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摘要　目的：观察活血膏对骨性关节炎模型大鼠运动能力的干预效应，同时评估其对关节软骨超微结构以及 Ｗｎｔ／βｃａｔｅ
ｎｉｎ信号通路标志性蛋白表达的影响。方法：将３０只ＳＤ大鼠随机分为空白组、模型组以及活血膏组，每组１０只。其中模
型组及活血膏组大鼠接受４％木瓜蛋白酶关节腔注射以复制骨性关节炎模型，随后活血膏组大鼠接受活血膏外用涂抹，
连续干预１４ｄ，比较３组大鼠关节腔软骨下骨组织形态学、软骨形态以及软骨组织Ｗｎｔ２、βｃａｔｅｎｉｎ含量的变化。结果：１）
接受造模的大鼠膝关节活动度明显低于空白组，其中活血膏组大鼠膝关节活动度大于模型组，差异均有统计学意义（Ｐ＜
００５）。２）模型组大鼠骨小梁出现明显硬化现象，局部存在断裂，骨小梁排列顺序紊乱，可见骨赘形成，活血膏组大鼠骨小
梁排列明显较模型组整齐，断裂现象明显减少。接受造模大鼠ＢＳ／ＢＶ较空白组升高，ＴｂＴｈ及ＴｂＮ均较空白组下降，其
中活血膏组较模型组改善，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）；３）ＨＥ染色显示空白组大鼠软骨面形态正常，基质着色均匀
正常，潮线清晰可见；模型组大鼠软骨出现不同程度的纤维化，软骨细胞数量减少，潮线模糊不清；活血膏组软骨细胞较模

型组增多，可见部分潮线。４）ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测法提示模型组软骨组织Ｗｎｔ２、βｃａｔｅｎｉｎ含量较空白组明显升高，活血膏组
虽较空白组上调但较模型组明显降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：活血膏对骨性关节炎大鼠的软骨及软骨
下骨有保护效应，其作用机制可能与抑制Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路表达有关。
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　　当关节软骨产生退行性改变或继发性骨质增生
后导致骨性关节炎的形成（ＫｎｅｅＯｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，
ＫＯＡ），明显降低了生命质量，因膝关节是ＫＯＡ最易
受累的关节，故又称膝骨性关节炎［１２］。尽管 ＫＯＡ
具有极高的发病率，但治疗方法确明显滞后于其他

类型的关节炎，目前以非甾体消炎药为主，虽在一定

程度可减轻患者的临床症状，但其对消化道破坏的

不良反应严重影响了治疗依从性。中医药以其疗效

显著、不良反应少的优势逐渐受到临床工作者的青

睐，其在 ＫＯＡ领域的疗效临床亦不乏报道［３５］。

ＫＯＡ属于中医学“骨痹”“痛痹”范畴，肝肾不足，气
滞血瘀是膝骨关节炎的主要病机，因此补益肝肾，益

气活血化瘀是其治疗的原则。本团队经过临床不断

实践总结出活血膏，其以外用的形式对 ＫＯＡ进行治
疗，获得明显的临床疗效，但其作用机制目前尚未明

了，基于此我们以４％木瓜蛋白酶关节腔注射以复
制骨性关节炎模型大鼠，以微观 ＣＴ、ＨＥ染色及
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测法为手段，对活血膏的作用机制进
行探析，具体报道如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　购买３０只雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）
大鼠，进行为期７ｄ适应性喂养，体重２７８～３０８ｇ，平
均体重（２８１±１９２８）ｇ。所有大鼠均购自上海
ＳＬＡＣ实验动物有限责任公司提供（合格证号：ＳＣＸＫ
（泸）２００７—０００５）。饲养温度２０～２３℃，实验湿度
５０％～５５％，所有大鼠均只有饮水饮食。昼夜１２ｈ／
１２ｈ交替。
１１２　药物　活血膏（当归１５ｇ、赤芍１５ｇ、川芎１５
ｇ、红花２０ｇ、土鳖虫２０ｇ、龙血竭２ｇ、白芍１５ｇ、威灵
仙１５ｇ、桑寄生２０ｇ、宽筋藤１５ｇ、乳香１５ｇ、白及１５
ｇ、乌药１５ｇ、冰片２ｇ），所有中药饮片由医院中药房
提供，将上述药物按比例配伍混匀，６０℃干燥，粉碎
研磨成微细颗粒，与加热的凡士林搅拌调匀成糊状。

１１３　试剂与仪器　４％木瓜蛋白酶（购自上海生
工生物公司），Ｍｎｔ２、βｃａｔｅｎｉｎ一抗抗体（购自美国
ＣＳＴ公司），碱性磷酸酶标记的羊抗鼠抗体（购自
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司），１０％水合氯醛（购自凯福达化
工有限公司），ＳＤＳＰＡＧＥ电泳胶及电泳槽（购自碧

云天公司），ＢＣＡ蛋白试剂盒（购自西安晶彩生物有
限公司），显微ＣＴ扫描仪（德国ＹｘＬＯＮ公司生产）。
１２　方法
１２１　分组与造模方法　将３０只大鼠适应性喂养
１周，随机分为空白组、模型组及活血膏组，每组１０
只。３组大鼠均将膝关节及其周围毛发剔除，模型
组及活血膏组大鼠在造模第１天、第４天及第７在
接受右侧膝关节关节腔注射４％木瓜酶溶液５０μＬ，
空白组大鼠在相同时间内注射等剂量的生理盐水。

１２２　干预方法　在模型制备的同时给药，空白组
及模型组大鼠在膝关节及其周围涂抹凡士林，活血

膏组涂抹事先制备的活血膏，１次／ｄ，持续６～８ｈ，
连续干预１４ｄ。
１３　观察指标与方法
１３１　膝关节活动度　由同一个实验员于室温下
测试各组大鼠膝关节活动度，将各组大鼠膝关节等

距离处垂直施予等力度的牵拉回缩大鼠右侧膝关

节，用测量器测量伸展之回缩的角度，连续测量３次
计算平均值。

１３２　显微ＣＴ扫描观察关节软骨下骨形态学　随
机抓取各组３只大鼠，脱颈处死后将右侧髋关节至
踝关节处充分分离，将肌肉等组织剔除后固定于

４％多聚甲醛液体内３ｄ，随后用显微ＣＴ仪对右膝关
节进行扫描。参数设定：电流４４μＡ，能量８０ｋＶｐ，
积分时间６００ｍｓ，体素１４μｍ。对胫骨平台及股骨
内外侧髁的股形态参数进行观察。记录骨表面积与

体积比（ＢＳ／ＢＶ）、骨小梁厚度（ＴｂＴｈ）及骨小梁数
量（ＴｂＮ）。
１３３　ＨＥ染色观察关节软骨形态　随机抓取各组
３只大鼠，脱颈处死后取胫骨平台软骨，修剪成大小
约０５ｃｍ×０５ｃｍ×０５ｃｍ，固定于４％多聚甲醛液
体内，随后进行常规脱水、脱钙、石蜡包埋、修切、脱

蜡，随后将切片固定１０～３０ｓ，再用苏木精伊红染
色，用高倍显微镜观察不同组别膝关节软骨的形态。

１３４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｍｎｔ２、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达
　　随机抓取各组３只大鼠，以０３ｍＬ／Ｋｇ比例腹
腔注射１０％水合氯醛进行麻醉，脱颈处死后取胫骨
平台软骨，修剪成重量约５０ｍｇ，加入１ｍＬ蛋白裂解
液充分裂解组织，随后进行高速离心，吸取上清液，
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用ＤＡＢ试剂盒进行蛋白定量，将样本进行蛋白变
性，随后将样本加入电泳凝胶中进行蛋白分离，截取

目的蛋白胶体后进行转膜，封闭后加入 Ｍｎｔ２、β
ｃａｔｅｎｉｎ及βａｃｔｉｎ抗体，孵育过夜后用 ＴＢＳ冲洗，加
入碱性磷酸酶标记的羊抗鼠抗体后室温下孵育２ｈ，
用ＴＢＳ（ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲盐溶液）清洗条带后进行显色
测定，计算出最终ＯＤ值。
１４　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２２０统计软件对本
研究所得数据进行分析，数据以均数 ±标准差（珋ｘ±
ｓ）表示，对数据进行正态分布检测，符合正态分布用
Ｔ检验，不符合正态分布用秩和检验，以 Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。

２　结果
２１　各组大鼠膝关节活动度比较　接受造模的大
鼠膝关节活动度明显低于空白组，其中活血膏组大

鼠膝关节活动度大于模型组，差异均有统计学意义

（Ｐ＜００５）。见表１。

表１　各组关节活动度比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 关节活动度

空白组 １４７±１６８５
模型组 ９８±１０２８
活血膏组 １２２±１１２７
ｔ ２３８
Ｐ ００３１

２２　各组关节软骨下骨的形态学变化　通过ＣＴ扫
描可知模型组大鼠骨小梁出现明显硬化现象，局部

存在断裂，骨小梁排列顺序紊乱，可见骨赘形成，活

血膏组大鼠骨小梁排列明显较模型组整齐，断裂现

象明显减少。接受造模大鼠 ＢＳ／ＢＶ较空白组升高，
ＴｂＴｈ及ＴｂＮ均较空白组下降，其中活血膏组较模
型组改善，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图
１、表２。
２３　各组膝关节软骨形态学变化　ＨＥ染色显示空
白组大鼠软骨面形态正常，基质着色均匀正常，潮线

清晰可见；模型组大鼠软骨出现不同程度的纤维化，

软骨细胞数量减少，潮线模糊不清；活血膏组软骨细

胞较模型组增多，可见部分潮线。见图２。

表２　各组软骨下骨参数比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ＢＳ／ＢＶ（Ｌ／ｍｍ） ＴｂＴｈ（μｍ） ＴｂＮ（Ｌ／ｍｍ）

空白组（ｎ＝３） １５０１±０６１ １３９２±４７８ ４０９±０１８
模型组（ｎ＝３） １７２３±２５２ １２６２５±２１８ ３２６±０１１
活血膏组（ｎ＝３） １６２３±０８７ １３０３４±３１１ ３８９±０１７

ｔ ２３８ ３９１ ２６９
Ｐ ００２５ ００１８ ００２７

图１　各组大鼠软骨下骨图ＣＴ扫描征象

图２　各组大鼠软骨ＨＥ结果

２４　各组关节软骨Ｗｎｔ２、βｃａｔｅｎｉｎ含量变化
　　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测法提示模型组软骨组织 Ｗｎｔ
２、βｃａｔｅｎｉｎ含量较空白组明显升高，活血膏组虽较
空白组上调但较模型组明显降低，差异均有统计学

意义（Ｐ＜００５）。见表３、图３。

表３　各组软骨组织Ｗｎｔ２、βｃａｔｅｎｉｎ含量比较（珋ｘ±ｓ）

组别 Ｗｎｔ２／内参ＯＤ比值 βｃａｔｅｎｉｎ／内参ＯＤ比值

空白组（ｎ＝３） ０７６±００３ ０６５±００６
模型组（ｎ＝３） ２４２±０１６ １４８±０２９
活血膏组（ｎ＝３） １５９±０１１ １０４±０１２

ｔ ２７３ ３７６
Ｐ ００１６ ００３３

图３　各组大鼠软骨ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果

３　讨论
骨性关节炎属于中医学“骨痹”“筋痹”等范畴，

与肝肾关系极为密切，肾主骨生髓，在体合骨［６７］。

《素问·痹论》中言：“肾者，水脏也，今水不胜火，则

骨枯而髓虚，故是不任厚，发为骨痛”，《素问·六节

藏象论》中写到“肾，其充在骨”，肾精充足，骨髓生

化有源，骨骼得到髓的滋养，坚固有力，故肾气旺盛，

肾精充足则骨骼强健，生发有力。肝主藏血，在体合

筋，肝精肝血充足，筋得其养，机体运动灵活有力，

《素问·阴阳应象大论》称为“肝主筋”，乃“罢极之

本”。如若肝精亏虚，筋不得濡养，则可出现筋力虚

弱，运动不利［８９］。肝肾亏虚加之寒湿之邪侵袭，筋

骨骨节气血凝滞，不通则痛，或劳倦内伤，气血津液

耗伤，进一步加剧气血瘀滞之势，经络痹阻而发本
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病，正如清代医家张璐在《张氏医通·诸痛门》中描

述：“膝者，筋之府，无有不因肝肾虚者，虚者风寒湿

袭之”，故补益肝肾，活血化瘀是治疗本病的关键。

活血膏是我院前辈专家留下的验方，经改良研

发而成。采取中药药膏外敷治疗膝关节骨性关节炎

操作简单、疗效明显，不良反应小，安全性高，其与西

医方法进行有机结合，对于缓解膝关节疼痛，促进肢

体功能恢复，提高患者生命质量，不仅具有重要的临

床价值，而且有良好的应用前景。方中当归性温，是

活血补血之良品；赤芍可凉血活血，二药合用共奏缓

急止痛之功［１０１２］。川芎是血中之气药，可温经行气

活血，又有祛风止痛的作用；红花有理想的温经活

血、祛瘀止痛的作用，正如《本草正义》写到：“性本

温和气兼辛散，凡瘀滞内积及经络不利诸证，皆其专

之”。土鳖虫及血竭可破血散瘀，使筋骨间瘀血散而

止痛。白芍可养血柔肝，肝血旺则可缓筋骨拘挛止

痛。威灵仙具祛风除湿、通络止痛之功效。桑寄生

有补益肝肾之功，与宽筋藤合用，即可补益肝肾又可

祛风舒筋。乳香是“定诸经之痛”之良品，与白及合

用，共奏消肿生肌之功。乌药行气止痛，温肾散寒。

冰片芳香走窜，消肿止痛，同时增强外用药渗透作

用。整方共奏补益肝肾、活血化瘀之功［１３１４］。本研

究数据显示活血膏组大鼠不论在改善膝关节活动度

方面还是改善关节相关组织的形态学方面均明显优

于模型组，这说明活血膏确对膝骨性关节炎有理想

疗效，对膝关节软骨及软骨下骨均有明显的修复效

应。

在对活血膏作用机制的探讨中我们对各组大鼠

膝关节软骨的 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路标志性蛋白表达
水平进行检测。膝骨性关节炎 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路
可维持软骨细胞外基质降解及骨赘形成的动态平

衡，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路激活后软骨细胞病理性成熟
增强，生理性凋亡被制止，则关节的稳态受破坏，软

骨细胞外基质被过度降解，从而导致软骨细胞肥厚

以及软骨退化，最终形成骨赘［１５１８］。因此抑制 Ｗｎｔ／
βｃａｔｅｎｉｎ通路过表达是治疗膝骨性关节炎的关键。
研究中我们对各组大鼠膝关节软骨组织的Ｗｎｔ２、β
ｃａｔｅｎｉｎ含量进行测定，结果显示模型组软骨组织
Ｗｎｔ２、βｃａｔｅｎｉｎ含量较空白组明显升高，活血膏组
虽较空白组上调但较模型组明显降低，差异均有统

计学意义（Ｐ＜００５），这说明膝骨性关节炎发病后
的确存在Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路被激活现象，而活血膏
可明显抑制这一过程。

综上所述，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路被激活可能是膝
骨性关节炎发生发展的机制之一，而活血膏可能正

是通过这一途径发挥临床治疗效应。
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