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ＴＮＦ-α、ｉＮＯＳ 在中药补肾固筋方治疗羊膝骨性关节炎
中的表达及修复意义
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摘要： 目的　研究补肾固筋方对骨关节炎（ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）ＴＮＦ-α、ｉＮＯＳ的作用调节机制。 方法　０畅３岁雄性山羊 ７２
只，随机分为正常组、模型组、西药组、中药组，每组 １８ 只，改良 Ｈｕｌｔｈ 造模，取血清及股骨内髁关节软骨滑膜及软骨下骨，
ＥＬＩＳＡ法检测 ＴＮＦ-α、ｉＮＯＳ。 结果　西药组关节间隙狭窄，介于模型组和中药组之间，关节软骨面外观粗糙骨赘增生；中药组
关节间隙稍窄，关节面稍粗糙伴轻微骨赘；镜下模型组软骨细胞呈成簇现象增生，中药组软骨细胞大小均匀且排列整齐；ＴＮＦ-
α、ｉＮＯＳ含量模型组中比正常组增高 （P＜０畅０１）。 两个给药组比模型组明显降低 （P＜０畅０１），两给药组之间无差异统计学意
义（P＞０畅０５）。 结论　补肾固筋方有效降低骨关节炎 ＴＮＦ-α、ｉＮＯＳ含量，促进软骨修复，提供实验依据。
关键词： 补肾固筋方；羊膝骨性关节炎；软骨细胞；关节滑液；肿瘤坏死因子-α；诱导型一氧化氮合酶
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Abstract： Objective　To explore the regulation effect of tonifying kidney and consolidating tendon prescription on tumor necrosis
factor-alpha （TNF-α） and inducible nitric oxide synthase （ iNOS） in knee osteoarthritis （KOA） goats．Methods　A total of ７２ ３-
month-old healthy male goats were randomly divided into normal group， model group， Western medicine group， and TCM groups，
with １８ goats in each group．The model was established using modified Hulth method．Serum and the cartilage， synovial
membrane， and the subchondral bone of the femur and the medial malleolus were collected．TNF-αand iNOS were detected using
ELISA method．Results　The joint space narrowed in Western medicine group， and it was between the model group and the TCM
group．The articular surface became roughness and the osteophyte developed．The joint space slightly narrowed in the TCM group，
and the articular surface was slightly rough with mild osteophytes．The chondrocytes proliferated in a cluster manner with even size
and good order under the microscope．The expression of TNF-αand iNOS was significantly higher in the model group than that in
the normal group （P ＜０畅０１）．It was significantly lower in both medicine groups than in the model group （P ＜０畅０１）．The
difference between the two medicine groups was not significant （P ＞０畅０５）．Conclusion　The tonifying kidney and consolidating
tendon prescription effectively decreases the content of TNF-αand iNOS in KOA and promotes the repair of the cartilage．This
provides experimental evidence for the clinical treatment．
Key words： Tonifying kidney and consolidating tendon prescription； Goat knee osteoarthritis； Chondrocytes； Joint synovial fluid；
Tumor necrosis factor-α； Inducible nitric oxide synthase
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　　膝骨性关节炎（ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）以关节
软骨退变和骨质增生为病理特征的老年性慢性疾

病［１］ 。 枟素问· 痹论枠：风寒湿三气杂至，合而为痹。
中药熟地、枸杞、杜仲、牛膝等补益肝肾、强筋壮骨治
疗 ＫＯＡ 疗效确切［２，３］ 。 补肾固筋方通过检测羊血
清及关节液中 ＴＮＦ-α、ｉＮＯＳ的含量来明确其作用机
制。

1　材料和方法
1畅1　实验动物

０畅３ 岁雄性山羊７２只，清洁级，体重＞１５ ｋｇ［动
物质量合格证号：ＳＹＸＫ（沪）２０１３-００３６， ｓｃｘｋ（冀）
２０１３-１１-００４ ］。
1畅2　药物

补肾固筋方组成：熟地 １５ ｇ、补骨脂 １５ ｇ、杜仲
１２ ｇ、巴戟天１０ ｇ、川牛膝１２ ｇ、丹参１２ ｇ、桂枝１０ ｇ、
鸡血藤 １２ ｇ。 根据进食、精神、喜暖恶寒，活动等中
医辨证，风寒湿痹加防风、黄芪；风湿热痹加秦艽、羌
活；瘀血闭阻加桃仁、红花；肝肾阴虚者加枸杞子、山
茱萸等。 常规煎煮取汁 ３００ ｍＬ。 药液浓缩加入蒸
馏水后配制成 ６ ～８ ｇ／１０ ｍＬ；美洛昔康胶囊，７畅５
ｍｇ／粒，四川宝光药业股份有限公司，国药准字：
Ｈ２００１１２１９批号：１２０５０２７７００６５，加蒸馏水配成 ０畅５
ｍｇ／ｍＬ溶液。
1畅3　主要仪器及试剂

山羊 ＴＮＦ-α、 ｉＮＯＳ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （９６Ｔ， ＵＳ．
Ａｂｃａｍ）、酶联免疫检测仪（Ｂｉｏ-５６５）、ＤＮＭ-９６０２Ａ酶
标分析仪（ＤＮＭ-９６０２Ａ）、干燥箱（ＴＧ１００，Ｇｅｒｍａｎｙ
ＲＥＴＳＣＨ Ｃｏｍｐａｎｙ）；恒温水箱（ＤＤＩＬ-５型，上海安亭
科学仪器厂）；石蜡切片机（Ｕ-６４１ 型，美国贝克曼公
司）；光学显微镜照相系统（Ｌｅｉｃａ，Ｇｅｒｍａｎｙ）。
1畅4　实验设计

除正常组外均采用改良 Ｈｕｌｔｈ造模［４］ 。 完整切
除内侧半月板、ＡＣＬ （ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｃｒｕｃｉａｔｅ ｌｉｇａｍｅｎｔ ），
ＭＣＬ（ｍｅｄｉａｌ ｃｏｌｌａｔｅｒａｌ ｌｉｇａｍｅｎｔ），造成负重力线内移
及膝关节不稳，术侧肢体不固定肌注青霉素 １６０ 万
ＩＵ／（ｋｇ· ｄ），连续 ７ ｄ，每隔 １ｄ 观察创口愈合情况，
预防感染。 术后第 ４ 天开始强迫羊奔跑（０畅５ ｈ／ｄ）。
造模 ２ ｗ软骨改变，６ ｗ后进入平台期，１０ ｗ 出现典
型的晚期 ＯＡ病理改变。 当胫股关节面由正常外翻
１０°变为内翻，Ｘ 线片下肢力线明显改变且跛行明
显，前抽屉实验、内侧应力实验阳性即表示造模成
功，本实验造模成功率为 ９０％。
造模 ３ ｗ后开始干预，按羊每日药量（２０ ｋｇ） ＝

成人（６５ ｋｇ）每日药量×０畅０８ ×２畅０ ×２／３，美洛昔康
６ ｍｇ／（ｋｇ· ｄ），补肾固筋方 ５３ ｇ／（ｋｇ· ｄ），正常组、模
型组灌胃 １５ ｍＬ生理盐水，２次／天，连续干预 ８ ｗ。
1畅5　观察指标
1畅5畅1　步态观察：Ｄａｖｉｄ Ｃｏｄｅｒｒｅ法［５］步态分级［７］评

价。 ０ 级：正常行走，行走时间 ＞５ ｍｉｎ；Ⅰ级：轻微
跛行，行走时间 ３ ～５ ｍｉｎ；Ⅱ级：中度跛行，行走时间
＜３ ｍｉｎ。
1畅5畅2　Ｘ 线检查：按改良 Ｄａｖｉｄ Ｔ［６］法分级，０ 度：
未见异常；Ⅰ度：关节间隙正常但关节面模糊；Ⅱ度：
关节间隙狭窄；Ⅲ度：内外侧关节间隙严重狭窄不等
宽。
1畅5畅3　形态学观察及 ＴＮＦ-α、ｉＮＯＳ 检测：取血液离
心后血清；膝关节前方部分滑膜组织和股骨内髁关
节软骨及软骨下骨，剪成约 ０畅６ ｃｍ ×０畅６ ｃｍ ×０畅６
ｃｍ组织块，切片。 染色．观察关节软骨的层次、软骨
细胞变化及含量。
1畅6　统计学处理

ＳＰＳＳ１７畅０ 统计软件，数据 珋x ±s表示，组间比较
ＡＮＯＳＶＡ检验，各样本均数间两两比较 q 检验，P ＜
０畅０５差异有统计学意义。

2　结果
2畅1　肉眼观察

正常组软骨蓝白色，色泽透明，触之较硬，关节
液量少；模型组滑膜肿胀，关节边缘与滑膜有少许纤
维性粘连凹凸不平；两个给药组关节软骨呈白色，欠
光滑，滑膜轻度增生，关节液较正常组稍多，滑膜炎
性表现较模型组轻。
2畅2　ＤＲ观察

正常组羊膝关节内外侧间隙均匀一致，关节面
平整，边缘整齐规则无骨赘，关节内无游离体；模型
组膝关节内侧间隙变窄外侧间隙增大，骨囊变、骨赘
形成；中药组膝关节内侧间隙狭窄不明显，未见明显
骨赘形成；西药组膝关节内侧间隙介于模型组和中
药组之间，有轻微骨赘形成。
2畅3　形态学及 ＴＮＦ-α、ｉＮＯＳ 含量（表 １）

正常组蓝白色透明，表面光滑较硬，关节液量
少；模型组滑膜肿胀表面不光滑有少许纤维性粘连
镜下软骨细胞排列不完整，深层簇聚；西药和中药呈
白色欠光滑，滑膜轻度增生，关节液较正常组稍多，
模型组软骨细胞排列欠完整簇状增生；中药组软骨
细胞排列相对整齐。 模型组 ＴＮＦ-α、ｉＮＯＳ 含量较正
常组升高 （P ＜０畅０１）。 两治疗组与模型组比较含
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量降低 （P ＜０畅０１），中药组含量较西药组分别高
２畅３％、１３畅９２％。 两给药组差异无统计学意义

（P＞０畅０５）。

表 1　各组血清及关节液 ＴＮＦ-α、ｉＮＯＳ含量比较（ ＴＮＦ-α：ｐｇ／ｍｌ，ｉＮＯＳ：μｍｏｌ／ｇ，珋x±s）
Table 1　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＮＦ-αａｎｄ ｉＮＯＳ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｌｕｉｄ ａｍｏｎｇ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＴＮＦ-α， ｐｇ／ｍｌ； ｉＮＯＳ， μｍｏｌ／ｇ，珋x±s）
组别

（ ｇｒｏｕｐ）
例数
（n）

血清（Ｓｅｒｕｍ） 关节液（ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｌｕｉｄ）
ＴＮＦ-α ｉＮＯＳ ＴＮＦ-α ｉＮＯＳ

正常组
ｎｏｒｍａｌ １８ 0５２３ dd畅１ ±４１ V畅０倡 ２１１ 槝槝畅９ ±２０ 妸畅８倡 ５１ 靠靠畅３ ±０ い畅９倡 ４１ jj畅７ ±０ 4畅４倡

模型组
ｍｏｄｅｌ １８ 0８９４ dd畅２ ±３１ V畅５倡 ５０９ 槝槝畅４ ±２６ 妸畅４倡 ９８ 烫烫畅６ ±０ 枛畅４倡 １００ ~~畅４ ±０ H畅７倡

中药组
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ １８ 0６７８ dd畅４ ±３８ V畅４倡 ４１１ 槝槝畅６ ±２４ 妸畅７倡 ６５ 烫烫畅２ ±０ 枛畅７倡 ８９ jj畅７ ±０ 4畅４倡

西药组
ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ １８ 0６５０ dd畅１ ±３５ V畅３倡 ３５２ 槝槝畅７ ±１６ 妸畅８倡 ６７ 靠靠畅３ ±０ い畅６倡 ７６ jj畅４ ±０ 4畅５倡

　　注：与模型组比较，倡P ＜０畅０１；Ｎｏｔｅ： ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，倡P ＜０畅０１。

3　讨论

Ｗｏｏｄ［７］ １９８３ 年首先报道了类风湿性关节炎
（ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ＲＡ ） 和 骨 性 关 节 炎
（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ＯＡ）中都检测到 ＴＮＦ-α、 ｉＮＯＳ 的存
在。 ＴＮＦ-α诱发慢性滑膜炎，软骨基质降解产物的
刺激也可引起滑膜的继发炎症［８］ ，促进软骨细胞分
泌前列腺素（Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎｓ ２， ＰＧＥ２ ）

［９］ ，刺激骨吸
收及成骨细胞增生、钙化，软骨下骨增厚骨赘生
成［１０］ 。 ＯＡ软骨基质细胞中 ｉＮＯＳ 及受体均呈阳性
反应，强度与范围和 ＯＡ 严重程度正相关［１１］ ；ｉＮＯＳ
刺激滑膜细胞 ＰＧＥ２ 分泌，增加骨软骨破坏，ＴＮＦ-α、
ｉＮＯＳ促进滑膜成纤维细胞样细胞增殖，加快膝关节
软骨基质的破坏［１２］ 。
治则补益肝肾、强筋健骨，熟地、补骨脂为君药，

熟地性温味甘、滋阴养血，补骨脂补肾壮阳益精填髓
之要药，熟地、补骨脂和枸杞子配伍改善微循环与血
液流变学，降低骨内压，缓解骨和骨髓血流动力学引
起的代谢异常；臣药巴戟天、川牛膝和鸡血藤改善软
骨细胞功能，刺激软骨破坏区产生大量幼稚软
骨［１３］ ，减少或阻断因软骨片丢失刺激滑膜分泌，木
瓜、丹参活血化瘀药促进关节内外的血液循环，改善
静脉瘀滞状态降低骨内压［１４］ 。 研究中 １２ｗ 后羊膝
关节积液明显减少，Ｘ线示骨端变性、软骨下骨质萎
缩，间隙增宽，对照组相反。 补肾固筋方通过降低
ＴＮＦ-α、ｉＮＯＳ的分泌抑制滑膜炎性改变，减少炎性
物质对软骨和滑膜的侵害，同时滑膜渗透作用于软
骨细胞增强软骨细胞的代偿能力，对软骨破坏起到
一定延缓作用，延缓软骨退变促进软骨修复。
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１９９９．

［ ３ ］　崔向宁，李玉波，李妍，等．活血、利水中药对脑出血大鼠脑组

织肿瘤坏死因子-α、核转录因子 －ＫＢ 及水通道蛋白-４ 表达
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ｔｈｒｅｅ-ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ＢＭＰ-２ ｄｏｓｅｓ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｓｉｚｅｄ ｒａｔ ｃａｌｖａｒｉａｌ ｄｅｆｅｃｔｓ． Ｔｉｓｓｕｅ
Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， ２００７，１３：５０１-５１２．

［１９］　Ｋｉｍ ＳＳ， Ｇｗａｋ ＳＪ， Ｋｉｍ ＢＳ．Ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｂｙ
ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ａｐａｔｉｔｅ-ｃｏａｔｅｄ ｐｏｌｙ （ ｌａｃｔｉｄｅ-ｃｏ-ｇｌｙｃｏｌｉｄｅ ） ／

ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅｓ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎ-２． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐａｒｔ Ａ，
２００８；８７：２４５-２５３．

［２０］　Ｔｕｒｎｅｒ ＲＴ， Ｌｏｔｉｎｕｎ Ｓ， Ｈｅｆｆｅｒａｎ ＴＥ， ｅｔ ａｌ．Ｄｉｓｕｓｅ ｉｎ ａｄｕｌｔ ｍａｌｅ
ｒａｔｓ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ａｎａｂｏｌｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｄｏｓｅ ｏｆ
ｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ．Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， ２００６，１０１：

８８１-８８６．

（收稿日期：２０１４-１１-２６，修回日期：２０１５-０３-２２）

０９６ 中国骨质疏松杂志　２０１５ 年 ６ 月第 ２１ 卷第 ６ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓ， Ｊｕｎｅ ２０１５，Ｖｏｌ ２１， Ｎｏ．６


