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ＭＴＴ法检测通络止痛方对人膝骨关节炎
滑膜成纤维细胞增殖的影响

杨黎黎　王庆甫　王　欢　张　栋　王伟利　丁昊彬　甘　稳　徐铭康　杜汪洋　郭玉茹
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摘要　目的：探讨通络止痛方对人膝关节骨性关节炎（ＫｎｅｅＯｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）滑膜成纤维细胞增殖的影响。方法：取本
院行全膝关节置换术患者术中废弃滑膜组织，经Ｉ型胶原酶消化后进行原代培养，取３～４代成纤维细胞进行高、中、低浓
度通络止痛方干预。应用四甲基偶氮唑盐法测定（ＭＴＴ）法检测ＫＯＡ滑膜细胞的增殖水平，并用倒置显微镜下观察各浓
度下的细胞形态。结果：加药组组间与加药组与空白组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。ＭＴＴ法检测随通络止痛方
浓度减小ＫＯＡ滑膜细胞在４９０ｎｍ波长处吸光ＯＤ值数越大；高中浓度组抑制率为正值，随浓度增加抑制率增大，低浓度
抑制率为负值，随浓度降低抑制率减少。结论：高、中浓度通络止痛方对滑膜细胞增殖有抑制作用，低浓度组的通络止痛

方对滑膜细胞有增殖有促进作用。
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　　膝关节骨性关节炎（ＫｎｅｅＯｓｔｏｅａｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）是
多发于老年人中的常见退行性疾病，严重影响老年

人的生活质量，但目前为止该病病因尚不明确，也没

有一种治疗方法可以从根本上预防、改变或中止

ＫＯＡ［１］滑膜炎性反应在骨关节炎病程进展中起到的
重要作用［２］。其中滑膜细胞主要分为巨噬样细胞

（Ａ型细胞），成纤维样细胞（Ｂ型细胞）和树突状细
胞。成纤维细胞是一种介导关节破坏的主要细胞，

抑制成纤维细胞的增殖，可以有效缓解骨关节炎性

反应的症状及进展。通络止痛方通过超声促透的方

法治疗ＫＯＡ患者的治疗取得了满意的疗效［３４］。为

了明确通络止痛方对 ＫＯＡ滑膜炎性反应细胞的作
用，本实验应用 ＭＴＴ法检测通络止痛方对 ＫＯＡ滑
膜炎性反应细胞增殖的影响，进一步明确该方对滑

膜成纤维细胞的作用，并探讨其机制。为其进一步

研究和临床应用提供基础，现将结果报道如下。

·５０１１·世界中医药　２０１７年５月第１２卷第５期



１　材料与方法
１１　材料
１１１　组织　人ＫＯＡ炎性滑膜组织源于北京中医
药大学第三附属医院行关节置换治疗的 ＫＯＡ患者
废弃滑膜组织。无菌条件下将取得的滑膜组织去除

脂肪、纤维等，加入 ＰＢＳ洗涤，ＰＢＳ清洗２次后放在
无菌小青霉素瓶中用解剖剪切碎成糊状。置于 ２
ｍＬ０４％Ｉ型胶原酶的２５ｃｍ２培养瓶中消化２５ｈ
（期间摇匀数次）。经２００目金属筛过滤。取未黏附
的细胞移至离心管中，用２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃
上清，加入含有 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养
基，反复吹打后将细胞接种在２５ｃｍ２的培养瓶中，
置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中。１～２ｄ换液１次，选
取３～４代细胞，纯度大于９８％，经鉴定后用于实验。
１１２　试剂与仪器　胎牛血清购自四季青公司。
ＲＰＭＩ１６４０培 养 基、胰 蛋 白 酶ＥＤＴＡ 消 化 液
（０２５％）、Ｉ型胶原酶均购自 Ｇｉｂｃｏ公司。ＭＴＴ（噻
唑蓝）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自 Ｓｉｇｍａ公司。
ＥＬＸ８００型酶联免疫检测仪（美国生物技术仪器公
司）、ＢＨ２型倒置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；９６
孔细胞培养板，美国Ｃｏｒｎｉｎｇ；ＣＯ２培养箱，美国Ｔｈｅｒ
ｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ；２５ｃｍ２培养瓶，丹麦 ＮＵＣＵ公司；四环
冻干机，北京四环科学仪器厂有限公司。

１１３　药物制备　通络止痛处方由桃仁、红花、桂
枝、白芍、制草乌、细辛、川椒、牛膝、乳香、没药组成，

购于北京中医药大学第三附属医院药房。将上述中

药饮片按成方比例置煎煮容器内，加水浸泡，煮沸

３０ｍｉｎ，弃药渣取汤剂，经过离心机２０００ｒ／ｍｉｎ离
心，弃药渣取汤剂，利用冷冻干燥机进行冷冻干燥，

粉末状，ＰＢＳ溶解，用０２２μｍ微孔滤器过滤除菌，
配制成高、中、低浓度３组依次为：高浓度组：１０／４２

ｍｇ／ｍＬ、１０／４３ｍｇ／ｍＬ、１０／４４ｍｇ／ｍＬ；中浓度组：１０／
４５ｍｇ／ｍＬ、１０／４６ｍｇ／ｍＬ、１０／４７ｍｇ／ｍＬ；低浓度组：
１０／４８ｍｇ／ｍＬ、１０／４９ｍｇ／ｍＬ、１０／４１０ｍｇ／ｍＬ；空白组：０
ｍｇ／ｍＬ。－２０℃储存备用。
１２　方法
１２１　ＭＴＴ法检测ＫＯＡ滑膜细胞增殖活性　取生
长状况良好的成纤维细胞，用０２５％胰蛋白酶消化
后，无菌条件下与含１０％胎牛血清 ＲＰＭＩ１６４０培养
液经吹打制成滑膜细胞悬液，接种于９６孔培养板，
１００μＬ／孔，每孔细胞约１０００个。每块９６孔板四周
边孔用ＰＢＳ填充以避免边缘效应。将细胞放置于
３７℃、５％ＣＯ２培养箱继续培养２４ｈ，细胞贴壁并进
入对数增长期。

弃上清液，加入已配置的不同浓度通络止痛方

１００μＬ／孔，每种浓度设置 ４个复孔。置于培养箱
中，３６℃，５％ＣＯ２培育２４ｈ。培养箱培育后吸弃各
孔药物，用ＰＢＳ洗３遍。换入５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴＰＢＳ
液１０μＬ／孔，无血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基１００μＬ继
续培养４～６ｈ后，终止培养。弃上清，加 ＤＭＳＯ１００
ｍＬ／孔震荡１０ｍｉｎ后，在 ＥＬＸ８００型酶标仪上测其
在４９０ｎｍ波长处的吸光 ＯＤ值（Ａ）。用 Ａ值按如
下公式计算各浓度药物干预后的细胞抑制率，公式

如下：

抑制率（％）＝（Ａ空白 －Ａ药液）／Ａ空白 ×１００％，抑
制率为正数时，表明该药物对细胞的增殖有抑制作

用，抑制率为负数时表明该药物对细胞的增殖有促

进作用。

１２２　形态学观察　倒置显微镜观察各组不同浓
度细胞的生长特点及形态。

１３　统计学方法　应用 ＳＰＳＳ１７０软件进行统计
学处理，采用 ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ分析，计量资料用均
数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。以Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

２　结果
２１　镜下观察滑膜细胞的生长　原代培养细胞４ｈ
可见细胞贴壁（图１），细胞成星状，通过３～４条树
突与培养瓶相贴，细胞器不明显，细胞密度稀疏。随

培养时间至３～４代细胞（图２），形态成滑膜成纤维
细胞呈梭形、树突样，胞核狭长，增殖旺盛，细胞器可

见。低浓度通络止痛方对人 ＫＯＡ滑膜细胞生长有
促进作用，细胞数量明显增多。高浓度通络止痛方

对于细胞生长有抑制作用，可见少量细胞漂浮，紧密

排列无规则，外观多由梭形皱缩为圆形。

图１　原代培养４ｈ贴壁ＫＯＡ滑膜细胞

２２　ＭＴＴ法测定不同浓度组ＫＯＡ滑膜细胞增殖活
性　加药组组间与加药组与空白组比较，差异有统
计学意义（Ｐ＜００５）。ＭＴＴ法检测随通络止痛方浓
度减小ＫＯＡ滑膜细胞在４９０ｎｍ波长处吸光 ＯＤ值
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数越大。见表 １。高、中浓度组通络止痛方对于
ＫＯＡ滑膜细胞的增殖有抑制作用，随浓度的增加，
抑制作用增强，高浓度较中浓度的抑制率明显增加，

但高浓度中，随着浓度增加，抑制率的增长幅度减

小。低浓度组的通络止痛方对滑膜细胞有增殖有促

进作用。随浓度的减低，促进作用增强，但低浓度

中，随着浓度减低，促进作用的增强幅度减低。见表

２、图３。

图２　ＫＯＡ滑膜３～４代细胞细胞

表１　通络止痛方干预对ＫＯＡ滑膜细胞
增殖影响的ＯＤ值（珋ｘ±ｓ）

分组 通络止痛方剂量（ｍｇ／ｍＬ） ＯＤ

１０／４２ １４０７±００４２

高浓度组 １０／４３ １４６６±００３２

１０／４４ １６２３±００３８

１０／４５ １８８８±００７０

中浓度组 １０／４６ ２０７６±００５９

１０／４７ ２４１２±００８１

１０／４８ ２７８４±００７５

低浓度组 １０／４９ ３００５±００９６

１０／４１０ ３０５９±０１１４

空白组 ０ ２６５６±００７５

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５。

表２　不同浓度通络止痛方对ＫＯＡ滑膜
细胞增殖抑制率（％）

分组 通络止痛方剂量（ｍｇ／ｍＬ） 抑制率

１０／４２ ４７０２％
高浓度组 １０／４３ ４４８２％

１０／４４ ３８８８％
１０／４５ ２８９２％

中浓度组 １０／４６ ２１８２％
１０／４７ ９１９％
１０／４８ －４８２％

低浓度组 １０／４９ －１３１５％
１０／４１０ －１５１６％

空白组 ０ ———

３　讨论
ＫＯＡ是关节炎里最常见的疾病，根据人口统计

学资料预测，到２０２０年，受关节疾病影响的人口比

例将占到全世界人口的 ５０％，将有 ５７亿人受到
ＫＯＡ的困扰。ＫＯＡ是世界上导致残疾的第八大疾
病［５］。尽管如此，但ＫＯＡ发病机制还不清楚。并且
到目前为止，还没有一种治疗方法可以从根本上预

防、改变或中止 ＫＯＡ的疾病进程［６］。最后多数

ＫＯＡ晚期患者不得不通过接受膝关节置换术，来
“治愈”ＫＯＡ。而很多 ＫＯＡ患者由于自身身体条件
及家庭经济承受能力所限，无法接受膝关节置换术。

因此，研究ＫＯＡ的发病机制，并寻找防治 ＫＯＡ的有
效治疗药物及手段是保证国民健康，提高 ＫＯＡ患者
生活质量和减轻国家医疗负担的迫切需求。尽管

ＫＯＡ被普遍认为是一种退行性疾病，但滑膜炎性反
应在 ＫＯＡ病理和临床的重要作用逐渐被认识［７］。

骨性关节炎的病因学主要表现在２个方面：一是关
节软骨破坏导致软骨细胞生物学特性改变，二是滑

膜炎性反应致使滑膜细胞释放炎性反应递质。有研

究报道，骨性关节炎中关节软骨在致病因素作用下

被破坏后，释放碎片进入滑液，刺激滑膜引起滑膜

炎。滑膜炎释放炎性反应递质，进一步降解软骨，周

而复始造成恶性循环，故滑膜炎的存在是骨性关节

炎软骨损伤及骨性关节炎慢性持续化的重要原

因［８］。因此，因此探讨对于滑膜炎的干预药物，对研

究治疗滑膜炎及延缓治疗ＫＯＡ有重要意义。

图３　不同浓度通络止痛方对ＫＯＡ滑膜
细胞增殖抑制率（％）

　　注：１～９代表浓度１０／４２～１０／４１０ｍｇ／ｍＬ。

　　了解细胞的存活与增殖情况，在细胞水平研究
中是非常重要的。目前，主要的检测方法有同位素

掺入法和活细胞计数法。前者利用放射同位素，机

器价格昂贵，污染较大。后者结果易受主观因素影

响，操作繁琐，误差大。因此２种方法都有一定的使
用限制。ＭＴＴ法应用原理是线粒体 ＭＴＴ法的主要
原理是活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使外源性

的 ＭＴＴ还 原 为 难 溶 性 的 紫 色 结 晶 物 甲 瓒
（Ｆｏｒｍａｚａｎ），并沉积在细胞中，而死细胞无此功能。
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以其简便、经济、安全等特点，而被广泛使用。

通络止痛方是我们导师凭借多年治疗 ＫＯＡ的
经验总结而成，组成包括：桃仁、红花、桂枝、白芍、制

草乌、细辛、川椒、牛膝、乳香、没药。主要功效包括

活血化瘀，通络止痛。其中白芍、桂枝为通络止痛汤

的君药，桂枝辛甘温，有温通经脉，助阳化气之功效；

白芍苦、酸、微寒，有养血敛阴，柔肝止痛之功效。两

者合用一敛一散，一补一开，解肌发表，调和营卫，使

发汗而不伤阴，气血调而不伤气。两药合用亦可治

疗气血不调导致的四肢酸楚、麻木、疼痛等。以桃

仁、红花、乳香、没药为臣药，可活血祛瘀、行气止痛、

舒筋通络。红花、桃仁为活血化瘀常用药对。红花

辛温，主入心、肝经，散瘀止痛。《医学衷中参西录》

云：“乳香、没药，二药并用，为宣通脏腑、流通经络之

要药，……具通气活血之力，又善治风寒湿痹，周身

麻木，四肢不遂及一切疮疡肿疼，或其疮硬不疼。”这

４味药可加强行气活血化瘀的药力，正所谓“治风先
治血，血行风自灭”。制草乌、细辛为本方的佐药，具

有祛风除湿、温经散寒、消肿止痛之效。川椒为为本

方的使药，具有活血祛瘀、祛风利湿之效。牛膝“性

善下行”，具有良好的引经作用，且有补肝肾，强筋骨

之功。全方组成严谨，配伍精湛。

为了增加该方有效的理论依据，我们进行了一

系列临床及基础研究。临床试验发现，通络止痛外

治法治疗ＫＯＡ可有效减轻患者疼痛、改善膝关节功
能［３］；动物实验发现，通络止痛外治法能够显著抑制

兔ＫＯＡ滑膜细胞炎性反应因子生成［９１０］；作用于大

鼠不同程度ＫＯＡ中通过降低血清中软骨基质相关
细胞因子ＣＴＸⅡ、ＣＯＭＰ和ＭＭＰ３含量可以有效减
缓或阻止膝关节软骨的退行性变［１１１２］；将该方君药

桂枝的有效成分桂皮醛作用于人 ＫＯＡ滑膜细胞，证
明ＤＡＭＰｓ／Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲｓ）介导的ＮＦκＢ炎性反
应通路在骨性关节炎滑膜炎性反应中起到重要的调

控作用，ＮＦκＢ通路上的许多基因均参与骨性关节
炎滑膜炎性反应［１３］。将该方君药桂枝、白芍的有效

成分桂皮醛、白芍总苷作用于人 ＫＯＡ滑膜细胞，对
骨性关节炎滑膜炎性反应起到调控作用，参与骨性

关节炎滑膜炎性反应［１４］但是该方作为成方进行的

研究还没有开展，导致作用机制尚不清楚，限制了其

在临床的广泛应用。本实验建立人 ＫＯＡ滑膜成纤

维细胞体外培养体系，以 ＭＴＴ法［１５］观察不同浓度

通络止痛方对人成纤维细胞增殖的影响，筛选出合

适药物浓度。进一步探讨通络止痛方的作用机制，

为该方剂进行新药开发研制、走向市场提供一定的

实验参数。
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