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文题释义： 

细胞外信号调节激酶 1/2(extracellular-signal regulated kinase 1/2，Erkl/2)：是MAPK家族成员之一。

细胞在接受外源的神经递质和生长因子等信号刺激后，可激活细胞内的 Erkl/2信号通路，活化的 Erkl/2

随即进入细胞核，激活转录因子的表达，参与细胞的增殖和分化。 

连续被动运动仪(continuous passive motion，简称CPM)：广泛应用于骨伤及骨关节术后的治疗和康复，

是现代骨科和康复科的必备仪器；通过连续被动运动仪使关节按照预先设定好的角度和速度，进行持续的

被动运动；主要用于防治制动引起的关节挛缩，促进关节软骨、韧带和肌腱的修复，改善局部血液淋巴循

环，促进肿胀、疼痛等症状的消除，使关节活动角度尽可能恢复到或超过损伤前的程度，最终使肢体功能

的恢复更早、更完善；由于连续被动运动仪的早期介入使用可以使术后康复起到事半功倍的效果。 

 

摘要 

背景：目前临床上对持续被动运动是否可通过改善软骨细胞的增殖能力而改善骨关节炎病情研究报道较少。 

目的：分析持续被动运动对兔骨关节炎的治疗作用及相关机制。 

方法：36只新西兰大白兔随机分为 3组，每组 12只。对照组兔子仅手术切开关节囊而不损伤关节软骨；

模型组和治疗组采用 Hulth方法建立骨关节炎模型。治疗组兔子在后第 1天即开始进行持续被动运动治

疗，8 h/d，连续 8周。ELISA方法检测关节液白细胞介素 1和肿瘤坏死因子含量；RT-PCR方法检测

软骨细胞Ⅱ型胶原表达情况；MTT 方法检测软骨细胞增殖能力；Western blot 方法检测软骨细胞 Erk

信号通路活化情况。 

结果与结论：①模型组关节液中白细胞介素 1 和肿瘤坏死因子 α 含量显著升高，软骨细胞Ⅱ型胶原的

mRNA 表达水平出现显著下调，给予持续被动运动治疗后，关节液中白细胞介素 1 和肿瘤坏死因子 α

含量显著降低(P < 0.01)，同时软骨细胞Ⅱ型胶原的mRNA表达水平出现显著上调(P < 0.01)；②模型

组软骨细胞增殖能力显著降低，而治疗组软骨细胞增殖能力显著升高(P < 0.01)；③模型组软骨细胞 Erk

信号通路活化情况出现显著下调(P < 0.01)，给予持续被动运动治疗后软骨细胞 Erk信号通路活化情况

水平出现显著上调(P < 0.01)。提示持续被动运动可通过影响关节液中白细胞介素 1和肿瘤坏死因子 α

水平、软骨细胞Ⅱ型胶原表达情况及软骨细胞增殖能力而改善骨关节炎病情，其机制可能与调节 Erk

信号通路活化情况相关。 
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持续被动运动对兔骨关节炎的治疗作用及相关机制 

对照组兔子仅手术切开关节囊而不损伤关节软骨 

模型组建立骨关节炎模型 

治疗组建立骨关节炎模型，进行持续被动运动治疗，

8 h/d，连续 8周 

检测指标： 

(1) ELISA检测关节液白细胞介素

1和肿瘤坏死因子α含量； 

(2) RT-PCR检测软骨细胞Ⅱ型胶

原表达情况； 

(3) MTT检测软骨细胞增殖能力； 

(4) Western blot检测软骨细胞 Erk

信号通路活化情况。
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Abstract 

BACKGROUND: Whether continuous passive motion improves osteoarthritis by enhancing the 

proliferation ability of chondrocytes is rarely reported. 

OBJECTIVE: To analyze the therapeutic outcomes of continuous passive motion in rabbits with 

osteoarthritis and the underlying mechanism. 

METHODS: Thirty-six New Zealand white rabbits were randomly allotted into three groups (n=12 per 

group). Rabbits in control group only underwent capsulotomy with no harm to the cartilage; osteoarthritis 

models were established in the rabbits of model and treatment groups using Hulth method. At 1 day after 

modeling, the treatment group rabbits were treated with continuous passive motion, 8 hours daily for 

consecutive 8 weeks. Interleukin-1 and tumor necrosis factor α levels in the synovial fluid were detected by 

ELISA; collagen type II expression and the proliferation ability of chondrocytes were detected by MTT 

assay; Erk signaling pathway activation was determined using western blot assay. 

RESULTS AND CONCLUSION: In the model group, interleukin-1 and tumor necrosis factor α levels in the 

synovial fluid were significantly increased, and the expression level of collagen type II mRNA was 

remarkablely down-regulated. Continuous passive motion significantly downregulated interleukin-1 and 

tumor necrosis factor α levels and up-regulated the collagen type II mRNA level (P < 0.01). The model 

group showed significantly decreased proliferation ability of chondrocytes and down-regulated Erk 

signaling pathway activation, while after continuous passive motion, all above indicators were significantly 

improved (P < 0.01). These results indicate that the continuous passive motion can alleviate osteoarthritis 

probably by influencing interleukin-1 and tumor necrosis factor α levels, proliferation ability of 

chondrocytes, and collagen type II expression, as well as regulating Erk signaling pathway activation. 

Subject headings: Motion Therapy, Continuous Passive; Osteoarthritis; Chondrocytes; Signal 

Tansduction; Tissue Engineering 
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0  引言  Introduction 

骨关节炎随着年龄的增长其发病年率逐渐升高，骨

关节炎主要临床表现是关节疼痛、僵硬、活动受限和关

节畸形等
[1-3]
，可严重影像个人的生活质量。骨关节炎可

能会影响到多个关节，尤其是负重关节如膝关节。据估

计，18.0%的女性及10%的男性人群会在60岁以上出现

膝部及臀部的骨关节炎症状
[4-5]
。 

细胞凋亡是由多个信号通路调控的一个程序性细

胞死亡过程。软骨细胞凋亡所致的软骨退变在骨关节炎

发生发展中起重要作用，并且可能成为目前临床治疗骨

关节炎的潜在目标之一
[6-7]
。骨关节炎病理特征是软骨细

胞功能的丧失和细胞外基质的降解。软骨细胞凋亡改变

了软骨基质的合成，从而导致基质退化和破坏，最终导

致骨关节炎发病
[8]
。由于软骨细胞的内在修复能力较差，

关节软骨损伤常常是永久性的，因此，改善和维持软骨

细胞的增殖潜能可能会延缓骨关节炎的发病，并可能成

为骨关节炎的有效治疗方法
[9-10]
。 

已知持续被动运动(continuous passive motion，

CPM)在骨关节炎治疗中具有显著的疗效
[11]
。然而，持

续被动运动是否可通过改善软骨细胞的增殖能力而改

善骨关节炎病情还未见文献报道。据此，研究首先观察

了持续被动运动治疗兔骨关节炎后，关节液中白细胞介

素1和肿瘤坏死因子α含量、软骨细胞Ⅱ型胶原表达情

况，初步观察持续被动运动对骨关节炎是否具有显著的

治疗作用，并进一步观察了持续被动运动对兔软骨细胞

增殖能力及Erk信号通路活化情况的影响，深入研究了

持续被动运动治疗骨关节炎的机制，以期为临床上利用

持续被动运动方法治疗骨关节炎提供一定的科学依据。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  随机对照动物实验。 

1.2  时间及地点  实验于2013年1月至2014年12月在
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新疆医科大学第一附属医院实验动物科学研究部完成。 

1.3  材料 

实验动物及分组：健康雄性新西兰大白兔36只，购

自重庆医科大学实验动物中心，许可证号：SYXK(渝) 

20070001；动物合格证号：SCXK(渝)20020001。体质

量2.0-2.5 kg，随机分为3组，每组12只：分别为对照组，

模型组，治疗组。 

持续被动运动仪器(CPM)：参照文献[5]研究自制持

续被动活动仪，其中主要包括支架部分、装卡台、驱动

部分及传动结构等；所用材料为低温热塑板材(克莱瑞迪

医疗器械有限公司，中国广州)；主要技术参数：兔膝关

节活动范围，屈曲15°-130°；运行速度范围， 23-9 (°)/s；

指定训练时间，1-8 h。 

1.4  实验方法 

1.4.1  各组处理  对照组兔子仅手术切开关节囊而不

损伤关节软骨，术后笼内自由活动；模型组和治疗组采

用Hulth方法建立骨关节炎模型
[6]
，模型组兔子术后笼内

活动；治疗组兔子在术后第1天即开始进行持续被动运

动治疗，CPM仪运动8 h/d，连续8周，运动的起始角度

20°，速度为8 (°)/s，并在其耐受范围内增加角度，最大

角度为100°，8周后处死所有兔子。 

1.4.2  软骨细胞获取方法  无菌手术条件下分离兔软

骨组织，并采用眼科剪剪碎至1-3 mm，用Hank’s液清

洗2次，随后加入0.25%Ⅱ型胶原酶在37 ℃消化1 h，采

用100目孔径滤网过滤，收集滤过液，1 500 r/min离心  

5 min，所得沉淀即为兔软骨细胞。 

1.4.3  ELISA检测关节液中白细胞介素1和肿瘤坏死因

子α含量  白细胞介素1和肿瘤坏死因子α ELISA检测试

剂盒购自北京四正柏生物科技有限公司，严格按照试剂

盒说明书进行操作。 

1.4.4  RT-PCR  Trizol提取细胞总RNA，反转录成

cDNA。PCR反应条件：95  5℃  min，95 10℃  s，60  ℃

20 s，共40个循环。得到的数据通过比较CT值法(2
-∆∆Ct)

进行定量分析。 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.5  MTT方法检测软骨细胞增殖能力  软骨细胞培

养至对数生长期，接种于96孔培养板中，每孔中加入  

20 μL的MTT溶液，作用4 h后吸出上清，加入150 μL的

二甲基亚砜溶液，低速震荡10 min后，波长490 nm处测

定A值。 

1.4.6  Western-blot检测p-Erk1/2表达  软骨细胞采用

Novagen公司的Cytobuster提取细胞总蛋白，提取蛋白

经10% SDS-PAGE 分离胶和5%浓缩胶分离后，通过湿

转的方法将蛋白转印至硝酸纤维素膜上，硝酸纤维素膜

以含5%脱脂奶粉的TBST室温封闭2 h，加入相应一抗 

4 ℃旋转孵育过夜。次日采用0.1% TBST洗膜3次，每

次5 min，加入山羊抗兔/鼠IgG的HRP标记二抗，室温

旋转孵育1 h。0.1%TBST 洗膜3次，每次5 min。硝酸

纤维素膜以Supersignal West Femto化学发光底物对条

带进行显色。Actin作为内参对照。所有实验至少重复3

次。 

1.5  主要观察指标  关节液白细胞介素1和肿瘤坏死

因子α水平、软骨细胞Ⅱ型胶原表达情况、软骨细胞增

殖能力及Erk信号通路活化情况。 

1.6  统计学分析  采用Graphpad软件进行数据分析。

多组数据间比较采用Anova检验，以P < 0.05为差异有

显著性意义。 

 

2  结果  Results 

2.1  参与者数量分析  实验选用新西兰大白兔36只，

分为3组，实验过程无脱失，全部进入结果分析。 

2.2  关节液白细胞介素1和肿瘤坏死因子α水平检测 

见表1。与对照组比较，模型组关节液中白细胞介素1

和肿瘤坏死因子α水平显著升高(P < 0.01)；给予持续

被动运动治疗后，与模型组比较，治疗组关节液中白

细胞介素1和肿瘤坏死因子α质量浓度显著降低(P < 

0.01)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  软骨细胞Ⅱ型胶原表达情况比较  见图1。 

RT-PCR结果所示，与对照组相比，模型组软骨细 

表 1  关节液白细胞介素 1 和肿瘤坏死因子 α 含量测定结果  

(x
_

±s，n=12，ng/L)

Table 1  Levels of interleukin-1 and tumor necrosis factor α 

in the synovial fluid 

组别 白细胞介素 1 肿瘤坏死因子 α 

对照组 6.54±1.83 7.56±1.67 

模型组 22.64±3.45
a 

44.64±5.45
 a
 

治疗组 10.94±2.01
b 

15.56±2.94
 b
 

引物序列： 

基因 序列 

Ⅱ型胶原 正向：5’- TGC CCA GAA AAT GAA AAA GG-3’ 

反向：5’- GTG TAT GTG GCA ATG CGT TC-3’ 

GAPDH 正向：5’-GGT GAA GGT CGG AGT CAA CG -3’ 

反向：5’-CAA AGT TGT CAT GGA TGG ACC-3’ 

表注：与对照组比较，
a
P < 0.01；与模型组比较，

b
P < 0.01 
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胞Ⅱ型胶原的mRNA表达水平出现显著下调 (P < 

0.01)。给予持续被动运动治疗后，与模型组相比，治

疗组软骨细胞Ⅱ型胶原的mRNA表达水平出现显著上

调(P < 0.01)。 

2.4  软骨细胞增殖能力比较  见图2。对照组软骨细胞

培养4 h后增殖能力为3.97±0.58，模型组软骨细胞培养

4 h后增殖能力为0.85±0.23，与对照组相比，模型组软

骨细胞增殖能力显著降低(P < 0.01)；治疗组软骨细胞

增殖能力为3.18±0.39，与模型组相比，治疗组软骨细

胞增殖能力显著升高(P < 0.01)。 

2.5  软骨细胞Erk信号通路活化情况比较  见图3。采

用p-Erk1/2的表达情况代表Erk信号通路活化情况，

Western blot结果所示，与对照组相比，模型组软骨细

胞Erk信号通路活化情况出现显著下调(P < 0.01)。给予

持续被动运动治疗后，与模型组相比，治疗组软骨细胞

Erk信号通路活化情况水平出现显著上调(P < 0.01)。 

3  讨论  Discussion 

骨关节炎是世界范围内最常见的关节疾病之一。疼

痛、活动受限、药物不良反应及关节相关的手术并发症

使得骨关节炎成为严重影响患者健康的重要问题
[12]
。目

前临床上骨关节炎治疗的基本方案包括健康教育、减轻

体质量、身体康复及体育锻炼等
[13-14]

。临床广泛应用的

骨关节炎治疗药物主要有非类固醇抗炎药，但治疗效果

并不明显且不良反应较大
[15]
。目前在骨关节炎治疗中已

开展多种非药物治疗方法。 

 持续被动运动在全膝关节置换术恢复治疗中疗效

显著，在骨关节炎治疗中也取得一定的成果
[16-17]

。然而

关于持续被动运动治疗骨关节炎，改善骨关节炎病情的

机制目前尚未完全研究清楚。研究首先观察了持续被动

运动治疗后，关节液中白细胞介素 1和肿瘤坏死因子 α

含量、软骨细胞Ⅱ型胶原表达情况。结果显示，持续被

动运动治疗后，与模型组比较关节液中白细胞介素 1和

肿瘤坏死因子 α质量浓度显著降低，而软骨细胞Ⅱ型胶

原表达量则显著升高。白细胞介素 1和肿瘤坏死因子 α

是已知导致骨关节炎发病的关键因素，而骨关节炎病理

特征是细胞外基质的降解
[18-19]

。研究结果显示持续被动

运动治疗后关节液中白细胞介素 1和肿瘤坏死因子 α含

量显著降低，提示持续被动运动对骨关节炎病情具有显

著的治疗作用。 

软骨细胞凋亡所致的软骨退变在骨关节炎发生发

展中起重要作用
[20-22]

。由于软骨细胞的内在修复能力较

差，关节软骨损伤常常是永久性的，因此，改善和维持

软骨细胞的增殖潜能可能会延缓骨关节炎的发病，并可

图 1  RT-PCR方法检测软骨细胞Ⅱ

型胶原表达情况 

Figure 1  Expression of collagen 

type II in chondrocytes detected by 

RT-PCR 

图注：与模型组相比，治疗组软骨细

胞Ⅱ型胶原的mRNA表达水平出现

显著上调(P < 0.01)。 
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图 3  Western blot检测软骨细胞

p-Erk1/2蛋白表达 

Figure 3  Expression of p-Erk1/2 in

chondrocytes by western blot assay

图注：与模型组相比，治疗组软骨细

胞Erk信号通路活化情况水平出现显

著上调(P < 0.01)。 
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图 2  MTT方法检测软骨细胞培养 4 h后增殖能力 

Figure 2  The proliferation ability of chondrocytes after 4 hours 

of culture by MTT assay 

图注：与模型组相比，治疗组软骨细胞增殖能力显著升高(P < 0.01)。
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能成为骨关节炎的有效治疗方法
[23-25]

。那么持续被动运

动是否可通过改善软骨细胞的增殖情况从而改善骨关

节炎病情目前还未见文献报道。据此，研究进一步观察

了在持续被动运动治疗后软骨细胞的增殖情况，结果显

示，在骨关节炎模型组软骨细胞的增殖能力显著降低，

在给予持续被动运动治疗后，软骨细胞的增殖能力显著

升高。 

细 胞 外 信 号 调 节 激 酶 1/2(extracellular-signal 

regulated kinase 1/2，Erkl/2)是MAPK家族成员之一
[26-27]
。

细胞在接受外源的神经递质和生长因子等信号刺激后，

可激活细胞内的 Erkl/2信号通路，活化的 Erkl/2随即进

入细胞核，激活转录因子的表达，参与细胞的增殖和分

化
[28-30]

。研究还进一步观察了持续被动运动治疗后软骨

细胞 Erk信号通路的活化情况，结果显示，在骨关节炎

模型组软骨细胞 Erk信号通路的活化情况显著降低，在

给予持续被动运动治疗后，软骨细胞的 Erk信号通路的

活化情况显著升高。 

综述所述，研究结果证实持续被动运动可通过降低

关节液白细胞介素 1和肿瘤坏死因子 α水平，提高软骨

细胞Ⅱ型胶原表达量，进而改善兔骨关节炎病情。其机

制可能是通过改善软骨细胞增殖能力而发挥的。持续被

动运动调节软骨细胞增殖能力可能与调节Erk信号通路

活化情况相关，该研究为临床上利用持续被动运动方法

治疗骨关节炎提供了一定的科学依据。 
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