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也摘要页 目的 通过研究补肝健膝方对膝骨关节炎渊knee osteoarthritis, KOA冤模型兔血清尧关节腔积液中白细胞介素-1渊inter鄄
leukin-1, IL-1冤尧肿瘤坏死因子-琢渊tumor necrosis factor-琢, TNF-琢冤水平以及血清中软骨寡聚基质蛋白渊cartilage oligomeric matrix
protein, COMP冤和域型胶原 C 端肽渊C-telopeptide of type 域 collagen, CTX-域冤含量的影响袁进一步揭示补肝健膝方对 KOA 的作

用机制遥 方法 采用木瓜蛋白酶关节注射法制作兔 KOA模型遥 随机分为空白对照组尧模型对照组尧独活寄生汤组及补肝健膝方低尧
中尧高剂量组袁每组 5 只遥 造模 4 周后袁空白对照组和模型对照组每日灌胃生理盐水 1 次曰独活寄生汤组每日以独活寄生汤煎剂

2.895 g/渊kg窑d冤灌胃 1 次曰补肝健膝方低尧中尧高剂量组每日以补肝健膝方煎液[1.962尧3.924尧7.848 g/渊kg窑d冤]灌胃 1 次遥 治疗 4 周后袁
采用 HE染色观察膝关节软骨的病理改变袁Pelletier评分评估软骨损伤情况袁ELISA检测血清尧关节腔积液 IL-1尧TNF-琢水平以及血

清 COMP尧CTX-域含量遥 结果 与空白对照组相比袁模型对照组软骨关节表面欠光滑袁软骨局部可见黏液样变袁软骨及深层细胞数目

显著降低曰Pelletier评分显著升高渊P<0.05冤曰血清及关节腔积液中的 IL-1尧TNF-琢含量及血清中 COMP尧CTX-域含量均升高渊P<0.05冤遥 与

模型对照组相比袁独活寄生汤组尧补肝健膝方各剂量组软骨表面层次分布更为清晰袁潮线结构完整曰Pelletier 评分降低渊P约0.05冤曰血
清尧关节腔积液 IL-1尧TNF-琢水平以及血清中 COMP和 CTX-域含量均降低渊P约0.05冤遥与独活寄生汤组比较袁补肝健膝方各剂量组软

骨表面层次分布更为清晰袁潮线结构更为完整曰Pelletier 评分升高渊P约0.05冤曰血清及关节腔积液 IL-1尧TNF-琢 及血清中 COMP尧CTX-
域含量降低渊P约0.05冤遥 结论 补肝健膝方可有效改善 KOA 兔骨微结构尧调节其膝关节滑膜细胞活性袁可能与抑制血清尧关节腔积液

IL-1尧TNF-倩水平以及血清中 COMP和 CTX-域含量有关遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To study the effects of Bugan Jianxi Formula (BGJXF) on levels of serum, interleukin-1 (IL-1), and tumor
necrosis factor-琢 level (TNF-琢), and the content of cartilage oligomeric matrix protein (COMP) and C-telopeptide of type 域 collagen
(CTX-域) in the serum, and to reveal the mechanism of action of BGJXF on knee osteoarthritis (KOA). Methods Rabbit KOA model
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补肝健膝方对膝骨关节炎模型兔 COMP尧CTX-域及
炎性指标的影响

本文引用: 叶子丰, 戎 宽, 匡建军, 仇湘中, 许 辉. 补肝健膝方对膝骨关节炎模型兔 COMP尧CTX-域及炎性指标的影响[J]. 湖南中医药大

学学报, 2023, 43(12): 2157-2162.
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膝骨关节炎渊knee osteoarthritis, KOA冤是多由

于关节软骨及关节软骨下骨出现病理改变袁导致关

节软骨出现破坏尧变性尧骨质增生为主要特征的慢

性退行性变[1-3]遥目前袁KOA的发病机制依然存在争议袁
进行性关节滑膜炎导致的软骨损失是 KOA 病情进

展不可忽视的因素[4-7]遥 白细胞介素-1渊interleukin-1,
IL-1冤为一种重要的炎性介质袁其表达水平升高可导

致滑膜炎症反应发生袁同时介导软骨破坏袁在 KOA
发生展过程中起着重要作用曰肿瘤坏死因子-琢渊tu鄄
mor necrosis factor-琢, TNF-琢冤是一种主要由单核巨

噬细胞生成的促炎因子袁其可通过诱导破骨前体细胞

增殖尧分化而参与 KOA 患者软骨破坏吸收过程 [8]遥
软骨寡聚基质蛋白渊cartilage oligomeric matrix pro鄄
tein, COMP冤是一个较为复杂的细胞外基质蛋白集

团袁有研究表明袁COMP 水平的变化可加重膝关节软

骨损伤程度袁是评价关节软骨损害的指标之一[9]遥 而

域型胶原 C 端肽渊C-telopeptide of type 域 collagen,
CTX-域冤的严重丢失是造成 KOA 的主要原因袁其域
型胶原羟基端交联肽在成熟过程与软骨的降解关系

密切[10]遥目前袁对 KOA 的治疗中袁西医治疗大多以口

服非甾体抗炎镇痛药尧关节腔注射玻璃酸钠以及糖

皮质激素为主袁药物作用持续时间短袁毒副作用大[11]遥
随着近年来中医事业的发展袁中医药防治 KOA 逐渐

成为重要手段袁具有疗效可靠尧不良反应少等优点[12]遥

补肝健膝方由全国名老中医药仇湘中教授以叶医宗

金鉴窑卷七十七曳中的野补肝汤冶为基础方袁结合膝痹

野肝虚络痹冶的病证特点加减而成袁并在既往临床试

验中证明该方在 KOA 防治中疗效确切[13-14]袁但具体

作用机制尚未明确遥 本实验通过研究补肝健膝方对

KOA 兔软骨组织及血清 IL-1尧TNF-琢尧COMP 和

CTX-域含量表达的影响袁探索其作用机制袁以期为

中医药防治 KOA 提供新思路遥
1 材料

1.1 实验动物

30 只健康 5耀7 月龄雄性新西兰大白兔由湖南

省中医药研究院动物实验中心提供袁体质量渊2.0依
0.5冤 kg袁许可证号院SCXK渊湘冤2018-0009遥 于湖南省

中医药研究院开放式动物房动物饲养室中喂养袁温
度 18耀25 益袁相对湿度 50豫耀70豫袁单笼饲养袁标准营

养饲料喂养袁自由饮水尧摄食袁每日清洗笼舍遥所有动

物管理和协议均获得湖南省中医药研究院实验动物

管理和使用委员会的批准渊伦理号院2022040734冤遥
1.2 药物

渊1冤补肝健膝方由湖南省中医药研究院附属医

院药剂科提供袁药物组成院白芍 30 g袁牛膝 15 g袁桂
枝 12 g袁生地黄 15 g袁白芷 10 g袁僵蚕 l0 g袁泽泻 10 g袁

was constructed through papain joint injection, and they were randomly divided into blank control group, model control group,
Duhuo Jisheng Decoction 渊DHJSD冤 group, and low-, medium-, and high-dose BGJXF groups, with five rabbits in each group. After
four weeks of modeling, the blank control and the model control groups received normal saline one time per day; DHJSD group
received gastric administration of DHJSD 2.895 g/(kg窑d) one time per day; low-, medium-, and high-dose BGJXF groups received
gastric administration of BGJXF decoction [1.962, 3.924, 7.848 g/渊kg窑d)] once per day. After four weeks, the pathological changes in
the cartilage of the knee were observed by HE staining; cartilage damage was assessed by Pelletier score; IL-1 and TNF-琢 levels of
the serum and the articular cavity effusion, and COMP and CTX-域 content of the serum was measured by ELISA. Results Compared
with the blank control group, the cartilage articular surface of the model control group was not smooth, mucoid changes could be
seen locally in the cartilage, and the number of cartilage and deep cells was significantly reduced; the Pelletier score was
significantly elevated (P<0.05); the content of IL-1 and TNF-琢 in the serum and articular cavity effusion as well as the content of COMP
and CTX-域 in the serum were all elevated (P<0.05). Compared with the model control group, the cartilage surface levels were more
clearly distributed and the tideline structure was intact in the DHJSD group and each dose group of BGJXF; the Pelletier score was
reduced (P<0.05); the levels of IL-1 and TNF-琢 in serum and articular cavity effusion as well as the content of COMP and CTX-域
in serum were all reduced (P<0.05). Compared with the DHJSD group, the cartilage surface level distribution of each dose group of
BGJXF was clearer, and the tideline structure was more complete; the Pelletier score increased (P<0.05); the content of IL-1 and
TNF-琢 in serum and articular cavity fluid, and the content of COMP and CTX-域 in serum decreased (P<0.05). Conclusion BGJXF
can effectively improve the bone microstructure and regulate the synovial cell activity of knee articular in rabbits with KOA, which
may be related to the inhibition of IL-1 and TNF-琢 levels in the serum and articular cavity fluid as well as the content of COMP
and CTX-域 in serum.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Bugan Jianxi Formula; Duhuo Jisheng Decoction; knee osteoarthritis; cartilage oligo matrix protein; C -
telopeptide of type 域 collagen; inflammatory indexes
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车前子 10 g袁熟地黄 25 g袁当归 l0 g袁木瓜 15 g袁炒
麦芽 10 g袁桑枝 15 g袁蜈蚣 1 条袁甘草 5 g遥 渊2冤独活

寄生汤由湖南省中医药研究院附属医院药剂科提

供袁药物组成院白芍 15 g袁川芎 10 g袁当归 10 g袁独
活 10 g袁杜仲 10 g袁防风 10 g袁甘草 6 g袁桂枝 10 g袁牛
膝 15 g袁秦艽 10 g袁人参 10 g袁桑寄生 10 g遥 两方均煎

煮 40 min袁分别浓缩成 50 mL 药液袁灌装灭菌备用袁
得到补肝健膝方尧独活寄生汤含生药浓度为 1 g/mL
的煎液遥
1.3 主要试剂

乙腈尧甲醇尧超纯水渊美国 Merck 公司袁批号院
34851尧322415尧70008冤曰兔 COMP尧兔 CTX-域尧兔 IL-1尧
兔 TNF-琢 ELISA 试剂盒渊江苏酶免实业有限公司袁
批号院MM-826161尧MM-8256101尧MM-030801尧MM-
024001冤曰二甲苯尧无水乙醇尧95%乙醇渊西陇科学股

份有限公司袁批号院33535尧32061尧2000246冤曰苏木素

染液渊北京中衫金桥有限公司袁批号院ZLI-9610冤曰Scott
蓝化液尧伊红染色液渊美国 Solarbio 公司袁批号院
G1865尧G1100冤遥
1.4 主要仪器

全自动酶标仪渊北京六一有限公司袁型号院WD-
2012B冤曰药品阴凉/冷藏柜渊上海博津仪器有限公司袁
型号院LF-Z095/800冤曰电热恒温培养箱渊上海-恒科

学仪器有限公司袁型号院DHP-9082B冤曰高速冷冻离

心机渊上海卢湘仪离心机有限公司袁型号院TGL-16.5M冤曰
石蜡包埋机尧切片机尧摊片机渊美国 Leica 公司袁型号院
Leica HistoCore Arcadia尧Leica HistoCore BIOCUT尧
Leica HI1210冤曰电热恒温鼓风干燥箱渊上海跃进医

疗器械有限公司袁型号院HGZF-101-1冤遥
2 方法

2.1 动物模型制备

对兔右膝关节周围进行剃毛袁用 75%乙醇棉球

擦拭消毒遥 然后在髌韧带外缘进针袁将0.3 mL 的4%
木瓜蛋白酶生理盐水溶液注入膝关节腔袁屈伸膝关

节使木瓜蛋白酶充分扩散于关节腔遥造模开始第 1尧
4尧7 日各注射 1 次袁共注射 3 次遥 造模期间对所有动

物进行驱赶袁2 次/d袁每次 30 min袁连续 4 周遥 观察兔

膝关节袁出现肿胀尧屈伸功能障碍尧局部皮温升高袁下
肢出现跛行袁则提示 KOA 模型制备成功[15-16]遥
2.2 分组及给药

将新西兰大白兔自适应性喂养 1 周后袁随机分

为空白对照组 5 只袁KOA 模型兔 25 只遥 造模成功

后袁采用随机数字表法将25 只模型兔分为 5 组袁即

模型对照组尧独活寄生汤组及补肝健膝方低尧中尧高
剂量组袁每组 5 只遥 独活寄生汤组尧补肝健膝方组根

据人与动物体表面积折算中药灌胃剂量袁相当于临

床用量的 3.72 倍[17]遥 补肝健膝方低尧中尧高剂量组给

药剂量为 1.962尧3.924尧7.848 g/渊kg窑d冤袁独活寄生汤

组给药剂量为 2.895 g/渊kg窑d冤[18]袁空白对照组尧模型

对照组灌胃等体积蒸馏水袁1 次/d袁连续灌胃 4 周遥
2.3 HE染色

取出骨组织后袁使用流动清水冲洗数小时袁再使

用 70%尧80%尧90%乙醇溶液脱水遥 石蜡包埋袁切片袁
烤片袁之后脱蜡袁水化遥 将已入蒸馏水后的切片放入苏

木精水溶液中染色 3 min袁盐酸乙醇分化液分化 15 s袁
使用返蓝液返蓝 15 s后使用清水冲洗袁伊红染色 3 min袁
流水冲洗袁脱水袁透明袁封片袁镜下观察遥
2.4 ELISA 检测

采用 ELISA检测 IL-1尧TNF-琢尧COMP和 CTX-域
的水平遥取血清尧关节腔积液袁5 000伊g离心 10 min袁
按照试剂盒说明书进行ELISA 检测袁用酶标仪在

450 nm 处测定各孔吸光度渊OD冤值遥
2.5 统计学方法

应用 SPSS 20.0 软件进行统计分析遥 所有实验

重复 3 次袁计量资料采用野曾依s冶表示遥 多组之间比较

采用单因素方差分析袁若数据资料不符合正态分布

或方差不齐袁则采用非参数检验遥 检验水准 琢=0.05袁
P<0.05 为差异有统计学意义遥
3 结果

3.1 造模 4 周后各组右膝关节 X 线摄片结果

空白对照组兔膝关节平面光滑平整袁间隙正常遥
造模后各组模型兔膝关节内可见骨赘生成袁关节平

面粗糙袁关节软骨下骨可见高密度影袁关节间隙明显

变窄袁符合 KOA X 线摄片表现袁提示 KOA 模型兔

造模成功遥 详见图 1遥
3.2 各组兔关节软骨 Pelletier 评分比较

与空白对照组比较袁模型对照组尧独活寄生汤组

及补肝健膝各剂量组 Pelletier 评分升高渊P<0.05冤遥 与

模型对照组比较袁独活寄生汤组及补肝健膝方各剂

量组 Pelletier 评分均降低渊P<0.05冤遥 与独活寄生汤

组比较袁补肝健膝方各剂量组 Pelletier 评分均升高

渊P<0.05冤遥 详见图 2遥
3.3 各组兔软骨组织 HE 染色结果分析

空白对照组关节软骨表面光滑尧平整袁光镜下软

骨细胞分层排列清楚袁潮线清晰完整遥模型对照组软

骨关节表面不光滑尧平整袁浅表位置粗糙袁软骨局部
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可见黏液样变尧肿胀袁出现裂隙尧陷窝袁软骨及深层细

胞数目显著降低袁与 KOA 病理改变一致袁提示造模

成功遥 独活寄生汤组软骨欠光泽袁关节面稍有不平

整袁稍有软骨缺损和骨赘形成袁但情况好于模型对照

组遥补肝健膝方低尧中尧高剂量组情况大致相同袁整体

情况介于空白对照组与独活寄生汤组之间袁其中袁补
肝健膝方中尧高剂量组关节表面较光滑尧平整袁软骨

细胞及深层细胞数目增多袁结构改善遥 详见图3遥
3.4 各组兔膝关节血清 IL-1尧TNF-琢尧COMP尧CTX-
域比较

与空白对照组比较袁模型对照组兔血清和关节

腔积液 IL-1尧TNF-琢 水平及血清 COMP尧CTX-域水

平均明显升高渊P<0.05冤遥与模型对照组比较袁独活寄

生汤组尧补肝健膝方各剂量组兔血清和关节腔积液

IL-1尧TNF-琢 的水平及血清 COMP尧CTX-域水平明显

降低渊P<0.05冤遥与独活寄生汤组比较袁补肝健膝方各

剂量组兔血清和关节腔积液 IL-1尧TNF-琢 水平及血

清 COMP尧CTX-域水平降低渊P<0.05冤遥详见图 4要5遥

图 1 造模 4 周后各组兔右膝关节 X线摄片结果

空白对照组 模型对照组 独活寄生汤组 补肝健膝方低剂量组 补肝健膝方中剂量组 补肝健膝方高剂量组

图 2 各组兔关节软骨 Pelletier评分结果比较

注院A.空白对照组曰B.模型对照组曰C.独活寄生汤组曰D.补肝健

膝方低剂量组曰E.补肝健膝方中剂量组曰F.补肝健膝方高剂量

组遥 与空白对照组比较袁#P<0.05曰与模型对照组比较袁&P<0.05曰
与独活寄生汤组比较袁%P<0.05遥

图 4 各组兔膝关节血清 IL-1尧TNF-琢尧COMP尧CTX-域比较

注院A.空白对照组曰B.模型对照组曰C.独活寄生汤组曰D.补肝健膝方低剂量组曰E.补肝健膝方中剂量组曰F.补肝健膝方高剂量组遥 与空白对照

组比较袁#P<0.05曰与模型对照组比较袁&P<0.05曰与独活寄生汤组比较袁%P<0.05遥

图 3 各组兔膝关节软骨组织 HE染色渊伊100冤
补肝健膝方低剂量组 补肝健膝方中剂量组 补肝健膝方高剂量组

空白对照组 模型对照组 独活寄生汤组
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4 讨论

KOA 的发病多与外伤尧衰老尧无菌性炎症尧代
谢尧免疫等诸多因素关系密切袁但具体的发病机制尚

未明确遥 目前袁越来越多的研究表明袁KOA 患者往往

伴有关节软骨细胞外基质合成与降解失衡袁其中袁无
菌性炎性因子以及和软骨代谢有关的细胞因子在

KOA 发病中发挥着重要的作用[19]遥 IL-1尧TNF-琢 大

量存在于膝关节软骨组织尧上层软骨细胞与基质中袁
诱导并激活金属蛋白酶渊metalloproteinase, MMP冤的
合成袁并且抑制金属蛋白酶组织抑制因子渊tissue
inhibitor of metalloproteinase, TIMP冤的生成袁加快胶

原蛋白的降解袁抑制软骨细胞的合成袁致使软骨细

胞凋亡袁最终导致关节软骨的破坏 [20-21]遥 COMP 及

CTX-域均在炎症过程中充当诱导酶的角色袁受到炎

性因子刺激后袁在软骨细胞尧巨噬细胞及内皮细胞中

高度表达[22]遥 COMP 为糖蛋白 G 家族中的一员袁是较

为精准的衡量骨关节疾病的指标之一袁并且是软骨

受损的标志物[23]遥现代研究提示袁COMP 可作为 KOA
诊断的野金指标冶[24-25]遥 CTX-域是软骨非胶原蛋白的

重要组成部分袁其存在不仅能更快尧更有效地合成胶

原袁是软骨形成的成分之一袁而且其代谢水平还能用

于软骨生理尧病理的监测[26]遥 现代研究表明袁KOA 患

者的 CTX-域指标升高时袁其软骨损失较为显著[27]遥在
KOA 患者中袁CTX-域尧COMP 表达较高袁与病情严重

程度具有一定的相关性袁对疾病有诊断价值[23]遥王鹏

等[28]发现袁通过下调 KOA 模型鼠软骨组织中 IL-1尧
TNF-琢 的含量袁减少软骨细胞的凋亡袁能有效缓解

KOA 模型鼠的膝关节损伤遥 刘继红等 [25]研究证明袁
膝康注射液能有效降低 KOA 患者血清 COMP尧IL-1尧
TNF-琢 含量袁从而改善其症状遥

中医学中未明确记载 KOA 的名称袁根据其临床

特点将其归为野膝痹冶范畴遥 独活寄生汤来源于叶备

急千金要方窑偏风治腰背痛曳袁其主要功效为通脉络尧
补气血尧补肝肾尧祛风湿尧止痹痛袁是治疗膝痹的常用

药方遥独活寄生汤对许多可导致 KOA 进展的途径都

有一定的调控作用袁如调控相关炎症因子尧促进软

骨细胞增殖分化尧抑制软骨细胞凋亡等袁治疗效果

较好[29]遥 仇湘中教授根据多年临床经验认为袁膝痹多

因野肝虚络痹冶袁治以野补肝为先袁筋骨并重冶袁认为现

代医学中筋络尧筋膜尧关节软骨等组织均属于中医

学野筋冶的范畴遥 叶杂病源流犀烛窑筋骨皮肉毛发病源

流曳指出野筋也者袁所以束筋络骨噎噎其主则属于

肝冶袁阐明了筋属于肝袁筋的各项功能得益于肝的濡

养遥 基于此袁仇湘中教授总结出补肝健膝方袁具有补

肝养血柔筋尧舒经通络止痛之功袁临床试验证明其对

KOA 的治疗安全有效[30]遥
KOA 的发病过程与关节滑膜细胞的异常增生尧

活化及凋亡关系密切袁因此袁抑制引起免疫反应的细

胞增生袁并促进其凋亡袁可能成为治疗 KOA 的新思

路[31]遥 本研究结果显示袁独活寄生汤组尧补肝健膝方

各剂量组均能有效降低 KOA 兔炎性指标遥与独活寄

生汤组相比袁补肝健膝方各剂量组 HE 染色结果提

示袁软骨表面层次分布更为清晰袁潮线结构更为完

整袁Pelletier 评分尧血清及关节腔积液 IL-1尧TNF-琢
及血清 COMP尧CTX-域表达水平降低袁说明补肝健膝

方可通过抑制血清尧关节腔积液 IL-1尧TNF-琢 水平

以及血清中 COMP 和 CTX-域的表达对 KOA 兔产

生作用遥
本研究存在一些不足袁如各组动物数量仅 5只袁

未对远期疗效进行监测等遥 因此袁在之后的实验研

究中袁课题组将延长给药时间袁进一步探究不同剂

量补肝健膝方对 KOA 的疗效差异袁并通过检测相关

通路中基因尧蛋白质的变化进一步探究补肝健膝方

治疗 KOA 的分子机制袁为未来 KOA 的中医药防治

提供新思路遥

图 5 各组兔膝关节积液 IL-1尧TNF-琢 比较

注院A.空白对照组曰B.模型对照组曰C.独活寄生汤组曰D.补肝健膝方低剂量组曰E.补肝健膝方中剂量组曰F.补肝健膝方高剂量组遥 与空白

对照组比较袁#P<0.05曰与模型对照组比较袁&P<0.05曰与独活寄生汤组比较袁%P<0.05遥
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