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"摘要#

!

目的
!

通过建立大鼠骨性关节炎"

/(

#模型!研究大鼠血清和关节液中
$

型前胶原羧基末端前肽

"

\

$

*\

#水平变化!探讨体液
\

$

*\

对早期
/(

的诊断价值$方法
!

将
XI5F3E

大鼠随机分成
/(

模型组和假手术

组!用改良
_LDFG

法诱导大鼠膝关节
/(

模型$分别于造模后
!

"

$

周!每周每组抽取
2

只大鼠取关节液&血清及关

节标本!用
[)1Y(

检测体液
\

$

*\

水平!关节软骨行大体观察评分和组织病理学评分$所得数据用方差分析比较

各时间点两组间的差异性!比较
\

$

*\

水平和软骨评分随时间的变化规律!用
\63E5AJ

相关系数和线性回归分析来

检验体液
\

$

*\

水平的相关性$结果
!

/(

模型组在术后第
!

周软骨组织学表现接近假手术组!从第
-

周开始逐

渐出现明显的
/(

病理学改变!假手术组软骨组织学无明显改变$

/(

模型组体液
\

$

*\

水平从术后第
!

周开始

较假手术组明显增高!并随时间推移差异性逐渐增大'假手术组体液
\

$

*\

始终维持在较低水平'血清与关节液

\

$

*\

水平具有良好相关性$结论
!

大鼠
/(

模型中!血清和关节液
\

$

*\

水平在软骨出现明显病理变化之前就

已经升高!

\

$

*\

水平与
/(

病理变化相符合!关节液和血清
\

$

*\

水平可作为
/(

早期诊断的参考指标$
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骨性关节炎$

/(

%是一种普遍流行的慢性疾病#是引起中

老年人关节疼痛和功能障碍的常见原因之一#发病率高#影响

大约
."S

年龄超过
>"

岁的老年人)

!

*

#且随着老龄化及肥胖人

口增多#其发病率将持续升高+

/(

起始阶段是隐匿的#症状

出现时往往已至中晚期#不可逆转#所以如何早期诊断
/(

成

为关键+现有
/(

检查方法如
g

线片,

<81

,关节镜等由于本

身缺陷或滞后性而不能早期诊断
/(

#因此寻找能早期诊断和

监测病情的生物标记物已成为当今研究热点+

当
/(

发生,发展时关节软骨最先遭到破坏#软骨代谢失

衡#代谢产物在体液中明显变化#所以软骨代谢标记物备受关

注+其中
$

型前胶原羧基末端前肽$

\

$

*\

%是关节软骨
$

型

胶原合成过程中的产物#体液
\

$

*\

水平能反映软骨分子水

平的代谢情况#有研究证实
/(

患者血清和关节液
\

$

*\

水

平高于健康人#且较影像学更敏感)

-

*

+本实验旨在通过建立大

-

-.%%

-

检验医学与临床
-"!$

年
!!

月第
!-

卷第
--

期
!
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!

&AK6P46E-"!$

!
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!
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鼠
/(

模型#研究
/(

早期大鼠血清及关节液
\

$

*\

水平的

变化和关联#同时观测软骨组织学变化#探讨体液
\

$

*\

变化

对早期
/(

的诊断价值+

$

!

材料与方法

$9$

!

实验动物及分组
!

取清洁级
XI5F3E

成年雄性大鼠
2"

只#体质量
-$"

"

%""

?

#购于吉林大学医学院#饲养于哈尔滨医

科大学附属第一医院实验动物中心+将
2"

只大鼠随机分成两

组!

/(

模型组$

%"

只%#假手术组$

%"

只%+

$9/

!

方法

$9/9$

!

造模方法
!

采用改良
_LDFG

法即前交叉韧带切断术来

诱导大鼠膝关节
/(

模型#

!"S

水合氯醛按
"9%P)

"

!""

?

行

腹腔注射麻醉#在无菌条件下于左膝髌旁内侧做纵行切口约
!

HP

#屈膝状态下切断前交叉韧带#逐层缝合伤口#待麻醉清醒

后放回笼中+假手术组显露前交叉韧带后缝合关节囊#其余同

模型组+

$9/9/

!

取材,处理及关节软骨大体评分
!

于造模后
!

"

$

周每

周每组随机抽取
2

只大鼠#用心脏穿刺术采集血液约
.P)

#注

入血清管(用
!P)

注射器吸取
"9-P)"9=S

生理盐水刺入关

节腔#进行反复抽吸#将抽吸液注入血清管#记录稀释倍数+室

温放置
!"PIJ

后#离心机以
%"""E

"

PIJ

离心
-"PIJ

#收集上

清液于
[\

管#放入
U-"]

冰箱中冻存备用+处死大鼠取关节

标本#肉眼观察软骨外观,色泽,边缘,透明度以及表面有无充

血,软化,裂隙等情况#进行大体观察评分)

%

*

+

$9/9'

!

关节软骨组织病理学检查
!

关节标本经多聚甲醛固

定#常规脱钙#石蜡包埋#切片#行苏木精
;

伊红染色$

_[

%和阿

利新蓝染色#在显微镜下观察软骨的组织学特征+病理检查由

两位病理科专家进行#依据软骨结构,细胞,基质染色及潮线完

整性进行
<3JOIJ

评分分级)

.

*

!

"

"

!

分正常#

&

!

"

2

分轻度软

骨损伤#

&

2

"

!"

分中度损伤#

&

!"

"

!.

分重度损伤+采用酶

联免疫吸附试验$

[)1Y(

%试剂盒$美国
8p,

公司%检测血清

及关节液
\

$

*\

水平#用酶标仪在
.$"JP

波长测量各孔吸光

度值并计算浓度+关节稀释液
\

$

*\

浓度乘以稀释倍数#得

到关节液
\

$

*\

浓度+

$9'

!

统计学处理
!

应用
Y\YY-"9"

统计学软件分析+数据均

以
CTA

形式表达#经方差齐性检验#在各时间点用单因素方差

分析比较两组间的差异性#用重复测量资料方差分析比较每组

血清和关节液
\

$

*\

水平及软骨病变程度随时间的变化规

律#

\63E5AJ

相关性分析和一般线性回归性分析检验
/(

模型

组关节液和血清
\

$

*\

的相关性+以
!

$

"9"$

为差异有统计

学意义+

/

!

结
!!

果

/9$

!

关节标本大体观察
!

各时间点假手术组软骨表面光滑#

色泽明亮#呈淡蓝色+术后
!

周#

/(

模型组软骨同假手术组

差异不大#大体评分约为
"9%

分(术后
-

周#软骨色泽稍淡#透

亮度减低#约为
"9$

分(术后
%

周#软骨面灰暗,粗糙#见细小裂

纹#约为
!

分(术后
.

周#软骨面苍白#粗糙加重#裂纹较多#出

现溃烂#约为
-

分(术后
$

周#内外髁面凹凸不平#多个细小溃

烂#未见明显软骨剥脱#约为
-9$

分$图
!

%+在不同时间点#比

较大体评分$表
!

%示!

/(

模型组与假手术组相比差异均有统

计学意义$

!

$

"9"$

%+

/(

模型组大体评分随时间变化明显增

加#差异有统计学意义$

M -̀"29%!

#

!

$

"9"$

%+

图
!

!

各时间点大鼠关节软骨的大体观

/9/

!

关节软骨组织病理学观察
!

各时间点观察到假手术组软

骨基质呈均匀蓝色#表面无粗糙改变,无裂隙#细胞无簇集现

象+术后
!

周#

/(

模型组软骨组织学接近假手术组(术后
-

周#基质色泽改变#出现细胞排列紊乱,簇集(术后
%

周#出现粗

糙及纤维化改变#基质染色不均#细胞排列紊乱加重#可见软骨

陷窝#潮线基本完整(术后
.

周#表面粗糙,裂隙,纤维化#细胞

散在增生及簇集明显#潮线不清(术后
$

周#表层出现缺损区及

溃烂#局部潮线消失#软骨下骨骨小梁断裂,钙化层模糊#阿利

新蓝染色部分层次失染$图
-

%+在不同时间点#比较
<3JOIJ

评分$表
-

%示!

/(

模型组与假手术组比较差异均有统计学意

义$

!

$

"9"$

%+

/(

模型组
<3JOIJ

评分随时间变化明显增加#

差异有统计学意义$

M %̀"=9$2

#

!

$

"9"$

%+

/9'

!

血清及关节液
\

$

*\

水平
!

血清及关节液
\

$

*\

浓度

显示!在各时间点
/(

模型组血清及关节液
\

$

*\

浓度与假

手术组相比差异均有统计学意义$

!

$

"9"$

%#见表
%

,

.

+

/(

模型组血清及关节液
\

$

*\

浓度随时间变化明显升高#差异

有统计学意义$

M -̀$"9$"

#

!

$

"9"$

%+模型组血清
\

$

*\

浓

度随着关节液
\

$

*\

浓度的升高而升高#血清
\

$

*\

浓度为

$

#9"2T%9!%

%

J

?

"

P)

#关节液
\

$

*\

浓度为$

.-9-!T!$9$2

%

J

?

"

P)

#两者相关分析说明关节液和血清
\

$

*\

水平呈明显

正相关$

0̀ "9=!=

#

!

$

"9"$

%#可得出一般线性回归方程!血清

\

$

*\

浓度
"̀9!=>̂

关节液
\

$

*\

浓度
U"9-%=

(在各时间

点假手术组血清和关节液
\

$

*\

始终处于较低水平#随时间

变化不明显$

!

&

"9"$

%+

表
!

!

术后不同时间关节软骨的大体观察评分'

CTA

%分(

组别
!

周
-

周
%

周
.

周
$

周

/(

模型组
"9%"T"9"2

"

"9$-T"9"#

"

!9">T"9!-

"

-9""T"9!.

"

-9.%T"9!2

"

假手术组
"9--T"9"# "9-%T"9"# "9--T"9"# "9-%T"9"$ "9--T"9!-

!!

注!与假手术组比较#

"

!

$

"9"$

+

-

%.%%

-

检验医学与临床
-"!$

年
!!

月第
!-

卷第
--

期
!

)34<6N*DIJ

!

&AK6P46E-"!$

!

VAD9!-

!

&A9--



!!

注!每周的两幅图片中#左边图片为
_[

染色$

!̂""

%#右边图片为阿利新蓝染色$

.̂"

%+

图
-

!

各时间点大鼠关节软骨的病理学观察

表
-

!

术后不同时间关节软骨的
<3JOIJ

评分'

CTA

%分(

组别
!

周
-

周
%

周
.

周
$

周

/(

模型组
"9."T"9!%

"

!92"T"9%2

"

.9!"T"9.-

"

$9=%T"9.#

"

>9>-T"9$>

"

假手术组
"9->T"9"# "9."T"9!= "9.$T"9-- "9>$T"9%. "9#$T"9->

!!

注!与假手术组比较#

"

!

$

"9"$

+

表
%

!

大鼠血清中
\

$

*\

浓度变化'

CTA

%

J

?

+

P)

(

组别
!

周
-

周
%

周
.

周
$

周

/(

模型组
%9%!T"9!2

"

29-2T"9%"

"

#9."T"9%-

"

!"9-.T"9$#

"

!-9"#T"9.%

"

假手术组
-9!"T"9". -9!$T"9!- -9!>T"9!$ -9!>T"9!> -9!>T"9!=

!!

注!与假手术组比较#

"

!

$

"9"$

+

表
.

!

大鼠关节液中
\

$

*\

浓度变化'

CTA

%

J

?

+

P)

(

组别
!

周
-

周
%

周
.

周
$

周

/(

模型组
!>9=#T!9-!

"

%.9$-T-9$=

"

.%9=-T.9!.

"

$%9->T-92$

"

2!9%>T%9#$

"

假手术组
!-9%!T"9>" !!9>$T!9%= !-9.$T!9#= !-9%-T!92% !-9%2T!9>2

!!

注!与假手术组比较#

"

!

$

"9"$

+

'

!

讨
!!

论

'9$

!

大鼠
/(

模型的建立
!

/(

造模方法有多种#最常用的

为
_LDFG

法!切断前后交叉韧带,内侧副韧带及内侧半月板#造

成膝关节极不稳定#力学传导改变#诱导
/(

模型+

YFAA

C

等)

$

*在不同时间点对大鼠行前交叉韧带切断法诱导
/(

模型#

发现关节软骨组织学变化符合早中期
/(

的特征+

_3

:

3PI

等)

2

*研究发现前交叉韧带切断法诱导大鼠
/(

模型能较好地

反映
/(

的进展过程+本实验采用的是改良
_LDFG

法#即单纯

切断前交叉韧带#此法操作简单,创伤小#对关节结构改变较

少#切除前交叉韧带可使力学传导产生改变#可诱发软骨退变#

能较好地模拟
/(

病理变化+

本实验关节标本大体评分和组织学评分均与文献报道基

本相符!术后
!

周#模型组与假手术组比较差异不明显(术后
-

周开始出现软骨色泽改变#细胞增生及排列紊乱(术后
%

周出

现软骨表面粗糙及纤维化#基质染色不均#细胞簇集生长(术后

.

周出现软骨表面裂隙#细胞簇集生长明显#排列明显紊乱(术

后
$

周软骨表面溃烂并出现软骨缺损区#局部潮线消失+改良

_LDFG

法能较好地复制
/(

早中期组织学特征#比较适合
/(

发病机制和早期诊断方面的研究+

'9/

!

体液
\

$

*\

与软骨损伤和退变的关系
!

在正常软骨中#

基质合成和分解代谢处于平衡状态(当
/(

发生,发展时#代谢

-

..%%

-

检验医学与临床
-"!$

年
!!

月第
!-

卷第
--

期
!

)34<6N*DIJ

!

&AK6P46E-"!$

!
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!
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平衡被打破#代谢速率相应加快+

\

$

*\

是
$

型胶原合成过

程中的产物#可在体液中通过免疫法进行浓度测定#在无软骨

损伤或退变时体液
\

$

*\

浓度始终维持在较低水平+因
$

型

胶原特异性地表达在软骨组织中#所以
\

$

*\

能特异性地反

映软骨代谢情况+

YGIJP6I

等)

>

*对中等程度膝关节
/(

患者进

行研究#结果显示关节液
\

$

*\

浓度显著高于正常对照组#表

明关节液
\

$

*\

水平能反映软骨
$

型胶原的合成功能及软骨

受损程度+

_AFF3

等)

#

*研究兔
/(

模型的早期阶段
\

$

*\

关

节液浓度与
P8&(

表达情况#结果表明在
/(

不同阶段软骨

合成功能不同#中度
/(

时软骨细胞在退变区域的合成作用最

强#退变加重时合成作用逐渐减低#但可观察到在
/(

晚期软

骨修复仍存在+体液
\

$

*\

水平变化可反映
/(

发展的不同

阶段+

本实验建立早期
/(

模型#通过研究发现术后
!

周时
/(

模型组大体评分及病理学评分均高于假手术组$

!

$

"9"$

%#

/(

模型组血清与关节液
\

$

*\

水平均明显高于假手术组

$

!

$

"9"$

%#说明模型组在软骨出现轻微病理变化时体液
\

$

*\

水平就已明显升高(

/(

模型组在各时间点血清及关节液
\

$

*\

水平均明显高于假手术组$

!

$

"9"$

%#并随时间推移不

断升高#其差异性与病理表现出的差异性相符#说明早期
/(

时软骨损伤逐渐加重#体液
\

$

*\

水平逐渐升高#表明体液
\

$

*\

水平能反映关节软骨情况+

'9'

!

体液
\

$

*\

与
/(

病情进展的关系
!

体液
\

$

*\

水平

可用于预测
/(

进展+

)AGP3JN6E

等)

-

*发现膝关节
/(

患者

关节液
\

$

*\

浓度明显增加#随诊结果发现关节液
\

$

*\

浓

度逐渐升高#

!

"

.

年内达到峰值#这时
g

线片表现出
/(

改

变#随着
/(

发展#软骨分解大于合成#关节液
\

$

*\

浓度逐

渐下降#监测体液
\

$

*\

水平可作为预测
/(

进展的指标+

YL

?

I

:

3P3

等)

=

*对早期
/(

女性患者进行
.

年随访#结果表明

体质量指数与
\

$

*\

水平轻度正相关#关节间隙狭窄程度与

\

$

*\

水平呈正相关#关节液
\

$

*\

水平能预测早期膝关节

/(

的影像学进展+

*I46E6

等)

!"

*研究发现高水平血清
\

$

*\

降低影像学
/(

的发生风险+

本实验从术后
!

"

$

周
/(

模型组与假手术组比较#软骨

评分差异均逐渐增大$

!

$

"9"$

%#逐渐出现软骨色泽改变,细

胞增生,排列紊乱#到表面凹凸不平,软骨缺损#符合
/(

早期

组织学特征#而体液
\

$

*\

水平随
/(

进展逐渐升高$

!

$

"9"$

%#表明体液
\

$

*\

可用于预测
/(

进展+

'91

!

体液
\

$

*\

对
/(

的早期诊断意义
!

/(

是普遍发病的

退变性疾病#随着人口老龄化及肥胖人口增多#此病的发病率

将持续升高#所产生的社会和经济负担将继续增加+由于
/(

症状出现时往往已发展至中晚期#不可逆转#早期诊断
/(

至

关重要#现有的检查方法都是基于软骨形态学变化#敏感性及

精确度都欠佳#对早期诊断
/(

存在滞后性+生物标记物能在

影像学变化之前就反映出软骨代谢改变#且能识别高危人群,

反映
/(

治疗效果+

软骨源性代谢产物能监测软骨合成和降解情况#在代谢过

程中代谢产物进入体液中#利用生化检测法可特异性地检测出

浓度#

\

$

*\

就是满足要求的生物标记物+实验发现
/(

软骨

发生轻微组织学变化时#体液
\

$

*\

水平就已经升高#与假手

术组差异显著+关节液
\

$

*\

浓度明显高于血清#且与血清

\

$

*\

具有良好相关性#提示血清
\

$

*\

来源于关节#而且体

液
\

$

*\

水平随
/(

进展而逐渐升高#说明体液
\

$

*\

水平

反映
/(

病理变化过程#可作为
/(

早期诊断及评价进展程度

的指标+另外本实验只是检测一种软骨生物标记物#仅研究体

液
\

$

*\

对大鼠
/(

的早期诊断价值#有可能忽略其他重要

生物标记物+有研究报道患者与对照组生物标记物水平有重

叠部分#表明当前研究的生物标记物在个体水平上用作诊断工

具还不够敏感#可考虑标记物联合应用来提高诊断的精确性+

体液
\

$

*\

与其他标记物联合应用提高
/(

诊断的准确性#以

及
\

$

*\

对人类
/(

早期诊断价值的研究还有待进一步

研究+
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