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郑氏芪藤软坚散外敷治疗创伤性膝关节僵硬的实验研究
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摘　要　目的：观察郑氏芪藤软坚散外敷治疗创伤性膝关节僵硬的疗效，并探讨其可能的作用机制。方法：从６６只８周龄ＳＰＦ级

雄性ＳＤ大鼠中随机选取１８只纳入空白组，剩余４８只建立右侧创伤性膝关节屈曲型僵硬模型，将造模成功的４１只大鼠随机纳入

模型组（２０只）和软坚散组（２１只）。空白组和模型组大鼠常规喂养，不予干预；软坚散组大鼠造模成功后采用郑氏芪藤软坚散外

敷，每天１次，连续治疗４周。分别于药物干预开始前、药物干预开始后２周、药物干预结束后，从各组随机选取部分大鼠，分别进

行右侧膝关节活动度测量、膝关节囊厚度测量、膝关节囊组织病理学观察及成纤维细胞计数（ＨＥ染色）、膝关节囊中转化生长因

子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦ－β１）水平测定（免疫组织化学法）。结果：①膝关节活动度。在３个时间点，３组大鼠的

膝关节活动度总体比较，差异均有统计学意义（１２２．４３°±４．５４°，６４．７８°±２．６８°，６５．１３°±４．５２°，Ｆ＝５３０．８１７，Ｐ＝０．０００；

１２４．５０°±５．０１°，８２．８３°±６．０５°，８８．６７°±８．６２°，Ｆ＝６７．４０４，Ｐ＝０．０００；１２２．３３°±４．０８°，９２．５０°±２．７４°，１０７．１３°±７．４１°，Ｆ＝

４４．８８６，Ｐ＝０．０００）。在３个时间点，空白组的膝关节活动度均大于模型组和软坚散组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；药物干预开始前、药物干预开始后２周时，模型组和软坚散组的膝关节活动度比较，组间差异均无

统计学意义（Ｐ＝０．８５７，Ｐ＝０．１５４）；药物干预结束后，软坚散组的膝关节活动度大于模型组（Ｐ＝０．０００）。②膝关节囊厚度。在

３个时间点，３组大鼠的膝关节囊厚度总体比较，差异均有统计学意义［（０．２５６±０．０２０）ｍｍ，（０．５３３±０．０２４）ｍｍ，（０．５２８±

０．０１２）ｍｍ，Ｆ＝４１２．２８２，Ｐ＝０．０００；（０．２５４±０．０３６）ｍｍ，（０．５３１±０．０１８）ｍｍ，（０．５２３±０．０１９）ｍｍ，Ｆ＝１２５．８０３，Ｐ＝０．０００；

（０．２５７±０．０２８）ｍｍ，（０．５２７±０．０１７）ｍｍ，（０．５２１±０．０１４）ｍｍ，Ｆ＝２１１．７０８，Ｐ＝０．０００］。在３个时间点，空白组的膝关节囊厚度

均小于模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；药物干预开始前和药物干预结束后，软坚散组的膝关节囊厚度均大于空白组

（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；药物干预开始后２周时，软坚散组与空白组的膝关节囊厚度的差异无统计学意义（Ｐ＝０．０５３）；在３个时

间点，模型组与软坚散组的膝关节囊厚度比较，组间差异均无统计学意义（Ｐ＝０．７０２，Ｐ＝０．７４０，Ｐ＝０．７２５）。③膝关节囊组织成

纤维细胞计数结果。在３个时间点，３组大鼠膝关节囊中成纤维细胞数量总体比较，差异均有统计学意义［（１．６７±０．９８）个，

（９８．２５±１７．９７）个，（１０３．９２±１１．８５）个，Ｆ＝８５．３９２，Ｐ＝０．０００；（１．９３±１．０９）个，（６８．９２±１７．５０）个，（４６．１７±７．３７）个，Ｆ＝

４８．５６５，Ｐ＝０．０００；（１．８０±０．９６）个，（４９．８３±１１．４１）个，（３１．７３±１０．６６）个，Ｆ＝３４．７５５，Ｐ＝０．０００］。在３个时间点，空白组膝关

节囊中成纤维细胞数量均少于模型组和软坚散组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；药物干预开

始前，软坚散组和模型组膝关节囊中成纤维细胞数量比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．５３５）；药物干预开始后２周和药物干预结束

后，软坚散组膝关节囊中成纤维细胞数量均少于模型组（Ｐ＝０．０１１，Ｐ＝０．０１０）。④膝关节囊中 ＴＧＦβ１水平。在３个时间点，

３组大鼠膝关节囊中ＴＧＦβ１水平总体比较，差异均有统计学意义［（０．１４８±０．０６０）％，（２．４５４±１．３９２）％，（２．５１９±０．６５３）％，

Ｆ＝９．２４０，Ｐ＝０．００７；（０．１４７±０．０５４）％，（１．１３６±０．４９１）％，（０．２７１±０．０９５）％，Ｆ＝１３．７６５，Ｐ＝０．００２；（０．１４７±０．０５９）％，

（０．７６５±０．３３９）％，（０．１９０±０．０７０）％，Ｆ＝１３．１０５，Ｐ＝０．００２］。药物干预开始前，模型组和软坚散组膝关节囊中ＴＧＦβ１水平均

高于空白组（Ｐ＝０．００５，Ｐ＝０．００４），软坚散组与模型组膝关节囊中ＴＧＦβ１水平的差异无统计学意义（Ｐ＝０．９２０）；药物干预开始

后２周时，模型组膝关节囊中ＴＧＦβ１水平高于空白组和软坚散组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００２），软坚散组与空白组膝关节囊中ＴＧＦβ１

水平的差异无统计学意义（Ｐ＝０．５６３）；药物干预结束后，模型组膝关节囊中ＴＧＦβ１水平高于空白组和软坚散组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝

０．００１），软坚散组与空白组膝关节囊中ＴＧＦβ１水平的差异无统计学意义（Ｐ＝０．７４５）。结论：早期应用郑氏芪藤软坚散，可以促

进创伤性膝关节僵硬模型大鼠膝关节功恢复，抑制成纤维细胞增殖和ＴＧＦβ１表达可能是其作用机制之一。
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ｎｉｓｍｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｋｎｅｅｊｏｉｎｔ；ｊｏｉｎｔｓｔｉｆｆｎｅｓｓ；ｗｏｕｎｄｓａｎｄｉｎｊｕｒｉｅｓ；Ｚｈｅｎｇ’ｓＱｉｔｅｎｇＲｕａｎｊｉａｎＳａｎ；ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　膝关节僵硬是创伤、炎症及退行性变等原因引起
关节周围组织挛缩、粘连及纤维化，从而导致膝关节

活动受限的一种常见的功能障碍［１－２］。创伤性膝关

节僵硬的形成涉及复杂的病理变化。目前的研究认

为，关节囊组织纤维化是关节活动受限的主要原因，

与纤维化有关的细胞因子在创伤修复的早期大量释

放，促进细胞增殖、分化及胶原形成［３－５］。膝关节僵

硬属中医学“痹证”范畴。郑氏芪藤软坚散是四川省

骨科医院的院内制剂，具有活血散瘀、温筋镇痛、软坚

散结的功效，对于创伤性关节僵硬具有良好的疗效。

为进一步明确郑氏芪藤软坚散治疗创伤性关节僵硬

的疗效和可能的作用机制，本研究通过动物实验进行

了观察，现总结报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　８周龄 ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠６６只，
体质量２２０～２５０ｇ，购自成都达硕实验动物有限公
司，动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（川）２０２０－０３０。实验大
鼠统一分笼饲养，每笼 ３只，自由进食和饮水，温度
２２～２４℃、相对湿度４０％ ～６０％。动物饲养及实验
在成都体育学院动物房和成都体育学院分子与细胞

实验室进行，实验方案经成都体育学院伦理委员会审

查通过（成体伦理〔２０２１〕７３号）。
１．２　药品及试剂　郑氏芪藤软坚散（四川省骨科医
院，川药制字 Ｚ２００８０４２１），药物组成包括黄芪９０ｇ、
鸡血藤９０ｇ、海藻９０ｇ、川芎６０ｇ、生南星６０ｇ、三棱
６０ｇ、莪术６０ｇ、赤芍６０ｇ、白蔹６０ｇ、山豆根６０ｇ、生
半夏３０ｇ、苍术３０ｇ、生川乌３０ｇ、生草乌３０ｇ；塞来昔
布胶囊（石药集团欧意药业有限公司，国药准字

Ｑ３９２１０３０１）；阿莫西林胶囊（西南药业股份有限公
司，国药准字２１０６２１）。１５％ＥＤＴＡ脱钙液、苏木精染
液、伊红染液（武汉赛维尔生物科技有限公司），ＰＢＳ
缓冲液、二氨基联苯胺（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色

试剂盒、正常山羊血清、山羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ聚合
物（北京中杉金桥生物技术有限公司），转化生长因子

β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）抗体（北京
博奥森生物技术有限公司）。

１．３　实验仪器　手术器材套装（上海浦伦医疗器械
有限公司），电钻（江苏东成机电工具有限公司），直

径０．６ｍｍ、０．８ｍｍ医用克氏针（天津市津东希冀医
疗器械厂），直径０．８ｍｍ骨科钻头（广州市华创医疗
器械有限公司），电子螺旋测微仪（东莞三量量具有限

公司），手提式压力蒸汽灭菌器（江阴滨江医疗设备有

限公司），Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ２５０数字切片扫描仪（匈牙利
３ＤＨＩＳＴＥＣＨ公司），ＢＡ４１０显微镜（麦克奥迪实业集
团有限公司）。

２　方　法
２．１　分组及造模　所有大鼠适应性喂养１周后，随
机选取１８只大鼠纳入空白组；剩余 ４８只大鼠依据
Ｈｉｌｄｅｂｒａｎｄ等［６］的方法改良后建立右侧创伤性膝关

节屈曲型僵硬模型，造模成功后随机纳入模型组和软

坚散组。

拟造模大鼠禁饮、禁食４ｈ后，按照０．００５ｍＬ·ｇ－１

体质量腹腔注射１％戊巴比妥钠溶液进行麻醉。在
大鼠右侧膝关节上方 ０．５ｃｍ、大腿正前方偏外侧
０．３ｃｍ处沿股骨长轴做长１ｃｍ的纵切口，钝性分离
筋膜和肌肉暴露股骨。在膝关节上方０．５ｃｍ处用尖
刀片在股骨干定位，以直径０．８ｍｍ钻头从定位处垂
直打孔，用直径０．６ｍｍ的克氏针自打孔处穿透股骨
及对侧皮肤。屈曲大鼠右侧膝关节，使股骨和胫骨之

间成角４５°，确定该角度下穿过大腿的克氏针穿过小
腿两侧的位置并标记。在小腿内侧标记处做长１ｃｍ
的纵切口，通过切口以直径０．８ｍｍ钻头在胫骨打孔，
将穿过股骨的克氏针经胫骨钻孔处打入并从另一侧

标记处穿出。将克氏针股骨端和胫骨端各留２ｍｍ，
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尾部弯折，最终将大鼠右侧膝关节固定于股骨和胫骨

成角４５°位。固定完成后，避开大鼠膝关节外侧副韧
带，用直径１．５ｍｍ克氏针在股骨外侧髁非关节软骨
部分打孔，打孔深度３ｍｍ，模拟关节内损伤出血。克
氏针固定及股骨外侧髁打孔完成后，用生理盐水冲洗

切口，以４－０可吸收缝线逐层缝合肌肉、筋膜及皮肤。
固定４周后，二次手术取出克氏针。两次术后均以无
菌纱布覆盖切口，观察大鼠右后肢血液循环及肿胀情

况；术后３ｄ内应用阿莫西林和塞来昔布，切口常规
消毒。造模手术过程见图１。造模成功标准为：①固
定期间关节无感染、股骨及胫骨无骨折、克氏针无脱

出，切口愈合良好，大鼠膝关节屈伸活动受限，肢体跛

行。②克氏针固定术后即刻，右侧股骨与胫骨成角≤
５０°；克氏针取出术后即刻，右侧股骨与胫骨成角≤
７０°［７］。③克氏针固定术后３ｄ，大鼠右膝关节Ｘ线片
示克氏针无断裂、肢体无骨折、关节无脱位。

图１　大鼠创伤性膝关节屈曲型僵硬造模图片

２．２　药物干预　造模成功后开始进行药物干预。空
白组大鼠不进行干预，在笼中自由活动、正常饲养；模

型组大鼠造模成功后不进行干预，在笼中自由活动、

正常饲养；软坚散组大鼠造模成功后采用郑氏芪藤软

坚散外敷。体质量７０ｋｇ的人郑氏芪藤软坚散用药量
为每次３０ｇ，根据人与动物药物剂量换算标准（体表面

积）［８］，体质量０．５ｋｇ大鼠的用药量为每次１．３５ｇ，据

此计算大鼠用药量。对大鼠右后肢膝关节进行去毛

处理后，将郑氏芪藤软坚散用温水调成糊状，均匀涂

抹于泡沫贴上，敷于膝关节处，大鼠颈部戴自制头套

防止撕咬（图２）。敷药后大鼠在笼中自由活动，每天
敷药１次，每次６ｈ，３ｈ检查１次泡沫贴是否脱落，连
续干预４周。

图２　软坚散组大鼠外敷软坚散后外观图片

２．３　实验指标观察　分别于药物干预开始前、药物
干预开始后２周、药物干预结束后从各组随机选取部
分大鼠，分别进行右侧膝关节活动度测量、膝关节囊

厚度测量、膝关节囊组织病理学观察及成纤维细胞计

数、膝关节囊中ＴＧＦβ１水平测定。
２．３．１　膝关节活动度测量　将大鼠麻醉后放置在自
制的膝关节角度测试器上，使大鼠右侧膝关节与桌面

平行，调整拉力计拉力为０．７Ｎ［９－１０］、拉力方向垂直
于胫骨长轴，将量角器中心置于股骨外侧髁，量角器

固定臂平行于股骨长轴、移动臂平行于股骨外侧髁与

外踝尖的连线（图３），记录胫骨和股骨之间的夹角，
每只大鼠测量３次，取平均值。

图３　大鼠膝关节活动度测量方法

２．３．２　膝关节囊厚度测量　膝关节活动度测量结束
后以空气栓塞法处死大鼠，从膝关节上、下各１ｃｍ处
离断右侧膝关节。将切取的膝关节置于冰盒上，剪除

关节周围肌肉后置于４％多聚甲醛中固定３６ｈ，再置
于ＥＤＴＡ脱钙液中室温脱钙 １个月，期间每周更换
１次脱钙液。脱钙后将膝关节沿正中矢状面切为两
部分，一部分进行常规石蜡包埋处理；另一部分用刀
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片沿胫骨和股骨关节囊附着处剥离，修剪多余的肌肉

和韧带，取下后方和后侧方关节囊组织，选择５个位置
用电子螺旋测微器测量关节囊厚度，结果取平均值。

２．３．３　膝关节囊组织病理学观察及成纤维细胞计数
将经常规石蜡包埋处理的膝关节标本切片，选择其中

部分切片经 ＨＥ染色后采用 Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ２５０数字切片
扫描仪进行图像采集，每张切片先在４０倍下观察全
部组织，然后选择关节囊区域分别采集３张１００倍和
４００倍图片进行观察，并在３张４００倍图片中分别进
行成纤维细胞计数，结果取平均值。

２．３．４　膝关节囊中 ＴＧＦβ１水平测定　取部分膝关
节标本切片，采用免疫组织化学法测定关节囊中

ＴＧＦβ１水平。切片经脱蜡至水，抗原修复，过氧化氢
阻断内源性过氧化物酶，血清封闭，一抗（ＴＧＦβ１抗
体）孵育，二抗（山羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ聚合物）孵
育，ＤＡＢ显色，苏木精复染，脱水封片处理后，使用显
微摄像系统拍照，每张切片先在１００倍下观察全部组
织，然后选择关节囊区域分别采集１００倍和４００倍显
微图像，各采集３张。苏木精染细胞核为蓝色，ＤＡＢ
显出的阳性表达为棕黄色，使用 Ｈａｌｏ数据分析系统
计算每张图像中阳性面积占比。

２．４　数据统计　采用 ＳＰＳＳ２６．０软件进行数据统计
分析。３组大鼠膝关节活动度、膝关节囊厚度、膝关
节囊中成纤维细胞数量、膝关节囊中 ＴＧＦβ１水平的
总体比较均采用单因素方差分析，组间两两比较均采

用ＬＳＤ－ｔ检验。检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　一般情况　造模过程中２只大鼠因麻醉后窒息
死亡，１只发生切口感染，２只取出克氏针后股骨与胫
骨最大成角＞７０°，２只发生胫骨骨折，均予以剔除；剩
余４１只大鼠随机纳入模型组（２０只）和软坚散组
（２１只）。实验指标观察时，空白组每个时间点各选
取６只大鼠，软坚散组每个时间点选取７只大鼠；模
型组药物干预开始前选取６只大鼠，其余２个时间点
均选取７只大鼠。
３．２　膝关节活动度　在３个时间点，３组大鼠的膝关
节活动度总体比较，差异均有统计学意义。在３个时
间点，空白组的膝关节活动度均大于模型组和软坚散

组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００）；药物干预开始前、药物干预开始后
２周时，模型组和软坚散组的膝关节活动度比较，组

间差异均无统计学意义（Ｐ＝０．８５７；Ｐ＝０．１５４）；药物
干预结束后，软坚散组的膝关节活动度大于模型组

（Ｐ＝０．０００）。见表１。
３．３　膝关节囊厚度　在３个时间点，３组大鼠的膝关
节囊厚度总体比较，差异均有统计学意义。在３个时
间点，空白组的膝关节囊厚度均小于模型组（Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；药物干预开始前和药
物干预结束后，软坚散组的膝关节囊厚度均大于空白

组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；药物干预开始后２周时，
软坚散组与空白组的膝关节囊厚度的差异无统计学

意义（Ｐ＝０．０５３）；在３个时间点，模型组与软坚散组
的膝关节囊厚度比较，组间差异均无统计学意义

（Ｐ＝０．７０２，Ｐ＝０．７４０，Ｐ＝０．７２５）。见表２。
３．４　膝关节囊组织病理学观察及成纤维细胞计数结
果　空白组滑膜结构清晰、排列整齐，滑膜层由单层
或双层滑膜细胞构成，滑膜下层结构疏松、排列较整

齐［图４（１）］。药物干预开始前模型组和软坚散组的
滑膜组织受损较明显，滑膜层滑膜细胞数量增加，滑

膜下层有大量纤维组织增生、增生纤维组织较为致

密、有炎性细胞浸润，病变严重区域脂肪组织基本消

失、关节软骨变薄甚至缺损［图４（２）、图４（３）］。药
物干预开始后２周模型组滑膜组织受损较明显，滑膜
细胞分层增加、数量增多、脂肪细胞稀少，滑膜下层被

大量纤维组织取代、增生纤维组织内可见新生血管和

大量成纤维细胞聚集［图４（４）］；软坚散组滑膜组织
受损较明显，滑膜层增厚，滑膜下层较为致密、有纤维

组织增生、增生区域血管增多［图４（５）］。药物干预
结束后模型组滑膜组织受损明显，滑膜细胞数量较

多，滑膜下层有大量纤维组织增生、增生组织较致密、

有淋巴细胞浸润、脂肪细胞萎缩［图４（６）］；软坚散组
滑膜组织受损较明显，滑膜层滑膜细胞排列致密、有

少量脂肪细胞，滑膜下层纤维组织增生［图 ４（７）］。
在３个时间点，３组大鼠膝关节囊中成纤维细胞数量
总体比较，差异均有统计学意义。在３个时间点，空
白组膝关节囊中成纤维细胞数量均少于模型组和软

坚散组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；
Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；药物干预开始前，软坚散组和
模型组膝关节囊中成纤维细胞数量比较，差异无统计

学意义（Ｐ＝０．５３５）；药物干预开始后２周和药物干
预结束后，软坚散组膝关节囊中成纤维细胞数量均少

于模型组（Ｐ＝０．０１１，Ｐ＝０．０１０）。表３。
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表１　３组大鼠膝关节活动度

组别
样本量／
只

膝关节活动度／（ｘ±ｓ，°）
药物干预开始前 药物干预开始后２周 药物干预结束后

空白组 ６ １２２．４３±４．５４ １２４．５０±５．０１ １２２．３３±４．０８
模型组 ６１） ６４．７８±２．６８ ８２．８３±６．０５ ９２．５０±２．７４
软坚散组 ７ ６５．１３±４．５２ ８８．６７±８．６２ １０７．１３±７．４１
Ｆ值 ５３０．８１７ ６７．４０４ ４４．８８６
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　　１）模型组药物干预开始后２周和药物干预结束后的样本量均为７只。

表２　３组大鼠膝关节囊厚度

组别
样本量／
只

膝关节囊厚度／（ｘ±ｓ，ｍｍ）
药物干预开始前 药物干预开始后２周 药物干预结束后

空白组 ６ ０．２５６±０．０２０ ０．２５４±０．０３６ ０．２５７±０．０２８
模型组 ６１） ０．５３３±０．０２４ ０．５３１±０．０１８ ０．５２７±０．０１７
软坚散组 ７ ０．５２８±０．０１２ ０．５２３±０．０１９ ０．５２１±０．０１４
Ｆ值 ４１２．２８２ １２５．８０３ ２１１．７０８
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　　１）模型组药物干预开始后２周和药物干预结束后的样本量均为７只。

绿色箭头指示处为纤维组织，黄色箭头指示处为成纤维细胞，蓝色箭头指示处为淋巴细胞，黑色箭头指示处为血管；各

分图中左侧图片放大倍数为１００倍，右侧图片放大倍数为４００倍，标尺＝５０μｍ。

图４　各组大鼠膝关节囊ＨＥ染色结果
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３．５　膝关节囊中ＴＧＦβ１水平　在３个时间点，３组
大鼠膝关节囊中 ＴＧＦβ１水平总体比较，差异均有统
计学意义。药物干预开始前，模型组和软坚散组膝关

节囊中ＴＧＦβ１水平均高于空白组（Ｐ＝０．００５，Ｐ＝
０．００４），软坚散组与模型组膝关节囊中 ＴＧＦβ１水平
的差异无统计学意义（Ｐ＝０．９２０）；药物干预开始后
２周时，模型组膝关节囊中 ＴＧＦβ１水平高于空白组

和软坚散组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００２），软坚散组与空白
组膝关节囊 ＴＧＦβ１水平的差异无统计学意义（Ｐ＝
０．５６３）；药物干预结束后，模型组膝关节囊中 ＴＧＦβ１
水平高于空白组和软坚散组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１），
软坚散组与空白组膝关节囊中ＴＧＦβ１水平的差异无
统计学意义（Ｐ＝０．７４５）。见图５、表４。

表３　３组大鼠膝关节囊中成纤维细胞数量

组别
样本量／
只

膝关节囊中成纤维细胞数量／（ｘ±ｓ，个）
药物干预开始前 药物干预开始后２周 药物干预结束后

空白组 ６ １．６７±０．９８ １．９３±１．０９ １．８０±０．９６

模型组 ６１） ９８．２５±１７．９７ ６８．９２±１７．５０ ４９．８３±１１．４１

软坚散组 ７ １０３．９２±１１．８５ ４６．１７±７．３７ ３１．７３±１０．６６

Ｆ值 ８５．３９２ ４８．５６５ ３４．７５５

Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　　１）模型组药物干预开始后２周和药物干预结束后的样本量均为７只。

　　　图中标尺＝４０μｍ。
图５　３组大鼠膝关节囊中转化生长因子β１免疫组织化学染色结果（×４００）
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表４　３组大鼠膝关节囊中转化生长因子β１水平

组别
样本量／
只

膝关节囊中转化生长因子β１水平／（ｘ±ｓ，％）
药物干预开始前 药物干预开始后２周 药物干预结束后

空白组 ６ ０．１４８±０．０６０ ０．１４７±０．０５４ ０．１４７±０．０５９
模型组 ６１） ２．４５４±１．３９２ １．１３６±０．４９１ ０．７６５±０．３３９
软坚散组 ７ ２．５１９±０．６５３ ０．２７１±０．０９５ ０．１９０±０．０７０
Ｆ值 ９．２４０ １３．７６５ １３．１０５
Ｐ值 ０．００７ ０．００２ ０．００２

　　　１）模型组药物干预开始后２周和药物干预结束后的样本量均为７只。

４　讨　论
创伤对膝关节结构的破坏和创伤后不当的固定

制动是导致创伤后膝关节活动障碍的主要原因。张

全兵［１１］的研究表明，无论是否干预，关节挛缩的恢复

主要发生在解除固定的早期。Ｚｈｏｕ等［１２－１３］的研究

也表明，关节挛缩早期关节功能恢复最快。本研究

中，克氏针拆除后模型组和软坚散组大鼠的膝关节活

动度均逐渐增大，至药物干预结束后时软坚散组的膝

关节活动度大于模型组。这提示郑氏芪藤软坚散可

以促进创伤性膝关节僵硬模型大鼠的膝关节功能

恢复。

本研究中，克氏针拆除后模型组和软坚散组大鼠

的膝关节囊厚度改善均不明显。这说明单纯通过自

然恢复或郑氏芪藤软坚散外敷对关节囊厚度的改善

作用有限，但郑氏芪藤软坚散外敷可作为改善关节囊

厚度的一种重要辅助措施。本研究中取材位置和测

量误差也可能对实验数据造成一定影响。

关节滑膜纤维化是关节挛缩发生的主要原因。

关节挛缩发生后，滑膜在组织学上的改变表现为细胞

外基质沉积和周围结缔组织增生［４－５］。本研究中关

节囊组织病理学观察显示，模型组和软坚散组的所有

切片均有不同程度的滑膜层脂肪细胞萎缩甚至消失，

滑膜下层可见成纤维细胞增生和新生血管形成，有部

分软骨变薄、软骨组织纤维化的倾向。软坚散组和模

型组关节囊的损伤仍然较明显，与关节活动度的恢复

不一致。这说明创伤性关节僵硬中关节囊的损伤，依

靠自然恢复或郑氏芪藤软坚散外敷不能有效改变其

病理变化趋势。以往的研究［１２，１４－１５］也证实了这

一点。

关节僵硬中关节滑膜纤维化是多种细胞因子共

同调节、相互作用的结果，其中ＴＧＦβ１在纤维化早期

的作用最为关键［５，１６－１８］，它可以促进成纤维细胞增

殖、分化及Ⅰ型胶原蛋白合成，而肌成纤维细胞被认

为是关节滑膜纤维化的主要效应细胞［１９］。当创伤发

生后，纤维母细胞被激活，大量增殖，分化为成纤维细

胞，使关节内组织发生纤维增生和粘连［２０－２２］。已有

研究表明，在关节僵硬发生过程中，关节滑膜和关节

软骨中 ＴＧＦβ１及其受体在 ｍＲＮＡ水平上的表达水
平升高，通过治疗后纤维化相关基因（Ⅰ型胶原和

ＴＧＦβ１）表达减少，纤维化改善［６，２３－２４］。本研究发

现，解除固定后，模型组和软坚散组大鼠关节囊中

ＴＧＦβ１水平较高、成纤维细胞数量较多，二者随时间
变化均呈下降趋势，但软坚散组下降速度更快。

关节僵硬属中医学“痹证”范畴。肢体受到外力

损伤后，局部气血瘀阻，肢体筋骨失养，久而关节屈伸

不利。郑氏芪藤软坚散中，三棱破血中之气，以破血

通经，莪术破气中之血，以破气消积，二药合用气血并

重，祛瘀止痛；海藻利水消肿、软坚散结；川芎、赤芍活

血行气、散瘀止痛；白蔹、生天南星、生半夏消肿散结；

苍术祛风散寒；生川乌、生草乌温通经络、利关节；山

豆根清热消肿；黄芪补气升阳、行滞通痹，鸡血藤补血

行血、舒筋活络，二者合用补益气血、祛痹扶正。诸药

相合，既可以活血散瘀、温筋镇痛，又能起到软坚散结

的作用。现代医学研究表明，以上药物中的生物活性

物质对膝关节周围炎症反应和纤维化过程都有明显

的抑制作用。半夏中的生物碱成分可以有效抑制前

列腺素Ｅ２、肿瘤坏死因子α、白细胞介素８、细胞间黏

附分子１的释放，从而发挥抗炎作用［２５］。黄芪中的

黄芪黄酮类化合物可以降低血小板黏附能力、促进血

液流动，改善受伤部位的血液循环，发挥活血化瘀、消

肿止痛的功效；此外，黄芪中的生物活性物质对心、

肝、肺、肾均有抗纤维化作用［２６］。黄芪、赤芍、三棱、

莪术中的生物活性物质能够降低α平滑肌肌动蛋白、

ＴＧＦβ１及其受体的表达水平，使细胞外基质的合成

减少并加速其降解，共同抑制组织纤维化［２７－３０］。川

乌、草乌中的乌头类生物碱能够抑制组胺释放、减轻
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组织水肿［３１］。山豆根中的山豆根碱在炎性反应的早

期可以提高毛细血管通透性，加速组织代谢，在组织

修复后期还可抑制肉芽组织增生，可以有效抑制损伤

修复的瘢痕增生［３２］。

本研究的结果提示，早期应用郑氏芪藤软坚散可

以促进创伤性膝关节僵硬模型大鼠膝关节功能恢复，

抑制成纤维细胞增殖和ＴＧＦβ１表达可能是其作用机
制之一。
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·作者须知·

论文中对数据进行统计学处理时需要注意的问题

　　１　对基线资料进行统计学分析　搜集资料应严密遵守随机抽样设计，保证样本从同质的总体中随机抽取，除了对比因素
外，其他可能影响结果的因素应尽可能齐同或基本接近，以保证组间的齐同可比性。因此，应对样本的基线资料进行统计学分

析，以证明组间的齐同可比性。

２　选择正确的统计检验方法　研究目的不同、设计方法不同、资料类型不同，选用的统计检验方法则不同。例如：２组计量
资料的比较应采用ｔ检验；而多组（≥３组）计量资料的比较应采用方差分析（即Ｆ检验），如果组间差异有统计学意义，想了解差
异存在于哪两组之间，再进一步做ｑ检验或ＬＳＤ－ｔ检验。许多作者对多组计量资料进行比较时采用两两组间 ｔ检验的方法是
错误的。又如：等级资料的比较应采用Ｒｉｄｉｔ分析或秩和检验或行平均得分差检验。许多作者对等级资料进行比较时采用卡方
检验的方法是错误的。

３　假设检验的推断结论不能绝对化　假设检验的结论是一种概率性的推断，无论是拒绝Ｈ０还是不拒绝Ｈ０，都有可能发生

错误（Ⅰ型错误和Ⅱ型错误）。因此，假设检验的推断结论不能绝对化。
４　Ｐ值的大小并不表示实际差别的大小　研究结论包括统计结论和专业结论两部分。统计结论只说明有无统计学意义，

而不能说明专业上的差异大小。Ｐ值的大小不能说明实际效果的“显著”或“不显著”。统计结果的解释和表达，应说对比组之
间的差异有（或无）统计学意义，而不能说对比组之间有（或无）显著的差异。Ｐ≤０．０１比 Ｐ≤０．０５更有理由拒绝 Ｈ０，并不表示

Ｐ≤０．０１时比Ｐ≤０．０５时实际差异更大。只有将统计结论和专业知识有机地结合起来，才能得出恰如其分的研究结论。若统计
结论与专业结论一致，则最终结论也一致；若统计结论与专业结论不一致，则最终结论需根据专业知识而定。判断被试因素的

有效性时，要求在统计学上和专业上都有意义。

５　假设检验的结果表达　Ｐ值传统采用０．０５和０．０１这２个界值，现在提倡给出Ｐ的具体数值和检验统计量的具体数值
（小数点后保留３位有效数字），主要理由是：①以前未推广统计软件之前，需要通过查表估计Ｐ值，现在使用统计软件会自动给

出具体的Ｐ值和检验统计量的具体值（ｔ值、Ｆ值、χ２值等）。②方便根据具体情况判断问题。例如Ｐ＝０．０５１与Ｐ＝０．０４９都是
小概率，不能简单地断定Ｐ＝０．０５１无统计学意义而Ｐ＝０．０４９有统计学意义。③便于对同类研究结果进行综合分析。
６　统计学符号的使用　统计学符号的使用应按照ＧＢ３３５８—８２《统计名词及符号》的规定，具体可参阅本刊投稿须知中的

有关要求。

·１２·　中医正骨２０２３年２月第３５卷第２期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０２３，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２　　　（总１０１）　　　
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