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兔膝骨关节炎模型的建立及评价#
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摘要%目的!通过兔软骨缺损制备兔膝骨关节炎模型并进行评价+ 方法!将动物按体质量和性别随机分成 ) 组%

假手术组)模型组和阳性对照氨基葡萄糖组)每组 "& 只+ 造模 ( 周后开始灌胃给药)每天 " 次)连续给药 ( 周+ 末

次给药后)将动物处死)IF<=E试剂盒检测血清及关节液中 <FJ"&和 L>PJ"水平)对关节软骨和滑膜进行 HI染色)

并对关节软骨进行 M32.123*评分以评价其损伤情况+ 结果!与假手术组相比)模型组血清-关节液中 <FJ"&-

L>PJ"水平明显升高)而给予氨基葡萄糖可降低血清-关节液中 <FJ"&-L>PJ"水平+ HI染色见模型组软骨结构改

变-缺损)滑膜有炎细胞浸润,软骨评分明显高于假手术组+ 给予氨基葡萄糖可以减轻软骨缺损)减少滑膜炎细胞

浸润)降低软骨评分+ 结论!关节软骨钻孔可建立兔膝骨关节炎模型)反映其主要特征)并能通过给予阳性对照药

减轻损伤和炎症反应+ 该模型可用于治疗关节炎药物的评价和筛选+

关键词%软骨缺损,关节软骨,软骨下骨,兔

中图分类号% [@))&!!文献标识码% E!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#(J##"$J#(

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#(4##B

!!骨关节炎!6*9R63K98K191*)YE"是由机械和生物因
素引起的以关节软骨退行性病变和滑膜炎性病变为
主要特征的慢性疾病 . "J&/ )导致患者出现疼痛和功
能障碍)严重影响其生活质量+ 建立一种能模拟
YE发病过程的模型)对于筛选和评价治疗 YE的药
物非常重要+ 关节软骨的直接损伤可以引起骨关节
炎病变或软骨再生)这主要取决于损伤的部位)损伤
的大小和动物的年龄 . )/ + 本研究中使用 ? 月龄新西
兰兔)通过关节软骨钻孔致软骨缺损成功制备了兔
YE模型+

/K材料与方法

/N/K试剂
盐酸氨基葡萄糖胶囊!浙江诚意药业股份有限

公司",?f戊巴比妥钠,白介素J"&!<FJ"&"-肿瘤坏
死因子J"!L>PJ""IF<=E检测试剂盒!武汉伊莱瑞
特生物科技股份有限公司"+
/N5K实验动物

新西兰兔!雌雄各半)? 月龄")由山东济南金丰

实验动物有限公司提供!许可证号 =AVa!鲁"&#"(J
###?"+ 动物饲养于普通级动物房)温度 "?g&? k)
相对湿度 (#fg’#f)"& 8 照明;"& 8 黑暗交替)动
物自由摄食和饮水+ 本实验遵守广东省实验动物保
护和使用指南)并经药物非临床评价研究中心的实
验动物伦理委员会批准+
/N3K仪器与设备!

电子天平!北京赛多利斯科学仪器有限公司",
)J"$. 高速冷冻离心机 !德国 =1O73公司",IS/$##
酶标仪 !美国 D16LR. 公司 ",病理切片机 !德国
FR153公司 ")YF\MUN= DV(" 显微镜和 GU’" j
<UU?C# 图像采集系统+
/N2K实验方法
/N2N/!动物分组%将检疫合格的动物)根据体质量
和性别随机分成 ) 组%假手术组)模型组和阳性对照
药氨基葡萄糖!剂量为 #C#)( O;.O"组)每组 "& 只)
雌雄各半+ 每天观察各组动物的食量-大小便-精神
状态等+
/N2N5!造模方法%取 )? 只新西兰兔)用 ?f戊巴比
妥钠!#C’ 7F;.O"耳缘静脉注射麻醉动物+ 左侧膝
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部内侧纵向切口)长约 & 57)将髌骨翻向外侧)显露
髌骨关节面+ 检查膝关节腔有无积液或粘连)关节
软骨平坦)色泽正常后)先用直径 & 77钻头在膝关
节屈曲 %#t时髌骨所对应股骨内-外侧髁间关节面
中部初步定位)钻出小凹陷)然后换 (C& 77的钻头
在此基础上钻出直径 (C& 77-深 ) 77的关节软骨
缺损区+ 将髌骨复位)逐层缝合关节囊和皮肤切口+
术后立即肌肉注射青霉素钠以防止感染+ 假手术组
的动物仅暴露髌骨不钻孔)其余操作方法与上述描
述相同+ 造模 ( 周后)各组动物开始灌胃给药)每天
" 次)连续给药 ( 周+ 各组动物的给药体积均为
"# 7F;.O+ 假手术组和模型组给予相同体积的
AMAJ>3溶液+
/NUK检测指标
/NUN/!血清和关节液中 <FJ"&和 L>PJ"检测%末次
给药后)动物静脉采血)静置 & 8 后)分离血清)置于
@&# k冰箱保存待测+ 用注射器抽取 " 7F生理盐
水注入关节腔冲洗)抽出冲洗液)( ### K;712 离心
"# 712)吸取上清液)置于@&# k冰箱保存+ 按照
IF<=E试剂盒说明书)检测血清和关节液 <FJ"&和

L>PJ"水平+
/NUN5!组织病理学观察%采血结束后)处死动物)将
各组动物造模侧的关节软骨和滑膜组织用 (f甲醛
溶液固定)脱水)包埋)切片后进行 HI染色+ 参照
M32.123*评分标准对关节软骨进行评分 . (/ )验证
YE模型是否复制成功+
/N4K统计方法

结果以平均值m标准差表示)采用 =U== &&C# 软
件进行统计分析+ 用单因素方差分析!E>YcE"进
行总体比较)发现差异再用 GQ22R99法进行多个剂
量组与阴性对照组间的两两比较)-e#C#B 为差异有
统计学意义+

5K结果

5N/K血清’关节液中 C;8/!和 @BM8"水平
造模 $ 周后)模型组动物血清-关节液中 <FJ"&-

L>PJ"水平明显高于假手术组!-e#C#B",而连续 (
周给予氨基葡萄糖后)动物血清-关节液中 <FJ"&-
L>PJ"水平明显下降!-e#C#B")结果见表 "+

表 /K动物血清’关节液中 C;8/!和 @BM8"水平#&!V"&#W/5$

@%J:-/K;8/!J-F% %&H@BM8"#&F"-L-G+9 %&H\(#&FO:+#H!&!V")#W/5"

组别
剂量

;!O;.O"
血清 关节液

<FJ"&;! :O;7F" L>PJ";! :O;7F" <FJ"&;! :O;7F" L>PJ";! :O;7F"

假手术组 * $’C$m"’C) "&(C’m (BC( "?C%m"C" (BC?m )CB

模型组 * "))C$m)"C’u &(&C$m"#&C(u &BC(m’C’u ’’C(m)&C&u

阳性对照组 #C#)( %BC’m&"C)# "B"C?m ("C"# "’C’m)C## (’C#m (C$#

!!注%与假手术组比较)u-e#C#B,与模型组比较)#-e#C#B

>69R% 567:3KR, -198 76,RS)u-e#C#B, 567:3KR, -198 *837)#-e#C#B

5N5K关节软骨 X7染色
造模 $ 周后)假手术组动物关节软骨及周围组

织正常)关节面完整)无炎细胞浸润,模型组动物软
骨表面不连续)交界处有裂隙)两端整合不良)潮线

模糊不清,氨基葡萄糖组动物损伤部位以纤维组织
增生为主)内有多量软骨细胞)软骨表面连续)交界
处无裂隙)两端整合良好)结果见图 "+

图 /K兔膝关节软骨病理图#X7染色$

M#)R/K[%F"(:()$ (O%GF#S+:%GS%GF#:%)-(O?%JJ#F,&--a(#&F

2%"2
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5N3K关节软骨 D%&Q#&(L评分
造模 $ 周后)模型组动物软骨组织评分为 ’C)

分)与假手术组相比明显升高!-e#C#B"+ 连续 ( 周
给予氨基葡萄糖后)动物软骨组织评分为 BC" 分)与
模型组相比明显降低!-e#C#B")结果见表 &+
5N2K滑膜组织 X7染色

造模 $ 周后)假手术组动物滑膜衬层细胞未见
增生-肥大-炎细胞浸润,模型组动物滑膜衬层细胞
增生-肥大)全层均有显著炎细胞浸润,氨基葡萄糖
!!!!

组动物滑膜衬层细胞增生-肥大)伴有少量炎细胞浸
润+ 结果见图 &+

表 5K关节软骨 D%&Q#&(L评分#&!V"&#W1$

@%J:-5KD%&Q#&3LLS(G-(O%GF#S+:%GS%GF#:%)-!&!V")#W1"

组别 剂量;!O;.O" 软骨组织评分
假手术组 * #

模型组 * ’C)m"C&u

阳性对照组 #C#)( BC"m"C##

!!注%与假手术组比较)u-e#C#B,与模型组比较)#-e#C#B

>69R% 567:3KR, -198 76,RS)u -e#C#B, 567:3KR, -198 *837)
#-e#C#B

图 5K兔膝关节滑膜组织病理图#X7染色$

M#)R5K!$&(Y#%:X#LF(P%F"(:()$ (O?%JJ#F,&--a(#&F

3K讨论

骨关节炎!YE"是慢性-退变性的关节疾病)多
发于中老年人群)导致患者的生活能力丧失甚至残
疾+ 随着社会人口老龄化)每年的 YE患者人数都
在增加)给社会造成了沉重的经济负担 . B/ + 目前临
床上常用的药物如盐酸氨基葡萄糖-非甾体类抗炎
药)仅能缓解症状)而且长期服用还会出现胃肠道不
适等不良反应 . ?/ + 因此)迫切需要研究 YE的发病
机制)开发新的治疗药物+

理想的 YE动物模型应该有大小-结构-软骨损
伤-疾病进程等都与人类相似的关节)采用相同的诱
导方法可成功复制模型)而且动物的年龄能模拟
YE患者 . ’/ + 目前常用的 YE模型制备方法有手术
法和非手术法)非手术法有化学法-自发性-转基因
模型等 . $/ + 近年采用较多的方法是手术法)如
HQS98 模型 . %/ -改良的前交叉韧带切断模型 . "#/等)通
过手术可迅速造成关节不稳而诱导 YE)损伤严重)
不能模拟 YE慢性疾病的发病进程)不利于表现药
物的干预作用+ 化学法是在关节腔内注射木瓜蛋白
酶-胶原酶等 . ""J"&/ )但是造模程度难以确定+ 自发
性 YE模型动物更接近 YE的发病进程)但是耗费

时间较长)成本较高 . ")/ + 转基因模型通过编辑基因
获得基因缺陷的动物)可用于研究特定基因在 YE
发病中的作用)但成本较高+

YE最初是以关节软骨损伤为主)研究表明狗
关节软骨缺陷!"CB 77直径)#CB 77深度" ) 周后
可形成温和的 YE病变 . "(/ + 这种模型接近 YE发病
过程)损伤较轻)造模程度可以控制)也可用于其他
种属动物)如啮齿类动物)兔)马等 . )/ + 本研究采用
兔关节软骨钻孔造成软骨缺陷!(C& 77直径)) 77
深度")造模 $ 周后)模型组出现软骨结构改变)缺
损和滑膜炎细胞浸润等 YE的特征)而且阳性药物
可以改善模型的这些症状+ 因此)该模型可为治疗
YE药物的评价提供参考+
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