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【摘　要】　目的　探讨超声波对兔膝关节骨关节炎 (kneeosteoarthritis,KOA)关节滑膜和关节滑液血管内皮生长因

子 (vascularendothelialgrowthfactor,VEGF)、基质金属蛋白酶Ｇ１３ (matrixmetalloproteinasesＧ１３,MMPＧ１３)表达的影响.

方法　选取２４只新西兰大白兔随机分为假手术组 (shamＧoperatedgroup,SO 组)、骨关节炎组 (osteoarthritisgroup,OA
组)和超声治疗组 (ultrasoundtreatmentgroup,UT 组).采用前交叉韧带横断术 (anteriorcruciateligamenttransection,

ACLT)法造模,UT组予超声波治疗仪治疗兔膝关节;OA组处理同上,但未打开超声波治疗仪;SO 组未做处理.干预２
周后,抽取关节液标本,并观察标本滑膜、软骨的大体形态;酶联免疫吸附法检测关节滑液 VEGF和 MMPＧ１３的表达;

Westernblot方法检测关节滑膜 VEGF和 MMPＧ１３的表达.结果　与SO组相比,OA 组和 UT组兔膝关节骨关节炎评分均

显著升高 (P＜０􀆰０５);与 OA组相比,UT组兔膝关节骨关节炎评分显著降低 (P＜０􀆰０５).与SO 组相比,OA组和 UT组

兔膝关节滑液及滑膜中 VEGF和 MMPＧ１３的蛋白水平均显著升高 (P＜０􀆰０５);与 OA 组相比,UT组兔膝关节滑液及滑膜

中 VEGF和 MMPＧ１３的蛋白水平显著降低 (P＜０􀆰０５).结论　超声波治疗能明显抑制兔膝关节滑膜增生,有效抑制关节滑

液和滑膜组织中 VEGF、MMPＧ１３的表达水平,从而达到防治 KOA的作用.
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【Abstract】　Objective　ToinvestigatetheinfluenceofultrasoundontheexpressionofVEGFandMMPＧ１３inthejointsyＧ
noviumandsynovialfluidofrabbitwithkneeosteoarthritis(KOA)．Methods　TwentyＧfourNewZealandwhiterabbitswere
randomlyassignedintothreegroups:theshamＧoperatedgroup(SOgroup),theosteoarthritisgroup(OAgroup),andtheultraＧ
soundtreatmentgroup(UTgroup)．Themodelwasmadebyanteriorcruciateligamenttransection．TheUTgroupwastreated
withanultrasoundtherapydeviceontherabbitkneejoint;theOAgroupreceivedthesametreatmentbuttheultrasoundtherapy
devicewasnotactivated;theSOgroupreceivednotreatment．Aftertwoweeksofintervention,jointfluidspecimenswereexＧ
tracted,andthegrossmorphologyofthesynovialmembraneandcartilageofthespecimenswasobserved．Theexpressionof
VEGFandMMPＧ１３inthejointfluidwasdetectedbyenzymeＧlinkedimmunosorbentassay (ELISA),andtheexpressionof
VEGFandMMPＧ１３inthejointsynovialmembranewasdetectedby Westernblotmethod．Results　ComparedwiththeSO
group,theOAandUTgroupsshowedsignificantlyincreasedosteoarthritismarkersintherabbitkneejoints(P＜０􀆰０５);comＧ
paredwiththeOAgroup,theUTgroupshowedsignificantlydecreasedosteoarthritismarkersintherabbitkneejoints(P＜
０􀆰０５)．ComparedwiththeSOgroup,theOAandUTgroupsshowedsignificantlyincreasedVEGFandMMPＧ１３proteinlevels
intherabbitkneejointsynovialfluidandsynovium (P＜０􀆰０５);comparedwiththeOAgroup,theUTgroupshowedsignifiＧ
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cantlydecreasedVEGFandMMPＧ１３proteinlevelsintherabbitkneejointsynovialfluidandsynovium (P＜０􀆰０５)．Conclusion　
Ultrasoundtherapycansignificantlyinhibittheproliferationofsynovialmembraneinrabbitkneejoints,slowdowntheprogresＧ
sionofosteoarthritis,effectivelyreducetheexpressionlevelsofVEGFandMMPＧ１３insynovialfluidandsynovialtissue,and
thusachievethegoalofpreventingandtreatingKOA．

【Keywords】ultrasound;rabbit;kneejoint;matrixmetalloproteinaseＧ１３;vascularendothelialgrowthfactor

　　膝关节骨关节炎 (kneeosteoarthritis,KOA)
是一种以膝关节软骨退行性变、滑膜炎症及骨赘形

成为特征的慢性退行性疾病.其病理机制涉及多种

分子调控机制的失衡,包括炎症因子释放、基质金

属蛋白酶 (matrixmetalloproteinases,MMPs)的

异常活化及血管内皮生长因子 (vascularendotheＧ
lialgrowthfactor,VEGF)介导的滑膜血管翳形成

等过程.近年的研究表明,MMPＧ１３作为降解Ⅱ型

胶原的关键酶,在骨关节炎 (osteoarthritis,OA)
软骨破坏中发挥核心作用,而 VEGF通过促进滑膜

血管生成和炎症反应,进一步加剧关节微环境的失

衡[１].在 OA的病理进程中,滑膜组织的炎症反应

与软骨基质的降解密切相关.因此,调控 MMPＧ１３
和 VEGF 的表达可能成为干预 OA 进展的重要

靶点.
超声波自应用于医学领域以来,被证实具有疗

效显著、无创无痛、操作简便、治疗定位准确、适

用范围广等优点[２Ｇ３].既往的研究显示,超声波因

其抗炎、促进组织修复及调控细胞信号通路的特

性,可通过抑制NFＧκB通路减少促炎因子释放,或

通过机械刺激调节细胞外基质的合成与降解平

衡[４].然而,超声波对 KOA 滑膜及滑液中 VEGF
和 MMPＧ１３表达的具体影响及其分子机制尚不明

确,亟待深入探索.本研究以兔KOA模型为对象,
聚焦超声波治疗对滑膜组织及滑液中 VEGF 和

MMPＧ１３的调控作用,旨在揭示其潜在的治疗机

制,为超声波治疗KOA的临床应用提供理论依据.

１　材料与方法

１􀆰１　实验动物

选取６月龄健康普通级雌性新西兰大白兔２４
只,体重 (２􀆰６±０􀆰６)kg,由浙江宏润生物科技有

限公 司 提 供 (质 量 合 格 证 编 号:２０２４０２２８CezzＧ
０６０００００６８７).实验动物饲养于福建省医学科学研

究院实验动物中心.饲养环境保持温度１８~２４℃、
湿度４０％~６０％,给予充足饮水和已灭菌饲料.所

有实验动物操作均严格遵循动物实验减少、替代、
优化原则.

１􀆰２　试剂及仪器

兔抗人 VEGF (北京 Boosen公司)、兔抗人

MMPＧ１３ (北京Boosen公司)、兔抗人βＧactin多克

隆抗体 (美国ImmunoWay公司),美国 Beckman
couterDU８００分光光度仪,酶联免疫吸附测定试剂

盒 (武汉华美生物技术有限公司),高速低温冷冻

离心机 (贝克曼库尔特 AvantiJXNＧ２６),凝胶扫描

分析系统 (美国 BI０２RADGD２０００),高速离心机

(德国Eppendorf公司),ImageProPlus６􀆰０图像分

析软件 (MediaCybemeties公司).

１􀆰３　实验方法

１􀆰３􀆰１　造模与分组

将２４只大白兔随机分为假手术组 (shamＧopＧ
eratedgroup,SO 组)、骨 性 关 节 炎 组 (osteoarＧ
thritisgroup,OA 组)和超声治疗组 (ultrasound
treatmentgroup,UT组),每组８只.SO 组仅用

手术刀切开皮肤,未制成 KOA 模型;而 OA 组和

UT组采用前交叉韧带横断术 (anteriorcruciate
ligamenttransection,ACLT) 法 制 成 KOA 模

型[５].手术步骤和术后处理:麻醉成功后采用髌旁

内缘中点纵向切口,逐层切开,暴露关节腔,于伸

直位外翻髌骨并屈曲膝关节,暴露前交叉韧带,以

眼科剪剪断前交叉韧带,检测前抽屉试验阳性;无

菌生理盐水冲洗,复位髌骨后逐层缝合并消毒.术

后分 笼 饲 养 ６ 周,不 固 定 兔 子,允 许 笼 内 自 由

活动.
待造模成功后,UT组予超声波治疗仪治疗兔

膝关节,具体方法和干预参数:在膝部均匀涂上超

声耦合剂,放上密封生理盐水袋 (水囊接触法),
开启超声波治疗仪,选择参数为强度 ３００ mW/

cm２、频率１ MHz、脉冲通断比为２０％、每次２０
min,持续时间６d,停止２d,再继续６d[６Ｇ７].OA
组处理同上,但未打开超声波治疗仪;SO 组未做

处理.

１􀆰３􀆰２　标本采集及处理

２周的干预结束后,采用空气栓塞法处死实验

动物,消毒皮肤,切开关节囊,用注射器抽取、收

集关节液标本,并观察标本滑膜、软骨的大体形

态,切 取 关 节 滑 膜 组 织,使 用 磷 酸 盐 缓 冲 液

(PBS)冲洗,液氮保存,待整组滑膜都切取结束

后,置入－８０℃冰箱中保存.
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１􀆰３􀆰３　关节炎评分

采用关节炎评分法评价兔 KOA 的严重程度.
关节炎评分法分为０~４级:０级,无关节炎 (０
分);１级,关节轻度肿胀或存在红色斑点 (１分);

２级,关节中度红肿 (２分);３级,关节重度红肿

(３分);４级,关节严重红肿且不能负重 (４分)[８].

１􀆰３􀆰４　HE染色观察软骨细胞形态

将股骨髁常规脱钙,石蜡包埋,切片,HE染

色,光学显微镜下观察软骨细胞形态.

１􀆰３􀆰５　酶联免疫吸附法检测关节滑液 VEGF和

MMPＧ１３的表达

采用酶联免疫吸附实验检测关节滑液 VEGF、

MMPＧ１３的含量.严格按照说明书操作,以空白孔

调零,用酶标仪在４５０nm 波长处依序测量各孔的

吸光度 (A)值,根据标准品浓度及对应的A 值计

算出 标 准 曲 线,在 标 准 曲 线 上 查 出 待 测 标 本

VEGF、MMPＧ１３的含量.

１􀆰３􀆰６　Westernblot方法检测滑膜VEGF和 MMPＧ
１３的表达

将兔膝关节囊的滑膜组织从－８０ ℃冰箱中取

出并剪碎,经裂解离心后提取组织总蛋白,采用二

辛可宁酸 (BCA)法测定蛋白浓度.将目标蛋白经

沸水浴变性后上样,每孔上样量为２５μg,以１２％
分离胶进行电泳,转印,５％脱脂奶粉封闭过夜,
一抗、二抗分别室温孵育２h,洗膜后用增强化学

发光 法 显 色、显 影 和 曝 光,以 βＧ肌 动 蛋 白 (βＧ
actin)为 内 参,用 ImageＧPro 软 件 分 析 条 带 灰

度值.

１􀆰４　统计学方法

采用SPSS２４􀆰０统计软件.对符合正态分布的

计量资料比较采用单因素方差分析,以LSDＧt检验

作为事后检验方法;若不符合正态分布或方差不

齐,采用秩和检验.以P＜０􀆰０５为差异有统计学

意义.

２　结果

２􀆰１　关节炎评分

SO组关节结构正常,无特殊.OA 组关节出

现了重度红肿现象,部分出现不能负重,同时伴随

着轻、中度脱毛等症状.而 UT组的关节炎症反应

较 OA组呈现消退现象.SO组、OA组、UT组关

节炎评分分别为０、 (３􀆰５６±０􀆰５１)、 (２􀆰７５±０􀆰６８)
分,与 OA 组相比,UT 组关节炎评分明显降低,
差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５).

２􀆰２　大体观察

SO组兔膝关节无肿胀,滑膜无充血、水肿、
肥厚,关节液透明,关节软骨光滑、呈半透明状;

OA组兔膝关节肿胀,滑膜充血,关节液呈淡黄色

浑浊状态,关节软骨灰暗,部分软骨剥脱,软骨下

骨质暴露;UT组兔膝关节轻度肿胀,滑膜少量充

血,关节液呈淡黄色状态,关节软骨面以色泽偏

暗、少量溃疡形成为主.

２􀆰３　HE染色结果

SO组软骨浅表层完整,软骨基质和结构正常,
软骨细胞形态、排列正常,潮线清晰完整 (图１a).

OA组软骨细胞表面粗糙,软骨细胞排列紊乱,纵

行裂隙形成,软骨基质淡染,潮线模糊 (图１b).

UT组软骨细胞改变介于SO 组与 OA 组之间,软

骨表面稍粗糙、水肿,浅层基质局灶性深染,细胞

排列尚可,软骨细胞增殖、簇集、肥大 (图１c).

(a)SO组 (b)OA组 (c)UT组

图１　关节软骨HE染色结果 (×２０)

２􀆰４　关节液中VEGF和 MMPＧ１３的蛋白表达

与SO组相比,OA 组、UT 组兔膝关节滑液

中 VEGF和 MMPＧ１３的蛋白水平均升高 (P 均＜

０􀆰０５);与 OA 组 相 比,UT 组 兔 膝 关 节 滑 液 中

VEGF和 MMPＧ１３ 的蛋白 水 平 均 降 低 (P 均 ＜
０􀆰０５).见表１.
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表１　３组关节液中VEGF和 MMPＧ１３的蛋白表达比较

(n＝８,ng/L,x±s)

组别 VEGF蛋白 MMPＧ１３蛋白

SO组 ２０􀆰７１±６􀆰９０ ２０􀆰３６±５􀆰１５
OA组 １８５􀆰６９±８􀆰６６① ９５􀆰３６±１２􀆰３５①

UT组 １２６􀆰６７±７􀆰６４①② ７６􀆰５５±９􀆰８６①②

　　注:与SO组比较,①P＜０􀆰０５;与 OA组比较,②P＜０􀆰０５.

２􀆰５　关节滑膜中VEGF和 MMPＧ１３的蛋白表达和

条带灰度值比较

与SO组相比,OA 组、UT 组兔膝关节滑膜

中 VEGF和 MMPＧ１３的蛋白水平均升高 (P 均＜
０􀆰０５);与 OA 组 相 比,UT 组 兔 膝 关 节 滑 膜 中

VEGF和 MMPＧ１３ 的蛋白 水 平 均 降 低 (P 均 ＜
０􀆰０５).见图２、表２.

SO组　　OA组　　UT组

图２　关节滑膜中VEGF和 MMPＧ１３的蛋白表达结果

表２　３组关节滑膜中VEGF和 MMPＧ１３蛋白表达的

条带灰度值比较 (n＝８,x±s)

组别 VEGF蛋白 MMPＧ１３蛋白

SO组 ２７６􀆰４６±２８􀆰５３ ２５９􀆰８５±３４􀆰２８
OA组 ８２５􀆰３６±６５􀆰２４① ６２３􀆰６７±３５􀆰６５①

UT组 ５１６􀆰０２±３１􀆰５８①② ４５８􀆰６９±２５􀆰３９①②

　　注:与SO组比较,①P＜０􀆰０５;与 OA组比较,②P＜０􀆰０５.

３　讨论

KOA是中老年人的常见病和多发病,其主要

病理表现包括血管增生、滑膜炎反应、大量细胞因

子生成、关节软骨破坏等.目前针对 KOA 的治疗

措施均不能够阻止或逆转 KOA 的进展,具有一定

的局限性和不足,或仅作为疾病发生后的补救措施

用以缓解临床症状.当前无手术指征的 KOA 患者

主要治疗措施包括中医传统康复 (内服或外敷中

药、针刺、灸法)和现代康复方法 (口服或关节腔

注射药物、物理疗法等).随着现代康复的发展,

应用物理因子疗法为主以缓解疼痛是多数早、中期

KOA患者的主要干预措施[９].根据超声波的作用

原理,其在关节的软骨面、骨皮质、骨膜等上产热

较多,对于关节韧带、滑膜和软骨疾病的治疗有重

要意义[１０];同时,由于超声波对细胞有微按摩和

生理性空化效应,使得其在针对KOA韧带、滑膜、
软骨、半月板等病变时更具有独特的优势.研究发

现,超声波治疗 KOA 疗效优于低功率激光、超短

波、脉冲电磁场等物理因子疗法[１１];其治疗时间

(５~１０ min)明显少于其他物理因子 (２０~４０
min).

在 KOA的病理进程中,滑膜炎症作为关键的

病理特征之一,通过关节滑液中浸润的炎症细胞

(如巨噬细胞、中性粒细胞等)及高水平细胞因子

(如ILＧ１β、TNFＧα等)的持续释放,促进关节周围

组织损伤与恶化.炎性介质不仅参与 OA 的初始病

理启动,更通过调控基质降解酶表达、软骨细胞凋

亡及血管新生等机制,维持并加剧疾病进展.研究

证实,KOA 患者滑液中 MMPＧ１３的浓度显著升

高,且与滑膜中 MMPＧ３ 的表达呈正相关,提示

MMPs家族成员在关节破坏中的协同作用[１２Ｇ１３].滑

膜炎的增加与软骨的退化有关[１４],且与膝盖疼痛

的变化相关[１５].VEGF可调控内皮血管细胞自身

增殖、迁移及血管新生等生物学过程,并影响滑膜

血管翳的产生,其过表达可造成滑膜炎症和软骨破

坏等[１６Ｇ１７].因此,VEGF可在 KOA 患者关节液中

高表达,导致关节滑膜产生慢性化、持续化的炎

症,并最终参与到 OA软骨损害的病理过程.本研

究发现:(１)兔 KOA 组中存在关节滑膜充血、关

节液呈淡黄色浑浊,以及软骨面不同程度的破坏

等;(２)兔 KOA组滑膜、关节液中 VEGF蛋白表

达水平显著升高,且与关节滑膜增生程度、关节炎

评分呈正相关趋势.这些结果提示,VEGF可作为

评估 KOA患者病情进展的重要指标.

MMPs是一类细胞外基质的降解蛋白酶,在组

织降解、修复等过程中起着重要作用,其中 MMPＧ
１３是最重要、最有效的域型胶原纤维降解酶.研究

发现,KOA患者关节液中有大量的促炎性细胞因

子,炎症因子在产生级 联 反 应 的 同 时 会 释 放 出

VEGF,VEGF能刺激软骨细胞产生大量的金属蛋

白酶,使 MMPＧ１３的表达增加[１８Ｇ２１],从而破坏其与

金属蛋白酶抑制剂之间的平衡状态,加速域型胶原

的降解,最终导致软骨结构的进一步破坏[２２],促

进 KOA的病情发展.
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超声波通过其机械效应、温热效应和理化效

应,改善血液循环、加速炎症介质的清除,发挥强

大的消炎、消肿作用[２３].前期临床研究发现,超

声波治疗早、中期 KOA 临床疗效显著,我们推测

超声波可以通过抑制或减轻膝关节滑液和滑膜炎

症,减少炎症因子和 VEGF的释放,下调关节液和

滑膜中 MMPＧ１３ 的 表 达,进 而 影 响 关 节 软 骨 中

MMPＧ１３的表达,最终抑制软骨的破坏,从而达到

防治 KOA的作用.本研究结果证实: (１)UT组

关节滑液、关节滑膜组织中 VEGF与 MMP１３的蛋

白表达均呈下降趋势,与 OA组相比差异具有统计

学意义;(２)UT组兔膝关节大体观察的表现介于

SO组与 OA 组之间,关节轻度肿胀,滑膜少量充

血,关节软骨面以轻度损伤表现为主; (３)UT组

软骨细胞改变亦介于SO 组与 OA 组之间,软骨表

面稍粗糙、水肿,软骨细胞排列尚可;(４)肉眼观

察 UT组兔膝关节处于轻度肿胀或中度红肿状态,
优于 OA组的重度红肿状态,两组关节炎评分差异

有统计学意义.因此,我们认为超声波疗法可能通

过 VEGF 通路抑制了 MMPＧ１３ 的表达,减 缓 了

KOA关节滑膜、关节滑液和软骨细胞的病理变化,
从而改善和治疗 KOA的临床症状.

本研究表明,超声波治疗能明显抑制兔膝关节

滑膜 增 生,有 效 抑 制 关 节 滑 液 和 滑 膜 组 织 中

VEGF、MMPＧ１３的蛋白表达水平,从而达到防治

KOA的作用.本研究系统探讨超声波治疗对 KOA
病理进程中关键调控因子 VEGF和 MMPＧ１３的双

重抑制作用,突破了传统药物治疗的单一靶向局

限,为KOA物理因子治疗机制研究提供了新思路.
但本研究仅采用固定的超声治疗参数,未对比不同

频率、强度或治疗时长的效果差异,后续需通过多

维参数矩阵实验确定最佳参数组合.
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的影响
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【摘　要】　目的　基于PERK/eIF２α/ATF４/CHOP信号通路探讨青娥丸含药血清对氧化应激诱导内质网应激凋亡成

骨细胞系的保护作用及其作用机制.方法　３０只雄性SD大鼠随机分为生理盐水组和青娥丸组,每组１５只,分别给予生理

盐水和青 娥 丸 灌 胃 干 预,连 续 ７d,腹 主 动 脉 取 全 血 制 备 含 药 血 清;培 养 UMRＧ１０６ 细 胞 株,CCKＧ８ 筛 选 青 娥 丸 和

GSK２６０６４１４最佳干预浓度,细胞分为空白组、模型组、青娥丸组和抑制剂组,进一步采用１０μmol/L的 H２O２ 干预细胞１２

h制备内质网应激模型,CCKＧ８检测４组细胞的增殖活性,DCFHＧDA 检测细胞活性氧 (ROS)含量,RealＧtimePCR 和

Westernblot检测PERK、eIF２α、ATF４、CHOP mRNA 和蛋白的相对表达量.结果　青娥丸含药血清最佳干预浓度为

１０％,GSK２６０６４１４最佳干预浓度为４％,此最佳干预浓度用于后续实验.H２O２ 干预后模型组细胞增殖活性显著降低,

ROS含量显著升高,PERK、eIF２α、ATF４、CHOPmRNA 和蛋白的相对表达量显著上调;青娥丸组增殖活性增强,ROS
含量显著降低,PERK、eIF２α、ATF４、CHOPmRNA和蛋白的相对表达量下调.结论　青娥丸含药血清可有效抑制成骨细

胞系的内质网应激凋亡,其作用机制可能与PERK/eIF２α/ATF４/CHOP信号通路相关.

【关键词】绝经后骨质疏松症;青娥丸;内质网应激;PERK/eIF２α/ATF４/CHOP信号通路
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MechanismofQing̓EformularegulatingPERK/eIF２α/ATF４/CHOPpathwayand
itsimpactonosteoblastapoptosis
LIUHeliang,LINYu,ZHENGShixiong,XIAOLili
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【Abstract】　Objective　ToexaminetheprotectiveeffectsanditsmechanismofQing̓EformulaserumonosteoblastapopＧ
tosiscausedbyoxidativestressＧinducedendoplasmicreticulumstress,focusingonthePERK/eIF２α/ATF４/CHOPsignaling
pathway．Methods　ThirtymaleSDratswererandomlyassignedtoreceiveeithernormalsalineorQing̓Eformulaviagavagefor
sevendaystopreparedrugＧcontainingserumfromabdominalaortablood．UMRＧ１０６cellswerecultured,CCKＧ８wasselectedfor
theoptimalinterventionconcentrationofQing̓EformulaandGSK２６０６４１４．Cellswerecategorizedintoblank,model,Qing̓ E
formula,andpositivedruggroups．Theendoplasmicreticulumstressmodelwascreatedbytreatingcellswith１０μmol/LH２O２

for１２hours．CellproliferationwasassessedusingCCKＧ８,ROSlevelsweredectectedwithDCFHＧDA,andtheexpressionlevels
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