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　 　 【摘要】 　 目的　 观察体外冲击波治疗对兔膝骨关节炎(ＯＡ)模型软骨组织中转化生长因子 β１(ＴＧＦ￣β１)
和白介素 １β(ＩＬ￣１β)的表达影响ꎬ并探讨体外冲击波治疗兔膝 ＯＡ 的机制ꎮ 方法　 选取雌性新西兰兔 ５０ 只ꎬ
采用随机数字表法分别为正常对照组、模型组、冲击波 Ａ 组[能量密度流(ＥＦＤ)为 ０.０５(ｍＪ / ｍｍ２)]、冲击波

Ｂ 组(ＥＦＤ 为 ０.１１ ｍＪ / ｍｍ２)、冲击波 Ｃ 组(ＥＦＤ 为 ０.２２ ｍＪ / ｍｍ２)ꎬ每组 １０ 只新西兰兔ꎮ 模型组和冲击波 Ａ、
Ｂ、Ｃ 组均采用 Ｈｕｌｔｈ′ｓ 法建立膝 ＯＡ 动物模型ꎮ 造模成功后ꎬ冲击波 Ａ、Ｂ 和 Ｃ 组分别给予对应能量密度流的

体外冲击波治疗ꎬ均每 ７ ｄ 治疗 １ 次ꎬ每次冲击 ２０００ 下ꎬ连续治疗 ４ 周ꎮ 正常对照组和模型组均不给予体外冲

击波治疗ꎮ 于冲击波 Ａ、Ｂ、Ｃ 组体外冲击波治疗 ４ 周后ꎬ处死 ５ 组新西兰兔ꎬ取兔右侧膝关节软骨组织ꎬ肉眼

观察关节软骨ꎬＨＥ 染色后采用改良 Ｍａｎｋｉｎ′ｓ 评分评估软骨组织退变情况ꎬ采用免疫组化法ꎬ蛋白印迹法和实

时荧光定量多聚酶链式反应分别测定兔软骨中 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 的阳性细胞数、ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 的蛋白量以

及 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 的 ｍＲＮＡ 表达量ꎮ 结果　 与正常对照组比较ꎬ模型组肉眼可见关节软骨退变ꎮ 模型组改

良的 Ｍａｎｋｉｎ′ｓ 评分为(７.３０±０.４５)分ꎬ显著高于正常对照组的(０.３４±０.０６)分ꎬ且模型组 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 的蛋

白和 ｍＲＮＡ 的表达量较正常对照组亦明显升高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 冲击波 Ａ、Ｂ、Ｃ 组软骨组织

的改良 Ｍａｎｋｉｎ′ｓ 评分均显著低于模型组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ冲击波 Ｃ 组软骨组织中的 ＴＧＦ￣β１
和 ＩＬ￣１β 的蛋白和 ｍＲＮＡ 表达量明显低于模型组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 体外冲击波可降低

兔膝 ＯＡ 软骨中 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 的表达ꎬ且治疗效果与体外冲击波的能量密度流呈正相关ꎬ提示冲击波可能

通过调节 ＴＧＦ￣β１ 的表达来减少炎性因子 ＩＬ￣１β 的表达ꎬ从而达到对 ＯＡ 的防治作用ꎮ
【关键词】 　 膝骨关节炎ꎻ　 冲击波ꎻ　 转化生长因子 β１ꎻ　 白介素 １β
基金项目:重庆市渝中区科委项目(２０１７０１１１)
ＤＯＩ:１０.３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｉｓｓｎ.０２５４￣１４２４.２０２２.０１.００３

Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ ｓｈｏｃｋ ｗａｖｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ ａｎｄ ＩＬ￣１β ｉｎ ｔｈｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｏｆ
ａｎ ｏｓｔｅａｏａｒｔｈｒｉｔｉｃ ｋｎｅｅ
Ｄｅｎｇ Ｚｉｔｉｎｇ１ꎬ Ｗｅｎ Ｌｉ２ꎬ Ｊｉａ Ｙｉｎｇ２

１Ｔｈｅ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌｉｔａｔｉｏｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ ２Ｔｈｅ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｆｉｒｓｔ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ
４０００１６ꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: Ｊｉａ Ｙｉｎｇꎬ Ｅｍａｉｌ: ６１７４１８５５０＠ ｑｑ.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｅｅｋ ａｎｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ ｓｈｏｃｋｗａｖｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓ￣
ｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣β１ (ＴＧＦ￣β１) ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１β (ＩＬ￣１β) ｉｎ ｔｈｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｉｔｈ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒ￣
ｔｈｒｉｔｉｓ (ＯＡ)ꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｉｆｔｙ ｆｅｍａｌｅ Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ ａ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｓｈｏｃｋｗａｖｅ ｇｒｏｕｐｓ Ａꎬ Ｂ ａｎｄ Ｃꎬ ｅａｃｈ ｏｆ １０. Ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｎｏｒ￣
ｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎ ＯＡ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ ｕｓｉｎｇ Ｈｕｌｔｈ′ｓ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｓｈｏｃｋｗａｖｅ ｇｒｏｕｐｓ
ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ２０００ ｓｈｏｃｋｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｗｅｅｋｌｙ ｓｅｓｓｉｏｎ ｏｖｅｒ ４ ｗｅｅｋｓ. Ｔｈｅ ｅｎｅｒｇｙ ｆｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ｗａｓ ０.０５ｍＪ / ｍｍ２ꎻ
ｉｎ Ｂ ｉｔ ｗａｓ ０.１１ｍＪ / ｍｍ２ ａｎｄ ｉｎ Ｃ ０.２２ｍＪ / ｍｍ２ . Ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｓｈｏｃｋｅｄ. Ａｌｌ ｔｈｅ ｒａｂ￣
ｂｉｔｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｉｇｈｔ ｋｎｅｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｓａｍｐｌｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ａｎｙ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ａｓ￣
ｓｉｇｎ ｉｍｐｒｏｖｅｄ Ｍａｎｋｉｎ ｓｃｏｒｅｓ. Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｕｎｔ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ ａｎｄ ＩＬ￣１β￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎｄ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｅｍ￣
ｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１β ａｎｄ ＴＧＦ￣β１. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ Ｍａｎｋｉｎ′ｓ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ ａｎｄ ＩＬ￣１β ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ

８１ 中华物理医学与康复杂志 ２０２２ 年 １ 月第 ４４ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２２ꎬ Ｖｏｌ. ４４ꎬ Ｎｏ.１



Ｍａｎｋｉｎ′ｓ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｈｏｃｋ ｗａｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ′ｓ ａｖｅｒａｇｅ. Ｇｒｏｕｐ Ｃ′ｓ
ａｖｅｒａｇｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ ａｎｄ ＩＬ￣１β ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ′ｓ
ａｖｅｒａｇｅｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ ｓｈｏｃｋｗａｖｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ ａｎｄ ＩＬ￣１β ｉｎ ｔｈｅ
ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｏｆ ａｎ ａｒｔｈｒｉｔｉｃ ｋｎｅｅꎬ ａｔ ｌｅａｓｔ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ. Ｉｔｓ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｉｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｅｎｅｒｇｙ ｆｌｏｗꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｓｈｏｃｋ ｗａｖｅｓ ｍａｙ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ＩＬ￣１β ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ￣β１. Ｔｈｅｙ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓꎻ　 Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣β１ꎻ　 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１βꎻ　 Ｓｈｏｃｋ ｗａｖｅ ｔｈｅｒａｐｙ
Ｆｕｎｄｉｎｇ:Ａ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｙｕｚｈｏｎｇ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ (２０１７０１１１)
ＤＯＩ:１０.３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｉｓｓｎ.０２５４￣１４２４.２０２２.０１.００３

　 　 骨关节炎(ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＯＡ)是由多种不同因素引

起的以关节疼痛、功能障碍和畸形为主要表现的退行

性疾病[１]ꎬ其特点为关节软骨退变、软骨下骨增厚和

骨赘生物形成ꎬ多发生于中老年人ꎬ致残率极高[２]ꎮ
转化生长因子 β１(ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｂｅｔａ １ꎬ

ＴＧＦ￣β１)是 ＴＧＦ￣β 超家族的成员之一ꎬ研究表明ꎬＴＧＦ￣
β１ 参与了细胞周期的调节、增殖、分化、成熟、凋亡或

免疫活性等活动ꎬ可诱导软骨的形成[３]ꎮ 研究发现ꎬ
在软骨中ꎬＴＧＦ￣β１ 可抵抗白介素 １β( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１βꎬ
ＩＬ￣１β)表达ꎬ而 ＩＬ￣１β 由多种细胞类型分泌ꎬ包括免疫

细胞、上皮细胞和脂肪细胞ꎮ ＯＡ 软骨组织中的软骨

细胞去分化主要是由促炎性介质如 ＩＬ￣１β 诱导的ꎬＩＬ￣
１β 的表达可促进炎症介质和分解代谢因子的产生和

释放ꎬ如诱导型一氧化碳合酶( ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅꎬｉＮＯＳ)、选择性环氧化酶￣２( ｃｙｃｌｏ￣ｏｘｇｅｎａｓｅ ２ꎬ
ＣＯＸ￣２)、前列腺素 Ｅ２(ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｅ２ꎬＰＧＥ２)、肿瘤

坏死因子 α(ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒｓ￣αꎬＴＮＦ￣α)和基质金

属蛋白酶(Ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓꎬＭＭＰｓ)ꎬ这些物质

均可导致软骨细胞功能障碍和细胞外基质降解[４]ꎮ
最近的研究表明ꎬ体外冲击波治疗 ( ｅｘｔｒａ￣ｃｏｒｐｏ￣

ｒｅａｌ ｓｈｏｃｋｗａｖｅ ｔｈｅｒａｐｙꎬ ＥＳＷＴ)对膝关节早期 ＯＡ 的

变化具有软骨保护作用ꎬ该研究发现ꎬＥＳＷＴ 可促进

ＯＡ 治疗区域的血管扩张和生成ꎬ减轻组织炎症反

应[５] ꎬ但对冲击波的治疗机制尚不明确ꎮ 本研究通

过建立兔膝 ＯＡ 模型ꎬ观察体外冲击波对软骨组织中

ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 表达的影响ꎬ以期探讨冲击波治疗

ＯＡ 的可能机制ꎮ

材料与方法

一、实验动物和分组

选取月龄 ４ 个月ꎬ体重 ２.０ ~ ２.５ ｋｇ 的雌性新西兰

兔 ５０ 只ꎬ由重庆医科大学动物实验中心提供ꎮ 实验动

物生产许可证号为 ＳＣＸＫ(渝) ２０１７￣０００１ꎮ 所有雌性

新西兰兔均在清洁动物房内分笼饲养ꎬ期间自由摄食、
饮水ꎬ室温(２２±２)℃ꎬ相对湿度 (５０±５)％ꎬ１２ ｈ ∶ １２ ｈ
明暗交替ꎮ ５０ 只雌性新西兰兔经适应性喂养 ７ ｄ 后ꎬ
采用随机数字表法将其分为正常对照组、模型组、冲击

波 Ａ 组 [能量密度流 ( ｅｎｅｒｇｙ ｆｌｕｘ ｄｅｎｓｉｔｙꎬ ＥＦＤ) 为

０.０５ ｍＪ / ｍｍ２]、冲击波 Ｂ 组(ＥＦＤ 为 ０.１１ ｍＪ / ｍｍ２)、
冲击波 Ｃ 组(ＥＦＤ 为 ０.２２ ｍＪ / ｍｍ２)ꎬ每组 １０ 只ꎮ 本研

究经重庆医科大学伦理委员会审核批准ꎬ伦理学编号

为 ＣＱ２０２０１０２２ꎮ
二、主要试剂和仪器

链霉亲和素￣生物素复合物 ( ｓｔｒｅｐｔ ａｖｉｄｉｎ￣ｂｉｏｔｉｎ
ｃｏｍｐｌｅｘꎬＳＡＢＣ)试剂盒、二氨基联苯胺( ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉ￣
ｄｉｎｅꎬＤＡＢ)显色剂和甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶(ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ￣
ｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＧＡＰＤＨ)小鼠单克隆

抗体均购自武汉博士德生物工程有限公司ꎻＴＧＦ￣β１ 小

鼠单克隆抗体和 ＩＬ￣１β 单克隆抗体均购自英国 ａｂｃａｍ
公司ꎻ十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶(ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅ￣
ｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｉｌｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌｅｃｔｒｏ ｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)凝
胶试剂盒和放射免疫沉淀法(ｒａｄｉｏ￣Ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ａｓｓａｙꎬＲＩＰＡ)蛋白提取试剂盒购自上海碧云天生物技

术有限公司ꎻＴＲＩｚｏｎ 试剂盒、ｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒

及 ２ｘ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒均购自美

国 Ｂｉｍａｋｅ 公司ꎻ ＴＧＦ￣β１、 ＩＬ￣１β 和内参 β￣肌动蛋白

(β￣ａｃｔｉｎ)引物合成于上海生工生物工程股份有限公

司ꎻＢＸ５０ 型光学显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎻＤＮＡ
ｅｎｇｉｎｅ 荧光定量多聚酶链式反应( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉ￣
ｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＱ￣ＰＣＲ)仪和 ＢＩＯ￣ＲＡＤ
荧光成像仪购自美国 ＢＩＯＲＡＤ 公司ꎻＳＴ￣ＲＺ 型 ＥＳＷＴ
治疗仪购自瑞士 ＳＴＯＲＺ 公司ꎮ

三、造模方法

模型组和冲击波 Ａ、Ｂ、Ｃ 组均采用改良 Ｈｕｌｔｈ′ｓ
法[６]建立 ＯＡ 模型ꎬ即采用 １０％水合氯醛注射液ꎬ按
３.５ ｍｌ / ｋｇ体重通过兔耳源静脉麻醉新西兰兔ꎬ备皮ꎬ
碘伏消毒兔右膝局部皮肤ꎬ在无菌条件下ꎬ切开兔右

膝关节内侧皮肤ꎬ暴露关节腔ꎬ切断兔右膝关节的内

侧副韧带ꎬ并完整切除内侧半月板ꎬ剪断前后交叉韧

带ꎬ逐层缝合肌肉和皮肤ꎬ无菌包扎ꎮ 模型组和冲击

波 Ａ、Ｂ、Ｃ 组术后均每日肌注青霉素 ８００ 万 ＩＵ 抗感

染ꎬ连续肌注 ７ ｄꎬ并于肌注 ７ ｄ 后在自制的直径 ３ ｍ
环形跑台上每日奔跑 ３０ ｍｉｎꎬ连续训练 ４ 周ꎮ 造模

结束后ꎬ取 ２ 只兔膝关节组织采用 Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ￣ＪＰ 的标
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准进行模型鉴定[７] ꎮ 正常对照组仅常规饲养ꎬ不造

模ꎬ也不上跑台ꎮ
四、干预方法

造模成功后ꎬ冲击波 Ａ 组(ＥＦＤ 为 ０.０５ ｍＪ / ｍｍ２)、
冲击波 Ｂ 组(ＥＦＤ 为 ０.１１ ｍＪ / ｍｍ２)、冲击波 Ｃ 组(ＥＦＤ
为 ０.２２ ｍＪ / ｍｍ２)分别给予对应 ＥＦＤ 的 ＥＳＷＴ 治疗ꎬ均
每 ７ ｄ 治疗 １ 次ꎬ每次冲击 ２０００ 下ꎬ连续治疗 ４ 周ꎮ
正常对照组和模型组均不给予 ＥＳＷＴ 治疗ꎮ

五、组织取材和肉眼观察

于冲击波 Ａ、Ｂ、Ｃ 组给予 ＥＳＷＴ 治疗 ４ 周后ꎬ处死

５ 组新西兰兔ꎬ提取其右膝关节软骨平台和软骨下骨ꎬ
组织分为两份ꎬ一份标记好后立即置于液氮罐中速冻ꎬ
随后转至－８０ ℃冰箱内储存待测ꎻ另一份则置于 ４％多

聚甲醛溶液中固定 ２４ ｈꎬ经 １０％乙二胺四乙酸二钠

(ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄꎬＥＤＴＡ)脱钙 １５ ｄꎬ石
蜡包埋后切片ꎬ切片厚度约 ５ μｍꎮ 组织取材后ꎬ肉眼

观察和记录 ５ 组新西兰兔膝关节软骨的关节囊、滑膜、
关节软骨及关节液的病理改变情况ꎮ

六、５ 组新西兰兔膝关节软骨组织的退变程度评估

采用苏木精￣伊红(ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)染色法

观察 ５ 组新西兰兔膝关节软骨组织的退变程度ꎮ 将

５ 组新西兰兔膝关节软骨石蜡切片依次放入二甲苯

Ⅰ、二甲苯Ⅱ中各 １０ ｍｉｎꎬ再用无水乙醇Ⅰ、无水乙醇

Ⅱ各浸泡 ５ ｍｉｎꎬ然后采用酒精梯度脱水法在 ９５％酒

精、９０％酒精、８０％酒精、７０％酒精中各浸泡 ５ ｍｉｎꎬ蒸
馏水冲洗 ３ 次ꎮ 放入 ＨＥ 染色液中染色 ５ ｍｉｎꎬ自来水

冲洗干净ꎬ用 １％盐酸酒精分化 ３ ｓꎬ自来水冲洗干净ꎬ
０.６％氨水返蓝ꎬ流水冲洗干净后再放入 ＨＥ 染液中染

色 ３ ｍｉｎꎬ将切片脱水透明后晾干ꎬ用中性树胶封片ꎮ
封片后在 ＢＸ５０ 型光学显微镜下观察切片ꎬ依据改良

Ｍａｎｋｉｎ′ｓ 法[８]评分标准对关节软骨的软骨结构、细胞

数量、细胞基质染色和潮线的完整性进行评分ꎬ评估膝

关节软骨组织退变程度ꎮ 评分标准为:０ 级为软骨结

构光整如常ꎬ软骨细胞数量如常ꎬ基质染色正常ꎬ潮线

完整ꎻ１ 级为软骨结构表现出现不规则裂隙ꎬ软骨细胞

数量弥漫性增多ꎬ出现大量簇集样细胞团ꎬ基质染色染

色轻度减退ꎬ多重潮线ꎻ２ 级为软骨结构裂隙深达移行

层ꎬ软骨细胞出现大量簇集样细胞团ꎬ染色中度减退ꎬ
软骨下血管入侵潮线ꎻ３ 级为软骨结构裂隙深达辐射

层ꎬ软骨细胞数量明显减少ꎬ染色重度减退ꎻ４ 级为软

骨结构裂隙深达钙化层ꎬ染色完全消失ꎻ５ 级为软骨层

脱落ꎮ
七、免疫组化法检测

采用免疫组化法检测 ５ 组新西兰兔膝关节软骨组

织中 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 的阳性细胞数ꎮ 将 ５ 组新西兰

兔膝关节软骨石蜡切片脱蜡脱水后ꎬ使用 ３％过氧化

氢灭活内源性过氧化物酶ꎬ经胰蛋白酶消化液修复组

织抗原活性ꎬ加入 １ ∶ ５００ 的稀释小鼠 ＴＧＦ￣β１ 单克隆

抗体和 １ ∶ １０００ 的稀释小鼠 ＩＬ￣１β 单克隆抗体ꎬ在
４ ℃下孵育过夜ꎮ 磷酸盐缓冲液 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳ)冲洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 滴加辣根过氧化

物酶标记的二抗ꎬ３７ ℃ 下孵育 ３０ ｍｉｎꎻ用 ＰＢＳ 冲洗

３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ ＤＡＢ 室温下显色ꎬ自来水冲洗终止

反应ꎮ 苏木素复染 ３ 分钟ꎬ盐酸酒精分化 ２ ｓꎬ碳酸锂

复染 １ ｍｉｎꎬ酒精脱水后树胶封片ꎬ经光学显微镜观察ꎮ
每组取 ５ 张切片ꎬ使用光学显微镜放大 ２００ 倍ꎬ随机选

取 ５ 个视野ꎬ经 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 图像分析软件测定关节

软骨组织中 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 阳性细胞数的积分光密

度值(ｉｎｔｅｇｒａｌ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＩＯＤ)ꎮ
八、实时荧光定量多聚酶链式反应检测

实时荧光定量多聚酶链式反应(ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ)检测 ５ 组新

西兰兔膝关节软骨组织中 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 的 ｍＲＮＡ
表达情况ꎮ 取兔膝关节软骨 ３０ ｍｇꎬ在液氮条件下ꎬ研
成粉末状ꎬ然后用 ＴＲＩｚｏｎ 提取总 ＲＮＡꎬ紫外分光光度

计检测样品吸光度(Ａ)ꎬＡ２６０ / Ａ２８０ 为 １.８~２.０ꎮ 每组

取 １ μｌ 总 ＲＮＡꎬ与 ５×ｑＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 混合后在 ２５ ℃条

件下孵育 １０ ｍｉｎꎬ并随后在 ４２ ℃条件下孵育 ３０ ｍｉｎ
进行 ｃＤＮＡ 的延伸ꎬ最后在 ８５ ℃条件下孵育 ５ ｍｉｎ 结

束反应ꎮ 成功逆转录为 ｃＤＮＡ 后取 ５ μｌ 产物于加入

２ｘ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 进行 ＰＣＲ 反应ꎬ反应

结束后用 ＢＲＯ￣ＲＡＤ 分析软件测定各组目的基因和内

参的扩增曲线ꎬ计算 ΔＣｔ 值差异ꎮ 引物序列和反应条

件见表 １ꎮ

表 １　 引物序列及反应条件

基因　 　 引物 序列(５′－>３′) 引物长度 反应条件

ＴＧＦ￣β１
Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＧＧＡＣＴＣＡＴＴＧＣＴＧＧＴＣＣＣＴ ８０
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＡＧＣＣＣＧＣＴＧＣＡＴＴＣＴＴＣＴＴ ８０

ＩＬ￣１β
Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＣＴＧＴＧＡＣＴＣＧＴＧＧＧＡＴＧＡＴ ６９
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＴＴＣＴＴＴＧＧＧＴＡＴＴＧＴＴＴＧＧ ６９

ＡＣＴＩＮ
Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＴＡＡＣＧＧＣＧＣＡＧＡＡＡＣＧＡＧＡ １８６
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＣＧＧＣＣＡＣＡＴＴＧＣＡＧＡＡＣＴＴ １８６

变性 ９２ ℃ ３０ ｓꎬ退火 ５９.５ ℃３０ ｓꎬ
延伸 ７２ ℃ ３０ ｓꎬ共 ３０ 个循环ꎬ
７２ ℃延伸５ ｍｉｎ
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　 　 九、蛋白免疫印迹法检测

采用蛋白免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)法检测 ５ 组新

西兰兔膝关节软骨组织中 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 的蛋白表

达ꎮ 取兔软骨组织ꎬ在液氮中研磨成粉末状ꎬ与 ＲＩＰＡ
裂解液混合后进行匀浆、离心、提取总蛋白液后测定蛋

白浓度ꎬ各样品取５０ μｇ蛋白量上样行电泳分离提取蛋

白ꎬ转 至 聚 偏 二 氟 乙 烯 ( ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｄｉｆｌｕｏｒｉｄｅꎬ
ＰＶＤＦ)膜上ꎬ在 ３７ ℃条件下经 ５％牛血清白蛋白(ｂｏ￣
ｖｉｎｅ ａｌｂｕｍｉｎꎬ ＢＳＡ) 封闭 ２ ｈ 后ꎬ分别加入 ＴＧＦ￣β１
(１ ∶ １０００ 稀释)、ＩＬ￣１β(１ ∶ ５００ 稀释)和 ＧＡＰＤＨ 抗体

(１ ∶ １０００ 稀释)４ ℃过夜ꎻ使用吐温￣２０ 三羟甲基氨基

甲烷盐酸盐缓冲溶液 ( ｔｒｉｓ ＨＣｌ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ
ｔｗｅｅｎ２０ꎬＴＢＳＴ)洗膜ꎬ每次 １５ ｍｉｎꎬ共 ３ 次ꎮ 加入相应

的辣根过氧化物酶)标记的二抗封闭 ２ ｈꎬ再次使用

ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ避光条件下使用 ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ 凝胶 /
发光图像分析系统对蛋白条带显影ꎬ通过 Ｑｕａｎｔｉｔｉｙ
Ｏｎｅ 软件计算蛋白条带灰度值ꎮ

十、统计学分析

计量资料数据均采用(ｘ－±ｓ)表示ꎬ应用 ＳＰＳＳ １３.０
统计软件进行分析ꎬ计量资料采用 ｔ 检验ꎬ组间比较采

用单因素方差分析ꎬ等级资料用 Ｒｉｄｉｔ 分析ꎬ以 Ｐ<０.０５
为差异具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、５ 组新西兰兔膝关节软骨组织肉眼观察结果

正常对照组关节软骨光滑平整ꎬ淡蓝色ꎬ色泽明

亮ꎬ无软化灶及裂纹ꎬ关节液透明清亮ꎬ滑膜无增生ꎻ模
型组关节软骨面无光泽ꎬ颜色灰暗ꎬ出现糜烂ꎬ软骨边

缘明显增生ꎬ可见些许小溃疡面ꎬ滑膜存在粘连及增

生ꎻ冲击波 Ａ 组软骨面粗糙ꎬ部分出现裂纹ꎬ滑膜可见

少许增厚粘连ꎻ冲击波 Ｂ 组软骨面较粗糙ꎬ可见少许

裂纹ꎬ软骨边缘少许增生ꎻ冲击波 Ｃ 组软骨面呈淡黄

色ꎬ稍粗糙ꎬ软骨边缘可见少许增生ꎬ详见图 １ꎮ
二、５ 组新西兰兔膝关节软骨组织的退变程度评

估结果

图 ２ 可见ꎬ正常对照组软骨表层光滑平整ꎬ基质染

色均匀ꎬ细胞排列整齐ꎬ潮线清晰ꎻ模型组软骨层变薄ꎬ

表层裂隙交错分布ꎬ细胞数目较少ꎬ排列紊乱ꎬ潮线断

裂ꎻ冲击波 Ａ 组软骨表面欠光整ꎬ细胞层数增多ꎬ排列

稍紊乱ꎬ潮线部分断裂ꎻ冲击波 Ｂ 组染色均匀ꎬ细胞层

增生ꎬ存在细胞数目增多ꎬ潮线稍显紊乱ꎻ冲击波 Ｃ 组

细胞表层尚且平整光滑ꎬ细胞增生明显ꎬ中深层存在少

量细胞簇聚ꎬ发现双重潮线ꎮ ５ 组新西兰兔膝关节软

骨组织改良的 Ｍａｎｋｉｎ′ｓ 评分结果见表 ２ꎮ

表 ２　 ５ 组新西兰兔膝关节软骨组织改良 Ｍａｎｋｉｎ′ｓ 评分

和软骨组织中 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 的阳性细胞表达情况(ｘ－±ｓ)

组别 只数 改良 Ｍａｎｋｉｎ
评分(分)

ＴＧＦ￣β１
(ＩＯＤ 值)

ＩＬ￣１β
(ＩＯＤ 值)

正常对照组 １０ ０.３４±０.０６ ０.６３±０.０２ ０.５２±０.０７
模型组　 　 １０ ７.３０±０.４５ａ １.３１±０.０２ａ １.２７±０.０９ａ

冲击波 Ａ 组 １０ ５.４０±０.４８ａｂ ０.９２±０.０３ａｂ ０.８９±０.１３ａｂ

冲击波 Ｂ 组 １０ ３.８０±０.６０ ０.８５±０.０２ａｂｃ ０.８２±０.１１ａｂｃ

冲击波 Ｃ 组 １０ ２.１０±０.５３ｂｃｄ ０.７１±０.０４ｂｃｄ ０.７３±０.１２ｂｃｄ

　 　 注:与正常对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与冲击

波 Ａ 组比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与冲击波 Ｂ 组比较ꎬｄＰ<０.０５

三、５ 组新西兰兔免疫组化法检测结果

图 ３ 和图 ４ 可见ꎬ正常对照组的软骨组织表层基

质和细胞胞浆可见少许 ＩＬ￣１β 阳性表达ꎬ在软骨细胞

胞核内可见少许 ＴＧＦ￣β１ 的阳性表达ꎻ模型组和冲击

波 Ａ、Ｂ、Ｃ 组的软骨组织各层均可见 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β
的不同程度着色ꎬ其中软骨组织的软骨细胞胞核和胞

浆中可见 ＴＧＦ￣β１ 黄色颗粒着色ꎬ软骨细胞胞浆和软

骨组织基质中可见 ＩＬ￣１β 的黄色颗粒着色ꎮ 表 ２ 可

见ꎬ模型组的 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 的阳性细胞表达较正常

对照组显著增加ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ冲
击波 Ａ、Ｂ、Ｃ 组 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 的阳性细胞表达

(ＩＯＤ 值)与模型组比较ꎬ均显著减少ꎬ且以冲击波 Ｃ
组最为显著ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ冲击波

Ａ、Ｂ、Ｃ 组 ３ 组间 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 的阳性细胞表达ꎬ
差异亦均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ且以冲击波 Ｃ 组的

阳性细胞表达最低ꎮ
四、５ 组新西兰兔膝关节软骨组织 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测

结果

５ 组新西兰兔膝关节软骨组织的 ｍＲＮＡ 经逆转录

和扩增后ꎬ通过图像软件分析结果显示ꎬ模型组与正常

图 １　 ５ 组新西兰兔膝关节软骨组织肉眼观察图
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图 ２　 ５ 组新西兰兔膝关节软骨组织的软骨退变情况(ＨＥ 染色ꎬ×２００)

图 ３　 ５ 组新西兰兔膝关节软骨组织中 ＴＧＦ￣β１ 的阳性细胞表达结果(×２００)

图 ４　 ５ 组新西兰兔膝关节软骨组织中 ＩＬ￣１β 的阳性细胞表达结果(×２００)

对照组比较ꎬＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 的 ｍＲＮＡ 表达量显著增

高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ冲击波 Ｃ 组 ＴＧＦ￣
β１ 和 ＩＬ￣１β 的 ｍＲＮＡ 表达量较模型显著减少ꎬ差异均

有统计学意义ꎬ(Ｐ<０.０５)ꎻ 冲击波 Ａ 组和 Ｂ 组 ＩＬ￣１β
的 ｍＲＮＡ 表达量较模型组显著减少ꎬ差异均有统计学

意义 Ｐ<０.０５)ꎻ冲击波 Ｂ 组和 Ｃ 组 ＩＬ￣１β 的 ｍＲＮＡ 表

达量较冲击波 Ａ 组显著减少ꎬ差异均有统计学意义ꎬ
(Ｐ<０.０５)ꎬ详见图 ５ꎮ

五、５ 组新西兰兔膝关节软骨组织蛋白免疫印迹

法检测结果

图 ６ 可见ꎬ模型组和冲击波 Ａ 组和 Ｂ 组的 ＴＧＦ￣
β１ 和 ＩＬ￣１β 蛋白表达较正常对照组显著增高ꎬ差异均

有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比ꎬ冲击波 Ａ 组

ＴＧＦ￣β１ 的蛋白表达量明显减少ꎬ冲击波 Ｂ 组和 Ｃ 组

的 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 蛋白表达量亦明显减少ꎬ差异均有

统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ冲击波 Ｂ 组和 Ｃ 组的 ＩＬ￣１β 蛋

白表达量较冲击波 Ａ 组显著减少ꎬ差异均有统计学意

义(Ｐ<０.０５)ꎻ冲击波 Ｃ 组的 ＴＧＦ￣β１ 蛋白表达量与冲

击波 Ａ 组和 Ｂ 组比较ꎬ差异均有统计学意义 ( Ｐ <

０.０５)ꎬ详见图 ６ꎮ

讨　 　 论

本研究结果显示ꎬ模型组兔膝骨关节软骨退变程

度与早期骨关节炎的病理改变相符ꎬ即造模成功ꎮ 结

果显示ꎬ模型组 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 的蛋白和 ｍＲＮＡ 的

表达均显著升高ꎬ而通过 ＥＳＷＴ 治疗后ꎬ冲击波 Ａ、Ｂ、
Ｃ 组 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 的蛋白以及 ｍＲＮＡ 的表达均有

不同程度降低ꎬ其中以冲击波 Ｃ 组中下降最为明显ꎬ
关节软骨退变程度较模型组显著减轻ꎮ 该结果表明ꎬ
ＥＳＷＴ 治疗可有效降低炎性因子水平ꎬ改善兔膝 ＯＡ
软骨细胞修复能力和重塑作用ꎬ同时本研究结果还提

示ꎬＥＳＷＴ 对 ＯＡ 的治疗效果可能与其能量密度流呈

正相关ꎮ
ＯＡ 因其高发病率和高致残率备受广泛关注ꎬ其

最常影响脊柱、手指、膝盖和髋部ꎬ可导致整个关节结

构改变ꎬ包括软骨退变、骨重塑、骨质形成、滑膜炎症

等[９]ꎮ 关节软骨组织是由软骨细胞组成的组织ꎬ且软

骨细胞被包裹在胶原蛋白丰富的细胞外基质中ꎬ随着
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　 　 注:Ａ 为 ５ 组兔膝关节软骨中 ＴＧＦ￣β１ ｍＲＮＡ 表达量比较ꎬＢ 为 ５ 组兔膝关节软骨中 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 表达量比较ꎻ与正常对照组比较ꎬａＰ<
０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与冲击波 Ａ 组比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与冲击波 Ｂ 组比较ꎬｄＰ<０.０５

图 ５　 ５ 组新西兰兔膝关节软骨组织中 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 的 ｍＲＮＡ 表达

　 　 注:Ａ 为 ５ 组兔膝关节软骨中 ＴＧＦ￣β１ 蛋白表达量比较ꎻＢ 为 ５ 组兔膝关节软骨中 ＩＬ￣１β 蛋白表达量比较ꎻ与正常对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模

型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与冲击波 Ａ 组比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与冲击波 Ｂ 组比较ꎬｄＰ<０.０５
图 ６　 ５ 组新西兰兔膝关节软骨组织中 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 的蛋白半定量分析

ＯＡ 的发病ꎬ软骨细胞出现了异常的增殖分化ꎬ且细胞

和细胞外基质中的细胞因子也发生多重变化ꎬ从而导

致软骨退变ꎮ 有研究表明ꎬＴＧＦ￣β１ 在 ＯＡ 软骨中具有

双向调节作用ꎬＴＧＦ￣β１ 可以刺激软骨细胞体外和体内

合成胶原蛋白和蛋白聚糖[１０]ꎬ正常软骨中 ＴＧＦ￣β１ 的

表达明显高于晚期骨关节炎ꎬ在 ＯＡ 早期ꎬＴＧＦ￣β１ 的

表达上调可刺激软骨细胞增殖以修复受损的软骨组

织[１１]ꎮ 在小鼠膝关节中注射低剂量 ＴＧＦ￣β１ 可增加关

节软骨中蛋白多糖含量ꎮ 因此 ＴＧＦ￣β１ 被认为是治疗

ＯＡ 的新靶点ꎮ 然而ꎬＴＧＦ￣β１ 在转基因小鼠膝关节中

的过度表达可以诱导细胞外基质降解酶ꎬ例如丝氨酸

蛋白酶 (ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔ Ａ１ꎬＨＴＲＡ１)、ＩＬ￣
１ 等ꎬ从而引起关节炎样改变[１２]ꎬ导致软骨和软骨下

骨结构异常ꎬ发生关节软骨退变ꎮ 有研究发现ꎬＴＧＦ￣
β１ 在小鼠关节发育中可促进软骨组织形成ꎬ但在发育

成熟的小鼠关节中 ＴＧＦ￣β１ 信号的诱导和激活会引发

并加速关节软骨的变性ꎬ最终导致 ＯＡ[１３]ꎮ ＩＬ￣１β 是已

知的促炎性细胞因子ꎬ在 ＯＡ 患者的滑液中检测到高

浓度 ＩＬ￣１β[１４]ꎬ且 ＩＬ￣１β 可抑制 ＴＧＦ￣β 受体 Ｉ / ＩＩ 活性ꎬ
下调性别决定区 Ｙ 框蛋白 ９(Ｓｅｘ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ Ｙ￣

ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ９ꎬＳＯＸ９)表达ꎬ促进基质金属蛋白酶(ｍａ￣
ｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓꎬＭＭＰｓ)的合成ꎬ降解 ＩＩ 型胶原ꎬ
使软骨细胞去分化ꎬ从而导致软骨退变[１５]ꎮ 本研究结

果显示ꎬ在模型组的软骨组织中 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 呈现

高表达量ꎬ且模型组中关节软骨退变明显ꎬ提示在骨关

节炎的早期病变中ꎬＴＧＦ￣β１ 信号激活ꎬＩＬ￣１β 炎症因

子增加ꎬ可使关节软骨损伤加重ꎻ而经 ＥＳＷＴ 治疗后ꎬ
ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β 在软骨中的表达下调ꎬ且以冲击波 Ｃ
组的下调最为明显ꎬ提示ＥＳＷＴ治疗可诱导关节软骨中

ＴＧＦ￣β１ 表达量下调ꎬ降低 ＩＬ￣１β 表达量ꎬ从而起到保

护关节软骨的作用ꎮ
ＥＳＷＴ 具有无创、无痛、有效、方便和安全的特点ꎬ

并发症发生率低[１６]ꎮ 据报道ꎬＥＳＷＴ 可通过抗炎、促进

血管形成、骨骼重塑和伤口愈合来改善组织再生[１７]ꎮ
有研究表明ꎬＥＳＷＴ 在骨愈合过程中可诱导特定生长因

子表达ꎬ引发 ｉＮＯＳ、增殖细胞核抗原(ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ
ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎꎬＰＣＮＡ)、血管内皮生长因子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)、重组人骨形态发生蛋

白￣２(ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｈｕｍａｎ Ｂｏｎｅ Ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ￣２ꎬ
ＢＭＰ￣２)和骨钙素等的生物学效应[１８]ꎮ 同时ꎬＥＳＷＴ 还

３２中华物理医学与康复杂志 ２０２２ 年 １ 月第 ４４ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２２ꎬ Ｖｏｌ. ４４ꎬ Ｎｏ.１



可抑制软骨细胞的凋亡ꎬ促进其增殖、分化ꎬ增加细胞

外基质中Ⅱ型胶原与蛋白多糖合成ꎻ低能量 的 ＥＳＷＴ
可调节炎症反应ꎬ抑制 ＭＭＰｓ 生成ꎬ抑制软骨细胞的

去分化[１９]ꎮ 研究发现ꎬＯＡ 患者经ＥＳＷＴ治疗 ４８ ｈ 后ꎬ
其软骨细胞中 ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α 的含量均降低至正常

值[２０]ꎮ Ｋｉｍ 等[２１]分别以０.０８ ｍＪ / ｍｍ２和 ０.２８ ｍＪ / ｍｍ２

为界进行划分冲击波的 ＥＦＤꎬ而 Ｗａｎｇ 等[２２] 通过比较

不同能量的 ＥＳＷＴ 后发现ꎬ高能量的 ＥＳＷＴ 治疗可加

重关节软骨的退变ꎮ 因此本研究选用 ０.０５ ｍＪ / ｍｍ２、
０.１１ ｍＪ / ｍｍ２和 ０.２２ ｍＪ / ｍｍ２ 作为ＥＳＷＴ的治疗能量密

度流以观察其疗效ꎬ结果提示ꎬ经 ＥＳＷＴ 治疗后ꎬ关节

软骨的退变程度减轻ꎬ而软骨组织中 ＴＧＦ￣β１ 和 ＩＬ￣１β
的表达量也降低ꎬ其与 Ｃｈｏ [２０]等的研究结果相符ꎻ而
随着 ＥＳＷＴ 能量密度流的增加ꎬＴＧＦ￣１β 和 ＩＬ￣１β 的表

达量均有不同程度下降ꎬ该结果表明ꎬＥＳＷＴ 可有效抑

制软骨组织中的炎症反应ꎬ且其治疗作用在一定程度

上与其能量密度流呈正相关ꎮ
本研究通过测定软骨组织中 ＴＧＦ￣β１ 和 Ｌ￣１β 的

表达水平ꎬ证实 ＥＳＷＴ 可能是通过调节 ＴＧＦ￣β１ 和

ＩＬ￣１β在体内的表达ꎬ减少炎症反应ꎬ促进软骨损伤修

复ꎬ从而起到延缓 ＯＡ 发展进程的作用ꎮ 本研究的缺

陷在于ꎬ未对软骨下骨进行研究ꎬ未能阐述 ＥＳＷＴ 是通

过调节哪条通路作用以达到减轻软骨退变和减少炎症

因子作用ꎮ
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