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超声波治疗前后在软骨组织中的表达及其作用机

制$方法
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只新西兰大白兔随机分为正常对照组"
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组#)模型组"
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组#和超声波治疗组"
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组#!每组
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组骨关节炎

造模后
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组实施超声波治疗!
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__ZB,

和
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超声

波能有效治疗膝
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!其作用机制可能是减少软骨
__ZB,

)

B,=

的含量!降低
%

型胶原的降解)促进新的
%

型胶原的生成!从而有

利于软骨细胞外基质的合成!有利于软骨细胞的修复$
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骨关节炎是一种常见的以关节软骨慢性进行性变性和破

坏为特征的关节疾患#其发病与外伤)炎症)代谢及免疫等因素

有关#目前确切机制未明,近年研究发现骨关节炎关节软骨细

胞外基质$

CDEI'HC22Q2'I0'EI?D

#

6&_

%合成与降解失衡是造成

软骨变性的重要原因之一#基质金属蛋白酶$

0'EI?D0CE'221B

K

I1EC?A';C

#

__Z

%可能起决定性作用&

,

'

,本组选择其家族中

的属于胶原酶亚型的
__ZB,

)

B,=

采用免疫组化方法观察它们

在骨关节炎 软骨中的表达#以研究它们与关节软骨退变的关

系以及超声波治疗对其表达的影响,

>

!

材料与方法

>*>

!

实验动物与分组
!

健康新西兰大白兔
=#

只#雌雄随机#

体质量
8*#

#

8*<O

M

#

<

月龄#由泸州医学院动物实验中心提

供,动物合格证!

9&]%

&川'

8##(B,/

,随机分为正常对照组

$

7

组%)模型组$

$

组%和超声波治疗组$

&

组%#每组
,#

只,

7

组不作处理#

$

)

&

组行膝骨关节炎造模,

>*?

!

仪器与试剂
!

,#-

中性甲醛)

<-

硝酸脱钙液)多聚赖氨

酸)伊红)苏木素)

Z79

缓冲液,

__ZB,

)

__ZB,=

免疫组化试

剂盒$北京博奥申生物工程有限公司%(

Y9B<#,

型超声波治疗

仪$韩国%,

>*@

!

造模方法
!

取
$

)

&

两组动物采用膝关节伸直位管型石

膏固定法造模,将兔左后肢伸直位固定于实验固定台上#在左

后肢腹股沟以下
,*<H0

至踝关节以上
=*#H0

用管型石膏绷

带包扎固定#制动
!

周制作膝骨关节炎模型,造模
!

周后取兔

8

只#进行大体形态观察和
Y6

染色病理学观察#大体形态观

察显示关节液量增多#有明显的炎症细胞浸润#软骨表面有不

同程度的糜烂缺损#

Y6

染色标本显示软骨细胞排列紊乱#细

胞减少#这些表现与骨关节炎的病理形态学变化相一致#确立

造模成功,成功后解除石膏外固定&

8

'

,

$

组不治疗#

&

组采用

频率为
=_YS

)脉冲式超声波直接接触移动法作用于左膝关节

进行治疗#剂量
#*8<d

"

H0

8

#每次治疗
,#0?A

#

,

次"
>

#连续治

疗
,">

,

>*A

!

标本取材及检测
!

7

)

$

)

&

组均以空气栓塞法处死#取股

骨内侧切口打开膝关节#切取股骨内侧髁
#*<H0a#*<H0a

#*<H0

关节软骨标本#经
<-

硝酸脱钙液脱钙#至大头针能轻

松穿透标本后#石蜡包埋标本#垂直软骨表面切片#切片厚

<

!

0

,

>*B

!

观察指标与方法

>*B*>

!

光镜
Y6

染色
!

切片置于二甲苯及各级乙醇脱蜡至

"!<,

重庆医学
8#,8

年
!

月第
",

卷第
,!

期



水#再分别置于苏木素染液)伊红染液#盐酸乙醇分化#冲洗#调

色脱水#透明#树胶封片,光镜观察软骨表面是否规则)有无裂

隙#细胞数量)分布)排列是否规则#潮线是否完整,参考
_'AB

O?Ae;

&

=

'评分标准对
Y6

染色标本进行评分比较,

>*B*?

!

免疫组化分析
!

切片脱蜡至水#磷酸盐缓冲液$

K

F1;B

K

F'ECRQGGCI;'2?AC

#

Z$9

%浸泡修复抗原活性#

=- Y

8

:

8

灭活内

源性过氧化物酶#正常血清封闭孵育#依次滴加抗
__ZB,

)抗

__ZB,=

生物素标记的二抗#辣根酶标记链霉卵白素工作液#

=

#

=eB

二氨基联苯胺显色#苏木素复染#脱水#封片#显微镜下观

察检测
__ZB,

)

__ZB,=

含量,参照
ZC22CE?CI

等&

"

'的方法在

__ZB,

和
__ZB,=

的软骨切片中各随机选取
!

个视野$

"##

倍%#计算每个视野里的阳性细胞数和细胞总数#显微镜下胞浆

或胞膜有褐色颗粒者为阳性细胞,用细胞分数即阳性细胞数

占细胞总数的百分比来表示
__ZB,

)

B,=

的表达量,每张切片

的细胞计数分别由两个独立的观察者进行#其评分误差率控制

在
<-

以内#取二者均值为最后得分,

>*C

!

统计学处理
!

用
9Z99,=*#

软件进行统计学分析,计量

资料用
B+;

表示#对
_'AO?Ae;

评分结果和免疫组化
__ZB,

)

__ZB,=

的统计结果采用单因素方差分析和
6

检验,

$

%

#*#<

为差异有统计学意义,

?

!

结
!!

果

?*>

!

Y6

染色结果
!

见封
8

图
,

,

7

组软骨层较厚#软骨着色

均匀#软骨细胞排列整齐#细胞饱满#潮线清晰,

$

组软骨明显

变薄#可见裂隙#部分深达软骨下骨#基质染色明显变浅#细胞

簇集#有较薄的钙化层#局部有破坏#软骨细胞局部排列紊乱#

多个软骨细胞聚集在一起#细胞核浓缩#潮线紊乱,

&

组染色

显示软骨层较模型组增厚#表面光滑#偶见小的裂隙形成#着色

尚均匀#软骨细胞排列整齐#细胞饱满#偶见多个软骨细胞聚集

在一起#细胞核浓缩#潮线紊乱,

_'AO?Ae;

评分比较见表
,

,

?*?

!

免疫组化染色结果
!

见封
8

图
8

,

7

组软骨细胞
__ZB

,

)

B,=

均呈弱阳性表达#仅在表层软骨细胞内偶见少许胞质棕

褐色颗粒,

$

组
__ZB,

呈强阳性表达#软骨基质)胞浆中均

有#全层可见#尤以表)中层密度最高#成熟软骨细胞中较多#为

深棕褐色颗粒#

__ZB,=

呈强阳性表达#主要表达于软骨细胞

胞浆内#全层可见#尤以固缩变性的软骨细胞为重,

&

组软骨

组织中
__ZB,

)

B,=

均较
$

组表达降低#主要是软骨组织的

表)中层减少#为浅棕褐色颗粒,其比较结果见表
8

,

表
,

!!

各组软骨
_'AO?Ae;

评分比较

组别 动物例数$只%

_'AO?Ae;

评分

7

组
,#

#*,#+#*=8

"

$

组
,# )*)#+,*/=

&

组
,#

"*(,+,*8=

"

!!

"

!

$

%

#*#,

#与
$

组比较,

表
8

!!

各组软骨
__ZB,

$

__ZB,=

表达的比较

组别 标本数
__ZB,

$

-

#

B+;

%

__ZB,=

$

-

#

B+;

%

7

组
!#

,=*()+=*,#

"

(*8)+8*<"

"

$

组
!# <"*!<+)*8/ ,/*!<+=*8/

&

组
!#

=,*!"+!*!)

"

,=*)"+8*!)

"

!!

"

!

$

%

#*#,

#与
$

组比较,

@

!

讨
!!

论

关节软骨是一种无血管)神经及淋巴分布的结缔组织#由

))-

的软骨基质和
,-

的软骨细胞组成,其正常结构和功能

的维持有赖于软骨细胞和基质成分在形态与代谢方面的正常

与稳定&

<

'

,当软骨细胞及基质特别是含量丰富的
%

型胶原破

坏时#即发生退行性变,柴本甫和汤雪明&

!

'研究发现#关节软

骨退变后#软骨细胞数目减少#排列紊乱#有不同程度的核凝)

核碎裂及核溶等退化坏死现象#软骨基质染色性改变,本实验

Y6

染色显示#伴随骨关节炎发生软骨层变薄#基质染色变淡#

细胞簇集#排列紊乱#呈明显破坏征象#而在超声波治疗后又出

现改善#软骨层较之有增厚#虽然细胞仍有簇集#但软骨细胞排

列较之整齐#从而说明超声波治疗对膝骨关节炎的有效性,

!!

__Z

是
6&_

降解最重要的蛋白水解系统#被认为是机

体生理重建和病理破坏的主要基础因素之一,在骨关节炎发

病过程中#

__Z

因能降解几乎所有的软骨
6&_

而被认为起

重要作用&

/

'

,

__ZB,

)

__ZB,=

均属
__Z;

中的胶原酶亚型#

可以直接降解软骨基质中最具有特征)含量也最多的
%

型胶

原#而许多其他
__Z

亚型对
%

型胶原的降解需要通过它们起

作用#因此#理论上
__ZB,

)

__ZB,=

等胶原酶的变化最能反

映出软骨基质中
%

型胶原的代谢变化&

(

'

,对于
__ZB,

#有的

学者将其作为骨关节炎新的标志性指标#其作用对象主要是新

生成的
%

型胶原,研究发现#只有控制了
__ZB,

的活性后#

培养基中新生成的
%

型胶原才明显增加&

)

'

,本实验中也观察

到
__ZB,

在
$

组软骨出现破坏时#其表达明显升高#而在
&

组超声波治疗后#软骨层明显改善#

__ZB,

表达也随之降低#

从而考虑超声波可能通过控制
__ZB,

的活性而促进软骨基

质及细胞的修复,

__ZB,=

又称为胶原酶
B=

#是所知的酶中最有效的
%

型胶

原纤维降解酶&

,#

'

,其降解能力是
__ZB,

的
<

#

,#

倍&

,,B,8

'

,

__ZB,=

在骨关节炎病变部位的软骨里#其增高程度和软骨组

织的破坏程度一致#即破坏程度越严重#酶的表达越高&

,=B,"

'

,

它和
__ZB,

一起#打破了基质合成)分解的动态平衡#增强了

关节软骨中的降解#尤其是
%

型胶原纤维的降解#使软骨的完

整性破坏#在骨关节炎发展过程中#

__ZB,=

发挥的作用比

__ZB,

更强,本实验显示
__ZB,=

增高和软骨组织的破坏

呈一致性#超声治疗后病变部位软骨组织
__ZB,=

表达出现

下降,

超声波具有机械效应)温热效应)理化效应&

,<

'

,超声波治

疗即利用其良好的组织穿透性#将能量透过表皮组织#聚焦于

特定深度的靶区组织细胞#发生生化反应#使病变组织产生变

性#促进细胞增殖)蛋白质合成#刺激胶原和细胞因子生成&

,!

'

,

其通过破坏胶原的交联#使胶原酶解聚和聚合发生变构#将胶

原酶的活化中心激活#活性上升#胶原蛋白分解加速&

,/

'

,胥方

元等&

,(B,)

'临床实验证明超声波对膝骨关节炎有良好疗效#可

以促进软骨)韧带和肌腱等组织损伤的修复,本实验选用频率

为
=_YS

的超声波治疗#深度达
,

#

8H0

#利用脉冲式超声波

的非热效应#使用
#*8<d

"

H0

8 的低强度超声波治疗#将其热

效应最低化#避免热效应对挫伤肌腱)韧带及骨软骨的损害,

实验中#

__ZB,

和
__ZB,=

在
7

组大白兔中仅表层软骨细胞

内呈弱阳性表达#

$

组全层呈强阳性表达#为深棕褐色颗粒#

&

组软骨组织中
__ZB,

)

B,=

均较
$

组表达降低#且主要是软骨

组织的表)中层表达量减少#作者认为超声波能抑制兔膝骨关

节炎软骨组织中
__ZB,

)

B,=

的表达#可能具有促进软骨再生)

减轻软骨破坏)减轻软骨基质损害的作用,其对骨关节炎的治

疗机制可能是通过减少软骨
__ZB,

)

B,=

的含量#有效降低软

骨
__ZB,

)

B,=

的表达#实现对
__Z

"

5\_ZB,

整体抑制作用#

减轻
__Z

的破坏作用#降低
%

型胶原的降解#促进新的
%

型

胶原的生成#从而有利于软骨
6&_

的合成#有利于软骨细胞

的修复#达到治疗骨关节炎的目的,
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此#纯粹单体的研究并不能很好地说明中药复方的药理作用机

制#应用膜片钳技术研究确切有效的中药复方#从细胞)分子水
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地拓展中药开发的前景,
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