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补肾活血方对膝骨性关节炎模型家兔硫酸软骨素的影
响

"

!陈云风#

!宋春!雷明胜!陈久毅!!江西医学院上饶分院外科教研室!上饶 ""#$$$"

摘要!目的!探讨补肾活血方对膝骨性关节炎模型家兔关节软骨中硫酸软骨素含量的影响" 方法! %# 只 &$ 月龄日本大耳白

兔#随机分为正常组$模型组$中药组各 &' 只" 采用兔右膝关节腔内注入木瓜蛋白酶建立骨性关节炎模型" 造模成功后#模型

组给予 ()$ *+,氯化钠注射液#中药组给予补肾活血中药灌服#正常组正常饲养" 分别于灌胃的 #$'$&- 周后分批取材并测定

各组关节软骨中硫酸软骨素含量" 结果!模型组硫酸软骨素含量低于正常组#两者差异显著%!.$)$%&" 中药组硫酸软骨素

含量高于模型组#有显著性差异%!.$)$%&'且随着时间延长#中药组硫酸软骨素的含量升高趋势明显#' 周与 # 周的测定值相

比$&- 周与 ' 周的测定值相比有极显著差异%!.$)$%&" 结论!补肾活血方可提高膝骨性关节炎模型家兔关节软骨中硫酸软

骨素的含量#且随着疗程的延长作用明显#从而起到防治骨性关节炎的作用"

关键词!骨性关节炎 硫酸软骨素 补肾活血方
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!!骨性关节炎!;<759HI7@I878<$21"是中老年人的常

见疾患$主要病理特征是关节软骨的退变& 汪晓丹

等'&(通过对关节软骨生化成份的研究表明#年幼者

关节软骨硫酸软骨素含量较高$软骨的刚性与弹性

较高%而年长者硫酸角质素和蛋白质的含量及纤维

化程度增高%硫酸软骨素减少可能是软骨退变的重

要原因之一& 补肾活血方在我院既往的骨性关节炎

治疗中取得良好的效果$能减轻骨性关节炎的临床

症状$改善关节功能& 为此笔者通过研究补肾活血

方对膝骨性关节炎模型家兔关节软骨中硫酸软骨素

水平的影响$以期阐明其部分作用机理&

&!材料

&)&!实验动物!&$ 月龄普通级日本大耳白兔 %#

只$体重 -)% X")% N*$雌雄不限!由贵阳医学院实验

动物中心提供$合格证号#CWFY!黔"-$$- Z$$$&$饲

料由该中心提供标准饲料"& 按照组间均衡一致的

原则$将 %# 只日本大耳白兔随机分成 " 组$正常组)

模型组)中药组各 &' 只&

&)-!实验主要试剂与仪器!木瓜蛋白酶!THOH8D"#

R5IN公司产品$批号#&$+-$$$-%硫酸软骨素标准
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品#C8*KH公司产品$批号#"(#%%Q&'Q$%胰蛋白酶)胃

蛋白酶)EWJ)VH2E)高岭土)活性炭)(%U乙醇)乙

醚)骨科常用手术器械)温度计)滤纸)分液漏斗)离

心机)干燥器)试管)恒温水浴箱)冷冻库)紫外分光

光度计)间苯三酚)冰醋酸)超声波清洗机)全自动电

子分析天平&

&)"!实验药物!补肾活血方由熟地)淮山药)山萸

肉)牛膝)茯苓)当归)桃仁)红花)丹皮)玄胡索)淫羊

藿等组成$中药按原方以蒸馏水煎煮 "$ K8D$过滤提

纯并浓缩为浓度为 & *+KJ!&$$U"的溶液$贮于冰

箱中备用&

-!方法

-)&!造模!按照日本鬼头康彦等'-(的兔膝关节腔

内注入木瓜蛋白酶造成骨关节炎病变模型方法$将

日本大耳白兔右膝关节腔内注入 &)0U木瓜蛋白酶

生理盐水溶液 $)% KJ$隔 - >后再注射第 - 次$再隔

- >后注射第 " 次$共注射 " 次&

-)-!给药与取材!%# 只健康日本大耳白兔正常饲

养 & 周后$模型组和中药组按上述造模方法造模&

于末次造模注射后的第 -' > 开始$模型组给予

$)(VC ')# KJ+!N**>"灌胃每天一次$中药组给予 &

*+KJ!&$$U"的补肾活血方中药汤剂 ')# KJ+! N**

>"$相当于原生药 ')# KJ+!N**>"& 正常组按正常

饲养& #)')&- 周后$正常组)模型组)中药组每次 0

只取软骨后宰杀$留取标本&

-)"!硫酸软骨素的提取!参照邬开朗'"(等与罗曼

等'#(的方法并作改进&

!&"高温蒸煮与碱解#将软骨投入恒温蒸煮器

内于 '$ _煮 # X0 @$蒸馏水洗净$放入冷库于 Z-%

_速冻 0 X' @ 后立即绞碎$称重后按原料与 -U

VH2E的比例为 & 0̀)-% 的量加入 -UVH2E$室温提

取 &)% @$然后用 - K;J+,EWJ调 OE到 0 X0)%$定量

滤纸)漏斗过滤& 留下滤液& 滤渣再以 & $̀)&- 的比

例加 -UVH2E$于 #$_下提取 & @$再用定量滤纸过

滤$弃滤渣$取滤液& 合并两次滤液$并测量体积待

用&

!-"酶解#滤液用 - K;J+,EWJ调 OE到 ')$ X

()$$按滤液与胰蛋白酶 &$$$ $̀)% 的比例加入胰酶$

于 #$ X%$ _水解 & @ 后$再按 &$$$ $̀)% 的比例加

入胃蛋白酶$#$ X%$ _水解 &)% @& 水解完毕后定

量滤纸过滤并加入高岭土和活性炭!使其浓度为

$)%U"进行吸附$同时慢速间歇搅拌 # @$置 #_下

自然澄清$取上清液$弃沉淀&

!""反萃取#按体积比 & &̀向上清液中加入氯仿

充分混合$静置待分层后弃去氯仿层$留水层&

!#"沉淀#将上述水层$调 OE到 0)' X\)-$再加

入 -)% 体积 (%U以上乙醇沉淀$待澄清后$弃清液$

以 & %$$ I+K8D离心 \ X&$ K8D$收集沉淀$其沉淀物

即为硫酸软骨素&

!%"干燥#将上述沉淀 于盛有五氧化二磷的干

燥器中即得成品&

-)#!硫酸软骨素质量的测定!参照高华等'%(与齐

敬总等'0(的硫酸软骨素含量测定的方法&

原理#利用硫酸软骨素!WC"与含有间苯三酚的

无机酸在 &$$ _反应 "$ K8D$生成有色物质在波长

%%' DK处有最大吸收$通过比色测定硫酸软骨素的

含量&

!&"硫酸软骨素标准溶液的配制#准确称取已

干燥至恒重的硫酸软骨素 $)-% *$于 -% KJ量瓶中$

加蒸镏水使其溶解稀释至刻度并摇匀&

!-"间苯三酚溶液!反应试剂"的配制#取冰醋

酸 "$ KJ$盐酸 #$ KJ和 %$ K*+KJ间苯三酚乙醇溶

液 &$ KJ混合!临用时配制"&

!""吸收光谱的测定#准确吸取硫酸软骨素标

准溶液 $)# KJ$置于 &$ KJ量瓶中$用蒸馏水稀释至

&)$ KJ$加入间苯三酚溶液 " KJ$盖塞后混匀& 将量

瓶置于沸水浴中加热 "$ K8D 后取出$立即置于冰水

浴中冷却 % K8D$用冰醋酸稀释至刻度$混匀$以试剂

空白为参比$在 #$$ X'$$ DK波长范围内扫描& 见

在波长 %%' DK处有最大吸收& 选择波长 %%' DK作

为测定波长&

!#"绘制标准曲线#吸收硫酸软骨素标准溶液$

分别配制浓度为 $)&)$)-)$)")$)#)$)%)$)0)$)\)

$)')$)()&)$$ K*+KJ溶液$同!""步操作$在波长

%%' DK处测定吸收度$以吸收度为纵坐标$浓度为

横坐标$绘制标准曲线& 得其回归方程&

!%"硫酸软骨素!WC"的样品测定#取 &$% _干

燥至恒重的硫酸软骨素!WC"的样品$精密称定其质

量$置 &$$ KJ量瓶中$加蒸馏水适量溶解$并加蒸馏

水至刻度$摇匀& 取 & KJ溶液$按上述方法测定&

-)#!统计学方法!采用 CTCC统计学软件统计$用4

检验&

"!结果

硫酸软骨素的含量模型组与正常对照组相比 #

周有显著差异!!.$)$ %"$')&- 周时有极显著差异

!!.$)$&"%模型组硫酸软骨素的含量呈下降趋势$

但 ')&- 周的测定值之间无显著差异!!a$)$%"&

中药组与模型组相比硫酸软骨素测定值 #)')&- 周

时有显著差异!!.$)$%"%中药组硫酸软骨素的含

量呈上升趋势$' 周与 # 周的测定值之间)&- 周与 '
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周的测定值之间有显著差异!!.$)$%"& 见表 &&

表 &!硫酸软骨素的含量

时间 例数!5" 组别 硫酸软骨含量+K*

0 正常组 ()'\ b$)"$

# 周后 0 模型组
\)%\ b$)-%

!

0 中药组
')-% b$)-&

$

0 正常组 ()'& b$)"'

' 周后 0 模型组
%)#\ b$)"%

%&

0 中药组
')'\ b$)&(

$&

0 正常组 ()0" b$)#-

&- 周后 0 模型组
#)($ b$)-$

%'

0 中药组
()#\ b$)-'

()

!!

!

与正常组比!.$)$%$

%

与正常组比!.$)$&$

$

与模型组比

!.$)$%$

(

与模型组比!.$)$&$

&

同组 # 周与 ' 周比!.$)$%$

)

同组 ' 周与 &- 周比!.$)$%$

'

同组 ' 周与 &- 周比!a$)$%&

#!讨论

骨性关节炎的实质是软骨的退行性改变$其中

包括软骨结构及成分的改变& 一系列的研究证明$

无论是人还是动物模型的骨性关节炎病变软骨$软

骨基质所含的蛋白多糖渐进性减少$而胶原的含量

则相对稳定不变& 薛延等'\(研究证明$随着年龄的

增长软骨基质中蛋白多糖的主要改变表现在#大分

子降解成小分子$糖醛的含量减少$硫酸软骨素和半

乳糖胺的比例降低$而硫酸角质素和蛋白质的比例

增高&

关节软骨由维持功能的细胞外基质及软骨细胞

组成$基质占了软骨绝大部分体积$而软骨细胞仅占

软骨容积的 &U& 软骨基质由胶原)蛋白多糖)水三

种物质组成& 软骨的蛋白多糖主要有 #Q与 0Q硫酸

软骨素同分异构体)硫酸皮肤素)硫酸角质素三种类

型& 蛋白多糖的合成中硫酸软骨素在 C5IQcJ?序列

中通过独特的四糖与特定的丝氨酸残基相连& 蛋白

多糖的分解$核心蛋白的裂解部位位于 c& 结构域

!透明质酸结合区域"和 c- 结构域!富含硫酸软骨

素)富含硫酸角质素区域"$把蛋白多糖上的聚合部

份与含糖胺聚糖链的部份分解开$这些裂解片区域

从软骨中排出$这些片断可以在关节液中找到$并可

通过滑膜进入淋巴系统$沿淋巴系统至血液循环$甚

至在尿中被发现$在体液)至少在关节液中可以定量

分析蛋白多糖片断!硫酸软骨素"的水平$此值可以

测定关节软骨的活性与代谢''(

& 当关节软骨退变

时蛋白多糖的分解加快$故我们可以测定关节软骨

中硫酸软骨素的含量以了解关节软骨的退变情况&

骨性关节炎属于祖国医学之+痛痹,$+骨痹,范

围& 临床上对该病病机的认识基本趋于一致'((

$即

+本虚标实,$肝肾亏虚为本)血脉不利为标$故治疗

多以补益肝肾)活血化瘀为法& 贵阳中医学院陈久

毅教授根据上述理论组成补肾活血方$在临床上取

得良好的效果& 方中熟地补血滋阴)益精填髓$淮山

药补脾养胃)生津益肺)补肾涩精$山萸肉补益肝肾)

涩精固涩$淫羊藿补肾阳)强筋骨)祛风湿$当归活血

补血$桃仁与红花活血化瘀$赤芍清热凉血)活血化

瘀消肿$玄胡索活血行气止痛$牛膝活血补肾并引药

下行$诸药合用共奏补益肝肾)活血逐瘀之功$因而

取较好的疗效&

本实验采用木瓜蛋白酶所致骨性关节炎模型$

测定正常组)模型组)中药组膝骨性关节炎关节软骨

中硫酸软骨素的含量$实验所得的数据经统计学处

理显示为硫酸软骨素的含量模型组呈下降趋势$中

药组硫酸软骨素的含量呈上升趋势$中药组与模型

组相比 #)')&- 周时的测定值有显著差异$故可认为

补肾活血方可提高膝骨性关节炎模型家兔关节软骨

中硫酸软骨素的含量$且随着疗程的延长作用明显$

从而起到防治骨性关节炎的作用& 活体内软骨处在

不断代谢之中$蛋白多糖)胶原均由软骨细胞合成$

分解与合成代谢在正常软骨中维持平衡$骨性关节

炎时$分解加强$以致基质丢失$补肾活血方提高实

验性膝骨关节炎软骨基质中硫酸软骨素的含量的机

制是加快了其合成代谢亦还是抑制了其分解代谢亦

或是两者兼而有之$其具体机制值得我们进一步探

索&
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