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摘要： 目的　 观察补肾活血方干预对小鼠膝骨关节炎模型的影响， 初步探讨其作用机制。 方法　 将 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小

鼠， 随机分为假手术组， 模型组， 补肾活血方低、 高剂量组。 补肾活血方低、 高剂量组分别给予相应剂量的补肾活血

方灌胃， 模型组、 假手术组给予等体积的蒸馏水灌胃， 干预 ８ 周后取材， 采用 ＨＥ 染色及番红 Ｏ⁃固绿染色观察膝关节

组织形态学改变并进行 ＯＡＲＳＩ 评分， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测小鼠软骨中 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ 表达，
免疫组织化学法检测关节软骨中Ⅱ型胶原蛋白 （Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅱ）、 ＭＭＰ１３ 表达， Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描检测关节软骨下骨小梁破

坏及附近骨赘增生状况。 结果　 与模型组比较， 补肾活血方组小鼠膝骨关节组织形态学均明显改善 （Ｐ＜０ ０５）， 膝骨

关节组织 ＩＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ 表达均降低 （Ｐ＜０ ０５）， ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ表达升高 （Ｐ＜０ ０５）， 且疗

效与剂量呈正相关性。 结论　 补肾活血方可以有效减缓膝骨关节炎的软骨损伤， 其机制可能是通过减少炎性因子的释

放， 从而抑制 ＭＭＰ 的表达， 上调 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ的表达， 改善关节软骨代谢环境， 进而达到保护关节软骨的作用。
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　 　 膝骨关节炎好发于中老年人群， 是临床中发病率较高

的一种退行性膝关节疾患， 以膝关节软骨的变性、 破坏及

骨赘形成为主要临床特征， 临床上患者常以膝关节出现反

复的疼痛、 爬楼梯或下蹲困难为主诉， 严重者， 后期可发

展为关节畸形， 致残率高达 ５３％ ， 给患者的工作和生活造

成了严重的干扰［１⁃２］ 。 目前， 针对膝骨关节炎主要治疗包括

保守方案及手术方案， 但尚无特效的治疗方法， 而中医药

在保守治疗方面有着巨大的潜力。 补肾活血方源自于广东

省中医院院内制剂肾骨安， 前期的研究已证实了其临床疗

效［３⁃４］ ， 本研究意图借助病理学、 分子生物学、 影像学等多

学科联合手段， 研究补肾活血方对小鼠膝关节骨关节炎模

型的干预作用， 并进一步探究其作用机制。
１　 材料

１ １　 动物　 ＳＰＦ 级 １０ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠 ３２ 只， 由广

东省医学实验动物中心提供， 实验动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （粤） ２０１８⁃００３４， 饲养于广州中医药大学 ＳＰＦ 动物

实验中心， 实验动物伦理审查号 ２０２００９１１００１， 实验动物使

用许可证号 ＳＹＸＫ （粤） ２０１８⁃００１， 自由摄水饮食， 昼夜节

律为 １２ ｈ ／ １２ ｈ， 环境温度 （２４± ２） ℃， 相对湿度 ５５％ ～
６８％ ， 适应性喂养 １ 周后开始进行实验研究。
１ ２　 药物　 补肾活血方每剂含丹参 １５ ｇ， 巴戟天 １０ ｇ， 仙

茅 １０ ｇ， 熟附子 １０ ｇ， 由广州中医药大学第二附属医院

提供。

１ ３　 试 剂 及 仪 器 　 胶 原 蛋 白 Ⅱ （ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅱ） （ 货 号

ｇｂ１２０２１）、基 质 金 属 蛋 白 酶⁃１３ （ ＭＭＰ⁃１３ ） 抗 体 （ 货 号

ｇｂ１１２４７） 均购自武汉赛维尔生物科技有限公司； ＤＡＢ
Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ Ｋｉｔ（货号 ８０５９Ｓ）购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司；番红 Ｏ⁃固绿软骨染色试剂盒（货号 Ｇ１３７１）购自北京

索莱宝科技有限公司；ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ （ Ｔｌｉ
ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ）（货号 ＴＲＲ８２０Ａ）、Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ（货
号 ＴＲＲ８２０Ａ）、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ（货号 ＲＲ０３７Ａ）均
购自日本 Ｔａｋａｒａ 公司。 倒置荧光显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公

司）；ＣＦＸ９６ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；
Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ （型号 Ｓｋｙｓｃａｎ １１７２， 德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司）。
２　 方法

２ １　 动物模型建立与分组　 按照随机数字表法将 ３２ 只小

鼠分为假手术组、 模型组、 补肾活血方低剂量组和补肾活

血方高剂量组， 每组 ８ 只。 根据文献方法制备膝骨关节炎

模型［５⁃６］小鼠， 腹腔注射 ３％ 戊巴比妥钠 （３５ ｍｇ ／ ｋｇ） 进行

全身麻醉， 将小鼠固定、 备皮、 消毒， 随后使用内侧髌旁

入路暴露右膝， 将髌骨后翻， 使膝关节保持最大屈曲状态，
暴露关节腔， 利用显微器械切断膝前交叉韧带， 避免损伤软

骨， 切断后用抽屉实验检验前交叉韧带是否被切断。 ８ 周

后， 处死小鼠， 取出膝关节并固定在 ４％ 多聚甲醛中用于后

续实验。
２ ２　 给药方法　 造模成功后， 次日开始对给药组进行灌胃
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干预， 每天 １ 次， 每 ６ ｄ 间歇 １ ｄ。 补肾活血方低、 高剂量

组分别给予 ０ ４６、 ０ ９２ ｇ ／ ｍＬ 的补肾活血方进行灌胃， 每

次每只小鼠灌胃 ０ ３ ｍＬ， 假手术组及模型组分别给予

０ ３ ｍＬ蒸馏水进行灌胃， 连续干预 ８ 周。
２ ３　 组织学观察　 将组织样品转移到 １０％ ＥＤＴＡ 溶液中进

行完全脱钙、 脱水和石蜡包埋。 在膝关节内侧隔室中沿矢

状面方向切成 ５ μｍ 厚， 并用苏木精和伊红 （ＨＥ） 和番红⁃
固绿 （ ｓａｆｒａｎｉｎ Ｏ⁃ｆａｓｔ ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ＳＯ） 染色。 通过应用

ＯＡＲＳＩ 评分系统［７］评价小鼠关节软骨的退变程度。 ０ 分为

表面完整， 软骨完好无损； １ 分为表面完整； ２ 分为表面不

连续； ３ 分为垂直裂缝； ４ 分为侵蚀； ５ 分为剥蚀； ６ 分为

变形。 将内侧股骨和胫骨平台分数相加 （０ ～ １２ 分） 以评

价关节软骨退变的程度。
２ ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测小鼠关节软骨中 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２、 ＩＬ⁃
６、 ＴＮＦ⁃α、 ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ 表 达 　 按照 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总

ＲＮＡ， 各组 ＲＮＡ 取 ５００ ｎｇ 按照 ＴａＫａＲａ 逆转录试剂盒说明

书进行逆转录， 并进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析， 参数为 ９５ ℃ ３０ ｓ，
预变性； ９５ ℃ ５ ｓ， ６０ ℃ ３４ ｓ， 扩增 ４０ 个循环。 参考熔解

曲线为依据进行质控， 检测样品中 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２、 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 及 ＭＭＰ１３ 的 ｍＲＮＡ 表达， 并以 ＧＡＰＤＨ 作为内参，
使用 ２－△△ＣＴ法分析结果。 所有引物均由生工生物工程 （上
海） 股份有限公司设计。 引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

引物 序列（５′→３′）
ｉＮＯＳ 正向 ＧＡＣＧＡＧＡＣＧＧＡＴＡＧＧＣＡＧＡＧ

反向 ＣＡＣＡＴＧＣＡＡＧＧＡＡＧＧＧＡＡＣＴ
ＣＯＸ⁃２ 正向 ＴＣＣＴＣＡＣＡＴＣＣＣＴＧＡＧＡＡＣＣ

反向 ＧＴＣＧＣＡＣＡＣＴＣＴＧＴＴＧＴＧＣＴ
ＩＬ⁃６ 正向 ＣＣＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡＣＴＴＣＡＣＡＧ

反向 ＴＣＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＡＧＡＧＡＡＣ
ＴＮＦ⁃α 正向 ＡＣＧＧＣＡＴＧＧＡＴＣＴＣＡＡＡＧＡＣ

反向 ＧＴＧＧＧＴＧＡＧＧＡＧＣＡＣＧＴＡＧＴ
ＭＭＰ１３ 正向 ＴＧＡＴＧＧＡＣＣＴＴＣＴＧＧＴＣＴＴＣＴＧＧ

反向 ＣＡＴＣＣＡＣＡＴＧＧＴＴＧＧＧＡＡＧＴＴＣＴ
ＧＡＰＤＨ 正向 ＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧ

反向 ＧＧＡＴＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣ

２ ５　 免疫组化检测小鼠关节软骨中 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅱ、 ＭＭＰ⁃１３
蛋白表达　 小鼠组织切片脱蜡、 抗原修复、 血清封闭后，
用兔多克隆抗体工作液稀释的 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅱ、 ＭＭＰ⁃１３ 抗体

（１ ∶ １００） 进行孵育， 再将其与二抗工作液一起孵育， 最

终显色试剂显色， 复染苏木精后， 切片脱水、 封片。 镜下

观察， 并采集图像， 然后通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对阳性点进行定

量， 计算每个标本的阳性染色细胞数， 每组小鼠取 ３ 个连

续标本进行分析。
２ ６　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描评价小鼠膝关节中骨小梁破坏及附近骨

赘增生状况　 将样本置于含有 ７０％ 乙醇的离心管中， 并使

用 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 进行扫描［８⁃９］ 。 将整个胫骨平台软骨下骨组织

设置为兴趣区域（ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ，ＲＯＩ），并采集膝关节的解

剖结构三维重建的图像，采集相关的组织学参数，骨体积

（ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ， ＢＶ）、骨体积 ／总组织体积（ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ ／ ｔｏｔａｌ

ｔｉｓｓｕｅ ｖｏｌｕｍｅ，ＢＶ ／ ＴＶ）和骨小梁数量（ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ． ｎｕｍｂｅｒ，Ｔｂ．
Ｎ）、厚度 （ ｔｒａｂｅｃｕｌａ． ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ， Ｔｂ． Ｔｈ） 和间距 （ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ．
ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，Ｔｂ．Ｓｐ）。
２ ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２０ ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， ２ 组间比较采用 ｔ 检验， 多组间比较采用单因

素方差分析 （ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。 Ｐ＜０ ０５ 表示差异具有统

计学意义。
３　 结果

３ １　 补肾活血方对小鼠关节软骨病理 ＨＥ、 ＳＯ 染色及评分

的影响　 如图 １Ａ～１Ｂ 所示， 模型组小鼠关节软骨部分区域

出现明显缺损， 补肾活血方低剂量组小鼠关节软骨表面磨

损较模型组有所减轻， 而补肾活血方高剂量组小鼠软骨表

面可见侵蚀现象明显改善。 评分如图 １Ｃ 所示， 与假手术组

比较， 模型组小鼠 ＯＡＲＳＩ 评分升高 （Ｐ＜０ ０５）， 提示小鼠

造模成功； 与模型组比较， 补肾活血方低、 高剂量组小鼠

评分降低 （Ｐ＜０ ０５）。

注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５。 比例尺

５０ μｍ。

图 １　 各组小鼠关节软骨病理染色及评分图 （×２０）

３ ２　 补肾活血方对小鼠关节软骨中 ＣＯＸ⁃２、ｉＮＯＳ、ＭＭＰ１３、
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达的影响　 如图 ２ 所示，与假手术组比

较，模型组小鼠关节软骨中 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、
ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ 表达升高（Ｐ＜０ ０５）；与模型组比较，补肾活

血方低、高剂量组小鼠关节软骨中 ｉＮＯＳ、ＣＯＸ⁃２、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃
α、ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ 表达降低（Ｐ＜０ ０５）。
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注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

图 ２　 各组小鼠关节软骨中 ＣＯＸ⁃２、 ｉＮＯＳ、 ＭＭＰ１３、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达

３ ３　 补肾活血方对小鼠关节软骨中 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅱ、 ＭＭＰ⁃１３
蛋白表达的影响　 如图 ３ 所示， 与假手术组比较， 模型组

小鼠关节软骨中 ＭＭＰ⁃１３ 的阳性表达增加 （ Ｐ ＜ ０ ０５），
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅱ的阳性表达降低 （Ｐ＜０ ０５）； 与模型组比较， 补

肾活血方低、 高剂量组小鼠关节软骨中 ＭＭＰ⁃１３ 的阳性表

达降低 （ Ｐ ＜ ０ ０５）， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅱ 的阳性表达增加 （ Ｐ ＜
０ ０５）。 结果表明， 使用补肾活血方后， 小鼠关节软骨损伤

的现象明显改善。
３ ４　 补肾活血方提高小鼠膝关节中骨小梁密度及减少关节

周围骨赘增生　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描三维重建结果如图 ４Ａ 所示，
假手术组小鼠膝关节软骨均是健康软骨， 未见明显的骨质

破坏及增生； 而模型组及补肾活血方低、 高剂量组小鼠膝

关节软骨均有不同程度的变化。 从膝关节内侧矢状面图像

（图 ４Ｂ） 分析， 假手术组小鼠膝关节下骨小梁连续、 密集、
完整； 模型组小鼠膝关节骨小梁不完整、 疏松并断裂； 与

模型组比较， 补肾活血方低、 高剂量组小鼠膝关节在矢状

位上骨小梁厚度明显增加。 从骨计量参数分析的结果 （图
４Ｃ） 来看， 与假手术组比较， 模型组小鼠 ＲＯＩ 区域的 ＢＶ、
ＢＶ ／ ＴＶ、 Ｔｂ． Ｔｈ、 Ｔｂ． Ｎ 水平均下降 （Ｐ＜０ ０５）， Ｔｂ． Ｓｐ 水

平升高 （Ｐ＜０ ０５）； 与模型组比较， 补肾活血方低、 高剂

量组小鼠 ＲＯＩ 区域的 ＢＶ、 ＢＶ ／ ＴＶ、 Ｔｂ． Ｔｈ、 Ｔｂ． Ｎ 水平均

升高 （Ｐ＜０ ０５）， Ｔｂ． Ｓｐ 水平下降 （Ｐ＜０ ０５）。 结果表明，
补肾活血方能够改善关节炎小鼠 ＲＯＩ 区域的 ＢＶ、 ＢＶ ／ ＴＶ、
Ｔｂ． Ｓｐ、 Ｔｂ． Ｔｈ、 Ｔｂ． Ｎ 水平。
４　 讨论

中医古籍中并无膝骨关节炎这一称谓， 根据其相关症

状， 多将其从 “骨痹” 论治［１０⁃１１］ ， 《素问》 中记载， “肝气

　 　 　 　

注： Ａ～Ｂ 为 ＭＭＰ⁃１３、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅱ免疫组化染色， Ｃ～ Ｄ 为

ＭＭＰ⁃１３、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅱ免疫组化染色直方图。 与假手术组比

较，∗Ｐ＜０ ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５。 比例尺 ５０ μｍ。

图 ３　 各组小鼠关节软骨中 ＭＭＰ⁃１３、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅱ
蛋白表达 （×２０）
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注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５。 比例尺 ５０ μｍ。

图 ４　 各组小鼠关节软骨 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描结果

衰， 筋不能动， 天癸竭， 精少， 肾脏衰， 形体皆极”， 首先

提出在中老年患者膝骨关节炎中， 肝肾不足是其基本病机。
同时， 气血作为人体的基本营养物质， 但凡损伤， 必有气

血运行障碍， 诚如 《正体类要》 中所言 “肢体损于外， 则

气血伤于内”。 因而， 当前对膝骨关节炎中医病因病机的认

识， 多以肾虚血瘀为主， 以补肾活血法治之［１２⁃１３］ 。 本研究

以此为理论基础， 采用的补肾活血方是根据广东省名中医

邓晋丰教授多年临床经验所创制， 全方由巴戟天、 丹参、
熟附子、 仙茅四药组成， 寒热兼施， 有补肾强筋， 活血通

络之功效， 临床疗效显著［３⁃４］ 。 同时， 现代药理学研究证

实， 中药丹参［１４］ 和附子［１５］ 的活性成分可以有效抑制炎性

因子释放， 而其干预膝骨关节炎的机制可能与减少 ＭＭＰｓ
释放， 进而抑制关节软骨基质的降解有关。

ＭＭＰｓ 是细胞外基质降解中主要的蛋白酶系统， 被认

为是机体生理重建和病理破坏的主要基础因素之一［１６］ 。
ＭＭＰ⁃１３ 作为已知酶系中最高效的胶原酶， 可以直接降解软

骨基质中的 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅱ， 在膝骨关节炎病理过程中， ＭＭＰ⁃
１３ 常呈过表达的状态， 造成细胞外基质的过度降解， 使软

骨的完整性破坏［１７］ 。 因此， 理论上来说， 软骨破坏程度越

严重， ＭＭＰ１３ 的表达越高［１８］ 。 同时， 既往研究发现， ＩＬ⁃
６、 ＴＮＦ⁃α 等炎性因子可以通过不同途径活化 ＭＭＰｓ ［１９⁃２０］ 。
本研究通过实验发现膝骨关节炎模型小鼠关节软骨中

ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 等炎性相关因子与 ＭＭＰ⁃１３ 的

ｍＲＮＡ 表达均有不同程度增高， 与文献结果一致。
根据本研究中 ＨＥ 染色、 ＳＯ 染色及 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 的结果，

发现造模后的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠出现了显著的关节软骨增生，
及软骨下骨破坏的组织学改变， 符合膝骨关节炎的特点。
补肾活血方干预 ８ 周后， 与模型组比较， 补肾活血方低、
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高剂量组有着不同程度的改善小鼠膝骨关节炎组织学形态

的作用。 同时， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ、 免疫组化的结果发现， 与模型

组比较， 低剂量组、 高剂量组小鼠关节软骨中 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃
２、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０ ０５）， 而

Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅱ表达高 （Ｐ＜０ ０５）。 同时， 本研究还发现补肾活

血方在治疗膝骨关节炎过程中存在剂量相关性， 随着用药

剂量增加， 膝骨关节炎小鼠的炎性因子表达降低。
综上所述， 本研究发现补肾活血方可以有效减缓膝骨

关节炎的软骨损伤， 其机制可能是通过抑制炎性因子的表

达， 进而减少 ＭＭＰ⁃１３ 的释放， 阻止 ＭＭＰ⁃１３ 对软骨基质

中 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅱ的破坏， 从而达到改善关节软骨内代谢环境，
保护关节软骨的作用。 本研究结果可能是补肾活血方改善

膝骨关节炎的一种新型机制， 但未来仍需更多的实验研究

及临床论证， 来进一步挖掘其更深入的机制。
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