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透骨消痛胶囊抑制大鼠骨性关节炎作用研究

陈 翔，汪萍萍*

鄂东医疗集团黄石市中心医院（湖北理工学院附属医院）骨科，湖北 黄石 435000

摘 要：目的 探究透骨消痛胶囊对大鼠骨性关节炎的抑制作用。方法 将大鼠随机分成 5组：对照组、模型组及透骨消痛

胶囊低、中、高剂量（0.93、1.86、3.72 g/kg）组，除对照组外，采用手术方法构建SD大鼠骨性关节炎模型，对照和模型

组 ig给予等量生理盐水，每天1次，持续8周。给药结束后，大鼠眼眶取血后分离血清，处死大鼠取膝关节软骨。软骨组织

HE染色后用改良Mankin评分细则进行评分；实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）和Western blotting检测软骨中基质金属蛋白

酶（MMP）-2和MMP-13的表达；ELASA法检测血清炎性介质的表达。结果 与模型组比较，透骨消痛胶囊 0.93、1.86、

3.72 g/kg剂量组HE染色评分均显著升高（P＜0.05），MMP-2、MMP-13 mRNA和蛋白水平均显著降低（P＜0.01）；血清肿

瘤坏死因子-α（TNF-α）、血管内皮生长因子（VEGF）、白细胞介素-6（IL-6）和白细胞介素-1β（IL-1β）水平均显著降

低（P＜0.01）。结论 透骨消痛胶囊可以显著抑制大鼠骨性关节炎，机制与降低MMP-2、MMP-13表达，降低血清炎症因子

TNF-α、VEGF、IL-6和 IL-1-β水平相关。
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Study on mechanism of TouGu XiaoTong Capsule inhibiting synovitis of

osteoarthritis in rats
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Abstract: Objective To explore the inhibitory Mechanism of Tou Gu Xiao Tong capsule on rat osteoarthritis synovitis.Methods The

rats were randomly divided into five groups: control group, model group, low, medium and high dose (0.93, 1.86, 3.72 g / kg) group

of Tou Gu Xiao Tong Capsule. Except the control group, SD rats were operated to construct osteoarthritis model. Rats of control

group and model group were ig given the same amount of normal saline once a day for 8 weeks. At the end of administration, blood

was collected from the orbit of the rats and serum was separated. After HE staining, the cartilage tissue was graded by modified

Mankin scoring rules; the expression of matrix metalloproteinase (MMP) -2 and MMP-13 in cartilage was detected by real-time

fluorescent quantitative PCR (qRT-PCR) and Western blotting; the expression of serum inflammatory mediators was detected by

elasa method. Results Compared with the model group, the HE staining scores of 0.93, 1.86 and 3.72 g / kg groups of tgxtc were

significantly higher (P < 0.05), the levels of MMP-2, MMP-13 mRNA and protein were significantly lower (P < 0.01), the levels of

TNF - α, VEGF, IL-6 and IL-1 β were significantly lower (P < 0.01). Conclusion TouGu XiaoTong Capsule can significantly inhibit

osteoarthritis in rats, the mechanism is related to the decrease of MMP-2, MMP-13 expression, TNF -α, VEGF, IL-6 and IL-1 - β levels.
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骨关节炎是一种常见的关节退行性疾病，是以

慢性进行性关节软骨本身的磨损和软骨细胞外基

质的降解为特征的软骨退行性病变［1］。在中医角度

解读，膝关节骨性关节炎是一种膝关节的痹症，是

由于老年肾虚之后，骨髓滋养不足，软骨和软骨下

骨得不到有效的滋养，进而引起骨性关节炎的发
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生［2］。老年人因为经脉瘀滞，不能正常行气血，气滞

血瘀，痹阻经脉而产生膝关节的疼痛。

透骨消痛胶囊由巴戟天、白芍、川芎、肿节风组

成，治疗骨性关节炎具有多靶点、多途径等特点，有

较好的临床效果［3］。透骨消痛胶囊以巴戟天为君

药，白芍为臣药，川穹活血，肿节风祛湿，具有坚实

的中医药理论指导［4］。本研究构建 SD大鼠骨性关

节炎模型，探究透骨消痛胶囊抑制大鼠骨性关节炎

滑膜炎症的作用机制。

1 材料

1.1 实验动物

8 月龄雄性 SD 大鼠，购自济南市实验动物中

心，实验动物生产许可证号为SCXK（鲁）20160899，

饲养于实验动物研究中心 SPF 级动物房中，室温

为（22.9±4.2）℃，湿度为 45%～55%，无菌饲料喂养，

每日查看大鼠健康状况，及时清除死亡的大鼠。

1.2 药物及主要试剂

透骨消痛胶囊购自康美药业股份有限公司，批

号 bzl015167，规格为 10 g；DMEM培养液购自美国

Gibco公司；鼠源性基质金属蛋白酶-2（MMP-2）、基

质金属蛋白酶 -13（MMP-13）、肿瘤坏死因子 -

α（TNF-α）、血管内皮生长因子（VEGF）、白细胞介

素-6（IL-6）和白细胞介素-1β（IL-1β）ELISA试剂盒，

购自美国 Abcam 公司 ；Trizol RNA iso（Takara，

日本）。

1.3 主要仪器

Applied Biosystems Veriti PCR仪购自美国赛默

飞公司。

2 方法

2.1 SD大鼠骨性关节炎模型的建立和分组给药

采用改良的 Hulth模型［5］。取 20只 8月龄雄性

SD大鼠，用 100 mg安定、10 mg阿托品与等量的生

理盐水混合，5 mL/kg ip麻醉大鼠，在无菌条件下沿

膝关节内侧缘纵向切开大鼠的膝关节腔，充分显露

膝关节，切断前交叉韧带、内侧副韧带，同时切除内

侧半月板，术后不对大鼠进行固定，im 20万/U抗生

素，在造模后第 7天，迫使 SD大鼠在跑台上奔跑，4

周后可得到明显的大鼠骨关节炎模型。

利用随机数字表法，将大鼠随机分成 5组：对照

组、模型组及透骨消痛胶囊低、中和高剂量组。对

照组未做任何处理，透骨消痛胶囊低、中、高剂量组

分别 ig给予透骨消痛胶囊0.93、1.86、3.72 g/kg，对照

和模型组 ig 给予等量生理盐水，每天 1 次，持续 8

周。给药结束后，大鼠眼眶取血后分离血清，处死

大鼠取膝关节软骨。

2.2 SD大鼠关节滑膜组织HE染色

取 SD 大鼠膝关节软骨，4% 多聚甲醛固定 30

min；脱钙处理 4周；过二甲苯 I处理 15 min，二甲苯

II 10 min，二甲苯 III 10 min；100%、95%、90%、85%

酒精梯度处理各 5 min；二甲苯 I 15 min，二甲苯 II

10 min，二甲苯 III 10 min，100%、95%、90%、85%酒

精各处理 5 min，自来水冲洗 5 min，苏木素-伊红染

液染色 5 min；封片；倒置光学显微镜观察。用改良

Mankin评分细则［6］进行HE染色评分。

2.3 实时荧光定量PCR（qRT-PCR）检测

取大鼠软骨组织，加入 1 mL的Trizol RNA iso，

提取总 RNA，检测总 RNA的纯度，在 1.9～2.0的范

围，利用逆转录试剂盒逆转录为 cDNA，4 ℃保存，

采用 20 μL反应体系进行荧光定量PCR检测。采用

FS2000 系统进行分析，反应条件为：95 ℃ 30 s；

95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，40个循环。溶解曲线：95 ℃ 5

s，60 ℃ 1 min。降温：50 ℃ 30 s，1个循环。内参基

因为GAPDH，MMP-2、MMP-13的引物由上海生工公司

设计（表1）。采用2-△△Ct的方法计算相对表达量。

2.4 Western blotting检测

取大鼠软骨组织，加入 1 mL RIPA细胞裂解液，

冰上裂解 30 min，收集入 1.5 mL 离心管，在 4 ℃离

心机中 5 000 r/min离心 5 min后提取上清，95 ℃煮

沸，4 ℃保存。按照说明书制备浓缩胶 10 mL，分离

胶 20 mL。上样后电泳分离，转膜，MMP-2和MMP-

表1 目的基因的引物序列

Table 1 Primer Sequences of Target Genes

引物名称

MMP-2

MMP-13

hGAPDH

引物序列

正义链

反义链

正义链

反义链

正义链

反义链

5’-CAAGAGGTCCTGTCTTCAGATGA-3’

5’-TCTGTTTCCGTTTCCTGGTTC-3’

5’-GTGATAAAGGTTTCGGTTGCTG-3’

5’-TGTTTTCTGTGGCTCCTCCTCTGG-3’

5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’

5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’
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13的一抗经一抗稀释液 1∶10 000稀释后加入样本

离子膜，4 ℃冰箱避光孵育过夜（＞12 h），PBST 洗

膜 5 min，重复 3 次，用山羊抗小鼠 IgG 二抗经稀释

液 1∶1 000稀释后孵育 1.5 h，PBST洗膜 5 min，重复

3次，用DAB显影液处理样本。Image J软件分析蛋

白条带。

2.5 ELISA法检测血清TNF-α、VEGF、IL-6和 IL-

1β水平

ELISA 法检测大鼠血清中 TNF-α、VEGF、IL-6

和 IL-1β水平，严格按照试剂盒说明书操作。

2.6 统计学方法

结果用 x̄ ± s形式表示，应用 SPSS 16.0 软件进

行统计学分析，采用单因素方差分析方法，组间的

差异分析采用q检验。

3 结果

3.1 SD大鼠膝关节滑膜组织HE染色

如图 1、表 2所示，与对照组比较，模型组HE染

色评分显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，透骨消

痛胶囊 0.93、1.86、3.72 g/kg 剂量组 HE 染色评分均

显著升高（P＜0.05）。

3.2 对关节滑膜组织MMP-2、MMP-9 mRNA水平

的影响

如图 2所示，与对照组比较，模型组关节滑膜组

织 MMP-2、MMP-13 mRNA 水平显著升高（P＜

0.01）；与模型组比较，透骨消痛胶囊 0.93、1.86、3.72

g/kg剂量组MMP-2、MMP-13 mRNA水平均显著降

低（P＜0.01）。

3.3 对MMP-2和MMP-13的蛋白表达

如图 3所示，与对照组比较，模型组关节滑膜组

织 MMP-2、MMP-13 蛋白表达水平显著升高（P＜

0.01）；与模型组比较，透骨消痛胶囊 0.93、1.86、3.72

g/kg剂量组MMP-2、MMP-13蛋白表达水平均显著

降低（P＜0.01）。
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图1 SD大鼠膝关节滑膜组织HE染色

Fig. 1 HE staining of synovium in SD rats

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01
**P < 0.01 vs control group；##P < 0.01 vs model group

图2 各组MMP-2、MMP-13 mRNA水平（（x̄± s，，n=3））

Fig. 2 Levels of MMP-2 and MMP-13 mRNA in each

group（（x̄± s，，n=3））

表2 SD大鼠膝关节滑膜组织HE染色评分结果（x̄± s，n=3）

Table 2 Scoring results of HE staining in synovium of

knee joint of SD rats（x̄± s，n=3）

组别

对照

模型

透骨消痛

胶囊

剂量/（g∙kg−1）

—

—

0.93

1.86

3.72

HE染色评分

10.84±6.51

3.37±1.32*

7.01±1.83#

8.17±1.54#

9.23±2.66#

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group
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3.4 ELISA法检测TNF-α、VEGF、IL-6和 IL-1β的

表达水平

如图 4所示，与对照组比较，模型组大鼠血清中

TNF- α、VEGF、IL-6 和 IL-1β 水平显著升高（P＜

0.01）；与模型组比较，透骨消痛胶囊 0.93、1.86、3.72

g/kg 组 TNF-α、VEGF、IL-6 和 IL-1β水平均显著降

低（P＜0.01）。

4 讨论

骨关节炎发病机制十分复杂，发病机制的侧重

点不同，研究思路也各有不同［5］，动物模型的制备方

法也多种多样，动物模型常被用来研究软骨退变的

机制和疾病治疗的方法，是进行骨关节炎机理研究

的重要基础［6］。骨关节炎模型从制作方法上可分为

人工诱发和自发模型两类，可通过手术和非手术方

法诱导骨关节炎［7］。本研究中采用手术的方法，对

SD大鼠采取膝关节内侧切口，翻开髌骨，尽可能使

关节显露，直视下切断前叉韧带，去除内侧副韧带

和内侧半月板，并用小鼠跑步仪器加速膝关节的磨

损，制备膝关节骨性关节炎模型。

膝关节HE染色Mankin评分［11］结果表明，模型

组评分与对照组比较评分显著升高（P＜0.05），从病

理角度证明OA关节炎模型构建成功。透骨消痛胶

囊显著改善关节炎大鼠病理变化。

研究表明［8-10］，MMP-2、MMP-13对软骨基质降

解作用比较明显，造成软骨基质的破坏，检测MMP-

2和MMP-13可以作为骨性关节炎模型的指标。本

研究利用 qRT-PCR 和 Western Blotting 检测软骨组

织 MMP-2 和 MMP-13 含 量 ，模 型 组 MMP-2 和

MMP-13的 mRNA、蛋白含量与对照组比较显著升

高，说明模型组的炎性因子明显增高，证明本研究

所采取的手术方法造模成功。透骨消痛胶囊治疗

后，软骨组织MMP-2和MMP-13含量显著降低，表

明透骨消痛胶囊显著改善软骨基质的降解。

本研究除了以 MMP-2 和 MMP-13 为炎性指

标［12］，还利用ELISA检测血清中TNF-α、VEGF、IL-6

和 IL-1-β［13］的含量。透骨消痛胶囊治疗后，与模型

组比较，血清中TNF-α、VEGF、IL-6和 IL-1-β的含量

显著降低，表明透骨消痛胶囊显著改善骨性关节炎

大鼠炎症反应。

透骨消痛胶囊可以显著改善大鼠骨性关节炎，

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01
**P < 0.01 vs control group；##P < 0.01 vs model group

图3 Western Blotting法检测MMP-2、MMP-13蛋白表达（（x̄± s，，n=3））

Fig. 3 Western blotting for MMP-2 and MMP-13 protein expression（（x̄± s，，n=3））

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01
**P < 0.01 vs control group；##P < 0.01 vs model group

图4 ELISA法检测血清TNF-α、VEGF、IL-6和 IL-1β水平（x̄± s，n=3）

Fig. 4 Detection of serum TNF - α，VEGF，IL-6 and IL-1 β by ELISA（（x̄± s，，n=3））
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机制与降低 MMP-2、MMP-13 表达，降低血清炎症

因子TNF-α、VEGF、IL-6和 IL-1-β水平相关。
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