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［摘　要］　目的　观察牛膝醇提物体对急性软骨损伤兔软骨病理学的影响。 方法　将２４只新西兰大白兔随机分为对照组、

低剂量组、中剂量组、高剂量组各６只，采用锐器刻痕法进行急性软骨损伤模型造模后，低、中、高剂量组分别给予牛膝醇提物

１、３、６ｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃，对照组给予等量蒸馏水，每日２次，共灌胃４周。采用免疫组织化学方法检测Ⅱ型胶原表达，并进行软

骨 ＨＥ染色和改良 Ｍａｎｋｉｎ＇ｓ评分。 结果　高、中、低剂量组Ⅱ型胶原表达阳性百分率明显高于对照组，改良 Ｍａｎｋｉｎ＇ｓ评分低

于对照组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；并且高剂量组Ⅱ型胶原表达阳性百分率亦高于中、低剂量组，改良 Ｍａｎｋｉｎ＇ｓ评分低于中、低

剂量组（Ｐ＜０．０５）；中剂量组Ⅱ型胶原表达阳性百分率高于低剂量组，改良 Ｍａｎｋｉｎ＇ｓ评分低于低剂量组（Ｐ＜０．０５）。 结论

牛膝醇提物能有效刺激急性软骨损伤兔软骨细胞增殖，提高Ⅱ型胶原表达，修复软骨损伤，并且呈剂量依赖性。
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　　急性关节软骨损伤在运动员中非常多见，基于
关节软骨的再生能力有限，损伤后修复困难［１］，从而
继发骨关节炎（ＯＡ），给患者、家庭、社会带来了巨大
经济负担。本课题组前期实验［２］发现，中药牛膝醇
提物能够显著提高兔ＯＡ模型的软骨细胞数目及增
加Ⅱ型胶原表达量，本研究利用牛膝醇提物体内干
预急性软骨损伤兔模型，观察软骨病理结构改变。

１　材料和方法

１．１　实验动物
健康新西兰大白兔２４只，平均体重（２．４７±

０．３８）ｋｇ，３～４月龄，雌雄不限，广东省实验动物中
心提供，动物合格证号：ＳＣＸＫ（粤）２００８－０００２。

１．２　主要试剂及仪器
怀牛膝（Ｒａｄｉｘ　Ａｃｈｙｒａｎｔｈｉｓ　Ｂｉｄｅｎｔａｔａｅ，产地

河南）由深圳市中医院药剂科提供，依据《中华人民
共和国药典》浸渍法制备［３］，每毫升相当原药材１ｇ。

３％戊巴比妥钠（上海化学试剂分装厂，批号０１０６１５），

１０％甲 醛 标 本 固 定 液 （上 海 溶 剂 厂，批 号

Ｈ３１０２０８５８），Ⅱ型胶原免疫组化试剂盒（鼠抗兔Ⅰ抗、山
羊抗 鼠Ⅱ抗，Ｍｅｒｃｋ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公 司，批 号 ＣＰ１８－
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１００ＵＧ），注射用青霉素钠（山东鲁抗医药股份有限
公司，批号Ｓ０６０７１７）。显微镜（奥林巴斯，ＢＸ５３）。

１．３　造模方法
将２４只实验兔用３％戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）

耳缘静脉麻醉，仰卧于手术台上固定，右膝关节局部
脱毛，备皮，严格无菌操作。从膝关节髌骨内侧入
路，长约５ｃｍ的纵切口，探查关节腔内无原发病变
后模拟软骨裂伤机制采用关节软骨损伤锐器刻痕

法［４］，即用２３号手术刀片沿膝关节矢状面划伤股骨
内侧髁负重关节软骨面，长１ｃｍ，深度１～２ｍｍ，勿
伤及软骨下骨、交叉韧带、半月板，彻底止血，冲洗关
节腔，行抽屉试验阴性后，逐层缝合关节囊以及其它
软组织；无菌敷料包扎伤处，不予固定。术后每天臀
大肌肌肉注射青霉素钠２０万单位，每天２次，常规
伤口换药，连续７天以预防感染。术后２周拆线。
每天记录实验兔伤口愈合情况，若发现伤口辅料松
动、脱落，立即重新换药固定固定。若发现伤口感染
予剔除实验。

１．４　动物分组及给药
造模后按随机数字表法将实验兔分为对照组、

低剂量组、中剂量组、高剂量组各６只。《中药学》［５］

牛膝常规最高用量１５ｇ，按照药理试验中动物与人
体间的等效剂量进行换算［６］，实验兔每日用量约

１ｇ／ｋｇ。按照常规用药量的１、３、６倍，予低剂量组

１ｇ／（ｋｇ·ｄ）、中剂量组３ｇ／（ｋｇ·ｄ）、高剂量组６ｇ／
（ｋｇ·ｄ），每日灌胃２次，每次灌胃时用蒸馏水配成

１０ｍｌ，连续用药４周。对照组灌胃等量蒸馏水，每
次１０ｍｌ，每日２次，连续４周。

１．５　观察指标及方法
灌胃４周后，将全部实验兔空气栓塞法处死，沿

兔右膝髌骨内侧原切口疤痕纵行切开，剔除交叉韧
带、内外侧半月板、部分关节囊等附属软组织，暴露
右膝股骨内侧髁关节面，行膝关节标本大体观察，取
股骨内侧髁中心区软骨面同部位３ｍｍ×３ｍｍ软骨
组织，新鲜标本以１０％甲醛标本固定液固定４８ｈ，

然后常规脱水，石蜡包埋，连续切片，厚３～４μｍ，留
做Ｅｎｖｉｓｉｏｎ法免疫组化染色，测定Ⅱ型胶原蛋白表
达含量情况［７］，每张切片随机选取１０个高倍视野，
用图像分析系统计算阳性细胞数占总细胞数的比

例，即用阳性百分率表示，阳性百分率值越高证明Ⅱ
型胶原蛋白表达越高；再将临近同一部位取３ｍｍ×
３ｍｍ全层软骨一并切除，置于１０％甲醛标本固定
液中固定４８ｈ，３％硝酸溶液脱钙２４～３６ｈ，以骨组
织变软有弹性、针刺易穿透为度，然后常规脱水、包
埋，连续切片，厚４～５μｍ，进行 ＨＥ染色，光镜下观
察组织形态变化，采用改良 Ｍａｎｋｉｎ＇ｓ法［８］对结构、
细胞、染色以及潮线的完整性评分，评分越高说明软
骨病变越严重，见表１。

１．６　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１７．０统计软件分析。计量资料用均

数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，对所测定结果进行正态性
及方差齐性检验，不满足方差分析时用非参数检验，
检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　各组兔Ⅱ型胶原表达情况比较
图１示，对照组Ⅱ型胶原表达减少，结构纹理欠

清晰，软骨表面裂纹清晰可见；低、中、高剂量组Ⅱ型
胶原表达量明显增加，结构纹理清晰，软骨表面裂纹
呈修复状态。
表２示，高、中、低剂量组Ⅱ型胶原表达阳性百

分率明显高于对照组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；并且
高剂量组Ⅱ型胶原表达阳性百分率亦高于中剂量组和
低剂量组，中剂量组Ⅱ型胶原表达阳性百分率高于低
剂量组（Ｐ＜０．０５），说明具有一定的剂量依赖性。

２．２　各组兔改良 Ｍａｎｋｉｎ＇ｓ评分比较
图２示，对照组见软骨表面可见不规则裂隙，达

钙化层，软骨细胞数目减少，基质染色呈浅红色，潮线
重构；低、中、高剂量组见局部软骨表面可见不规则裂
隙，达钙化层，软骨细胞数量增多，基质染色呈浅红
色，潮线结构稍正常。

表１　切片关节软骨组织学改良 Ｍａｎｋｉｎ＇ｓ评分表

　软骨结构 评分 　软骨细胞 评分 　基质染色 评分 　潮线的完整性 评分

光整如常 ０ 数量如常 ０ 正常 ０ 完整 ０
表面出现不规则裂隙 １ 数量弥漫性增多 １ 染色轻度减退 １ 多重潮线 １
裂隙深达移行层 ２ 出现大量簇集样细胞团 ２ 染色中度减退 ２ 软骨下血管入侵潮线 ２
裂隙深达辐射层 ３ 数量明显减少 ３ 染色重度减退 ３
裂隙深达钙化层 ４ 染色完全消失 ４
软骨层脱落 ５
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对照组 低剂量组 中剂量组 高剂量组

图１　各组兔Ⅱ型胶原表达情况（免疫组化染色，×１００）

对照组 低剂量组 中剂量组 高剂量组

图２　各组兔软骨组织 ＨＥ染色结果（×１００）

　　表２示，高、中、低剂量组改良 Ｍａｎｋｉｎ＇ｓ评分明
显低于对照组（Ｐ＜０．０５）；并且高剂量组改良 Ｍａｎ－
ｋｉｎ＇ｓ评分亦低于中剂量组和低剂量组，中剂量组改
良 Ｍａｎｋｉｎ＇ｓ评分低于低剂量组（Ｐ＜０．０５），说明具
有一定的剂量依赖性。

表２　各组兔Ⅱ型胶原表达阳性百分率

　　和改良 Ｍａｎｋｉｎ＇ｓ评分比较（珚ｘ±ｓ）

组别 兔数 Ⅱ型胶原表达阳性
百分率（％）

改良 Ｍａｎｋｉｎ＇ｓ
评分（分）

对照组 ６　 ２４．３８±５．２１　 ８．２４±０．６１
低剂量组 ６　 ２８．２３±６．５７＊ ７．８６±０．５７＊

中剂量组 ６　 ３３．８１±４．３５＊△ ７．４５±０．６１＊△

高剂量组 ６　 ３８．２５±６．３５＊＊△▲＊ ６．９３±０．８２＊△▲

　　注：与对照组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与低剂量组比较，

△Ｐ＜０．０５；与中剂量组比较，▲Ｐ＜０．０５

３　讨论
软骨细胞具有合成、分泌并维持细胞外基质的

功能，是软骨基质生化代谢的主要来源。胶原和蛋
白多糖是关节软骨基质的主要成分，其中Ⅱ型胶原
蛋白量占软骨胶原总量的绝大多数，对维持软骨的
生物力学功能起决定性作用［９］。组织移植法是目前
研究的热点课题，有自身组织移植、同种异体移植，
有些借助支架结构辅助移植来修复软骨组织缺损，
但因为存在移植组织与原有组织难以愈合、支架结
构难以维持良好形态等原因，致使目前组织移植修
复软骨损伤收效不佳，还有待进一步的研究［１０］。本
研究结果显示，兔膝关节急性软骨损伤模型用牛膝
醇提物干预后高、中、低剂量组 ＨＥ染色显示软骨基
质染色正常，软骨细胞数量较对照组增多，结构纹理

变整齐，改良 Ｍａｎｋｉｎ＇ｓ评分明显降低，并且以高剂
量组明显，表明牛膝醇提物能有效刺激软骨细胞增
殖，维持软骨基质成分，能有效促进软骨损伤修复过
程。在免疫组化中，高、中、低剂量组结果提示Ⅱ型
胶原阳性表达量明显增加，结构纹理清晰，表明牛膝
醇提物能增加软骨Ⅱ型胶原表达，维持软骨基质成
分，加快软骨病变的修复，并且以高剂量作用明显，
呈一定的剂量依赖性。但其药量大剂量使用尚缺乏
安全性评价，有研究报道牛膝醇提物大剂量时对实
验小动物心脏有抑制作用［５］，其具体作用机理尚待
进一步研究。
急性软骨损伤属于中医筋骨损伤范畴，现代研

究已经证实许多补肾类、活血类中药对筋骨损伤的
各个病理环节都能起到重要作用［１１－１４］。明代《本草
纲目》曰：“牛膝乃足厥阴、少阴之药。所主之病，大
抵得酒则能补肝肾，生用则能去恶血，二者而已”。
因此我们借助牛膝醇提工艺来增加牛膝作用效果，
通过实验证实了牛膝醇提物能有效刺激急性软骨损

伤病损软骨细胞增殖，提高软骨Ⅱ型胶原表达，维持
软骨基质成分，修复软骨损伤，与中药学牛膝能“补
肝肾，强筋骨”的中医理论相符合，但其促进软骨细
胞增殖、提高Ⅱ型胶原表达的具体机制以及其有效
成分尚需进一步探讨。
参考文献

［１］王东明，卫小春．膝关节软骨钝性损伤的研究进展［Ｊ］．中

国矫形外科杂志，２００５，１３（１６）：１２６３－１２６５．
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温阳散寒作用［６］。
三阴三阳作为人体六系统，与五脏五系统一样，

都是客观存在的，二者具有相关性，但各有特点，都
在从不同角度阐述人体的生命活动。三阴三阳六系
统在人体健康情况下总体功能上是统一的，但他们
并不是一一对等的，六系统既有统一性，又有特殊
性。三阴三阳各系统功能不平衡，决定了人群体质
可划分为三阴三阳六个类型。即太阳体质、阳明体
质、少阳体质、太阴体质、少阴体质、厥阴体质。针对
少阴体质之人，我们认为，“可分为少阴阳虚之人、少
阴阴虚之人、少阴阴阳俱虚之人。少阴阳虚之人，体
质虚弱，平素畏寒，腰膝酸冷，性功能减退，发病易表
现为畏寒肢冷、腰膝冷痛、神疲思睡，甚至可见四肢
厥冷、冷汗淋漓等阳衰危证（少阴寒化证），即四逆汤
证、真武汤证、附子汤证等［７］。既然少阴有体质的概
念，那么少阴阳虚体质之人不管是感受外邪还是内
伤七情，均可表现为肝气郁结的四逆散证。如果阳
虚体质由于外界诱因转化为阳虚的病理状态，则势
必不能温化水饮，水邪变动不居，横窜三焦，而成“或
咳、或悸、或小便不利、或腹中痛、或泄痢下重”。因
此，治疗上既要疏肝理气，又须兼顾阳虚体质，所以
或然证所用桂枝、干姜、附子、薤白、茯苓有温阳散寒
利水作用。
也有学者已认识到四逆散证的形成与体质相

关，如马小娜［８］认为，“四逆散证当以阳虚为本，阳郁
为标，是因阳虚在前，才有阳郁在后的阳虚兼郁之

证。故而方后化裁所用药多性偏温热，正是针对四
逆散证机中之阳虚而设”。
综上所述，阳郁论、肝脾不和论、枢机论从不同

角度探析了四逆散的证治，丰富了经方的研究思路，
但是用以解释《伤寒论》第３１８条依据不足。热厥
论、寒厥论则误读了《伤寒论》，陷入了“四逆”非寒即
热、非热即寒的困局。本文提出四逆散证为少阴阳
虚体质基础上所形成的肝气郁滞证，既解决了诸家
对于四逆散证缘何为少阴病的困惑，又阐明了其或
然证所用温、热药物的理由。
参考文献
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［２］李宇航．论四逆散开阖以运枢机［Ｊ］．北京中医药大学学
报，１９９８，２１（４）：１１．

［３］熊曼琪．伤寒学［Ｍ］．２版．北京：中国中医药出版社，

２００７：２３７－２５９．
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