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研究报告

正清风痛宁对骨关节炎动物模型 ＡＤＡＭＴｓ⁃４、
ＡＤＡＭＴｓ⁃５ 表达的影响

陈志军，张大华

（西安医学院第一附属医院，西安　 ７１００７７）

　 　 【摘要】 　 目的　 分析正清风痛宁对骨关节炎动物模型膝关节软骨组织聚蛋白多糖酶 １（ＡＤＡＭＴｓ⁃４）、聚蛋白

多糖酶 ２（ＡＤＡＭＴｓ⁃５）蛋白表达的影响，探讨正清风痛宁治疗骨关节炎的作用机制。 方法　 将 ３２ 只成功建模的新

西兰兔随机分为观察组和模型组，另选取 １６ 只新西兰兔作为空白组。 空白组不接受干预治疗，模型组应用生理盐

水灌胃，观察组应用正清风痛宁灌胃。 药物干预后 ４ 周分离膝关节软组织，观察关节形态、关节液、关节软骨，同时

进行 ＨＥ 染色和 ＡＤＡＭＴｓ⁃４、ＡＤＡＭＴｓ⁃５ ｍＲＮＡ 检测（ＲＴ⁃ＰＣＲ 法），利用统计方法分析组间数据。 结果　 模型组关

节软骨分级和Ｍａｎｋｉｎ’ｓ 评分高于观察组和空白组，观察组关节软骨分级和Ｍａｎｋｉｎ’ｓ 评分高于空白组（Ｐ ＜ ０ ０５）。
模型组 ＡＤＡＭＴｓ⁃４ 和 ＡＤＡＭＴｓ⁃５ ｍＲＮＡ 表达显著高于观察组和空白组，观察组 ＡＤＡＭＴｓ⁃４ 和 ＡＤＡＭＴｓ⁃５ ｍＲＮＡ 表

达显著高于空白组（Ｐ ＜ ０ ０５）。 结论 　 正清风痛宁可改善骨关节炎动物模型关节病变程度，可能与其抑制

ＡＤＡＭＴｓ⁃４ 和 ＡＤＡＭＴｓ⁃５ 表达有关。
【关键词】 　 正清风痛宁；兔；骨关节炎；聚蛋白多糖酶 １；聚蛋白多糖酶 ２
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　 　 骨性关节炎是常见的退行性关节病变，主要病

理改变为关节软骨进行性变性破坏、边缘骨赘形成

和关节腔间隙狭窄，同时伴有不同程度的滑膜炎

症，临床表现为膝关节疼痛和功能障碍，严重者可

导致膝关节畸形甚至残疾［１］。 目前西医治疗骨关

节炎以激素、非甾体类抗炎药、手术等为主，尚缺乏

完全治愈的有效方法，联合中医药治疗可延缓关节

炎的病理进程，改善治疗预后［２］。 正清风痛宁是从

中药清风藤中提取的有效成分，主要药用成分为盐

酸青藤碱，具有抗炎、镇痛、免疫调节等多种作用，
联合非甾体类抗炎药治疗骨关节炎具有肯定疗效，
但其药理研究多集中于抗炎消肿、抗 Ｔ 淋巴细胞增

殖等 方 面， 其 药 理 作 用 尚 有 待 进 一 步 研 究 探

讨［３ － ４］。 研究［５］显示，骨关节炎关节软骨退化的主

要病理改变为软骨外基质降解和聚蛋白多糖的丢

失，聚蛋白多糖酶家族是软骨基质聚蛋白多糖的主

要降解酶，与关节软骨退变程度呈正相关，聚蛋白

多糖酶⁃１ 和聚蛋白多糖酶⁃２ 均属于凝血酶敏感蛋

白基序去整联蛋白域和金属蛋白酶域蛋白 （ ａ
ｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎ ａｎｄ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ｗｉｔｈ ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ
ｍｏｔｉｆｓ， ＡＤＡＭＴｓ）家族，故又分别命名为 ＡＤＡＭＴｓ⁃４
和 ＡＤＡＭＴｓ⁃５。 目前正清风痛宁对 ＡＤＡＭＴｓ 的影响

目前尚未见报道，因此本实验通过对正清风痛宁干

预 下 实 验 动 物 膝 关 节 软 骨 组 织 ＡＤＡＭＴｓ⁃４、
ＡＤＡＭＴｓ⁃５ 的 ｍＲＮＡ 表达进行分析，旨在进一步探

讨正清风痛宁治疗骨性关节炎的作用机制，现将结

果报告如下。

１　 材料和方法

１ １　 实验动物

普通级 ４ 月龄新西兰兔 ４８ 只，雌雄各半，体重

２ ５ ～ ２ ７ ｋｇ，由西安交通大学医学部实验动物中心

提供［ＳＣＸＫ （陕） ２０１７ － ００１４］，西安交通大学医学

部实验动物中心［ＳＹＸＫ （陕） ２０１７ － ０１０２］分笼饲

养，保持 １２ ｈ 昼夜节律，室温（２２ ± １）℃，自用饮水、
摄食。 并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道的关

怀，西安交通大学实验伦理委员会批号：２０１７⁃００１６。
各组在兔龄、体重、饲养条件等一般资料方面差异

均无显著性（Ｐ ＞ ０ ０５），具有可比性。
１ ２　 主要试剂与仪器

正清风痛宁（每片 ２０ ｍｇ，湖南正清制药集团股

份有限公司）；Ｔｒｉｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；ＤＨＥＡ
（ Ｆｌｕｋａ 公 司 ）； ＲｅｖｅｒｔＡＩＤＴＭ Ｆｉｒｓｔ ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司）；聚合酶链反应试剂

（北京全式金生物技术有限公司）；ＧＡＰＤＨ 内参和

ＡＤＡＭＴｓ⁃４、ＡＤＡＭＴｓ⁃５ 引物由大连宝公司合成。 石

蜡包埋机 （ Ｓａｋｕｒａ）；ＬＫＢ 超薄切片机 （ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司）。
１ ３　 实验方法

１ ３ １　 动物分组

随机取 １６ 只兔作为正常对照组不予处理，建模

成功后将建模成功的兔随机选取 ３２ 只分为模型组

和观察组，每组 １６ 只，各组在兔龄、性别、体质量、饲
养条件等一般资料方面差异均无显著性 （ Ｐ ＞
０ ０５），具有可比性。
１ ３ ２　 建立骨关节炎模型

采用膝关节制动造模方式［６］ 制造兔膝骨性关

节炎模型，造模前实验动物禁食 １０ ～ １６ ｈ，３％ 戊巴

比妥钠溶液按 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量耳缘静脉注射麻醉，左
后肢踝关节以上剪毛后牵拉膝关节处于伸直位，速
干型石膏绷带经热水浸泡软化后自腹股沟至趾头

固定，以膝关节伸直 １８０°、踝关节背屈 ６０°，固定后

暴露出足趾观察血液供应情况，石膏绷带外用弹力

医用绷带封好，防止实验动物撕咬，制动时间 ６ 周，６
周后拆除所有绷带，随机抽取一只实验动物处死，
取关节软骨进行病理观察。 造模成功标准［７］：病变

关节软骨清表区粗糙或有炎性肿胀，产生裂隙，深
达辐射区，深层细胞数目异常。
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１ ３ ３　 药物干预

空白组给予 １０ ｍＬ 生理盐水灌胃。 观察组给予

正清风痛宁治疗，每片含生药 ２０ ｍｇ，成人用药每日

１２０ ｍｇ，根据 Ｍｅｅｈ⁃Ｒｕｂｎｅｒ 公式计算给药剂量：成人

按 ６０ ｋｇ 计算，体表面积 ＝ １０ ６ × （６０ ０００２ ／ ３ ） ／
１０ ０００ ＝ １ ６２５ ｍ２，每日应用剂量（ｇ ／ ｍ２） ＝ １２０ ｍｇ ／
１ ６２５ ｍ２ ＝ ７３ ８５ ｍｇ ／ ｍ２，３ ０ ｋｇ 兔体表面积 ＝ １０ １
× （３０００２ ／ ３） ／ １０ ０００ ＝ ０ ２１０１ ｍ２，３ ０ ｋｇ 兔每日剂

量（ｇ） ＝ ０ ２１０１ ｍ２ × ７３ ８５ ｍｇ ／ ｍ２ ＝ １５ ５２ ｍｇ，每
日取 １５ ５２ ｍｇ 正清风痛宁溶于 １０ ｍＬ 生理盐水灌

胃。 模型组每日给予同等剂量生理盐水灌胃。 连

续用药 ４ 周。
１ ３ ４　 大体观察

药物干预 ４ 周后，用 ３％ 戊巴比妥麻醉实验动

物，分离膝关节软组织，暴露关节面，观察关节形

态、关节液、关节软骨，关节软骨分级标准［８］见表 １。

１ ３ ５　 光镜观察

大体观察后取胫骨近端部分关节软骨，经脱钙、
石蜡包埋、切片、ＨＥ 染色后制成病理切片，光镜下观

察，每张图片取 ２ 个视野，按 Ｍａｎｋｉｎ’ｓ 评分标准［９］对

软骨结构（０ ～ ３ 分）、软骨细胞数量（０ ～ ３ 分）、潮线

（０ ～３ 分）进行评分，得分越高说明病变越严重。
１ ３ ６　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 测定

取股骨内髁软骨组织约 １０ ｍｇ 至 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 中
匀浆，按说明书提取总 ＲＮＡ，ＰＣＲ 扩增，９５℃预变性

反应 ５ ｍｉｎ，每个循环变性 ９４℃ ４５ ｓ，最佳退火温度

４５℃，链延伸 ７２℃ ４５ ｓ 反应，进行 ３５ 个循环，最后

７２℃反应 １０ ｍｉｎ，扩增产物在 ２％球脂糖凝胶电源，
利用凝胶电源成像系统图像采集和电源灰度测定，
计算目的条带和内参照条带灰度值之比，进行半定

量分析。 ＧＡＰＤＨ、ＡＤＡＭＴｓ⁃４、ＡＤＡＭＴｓ⁃５ 引物序列

和退火温度见表 ２。
表 １　 关节软骨分级标准

Ｔａｂ． １　 Ｇｒａｄｉｎｇ ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ
分级
Ｇｒａｄｅｓ

关节面
Ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ

光泽
Ｇｌｏｓｓ

软骨
Ｃａｒｔｉｌａｇｅ

缺损和新生物
Ｄｅｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ ｍａｓｓ

Ⅰ级
Ｇｒａｄｅ Ⅰ

光滑
Ｓｍｏｏｔｈ

有
Ｙｅｓ

透明
Ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ

无
Ｎｏ

Ⅱ级
Ｇｒａｄｅ Ⅱ

欠光滑
Ｌｅｓｓ ｓｍｏｏｔｈ

暗淡
Ｄｉｍ

透明度低
Ｌｏｗ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｃｙ

细小缺损或少许新生物
Ｓｍａｌｌ ｄｅｆｅｃｔｓ ｏｒ ａ ｆｅｗ ｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ ｍａｓｓｅｓ

Ⅲ级
Ｇｒａｄｅ Ⅲ

不光滑
Ｕｎｓｍｏｏｔｈ

无
Ｎｏ

不透明
Ｏｐａｑｕｅ

明显缺损和新生物
Ｏｂｖｉｏｕｓ ｄｅｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ ｍａｓｓｅｓ

表 ２　 ＧＡＰＤＨ、ＡＤＡＭＴｓ⁃４、ＡＤＡＭＴｓ⁃５ 引物序列和退火温度
Ｔａｂ． ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ＧＡＰＤＨ， ＡＤＡＭＴｓ⁃４ ａｎｄ ＡＤＡＭＴｓ⁃５

基因
Ｇｅｎｅｓ 产物长度 Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ 引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
退火温度（℃）

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＧＡＰＤＨ ２９３ ｂｐ ＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＣＧＡ
ＣＡＣＡＡＴＧＣＣＧＡＡＧＴＧＧＴＣＧＴ ５５

ＡＤＡＭＴｓ⁃４ ２９０ ｂｐ ＧＡＴＴＧＣＡＣＧＡＧＧＣＣＣＧＴ
ＧＴＣＣＣＡＴＣＴＧＣＣＡＣＣＣＧ ５２

ＡＤＡＭＴｓ⁃５ ３１４ ｂｐ ＣＴＴＧＡＣＧＴＴＣＧＧＧＣＣＴＧＡ
ＣＡＣＴＧＴＴＴＣＴＧＧＧＴＧＣＡＧ ５２

表 ３　 三组关节软骨分级比较
Ｔａｂ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｇｒａｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

样本数
Ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅ

Ⅰ级
Ｇｒａｄｅ Ⅰ

Ⅱ级
Ｇｒａｄｅ Ⅱ

Ⅲ级
Ｇｒａｄｅ Ⅲ Ｒａｄｉｔ

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ １６ １５ １ ０ ０ １７６ ± ０ ０８１

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １６ ０ ３ １３ ０ ７５８ ± ０ １３９ａ

观察组
Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ １６ ０ １２ ４ ０ ５６５ ± ０ １５４ａｂ

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ ８５ ４６２

Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＜ ０ ００１

注：与空白组相比，ａＰ ＜ ０ ０５；与模型组相比，ｂＰ ＜ ０ ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ，ａＰ ＜ ０ ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，ｂＰ ＜ ０ ０５．
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１ ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ ２３ ０ 统计学软件包完成数据统计分

析。 实验数据以平均数 ± 标准差（ ｘ ± ｓ ）表示，组
间比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用

ＬＳＤ⁃ｔ 检验，等级资料采用多组单向有序资料的

Ｒａｄｉｔ 分析，Ｐ ＜ ０ ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２ １　 大体观察

空白组膝关节无肿大，关节表面光滑整齐，无
滑膜增生、骨赘形成，关节软骨透明，关节液量少，
色淡黄清亮；模型组关节软骨色泽变暗，关节软骨

磨损严重，部分骨质外露，软骨边缘有骨赘形成，关
节液明显增多，色泽浑浊；观察组关节软骨表面粗

糙不平，未见明显骨质外露，滑脉有不同程度增生，

关节液有所增多，色泽浑浊。 Ｒａｄｉｔ 分析显示，空白

组、模型组和观察组关节软骨分级相比较差异有显

著性（Ｐ ＜ ０ ０５），见表 ３、图 １。
２ ２　 光镜检查

光镜检查结果和 Ｍａｎｋｉｎ’ ｓ 评分见表 ４，模型组

Ｍａｎｋｉｎｓ’ ｓ 评分高于空白组和观察组， 观察组

Ｍａｎｋｉｎ’ ｓ 评分高于空白组，差异有显著性 （ Ｐ ＜
０ ０５）。 见表 ４、图 ２。
２ ３　 三组 ＡＤＡＭＴｓ⁃４ 和 ＡＤＡＭＴｓ⁃５ ｍＲＮＡ 表达

相比较

模型组 ＡＤＡＭＴｓ⁃４ 和 ＡＤＡＭＴｓ⁃５ ｍＲＮＡ 表达显

著高于观察组和空白组， 观察组 ＡＤＡＭＴｓ⁃４ 和

ＡＤＡＭＴｓ⁃５ ｍＲＮＡ 表达显著高于空白组，差异有显

著性（Ｐ ＜ ０ ０５）。 见表 ５、图 ３。

图 １　 三组关节软骨形态

Ｆｉｇ． １　 Ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ

表 ４　 三组光镜检查结果和 Ｍａｎｋｉｎ’ｓ 评分相比较
Ｔａｂ． ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ Ｍａｎｋｉｎ’ｓ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

样本数
Ｓａｍｐｌｅ
ｓｉｚｅ

光镜观察　 　 Ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ Ｍａｎｋｉｎ’ｓ 评分
Ｍａｎｋｉｎ’ｓ ｓｃｏｒｅｓ软骨

Ｃａｒｔｉｌａｇｅ
软骨基质

Ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｍａｔｒｉｘ
潮线

Ｔｉｄｅ ｌｉｎｅ

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ １６

分层分布，排列整齐
Ｓｔｒａｔｉｆｉｅｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ

ｎｅａｔｌｙ ａｒｒａｎｇｅｄ

无溶解
Ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ

完整
Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ０ ５２４ ± ０． ６９１

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １６

形态改变，排列混乱
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ
ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ

基质浑浊
Ｔｕｒｂｉｄ ｓｔｒｏｍａ

可见增生纤维组织、
多重潮线及软骨下骨增生

Ｆｉｂｒｏｕｓ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ， ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｔｉｄａｌ
ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｓｕｂｃｈｏｎｄｒａｌ ｂｏｎｅ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ

８ ０２４ ± ２． ４３９ａ

观察组
Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ １６

形态轻度改变，排列轻度紊乱
Ｍｉｌｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ
ａｎｄ ｍｉｌｄ ｄｉｓａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ

基质轻度浑浊
Ｍｉｌｄ ｔｕｒｂｉｄ ｓｔｒｏｍａ

软骨下骨改变不明显
Ｕｎｃｏｎｓｐｉｃｕｏｕｓ ｓｕｂｃｈｏｎｄｒａｌ

ｂｏｎｅ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ
５ ３５８ ± １． ２５４ａｂ

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ ４１ ０８２

Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＜ ０ ００１

注：与空白组相比，ａＰ ＜ ０ ０５；与模型组相比，ｂＰ ＜ ０ ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ，ａＰ ＜ ０ ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，ｂＰ ＜ ０ ０５．
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图 ２　 三组光镜检查结果

Ｆｉｇ． ２　 Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ

表 ５　 三组 ＡＤＡＭＴｓ⁃４ 和 ＡＤＡＭＴｓ⁃５ ｍＲＮＡ 表达相比较
Ｔａｂ． ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＤＡＭＴｓ⁃４ ａｎｄ ＡＤＡＭＴｓ⁃５ ｍＲＮＡ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

样本数
Ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅ ＡＤＡＭＴｓ⁃４ ＡＤＡＭＴｓ⁃５

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ １６ ０ ０８３ ± ０． ０２２ ０ ０６４ ± ０． ０１１

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １６ ０ ３１４ ± ０． ０５６ａ ０ １９２ ± ０． ０３２ａ

观察组
Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ １６ ０ １５２ ± ０． ０３１ａｂ ０ １２７ ± ０． ０２４ａｂ

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ ３９ ８５７ ２６ ４７２

Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＜ ０ ００１ ＜ ０ ００１

注：与空白组相比，ａＰ ＜ ０ ０５；与模型组相比，ｂＰ ＜ ０ ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ，ａＰ ＜ ０ ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，ｂＰ ＜ ０ ０５．

图 ３　 三组 ＡＤＡＭＴｓ⁃４ 和 ＡＤＡＭＴｓ⁃５ ｍＲＮＡ 表达

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＤＡＭＴｓ⁃４ ａｎｄ ＡＤＡＭＴｓ⁃５
ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ

３　 讨论

聚蛋白多糖拥有巨大分子量，被网在胶原蛋白

网架中与散居其中的软骨细胞共同构成关节软骨，
聚蛋白多糖丢失是软骨破坏主要病理生理表现，引
起蛋白聚多糖降解的原因很多，蛋白水解酶活性增

高是主要因素［１０］。 既往研究认为基质金属蛋白酶

是降解聚蛋白多糖的主要酶类，近年来的显示

ＡＤＡＭＴｓ 在聚蛋白多糖降解和骨关节炎发病中发挥

更重要的作用，骨性关节炎不同时期关节液中

ＡＤＡＭＴｓ⁃４ 和 ＡＤＡＭＴｓ⁃５ 作用的降解产物 ＡＲＧＸＸ
均高于基质蛋白酶降产物 ＦＦＰＧＸＸ［１１ － １２］。 体外培
养软骨细胞的研究［１３］ 显示，抑制 ＡＤＡＭＴｓ⁃４ 和

ＡＤＡＭＴｓ⁃５ 水平可显著减少聚蛋白多糖的降解，敲
除 ＡＤＡＭｓ⁃５ 基因的实验动物早期不会发生聚蛋白

多糖丢失和软骨破坏［１４］。 骨关节炎模型研究［１５］ 显

示，早期阶段仅存在 ＡＤＡＭＴｓ 降解产生的 ＮＴＥＧＥ
新抗 原 表 位， 不 存 在 基 质 蛋 白 酶 降 解 产 生 的
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ＶＤＩＰＥＮ 抗原，随着 ＡＤＡＭＴｓ 对聚蛋白多糖的降解

进展， 可 检 测 到 ＶＤＩＰＥＮ 抗 原 表 位， 结 果 说 明

ＡＤＡＭＴｓ 对聚蛋白多糖的降解贯穿于骨关节炎发病

的各个时期，基质蛋白酶仅在骨关节炎的晚期才发

挥作用。 因此抑制 ＡＤＡＭＴｓ 活性可能是骨关节炎

干预的新靶点。
骨关节炎属中医“骨痹”范畴，认为中年以后，

肾气渐衰精髓内亏，骨失所养，加之反复创伤劳损，
风寒湿邪内侵，闭阻气血，湿凝成痰，血停为瘀，进
而深注骨骱，而致关节疼痛、强直、畸形，正虚邪实，
相互为用，胶结难愈，因此风寒湿是导致本病的关

键因素［１６］。 正清风痛宁为中药清风藤的有效成分

青藤碱，《本草纲目》曰：“清风藤治风湿流注，历节

鹤膝……”，具有祛风通湿、活血通络、消肿止痛之

功效，是治疗风湿痹痛的常用中药［１７］。 荟萃分析显

示，正清风痛宁无论是联合用药还是单独应用治疗

骨性关节炎抑制血清 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 等炎性因子的

效果均优于西药，临床疗效优于西药，但目前对正

清风痛宁的研究多限于对炎性因子的表达的影响，
其更多作用机制尚未明确，需要进一步研究［１８］。

骨关节炎动物实验和研究过程中，复制实验动

物模型是研究的关键点，鼠类模型关节结构与人类

不同，且关节软骨不含硫酸角质素，兔关节结构与

人类接近，骨性关节炎动物模型软骨生化指标与人

类似，因此本研究试验动物选择兔骨性关节炎模

型［１９］。 切断前交叉韧带和膝关节制动是诱导骨性

关节炎的两种常用方法，切断前交叉韧带可导致关

节不稳，改变力学环境，导致关节退行性变，诱导骨

性关节炎，关节制动在不损伤关节稳定性的情况

下，通过长期固定关节，限制运动、肌肉、关节囊收

缩，诱 导 关 节 软 骨 的 萎 缩 性 变 化 和 骨 性 关 节

炎［２０ － ２２］。 二者均可成功制作膝关节骨性关节炎模

型，但切断前交叉韧带模型造模时间较长（需 ６ ～ ８
周），主要首动因素为基质分解，关节制动法造模时

间短（需 ３ ～ ６ 周），关节软骨损伤和基质分解为共

同作用机制［２３］。
因此，本研究采用关节制动法造成关节软骨损

伤，结果显示，模型组肉眼及显微镜下均可关节软

骨改变，关节软骨分级及 Ｍａｎｋｉｎ’ｓ 评分均显著高于

空白组，ＡＤＡＭＴｓ⁃４ 和 ＡＤＡＭＴｓ⁃５ 水平均显著高于

空白组，结果提示 ＡＤＡＭＴｓ 在骨关节炎的发病中发

挥重要作用，与有关研究一致。 本研究结果同时显

示，观察组肉眼和光镜下改变均优于模型组，关节

软骨分级及 Ｍａｎｋｉｎ’ｓ 评分均低于模型组，ＡＤＡＭＴｓ⁃
４ 和 ＡＤＡＭＴｓ⁃５ 水平低于模型组，结果提示，正清风

痛宁可通过抑制 ＡＤＡＭＴｓ⁃４ 和 ＡＤＡＭＴｓ⁃５ 抑制聚蛋

白多糖降解，促进关节软骨修复，从而达到治疗骨

关节炎的效果。
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功能不全者需谨慎用药，严重者应禁用。 当日常保

健时不宜泡药酒，建议用制首乌水煎服，且服用时

最好定时监测肾功能，尤其是 β２ ⁃微球蛋白含量，避
免长期使用出现不可逆的肾损伤。 本研究仅对何

首乌致肾损伤做了初步探讨，该损伤是否可逆，还
有待结合给药剂量、时间的不同以及药物洗脱时间

的不同进一步探讨，且针对醇提液对肾脏损伤程度

较重，还需设计系统试验，筛选精确指标，深入研究

其损伤情况及机制。
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