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y摘要C 目的o探讨关节腔内黄连素注射对兔骨关节炎CｏuｔjｏａｒｔｈｒｉｔｉupＯLy软骨下骨板结构重塑以及骨保护素 h核
因子ver 受体活化剂配体iｏuｔjｏｐｒｏｔjejｒｉｎ h ｒjojｐｔｏｒ ａoｔｉFａｔｏｒ ｏ) ｎｕoｌjａｒ )ａoｔｏｒ tａｐｐａvi ｌｉeａｎB ＯgA h ;LＮ Ｌy系统表达的
影响。 方法o选取 0０ 只 p２ 月龄雄性家兔 体重C２．(３±０．pyy te 行左侧膝关节前十字韧带离断术Cａｎｔjｒｉｏｒ oｒｕoｉａｔj
ｌｉeａｍjｎｔ ｔｒａｎujoｔｉｏｎ LＣＬＴy 术后分为黄连素组和安慰剂组 每组 ２０ 只。 黄连素组术后每周给予左膝关节腔内注射
p００ μｍｏｌ h Ｌ 黄连素 ０．３ ｍｌ 共 C 周。 安慰剂组术后每周给予左膝关节腔内注射相同剂量 ０．c％氯化钠注射液 共 C 周。
另取 p２ 月龄雄性家兔 ２０ 只 体重C２．Cy±０．pyy te 左膝关节行假手术 术后关节腔内不做注射干预C假手术组y。 术后
第 C 周最后 p B 处死 ３ 组动物获取膝关节标本。 获取股骨内髁标本行软骨及软骨下骨组织学评估 采用 Ｍａｎtｉｎ 评分
系统评估关节软骨结构 采用 Ｉｍａejvgｒｏ gｌｕuCＩggy软件评估软骨下骨板骨小梁体积 Cｂｏｎj Fｏｌｕｍj iＶy 骨小梁体积百
分比Cｂｏｎj Fｏｌｕｍj h ｔｏｔａｌ Fｏｌｕｍj iＶ h ＴＶy 骨小梁周长Cｔｒａｂjoｕｌａｒ oｉｒoｕｍ)jｒjｎoj ＴＣy 平均骨小梁厚度Cｍjａｎ ｔｒａｂjoｕｌａｒ
ｔｈｉotｎjuu Ｔｂ．Ｔｈy 采用实时定量反转录聚合酶链反应CｒjFjｒuj ｔｒａｎuoｒｉｐｔｉｏｎvｐｏｌｙｍjｒａuj oｈａｉｎ ｒjａoｔｉｏｎ ;ＴvgＣ;y检测术
后 C 周软骨下骨组织中的 ＯgA ;LＮ Ｌ 的 ｍ;ＮL 表达水平。 结果o软骨结构评估显示假手术组软骨组织表面光滑平
整 番红在软骨全层着色丰满；黄连素组软骨组织可见表层不平整 番红素 Ｏ 染色轻度减退；安慰剂组可见表层纤维
化 番红素 Ｏ 褪色明显。 黄连素组 Ｍａｎtｉｎ 评分低于安慰剂组iＰ＜０．０py 但高于假手术组iＰ＜０．０py。 软骨下骨板结构评
估显示假手术组骨小梁排列致密；黄连素干预后小梁排列离较为紧密；安慰剂组软骨下骨小梁相对稀疏 小梁间距离
较宽。 软骨下骨板 Ｉgg 软件评估显示 黄连素组 iＶ、iＶ h ＴＶ、 ＴＣ、Ｔｂ．Ｔｈ 均高于安慰剂组CＰ＜０．０py 黄连素组 iＶ、iＶ h
ＴＶ、ＴＣ、Ｔｂ．Ｔｈ 均低于假手术组CＰ＜０．０py。 gＣ; 检测结果显示 黄连素组 ＯgA ｍ;ＮL 表达明显高于安慰剂组CＰ＜０．０py 
黄连素组 ＯgA ｍ;ＮL 低于假手术组CＰ＜０．０５y。 ３ 组 ;LＮ Ｌ 的 ｍ;ＮL 表达比较差异无统计学意义CＰ＞０．０５y；黄连素组
ＯgA h ;LＮ Ｌ比值高于安慰剂组CＰ＜０．０py 低于假手术组CＰ＜０．０py。 结论o关节腔内注射黄连素可以有效抑制 ＯL 早期
软骨下骨吸收 延缓疾病发展 具体机制可能是黄连素通过上调软骨下骨 ＯgA 基因表达 维持了 ＯgA h ;LＮ Ｌ 系统的
平衡。
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骨关节炎Cｏp0yｏ520 2101pr3gh是一种与关节衰老
和退变密切相关的退行性疾病r 主要病理学改变为
关节软骨退变及软骨下骨板硬化r 对软骨下骨代谢
起到关键作用的成员为破骨细胞r 其活性主要受骨
保护素 t核因子(c) 受体活化剂配体 Cｏp0yｏｐ2ｏ0y-
By219 t 2yeyｐ0ｏ2 5e01j50ｏ2 ｏn 9ｕeｌy52 n5e0ｏ2 F5ｐｐ5(u ｌ1B-
59dr3rE t lgＮcs 系统调控 o.,L 已有研究证实黄连
素具有改善关节软骨细胞代谢r 保护软骨细胞外基
质tyA025eyｌｌｕｌ52 ｍ5021ArhvＭ 结构的效应r提示其可
能在将来成为一种非常有前景的天然抗 3g 药物oi,L
黄连素虽对关节软骨具有保护作用r 然而目前尚未
有证据显示黄连素可以通过改善软骨下骨板重塑来

缓解 3g病情L 本研究通过观察 3g疾病早期 3rE t
lgＮcs 系统在软骨下骨组织中的表达特征r探索关
节腔内黄连素干预对软骨下骨重塑的作用及相关的

分子机制r以便为 3g的防治提供新靶点L
t 材料与方法

tC t 实验仪器与试剂

试验仪器p低温冷冻离心机y上海卢湘仪离心机
仪器有限公司r型号 ＴE(.)Ｍ 2冰冻切片机y徕克公
司r型号 vＭ.CDo 2摊片机y徕克公司r型号 rrＴ,c(
i.u 2 移液器 y吉尔森 r 型移液器公司r 型号 rid
r.odriodr.oodrioodr.ooo 2 正置显微镜 y日本

Ｎ;c3Ｎ 公司r型号 hvs;rＳh Ｎ1 2实时定量 rvl 仪
y美国 gu;公司r型号 gu;(７Too L

主要试剂p黄连素y美国 Ｓ1Bｍ5 公司 2番红yＳ5n-
n25919(3 染色剂y杭州皓天生物技术有限公司 2戊
巴比妥钠y杭州皓天生物技术有限公司 2Ｔ21ｚｏｌy美
国 ;9j102ｏBy9 公司  2lyjy20g1dＴＭ Ｆ12p0 Ｓ0259d eＤＮg
Ｓｙ90 yp1p c10 逆转录试剂盒 y加拿大 Ｆy2ｍy905p 公
司 2反转录聚合酶链反应y2yjy2py 0259pe21ｐ01ｏ9 ｐｏｌｙ-
ｍy25py e 519 2y5e01ｏ9rlＴ(rvl 试剂及引物y上海英
骏生物技术公司 L l5ｐ1dv5ｌ．;ｍｍｕ9ｏＴＭ快速脱钙液
脱钙 y北京中杉金桥生物技术有限公司  21ＱＴＭ
ＳＹul E2yy9 pｕｐy2ｍ1A rvl 试剂盒y美国 u1ｏ(l5d 公
司 L 黄连素溶于 o．９％氯化钠注射液制成 .ooμｍｏｌ t s
的溶液oi,L
tC ２ 实验动物与分组

４o 只 .i 月龄雄性家兔r体重yi．７T±o．.C FBr左
侧膝关节常规消毒铺巾后施行前十字韧带离断术

y590y21ｏ2 e2ｕe150y ｌ1B5ｍy90 0259pye01ｏ9rgvsＴ L 另取
io 只 .i 月龄家兔r体重yi．)C±o．.C FBr左膝关节行
假手术治疗L 实验动物均由浙江省中医药研究院提
供L 术后根据随机化原则将接受 gvsＴ 手术的动物
分为黄连素组和安慰剂组r每组 io 只L 黄连素组术
后每只动物左膝关节腔内每周 . 次注射 .oo μｍｏｌ t s
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图 C 软骨下骨评估区域图C番红 Ｏ 固绿染色o２００p
yrigC hｕt(ｈｏｎcｒａｌ tｏｎ) ａ  )  ｍ)ｎｔ Chａ22ｒａｎｉｎ0Ｏ 2ａ ｔ -ｒ))ｎ  ｔａｉｎｉｎ-o
２００p

表 C 靶基因引物序列

20 gC BerjneF ou d0eindnE inlnF

靶基因 产物长度Ctｐp 引物序列 C ５er ３ep 基因库

nissＣＣＣＣsCsCＣCsssＴsＣ
.issCssＴCＣＣＴＣＣＴＣsＣsＣ

niCCＴＴＣＣＣsＴsssCＴCsCＴＣＴCＴ
.iＴＴssssCＣＣＣＣsssCＴsＴC

niCsＣCCsＣＣsCsCＣCsssCＣ
.iＣCＣＣsCＴＣCCＣsＴＣCＴＴＴsＴC

Ｏ,C ２０５

.sＮLd A０A

Alh AAi

ＮＭg００２５ev．３

ＮＭg０５;Aei．A

Ｎ.g０３３２３l

黄连素 ０．３ ｍｌ。 安慰剂组术后每周 A 次左膝关节腔
内注射相同剂量 ０．i％氯化钠注射液，假手术组术后
关节腔内不做注射干预。 术后第 v 周最后 A c，处死
３组动物获取膝关节标本行进一步检测评估。
Cg ３ 观察项目与方法

Cg ３g C 软骨组织病理学检查 术后 v 周处死动物，
各组取 A０只兔膝关节股骨内髁关节面及骨组织，用
A０％的甲醛固定 el ｈ，.ａｐｉcＣａｌ．ＩｍｍｕｎｏＴＭ 快速脱钙
２ c，石蜡纵向包埋，然后切成 ５ 滋ｍ 的切片，软骨切
片分别作 hａ22ｒａｎｉｎrＯ 染色。根据 Ｍａｎｋｉｎ等［３］评分标

准，从软骨结构改变、软骨细胞数和形态变化、软骨
基质番红 Ｏ 着色改变、潮线形态变化以及总分 ５ 个
方面对 hａ22ｒａｎｉｎrＯ 软骨切片进行定量评分。
Cg ３g ２ 软骨下骨板组织评估 获取兔股骨内髁番

红固绿染色病理组织切片 ， 使用 Ｉｍａ-)r,ｒｏ ,ｌｕ 
CＩ,,p软件测量各组软骨下骨组织结构。软骨下骨板
定义为i从骨r软骨交界区移行至松质骨的相对矿化
程度较高的骨致密结构。通过在高倍镜下观察，发现
兔软骨下骨板的厚度在 A００～A５０ 滋ｍ， 由于骨0软骨
交接线不规则，笔者选取了软骨潮线以下 ２００ 滋ｍ 内
的软骨下骨组织进行评估。 评估区域定义为股骨内
髁中心的矢状位番红固绿组织切片距软骨潮线以下

２００ 滋ｍ 以内的区域C图 Ap。 测量指标包括iCAp骨小
梁体积Ctｏｎ) ｖｏｌｕｍ)，ＢＶp表示区域内骨小梁的实际
测量体积。 C２p骨小梁体积百分比Ctｏｎ) ｖｏｌｕｍ) ／ ｔｏｔａｌ
ｖｏｌｕｍ)，ＢＶ ／ ＴＶp表示测量区域内骨小梁的体积占松
质骨总体积的百分比。 C３p 骨小梁周长Cｔｒａt)(ｕｌａｒ
(ｉｒ(ｕｍ2)ｒ)ｎ()，ＴＣp表示骨小梁本身的周长。 Cep平均
骨小梁厚度Cｔｒａt)(ｕｌａｒ ｔｈｉ(ｋｎ)  ，Ｔt．Ｔｈp表示测量区
域内骨小梁本身的平均厚度。
Cg ３g ３ 实时定量 .Ｔ0,Ｃ. 获取各组剩下的兔膝

关节股骨髁软骨组织C每组 A０ 只p，将每份标本股骨
外髁关节面软骨刮除干净后，以微型摆锯截取约
A．５ ｍｍ 的软骨下骨组织进行靶基因 ｍ.Ｎs 表达的
检测。 软骨下骨组织约 A０ ｍ-至 A ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌ中匀浆。
按说明书的步骤提取总 .Ｎs。 取 ２ 滋- .Ｎs 逆转录
成 (ＤＮs，.Ｔ 反应依照逆转录试
剂盒说明进行。Ｏ,C、.sＮLd引物
设计和合成在上海英骏生物技术

公司完成， 具体引物序列见表 A。
使用美国 sＢＩ实时定量 ,Ｃ. 仪定
量检测 ， 使用 ｉＱＴＭ hＹＢ. Cｒ))ｎ
 ｕｐ)ｒｍｉｘ ,Ｃ.试剂盒行 ,Ｃ. 扩增
反 应 C５ ｎ- (ＤＮs，e５ 个 循 环 i
i５ ℃ ／ A０  ，v０ ℃ ／ ２５  p。 各个靶基
因的相对表达量以 Alh 作为内参

照按照以下公式计算iｎ＝A０v o２CＣｔAlhgＣｔ ｔａｒ-)ｔ)c -)ｎ) p。
Cg ４ 统计学处理

采用 h,hh A５．０软件进行统计学处理，定量资料
用均数±标准差Cx軃±ｓp表示，３ 组间比较采用单因素
方差分析，若差异有统计学意义，则采用 hＮLrｑ 检
验进行两两比较。 以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２g C 软骨下骨板组织评估

术后 v周股骨髁番红固绿染色切片发现各组骨
小梁结构存在较为明显的差异， 假手术组软骨下骨
小梁排列致密，骨小梁间距较小C图 ２ａp；黄连素干
预后软骨下骨小梁丰富，骨小梁间距离较为紧密C图
２tp；而安慰剂组软骨下骨小梁相对稀疏，骨小梁间
距离较宽C图 ２(p。 通过 Ｉ,,软件对番红固绿染色切
片进行定量分析后发现， 黄连素组的 ＢＶ、ＢＶ ／ ＴＶ、
ＴＣ、Ｔt．Ｔｈ 均高于安慰剂组CＰ＜０．０Ap，低于假手术组
CＰ＜０．０Ap，见表 ２。
２g ２ 组织病理学观察

假手术组软骨组织表面光滑平整， 软骨细胞排
列规则，番红在软骨全层着色丰满C图 ３ａp；黄连素
组软骨组织分层无明显破坏，可见表层不平整，潮线
基本完整，见少量簇聚细胞，番红素 Ｏ 染色轻度减
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图 C 术后 C 周各组软骨下骨组织学观察o番红 Ｏ 固绿染色p２００y Cri 假手术组软骨下骨小梁排列致密g骨小梁间距较小 Chi 黄连素干预后
软骨下骨小梁丰富g骨小梁间距离较为紧密 Cti 安慰剂组软骨下骨小梁相对稀疏g骨小梁间距离较宽

(c)iC  ｉ2ｔｏｌｏ0ｉ-ａｌ Beａｌｕａｔｉｏｎ ｏi 2ｕj-ｈｏｎnｒａｌ jｏｎB ａｔ C gBBF2 ａiｔBｒ 2ｕｒ0Bｒｙ ｉｎ nｉiiBｒBｎｔ 0ｒｏｕｐ2ooａiｒａｎｉｎuＯ iａ2ｔ 0ｒBBｎ 2ｔａｉｎｉｎ0p２００y Cri ＴｒａjB-ｕｌａｒ jｏｎB
gａ2 -ｌｏ2Bｌｙ ａｒｒａｎ0Bn ｉｎ 2ｈａｍ ｏｐBｒａｔｉｏｎ 0ｒｏｕｐ Chi ＴｒａjB-ｕｌａｒ jｏｎB gａ2 -ｌｏ2Bｌｙ ａｒｒａｎ0Bn gｉｔｈ ｒBｌａｔｉeBｌｙ 2ｍａｌｌ ｔｒａjB-ｕｌａｒ nｉ2ｔａｎ-B ａiｔBｒ jBｒjｒｉｎB ｔｒBａｔd
ｍBｎｔ Cti ＴｒａjB-ｕｌａｒ jｏｎB gａ2 2ｐａｒ2Bｌｙ ａｒｒａｎ0Bn gｉｔｈ ｒBｌａｔｉeBｌｙ ｌａｒ0B ｔｒａjB-ｕｌａｒ nｉ2ｔａｎ-B ｉｎ ｐｌａ-Bjｏ 0ｒｏｕｐ

表 C 各组软骨下骨板骨小梁组织评估oer Ey
lrhiC lerhotnsre h .o r,,o,,Lo.d A e ,nhtg .vers h .o c. vcAAoeo.d )e n;,oer Ey

注：与假手术组比较gａｑ＝３．４５gＰ＜０．０５；jｑ＝３．１C８gＰ＜０．０５；-ｑ＝２．C９CgＰ＜０．０５；nｑ＝u０．５４８gＰ＜０．０５；
Bｑ＝７．９９CgＰ＜０．０１；iｑ＝９．８４７gＰ＜０．０１；0ｑ＝９．０１９gＰ＜０．０１；ｈｑ＝５．９９４gＰ＜０．０１。 与黄连素组比较gｉｑ＝
４．５４CgＰ＜０．０１；ｊｑ＝C．C７９gＰ＜０．０１；Fｑ＝C．３２３gＰ＜０．０１；ｌｑ＝C．５４２gＰ＜０．０１
ＮｏｔB：ＣｏｍｐａｒBn gｉｔｈ 2ｈａｍ ｏｐBｒａｔｉｏｎ 0ｒｏｕｐgａｑ＝３．４５gＰ＜０．０５；jｑ＝３．１C８gＰ＜０．０５；-ｑ＝２．C９CgＰ＜０．０５；
nｑ ＝u０．５４８gＰ ＜０．０５；Bｑ ＝７．９９CgＰ ＜０．０１；i ｑ ＝９．８４７gＰ ＜０．０１；0ｑ ＝９．０１９gＰ ＜０．０１；ｈｑ ＝５．９９４gＰ ＜０．０１．
ＣｏｍｐａｒBn gｉｔｈ jBｒjBｒｉｎB 0ｒｏｕｐgｉｑ＝４．５４CgＰ＜０．０１；ｊｑ＝C．C７９gＰ＜０．０１；Fｑ＝C．３２３gＰ＜０．０１；ｌｑ＝C．５４２g
Ｐ＜０．０１

组别 兔数
骨小梁体积

oμｍ３y
骨小梁体积百分比

o％y
骨小梁周长

oμｍy
平均骨小梁厚度

oμｍy

假手术组 １０ ２２ ０５７±２ ９７５ ８１．２±４．７ １ ０２０±１５７ １０８±２０

黄连素组 １０ １９ ２８８±１ ９２２ａ ７５．８±４．８j ９１７±１０４- １０C±１５n

安慰剂组 １０ １５ C３９±２ C０４Bｉ C４．５±C．４iｊ C７C±９０0F ７５±１３ｈｌ

Ｆ 值 １C．０８５ ２５．２C７ ２１．４３３ １３．１７１

Ｐ 值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

２ｂ２ａ ２ｃ

３ｂ３ａ ３ｃ

图 ３ 术后 C 周各组关节软骨组织学观察o番红 Ｏ 染色×２００y ３ri 假手术组软骨表面光滑平整g软骨细胞排列规则g番红在软骨全层着色丰满

３hi 黄连素组软骨组织分层无明显破坏g可见表层不平整g见少量簇聚细胞g番红 Ｏ 染色轻度减退尤以软骨表层明显 ３ti 安慰剂组可见表层纤
维化g软骨细胞减少g簇聚细胞出现频率增加g番红 Ｏ 褪色明显
(c)i３  ｉ2ｔｏｌｏ0ｉ-ａｌ Beａｌｕａｔｉｏｎ ｏi -ａｒｔｉｌａ0B ａｔ C gBBF2 ａiｔBｒ 2ｕｒ0Bｒｙ ｉｎ nｉiiBｒBｎｔ 0ｒｏｕｐ2 ooａiｒａｎｉｎuＯ 2ｔａｉｎｉｎ0×２００y ３ri Ｃａｒｔｉｌａ0B 2ｕｒiａ-B ｉ2 2ｍｏｏｔｈ ａｎn
iｌａｔ gｉｔｈ ｒB0ｕｌａｒ ａｒｒａｎ0BｍBｎｔ ｏi -ｈｏｎnｒｏ-ｙｔB2 ｉｎ 2ｈａｍ ｏｐBｒａｔｉｏｎ 0ｒｏｕｐgｔｈB -ｏｌｏｒ ｏi 2ａiiｒｏｎ gａ2 iｕｌｌ ｔｈｒｏｕ0ｈｏｕｔ ｔｈB -ａｒｔｉｌａ0B ３hi Ｃａｒｔｉｌａ0B 2ｕｒiａ-B gａ2 ａ
ｌｉｔｔｌB ｉｒｒB0ｕｌａｒ gｉｔｈ ｌB22 ａ00ｒB0ａｔｉｏｎ ｏi ｔｈB -ｈｏｎnｒｏ-ｙｔB2 ａｎn ｌｏ22 ｏi oａiｒａｎｉｎuＯ 2ｔａｉｎｉｎ0 ａｔ ｔｈB 2ｕｐBｒiｉ-ｉａｌ ｌａｙBｒ ｏi -ａｒｔｉｌａ0B ｉｎ jBｒjBｒｉｎB 0ｒｏｕｐ ３ti Ｃａｒｔｉd
ｌａ0B iｉjｒｏ2ｉ2gｈｙｐｏ-Bｌｌｕｌａｒｉｔｙgｏjeｉｏｕ2 ｌｏ22 ｏi oａiｒａｎｉｎuＯ 2ｔａｉｎｉｎ0 ａｎn ｍｏｒB ａ00ｒB0ａｔｉｏｎ ｏi -ｈｏｎnｒｏ-ｙｔB2 gBｒB ｏj2BｒeBn ａiｔBｒ ｐｌａ-Bjｏ ｔｒBａｔｍBｎｔ

退尤以软骨表层明显o图 ３jy；安慰剂组可见表层纤
维化g细胞排列紊乱g潮线不规则g簇聚细胞出现频
率增加g番红素 Ｏ 褪色明显o图 ３-y。 ＭａｎFｉｎ 评分结
果显示黄连素组软骨结构、番红素 Ｏ 着色及总分均
高于安慰剂组oＰ＜０．０５yg低于假手
术组oＰ＜０．０１yg见表 ３。
Ci ３ 软骨下骨板靶基因 ｍＲＮＡ
表达量 ＲＴuＰＣＲ检测

黄连素组 ＯＰＧ 表达高于安慰
剂组oＰ＜０．０１yg低于假手术组oＰ＜
０．０５y。ＲＡＮＫＬ的 ｍＲＮＡ表达 ３组
间差异无统计学意义oＰ＞０．０５y。黄
连素组 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ 比值高于安
慰剂组 oＰ＜０．０１yg 低于假手术组
oＰ ＜０．０５y。 各组软骨靶基因的
ｍＲＮＡ表达量均值见表 ４。
３ 讨论

３i １ 黄连素对延缓关节软骨退变

的作用机制

祖国医学认为 ＯＡ 属中医“骨
痹”“痹症”范畴g其基本病机是肝

肾亏虚为本g风寒湿邪内侵g气滞血瘀为标g邪气日
久g郁而化热g阻滞经脉。 黄连来源于毛茛科植物根
茎g《纲目》云：“其根连珠而色黄g故名”。 本品味苦g
性寒g具清热泻火g燥湿g通脉g补虚之功效。 黄连素
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表 C 各组股骨内髁关节软骨组织 opyriy 评分ght(c)分C

gphtC g(c opyriy) p))c)) cy2 0- -c 0Bpe j0ynFec jpB2iepuc iyni--cBcy2 uB0dE)ght(c)leｏｒct

注r 与假手术组比较)ａoni．s３i) C０．０o.,Ln３．std) C０．０o.eLni．５si) C０．０o..Lnoo．０sd) C０．０o.cLnod．oid) C０．０o. Lnd．３oA) C０．０５.rLnoo．２５５) C
０．０o.ｈLnoi．A０２) C０．０oi 与黄连素组比较)ｉLnA．２３A) C０．０o.gLnh０．３３２) v０．０５.;Ln３．A５t) C０．０５.ｌLnhA．５０t) C０．０o
ＮｏｔcrＣｏｍｐａｒc. ｗｉｔｈ lｈａｍ ｏｐcｒａｔｉｏｎ rｒｏｕｐ)ａLni．s３i) C０．０o.,Ln３．std) C０．０o.eLni．５si) C０．０o..Lnoo．０sd) C０．０o.cLnod．oid) C０．０o. Lnd．３oA) C
０．０５.rLnoo．２５５) C０．０o.ｈLnoi．A０２) C０．０o． Ｃｏｍｐａｒc. ｗｉｔｈ ,cｒ,cｒｉｎc rｒｏｕｐ)ｉLnA．２３A) C０．０o.gLnh０．３３２) v０．０５.;Ln３．A５t) C０．０５.ｌLnhA．５０t) C０．０o

表 ４ 各组股骨外髁软骨下骨板组织靶基因  ＲＮＡ 相对
表达量（ht±ct

gpht４ Ｒcep2iｖc  ＲＮＡ ucyc cｘEBc))i0y 0- 2pBuc2cn ucyc) iy
pB2ijdepB jpB2iepuc iy ni--cBcy2 uB0dE)（ht±ct

注 r与 假 手 术 组 比 较 )ａL nh３．i３３) C０．０５.,L nh３．iot) C０．０５.eL n
ho０．５ts) C０．０o..Lnh３．iot) C０．０５i 与黄连素组比较)cLnhA．t５A) C
０．０o. LnA．０５o) C０．０o
ＮｏｔcrＣｏｍｐａｒc. ｗｉｔｈ lｈａｍ ｏｐcｒａｔｉｏｎ rｒｏｕｐ)ａL nh３．i３３) C０．０５.,L n
h３．iot) C０．０５.eLnho０．５ts) C０．０o..Lnh３．iot) C０．０５． Ｃｏｍｐａｒc. ｗｉｔｈ
,cｒ,cｒｉｎc rｒｏｕｐ)cLnhA．t５A) C０．０o. LnA．０５o) C０．０o

组别 兔数 软骨结构 软骨细胞 番红 Ｏ 染色 潮线完整性 总分

假手术组 o０ o．d０±０．dA o．o０±０．３２ o．o０±０．５i ０．o０±０．３２ ３．i０±０．st

黄连素组 o０ ２．t０±０．A３ａ o．i０±０．dt, ２．d５±０．Ase ０．５０±０．５３ i．d５±o．０d.

安慰剂组 o０ ３．s０±０．５icｉ o．i５±０．５s g ３．o０±０．３sr; ０．A０±０．５２ s．A５±o．otｈｌ

Ｆ 值 ５０．dAd ５．iAi ３２．sA５ ３．２５s is．２o３

 值 ０．０００ ０．００t ０．０００ ０．０５d ０．０００

组别 兔数 ＯＰＧ ＲＡＮＫＬ ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ 比值

假手术组 o０ ５o．３±d．A d３．０±２．s o．２±０．２

黄连素组 o０ d５．o±５．dａ do．３±３．d o．０±０．o,

安慰剂组 o０ ３３．A±５．tec dd．A±３．３ ０．t±０．o. 

Ｆ 值 ２t．td３ ２．At２ ２d．３o２

 值 ０．０００ ０．０ti ０．０００

作为黄连的主要单体活性成分)其与黄连在性味、功
效和主治病证上具有一致性) 故以黄连素治疗 ＯＡ
具有一定的中医辨证施治根据i 现代医学认为黄连
素具有广泛的药理作用)包括抗炎、抗肿瘤、抑菌、降
脂等［d］i前期研究发现黄连素具有改善 ＯＡ 动物模型
关节软骨细胞代谢、 保护软骨 ＥＣＭ 结构的效应)其
主要机制是通过抑制软骨组织中聚蛋白多糖酶hd ／ ５
（ａ .ｉlｉｎｔcrｒｉｎ ａｎ. ｍcｔａｌｌｏｐｒｏｔcｉｎａlc ｗｉｔｈ ｔｈｒｏｍ鄄
,ｏlｐｏｎ.ｉｎ ｍｏｔｉ lhd ／ ５)ＡＤＡＭＴＳhd ／ ５t的表达)上调金
属蛋白酶组织抑制剂h３ （ｔｉllｕc ｉｎｈｉ,ｉｔｏｒl ｏ ｍcｔａｌｌｏ鄄
ｐｒｏｔcｉｎａlch３)ＴＩＭＰh３t的表达)减轻软骨 ＥＣＭ 蛋白
多糖的丢失［２］i 研究采用的软骨组织 Ｍａｎ;ｉｎ手段进
一步细化了对关节软骨结构改变的评估) 结果中发
现与安慰剂组相比较) 黄连素可以明显改善软骨结
构并阻止蛋白多糖的丢失) 这说明黄连素具有软骨
形态学改善作用i然而与以往研究不同的是)黄连素

处理组在软骨细胞和潮线完整性方面与安慰剂组比

较差异无统计学意义［５］)推测原因如下r当前实验选
取 ＡＣＬＴ 术后 A 周获取软骨标本) 从组织切片上观
察术后 A周仅仅只有软骨表层的不平整和透明软骨
浅层的蛋白多糖丢失) 这提示术后 A 周的组织病理
学改变与 ＯＡ 疾病的早期阶段相符合i 而 Ｍａｎ;ｉｎ评
分中的软骨细胞排列和潮线完整性两项指标发生异

常多和 ＯＡ 疾病中晚期有关［３］)因此可以解释在本实
验中黄连素处理后对软骨细胞排列和潮线的影响均

不显著) 在今后的研究中若增加更长久的标本获取
时间点并进行评估) 以上两个指标可能会存在显著
性差异)这还需将来进一步证实i
Ct ２ 黄连素改善软骨下骨重塑的作用机制

软骨下骨的骨吸收作为先于关节软骨破坏的组

织学事件)是早期 ＯＡ 的特征之一［A］i 在当前研究中
对软骨下骨板的 ＢＶ、ＢＶ ／ ＴＶ、ＴＣ、Ｔ,．Ｔｈ 进行了组织
学评估) 其中 ＢＶ 可以反映软骨下骨板的骨量)而
ＴＣ 和 Ｔ,．Ｔｈ 可以反映骨小梁的丰满度)ＢＶ ／ ＴＶ 可以
反映骨吸收程度或骨质疏松的情况i当前研究发现)
黄连素处理后可以显著增高软骨下骨板上述 d 项指
标值)这提示黄连素可以抑制软骨下骨的骨吸收)从
而维持了正常的软骨下骨板的力学传导) 进而延缓
了 ＯＡ 的发展i 结合目前研究)在早期 ＯＡ 中)软骨
下骨板的重塑早于特征性的关节软骨退变 ［i］)因此
笔者推测本实验中黄连素保护关节软骨的效应可能

是通过其抑制软骨下骨板的吸收来实现的i 那么黄
连素又是通过何种机制来改善软骨下骨板的重塑的

呢？ 本研究进一步检测黄连素对骨重塑关键通路
ＯＰＧ ／ ＲＮＡＫＬ 的影响i 基因分析结果显示)ＯＡ 动物
模型软骨下骨 ＯＰＧ ｍＲＮＡ 表达 及 ＯＰＧ ／ ＲＮＡＫＬ 比
值显著减低) 这表明在 ＯＡ 早期 ＯＰＧ 与 ＲＡＮＫＬ 之
间的平衡已经被打破)ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ 系统失衡是软
骨下骨板吸收的可能分子机制) 而黄连素干预后可
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有效逆转上述改变C恢复 Ｏop y riＮgh 系统的平衡t
这说明黄连素改善早期 Ｏi 软骨下骨重塑的分子药
理机制可能是通过上调 Ｏop 表达和 Ｏop y riＮgh
比值C从而抑制了破骨细胞活化诱导的骨吸收过程t

由于关节软骨破坏的(不可逆性cC迫使众多中
晚期 Ｏi 患者不得不接受人工关节置换术C 因此C
Ｏi的干预关键在于早期)本研究表明黄连素可以有
效阻止 Ｏi 发病的早期组织学事件  软骨下骨吸
收cC 这对临床上早期干预 Ｏi 具有一定的指导意
义) 另外C黄连素作为一种常规止泻临床用药C具有
安全性高C副作用小C患者耐受性佳的特点200) 因此C
黄连素有望在将来成为一种新型的抗 Ｏi 药物C然
而目前有关黄连素作用于 Ｏi 的分子药理机制研究
还处在动物实验阶段C 今后还需开展临床试验证实
其有效性)
0- 0 本研究的局限性

首先C Ｏi 的病因复杂C除了创伤引起外C大多
数和老龄相关C 且关节软骨的退变是一个随着年龄
增加的缓慢过程C而这一过程长达数 2０ 年 2 0) 本研
究使用的 iＣhＴ 动物模型是通过人为制造关节结构
损伤来诱导 Ｏi 发生C 因此仅能体现创伤后 Ｏi 的
相关组织及分子生物学改变22０0)其次C最近研究2220已

经表明在 Ｏi 早期C 关节软骨与软骨下骨之间存在
(串扰对话cB即软骨即骨各自的生化学改变会相互
影响et 由于实验动物数量的限制C本研究中并未深
入探索这种 串扰对话c对 Ｏi 发展的影响C有待于
将来大样本动物实验中进一步完善t

综上所述C 关节腔内注射黄连素可以有效抑制
Ｏi 早期软骨下骨吸收C延缓疾病发展C具体机制可
能是黄连素通过上调软骨下骨 Ｏop 基因表达C维持
Ｏop y riＮgh 系统的平衡t 这一结论为 Ｏi 的病理
机制提供新理论C 为新型抗 Ｏi 药物的研究提供新
的分子靶点t
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