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·实验研究·

膝舒方防治阳虚寒凝型膝骨关节炎的实验研究
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[摘要] 目的:观察中药膝舒方对阳虚寒凝型膝骨关节炎(KOA)兔的防治作用,探讨其作用机制。方

法:采用木瓜蛋白酶注射的方式制备膝骨关节炎兔模型,薄荷油灌胃联合气候箱营造湿冷环境的方式诱

导阳虚寒凝证型。实验兔随机分为5组(每组各12只):模型组、阳性组(塞来昔布100mg/kg)、膝舒方

高剂量组(生药16g/kg)、膝舒方低剂量组(生药8g/kg)、空白组。分别于给药前、给药3周后、给药6
周后评价奎森(Lequesne)膝关节功能演算指数(Lequesne指数),并进行中医证候评分;给药6周后,制

备膝关节软 骨 苏 木 精-伊 红(HE)染 色 切 片,光 学 电 子 显 微 镜 下 观 察 组 织 形 态 学 病 理 并 进 行 改 良

Mankin􀆳s病理评分;ELISA法检测血清促炎细胞因子白介素1β(IL-1β)、IL-6及抗炎细胞因子IL-4、

IL-10水平;RT-qPCR法检测关节软骨基质金属蛋白酶1(MMP-1)、MMP-3、组织金属蛋白酶抑制因子

1(TIMP-1)基因表达。结果:给药3周后或6周后,膝舒方高、低剂量组实验兔患肢肿胀和压痛反应显

著减轻;膝关节活动范围及跛行现象均有所改善;Lequesne指数与同时段模型组相比均有显著降低,差

异有统计学意义(P<0.05或P<0.01);中医证候评分与同时段模型组相比均有显著降低,差异有统计

学意义(P<0.01)。给药6周后,与模型组相比,膝舒方高、低剂量组关节软骨的改良 Mankin􀆳s评分明

显降低,差异有统计学意义(P<0.01);血清IL-1β和IL-6水平均有显著降低,差异有统计学意义(P<
0.01);IL-4和IL-10水平均有显著增高,差异有统计学意义(P<0.01);关节软骨 MMP-1和 MMP-3
mRNA相对表达量显著下调,差异有统计学意义(P<0.01),关节软骨TIMP-1mRNA相对表达量则

无明显变化。结论:膝舒方通过一定程度上纠正促炎/抗炎细胞因子及 MMPs/TIMPs的失衡状态,以

减轻阳虚寒凝型膝骨关节炎兔关节腔的炎症反应,纠正关节基质代谢紊乱,改善膝关节功能及软骨损

伤。
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ExperimentalStudyofXishuDecoctiononKneeOsteoarthritis
withSyndromeofYangDeficiencyandColdCoagulation
GEYan1 TIANSongyun2 LIUXinxin1 CUIJianbo1 ZHANGGuobin1△

1HenanUniversityofChineseMedicine,Zhengzhou450046,China;
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Abstract Objective:ToevaluatetheeffectofXishudecoctiononkneeosteoarthritis(KOA)withsyndromeofYangdefi-
ciencyandcoldcoagulation(KOA-YDCC)inrabbitsandinvestigateitsmechanisms.Methods:TheKOArabbitswere
establishedbypapaininjection,andthesyndromeofYangdeficiencyandcoldcoagulationwasinducedbypeppermintoil

gavagecombinedwithawetandcoldenvironmentcreatedbyclimatebox.Theexperimentalrabbitsweredividedatran-
dominto5groups(12casesineachgroup):model,positivecontrol(celecoxib100mg/kg),Xishudecoctionhighandlow

dose (16and8g/kg,respectively)andnormalcontrol

groups.TheLequesnealgofunctionalindex wasevaluated
before,3weeksafterand6weeksafterofgavageadministra-
tion,andthetraditionalChinesemedicinesyndromescore
wasmade.After6 weeksofgavageadministration,HE-
stainedsectionsofkneecartilagewereprepared;thehisto-
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morphologyofkneecartilagewasobservedunderlightmicroscope,andmodifiedMankin􀆳sscoreswereevaluated.Theex-

pressionlevelsofproinflammatorycytokines(IL-1βandIL-6)andanti-inflammatorycytokines(IL-4andIL-10)insera
weremeasuredbyELISA,andtherelativegeneexpressionofMMP-1,MMP-3andTIMP-1inarticularcartilageofKOA-
YDCCrabbitswasdetectedbyRT-qPCR.Results:After3or6weeksofgavageadministration,theswellingandpainre-
sponseofthelimbsweresignificantlyreducedinXishudecoctionhighandlowdosegroups;therangeofmotionofthe
kneejointsandlamenesswereimproved;theLequesneindexwassignificantlyreduced(P<0.05orP<0.01),andthe
traditionalChinesemedicinesyndromescoresweremarkedlydecreased(P<0.01)comparedwiththoseofthemodel

groupinthesameperiodoftime.After6weeksofgavageadministration,comparedwiththemodelgroup,themodified
Mankin􀆳sscoresofkneecartilageinXishudecoctionhighandlowdosegroupsweresignificantlydecreased(P<0.01);the
levelsofserumIL-1βandIL-6weresignificantlydecreased(P<0.01);thelevelsofserumIL-4andIL-10weremarkedly
increased(P<0.01);therelativegeneexpressionofMMP-1andMMP-3inarticularcartilagewassignificantlydown-reg-
ulated(P<0.01),whiletherelativegeneexpressionofTIMP-1showednosignificantchange.Conclusion:Xishudecoction
treatmentcouldalleviatetheinflammatoryreaction,correctthedisorderofmetabolismofthejointmatrix,andimprovethe
functionofthekneejointandcartilagedamageinrabbitswithKOA-YDCC.
Keywords: Xishudecoction;kneeosteoarthritis;syndromeofYangdeficiencyandcoldcoagulation;proinflammatoryand
anti-inflammatorycytokines;matrixmetalloproteinase

  膝骨关节炎(KneeOsteoarthritis,KOA)是一种

慢性退行性关节疾患,严重影响患者的劳动能力及

生活质量;流行病学调查显示,我国40岁以上人群

膝骨关节炎发病率高达46.3%[1]。临床上西医针对

膝骨关节炎主要采用抗炎镇痛或改善病情的药物、
软骨移植修复术、关节置换术等治疗手段,同时存在

药物毒副作用明显、治疗成本较为高昂、手术易致后

遗症等缺陷。中医药凭借其辨证施治、不易耐药等

自身优势,在膝骨关节炎等慢性病的防治领域发挥

重要作用[2]。据报道阳虚寒凝型是膝骨关节炎人群

中较为多发的证型[3],膝舒方以“补肝肾亏虚、调气

血失和、祛寒湿瘀痹”为治则组方,临床应用多年,疗
效确切[4]。本研究通过建立阳虚寒凝型膝骨关节炎

实验兔模型,从分子水平及基因水平探讨膝舒方的

作用环节和作用机制,以期为其临床应用及深入研

发提供参考,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物

健康清洁级新西兰兔,雌雄各半,体重为(2.2±
0.2)kg,由郑州市兔尔康牧业有限公司提供,许可证

号为SCXK(豫)2021-0001;置于标准动物房分笼饲

养,自由摄食、饮水。实验动物相关操作严格遵循河南

中医药大学动物伦理规定。

1.2 药物和试剂

膝舒方(组方:狗脊20g,熟地20g,当归15g,党
参15g,杜仲12g,淫羊藿12g,土元10g,制鳖甲

15g,独活12g,威灵仙12g,川牛膝20g)饮片由河南

中医药大学第二附属医院中药房提供,并制成生药含

量1.6g/mL的水煎液。塞来昔布胶囊(商品名为西

乐葆,规格为200mg/粒),美国辉瑞制药有限公司。

木瓜蛋白酶,美国Sigma-Aldrich公司。薄荷油(纯度

99%),上海易恩化学技术有限公司。苏木精-伊红

(HE)染色试剂盒,北京索莱宝科技有限公司。白介素

1β(Interleukin-1β,IL-1β)、IL-4、IL-6、IL-10酶联免疫

吸附试验(ELISA)试剂盒,美国R&DSystems公司。

Trizol试剂、逆转录试剂盒及RT-qPCR试剂盒,美国

AppliedBiosystems公司。引物:基质金属蛋白酶1
(MatrixMetalloproteinase-1,MMP-1)、MMP-3、组织

金属蛋白酶抑制因子1(TissueInhibitorofMatrix
Metalloproteinases-1,TIMP-1)及内参 GAPDH 由上

海生工生物工程股份公司提供。

1.3 仪器设备

微量移液器,德国 Eppendorf公司。Forma702
型超低温冰箱,美国 ThermoFisherScientific公司。

CSI-TE014-5000型人工气候箱,上海诚卫仪器科技

(德国)有限公司。Universal320R型高速冷冻离心

机,德国 Hettich公司。BX41型光学显微镜,日本

Olympus公司。DNM-9602G型酶联免疫检测仪,美国

Bio-Rad公司。Mx3000P型实时荧光定量PCR仪,美
国Agilent公司。

1.4 方法

1.4.1 阳虚寒凝型膝骨关节炎模型的建立 采用木

瓜蛋白酶、薄荷油联合气候箱的方法[5]造模。简言之,
实验兔的右膝关节提前备皮,麻醉后仰位固定,膝关节

消毒,于髌韧带上方进针,向关节腔内注入4%木瓜蛋

白酶溶液0.3mL,注射后再次消毒,屈伸数次膝关节

使木瓜蛋白酶在关节腔内充分浸润;每隔3d注射1
次,共注射3次。自第1周开始,每日将实验兔置于温

度4℃、湿度50%的人工气候箱内,每次时长2h,持
续5周。自第3周开始,实验兔每日予以0.65mL/kg
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薄荷油灌胃1次,连续3周。5周后对实验兔进行奎

森膝 关 节 功 能 演 算 指 数(LequesneAlgofunctional
Index)[6]评分,评估造模情况;并随机选取2只实验兔

处死,打开右膝关节腔,可见关节软骨变薄、色泽暗淡、
表面粗糙或有裂隙,滑膜组织明显充血,则可确定模型

建立成功。

1.4.2 分组和干预 将模型兔分为4组(每组12
只):模型组(等体积溶液),阳性组(塞来昔布100mg/

kg)[7],膝舒方高、低剂量组(按人体表面积换算成兔

等效剂量,生药量分别为16和8g/kg)。另取未造模

的正常新西兰兔12只,作为空白组(等体积溶液)。各

组灌胃给药1次/d,持续6周。

1.4.3 观察指标

1.4.3.1 膝关节功能:各组实验兔分别于给药前、给
药3周后、给药6周后评价Lequesne指数,从疼痛、肿
胀、步态及关节活动范围等方面评估实验兔的膝关节

功能。由两名研究者根据评分标准[6]独立进行评价,
评分越高膝关节功能越差。

1.4.3.2 中医证候评分:各组实验兔分别于给药前、
给药3周后、给药6周后根据中医基础理论评价实验

动物的证候,同时参照《辨证论治实验方法学》[8]对实

验兔的阳虚证(体重降低、心率减慢、倦怠嗜卧、唇/爪/
尾/耳色淡、小便色淡、毛发无/少光泽等)及寒凝证(体
温降低、呼吸减弱、精神萎靡、反应迟钝、蜷缩发抖、爪/
尾凉等)进行评分。评价由两名研究者独立进行,评分

越高症状越重。

1.4.3.3 膝关节软骨组织病理变化:末次给药后,各
组实验兔禁食不禁水12h,采用空气栓塞法处死,解
剖右膝关节,取软骨组织,经4%多聚甲醛固定后制备

切片,行HE染色,光镜下观察关节软骨的组织形态学

病理变化。由两名病理分析师按照改良 Mankin􀆳s评

分法[9]对切片进行评分,分数越高表示关节软骨损伤

越严重。

1.4.3.4 血清细胞因子表达:实验兔处死后自腹主

动脉采血,静置20min,4℃离心分离出血清。双抗

体夹心酶联免疫吸附试验(ELISA)具体操作按试剂

盒说明 书 进 行,血 清 样 品 用 酶 联 免 疫 检 测 仪 测 定

450nm下吸光度(OD)值,并根据标准曲线计算血清

中促炎细胞因子IL-1β、IL-6及抗炎细胞因子IL-4、

IL-10浓度。

1.4.3.5 关节软骨 MMP-1、MMP-3、TIMP-1基因表

达:实验兔处死后,解剖右膝关节,取股骨内侧髁负重

区,置于液氮中冻存。于液氮环境下剥离股骨内侧髁

负重区的关节软骨并研磨,实时荧光定量PCR具体操

作按试剂盒说明书进行,Trizol试剂法提取总RNA,
经逆转录反应获得cDNA,按说明书设置反应参数,通
过 MMP-1、MMP-3、TIMP-1引物行RT-qPCR反应,
分析获得样本基因Ct值后,以GAPDH为内参基因,
应用公式2-��Ct计算样本基因的相对表达水平。引物

序列如下:MMP-1,上游5'-TCAGTTCGTCCTCAC-
TCCAG-3',下游5'-TTGGTCCACCTGTCATCTTC-3';

MMP-3,上游5'-GCCAAGAGATGCTGTTGATG',
下 游 5'-AGGTCTGTGAAGGCGTTGTA-3';TIMP-1,
上游5'-GCAACTCCGACCTTGTCATC-3',下游5'-AG-
CGTAGGTCTTGGTGAAGC-3';GAPDH,上游5'-TC-
ACCATCTTCCAGGAGCGA-3',下 游5'-CACAATGC-
CGAAGTGGTCGT-3'。

1.5 统计学方法

数据导入SPSS22.0软件进行处理,多组间采用

单因素方差分析,两两比较方差齐者采用SNK检

验,方差不齐者采用Dunnett检验;同一指标的不同

时段采用重复测量方差分析,P<0.05差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 膝舒方对阳虚寒凝型膝骨关节炎兔膝关节功能

的影响

空白组表现正常,膝关节功能未受影响。自造模

后至给药6周后,模型组实验兔膝关节肿胀和压痛明

显,骨性标记变浅,膝关节活动范围变小,明显跛行;

Lequesne指数维持较高的数值,与空白组比较差异均

有统计学意义(P<0.01)。膝舒方高、低剂量组及阳

性组(塞来昔布组)实验兔患肢肿胀和压痛反应显著减

轻,骨性标记、膝关节活动范围及跛行现象均有所改

善;给药3周后或6周后,Lequesne指数与同时段模

型组相比均有显著降低,组间差异均有统计学意义

(P<0.05或P<0.01),见表1。
表1 膝舒方对阳虚寒凝型膝骨关节炎兔Lequesne指数的影响(n=12,x±s)

组别 剂量/(g·kg-1)
Lequesne指数

给药前 给药3周后   给药6周后  
空白组 0±0 0±0 0±0
模型组 7.42±1.441) 8.00±1.761) 7.25±2.051)

膝舒方低剂量组 8.0 7.67±1.92 6.08±1.782)3) 4.67±1.724)

膝舒方高剂量组 16.0 7.58±1.88 6.25±1.542)3) 4.17±1.474)

阳性组 0.1 7.33±2.15 4.33±1.234) 4.00±1.414)

注:同时段下,1)与空白组比较,P<0.01;2)与模型组比较,P<0.05,4)P<0.01;3)与阳性组比较,P<0.01。
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2.2 膝舒方对阳虚寒凝型膝骨关节炎兔中医证候的影响

空白组个别实验兔偶发症状,与其机体状态有关,
非骨关节炎引发。与空白组比较,模型组实验兔自造

模后至给药6周后均出现阳虚寒凝症状,中医证候评

分均显著升高,差异有统计学意义(P<0.01)。膝舒

方高、低剂量组及阳性组给药3周后或6周后的中医

证候评分与同时段模型组相比均有显著降低,组间差

异均有统计学意义(P<0.01);给药6周后,膝舒方

高、低剂量组的中医证候评分与阳性组比较有显著降

低,差异有统计学意义(P<0.01),见表2。
表2 膝舒方对阳虚寒凝型膝骨关节炎兔中医证候评分的影响(n=12,x±s)

组别 剂量/(g·kg-1)
中医证候评分

给药前/分 给药3周后/分  给药6周后/分  
空白组 0.33±0.49 0.17±0.39 0.33±0.65
模型组 14.92±4.101) 16.08±2.751) 16.42±2.111)

膝舒方低剂量组 8.0 15.17±3.30 11.67±3.172) 8.83±2.792)3)

膝舒方高剂量组 16.0 16.00±2.98 9.92±3.092) 7.00±2.982)3)

阳性组 0.1 15.42±3.63 10.25±2.932) 9.92±2.842)

注:同时段下,1)与空白组比较,P<0.01;2)与模型组比较,P<0.01;3)与阳性组比较,P<0.05。

2.3 膝舒方对阳虚寒凝型膝骨关节炎兔关节软骨形

态学的影响

空白组组织结构正常,软骨细胞排列整齐,潮线清

晰。模型组软骨退变明显,组织结构受损,基质染色不

均匀,软骨细胞排列紊乱,潮线破坏严重。膝舒方高、
低剂量组及阳性组的关节软骨在结构完整性、细胞排

列、基质、潮线等方面均有不同程度的改善,见图1。

与空白组比较,模型组关节软骨改良 Mankin􀆳s评分显

著增高,差异有统计学意义(P<0.01);膝舒方高、低
剂量组可明显降低改良 Mankin􀆳s评分,与模型组比较

组间差异有统计学意义(P<0.01),见表3。

2.4 膝舒方对阳虚寒凝型膝骨关节炎兔血清细胞因

子的影响

与空白组相比,模型组实验兔血清促炎细胞因子

图1 各组关节软骨形态学代表性图片(HE,×100)

表3 膝舒方对阳虚寒凝型膝骨关节炎兔关节软骨

改良 Mankin􀆳s评分的影响(n=12,x±s)

组别 剂量/(g·kg-1) 改良 Mankin􀆳s评分/分

空白组 0±0
模型组 7.58±0.791)

膝舒方低剂量组 8.0 4.83±0.942)

膝舒方高剂量组 16.0 4.67±0.782)3)

阳性组 0.1 5.55±0.902)

注:1)与空白组比较,P<0.01;2)与模型组比较,P<0.01;

3)与阳性组比较,P<0.05。

IL-1β、IL-6及抗炎细胞因子IL-4、IL-10水 平 均 有

明显增高,差异有统计学意义(P<0.01)。给药6
周后,与 模 型 组 相 比,膝 舒 方 高、低 剂 量 组IL-1β、

IL-6水平均有显著降低,差异 有 统 计 学 意 义(P<
0.01);IL-4和IL-10水平均有显著增高,差异有统

计学意义(P<0.01)。阳性组血清IL-1β和IL-6表

达较 模 型 组 显 著 降 低,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.01);IL-4和IL-10表达与模型组相比差异无统计

学意义,见表4。
表4 膝舒方对阳虚寒凝型膝骨关节炎兔血清促炎/抗炎细胞因子的影响(n=12,x±s)

组别 剂量/(g·kg-1)
促炎细胞因子

IL-1β/(ng·L-1)  IL-6/(mg·L-1)  

抗炎细胞因子

IL-4/(ng·L-1)  IL-10/(ng·L-1)  
空白组 6.53±1.49 48.06±10.77 3.14±0.78 35.69±7.81
模型组 97.05±19.221) 214.38±43.361) 40.85±10.031) 58.92±8.401)

膝舒方低剂量组 8.0 60.17±13.812)3) 131.04±33.982)3) 87.44±21.252)3) 113.05±28.462)3)

膝舒方高剂量组 16.0 52.85±14.242)3) 109.55±18.722)3) 95.06±19.912)3) 124.99±32.832)3)

阳性组 0.1 36.58±9.302) 85.43±20.182) 46.59±8.36 56.47±11.25

注:1)与空白组比较,P<0.01;2)与模型组比较,P<0.01;3)与阳性组比较,P<0.01。
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2.5 膝舒方对阳虚寒凝型膝骨关节炎兔 MMP-1、

MMP-3和TIMP-1基因表达的影响

与空白组相比,模型组实验兔关节软骨 MMP-1、

MMP-3和TIMP-1mRNA相对表达量均有明显上调

(P<0.01)。给药6周后,膝舒方高、低剂量及塞来昔

布可使 MMP-1、MMP-3mRNA 相对表达量显著下

调,与模型组比较差异均有统计学意义(P<0.01),对
TIMP-1mRNA相对表达量则无明显影响,见表5。

表5 膝舒方对阳虚寒凝型膝骨关节炎兔关节软骨 MMP-1、MMP-3和TIMP-1mRNA相对表达量的影响(n=12,x±s)

组别 剂量/(g·kg-1) MMP-1 MMP-3 TIMP-1
空白组 1.02±0.18 0.84±0.12 1.19±0.36
模型组 2.94±0.251) 5.13±0.671) 3.92±0.961)

膝舒方低剂量组 8.0 2.16±0.622) 2.87±0.812) 4.10±0.74
膝舒方高剂量组 16.0 2.03±0.292) 3.02±0.552) 3.87±0.92

阳性组 0.1 1.85±0.442) 2.90±0.392) 4.05±0.68

注:1)与空白组比较,P<0.01;2)与模型组比较,P<0.01。

3 讨论

膝骨关节炎属中医学“骨痹”“历节病”等范畴,多
因外邪凝滞于络,经脉痹阻不通,致膝关节及周围肌肉

出现肿胀、疼痛、僵硬、屈伸不利等症状;阳虚寒凝型患

者则因阳气不足,自体虚弱,外感风寒湿邪,同时伴有

神疲倦怠、不欲饮食、形寒肢冷、苔白舌淡等症状[10]。
本研究采用关节腔注射木瓜蛋白酶的方式建立膝骨关

节炎兔模型,实验兔的关节腔可见炎症反应、滑膜充血

等现象,关节切片形态学观察可见软骨受损明显,结合

反映膝关节功能的Lequesne指数,提示模型建立成

功;采用寒凉之品薄荷油灌胃联合气候箱营造湿冷环

境的方式诱导实验兔的阳虚寒凝证[5,11],根据实验兔

整体表现及中医证候积分,其基本符合阳虚寒凝的证

候特征,能够一定程度上模拟疾病状态。
阳虚寒凝型膝骨关节炎主要内因为肝肾亏虚、气

血失和,主要外因为外感风寒湿邪、筋脉痹阻不通。膝

舒方用狗脊、熟地为君,补肝肾,强筋骨;当归、党参为

臣,以补益气血,助君益气;一佐杜仲、淫羊藿温阳散

寒,祛风除湿;二佐土元、鳖甲活血通络,软坚散结;三
佐独活、威灵仙祛寒除湿,通络镇痛;川牛膝逐瘀通络,
引药下行为使;诸药合用,共奏“补肝肾亏虚、调气血失

和、祛寒湿瘀痹”之功。临床研究表明,膝舒方口服可

显著 降 低 膝 骨 关 节 炎 膝 关 节 疼 痛 视 觉 模 拟 量 表

(VAS)评分及Lequesne指数评分,改善患者的临床症

状体征[12]。
免疫炎症过程与膝骨关节炎病理进展及关节软骨

的退行性改变密切相关,促炎/抗炎细胞因子在该过程

中发挥举足轻重的作用。IL-1β和IL-6作为主要的炎

症介质,参与膝骨关节炎发生发展的整个过程,不仅介

导关节腔的炎症级联反应,还可刺激多种蛋白酶的激

活,影响 软 骨 细 胞 的 合 成/凋 亡,导 致 关 节 软 骨 破

坏[13];有研究指出膝骨关节炎患者关节液和血清中

IL-1β、IL-6水平与其病程发展正相关,可作为判断病

情的生物标志物[14]。抗炎细胞因子IL-4和IL-10一

方面增强机体天然免疫力,经负反馈效应抑制促炎因

子的过度释放,另一方面可保护软骨和维持关节结构

的完整性,有利于软骨细胞的修复[15];据报道将IL-4
和IL-10融合蛋白应用于膝骨关节炎动物模型,能减

轻机体的疼痛症状,改善膝关节功能,说明抗炎细胞因

子疗法具有潜在的临床应用价值[16-17]。本研究中模型

组膝骨关节炎兔血清促炎细胞因子IL-1β、IL-6及抗

炎细胞因子IL-4、IL-10水平比空白组正常兔均有明

显增高,说明这些细胞因子与阳虚寒凝型膝骨关节炎

的病变进程存在相关性;给药6周后,膝舒方各剂量组

IL-1β和IL-6水平均有显著降低,IL-4和IL-10水平

均有显著增高,提示膝舒方可能是通过纠正促炎/抗炎

细胞因子间的失衡,改善关节腔内炎症反应,维持关节

微环境稳态,进而减轻软骨的退变,促进骨组织的修

复;塞来昔布对血清IL-4和IL-10表达无显著影响,
提示其抗膝骨关节炎作用环节与膝舒方有所不同。

关节软骨由软骨细胞和细胞外基质构成,正常情

况下细胞外基质的合成与降解处于平衡状态;当膝骨

关节炎发生时,软骨细胞过量分泌基质金属蛋白酶

(MMPs),打破了基质金属蛋白酶与组织金属蛋白酶

抑制因子(TIMPs)之间的动态平衡,从而引发细胞外

基质的过度降解,促使软骨细胞过度凋亡,直接或间接

造成软骨的破坏和缺损[18]。其中MMP-1对细胞外基

质最具特征、含量最多的Ⅱ型胶原的降解起主导作用,

MMP-3参与降解细胞外基质、基质膜成分及骨有机

质,还能激活其他基质金属蛋白酶相关因子,引起级联

效应;多项研究[19-20]均表明,MMP-1和 MMP-3在膝

骨关节炎患者的关节软骨组织及滑膜液中表达明显增

高,其持续表达贯穿病程始终,抑制因子TIMP-1水平

变化虽与MMP-1和MMP-3的表达正相关,但基质金

属蛋白酶/组织金属蛋白酶抑制因子总体上呈现失衡

状态。叶超等[21]研究指出,基质金属蛋白酶和组织金

属蛋白酶抑制因子-1等不仅可作为膝骨关节炎诊断、
病情严重程度及疗效评估的指标,还与膝骨关节炎中

医辨证分型有一定相关性。本研究结果显示,阳虚寒

凝型膝骨关节炎模型兔关节软骨中 MMP-1、MMP-3
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和TIMP-1mRNA相对表达量均有明显上调,说明模

型兔的关节软骨组织处于过度降解状态,这与上述文

献报道的结论类似;给药6周后,膝舒方高、低剂量可

显著下调 MMP-1及 MMP-3mRNA相对表达量,对

TIMP-1mRNA相对表达量则无明显影响,结合关节

软骨形态学病理研究结果,提示膝舒方的作用环节之

一是通过调控MMP-1和MMP-3释放,纠正基质金属

蛋白酶/组织金属蛋白酶抑制因子的失衡状态,抑制关

节基质降解,延缓软骨退变。
综上所述,膝舒方一定程度上可减轻阳虚寒凝型

膝骨关节炎兔关节组织的炎症反应,维持软骨细胞赖

以生存的微环境,并可纠正关节基质代谢紊乱,促进软

骨修复,改善膝关节功能及软骨损伤。鉴于膝骨关节

炎病理进程涉及因素的复杂性及相关因子的关联性,
膝舒方是通过何种信号通路干预膝骨关节炎,有待进

一步研究。
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