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摘要：目的 观察骨化三醇对大鼠前交叉韧带切断术后膝关节软骨及软骨下骨的影响，探讨软骨下

骨在骨性关节炎发病中的作用。方法 取 =>大鼠 8$只分成 $组，前交叉韧带切断组（7?@A组）、前
交叉韧带切断 B骨化三醇给药组（7?@A B 2’)组）、假手术组（0.’&组）、假手术 B骨化三醇给药组（0.’&
B 2’)组），给药组术后第 ;天给骨化三醇 #C6!D·ED

F 6·GF 6灌胃，7?@A组和 0.’&组给予安慰剂灌胃，
持续 ;周。每组分别于术后 ;周和 6#周取材，胫骨近端切片后，行 H%、7I9J7=染色、KKJ965免疫组
化及骨形态计量学分析。结果 H%、7I9J7=染色、KKJ965免疫组化及骨形态计量学参数测量显示，;
周时 7?@A组与 0.’&组相比早期有软骨下骨量减少，7?@A B 2’)组较 7?@A组软骨下骨量增多（! L
#C#"）。6#周时 7?@A组软骨明显退变性改变、软骨下骨增生及 KKJ965表达增强，7?@A B 2’)组软骨
退变及软骨下骨增生均较 7?@A组减轻（! L #C#6），KKJ965表达较 7?@A组降低（! L #C#"）。结论
软骨下骨在骨性关节炎病变进展中发挥重要作用，骨代谢调节剂骨化三醇可减缓 M7进展中软骨下
骨硬化，对关节软骨有一定保护作用。
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骨性关节炎（30RO3’PR.P(R(0，M7）是中老年最常见
的疾病之一，严重影响老年患者生活质量。其病变

不仅累及关节软骨，它可累及可动关节周围的几乎

全部组织，包括软骨、软骨下骨、滑膜、肌腱韧带等。
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最终表现为软骨软化、纤维化、溃疡及软骨下骨硬化

象牙化、骨赘形成和软骨下骨囊肿。认识软骨下骨

在 !"发生发展中的变化及作用，有助于进一步了
解 !"的发病机制，为防治提供更多的思路。本实
验通过前交叉韧带切断术建立大鼠骨关节炎模型，

观察骨代谢调节剂骨化三醇（#$%#&’(&)%）对大鼠骨关
节炎中关节软骨和软骨下骨的影响，探讨软骨下骨

在 !" 发病中的作用。

! 材料和方法

!"! 造模及分组
*+只 ,-周龄 ./大鼠，体重 +-- 0 +1- 2，购自宁

夏医科大学实验动物中心。取其中 3, 只行右膝前
交叉韧带切断术，术后随机分为模型组（"456）和
模型给药组（"456 7 #$%），另 3,只仅打开关节囊，生
理盐水冲洗后逐层关闭切口，分为假手术组（89$:）
和假手术给药组（89$: 7 #$%），每组 ;*只。"456 7
#$%和 89$: 7 #$%组于术后第 ,天给予骨化三醇（上
海罗氏制药有限公司）灌胃，剂量 -<;!2·=2

> ;·?> ;，

.9$:组和 "456组用等体积的谷物油稀释剂（不含
@&’/及其类似物）灌胃。持续给药 ,周。自由饮水，
标准鼠饲料喂养，自由活动。每组动物分别于术后

,和 ;-周随机选取 A只处死。
!"# 取材及处理
动物断颈处死后，取膝关节上下各 ;#:区域的

组织，去除皮肤，置于 +B多聚甲醛液中，+C下固定
,+ 9，固定后标本剔除周围软组织及韧带，DE.充分
浸洗，流水冲洗 , 9，;1B的 F/6" 液加微波脱钙 ,
周，流水冲洗 ,+ 9，只留胫骨部分，将其沿冠状面分
为 3等份。修整组织块后石蜡包埋，作冠状面不连
续切片，每个标本切 G张，间隔 ;--!:。各取 3张分
别行 HF、"EID".、JJDI;3免疫组化染色。
!"$ JJDI;3免疫组化染色
切片常规脱蜡入水，过氧化氢封闭，枸橼酸盐

缓冲液（KH*<-）微波法修复抗原，加 ; L ,-- 兔抗鼠
JJDI;3单克隆抗体（美国 .$M’$ #(NO公司），+C孵育
过夜，DE.洗，加 FM@&8&)M二抗（上海基因科技有限
公司），室温孵育 3- :&M，DE. 洗，/"E显色，蒸馏水
冲洗，苏木素复染，二甲苯透明，封片。阴性对照用

DE.代替一抗。结果判定：每张切片由 , 名病理科
医师独立观察具有代表性的 1个高倍视野。每个高
倍视野计数 ;--个细胞，取观察结果的平均值进行
计算，计数阳性细胞的百分率，阳性指数 P（阳性细
胞数Q所计数细胞总数）R ;--B。阳性指数 - 0 ;-B

为 >，;-B 0 ,1B为 S，!,1B为 7，!1-B为 77，

!T1B为 777。
!"% 软骨组织形态学

HF染色及 "EID".染色后，采用双盲法由 ,名
病理医师对组织结构进行详细的观察。每张切片选

择 1个不同的视野，并参照 J$M=&M改良的关节软骨
病理评分标准［;］进行积分统计，满分 ;+分。
!"& 骨组织计量学分析

HF切片在 !%U:KN8显微镜 +- R镜下用 !%U:KN8
图像采集系统按统一比例在软骨下松质骨内随机取

1 个 视 野，用 &:$2V K() K%N8 图 像 分 析 系 统
（@V(8&)M*<-，JV?&$ 4UWV(MV’&#8，.&%XV( .K(&M2，J/）行
骨组织形态计量分析，测量后取平均值。测量参数

为：骨体积（E@Q6@）：测量范围内骨小梁体积占全部
骨组织体积的百分比，为骨小梁面积Q（髓腔 7骨小
梁面积）R ;--B，反映骨小梁体积比。
!"’ 统计学处理
实验数据采用均数 S标准差表示，用 .D.. ;;<1

统计软件包，计量资料方差分析后进行 ! 检验或秩
和检验，不同组间的多重比较采用 5./I ! 检验或两
成组资料间的秩和检验，等级资料采用非参数秩和

检验。" Y -<-1时有统计学意义。

# 结果

#"! 大体标本观察
各组动物恢复良好，术后第 ,天可正常行走，无

;例发生感染。用肉眼及在解剖显微镜下对胫骨平
台软骨进行观察。,周时，"456组胫骨内髁软骨失
去原有光泽，透亮度减低，灰白；89$:组、89$: 7 #$%
组和 "456 7 #$% 组软骨蓝白色、透明、未见明显异
常。;-周时，89$: 组大鼠膝关节关节面光滑，有光
泽；89$: 7 #$% 组膝关节大体观与 89$:组肉眼未见
明显差异，关节面光滑有光泽；"456 7 #$%组可见软
骨面粗糙，关节面失去光泽，局部裂隙溃疡形成；

"456组软骨面粗糙不平，表面可见较大溃疡糜烂，
关节周缘结缔组织增生，软骨边缘可见骨赘形成。

#"# JJDI;3免疫组化结果
术后 ,周时，关节软骨细胞中 JJDI;3 表达不

明显，各组间没有统计学意义上的差别。术后 ;-周
时，"456组和 "456 7 #$%组表达明显增强，"456组
与 89$:组相比，"456 7 #$%组与 89$: 7 #$%组相比均
有统计学意义（" Y -<-;）；"456组与 "456 7 #$%组
相比，软骨细胞中 JJDI;3 的表达差异有统计学意
义（" Y -<-1），见图 ;。
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!" #$!%组 &’周软骨细胞未见表达；(")*+, - .!/组 &’周 0012&3在软骨细胞中表达增多；

.")*+,组 &’周软骨细胞中 0012&3表达比 (中增强

图 ! 软骨细胞中 0012&3的表达 &’’ 4

"#$ 光镜下观察 0!5675评分
术后 8周时：#$!%组与 #$!% - .!/组 9:染色见

软骨表层光滑、平整，软骨细胞分布均匀，序列整齐，

层次清楚，无簇集软骨细胞，潮线完整，);21)<染色
均匀，无失染，两组相比 0!5675评分差异无统计学
意义（! = ’"’>）；)*+, 组、)*+, - .!/组细胞排列规
律性尚在，见少量细胞簇集现象，分别与 #$!%组相
比均有统计学意义（! ? ’"’>），)*+, 组与 )*+, -
.!/组相比差异无统计学意义。&’ 周时：#$!% - .!/
组与 #$!%组均未见明显退变表现，两组相比差异无
统计学意义（! = ’"’>）；)*+, 组以重度软骨损伤为
主，软骨表层出现较大缺损区，细胞排列紊乱，软

骨细胞层次不清，细胞数减少，潮线消失，部分出

现软骨全层缺损，钙化层难以分辨，);21)<染色大
部分层次失染，伴软骨下骨硬化；)*+, - .!/组软骨

表面粗糙、表层裂隙，软骨细胞排列紊乱，层次不清，

部分出现潮线不清晰和中断，);21)<染色不均匀。
)*+,组与 #$!%组比较差异均有统计学意义（! ?
’"’&），)*+, - .!/组与 #$!% - .!/组比较差异有统计
学意义（! ? ’"’&）；)*+,组与 )*+, - .!/组相比差
异有统计学意义（! ? ’"’&），见表 &、图 8。

表 ! 术后不同时间大鼠关节软骨 0!5675评分比较

组别 8周 &’周
#$!% ’"@> A ’"’B ’"C’ A ’"&@
<$!% - .!/ ’"@& A ’"’C ’">B A ’"&C
)*+, &"DC A ’"8D &&"8D A &"E>!

)*+, - .!/ &"BD A ’"38 D">@ A &">>"#

注：与 )*+,&’ 周组比较" ! ? ’"’&；与 #$!%&’ 周组比较! ! ?

’"’&；与 #$!% - .!/&’周组比较# ! ? ’"’&

!"<$!%组 &’周；("<$!% - .!/ 组 &’周；.")*+, 组 &’周；F")*+, - .!/组 &’周

图 " 各组大鼠关节软骨 );21)<染色 4 @’
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图 ! 各组大鼠关节软骨下骨 !" # $%

"#$ 骨形态计量学分析
大鼠胫骨软骨下骨组织计量学分析显示（见表

&）。术后 & 周时：大鼠软骨下骨体积分数（’()
*(+）,-./ 组明显高于 012*组（! 3 %4%5），012*
6 7.8组高于 012*组（! 3 %4%5），,-./组与 9-./ 6
7.8组之间无统计学差异。术后 5%周时，012*组骨
体积分数（’()*(+）明显高于 ,-./组（! 3 %4%5），
012* 6 7.8 组低于 012* 组（ ! 3 %4%5），9-./ 组与
,-./6 7.8组比较差异无统计学意义（! : %4%;），见
图 <。

表 " 大鼠胫骨近端软骨下骨骨体积分数

（’()*(）的比较（+）

组别 &周 5%周
9-./ <$4$ = &4> <;4< = <45
9-./ 6 7.8 <;4? = <4% <;4; = <4;
012* <54? = <45! $$4& = $4&
012* 6 7.8 <<4? = &4@" <>4< = <4>#

注：与 9-./ & 周组比较! ! 3 %4%5；与 012* & 周组比较" ! 3

%4%5；与 012* 5%周组比较# ! 3 %4%5

! 讨论

5@>A年 B.CDE和 BF9G［&］首次提出软骨下骨在骨
性关节炎的发生及进展中发挥重要作用。软骨下骨

在异常的机械应力作用下密度厚度增加，使其发挥

缓冲，吸收应力的作用减弱，对其上的关节软骨产生

更大的剪应力，从而促进软骨退变。近年来有较多

的文献报道 H0 软骨与软骨下骨的关系。’FIIGJ

等［<］在大鼠骨关节炎动物模型中用 /D7JFK1*三维成
像技术纵向观察造模处骨组织的变化 $周，发现在
模型早期软骨下骨小梁变薄，小梁间的连接变少，体

积亦减小。在 !.L./D等［$］的研究中也发现 H0早期
软骨下骨量减少，骨转换速率加快，骨吸收大于骨形

成。随着病程的发展，骨重建骨量增加，软骨下骨硬

化，骨赘形成。

我们所用的大鼠前交叉韧带切断模型，反映了

软骨下骨的这种变化。在早期（造模术后 &周）在软
骨尚未出现明显退变之前，软骨下骨量减少，骨小梁

变细，表明有骨吸收大于骨形成；发展至晚期（造模

术后 5%周）软骨出现明显退变表现，软骨下骨体积
增加，骨小梁增粗，骨质硬化表现，边缘骨赘形成。

在这些骨重建的过程中，生物力学因素，多种炎症因

子及细胞因子之间相互作用，其作用结果决定了骨

转换速率，并最终影响到 H0的病情进展。近来有
学者对于 H0软骨下骨进行干预性实验研究。其中
!.L./D等［;］用骨吸收抑制剂阿仑磷酸钠干预大鼠
H0的早期软骨下骨吸收，发现其在 H0的进展中对
关节软骨有部分保护作用。2M 等［A］使用降钙素试
验性治疗大鼠 H0，认为降钙素可以抑制 H0早期软
骨下骨的吸收，并最终延缓软骨下骨硬化。

骨化三醇是维生素 N 的活性代谢产物，主要应
用于骨质疏松治疗领域。其作用途径包括直接促进

骨形成，增加骨量、间接抑制骨吸收，缓解症状、提高

肌力，改善神经肌肉协调性。骨化三醇对成骨细胞

起到的是抑制凋亡的作用［?］。对于体外培养的成骨

细胞，骨化三醇可以刺激其产生骨钙素和 02O，而
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促进成骨细胞成熟，加强其功能活性［!］。另外，还

可通过胃肠钙吸收增加，间接抑制 "#$分泌以及骨
化三醇直接作用于甲状旁腺细胞抑制 "#$分泌，以
上引起的骨形成超过了破骨细胞介导的骨吸收作

用，而保持了骨质量。我们在大鼠造模术后，应用

骨化三醇 %&’!(·)(
* ’·+* ’灌胃持续 ,周，给药剂量

参考以前的实验［-］，结果在病变早期模型给药组的

软骨下骨量较模型组明显增加，表明骨吸收减轻；而

到晚期，软骨下骨的增生及硬化程度较未干预组明

显减轻。同时骨化三醇的干预对关节软骨似乎具有

保护作用，表现在 ./晚期模型给药组软骨 012)32
评分和 44"5’6 表达均较模型组组低（ ! 7 %&%8）。
骨化三醇减缓软骨退变的机制尚不完全清楚，可能

包括对软骨的直接作用和间接作用，生物力学因素

改变是其中很重要的原因。软骨下骨呈纵向柱状排

列，小梁间彼此连接成网状形成缓冲垫与其上的软

骨共同吸收能量，并对其上的软骨有一定应力保护

作用。./晚期，软骨下骨质硬化，吸收应力作用减
弱，使软骨承受了更大的剪应力，促使其退变。本实

验在 ./早期软骨下骨吸收时对抗性的使用骨化三
醇，抑制软骨下骨吸收，使与骨吸收相耦联的继发性

骨质增生和硬化均减缓，间接保护了关节软骨。此

外，骨化三醇还可能通过作用于 ./软骨及软骨下
骨的代谢因素从而影响 ./的进展。骨化三醇可调
节多种细胞因子、生长因子的信号转导途径［’%5’’］。

有体外实验表明，骨化三醇能下调骨性关节炎软骨

细胞合成前列腺素和基质金属蛋白酶，减少其对关

节软骨的损伤，防治骨关节病变［’,］。我们在实验中

发现，’% 周时药物干预组比单纯模型组关节软骨
44"5’6表达减低。表明骨化三醇通过某种机制抑
制了 44"5’6的表达，从而减少了"型胶原的降解，
但其调节机制有待更多研究。

本实验通过观察骨化三醇对 ./软骨下骨的影
响，减缓了软骨的损伤，证实了软骨下骨在 ./进展
中发挥一定作用。软骨下骨和关节软骨作为一个对

立统一的整体，在 ./的病理进程中相互作用、相互
影响［’6］，认识软骨下骨在 ./发生发展中的作用及
其机制，并针对性地采取干预措施，可为临床提供新

的防治方法。
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