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　 　 【摘要】 　 血友病的反复出血并发血友病性关节炎（ｈｅｍｏｐｈｉｌｉａ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＨＡ），严重影响患者生活，消耗大量社

会医疗资源，受限于伦理要求，需要建立 ＨＡ 动物模型进行研究。 为了总结血友病性关节炎动物模型的研究进展，
本文查阅近年国内外有关动物 ＨＡ 模型的研究文献，从物种选择、建模方法以及组织病理学、影像学评价方法等方

面进行综述。 物种选择上包括啮齿类鼠类、新西兰兔、比格犬、小型猪、食蟹猴等；造模方法包括基因敲除创伤模

型、基因敲除自发模型和注射模型，其中基因敲除自发模型最接近人类 ＨＡ 的自发出血并发关节炎的病理生理过

程，更贴近人类 ＨＡ，但是由于造模成本高、表型不稳定、成活率低等因素，该模型并不作为动物实验研究的首选；相
比之下，基因敲除创伤模型具有造模时间短、稳定性强、成功率高等特点，因此被广泛应用。 ＨＡ 模型的评价除了多

种大体评分方法外，还包括 ＭＲＩ、ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ、ＭＳＫＵＳ ／ ＰＤ 等多种影像学方法可供选择。 通过对 ＨＡ 模型研究进展的

综述，为研究其发病机制和疗效验证提供更多依据，弥补 ＨＡ 临床数据的匮乏，特别是中医药治疗方面。
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ｇｒｏｓｓ ｓｃｏｒｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ． Ｂｙ ｒｅｖｉｅｗｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ＨＡ ｍｏｄｅｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ， ｍｏｒｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｉｓ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｆｏｒ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ＨＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｎｇ ｆｏｒ ｔｈｅ ｌａｃｋ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｄａｔａ， ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｅｍｏｐｈｉｌｉｃ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ； ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ； ｒａｄｉｏｌｏｇｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 血友病（ｈｅｍｏｐｈｉｌｉａ）是一组 Ｘ 染色体连锁隐性

遗传性疾病，是由于凝血因子Ⅷ或Ⅸ缺乏所致的遗

传性凝血功能障碍，Ａ 型血友病为患者凝血因子Ⅷ
（ＦⅧ）缺乏而引起的出血性疾病。 关节出血为血友

病的并发症之一，关节出血长期反复发作可引起血

友病性关节炎（ ｈｅｍｏｐｈｉｌｉａ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＨＡ），也是血友

病最严重的并发症［１－２］。 血友病在我国患病率为

２􀆰 ７３ ／ １０ 万人，其中，男性患者中 Ａ 型血友病占 １ ／
５０００ 左右，女性血友病患者极少见［１］。 出血发生在

关节内的血友病患者占 ８０％，目前，为了改善 ＨＡ 患

者的生活质量，保守治疗无效者还是会首选关节置

换术［２］，但血友病患者低凝状态下手术风险很大，
用凝血因子Ⅷ或者Ⅸ治疗效果也一般［３－４］。 目前能

明确血友病患者是因关节内反复出血而导致 ＨＡ，
与骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）的病因不同，故其具

体发病机制与 ＯＡ 有区别，且目前仍尚未明确。 因

其自发出血的症状以及严重的并发症，消耗大量社

会的医疗资源，伦理道德的限制使得一些研究方案

无法在临床实践中进行，然而，通过使用 ＨＡ 动物模

型，可以获得人体以外的实验数据，进而深入研究

ＨＡ 的发病机制，且对于寻找 ＨＡ 的治疗方法也具有

重要的意义。 本文将对已发表的研究中的动物实

验模型的物种选择、造模过程和研究进展进行梳

理，以有助于 ＨＡ 发病机制及治疗方法的研究。

１　 物种选择

血友病患者会并发自发性关节出血，出血后，

该出血关节会出现滑膜增生和血管新生，导致关节

反复出血［５］，低凝血液的反复堆积使同一关节的出

血越来越多，随着时间的推移，整个关节可发生病

变，从而导致 ＨＡ，包括出现滑膜炎、软骨退化、骨质

缺失、骨重塑等病理表现［６］。 复制这些病理改变是

建立 ＨＡ 动物模型的关键，也是衡量其成功与否的

标准。 选择适合的动物作为建立 ＨＡ 模型的对象是

动物实验的第一步，也是实验成功的关键一步。 目

前用于研究 ＨＡ 的实验动物根据体型大小，可大致

分为小型动物、中型动物和大型动物。 小型动物价

格低廉、饲养简便，但其解剖学结构、组织学和生理

学等方面与人类相差较大。 典型的小型动物包括

啮齿类鼠类，如 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠、ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠、ＳＤ 大

鼠等。 小鼠常应用于遗传学研究，而大鼠体型较

大，常用于与软骨相关的研究［７］。 小鼠和大鼠都有

敲除凝血因子Ⅷ、Ⅸ的基因造模，所得到的 Ａ 型和 Ｂ
型血友病小鼠在分子层面的表达是有差异的［８］，其
中促炎因子表达升高的 Ａ 型血友病小鼠应用广泛；
而小鼠除了敲除这些凝血因子的基因以外，还会敲

除其他基因，用以检测该基因的表达作用［９］。 敲除

基因的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠、ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠常被当作基因

敲除创伤模型进行研究［１０－１１］。 兔类是中型动物的

代表，其中多用新西兰兔，因其饲养简易、体型适

中、取材方便，且性格温顺，故可用于 ＨＡ 模型研

究［１２］。 大 型 动 物 有 比 格 犬、 小 型 猪、 食 蟹 猴

等［１３－１５］，这些动物体型较大，膝关节结构与人类高

度相似，便于建立模型，但价格昂贵、饲养成本高、

４２５
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疾病进程较缓慢、观察周期较长，这些缺点限制了

动物实验的开展。 目前，犬类很少被用作基因敲除

的动物模型，除了有报道 １ 例牧羊犬因基因突变而

患上血友病 Ａ［１６］，其他情况大多是采用比格犬注射

自体血来建立模型［１７］。 在选择造模物种时，研究者

应综合考虑研究目的、方案可行性、饲养、经费与需

求等因素，才能选择最合适的实验动物。

２　 ＨＡ 动物模型造模方法研究进展

２􀆰 １　 基因敲除创伤模型

基因敲除创伤模型是在敲除凝血因子Ⅷ、Ⅸ基

因，得到 Ｆ８⁃ＫＯ 或 Ｆ９⁃ＫＯ 动物的基础上，通过外力

装置或针刺对关节造成创伤， 诱导关节出血。
ＶＡＬＥＮＴＩＮＯ 等［１８］在将 Ｆ８⁃ＫＯ 小鼠麻醉后，剃除膝

部表面毛发，用弹簧装置给小鼠的右膝关节造成一

个恒定的、可控的力造成膝部创伤，共 ３ 次，导致右

侧膝部的皮肤出现红斑并发生肿胀，左侧膝盖作为

对照，直径差值明显增大（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１），可视化出血

评分（ＶＢＳ）右膝也比左膝高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），在第 ２ 次

创伤末（第 １４ 天）的小鼠组织病理结果显示，低倍

镜下，右膝胫骨畸形、软骨缺失，相比左膝，右膝的

关节腔扩张，关节间隙充满致密的纤维结缔组织

（血管翳），高倍镜下可见新生血管，滑膜增生超过 ８
个细胞层，与血管翳相连。

针刺诱导是最常用的诱导方法，如 ＳＵＮ 等［１９］、
ＶＡＮ ＶＵＬＰＥＮ 等［２０］、 ＨＡＫＯＢＹＡＮ 等［２１］ 将 Ｆ８⁃ＫＯ
小鼠麻醉、剃毛后，将目标膝盖微屈，使用 Ｈａｍｉｌｔｏｎ
注射器和 ３０Ｇ 的针头，在股骨和胫骨之间的膝前表

面来确定关节间隙，针头垂直于矢状面从前到后插

入关节，并缓慢穿过关节囊前部至髁间切迹深度

２ ～ ３ ｍｍ， 直至针头感受不到阻力则说明位置合

适，且针头在横平面上从外侧向内侧轻微移动，以
确保关节腔内出血量足；针刺诱导的 ＨＡ 模型除了

组织病理有滑膜增生、软骨退化、血管新生表现外，
ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 等导致软骨缺失的促炎因子也呈上调

趋势［２０］。
由于 Ｆ８⁃ＫＯ 小鼠并没有关节腔内自发出血的

表型［２２］，所以会用以上两种方式诱导关节腔内出

血，敲除基因大鼠也会为了减小实验组间误差而诱

导关节出血［２３］。 虽然两种诱导方式的造模结果在

体征与病理生理变化上都很接近 ＨＡ，但笔者认为，
弹簧装置给予关节面创伤造成关节血肿的造模方

式缺乏明确的出血点证据，除了关节腔内出血，可

能存在皮下出血，影响针刺诱导，虽然关节腔定位

准确、出血点准确，但也不排除皮肤外伤的影响，
这两种模型存在不足都可能影响最终 ＨＡ 模型的

病理生理过程，只能通过扩大样本量来减少操作

误差。
２􀆰 ２　 基因敲除自发模型

相比于基因敲除基础上的创伤动物模型，自发

模型规避了创伤带来的除关节腔以外的出血点的

影响，更贴合 ＨＡ 患者的病因。 ＫＡＳＨＩＷＡＫＵＲＡ
等［２４］通过靶向敲除凝血因子Ⅷ的基因和纤维细胞

核移植技术获得的克隆猪拥有严重的血友病表型，
有的脸颊、前肢和后肢可见瘀斑，还有的左前肢反

复出血，肉眼可见关节肿胀；这种 Ｆ８⁃ＫＯ 猪模型与

正常猪的组织病理表现区别为滑膜增生 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１）、软骨退化（无明显差异），切片还能观察到

关节腔内凝血［１３］。 ＺＩＮＴＮＥＲ 等［２５］通过敲除基因建

立 Ｆ８⁃ＫＯ 大鼠模型出血表型也很明显，但是除了四

肢肿胀、肌肉撕裂伤，还有尿出血等内出血的表现，
实验过程中止不住血的会按照伦理要求进行安乐

死，有任何痛苦迹象的按照动物伦理要求也被安乐

死，提前安乐死的大鼠关节在研究中并没有被纳入

后续的组织病理学研究［２６］；为了减少 Ｆ８⁃ＫＯ 大鼠

在出血时间的个体间差异，针刺诱导的一侧膝与对

侧膝可形成对照，也可与正常大鼠膝形成对照，不
过，ＬÖＶＧＲＥＮ 等［２７］在未针刺的膝关节滑液中检测

到角质细胞趋化因子 ／生长调节基因蛋白 （ ＫＣ ／
ＧＲＯ）（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、嗜酸粒细胞趋化蛋白（Ｅｏｔａｘｉｎ）
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、α⁃１⁃酸性糖蛋白（ＡＧＰ）（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）相
比正常大鼠膝的表达升高，这 ３ 个蛋白都与炎症相

关［２８－３０］，即使缺少组织病理的证据，也不能否定 Ｆ８⁃
ＫＯ 大鼠膝关节会自发炎症。 总之，敲除基因的血

友病动物能够自发出血，血友病猪的体格及关节最

接近人类患者，笔者认为这种血友病猪是目前研究

ＨＡ 最好的动物模型，不过其昂贵的饲养成本也成

为了动物实验的限制条件；血友病大鼠虽然相对便

宜，但各项研究表明其出血表型极不稳定，按照动

物实验的伦理要求，血友病大鼠也很少用来建造

ＨＡ 模型。
２􀆰 ３　 注射模型

向实验动物的关节腔内注射自体血是模仿 ＨＡ
患者关节内反复出血的过程，用以研究反复出血对

关节内环境，尤其是对软骨、滑膜的影响。 通过麻

醉，先通过血管或心脏穿刺取血，与抗凝剂混合后，

５２５
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再将动物的膝盖固定，注射入动物的关节腔内。
ＣＯＲＲＩＧＡＮ 等［３１］在将新西兰兔麻醉后，将柠檬酸自

体血混合物注入兔子的膝关节腔内，ＷＡＮＧ 等［３２］从

兔耳动脉经 ２５ 号头皮针获得自体全血（０􀆰 １ ｍＬ ／
ｋｇ），再将自体血分 ８ 次打入同侧关节腔内；ＶＡＮ
ＶＵＬＰＥＮ 等［３３］通过静脉穿刺，将比格犬的自体血注

入其关节腔内。 以上动物模型均注射自体血，从膝

关节组织病理都能观察到软骨退变、滑膜炎症等。
除了自体血，刘昊等［１２］尝试使用右旋糖酐铁代替自

体血，所获得的 ＨＡ 模型兔从症状到影像学表现，再
到病理改变，均能模拟出 ＨＡ 的特征性表现，且造模

上比自体血更快速、简便。 只不过，注射模型终究

不是以血友病动物模型为基础，只适合用于探究血

液对软骨、滑膜等关节腔内环境的影响，但缺少凝

血功能缺陷的相关表型，所以有关 ＨＡ 的机制研究

仍不采用此种造模方法。

３　 ＨＡ 模型建立评价方法研究进展

血友病动物如果能自发出血，将会观察到关节

肿胀；如果血友病动物需要诱导出血，那么除了关

节肿胀的同时，可通过测红细胞压积（ ｈｅｍａｔｏｃｒｉｔ，
ＨＣＴ）来测定关节内 ／周围出血程度［３４－３５］；注射模型

要确保自体血或替代物准确注射进关节腔内，动物

肢体活动受限，受注射关节可见关节肿胀。 ３ 种方

法的成模判定还需以组织病理上能看到与 ＨＡ 相同

的变化为标准，所以 ＨＡ 模型建立的判定及成模效

果可以依照下列检查方法进行评定。
３􀆰 １　 出血评估

出血评估是除了关节外径（ ｊｏｉｎｔ ｄｉａｍｅｔｅｒ，ＪＤ）
以外，针对动物模型的活体、大体和组织来评估其

关节腔内的出血程度，有可视化出血评分 （ ｖｉｓｕａｌ
ｂｌｅｅｄｉｎｇ ｓｃｏｒｅ， ＶＢＳ ）、 关 节 外 出 血 评 分 （ ｅｘｔｒａ⁃
ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｂｌｅｅｄｉｎｇ ｓｃｏｒｅ， ＥＢＳ）、 关 节 内 出 血 评 分

（ｉｎｔｒａ⁃ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｂｌｅｅｄｉｎｇ ｓｃｏｒｅ，ＩＢＳ）、组织学出血评分

（ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｌｅｅｄｉｎｇ ｓｃｏｒｅ，ＨＢＳ） ［４，２１］。 首先可以通

过 ＶＢＳ，评分范围为 ０ ～ ３：ＶＢＳ 值为 ０，对应于无出

血的正常（非肿胀）膝关节；ＶＢＳ 值为 １，对应于关节

无肿胀，但有出血；ＶＢＳ 值为 ２，对应于关节肿胀，但
无紧张出血；ＶＢＳ 值为 ３，对应于关节紧张、膨胀、充
血；ＶＢＳ 最高值时，对应于 ＪＤ、ＥＢＳ、ＩＢＳ、ＨＢＳ 评估

出血的最佳时间点。 动物安乐死取材后，通过数字

摄影图像进行 ＥＢＳ，还有组织切片染色进行 ＩＢＳ 和

ＨＢＳ。 然后对评分结果进行统计学分析，即可把关

节由外到内进行综合出血评分。
３􀆰 ２　 ＭＲＩ、ＣＴ 和 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ（μＣＴ）

目前，ＭＲＩ 是公认的诊断 ＨＡ 最敏感的方法，能
够显示不同时期的关节积液、出血情况、滑膜增生

和含铁血黄素的沉积，而且能够早期显示软骨异

常，是该病影像检查的金标准；ＣＴ 成像可对 ＨＡ 病

变关节滑膜含铁血黄素沉积的评估，多层次扫描可

准确掌握患者骨质疏松情况；μＣＴ 已成为一种成本

效益高、通量高、分辨率高的成像方式，μＣＴ 可以应

用于骨骼和软组织间的固有对比，还可以与对比增

强成像相结合，如血管造影增强 μＣＴ（ＣＥ⁃μＣＴ），通
过纳米颗粒血液显影剂，最后造影剂的体积通过自

动图像采样进行量化，可表示出血体积［３６］。
３􀆰 ３　 肌骨彩色多普勒超声检查（ＭＳＫＵＳ ／ ＰＤ）

肌骨彩色多普勒超声检查能够确定是否存在

关节血，超声对液体的检测非常敏感，可以很容易

地检测出大关节中与正常量相对应的小体积（３ ～ ５
ｍＬ）滑液，血液具有非常明显的超声特征，因此可以

与简 单 的 液 体 区 分 开 来［１０］， ＨＡ 模 型 的 关 节

ＭＳＫＵＳ ／ ＰＤ 增加 ２􀆰 ４ 倍［３７］。 近红外扫描热图（ｎｅａｒ⁃
ｉｎｆｒａｒｅｄ ｉｍａｇｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ）是通过白蛋白结合的埃文斯

蓝染料外渗来测量动物模型的滑膜血管通透性，计
算原始荧光强度的比值，以检测出血关节与对照关

节之间灌注的变化［３８］。 超声检查和近红外扫描热

图这两种方法都能确定关节内出血，肌骨超声检查

可以在体外和关节间隙检测浓度低至 ５％的血液，
区分血液与非血液方面具有较高的灵敏度，说明

ＭＳＫＵＳ 是临床快速出血检测的理想方法［３９］。 近红

外扫描热图还能检测关节的血管通透性。

４　 总结与展望

ＨＡ 发病机制复杂，现普遍认为是反复腔内出

血引起的关节腔内环境改变导致软骨退变、滑膜炎

症、血管新生［３８］等病变。 综上所述，ＨＡ 的动物造模

物种选择多，各种造模方法可操作性强，评价的检

查方法多，敲除基因动物创伤模型成模率高、可复

制性强、可控性优，最适合用于研究 ＨＡ 的病理特

点，但是因为存在创伤，需要注意伤口感染或皮下

血肿等并发症；能自发出血的血友病动物最接近于

ＨＡ 发病过程，最适于研究 ＨＡ 的发病机制。 但是可

控性差、成本太高，需要研究者更加缜密的研究设

计减少组间表型差异、降低实验成本；注射模型适

合研究反复的血液暴露与沉积对软骨的影响。 所

６２５
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以，针对血友病性关节炎的课题，研究者应该根据

研究实际需要，结合各种模型的特点进行选择。
近年来，针对血友病关节炎的病理、分子机制

研究以及治疗手段的探索仍在继续，主要还是以动

物实验为主。 Ｖ􀱤ＬＳ 等［４０］在针刺诱导关节出血的敲

除 ＦⅧ基因小鼠上探究治疗前出血量与随后的组织

病理改变程度和骨病理发展相关性，应用荧光分子

断层成像（ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＦＭＴ）
和 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 加以验证，提出并强调 ＨＡ 急性期出血

按需治疗的重要性。 ＭＡＧＩＳＥＴＴＹ 等［４１］ 在敲除 ＦⅧ
基因的小鼠身上用内皮细胞蛋白 Ｃ 受体（ＥＰＣＲ）单
克隆抗体阻断 ＥＰＣＲ 活性，发现显著减轻 ＨＡ 小鼠

的滑 膜 炎， 提 出 ＥＰＣＲ 为 ＨＡ 治 疗 潜 在 靶 点。
ＰＵＬＬＥＳ 等［４２］ 从含铁血黄素沉积这个角度出发，用
铁螯合剂地拉罗司（ｄｅｆｅｒａｓｉｒｏｘ，ＤＦＸ）干预关节出血

小鼠，但其结果说明按需使用 ＤＦＸ 治疗并不能保护

关节免受血液暴露的有害影响。 设计出拮抗抗凝

分子通路的单克隆抗体腹腔注射，或者腺病毒

（ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ，ＡＶＶ）在出血关节上局部使用，这些方

法的治疗潜力也都在 ＨＡ 小鼠模型上得到证

明［１１，４３－４４］。 现在或将来针对 ＨＡ 治疗方案的提出更

需要临床验证，或者应用更贴合 ＨＡ 患者的动物模

型进行验证。
值得关注的是，在文献检索过程中，发现有研

究者将血友病归为“血证” ［４５］，极少单一针对 ＨＡ 进

行辨证论治，这也充分说明中医药的整体辨证论治

原则。 目前，绝大多数涉及 ＨＡ 动物模型的研究都

是根据现代医学病理特点进行造模和方案设计，而
在中医药领域，涉及 ＨＡ 的动物实验则非常有限，但
这些血友病动物又明显存在出血证，所以笔者觉

得，从“气”和“血”关系入手对血友病或 ＨＡ 的病证

结合与辨证施治的研究，是血友病或 ＨＡ 病因病机

探究以及药物防治研究的重要方向。
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