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摘　要　目的：探讨受体酪氨酸激酶抑制剂ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ对兔ＯＡ模型软骨细胞ＮＯ的表达及软骨组织形态的影响，并探讨其可能的

作用机制。方法：参照 Ｈｕｌｔｈ法建立兔骨关节炎模型，予以 ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ干预后，分别按照０．１ｍｇ·ｋｇ－１、０．２ｍｇ·ｋｇ－１、０．３ｍｇ·

ｋｇ－１、０．４ｍｇ·ｋｇ－１、０．５ｍｇ·ｋｇ－１的给药剂量进行分组，行手术侧关节腔内注射，通过测定各组亚硝酸盐含量检测关节腔内 ＮＯ

的表达水平，同时进行软骨组织形态学检查。结果：０．３ｍｇ·ｋｇ－１、０．４ｍｇ·ｋｇ－１、０．５ｍｇ·ｋｇ－１浓度ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ干预组关节腔内ＮＯ

的表达水平明显低于对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；对软骨组织行Ｈ．Ｅ／ＳＯＦＧ染色显示，在造模后第４周、第８周与第

１２周时，ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ干预组与对照组相比，组织损伤均明显减轻，Ｍａｎｋｉｎ评分均明显下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论：

受体酪氨酸激酶抑制剂ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ在体内能减少骨关节炎软骨细胞ＮＯ的表达，对于延迟关节软骨在组织形态水平的退变是有效

的，但是尚不能最终阻止软骨退变发生发展的进程。
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　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是指由于老年或其
他原因如创伤等引起的关节软骨退行性改变，在诸多

的发病机制中，细胞因子所起的作用愈来愈受到人们

的重视，其中自由基介质一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）
作为一种信使分子参与炎症反应、信号传导、免疫调

节等功能，与各种细胞因子之间有着紧密的联系，与

ＯＡ的发生和发展有着密切的关系［１－２］。软骨细胞在

受到炎症因子ＩＬ－１、ＴＮＦ－α或ＬＰＳ等的刺激下，能够
诱导一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）的表达［３］，合成高浓度的

ＮＯ，导致软骨基质降解，抑制蛋白多糖及胶原合成，
促使软骨细胞凋亡。目前，ＮＯ被认为在关节软骨
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代谢方面处于炎症因子的下游，起着信使传递作

用［４］。蛋白酪氨酸激酶（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＰＴＫ）
是蛋白磷酸化激酶家族中重要的成员之一，在炎症、

肿瘤等疾病的一系列细胞活动信号传导途径中起着

重要的作用。ＰＴＫ处于整个细胞信号传导途径的上
游部分，通过磷酸化底物蛋白的酪氨酸残基而使其激

活，参与多条信号转导途径［５－６］。资料表明，蛋白酪

氨酸激酶的信号转导通路在软骨细胞产生 ＮＯ方面
起着重要的作用［７］。对肿瘤组织的研究表明其可能

是通过核因子－κＢ（ＮＦ－κＢ）参与 ｉＮＯＳ的基因调控，
达到调控 ＮＯ水平的作用［８－９］。我们自 ２００９年至
２０１０年应用受体酪氨酸激酶抑制剂 ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ对 ＯＡ
动物模型进行了干预，以此探讨受体酪氨酸激酶抑制
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剂治疗骨关节炎中可能性价值。

１　材料和方法
１．１　实验动物与主要试剂　实验动物为新西兰大白
兔，雄性，３月龄，体重约２～２．５ｋｇ（温州医学院实验
动物中心提供）。受体酪氨酸激酶抑制剂 ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ
（购于美国Ｓｉｇｍａ公司），根据需要用ＤＭＳＯ配制成不
同浓度的溶液，置于 －２０℃保存。二甲基亚砜（ＤＭ
ＳＯ）（购自德国 Ｍｅｒｋ公司）。
１．２　ＯＡ动物造模　参照 Ｈｕｌｔｈ法［１０］建立兔 ＯＡ模
型：在动物手术室内无菌条件下，用３％戊巴比妥钠
（１ｍｇ·ｋｇ－１）通过兔耳缘静脉行静脉麻醉。麻醉成

功后，将手术部位膝关节处备皮，固定于手术台上，常

规消毒铺巾，于右膝关节内侧做手术切口，逐层切开

各层暴露至关节腔，显示前后交叉韧带后，将前后交

叉韧带切断，同时一并切除内侧半月板，止血后用４
－０丝线缝合各层伤口，术后即刻行前后抽屉试验检
查，证实手术膝关节处于极度不稳定状态。术后不固

定手术侧肢体。以庆大霉素每天２万 Ｕ连续肌肉注
射３ｄ，分笼饲养，定期放养。
１．３　动物分组和药物干预　将动物分为对照组以及
ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ干预组进行研究，对照组按照 Ｈｕｌｔｈ法 ＯＡ
造模后不给予药物干预，ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ干预组造模后予
ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ按照０．１ｍｇ·ｋｇ－１、０．２ｍｇ·ｋｇ－１、０．３ｍｇ·

ｋｇ－１、０．４ｍｇ·ｋｇ－１、０．５ｍｇ·ｋｇ－１的给药剂量行手术
侧关节腔内注射，每周１次，每组２０只。
１．４　ＯＡ动物模型各时期关节液 ＮＯ的检测和软骨
组织形态学检查　造模后第 ４周、第 ８周、第 １２周
时，３个时间点随机抽取５只大白兔麻醉致死后，于
关节腔内注入１ｍＬ无菌生理盐水，多次冲吸后，抽取
关节腔液０．１ｍＬ，深低温冰箱保存，留待检测 ＮＯ，同
时取软骨行ＨＥ／ＳＯＦＧ染色观察和 Ｍａｎｋｉｎ评分。ＮＯ
的检测根据Ｇｒｉｅｓｓ氏［１１］反应法，并加以改进。在酶标

板内加入细胞上清液１００μＬ，再加试剂１（１％对氨基
苯磺酰胺）５０μＬ，４℃放置１５ｍｉｎ，加入试剂２（０．１％
萘基乙二胺），室温３０ｍｉｎ后放置于酶标仪５９５ｎｍ处
读取ＯＤ值，以１０～１００μｍ的亚硝酸盐溶液作为标准
曲线。组织染色采用 ＨＥ／ＳＯＦＧ双染色。染色后按照
Ｍａｎｋｉｎ评分［１２］标准由２名观察者分别独立进行评分，
取均值。

１．５　统计学分析　用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行统计
分析，ＮＯ检测结果以 ｘ±ｓ表示，两组间比较用独立

样本ｔ检验，多组间比较用单因素方差分析，多组与
对照组比较用 Ｄｕｎｎｅｔｔ－ｔ检验。取 α＝０．０５作为检
验水准。

２　结　果
２．１　动物模型影像学结果　动物造模４周后可见关
节面尚平整，内侧关节间隙增宽，软骨下骨硬化，密度

增高，未见明显骨赘形成；８周时可见内侧关节间隙
明显狭窄，关节面不平，软骨下骨硬化，髁关节面也不

平整，边缘可见骨赘形成；１２周时可见关节肥大，关
节间隙极度狭窄，内侧平台塌陷，大量骨赘形成，软骨

下骨密度不均，明显硬化（图１）。

图１　兔膝关节正侧位Ｘ线片

随着造模时间的推移，各组关节液中 ＮＯ表达水
平持续升高。每组造模后第４周、第８周和第１２周
的不同时间点，膝关节关节液中 ＮＯ水平进行比较，
差异均有统计学意义（Ｆ对照组 ＝２７．９３，Ｐ对照组 ＝０．０００；
Ｆ０．１ｍｇ·ｋｇ－１组 ＝２５．５４，Ｐ０．１ｍｇ·ｋｇ－１组 ＝０．００１；Ｆ０．２ｍｇ·ｋｇ－１组
＝２４．３５，Ｐ０．２ｍｇ·ｋｇ－１组 ＝０．０００；Ｆ０．３ｍｇ·ｋｇ－１组 ＝１７．２３，
Ｐ０．３ｍｇ·ｋｇ－１组 ＝０．００２；Ｆ０．４ｍｇ·ｋｇ－１组 ＝１３．９８，Ｐ０．４ｍｇ·ｋｇ－１组
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＝０．０００；Ｆ０．５ｍｇ·ｋｇ－１组 ＝１４．６７，Ｐ０．５ｍｇ·ｋｇ－１组 ＝０．００１）。
各组造模后在第４周、第８周和第１２周同一时间点，
膝关节关节液中ＮＯ水平分别进行比较，差异亦均有统
计学意义（Ｆ第４周 ＝４．３８，Ｐ第４周 ＝０．００１；Ｆ第８周 ＝６．７２，
Ｐ第８周 ＝０．００１；Ｆ第１２周 ＝９．６７，Ｐ第１２周 ＝０．０００）。其中，

０．１ｍｇ·ｋｇ－１组、０．２ｍｇ·ｋｇ－１组与对照组相比，同一
时期关节液ＮＯ表达水平无明显差异（Ｐ＞０．０５），而
０．３ｍｇ·ｋｇ－１组、０．４ｍｇ·ｋｇ－１组、０．５ｍｇ·ｋｇ－１组在
同一时期与对照组比较，关节液中 ＮＯ表达水平显著
减少，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。（见图２）。

图２　各组各阶段ＮＯ表达水平

２．２　ＨＥ／ＳＯＦＧ染色镜下观察结果　根据 ＮＯ检测
的结果，选取０．４ｍｇ·ｋｇ－１组作为实验组进行记录。
４周时，实验组与对照组软骨组织染色均表现有软骨
表面粗糙，局部有深浅不一的溃疡形成，部分可深至

移行层，局部细胞弥漫增生簇集，Ｓａｆｒａｎｉｎ－Ｏ染色表
层较浅，移行层和深层染色较深，细胞周围深染，潮线

基本完整。８周时，实验组镜下可见软骨变薄，表层
可有溃疡或裂痕，局部细胞簇集增多，Ｓａｆｒａｎｉｎ－Ｏ染
色表层淡染，移行层和深层染色较深，细胞周围深染，

潮线不完整；而对照组可见软骨明显变薄，溃疡可深

至移行层，中深层细胞簇集，Ｓａｆｒａｎｉｎ－Ｏ染色中重度
减弱，中深层细胞周围染色较深，潮线可被血管破坏，

部分可见双重潮线。１２周时，实验组可见软骨较薄，
裂隙可深至钙化层，部分区域软骨结构完全破坏，软

骨细胞的数量显著减少并可见有簇集，Ｓａｆｒａｎｉｎ－Ｏ染
色重度减弱，部分软骨ＥＣＭ不着色，潮线被破坏并可
见钙化层和软骨下骨的破坏。对照组可见软骨很薄，

溃疡深达钙化层伴软骨下骨暴露，部分可见软骨结构

完全破坏，细胞数目大量减少，可见梭形细胞，Ｓａｆｒａ
ｎｉｎ－Ｏ染色重度减少，部分软骨 ＥＣＭ不着色，潮线被
破坏并可见钙化层与软骨下骨的破坏（图３）。

图３　兔膝关节软骨组织学观察镜片　ＨＥ／ＳＯＦＧ染色　×１００

２．３　Ｍａｎｋｉｎ评分结果　如图４所示，造模第４周、第

８周与第 １２周 ３个时期，实验组与对照组两组间

Ｍａｎｋｉｎ评分比较，差异均具有统计学意义（采用独立

样本ｔ检验，ｔ４周 ＝９．９５７，Ｐ４周 ＝０．０００；ｔ８周 ＝５．３９，Ｐ８周
＝０．００１；ｔ１２周 ＝２．６８，Ｐ１２周 ＝０．０１５）。

图４　Ｍａｎｋｉｎ评分结果

３　讨　论
ＮＯ是一种是一种非常重要的分解代谢因子，由

软骨细胞对促炎症细胞因子（如 ＩＬ－１β）反应后产

生［１３］。大量证据证明由软骨细胞过度生成的 ＮＯ在

ＯＡ的持续软骨破坏中起着主要的作用［１３－１４］。ＮＯ从

多方面作用于软骨细胞，从而促进关节软骨的退化，
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其中最主要包括以下几点［１５－１７］：抑制胶原和蛋白多

糖合成；激活ＭＭＰｓ；增加其他氧化剂对组织损伤的易
感性（如过氧化氢）。

蛋白酪氨酸激酶（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＰＴＫ）是
蛋白磷酸化激酶家族中重要的成员之一。研究表明，

蛋白酪氨酸激酶的信号传导通路在软骨细胞分泌ＮＯ
方面起着重要的作用。ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ是来源于豆类植物
的异黄酮类化合物，是第一个天然的多靶点的受体酪

氨酸激酶抑制剂，目前常应用于肿瘤细胞的信号传导

机制研究中，对多种蛋白的酪氨酸激酶活性具有抑制

作用。近年来已有许多文献报道了 ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ对软骨
细胞的保护作用，但具体的机制仍不清楚。Ｄｉａ
ＶＰ［１９］等在体外培养的兔的巨噬细胞中发现 ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ

抑制了脂多糖诱导的巨噬细胞 ＮＯ的表达，Ｂｈａｔｔ
ＫＨ［１８］等则在老鼠的巨噬细胞中发现 ｇｅｎｅｓｔｅｉｎ减弱

了粘多糖诱导的 ｉＮＯＳａｎｄＮＯ的表达，ＨｏｏｓｈｍａｎｄＳ
等［２０］发现ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ减少了人类关节软骨前炎症分子

的产生，其中就包括ＮＯ。
在实验动物方面，兔的膝关节组织结构与人类相

似，生化指标与人 ＯＡ一致［２１］，所以我们参照 Ｈｕｌｔｈ

法建立兔ＯＡ模型。在造模后第４周、第８周以及第
１２周时的关节Ｘ线、显微解剖所见均符合早期、中期
和晚期骨关节炎的表现，故可以作为不同病理阶段的

骨关节炎动物模型进行实验研究。造模后随着时间

的推移，各组膝关节关节液中 ＮＯ表达水平持续升
高。０．３ｍｇ·ｋｇ－１组、０．４ｍｇ·ｋｇ－１组、０．５ｍｇ·ｋｇ－１

组在同一时期与对照组比较，关节液中 ＮＯ表达水平
显著减少，但是０．１ｍｇ·ｋｇ－１组、０．２ｍｇ·ｋｇ－１组与

对照组相比，同一时期关节液 ＮＯ表达水平无明显差
异。上述结果表明，在一定浓度范围内ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ能够
抑制关节软骨细胞产生 ＮＯ，从而降低关节液中 ＮＯ
的水平。

ＳＯＦＧ染色和 Ｍａｎｋｉｎ评分是研究软骨组织一组
化水平损伤程度的经典方法，结合软骨的结构、细胞

数量、基质异染性和潮线完整性等四个方面进行评

分。其中ｓａｆｒａｎｉｎ－Ｏ可以和软骨基质 ＰＧ结合显色，
反映软骨ＰＧ的合成代谢能力。本实验研究发现，各
个时间点的软骨基质对 Ｓａｆｒａｎｉｎ－Ｏ的异染性实验组
均优于对照组。从组织学水平观察，ｇｅｎｉｓｔｉｎ体内代
谢后仍对软骨细胞ＰＧ表型的表达具有维持和保护作
用。应用 Ｍａｎｋｉｎ评分实验动物观察评价的结果显

示，造模后第４周、第８周及第１２周各时期，实验组
与对照组相比，Ｍａｎｋｉｎ评分明显降低。上述结果提
示，应用ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ对于延迟和缓解关节软骨在组织学
水平的退变是有效的，但是尚不能最终阻止软骨退变

和ＯＡ发生发展的进程。
综上所述，本实验初步证实ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ通过抑制受

体酪氨酸激酶的信号传导通路，在体内降低了 ＮＯ的
表达水平，组织形态观察提示ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ在一定程度上
延缓了ＯＡ的病程，但是无法阻止ＯＡ的发病。因为目
前临床上所有治疗ＯＡ的药物都无法阻止ＯＡ的发生
发展，尽管没有人体的直接实验，但 ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ在兔 ＯＡ
身上初步的有效性使其在未来可能也会成为其中的一

类药物，同时也期待能够阻止ＯＡ发病的药物出现。
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·通　知·

全国水针刀三氧消融术尸体解剖研修班及中华筋骨三针法学习班通知

水针刀三氧消溶术及筋骨针法是由中国骨伤微创水针刀学术委员会会长、张仲景国医学院教授、广东省中医院主任导师吴汉卿教授在水针

刀疗法的基础上，结合三氧治疗仪所研发的新技术，研制发明的多用系列筋骨针具已获国家专利，并创立了十大筋骨针法（已编入骨伤教材），出

版了《中华筋骨三针疗法》。该项技术的培训班已举办１８０余期，来自国内包括台湾、香港等地区及国外（马来西亚、新加坡、韩国）的万余名医生

学习、掌握了该技术。为满足广大医师要求，现继续举办以下研修、学习班：

水针刀三氧融盘术及尸体解剖研修班：由吴汉卿教授主要传授：水针刀新针法治疗骨伤颈肩腰腿痛病、水针刀三氧融盘术。应用水针刀法结

合新鲜尸体详细讲解三针法安全入路法、配合独特松解液及椎间孔扩张术、侧隐窝分离术。新颖的三针法理论、独特的十大针法、结合尸体刀法

入路、水针刀挂图，有专科医院手术病人治疗，同时讲解影像诊断，保证每位学员能够独立操作。临床上可治疗腰椎间盘突出症，对颈肩腰腿痛患

者具有较好的疗效。

脊柱九病区药磁线植入技术：传授独特的脊背九大诊疗区，临床应用水针刀分离、磁线留置并配合整脊手法，快速治疗脊柱相关病，如颈源性

心脏病、颈性咽炎、面瘫、三叉神经痛、癫痫病、慢性支气管炎、哮喘、胃炎、胃溃疡、结肠炎、生殖疾病等。

中华筋骨三针法学习班：中华筋骨三针法是吴汉卿教授在水针刀针法九针疗法基础上，根据人体生物力学，提出了人体软组织立体三角平衡

学说，创立了平衡三针法。该班传授筋骨三针法原理、三针定位法、十大针法技巧。该法主要治疗：颈椎病、颈１横突综合症、颈７棘突综合症、肩

关节周围炎、肌筋膜炎、腰椎间盘突出症、股骨头坏死症、膝关节骨关节炎、神经痛、类风湿性关节炎、脊柱相关病等。

其他：参加学习班者将授予国家级中医药Ⅰ类继续教育学分（项目编号：３９０２０６３８２）

开学时间：２０１１年每月１日开课，需提前２日报到

报到地址：河南省南阳市仲景路与天山路口（水针刀专科医院）

邮政编码：４７３０００　　联系电话：０３７７－６３２８２５０７，１３７２１８２０６５７　　联系人：黄建

网址：ｗｗｗ．ｓｈｕｉｚｈｅｎｄａｏ．ｃｏｍ　　邮箱：ｓｈｕｉｚｈｅｎｄａｏ＠１６３．ｃｏｍ

·３２·　中医正骨２０１１年５月第２３卷第５期　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（总３４３）　　　
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