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!基础研究!

马钱子总碱对兔膝骨关节炎模型

软骨损伤修复作用及机制

洪振强$高弘建$苏友新$徐志斌$吴子健$何俊君

摘要$目的$ 探讨马钱子总碱对兔膝骨
H-30I

#

):3I>.

关节炎模型的作用及机制" 方法$新西兰兔随机

分为正常对照组#模型组#假手术组#马钱子总碱高$中$低剂量组#玻璃酸钠组#每组
$

只" 除正常对照组外#其

余各组均以
H-30I

#

):3I>.

方法造模" 造模
$

周后#马钱子总碱高$中$低剂量组分别给予兔每个膝关节腔注射

"

!

%

$

"

!

!

$

"

!

# =J

马钱子总碱注射液#玻璃酸钠组给予兔每个膝关节腔注射
"

!

! =J

玻璃酸钠#每周
!

次#连续

用药
9

周" 正常对照组$模型组及假手术组常规饲养#无其他特殊处理" 停药
#

周后光镜观察关节软骨病理改

变和
+>KL?K

%

/

评分#血液流变仪检测全血黏度%低切$中切$高切&及血浆黏度#

<J(M,

检测关节液
5E

$

MED

$

过氧化脂质%

JNE

&及尿液吡啶酚%

N6D

&含量" 结果$与正常对照组比较#模型组
+>KL?K

%

/

评分$全血黏度$

血浆黏度$

5E

$

JNE

及
N6D

升高%

N O"

!

"9

&#

MED

降低%

N O"

!

"9

&" 与模型组比较#马钱子总碱高$中剂量组

及玻璃酸钠组
+>KL?K

%

/

评分降低%

N O"

!

"9

&'各给药组全血黏度$血浆黏度$

5E

$

JNE

及
N6D

降低%

N O

"

!

"9

&#

MED

升高%

N O"

!

"9

&" 马钱子总碱中剂量组较低剂量组中$高切变率全血黏度$

MED

升高%

N O"

!

"9

&#

5E

$

JNE

及
N6D

降低%

N O"

!

"9

&'马钱子总碱高剂量组较中剂量组全血黏度$血浆黏度升高%

N O"

!

"9

&#

5E

$

JNE

及
N6D

降低%

N O"

!

"9

&#

MED

升高%

N O"

!

"9

&" 与玻璃酸钠组比较#马钱子总碱低剂量组
+>KL?K

%

/

评

分$

5E

$

JNE

及
N6D

升高%

N O"

!

"9

&#

MED

降低 %

N O"

!

"9

&'马钱子总碱中剂量组
+>KL?K

%

/

评分$

MED

降低

%

N O"

!

"9

&#

5E

$

JNE

及
N6D

升高%

N O"

!

"9

&'马钱子总碱高剂量组
+>KL?K

%

/

评分$全血黏度及血浆黏度升

高%

N O"

!

"9

&" 结论$马钱子总碱对骨关节炎的软骨损伤具有修复作用#其机制主要与通过
MED

途径抑制

5E

介导的软骨细胞凋亡有关#还与改善软骨代谢有关"

关键词$马钱子总碱' 兔膝骨关节炎
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模型' 作用机制
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$$骨关节炎$

2/0:2>R0IR?0?/

!

E,

%是一种以关节疼

痛'僵硬'屈伸及行走受限甚至关节畸形为主要表现的

骨科常见多发病!在中国
E,

患者已超过
#

亿(

#

)

* 关

节内注射药物治疗
E,

是近年来推广应用的一种新疗

法!能促进软骨再生'延缓软骨退变(

!

!

%

)

!具有作用直

接'起效迅速的特点!越来越受到
E,

患者的青

睐(

@

!

9

)

* 马钱子是中医临床治疗关节炎常用药物之

一!具有祛风湿'通络'消肿止痛的功效!马钱子生物碱

为其主要有效成分* 研究显示!马钱子碱关节内注射

可促进软骨损伤的修复(

;

)

!但其作用机制未明!值得

进一步探讨*

E,

的发病机制复杂!其致病因素主要

与软骨细胞凋亡'骨内压等有关* 因此!本实验通过建

立兔膝
E, H-30I

#

):3I>.

模型并予关节腔注射马钱

子总碱!观察其对关节软骨病理改变和血液流变学的

影响!以及对关节液中一氧化氮$

K?0R?C 2Z?Q:

!

5E

%'

超氧化物歧化酶$

/-a:R2Z?Q: Q?/=-0>/:

!

MED

%'过

氧化脂质$

3?a?Q a:R2Z?Q>/:

!

JNE

%及尿液中吡啶酚

$

aSR?Q23

!

N6D

%表达的影响!探讨马钱子防治
E,

的

作用及其机制是否与软骨细胞凋亡'骨内压有关*

材料与方法

#

$动物$健康新西兰兔
9;

只!

@ b;

月龄!体质

量
!

!

"

&

!

!

9 L.

!雌雄各半!由上海市松江区松联实验

动物场提供!许可证号#

M&[V

$沪%

!"#!

+

""##

* 由

福建中医药大学实验动物中心提供清洁级医学实验动

物环境设施!许可证号
M&[V

$闽%

!"#!

+

"""#

* 实

验对动物的处理方法符合,关于善待实验动物的指导

性意见-

(

8

)

*

!

$药物$马钱子$福建省福州同春药业有限公

司!批号#

!"#""9"9

%!经福建中医药大学药学院中药

炮制教研室鉴定为马钱科植物马钱的干燥成熟种子!

其炮制工艺为砂烫法&马钱子总碱注射液!

# =JF

支!

浓度为
%

!

#!9 =.F=J

$福建中医药大学中西医结合研

究院自制!批号#

!"##"#

%!主要成分为马钱子总生物

碱!其制备方法已申请国家发明专利$专利申请号#

!"#!#""#%!7%

%*

%

$主要试剂及仪器$玻璃酸钠注射液$

!" =.F

支!上海昊海生物科技!批号#

H!""9#$%8

%&兔
5E

'

MED

'

JNE

'

N6D

酶联免疫检测试剂盒$上海西唐生物

科技公司!批号#

H8"!"

%&青霉素$

$"

万
(YF

支!上海新

先锋药业有限公司!批号#

M#!"%"#

%* 生物组织包埋

机$

_+

#

!

!湖北省宏业医用仪器有限公司%&石蜡切片

机$

H+%#9

!

)I:R=2

公司!美国%&低温高速离心机

$

;@T

!

_:CL=>K

公司!美国%&酶联免疫检测仪

$

<3Z$"$

!

_?20:L

公司!美国%&光学显微镜$

_[@"

!

E

#

3S=a-/

!日本%&酶标仪$

<3Z$"$

!

_?20:L

公司!美国%*
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$实验分组$将
9;

只
@

&

;

周龄健康新西兰兔

采用随机数字表法分为正常对照组'模型组'假手术

组'马钱子总碱高'中'低剂量组和玻璃酸钠组!每组

$

只*

9

$造模方法$除正常对照组外!其余各组均参考

H-30I

#

):3I>.

方法(

$

)建立
E,

模型* 选取兔左'右膝

为手术对象!于兔耳缘静脉麻醉 $戊巴比妥钠!

%" =.FL.

%!仰卧固定!备皮!常规消毒铺巾* 取双侧

膝关节内侧纵形切口!长约
@ C=

!打开关节腔!切断

前'后交叉韧带及内侧副韧带!并完整切除内侧半月

板* 行抽屉试验'内侧应力试验!证实各韧带均已完全

切断后!冲洗!逐层缝合* 无敷料包扎!不固定伤肢*

术中尽量避免损伤关节软骨面* 假手术组探查关节腔

后不作其他任何处理* 术后采用单兔单笼喂养!每天

肌肉注射青霉素
!"

万
(Y

!连续
8

天* 每日定时强迫

兔活动
%" =?K

!分
!

次进行!连续
$

周* 本次实验造

模成功率
#"" c

*

;

$给药剂量与方法$造模
$

周后!马钱子总碱

高'中'低剂量组分别给予兔每个关节腔注射
"

!

%

'

"

!

!

'

"

!

# =J

$含
#!

!

9

'

;

!

!9

'

%

!

#!9 =.

生药!相当于临床剂

量的
#

'

"

!

9

'

"

!

!9

倍%马钱子总碱注射液!玻璃酸钠组

给予兔每个关节腔注射
"

!

! =J

(

7

)玻璃酸钠!每周
!

次!连续用药
9

周* 正常对照组'模型组及假手术组的

新西兰兔常规饲养!无其他特殊处理* 停药
#

周后!经

腹腔麻醉后取材!耳缘静脉空气栓塞处死全部动物*

8

$标本采集与制备$取材前动物禁食
#" I

!兔耳

缘静脉处取血
! =J

!注入抗凝试管!摇匀后立即送检!测

血液流变学指标* 取髌骨内缘作纵行切口!逐层分离至

关节囊!反复屈伸关节以便将关节液挤压至髌上囊内侧!

在关节液最集中处轻轻划开关节囊!注入
"

!

7 c

氯化钠

#

!

9 =J

!反复抽吸后将关节液尽量抽出!

@

'!

#9 """ RF=?K

离心
#9 =?K

!取上清液!保存于"

$"

'冰

箱* 切开膝关节囊!迅速切取股骨内髁关节软骨!修成

"

!

9 C=

(

"

!

9 C=

(

"

!

9 C=

大小的组织块!

@" .FJ

多聚

甲醛固定!

#" c <D),

"

!5>

脱钙
$

周!石蜡包埋!连续

切片!厚约
9 "=

!

H<

染色观察软骨组织病理变化*

$

$检测指标及方法$表
#

%$光镜观察关节软骨

病理改变和
+>KL?K

%

/

评分(

#"

)

&血液流变仪检测全血

黏度$低切'中切'高切%及血浆黏度&

<J(M,

检测关

节液中
5E

'

MED

'

JNE

及尿液中
N6D

含量*

7

$统计学方法$用
MNMM #$

!

"

软件进行数据

统计!计量资料数据以
Z

)

/

表示!进行
0

检验和

,5E1,

!采用二元定距变量
N:>R/2K

简单相关系数

进行相关分析!

N O"

!

"9

为差异有统计意义*

表
#

#

+>KL?K

%

/

评分

分类 计分$分%

结构

$正常
"

$表层破坏
#

$血管翳及表层破坏
!

$浅层裂隙形成达移行层
%

$裂隙局限性深达骨质辐射层
@

$深达骨质钙化层软骨缺损负重区
9

$全层软骨缺损
;

细胞

$正常
"

$细胞过多!紊乱
#

$细胞成簇
!

$细胞少
%

番红
E

染色

$正常
"

$轻度失染
#

$中度失染
!

$重度失染
%

$完全失染
@

潮线的完整性

$完整
"

$不完整有血管翳通过
#

总分
" b#@

结$$果

#

$各组一般情况比较$实验期间模型组新西兰

兔排便'体温未见明显异常!精神状态欠佳!毛色稍晦

暗!进食量稍减弱&给药组新西兰兔精神状态好!排便'

体温和皮毛等未见异常!其体质量'进食量与对照组基

本一致* 实验过程动物无死亡*

!

$各组病理结果比较$图
#

%$正常对照组关节

软骨表面光滑!四层结构清晰!潮线完整'黏合线明显!

各层软骨细胞排列整齐'分布均匀!未见软骨细胞簇集

现象* 假手术组与正常对照组类似!关节软骨表面光

滑'完整!四层结构尚明显!各层软骨细胞排列基本整

齐'分布较为均匀!未见软骨细胞簇集现象* 模型组关

节软骨表面缺损'破裂严重!四层结构无法辨别* 表层

软骨细胞消失!移形层软骨细胞簇集成团!辐射层'钙

化层软骨细胞数量明显减少'排列紊乱* 马钱子总碱

各剂量组关节软骨损伤较模型组均有修复!以中剂量

组明显!表现为软骨表面裂隙得到改善!四层结构可分

辨!各层软骨细胞数量增多'分布较均匀!软骨细胞簇

集现象减少* 玻璃酸钠组关节软骨损伤较模型组明显

修复!表现为软骨表面较平整!四层结构较清晰!各层

软骨细胞数量明显增多'排列较整齐'分布较均匀!簇

集现象明显减少*
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年
$

月第
%$

卷第
$

期
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!
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!
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!
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!

$

$$注#

,

为正常对照组&

_

为假手术组&

&

为模型组&

D

为马钱子总碱高剂量组&

<

为马钱子总碱中剂量组&

\

为马钱子总碱低剂量组&

W

为玻璃酸钠组&

#

为(

#""

&

!

为(

!""

&箭头所示为病理变化

图
#

#各组病理结果比较#$

H<

%

$$

%

$各组关节软骨
+>KL?K

%

/

评分比较$表
!

%$

与正常对照组比较!模型组
+>KL?K

%

/

评分升高 $

N O

"

!

"9

%* 与模型组比较!马钱子总碱高'中剂量组及玻

璃酸钠组
+>KL?K

%

/

评分降低$

N O"

!

"9

%* 与玻璃酸

钠组比较!马钱子总碱高'低剂量组
+>KL?K

%

/

评分升

高 $

N O"

!

"9

%!马钱子总碱中剂量组
+>KL?K

%

/

评分

降低$

N O"

!

"9

%* 与马钱子总碱中剂量组比较!马钱

子总碱高剂量组
+>KL?K

%

/

评分升高$

N O "

!

"9

%&与

马钱子总碱低剂量组比较!马钱子总碱高剂量组
+>K

#

L?K

%

/

评分降低$

N O"

!

"9

%*

表
!

#各组关节软骨
+>KL?K

%

/

评分比较$$分!

Z

)

/

%

组别
K +>KL?K

%

/

评分

正常对照
$

"

*

%8

)

"

*

#$

!

假手术
$ "

*

%$

)

"

*

!;

模型
$ $

*

89

)

"

*

!9

玻璃酸钠
$

;

*

""

)

"

*

#7

!

马钱子总碱低剂量
$

$

*

%$

)

"

*

!;

"#

马钱子总碱中剂量
$

9

*

89

)

"

*

#;

!"#

马钱子总碱高剂量
$

8

*

9"

)

"

*

!8

!"

$$注#与模型组比较!

!

N O "

!

"9

&与玻璃酸钠组比较!

"

N O "

!

"9

&与

马钱子总碱高剂量组比较!

#

N O"

!

"9

@

$各组全血黏度及血浆黏度的比较$表
%

%$与

正常对照组比较!模型组的全血黏度及血浆黏度升高

$

N O"

!

"9

%* 与模型组比较!各给药组的全血黏度及血

浆黏度降低$

N O"

!

"9

%* 与玻璃酸钠组比较!马钱子总

碱高剂量组的全血黏度及血浆黏度升高$

N O"

!

"9

%*

与马钱子总碱低剂量组比较!马钱子总碱高剂量组全

血黏度及血浆黏度升高$

N O"

!

"9

%&马钱子总碱中剂

量组中'高切变率全血黏度升高$

N O"

!

"9

%* 与马钱

子总碱中剂量组比较!马钱子总碱高剂量组全血黏度

及血浆黏度升高$

N O"

!

"9

%*

9

$各组关节液及尿液细胞因子比较$表
@

%$与

正常对照组比较!模型组
5E

'

JNE

及
N6D

升高$

N O

"

!

"9

%!

MED

降低$

N O "

!

"9

%* 与模型组比较!各给

药组
5E

'

JNE

及
N6D

降低$

N O "

!

"9

%!

MED

升高

$

N O"

!

"9

%*与玻璃酸钠组比较!马钱子总碱中'低剂

量组
5E

'

JNE

及
N6D

升高$

N O "

!

"9

%!

MED

降低

$

N O"

!

"9

%*与马钱子总碱低剂量组比较!马钱子总碱

中'高剂量组
5E

'

JNE

及
N6D

降低$

N O"

!

"9

%!

MED

升高$

N O"

!

"9

%* 与马钱子总碱中剂量组比较!马钱

子总碱高剂量组
5E

'

JNE

及
N6D

降低$

N O"

!

"9

%!

MED

升高$

N O"

!

"9

%*

讨$$论

马钱子主要功效是通络止痛'散结消肿'凉血散

热!常用于关节炎的治疗!其抗炎作用的主要成分是马

钱子生物碱* 在
E,

的给药途径方面!关节内注射是主

要方法之一!迄今已有
$"

年的历史(

##

)

* 目前关节内

注射所用的药物以西药为主!其中!以透明质酸或皮质

类固醇最具代表性* 国际骨关节炎研究学会$

E/0:2

#

>R0IR?0?/ T:/:>RCI M2C?:0S (K0:RK>0?2K>3

!

E,TM(

%

表
%

#各组全血黏度及血浆黏度比较#$

=N>

"

/

!

Z

)

/

%

组别
K

全血黏度

低切$

#" /

% 中切$

;" /

% 高切$

#9" /

%

血浆黏度

正常对照
$

8

*

7

)

#

*

"

!

@

*

$@

)

"

*

%7

!

%

*

87

)

"

*

%@

!

#

*

!%

)

"

*

#;

!

假手术
$ 8

*

7

)

"

*

8 @

*

$7

)

"

*

!# %

*

$@

)

"

*

%8 #

*

!;

)

"

*

##

模型
$ #"

*

8

)

"

*

9 8

*

7@

)

"

*

7# @

*

79

)

"

*

## #

*

@$

)

"

*

#"

玻璃酸钠
$

$

*

9

)

#

*

;

!

9

*

";

)

"

*

78

!

@

*

"$

)

"

*

#7

!

#

*

!$

)

"

*

$%

!

马钱子总碱低剂量
$

$

*

"

)

"

*

7

!

9

*

%8

)

"

*

9%

!

@

*

"9

)

"

*

!"

!

#

*

#$

)

"

*

#%

!

马钱子总碱中剂量
$

8

*

8

)

"

*

8

!

9

*

$"

)

"

*

;#

!#

@

*

!$

)

"

*

%#

!#

#

*

#7

)

"

*

#"

!

马钱子总碱高剂量
$

7

*

7

)

#

*

9

!"#$

;

*

7!

)

"

*

%@

!"#$

@

*

;7

)

"

*

#!

!"#$

#

*

%7

)

"

*

#!

!"#$

$$注#与模型组比较!

!

N O"

!

"9

&与玻璃酸钠组比较!

"

N O"

!

"9

&与马钱子总碱低剂量组比较!

#

N O"

!

"9

&与马钱子总碱中剂量组比较!

$

N O"

!

"9
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卷第
$

期
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!
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!

$

"!!(##"

表
@

#各组关节液
5E

'

MED

'

JNE

及尿液
N6D

比较$$

Z

)

/

%

组别
K

关节液

5E

$

"=23FJ

%

MED

$

YF=J

%

JNE

$

K=23F=J

%

尿液

N6D

$

K.F=J

%

正常对照
$

#9

*

7

)

#

*

"

!

##7

*

$

)

8

*

;

!

#

*

89

)

"

*

!$

!

"

*

$8

)

"

*

%9

!

假手术
$ #;

*

#

)

"

*

$ ##9

*

;

)

@

*

% #

*

8$

)

"

*

!# "

*

7#

)

"

*

!%

模型
$ ;@

*

;

)

;

*

; 8#

*

%

)

!

*

7 $

*

9!

)

"

*

;7 @

*

;!

)

"

*

;;

玻璃酸钠
$

!8

*

"

)

@

*

$

!

#"9

*

9

)

$

*

%

!

%

*

8!

)

"

*

;;

!

!

*

"7

)

"

*

98

!

马钱子总碱低剂量
$

9%

*

!

)

$

*

9

!"

$@

*

%

)

@

*

!

!"

;

*

%$

)

#

*

"#

!"

%

*

$@

)

"

*

#9

!"

马钱子总碱中剂量
$

@#

*

%

)

;

*

;

!"#

78

*

8

)

!

*

;

!"#

9

*

#7

)

"

*

%#

!"#

%

*

!#

)

"

*

!!

!"#

马钱子总碱高剂量
$

!$

*

8

)

@

*

"

!#$

#"8

*

@

)

$

*

$

!#$

@

*

"$

)

"

*

;7

!#$

!

*

%;

)

"

*

#7

!#$

$$注#与模型组比较!

!

N O"

!

"9

&与玻璃酸钠组比较!

"

N O"

!

"9

&与马钱子总碱低剂量组比较!

#

N O"

!

"9

&与马钱子总碱中剂量组比较!

$

N O"

!

"9

!"#@

年发表的膝
E,

治疗指南指出!西药在改善
E,

的临床症状方面有一定疗效!可缓解疼痛'改善关节活

动度!但无法修复关节软骨损伤!也无法阻止
E,

发

展(

#!

)

* 而中医药防治
E,

!多以保护关节软骨为重

点!可延缓关节软骨退变! 阻止病情进一步发

展(

#%

"

#9

)

* 关节内注射中药防治
E,

的模式值得探

索* 因此!本实验通过建立兔膝
E, H-30I

#

):3I>.

模

型并予关节腔注射马钱子总碱!探讨马钱子防治
E,

的作用及其作用机制!为其临床应用提供依据* 实验

结果显示!模型组的关节软骨严重缺损'破裂!软骨细

胞数量明显减少'排列紊乱!

+>KL?K

%

/

评分明显高于

正常对照组!表明兔膝
E,

模型的关节软骨损伤严重*

经过治疗后!软骨表面未见明显裂隙'四层结构可分

辨!各层软骨细胞数量明显增多'分布较均匀!马钱子

总碱高'中剂量组的
+>KL?K

%

/

评分明显降低!上述实

验结果表明马钱子总碱能有效修复
E,

的软骨损伤*

N6D

是骨吸收的敏感和特异性生化标志物!可直接反

映骨吸收的程度和
E,

的病情!在
E,

患者中!

N6D

升高(

#;

)

* 本实验结果显示!模型组尿液中
N6D

升高!

马钱子总碱治疗后尿液中
N6D

降低!也表明马钱子总

碱对
E,

有修复作用*

E,

的发病机制复杂!软骨细胞凋亡是其重要发

病机制之一(

#8

)

!与多种凋亡相关因子有关* 其中!

5E

诱导的凋亡是导致软骨细胞凋亡的一条重要途

径!该途径与
5E

'

JNE

和
MED

有关* 在
E,

的发展

过程中!机体会产生大量的自由基!促进凋亡发生*

5E

是自由基中重要一员!可诱导软骨细胞凋亡(

#$

)

!

导致软骨细胞损伤增多*

JNE

是自由基脂质过氧化

反应的代谢产物!能损伤细胞及细胞膜的结构!可间接

反映出自由基对组织细胞的损伤程度*

MED

是体内

清除氧自由基的重要酶!通过歧化作用清除氧自由基!

保护滑膜和软骨细胞免受损伤!

MED

还能通过阻断细

胞色素
&

依赖的线粒体凋亡途径来保护细胞(

#7

)

* 研

究表明!减少
5E

'

JNE

的生成将抑制软骨细胞凋

亡(

!"

!

!#

)

!提高
MED

的活性将改善软骨代谢(

!!

)

* 本实

验结果显示!模型组关节液中
5E

'

JNE

升高!

MED

降

低!马钱子总碱治疗后关节液中
5E

'

JNE

降低!

MED

升高* 可见!马钱子总碱对
E,

软骨损伤的修复作用

可能通过抑制脂质过氧化反应而减少自由基的产生!

增加
MED

表达而促进自由基的清除!最终导致自由

基减少而抑制软骨细胞凋亡!从而起到保护软骨和修

复软骨的作用*

以骨内静脉瘀滞为特征的骨血流动力学异常及由

此所致的骨内高压!也是导致
E,

发生发展的重要因

素(

!%

)

!改善骨微循环和软骨代谢对于
E,

的防治具有

重要意义* 本实验结果显示!模型组的低'中'高切变

率全血黏度及血浆黏度均升高!马钱子总碱治疗后其

低'中'高切变率全血黏度及血浆黏度均降低* 表明骨

血流动力学异常是导致
E,

的一个重要因素!马钱子

总碱能改善血液循环障碍'降低骨内压!从而减轻软骨

损害!起到防治
E,

的作用*

综上!软骨细胞凋亡'骨内高压等是
E,

重要的致

病因素!与
E,

的发生'发展密切相关* 马钱子总碱对

E,

的软骨损伤具有修复作用!其作用机制主要与通

过
MED

途径抑制
5E

介导的软骨细胞凋亡有关!还与

改善软骨代谢有关* 因此!抑制软骨细胞凋亡和改善

骨微循环对于
E,

的防治具有重要意义*

利益冲突#所有作者共同认可文章内容!不涉及相

关利益冲突*
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