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【摘要】 　 目的　 观察 Ａ 型肉毒毒素(ＢｏＮＴ / Ａ)踝关节腔注射对佐剂关节炎大鼠模型的抗炎作用ꎮ 方

法　 选取 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ９０ 只ꎬ于左后足趾皮下注射完全弗氏佐剂(ＣＦＡ)０.１ ｍｌ 进行免疫ꎬ从而制作大鼠佐剂诱

导性关节炎(ＡＩＡ)动物模型ꎮ 待 ＡＩＡ 模型成模后ꎬ采用随机数字表法将其分为 ＢｏＮＴ 组(向踝关节腔内注射

ＢｏＮＴ / Ａ)、生理盐水组(向踝关节腔内注射生理盐水)和假手术组(行踝关节腔穿刺但不注射药物)ꎻ另选取

３０ 只健康 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠纳入空白组ꎮ 大鼠于免疫后每隔 ３ ｄ 行踝关节红外热成像拍摄以及踝关节关节炎指数

评分ꎻ成模后分别于成模当天、成模后 ７ ｄ、成模后 １４ ｄ 时行红外热成像拍摄、白细胞介素￣１β(ＩＬ￣１β)蛋白检测

以及踝关节 ＨＥ 染色、评分ꎮ 结果　 大鼠免疫后 ３ ｄ 时其关节炎指数开始升高ꎬ于免疫 １０ ｄ 左右时关节炎指数

明显升高ꎬ并随疾病进展逐渐增高ꎬ至免疫 １８~２０ ｄ 时达到峰值ꎮ 红外热成像检查显示ꎬ大鼠免疫后出现右侧

踝关节区域温度明显升高ꎬ随着炎症发展ꎬ温度呈逐渐下降趋势ꎬ免疫 ２０ ｄ 时双侧踝关节平均温度维持在

３７.５~ ３８.０ ℃ꎮ 成模后 ７ ｄ、１４ ｄ 时 ＢｏＮＴ 组可观察到双侧足趾平均温度较成模当天时明显下降ꎬ与同时间点生

理盐水组及假手术组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ成模后 ７ ｄ、１４ ｄ 时 ＢｏＮＴ 组踝关节腔滑膜中 ＩＬ￣１β
蛋白表达较成模当天时明显降低ꎬ并且与相同时间点生理盐水组及假手术组间差异亦具有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎮ 成模后 ７ ｄ、１４ ｄ 时除空白组外ꎬ其余各组大鼠滑膜组织增生、炎性细胞浸润、软骨破坏及软骨下骨质

暴露程度均较成模当天时有不同程度加重ꎻ并且 ＢｏＮＴ 组在成模后 ７ ｄ、１４ ｄ 时 ＨＥ 评分[分别为(３.８±０.６３)分
和(３.７±０.８６)分]均显著低于相同时间点模型组及生理盐水组水平(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 关节腔内注射 ＢｏＮＴ / Ａ
对佐剂关节炎大鼠具有抗炎作用ꎮ
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ｔｙｐｅ Ａ (ＢｏＮＴ / Ａ) ｏｎ ａｄｊｕｖａｎｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｕｓｉｎｇ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ａｎｋｌｅ ａｒ￣
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ｉｎ ｔｈｅ ＮＳ ａｎｄ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｉｎｔｒａ￣ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｔｏｘｉｎ ｔｙｐｅ Ａ
ｈａｓ ａｎ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ ａｄｊｕｖａｎｔꎬ ａｔ ｌｅａｓｔ ｉｎ ｒａｔｓ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｔｏｘｉｎ ｔｙｐｅ Ａꎻ　 Ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎻ　 Ｒａｔｓꎻ　 Ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ ａｄｊｕｖａｎｔ

　 　 Ａ 型肉毒毒素(Ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｔｏｘｉｎ ＡꎬＢｏＮＴ / Ａ)能阻
断神经肌肉接头处突触前膜乙酰胆碱( ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅꎬ
Ａｃｈ)释放[１]ꎬ所以在临床上主要被用来治疗各种类型
肌肉过度活动[２]ꎮ 相关研究发现ꎬ采用 ＢｏＮＴ / Ａ 治疗
高肌张力障碍性疾病(如痉挛性斜颈)时发现ꎬＢｏＮＴ /
Ａ 的镇痛效果早于其对肌肉的促松弛作用[１ꎬ３￣４]ꎮ 这一
发现提示 ＢｏＮＴ / Ａ 除了能抑制神经肌肉接头处 Ａｃｈ 释
放以外ꎬ还可以阻断其他神经递质如 Ｐ 物质(ｓｕｂｓｔａｎｃｅ
ｐꎬＳＰ)、钙基因结合肽相关蛋白(ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ ｇｅｎｅ ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｅｐｔｉｄｅꎬＣＧＲＰ)、谷氨酰胺(ｇｌｕｔａｍｉｎｅꎬＧｌｎ)释放ꎬ从而
起到抗伤害及镇痛作用ꎬ因此 ＢｏＮＴ / Ａ 也被应用于治
疗偏头痛、三叉神经痛以及肌筋膜疼痛综合征等疾
病[５￣８]ꎻ近年来也有报道采用肉毒素关节腔内注射治疗
难治性关节疼痛[９]ꎮ

类风湿性关节炎炎症区域受损组织会产生大量化
学物质ꎬ包括缓激肽、５￣羟色胺、Ｋ＋、Ｈ＋、组胺、前列腺素
和三磷酸腺苷(ｔｒｉｐｈｏｓａｄｅｎｉｎｅꎬＡＴＰ)等ꎬ这些物质能影
响外周神经末梢伤害性感受器并产生伤害性冲动ꎬ上传
的神经冲动进而刺激背根神经节细胞产生神经肽类递
质ꎬ如 ＳＰ、ＣＧＲＰ 和 Ｇｌｎ 等ꎬ这些递质会以囊泡的形式运
输到中枢系统脊髓背角或外周伤害性感觉神经末梢中ꎮ
脊髓背角的传出信号再逆向返射至关节腔组织并刺激
外周神经末梢释放更多的 ＳＰ、ＣＧＲＰ 和 Ｇｌｎꎮ 这一逆向
的传出信号造成了关节腔组织神经源性炎症[１０]ꎮ

近年来 ＢｏＮＴ / Ａ 被用于各种关节腔注射无效的难
治性关节痛治疗[１１]ꎮ 关节炎会造成神经递质(如 ＳＰ、
ＣＧＲＰ、Ｇｌｎ)释放到关节腔内ꎬ而 ＢｏＮＴ / Ａ 关节腔内注
射能抑制 ＳＰ、ＣＧＲＰ 及 Ｇｌｎ 释放ꎬ因此 ＢｏＮＴ / Ａ 能减轻
关节炎患者神经源性炎症程度[１１￣１３]ꎮ 鉴于目前鲜见
在病理组织学以及分子生物学层面关于 ＢｏＮＴ / Ａ 对关
节炎神经源性炎症影响的报道ꎬ本研究旨在通过病理
组织学以及分子生物学层面观察关节腔内注射 ＢｏＮＴ /
Ａ 是否能减轻关节炎动物模型炎症因子水平而发挥抗
神经源性炎症功效ꎮ

材料与方法

一、主要实验材料
共选取成年清洁级 Ｗｉｓｔａｒ 雄性大鼠 １２０ 只ꎬ体重

２５０~３００ ｇꎬ由青岛派特福德白鼠养殖基地提供ꎬ大鼠
购入后自由进食、进水ꎬ给予自然光照ꎬ经适应性饲养

１ 周后进行模型制作ꎮ 主要实验设备包括 ＳＰＥＣＴＲＵＭ
９０００ＭＢ 型红外线热影像摄像诊断系统(购自台湾汉
唐集成股份有限公司)、低温高速离心机(德国产)、奥
林巴斯倒置显微镜(日本)、ＵＶＰ 凝胶成像分析系统
(美国 ＵＶＰ 公司)ꎬ主要实验试剂为抗白细胞介素￣１β
(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１βꎬＩＬ￣１β)一抗(ａｂ９７２２)购自美国 Ａｂｃａｍ
公司ꎬ抗兔 ＩｇＧ 单克隆二抗 ( ａｂ１９３９８４) 购自美国
Ａｂｃａｍ公司ꎬ完全弗式佐剂(ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ ａｄｊｕｖａｎｔꎬ
ＣＦＡ)购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ

二、关节炎动物模型制作及关节炎指数评分
根据 Ｐｅａｒｓｏｎ 等[１４]介绍的方法向 ９０ 只 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠

左侧足趾皮垫内注射 ０.１ ｍｌ 完全弗氏佐剂进行免疫ꎬ从
而制作大鼠佐剂诱导性关节炎(ａｄｊｕｖａｎｔ ｉｎｄｕｃｅ ａｒｔｈｒｉ￣
ｔｉｓꎬＡＩＡ)动物模型ꎬ依据 ｖａｎ Ｈｏｌｔｅｎ[１５] 等介绍的关节炎
评分方法每隔 ３ ｄ 对免疫后的大鼠进行关节炎指数(ａｒ￣
ｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｅｘꎬＡＩ)评分ꎬ观察关节炎发生、发展情况并以
此作为关节炎成模评价指标ꎮ 关节炎评分标准如下:０
分表示关节正常ꎻ１ 分表示大鼠踝关节出现红斑和轻微
肿胀ꎻ２ 分表示大鼠踝关节到趾关节或掌关节出现红斑
和轻微肿胀ꎻ３ 分表示大鼠踝关节到跖趾关节或掌关节
出现红斑和中度肿胀ꎻ４ 分表示大鼠踝关节到趾关节出
现红斑和重度肿胀[１５]ꎬ每只大鼠最多评 １２ 分[１６]ꎮ

三、实验分组及处理
相关文献证实大鼠弗式佐剂性关节炎模型为慢性

关节炎模型ꎬ在免疫后 ８ ｈ 即会出现足趾红肿ꎬ３ ｄ 后
肿胀明显ꎬ继发性改变(如较明显的关节肿胀及红斑)
多出现在免疫后 １０ ~ １５ ｄ 期间ꎬ于 ２０ ~ ２５ ｄ 时出现第
２ 次高峰ꎬ此时关节炎明显加重ꎬ且出现不可逆退行性
病变[１７]ꎬ故将免疫后 ２１ ｄ 视为成模时间点较为可
靠[１８]ꎮ 于免疫后 ２１ ｄ 时采用随机数字表法将所有成
模大鼠(ｎ ＝ ９０)分为 ＢｏＮＴ 组、生理盐水组(简称 ＮＳ
组)及假手术组ꎬ每组 ３０ 只ꎻ另将余下的 ３０ 只正常
Ｗｉｓｔａｒ 大鼠纳入空白组ꎮ ＢｏＮＴ 组大鼠成模后向踝关
节腔内注射 ０.１ ｍｌ ＢｏＮＴ / Ａ(２０ ＩＵ)ꎻＮＳ 组大鼠成模后
向踝关节腔内注射生理盐水 ０.１ ｍｌꎻ假手术组大鼠成
模后则向踝关节腔内穿刺、但不注射任何药物试剂ꎮ

四、观察指标
１.红外热影像检测:红外热成像检查是近年来应

用较广泛的检查项目ꎬ可探测受试者皮肤表面温度ꎬ比
较不同区域温度差异以判断病变部位ꎬ目前常用于脑
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卒中后肩痛、颈椎痛、腰腿痛、关节炎等检查[１９]ꎮ 本研
究采用红外热成像仪于大鼠免疫后每隔 ３ ｄ 进行双侧
踝关节拍摄ꎬ观察大鼠踝部温度变化以及各组大鼠平
均温度之间有无差异ꎮ

２.关节炎指数评定:于大鼠免疫后每隔 ３ ｄ 对其踝
关节进行关节炎指数评估[１５]ꎬ并观察各组大鼠关节炎
发展情况及继发性变化ꎮ

３.组织学观察:除空白组(任意时间点处死)外ꎬ
ＢｏＮＴ 组、ＮＳ 组及假手术组均于成模当天(即免疫后第
２１ 天)、成模后 ７ ｄ(即免疫后第 ２８ 天)、成模后 １４ ｄ
(即免疫后第 ３５ 天)时各取 ５ 只大鼠行 ８％水合氯醛
腹腔注射麻醉ꎬ随后将大鼠仰卧位固定于解剖板上ꎬ打
开腹腔后经左心室插针至主动脉ꎬ后将右心耳剪开ꎬ用
输液器快速滴注 ４ ℃生理盐水 ２５０ ｍｌꎬ待流出液清亮
后再缓慢滴注 ４ ℃多聚甲醛 ２５０ ｍｌꎬ待滴注结束后将
大鼠双侧踝关节取下并置于 ４ ℃多聚甲醛中固定 ６ ~
８ ｈꎬ再置于 ８％乙二胺四乙酸(ＥＤＴＡ)中脱钙 ２~４ 周ꎬ
经石蜡包埋脱水后切片(片厚 ５ ~ １０ μｍ)ꎬ行苏木素￣
伊红(ｈａｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)染色ꎬ封片后置于显
微镜下观察ꎬ采用 ＩｍａｇｅＪ １.３６ 版软件系统进行图像分
析ꎬ观察各组大鼠踝关节软骨退变、滑膜增生、炎细胞
浸润等情况ꎮ 踝关节 ＨＥ 评分内容包括 ５ 个方面ꎬ其
中滑膜细胞增殖评分标准如下:０ 分表示无增殖ꎻ１ 分
表示轻微增殖ꎬ能看到 ２~４ 层滑膜细胞ꎻ２ 分表示中度
增殖ꎬ能看到 ４ 层以上滑膜细胞ꎻ３ 分表示滑膜细胞过
度增殖ꎬ侵及软骨及骨组织ꎬ关节间隙消失ꎻ细胞侵蚀
评分标准如下:０ 分表示无侵蚀ꎻ１ 分表示有 １ ~ ２ 个细
胞侵蚀灶ꎻ２ 分表示有 ２~５ 个细胞侵蚀灶ꎻ３ 分表示有
５ 个以上细胞侵蚀灶ꎬ并累及关节囊组织ꎻ血管翳评分
标准如下:０ 分表示无改变ꎻ１ 分表示有 ２ 个部位出现
血管翳ꎻ２ 分表示有 ４ 个部位出现血管翳并伴有软骨
表层侵蚀ꎻ３ 分表示有 ４ 个以上部位出现血管翳或有 ２
个部位出现较大范围血管翳ꎻ炎症评分标准如下:０ 分
表示正常ꎻ１ 分表示轻度炎症ꎬ出现 １ 个炎细胞聚集物
或能观察到少量散在炎性细胞浸润ꎻ２ 分表示中度炎
症ꎬ出现 ２ 个或 ２ 个以上炎细胞聚集物ꎻ３ 分表示重度
炎症ꎬ可见大量炎性细胞浸润、聚集ꎬ分散浸润明显ꎻ软
骨侵蚀评分标准如下:０ 分表示正常ꎻ１ 分表示微量侵
蚀ꎬ可见 １~２ 个小侵蚀灶ꎻ２ 分表示少量侵蚀ꎬ可见 １~
４ 个中等大小和深度侵蚀灶ꎻ３ 分表示中度侵蚀ꎬ可见
５ 个以上侵蚀灶ꎬ局部骨皮质有侵蚀表现ꎻ４ 分表示重
度侵蚀ꎬ局部骨皮质遭完全侵蚀ꎻ５ 分表示广泛损伤ꎬ
皮质穿透骨长度超过 ２５％[２０]ꎮ

五、ＩＬ￣１β 检测
除空白组外ꎬＢｏＮＴ 组、ＮＳ 组及假手术组均于成模

当天、成模后 ７ ｄ、成模后 １４ ｄ 时各取 ５ 只大鼠经腹腔

麻醉后取踝关节滑膜组织进行 ＩＬ￣１β 蛋白检测ꎬ将提
取的关节滑膜组织迅速剪碎后置入含蛋白酶抑制剂的
裂解液中ꎬ并用匀浆机打匀ꎬ所有操作均在冰上进行
(防止蛋白降解)ꎬ将打好的匀浆置于 ４ ℃恒温离心机
上离心 ２０ ｍｉｎꎬ离心后取上清液ꎮ 小部分上清液用于
计算上样体积ꎬ剩余的上清液与加样缓冲液( ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ)按 ３ ∶ ７ 比例配成混合液后置于沸水(９５ ℃)中
煮 ５ ｍｉｎ 获得蛋白样品ꎻ将蛋白样品加到 ７.５％聚丙烯
酰胺凝胶电泳槽中ꎬ电压 １１０ Ｖꎬ电泳时间 １.５ ~ ２.０ ｈ
(以 ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 跑到底为止)ꎮ 采用湿转法将蛋白
转至聚偏二氟乙烯 ( ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＶＤＦ) 膜
上ꎬ将 ＰＶＤＦ 膜浸入 ５％脱脂奶粉封闭液中ꎬ室温下摇
床封闭 ２ ｈꎬ兔抗大鼠 ＩＬ￣１β 抗体(ａｂ９７２２)于 ４ ℃冰箱
中摇床过夜ꎬ洗膜 ３ 次后加入抗兔 ＩｇＧ 单克隆二抗
(ａｂ１９３９８４)ꎬ室温摇床封闭 ２ ｈꎬ洗膜 ３ 次后滴加发光
液并置于凝胶成像系统中显影ꎬ通过 ＩｍａｇｅＪ １.３６ 版软
件分析目标条带灰度值ꎮ

六、统计学分析
本研究所得计量资料以( ｘ－ ± ｓ)表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ

１９.０版统计学软件包进行数据分析ꎬ计量资料比较采
用单因素方差分析和多样本间 ＬＳＤ￣ｔ 检验ꎬＰ<０.０５表
示差异具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、大鼠关节炎指数评分以及体征表现比较
实验大鼠免疫后每隔 ３ ｄ 对其进行关节炎指数评

估ꎬ发现免疫 １０ ｄ 左右时关节炎指数明显升高ꎬ并随
着时间进展逐渐增高ꎬ至免疫 １８ ~ ２０ ｄ 时达到峰值ꎮ
大鼠免疫后早期出现踝部炎症症状ꎬ表现为局部肿胀
明显、活动受限、精神萎靡等ꎬ免疫 ３ ｄ 后足趾肿胀程
度减轻ꎬ１０ ｄ 后足趾再次肿胀并出现对侧足趾及全身
症状ꎬ如前爪、耳缘、尾部红斑、结节等ꎬ免疫 １８ ~ ２０ ｄ
时关节炎评分达到峰值ꎬ具体情况见图 １ꎮ

　 　 注:大鼠免疫 ３ ｄ 后关节炎指数开始升高ꎬ１０~ １５ ｄ 后关节炎

指数明显升高ꎬ１８~２０ ｄ 时达到峰值ꎬ与空白组各个时间点比较ꎬ
差异均具有统计学意义ꎬａＰ<０.０５

图 １　 大鼠免疫后不同时间点其关节炎指数评分结果比较
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二、免疫后及成模后各组大鼠红外热成像结果比较
实验大鼠免疫后每隔 ３ ｄ 对其足爪进行红外热成

像拍摄ꎬ发现大鼠免疫后 ３ ｄ 内出现右侧踝关节区域温
度明显升高ꎻ１０ ｄ 左右达到峰值ꎬ随后皮肤温度平缓下
降ꎬ于免疫 ２０ ｄ 左右时趋于稳定ꎬ具体情况见图 ２ꎻ成模
后 ＢｏＮＴ 组大鼠踝关节平均温度出现下降趋势ꎬ以成模
后 ７ ｄ 时下降幅度较明显ꎬ与相同时间点 ＮＳ 组及假手
术组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ而 ＮＳ 组与假
手术组间差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 成模后不同
时间点各组大鼠红外热成像变化趋势见图 ３ꎮ

　 　 注:大鼠免疫后 ３ ｄ 内踝关节皮肤温度明显升高ꎬ随后缓慢升

高ꎬ１０ ｄ 左右时温度开始下降ꎬ２０ ｄ 左右时趋于平衡ꎬ与空白组各

时间点比较ꎬ差异均具有统计学意义ꎬａＰ<０.０５
图 ２　 大鼠免疫后踝关节皮肤温度变化趋势图

　 　 注:ＢｏＮＴ 组在成模后 ７ ｄ、１４ ｄ 时其双侧踝关节平均温度较成

模当天有明显下降ꎬ且与相同时间点 ＮＳ 组及假手术组间差异均具

有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻＮＳ 组及假手术组在成模后 ７ ｄ、１４ ｄ 时其

双侧踝关节平均温度较成模当天时均无明显变化(Ｐ>０.０５)ꎬ且组

间差异亦无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ与 ＮＳ 组及假手术组比较ꎬ组间

差异均具有统计学意义ꎬａＰ<０.０５
图 ３　 成模后不同时间点各组大鼠踝关节温度比较

三、各组大鼠踝关节腔滑膜组织中 ＩＬ￣１β 比较
通过分析 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 条带结果发现ꎬ成模后

７ ｄꎬ１４ ｄ 时 ＢｏＮＴ 组滑膜组织中 ＩＬ￣１β 表达明显下降ꎬ
不同时间点各组大鼠滑膜组织中 ＩＬ￣１β 表达情况详见
图 ４ꎮ 通过对条带数据比较后发现ꎬ成模后各组大鼠
ＩＬ￣１β 灰度值均较空白组明显增高ꎻ成模后 ７ ｄ、１４ ｄ 时
除了空白组外ꎬＢｏＮＴ 组 ＩＬ￣１β 灰度值较成模当天灰度
值有较显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ并且与相同时间点 ＮＳ 组

及假手术组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ而相
同时间点 ＮＳ 组及假手术组 ＩＬ￣１β 灰度值较成模当天
灰度值均无明显变化(Ｐ>０.０５)ꎬ且组间差异亦无统计
学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 成模后不同时间点各组大鼠 ＩＬ￣１β
表达灰度值数据详见图 ５ꎮ

图 ４　 成模后不同时间点各组大鼠滑膜组织中 ＩＬ￣１β 表达

　 　 注:图中数据显示成模后大鼠滑膜中 ＩＬ￣１β 表达量较空白组大

鼠明显增多ꎬ且成模后 ７ ｄ、１４ ｄ 时 ＢｏＮＴ 组 ＩＬ￣１β 表达量有明显下

降趋势ꎬ与相同时间点 ＮＳ 组及假手术组间比较ꎬａＰ<０.０５
图 ５　 各组大鼠不同时间点 ＩＬ￣１β 灰度值数据比较

四、成模后各组大鼠踝关节病理表现及踝关节
ＨＥ 评分比较

成模后 １４ ｄ 时各组大鼠踝关节病理组织切片 ＨＥ
染色结果见图 ６ꎬ可见空白组大鼠踝关节滑膜组织由
１~２ 层上皮细胞构成并覆盖于脂肪组织表面ꎻ模型组
大鼠可见滑膜组织显著增生(可达 ４ ~ ６ 层)、水肿、滑
膜炎性细胞浸润以及血管翳形成ꎬ严重区域出现软骨
表面以及软骨下骨侵蚀破坏ꎻＢｏＮＴ 组显示滑膜组织增
生、炎性细胞浸润、血管翳形成、软骨破坏等较模型组
及 ＮＳ 组明显减轻ꎬ成模后不同时间点各组大鼠 ＨＥ 评
分结果详见表 １ꎮ 表中数据显示ꎬ成模当天 ＢｏＮＴ 组、
ＮＳ 组及假手术组 ＨＥ 评分均较空白组明显增高ꎬ组间

差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ成模后 ７ ｄ、１４ ｄ时
ＢｏＮＴ 组 ＨＥ 评分较相同时间点 ＮＳ 组及假手术组均明

显降低ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ而 ＮＳ
组与假手术组 ＨＥ 评分在上述时间点组间差异均无统
计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ

讨　 　 论

目前ＢｏＮＴ / Ａ被广泛应用于治疗临床多种疾病ꎬ
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假手术组　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＢｏＮＴ 组

ＮＳ 组　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 空白组

注:➡表新生的血管翳ꎻ⬆代表浸润的炎性细胞ꎻ⬇代表软骨侵蚀

图 ６　 成模后 １４ ｄ 时各组大鼠踝关节病理组织切片观察(ＨＥ 染

色ꎬ×４０)

表 １　 成模后不同时间点各组大鼠 ＨＥ 评分比较(分ꎬｘ－±ｓ)

组别　 　 只数
ＨＥ 评分

成模当天 成模后 ７ ｄ 成模后 １４ ｄ
空白组 １０ １.２±０.７１ １.０±０.８６ａ １.２±０.７１ａ

假手术组 １０ ３.６±０.８４ ４.７±０.４８ｂ ４.９±０.３２ｂｃ

ＮＳ 组 １０ ３.６±０.８４ ４.６±０.５１ａｂ ４.９±０.３１ａｂｃ

ＢｏＮＴ 组 １０ ３.６±０.８４ ３.８±０.６３ａｂｄ ３.７±０.８２ａｂｃｄ

　 　 注:与假手术组相同时间点比较ꎬ ａＰ<０.０５ꎻ与成模当天组内比较ꎬ
ｂＰ<０.０５ꎻ与成模后 ７ ｄ 时组内比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与 ＮＳ 组相同时间点比较ꎬ
ｄＰ<０.０５

包括肌张力障碍、面肌痉挛、偏头痛、三叉神经痛及难
治性关节痛等[１２]ꎬ其作用机制为抑制神经肌肉接头处

或外周感觉神经末梢处 Ａｃｈ、ＳＰ、ＣＧＲＰ 等肽类物质释
放[２１￣２２]ꎬ且其抑制疼痛的效果早于其抑制神经肌肉接

头处递质释放[２３]ꎮ Ｌａｍ 等[２４] 证实在关节炎发生、发
展过程中ꎬＳＰ、ＣＧＲＰ 释放可加剧关节炎症进展ꎬ如出
现血管扩张、血浆渗出、巨噬细胞趋化、肥大细胞脱颗
粒等炎性反应ꎬ造成关节炎神经源性炎症ꎬ使关节炎病
情持续进展ꎮ 本研究通过向关节炎模型大鼠关节腔内
注射 ＢｏＮＴ / Ａꎬ观察其是否可通过抑制关节腔滑膜组
织中炎性因子释放ꎬ进而减轻关节炎神经源性炎症ꎮ

红外热成像技术广泛应用于医疗卫生、航空航天

等领域[２５]ꎬ近年来该技术被逐渐用于临床特定疾病

(如关节炎、脑卒中后肩痛等疾病)诊断及检查[１９ꎬ２６]ꎮ
本研究通过红外热成像检查发现ꎬ关节炎模型大鼠在
炎症反应初期ꎬ其双侧踝关节平均温度随时间进展明

显升高ꎬ最高可达 ３９ ℃ꎬ提示其关节炎症反应增强ꎬ３
周后大鼠双侧踝关节温度趋于稳定ꎬ表明关节炎症进
入慢性持续状态ꎬ上述结果客观反映了关节炎神经源
性炎症的发展规律ꎮ 此外本研究结果还显示ꎬＢｏＮＴ 组
大鼠在成模后 ７ ｄ、１４ ｄ 时其双侧足趾平均温度较成模
当天有显著降低趋势ꎬ与同时间点 ＮＳ 组及假手术组
间差异亦具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 由此可见ꎬ向关
节腔内注射 ＢｏＮＴ / Ａ 确实能有效减轻关节炎所致的神
经源性炎症表现ꎮ

对于 ＢｏＮＴ / Ａ 是否具有抗炎疗效ꎬＦａｖｒｅ￣Ｇｕｉｌｍａｒｄ
等[２７]通过观察炎症性神经病理性疼痛模型发现ꎬ
ＢｏＮＴ / Ａ 只有镇痛作用ꎬ并无抗炎作用ꎮ 相关文献证
实ꎬＩＬ￣１β 是关节炎发生、发展过程中最重要的炎性因
子之一ꎬ是关节炎症由急性阶段向慢性阶段过渡必不
可少的炎性介质ꎬ对关节炎病情发展具有至关重要的
作用[２８]ꎮ 本实验通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法比较各组大
鼠在不同时间点 ＩＬ￣１β 蛋白表达时发现ꎬ大鼠成模当
天其滑膜组织中 ＩＬ￣１β 较免疫前明显增多ꎻＢｏＮＴ 组在
成模后 ７ ｄ、１４ ｄ 时 ＩＬ￣１β 表达水平明显下降ꎬ与成模
当天时差异具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ且与相同时间
点 ＮＳ 组及假手术组间差异亦具有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎬＮＳ 组和假手术组在成模后 ７ ｄ、１４ ｄ 时其 ＩＬ￣１β
表达量较成模当天未见明显改善(Ｐ>０.０５)ꎬ且上述指
标相同时间点 ２ 组间差异亦无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ
上述结果表明ꎬ向关节腔内注射 ＢｏＮＴ / Ａ 能有效降低
关节滑膜组织中炎性因子表达ꎬ起到抗神经源性炎症
作用ꎬ这与部分先前研究结果基本一致[１０]ꎮ 本实验通
过病理组织学观察发现ꎬ成模当天实验大鼠滑膜组织增
生明显ꎬ并伴有炎性细胞浸润和不同程度软骨破坏及软
骨下骨质暴露ꎻ向 ＢｏＮＴ 组实验大鼠关节腔内注射
ＢｏＮＴ / Ａ 后ꎬ发现成模后 ７ ｄ、１４ ｄ 时该组大鼠滑膜增生
以及炎性细胞浸润均较成模当天时情况明显减少ꎬＨＥ
评分与相同时间点 ＮＳ 组及假手术组间差异亦具有统计
学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ而 ＮＳ 组与假手术组上述指标在相同
时间点组间差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ由此可推断
向关节腔内注射 ＢｏＮＴ / Ａ 能显著降低关节炎神经源性
炎症的炎性介质水平ꎬ进而延缓关节退行性病变进展ꎬ
从而有效缓解关节软骨破坏ꎬ进一步在组织学上证实
ＢｏＮＴ / Ａ 具有抗关节炎神经源性炎症功效ꎮ

综上所述ꎬ向关节腔内注射 ＢｏＮＴ / Ａ 能有效降低关
节腔滑膜组织中炎性因子水平ꎬ具有抗炎及缓解关节软
骨退行性病变等功效ꎬ其治疗机制可能与 ＢｏＮＴ / Ａ 能抑
制关节腔滑膜中感觉神经末梢释放伤害性神经肽类等
物质(如 ＳＰ、ＣＧＲＰ 等)有关ꎬ并由此减轻关节炎神经源
性炎症ꎬ在治疗关节炎及难治性关节痛方面具有重要临
床价值ꎻ对于 ＢｏＮＴ / Ａ 是否具有直接抗炎作用尚未明
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确ꎮ 需要指出的是ꎬ本实验采用红外热成像对实验大鼠
进行拍摄时易受到环境室温、空气湿度、空气对流等因
素影响ꎬ故实验结果具有一定误差ꎻ此外本实验仅对
ＢｏＮＴ / Ａ 的抗炎作用进行观察ꎬ不涉及疼痛行为学评定ꎬ
其应用剂量以及具体作用机制均有待进一步探讨ꎮ
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