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兔骨性关节炎模型关节软骨的弥散张量研究

侯　 进，梅颖洁，代月黎，许乙凯

（南方医院影像中心，南方医科大学，广州　 ５１０５１５）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨弥散张量成像在膝骨性关节炎的应用价值。 方法　 选用成年新西兰大白兔 ２４ 只，随机

分成为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 四组，将 Ａ、Ｂ、Ｃ 组兔左膝关节注射木瓜蛋白酶水溶液，建立早、中、晚期关节软骨退变动物模型，
Ｄ 组作为对照组。 行膝关节常规扫描及弥散张量成像（ＤＴＩ）扫描，扫描图像经后处理产生彩色图并与相应解剖图

像叠加融合，分别测量关节软骨 ＦＡ 和 ＡＤＣ 值。 扫描完成后将动物处死，取膝关节软骨采用 ＨＥ 染色与阿尔新兰染

色进行对照。 结果　 不同分级标准正常组及模型组软骨的各向异性及扩散特征存在显著的统计学差异；随着退变

程度的加重，ＦＡ 值减低越明显， 早期其 ＡＤＣ 值先增高后降低。 结论　 ＤＴＩ 是一种定量化反应兔骨性关节炎严重

程度的技术。
【关键词】 　 弥散张量成像；表观弥散系数；骨性关节炎
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　 　 骨关节疾病给人类造成的危害愈来愈受到国

际医学界的关注及担忧，骨关节炎 （ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，
ＯＡ）发病率随年龄增高而增加［１］，ＯＡ 是一个以关

节软骨退行性改变为核心，累及骨质并包括滑膜，
关节囊及关节其它结构的全方位，多层次，不同程

度的关节疾病［２］。 随着磁共振技术的发展，磁共振

功能新的成像技术已广泛地应用于骨性关节炎软

骨损伤早期评价的研究，磁共振扩散张量成像

（ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ｔｅｎｓｏｒ ｉｍａｇｉｎｇ，ＤＴＩ）可定量分析水分子在

不同方向上扩散的各向异性，从而观察组织的细微

结构，无创性地提供常规磁共振不能提供的人体组

织微观结构。 它不仅能获取 ＡＤＣ 值，而且更能获取



反 映 水 分 子 扩 散 各 向 异 性 数 值 （ ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ
ａｎｉｓｏｔｒｏｐｙ，ＦＡ），反应透明软骨胶原纤维微细结构变

化， 研究显示 ＡＤＣ 值和 ＦＡ 值对诊断早期软骨损伤

均有较高的特异性和敏感性［３］。 但关节软骨尤其

是对 ＯＡ 关节软骨的 ＤＴＩ 研究不多，需要更多的实

验进一步探讨。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 动物模型建立和处理

选用成年新西兰大白兔 ２４ 只，合格证号为

［ＳＣＸＫ（粤）２０１１ － ００１５］，将其随机分成为 Ａ、Ｂ、Ｃ、
Ｄ 四组，其中 Ａ、Ｂ、Ｃ 三组为处理组，采用膝关节备

皮、予 ７５％乙醇消毒后，屈曲 ４５°以髌腱外缘、平髌

骨下极处为进针点，向髁间窝方向进针，抵达股骨

髁后回撤 ２ ｍｍ，注入 ０􀆰 ３ ｍＬ 体积分数 ２％ 木瓜蛋

白酶水溶液［４］。 Ａ 组（一次注药组）于模型制作完

成后 ２４ ｈ 内行 ＭＲ 检查；Ｂ、Ｃ 组于实验的 １、４、７ ｄ
分三次注药制作模型，Ｂ 组于最后一次注药完成后

２４ ｈ 内行 ＭＲＩ 检查，Ｃ 组于最后一次注药后一个月

行 ＭＲＩ 检查； Ｄ 组作为空白组。 Ａ、Ｂ、Ｃ 组检查结

束后将兔麻醉后处死，Ｄ 组作为空白组分别在与 Ａ、
Ｂ、Ｃ 组扫描结束后随机取出两只麻醉后处死，将处

死后兔的双膝关节取下，１０％ 甲醛浸泡，待病理

检查。
１􀆰 ２　 磁共振成像方法

Ａ 组在第一次注药后 ２４ ｈ 内、Ｂ 组在第三次注

药后 ２４ ｈ 内、Ｃ 组在第三次注药后一个月进行扫

描，Ａ、Ｂ、Ｃ 组扫描的同时对同期 Ｄ 组进行磁共振成

像。 采用荷兰 Ｐｈｉｌｉｐｓ 公司生产的 Ａｃｈｉｅｖａ ３􀆰 ０Ｔ 超

导型 ＭＲ 扫描仪、专用动物线圈，行膝关节常规扫

描，Ｔ１ＷＩ、Ｔ２ＷＩ 和 ＰＤＷＩ（加脂肪抑制），再行 ＤＴＩ
扫描分别测量关节软骨 ＦＡ 和 ＡＤＣ 值。 扫描参数：
ＤＴＩ 采用 ＥＰＩ 序列，总扫描时间：０７ ｍｉｎ ５５ ｓ，ＦＯＶ ＝
１２０（ＲＨ） × １２０（ＡＰ） × ２４（ＦＨ），ＴＲ ＝ １０００ ｍｓ，ＴＥ
＝５６ｍｓ，层厚 ＝ ２ ｍｍ，像素 １􀆰 ２ ｍｍ × １􀆰 ２ ｍｍ，ＮＳＡ
＝ ４，翻转角 ＝ ９０。ＰＤＷ 采用 ＴＳＥ 序列：ＦＯＶ ＝８０ ｍｍ
× ８０ ｍｍ ×３６ ｍｍ，ＴＲ ＝２０１３ ｍｓ，ＴＥ ＝２０ ｍｓ，层厚 ＝
２􀆰 ５ ｍｍ，像素 ＝ ０􀆰 ４０ ｍｍ ×５２ ｍｍ。

扫描完成后将动物处死取膝关节软骨行 ＨＥ 染

色与检测蛋白多糖含量的阿尔新兰染色（彩插 ５ 图

１）。
１􀆰 ３　 图像后处理

采用 ＩｍａｇｅＪ 后处理软件，在横轴位质子相图像

上，手动绘制感兴趣区，尽可能包括整个髌软骨面

（彩插 ５ 图 ２），在对应的 ＤＴＩ 图像上测定平均的

ＡＤＣ 和 ＦＡ 值。
１􀆰 ４　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ １３． ０ 软件包，采方差分析对各组处

理组、对照组之间在不同时间点软骨的 ＦＡ、ＡＤＣ 值

变化进行分析； Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＦＡ 值各组间均有显著差异；ＡＤＣ 值正常对照

组与中期模型组无明显差异，余各组间有显著差异。
２􀆰 ２　 随着退变程度的加重，ＦＡ 值减低越明显， 早

期 ＡＤＣ 值先增高后降低（彩插 ５ 图 ３，表 １）

表 １　 各模型组与正常组的 ＡＤＣ、ＦＡ 值比较
Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｏｆ ＡＤＣ ａｎｄ ＦＡ

ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｅａｃｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
分组 ＦＡ ＡＤＣ（１０ － ３ｍｍ２ ／ ｓ）

正常对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ） ０􀆰 ５６３ ± ０􀆰 １７８ １􀆰 ２８７ ± ０􀆰 ５７９
病例组早期（ＯＡ ｅａｒｌｙ ｐｈａｓｅ） ０􀆰 ５４０ ± ０􀆰 ７２１ １􀆰 ３９１ ± ０􀆰 ６９８
病例组中期（ＯＡ ｍｉｄｄｌｅ ｐｈａｓｅ） ０􀆰 ５０６ ± ０􀆰 ２０９ １􀆰 １９３ ± ０􀆰 ６１３
病例组晚期（ＯＡ ｌａｔｅｒ ｐｈａｓｅ） ０􀆰 ４２８ ± ０􀆰 ３２４ ０􀆰 ７０９ ± ０􀆰 ５３８

Ｆ ９􀆰 ３９２ １１􀆰 ２３１
Ｐ ０􀆰 ００３ ０􀆰 ００１

３　 讨论

３􀆰 １　 动物模型的选择和建立

骨关节炎是因多种致病因素所导致的以关节

软骨退变为主要病理特征的一组临床综合症，目前

用于 ＯＡ 模型复制的动物有很多，但其病理变化机

制及病变进展速度有很大区别，如何选择一个合适

的动物模型，对研究来讲是成功的关键［５ － ６］。 鼠模

型关节软骨退变的组织学特征与人类 ＯＡ 相似，基
本能满足要求，但对于这种较小动物的关节来讲，
关节腔反复注射的创伤对实验影响较大；猴子具有

与人类最相似的结构，但获之不易，价格高，研究跨

度大；犬、羊等大型动物关节较大，较易操作造模，
可供实验用材料丰富，但操作也并不简单，经费不

足也难以考虑。 兔膝关节组织结构与人类接近，可
研究材料丰富，其模型的软骨生化指标与人类 ＯＡ
非常接近，兔性情温和，手术操作较简单，易于饲养

和关节内注射，关节体积较大，可供研究的材料又

远多于其他动物，便于进行比较研究。
３􀆰 ２　 兔膝关节 ＯＡ 模型的病理及 ＭＲＩ 分级

根据胶原纤维的排列方式不同，关节软骨在组

织形态学上从表层至深层可分为四层［７］：①表层，
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构成关节软骨的最外层，由平行于关节面致密排列

的薄层胶原纤维组成，蛋白聚糖 （ ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｓ，
ＰＧｓ）在此层含量最低；②中间层，紧邻表层，胶原纤

维随意向四周散开斜行排列，进入软骨表层；③深

层：含有最丰富的 ＰＧｓ 和胶原纤维，含水量很少，胶
原纤维多呈垂直状排列，与钙化带间有一被称为

“潮标”的清楚分界；④钙化层，含丰富的羟基磷灰

石盐，细胞极少。
兔膝关节关节腔内重复注射木瓜蛋白酶溶液

可快速破坏、分解软骨基质，降解蛋白多糖。 早期

骨性关节炎模型组蛋白多糖减少，表层胶原纤维结

构改变，主要表现为Ⅱ型胶原含量基本不变，Ⅱ型

胶原纤维的肿胀、胶原网的破坏；ＨＥ 染色软骨表面

欠光整，可见簇集的软骨细胞，Ｍａｎｋｉｎ 评分 ２ ～ ５，
ＭＲＩ 示关节软骨边缘毛糙。 中期模型组软骨表层

及中间层胶原纤维中断、纤维化，软骨细胞及蛋白

多糖进一步减少；ＨＥ 染色软骨表层可见裂隙及纤

维化改变，软骨细胞排列紊乱，软骨潮线不规则，
Ｍａｎｋｉｎ 评分 ８ ～ ９，ＭＲＩ 软骨信号不均匀，边缘模糊。
晚期模型组软骨破坏进一步加重，软骨缺损可达深

层，累及潮线，可见大范围的纤维化改变，软骨细胞

及蛋白多糖明显减少，ＨＥ 染色软骨纤维化可达深

层，软骨细胞明显减少，潮线基本消失，钙化层难以

分辨， Ｍａｎｋｉｎ 评分 ９ ～ １１；磁共振示软骨信号不均，
软骨面变薄、中断，关节腔明显积液。 ＤＴＩ ＦＡ 伪彩

图可显示纤维的位置与走行（彩插 ５ 图 ３）。
对照组 ＨＥ 染色表层光滑、平整，软骨细胞层次

清楚，无簇集，潮线完整，Ｍａｎｋｉｎ 评分 ０ ～ １，膝关节

矢状位质子相可见关节软骨面光整、厚度均匀。
阿利新兰检测存在于软骨细胞周围的酸性粘

多糖（硫酸软骨素），酸性粘多糖呈蓝色。 而骨性关

节炎病变首先表现为软骨基质的降解破坏与关节

破坏区各种粘多糖减少， 特别是酸性粘多糖减少，
蓝色基质淡染。 处理组行股骨、胫骨及髌骨阿尔新

兰染色显示软骨周围的酸性粘多糖较对照组变浅，
表明软骨基质较对照组减少。

鉴于兔膝关节横轴位 ＤＴＩ 图像上髌骨显示清

晰，另一方面，木瓜蛋白酶诱导骨性关节炎模型三

部位软骨阿尔新兰及 ＨＥ 染色结果一致，故设髌软

骨为测量的感兴趣区域。
３􀆰 ３　 兔膝关节 ＯＡ 模型的 ＤＴＩ 实验结果分析

水分子的弥散运动表现分为各向同性弥散与

各向异性弥散。 高弥散区域具有高 ＡＤＣ 值，低 ＡＤＣ

值表示水分子弥散能力低。 本研究结果发现，不同

分组之间 ＡＤＣ 值有统计学差别，且 ＡＤＣ 在早期升

高较为明显，随着退变程度的加重，ＡＤＣ 值逐渐减

低。 我们推测此结果与软骨的生化改变有关。 关

节退变中基质组分的一种改变就是蛋白多糖的减

少，其与 ＡＤＣ 值的变化关系密切［８］，这与蛋白多糖

对水分子的作用有关。 正常软骨中蛋白多糖通过

自身的负电荷结合水分子，从而维持其生物力学特

性。 在软骨病变早期，由于胶原纤维的结构发生改

变和破坏，蛋白多糖减少及蛋白多糖的降解引起结

合水的释放，导致软骨组织中结合水减少而关节间

隙内的自由水增加；此外，Ⅱ型胶原的退变增加了

关节表面的摩擦和对水的通透性，关节液可渗入软

骨内，因此，早期退变关节软骨 ＡＤＣ 值升高明显。
骨性关节炎中晚期软骨变薄，出现纤维化，蛋白多

糖大量流失，负电荷的减少直接导致软骨水分的减

少，所以在骨性关节炎中晚期软骨 ＡＤＣ 值逐渐

减低。
ＦＡ 值为定量分析各向异性最常用参数，反映水

分子弥散的各向异性成分与各相同性成分的比值，
自由水脑脊液的 ＦＡ 值为 ０。 本兔子模型研究中，早
期骨性关节炎退变主要是结构的改变，Ⅱ型胶原含

量基本不变，Ⅱ型胶原纤维的肿胀、胶原网的破坏，
减弱了对蛋白多糖的限制，导致自由水的增加，ＦＡ
值减低［９ － １０］；另外，电镜观察发现，随着骨关节炎的

进展，胶原纤维走向方向异常，增粗的Ⅱ型胶原纤

维中出现了Ⅰ型胶原纤维，这两方面都将导致骨性

关节炎中晚期 ＦＡ 值的降低。
ＦＡ 值反映水分子弥散方向及反应组织结构的

关系，提示 ＦＡ 值联合 ＡＤＣ 值诊断软骨退变更为客

观而准确［１１］。
３􀆰 ４　 本实验的不足和局限性

由于目前 ＤＴＩ 的低空间分辨率，实验所得到的

图像质量不高，随着技术和硬件的改进，这方面的

不足有望克服。 本实验的样本数较少，因此本结果

需要更大样本量的研究进一步验证。
ＤＴＩ 能够有效的反映软骨组织成分改变，可以

无创性量化评估软骨早期损伤，在软骨修复术后评

估中也可能会具有重要临床应用价值。
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·科普·
实验动物：是经过人工培育或者人工改造，对其携带的微生物和寄生虫实行控制、遗传背景明确或者来源清

楚，用于科学研究、教学、生物制品或药品检定，以及其他科学实验的动物。 完全意义上的实验动物必须具

备以下条件：
１． 实验动物培育方面：一是实验动物经过特定方法培育；二是新开发实验动物，应用符合特定要求的严格的

方法进行培育。
２． 微生物控制方面：所有实验动物携带的微生物、寄生虫都是在人工严格的控制之下。 由于实验动物携带

的微生物和寄生虫不仅影响实验动物自身的健康，还可能影响到实验动物接触者（实验动物饲养人员和实

验人员）的健康，同时对动物实验结果也会造成很大影响，因此为了保证人员健康、动物健康及动物实验结

果的准确性、重复性等，实验动物的微生物控制也是非常重要的一个环节。
３． 遗传控制方面：实验动物必须遗传背景明确或来源清楚。 所以实验动物是一类遗传限定的动物可以分为

遗传不确定动物、部分遗传确定动物和同基因型动物三类。 其中遗传不确定动物包括封闭群、遗传杂合群、
远交选择群、分离杂交群、深入杂交系；部分遗传确定动物包括远交遗传背景的突变系、远交遗传背景的转

基因动物和培育过程中的近交系；同基因品系包括近交系、同类近交系、重组近交系、重组同类系、染色体替

换品系、Ｆ１ 代杂交群、分离近交系、克隆动物、同卵双胞胎。
４． 应用方面：所有实验动物培育、饲养、控制等的最终目的就是应用与科学试验。 目前广泛应用于生物医

学、制药、化工、农业、畜牧、环保、军工、宇航等领域，在各领域里代替人类本身探索生命科学的真理。
实验动物学；是一门以实验动物为主要研究对象，并将培育的实验动物应用于生命科学及相关研究的一门

综合性学科。 简而言之，实验动物学是一门研究实验动物和动物实验的一门综合性基础应用学科。 前者是

以实验动物本身为对象，专门研究他的育种、保种（培育新品种、保持原有品系的遗传特性）、生物学特性（包
括解剖、生理、生化、生殖及生态等特点）、繁殖生产、饲养管理以及基本能够的诊断、治疗和预防，以期达到

如何提供标准的实验动物；后者是以实验动物为材料，采用各种方法在实验动物体内进行实验，研究动物实

验过程中实验动物的反应、表现及其发生发展规律等问题，着重解决实验动物如何应用到各个科学领域中

去，为生命科学及相关研究服务。
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