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基础研究

射频热疗对兔膝骨关节炎形成过程中Ⅱ型胶原
表达的影响
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【摘要】 　 目的　 探讨射频热疗对兔膝骨关节炎形成过程中Ⅱ型胶原表达的影响ꎮ 方法　 选取雄性家兔

５４ 只ꎬ采用改良 Ｈｕｌｔｈ 造模法将其右后肢制成实验性膝关节骨关节炎模型ꎮ 待造模成功后ꎬ将上述实验兔随

机分为模型组、鹿瓜多肽组及射频热疗组ꎮ 鹿瓜多肽组于制模后给予鹿瓜多肽肌肉注射ꎬ射频热疗组于制模

后给予射频热疗治疗ꎬ模型组制模后未给予特殊处理ꎮ 于治疗 ７ ｄ、１３ ｄ 及 １９ ｄ 时每组分别取 ６ 只实验兔处

死ꎬ取右侧股骨内侧髁软骨ꎬ采用改良 Ｍａｎｋｉｎｓ 评分对其进行形态学评分ꎻ同时采用实时定量 ＰＣＲ 技术检测

各组实验兔右侧股骨内侧髁软骨组织Ⅱ型胶原含量ꎮ 结果　 经相同天数治疗后ꎬ发现模型组、鹿瓜多肽组及

射频热疗组右侧股骨内侧髁软骨 Ｍａｎｋｉｎｓ 评分依次降低ꎬ软骨组织Ⅱ型胶原含量依次增高ꎬ组间差异均具有

统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 射频热疗组随着治疗时间延长ꎬ其 Ｍａｎｋｉｎｓ 评分逐渐降低ꎬ软骨组织中Ⅱ型胶原含量

逐渐增高ꎬ各时间点间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 射频热疗治疗兔膝骨关节炎的疗效明显优

于鹿瓜多肽ꎬ其治疗机制可能与显著增加软骨中Ⅱ型胶原含量有关ꎮ
【关键词】 　 膝骨关节炎ꎻ　 射频热疗ꎻ　 Ⅱ型胶原ꎻ　 实验兔
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　 　 骨关节炎(ＯｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＯＡ)是一种以关节软骨
退行性变、继发性骨质增生为主要特征的慢性退变性
关节疾病ꎬ发病过程中最主要特点是关节软骨进行性
丢失[１]ꎮ 胶原是细胞外基质的重要组成部分ꎬ其中Ⅱ
型胶原占总胶原含量的 ８０％ ~ ９５％ꎬ其质和量的改变
是关节软骨丧失正常生物力学特性的直接原因[２￣３]ꎮ
目前临床治疗膝 ＯＡ 较棘手ꎬ缺少特效治疗手段ꎮ 近
年逐渐发展起来的射频热疗技术具有诸多优越性ꎬ在
临床应用中发现能显著减轻膝 ＯＡ 患者症状ꎬ但其确
切治疗机制不详[４]ꎮ 鹿瓜多肽作为膝 ＯＡ 临床常用
药ꎬ具有活血化瘀、祛风通络等作用ꎬ能改善软骨下骨
髓腔内血流状态ꎬ促使代谢废物清除ꎬ对保护关节软骨
组织具有重要价值[５]ꎮ 本研究在建立兔膝 ＯＡ 模型后
分别施以射频热疗或鹿瓜多肽干预ꎬ通过比较射频热
疗、鹿瓜多肽对实验兔膝关节软骨形态及关节软骨Ⅱ
型胶原含量的影响ꎬ旨在探讨射频热疗治疗膝 ＯＡ 的
相关机制ꎮ

材料与方法

一、主要实验材料
本研究实验动物为雄性家兔ꎬ共 ５４ 只ꎬ由北京

市通州实验动物养殖厂提供(动物合格证号:２０００ 第
０１３ 号清洁级)ꎬ实验兔体重(２.５０±０.２５) ｋｇꎬ６ 月龄ꎬ
均单笼单只饲养于内蒙古医科大学第三附属医院实
验动物中心ꎮ 本研究主要实验材料还包括兔台、止
血钳、持针器、弯针、拉钩、刀柄、刀片、线剪、眼科剪、
缝合线、电子秤、骨刀等ꎻ主要实验设备包括 ＨＧ￣２０００
型体外高频热疗机、ＧＮＰ￣９０８０ 型培养箱、ＣＭ１８５０ 冷
冻切片机、ＰＰＴＨＫ￣２１Ｂ 摊片机、７５００ 型实时定量 ＰＣＲ
仪等ꎻ主要实验药品包括注射用鹿瓜多肽、速眠新Ⅱ、
硫酸庆大霉素注射液、１０％乙二胺四乙酸 ( ｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｄｉａｍｉｎｅ ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄꎬＥＤＴＡ)、二甲苯、０.１ Ｍ 磷酸盐
缓冲液( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳ)、４％多聚甲
醛、无水乙醇、苏木素、Ⅱ型胶原酶、实时荧光定量
ＰＣＲ 检测试剂盒等ꎮ

二、兔膝 ＯＡ 模型制作
全部实验兔均单笼单只饲养于内蒙古医科大学第

三附属医院实验动物中心ꎬ饲养室保持干燥、通风、安
静、温度、湿度适宜ꎬ饲养笼尺寸可保证实验兔自由活
动ꎬ每日清理笼舍卫生ꎬ定期紫外线消毒ꎬ密切观察实
验兔进食、活动及二便情况ꎮ 在正式实验前本研究选
择目前国内、外较常用的改良 Ｈｕｌｔｈ 方法[５] 进行造模
预实验ꎬ选取 ４ 只实验兔ꎬ通过手术切断兔膝关节前、
后交叉韧带、内侧副韧带及内侧半月板(图 １)ꎬ造成膝
关节不稳定ꎬ同时将原本外翻的膝关节变为内翻ꎬ改变
膝关节生物力线ꎬ继而使关节软骨应力发生变化ꎮ 术

后将实验兔单笼单只饲养ꎬ其活动不受限制ꎬ术后 ６ 周
重新手术切开膝关节ꎮ 膝 ＯＡ 造模成功标准如下:膝
关节滑膜部分呈结节样增生ꎬ滑液量少且浑浊ꎬ表面溃
疡及裂纹形成ꎬ部分有骨赘形成[６]ꎬ发现预实验所有
实验兔均造模成功(见图 ２)ꎮ 在正式实验时将饲养 １
周后的健康实验兔应用改良 Ｈｕｌｔｈ 造模法进行统一膝
ＯＡ 造模ꎬ待麻醉程度满意后触摸实验兔右后肢膝关
节内侧寻找关节间隙ꎬ沿此关节间隙中心切长约 ３ ｃｍ
纵行切口ꎬ随后切断内侧副韧带并打开关节囊ꎬ以尖刀
沿半月板与胫骨平台间隙游离并剔除内侧半月板ꎬ暴
露并切断前交叉韧带ꎬ经生理盐水冲洗后用碘伏再次
消毒并缝合包扎ꎮ 采用随机数字表法将模型兔分为射
频热疗组、鹿瓜多肽组及模型组ꎬ每组 １８ 只实验兔ꎮ

　 　 注:ａ 沿右后肢膝关节内侧寻找关节间隙ꎬ切长约 ３ ｃｍ 纵行

切口ꎬ随后切断内侧副韧带ꎻｂ 打开关节囊ꎬ剔除内侧半月板ꎬ暴
露并切断前交叉韧带

图 １　 ＯＡ 制模操作要点

注:可见关节滑膜部分呈结节样增生ꎬ部分有骨赘形成

图 ２　 ＯＡ 造模成功标准

三、制模后干预
射频热疗组实验兔给予射频热疗ꎬ采用珠海产

ＨＧ￣２０００ 型体外热疗机ꎬ将体外热疗机 ２ 个圆形电极
(直径约 ２０ ｃｍ)分别置于实验兔后肢膝关节上、下部
位ꎬ电极与皮肤距离 １５ ~ ２０ ｃｍꎬ输出功率百分比为
１０％~２０％ꎬ选择谐振模式ꎬ温度设定为 ３６.５ ~ ３８.５ ℃ꎮ
上述射频热疗每日 １ 次ꎬ每次持续 １０ ｍｉｎꎬ治疗 ６ 次为
１ 个疗程ꎬ每疗程结束后休息 ３ ｄꎮ 鹿瓜多肽组则按照
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０.１ ｍｌ / ｋｇ 体重肌肉注射鹿瓜多肽(黑龙江迪龙制药有
限公司产ꎬ８ ｍｇꎬ粉剂ꎬ使用时按说明书将其溶于 ４ ｍｌ
灭菌注射用水中)ꎬ每日注射 １ 次ꎮ 模型组实验兔制
模后不给予特殊干预ꎬ置于笼内自由活动ꎮ 射频热疗
组及鹿瓜多肽组均每天于固定时间段进行相应干预ꎬ
以保证治疗规律性ꎮ

四、标本制作及组织学观察
于射频热疗后第 ７ꎬ１３ꎬ１９ 天时各组分别取 ６ 只实

验兔采用耳缘静脉空气栓塞法处死ꎬ按先前手术入路
切开膝关节囊ꎬ暴露关节内部结构ꎬ切断外侧副韧带及
后交叉韧带ꎬ将股骨与胫骨彻底分离ꎬ仔细分离股骨端
周围软组织ꎬ用骨刀将股骨端离断并切取股骨内侧髁ꎬ
经流水冲洗后置于 ４％中性甲醛溶液(４ ℃)中固定
２４ ｈꎮ 将经固定处理好的组织标本冲洗后置入 １０％
ＥＤＴＡ脱钙液中ꎬ每日采用 ６０ ℃恒温水浴加热脱钙液
１０ ｈꎬ隔日换液ꎬ持续 ６ ｄ 直到骨质变软至理想状态(以
大头针刺骨质能刚好轻松刺入为宜)ꎮ 随后用流水冲
洗ꎬ在脱钙后的标本上切取 ０.５ ｃｍ×０.４ ｃｍ×０.３ ｃｍ 小
块组织(包含软骨及软骨下骨)ꎬ经梯度酒精脱水、二
甲苯透明、石蜡浸泡后以软骨冠状切面贴靠于包埋盒
底面进行包埋ꎮ 将组织标本蜡块进行不连续切片ꎬ每
个蜡块切取 ６ 张切片(间隔 １００ μｍ)进行苏木精￣伊红
(ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)染色ꎮ 采用盲法由 ２ 位病理
医师各取每个组织标本 ３ 张切片进行组织形态学观
察ꎬ每张切片选取 ５ 个不同视野ꎬ主要观察术后不同时
间点实验兔膝关节软骨及软骨下骨病理改变ꎬ并参照
关节软骨改良 Ｍａｎｋｉｎｓ 评分细则[７￣８]进行积分统计ꎮ

五、Ⅱ型胶原实时定量 ＰＣＲ 检测
于射频热疗后第 ７ꎬ１３ꎬ１９ 天分别提取各组实验兔

软骨组织总Ⅱ型胶原ꎬ参照逆转录试剂盒(武汉基因
美生物科技有限公司) 及 ｑＰＣＲ 试剂盒说明书进行
ＰＣＲ 定量测定ꎬ经组织研磨、细胞裂解、离心、洗脱等
步骤提取软骨组织 ＲＮＡꎬ通过去除基因组 ＤＮＡ、反转
录 等 步 骤 进 行 反 转 录ꎮ 应 用 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 系统通过预变性
(９５ ℃ꎬ３０ ｓꎬ１ 个循环)、ＰＣＲ(９５ ℃ꎬ５ ｓꎬ４０ 个循环)、
溶解(９５ ℃ꎬ５ ｓꎬ１ 个循环)、降温(５０ ℃ꎬ３０ ｓꎬ１ 个循
环)等环节进行扩增ꎮ

六、统计学分析
本研究所得计量数据以( ｘ－ ± ｓ)表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ

２０.０版统计学软件包进行数据分析ꎬ使用 ＬＳＤ￣Ｑ 检验
法ꎬＰ<０.０５表示差异具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组实验兔软骨组织学观察比较
射频热疗组治疗 ６ ｄ 时ꎬ发现其软骨表层不平整ꎬ

可见不完整软骨裂隙ꎬ软骨细胞排列成簇ꎻ基质染色正
常或轻度减退ꎬ潮线完整(图 ３)ꎻ治疗 １２ ｄ 时发现软
骨表面轻度损伤ꎬ细胞可成簇ꎬ基质染色正常或轻度减
退ꎬ潮线不完整(图 ４)ꎻ治疗 １８ ｄ 时发现软骨表面轻
度损伤ꎬ骨细胞正常排列或增多ꎬ基质染色轻度减退ꎬ
潮线较完整(图 ５)ꎮ

鹿瓜多肽组治疗 ６ ｄ 时ꎬ可见不完整软骨裂隙ꎬ界
限不清ꎬ软骨细胞排列成簇ꎬ基质染色正常ꎬ潮线较完
整(图 ６)ꎻ治疗 １２ ｄ 时可见软骨较大范围纤维化(达
辐射层)ꎬ软骨细胞排列正常或紊乱ꎬ基质染色轻度减
退ꎬ潮线不完整(图 ７)ꎻ治疗 １８ ｄ 时可见骨组织表面
局部纤维化(达移形层)ꎬ局部骨细胞过多且排列紊
乱ꎬ基质染色正常或轻度减轻ꎬ潮线不完整(图 ８)ꎮ

模型组在干预 ６ ｄ 时可见软骨纤维化及裂隙ꎬ界
限不清ꎬ细胞成簇ꎬ基质染色中度减退ꎬ潮线不完整
(图 ９)ꎻ干预 １２ ｄ 时可见软骨纤维化(深达辐射层)ꎬ
钙化层不明显ꎬ界限不清ꎬ软骨细胞减少ꎬ基质染色减
退ꎬ潮线不完整(图 １０)ꎻ干预 １８ ｄ 时可见骨组织表面
破损、纤维化(达钙化层)ꎬ钙化层难以分辨ꎬ骨细胞减
少ꎬ基质染色重度减退ꎬ潮线消失(图 １１)ꎮ

二、各组实验兔关节软骨组织 Ｍａｎｋｉｎｓ 评分比较
经相同天数治疗后模型组、鹿瓜多肽组及射频热

疗组比较ꎬ发现其膝关节软骨组织 Ｍａｎｋｉｎｓ 评分依次
降低ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ同一组
别不同治疗天数 Ｍａｎｋｉｎｓ 评分比较ꎬ发现随着治疗天
数延长ꎬ射频热疗组 Ｍａｎｋｉｎｓ 评分依次降低ꎬ不同治疗
天数间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ鹿瓜多肽组
和模型组 Ｍａｎｋｉｎｓ 评分变化无明显规律ꎬ不同治疗天
数间差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ具体数据见表 １ꎮ

表 １　 制模后不同时间点各组实验兔软骨组织 Ｍａｎｋｉｎｓ 评分

比较(分ꎬｘ－±ｓ)

组别　 只数 治疗 ６ ｄ 治疗 １２ ｄ 治疗 １８ ｄ

模型组 ６ ８.５０±１.０５ａｂ ９.８３±１.４７ａ １１.５０±１.８７ａｂ

鹿瓜多肽组 ６ ６.８３±０.７５ ７.００±０.８９ ６.００±０.６３
射频热疗组 ６ ５.１７±０.７５ａ ４.５０±１.０５ａ ３.５０±０.５５ａ

　 　 注:与鹿瓜多肽组相同时间点比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与组内治疗 １２ ｄ 时比

较ꎬｂＰ<０.０５

三、各组实验兔软骨组织Ⅱ型胶原表达比较
经相同天数治疗后模型组、鹿瓜多肽组、射频热疗

组比较ꎬ发现其软骨组织Ⅱ型胶原相对表达量依次增
多ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ同一组别
不同治疗天数Ⅱ型胶原表达量比较ꎬ发现射频热疗组
随着治疗时间延长ꎬ其软骨组织Ⅱ型胶原相对表达量
依次增多(Ｐ<０.０５)ꎻ模型组随着治疗时间延长ꎬ其软
骨组织Ⅱ型胶原相对表达量下降ꎬ但差异无统计学意
义(Ｐ>０.０５)ꎻ鹿瓜多肽组随着治疗时间延长ꎬ其软骨
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图 ３　 射频热疗组治疗 ６ ｄ 时软骨组织学观察(ＨＥ 染色ꎬ×１００)　 图 ４　 射频热疗组治疗 １２ ｄ 时软骨组

织学观察(ＨＥ 染色ꎬ×１００)　 图 ５　 射频热疗组治疗 １８ ｄ 时软骨组织学观察(ＨＥ 染色ꎬ×１００)　 图 ６　 鹿瓜多

肽组治疗 ６ ｄ 时软骨组织学观察(ＨＥ 染色ꎬ×１００) 　 图 ７　 鹿瓜多肽组治疗 １２ ｄ 时软骨组织学观察(ＨＥ 染

色ꎬ×１００)　 图 ８　 鹿瓜多肽组治疗 １８ ｄ 时软骨组织学观察(ＨＥ 染色ꎬ×１００)　 图 ９　 模型组治疗 ６ ｄ 时软骨

组织学观察(ＨＥ 染色ꎬ×１００)　 图 １０　 模型组治疗 １２ ｄ 时软骨组织学观察(ＨＥ 染色ꎬ×１００)　 图 １１　 模型组

治疗 １８ ｄ 时软骨组织学观察(ＨＥ 染色ꎬ×１００)

组织Ⅱ型胶原相对表达量有所增加ꎬ但差异无统计学
意义(Ｐ>０.０５)ꎬ具体数据见表 ２ꎮ

表 ２　 制模后不同时间点各组实验兔Ⅱ型胶原相对表达量

比较(ｘ－±ｓ)

组别　 只数 治疗 ６ ｄ 治疗 １２ ｄ 治疗 １８ ｄ

模型组 ６ ２.３２±０.２５ａｂ ２.０５±０.３４ａ １.６５±０.２６ａｂ

鹿瓜多肽组 ６ ２.４８±０.４４ ２.３０±０.３２ ２.５７±０.５４
射频热疗组 ６ ２.６４±０.６０ａ ２.７３±０.１９ａ ３.０３±０.４５ａ

　 　 注:与鹿瓜多肽组相同时间点比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与组内治疗 １２ ｄ 时比

较ꎬｂＰ<０.０５

讨　 　 论

膝 ＯＡ 是影响人类健康最常见关节疾患之一ꎬ该
疾病无明显种族或地域差异ꎬ患者主要表现为关节软
骨退行性变和继发性骨质增生ꎻ随着病情进展ꎬ患者逐
渐出现疼痛加重、关节僵硬及关节活动功能受限等症
状ꎬ严重者可出现行走困难ꎬ 其最终致残率约为
５３％[９]ꎮ Ⅱ型胶原是软骨基质的主要组成成分ꎬ对软
骨发生、分化、迁移具有重要诱导作用ꎬ有利于关节软
骨再生[１０]ꎮ Ⅱ型胶原在体内主要存在关节软骨中ꎬ在
其它组织中的含量较低ꎬ因此可通过检测Ⅱ型胶原水
平来推测机体软骨组织变化情况[１１]ꎮ 目前临床针对
膝 ＯＡ 的治疗主要有药物干预、非药物干预及外科治
疗等[１２]ꎬ其治疗目标是控制疼痛、改善关节功能及生
活质量ꎬ尽可能避免治疗毒副作用ꎮ

研究表明ꎬ射频热疗治疗膝 ＯＡ 的疗效明显优于
其它物理因子治疗[４]ꎮ 关于体外射频热疗治疗膝 ＯＡ
的可能机制包括:(１)射频热疗磁场能抑制机体自由
基产生ꎬ治疗时的热量能增加局部血流速度ꎬ提高新陈
代谢水平ꎬ使组织内金属蛋白酶抑制剂增加ꎬ减少对Ⅱ
型胶原的破坏ꎬ有助于软骨细胞修复[１３￣１４]ꎮ (２)体外
射频产生的高频电磁振荡能加速体内各种成分交换ꎬ
有助于增强机体免疫功能、纠正酸中毒、促进炎症消
退ꎬ从而达到镇痛、解痉目的[１５]ꎮ

鹿瓜多肽治疗膝 ＯＡ 也具有较好效果[１６]ꎮ 鹿瓜

多肽主要含有骨诱导多肽类生物因子、甜瓜籽提取物、
多种游离氨基酸和有机钙磷等成分[１７]ꎬ具有调节钙、
磷代谢ꎬ增加骨钙沉积ꎬ防止骨质疏松以及抗炎镇痛等

作用[１８]ꎮ 相关研究表明鹿瓜多肽中骨诱导多肽类生
物因子可有效促进机体内影响骨形成和吸收的骨源性

生长因子合成[１９]ꎬ从而促进成骨细胞生长ꎬ延缓骨退
行性改变ꎬ减少炎性物质渗出ꎬ促进局部血液循环ꎬ是
目前临床治疗骨性疾病的常用药物之一ꎮ

本研究结果显示ꎬ经相同天数治疗后ꎬ模型组、鹿
瓜多肽组、射频热疗组软骨 Ｍａｎｋｉｎｓ 评分依次降低ꎬ组
间差异具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ表明模型组恢复最
差ꎬ鹿瓜多肽组恢复次之ꎬ射频热疗组恢复较好ꎻ另外
经相同天数治疗后ꎬ发现模型组Ⅱ型胶原含量最低ꎬ鹿
瓜多肽组次之ꎬ射频热疗组最高ꎬ进一步表明射频热疗
组治疗效果较好ꎬ鹿瓜多肽组次之ꎬ模型组最差ꎮ 由上

８１ 中华物理医学与康复杂志 ２０１８ 年 １ 月第 ４０ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１８ꎬ Ｖｏｌ. ４０ꎬ Ｎｏ.１



述结果可知ꎬ射频热疗和鹿瓜多肽均可有效治疗膝
ＯＡꎬ并且以射频热疗的治疗效果更显著ꎬ其治疗机制
可能与射频热疗能提高软骨组织中Ⅱ型胶原含量有
关ꎮ
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