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摘要： 目的　 探讨独一味胶囊对大鼠膝骨关节炎的影响及其作用机制。 方法　 将 ６０ 只大鼠随机分为正常组、 模型组、
塞来昔布组及独一味胶囊低、 中、 高剂量组， 以木瓜蛋白酶诱导建立膝骨关节炎模型， 各组给予相应药物干预 ６ 周。
检测膝关节肿胀度并进行 Ｌｅｑｕｅｓｎｅ 评分， 肉眼观察膝骨软骨并进行 Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分， 甲苯胺蓝、 番红固绿、 ＨＥ 染色观

察软骨形态结构并进行 Ｍａｎｋｉｎ 评分， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠软骨组织 ＭＭＰ⁃３、 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白表达。 结果　 与正常组

比较， 模型组大鼠膝关节肿胀度、 Ｌｅｑｕｅｓｎｅ 评分、 Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分、 Ｍａｎｋｉｎ 评分、 软骨组织 ＭＭＰ⁃３ 和 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白表达

升高 （Ｐ＜０ ０１）， 软骨表面裂隙， 细胞形态异常、 数量减少， 软骨部位出现血獒、 空腔， 软骨基质变薄； 与模型组比

较， 独一味胶囊组膝关节肿胀度、 Ｌｅｑｕｅｓｎｅ 评分、 Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分、 Ｍａｎｋｉｎ 评分、 软骨组织 ＭＭＰ⁃３ 和 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白表达

均降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 软骨表面光滑且有光泽， 软骨基质增厚， 软骨结构与细胞形态趋于正常。 结论　 独一味

胶囊可以改善大鼠膝骨关节炎症状， 其机制可能与下调 ＭＭＰ⁃３、 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白表达有关。
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　 　 膝骨关节炎是一种以膝关节软组织、 膝骨、 膝骨软骨

退行性病变为主， 多发于肥胖及 ６０ 岁以上老年人群， 临床

常见的慢性疾病［１］ 。 现阶段主要治疗方式包括改善生活方

式、 手术及非甾体类抗炎药、 皮质类固醇、 阿片类镇痛药

等药物治疗， 但均无法治愈， 甚至会加速该病发展进

程［２］ 。 膝骨关节炎主要临床特征为红肿、 疼痛、 僵硬和残

疾， 表现为软骨损伤与丢失［３］ ， 在疾病进程中， 膝骨软骨

受损， 释放多种异物因子， 刺激基质金属蛋白酶 （ＭＭＰｓ）
合成， 使降解胶原和蛋白多糖的因子 ＭＭＰ⁃３ 增多， 从而激

活 ＭＭＰ⁃１３， 降解软骨Ⅱ型胶原， 加速软骨损坏［４⁃５］ 。 因

此， 治疗膝骨关节炎的关键在于抑制膝骨软骨损伤。 膝骨

关节炎属中医学 “骨痹” 范畴， 病因以肝肾亏虚不足为

本， 风寒湿邪为标， 治疗关键在于标本兼治， 扶正祛邪［６］ 。
独一味胶囊具有活血止血、 祛风止痛之功效， 临床用

于跌打损伤、 外伤出血、 风湿痹痛、 黄水病等证的治疗［７］ 。
临床研究显示独一味胶囊也可用于膝骨关节炎［８⁃９］ 、 骨关节

炎［１０］以及四肢骨折［１１］ 的治疗， 但关于独一味胶囊对膝骨

关节炎的作用及机制研究尚未见相关报道。 本研究通过探

索独一味胶囊对木瓜蛋白酶诱导大鼠膝骨关节炎的疗效及

对 ＭＭＰ⁃３、 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白表达的影响， 以期为深入开展独

一味治疗膝骨关节炎的研究提供科学依据。
１　 材料

１ １　 动物　 ６０只雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠， 体质量 （２５０±１０） ｇ，
购自成都达硕实验动物有限公司， 实验动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （川） ２０１５⁃０３０。
１ ２　 试剂 　 独一味胶囊 （批号 １９０４０３３３０２， 康县独一味

生物制药有限公司）。 塞来昔布胶囊 （批号 ＡＨ２０６６， 美国

辉瑞公司）； 木瓜蛋白酶、 Ｌ⁃半胱氨酸、 高效 ＲＩＰＡ 组织细

胞快速裂解液、 ５×蛋白上样缓冲液、 ＰＭＳＦ、 ＢＣＡ 蛋白浓度

测定试剂盒、 甲苯胺蓝软骨染色液、 改良番红 Ｏ⁃固绿软骨

染色液 （货号 Ｇ８４３０、 Ｃ００１２、 Ｒ００１０⁃１００、 Ｐ１０４０、 Ｐ０１００、
ＰＣ００２０、 Ｇ２５４３、 Ｇ１３７１， 北京索莱宝科技有限公司）； 蛋

白 Ｍａｋｅｒ （货号 ２６６１６， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ＧＡＰＤＨ 一抗

（货号 ６００４⁃１⁃ｌｇ， 武汉三鹰生物技术有限公司）； ＭＭＰ３ 一

抗 （货号 １４３５１Ｓ， 美国 ＣＳＴ 公司）； ＭＭＰ１３ 一抗 （货号

ａｂ３９０１２， 英 国 Ａｂｃａｍ 公 司 ）； ＥＣＬ 显 影 液 （ 货 号

ＷＢＫＬＳＯ１００， 美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）。
１ ３　 仪器　 ＢＸ６３ 型正置荧光生物显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司）； ＴＫ⁃２１８ 型自动轮转切片机、 Ｂ７１２６⁃Ａ 型包埋机

（德国 Ｌｅｉｃａ 公司）； 蛋白电泳仪、 化学发光仪 （美国 Ｂｉｏ⁃
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Ｒａｄ 公司）； 电子天平 （德国赛多利斯公司）； ＺＲＤ⁃７２３０ 干

燥箱 （上海智城分析仪器制造有限公司）。
２　 方法

２ １　 分组与造模　 将 ６０ 只大鼠随机分为正常组 （１０ 只）、
造模组 （５０ 只）， 使用 ４％ 木瓜蛋白酶溶液诱导建立膝骨关

节炎模型［１２］ ， 由于造模中存在大鼠死亡情况， 造模结束将

模型大鼠随机分为模型组、 塞来昔布组及独一味胶囊低、
中、 高剂量组， 每组 ８ 只， 另选取正常组 ８ 只。
２ ２　 给药　 塞来昔布组每天灌胃给予 ０ ２４ ｍｇ ／ ｋｇ 塞来昔布

胶囊； 根据人临床用药与动物实验剂量换算方法， 独一味胶

囊低、 中、 高剂量组每天灌胃给予 ４ ５、 ９、 １３ ５ ｍｇ ／ ｋｇ 独一

味胶囊； 正常组和模型组灌胃给予生理盐水， 连续给药

６ 周。
２ ３　 肿胀度检测　 造模前至给药结束期间， 每周用游标卡

尺测定各组大鼠膝关节白色韧带处直径， 共 ８ 次， 并计算

大鼠膝关节肿胀度， 公式为膝关节肿胀度 ＝ ［ （膝关节直

径－造模前膝关节直径） ／造模前膝关节直径］ ×１００％ 。
２ ４　 Ｌｅｑｕｅｓｎｅ 指数评分　 造模后、 给药 ３ 周、 给药 ６ 周时

根据 Ｌｅｑｕｅｓｎｅ 评分标准［１３］ 对大鼠患肢疼痛 （３ 分）、 步态

改变 （３ 分）、 关节活动 （３ 分）、 关节肿胀 （２ 分） 程度 ４
个方面进行评分 （共 １１ 分）。
２ ５　 取材与 Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分　 处死大鼠， 取膝关节， 去除多

余组织， 暴露软骨， 按 Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分标准［１４］ 根据软骨表面

完整、 粗糙、 糜烂缺损程度、 溃疡缺损程度和剥脱 ５ 个等

级 （共 ５ 分） 进行评分。 取膝骨软骨， 一部分固定于 ４％
多聚甲醛溶液， 另一部分于－８０ ℃冰箱保存。
２ ６　 病理染色与 Ｍａｎｋｉｎ 评分 　 膝关节固定 ４８ ｈ， 流水冲

洗 ２ ｈ， 于 １０％ ＥＤＴＡ 脱钙液中脱钙， 每周更换 ２ 次脱钙

液， 共 ４ 周， 常规石蜡包埋， 切片 （６ μｍ） 备用， 按 ＨＥ、
甲苯胺蓝、 番红固绿说明书进行染色， 封片， 显微镜观察，
根据 Ｍａｎｋｉｎ 评分标准［１５］ 对 ＨＥ 染色的软骨结构 （５ 分）、
软骨细胞形态数量 （３ 分）、 基质着色 （４ 分）、 潮线完整

性 （２ 分） ４ 个方面进行评分 （共 １４ 分）。 采用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ
Ｐｌｕｓ ６ ０ 软件分析甲苯胺蓝、 番红固绿染色平均光密度

（ＩＯＤ） 值。
２ ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测软骨组织 ＭＭＰ⁃３、 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白表

达　 取适量软骨， 于液氮中迅速研磨至粉状， 加入高效

ＲＩＰＡ 裂解液 （裂解液 ∶ ＰＭＳＦ ＝ １００ ∶ １）， 于冰上裂解

３０ ｍｉｎ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 取上清液， ＢＣＡ 法测蛋

白浓度， 加入 ５×蛋白上样缓冲液， 于 １００ ℃金属水浴锅加

热 １０ ｍｉｎ。 取 ２０ μｇ 总蛋白上样， 电泳， 转膜， ５％ ＢＣＡ 封

闭， 加 ＧＡＰＤＨ、 ＭＭＰ⁃３、 ＭＭＰ⁃１３ 一抗 ４ ℃ 孵育过夜，
ＴＢＳＴ 漂洗， 二抗孵育， ＴＢＳＴ 漂洗， 显影， 成像， Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ 软件分析各蛋白的相对表达量。
２ ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２４ ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 两两

间比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０ ０５ 表示差异具有统计学

意义。
３　 结果

３ １　 独一味胶囊对膝骨关节炎大鼠膝关节肿胀度的影响　 如

表 １ 所示， 造模后， 与正常组比较， 模型组及各给药组大

鼠膝关节肿胀度均增加 （Ｐ＜０ ０１）； 给药 ５、 ６ 周， 与模型

组比较， 独一味胶囊各剂量组大鼠膝关节肿胀度均降低

（Ｐ＜０ ０１）， 并呈剂量依赖性。
表 １　 各组大鼠膝关节肿胀度比较 （％， ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 造模后 给药 １ 周 给药 ２ 周 给药 ３ 周 给药 ４ 周 给药 ５ 周 给药 ６ 周

正常组 ０ ００４±０ ０１２ ０ ０１６±０ ０１６ ０ ００９±０ ０１４ ０ ０１１±０ ０２０ ０ ０１２±０ ０２０ ０ ００８±０ ０１８ ０ ０１７±０ ０２１
模型组 ０ ０８６±０ ０２５＃＃ ０ ０６２±０ ０２７＃＃ ０ ０４７±０ ０２７＃＃ ０ ０３９±０ ０２１＃＃ ０ ０３５±０ ０２４＃＃ ０ ０３５±０ ０１７＃＃ ０ ０３９±０ ０２０＃＃

塞来昔布组 ０ ０８５±０ ０１４＃＃ ０ ０３６±０ ０２４ ０ ０２４±０ ０１８ ０ ０２６±０ ０１６ ０ ０１７±０ ０１２ ０ ０１８±０ ０１４∗∗ ０ ０１８±０ ０１８∗∗

独一味胶囊低剂量组 ０ ０８４±０ ０２１＃＃ ０ ０５３±０ ０１５ ０ ０３０±０ ０２４ ０ ０２１±０ ０１９ ０ ０２１±０ ０２０ ０ ０２２±０ ０１８∗ ０ ０２０±０ ０１７∗∗

独一味胶囊中剂量组 ０ ０８６±０ ０２７＃＃ ０ ０４４±０ ０２９ ０ ０２９±０ ０２７ ０ ０１４±０ ０１７∗∗ ０ ０２２±０ ０２０ ０ ０１８±０ ０２２∗∗ ０ ０１１±０ ０２２∗∗

独一味胶囊高剂量组 ０ ０８４±０ ０２０＃＃ ０ ０２３±０ ０２０∗∗ ０ ０１６±０ ０１３∗∗ ０ ０１２±０ ０１４∗∗ ０ ００９±０ ００９∗ ０ ０１０±０ ０１６∗∗ ０ ０１０±０ ０１８∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

３ ２　 独一味胶囊对膝骨关节炎大鼠 Ｌｅｑｕｅｓｎｅ 评分的影响　 如

图 １ 所示， 与正常组比较， 造模后， 模型组与各给药组大

鼠 Ｌｅｑｕｅｓｎｅ 评分均升高 （Ｐ＜０ ０１）； 给药 ３ 周后， 与模型

组比较， 各给药组大鼠 Ｌｅｑｕｅｓｎｅ 评分均降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜
０ ０１）； 给药 ６ 周后， 与模型组 比 较， 各 给 药 组 大 鼠

Ｌｅｑｕｅｓｎｅ 评分均降低 （Ｐ＜０ ０１）。
３ ３　 独 一 味 胶 囊 对 膝 骨 关 节 炎 大 鼠 软 骨 肉 眼 变 化 与

Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分的影响　 如图 ２ 所示， 正常组大鼠软骨表面光

滑、 有色泽； 模型组大鼠软骨表面糜烂， 有凹陷， 光泽暗

淡； 塞来昔布组大鼠软骨表面光滑， 有凹陷， 有光泽； 独

一味胶囊低剂量组大鼠软骨表面凹陷， 光泽较好； 独一味

胶囊中剂量组大鼠软骨表面较为光滑， 有凹陷； 独一味胶

囊高剂量组大鼠软骨表面较光滑、 光泽好、 基本无凹陷。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 １　 各组大鼠 Ｌｅｑｕｅｓｎｅ 评分 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

如图 ３ 所示， 与正常组比较， 模型组大鼠软骨 Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分

升高 （ Ｐ ＜ ０ ０１）； 与模型组比较， 各给药组大鼠软骨

Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分均降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。
３ ４　 独一味胶囊对膝骨关节炎大鼠病理变化与 Ｍａｎｋｉｎ 评
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图 ２　 各组大鼠膝关节软骨外观

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ３　 各组大鼠膝关节软骨 Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

分的影响　 如图 ４ 所示， 正常组大鼠膝关节软骨表面光滑

无裂隙， 细胞形态及数量正常， 基质着色较好， 潮线清楚；
模型组大鼠软骨表面凹陷， 细胞形态异常且聚集成团， 细

胞数量减少， 基质着色较浅， 软骨部位出现血獒空腔； 塞

来昔布组大鼠软骨表面不光滑， 细胞形态改变且聚集， 部

分基质着色良好， 部分软骨表现多重潮线； 独一味胶囊低

剂量组大鼠软骨凹陷， 细胞形态改变且部分聚集， 软骨有

空腔， 潮线紊乱； 独一味胶囊中剂量组大鼠软骨表面较光

滑， 细胞数量增加且部分细胞质变大； 独一味胶囊高剂量

组大鼠软骨表面较光滑， 细胞较正常， 软骨结构较完整。
如图 ５ 所示， 与正常组比较， 模型组大鼠 Ｍａｎｋｉｎ 评分升高

（Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 各给药组大鼠 Ｍａｎｋｉｎ 评分均

降低 （Ｐ＜０ ０１）。
３ ５　 独一味胶囊对膝骨关节炎大鼠软骨组织甲苯胺蓝、 番

红固绿染色的影响　 如图 ６ ～ ７ 所示， 正常组大鼠膝关节甲

苯胺蓝、 番红固绿染色软骨较厚， 基质着色较好； 模型组

大鼠软骨厚度变薄， 细胞减少， 部分基质不着色； 塞来昔

布组大鼠基质着色较模型组深， 软骨厚度增厚； 独一味胶

囊低剂量组大鼠较模型组着色深， 软骨较厚； 独一味胶囊

图 ４　 各组大鼠膝关节 ＨＥ 染色 （×２００）

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ５　 各组大鼠膝关节 Ｍａｎｋｉｎ 评分 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

中剂量组大鼠较模型组着色深， 软骨较厚， 细胞形态较为

正常； 独一味胶囊高剂量组大鼠较模型组着色深， 软骨厚

度与正常组相似， 细胞形态较为正常。 与正常组比较， 模

型组甲苯胺蓝、 番红固绿染色区域 ＩＯＤ 值均降低 （Ｐ ＜
０ ０１）； 与模型组比较， 塞来昔布组和独一味胶囊高剂量组

甲苯胺蓝、 番红固绿染色区域 ＩＯＤ 值均升高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜
０ ０１）。
３ ６　 独一味胶囊对膝骨关节炎大鼠膝关节软骨组织 ＭＭＰ⁃
３、 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白表达的影响　 如图 ８ 所示， 与正常组比较，
模型组大鼠软骨组织 ＭＭＰ⁃３、 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜
０ ０１）； 与模型组比较， 独一味胶囊高剂量组 ＭＭＰ⁃３ 蛋白

表达降低 （Ｐ＜０ ０５）， 塞来昔布组和独一味胶囊中、 高剂

量组 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０１）。
４　 讨论

膝骨关节炎具有疼痛强烈、 病程长、 治愈难、 可致残

等特点， 其发病率逐年增长， 严重影响患者生活质量， 是

残疾、 疼痛和社会经济负担的主要来源［１６⁃１７］ 。 中医学认为，
膝骨关节炎以肝肾不足为内源病因， 风寒湿邪为重要诱因，
因此膝骨关节炎治疗应以补肝益肾、 祛风活络、 活血化瘀、
散寒止痛为原则［１８］ 。 研究显示， 独一味的扶正固本、 抗炎

镇痛、 化瘀活血效果显著， 能降低兔骨关节炎中抗炎因子

与 ＭＭＰｓ 水平， 进而改善兔骨关节炎［１９］ 。 因此， 独一味胶

囊在膝骨关节炎的治疗中具有潜在价值。
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ６　 各组大鼠膝关节甲苯胺蓝染色 （×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝８）

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ７　 各组大鼠膝关节番红固绿染色 （×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝８）

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ８　 各组大鼠膝关节软骨组织 ＭＭＰ⁃３、 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

膝骨关节炎模型的建立方法主要包括手术诱导、 关节

制动、 关节腔内药物注射等［２０］ 。 本研究前期比较了前后交

叉韧带切除、 木瓜蛋白酶、 碘乙酸钠 ３ 种方法诱导建立大

鼠膝骨关节炎模型， 结果表明， 前后交叉韧带切除法对技

术要求高， 操作较复杂， 并且容易发生感染； 碘乙酸钠法

虽然操作简单， 但毒性较大， 部分大鼠出现尿血现象； ８％
木瓜蛋白酶溶液诱导浓度过高， 大鼠膝关节皮肤过度腐蚀；
而 ４％ 木瓜蛋白酶溶液诱导基本无皮肤腐蚀现象， ＨＥ 染色

评分结果较好， 且操作简单， 模型稳定。 因此， 本实验选

择 ４％ 木瓜蛋白酶诱导建立大鼠膝骨关节炎模型。
实验结果表明， 模型组大鼠膝关节肿胀度、 Ｌｅｑｕｅｓｎｅ

评分、 Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分、 Ｍａｎｋｉｎ 评分均升高， 且软骨表面糜

烂、 凹陷， 病理染色显示软骨表面裂隙， 细胞形态异常、
数量减少， 软骨部位出现血獒、 空腔， 软骨基质变薄， 表

明膝骨关节炎模型造模成功［２１⁃２２］ 。 塞来昔布组与独一味胶

囊高剂量组大鼠膝关节肿胀度、 Ｌｅｑｕｅｓｎｅ 评分、 Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评
分、 Ｍａｎｋｉｎ 评分均降低， 软骨表面光滑且有光泽， 软骨基

质增厚， 软骨结构与细胞形态较为正常， 提示塞来昔布与
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独一味胶囊对于木瓜蛋白酶诱导大鼠膝骨关节炎均有改善

作用， 其中独一味胶囊高剂量组疗效较好。
ＭＭＰｓ 作为膝骨关节炎标记蛋白， 在膝骨关节炎发展

中起到极为重要的作用， 是细胞外基质降解和重塑的关键

性蛋白酶。 膝骨关节炎病变时， 软骨中 ＭＭＰ⁃３、 ＭＭＰ⁃１３
分泌增加， 软骨细胞外基质中蛋白多糖、 骨连接蛋白及多

种胶原蛋白降解， 导致软骨变薄， 发生退行性病变［２３⁃２４］ 。
本研究发现， 与模型组比较， 独一味胶囊高剂量组大鼠软

骨组织 ＭＭＰ⁃３、 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白表达降低， 膝关节软骨增厚，
说明独一味胶囊可有效改善木瓜蛋白酶诱导大鼠膝骨关

节炎。
综上所述， 独一味胶囊可能是通过下调软骨组织 ＭＭＰ⁃

３、 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白表达， 从而抑制软骨基质降解， 减少软骨

破坏， 进而缓解膝骨关节炎发展。
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