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·实验研究·

归龟壮骨片治疗膝骨关节炎的作用机制研究

孔嘉豪1 刘光明2 杨佳裕2 孙波1,2△

[摘要] 目的:探讨归龟壮骨片治疗膝骨关节炎模型大鼠的相关作用机制。方法:选取64只雄性SD
大鼠并适应性饲养1周,根据手术顺序随机分为干预28d和56d假手术组、模型组、硫酸氨基葡萄糖

组、归龟壮骨片组,每组各8只。除假手术组和模型组采用生理盐水灌胃,其余各组分别予硫酸氨基葡

萄糖和归龟壮骨片水溶剂灌服。采用内侧半月板横断术对大鼠右侧膝关节进行膝骨关节炎造模,术中

大鼠内侧半月板明显分离即确认造模成功。各组大鼠分别在造模前及造模后第0,7,14,21,28,35,42,

49,56天进行足底机械痛阈值评估,并在造模第28天和第56天后,检测关节灌洗液中白细胞介素-1β
(IL-1β)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)的浓度,及胫骨平台软骨中 MMP-13、ADAMTS-5蛋白表达,并观察

大鼠膝关节冠状面病理情况。选取10只雄性新西兰兔制备正常兔血清和含药兔血清,选取12只SD
乳鼠获取原代软骨细胞,观察归龟壮骨片含药兔血清不同浓度和作用时间对软骨细胞活力的影响。结

果:模型组大鼠足底机械痛阈值明显低于假手术组,差异有统计学意义(P<0.01);与模型组总效应比,
归龟壮骨片组大鼠的足底机械痛阈值显著高于模型组,差异有统计学意义(P<0.001)。归龟壮骨片组

大鼠关节灌洗液中IL-1β和TNF-α的浓度与模型组差异无统计学意义(P>0.05);仅第28天时,归龟

壮骨片组大鼠关节灌洗液中IL-1β较模型组显著降低,差异有统计学意义(P<0.01)。相对于模型组,
归龟壮骨片组大鼠的膝关节软骨表面大部分光滑整齐,部分软骨表层不规则,软骨细胞有弥散性增多,
部分骨髓间充质发生成纤维化改变,但边缘骨赘增厚明显;归龟壮骨片干预后国际膝骨关节炎研究学会

(OARSI)全关节总分较模型组显著降低,差异有统计学意义(P<0.05)。归龟壮骨片组大鼠第28天的

胫骨平台软骨中 MMP-13和ADAMTS-5蛋白表达水平较模型组差异无统计学意义(P>0.05);归龟

壮骨片组大鼠第56天的胫骨平台软骨中的 MMP-13和ADAMTS-5水平明显降低,差异有统计学意义

(P<0.05)。归龟壮骨片含药兔血清能促进原代软骨细胞活力(P<0.01),呈时序性但不呈浓度梯度依

赖性。结论:归龟壮骨片可以通过抑制MMP-13和ADAMTS-5表达并促进软骨细胞的活力,减轻内侧半

月板横断术诱导的软骨退变,起到保护关节软骨的作用,还能提高膝骨关节炎大鼠的足底机械痛阈值。
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          MechanismofGuiguiZhuangguTabletonthe
TreatmentofKneeOsteoarthritis

KONGJiahao1 LIUGuangming2

YANGJiayu2 SUNBo1,2△
1ShanghaiUniversityofTraditionalChineseMedicine,Shanghai
201203,China;

2XiangshanTCM Hospital,Shanghai200020,China.
Abstract Objective:ToinvestigatethemechanismofGuigui
Zhuanggutablet(GZT)onthetreatmentofkneeosteoar-
thritis(KOA)inratmodelsandchondrocytes.Methods:

Afteradaptingfor1week,64maleSDratswererandomly
dividedintotheshamgroup,modelgroup,GlucosamineSul-
fatecapsule(GSC)group,andGZTgroupaccordingtothe
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surgicalsequenceattreateddays28and56.Eachgroupconsistedof8rats.Exceptfortheshamgroupandmodelgroup
weretreatedwithnormalsalinebyintragastricadministration,theothergroupsweregivenGSCandGZTsolution.The
medialmeniscustransection(MMT)wasusedtoinduceKOAintherightkneejointoftherats,andthesuccessfulmodel-
ingwasconfirmedbytheclearseparationoftherat􀆳smedialmeniscusduringthesurgery.Eachgroupofratswassubjec-
tedtofootmechanicalpainthresholdassessmentbeforeandaftermodelingat0,7,14,21,28,35,42,49and56d.Thecon-
centrationofIL-1βandTNF-αinthejointlavagefluidandMMP-13andADAMTS-5proteinexpressionlevelinthetibial

plateaucartilageweredetectedafter28dand56dofmodeling.Thepathologicalchangesinthecoronalplaneoftherat􀆳s
kneejointwerealsoobserved.ThestudyobservedtheeffectsofGZT-containingrabbitserumwithdifferentconcentrations
andtreatmentdurationsontheviabilityofprimarychondrocytesfrom12SDratpups,usingnormalserumanddrug-
containingserumfrom10maleNewZealandrabbits.Results:Themechanicalpainthresholdsofratsinthemodelgroup
weresignificantlylowerthanthoseintheshamgroup,withastatisticallysignificantdifference(P<0.01).Comparedwith
theoveralleffectinthemodelgroup,themechanicalpainthresholdsofratsintheGZTgroupweresignificantlyhigher,

withastatisticallysignificantdifference(P<0.001).TheconcentrationsofIL-1βandTNF-αinthejointlavagefluidof
ratsintheGZTgroupdidnotdiffersignificantlyfromthoseinthemodelgroup(P>0.05),onlyat28d,theconcentration
ofIL-1βinthejointlavagefluidofratsintheGZTgroupwassignificantlyreducedcomparedtothatinthemodelgroup,

withastatisticallysignificantdifference(P<0.01).Comparedwiththemodelgroup,mostofthesurfaceofthekneejoint
cartilageintheGZTgroupratswassmoothandorderly,withirregularitiesinsomepartsofthecartilage,diffuseincreaseinchon-
drocytes,andfibroticchangesinsomebonemarrowstromalcells,however,theosteophytewassignificantlythickened.TheOARSI
totaljointscoresintheGZTgroupratsweresignificantlylowerthanthatinthemodelgroupafterintervention,withastatistically
significantdifference(P<0.05).TherewasnosignificantdifferenceintheexpressionlevelsofMMP-13andADAMTS-5inthe
tibialplateaucartilageofGZTgroupratsat28dcomparedtothoseinthemodelgroup(P>0.05).Theexpressionlevelsof
MMP-13andADAMTS-5inthetibialplateaucartilageofGZTgroupratsat56dweresignificantlyreduced,withastatistically
significantdifference(P<0.05).TheGZT-containingserumcouldpromotetheviabilityofprimarychondrocytes(P<0.01),

showingtemporalbutnotconcentration-dependentcharacteristics.Conclusion:GZTcanprotectjointcartilagebyinhibitingthe
expressionofMMP-13andADAMTS-5andpromotingthevitalityofchondrocytes,thusreducingcartilagedegenerationinduced
byMMTsurgery.Furthermore,GZTcanincreasethemechanicalpainthresholdofratswithkneeosteoarthritis.
Keywords: GuiguiZhuanggutablet;kneeosteoarthritis;inflammatoryfactors;cartilage;metalloproteases

  膝骨关节炎(KneeOsteoarthritis,KOA)是由多

因素导致膝关节软骨渐进分解的退行性疾病,我国膝

骨关节炎患病率约为15.54%~23.59%[1]。归龟壮

骨片(GuiguiZhuangguTablet,GZT)是国家非物质文

化遗产施氏伤科疗法多年临证经验的总结,安全有效,
具有温肾滋阴、活血通络的功效[2],可用于肝肾亏虚证

的脊柱、关节退行性疾病,但其具体作用机制尚不清

楚。内侧半月板横断术(MedialMeniscusTransec-
tion,MMT)诱导的膝骨关节炎模型,能模拟缓慢的软

骨损伤,也是评价关节疼痛的推荐模型。本研究探讨

归龟壮骨片是否通过提高机械疼痛阈值和抑制炎症因

子TNF-α及IL-1β的表达,来减少关节疼痛;是否抑

制 MMP-13和ADAMTS-5的表达,提高软骨细胞活

力,从而保护机械应力改变诱导损伤的软骨,延缓膝骨

关节炎的进展,为膝骨关节炎临床治疗提供参考,现报

告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物

选取SPF级SD雄性大鼠64只,体重为(190±
10)g,SPF级SD乳鼠12只,购自北京维通利华实验

动物技术有限公司;普通级雄性新西兰兔10只,体重

为2.0~2.2kg,购自上海市松江区车墩实验动物良

种场有限公司。上海中医药大学动物实验中心饲养,
实验动物使用许可证号为SYXK(沪)2018-0018。动

物实验获上海中医药大学实验动物福利与伦理审查批

准,审查报告编号为PZSHUTCM210702009。动物房

维持12h/12h的光暗循环,温度为20~26℃,湿度为

40%~70%。适应性饲养1周后进行后续实验。

1.2 实验药物

归龟壮骨片由淫羊藿、巴戟肉、盐补骨脂、炙益智

仁、丹参、当归、威灵仙、紫河车、龟甲胶、知母和制狗脊

组成,经煎煮浓缩后制成薄膜衣片。归龟壮骨片(上海

市黄浦区香山中医医院,产品批号为2012001,质控标

准为SYZ-ZF-034-2005)药液制备方法:单片药片净重

为0.3g,取31片溶于201mL生理盐水中,于37℃振

荡器中摇匀,直至所有药片溶解,获得46.27mg/mL
浓度的溶液用于干预实验;另取1瓶(50片)溶于

52mL生理盐水中,相同方法配制,获得288.75mg/

mL浓度的溶液用于制备血清。硫酸氨基葡萄糖胶囊

(浙江海正药业股份有限公司,生产批号为72103302)
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药液制 备 方 法:拆 开 胶 囊 称 取 3.1g粉 末,溶 于

200mL生理盐水中,搅拌促融,获得15.5mg/mL浓

度的溶液用于干预实验。

1.3 实验仪器和试剂

大鼠白细胞介素1β(Interleukin-1β,IL-1β)ELISA
试剂盒(Elabscience,E-EL-R0012),肿瘤坏死因子α
(TumorNecrosisFactor-α,TNF-α)ELISA 试 剂 盒

(Elabscience,E-EL-R2856),甲苯胺蓝染色液(Solar-
bio,G2543),阿利新蓝染色液(Solarbio,G2542),环保

型透明液(Servicebio,G1128),正常山羊血清(Servi-
cebio,WGAR1009),MMP-13 兔 多 抗 (ABclonal,

A16920),ADAMTS-5 兔 多 抗 (ABclonal,A2836),

HRP标记山羊抗兔抗体(Beyotime,A0208),CCK-8
试剂(Bioscience,C6005);小动物麻醉机(Midmark,

MatrxVMR 型),VonFrey 纤 维 丝 (NorthCoast
Medical,NC12775-99型),高速冷冻离心机(Eppen-
dorf,Centrifuge5427R 型),多 功 能 酶 标 仪(Biotek,

Synergy2型),显微镜(ZEISS,Primostar3型),倒置

式荧光显微镜(OLYMPUS,IX71型)。

1.4 方法

1.4.1 造模方法 术前24h禁食禁水。麻醉备皮,
局部消毒。右膝关节内侧纵切约2cm,逐层切开,钝
性分离暴露关节囊。自髌韧带与内侧副韧带中点,避
开关节囊血管,沿股骨髁下缘至胫骨内侧髁上缘纵切,
暴露半月板及内侧副韧带。伸直位下,横断内侧副韧

带。45°屈曲位下,将半月板推至半脱位,横断半月板

最薄处。生理盐水冲洗关节腔后,依次缝合。假手术

组仅暴露内侧副韧带,不横断内侧副韧带和内侧半

月板。

1.4.2 分组方法 将64只大鼠按手术顺序采用随机

区组设计分为28d的假手术组、模型组、对照组(硫酸

氨基葡萄糖胶囊组)和中药组(归龟壮骨片组),及56d
的假手术组、模型组、对照组(硫酸氨基葡萄糖胶囊组)
和中药组(归龟壮骨片组),每组各8只。将10只新西

兰兔分为两组,正常兔血清组(NOR组)和归龟壮骨片

含药兔血清组(GZT组)。将12只乳鼠分为3组,分
批次杀取,CCK-8实验分为正常兔血清梯度组(5%,

10%,20%)和归龟壮骨片含药兔血清梯度组(5%,

10%,20%)。

1.4.3 干预方法 采用灌胃给药方式,灌胃量为体重

的10%。硫酸氨基葡萄糖和归龟壮骨片给药依据《药
理试验中动物间和动物与人体间的等效剂量换算》[3]

中人与大鼠的等效剂量折算表计算大鼠每千克用药剂

量(硫酸氨基葡萄糖为154.25mg/kg,归龟壮骨片为

162.75mg/kg),假手术组和模型组给予等体积生理

盐水,造模后1次/d,根据分组连续28d或56d。

1.4.4 关节灌洗液 沿股骨向股四头肌肌腱切开关

节囊,用300mL生理盐水灌洗关节腔,同时作屈伸和

旋转,使关节液与生理盐水充分混匀。回抽的关节灌

洗液4℃,1000g离心20min,将上清转移至新的离

心管,-80℃冷冻备用。

1.4.5 膝关节切片 截取胫骨下1/3至股骨上1/3
段,剔除周围组织保留关节囊。使关节呈120°角,4%
多聚甲醛溶液中固定24h;10% EDTA脱钙4周;完
成后修剪组织,随后脱水浸蜡,依次经75%乙醇2h→
85%乙醇2h→90%乙醇1.5h→95%乙醇2h→无水

乙醇Ⅰ2h→无水乙醇Ⅱ2h→乙醇-透明液40min→
透明液Ⅰ40min→透明液Ⅱ40min→65℃石蜡Ⅰ
30min→65℃石蜡Ⅱ1h→65℃石蜡Ⅲ过夜;包埋

后,用石蜡切片机切4μm的薄片;载玻片固定薄片,
室温备存。

1.4.6 对照组和含药兔血清 兔血清采用每日灌胃

2次、连续3d的方式制备,灌胃量为体重的10%。归

龟壮骨片组予10倍正常人剂量的归龟壮骨片浓度,对
照组予等体积生理盐水。家兔麻醉后腹主动脉取血,
室温静置3h。4400r/min,4℃离心5min,上层淡黄

色透 明 液 体 即 为 血 清。12000r/min,4 ℃ 离 心

10min,以彻底去除血细胞。56℃水浴锅中热灭活

30min,再用一次性针头滤器过滤除菌,-80℃分装

储存。

1.4.7 原代软骨细胞提取及鉴定 将SD乳鼠乙醇

浸泡消毒,脊椎脱臼法处死,分离股骨头软骨、膝关节

软骨和肋软骨;剪碎软骨,在含双抗的PBS中洗3次,
加胰酶37℃摇床消化60min;去上清,加0.02% Ⅱ
型胶原酶消化过夜。第2天吹打细胞,过200目筛;去
上清,加低糖 DMEM 的完全培养基继续培养2代。
原代细胞从形态、甲苯胺蓝、阿利新蓝和Ⅱ型胶原免疫

荧光染色鉴定阳性后,可用于CCK-8实验。

1.5 观察指标

1.5.1 VonFrey纤维丝测痛 通过纤维丝末端刺激

大鼠术侧足底皮肤,采用“Up-down”法记录其缩足、舔
足反应。分别在造模前和造模后第7,14,21,28,35,

42,49,56天检测,采用“Up-down”法在线机械疼痛阈

值数据转换平台[4],得到大鼠50%缩足阈值。

1.5.2 酶联免疫吸附法检测炎性因子含量 检测采

用关节灌洗液原液,实验前30min取出试剂盒平衡,
操作步骤如下:加标准品和样品孵育90min;加生物

素化抗体孵育60min,洗板3次;加辣根过氧化物酶

(HRP)结合物孵育30min,洗板5次;加四甲基联苯

胺(TMB)避光孵育15min,终止反应。最后在酶标仪

450nm波长下测定各孔光密度值,利用 Origin2021
绘制标准曲线计算样本中IL-1β和TNF-α的含量。
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1.5.3 免疫组织化学法检测组织蛋白表达 烤片

2h,依次过透明液Ⅰ和透明液Ⅱ各15min,无水乙醇

Ⅰ和无水乙醇Ⅱ各5min,95%乙醇、90%乙醇、85%
乙醇、80%乙醇、70%乙醇各3min,流水清洗。置于

柠檬酸钠抗原修复液中60℃水浴过夜;5%正常驴血

清室温封闭30min;滴加抗 MMP-13和抗ADAMTS-
5抗体(1∶100)4℃孵育过夜;滴加3%双氧水溶液室

温避光孵育30min;PBST清洗3遍,滴加 HRP标记

二抗(1∶200)室温孵育60min;PBST清洗3遍,DAB
显色60s,自来水终止显色;苏木精染色液5min→
自来水洗1min→1%盐酸乙醇分化2s→自来水洗

1min→0.5% Na2CO3返蓝1min→三级水洗1min→
60℃烘干3min;中性树胶封片。采用ImageJ检测

平均光密度值(AOD)。

1.5.4 甲苯胺蓝染色 切片脱蜡至水步骤同上。甲

苯胺蓝染液染色10min,三级水洗1min,60℃烘干

3min。滴适量透明液浸润,中性树胶封片。显微镜镜

检,并进行图像采集分析。评分采用国际膝骨关节炎

研究学会(OARSI)大鼠病理评分标准[5],从软骨退

变、骨赘及钙化软骨与软骨下骨三个维度进行评价。

1.5.5 CCK-8法检测 对数期细胞接种于96孔板,

每孔加5000个细胞,孵育过夜。铺板24h后,弃培养

基轻洗2遍,加100μL预混体系继续孵育。待第12,

24,48,72h时,轻洗2遍,加含有CCK-8的培养基孵

育60min。取出平衡至室温,在酶标仪450nm波长下

测定各孔光密度值,计算细胞活力。

1.6 统计学方法

采用GraphPadPrism8.4.0软件进行统计学分

析和图表绘制。VonFrey纤维丝测痛实验的比较采

用双因素混合效应模型,组间两两比较及主效应比较

采用 Tukey法进行,折线图采用 x±s 形式表示;

ELISA法、OARSI评分、免疫组化检查(IHC)、CCK-8
的数据符合正态分布,组间比较采用方差分析,方差不

齐则采用非参数检验。数据采用x±s形式表示,P<
0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠足底机械痛阈值变化

模型组大鼠缩足反应阈值较假手术组均明显降

低,差异有统计学意义(P<0.05)。治疗后,对照组大

鼠的缩足反应阈值升高,但差异均无统计学意义(P>
0.05);中药组大鼠的缩足反应阈值升高,其中第28天

和主效应的差异有统计学意义(P<0.05),见表1。
表1 各组大鼠缩足反应阈值及主效应比较(n0-28=16,n29-56=8,x±s,g)

时间 假手术组 模型组 对照组 中药组  
术前 15.00±0.00 15.00±0.00 15.00±0.00 15.00±0.00

第7天 9.93±3.04 4.26±2.911) 5.82±3.881) 6.54±5.44
第14天 10.40±3.90 4.41±3.631) 5.83±4.541) 7.11±4.42
第21天 9.68±2.68 5.35±3.751) 7.58±4.23 6.74±4.88
第28天 13.30±2.12 5.16±3.681) 5.29±4.721) 9.90±3.151)2)3)

第35天 13.97±1.11 6.79±4.151) 7.37±2.501) 9.39±3.73
第42天 13.94±1.31 6.34±3.871) 8.45±4.98 9.57±3.15
第49天 15.00±0.00 5.34±3.581) 5.50±2.781) 6.51±5.431)

第56天 14.82±0.51 6.41±3.081) 5.65±2.271) 7.85±4.95
主效应 12.45±3.15 6.66±4.731) 7.57±4.821) 8.85±4.911)2)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;3)与对照组比较,P<0.05。

2.2 关节灌洗液中IL-1β和TNF-α的浓度对比

2.2.1 关节灌洗液中IL-1β的浓度 第28天时,模
型组关节灌洗液中IL-1β浓度较假手术组明显升高,
差异有统计学意义(P<0.05);治疗后,IL-1β的浓度

较模 型 组 明 显 降 低,差 异 均 有 统 计 学 意 义(P<
0.05)。第56天时,模型组关节灌洗液中IL-1β浓度

较假 手 术 组 明 显 升 高,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05);治疗后,对照组IL-1β浓度较模型组明显升

高,差异有统计学意义(P<0.05),而中药组治疗后

无明显变化,见表2。

2.2.2 关节灌洗液中TNF-α的浓度 第28天时,模
型组TNF-α浓度较假手术组明显升高,差异有统计学

意 义(P<0.05);治疗后,对照组TNF-α的浓度较模

表2 关节灌洗液中IL-1β的浓度(n=6,x±s,pg/mL)

组别 第28天 第56天

假手术组 24.79±1.79 23.74±0.82
模型组 107.06±7.411) 66.74±2.621)

对照组 69.33±2.751)2) 104.30±6.131)2)

中药组 83.87±3.801)2) 67.28±6.971)3)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与对照组比较,P<0.05。

型组降低,中药组TNF-α浓度较模型组升高,其中中

药组与模型组的差异有统计学意义(P<0.05)。第56
天时,模型组TNF-α浓度较假手术组明显升高,差异

有统计学意义(P<0.05);治疗后,对照组TNF-α浓

度较模型组明显升高,差异有统计学意义(P<0.05),
而中药组治疗后则无明显变化,见表3。
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表3 第56天关节腔IL-1β和TNF-α浓度(n=6,x±s,pg/mL)

组别 第28天  第56天  
假手术组 16.79±4.12 18.27±3.29
模型组 121.51±17.401) 69.88±13.361)

对照组 92.91±11.291) 188.42±7.731)2)

中药组 176.57±8.261)3) 69.77±6.191)3)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与对照组比较,P<0.05。

2.3 组织病理学观察及OARSI评分

2.3.1 第28天关节甲苯胺蓝染色及OARSI评分 假

手术组软骨结构光滑整齐,软骨细胞数量正常,无边缘

骨赘形成,潮线完整,伴轻度嗜碱性粒细胞增多,软骨下

骨结构无异常。模型组软骨细胞数量减少,边缘骨赘形

成,潮线增多,骨髓间充质发生成纤维化改变。对照组

和中药组较模型组有所改善,软骨数量仍有减少,边缘

骨赘形成,潮线增多,骨髓间充质结构异常,见图1。模

型组各项评分较假手术组均明显升高,差异有统计学意

义(P<0.05);中药组治疗后软骨退变面积较模型组和对

照组均明显降低,差异有统计学意义(P<0.05),见表4。

图1 第28天膝关节甲苯胺蓝染色(×5)

表4 第28天各组OARSI评分对比(n=5,x±s,分)

组别 退变面积 关节骨赘 钙化软骨下骨

假手术组 0.00±0.00 0.00±0.00 0.20±0.20
模型组 4.80±0.491) 7.20±0.201) 4.40±0.511)

对照组 5.00±0.451) 6.80±0.741) 2.40±0.93
中药组 3.00±0.321)2)3) 5.20±1.241) 2.00±0.55

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与对照组比较,P<0.05。

2.3.2 第56天关节甲苯胺蓝染色及OARSI评分 假

手术组软骨结构光滑整齐,软骨细胞数量正常,无边缘

骨赘形成,潮线完整,伴轻度嗜碱性粒细胞增多,软骨下

骨结构无异常。模型组软骨细胞数量明显减少,磨损范

围侵入软骨下骨,边缘骨赘形成,潮线不完整,骨髓间充

质发生成纤维化改变。对照组和中药组软骨软骨表层

不规则,软骨细胞数量减少,边缘骨赘明显增厚,潮线不

完整,部分骨髓间充质发生成纤维化改变,见图2。模型

组各项评分较假手术组均明显升高,差异有统计学意义

(P<0.05);中药组治疗后软骨退变面积较模型组明显

降低,差异有统计学意义(P<0.05),见表5。

图2 第56天膝关节甲苯胺蓝染色(×5)

表5 第56天各组OARSI评分对比(n=5,x±s,分)

组别 退变面积 关节骨赘 软骨下骨

假手术组 0.00±0.00 0.00±0.00 0.40±0.25
模型组 7.60±0.751) 6.00±0.451) 6.00±0.631)

对照组 5.40±0.931) 6.20±0.581) 5.80±0.921)

中药组 4.00±0.321)2) 6.40±0.511) 4.40±0.401)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与对照组比较,P<0.05。

2.4 关节软骨 MMP-13和 ADAMTS-5的平均光密

度值对比

2.4.1 胫骨平台软骨MMP-13的平均光密度值对比 
第28天时,模型组和对照组的MMP-13表达水平较假手

术组均明显升高,其中模型组与假手术组差异有统计

学意义(P<0.05);中药组的 MMP-13表达水平较对

照组明显降低,差异有统计学意义(P<0.05),见表6
和图3。第56天时,模型组大鼠胫骨平台软骨的

MMP-13表达水平较假手术组明显升高,差异有统计

学意义(P<0.05);治疗后,中药组 MMP-13表达水平

较模型组明显降低,差异均有统计学意义(P<0.05),
见表6和图4。

表6 胫骨平台软骨中 MMP-13的平均光密度值

对比(n=5,x±s)

组别 第28天 第56天

假手术组 0.31±0.05 0.30±0.02
模型组 0.34±0.03 0.42±0.051)

对照组 0.38±0.051) 0.31±0.012)

中药组 0.29±0.033) 0.35±0.012)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与对照组比较,P<0.05。

2.4.2 胫骨平台软骨 ADAMTS-5的平均光密度值

对比 第28天时,各组ADAMTS-5表达水平均没有

明 显差异,见表7和图5。第56天时,模型组大鼠胫
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图3 第28天胫骨软骨 MMP-13免疫组化检查染色(×200)

图4 第56天胫骨软骨 MMP-13免疫组化检查染色(×200)

骨平台软骨的ADAMTS-5表达水平较假手术组明显

升高,差异有统计学意义(P<0.05);治疗后,中药组

大鼠胫骨平台软骨的ADAMTS-5表达水平较模型组

明显降低,差异有统计学意义(P<0.05),见表7和

图6。

2.5 含药兔血清对大鼠原代软骨细胞活力的影响

在72h内,不同浓度的归龟壮骨片含药兔血清都

表7 胫骨平台软骨中ADAMTS-5的平均光密度值

对比(n=5,x±s)

组别 第28天 第56天

假手术组 0.32±0.01 0.29±0.01
模型组 0.34±0.01 0.36±0.021)

对照组 0.34±0.01 0.32±0.02
中药组 0.30±0.02 0.30±0.012)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05。

图5 第28天胫骨软骨ADAMTS-5免疫组化检查染色(×200)

图6 第56天胫骨软骨ADAMTS-5免疫组化检查染色(×200)

呈时序性促进原代软骨细胞活力,但不呈浓度梯度依

赖性。在各时间点,各含药兔血清浓度组的细胞活力

较正常兔血清组显著提高,除12h10%和20%含药兔

血清组外,各组差异均有统计学意义(P<0.05),说明

不同浓度含药兔血清均可提高软骨细胞活力,促进软

骨细胞的增殖,见图7。

3 讨论

膝骨关节炎是一种退行性的疾病,由于年龄的增

加,关节退变,造成关节软骨的磨损、关节间隙变窄、骨
质增生、滑膜增生,导致膝关节在活动时出现明显的疼

痛、肿胀,行走距离变短。关节的慢性疼痛是膝骨关节

炎疾病进程中的主要症状,也是评估药物疗效的主要
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图7 含药兔血清对大鼠原代软骨细胞活力的影响

指标之一。研究认为在膝骨关节炎中存在三种疼痛类

型:伤害性疼痛、炎症性疼痛和神经性疼痛[6]。最初发

生的是机械性疼痛,即关节受损导致力线和应力的改

变,这种改变会打开神经末梢上的机械敏感性离子通

道,从而刺激感觉神经产生伤害性疼痛[7]。其次,随着

关节软骨的进行性分解,关节腔内损伤的组织和滑膜

巨噬细胞可释放炎性介质,形成富含炎症介质的关节

内环境。这些介质与暴露的软骨下骨、滑膜和半月板

中的感觉神经接触,可诱发炎症性疼痛。随着病程的

延长,关节内长期的持续性刺激会导致脊髓背角神经

元功能改变,进而导致疼痛敏感性提高和疼痛区域放

大等一系列中枢敏化效应,从而放大了疼痛感[8]。内

侧半月板横断术建立的膝骨关节炎模型不仅表现出进

行性的软骨损伤,同时对VonFrey纤维丝检测的缩足

反应阈值变化更为敏感,已成为评估膝骨关节炎疼痛

的推荐模型[9]。通过灌洗液中 TNF-α及IL-1β蛋白

表达水平和足底疼痛阈值的检测,从而进行多方面评

价。归龟壮骨片通过温肾滋阴以养“不荣”、活血通络

以散“不通”,强骨以利筋,从而改善疼痛症状。归龟壮

骨片从组方来看,没有清热与祛风湿类可缓解“红肿热

痛”的药物,因此无法抑制关节液中炎症因子TNF-α
及IL-1β,蛋白水平也正常。但干预后可改善大鼠的机

械痛阈值,从而改善疼痛的症状,其内在原因值得深入

研究。
在膝骨关节炎的发生和发展过程中,软骨基质合

成和分解过程失去平衡,导致软骨细胞数量和功能的

下降,以及软骨组织的逐渐退化和破坏。在成年人的

关节软骨中,软骨细胞仅占软骨体积的2%[10],胶原纤

维和蛋白多糖构成软骨的主要成分。胶原纤维为组织

提供高度的拉伸强度和抗压强度,以Ⅱ型胶原蛋白为

主;蛋白多糖则负责吸引水分子形成软骨基质中的水

相[11],以聚集蛋白聚糖(Aggrecan)为主。MMP-13和

ADAMTS-5蛋白具有分解骨关节软骨基质的能力,

MMP-13主要降解Ⅱ型胶原,而 ADAMTS-5则主要

降解聚集蛋白聚糖。在膝骨关节炎中,其过度表达会

导致软骨缺陷和严重的骨关节破坏。通过抑制 MMP-
13和 ADAMTS-5的表达,有望减轻骨关节炎的损

伤[12],结果表明归龟壮骨片通 过 抑 制 软 骨 组 织 中

MMP-13和ADAMTS-5的蛋白表达,减轻软骨基质

的降解,延缓软骨的损伤与退化。
膝骨关节炎是中医临床治疗的优势病种。由于

中医古代文献中没有本病的明确记载,一般认为其

属于“骨痹”“膝痹”的范畴。中医理论认为关节软骨

属“筋”的范畴,肝主筋,软骨失养主要是因为肝血不

足,肝精不能濡养局部软骨,导致软骨出现磨损和退

行性改变[13]。而肝肾之间有精血同源、阴阳互滋的

关系,又因为肝主筋而肾主骨,骨主强筋,筋主束骨

而利关节,故筋骨同源[14]。若肾精不足,则不能养肝

精而化血,肝血不足导致肝藏血功能失常,则筋不受

养;肾阴不足,则津液不足以濡养脏腑筋骨关节,关
节易出现磨损;肾阳不足,温煦不足气化失常,则津

液内停,关节内出现肿胀积液;日久精血衰少,肝肾

不足,则关节不利、关节变形。现代中医证型分布研

究表明,肝肾亏虚证是我国膝骨关节炎的主要证型

分布[15-16]。因此,膝骨关节炎的中医治疗秉着治病

求本的原则,以补益肝肾为本,肝血充足,肾精旺盛,
则精血互生,骨健筋强。

归龟壮骨片是国家非物质文化遗产施氏伤科疗法
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多年临证经验的总结,并已成为上海市黄浦区香山中

医医院的院内制剂。本方以二仙汤为底化裁,攻补相

兼,以补为主,全方共奏温肾滋阴、活血通络之效,应用

于临床已有三十年余。方中巴戟天和淫羊藿辛温助

阳,强筋固肾;狗脊温补固摄,强腰壮膝;益智仁和补骨

脂温补脾肾,固精利骨;紫河车和龟甲胶为精血之品大

补元阴、填补精血,配伍知母泻肺滋肾,丹参、当归和威

灵仙通络活血止痛。季伟等[17]和詹炜祎等[18]的临床

研究表明,归龟壮骨片在改善肝肾亏虚型和肾阴阳两

虚型骨质疏松患者的腰背疼痛、腰膝酸软、乏力等症状

方面疗效突出,且安全性较高。膝骨关节炎与骨质疏

松症皆见酸痛、乏力症状,基于中医“异病同治”理论,
归龟壮骨片强健筋骨、调补肾之阴阳和活血通络的作

用,对膝骨关节炎的治疗具有巨大潜力。归龟壮骨片

含药兔血清可提高软骨细胞活力,现代药理也证明归

龟壮骨片中的多种有效成分可促进软骨增殖,抑制软

骨凋亡,从而减缓关节软骨损耗[19-22]。
综上所述,归龟壮骨片通过提高机械痛阈值,而非

降低关节内炎症因子水平,改善疼痛症状;降低膝关节

软骨中 MMP-13和 ADAMTS-5的表达,抑制关节软

骨的分解代谢;促进软骨细胞活力,从而减轻膝关节软

骨的损伤,延缓膝骨关节炎的进展。
参考文献
[1] 张莹莹,李旭东,杨佳娟,等.中国40岁及以上人群骨关

节炎患病率的 Meta分析[J].中国循证医学杂志,2021,

21(4):407-414.
[2] 孙波,陈建华.施氏伤科吴云定临证经验集萃[M].北京:

科学出版社,2019:152-157.
[3] 黄继汉,黄晓晖,陈志扬,等.药理试验中动物间和动物与

人体间的等效剂量换算[J].中国临床药理学与治疗学,

2004(9):1069-1072.
[4] CHRISTENSENSL,HANSENRB,STORM M A,et

al.Vonfreytestingrevisited:provisionofanonlinealgo-
rithmforimprovedaccuracyof50%thresholds[J].EurJ
Pain,2020,24(4):783-790.

[5] GERWIN N,BENDELEA M,GLASSONS,etal.The
OARSIhistopathologyinitiative-recommendationsforhis-
tologicalassessmentsofosteoarthritisintherat[J].Oste-
oarthritisCartilage,2010,18(Suppl3):S24-S34.

[6] 章晓云,曾浩,孟林.膝骨关节炎疼痛机制及治疗研究进

展[J].中国疼痛医学杂志,2023,29(1):50-58.
[7] HEPPELMANNB,MCDOUGALLJJ.Inhibitoryeffectof

amilorideandgadoliniumonfineafferentnervesintherat
knee:evidenceofmechanogatedionchannelsinjoints[J].Exp
BrainRes,2005,167(1):114-118.

[8] SCHAIBLEH G,RICHTERF,EBERSBERGER A,et
al.Jointpain[J].ExpBrainRes,2009,196(1):153-162.

[9] COPEPJ,OURRADIK,LIY,etal.Modelsofosteoar-
thritis:thegood,thebadandthepromising[J].Osteoar-
thritisCartilage,2019,27(2):230-239.

[10]POOLEAR,KOJIMAT,YASUDAT,etal.Composi-
tionandstructureofarticularcartilage:atemplatefortis-
suerepair[J].ClinOrthopRelatRes,2001,391(Suppl):

S26-S33.
[11]王毅,巩纯秀.细胞外基质常见成分调节生长板软骨形成

和软骨内骨化机制研究进展[J].中国实用儿科杂志,

2022,37(6):470-475.
[12]王海英,丁晓,杨立,等.不同分期骨关节炎关节液中相关

降解酶 的 表 达 差 异[J].中 国 组 织 工 程 研 究,2019,23
(23):3609-3615.

[13]李宁,王拥军,施杞.施杞从肝肾论治膝骨性关节炎[J].
中医杂志,2013,54(3):197-200.

[14]李佳,于澜,杨晨,等.关节筋骨之“肝肾同源”[J].中华中

医药杂志,2018,33(8):3360-3362.
[15]王康惠,钟欲权,蔺金华,等.膝骨关节炎中医证型的研究

和临床治疗进展[J].中国民间疗法,2020,28(5):102-104.
[16]陈黎明,郭盛君,许根荣,等.28763例膝骨关节炎患者证

候中医特征分析[J].中华中医药杂志,2022,37(2):1061-
1064.

[17]季伟,孙波,刘光明,等.归龟壮骨片治疗肝肾亏虚型骨质

疏松症35例[J].河南中医,2018,38(12):1925-1928.
[18]詹炜祎,刘光明,杨佳裕,等.归龟壮骨片治疗女性绝经后

骨质疏松症肾阴阳两虚证腰背痛患者150例———随机、

双盲、安慰剂对照临床研究[J].中医杂志,2022,63(9):

839-844.
[19]刘摇摇,刘湘宁,田银平,等.淫羊藿苷对骨骼系统药理作

用机制的研究进展[J].中药新药与临床药理,2020,31
(12):1516-1520.

[20]付长龙,梅阳阳,李民,等.狗脊多糖对硝普钠诱导退变大

鼠软骨细胞氧自由基影响的研究[J].风湿病与关节炎,

2018,7(6):5-9.
[21]黄涛,张钢林,李楠.巴戟天多糖对体外培养兔软骨细胞

凋亡的影响[J].北京体育大学学报,2010,33(8):56-61.
[22]郝胜坤,纪斌,石继祥,等.补肾活血中药治疗膝骨关节炎

的作用机制[J].中医正骨,2017,29(4):31-33.
(收稿日期:2023-10-03)

8 ChineseJTradMedTraum&Orthop,May2024,Vol.32,No.5


