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"摘要#
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目的
!

探讨富血小板血浆"
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$对膝关节骨性关节炎"

X_2

$的治疗机制及作用%方法
!

取成年清洁级新西兰大

白兔
'1

只!分为空白对照组"

2

组$&模型对照组"

3

组$&
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治疗组"

4

组$&玻璃酸钠治疗组"

5

组$%

2

组行模拟造模!

3

&

4

&

5

组

按
]LEI;

方法诱发建立兔
X_2

动物模型%动物模型建立成功后!

4

组予
=8=%&ABT

关节腔注射治疗!

'

周
$

次!共
1

次#

5

组予

玻璃酸钠注射液关节腔注射!每周
$

次!连续
A

周#

2

&

3

组于
4

组同一时间点给予等量无菌生理盐水注射%在普通光学显微镜下

观察关节软骨的组织结构&细胞数量&潮线的完整性和甲苯胺蓝染色等情况!比较各组间
<K,U#,g+

评分的差异%收集适量关节液

测定各组花生四烯酸的表达情况%结果
!

2

组关节软骨结构形态正常!无明显破坏#

3

&

4

&

5

组关节软骨结构形态均有不同程度

的破坏!尤以
3

组软骨结构改变较大!

4

&

5

组软骨形态结构虽有改变!但与
2

组软骨结构较接近%

2

组
<K,U#,g+

评分最低!

3

组

评分最高!

4

&

5

组经干预治疗后评分明显降低#

3

组与
4

&

5

组比较!差异有统计学意义"

!

%

%&%A

$!

4

组与
5

组比较!差异有统计

学意义"

!

%

%&%A

$%

2

组花生四烯酸水平最低!

3

组最高!

4

&

5

组水平介于
2

&

3

组之间!且
4

组低于
5

组"

!

%

%&%A

$%结论
!
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对
X_2

具有较为明显的治疗及缓解作用%
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&是自体血小板

的浓缩物#对治疗膝关节骨性关节炎$

X_2

&有较好的前景'

$

(

#

但由于其疗效及作用机制尚未明了#限制了其在临床应用*

=8=

含有高于正常血浆
'

#

A

倍的生长因子#这些内在的生长

因子都是以正常生物性比率存在的*在过去的
1%

年中#它已

经在口腔科)颌面外科)普通外科等临床学科被广泛使用'

1

(

*

=8=

中的
&

.

颗粒可以释放许多生长因子和细胞因子#主要有

转化生长因子
$

$

IMK,+N"MB#,

JJ

M"RI;NKCI"M.

$

#

F?@.

$

&)血小板

-0-1

重庆医学
1%$-

年
-

月第
0)

卷第
1%

期

"

基金项目$四川省科技厅重点项目$

1%$)bV%%A1

&%四川省科技厅支撑项目$

1%$0:S%%%'

&%成都体育学院硕士点建设基金项目

$

$)::SW%$

&*

!

作者简介$咸杰$

$(/(Y

&#住院医师#硕士#主要从事运动创伤防治研究*

!

#

!

通信作者#

9.BK#E

!

$1$%%-A$('

"ff

&C"B

*



源性生长因子)胰岛素样生长因子
$

$

#,+LE#,.E#UH

J

M"RI;NKC.

I"M.$

#

7?@.$

&)成纤维细胞生长因子)血管内皮生长因子$

GK+.

CLEKMH,!"I;HE#KE

J

M"RI;NKCI"M

#

>9?@

&)肝细胞生长因子等#这

些细胞因子在细胞分化和细胞增殖等方面起着重要的作用'

'

(

*
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在治疗膝关节软骨退变方面的研究已经取得了很多进

展#但是其对软骨退变的作用机制仍需做深入的研究*

?

!

材料与方法

?&?

!

实验动物及试剂
!

成年新西兰纯种雄性大白兔
'1

只#体

质量
$&/%

#

1&A%U

J

#平均$

1&1%a%&$)

&

U

J

#由达硕生物科技有

限公司提供*清洁级环境条件下饲养于成都体育学院运动医

学重点实验室动物实验中心饲养室*花生四烯酸水平检测的

9T7:2

试剂盒由四川生工科技有限公司提供*

?&@

!

方法

?&@&?

!
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的制备
!

自兔耳中心动脉采血*拔除兔耳中心

动脉耳背走行处拟进针部位兔毛后#拍打兔耳
0

#

A

次#见动脉

充盈后#用蘸
-Â

乙醇的棉签擦拭进针部位
0

#

A

次#使动脉

继续扩张充血#以利于进针及采血#同时对进针部位进行消毒*

取
$%BT

无菌注射器拔除针头后连接一次性输液针#将输液

针于进针部位向兔耳耳根方向进针刺入兔耳中心动脉#缓慢抽

取约
ABT

动脉血#注入肝素抗凝的真空采血管中#反复晃动

采血管
$A

#

1%

次以使抗凝剂与血液完全混合#防止血液凝固*

参照
TK,!H+OHM

J

等'

0

(采用二次离心法将
ABT

自体全血制备

为
%&1BT=8=

#并在血细胞分析仪中对
=8=

进行血小板

计数*

?&@&@

!

动物分组及模型建立
!

'1

只新西兰大白兔按照

]LI;

'

A

(法建立
X_2

动物模型#

2

组行模拟造模$假造模&%

3

)

4

)

5

组按照
]LEI;

方法诱发建立兔
X_2

动物模型'

A

(

*

3

)

4

)

5

组动物造模步骤!备皮及麻醉满意后#取仰卧位将实验动物

固定在兔手术操作台上#通过
$%̂

水合氯醛$按
%&$ABT

"

$%%

J

比例'

)

(

&腹腔麻醉后#取膝关节内侧弧形切口#依次切开

皮肤)皮下组织#然后切断内侧副韧带#切开关节囊#打开关节

腔*稍屈曲膝关节#向外侧牵开髌骨)髌韧带及关节囊#暴露关

节腔#切除内侧半月板#切断前)后交叉韧带#术中应注意避免

损伤关节软骨面*用生理盐水注射液反复冲洗关节腔#切口内

注入硫酸庆大霉素注射液
1

万单位#关闭关节囊#逐层缝合关

闭切口#外用防水创可贴包扎切口*

2

组行假造模#术前准备)

麻醉方式)消毒铺巾同
3

)

4

)

5

组%手术过程中#不切断内侧副

韧带#打开关节腔后#探查关节腔#观察关节腔内无原发病变后

关闭切口#切口关闭方法亦同
3

)

4

)

5

组*

?&@&A

!

干预手段
!

动物模型稳定后#

4

组予自体
=8=

关节腔

注射治疗#

'

周
$

次#每次
%&ABT

#共
1

次%

5

组予玻璃酸钠关

节腔注射#给药剂量根据
<HH;.8##O,HM

公式计算#将按体表面

积折算的临床常用量等效剂量约为每只兔子
%&1BT

#每周
$

次#连续
A

周%

2

)

3

组于
4

组同一时间点给予等量生理盐水

注射*

?&@&B

!

检测指标
!

治疗
)

周后用空气栓塞法处死所有实验动

物*$

$

&一般情况!通过
]LI;

法诱发造模成功后#观察各组兔

存活状况及造模患肢关节肿胀程度及局部皮温是否升高)肤色

状况*$

1

&花生四烯酸水平测定!干预及治疗周期结束后#处死

动物#同时收集造模患肢关节液#通过
9T7:2

双抗夹心法测定

其浓度*

?&@&I

!

组织形态学观察
!

切取标本全层膝关节软骨组织#置

于
$%̂

中性甲醛固定#石蜡切片#片厚
)

!

B

#常规
]9

及甲苯

胺蓝染色#

0%%

倍光镜下观察关节软骨的组织结构)细胞数量)

甲苯胺蓝染色和潮线完整性*根据
<K,U#,g+

评分标准对关节

软骨评分'

-

(

*

?&A

!

统计学处理
!

采用
:=::$)&%

对所得数据进行统计学分

析#计量资料以
Ka@

表示#采用方差分析#以
!

%

%&%A

为差异

有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@&?

!

4

组外周血与
=8=

浓度之比
!

离心前全血细胞为

$

')$&'-a$%-&0)

&

\$%

(

"

T

#二次离心后血细胞为$

$0%-&-Aa

'$-&(1

&

\$%

(

"

T

#其浓度之比均在
'

#

A

倍#符合
=8=

要求标

准*见表
$

*

表
$

!!

4

组外周血与
=8=

浓度之比%

\$%

(

(

T

&

动物编号
4$ 41 4' 40 4A 4) 4- 4/

离心前
1A( '(1 0%/ A)( ''- ')$ 1%/ 'A-

二次离心后
$%)0 $)0( $)$/ $//1 $1() $0-1 ($0 $')-

离心前后比
0&$ 0&1 0&% '&' '&/ 0&$ 0&0 '&/

@&@

!

一般情况
!

所有实验动物均存活至实验完成*除手术组

动物出现
X_2

外#所有动物均未出现其他原因所致关节腔感

染及病灶的感染*

'

组动物造模患肢关节略红肿#皮温略高于

正常*

@&A

!

各组花生四烯酸水平比较
!

2

)

3

)

4

)

5

组花生四烯酸水

平分别为$

''&$Aa0&)$

&)$

AA&(%a0&'$

&)$

'/&)Aa%&//

&)

$

0)&'(a0&/(

&

B

J

"

J

#差异有统计学意义$

Hh0-&A%-

#

!h

%&%%%

&*

3

)

5

组与
2

组比较#差异有统计学意义$

!

%

%&%A

&#

4

组与
2

组相比较#差异有统计学意义$

!

&

%&%A

&*

4

)

5

组与
3

组比较#差异有统计学意义$

!

%

%&%A

&#

4

组与
5

组相比较#差

异有统计学意义$

!

%

%&%A

&*

@&B

!

组织形态学观察
!

2

组在电镜下切片显示为正常软骨形

态#细胞排列规整#层次分明#细胞大小一致#软骨表面完整#潮

线清晰完整*

3

组可见细胞排列紊乱#层次不清晰#且可见较

为明显的软骨缺损#局部细胞数量明显增多#细胞分裂增多#潮

线模糊#基质失染较为明显*

4

组可见软骨层增厚#细胞排列

较为规整#层次分明#细胞数量较
3

组明显减少#未见明显弥

漫性数量增生#细胞核未见明显分裂#潮线清晰层次分明#基质

未见明显失染*

5

组可见软骨细胞排列较为有序#但细胞层次

清晰不如
4

组#细胞数量轻度增生#但较
3

组较少#潮线较为

清晰完整#甲苯胺蓝染色较弱*见图
$

)

1

*

@&I

!

各组
BK,U#,g+

评分比较
!

软骨组织结构!

4

)

5

组与
3

组比

较#差异有统计学意义$

!

%

%&%A

&*软骨细胞数量!

4

)

5

组与
3

组

比较#差异有统计学意义$

!

%

%&%A

&%

5

组与
4

组相比#差异有统计

学意义$

!

%

%&%A

&*

23.=2:

染色!

3

)

5

组与
2

组比较#差异有统

计学意义$

!

%

%&%A

&%

4

)

5

组与
3

组比较#差异有统计学意义$

!

%

%&%A

&%

5

组与
4

组相比#差异有统计学意义$

!

%

%&%A

&*潮线!

4

)

5

组与
3

组比较#差异有统计学意义$

!

%

%&%A

&%

5

组与
4

组相比#差

异有统计学意义$

!

%

%&%A

&*见表
1

*
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!!

2

!

2

组%

3

!

3

组%

4

!

4

组%

5

!

5

组%+

'

,指示为关节面#+

(

,指示为排列的软骨细胞

图
$

!!

各组电镜下
]9

染色切片%

\0%%

&

!!

2

!

2

组%

3

!

3

组%

4

!

4

组%

5

!

5

组

图
1

!!

各组电镜下甲苯胺蓝染色切片%

\0%%

&

表
1

!!

各组
<K,U#,g+

评分比较%

Ka@

&

指标
2

组
3

组
4

组
5

组
H !

软骨组织结构
%&$'a%&'A 1&A%a%&A'

"

$&$'a%&)0

"(

$&)'a%&A1

"(

1/&//% %&%%%

软骨细胞数量
%&1Aa%&0) 1&A$a%&-)

"

%&A$a%&-)

(

$&A%a%&A'

"(#

1%&A(0 %&%%%

23.=2:

染色
%&$Aa%&0/ '&'/a%&-0

"

%&/(a%&)%

(

1&%'a%&(-

"(#

1(&('% %&%%%

潮线
%&$1a%&') 1&'/a%&$/

"

%&-/a%&00

(

$&)1a%&A'

"(#

1)&0() %&%%%

总分
%&)Aa%&(0 $%&--a%&-0

"

'&'$a$&1'

"(

)&0'a$&%-

"(#

$1-&%)A %&%%%

!!

"

!

!

%

%&%A

#与
2

组比较%

(

!

!

%

%&%A

#与
3

组比较%

#

!

!

%

%&%A

#与
4

组比较

A

!

讨
!!

论

本实验研究证实了采用
]LEI;

方法诱发建立的兔
X_2

动物模型#其病理过程基本与人类临床上
X_2

的病理变化十

分相似#适用于
X_2

病理改变和膝关节腔内药物注射探讨其

作用机制等方面的研究%并且动物模型诱发成功率高#稳定性

好#本实验所需的动物实验模型均诱发成功*

本次实验采用
TK,!H+OHM

J

二次离心法制备
=8=

#操作方

法简便稳定#制备浓度高#结果证实其浓度之比为
'

#

A

倍#与

国内外多数文献吻合*

伴随关节软骨的退变#关节液分泌多种炎性介质诱导炎性

反应'

/

(

#其中花生四烯酸是较为主要的炎性介质产物之一*花

生四烯酸作为前列腺素
91

$

=?91

&的前体#通过环氧化酶

$

4_W

&的诱导产生后者诱发一系列的炎症反应'

(.$%

(

*正常关

节液中并不含或仅含少量花生四烯酸#关节发生炎症反应后花

生四烯酸的水平与关节炎性程度呈直接正相关#同时活化后的

花生四烯酸能够通过多种白介素因子促进软骨细胞的降

解'

$$

(

*实验结果显示#经过
)

周治疗后
=8=

与玻璃酸钠对关

节液中花生四烯酸浓度均有不同程度的下降#提示两组治疗效

果较模型对照组较为明显#具有较为理想的治疗效果*同时#

=8=

治疗组及玻璃酸钠治疗组
<K,U#,g+

评分均有较为明显的

下降#提示二者均能一定程度促进早期关节软骨修复#减轻关

节软骨的磨损*而
=8=

治疗组评分优于玻璃酸钠治疗组#提

示
=8=

在延缓关节软骨早期退变进程上优于玻璃酸钠*

=8=

可能通过释放一系列活性物质'

A

(

#促进受损软骨及局部血管的

再生#抑制局部炎性介质的产生#降低
4_W

的表达'

$1

(

#使花生

四烯酸活性降低#与此同时#

=8=

所释放的活性因子可下调

4_W.1

的表达#降低炎性介质类产物的活性#从而降低花生四

烯酸在炎性反应中的作用*此外#

=8=

还能上调肝细胞因子

及肿瘤坏死因子
&

$

FQ@.

&

&的表达#二者能阻断核因子
%

3

$

Q@.

%

3

&的表达#抑制炎性反应的发展#从而减轻关节局部的肿

胀'

$'

(

*尽管如此#

=8=

的制备过程尚未统一#且在制备过程中

可产生含白细胞的
=8=

$

T.=8=

&及不含白细胞的
=8=

$

8.

=8=

&#二者在对膝关节骨性关节炎干预过程中的机制及对比

尚需进一步完善*
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