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摘  要：目的  探讨木瓜蛋白酶诱导兔膝关节骨关节炎模型的滑膜病理变化。方法= =纳入 PM只新西兰大白兔，随机分为对

照和模型组，模型组动物均采用木瓜蛋白酶注射方式制备膝关节骨关节炎模型，术后 O、Q、S周，分别取两组各 R只动物，

处死后获得滑膜组织标本，观察一般情况，对两组不同时间的滑膜进行 j~nkán 评分；苏木精J伊红（eb）染色观察病理变

化；酶联免疫法检测滑膜血管内皮生长因子（sbdc）和白细胞介素JNβ（fiJ1β）表达水平。结果  木瓜蛋白酶单次注射后

第 O周，对模型组动物进行病理观察，可见膝关节出现严重的滑膜炎性反应，滑膜细胞与下层疏松纤维及血管组织均明显增

生，并存在大量淋巴浆细胞浸润；随着时间推移，炎性反应逐渐减轻。随着注射时间的延长，模型组 j~nkán 评分、sbdc
和 fiJ1β 表达水平均呈下降趋势，对照组无明显变化；模型组木瓜蛋白酶注射后 O、Q周的j~nkán评分、sbdc和 fiJ1β 表

达水平均显著高于对照组（m＜MKMR），注射后 S 周的 j~nkán 评分、sbdc 和 fiJ1β 表达水平与对照组化比较差异无统计学

意义。结论  木瓜蛋白酶可以诱导兔膝关节骨关节炎模型，木瓜蛋白酶单次注射后第 O周，兔膝关节滑膜炎性反应严重，第

Q、S周时炎性反应逐渐减轻。=
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骨关节炎是一种慢性关节疾病，以关节软骨退

行性变以及继发性骨质增生为主要特征xNz。以往对

骨关节炎的研究大多集中在关节软骨以及软骨细胞

和软骨下骨等方面xOJQz，但越来越多的资料表明，关=
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节周围的滑膜与疾病之间存在十分密切的关

系。木瓜蛋白酶注射方式诱导膝关节骨关节炎是常

用的模型制备方法，具有操作简单等优点xRz，但关

于其诱导膝关节骨关节炎模型对滑膜病理作用的相

关问题，报道较少。本实验利用新西兰大白兔，采

用木瓜蛋白酶注射方式制备膝关节骨关节炎模型，

通过对注射后不同时间动物滑膜进行 j~nkán 评分

和血管内皮生长因子（sbdc）和白细胞介素JNβ
（fiJ1β）表达水平检测，探讨木瓜蛋白酶诱导膝关

节骨关节炎模型兔滑膜病的作用机制。=
N= =材料=
NKN= =实验动物=

PM只新西兰大白兔，雌性，体质量约 O=kg，健

康状况良好，均由山东省农科院提供，动物许可证

号 pCuh（鲁）OMNMJMMOR。本次研究相关方案均提

交本院医学伦理部门审核，并经批准，符合相关伦

理学要求。=
NKO= =药物及主要试剂=

木瓜蛋白酶，批号 wOSNQVUTN，规格 RMM=mi，上

海子起生物科技有限公司；乙醇，北京绿源大德生物

科技有限公司；磷酸缓冲（m_p）液，上海心语生物

科技有限公司；sbdc酶联免疫试剂盒，上海恒远生

化试剂有限公司；fiJNβ 酶联免疫试剂盒，北京绿源

大德生物科技有限公司；中性甲醛，上海瑶韵生物科

技有限公司；盐酸乙醇，上海研盟生命科学发展有限

公司；匀浆器，北京明阳科华生物科技有限公司；光

学显微镜，北京五洲东方科技发展有限公司。=
O= =方法=
OKN= =动物分组及膝关节骨性关节炎模型xSJUz的制备=

PM只动物随机分为 O组：对照组、模型组，每

组 NR只。模型组动物均采用木瓜蛋白酶注射制备膝

关节骨关节炎模型，选择兔左膝关节进行常规备皮

和乙醇消毒，屈曲 QR°，利用注射器进行 QB木瓜蛋

白酶水溶液注射。进针点为髌骨下极髌腱外缘，注

射中向髁间窝方向进针，达到股骨髁后回撤 O=mm，
注射溶液 MKN=mi。术后观察动物注射侧情况，如果

出现明显的肿胀，存在屈伸功能障碍，则视为建模

成功。经观察，本次模型组 NR只动物均建模成功。

对照组不予以特殊处理，术后对两组动物置于相同

的环境下喂养。=
OKO= =术后标本获取xVz=

木瓜蛋白酶注射后第 O、Q、S周，各组分别取

R 只动物，麻醉后处死。即刻切取髌下脂肪垫处滑

膜组织约 MKP= mm。利用 m_p液对组织标本进行洗

涤，平均分为两份，一份用于滑膜组织病理观察与

j~nkán 评分，另一份用于酶联免疫法检测 sbdc
和 fiJ1β 水平。=
OKP= =滑膜组织病理观察与jankin评分xNMJNNz=

取滑膜组织，参照文献对滑膜病变组织学情况

进行评分xNOz，总分 NP分，具体标准见表 N。=

表 N= = jankin’s评分原则=
qable=N= = pcoring=principles=of=jankin’s 

项目= 评分原则= 评分=
软骨组织结构 
 
 
A_JmAp染色 
 
 
 
 
细胞数量 
 
 
 
潮线 
=
=

排列紊乱但层次可分 
排列明显不规则，层次紊乱 
严重紊乱 
正常= =
轻度降低 
中度降低 
重度降低 
不着色 
正常 
轻度增生 
中度增生 
重度增生 
正常 
多层次 
模糊=

N=
O=
P=
M=
N=
O=
P=
Q=
M=
N=
O=
P=
M=
N=
O=

=
NMB中性甲醛固定，NO～OQ= Ü后取出，常规制

备切片。对切片进行苏木精J伊红（eb）染色，置

于光学显微镜下观察。=
OKQ= = sbdc和 fiJ1β 水平酶联免疫法检测xNPJNRz=

取滑膜组织标本，匀浆器充分匀浆后离心，收

集上清液。利用酶联免疫试剂盒，检测 sbdc 和

fiJ1β 水平，严格按照试剂盒说明书进行操作。=
OKR= =统计学处理=

数据均以 x s± 表示，使用 pmpp=NUKM软件配对

t检验进行统计学分析。=
P= =结果=
PKN= =膝关节骨性关节炎模型兔滑膜一般情况=

模型组 NR 只动物均未出现死亡和滑膜脱落现

象，木瓜蛋白酶注射后 O周获得各组膝关节滑膜组

织，大体观察可见模型组较对照组明显肿胀，滑膜

增生充血，颜色鲜红，且关节腔内存在大量积液。

注射后 Q 周获得标本进行观察，对照组未出现变

化，模型组较注射后 O周肿胀和增生程度减轻，积
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液量减少。注射后 S周，对照组未出现变化，模型

组存在轻微肿胀和滑膜增生以及少量积液，滑膜呈

暗红色。=
PKO= =木瓜蛋白酶注射后不同时间滑膜病理变化=

对照组不同时间滑膜组织均未出现异常变化，

无增生、炎性反应。木瓜蛋白酶注射后，对模型组

动物进行病理观察，可见膝关节出现严重的滑膜炎

性反应，滑膜细胞与下层疏松纤维及血管组织均明

显增生，并存在大量淋巴浆细胞浸润。随着注射时

间推移，炎性反应逐渐减轻，结果见图 N。=
 

= = = = = = = = = = =

= = = = = = = = = = =
 

图 N= =各组滑膜病理变化（×NMM）=
cigK=N= = mathological=changes=of=synovium=in=each=group（×NMM）=

PKP= =各组不同时间jankin滑膜病变组织学评分=
对两组不同时间的滑膜进行 j~nkán 评分，随

着注射时间的延长，模型组 j~nkán 评分呈现出不

断下降趋势，对照组无明显变化。模型组木瓜蛋白

酶注射后 O、Q周的j~nkán评分均显著高于对照组

（m＜MKMR），注射后 S周的j~nkán评分与对照组化

比较差异无统计学意义。结果见表 O。=
PKQ= =各组不同时间滑膜病变组织 sbdc 和 fiJ1β
表达水平=

如表 P所示，对两组不同时间的滑膜 sbdc和
fiJ1β 表达水平进行检测，随着时间的延长，模型

组 sbdc和 fiJ1β 表达水平均呈现出不断下降的情

况，对照组无明显变化。模型组木瓜蛋白酶注射后

O、Q周的 sbdc和 fiJ1β 表达水平均显著高于对照

组（m＜MKMR），注射后 S周的 sbdc和 fiJ1β 表达

水平均与对照组化比较差异无统计学意义。=

表 O= =各组不同时间jankin滑膜病变组织学评分变化情况

（ ±sI=n ==NR）=
qable=O= = eistologic=jankin=score=of=synovitis=at=different=

time=in=each=group=E ±sI=n ==NRF=

组别=
j~nkán评分=

注射后 O周= 注射后 Q周= 注射后 S周=

对照=

模型=

NKRO±NKPN=

TKOR±OKNRG=

NKRP±NKOR=

QKOP±NKMPG=

NKRO±NKPQ=

OKNO±NKOR=
与对照组比较：Gm＜MKMR=
Gm Y=MKMR=vs=conírol=groué=

表 P= =各组不同时间滑膜病变组织 sbdc表达水平（ ±sI=n ==NR）=
qable=P= = bxpression=level=of=sbdc=in=different=groups=of=synovium=at=different=time=E ±sI=n ==NRF=

组别= sbdcL（μg·i−N）= fiJ1β/（ng·i−N）=
注射后 O周= 注射后 Q周= 注射后 S周= 注射后 O周= 注射后 Q周= 注射后 S周=

对照=
模型=

NQOKNP±PKOR=
ONVKNO±RKNPG=

NQRKNR±QKON=
NTSKPR±QKNOG=

NQPKNN±PKNM=
NRNKOP±PKNV=

NUKMN±MKUR=
QOKNR±NKOPG=

NVKMO±MKTQ=
PMKNO±OKNRG=

NUKMR±MKUN=
OMKPQ±NKMP=

与对照组比较：Gm＜MKMR=
Gm Y=MKMR=vs=conírol=groué=

x

x

x
x

对照=

=

=

=

=

=

=

模型=

=
对照=

=

造模后 O周= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = Q周= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = S周=

=
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Q= =讨论=
骨关节炎是一种常见的退行性关节疾病，导致

关节疼痛，严重者甚至会导致患者残疾xNSJNTz。其中，

膝关节骨关节炎具有很高的发病率。膝关节骨关节

炎属于全关节疾病，关节软骨无血管和神经，因此，

病变关节周围滑膜组织的病理改变与疾病进展可能

存在一定关系xNUz。=
滑膜是一种特殊的半透膜，可以对各种分子进

出关节腔隙予以合理控制，维持滑液的有效成分以

及关节表面的各项功能属性xNVz。滑膜不仅能分泌滑

液减少关节表面的摩擦力，防止表面粘连，还为关

节软骨提供营养成份、排泄废物等。滑膜炎症是导

致骨性关节炎病理改变的重要因素，受到多种因素

的影响。如关节软骨出现降解，软骨碎片并会与滑

膜接触xOMJONz，在人体免疫系统的作用下，滑膜细胞

受到刺激，分泌炎症介质，引发发生炎性反应的出

现，加速软骨退化xOOz。本实验中，利用木瓜蛋白酶

注射方式制备膝关节骨关节炎动物模型，模型组 NR
只动物均建模成功。木瓜蛋白酶注射之后，会对动

物的滑膜组织产生一定的影响xOPz。研究木瓜蛋白酶

对滑膜组织影响时，选择病理观察与细胞因子检测。

fiJ1β 是一种重要的细胞因子，会对关节软骨细胞

产生旁分泌和自分泌作用，加快骨关节炎病程的发

展xOQz。sbdc是一种重要的促进血管生成因子，会

对内皮细胞的生长产生促进作用，提高血管的通透

性、促进血管的生成。而滑膜的不断增生以及大量

新生血管的形成会导致血管翳的出现，血管翳具有

侵袭性，对关节产生严重的损伤xORz。本实验结果显

示，木瓜蛋白酶注射后第 O周，对模型组动物进行

病理观察，可见膝关节出现严重的滑膜炎性反应，

滑膜细胞与下层疏松纤维及血管组织均明显增生，

并存在大量淋巴浆细胞浸润。通过对相关指标检测

发现，模型组木瓜蛋白酶注射后 O、Q周的 j~nkán
评分和sbdc和 fiJ1β表达水平均显著高于对照组。

上述结果表明，在木瓜蛋白酶注射后第 O周，滑膜

组织的炎性反应最为明显。在注射的早期阶段，还

会导致 sbdc和 fiJ1β 表达水平的显著上升，加速

疾病的进展xOSz。结果还显示，随着注射时间推移，

炎性反应逐渐减轻。模型组 j~nkán 评分、sbdc
和 fiJ1β 表达水平均呈现出不断下降趋势。注射 S
周后，模型组的 j~nkán 评分、sbdc、fiJ1β 表达

水平与对照组化比较差异无统计学意义。上述结果

显示，木瓜蛋白酶可以诱导兔膝关节骨关节炎模型，

但随着时间的推移，炎性反应逐渐减轻。=
本实验证实，木瓜蛋白酶注射可成功诱导兔膝

关节骨关节炎模型，导致滑膜病理改变的出现。其

中，木瓜蛋白酶注射后第 O周滑膜炎性反应最严重，

在开展相关动物实验的时候，可选择在注射后第 O
周进行研究。=
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