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摘　要　目的：探讨补肾活血方联合人脐带血间充质干细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｂｌｏｏｄｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＵＣＢ

ＭＳＣｓ）修复小鼠膝关节软骨缺损的效果及作用机制。方法：将２４只１０周龄雌性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为对照组、模型组、ｈＵＣＢ

ＭＳＣｓ组和补肾活血方联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组，每组６只。除对照组外，其余３组均用针头在小鼠股骨髁滑车关节面上造一个直径

０．４５ｍｍ、深１ｍｍ的圆柱形缺损。分别于造模后第１周、第２周、第３周，向ｈＵＣＢＭＳＣｓ组、补肾活血方联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠

膝关节腔内注射１０μＬ的ｈＵＣＢＭＳＣｓ悬液（２００个细胞·μＬ－１），向对照组和模型组小鼠膝关节腔内注射１０μＬ的生理盐水；各

组小鼠均每周注射１次。造模后第２天，补肾活血方联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠给予补肾活血方浓缩液（２０μＬ·ｇ－１）灌胃，对照组、

模型组和ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠每天给予等量生理盐水灌胃；各组小鼠均每天灌胃１次，共４周。灌胃结束后第２天，脱颈处死各组

小鼠，切取小鼠右侧膝关节，以ＭｉｃｒｏＣＴ观察小鼠膝关节软骨缺损区骨微结构；以阿尔新蓝－苏木素染色观察膝关节软骨缺损区

软骨退变情况，并采用国际骨关节炎研究学会（ＯｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓＲｅｓｅａｒｃｈＳｏｃｉｅｔｙＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，ＯＡＲＳＩ）评分对关节软骨退变情况进行

评估；采用免疫组织化学染色测定小鼠膝关节软骨缺损区软骨中Ⅱ型胶原蛋白α１链（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅡａｌｐｈａ１ｃｈａｉｎ，Ｃｏｌ２ａ１）和基质

金属蛋白酶１３（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１３，ＭＭＰ１３）的表达量。结果：①小鼠膝关节软骨缺损区骨微结构观察结果。对照组、

ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和补肾活血方联合 ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠膝关节软骨缺损区骨松质的骨密度均高于模型组（ＬＳＤｔ＝１８．４２５，

Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝－１０．１８６，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝－７．４８７，Ｐ＝０．０００），骨体积分数均高于模型组（ＬＳＤｔ＝７．２４２，Ｐ＝０．００２；ＬＳＤｔ＝

－５．２４３，Ｐ＝０．００６；ＬＳＤｔ＝－５．４４１，Ｐ＝０．００６），骨小梁厚度均大于模型组（ＬＳＤｔ＝７．５７５，Ｐ＝０．００２；ＬＳＤｔ＝－１０．００５，

Ｐ＝０．００２；ＬＳＤｔ＝－５．４０９，Ｐ＝０．００６），骨小梁数量均多于模型组（ＬＳＤｔ＝９．１６６，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝－１０．０１４，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝

－９．１４７，Ｐ＝０．０００），骨小梁分离度均小于模型组（ＬＳＤｔ＝－９．１２０，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝１０．３７５，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝７．６５０，Ｐ＝

０．００２）；ｈＵＣＢＭＳＣｓ组骨松质骨小梁数量少于对照组（ＬＳＤｔ＝３．０２７，Ｐ＝０．０３９）；其余各组之间两两比较，差异均无统计学意义。

②小鼠膝关节软骨缺损区软骨退变情况观察结果。与对照组相比，模型组小鼠关节软骨退变明显；与模型组相比，ｈＵＣＢＭＳＣｓ组

和补肾活血方联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠关节软骨退变较轻。对照组、ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和补肾活血方联合 ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠 ＯＡＲＳＩ

评分均低于模型组（ＬＳＤｔ＝－１１．７６２，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝１０．９４７，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝１４．７７９，Ｐ＝０．０００），补肾活血方联合 ｈＵＣＢ

ＭＳＣｓ组和对照组小鼠ＯＡＲＳＩ评分均低于 ｈＵＣＢＭＳＣｓ组（ＬＳＤｔ＝－５．６３５，Ｐ＝０．００５；ＬＳＤｔ＝－３．４４３，Ｐ＝０．０２６），对照组小鼠

ＯＡＲＳＩ评分低于补肾活血方联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组（ＬＳＤｔ＝－５．９１４，Ｐ＝０．００４）。③小鼠膝关节软骨缺损区软骨 Ｃｏｌ２ａ１和 ＭＭＰ１３

表达量测定结果。对照组、ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和补肾活血方联合 ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠膝关节软骨缺损区软骨 Ｃｏｌ２ａ１阳性表达面积均

大于模型组（ＬＳＤｔ＝９．８６３，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝４５．９９０，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝－１７．４０６，Ｐ＝０．０００），补肾活血方联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小

鼠膝关节软骨缺损区软骨Ｃｏｌ２ａ１阳性表达面积大于ｈＵＣＢＭＳＣｓ组（ＬＳＤｔ＝３．６２３，Ｐ＝０．０２２），补肾活血方联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和

ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠膝关节软骨缺损区软骨Ｃｏｌ２ａ１阳性表达面积与对照组的差异均无统计学意义（ＬＳＤｔ＝－１．６４３，Ｐ＝０．１７６；

ＬＳＤｔ＝０．５３３，Ｐ＝０．６２３）。对照组、ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和补肾活血方联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组ＭＭＰ１３阳性细胞数占比均低于模型组（ＬＳＤ

ｔ＝－１４．２９９，Ｐ＝０．００１；ＬＳＤｔ＝９．６８８，Ｐ＝０．００１；ＬＳＤｔ＝１５．６３８，Ｐ＝０．０００），补肾活血方联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组ＭＭＰ１３阳性细胞数

占比低于ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和对照组（ＬＳＤｔ＝－１１．４８８，Ｐ＝０．００７；ＬＳＤｔ＝３．５７８，Ｐ＝０．０２３），ｈＵＣＢＭＳＣｓ组 ＭＭＰ１３阳性细胞数占

比高于对照组（ＬＳＤｔ＝－９．４２５，Ｐ＝０．０００）。结论：补肾活血方联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ能明显改善小鼠膝关节软骨缺损区骨微结构，修

复软骨缺损，其作用机制可能与上调Ｃｏｌ２ａ１的表达和抑制ＭＭＰ１３的表达有关。
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ＢｕｓｈｅｎＨｕｏｘｕｅＦａｎｇ（补肾活血方）ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｂｌｏｏｄｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
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ＣＥＮＱｉａｎｙａｏ１，ＬＩＵＪｉａｎｇｙｕａｎ２，ＺＥＮＧＱｉｎｇｈｅ２，ＷＥＮＪｉｎｇｙｕａｎ２，ＷＵＣｏｎｇｚｉ２，ＷＡＮＧＸｕ２，ＷＵＺｈｅｎ３，ＪＩＮＨｏｎｇｔｉｎｇ２，
ＣＨＥＮＪｉａｌｉ２

１．ＴｈｅＳｅｃｏｎｄＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅｏｆＺｈｅｊｉａｎｇＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈａｎｇｚｈｏｕ３１００５３，Ｚｈｅｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ
２．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＴｒａｕｍａｔｏｌｏｇｙａｎｄＯｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓｏｆＺｈｅｊｉａｎｇＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈａｎｇｚｈｏｕ３１００５３，Ｚｈｅｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ
３．ＴｏｎｇｄｅＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＺｈｅｊｉａｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｈａｎｇｚｈｏｕ３１００１２，Ｚｈｅｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ
ＡＢＳＴＲＡＣＴ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＢｕｓｈｅｎＨｕｏｘｕｅＦａｎｇ（补肾活血方，ＢＳＨＸＦ）ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｈｕｍａｎ

ｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｂｌｏｏｄｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ｈＵＣＢＭＳＣｓ）ｉｎｒｅｐａｉｒｉｎｇｋｎｅｅａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｆｅｃｔｓｉｎｍｉｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｔｗｅｎｔｙ

ｆｏｕｒ１０ｗｅｅｋｏｌｄｆｅｍａｌｅＣ５７ＢＬ／６Ｊｍｉｃｅｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｎｄｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐａｎｄＢＳＨＸＦ

ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐ，６ｏｎｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ａｃｙｌｉｎｄｒｉｃａｌｄｅｆｅｃｔ（０．４５ｍｍｉｎｄｉａｍｅｔｅｒａｎｄ１ｍｍｉｎｄｅｐｔｈ）ｗａｓｃｒｅａｔｅｄｏｎｔｈｅ

ａｒｔｉｃｕｌａｒｓｕｒｆａｃｅｏｆｔｒｏｃｈｌｅａｏｆｆｅｍｏｒａｌｃｏｎｄｙｌｅｗｉｔｈａｎｅｅｄｌｅｉｎｍｉｃｅｅｘｃｅｐｔｆｏｒｔｈｅｏｎｅｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ａｔｗｅｅｋ１，２ａｎｄ３ａｆｔｅｒｔｈｅｍｏｄｅ

ｌｉｎｇ，ｔｈｅｍｉｃｅｉｎｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐａｎｄＢＳＨＸＦｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｔｅｒｖｅｎｅｄｂｙｋｎｅｅｉｎｔｒａａｒｔｉｃｕｌａｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｈＵＣＢＭＳＣｓｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ（１０μＬ，２００ｃｅｌｌｓ／μＬ），ｗｈｉｌｅｔｈｅｏｎｅｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｄｏｓｅｏｆｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ．Ａｌｌ

ｍｉｃｅｗｅｒｅｉｎｔｅｒｖｅｎｅｄｏｎｃｅａｗｅｅｋ．Ｏｎｄａｙ２ａｆｔｅｒｔｈｅｍｏｄｅｌｉｎｇ，ｔｈｅｍｉｃｅｉｎＢＳＨＸＦｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｄ

ｍｉｎｉｓｔｒａｔｅｄｗｉｔｈＢＳＨＸＦｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｉｎｄｏｓａｇｅｏｆ２０μＬ／ｇ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｏｎｅｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅ

ｓａｍｅｄｏｓｅｏｆｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ．Ａｌｌｍｉｃｅｗｅｒｅｉｎｔｅｒｖｅｎｅｄｏｎｃｅａｄａｙｆｏｒｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ４ｗｅｅｋｓ．Ｏｎｄａｙ２ａｆｔｅｒｔｈｅｅｎｄｏｆｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｄｍｉｎｉｓｔｒａ

ｔｉｏｎ，ａｌｌｍｉｃｅｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄｂｙｃｅｒｖｉｃａｌｄｉｓｌｏｃａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｉｒｒｉｇｈｔｋｎｅｅｓｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄ．Ｔｈｅｂｏｎｅｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｉｎｔｈｅｋｎｅｅａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｆｅｃｔｚｏｎｅｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｕｓｉｎｇＭｉｃｒｏＣＴａｎｄａｌｃｉａｎｂｌｕｅｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ（ＡＢＨ）ｓｔａｉｎｉｎｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄ

ｔｈｅｋｎｅｅａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇＯｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓＲｅｓｅａｒｃｈＳｏｃｉｅｔｙＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ（ＯＡＲＳＩ）ｓｃｏｒｅ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，

ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅡａｌｐｈａ１ｃｈａｉｎ（Ｃｏｌ２ａ１）ａｎｄｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１３（ＭＭＰ１３）ｉｎｔｈｅｃａｒｔｉｌａｇｅｏｆｋｎｅｅａｒｔｉｃｕｌａｒ

ｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｆｅｃｔｚｏｎｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：①Ｉｎｔｈｅｋｎｅｅａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｆｅｃｔｚｏｎｅ，ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ，ｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐａｎｄＢＳＨＸＦｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐｅｘｈｉｂｉｔｅｄｈｉｇｈｅｒｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌｄｅｎｓｉｔｙａｎｄｂｏｎｅｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎ，

ｔｈｉｃｋｅｒｔｒａｂｅｃｕｌａｅ，ｍｏｒｅｔｒａｂｅｃｕｌａｅ，ａｎｄｌｏｗｅｒｔｒａｂｅｃｕｌａｒｓｅｐａｒａｔｉｏｎｉｎｃａｎｃｅｌｌｏｕｓｂｏｎｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｏｆｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ＬＳＤｔ＝１８．４２５，

Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝－１０．１８６，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝－７．４８７，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝７．２４２，Ｐ＝０．００２；ＬＳＤｔ＝－５．２４３，Ｐ＝０．００６；ＬＳＤｔ＝

－５．４４１，Ｐ＝０．００６；ＬＳＤｔ＝７．５７５，Ｐ＝０．００２；ＬＳＤｔ＝－１０．００５，Ｐ＝０．００２；ＬＳＤｔ＝－５．４０９，Ｐ＝０．００６；ＬＳＤｔ＝９．１６６，Ｐ＝０．０００；

ＬＳＤｔ＝－１０．０１４，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝－９．１４７，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝－９．１２０，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝１０．３７５，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝７．６５０，Ｐ＝

０．００２）．ＴｈｅｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐｄｉｓｐｌａｙｅｄｌｅｓｓｔｒａｂｅｃｕｌａｅｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＬＳＤｔ＝３．０２７，Ｐ＝０．０３９）．Ｆｕｒｔｈｅｒｐａｉｒｗｉｓｅｃｏｍｐａｒｉ

ｓｏｎａｍｏｎｇｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓｓｈｏｗｅｄｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．②Ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｋｎｅｅａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｄｍｏｒｅｏｂｖｉ

ｏｕｓｌｙｉｎｍｉｃｅｏｆｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｗｈｉｌｅ，ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍｉｃｅｉｎｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐａｎｄＢＳＨＸＦｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｈＵＣＢＭＳＣｓ

ｇｒｏｕｐｅｘｈｉｂｉｔｅｄｓｌｉｇｈｔｋｎｅｅａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ．ＴｈｅＯＡＲＳＩｓｃｏｒｅｗａｓｌｏｗｅｒｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐａｎｄＢＳＨＸＦ

ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ＬＳＤｔ＝－１１．７６２，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝１０．９４７，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝１４．７７９，

Ｐ＝０．０００），ａｎｄｗａｓｌｏｗｅｒｉｎＢＳＨＸＦｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐ（ＬＳＤｔ＝

－５．６３５，Ｐ＝０．００５；ＬＳＤｔ＝－３．４４３，Ｐ＝０．０２６），ａｎｄｗａｓｌｏｗｅｓｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＬＳＤｔ＝－５．９１４，Ｐ＝０．００４）．③Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎａｒｅａｏｆＣｏｌ２ａ１ｉｎｃａｒｔｉｌａｇｅｏｆｋｎｅｅａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｆｅｃｔｚｏｎｅｗａｓｌａｒｇｅｒｉｎｍｉｃｅｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐａｎｄＢＳＨＸＦ

ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ＬＳＤｔ＝９．８６３，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝４５．９９０，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝－１７．４０６，

Ｐ＝０．０００），ａｎｄｗａｓｌａｒｇｅｒｉｎｍｉｃｅｏｆＢＳＨＸＦｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐ（ＬＳＤｔ＝３．６２３，Ｐ＝

０．０２２）；ｗｈｉｌｅ，ｔｈｅＢＳＨＸＦｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐａｎｄｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐｄｉｄｎ’ｔｄｉｆｆｅｒｆｒｏｍｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｉｎｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎａｒｅａｏｆＣｏｌ２ａ１ｉｎｃａｒｔｉｌａｇｅｏｆｋｎｅｅａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｆｅｃｔｚｏｎｅｉｎｍｉｃｅ（ＬＳＤｔ＝－１．６４３，Ｐ＝０．１７６；ＬＳＤｔ＝０．５３３，Ｐ＝

０．６２３）．ＴｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＭＭＰ１３ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｗａｓｌｏｗｅｒｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐａｎｄＢＳＨＸＦｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｈＵＣＢＭＳＣｓ

ｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ＬＳＤｔ＝－１４．２９９，Ｐ＝０．００１；ＬＳＤｔ＝９．６８８，Ｐ＝０．００１；ＬＳＤｔ＝１５．６３８，Ｐ＝０．０００），ａｎｄｗａｓｌｏｗｅｒｉｎ

ＢＳＨＸＦｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐ，ａｎｄｗａｓｌｏｗｅｓｔｉｎＢＳＨＸＦｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ

ｈＵＣＢＭＳＣｓｇｒｏｕｐ（ＬＳＤｔ＝－１１．４８８，Ｐ＝０．００７；ＬＳＤｔ＝３．５７８，Ｐ＝０．０２３；ＬＳＤｔ＝－９．４２５，Ｐ＝０．０００）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＢＳＨＸＦｃｏｍ

ｂｉｎｅｄｗｉｔｈｈＵＣＢＭＳＣｓｃａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｂｏｎｅｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ａｎｄｒｅｐａｉｒｔｈｅｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｆｅｃｔｓｉｎｋｎｅｅａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｆｅｃｔ

·６·　　　（总８８６）　　中医正骨２０２３年１２月第３５卷第１２期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０２３，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１２　

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ｂｏｎｅｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ；ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　膝关节软骨附着于关节表面，发挥着润滑关节、
吸收震荡、承受负荷的功能。膝关节软骨缺损会严重

影响患者的日常生活和基本活动，其临床表现为关节

疼痛、僵硬、肿胀等。据统计，全球６０岁以上人群中，

１０％的男性和１８％的女性存在膝关节软骨缺损［１］。

尽管针对关节软骨缺损的修复已有大量研究，但至今

仍未取得令人满意的成果。

间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）是

一类源自中胚层的多能干细胞［２］，具有强大的自我更

新和分化为多种细胞谱系的能力［３］。其中，人脐带血

间充质干细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｂｌｏｏｄｄｅｒｉｖｅｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＵＣＢＭＳＣｓ）具有良好的成

骨、成软骨诱导分化和集落刺激能力［４］。随着干细胞

研究的深入和临床应用技术的不断发展，ｈＵＣＢＭＳＣｓ
将在软骨损伤修复领域发挥更加重要的作用。

研究已证实，中药复方对缺损软骨也具有修复作

用［５］。补肾活血方由右归饮化裁而来，临床上我们将

其用于治疗膝关节软骨损伤，并取得了满意的疗效。

我们团队前期研究已证明，补肾活血方可刺激 ＭＳＣｓ
的增殖和迁移并上调转化生长因子β的表达，从而
促进软骨细胞外基质Ⅱ型胶原蛋白 α１链（ｃｏｌｌａｇｅｎ
ｔｙｐｅⅡａｌｐｈａ１ｃｈａｉｎ，Ｃｏｌ２ａ１）的表达，进而加速软骨组

织的修复与再生［６－７］。为了探讨补肾活血方联合

ｈＵＣＢＭＳＣｓ修复膝关节软骨缺损的效果和可能的作
用机制，我们进行了相关动物实验，现总结报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　１０周龄雌性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠２４只，
体质量（２０±５）ｇ，均由浙江中医药大学动物实验研究
中心提供，动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（浙）２０１９０００２。
动物饲养及实验均在浙江中医药大学动物实验研究中

心进行，实验方案经浙江中医药大学实验动物管理与

伦理委员会审查通过，伦理批号：ＩＡＣＵＣ２０２２０４１８２３。
１．２　实验试剂　ｈＵＣＢＭＳＣｓ（杭州易文赛生物技术
有限公司），４％多聚甲醛（北京索莱宝公司）、１４％乙
二胺四乙酸二钠（上海生工生物工程股份有限公司）、

阿尔新蓝－苏木素（ａｌｃｉａｎｂｌｕｅｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ，ＡＢＨ）（美
国Ｓｉｇｍａ公司），Ｃｏｌ２ａ１单克隆抗体（英国 Ａｂｃａｍ公

司），兔抗鼠基质金属蛋白酶１３（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ
ａｓｅ１３，ＭＭＰ１３）单克隆抗体（英国Ａｂｃａｍ公司），藻红
蛋白（ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ，ＰＥ）、异硫氰酸荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ

ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）、荧光素别藻蓝蛋白（ａｌｌｏｐｈｙｃｏ
ｃｙａｎｉｎ，ＡＰＣ）、ＰＢ４５０（苏州四正柏生物科技有限

公司）。

１．３　实验仪器　ＸＳ２０５ＤＵ型电子天平（瑞士梅特

勒－托利多公司），ＶＩＰ５Ｊｒ型组织脱水机（日本樱花
公司），ＥＣ３５０型组织包埋机（德国美康），ＨＭ３５５Ｓ

型石蜡切片机（德国 Ｍｉｃｒｏｍ公司），显微镜和显微拍
摄系统（德国蔡司公司），ＳｋｙＳｃａｎ１１７６型 ＭｉｃｒｏＣＴ

（比利时Ｂｒｕｋｅｒ公司）。

２　方　法
２．１　补肾活血方浓缩液制备　补肾活血方药物组
成：熟地黄９ｇ、杜仲４ｇ、炮附子６ｇ、枸杞子９ｇ、山茱

萸６ｇ、红花３ｇ、山药６ｇ、甘草片３ｇ、肉桂６ｇ、桃仁
６ｇ。肉桂和桃仁加１０倍量６０％乙醇回流提取３次，

其余药物加１２倍量水回流提取３次，最终将醇提物
和水提物充分混合均匀，制成每毫升含１．７ｇ生药的

浓缩液。

２．２　ｈＵＣＢＭＳＣｓ的表型鉴定　取传至第 ４代的

ｈＵＣＢＭＳＣｓ，待细胞长至培养皿８０％～９０％时进行鉴
定。用０．２５％胰蛋白酶室温下消化１～２ｍｉｎ，９００×ｇ

离心 １５ｍｉｎ，收集细胞沉淀，ＰＢＳ洗涤 ３次，制成
６００μＬ的细胞悬液。取 ４支流式管，先于每管加

１００μＬ细胞悬液，再分别向管中加入以 ＰＥ标记鼠抗
人 ＣＤ３４、ＦＩＴＣ标记鼠抗人 ＣＤ４５、ＡＰＣ标记鼠抗人

ＣＤ９０、ＰＢ４５０标记鼠抗人 ＣＤ２９各表型抗体 ２０μＬ。
避光孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次后，用流式细胞仪检

测细胞表面标志物 ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ９０、ＣＤ２９的表
达率。

２．３　分组与造模　将２４只小鼠称重后按体质量排
序编号，从随机数字表中选取２４个连续的２位数记

录在小鼠编号下方，再将２４个随机数字从小到大排
序，随机数字排序１～６对应的小鼠纳入对照组、７～

１２对应的小鼠纳入模型组、１３～１８对应的小鼠纳入
ｈＵＣＢＭＳＣｓ组、１９～２４对应的小鼠纳入补肾活血方

·７·　中医正骨２０２３年１２月第３５卷第１２期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０２３，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１２　　（总８８７）　　　




联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组。用氯胺酮溶液将小鼠麻醉后，
仰卧于手术台上，以小鼠膝关节为中心备皮和局部消

毒。沿小鼠髌骨内侧做纵形切口，钝性分离髌韧带周

围软组织后，向外侧挤压髌骨使髌骨向外侧脱位。暴

露膝关节面后，用１ｍＬ注射器针头（型号２６Ｇ）在模
型组、ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和补肾活血方联合 ｈＵＣＢＭＳＣｓ
组小鼠股骨髁滑车关节面上造一个直径０．４５ｍｍ、深
１ｍｍ的圆柱形缺损［８］。用生理盐水冲洗切口后，复

位髌骨，闭合关节腔，逐层缝合。对照组小鼠采用同

样的手术方法，但在股骨髁滑车关节面不做任何

处理。

２．４　药物干预　分别于造模后第 １周、第 ２周、
第３周，向 ｈＵＣＢＭＳＣｓ组、补肾活血方联合 ｈＵＣＢ
ＭＳＣｓ组小鼠膝关节腔内注射 １０μＬ的 ｈＵＣＢＭＳＣｓ
溶液（２００个细胞·μＬ－１），向对照组和模型组小鼠膝

关节腔内注射１０μＬ的生理盐水；各组小鼠均每周注
射１次。造模后第２天，补肾活血方联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ

组小鼠给予补肾活血方浓缩液（２０μＬ·ｇ－１）灌胃，对

照组、模型组和 ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠每天给予等量生
理盐水灌胃；各组小鼠均每天灌胃１次，共４周。小
鼠灌胃给药量按照“人和动物间体表面积折算的等效

剂量比值”［９］进行计算。

２．５　实验指标观察
２．５．１　小鼠膝关节软骨缺损区骨微结构观察　灌胃
结束后第２天，脱颈处死各组小鼠，切取小鼠右侧膝
关节。将膝关节标本用保鲜膜包好，置于 ＭｉｃｒｏＣＴ
载物台上，以股骨远端为中心选择感兴趣区域，对其

中的骨松质进行二维扫描，获得重建图像后观察小鼠

膝关节软骨缺损区骨微结构，并用 ＣＴＡｎ１．１０软件定
量分析骨松质的骨密度、骨体积分数、骨小梁数量、骨

小梁厚度及骨小梁分离度。

２．５．２　小鼠膝关节软骨缺损区软骨退变情况观察　
ＭｉｃｒｏＣＴ检查结束后，将小鼠膝关节标本置于４％多
聚甲醛中固定３ｄ，１４％乙二胺四乙酸二钠脱钙１４ｄ，
流水冲洗２４ｈ后脱水，常规石蜡包埋、切片，切片厚
度为３μｍ。随机选取各组小鼠部分膝关节切片，进
行ＡＢＨ染色，在光学显微镜下观察并采集图像。采
用ＩｍａｇｅＪ软件对染色图片进行处理后，采用国际骨
关节炎研究学会（ＯｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓＲｅｓｅａｒｃｈＳｏｃｉｅｔｙＩｎｔｅｒ
ｎａｔｉｏｎａｌ，ＯＡＲＳＩ）评分［１０］评估关节软骨退变情况，

ＯＡＲＳＩ评分越高退变越严重。

２．５．３　小鼠膝关节软骨缺损区软骨 Ｃｏｌ２ａ１和
ＭＭＰ１３表达量测定　随机选取各组小鼠部分膝关节
切片，在柠檬酸钠溶液中修复４ｈ，然后滴加相应一抗
４℃过夜。第２天滴加同源二抗室温孵育３０ｍｉｎ，然
后滴加ＤＡＢ显影。最后，在显微镜下观察并采集图
像。采用ＩｍａｇｅＪ软件对图像进行分析，测定 Ｃｏｌ２ａ１
阳性表达面积和ＭＭＰ１３阳性细胞占比（阳性细胞数
占细胞总数的百分比）。

２．６　数据统计　采用 ＳＰＳＳ２５．０软件进行数据统计
分析，对照组、模型组、ｈＵＣＢＭＳＣｓ组及补肾活血方
联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组骨松质的骨密度、骨体积分数、骨
小梁厚度、骨小梁数量、骨小梁分离度、Ｃｏｌ２ａ１阳性表
达面积、ＭＭＰ１３阳性细胞数占比的组间整体比较均
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　ｈＵＣＢＭＳＣｓ表型鉴定结果　流式细胞仪检测
传代ｈＵＣＢＭＳＣｓ中 ＣＤ４５阳性细胞比率为９９．９２％，
ＣＤ３４阳性细胞比率为９９．９６％，ＣＤ９０的阳性细胞比率
为９８．８５％，ＣＤ２９的阳性细胞比率为９８．０６％（图１）。
３．２　小鼠膝关节软骨缺损区骨微结构观察结果　实
验过程中模型组和 ｈＵＣＢＭＳＣｓ组各有 １只小鼠死
亡；此外，有６只小鼠的数据明显异于其他小鼠，其中
对照组和补肾活血方联合 ｈＵＣＢＭＳＣｓ组各有２只、
模型组和ｈＵＣＢＭＳＣｓ组各有１只小鼠，数据统计时
均予以剔除。对照组、ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和补肾活血方
联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠膝关节软骨缺损区的骨松质
骨密度均高于模型组（ＬＳＤｔ＝１８．４２５，Ｐ＝０．０００；
ＬＳＤｔ＝－１０．１８６，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝－７．４８７，Ｐ＝
０．０００）；其余各组小鼠膝关节软骨缺损区骨松质骨密
度比较，差异均无统计学意义（ＬＳＤｔ＝－１．３３６，Ｐ＝
０．２５３；ＬＳＤｔ＝－０．４７８，Ｐ＝０．６５３；ＬＳＤｔ＝０．５４４，
Ｐ＝０．６１０）。对照组、ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和补肾活血方联
合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠膝关节软骨缺损区的骨松质骨
体积分数均高于模型组（ＬＳＤｔ＝７．２４２，Ｐ＝０．００２；
ＬＳＤｔ＝－５．２４３，Ｐ＝０．００６；ＬＳＤｔ＝－５．４４１，Ｐ＝
０．００６）；其余各组小鼠骨松质骨体积分数比较，差异
均无统计学意义（ＬＳＤｔ＝１．４１０，Ｐ＝０．２３１；ＬＳＤｔ＝
１．６００，Ｐ＝０．１８５；ＬＳＤｔ＝０．０１０，Ｐ＝０．９９３）。对照
组、ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和补肾活血方联合 ｈＵＣＢＭＳＣｓ组
小鼠骨松质骨小梁厚度大于模型组（ＬＳＤｔ＝７．５７５，
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Ｐ＝０．００２；ＬＳＤｔ＝－１０．００５，Ｐ＝０．００２；ＬＳＤｔ＝
－５．４０９，Ｐ＝０．００６）；其余各组小鼠骨松质骨小梁厚
度比较，差异均无统计学意义（ＬＳＤｔ＝－１．８４７，Ｐ＝
０．１３９；ＬＳＤｔ＝－０．２２２，Ｐ＝０．８３５；ＬＳＤｔ＝１．１２４，
Ｐ＝０．３２４）。对照组、ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和补肾活血方联
合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠骨松质骨小梁数量多于模型组
（ＬＳＤｔ＝９．１６６，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝－１０．０１４，Ｐ＝
０．０００；ＬＳＤｔ＝－９．１４７，Ｐ＝０．０００），ｈＵＣＢＭＳＣｓ组骨
松质骨小梁数量少于对照组（ＬＳＤｔ＝３．０２７，Ｐ＝

０．０３９），其余各组小鼠骨松质骨小梁数量的差异均无
统计学意义（ＬＳＤｔ＝２．３０１，Ｐ＝０．０８３；ＬＳＤｔ＝
－０．７５２，Ｐ＝０．４９４）。对照组、ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和补肾
活血方联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠骨松质骨小梁分离度
小于模型组（ＬＳＤｔ＝－９．１２０，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝
１０．３７５，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝７．６５０，Ｐ＝０．００２）；其余各
组小鼠骨松质骨小梁分离度比较，差异均无统计学意

义（ＬＳＤｔ＝－０．９０５，Ｐ＝０．４１７；ＬＳＤｔ＝－０．５２６，Ｐ＝
０．６２７；ＬＳＤｔ＝０．２０２，Ｐ＝０．８５０）。见图２、表１。

图１　人脐带血间充质干细胞表型鉴定结果

图２　药物干预后小鼠膝关节软骨缺损区ＭｉｃｒｏＣＴ图像

表１　药物干预后小鼠膝关节软骨缺损区骨松质骨微结构参数

组别
样本量／
只

骨密度／
（ｘ±ｓ，ｇ·ｃｍ－３）

骨体积分数／
（ｘ±ｓ，％）

骨小梁厚度／
（ｘ±ｓ，ｍｍ）

骨小梁数量／
（ｘ±ｓ，个·ｍｍ－１）

骨小梁分离度／
（ｘ±ｓ，ｍｍ）

对照组 ４ ０．４５５±０．０２１ ６８．８０７±１．２１１ ０．１０４±０．００８ ６．８６１±０．３５１ ０．１０３±０．００６
模型组 ４ ０．２１２±０．０１０ ４４．２２７±５．７５３ ０．０６１±０．００６ ４．６７９±０．２１６ ０．１４５±０．００５

ｈＵＣＢＭＳＣｓ１）组 ４ ０．４９５±０．０４７ ６５．４１４＋３．９８７ ０．１１６±０．００８ ６．１９４±０．１４９ ０．１０７±０．００４
补肾活血方联合

ｈＵＣＢＭＳＣｓ１）组 ４ ０．４７３±０．０５８ ６５．３８５±３．５０２ ０．１０６±０．０１３ ６．３０９±０．２２１ ０．１０６±０．００８

Ｆ值 ４１．６００ ２４．２９７ ２１．３７７ ４３．４６４ ３７．２７５
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：１）人脐带血间充质干细胞。
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３．３　小鼠膝关节软骨缺损区软骨退变情况观察结果
实验过程中模型组和ｈＵＣＢＭＳＣｓ组各有１只小鼠死
亡；对照组和补肾活血方联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组各有１只
小鼠的数据明显异于其他小鼠，数据统计时均予以剔

除。对照组小鼠膝关节软骨基质呈深蓝色，模型组小

鼠膝关节软骨基质呈浅蓝色，ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和补肾
活血方联合 ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠膝关节软骨基质颜色
较模型组深，颜色越浅退变越严重（图３）。各组小鼠
ＯＡＲＳＩ评分的差异有统计学意义［（０．３８７±０．５４１）分，
（４．６７２±０．３２５）分，（２．３３０±０．１７８）分，（１．５１７±
０．１７６）分，Ｆ＝８５．７８１，Ｐ＝０．０００）］，对照组、ｈＵＣＢ
ＭＳＣｓ组和补肾活血方联合 ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠
ＯＡＲＳＩ评分低于模型组（ＬＳＤｔ＝－１１．７６２，Ｐ＝
０．０００；ＬＳＤｔ＝１０．９４７，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝１４．７７９，
Ｐ＝０．０００），补肾活血方联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和对照组
小鼠 ＯＡＲＳＩ评分均低于 ｈＵＣＢＭＳＣｓ组（ＬＳＤｔ＝
－５．６３５，Ｐ＝０．００５；ＬＳＤｔ＝－３．４４３，Ｐ＝０．０２６），对
照组小鼠 ＯＡＲＳＩ评分低于补肾活血方联合 ｈＵＣＢ
ＭＳＣｓ组（ＬＳＤｔ＝－５．９１４，Ｐ＝０．００４）。
３．４　小鼠膝关节软骨缺损区软骨Ｃｏｌ２ａ１和ＭＭＰ１３
表达量测定结果　药物干预后 Ｃｏｌ２ａ１免疫组化结果
显示：对照组小鼠软骨基质 Ｃｏｌ２ａ１阳性表达区颜色
深且范围大；模型组小鼠软骨基质 Ｃｏｌ２ａ１阳性表达
区颜色浅且范围小；与模型组相比，ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和
补肾活血方联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠软骨基质 Ｃｏｌ２ａ１

阳性表达区颜色明显变深、范围明显变大（图４）。对
照组、ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和补肾活血方联合 ｈＵＣＢＭＳＣｓ
组小鼠膝关节软骨缺损区软骨 Ｃｏｌ２ａ１阳性表达面积
均大于模型组（ＬＳＤｔ＝９．８６３，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝
４５．９９０，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤｔ＝－１７．４０６，Ｐ＝０．０００），补
肾活血方联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠膝关节软骨缺损区
软骨Ｃｏｌ２ａ１阳性表达面积大于 ｈＵＣＢＭＳＣｓ组（ＬＳＤ
ｔ＝３．６２３，Ｐ＝０．０２２），补肾活血方联合 ｈＵＣＢＭＳＣｓ
组和 ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠膝关节软骨缺损区软骨
Ｃｏｌ２ａ１阳性表达面积与对照组的差异均无统计学意
义（ＬＳＤｔ＝－１．６４３，Ｐ＝０．１７６；ＬＳＤｔ＝０．５３３，Ｐ＝
０．６２３），见表２。

药物干预后 ＭＭＰ１３免疫组化结果显示：模型组
小鼠ＭＭＰ１３阳性细胞呈棕色，且数量较多；与模型组
相比，对照组、ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和补肾活血方联合
ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠 ＭＭＰ１３阳性细胞数明显减少
（图５）。对照组、ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和补肾活血方联合
ｈＵＣＢＭＳＣｓ组ＭＭＰ１３阳性细胞数占比均低于模型
组（ＬＳＤｔ＝－１４．２９９，Ｐ＝０．００１；ＬＳＤｔ＝９．６８８，Ｐ＝
０．００１；ＬＳＤｔ＝１５．６３８，Ｐ＝０．０００），补肾活血方联合
ｈＵＣＢＭＳＣｓ组 ＭＭＰ１３阳性细胞数占比低于 ｈＵＣＢ
ＭＳＣｓ组和对照组（ＬＳＤｔ＝－１１．４８８，Ｐ＝０．００７；ＬＳＤ
ｔ＝３．５７８，Ｐ＝０．０２３），ｈＵＣＢＭＳＣｓ组 ＭＭＰ１３阳性细
胞数占比高于对照组（ＬＳＤｔ＝－９．４２５，Ｐ＝０．０００），
见表２。

ＡＢＨ为阿尔新蓝－苏木素，①为对照组，②为模型组，③为人脐带血间充质干细胞组，④为补肾活血方联合人脐带血间充

质干细胞组。

图３　药物干预后小鼠膝关节软骨缺损区软骨组织阿尔新蓝－苏木素染色结果
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①为对照组，②为模型组，③为人脐带血间充质干细胞组，④为补肾活血方联合人脐带血间充质干细胞组。

图４　药物干预后小鼠关节软骨组织中Ⅱ型胶原蛋白α１链表达的免疫组织化学检测结果

①为对照组，②为模型组，③为人脐带血间充质干细胞组，④为补肾活血方联合人脐带血间充质干细胞组，红色箭头指基

质金属蛋白酶１３阳性细胞。

图５　药物干预后小鼠关节软骨组织中基质金属蛋白酶１３表达的免疫组织化学检测结果

表２　药物干预后小鼠关节软骨组织中Ⅱ型胶原蛋白α１链阳性表达面积和基质金属蛋白酶１３阳性细胞数占比

组别 样本量／只 Ｃｏｌ２ａ１２）阳性表达面积／
（ｘ±ｓ，ｍｍ２）

ＭＭＰ１３３）阳性细胞数占比／
（ｘ±ｓ，％）

对照组 ５ ４２．９０４±５．２６９ １９．３３４±１．４１１
模型组 ５ １２．７１５±０．５８４ ５０．７０５±３．５２９

ｈＵＣＢＭＳＣｓ１）组 ５ ４１．２６１±０．９０２ ２９．７０７±１．２８２
补肾活血方联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ１）组 ５ ４８．９３６±３．５５７ １４．３９７±１．９２９

Ｆ值 ７５．４４４ １５７．００５
Ｐ值 ０．０００ ０．０００

　　注：１）人脐带血间充质干细胞；２）Ⅱ型胶原蛋白α１链；３）基质金属蛋白酶１３。

４　讨　论
膝关节软骨无神经、淋巴分布，也没有直接的血

液供应。它的营养主要来源于周围关节滑液的滋润

以及软骨下骨少量的血液供应。因此，膝关节软骨损

伤后很难自身修复［１１－１２］，这严重影响了患者的正常

生活。膝关节软骨缺损较为常见，可单独发生，也可
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与前交叉韧带和半月板损伤同时发生［１３］。软骨缺损

可能是骨关节炎的早期表现，也可能是骨关节炎发展

的一个重要因素［１４］。在本研究中，我们发现软骨缺

损小鼠的骨松质骨密度、骨体积分数、骨小梁数量明

显下降，骨小梁厚度和骨小梁分离度显著增加。这提

示软骨的破坏可能会加速骨质破坏，从而为骨关节炎

的发展埋下隐患。目前，根据软骨退变程度，临床上

治疗软骨损伤的常见方法可分为三类：姑息治疗、修

复治疗和再生治疗［１５］。尽管这些方法在治疗软骨损

伤方面取得了一定的疗效，但都无法达到完全根治的

效果。因此，寻找更好的治疗软骨损伤的方法对于提

高患者生存质量具有重要意义。

近年来，干细胞治疗为软骨损伤的修复提供了一

种具有前景的治疗策略，但治疗的关键在于确保干细

胞能够正常分化或被诱导分化［１６］。ＭＳＣｓ是一类早
期未分化细胞，具有自我复制、自我更新、无限增殖及

多向分化潜能等特点［１７］。它们可以通过分泌细胞因

子、促进内源性组织器官的干祖细胞增殖及进行免疫

调节等方式，作为种子细胞来实现组织器官的修复。

在退行性骨关节炎中，ＭＳＣｓ被视为是治疗软骨缺损
的潜在细胞来源［１８］。其治疗作用方式通常有２种：
一是直接从ＭＳＣｓ分化为软骨细胞，二是优化关节内
环境［１９］。这也为我们利用 ＭＳＣｓ治疗软骨缺损提供
了一定的思路。ＭＳＣｓ可来源于骨髓、脐带、滑液、滑
膜、脂肪、皮肤等多种组织，对组织修复与再生有强大

的作用［２０］。其中，胎盘和脐带是同种异体ＭＳＣｓ的主
要来源，这些来源的 ＭＳＣｓ也已成为目前较容易获得
的ＭＳＣｓ［２１］。然而，关于 ｈＵＣＢＭＳＣｓ机制的研究还

相对较少。Ｗａｎｇ等［２２］的研究表明，与来源于骨髓的

ＭＳＣｓ相比，ｈＵＣＢＭＳＣｓ具有相似的形态学表型特
征，包括各种表型标志物的表达、免疫原性、体外免疫

调节效力和多谱系分化能力，但 ｈＵＣＢＭＳＣｓ具有更
高的克隆原性、增殖和迁移潜力，并能明显促进相关

软骨生成因子的分泌。此外，也有研究［２３］证明，

ｈＵＣＢＭＳＣｓ相比于来源于骨髓的 ＭＳＣｓ更有利于修
复软骨缺损。

“髓”作为奇恒之腑的重要组成部分，在骨伤疾病

的发生和发展过程中起着关键作用。骨病的一个重

要环节就是骨枯髓萎。髓内营养系统是骨的重要营

养来源。若骨骼失去髓的滋养，则骨骼脆弱无力。补

肾活血方由《景岳全书》中的补肾经方右归饮化载而

来，具有补肾活血、壮筋止痛之功效。临床上采用该

方治疗骨关节炎，能缓解患者临床症状和改善关节功

能。目前已有相关研究报道，补肾活血方能通过调控

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，降低 Ｗｎｔ２、βｃａｔｅｎｉｎ、糖原
合成激酶３β的表达量，从而抑制软骨细胞凋亡，促
进软骨细胞的增殖和胶原蛋白的合成，进而保护关节

软骨［２４］。同时，补肾活血方还能通过抑制肿瘤坏死

因子α、ＭＭＰ３、白细胞介素６的表达，控制炎症反应，
调控关节软骨细胞外基质降解，从而延缓软骨损伤

进程［２５］。

硫酸化糖胺聚糖主要包括硫酸软骨素、硫酸乙酰

肝素和硫酸角质素等，它们在软骨细胞外基质中起着

重要的生物学作用，如维持软骨结构、保护软骨细胞、

调节细胞信号传导等。在软骨退变过程中，硫酸化糖

胺聚糖的表达会发生改变。一般来说，随着软骨退变

程度的加重，硫酸化糖胺聚糖的表达量会降低，这可

能导致软骨细胞外基质的降解、软骨组织结构的破坏

以及软骨细胞的损伤。通过检测硫酸化糖胺聚糖的

表达水平，可以间接评估软骨的退变程度。因此，在

本研究中，我们采用 ＡＢＨ染色检测软骨基质中硫酸
化糖胺聚糖的表达，以评估软骨的退变程度。图３中
的蓝色指示硫酸化糖胺聚糖，蓝色越浅，硫酸化糖胺

聚糖的表达量越低，软骨退变越严重。与对照组相

比，模型组小鼠关节软骨退变明显；与模型组相比，

ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和补肾活血方联合ｈＵＣＢＭＳＣｓ组小鼠
关节软骨退变较轻。

Ｃｏｌ２ａ１是软骨细胞外基质的主要组成部分，其降

解是导致关节内软骨损伤的主要原因［２６］。ＭＭＰ１３是

ＭＭＰｓ家族的一员，它可以引起软骨中的 Ｃｏｌ２ａ１和蛋
白聚糖的降解，其表达水平升高与软骨退变有关［２７］。

在本研究中，我们采用免疫组织化学染色检测小鼠膝

关节软骨缺损区软骨中 Ｃｏｌ２ａ１和 ＭＭＰ１３的表达量。
图４中的棕色表示Ｃｏｌ２ａ１的阳性表达，面积越大表达
量越高。本研究结果显示：与模型组相比，ｈＵＣＢ
ＭＳＣｓ组和补肾活血方联合 ｈＵＣＢＭＳＣｓ组的小鼠软
骨基质Ｃｏｌ２ａ１阳性表达显著上调，说明这２组小鼠的
软骨基质合成代谢水平得到恢复。此外，相较于

ｈＵＣＢＭＳＣｓ组，补肾活血方联合 ｈＵＣＢＭＳＣｓ组软骨
基质的Ｃｏｌ２ａ１阳性表达水平更高。图５中的蓝色表
示细胞核，棕色表示ＭＭＰ１３阳性表达；棕色细胞数目
越多其表达量越高。本研究结果显示：与对照组相

·２１·　　　（总８９２）　　中医正骨２０２３年１２月第３５卷第１２期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０２３，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１２　
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比，模型组小鼠软骨基质中 ＭＭＰ１３表达水平显著提
高；与模型组相比，ｈＵＣＢＭＳＣｓ组和补肾活血方联合
ｈＵＣＢＭＳＣｓ组中 ＭＭＰ１３表达水平均显著降低，说明
这２组小鼠的软骨基质分解代谢水平明显降低。

本研究结果显示，补肾活血汤联合 ｈＵＣＢＭＳＣｓ
能明显改善小鼠膝关节软骨缺损区骨微结构，修复软

骨缺损，其作用机制可能与上调 Ｃｏｌ２ａ１的表达和抑
制ＭＭＰ１３的表达有关。
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ｃｏｌｕｍｂａｒｓｐｉｎｅ［Ｊ］．ＪＢｉｏｍｅｃｈ，２０１８，７９：２４８－２５２．

［１１］ＩＮＴＳ，ＪＵＮＧＪＨ，ＪＵＮＧＫＳ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｍｕｌｔｉｄｉ

ｍｅｎｓｉｏｎａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｐａｉｎ，ｄｉｓａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｓｉｔｔｉｎｇｐｏｓｔｕｒｅ

ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｌｏｗｂａｃｋｐａｉｎ：ａｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ

ｔｒｉａｌ［Ｊ／ＯＬ］．ＰａｉｎＲｅｓＭａｎａｇ，２０２１［２０２３－０７－０１］．

ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／３４３０６２７４．

［１２］苏少亭．腰椎定点旋转手法的在体运动力学量化研

究［Ｄ］．南宁：广西中医药大学，２０１９．

［１３］薛彬，李飞跃，王玮，等．魏氏伤科“悬足压膝”手法的运

动学规律和机制研究［Ｊ］．中国中医骨伤科杂志，２０１６，

２４（１０）：５－８．

［１４］王成远，金添，孙树椿，等．清宫正骨流派传承对中医骨

伤学科发展的影响［Ｊ］．中国中医骨伤科杂志，２０２３，

３１（１）：８１－８３．

［１５］王尚全，孙树椿，陈明，等．清宫正骨流派学术思想初

探［Ｊ］．中国中医骨伤科杂志，２０１７，２５（９）：６８－７０．

［１６］张怡颖．基于 ＩＭＵ的人体全身运动捕捉技术与装置研

究［Ｄ］．杭州：浙江大学，２０１８．

［１７］孙树椿．清宫正骨手法图谱［Ｍ］．北京：中国中医药出版

社，２０１２：１０９－１１０．

［１８］ＮＣＤＲｉｓｋＦａｃｔｏｒＣｏｌｌａｂｏｒａｔｉｏｎ（ＮＣＤＲｉｓＣ）．Ｈｅｉｇｈｔａｎｄ

ｂｏｄｙｍａｓｓｉｎｄｅｘｔｒａｊｅｃｔｏｒｉｅｓｏｆｓｃｈｏｏｌａｇｅｄｃｈｉｌｄｒｅｎａｎｄａｄ

ｏｌｅｓｃｅｎｔｓｆｒｏｍ１９８５ｔｏ２０１９ｉｎ２００ｃｏｕｎｔｒｉｅｓａｎｄｔｅｒｒｉｔｏｒｉｅｓ：
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ｍｉｌｌｉｏｎｐａｒｔｉｃｉｐａｎｔｓ［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，２０２０，３９６（１０２６１）：１５１１－

１５２４．

［１９］李建国，高春雨，高景华，等．基于运动捕捉系统构建摇

拔戳手法治疗踝关节扭伤动画仿真模型的研究［Ｊ］．中

国数字医学，２０２１，１６（８）：９３－９７．

［２０］林东鑫，黄学成，秦庆广，等．基于运动捕捉技术比较２

种颈椎手法治疗后颈椎活动范围的差异［Ｊ］．中国组织

工程研究，２０２１，２５（２１）：３２８１－３２８５．

［２１］刘元华，冯跃，李庆兵，等．基于三维运动捕捉技术的踩

跷法运动学参数特征研究［Ｊ］．北京中医药大学学报，

２０１８，４１（３）：２３５－２４１．

［２２］ＨＵＡＮＧＸ，ＬＩＮＤ，ＬＩＡＮＧＺ，ｅｔａｌ．Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

ａｎｄｔｒａｊｅｃｔｏｒｙｏｆｔｗｏＣｈｉｎｅｓｅｃｅｒｖｉｃａｌｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎｓｃｏｍ

ｐａｒｅｄｂｙａｍｏｔｉｏｎｃａｐｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＢｉｏｅｎｇＢｉｏｔｅｃｈ

ｎｏｌ，２０２１，９：７１４２９２．

［２３］Ｓ?ＮＣＨＥＺＺＵＲＩＡＧＡＤ，Ｌ?ＰＥＺＰＡＳＣＵＡＬＪ，ＧＡＲＲＩＤＯ

ＪＡＮＤ，ｅｔａｌ．Ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄｖａｌｉｄｉｔｙｏｆａｎｅｗｏｂｊｅｃｔｉｖｅ

ｔｏｏｌｆｏｒｌｏｗｂａｃｋｐａｉｎｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｓｐｉｎｅ（Ｐｈｉ

ｌａＰａ１９７６），２０１１，３６（１６）：１２７９－１２８８．

（收稿日期：２０２３－０８－０３　本文编辑：李晓乐）
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［２３］ＰＥＲＲＹＪ，ＲＯＥＬＯＦＳＡＪ，ＭＥＮＮＡＮＣ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｍｅｓｅｎ

ｃｈｙｍａｌｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓｅｎｈａｎｃｅｃａｒｔｉｌａｇｅｈｅａｌｉｎｇｉｎａｍｕｒｉｎｅ

ｊｏｉｎｔｓｕｒｆａｃｅｉｎｊｕｒｙｍｏｄｅｌ［Ｊ］．Ｃｅｌｌｓ，２０２１，１０（８）：１９９９．

［２４］梁祖建．补肾活血方调控 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路保护

关节软骨的机制研究［Ｊ］．中华中医药杂志，２０１０，

２５（１２）：２３２７－２３３０．

［２５］孙东东，沈卫星，王卓，等．补肾活血方中４种有效成分

对炎性因子释放抑制活性研究［Ｊ］．中华中医药杂志，

２０１５，３０（８）：２６７４－２６７７．

［２６］郑力铭，马佳凯，王威，等．关节软骨退变相关生物学标

志物研究进展［Ｊ］．中国中医骨伤科杂志，２０２２，３０（３）：

７８－８４．

［２７］ＹＡＯＸ，ＳＵＮＫ，ＹＵＳ，ｅｔａｌ．Ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｃｏｎ

ｔｒｉｂｕｔｅｔｏｔｈｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＪＯｒｔｈｏｐ

Ｔｒａｎｓｌａｔ，２０２０，２７：３３－４３．

（收稿日期：２０２３－０９－０７　本文编辑：时红磊）
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［２２］ＫＩＭＨＡ，ＣＨＯＭＬ，ＣＨＯＩＨＹ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃａｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈ

ｗａｙｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＴｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎｈｕｍａｎｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃ

ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＡｒｔｈｒｉｔｉｓＲｈｅｕｍ，２００６，５４（７）：２１５２－

２１６３．

［２３］ＺＨＡＯＺ，ＤＡＩＸＳ，ＷＡＮＧＺＹ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ２６ａｒｅ

ｄｕｃｅｓｓｙｎｏｖｉａｌｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｃａｒｔｉｌａｇｅｉｎｊｕｒｙｉｎｏｓｔｅｏａｒ

ｔｈｒｉｔｉｓｏｆｋｎｅｅｊｏｉｎｔｓｔｈｒｏｕｇｈｉｍｐａｉｒｉｎｇｔｈｅＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＢｉｏｓｃｉＲｅｐ，２０１９，３９（４）：ＢＳＲ２０１８２０２５．

［２４］曹寅生，邝高艳，危建文，等．加味独活寄生合剂对兔膝

骨关节炎模型软骨 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦｋＢ信号通路的影

响［Ｊ］．世界中西医结合杂志，２０２３，１８（７）：１２７３－１２７７．

［２５］曹寅生，易强，邝高艳，等．基于 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦｋＢ信

号通路探讨追风透骨胶囊减缓兔膝骨关节炎模型软骨

退变的作用机制［Ｊ］．湖南中医药大学学报，２０２３，

４３（２）：２４０－２４８．

［２６］ＣＨＯＩＭＣ，ＭＡＲＵＹＡＭＡＴ，ＣＨＵＮＣＨ，ｅｔａｌ．Ａｌｌｅｖｉａｔｉｏｎ

ｏｆｍｕｒｉｎｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓｂｙｃａｒｔｉｌａｇｅｓｐｅｃｉｆｉｃｄｅｌｅｔｉｏｎｏｆ

ＩκＢζ［Ｊ］．ＡｒｔｈｒｉｔｉｓＲｈｅｕｍａｔｏｌ，２０１８，７０（９）：１４４０－１４４９．

（收稿日期：２０２３－０８－２７　本文编辑：吕宁）
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