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少阳膝痹方调节 LXR-α/NF-κB 信号通路对
膝骨关节炎大鼠的干预作用及机制

张轩鸣1 郭 杨1 潘娅岚1，2 刘孟敏1，3 涂鹏程1 陆超然1，3 马 勇1，2，3

摘要  目的 观察少阳膝痹方对大鼠膝骨关节炎的干预效应，初步从 LXR-α/NF-κB 信号通路探讨

其可能的作用机制。方法 采用改良 hulth 法建立大鼠双侧膝关节膝骨关节炎模型，随机分为假手术组、

模型组、美洛昔康组、低、中、高剂量中药复方组，模型制备成功后灌胃给药，给药 4 周后观察软骨表

面大体形态学，HE 染色观察软骨病理变化， ELISA 法检测血清中基质金属蛋白抑制剂 -1（TIMP-1）、前

列腺素 2E（PGE2）、基质金属蛋白 13（MMP13）指标，Western Blot 检测大鼠膝关节 TNF-α、调节肝

X 受体 α（LXR-α）、核因子 κB（NF-κB） P65、NF-κB P-P65 蛋白的表达；建立膝关节软骨细胞培

养体系，通过 LXR-α 激动剂及抑制剂干预，分为空白对照组、模型组、中药复方组、中药复方 + 抑制剂组、

中药复方 + 激动剂组，检测 PGE2、MMP13 及 TNF-α 的表达情况。结果 术后 4 周，大体形态学观察

显示中药复方各组软骨表面较模型组更完整，HE 染色显示各中药复方组关节软骨略有损伤，潮线略有杂

乱，骨皮质略有损伤，较模型组有所改善。与假手术组比较，模型组 MMP13 浓度、PGE2、TNF-α 蛋

白表达、P-P65 蛋白表达、P-P65/P65 相对蛋白表达升高（P<0.05），NF-κB P65 蛋白表达下降（P<0.05）。

与模型组比较，美洛昔康组、各剂量中药复方组 MMP13 浓度、P-P65 蛋白表达、P-P65/P65 蛋白相对

表达降低，TIMP-1 浓度、TIMP-1/MMP13 比值、LXR-α 基因及蛋白表达升高（P<0.05）；美洛昔康组、

低、高剂量中药复方组 PGE2、TNF-α 蛋白降低，中剂量中药复方组 TNF-α 蛋白表达量亦降低（P<0.05）。

与空白对照组比较，模型组 MMP13、PGE2 蛋白表达升高（P<0.05）；与模型组比较，中药复方组及中

药复方 + 激动剂组 MMP13、PGE2 蛋白表达量降低（P<0.05），TNF-α 基因表达升高（P<0.05）；与

中药复方 + 抑制剂组比较，中药复方组、中药复方 + 激动剂组 MMP13、PGE2 表达量降低（P<0.05），

TNF-α 基因表达降低（P<0.05）。结论 少阳膝痹方可降低血清中的 MMP13、PGE2 改善炎性微环境，

减轻软骨退变，降低软骨中炎性因子 TNF-α 表达，这可能与上调 LXR-α 表达、降低 NF-κB P65、P-P65
有关。

关键词  少阳膝痹方；膝骨关节炎；少阳主骨；肝 X 受体；核因子 κB；中药复方
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膝骨关节炎是一种筋骨共病、痿痹并存的慢性骨

关节退行性疾病，严重影响患者的生活质量，对社会

经济造成了巨大的负担 [1]。课题组经过多年临床实践，

主张辨治膝骨关节炎时需关注“用骨”与“养骨”并

重，在肾主骨理论指导下，还应重视少阳主骨理论的应

用 [2]。少阳主骨理论强调筋骨与肝的关系，关节运动灵

活以筋与骨化生、濡养为基础 [2]。课题组基于此构建

了“通利少阳枢机、和衡气血筋骨”的验方—少阳膝痹

方，该方能缓解患膝疼痛僵硬，改善关节疼痛，提高关

节功能 [3]。通过文献数据挖掘发现其作用机制可能与调

节肝 X 受体α（liver X receptor α，LXR-α）、改善炎

性微环境有关 [4]。研究表明， LXR-α 是一种配体激活

的核受体，能抑制核因子κB（nuclear factor kappa-B， 
NF-κB）通路，阻断炎性因子释放及炎性微环境的形

成 [5]。因此，本研究拟从动物细胞水平进一步验证少

阳膝痹方对膝骨关节炎的干预效果，并初步探讨其可

ABSTRACT Objective  To evaluate the intervention effect of Shaoyang Xibi Decoction（SXD） on rat 
knee osteoarthritis and to initiate an exploration into its probable mechanism of action through the LXR-α/NF-κB  
signaling pathway. Methods  A rat bilateral knee osteoarthritis model was established by the modified Hulth 
technique and was subsequently segregated into six groups： sham operation group，model group，meloxicam 
group，and low，medium，and high dose Chinese medicine compound group. Following the successful 
preparation of the model，the drug was administered via gavage. After 4 weeks of treatment，the gross 
morphology of the cartilage surface was examined，while HE staining was employed to observe pathological 
changes in cartilage. ELISA was used to assay serum matrix metalloproteinase inhibitor-1（TIMP-1），

prostaglandin E2（PGE2），and matrix metalloproteinase 13（MMP13） levels. Western Blot analysis was utilized 
to detect rat knee joint TNF-α，liver X receptor α （LXR-α），nuclear factor κB （NF-κB） P65，and NF-κB 
P-P65 proteins expressions. A knee joint cartilage cell culture system was established and intervened with LXR-α 
agonist and inhibitor. The cells were divided into blank controlgroup，model group，Chinese medicine compound 
group，Chinese medicine compound+agonist group and Chinese medicine compound+inhibitor group. The 
expression of PGE2 and TIMP-1 proteins were measured. Results Four weeks after surgery，gross morphology 
observations indicated that the cartilage surface integrity in the Chinese medicine compound groups was superior 
to that of the model group. HE staining revealed mild damage in joint cartilage，slightly disordered tide lines，and 
minor damage to the bone cortex within each Chinese medicine compound group，showing an improvement in 
comparison to the model group. Compared with the sham operation group，the model group exhibited increased 
MMP13 concentration，PGE2，TNF-α protein expression，P-P65 protein expression，P-P65/P65 relative 
protein expression（P<0.05），and a decrease in NF-κB P65 protein expression （P<0.05）. Compared with 
the model group，meloxicam and the various doses of Chinese medicine compound groups demonstrated 
reductions in MMP13 concentration，P-P65 protein expression，P-P65/P65 relative protein expression，and 
increased in TIMP-1 concentration，TIMP-1/MMP13 ratio，LXR-α gene，and protein expression（P<0.05）. 
The meloxicam，low，and high dose Chinese medicine compound groups exhibited decreased PGE2 and TNF-α 
protein expression（P<0.05），while the medium dose group also showed reduced TNF-α protein expression 

（P<0.05）. Compared with the blank control group，the model group had increased MMP13 and PGE2 protein 
expression （P<0.05）. Compared with the model group，MMP13 and PGE2 protein expression decreased in the 
Chinese medicine compound group and Chinese medicine compound+agonist grou（P<0.05），while TNF-α gene 
expression increased （P<0.05）. In comparison to the Chinese medicine compound+inhibitor group，MMP13 and 
PGE2 expression decreased in the Chinese medicine compound group and Chinese medicine compound+agonist 
group（P<0.05）， and TNF-α gene expression decreased （P<0.05）. Conclusions SXD demonstrates potential 
efficacy in reducing serum MMP13 and PGE2 levels， ameliorating the inflammatory microenvironment，alleviating 
cartilage degeneration，and decreasing inflammatory factor TNF-α expression in cartilage. These effects may be 
associated with the upregulation of LXR-α expression and the downregulation of NF-κB P65 and P-P65.

KEYWORDS Shaoyang Xibi Decoction；knee osteoarthritis；Shaoyang governing bones；liver X receptor；
nuclear factor κB；Chinese herbal compound
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能的作用机制，为少阳主骨理论指导辨治膝骨关节炎

提供一定的科学依据。

材料与方法

1 动物 健康 SPF 级 SD 大鼠 72 只，雌雄各半，

体重（210±10） g，购于浙江省杭州医学院，生产许可

证号：SCXK（浙）2019-0002。SPF 级 SD 大鼠 4 只，

全为雌性，体重（210±10）g，购于杭州医学院，生

产证许可号：SCXK（浙）2019-0002。该研究相关动

物实验已经南京中医药大学实验动物中心批准（No. 
202203 A075）。

2 药 物 与 试 剂 少 阳 膝 痹 方 （ 专 利 号：

ZL201810399052.9） 组成：柴胡 10 g、黄芩 8 g、
白芍 10 g、党参 10 g、牛膝 9 g、杜仲 9 g，饮片

采购自南京中医药大学附属医院药剂科；美洛昔康

片（宏强），逗号扬子江药业集团有限公司（批号：

20200931，每片 7.5 mg）；肿瘤坏死因子 α（tumor 
necrosis factor α，TNF-α）抗体（博士得生物，中

国，批号：PB0270）； LXR-α 抗体（安迪生物科技

（上海）有限公司，中国，批号：NB400-157 SS）；

羊抗兔二抗（武汉三鹰生物技术有限公司，中国，批

号：sa00001-2）；NF-κB P65 抗 体（ 美 国 Affinity
抗 体 公 司， 批 号：AF5006）；Phospho-NF-κB 抗

体（ 美 国 Affinity 抗 体 公 司， 批 号：AF2006）；基

质金属蛋白酶抑制剂 -1（tissue inhibitor of matrix 
metalloproteinases 1，TIMP-1）、 前 列 腺 素 E2

（prostaglandin E2，PGE2）、基质金属蛋白 13（matrix 
metalloproteinase 13，MMP13）ELISA 试剂盒（南

京金益柏生物科技有限公司，批号：JEB-13588、
JEB-13519、JEB13530），LG-DMEM 培养基（江苏

凯基生物，中国，货号：KGM31600-500），四季青胎

牛血清（货号：11011-8611），1 xPBS（江苏凯基生物，

中国，货号：KGB5001），GW3965（美国 Sellcek
生物科技有限公司，货号：405911-17-3）； GSK2033 

（Medchemexpress 生物科技有限公司，美国，货号：

1221277-90-2）。
3 实验仪器 蛋白半干转印仪及电泳仪（美国

Bio-Bad 公司），酶标仪（Infinite F50，南京沃心仪

器设备有限公司），凝胶显影系统（Tanon5200，全

自动化学发光图像分析系统），小动物麻醉机（吸入

式气体麻醉机）， RWD510（深圳市瑞沃德生命科技

有限公司），瑞沃德二氧化碳细胞培养箱。

4 动物实验

4.1 分组及膝骨关节炎大鼠模型制备 将大鼠

按性别分层随机分为假手术组、模型组、美洛昔康组、

低剂量中药复方组、中剂量中药复方组、高剂量中药

复方组，每组 10 只。除假手术组外均采用异氟烷麻

醉法 [6]进行麻醉，采用 Rogart JN 等 [7]的改良 hulth
法进行造模。检验大鼠意识消失后，将大鼠仰卧位放

置于鼠板上，常规皮肤消毒，铺无菌洞巾。经膝关节

正中切口切开皮肤，逐层分离筋膜和肌腱，暴露完整

关节腔。暴露膝关节内部结构，游离前交叉韧带并切

断，抽屉试验检测前交叉韧带是否被切断。术后 3 天

内肌注青霉素 40 万 U/d 防止感染。术后 1 周起通过

大鼠跑台设定速度 18 m/min，电流 0.6 mA 强迫大鼠

运动每天 30 min，持续 4 周。其中造模成功 58 只，

造模成功率为 96.7%，死亡大鼠 2 只，死亡原因为创

口撕裂过量出血。

4.2 干预方法 造模成功后，根据不同动物

等效剂量的折算系数表 [8]，假手术组、模型组均给

生理盐水 [10 mL/（kg·d）]；美洛昔康组给美洛昔

康水溶液 [7.8 mg/（kg·d）]，低剂量中药复方组 
[11 g/ （kg·d）]、中剂量中药复方组 [22 g/ （kg·d）]、
高剂量中药复方组 [44 g/（kg·d）]给予少阳膝痹方

水煎剂，分别为成人临床等效剂量 1、2、4 倍，按照

成人临床日用剂量及大鼠与成人体重剂量折算系数 [9]

（6.25）计算出大鼠的日用药量为 11 g/ （kg·d），术

后 1 周后开始灌胃给药，连续给药 4 周。

4.3 样本收集及处理 大鼠给药四周后，采用

异氟烷麻醉，促凝管取腹主动脉动脉血，4 ℃冰箱冷

藏 1 h，高速冷冻离心机 3 500 r/m 离心 10 min，取

上层血清，保存于 -80 ℃超低温冰箱，用于组织外环

境 ELISA 检测；取左侧膝关节置于冻存管中，于液氮

中短期保存，后转移入 -80 ℃超低温冰箱用于蛋白免

疫印迹法（Western Blot）检测。右侧膝关节置于 4%
多聚甲醛固定 1 周，EDTA 脱钙液脱钙 45 天后用于

石蜡切片及 HE 染色。

4.4 检测指标及方法

4.4.1 大鼠膝关节大体形态学观察 给药 4 周

后，每组大鼠随机抽取 3 只，解剖膝关节后使用高清

照相机对股骨关节面和胫腓骨关节面进行拍照，并对

软骨大体情况进行评分评估关节软骨光滑度、色泽、

表面是否有糜烂及溃疡等。软骨损伤的大体分级评分

系统参照参考文献 [10]。

4.4.2 病理染色检验病理变化程度 给药 4 周

后，每组大鼠随机抽取 3 只右侧膝关节，置于 4% 多

聚甲醛中固定 7 天，EDTA 脱钙液脱钙 45 天，50%、

70%、75%、80%、90% 无水乙醇梯度脱水、二甲
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苯透明、浸蜡、包埋、切片（0.2 cm）、漂片及烤片

后行 HE 染色。采用 Mankin's 评分评估染色结果 [11]。

4.4.3 ELISA 法检测 MMP13、TIMP-1 及 PGE2  
每组随机取 5 只大鼠的血清，依次加入 5 个副

孔，加入 50 μL 生物素标记的抗体 37 ℃孵育 1 h， 
洗板后加入底物 A、B 各 50 μL，37 ℃避光孵育 
10 min，迅速加入 50 μL 终止液，酶标仪在 450 nm 波

长处立即测定各孔的 OD 值。

4.4.4 实 时 定 量 荧 光 qPCR 检 测 LXR-α 及 
NF-κB P65 的基因表达 每组随机抽取 3 只大鼠，

将取出的左侧膝关节软骨液氮充分研磨后移入 EP 管

中，使用诺唯赞 RNA 提取试剂盒提取组织样本总

RNA，诺唯赞 RNA 逆转录试剂盒逆转录为 cDNA，

诺唯赞 qPCR 试剂盒行实时荧光定量 qPCR，条件预

变形95 ℃30 s，变性95 ℃5 s，退火延伸60 ℃30 s，
40 个循环。GAPDH 为内参基因，得各组样本 Ct 值，

采用 2- △△ Ct 法进行半定量计算分析。

胶原酶中，于细胞培养箱中消化 8 h，终止消化后收

集消化液。1 000 r/m 离心 5 min，弃上清，加入含

10% FBS，1% 双抗的 LG-DMEM 全培重悬，接种于

φ100 mm 的培养皿中，放置在 37℃，5% CO2 的

培养箱中。每隔 2~3 天换液 1 次，定期在倒置显微

镜下观察拍照。当细胞铺满皿底 90% 以上时，按照 
1：2 的比例传代培养。三代后进行甲苯胺蓝染色法行

软骨细胞鉴定 [12]。

5.2 少阳膝痹方含药血清制备及干预时间、浓

度筛选 取 12 只大鼠分为中药复方组（6 只）和空

白组（6 只），中药复方组按照 11 g/ （kg·d）中药

复方灌胃少阳膝痹方，大鼠给药剂量按体表面积换算 
法 [9]，为临床成人用量的 6.25 倍。空白组灌胃等量

生理盐水，每日服药 1 次，连续 7 天。各组动物服药

前和服药后腹主动脉抽取动脉血 15 mL，静置 3 h，
3 500 r/m 10 min 离心分离血清，取上清液，56 ℃水

浴灭活 30 min，-20 ℃保存，制备少阳膝痹方血清和

空白对照血清。

5.3 CCK8 法检测少阳膝痹方对大鼠软骨细胞干

预时间、浓度的筛选  重悬软骨细胞，以每孔 100 μL 
接种于 96 孔板内，每孔中含 1×103 个细胞，置于

37℃培养箱中培养 12 h，加入不同浓度的培养液

100 μL/ 孔（0%，5%，10%，15%，20%，25%，

30%），继续培养 24 h 后加入 20 μL CCK8 溶液，

置于 37℃培养箱 4 h 弃上清，每孔加入 150 μL  
DMSO，用酶标仪在波长 450 nm 检测，确定最佳含

药血清给药浓度。再以此浓度作为常量，将给药时间

分别设为 6、12、24、48 h。重复上述步骤直到确定

给药时间。

5.4 细胞分组及造模 待正常细胞传至第四代

时，培养皿中加入含 10 ng/mL IL-1 β 的 10% FBS
培养基，放入 37℃，5% CO2 的培养箱中培养 48 h，
造模期间不更换培养基。

对炎性模型软骨细胞分别进行干预如下：模型组：

定期更换培养液；中药复方组：予 10% 少阳膝痹方含

药血清；中药复方 + 抑制剂组：中药复方组 +LXR-α 抑

制剂 GSK2033；中药复方 + 激动剂组：中药复方组 + 
LXR-α 激动剂 GW3965；另设空白对照组：正常大

鼠软骨细胞。按分组干预 72 h。
5.5 细胞蛋白取材 细胞吸去培养基，用预冷的

PBS 清洗 2 次，最后 1 次 PBS 尽量吸弃。加入细胞

裂解液，吹打数下，使裂解液与细胞充分接触，冰上

孵育 10 min。用细胞刮刀将细胞刮下，移入遇冷的 EP
管中。将 EP 管放在 4 ℃摇床上震荡 10 min 后 4 ℃， 

基因 引物序列（5'-3'） 引物大小（bp)

GAPDH 上游 AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 21

下游 TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 23

LXR-α 上游 GAGATGTCCTTGTGGCTGG 19

下游 CCTTTTTCCGCTTCTGTGGA 20

NK-κB P65 上游 CCGAGAAGAACAAAACCCCC 20

下游 ACAAAAGCAGCAGGTTACGA 20

4.4.5 Western Blot 检 测 大 鼠 膝 关 节 软 骨

LXR-α、TNF-α、NF-κB P65、NF-κB P-P65 蛋

白的表达 每组随机抽取 3 只大鼠，将取出的左侧膝

关节软骨液氮充分研磨后移入 EP 管中，加入 RIPA
裂解液置于冰上裂解 10 min，12 000 r/m 离心收集总

蛋白，经二辛可宁酸（BCA）法定量后，取等量蛋白

加入上样缓冲液，煮沸 10 min 后进行十二烷基硫酸

钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），先 120 V 
恒压电泳 15 min，再 160 V 恒压电泳 25 min，结束

电泳后 400 mA 恒流转膜 40 min，5% 脱脂奶粉室

温封闭 2 h，一抗（1：1 000）4℃过夜孵育，二抗 
（1：10 000）室温孵育 2 h，滴加电化学发光（ECL）
液显色，凝胶成像系统成像检测 LXR-α、TNF-α 等

蛋白的表达。利用 Image J 软件测定条带灰度值

5 细胞实验

5.1 大鼠膝关节软骨细胞提取与鉴定 取 4 只大

鼠处死取材，在无菌条件下刮取双侧膝股骨髁关节面

及胫骨平台关节软骨。用含 3% 双抗的 PBS 缓冲液反

复冲洗 3 次，再将软骨剪切成 1 mm×1 mm×1 mm 
大小的软骨粒，加入 LG-DMEM 配置的 0.2% 的二型
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14 000 r/m 离心 5 min。将上清液转移至新的 EP 管

内（预冷），蛋白定量。每 40 μL 样本加入 10 μL 
上样缓冲液，之后转入 100 ℃水浴锅水浴 15 min。 
之后置于 -20 ℃冰箱保存。Western Blot 检测大鼠软骨

细胞 MMP13、PGE2 及的表达，方法见 4.4.5。实时

定量荧光 qPCR 检测 LXR-α 基因表达，方法见 4.4.4。
6 统计学方法 所有数据以 x–±s 表示。采

用 GraphPad Prism9 统 计 软 件 进 行 统 计 分 析。

Normality and Lognoramlity Tests 检测组内数据是否

符合正态分布，One-way ANOVA 方差分析评估各组

组间差异，P<0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1 大鼠膝关节大体形态学观察结果比较（图 1）
假手术组关节软骨表面未被破坏，无损伤，无骨赘形

成，软骨下骨未暴露；模型组膝关节软骨表面破坏，

损伤明显，骨赘形成，软骨下骨暴露，较假手术组色

泽偏黄，关节完整度变差，出现骨赘，局部软骨糜烂。

与模型组比较，各中药复方组膝关节软骨色泽均较鲜

红透亮，关节较光滑，无骨赘，无糜烂及其他损伤。

关节软骨宏观评分显示，与假手术组比较，模型组评

3 各组大鼠 MMP13、TIMP-1 浓度及 TIMP-1/ 
MMP13 比较（图 3） 与假手术组比较，模型组 
MMP13 浓 度 升 高（P<0.05），TIMP-1/MMP13 及

TIMP-1 浓度差异无统计学意义（P>0.05）。与模型

组比较，美洛昔康组、各剂量中药复方组 MMP13 浓

度降低，TIMP-1 浓度及 TIMP-1/MMP13 比值升高

（P<0.05）。与美洛昔康组比较，低剂量中药复方组

TIMP-1 浓度及 TIMP-1/MMP13 降低，但差异无统计图 1 大鼠膝关节大体形态学观察结果比较

B

  注：A 为大鼠膝关节软骨大

体形态观察；B 为大鼠膝关节软

骨大体分级评分；与假手术组

比较， P<0.05；与模型组比较，
△P<0.05；箭头处为软骨损伤及

骨赘形成

A

假手术组

低剂量中药复方组

模型组

中剂量中药复方组

美洛昔康组

高剂量中药复方组

分显著增加，美洛昔康组及低剂量中药复方组评分较

模型组下降（P<0.05）。
2 各组膝关节软骨组织病理变化结果比较（图 2）  

假手术组可见膝关节软骨表面光滑规整，未见明显裂

隙。细胞排列规整，未见细胞增加或减少，基质染色

尚显正常，潮线完整，各层分解清晰。模型组可见关

节软骨表面轻度破坏，软骨层破坏较严重，略有裂隙，

偶有部分缺损，软骨细胞未见增加或减少，基质染色

尚正常，潮线完整性变差。美洛昔康组及各中药复方

组可见关节软骨表面轻度破坏，软骨层磨损较严重表

面略欠光滑，潮线完整性变差，细胞略有肥大。与假

手术组比较，模型组 mankin's 评分显著增加，而各

中药复方组评分均较模型组下降（P<0.05）。

A

假手术组

低剂量中药复方组

模型组

中剂量中药复方组

美洛昔康组

高剂量中药复方组

图 2 各组膝关节软骨组织病理变化结果比较

B

  注：A 为大鼠膝关节 HE

染色；B 为大鼠膝关节软骨

HE 染色 mankin’s评分；与假

手术组比较， P<0.05；与模

型组比较，△P<0.05；5×0 比

例尺 =100μm；箭头处为软

骨损伤病变处

m
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分
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学意义（P>0.05）。
4 各组大鼠PGE2及TNF-α蛋白表达结果比较（图 

4） 与假手术组比较，模型组炎性因子 PGE2、TNF-α
蛋白表达升高（P<0.05）；与模型组比较，美洛昔康组、

低、高剂量中药复方组 PGE2、TNF-α 蛋白降低，中

剂量中药复方组 TNF-α 蛋白表达量亦降低（P<0.05）。
5 各组 LXR-α/NF-κB 信号通路基因及蛋白

表达结果比较（图 5） 与假手术组比较，模型组 
LXR-α 基因及蛋白表达差异无统计学意义，NF-κB 
P65 蛋白表达下降，P-P65 蛋白表达、P-P65/P65 相

对蛋白表达升高（P<0.05）；与模型组比较，美洛昔

康组、各中药复方组 LXR-α 基因及蛋白表达量明显

升高、P-P65 蛋白表达、P-P65/P65 蛋白相对表达降

低（P<0.05）。
6 各组含药血清对大鼠软骨细胞 MMP13、

A                                                           B       

C 80 kD

65 kD

50 kD

36 kD

P65

P-P65

LXR-α

GAPDH
1         2         3        4         5        6

△

△

△
△

△

△

△

  注：A 为大鼠血清 MMP13 浓度；B 为大鼠血清 TIMP-1 浓度；C 为

大鼠血清 TIMP-1/MMP13 相对浓度；与假手术组比较， P<0.05；与模

型组比较，△P<0.05

图 3 少阳膝痹方对软骨基质蛋白相关基因及蛋白表达的影响

C

A B

△ △
△

△
△

△

△
△

△

△ △

△

  注：A 为大鼠血清 PGE 浓度；B 为大鼠膝关节软骨 TNF-α 蛋白表
达的灰度分析；C 为炎性因子蛋白表达；与假手术组比较， P<0.05；与
模型组比较，△P<0.05；1 为模型组；2 为假手术组；3 为美洛昔康组；4 为 
低剂量中药复方组； 5 为中剂量中药复方组；6 为高剂量中药复方组

图 4 少阳膝痹方对炎症因子相关蛋白表达的影响

A                                                          B    

    C 25 kD

36 kD

TNF-α

GAPDH
1         2         3        4         5        6

△

△

△

△

△

△ △

D                                                          E                                                     

△

△

△ △ △

图 5 少阳膝痹方对 LXR-α 及 NF-κB 信号通路基因及 

蛋白表达的影响

  注：A 为 大 鼠 膝 关 节 软 骨
LXR-α 基因相对表达量；B 为大鼠
膝关节软骨 LXR-α 蛋白表达灰度
值；C 为蛋白表达；D 为大鼠膝关节
软骨 NF-κB P65 蛋白表达灰度值；
E 为大鼠膝关节软骨 NF-κB P-P65
蛋白表达灰度值；F 为大鼠膝关节软
骨 NF-κB P-P65/P65 蛋白相对表达
灰度值；与假手术组比较， P<0.05；
与模型组比较，△P<0.05；1 为模型
组；2 为假手术组；3 为美洛昔康组；
4 为低剂量中药复方组；5 为中剂量
中药复方组；6 为 高剂量中药复方组

 F

△

△
△

△
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经脉循行通过全身大部分筋骨关节，少阳经气可协调

筋骨运动；少阳为枢，可循行气血，协调营卫，濡润

筋骨；少阳内寄相火，相火升腾，才能温煦五脏六腑，

濡养骨和关节 [14]。在长期研究及治疗中，课题组总

结归纳膝骨关节炎发病机制和临床治疗，发现“少阳

主骨” 理论与膝骨关节炎发病机制相符合，少阳主骨

理论之“用骨”理论强调了对少阳气机阻滞、膝关节

枢机不利的治疗，注重中医药恢复膝关节功能，并总

结出契合“少阳主骨”理论的少阳膝痹方，在治疗

“筋痹”“骨痿”及胆源性骨病等方面具备一定的优势，

在治疗系骨关节炎方面也具备一定理论基础 [15]。本

方该方从《伤寒论》中的小柴胡汤与桂枝汤化裁而来，

小柴胡汤能调解少阳枢转之机，桂枝汤则可通调营卫

气血，契合“少阳枢机不利”的病机。以柴胡、黄芩

为君，是和解少阳的经典药对；白芍、党参、牛膝、

杜仲为臣，四药既可补益肝胆之气血，又可补肝肾强

筋骨，牛膝兼可引药下行，直达病所。全方共奏“通

利少阳枢机、和衡气血筋骨”之功。现代医学认为，

柴胡具备抗炎、抗氧化、保护肝脏功效 [16]，黄芩苷

具备抗炎、抗病毒、抗肿瘤功效 [17]，白芍总苷抗抑郁，

抗炎 [18]；党参、杜仲抑制炎性因子及 NF-κB 信号

通路表达 [19， 20]；牛膝可促进软骨保护，清除氧自由 
基 [21]。综上所述，少阳膝痹方充分具备治疗膝骨关

节炎的可行性。

现代医学认为，膝骨关节炎发病与炎性因子息

息相关 [22]，病情进展与软骨细胞凋亡 [23]、炎性因

子促炎反应 [24]、软骨细胞外基质降解 [25] 等密不可

分，基 MMPs 是参与降解软骨细胞外机制的主要酶

系 [26]，其中 MMP13 作为基质溶解素可以降解蛋白

聚糖 [27， 28]。有研究发现膝骨关节炎的病变程度与

IL-6、IL-8、TNF-α 等细胞因子的水平也有直接关

联 [29-31]。LXR-α 的抗炎作用主要通过激活 LXR 后

抑制 NF-κB 信号通路进而抑制 TNF-α、MMP9 等

炎症因子的表达及调节炎性微环境实现 [32-35]，提高

LXR-α 活性可抑制 NF-κB 的转录活性 [36]，进而

减少 TNF-α 的表达，减轻炎症 [37， 38]。在人脐静脉

内皮细胞的研究中，LXR 激动剂 GW3965 可以通

过抑制 NF-κB 来实现抑制溶血卵磷脂诱导的 IL-8 
表达 [36]。有实验表明，注射了 LXR 受体激动剂的动

物能抑制脂多糖引起的炎症因子在细胞中的表达 [39]。

本实验表明，与模型组比较，大体形态观察显

示少阳膝痹方可改善软骨缺损，HE 染色示少阳膝痹

方各组关节软骨缺损情况较模型组有所改善，潮线

相对完整；各中药复方组血清中 MMP13 蛋白量相比

PGE2 蛋白表达及 LXR-α 基因表达比较（图 6） 与

空白组比较，模型组 MMP13、PGE2 蛋白表达升高

（P<0.05）；与模型组比较，中药复方组及中药复方 +
激动剂组 MMP13、PGE2 蛋白表达量降低（P<0.05），
LXR-α 基因表达升高（P<0.05）；与中药复方 + 抑

制剂组比较，中药复方组、中药复方 + 激动剂组

MMP13、PGE2 表达量降低（P<0.05），LXR-α 基

因表达降低（P<0.05）。

 讨  论

中医学无“膝骨关节炎”这一病名，根据其病因

病机常被归纳为“膝痹”“筋痿”“骨痹”，是一种筋

骨共病、痿痹并存的疾病。膝骨关节炎因气机阻滞，

气血不和，膝关节不利，关节活动受限，不通则痛，

不荣则痛，最终导致筋痿骨痹的发生 [13]。“少阳主骨”

理论从“用骨”角度出发，是足少阳胆经、手少阳三

焦经、胆、三焦、相火等各自功能的综合体现，是一

个多角度的理论。张介宾曰： “少阳为枢，阳气在表

里之间”（《类经卷九第二十九》），人体活动的“枢机”

即为关节，而膝关节是人体活动中最大的枢机。少阳

  注：A 为大鼠软骨细胞 MMP13 蛋白表达灰度值；B 为大鼠软骨细

胞 PGE2 蛋白表达灰度值；C 为蛋白表达；D 为大鼠软骨细胞 TNF-α基

因相对表达量；与模型组比较， P<0.05；与中药复方 + 抑制剂组比较，
△P<0.05；1 为模型组；2 为空白组；3 为中药复方组；4 为中药复方 + 抑

制剂组；5 为中药复方 + 激动剂组

图 6 少阳膝痹方含药血清对大鼠软骨细胞炎性因子及 

软骨基质蛋白相关蛋白表达的影响
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模型组有所降低，TIMP-1 蛋白量有所升高，TIMP1/
MMP13 比值亦有所提高。这些结果提示，少阳膝

痹方可通过下调炎性微环境中基质金属蛋白的表

达，进而缓解膝骨关节炎结缔组织破坏。模型组炎

性因子 TNF-α、PGE2 的表达量较假手术组有所升

高，而中药复方组与模型组相比有明显下降。该结

果表明，少阳膝痹方可以降低炎性因子表达，减轻

膝骨关节炎病变程度。相比于模型组，各中药复方

组 LXR-α 表达量有明显提高，可以推测少阳膝痹方

存在调控 LXR-α，抑制膝骨关节炎进行进展的可能。

与此同时，少阳膝痹方各组 P-P65/P65 较模型组表

达量有所下降。细胞实验显示，抑制 LXR-α 受体后

MMP13、PGE2 表达量升高。以上结果显示，少阳

膝痹方确可调节 LXR-α 表达，降低膝骨关节炎炎性

指标表达，一定程度上缓解膝骨关节炎进展。

综上所述，本实验研究初步发现少阳膝痹方可

以抑制 MMP13 表达、促进 TIMP1 相对表达以抑制

软骨破坏，降低 TNF-α、PGE2 表达抑制炎症，提

高 LXR-α 表达、抑制 NF-κB 信号通路表达介导

LXR-α/NF-κB 信号通路抑制炎症进展。少阳膝痹

方在一定程度上可能具备维持关节软骨基质的合成与

降解平衡，防止软骨基质过度降解及丢失，改善大鼠

膝骨关节炎症状的作用，而这种作用可能是通过激活

LXR-α受体实现的。但本实验依然存在以下问题：（1）
少阳膝痹方干预膝骨关节炎的机制可能与抑制 LXR-α/
NF-κB 信号通路有关，但更具体的效应机制是我们下

一步研究的重点。（2）含药血清成分复杂，对血清中有

效成分的鉴定和明确带来了巨大的困难。（3）对于中药

复方各浓度表型差别，可能需要进一步实验研究。

利益冲突：所有作者均未披露相关关系。
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