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健骨颗粒冲剂对膝骨关节炎大鼠血清和

关节液中肿瘤坏死因子－α及基质金属蛋白酶－３的影响
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摘　要　目的：观察健骨颗粒冲剂对膝骨关节炎大鼠血清和关节液中肿瘤坏死因子－α及基质金属蛋白酶－３的影响，探讨健骨

颗粒冲剂治疗膝骨关节炎的作用机制。方法：将４８只Ｗｉｓｔａｒ大鼠适应性喂养１周后，随机抽取４０只分为正常组、模型组、双醋瑞

因组及健骨颗粒冲剂组，每组１０只。分组结束后，将模型组、双醋瑞因组及健骨颗粒冲剂组大鼠制作膝骨关节炎动物模型。造模

成功后，双醋瑞因组大鼠按０．００９ｇ·ｋｇ－１以双醋瑞因溶液灌胃，健骨颗粒冲剂组大鼠按２．７ｇ·ｋｇ－１以健骨颗粒冲剂溶液灌胃，

正常组和模型组给予相应剂量的生理盐水，每日１次，连续给药４周。药物干预结束后，采用酶联免疫吸附法检测各组大鼠血清

和关节液中肿瘤坏死因子－α及基质金属蛋白酶－３的含量。结果：①血清肿瘤坏死因子－α含量。各组间含量比较，差异有统

计学意义（Ｆ＝１０．０５６，Ｐ＝０．００８）。组间两两比较，模型组高于正常组、双醋瑞因组及健骨颗粒冲剂组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０００）；其余各组间比较，差异均无统计学意义。②血清基质金属蛋白酶 －３含量。各组间含量比较，差异有统计学意义（Ｆ＝

８．８７４，Ｐ＝０．０１３）。组间两两比较，模型组高于正常组、双醋瑞因组及健骨颗粒冲剂组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；其余各

组间比较，差异均无统计学意义。③关节液肿瘤坏死因子 －α含量。各组间含量比较，差异有统计学意义（Ｆ＝１０．１８２，Ｐ＝

０．００６）。组间两两比较，模型组高于正常组、双醋瑞因组及健骨颗粒冲剂组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；其余各组间比较，

差异均无统计学意义。④关节液基质金属蛋白酶－３含量。各组间含量比较，差异有统计学意义（Ｆ＝８．４７６，Ｐ＝０．０１７）。组间两

两比较，模型组高于正常组、双醋瑞因组及健骨颗粒冲剂组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；其余各组间比较，差异均无统计学

意义。结论：健骨颗粒冲剂能降低膝骨关节炎大鼠血清及关节液中肿瘤坏死因子－α及基质金属蛋白酶－３的含量，从而减轻其

对关节软骨基质的损害，直接或间接改善软骨基质代谢，促进软骨修复。

关键词　骨关节炎，膝　肿瘤坏死因子－α　基质金属蛋白酶－３　健骨颗粒冲剂　动物实验
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　　膝骨关节炎（ｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）是一种以
关节软骨变性、破坏及骨质增生为主要特征的退行性

骨关节疾患，其发病机制尚未完全明确。近年来的研

究表明，肿瘤坏死因子－α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，

ＴＮＦ－α）和基质金属蛋白酶 －３（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ

ａｓｅ－３，ＭＭＰ－３）在ＫＯＡ的发病过程中起重要作用［１］。

健骨颗粒冲剂是南方医院中医科治疗 ＫＯＡ的经验
方，临床疗效显著，但其具体作用机制尚不清楚。为

此，我们通过实验对健骨颗粒冲剂对 ＫＯＡ大鼠血清

和关节液中ＴＮＦ－α及 ＭＭＰ－３含量的影响进行了研

究，现总结报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠４８只，雌雄各半，

体质量１８０～２２０ｇ，由南方医科大学动物中心提供，

实验动物合格证号：ＳＣＸＫ粤２００６－００１５。
１．２　实验药物　健骨颗粒冲剂由南方医院中药房提

供，药物组成：独活１０ｇ、淫羊藿１０ｇ、杜仲１５ｇ、牛膝

１５ｇ、徐长卿１０ｇ、秦艽１０ｇ、丹参１０ｇ、延胡索１０ｇ、

生地黄１５ｇ、知母１５ｇ等；双醋瑞因（每片５０ｍｇ），由

昆明积大制药有限公司提供（批号：国药准字

Ｊ２００６００１７）；木瓜蛋白酶，由广州威佳科技公司提供；

酶联免疫吸附试验定量检测试剂盒，由武汉博士德公

司提供。

１．３　实验仪器　美国Ｔｈｅｒｍｏ３－１８Ｋ高速离心机；美
国Ｓｉｇｍａ酶标仪；ＯｌｙｍｐｕｓＬＸ－７０倒置显微镜。

２　方　法
２．１　分组方法　将４８只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠适应性喂养１

周后，随机抽取４０只分为正常组、模型组、双醋瑞因

组及健骨颗粒冲剂组，每组１０只。

２．２　造模方法　分组结束后，将模型组、双醋瑞因组

及健骨颗粒冲剂组大鼠按照 Ｌｉｎ等［２］的方法制作膝

骨关节炎动物模型：向大鼠双侧膝关节分别注射４％
木瓜蛋白酶生理盐水溶液０．２ｍＬ，３ｄ注射１次，连
续注射３次。
２．３　干预方法　造模成功后，双醋瑞因组大鼠按
０．００９ｇ·ｋｇ－１以双醋瑞因溶液灌胃，健骨颗粒冲剂组
大鼠按２．７ｇ·ｋｇ－１以健骨颗粒冲剂溶液灌胃，正常
组和模型组给予相应剂量的生理盐水，每日１次，连
续给药４周。
２．４　标本采集及效应指标测定　４周后分别将各组
大鼠仰卧捆绑于小动物手术台上，股动脉取血３ｍＬ
置于５ｍＬ试管中，在３７℃ 温箱中温浴０．５～１ｈ后
以３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，然后取血清１ｍＬ置于
－２０℃冰箱保存。按照毕胜等［３］的方法分别抽取各

组大鼠右侧膝关节冲洗液（无菌蒸馏水冲洗）１ｍＬ，
以３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，取上清液置于－２０℃
冰箱保存。待所有标本均采集完毕后，采用酶联免疫

吸附法检测血清和关节液中 ＴＮＦ－α及 ＭＭＰ－３的含
量，具体操作严格按照试剂盒使用说明书进行。

２．５　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１３．０软件对所得数据
进行统计分析，各组大鼠血清及关节液 ＴＮＦ－α和
ＭＭＰ－３含量比较采用单因素方差分析，组间两两比
较采用ＬＳＤ－ｔ检验，检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　血清ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－３含量　①ＴＮＦ－α含量：各
组ＴＮＦ－α含量比较，差异有统计学意义。组间两两
比较，模型组高于正常组、双醋瑞因组及健骨颗粒冲

剂组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；其余各组间
比较，差异均无统计学意义。②ＭＭＰ－３含量：各组
ＭＭＰ－３含量比较，差异有统计学意义。组间两两比
较，模型组高于正常组、双醋瑞因组及健骨颗粒冲剂

组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；其余各组间比
较，差异均无统计学意义。（表１）
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表１　各组大鼠血清中ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－３含量比较　ｐｇ·ｍＬ－１

组别 ＴＮＦ－α ＭＭＰ－３
正常组 １３．５２±２．３１ ７１．２４±３．２３
模型组 ２５．７４±２．３１ ９２．３８±４．２２

双醋瑞因组 １６．９２±３．５１ ７９．５２±３．５６
健骨颗粒冲剂组 １７．３５±１．１７ ７９．９２±２．６３

Ｆ值
Ｐ值

１０．０５６ ８．８７４
０．００８ ０．０１３

３．２　关节液ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－３含量　①ＴＮＦ－α含量：
各组 ＴＮＦ－α含量比较，差异有统计学意义。组间两
两比较，模型组高于正常组、双醋瑞因组及健骨颗粒

冲剂组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；其余各组
间比较，差异均无统计学意义。②ＭＭＰ－３含量：各组
间ＭＭＰ－３含量比较，差异有统计学意义。组间两两
比较，模型组高于正常组、双醋瑞因组及健骨颗粒冲

剂组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；其余各组间
比较，差异均无统计学意义。（表２）
表２　各组大鼠关节液中ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－３含量比较　ｐｇ·ｍＬ－１

组别 ＴＮＦ－α ＭＭＰ－３
正常组 ９．４１±１．８６ ５１．３６±２．８６
模型组 ２２．７４±３．７８ ９３．２２±３．７４

双醋瑞因组 １３．５２±２．３６ ７８．４１±２．４５
健骨颗粒冲剂组 １４．６８±１．４７ ８１．６８±３．９６

Ｆ值
Ｐ值

１０．１８２ ８．４７６
０．００６ ０．０１７

４　讨　论
ＯＡ的发生发展与关节软骨分子水平的炎症引起

软骨损伤有密切关系，长期异常的机械应力会使处于

低代谢状态的关节软骨细胞活化，并刺激细胞产生一

系列炎症介质，这些炎症介质是机体处于炎症或损伤

情况下由巨噬细胞所释放的［４］，其中 ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－３
是参与ＯＡ发病过程的重要介质。ＯＡ的发生与关节
滑膜细胞增殖旺盛，分泌过多的 ＴＮＦ－α并释放入血
有关。ＴＮＦ－α能激活多型核细胞、刺激滑膜细胞产
生前列腺素 Ｅ２、促进软骨基质金属蛋白酶合成和分
泌，引起关节软骨吸收、降解和破坏［５］。Ｈａｙｎｅｓ等［６］

的研究表明，ＴＮＦ－α主要影响滑膜炎症和免疫学反
应，能诱发抗自身软骨的自身免疫反应。基质金属蛋

白酶是参与关节组织损伤的主要因素，可以促进骨基

质的降解，抑制软骨细胞合成具有透明软骨特性的蛋

白聚糖和Ⅱ型胶原，促进生成有纤维母细胞特性的Ⅰ
型胶原，从而使软骨细胞变性，引起软骨缺损和软骨

的生物力学性能改变［７］。ＭＭＰ－３是金属蛋白酶的主
要成员之一，主要在 ＯＡ患者的滑膜细胞中表达，软

骨细胞和单核细胞中也有少量的表达。张亚峰等［８］

的研究表明，ＭＭＰ－３是 ＯＡ发病过程中重要的生物
学标志物，ＯＡ患者血清及关节液中 ＭＭＰ－３含量与
病情密切相关。

按照中医理论，ＫＯＡ的病因主要有虚、瘀、湿３方
面，以虚为本，湿、瘀及其互结为标。健骨颗粒冲剂中

的杜仲、独活、淫羊藿、牛膝、生地黄、知母补益肝肾、

强筋壮骨；徐长卿、秦艽湿通络；丹参、延胡索活血

化瘀、通络止痛；诸药合用，共奏补益肝肾、行气活血、

湿通络之功。

从实验结果可以看出，健骨颗粒冲剂能降低ＫＯＡ
大鼠血清及关节液中ＴＮＦ－α和ＭＭＰ－３的含量，从而
减轻其对关节软骨基质的损害，直接或间接改善软骨

基质代谢，促进软骨修复。研究结果同时也说明，健

骨颗粒冲剂和双醋瑞因降低ＫＯＡ大鼠血清及关节液
中 ＴＮＦ－α和 ＭＭＰ－３含量的疗效相当，且均能使
ＫＯＡ大鼠的这两项指标降至正常水平。本研究只是
初步揭示了健骨颗粒冲剂治疗 ＫＯＡ的作用机制，其
确切机理有待进一步研究。
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