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化痰祛湿剂对兔膝骨性关节炎细胞因子 IL 1、IL 6、TNF 的影响
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骨关节炎 ( osteoar thr itis, OA )是一种慢性退行性关节疾

病, 从关节软骨退化开始,继而发生骨质和滑膜改变的关节疾

病, 作为骨科的常见病、多发病, 在其防治方面尚无针对性的

特效药物。现代医学认为, 细胞因子及生长因子、自由基等在

骨性关节炎的发病中具有重要作用,而 IL 1、IL 6及 TNF 是

参与骨关节炎进程的重要介质 [ 1]。本实验采用改良 Hu lth的

造模法 [ 2]制造兔早期膝关节实验性 OA模型, 通过步态观察

及检测关节肿胀度, 来观察化痰祛湿剂膝痹康对兔膝骨性关

节炎的治疗作用, 并观察膝痹康对兔膝骨性关节炎血清及关

节液中细胞因子 IL 1、IL 6及 TNF 的影响, 以探讨膝痹康治

疗骨性关节炎的作用机制。

1 材料与方法

1 1 药物与试剂 膝痹康由制南星、制川乌、薏苡仁、刺五

加、丹参、地龙等药物组成; 我院自制成含生药 2 0 g /m l的合

剂。美洛昔康片, 扬子江药业集团有限公司生产 (批号:

05031802)。 IL 1、IL 6、TNF 放射免疫检测试剂盒,解放军总

医院科技开发中心放免所 (批号: 20050925)。

1 2 动物分组及给药 4~ 6月龄健康家兔 32只, 个体质量

2 8~ 3 2 kg, 雌雄各半, 苏州大学实验动物中心提供 [许可证

号: SCXK (苏 ) 2002 - 0008]。按随机数字表方法 [ 3]将 32只

家兔随机分为假手术对照组 (以下简称对照组 ), 模型组, 膝

痹康组, 阳性药 (美洛昔康 )对照组, 每组 8只。采用改良的

Hu lth法建立骨关节炎动物模型 [ 2] ,将家兔用 3%戊巴比妥钠

( 30 mg / kg)耳缘静脉麻醉,仰卧于手术台上固定, 右膝关节局

部脱毛, 备皮,严格无菌操作, 取膝关节内侧长约 4 cm的纵切

口, 探查关节腔内无原发病变后切断内侧副韧带、前后交叉韧

带; 并完整切除内侧半月板,注意勿损伤关节软骨面, 彻底止

血, 冲洗关节腔,行抽屉试验阳性后, 逐层缝合关节囊、皮肤,

无菌敷料包扎伤处, 不予固定。术后每日肌肉注射青霉素

40  104 U,伤口换药, 连续 7 d预防感染。根据临床上超疲劳

活动容易提前出现 OA的发病特点,手术 1周后, 每日强迫动

物活动 30 m in,分 2次驱赶, 4周后即可获得稳定的 OA模型。

将造模成功的家兔随机分为:模型组, 膝痹康组,美洛昔康组,

另设对照组 (仅打开关节腔, 不损伤韧带和半月板, 缝合皮

肤,无菌敷料包扎伤处 ),每组家兔 8只。造模成功后, 治疗组

给予相应药物 (膝痹康组 4 g 生药量 /kg, 美洛昔康组

0 45 m g /kg)灌胃给药, 对照组和模型组给予等量生理盐水灌

胃。

1 3 检测指标和方法

1 3 1 步态的评价 给药治疗 8周, 每日观察, 第 8周进行

步态评价, 步态分级按 Code rre的方法, 即 0级:正常行走; !

级:轻微跛行,受试下肢略有弯曲; ∀级:中度跛行, 受试下肢

刚触及地面; #级:重度跛行, 受试下肢略离开地面, 3足着地

行走。

1 3 2 膝关节周长测量 末次给药 30 m in后, 麻醉, 用软尺

测量各组动物膝关节部位周长, 同一动物手术膝关节和未手

术膝关节进行自身对照, 计算肿胀率后进行统计。

肿胀率 (% ) =
手术膝关节周长 -正常膝关节周长

正常膝关节周长
 100%

1 3 3 肉眼观察实验动物关节软骨和滑膜形态学特征

8周后麻醉动物,沿原切口切至关节腔, 用 0 5 m l生理盐水冲

洗,收集关节液,用放免法检测关节液中 TNF 、IL 1、IL 6的

含量。切取患侧胫骨全层关节软骨及滑膜, 行大体 (肉眼 )

观察。

1 3 4 血清及关节液中 IL 1、IL 6、TNF 含量的检测 8周

后麻醉动物, 手术前颈动脉取血, 离心取血清, 用放免法检测

血清中 TNF 、IL 1、IL 6的含量。

1 4 统计学处理 数据均以 (  x ∃ s)表示, 用 SPSS统计软件

进行统计, 两组间比较用方差分析 ( ONE WAYANOVA)中的

最小显著差法 ( LSD )。

表 1 膝痹康对实验性膝骨性关节炎家兔步态的影响 (只 )

组 别 动物数 0级 !级 ∀级 #级

对照组 8 8 0 0 0

模型组 8 0 0 2 6

膝痹康组 8 1 4 2 1

美洛昔康组 8 2 3 1 2

575中国骨伤 2007年 8月第 20卷第 8期 Ch ina J Orth op& T raum a, Aug. 2007, Vo.l 20, No. 8



表 2 膝痹康对实验性膝骨性关节炎家兔膝关节周长的影响 (  x ∃ s)

组 别
动物数

(只 )

体质量

( kg)

正常膝关节

周长 ( cm )

手术膝关节

周长 ( cm )
肿胀率 (% )

对照组 8 3 15 ∃ 0 16 10 30 ∃ 0 20 10 30 ∃ 0 30 0

模型组 8 2 99 ∃ 0 28 10 65 ∃ 0 60 12 20 ∃ 0 71* * 14 60 ∃ 0 60* *

膝痹康组 8 2 80 ∃ 0 24 10 42 ∃ 0 33 11 75 ∃ 0 97 12 80 ∃ 0 55##

美洛昔康组 8 2 99 ∃ 0 41 10 54 ∃ 0 70 11 03 ∃ 0 85## 4 60 ∃ 0 18##

注:与对照组比较, * * P < 0 01;与模型组比较, ## P < 0 01

表 3 膝痹康对实验性膝骨性关节炎家兔血清和关节液中 IL 1、IL 6、TNF 含量的影响 ( x ∃ s)

组 别
动物数

(只 )

血清

IL 1( pg /m l) IL 6 ( pg /m l) TNF ( pg /m l)

关节液

IL 1 ( ng /m l) IL 6( ng /m l) TNF ( ng /m l)

对照组 8 291 2 ∃ 25 7 60 5 ∃ 11 3 86 23 ∃ 22 15 2 69 ∃ 0 96 1 45 ∃ 0 59 2 08 ∃ 0 51

模型组 8 389 2 ∃ 26 1* * 118 6 ∃ 17 8* * 136 19 ∃ 19 85* * 4 02 ∃ 0 74* * 1 98 ∃ 0 61 4 32 ∃ 0 79* *

膝痹康组 8 346 1 ∃ 30 5# 90 5 ∃ 21 3## 115 34 ∃ 25 62 3 47 ∃ 0 80# 1 82 ∃ 0 73 3 55 ∃ 0 61#

美洛昔康组 8 336 2 ∃ 24 7# 84 2 ∃ 19 6## 112 56 ∃ 21 36# 3 25 ∃ 0 53## 1 67 ∃ 0 56 3 21 ∃ 0 90#

注:与对照组比较, * * P < 0 01;与模型组比较, # P < 0 05, ##P < 0 01

2 结果

2 1 步态的评价 给药第 8周进行步态评价,模型组动物跛

行严重, 各给药组行走步态与模型组相比有较好的改善 (见

表 1)。

2 2 膝关节周长测量 结果显示对照组家兔双腿膝关节周

长几乎无差别, 而模型组兔关节肿胀率则高达 14 6%。各给

药组兔关节的肿胀率较模型组均低 (见表 2)。

2 3 肉眼观察实验动物关节软骨和滑膜的形态学特征 对

照组: 关节软骨表面呈淡蓝白色, 光滑,有光泽和弹性, 无裂纹

及软化, 边缘规整,触之较硬, 软骨透明, 无明显缺损和新生物

质, 关节液清澈;模型组:关节软骨表面失去光泽, 呈灰黄色,

色泽变暗淡, 粗糙, 并有裂纹、糜烂及溃疡形成, 软骨触之较

软, 透明度低,可见边缘有细小新生物质 (骨赘 )形成和明显

缺损, 部分软骨下骨质外露。滑膜存在不同程度增生、粘连,

关节液增多, 且呈泡沫状、浑浊。膝痹康组: 关节软骨外观呈

淡白色, 欠光滑, 软骨触之较软, 有的可见裂纹, 滑膜轻度增

生, 关节液较对照组稍多。

2 4 血清及关节液中 IL 1、IL 6、TNF 含量的检测 用放免

法测定血清及关节液中 IL 1、IL 6、TNF 的含量。结果显示:

模型组家兔血清中 IL 1、IL 6、TNF 和关节液中 IL 1、TNF

的含量均较对照组明显高,关节液中 IL 6虽两组间无显著差

异, 但也显示模型组较对照组高。膝痹康组血清中 IL 1、IL 6

及关节液中 IL 1、TNF 的含量均较模型组明显低, 血清中

TNF 及关节液中 IL 6较模型组也低 (见表 3)。

3 讨论

膝骨性关节炎是一种以关节软骨退行性改变为核心, 累

及骨质, 包括滑膜、关节及关节其他结构的不同程度的反复发

作的慢性炎症 [ 4]。其发病机制尚不十分清楚。近年来发现,

在已知的细胞因子中 IL 1、IL 6、TNF 是参与骨性关节炎发

病进程的重要介质, 是炎症反应的重要调节剂, 对滑膜炎症的

发展和软骨基质的破坏具有重要作用 [ 1]。 IL 1对关节软骨细

胞代谢的干扰作用主要表现为抑制透明软骨特征性 ∀、% 型
胶原蛋白的合成, 促进!、#型胶原蛋白的合成, 而使软骨细

胞变性,抑制软骨细胞增殖和蛋白多糖合成,还通过促进软骨

细胞合成与分泌基质金属蛋白酶 (如 MM P 1和 MMP 3等 ),

提高软骨基质中溶剂蛋白分子酶类的活性而降解关节软骨,

并能强烈抑制关节软骨的蛋白聚糖的合成。TNF 即协同 IL

1的作用,又激活 IL 6基因, 诱导 IL 6的生成, 在骨性关节炎

的发生发展中有可能起着决定性作用。Go ldring[5]发现 IL 1、

IL 6、TNF 在软骨及滑膜中表达增高细胞因子的活性与炎症

破坏及炎症反应的严重程度呈正相关。

本实验中模型组血清及关节液中 IL 1、IL 6、TNF 较假

手术组均明显高 ,与相关文献一致 [ 1]。从实验结果看膝痹

康组膝骨性关节炎兔的跛行和关节肿胀的症状较模型组

轻, 软骨破坏较轻, 血清中 IL 1、IL 6、TNF 及关节液中 IL 1、

TNF 的含量较对照组明显高, 说明化痰祛湿剂膝痹康对软

骨的退变和滑膜炎症有一定抑制作用。其抑制了软骨细胞

和滑膜炎性因子的释放, 增强了软骨细胞的代偿能力, 调整

了软骨细胞的代谢环境, 对软骨的退变有一定缓解作用。

证明了痰湿瘀阻亦是本病的基本病机之一。而膝痹康组兔

的跛行和关节肿胀的症状较模型组轻, 机制可能与其显著

降低膝骨性关节炎血清及关节液中相关细胞因子 IL 1、

IL 6、TNF 的含量有关。提示化痰祛湿剂对膝骨性关节炎

的防治作用可能是通过抑制骨性关节炎细胞因子 IL 1、

IL 6、TNF 的分泌而实现的。
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