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基于 NLRP3/IL-1β 通路探讨筋骨止痛凝胶治疗膝骨性关节炎的作用机制  
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摘  要：目的  基于核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3（NOD-like receptor family pyrin domain containing 3，NLRP3）/

白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）通路探讨筋骨止痛凝胶改善膝骨性关节炎大鼠膝关节炎症、疼痛的作用和机制。方法  

70 只雄性 SD 大鼠随机分为对照组，模型组，筋骨止痛凝胶高、中、低剂量（1.24、0.62、0.31 g/kg）组，扶他林（0.105 g/kg）

组和青鹏膏（0.105 g/kg）组，每组 10 只。对照组大鼠左膝关节腔注射 50 μL 无菌生理盐水，其余各组注射 40 mg/mL 单碘

乙酸钠建立膝骨性关节炎大鼠模型，造模后 1 d 开始给药，持续 14 d。测定各组大鼠机械痛阈值（paw withdrawal mechanical 

threshold，PWT）、热刺激缩足反射潜伏期（paw withdrawal thermal latency，PWTL）及足负重；采用苏木素-伊红（HE）染

色观察膝关节滑膜组织病理情况；采用 ELISA 检测血清中 IL-1β、前列腺素 E2（prostaglandin E2，PGE2）及关节液中 IL-1β

水平；采用 qRT-PCR 检测滑膜组织中 IL-1β、PGE2 和 NLRP3 mRNA 表达。结果  与模型组比较，各给药组大鼠 PWT、PWTL

和足负重均显著升高（P＜0.05、0.01）；筋骨止痛凝胶低剂量组、扶他林组和青鹏膏组滑膜组织病理学评分显著降低（P＜

0.01）；筋骨止痛凝胶高剂量组血清和关节液中 IL-1β 水平均明显降低（P＜0.05、0.01），筋骨止痛凝胶低、中剂量组和青鹏

膏组血清中 PGE2 水平明显降低（P＜0.05、0.01）；筋骨止痛凝胶低剂量组和扶他林组滑膜组织中 IL-1β mRNA 表达水平均

显著降低（P＜0.05、0.01），筋骨止痛凝胶低、中剂量组及扶他林组和青鹏膏组 PGE2 和 NLRP3 mRNA 表达水平均显著降低

（P＜0.05、0.01）。结论  筋骨止痛凝胶可能通过调控 IL-1β、PGE2、NLRP3 炎症因子的表达，抑制滑膜炎进展，从而发挥抗

膝骨性关节炎的作用。 
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Abstract: Objective  To explore the effect and mechanism of Jingu Zhitong Gel (筋骨止痛凝胶) on knee joint inflammation and 

pain in rats with knee osteoarthritis (KOA) based on NOD-like receptor family pyrin domain containing 3 (NLRP3)/interleukin-1β (IL-

1β) pathway. Methods  Seventy male SD rats were randomly divided into control group, model group, Jingu Zhitong Gel high-, 

medium- and low-dose (1.24, 0.62, 0.31 g/kg) groups, voltarin (0.105 g/kg) group and Qingpeng Ointment (青鹏膏, 0.105 g/kg) group, 

with 10 rats in each group. Rats in control group were injected with 50 μL sterile physiological saline into left knee joint cavity, while 

rats in other groups were injected with 40 mg/mL sodium monoiodide to establish a rat model of KOA. Drugs were given 1 d after the 

model was established and lasted for 14 d. The mechanical pain threshold (PWT), paw withdrawal thermal latency (PWTL) and foot 

load of rats in each group were measured. HE staining was used to observe the pathological changes of synovial tissue of knee joint. 

The levels of IL-1β and prostaglandin E2 (PGE2) in serum and IL-1β in joint fluid were detected by ELISA. The expressions of IL-1β, 
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PGE2 and NLRP3 mRNA in synovial tissue were detected by qRT-PCR. Results  Compared with model group, PWT, PWTL and foot 

load of rats in each group were significantly increased (P < 0.05, 0.01). The histopathological scores of synovium in Jingu Zhitong Gel 

low-dose group, votaline group and Qingpeng Ointment group were significantly decreased (P < 0.01). The levels of IL-1β in serum 

and joint fluid in Jingu Zhitong Gel high-dose group were significantly decreased (P < 0.05, 0.01), and level of PGE2 in serum in Jingu 

Zhitong Gel low-, medium-dose groups and Qingpeng Ointment group were significantly decreased (P < 0.05, 0.01). The expression 

level of IL-1β mRNA in synovial tissue of Jingu Zhitong Gel low-dose group and votaline group were significantly decreased (P < 

0.05, 0.01), while the expression levels of PGE2 and NLRP3 mRNA in Jingu Zhitong Gel low-, medium-dose groups, votaline group 

and Qingpeng Ointment group were significantly decreased (P < 0.05, 0.01). Conclusion  Jingu Zhitong Gel may inhibit the progress 

of synovitis by regulating the expressions of IL-1β, PGE2 and NLRP3 inflammatory factors, thus playing an anti-KOA role. 

Key words: Jingu Zhitong Gel; knee osteoarthritis; synovial inflammation; analgesia; NOD-like receptor family pyrin domain 

containing 3/IL-1β pathway

膝骨性关节炎（knee osteoarthritis，KOA）是以

膝关节软骨退行性变和继发性骨质增生为特征，且

进展缓慢、无法治愈的慢性关节病[1]。现代医学认

为 KOA 发病机制为软骨退化，滑膜炎症，神经疼

痛，血管生成[2]。传统医学称其为“骨痹”，认为其

发生是由肝肾亏虚、气滞血瘀以及风、寒、湿邪所

致[3]。早期研究 KOA 机制中，软骨退化是主要关注

点，滑膜炎被认为是关节炎早期发生的继发性改变。

随着对 KOA 研究的不断深入，发现滑膜炎症可以

直接导致软骨结构改变，影响关节腔内环境[4-6]。 

筋骨止痛凝胶源于中国中医研究院骨科专家孙

树椿教授临床经验方，是在清代御医方“骨伤滕药”

的基础上加减化裁而来，临床治疗 KOA 疗效显著[7]。

筋骨止痛凝胶是由醋延胡索、川芎、威灵仙、伸筋

草、东北透骨草、路路通、海桐皮、防风、花椒、

薄荷脑、冰片和牛膝 12 味药材组成的外用凝胶剂，

具有活血理气、祛风除湿、通络止痛的功效，主要

用于 KOA 症状的改善[8]。本研究初步考察了筋骨止

痛凝胶治疗KOA大鼠滑膜炎症及疼痛的作用机制。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠 70 只，体质量 160～180 g，

购 自 杭 州 医 学 院 ， 动 物 质 量 合 格 证 号

20220913Aazz0100000106，许可证编号 SCXK（浙）

2019-0002。动物于温度（23±2）℃、相对湿度（60±

10）%的动物房，适应性饲养 7 d。动物实验方案经

江苏康缘药业股份有限公司机构动物护理与使用委

员会批准（批准号 2022102703）。 

1.2  药品与试剂 

筋骨止痛凝胶（批号 220109）由江苏康缘药业

股份有限公司提供；扶他林软膏（批号 X63V）购自

北京诺华制药有限公司；青鹏软膏（批号 2203072）

购自西藏奇正藏药股份有限公司；单碘乙酸钠

（monosodiun iodoacetate，MIA，质量分数≥98%，

批号 SLBZ7569）购自美国 Sigma-Aldrich 公司；4%

多聚甲醛溶液（批号 20220913）购自南京森贝伽生

物科技有限公司；大鼠白细胞介素-1β（interleukin-

1β，IL-1β）ELISA 检测试剂盒（批号 20221107）、

大鼠前列腺素 E2（prostaglandin E2，PGE2）ELISA

检测试剂盒（批号 20220628）购自南京建成生物工

程研究所，分别用于关节液 IL-1β 和血清 PGE2 检

测；大鼠 IL-1β ELISA 检测试剂盒（批号 900103）

购自美国 Novus 公司，用于血清 IL-1β 检测；Takara 

MiniBEST 通 用 RNA 提 取 试 剂 盒 （ 批 号

AM31529A）、逆转录试剂盒（批号 AL21115A）、荧

光定量 PCR 试剂盒（批号 AM11195A）购自宝日医

生物技术（北京）有限公司。 

1.3  仪器 

PH-200 型双足平衡测痛仪（成都泰盟仪器有限

公司）；38450 型电子测痛仪（意大利 Ugo Basile 公

式）；YLS-6B 型热痛仪（济南益延科技发展有限公

司）；YS-MBY-01 型 SpectraMax M2 酶标仪（上海

艾研生物科技有限公司）；840-317500 型 NanoDrop

微体积分光光度计、A28132 型实时荧光定量 PCR

仪（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）；T100 型热

循环仪（美国 Bio-Rad 公司）；BY-R20 型离心机（北

京白洋医疗器械有限公司）。 

2  方法 

2.1  动物分组、造模与给药 

SD 大鼠随机分为对照组，模型组，筋骨止痛凝

胶高、中、低剂量（1.24、0.62、0.31 g/kg，分别相

当于临床剂量的 4、2、1 倍）组，扶他林（0.105 g/kg，

临床等效剂量）组和青鹏膏（0.105 g/kg，临床等效

剂量）组，每组 10 只。参照文献方法[9]制备 KOA
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模型，大鼠剃去左膝关节周围的毛发，75%乙醇消

毒后，使用胰岛素注射器在左膝关节髌骨外侧处注

射 50 μL MIA 溶液（40 mg/mL），对照组大鼠注射

50 μL 无菌生理盐水。造模 1 d 后开始给药，各给药

组左膝关节处每天涂抹药物 2 次，持续 14 d。给药

结束后处死大鼠，剪开膝关节滑膜上端，使用 1 mL

注射器吸取 200 μL 无菌 PBS 灌洗关节腔，收集关

节液；剪下滑膜组织，于−80 ℃保存备用；腹主动

脉取血，静置后，4 ℃、2000 r/min 离心 10 min，

分离血清。 

2.2  疼痛行为学测定 

给药结束后，使用 von Frey 纤维丝测痛仪刺激

各组大鼠后足底中部至轻度弯曲 5 s，大鼠后足骤抬

即为 1 次阳性反应（每次间隔大于 60 s），重复 3

次，则此力度即为机械痛阈值（paw withdrawal 

mechanical threshold，PWT）。使用热板仪，温度设

定 52 ℃，测定各组大鼠后足底掌心，当大鼠后足

移动时系统记录反应时间，即为热刺激缩足反射潜

伏期（paw withdrawal thermal latency，PWTL）。使

用双足平衡测痛仪，在大鼠无约束的情况下，测量

大鼠两后足支撑力的差别，计算足负重。 

 足负重＝左侧足支撑力/(左侧足支撑力＋右侧足支撑力) 

2.3  滑膜组织病理学观察 

取各组大鼠滑膜组织，于 4%多聚甲醛中固定

24 h 后脱水、石蜡包埋、切片，再进行苏木素-伊红

（HE）染色、脱水、封片，于显微镜下观察并拍照。

按照组织学损伤评分标准（表 1）进行评分。 

2.4  血清 IL-1β、PGE2 及关节液 IL-1β 水平检测 

按照 ELISA 试剂盒说明书检测血清中 IL-1β、

PGE2 和关节液中 IL-1β 水平。 

2.5  滑膜组织 IL-1β、PGE2、核苷酸结合寡聚化结

构域样受体蛋白 3（NOD-like receptor family pyrin 

domain containing 3，NLRP3）mRNA 表达检测 

按照试剂盒说明书提取滑膜组织总 RNA 并合

成 cDNA，进行 qRT-PCR 分析，引物序列见表 2。 

表 1  组织学损伤评分标准 

Table 1  Histological damage scoring criteria 

评分 滑膜组织学 滑膜炎细胞浸润 纤维组织增生 

0 正常，无增生 正常，无炎细胞浸润 正常，无纤维细胞 

1 密集增生呈 2 层 少量炎细胞浸润 少量增生 

2 密集增生呈 3 层 多量炎细胞浸润 多量增生 

3 密集增生呈 3 层以上 大量炎细胞浸润 大量增生 

表 2  引物序列 

Table 2  Primer sequences 

引物 序列 (5’-3’) 

IL-1β F: AATCTCACAGCAGCATCTCGACAAG 

R: TCCACGGGCAAGACATAGGTAGC 

PGE2 F: GCCATCAACCACGCCTACTTCTAC 

R: GTACTGCCGCTCGGACCTACC 

NLRP3 F: CTGCTGTGCGTGGGACTGAAG 

R: AGAACCAATGCGAGATCCTGACAAC 

β-actin F: GCTGTGCTATGTTGCCCTAGACTTC 

R: GGAACCGCTCATTGCCGATAGTG 

2.6  统计学分析 

使用 GraphPad Prism 8 软件进行分析，数据以

x s 表示，多组间比较采用单因素方差（ANOVA）

分析。 

3  结果 

3.1  筋骨止痛凝胶对 KOA 大鼠 PWT、PWTL 和

足负重的影响 

如图 1 所示，与对照组比较，模型组大鼠 PWT、

PWTL 和足负重均显著降低（P＜0.01）；与模型组

 

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下图同 

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group, same as below figures 

图 1  筋骨止痛凝胶对 KOA 大鼠 PWT、PWTL 和足负重的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 1  Effect of Jingu Zhitong Gel on PWT, PWTL and foot weight bearing in KOA rats ( x s , n = 6) 

对照 模型 0.31  0.62  1.24 扶他林 青鹏膏 

        筋骨止痛凝胶/(g·kg−1) 

对照 模型 0.31  0.62  1.24 扶他林 青鹏膏 

        筋骨止痛凝胶/(g·kg−1) 

对照 模型 0.31  0.62  1.24 扶他林 青鹏膏 

        筋骨止痛凝胶/(g·kg−1) 
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比较，各给药组 PWT、PWTL 和足负重均显著升高

（P＜0.05、0.01），其中筋骨止痛凝胶高、中剂量组对

PWT 的作用优于青鹏膏组，呈现较好的镇痛作用。 

3.2  筋骨止痛凝胶对 KOA 大鼠滑膜组织病理形态

的影响 

如图 2 和表 3 所示，对照组大鼠滑膜组织结构

完整，内膜和深层纤维结缔组织和脂肪组织层清晰，

无明显病理改变。模型组大鼠滑膜组织内有大量炎

性细胞浸润，纤维细胞增生（P＜0.01）；筋骨止痛

凝胶低剂量组、扶他林组和青鹏膏组大鼠滑膜组织

的病理状况相对减轻，炎性细胞浸润减少，轻度纤

维细胞增生（P＜0.01）。

 

图 2  各组大鼠膝关节滑膜组织病理图 (HE, ×10) 

Fig. 2  Pathology of synovial tissue of knee joint of rats in each group (HE, × 10)

表 3  各组大鼠滑膜组织病理损伤评分 ( x s , n = 6) 

Table 3  Pathological damage score of synovial tissue in rats 

in each group ( x s , n = 6) 

组别 剂量/(g·kg−1) 组织病理学评分 

对照 — 0 

模型 — 3.50±1.86## 

筋骨止痛凝胶 1.24 3.00±1.55 

 0.62 3.25±1.72 

 0.31 2.25±1.22** 

扶他林 0.105 1.75±0.98** 

青鹏膏 0.105 1.75±0.98** 

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 

3.3  筋骨止痛凝胶对 KOA 大鼠血清中 IL-1β、

PGE2及关节液中 IL-1β 水平的影响 

如图 3 所示，与对照组比较，模型组大鼠血清

中 IL-1β、PGE2 水平和关节液中 IL-1β 水平均显著

升高（P＜0.01）；与模型组比较，筋骨止痛凝胶高

剂量组血清和关节液中 IL-1β 水平均明显降低（P＜

0.05、0.01），筋骨止痛凝胶低、中剂量组和青鹏膏

组血清中 PGE2水平明显降低（P＜0.05、0.01），其

中筋骨止痛凝胶高剂量组对 IL-1β 的抑制作用优于

扶他林组及青鹏膏组，筋骨止痛凝胶低、中剂量组

对 PGE2 的抑制作用优于扶他林组。

 

图 3  筋骨止痛凝胶对 KOA 大鼠血清中 IL-1β、PGE2及关节液中 IL-1β 水平的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 3  Effect of Jingu Zhitong Gel on levels of IL-1β, PGE2 in serum and IL-1β in joint fluid of KOA rats ( x s , n = 6)
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3.4  筋骨止痛凝胶对 KOA 大鼠滑膜组织中 IL-1β、

PGE2和 NLRP3 mRNA 表达的影响 

如图 4 所示，与对照组比较，模型组大鼠滑膜

组织中 IL-1β、PGE2 和 NLRP3 mRNA 表达水平均

显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，筋骨止痛凝

胶低剂量组和扶他林组滑膜组织中 IL-1β mRNA 表

达水平均显著降低（P＜0.05、0.01），筋骨止痛凝胶

低、中剂量组及扶他林组和青鹏膏组 PGE2 和

NLRP3 mRNA 表达水平均显著降低（P＜0.05、

0.01）。

 

图 4  筋骨止痛凝胶对 KOA 大鼠滑膜组织中 IL-1β、PGE2和 NLRP3 mRNA 表达的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 4  Effect of Jingu Zhitong Gel on IL-1β, PGE2 and NLRP3 mRNA expressions in KOA rats ( x s , n = 6)

4  讨论 

KOA 是全球中老年人发病率极高的慢性疾病

之一[10]。其典型症状包括膝关节红肿热痛，运动时

疼痛加重，严重影响患者生活质量，增加家庭的经

济压力。目前，KOA 早期阶段以滑膜炎为特征，若

对症治疗在一定程度上是有效的。然而病情发展到

KOA 中晚期，软骨及软骨下骨的损坏呈现不可逆状

态，药物治疗的效果将大大降低，从而导致高致残

率[11-12]。因此，在 KOA 发病的早期，及时制定有效

的治疗方案来抑制滑膜的炎症进展，阻止对软骨、

软骨下骨的损伤至关重要。研究表明，滑膜炎可以

改变关节微环境，最终影响 KOA 病程的进展[13]。 

本研究结果显示，与对照组比较，模型组大鼠

足负重、PWT 等行为学指标降低，滑膜组织病理显

示炎性细胞浸润和纤维细胞增生，提示 KOA 大鼠

模型构建成功。研究表明，关节腔注射 MIA 溶液会

降低 KOA 大鼠疼痛阈值和关节活动度[14]。IL-1β、

PGE2 作为炎症指标，在 KOA 大鼠滑膜组织中异常

升高[15-16]。本研究发现，与对照组比较，模型组大

鼠 PWT、PWTL 和足负重降低，滑膜组织中炎症细

胞及纤维细胞大量增生，血清、关节液及滑膜组织

中 IL-1β、PGE2 分泌增多，提示 KOA 大鼠具有明

显的滑膜炎症。肾虚筋脉瘀滞证患者临床表现为关

节疼痛，胫软膝酸，活动不利。MRI 影像学观察发

现肾虚筋脉瘀滞 KOA 患者的滑膜增厚，关节腔存

在积液，骨质增生并且形成关节腔内游离体 [17]。

MIA 关节腔注射后的大鼠滑膜组织出现肿胀、充

血、增厚，并且打开关节腔发现有明显的积液存在，

股骨表面的软骨增生，在一定程度上可以模拟临床

肾虚筋脉瘀滞证 KOA 患者的症状。 

本研究在关节腔注射 MIA 建立 KOA 大鼠模型

上，考察筋骨止痛凝胶及阳性药扶他林、青鹏膏治

疗 KOA 的药效及作用机制，结果显示，经筋骨止

痛凝胶及阳性药扶他林、青鹏膏组治疗后，大鼠

PWT、PWTL 和足负重明显降低，筋骨止痛凝胶低

剂量组、扶他林组和青鹏膏组滑膜组织炎性细胞浸

润程度降低，滑膜炎症显著改善。此外，筋骨止痛

凝胶能够明显抑制血清、关节液中 IL-1β 和 PGE2的

分泌，降低滑膜组织中 IL-1β、PGE2和NLRP3 mRNA

表达，表明筋骨止痛凝胶可以通过抑制 IL-1β 和

PGE2 等炎症因子的表达，减轻炎症细胞浸润，从而

改善滑膜组织炎症。 

炎症因子在 KOA 发展过程中发挥重要作用。

当 NLRP3 炎症小体被激活时，刺激 IL-1β 的产生，

诱导炎症的发生[18]。NLRP3 参与骨关节炎的滑膜炎

症及软骨损伤，发挥促炎作用[19]。IL-1β 作为全身炎

症的标志物，当滑膜组织中的 IL-1β 过表达时，可

能会刺激一氧化氮、PGE2和基质金属蛋白酶（matrix 

metalloproteinases，MMPs）等促炎因子表达增加[20]。

其中 IL-1β 作为外周致痛物质，在 KOA 发展过程中

发挥至关重要的作用。正常滑膜细胞中 IL-1β 含量

较低，在 KOA 滑膜中大量的 IL-1β 由 NLRP3 炎症

小体刺激生成[21]。过表达的 IL-1β 又会促进 PGE2及

胶原酶的产生，进而导致滑膜和软骨中 MMP13 增
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加，参与 KOA 的炎症反应及软骨降解过程[22]。以

上研究表明，抑制 NLRP3、IL-1β、PGE2 等炎症因

子可以有效改善骨关节炎的滑膜炎症。 

筋骨止痛凝胶处方中含有的中药成分治疗关节

炎的药理作用显著。处方中的君药醋延胡索具有活

血、利气、止痛的功效，延胡索乙素为其镇痛的主

要有效成分，可通过调节内源性化学物质、NLRP3，

抑制炎症，降低感受器的兴奋性，发挥抗炎、镇痛

的药理活性[23-25]；臣药川芎具有活血行气、祛风止

痛的功效，内酯类成分如洋川芎内酯通过介导

NLRP3 炎症通路，抑制 IL-1β 等炎症介质水平，抑

制关节炎症反应从而达到治疗骨关节炎的功效[26]；

威灵仙具有祛风除湿、通络止痛的功效，灵仙新

苷通过抑制 NLRP3 的激活达到减轻类风湿关节

炎滑膜炎症及纤维化的作用[27]。同时处方中的伸

筋草、海桐皮等其他中药也具有祛风、通络、止痛

的功效[28-29]。 

筋骨止痛凝胶可能通过抑制NLRP3炎症小体的

活化，降低 IL-1β、PGE2的表达，减轻炎症细胞浸润，

缓解滑膜炎症，从而发挥治疗 KOA 的作用。筋骨止

痛凝胶是治疗 KOA 效果良好的中药复方制剂。 
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