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� �  摘要!� 目的: 观察通痹散对体外培养的强直性脊柱炎 ( AS)人成纤维细胞成骨的药理作用。方

法: 采用 2例 AS患者的髋关节囊,体外培养 AS成纤维细胞, 以中药血清药理学方法制备不同浓度的通

痹散含药大鼠血清, 分别通过 MTT法、羟脯氨酸 ( HYP)比色法、125 I标记放射免疫 ( R IA )法测定其对 AS

成纤维细胞的增殖、分泌胶原和骨钙素的影响。结果: 不同浓度的通痹散含药大鼠血清对 AS成纤维细

胞的增殖、分泌胶原和骨钙素均有抑制作用 (P < 0�05),且呈剂量依赖性。结论 :通痹散对 AS成纤维细

胞的成骨潜能有明显的抑制作用。
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� � 强直性脊柱炎 ( anky los ing spondy litis, AS)患者随着病变

的进展, 脊柱韧带、纤维环、椎间盘、髋关节囊有较显著的骨化

倾向, 最终往往导致关节纤维骨性强直。我们的实验发现体

外培养的 AS患者的棘上棘间韧带成纤维细胞较腰椎间盘突

出症患者的同名细胞有更强烈的增殖与成骨能力, 从而认识

到成纤维细胞在 AS脊柱韧带骨化中的重要作用 [ 1]。通痹散

是我们临床治疗 AS的特定制剂, 本实验旨在观察通痹散对

体外培养的 AS成纤维细胞的影响。

1� 材料与方法
1� 1� 主要试剂 � RPM I 1640培养粉 ( G ibco), 超级小牛血清

(杭州四季青生物工程研究所 ), 胰蛋白酶, MTT ( S igm a ), 羟

脯氨酸标准粉 (华美生物工程公司 ) , 骨钙素试剂盒 (中国原

子能科研所 )。

1�2� 药物 � 通痹散药材由浙江中医药大学中药库提供,主要

由生黄芪、露蜂房、白芥子、海藻、昆布、冬虫夏草、血竭、青风

藤等组成,常规提取 3种浓度的水煎液 500 m ,l含药浓度分别

为 1、2、4 g /m l。

1�3� 动物及含药血清制备 � 将浙江省实验动物中心提供的

清洁级 SD雄性成年大鼠 24只, 体重 ( 300 ∀ 10) g, 随机分为

4组,每组 6只,分别灌胃上述 3种浓度药液及蒸馏水, 作为

低、中、高 3个剂量组和空白对照组, 每日 2次, 每次 4 m ,l连

灌 7 d,于第 8天末次灌胃后 1 h始,无菌条件下颈静脉采血,

静置 1 h后离心 ( 2 000 rpm, 15 m in)分离血清,同一组大鼠血

清相混合, - 20 # 保存备用。

1�4� 细胞组织来源 � 材料均取自浙江省中医院骨伤科 2例
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AS患者全髋置换术中切下的髋关节囊, 年龄分别为 34、

42岁, 均为男性。无菌手术中, 用锐刀切除患者髋关节囊组

织 2 cm ∃ 1 cm 2~ 3块, 立即置于 D- H anks液中, 转入细胞

培养室。

1� 5� 成纤维细胞的体外培养 � 将髋关节囊组织块彻底剔除

滑膜, 经 D- H anks液反复漂洗后, 采用组织块培养法, 详见

我们已建立的方法 [ 1]。

1� 6� 实验项目与方法
1� 6�1� 细胞增殖抑制率的测定 � 采用改良 MTT比色法: 将

第 3代 AS成纤维细胞分别以每孔 1 ∃ 104 细胞数接种于
96孔培养板中,每孔体积 200 � ,l 37 # 培养 24 h后吸弃培

养液,换成无血清的 RPM I 1640液继续孵育 24 h, 使已贴壁

的细胞同步进入 G0期, 再吸弃上清后加含 10%低、中、高剂

量组含药大鼠及对照大鼠血清的 RPM I 1640培养液 , 每种

设 6个复孔, 每孔加 200� l。继续培养 72 h后, 小心吸去各

孔上清液 (另作测细胞胶原用 ), 加入无血清的 RPM I 1640

液 180� l和 5 m g /m l的 MTT液 20 � ,l继续孵育 4 h。吸弃

上清后, 每孔加二甲基亚枫 ( DM SO ) 150 � ,l振荡 10 m in, 在

酶联检测仪 ( DG3200型 ,南京电子仪器厂 )上测 570 nm波长

的各孔光吸引值 ( OD )。本实验重复 3次, 采用 t检验, 结果

以  x ∀ s表示。增殖抑制率 = ( 1- 药物组 OD值 /对照组 OD

值 ) ∃ 100%。
1� 6�2� 细胞排泌胶原的测定 � 羟脯氨酸 ( HYP )比色法 [ 2] :

将上实验中各组分别取 4孔的上清液 50 � ,l在 100 # 烤箱
内烘干, 加入 4 mm o l/L的 NaOH 200 � ,l沸水浴中裂解胶原

蛋白 30 m in,依次加 0�05 mm o l/L氯胺 T摇匀, 于室温下放

置 20 m in, 加高氯酸 1 m ,l摇匀, 放置 5 m in。加 10% 对二甲

氨基苯甲醛 1 m l充分摇匀, 于 60 # 水浴中放置 20 m in, 冷

却后,在紫外分光光度仪 (美国产 SPECTRON IC)测吸光度

值 ,再配制不同浓度的羟脯氨酸标准液, 同法测得 560 nm 处

吸光度值, 绘制标准曲线, 查阅曲线即可得出细胞上清液中

羟脯氨酸含量。样品中胶原浓度 ( �g /m l培养基 ) = 样品中

羟脯氨酸浓度 ∃ 7� 46 ( 7�46是羟脯氨酸换算成胶原时的计

算常数 )。

1� 6�3� 骨钙素 ( OCN )的测定 � 取第 3代成纤维细胞计数后,

用含 10%小牛血清的 RPM I 1640液以每毫升 1 ∃ 105细胞接

种于 12孔板,每孔 1 m ,l 3 d后吸弃原培养液, 换成各组 10%

含药及对照大鼠血清的 RPM I 1640液, 每种各 4个复孔。于

培养第 6、9天取各孔上清 100 � l检测 OCN含量, 采用 OCN

试剂盒, 125 I放射免疫法 ( R IA )。智能放免 �测量仪 ( SN�695

型, 上海原子核研究所日环仪器一厂 )直接测样品 OCN含量。

测定结果以  x ∀ s表示, 组间比较用 t检验。并计算对骨钙素

的抑制率。骨钙素抑制率 = ( 1- 药物组骨钙素量 /对照组骨

钙素量 ) ∃ 100%。

1� 7� 统计学处理� 实验数据输入计算机,利用 SPSS 9�0统计软
件进行处理。组间比较用方差分析和 q检验。

2� 结果
2� 1� 含药血清对 AS成纤维细胞增殖的影响 � 通痹散含药

血清对体外培养的 AS成纤维细胞增殖有明显的抑制作用,

且呈剂量依赖性, 详见表 1。

表 1� 各组药物血清对 AS成纤维细胞增殖的抑制作用 ( x ∀ s)

� Tab. 1� Inhib itory effects of drug�contain ing serum s on

pro liferation of AS fibroblasts� (  x ∀ s )

组别 n
AS成纤维细胞

吸光 OD值 抑制率 (% )

低剂量组 6 0�211 ∀ 0�07* 16�94

中剂量组 6 0�187 ∀ 0�07** 25�50

高剂量组 6 0�154 ∀ 0�08** 41�27

对照组 6 0�251 ∀ 0�05 %

注:与空白对照组相比较, * P < 0�05, * * P < 0�01,下同

Nobe: As com pared w ith control group, * P < 0�05, * * P < 0�01, follow s

the sam e

2�2� 含药血清对 AS成纤维细胞细胞外胶原合成的影响 �
不同浓度的通痹散含药血清对 AS成纤维细胞合成细胞外胶

原都有抑制作用, 并有剂量依赖倾向,详见表 2。

表 2� 各组血清对成纤维细胞上清液胶原生成的影响 ( x ∀ s)

Tab. 2� Effects of drug�con tain ing serum s on the production

of collagen in supernate of fibrob lasts( x ∀ s)

组别 n
AS成纤维细胞

胶原浓度 ( �g/m l) 抑制率 (% )

低剂量组 4 398�46 ∀ 29�34* 19�09

中剂量组 4 349�63 ∀ 27�64** 28�96

高剂量组 4 285�72 ∀ 67�28** 47�81

对照组 4 492�13 ∀ 83�25 %

2�3� 含药血清对 AS成纤维细胞 OCN分泌的影响 � 测定显

示不同浓度的通痹散含药血清对 AS成纤维细胞的 OCN分泌

有明显抑制作用, 详见表 3。

表 3� 各组血清对 AS成纤维细胞 OCN分泌量排泌的影响 ( x ∀ s)

Tab. 3� Effec ts of drug serum s on osteocalain syn the sis

of AS fibrob lasts(  x ∀ s )

组别 n
骨钙素含量 ( ng /m l)

第 6天 第 9天

低剂量组 4 2�88 ∀ 0�12* 2�87 ∀ 0�36*

中剂量组 4 1�98 ∀ 0�27* 2�55 ∀ 0�28**

高剂量组 4 1�57 ∀ 0�25* * 2�13 ∀ 0�17**

对照组 4 2�63 ∀ 0�23 3�38 ∀ 0�34

3� 讨论

� � AS的最明显和最终的病理改变是脊柱韧带、椎间盘等软

组织渐进性骨化为 &竹节椎 ∋。对手术中切取的 AS髋关节

囊、棘上棘间韧带进行超微结构研究, 扫描电镜与 X线能谱

仪上显示韧带的胶原纤维排列紊乱, 其间有钙颗粒沉积,从而

了解到 AS韧带和关节中的骨化是由钙颗粒沉积在胶原纤维

之间逐渐形成的 [3]。

OCN是成骨细胞的特征性表达产物, 已发现 AS成纤维

细胞能合成胶原、AKP、钙颗粒 [ 1] ,本次实验又表明其能分泌

OCN, 这进一步证实了 AS成纤维细胞成骨潜能。有理由认为

成纤维细胞极可能是 AS患者脊柱韧带等组织骨化的靶细
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胞 [ 4] , 因此把治疗 AS的控制环节放在抑制 AS成纤维细胞过

度增殖、分泌骨基质上, 以达到抗骨化的目的, 从而阻断 AS

的病情发展是非常必要的。

通痹散是根据扶正化痰、软坚散结的治则而设立的, 作为

协定制剂在临床上应用已取得良好的疗效。通痹散含药血清

对体外培养的 AS成纤维细胞的增殖、分泌胶原和骨钙素有

抑制作用, 并呈剂量依赖性,可能是其临床上取得良好疗效的

重要药理机制之一。
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�技术与方法�

自制弹性钢套治疗闭合性指骨骨折

赵福林
(建水县中医院,云南 � 建水 � 654300)
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� � 2000年 1月 - 2005年 2月,采用自制弹性钢套治疗闭合

性指骨骨折 72例,取得满意疗效, 现报告如下。

1 � 临床资料
� � 本组 72例患者中,女 57例, 男 15例; 年龄 17~ 76岁,平

均 46岁。粉碎性骨折 33例, 横断形骨折 21例, 斜形骨折

18例。近侧指骨向掌侧移位成角 54例, 中节向背侧成角移

位 12例, 远节向掌侧成角移位 6例。损伤 1~ 3 d来诊 54例,

4~ 10 d来诊者 15例, 10 d后来诊者 3例。损伤原因: 砸伤

48例, 跌伤 24例。

2 � 方法

2� 1� 弹性钢套制作 � 用 0. 8 mm厚的钢片, 剪成宽 3~ 5 cm

(与指节宽 ), 长 7 ~ 9 cm的钢片, 形似创可贴。长方形两端

剪成半圆形, 把长方形部分折成圆柱形, 圆柱形上打一些小

孔透气, 把两端半圆靠紧, 半圆中央打一些圆孔, 上一螺丝

钉, 磨光滑备用 (见图 1)。

图 1� 自制弹性钢套示套图

2� 2� 治疗方法 � 在牵引下徒手复位, 矫正重叠、侧方成角旋

转等骨折移位 ,尽量达到解剖复位后, 套上适合的弹性小钢

套 ,拧紧螺丝钉。根据指端血液循环情况调整螺丝钉松紧,

使钢套既起到固定作用, 又不影响指端血液循环及骨折断

端的修复生长,配合早期功能锻炼。固定 2~ 3周后拆掉钢

套。

3� 治疗结果

� � 疗效标准 [ 1]: 优, 关节活动正常, 无疼痛, X线片示骨折

解剖复位,愈合良好; 良,关节活动稍差, 过劳时有轻度痛感,

但能胜任日常工作, X线片示骨折愈合, 近解剖复位, 骨痂生

长过多。 72例均获随访, 时间 1 ~ 3年。本组优 68例, 良

4例。

4� 讨论

� � 指骨骨折的治疗, 传统以手法复位、石膏或小夹板外固
定为主 [ 2�3]。石膏固定常使骨折成角或旋转移位, 以致畸形

愈合。而小夹板固定, 频繁拆卸夹板固定物, 远不足以防止

此类骨折的移位,指骨骨折成角可旋转移位。畸形愈合后与

其他功能障碍存在着直接关系,故治疗时就应力求恢复其原

有的正常解剖关系,并保持此种位置至骨折愈合。指骨骨折

手法复位容易达到解剖复位,使用钢套外固定使骨折断端保

持在整复后的位置上是极为可靠的。在我们的治疗病例中

没有一例发生再脱位现象, 同时可以随时调整螺丝的松紧

度; 避免了石膏外固定所产生的束缚压迫感又不致影响指端

血液循环及其余正常骨关节的活动, 利于早期功能锻炼。弹

性小钢套物美价廉, 小巧且使用方便, 用其治疗指骨闭合性

骨折较传统方法具有明显的优点。
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