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复元胶囊对兔膝骨关节炎滑膜 IL-1 I3；、MMP-13及 iNOS表 

达的影响 

巫桁锞，李荣亨，钟 王 

(重庆医科大学附属第一医院中西医结合科，重庆 400050) 

【摘 要】目的：通过观察复元胶囊对实验l生兔膝骨关节炎(Osteoarthritis，OA)滑膜组织形态学变化的影响，以及复元胶囊对滑膜 

自细胞介素 一l p(Interleukin一1 p)、基质金属蛋白酶 一13(Matrix metallo proteinase一13)及诱导型一氧化氮合酶(Induced nitric 

oxide synthase)表达的影响，探讨具有补益肝。肾、益气活血作用的复元胶囊对实验性兔膝 OA的治疗作用及其机理。方法：60只 

新西兰兔，随机分为复元胶囊低、中、高剂量组、模型组和正常组，用改良Huhh法制造兔膝 OA模型，中药组给予复元胶囊灌 

胃，模型组给予生理盐水灌胃，连续分别用药 4、8周和 12周。HE染色光镜观察滑膜组织形态并评分 ，透射电镜观察滑膜组织 

超微结构，免疫组化检测滑膜 IL一1 8、MMP一13及 iNOS的表达。实验后对滑膜评分和 3个指标(IL-1 13、MMP一13、iNOS)进行前 

后比较和组间比较。结果：复元胶囊低 、中、高剂量组 3个时间段的滑膜炎症明显小于同期模型组(P<0．05)，这 3个治疗组 3个 

时间段的滑膜 IL—l B、MMP一13及 iNOS的表达显著低于同期模型组(P<0．05)，中、高剂量组的差异非常显著(P<0．O1)。结论： 

复元胶囊可明显改善实验性兔膝 OA滑膜组织形态学的病理改变，显著抑制实验性兔膝 OA滑膜组织的IL—l 13、MMP一13和 

iNOS的表达。复元胶囊可改善实验性兔膝 OA滑膜组织形态学的病理改变的作用与其抑制滑膜组织 IL一1 13、MMP一13和 iNOS 

的表达密切相关。 
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Effects of Fuyuan capsule on expression of IL一1 13。MMP一1 3 and iNOS in 

synovium in experimentaI osteoarthritis of rabbits 

uHeng-ke．etal 

(Department of Traditional Medicine lntergrated Western Medicine，the First Affiliated Hospital，Chongqing 

Medical University) 

【Abstract]Objective：To observe the effects of fuyuan capsule on change of morphology of synovium，expression of IL一1 B、MMP一13 and 

iNOS in synovium in experimental osteoarthritis of rabbits，and investigate the mechanism about the reparation and treatment of fuyuan 

capsule．Methods：Sixty New Zealand rabbits were divided into five groups randomly：normol group，model contrast group，low dose group， 

middle dose group and high dose group of fuyuan capsule．OA model was induced in rabbits by improved Huhh’S method．Three Chinese 

herb groups were treated with fuyuan capsule (0．727，1．453，4．795 g／(kg。d))，continuously for 4，8 weeks and 12 weeks，model contrast 

groupwastreatedwith 0．9％NS，ig，atthe sametime．Synovium sectionswere analyzed byimmunohistochemistryfortheIL-1 B，MMP-13 

and iNOS，observation and measurement of the change of morphology of synovium by light microscopic and transmission electron 

microscopic．After the experiment，the differences of these indexes between Three Chinese herb groups and model contrast group were 

compared．Results：There are found significant differences about measurement of morphology of synovium between Three Chinese herb 

groups and model contrast group afterthe experiment(P<0．05)，especially high and middle dosage offuyuan capsule group(P<O．O1)．It 

is the same as the comparison of the expression of IL-1 B，MMP一1 3 and iNOS．Conclusion：Fuyuan capsule can improve the pathological 

change of morphology of synovium，and decrease the expression of IL一1 B，MMP一13 and iNOS in synovium in experimental osteoarthritis 

of rabbit．There was therapeutical effect on synovium in experimental osteoarthritis of rabbit． 
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骨关节炎(0stcoarthritis，OA)在老年人群中发病率很高， 

随着我国进入老龄化社会，OA的发病人数和发病率逐年升 

高，因此其防治l丁作愈来愈受到人们的重视。现代医学对 OA 

发病机制的认识并不十分明确，在过去的30年问，细胞因子 

与骨关节炎的关系 日益受到重视，其中白细胞介素 一1(Inter— 

leukin一1，IL一1)被认为是导致软骨功能衰退最具影响力的细 

胞因子之一；由诱导型一氧化氮合酶 (Induced nitric oxide 

svnthase，iNOS)产生的一氧化氮(Nitric oxide，NO)，是与 OA 

发病相关的非常重要的炎症性因子；基质金属蛋白酶(Matrix 

metallo proteinase，MMPs)家族是导致 OA病理改变的重要原 

因。本研究旨在观察具有补益肝肾、益气活血作用的复元胶 

囊对实验性兔 膝骨关节炎滑膜组织 形态学变化 ，以及 

IL一1 B、MMP一13和 iNOS表达的影响，探讨其治疗 OA的作 

用机制。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物及分组 

健康新西兰大白兔 60只，雌雄各半，体重(2．5±0．1)kg， 

购自重庆医科大学动物中心。随机分为 5组 ：正常组、模型对 

照组、复元胶囊低 、中、高剂量组，每组再按给药后第 4、8、12 

周 3个时间点分配，每个点 4只。 

1．2 实验 药品及试剂 

兔抗 NOS2多克隆抗体 、兔抗 IL一1 B多克隆抗体、兔抗 

MMP一13多克隆抗体：武汉博士德生物lrr程有限公司。DAB 

试剂盒、免疫组化染色试剂盒 SP一9000：北京中杉金桥生物 

技术有限公司。复元胶囊(淫羊藿、鹿茸 、黄芪、生晒参、续断、 

丹参、川芎、枸杞子等)：重庆希尔安药业公司加．[生产。 

1．3 造模方 法 

取模型对照组和复元胶囊高、中、低剂量组 4个组动物， 

均采用改良 hulth法构建兔膝骨关节炎模型。速眠新 Ⅱ0．2 

ml／kg肌注麻醉，选取左侧后肢内侧，采用髌腱旁纵切 口1～2 

em切开关节囊，向外侧推离髌骨造成脱位。依次进入兔膝关 

节，屈曲膝关节，直视下可见膝交叉韧带，用眼科剪剪断前后 

交叉韧带并切除内侧半月板 ，避免损伤关节面软骨。行前后 

抽屉实验证实交叉韧带完全切断，生理盐水冲洗关节腔积 

血、积屑、逐层缝合伤口，无菌包扎固定。术后所有动物每天 

驱赶 30min。 

1_4 给 药方法 

根据临床有效剂量，运用 Meeh—Rubner公式计算出兔的 

等效剂量 ，复元胶囊低剂量组的巾药灌 胃剂量为 O．727 g／ 

(kg·d)，中剂量组为 1．453 g／(kg。d)，高剂量组为4．795 g／(kg·d) 

(分别为等效剂量的 1／2倍、1倍、3．3倍)。造模后 1周开始给 

药，分别将不同剂量的复元胶囊粉末溶解于蒸馏水中，灌胃 

给药 ，模型组每天灌予 10 ml生理盐水，正常组不给予任何药 

物。每组均连续灌胃4～12周，每天给药 1次。分别于给药后 

第 4、8周和 12周 3个时间点处死动物，获取滑膜。 

1．5 观察指标及方 法 

1．5．1 光镜 切取滑膜标本 ，4％多聚甲醛固定，脱钙 ，石蜡 

包埋，5 In连续切片。HE染色 ：石蜡切片依次置于二甲苯 

I液和Ⅱ液、95％乙醇 I液和 Ⅱ液、80％乙醇及蒸馏水，再分 

别置于苏木素染液、伊红染液，盐酸乙醇分化，冲洗，调色脱 

水，透明，树胶封片。 

1．5．2 透射电镜 2．5％戊二醛液固定，0．1 mol／L PBS漂洗两 

次，1％锇酸后同定 2 h，丙酮梯度脱水 ，浸透 ，包埋，同化 ，半 

薄切片定位，超薄切片，铀染 ，铅染，日立 H一7500电子显微 

镜观察，照相。 

1．5．3 免疫组化分析 常规脱腊至水 ，枸橼酸缓冲液修复抗 

原，先后加入 3％H O 消除内源性过氧化物酶活性 、正常山 

羊血清封闭孵育，依次滴加 IL一1、MMP一13和 iNOS一抗 ，生 

物素化二抗工作液，辣根酶标记链霉卵白素工作液，DAB显 

色，苏木素复染，脱水，透明，封片。用 PBS代替第一抗体做阴 

性对照。 

1．6 判断标准 

1．6．1 HE染色评分 各组滑膜组织的光镜表现，分别按以 

下 4项标准来进行 4级评分，每项进行评分并将每组各项评 

分累积，如表 1。 

1．6．2 免疫组织化学染色分析 形态计量法：参考 Pelletier 

等l】I每张滑膜切片选取 5个高倍视野(400倍 )，计算每个高 

倍视野里的阳性细胞数和细胞总数 ，II 一1 B、MMP一13、iNOS 

的表达量均用阳性细胞数占细胞总数的百分比来表示。计数 

由2个独立观察者实施 ，取均数为最后得分。形态分析法 ：送 

重庆医科大学组织胚胎学教研室 ，每张切片选取 5个高倍视 

野，采用 OlympusBX41照相显微镜和 GD一8型病理影像多媒 

体图文操作系统 (成都金盘电子科大多媒体技术有限公司) 

进行分析，计算出光密度值(AIOD)。 

1．7 统计分析 

HE染色评分用秩和检验，1L一1 B、MMP一13、iNOS的免 

疫组化染色的阳性细胞率和 AIOD值均用重复测定的方差 

分析，在 SASS9．13版本统计软件上完成。 

2 结 果 

2．1 光镜下观察 

正常组：衬里层由 1～2层滑膜细胞组成，较为疏松 ，不 

呈连续性，衬里下层有许多脂肪细胞。 模型对照组 ：滑膜衬 

里层明显增厚，细胞层数多≥3层 ，部分区域的滑膜衬里层 

细胞达 5～7层，伴明显乳头样增生，衬里下层大量炎细胞弥 

漫浸润，以淋巴细胞为主，脂肪细胞消失，大量纤维组织广泛 

增生，血管明显增生。 复元胶囊低剂量组：滑膜衬里层少量 

轻度增厚 ，衬里下层有较多炎细胞浸润，以淋巴细胞为主，脂 

肪细胞基本消失，少量纤维组织增生 ，并有明显血管增生。 

复元胶囊中剂量组和高剂量组表现相似 ：滑膜衬里层厚度基 

本正常，多为 1～3层 ，个别区域有少量轻度增厚 ，衬里下层 

有稀疏散在炎细胞浸润和纤维组织增生 ，仍有较多的血管增 

生。各组光镜下表现见图 l。对各组滑膜组织的病理改变 ，分 

别从以下 4个指标进行评分和统计学检验 ，结果如表 2所 

不  
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2．2 电镜下观察 

正常组滑膜 ：细胞形态正常，细胞核完整 ，核内染色体均 

匀分布，粗面内质网呈层状排列 ，线粒体散在分布，细胞间质 

中胶原纤维较少。模型对照组滑膜：滑膜细胞数量增多，以 B 

型滑膜细胞为主，大约占80％以上。B型滑膜细胞中可见丰 

富发达的粗面内质网，网腔轻度扩张，有些网池显著膨胀 ，溶 

酶体、空泡和线粒体较多，高尔基体不多。滑膜细胞处于含有 

丰富胶原纤维的基质中，胶原纤维明显增加。复元胶囊中剂 

量组和高剂量组：滑膜细胞增多仍以B型滑膜细胞为主。B 

型滑膜细胞中粗面内质网仍增多，网腔略有扩张，溶酶体 、空 

泡和线粒体数量均有所减少，未见高尔基体。 

2-3 各组滑膜 IL—lB的表达 

正常组未见明显 I卜 1 8的阳性表达，在部分区域可见 

零星散在的阳性表达。模型组滑膜的衬里细胞层 、衬里下层 

的和血管内皮细胞均可见明显的 IL—l B的表达，为强阳性 ， 

着色深，呈棕褐色。复元胶囊低剂量组滑膜衬里细胞层可见 

较多的 IL一1 B表达，为阳性 ，着色较深，呈棕黄色。复元胶囊 

中剂量组和复元胶囊高剂量组表现相似，可见衬里细胞层较 

少的 IL一1 B表达，为弱阳性 ，着色较浅，呈黄色(图2 o 

各组滑膜 IL一1 13表达的阳性细胞率及光密度值比较， 

结果如表 3、4所示。 

常组在第4、8周和 12周比较，均有显著差异(P<O．05 o低剂 

量组与模型组在第 8周和 12周比较有显著差异 (P<0．05)， 

而第 4周比较没有显著性差异(P>0．05)。低、中、高 3个剂量 

组在第 4、8周和 12周两两比较，均有显著差异(P<0．05)。 

光密度值：与阳性细胞率基本相同，但低剂量组与模型 

组在第 4周比较也有显著差异(P<0．05)，中、高剂量组在第 

l2周比较，没有显著性差异(P>0．05 o 

(2)组内前后比较 

阳性细胞率和光密度值两种方法比较结果相同：正常组 

在 3个时间段进行组内前后 比较 ，没有显著性差异 (P> 

0．05)。低、中、高 3个剂量组和模型组在 3个时间段进行组 

内前后 比较 ，均有显著差异(P<0．05)。 

2．4 各组滑膜 MMP—l3的表达 

MMP一13表达情况和IL一1 B相似，见图3。 

MMP一13表达的阳性细胞率及光密度值比较，结果如表 

5、6所示。 

(1)组间同期比较 

阳性细胞率 ：复元胶囊高、中剂量组与模型组分别在第 

4、8周和 12周比较，均有非常显著差异(P<O．O1)；与正常组 

在第 4、8周和 l2周比较 ，均有显著差异(P<0．05)。低剂量 

组和正常组分别与模型组在第 4、第 8周和 l2周比较均有 

(1)组间同期比较 显著差异(尸<O．05)。低、中、高 3个剂量组在第 4、8周和 12 

阳性细胞率 ：复元胶囊高、中剂量组与模型组分别在第 周两两比较，均有显著差异(P<0．05 o 

4、8周和 l2周进行比较，均有非常显著差异(P<0．01)；与正 光密度值：与阳性细胞率结果相同。 

表 1 各组滑膜 HE染色评分的 4项标准 

正常组滑膜：衬里层由 l～2层滑膜细胞组成， 

衬里下层有许多脂肪细胞 
模型组滑膜：衬里层明显增厚，细胞层数多≥3层，衬里下层 

有大量炎细胞弥漫浸润，以淋巴细胞为主，脂肪细胞消失 

复元胶囊中剂量组：衬里层多为 1-3层，衬里下层有稀疏散在 复元胶囊高剂量组：与中剂量组表现相似 

炎细胞浸润和纤维组织增生。仍有较多的血管增生 

图 1 各组滑膜光镜下表现(HE×400) 
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(2)组内前后比较 

阳性细胞率和光密度值两种方法比较结果相同，情况和 3 讨 论 

IL一1 13相似。 

2．5 各组滑膜 iNOS的表达 

iNOS的表达情况和MMP一13、IL一1 13相似，见图4。 

各 iNOS表达的阳性细胞率及光密度值比较，结果如表 

7、8所示。 

(1)阳性细胞率和光密度值的组 问同期比较结果和 

MMP一13的统计结果相同。 

(2)阳性细胞率和光密度值的组内前后 比较结果和 

MMP—l3的统计结果相同。 

近年来 OA的炎症表现已引发了广泛关注。OA中滑膜 

的病理特点是无菌性慢性滑膜炎，其病理改变包括衬里细胞 

的增生、淋巴细胞的浸润及血管周围的淋巴细胞聚集。作为 

最经典的燹l生细胞因子，IL—l在 OA的发病过程中起着关键 

作用。IL一1对 OA的影响是多方面的。IL_1可强烈抑制软骨 

细胞表型的分化，诱导其凋亡，抑制其增殖 ；可引起软骨基 

质降解，促进软骨变性 ；还可产生强大的促炎作用，引起滑 

膜炎症，造成关节软骨生存的恶劣微环境 ，对软骨及滑膜正 

表4 复元胶囊对兔骨关节炎滑膜 IL一1 B表达的影响 (光密度值。x±S) 

与同期模型组比较 <0．05， P<0．01 

表5 复元胶囊对兔骨关节炎滑膜 MMP一13表达的影响 (阳性细胞率，X---／-s) 

与同期模型组比较 <0．05， P<0．01 
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与同期模 型组 比较 <0．05，”P<0．0l 

常的修复和代谢功能产生影响 ，促进 OA的进展。OA发生 

时，在 IL一1等细胞因子的作用下，主要在诱导型一氧化氮合 

酶(iNOS)作用下大量合成 NO，可加速软骨基质的降解 ，抑制 

软骨基质合成，导致软骨细胞和滑膜组织损伤 ，诱导软骨细 

胞凋亡 ；同时 NO作为 IL一1的下游产物 ，还可减少 IL一1受 

体拮抗剂的合成，促进 IL一1介导的软骨降解作用。基质金属 

蛋白酶(MMPs)家族构成了细胞外基质降解最重要的蛋白水 

解系统 ，能够降解关节组织细胞外基质的所有成分 ，其中 

MMP一13对构成软骨的Ⅱ型胶原具有最为活跃的降解活性 

能力。研究证实各种炎症性因子，如 II 一1、NO等可增加基质 

金属蛋白酶如 MMP一13等的活性，从而造成关节软骨的损 

伤l 5_。因此 IL一1、MMP一13和 iNOS之间的关系非常密切 ，且三 

者的协同效应在 OA的发病机制中起着非常重要的作用。 

中医学认为 OA属“骨痹”、“痹证”等范畴，主要与年老 

体衰，长期劳损，外感风寒湿邪有关。《素问·上古天真论》日： 

“七八肝气衰，筋不能动⋯⋯肾脏衰惫，形体皆极”。《素问·宣 

明五气篇》：“五劳所伤，⋯⋯久立伤骨，久行伤筋”。《素问·痹 

论篇》：“风寒湿三气杂至 ，合而为痹也”。中年以后，肝。肾亏 

虚，肾虚不能主骨 ，肝虚无以养筋，筋骨失养，风寒湿乘虚而 

入；而长期劳损或外伤可直接损伤筋骨 ，血瘀气滞不通，经脉 

痹阻，不通则痛，均可形成本病。总之，OA属本虚标实之证， 

肝肾亏虚是其本，继发性损伤或风寒湿外侵是其标。故治疗 

应着眼治本，兼治其标，治疗法则多以补益肝肾、强筋壮骨为 

主，辅以活血化瘀通络，祛风除湿散寒。本研究使用的复元胶 

囊中采用淫羊藿 、鹿茸、续断、枸杞子等补益肝。肾，配以黄芪、 

生晒参、丹参、川芎等益气活血化瘀，既遵循补益肝肾的传统 

治则，又着重加强了其益气活血作用，全方标本兼治，在临床 

长期使用，疗效卓著。现代研究涉及相关中药和观察指标的 

报道很多，如中药柔肝方 、益 肾方能下调 NOS和 IL—l的表 

达，有降低 OA中期 NO趋势 ，并抑制血清中透明质酸的含 

量[61。纯补 肾药能减少兔膝 OA软骨的破坏，有效防治 OAITI。 

我们的实验发现 ：①通过评分比较，光镜下模型组明显 

表现为较严重的 OA慢性滑膜炎 ，而复元胶囊 3个剂量组， 

特别是中、高剂量组的滑膜炎表现比较轻微，而 3个治疗组 

之间也存在差异。②各组 IL—l B、MMP一13和 iNOS的表达趋 

势相似，即模型组这 3个指标的表达显著高于正常组和 3个 

治疗组，这与模型组的组织形态学改变相一致 ，而 3个治疗 

组之间这 3个指标的表达也存在显著差异。这说明复元胶囊 

治疗实验性 OA的剂量和最终疗效可能存在正相关性，即其 

治疗剂量越大，对实验性 OA的治疗效果越好。③随着实验 

进程，这 3个指标在模型组的表达均逐渐增高，而在低、中、 

高剂量组逐渐降低 ，差异有显著性。说明复元胶囊治疗实验 

性 OA的疗程和最终疗效也可能存在正相关性 ，即其治疗疗 

程越长，对实验性 OA的治疗效果越好。④模型组滑膜病变 

的组织形态没有随着实验进程进一步加重，但其表达 的 

IL一1 B、MMP一13和 iNOS却随病程进展逐渐升高，二者并不 

一 致，说明 OA滑膜炎症程度可能不仅仅只与细胞因子相 

关。⑤从治疗组的表现来看 ，复元胶囊既明显改善滑膜的组 

织病理改变，又显著降低滑膜的 IL—l 13、MMP一13和 iNOS的 

表达，充分证实具有补益肝肾、益气活血作用的复元胶囊对 

于实验性 OA的良好治疗效果 ，其中尤以中、高剂量组的治 

疗效果最为显著。结果显示复元胶囊治疗实验性 OA，用药剂 

量越大，时间越长，效果越好，由此推测补肾健骨、益气活血 

类中药治疗 OA可能应考虑增加药量 、延长用药时间更佳。 

⑥各治疗组滑膜在第 4周病理改变已减轻 ，且并未随实验进 

程而加重 ，这表明此类中药治疗实验性 OA似乎并不存在起 

效缓慢的问题，可以起到治疗早期实验性 OA，有效控制和防 

治 OA进展的作用。 
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