衡量细胞增殖的重要标记

物[ 6]。Even等[ 7]提出一个双信号假说, 推测介导细

胞凋亡和增殖的机制是一耦联的过程, 细胞增殖的

活化必然启动细胞的凋亡。在许多组织中, 细胞的

数量决定细胞增殖率及凋亡。这些因素彼此精确平

衡,维持稳态。在软骨组织中,软骨细胞的增殖与凋

亡也受软骨细胞的长度和细胞数目的调节。但成熟

的软骨细胞缺乏有效的分裂增殖、修复软骨缺损的
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能力。OA患者一个重要的现象是关节中正常软骨

及非负重区软骨中的软骨细胞数少于正常人关节软

骨细胞数。本研究发现补肾壮筋汤能促进实验性骨

关节炎软骨细胞增殖, 对损伤的软骨有一定的修复

功能,但对正常的关节软骨细胞增殖没有促进作用。

模型组的软骨细胞的增殖指数并不因为软骨细胞数

目的减少而增加, 软骨细胞凋亡和增殖之间没有相

关性,其原因有待进一步研究。
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短篇报道

锁骨钩钢板肩峰下撞击征 4例的临床分析

刘小敏1,汤敏予1, 肖伟平2,彭太平1

( 1 江西中医学院附属医院骨科 ,江西 南昌 330006; 2 江西中医学院骨科研究生)

我科自 2000 年 7 月- 2003 年 2 月应用锁骨钩钢板

( CHP)内固定技术治疗锁骨肩峰端骨折( Neer%型)和&度肩
锁关节脱位 ( T ossy& )共 28 例, 其中 4 例出现不同程度的锁

骨钩钢板肩峰下撞击征,现报告如下。

1 临床资料

1 1 一般资料 4 例中男 2例, 女 2例; 年龄20~ 43 岁,平均

30 7岁; 右侧 3 例, 左侧 1 例, 均为单侧; 锁骨肩峰端骨折

1 例, &度肩锁关节脱位 3 例。

1 2 临床症状与体征 4 例患者在行 CH P内固定术后进行

功能锻炼时渐感患肩前方慢性钝痛,症状有加重的趋势 ,在上

举、外展活动时疼痛更加明显。其中 2 例后来出现疼痛弧征

阳性, 4 例患肩撞击试验均阳性(检查者用手向下压迫患侧肩

胛骨, 并使患肩上举, 若因肱骨大结节与肩峰撞击而出现疼

痛,即为撞击试验阳性 ) , 行注射试验(以 1% 利多卡因 10 ml

沿肩峰下面注入肩峰下滑囊)后患侧肩痛症状得到暂时性完

全消失,肩关节活动正常。摄患肩上臂中立位, 内旋、外旋位

的前后位 X线片示 CHP的尖钩位于肩峰下, 1 例示肩峰下有

钙盐沉积(该例年龄 23 岁)。

1 3 治疗方法 4 例 CHP 内固定术后出现症状, 患肩给予

悬吊制动,经过肩峰下间隙局部封闭, 口服非甾体类消炎镇痛

药和活血通筋止痛中药, 配合物理治疗后, 症状得到缓解, 但

反复发作,呈进行性加重, 4 例均于 CHP 内固定术后 6 个月

将 CHP取出。其中骨折者和 2 例脱位者于取出术后 2 周患

肩疼痛症状逐渐缓解,肩关节活动功能好转, 取出术后 1 个月

复诊见疼痛消失, 肩关节活动正常, 外展、上举可。另 1 例脱

位者取出术后仍感患肩前方慢性钝痛 ,但症状较取出术前明

显减轻, 遂予口服消炎镇痛药和活血止痛中药, 配合物理治

疗,取出术后 2 个月症状逐渐消失, 肩关节活动恢复正常。

4 例取出术均随访达 6 个月以上, 症状无复发现象。

2 讨论

锁骨钩钢板肩峰下撞击征是指由于 CHP 的尖钩位于肩

锁关节中或肩峰下, 造成肩峰下关节解剖结构异常, 内容物增

多, 在肩的外展、上举运动中, 因肩峰下组织与 CH P的尖钩发

生撞击而产生的临床症状。4 例均在 CHP 内固定术后出现

症状, 且逐渐加重,经治疗后仍反复发作, CH P取出后症状逐

渐消失, 无复发现象,故否认其他原因所致, 属于锁骨钩钢板

肩峰下撞击征。

临床上为减少撞击征的产生, 医者应注意以下几点:

∋ 将CH P的尖钩植入时 ,应避免反复插试, 减少插入的过程

中尖钩对肩袖的损伤; ( CHP 的尖钩端尽量置于肩峰的后

下方 ,减少其对肩袖的影响 ; ) 尽量选用尖钩偏钝、小、薄且
与肩峰相吻合的 CHP ; ∗术中操作动作应轻柔, 降低医源性

肩袖损伤的概率 ; + 术后指导患者进行功能锻炼, 嘱患者避

免患肩行剧烈的外展、上举运动。若术后一旦出现撞击征,

可按上述治疗方法进行治疗, 并结合 X 线片检查, 锁骨肩峰

端骨折者和肩锁关节脱位者可于内固定术后 6 个月将 CHP

取出。

(收稿日期: 2004- 12- 14 本文编辑:连智华)
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