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摘　要　目的：观察揉髌手法对兔膝关节软骨增殖细胞核抗原表达的影响，进而探讨揉髌手法治疗膝关节骨性关节炎的可能作用

机制。方法：采用新西兰兔５０只，随机分为手法组、针剂组、模型对照组、假模组和正常组各１０只。前３组通过手术结扎并切断

右侧臀下静脉、股静脉和大隐静脉造模，假模组显露相应血管但不结扎，正常组不做任何处理。造模１周后手法组采用揉髌手法

分别施术于兔右下肢５周共１７次；针剂组右膝关节内每周注射１次玻璃酸钠注射液，连用５周。其余３组不做任何处理。造模

后８周末处死所有动物，取右膝关节内侧胫骨平台软骨组织，采用免疫组化法检测软骨细胞增殖率，对所得数据进行统计学处理。

结果：模型组软骨细胞减少，增殖率为（１３．２５±２．６６）％；手法组软骨细胞增多，增殖率为（１７．９０±２．８０）％；针剂组软骨细胞增多，

增殖率为（１７．１３±４．０９）％；假模组软骨细胞增多，增殖率为（１２．６３±２．９２）％；正常组软骨细胞正常，增殖率为（７．７５±１．３９）％；与

模型组比较，手法组、针剂组和正常组Ｐ＜０．０１，或Ｐ＜０．０５，差异有统计学意义。结论：揉髌手法可促进兔膝关节软骨细胞增殖，降

低软骨组织的损伤。
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　　揉髌手法是由捏拿股四头肌、旋转（先顺时针后
逆时针）揉按患膝髌骨和屈伸牵张膝关节等手法组

成，因其主要治疗意图在于尽量扩大髌骨活动度、发

基金项目：国家自然科学基金资助项目（编号：３０８６０３５９）广西

科技厅自然基金资助项目（编号：０８３２１７８）

挥伸膝装置的力学效益，故将这一组手法简称为揉髌

手法。临床使用治疗膝关节骨性关节炎（简称膝

ＯＡ）时疗效颇佳［１］，采用骨内高压型动物模型进行实

验时，电镜下模型组兔膝关节软骨细胞核多见固缩，

或见细胞核降解及细胞凋亡；而手法组细胞核多数正

常［２］。本实验以兔右膝关节软骨组织为观察对象，采
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用免疫组化法检测软骨细胞增殖率，进一步探讨揉髌

手法对膝ＯＡ治疗取效的可能作用机制。

１　实验材料
１．１　实验动物　６月龄新西兰兔５０只，雌雄不分，体
重约２．５～３ｋｇ，由广西中医学院实验动物中心提供
［实验动物使用许可证ＳＹＸＫ（桂）２００３－０００１］。
１．２　实验仪器　脱水机、包埋机、切片机、生物组织
摊片烤片机、电热恒温培养箱、奥林巴斯显微镜。

１．３　实验药品　玻璃酸钠注射液（山东博士伦福瑞
达制药有限公司，批号：国药准字Ｈ１０９６０１３６）

２　实验方法
２．１　动物分组　将５０只新西兰兔随机分为手法组、
玻璃酸钠组（简称针剂组）、空白对照组（简称模型组）、

假模组、正常对照组（简称正常组）共５组，每组１０只。
２．２　造模方法　手法组、针剂组、模型组、假模组共
４０只兔均采用１％戊巴比妥钠（３ｍＬ·ｋｇ－１）兔耳静
脉麻醉。前３组兔左侧卧位，于右侧髋关节大转子后
约１ｃｍ处为中点，上下直切口３ｃｍ，分离髂内静脉属
支臀下静脉，双重结扎，结扎线间切断。仰卧位，右侧

腹股沟触及动脉搏动处作１ｃｍ纵行切口，分别分离
股静脉、大隐静脉，分别双重结扎后于结扎线间切断。

所有手术切口缝合皮下组织、皮肤后敷盖酒精纱布、

棉垫。假模组同样切口显露臀下静脉、股静脉和大隐

静脉，但不予结扎和切断，缝合切口，敷料敷盖。正常

组不做任何处理。术后连续３ｄ，每天每只肌注青霉
素（５×１０４Ｕ·ｋｇ－１）、链霉素（１０×１０４Ｕ·ｋｇ－１）。所
有动物分笼饲养。

２．３　实验方法　造模１周后开始。手法组使用捏拿
手法由上而下捏拿兔右下肢股四头肌，继先顺时针后

逆时针旋转揉按患膝髌骨、屈伸牵张膝关节，每次每

只兔子施术 １０ｍｉｎ，隔天 １次，连续治疗 ５周共 １７
次。针剂组每周每只兔子右膝关节内注射玻璃酸钠

注射液０．６ｍＬ，注射后屈伸膝关节２０次，连用５周。
模型组、假模组及正常组不作任何处理，所有动物同

样条件下关养。

２．４　取材方法　所有动物于造模后８周末取材。耳
缘静脉空气栓塞处死，解剖右膝关节，肉眼观察关节

软骨组织大体变化，后使用咬骨钳、手术刀取内侧胫

骨平台软骨组织，放入４％多聚甲醛溶液中固定。
２．５　观察项目及检测方法
２．５．１　ＨＥ染色　右膝内侧胫骨平台软骨组织４％多聚

甲醛固定，脱钙，脱水，石蜡包埋，连续切片（厚度３μｍ），苏
木精－伊红染色，封片，光镜下观察软骨形态变化。
２．５．２　免疫组化法检测软骨细胞增殖率　切片常规
脱腊至水，３０％Ｈ２Ｏ２＋蒸馏水（１∶１０）混合，室温 １０
ｍｉｎ以灭活内源性酶。蒸馏水洗 ３次。将切片浸入
０．０１ｍｏＬ·Ｌ－１枸橼酸盐缓冲液（ｐＨ６．０），微波炉加
热至沸腾，后断电，间隔１０ｍｉｎ后，反复２次。冷却后
ＰＢＳ洗涤２次。滴加体积分数５％ＢＳＡ封闭液，室温
２０ｍｉｎ。甩去多余液体，不清洗。滴加适当稀释抗
ＰＣＮＡ兔抗（１１００），３７℃ １ｈ。ＰＢＳ液洗３次，每次２
ｍｉｎ。滴加生物素化山羊抗兔ＩｇＧ，３７℃２０ｍｉｎ。ＰＢＳ
洗４次，每次５ｍｉｎ。取１ｍＬ蒸馏水，加ＤＡＢ显色试
剂盒（ＡＲ１０２２）中Ａ，Ｂ，Ｃ试剂各１滴，混匀后加至切
片。室温显色，１５ｍｉｎ，蒸馏水冲洗。苏木精轻度复
染，脱水，透明，封固，在光学显微镜下观察。选择细

胞分布较均匀的高倍视野进行计数。

增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ
ＰＣＮＡ）表达率计算方法 光镜下以细胞核中有棕褐色
颗粒者为阳性细胞，即ＰＣＮＡ表达。每张切片随机检
测１０个视野，分别测定４００倍镜下每一个计数单位
的总细胞数和阳性细胞数。

ＰＣＮＡ＝ＰＣＮＡ数／总细胞数×１００％
２．６　统计学处理方法　采用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件进
行方差分析，数据以ｘ±ｓ表示，组间比较用ｑ检验，以
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

３　结　果
３．１　光镜观察　手法组见软骨层增厚，表中层细胞
增多，排列稍紊乱（图１Ａ）；针剂组软骨层增厚，中层
细胞增多，排列稍紊乱，出现簇状增生细胞团（图

１Ｂ）；模型组软骨层明显变薄，软骨细胞减少，大小不
等，簇集现象明显，排列紊乱（图１Ｃ）；假模组软骨层
增厚，软骨细胞排列紊乱，有簇状增生（图１Ｄ）；正常
组：细胞大小一致，排列规整（图１Ｅ）。
３．２　软骨细胞增殖率　见表１。

表１　软骨细胞增殖率　ｘ±ｓ

分组 例数 增殖率（％）
手法组 １０ １７．９０±２．８０１）３）５）

针剂组 ８ １７．１３±４．０９２）４）５）

模型组 ８ １３．２５±２．６６
假模组 ８ １２．６３±２．９２
正常组 ８ ７．７５±１．３９１）３）

注　与模型组比较，１）Ｐ＜０．０１，２）Ｐ＜０．０５；与假模组比较，３）

Ｐ＜０．０１，４）Ｐ＜０．０５；与正常组比较，５）Ｐ＜０．０１
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图１　兔右膝关节内侧胫骨平台软骨组织光镜片　ＨＥ梁色　×１００

?手法组；?针剂组；?模型组；?假模组；?正常组

４　讨　论
目前对膝ＯＡ的病因尚未完全明了，大多数 ＯＡ

的发病缺乏已知病因，但该病的始发部位在软骨［３］。

软骨组织的损伤启动并影响着膝 ＯＡ发生、发展的整
个病程。现代研究发现：增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａ
ｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎＰＣＮＡ）与细胞ＤＮＡ合成关系
密切，在细胞增殖的启动上起重要作用。ＰＣＮＡ是真
核生物复制复合体的核心成分，具有特殊的环状三级

结构，作为真核细胞ＤＮＡ聚合酶δ的推动因子，与不
同复制相关蛋白结合，协调 ＤＮＡ复制过程，同时 ＰＣ
ＮＡ还作为功能转换因子，通过不同调控方式与多种

细胞因子作用，参与了ＤＮＡ损伤修复［４］，因此可作为

评价细胞增殖状态的一个指标。本实验模型组ＰＣＮＡ
表达率为（１３．２５±２．６６）％，手法组 ＰＣＮＡ表达率为
（１７．９０±２．８１）％，统计学处理Ｐ＜０．０１，差异有统计
学意义，说明手法组细胞增殖的活性较模型组高。从

ＨＥ染色片可见手法组软骨层增厚，表中层细胞增多；
模型组软骨层明显变薄，软骨细胞减少。

本实验采用了骨内高压型动物模型，玻璃酸钠注

射液关节内注射并不能降低关节骨内高压，但其ＰＣＮＡ
表达率为（１７．１３±４．０９）％，与模型组比较 Ｐ＜０．０５，
差异有统计学意义，原因考虑与玻璃酸钠注射液的营

养作用有关。成人软骨组织没有血液供应，滑液成为

最有可能的营养来源，代谢活跃的滑膜产生的滑液通

过软骨基质扩散，可以提供给软骨组织足够的营养物

质和氧［５］。透明质酸可以代替关节腔的滑液，为关节

软骨提供营养，减轻关节软骨的退变［６］。而手法组取

效的原因考虑与其可明显改善关节周围滑膜组织的

循环有关。有学者研究证实，ＯＡ与类风湿性关节炎
之间炎症组织学参数有一部分相同，但 ＯＡ关节表面
的增生滑膜的扩散远比类风湿性关节炎要少。在正

常情况下，滑膜负有营养关节软骨的责任，一旦出现

滑膜炎及慢性ＯＡ，滑膜瘢痕化，它就不可能有这些功

能［７］。膝ＯＡ中医诊为“骨痹”［８］。所谓痹，风寒湿三

气杂至，合而为痹（《素问·痹论》），痹阻经络，气血

阻滞不通，不通则痛。中医手法则可“按其经络，以通

郁闭之气，摩其壅聚，以散淤结之肿”（《医宗金鉴·

正骨心法要旨·手法释义》）。揉髌手法缓解膝周肌

肉紧张度，松解髌周软组织粘连，降低关节内压，考虑

通过改善胫骨上段、股骨下段及髌骨周围的血液循

环，改善膝关节囊滑膜组织的血液循环，促进滑膜组

织分泌正常的滑液以供给软骨组织代谢，所以促进了

软骨损伤部位的细胞增殖。此外，软骨基质中蛋白多

糖有吸水膨胀的特性，关节活动时，关节透明软骨面

之间时而压缩时而放松。压缩时，基质内液体溢出；

放松时，液体进入基质内。如此反复交替进行，以保

持软骨细胞的营养供给［９］。揉髌手法施术时，兔膝关

节软骨组织承受屈伸牵张、揉按等产生的应力，一张

一弛，促进软骨代谢物质的交换，应该也是手法组软

骨细胞增殖较模型组明显的原因之一。本实验中假

模组ＰＣＮＡ表达率为（１２．６３±２．９２）％，与正常组比
较Ｐ＜０．０１，差异有统计学意义，理论上不应该有这
种变化，出现这些变化是否与手术中对臀部浅表血管

较多损伤有关，浅静脉阻断后也可造成不同部位的骨

内高压的动态变化［１０］。但假模组的损伤程度理论上

难以有令人信服的解释，我们将在下次实验中进行探

讨。正常组软骨细胞增殖率最低，考虑与其组织处于

正常代谢有关。生物局部组织损伤后，可激发机体组

织的细胞活性进行修复，所以其它组软骨细胞的增殖

均较正常组高。

本实验证实，揉髌手法可明显提高兔膝关节透明

软骨细胞的增殖率进而维护软骨组织的（下转第１２页）
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由于腰椎间盘突出症与骶髂关节错位两者症状

相似，都表现为腰腿痛，只是病位不同，性质有别。在

治疗上两者都以非手术治疗为首选［１１－１２］，大推拿治

疗腰椎间盘突出症实现了牵引、斜扳、按压、抖动等各

种组合动作，但费时费力，对医生要求较高，经验不

同，效果有别，操作过程与效果均难以复制。骶髂关

节错位的复位方法虽然相对简单，但当腰椎间盘突出

症与骶髂关节错位同时并发时，则要舍弃单髋过伸复

位法，而改用经改良的脊椎定点旋转复位法来达到同

时对两者进行治疗整复。然而，三维腰椎牵引床的发

明与开发利用，使医生借助高科技手段从笨重的操作

中解脱出来，能同时对腰椎间盘突出与骶髂关节错位

进行治疗，在治疗中参数的设置以整复关节错位为

主，但牵引与整复能同时进行，且能收到好的整复效

果，错位关节整复后的牵引则以治疗腰椎间盘突出为

主。因此，我们认为在两者的治疗中，利用三维牵引

的治疗原则就是“整复为主，牵引为次，即是以整复骶

髂关节错位为主，对腰椎间盘突出的牵引为次”，这完

全符合中医强调的“骨正筋荣”的观点。而三维牵引

正是对这两者同时并发时有效的治疗手段之一。

另外，相当大部分患者在治疗期间，由于缺乏锻

炼与外固定，复位后的骶髂关节与腰椎后关节出现多

次反复错位，而现有腰围只能对腰椎进行固定，骶髂

关节与腰骶关节则因关节韧带的松弛处于失控状态，

为了克服上述缺陷，我们专门设计并开发了医用腰骶

弹力固定带（专利号：２０１０２０１６８８３８９）。使之与三维
牵引合用，成为一个效果很好的治疗组合。
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