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摘要　目的：探讨芍药舒筋片对大鼠膝骨关节炎软骨病理、血清中前列腺素 ２（ＰｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２，ＰＧＥ２）、肿瘤坏死因子 －α

（ＴｕｍｏｒＮｅｃｒｏｓｉｓＦａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）及Ⅱ型前胶原羧基端前肽（ＣａｒｂｏｘｙｔｅｒｍｉｎａｌＰｒｏｐｅｐｔｉｄｅｏｆＴｙｐｅⅡ Ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎ，ＰⅡＣＰ）水平的
影响。方法：将６０只ＳＤ大鼠分成假手术组，模型组，阳性药组，受试药高、中、低剂量组，采用经典前交叉韧带切断术（Ａｎｔｅｒｉｏｒ
ＣｒｕｃｉａｔｅＬｉｇａｍｅｎｔＴｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ，ＡＣＬＴ）手术造模，成模后灌胃给药４周后处死，分离血清及取术侧膝关节进行ＰＧＥ２、ＴＮＦ－α、ＰⅡ
ＣＰ检测和病理观察。结果：光镜下显示关节软骨发生退变，膝骨关节炎模型成功；ＥＬＩＳＡ检测血清指标 ＰＧＥ２、ＰⅡＣＰ提示，芍
药舒筋片受试药组与模型组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。而血清 ＴＮＦ－α含量与模型组比较，具有降低趋势。结论：
芍药舒筋片对大鼠膝骨关节炎有一定的抗炎、延缓软骨退化、保护软骨的作用。
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　　骨性关节炎是由多种原因引起的与关节软骨完整
性受损有关的常见关节疾病，以软骨退行性改变甚至

消失为主要病理特征。目前，常用治疗药物为抑制

ＰＧＥ２合成的非甾体抗炎药。而院内制剂芍药舒筋片
是治疗骨性关节炎的有效中药复方，能较有效延缓软

骨降解［１－２］。本实验拟通过大鼠骨关节炎模型，进一

步观察芍药舒筋片对血清中的炎性反应介质 ＰＧＥ２、
ＴＮＦ－α、软骨基质代谢标志物ＰⅡＣＰ的表达变化。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物及分组　ＳＤ大鼠６０只，１８０～２００ｇ，清洁
级，购于上海西普尔－必凯实验动物有限公司，随机分

成假手术组，手术模型组，阳性对照组，芍药舒筋片高、

中、低剂量组。每组１０只，雌雄各半。
１１２　药品与试剂　芍药舒筋片（真空干燥粉），批
号：２０１１０６１６，由上海中医大源创科技有限公司提供；
维固力胶囊，批号：Ｃ１１０５４Ａ，爱尔兰罗达药厂生产。
ＰＧＥ２、ＴＮＦ－α、ＰⅡＣＰＥＬＩＳＡ试剂盒，由上海西唐生物
科技有限公司提供。

１１３　仪器与设备　ＡＲ１１４０电子天平，奥豪斯（上
海）仪器有限公司；ＡＣＳ电子秤，上海东南衡器有限公
司；ＳＺ－Ⅱ自动纯水蒸馏器，上海嘉鹏科技有限公司；
ＤＥＮＬＥＹＤＲＡＧＯＮＷｅｌｌｓｃａｎＭＫ３酶标仪，Ｔｈｅｒｍｏ；Ｏ
ｌｙｍｐｕｓ（ＩＸ７１）型倒置相差显微镜，Ｏｌｙｍｐｕｓ。
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１２　方法
１２１　造模方法　除假手术组外，采用经典 ＡＣＬＴ手
术造模［３－４］，切断大鼠单侧膝关节前交叉韧带、内侧副

韧带并缝合。术后连续５ｄ肌注硫酸庆大霉素注射液
（８万单位／只）。假手术组暴露关节腔而不切断前交
叉韧带、内侧副韧带，其余步骤同上。

１２２　取材及处理　第１～４周常规饲养，第５～８周
灌胃给药。假手术组、模型组分别给予蒸馏水；阳性药

组给予维骨力０１３７ｇ／ｋｇ；高、中、低剂量组分别给予
芍药舒筋片（生药）５４ｇ／ｋｇ、２７ｇ／ｋｇ、１４ｇ／ｋｇ。末
次给药后第２ｄ，腹主动脉取血，分离血清于 －８０°Ｃ保
存待测。大鼠处死，取术侧关节进行病理学观察。

１２３　苏木精／伊红染色（ＨＥ染色）膝关节标本用多
聚甲醛固定２４ｈ后，常规脱钙，修整组织后石蜡包埋，
５μｍ厚度连续切片，ＨＥ染色，在光镜下观察。
１２４　ＥＬＩＳＡ检测血清　测定血清 ＰＧＥ２、ＴＮＦ－α、Ｐ
ⅡＣＰ的含量，具体步骤参照试剂盒说明。
１３　统计方法　实验数据均以（珋ｘ±ｓ）表示，采用
ＳＰＳＳ１５０软件对其进行统计。均采用方差分析或非
参数检验，ＬＳＤ法或Ｔａｍｈａｎｅ法比较组间差异。

图１　ＡＣＬＴ膝骨关节炎模型大鼠关节石蜡切片ＨＥ染色

（光镜１０×２０倍）

２　结果
２１　ＨＥ染色　假手术组关节软骨表面较平滑，连续
性良好，软骨基质染色均匀，模型组关节软骨表面粗

糙，可见剥脱缺损，表层基质有丢失，软骨基质染色不

均，细胞分布不均匀，证实模型组关节软骨发生了退

变，膝骨关节炎模型成功。阳性药组、受试药高、中、低

剂量组软骨表面均较光滑，略不平整，着色、细胞分布

较均匀，见图１。
２２　ＥＬＩＳＡ血清检测
２２１　ＰＧＥ２含量测定　模型组大鼠血清中 ＰＧＥ２含
量与假手术组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；给
药组与模型组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），提
示芍药舒筋片能在一定程度上抑制ＰＧＥ２的含量，见表
１。

表１　芍药舒筋片对大鼠血清ＰＧＥ２的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 剂量（ｇ／ｋｇ） 鼠数 ＰＧＥ２浓度（ｐｇ／ｍＬ）

假手术组 － １０ ３８９８１±１００４６
模型组 － ９ ５０３５４±１３８８５

阳性药组 ０１３７ １０ ３３０６０±４９１４△

高剂量组 ５４ １０ ３４４０３±６５４３△

中剂量组 ２７ ９ ３２６８２±８３８１△

低剂量组 １３５ １０ ３７１５３±１２６７３△

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５。

２２２　ＴＮＦ－α含量测定　模型组血清中ＴＮＦ－α含
量与假手术组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；各
给药组与模型组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），
从趋势上可见给药组中 ＴＮＦ－α含量均较模型组低，
提示其可在一定程度上抑制ＴＮＦ－α含量，见表２。

表２　芍药舒筋片对大鼠血清ＴＮＦ－α的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 剂量（ｇ／ｋｇ） 鼠数 ＴＮＦ－α浓度（ｐｇ／ｍＬ）

假手术组 － ８ １６７６４±４１５９
模型组 － １０ ３５７１８±８６０７

阳性药组 ０１３７ ８ １８８９２±６８７８△

高剂量组 ５４ ９ ２５４０８±５９７３△

中剂量组 ２７ ８ ２６５４３±９６５２△

低剂量组 １３５ ９ ２２４５９±７５１４△

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５。

表３　芍药舒筋片对大鼠血清ＰⅡＣＰ的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 剂量（ｇ／ｋｇ） 鼠数 ＰⅡＣＰ浓度（ｎｇ／ｍＬ）

假手术组 － １０ ９９５８±１２１６
模型组 － ８ ７８０５±９１４

阳性药组 ０１３７ １０ ９８６１±２５０３△

高剂量组 ５４ １０ ８９４４±１７９１
中剂量组 ２７ １０ ９７３５±１６４５△

低剂量组 １３５ １０ ８１３２±１２３７

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５。
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２２３　ＰⅡＣＰ含量测定　模型组血清 ＰⅡＣＰ含量与
假手术组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５），提示大
鼠膝骨关节炎模型成功；给药组与模型组比较，差异有

统计学意义（Ｐ＜００５），提示芍药舒筋片能在一定程
度上延缓软骨退化，见表３。
３　讨论

膝骨关节炎发病于中老年以后，女子六七、男子六

八，虚衰之象渐显，由“肝气衰，筋不能动”进而“肾藏

衰，形体皆极”，临床所见，呈筋急而挛，膝软动作牵强

等病症。骨关节炎的病理学特征从形态上看，关节软

骨、软骨下骨及滑膜等关节周围组织有慢性炎性反应，

且其软骨面出现微小裂缝等，软骨面凹凸不平，最终软

骨剥脱露出硬化和致密的骨质［５］。“养血软坚方”是

骨伤科专家石印玉教授长期医疗实践经验方，由白芍、

牡蛎、生甘草、秦艽、全蝎、蜈蚣等组成，临床研究证实

其有效率为７４４％［６］。从形态学上观察，工艺修饰后

的芍药舒筋片对ＡＣＬＴ手术形成的膝骨关节炎模型有
一定的作用，能延缓或修复关节软骨退化，保护软骨。

关节软骨主要由软骨细胞和细胞外基质组成，软

骨细胞是关节软骨中唯一的细胞，合成分泌软骨基质

和胶原纤维，细胞外基质是软骨细胞生存和代谢的场

所，和细胞因子构成软骨细胞的外环境［７－８］。ＰＧＥ２是
具有多效性作用的炎性反应介质，可促进血管新生，在

关节炎病理及关节破坏中起重要作用。ＴＮＦ－α是关
节炎病理过程中促进软骨基质降解和关节软骨破坏的

重要细胞因子之一［９］。现代研究表明［１０］，在致病因素

作用下，炎症性细胞因子介导关节软骨和滑膜中各种

蛋白酶表达升高，能够改变软骨中胶原成分，促使Ⅱ型
胶原合成速度下降，引起关节软骨基质胶原纤维网及

蛋白多糖的降解，最终导致软骨退变。实验证实，与假

手术组比，模型组中ＰＧＥ２、ＴＮＦ－α炎性细胞因子水平
显著升高。在药物的干预下，给药组细胞因子水平均

低于模型组。

Ⅱ型胶原是关节软骨细胞外基质的主要组成之
一，由软骨细胞合成前体Ⅱ型前胶原，释放出胞外后经
酶水解去除Ｃ端与Ｎ端后形成成熟的Ⅱ型胶原纤维，
对于关节软骨机械性能的维持具有重要的作用。目前

认为Ⅱ型胶原总量的丢失是骨关节炎病理演变的关键
之一。本研究为了更进一步探讨芍药舒筋片保护软骨

的可能作用效应与机制，选择了具有反映软骨基质合

成代谢程度的标志物ＰⅡＣＰ。Ⅱ型胶原的含量有赖于
合成与降解代谢之间的平衡，在骨关节炎早期，两种代

谢过程往往都有所加强，作为一种修复机制，Ⅱ型胶原
合成略强，早期骨关节炎患者与模型动物体液中的 Ｐ

ⅡＣＰ的含量有显著升高［１１－１２］，而随着疾病的发展，降

解代谢的作用逐渐强于合成代谢［１３］。本实验证实，与

假手术组比较，模型组 ＰⅡＣＰ的含量显著降低，而从
趋势上发现芍药舒筋片的干预使 ＰⅡＣＰ的含量维持
在较正常的水平。有研究显示［１４－１５］，ＴＮＦ－α通过刺
激软骨细胞，刺激滑膜细胞分泌 ＰＧＥ２，引起基质降解
酶的产生，抑制Ⅱ型胶原的合成。

从以上结果看，抑制 ＴＮＦ－α、ＰＧＥ２的分泌，促进
Ⅱ型胶原的合成，可能是芍药舒筋片抑制对软骨基质
的破坏，延缓软骨退变的作用机制，对骨关节炎有一定

的保护和促进修复作用。

参考文献

［１］曹月龙，郑昱新，石印玉，等．养血软坚胶囊治疗膝骨关节炎疗效及
安全性评价的随机对照试验［Ｊ］．中国药物与临床，２００４，４（６）：４２３
－４２７．

［２］石印玉，徐荣善，陈友红．养血软坚方治疗膝骨关节炎的临床报告
［Ｊ］．中国中医骨伤科，１９９４，２（４）：３３－３６．

［３］翟吉良，翁习生，邱贵兴．骨关节炎动物模型的建立及选择［Ｊ］．中国
矫形外科杂志，２００７，１５（１１）：８４３－８４５．

［４］王婧，张忠辉，孙娇梦，等．大鼠骨关节炎三种动物模型的建立与比
较［Ｊ］．中国细胞生物学学报，２０１０，３２（３）４５６－４６０．

［５］李文庆，廉春光，王定．骨性关节炎的基础研究进展［Ｊ］．中医正骨，
２００９，２１（５）：６７－７１．

［６］郑昱新，蔡锦方，石印玉．舒灵胶囊和维骨力治疗膝骨关节炎的临床
对比报告［Ｊ］．中国中医骨伤科杂志，２０００，８（５）：１８－２０．

［７］曹林忠．细胞因子对关节软骨损伤修复影响的研究进展［Ｊ］．广州医
药，２００９，４０（１）：３－６．

［８］马春辉，蔡国平，阎作勤，等．Ⅱ型胶原在骨关节炎软骨细胞中的表
达［Ｊ］．复旦学报：医学版，２００９，３６（６）：７３４－７３６．

［９］季卫锋，童培建，袁小凤，等．补肾法与活血法对ＳＤ大鼠膝骨性关节
炎滑膜ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α及软骨ＭＭＰ－１３、ＡＤＡＭＴＳ－５的影响［Ｊ］．
中国中医骨伤科杂志，２０１２，２０（２）：１４３－１４５．

［１０］朱长谋，王洪．蛋白酶与骨关节炎软骨退变［Ｊ］．国际骨科学杂志，
２００７，２８（１）：３１－３２．

［１１］ＨｉｒａｋｕＨｏｔｔａ，ＨａｒｕｍｏｔｏＹａｍａｄａ，ＨｉｒｏｎａｒｉＴａｋａｉｓｈｉ，ｅｔａｌ．ＴｙｐｅＩＩｃｏｌ
ｌａｇｅｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｔｈｅａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｏｆａｒａｂｂｉｔｍｏｄｅｌｏｆｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉ
ｔｉｓ：ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｙｐｅＩＩｃｏｌｌａｇｅｎＣ－ｐｒｏｐｅｐｔｉｄｅａｎｄｍＲＮＡｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ
ｄｕｒｉｎｇｅａｒｌｙ－ｓｔａｇｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｒｔｈｏｐａｅｄｉｃ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，
２００５，１０（６）：５９５－６０７．

［１２］ＦＮｅｌｓｏｎ，ＬＤａｈｌｂｅｒｇ，ＳＬａｖｅｒｔｙ，ＡＲｅｉｎｅｒ，ｅｔａｌ．Ｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒａｌｔｅｒｅｄ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｔｙｐｅＩＩｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎ
ｖｅｓｔ，１９９８，１５，１０２（１２）：２１１５

"

２１２５．
［１３］ＬｏｒｅｎｚＨ，ＲｉｃｈｔｅｒＷ．Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ：ｃｅｌｌｕｌａｒａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｎｇｅｓｉｎ

ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｎｇｃａｒｔｉｌａｇｅ［Ｊ］．ＰｒｏｇＨｉｓｔｏｃｈｅｍＣｙｔｏｃｈｅｍ，２００６，４０（３）：１３５
－１６３．

［１４］ＨａｎａＨｕｌｅｊｏｖａ，ＶｅｒｏｎｉｋａＢａｒｅｓｏｖａ，ＺｄｅｎｅｋＫｌｅｚｌ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｄｌｅｖｅｌ
ｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓａｎｄｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｉｎｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃｓｕｂｃｈｏｎｄｒａｌ
ｂｏｎｅ［Ｊ］．Ｃｙｔｏｋｉｎｅ，２００７，３８（３）：１５１－１５６．

［１５］张铁锋，李景峰．细胞因子 ＩＬ－１β和 ＴＮＦ－α在骨关节炎软骨中
ｍＲＮＡ表达的变化及意义［Ｊ］．中国现代医生，２００８，４６（１５）：１１６－
１１７．

（２０１３－０１－０９收稿）

·８４５· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｍａｙ．２０１３，Ｖｏｌ．８，Ｎｏ．５


	世界中医药5月第5期 66
	世界中医药5月第5期 67
	世界中医药5月第5期 68

