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摘要　 目的:观察补肾壮筋汤对肾虚血瘀型膝骨性关节炎(KOA)大鼠软骨损伤的保护作用,并探讨其

分子机制。 方法:70 只雌性 SD 大鼠采用随机数字表法分为正常组,模型组,阳性药组,补肾壮筋汤低、
中、高剂量组,SB203580 组,每组 10 只。 除正常组外,其余均建立肾虚血瘀型 KOA 模型。 模型组与正

常组中随机抽取 1 只处死验证模型,剩余大鼠中阳性药组予以依托考昔 5. 4 mg / kg 灌胃,补肾壮筋汤

低、中、高剂量组分别予以补肾壮筋汤 2. 1、4. 2、8. 4 g / kg 灌胃,SB203580 组灌胃 SB203580 3. 0 mg / kg,
模型组予以 1 mL / 100 g 生理盐水灌胃。 正常组 10 只灌胃等体积生理盐水。 干预 30 d,酶联免疫法检

测各组关节液肿瘤坏死因子 - α(TNF - α)、白介素 - 1β( IL - 1β)、白介素 - 6( IL - 6)水平;苏木素 -
伊红(HE)染色观察各组软骨组织病理改变,比较 Mankin 评分;实时 - 逆转录聚合酶链反应(RT -
qPCR)检测软骨组织 p38 丝裂原活化蛋白激酶(p38MAPK)、核转录因子 - κB p65(NF - κB p65)、核苷

酸结合寡聚化结构域样受体 3(NLRP3)、天冬氨酸蛋白水解酶 3(Caspase3)基因表达水平;免疫印迹法

(WB)检测软骨组织 p38MAPK、NF - κB p65、NLRP3、Caspase3 蛋白表达及 p - p38MAPK 水平。 结果:
模型组大鼠关节液 TNF - α、IL - 1β、IL - 6 水平,Mankin 评分,膝关节软骨组织 p38MAPK 基因、NF - κB
p65、NLRP3 和 Caspase3 基因和蛋白表达水平以及 p - p38MAPK 均高于正常组(P < 0. 01),各治疗组均

低于模型组(P < 0. 01),除 Caspase3 表达外补肾壮筋汤高剂量组均低于 SB203580 组(P < 0. 01),且补

肾壮筋汤的作用呈剂量依赖性;模型组大鼠软骨组织呈严重病理改变,各治疗组均减轻,补肾壮筋汤低

剂量组与阳性药组、补肾壮筋汤中剂量组及 SB203580 组的作用均基本相当。 结论:补肾壮筋汤可减轻

肾虚血瘀型 KOA 大鼠软骨组织炎症反应,推测可通过抑制 p38MAPK / NF - κB 通路实现此作用。
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　 　 膝骨性关节炎(Knee osteoarthritis,KOA)是常见的

慢性膝关节病,以膝关节软骨退变和继发骨质增生为

主要疾病特征,此类疾病可随时间进展导致软骨组织

损伤、影响关节功能。 调查[1] 指出,在中国有症状的

KOA 患病率已达 8. 1% ,随着年龄增长而增加,75 岁

以上人群中超过 80%患 KOA。 依托考昔是 KOA 的常

用药,可抗炎、镇痛,减轻骨关节炎症状,但其疗效有待

提升[2]。 KOA 属于中医“膝痹” “骨痹”范畴,多为年

老体虚、肝肾亏损、气血虚亏,邪实趁虚而入,引起血瘀

气滞、气机不畅,使筋骨失养、经脉不通,故此类病患应

以补肾养血、行气化瘀、濡养经筋为治则[3]。 补肾壮

筋汤源自《伤科补要》,主治肾精虚损,可补肾填精、舒
经活络,使筋脉得以濡养、骨骼得以健壮。 有临床研

究[4]证实,补肾壮筋汤对肾虚血瘀型 KOA 患者有效,
不仅可减轻关节液炎性因子和关节疼痛程度,还可提

升骨密度与日常生活能力。 也有报道[5] 指出,补肾壮

筋汤可抑制软骨细胞凋亡、促进膝软骨细胞增殖,推测

其对肾虚血瘀型 KOA 的软骨组织也有保护作用,但该

作用仍需进一步研究验证,且可能的作用机制也需深

入探讨。 基于此,本研究取 SD 雌性大鼠建立肾虚血

瘀型 KOA 动物模型进行实验,旨在探讨上述问题,为
补肾壮筋汤在临床中的推广使用奠定基础。
1　 材料与方法

1. 1　 动物

清洁级 SD 大鼠 70 只,雌性,7 ~ 9 周龄,体质量
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180 ~ 270 g,购自河南省实验动物中心,许可证号:
SCXK(豫)2022 - 0001。 饲养条件:温度 20 ~ 25℃,湿
度 50% ~ 60% ,标准饲料、无菌蒸馏水,12 h 光照与

12 h黑暗交替。 经河南中医药大学实验动物伦理委员

会批准(批准号 DWLL2022060005)。
1. 2　 药品与试剂

熟地黄、山茱萸、续断、当归、茯苓、杜仲、五加皮、
白芍、牛膝、青皮(安徽雷允上国药有限公司),且符合

《中华人民共和国药典》 [6] 要求;氢化可的松(上海源

叶生物科技有限公司,货号:B21001 - 20 mg);肾上腺

素(上海丰寿实业有限公司,货号:BP - 1113)。
番红 O /固绿染色试剂盒(上海多沃生物科技有限

公司,货号:DW2068 - A);依托考昔 ( Frosst Iberica
SA,规格:120 mg);SB203580[p38 丝裂原活化蛋白激

酶(p38MAPK)抑制剂]购自爱必信(上海)生物科技

有限 公 司, 货 号: ABS810002; 肿 瘤 坏 死 因 子 - α
(TNF - α)、白介素 - 1β(IL - 1β)、白介素 - 6(IL - 6)
酶联免疫法检测试剂盒(上海科艾博生物科技有限公

司,批号:2107013、2109026、2110134);苏木素 - 伊红

(HE)染色试剂盒(上海沪震生物科技有限公司,货
号:HZ0105);一步法 PrimeScript 信使核糖核酸(mR-
NA)互补的脱氧(cDNA)合成试剂盒(上海联迈生物

工程有限公司,货号:LM - 63826);p38MAPK、核转录

因子 - κB p65(NF - κB p65)、核苷酸结合寡聚化结构

域样 受 体 3 ( NLRP3 )、 天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶 3
(Caspase3)、甘油醛 - 3 - 磷酸脱氢酶(GAPDH)引物

序列(参照 Primer5. 0 设计,委托广州艾基生物技术有

限公司合成);二喹啉甲酸(BCA)试剂盒(美国 Gibco
公 司, 货 号: 16000044 ); 兔 抗 鼠 p38MAPK、 p -
p38MAPK、NF - κB p65、NLRP3、Caspase3、β - 肌动蛋

白(β - actin)、H3 单克隆抗体,驴抗兔 p38MAPK、p -
p38MAPK、NF - κB p65、NLRP3、Caspase3、β - actin、
H3 单克隆抗体 ( Abcam 中国公司, 批号: 210806、
210813、 210912、 211017、 210715、 210923、 211025,
211015、 210921、 211014、 211104、 210920、 211013、
211124);电化学发光液(北京百奥莱博生物科技有限

公司,货号:ZN1944)。
1. 3　 主要仪器

PL620 型电子天平(上海精密仪器仪表有限公

司);HF5000 型全自动血流变仪[东方化玻(北京)科
技有限公司];OLS5000 型光学显微镜(日本 Olympus
公司);Sorvall ST40 型离心机(美国 Thermo Fisher 公

司);HBS - 1011 型酶标仪(上海精若科学仪器有限公

司);7500 型聚合酶链反应仪(PCR,美国 ABI 公司);

SN -388 型凝胶成像分析仪(深圳市三莉科技有限

公司)。
1. 4　 分组与造模方法

70 只雌性 SD 大鼠采用随机数字表法分为正常组,
模型组,阳性药组,补肾壮筋汤低、中、高剂量组和

SB203580 组,每组 10 只。 除正常组外,其余均建立肾

虚血瘀型 KOA 模型,方法[7] 如下,先建立肾虚模型,
即:氯胺酮 80 mg / kg 腹腔注射麻醉,经大鼠腰背侧正

中入路分开腰部筋膜,分离暴露卵巢,将输卵管与周围

血管结扎后切除双侧卵巢。 8 周后同时建立血瘀和

KOA 模型,即氢化可的松 10 mg / kg 肌肉注射,每天 1
次,13 d 后肾上腺素 0. 36 mg / kg 皮下注射 1 次;同法

麻醉,双侧膝关节内侧各取 2 cm 的纵切口,显露膝关

节后将前后交叉韧带与内侧副韧带、内侧半月板完整

切除,术后自由活动。 术后 7 d 驱赶动物被动活动,每
次 30 min,每天2 次,持续 4 周。 正常组大鼠麻醉、入
路、做膝关节内侧切口、被动活动等均操作均同上,但
不切除双侧卵巢,肌肉和皮下注射药物均无无菌生理

盐水,且不切除前后交叉韧带与内侧副韧带、内侧半月

板。 观察造模和非造模大鼠状态,电子天平检测体质

量,取尾静脉血全自动血流变仪检测血流变学指标。
模型组与正常组中随机抽取 1 只处死,番红 O /固绿染

色观察膝关节病理改变,即取膝关节软骨组织多聚甲

醛固定、乙二胺四乙酸脱钙、梯度浓度酒精溶液脱水、
二甲苯透明、石蜡包埋、连续切片,并参照说明书染色。
光学显微镜观察膝关节病理学改变。
1. 5　 补肾壮筋汤制备

熟地黄、山茱萸、续断、当归、茯苓各 12 g,杜仲、五
加皮、白芍、牛膝各 10 g,青皮 5 g,取上述中药材粉碎,
加入 4 倍蒸馏水浸泡 24 h,70 ℃水浴加热回流提取药

液,每次 2 h,共 4 次。 将提取液过滤,药渣中加入

20 倍蒸馏水,70 ℃水浴 2 h 回流提取,共 4 次。 将提

取液合并浓缩,每 1 mL 浓缩液相当于 1 g 生药。
1. 6　 干预方法

建模 12 周后开始, 阳性药组予以依托考昔

5. 4 mg / kg灌胃,补肾壮筋汤低、中、高剂量组予以补肾

壮筋汤 2. 1、4. 2、8. 4 g / kg 灌胃(1 L 补肾壮筋汤原液

含 50 g 生药,临床剂量为每天 400 mL,即 20 g 生药,
按 60 kg 体质量计算,大鼠等效剂量为 20 g / 60 kg ×
6. 3,即 2. 1 g / kg,中剂量为临床等效剂量 × 2、高剂量

为临床等效剂量 × 4), SB203580 组灌胃 SB203580
3. 0 mg / kg,模型组和正常组予以 1 mL / 100 g 生理盐

水灌胃。 每只灌胃 1 mL / 100 g 生理盐水。 各组灌胃

均每天 1 次,持续 30 d。
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1. 7　 检测指标及方法

1. 7. 1　 关节液 TNF - α、IL - 1β、IL - 6 水平检测

各组干预 30 d 结束后次日处死大鼠,注射器收集

双侧关节液后混合。 3 500 r / min 离心 15 min(离心半

径 8. 5 cm)。 取上清液根据试剂盒说明步骤、借助酶

标仪检测 TNF - α、IL - 1β、IL - 6 水平。
1. 7. 2　 软骨组织病理改变观察

各组干预 30 d 结束后次日处死大鼠,取双侧膝关

节软骨组织,左侧用以 HE 染色、右侧用以基因与蛋白

表达检测。 软骨组织浸泡于多聚甲醛中固定、脱钙、包
埋、切片。 烤片后自然冷却,二甲苯透明处理,梯度浓

度酒精脱蜡和脱水。 苏木素染色 5 min、自来水冲洗

30 s,盐酸分色 3 s、自来水冲洗 30 s,伊红染色 1 s,自
来水冲洗 30 s。 光学显微镜下观察,若染色太深自来

水浸泡 10 s,若染色太淡苏木素或伊红染色 1 s。 吹干

载玻片水分后封片,光镜下观察软骨组织病理改变。
Mankin 评分[8]:软骨结构共 6 分、细胞排列共 3 分、基
质染色共 4 分、潮线完整性共 1 分,理论最高分 14,评
分越高认为软骨组织损伤越重。
1. 7. 3 　 软骨组织 p38MAPK、NF - κB p65、NLRP3、
Caspase3 基因表达检测

各组干预 30 d 结束后次日处死大鼠,取软骨组织

以 Trizol Reagent 法提取总 RNA,用一步法 PrimeScript
mRNA cDNA 合成试剂盒对其进行逆转录。 引物信息

见表 1,配置反应体系,正向与反向引物各10 μL,RNA
模板 0. 6 μL,超级酶混合物 0. 2 μL、缓冲液 5 μL、去
RNA 水 3. 4 μL。 内参为 GAPDH。 PCR 循环程序为

95 ℃ 10 min,40 个循环:75 ℃ 45 s、54 ℃ 15 s,最后60 ℃
15 s。 绘制 DNA 溶解曲线,计算 2 -△△Ct。

表 1　 基因引物信息

基因 引物序列 产物长度 / bp

p38MAPK
正向引物:5’ - TCCAACGACTTACACTTTCCTC - 3’
反向引物:5’ - CTCGCATTTACGTCGCACAG -3’

223

NF - κB p65
正向引物:5’ - GCGGACTGAAATGGTCTTGC - 3’

反向引物:5’ - GAGGAAAGTGTAAGTCGTTGGA -3’
746

NLRP3
正向引物:5’ - TCAATCCAACGACTTACACTTTCC - 3’

反向引物:5’ - GTGTGTGGGACGTGAGAACT - 3’
363

Caspase3
正向引物:5’ - CAATCCAACGACTTACACTTTCCT - 3’

反向引物:5’ - CACACCTACTTACTCGCGCT - 3’
251

GAPDH
正向引物:5’ - AATCCAACGACTTACACTTTCCT - 3’
反向引物:5’ - TAGAAACTCCGAGTGCGAGC -3’

477

1. 7. 4 　 软骨组织 p38MAPK、NF - κB p65、NLRP3、
Caspase3 蛋白及 p - p38MAPK 水平检测

各组干预 30 d 结束后次日处死大鼠,取软骨组织

捣碎,添加裂解液。 12 000 r / min 离心 5 min(离心半

径 8. 5 cm)。 取上清液 BCA 试剂盒对蛋白定量,添加

电泳缓冲液,50 μg /孔上样,凝胶电泳后转膜。 5% 脱

脂奶粉封闭 1 h,洗膜 3 次。 添加一抗,4 ℃过夜,洗膜

3 次;添加二抗,室温 2 h,洗膜 3 次。 加入电化学发光

液显影。 凝胶成像分析蛋白相对表达量,其中为观察

NF - κB p65 核移位情况内参选择 H3,其余蛋白内参

均为 β - actin。
1. 8　 统计学方法

采用 SPSS21. 0 软件统计数据。 计量资料经 K - S

法验证服从正态分布,描述方式为“􀭰x ± s”,多样本检验

采用单因素方差分析和 SNK - q 检验,两样本检验采

用独立样本 t 检验。 P < 0. 05 为差异有统计学意义。
2　 结果

2. 1　 一般状态与膝关节软骨形态改变

正常组大鼠饮食正常、体质量无明显改变、动作灵

活、皮毛有光泽、二便正常、活泼好动;其余各组大鼠少

动、精神萎靡、体质量有所增长、皮毛蓬乱无光泽,舌下

有瘀斑、脉络增粗变长,尾巴瘀青。 造模后大鼠体质

量、聚集指数、低切还原黏度均高于正常大鼠(P <
0. 01),红细胞压积高于正常大鼠(P < 0. 05),变形指

数低于正常大鼠(P < 0. 01)。 见表 2。

表 2　 造模与非造模大鼠体质量、血流变学比较(􀭰x ± s)
组别 n 体质量 / g 红细胞压积 / % 聚集指数 变形指数 低切还原黏度 / (mPa·s)

造模组 60 306. 32 ± 22. 64 46. 25 ± 3. 33 3. 48 ± 0. 36 0. 37 ± 0. 05 28. 37 ± 4. 69
正常组 10 255. 15 ± 12. 75 42. 30 ± 2. 17 1. 39 ± 0. 21 0. 48 ± 0. 09 22. 74 ± 4. 23
t 值 6. 938 3. 613 17. 791 5. 657 3. 559
P 值 < 0. 01 0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01
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　 　 形态学观察显示,正常组大鼠软骨表层光滑且平
整,软骨细胞丰富、分布均匀、排列整齐、层次清晰、潮

线完整(图 1A);模型组大鼠软骨层变薄、细胞数量减
少、结构严重受损、潮线不完整、有明显细胞簇集(图 1B)。

注:A. 正常组;B. 模型组。
图 1　 各组大鼠膝关节软骨形态改变(番红 O /固绿染色, × 100)

2. 2　 各组大鼠关节液 TNF - α、IL - 1β、IL - 6 水平
模型组大鼠关节液 TNF - α、IL - 1β、IL - 6 水平

均高于正常组(P < 0. 01),阳性药组、SB203580 组和
补肾壮筋汤低、中、高剂量组均低于模型组 ( P <
0. 01),SB203580 组和补肾壮筋汤中、高剂量组均低于

阳性药组和补肾壮筋汤低剂量组 ( P < 0. 01 ),
SB203580 组和补肾壮筋汤高剂量组均低于补肾壮筋
汤中剂量组(P < 0. 01),补肾壮筋汤高剂量组均低于
SB203580 组(P < 0. 01)。 见表 3。

表 3　 各组大鼠关节液 TNF - α、IL - 1β、IL - 6 水平比较(􀭰x ± s,ng / L)
组别 n TNF - α IL - 1β IL - 6

正常组 9 16. 52 ± 3. 04 0. 39 ± 0. 04 21. 43 ± 4. 11
模型组 9 79. 69 ± 10. 23∗ 1. 98 ± 0. 27∗ 132. 69 ± 20. 58∗

阳性药组 10 66. 24 ± 7. 91# 1. 65 ± 0. 20# 97. 79 ± 15. 83#

SB203580 组 10 37. 75 ± 6. 11#& 1. 18 ± 0. 19#& 68. 69 ± 11. 20#&

补肾壮筋汤低剂量组 10 66. 35 ± 7. 96#△ 1. 67 ± 0. 22#△ 98. 72 ± 16. 74#△

补肾壮筋汤中剂量组 10 53. 27 ± 6. 78#&△○ 1. 30 ± 0. 21#&△○ 79. 35 ± 14. 29#&△○

补肾壮筋汤高剂量组 10 30. 02 ± 5. 07#&△○● 0. 97 ± 0. 16#&△○● 60. 17 ± 10. 06#&△○●

　 　 注:与正常组比较,∗P < 0. 01;与模型组比较,#P < 0. 01;与阳性药组比较,&P < 0. 01;与 SB203580 组比较,△P < 0. 01;与补肾壮筋汤低剂量组比

较,○P < 0. 01;与补肾壮筋汤中剂量组比较,●P < 0. 01。
2. 3　 各组大鼠软骨组织病理改变与 Mankin 评分

正常组大鼠膝关节软骨组织结构完整、表面光滑连
续、细胞排列整齐、潮线完整、无炎症细胞浸润;模型组膝
关节软骨严重增厚、细胞严重疏松紊乱,皱缩明显,潮
线严重破坏、有大量炎症细胞浸润,且可见大量软骨成
纤维细胞增生;阳性药组和补肾壮筋汤低剂量组膝关
节软骨明显增厚、细胞明显疏松紊乱,有皱缩,潮线明
显破坏,有部分炎症细胞浸润,且可见部分软骨成纤维

细胞增生;补肾壮筋汤中剂量组膝关节软骨有增厚、细
胞疏松紊乱,部分细胞皱缩,潮线有破坏,有炎症细胞
浸润,且可见软骨成纤维细胞增生;SB203580 组膝关
节软骨轻微增厚、少部分细胞疏松,潮线基本完整,有
少量炎症细胞浸润和软骨成纤维细胞增生;补肾壮筋
汤高剂量组膝关节软骨结构完整,细胞基本排列整齐、
层次清晰,极少细胞疏松,潮线完整,极少炎症细胞浸
润和软骨成纤维细胞增生。 见图 2。

注:A. 正常组;B. 模型组;C. 阳性药组;D. SB203580 组;E. 补肾壮筋汤低剂量组;F. 补肾壮筋汤中剂量组;G. 补肾壮筋汤高剂量组。
图 2　 各组大鼠软骨组织病理改变(HE 染色, × 100)
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　 　 模型组大鼠膝关节软骨组织 Mankin 评分高于正

常组(P < 0. 01),阳性药组、SB203580 组和补肾壮筋

汤低、 中、 高 剂 量 组 均 低 于 模 型 组 ( P < 0. 01 ),
SB203580 组和补肾壮筋汤中、高剂量组均低于阳性药

组和补肾壮筋汤低剂量组(P < 0. 01),SB203580 组和

补肾壮筋汤高剂量组均低于补肾壮筋汤中剂量组

(P < 0. 01),补肾壮筋汤高剂量组低于 SB203580 组

(P < 0. 01)。 见表 4。
2. 4　 各组大鼠软骨组织 p38MAPK、NF - κB p65、NL-
RP3 和 Caspase3 基因表达水平

模型组大鼠膝关节软骨组织 p38MAPK、NF - κB
p65、NLRP3 和 Caspase3 基因表达均高于正常组(P <
0. 01),阳性药组、SB203580 组和补肾壮筋汤低、中、高
剂量组均低于模型组(P < 0. 01),SB203580 组和补肾壮

筋汤中、高剂量组均低于阳性药组和补肾壮筋汤低剂

量组(P < 0. 01),SB203580 组和补肾壮筋汤高剂量组

均低于补肾壮筋汤中剂量组(P < 0. 01),补肾壮筋汤

高剂量组与 SB203580 组 p38MAPK、NF - κB p65、NL-
RP3 表达差异均无统计学意义(P > 0. 05),但补肾壮

筋汤高剂量组 Caspase3 基因表达高于 SB203580 组

(P < 0. 01)。 见表 5。
表 4　 各组大鼠膝关节软骨组织 Mankin 评分比较(􀭰x ± s,分)

组别 n Mankin 评分

正常组 9 0

模型组 9 11. 67 ± 0. 50∗

阳性药组 10 8. 30 ± 0. 48#

SB203580 组 10 3. 40 ± 0. 52#&

补肾壮筋汤低剂量组 10 8. 40 ± 0. 52#△

补肾壮筋汤中剂量组 10 5. 40 ± 0. 52#&△○

补肾壮筋汤高剂量组 10 2. 40 ± 0. 52#&△○●

　 　 注:与正常组比较,∗P <0. 01;与模型组比较,#P <0. 01;与阳性药组比

较,&P < 0. 01;与 SB203580 组比较,△P < 0. 01;与补肾壮筋汤低剂量组

比较,○P < 0. 01;与补肾壮筋汤中剂量组比较,●P < 0. 01。

表 5　 各组大鼠软骨组织 p38MAPK、NF - κB p65、NLRP3 和 Caspase3 基因表达比较(􀭰x ± s)

组别 n p38MAPK NF - κB p65 NLRP3 Caspase3

正常组 9 0. 43 ± 0. 05 0. 52 ± 0. 08 0. 58 ± 0. 07 0. 26 ± 0. 04

模型组 9 1. 89 ± 0. 32∗ 2. 02 ± 0. 40∗ 1. 96 ± 0. 39∗ 1. 73 ± 0. 32∗

阳性药组 10 1. 48 ± 0. 28# 1. 61 ± 0. 30# 1. 46 ± 0. 26# 1. 42 ± 0. 25#

SB203580 组 10 1. 02 ± 0. 21#& 1. 14 ± 0. 24#& 0. 93 ± 0. 19#& 0. 95 ± 0. 17#&

补肾壮筋汤低剂量组 10 1. 50 ± 0. 30#△ 1. 63 ± 0. 32#△ 1. 44 ± 0. 28#△ 1. 44 ± 0. 27#△

补肾壮筋汤中剂量组 10 1. 21 ± 0. 23#&△○ 1. 40 ± 0. 27#&△○ 1. 10 ± 0. 21#&△○ 1. 08 ± 0. 22#&△○

补肾壮筋汤高剂量组 10 1. 03 ± 0. 22#&○● 1. 12 ± 0. 25#&○● 0. 95 ± 0. 18#&○● 0. 60 ± 0. 12#&△○●

　 　 注:与正常组比较,∗P < 0. 01;与模型组比较,#P < 0. 01;与阳性药组比较,&P < 0. 01;与 SB203580 组比较,△P < 0. 01;与补肾壮筋汤低剂量组比

较,○P < 0. 01;与补肾壮筋汤中剂量组比较,●P < 0. 01。

2. 5　 各组大鼠软骨组织 p38MAPK、NF - κB p65、NL-
RP3 和 Caspase3 蛋白表达水平

各组 p38MAPK 蛋白表达差异无统计学意义(P >
0. 05);模型组大鼠膝关节软骨组织 p - p38MAPK、
NF - κB p65、NLRP3 和 Caspase3 蛋白表达均高于正常组

(P < 0. 01),阳性药组、SB203580 组和补肾壮筋汤低、
中、高剂量组均低于模型组(P < 0. 01),SB203580 组

和补肾壮筋汤中、高剂量组均低于阳性药组和补肾壮

筋汤低剂量组(P < 0. 01),SB203580 组和补肾壮筋汤

高剂量组均低于补肾壮筋汤中剂量组(P < 0. 01),补
肾壮筋汤高剂量组与 SB203580 组 p - p38MAPK、
NF - κB p65、NLRP3 表达差异均无统计学意义(P >
0. 05),但补肾壮筋汤高剂量组 Caspase3 基因表达高

于 SB203580 组(P < 0. 01)。 见图 3、4 和表 6。

　 　 注:A. 正常组;B. 模型组;C. 阳性药组;D. SB203580 组;
E. 补肾壮筋汤低剂量组;F. 补肾壮筋汤中剂量组;G. 补肾壮筋

汤高剂量组。

图 3　 各组大鼠软骨组织 p38MAPK、p - p38MAPK、NLRP3
和 Caspase3 蛋白表达印迹图
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表 6　 各组大鼠软骨组织 p38MAPK、NF - κB p65、NLRP3 和 Caspase3 蛋白表达和 p - p38MAPK 比较(􀭰x ± s)

组别 n p - p38MAPK p38MAPK NF - κB p65 NLRP3 Caspase3

正常组 9 0. 22 ± 0. 04 1. 62 ± 0. 31 0. 33 ± 0. 05 0. 49 ± 0. 07 0. 34 ± 0. 05　 　

模型组 9 1. 45 ± 0. 31∗ 1. 60 ± 0. 32 1. 95 ± 0. 37∗ 1. 86 ± 0. 34∗ 2. 11 ± 0. 40∗

阳性药组 10 1. 10 ± 0. 21# 1. 61 ± 0. 33 1. 62 ± 0. 31# 1. 38 ± 0. 24# 1. 65 ± 0. 24#

SB203580 组 10 0. 62 ± 0. 07#& 1. 63 ± 0. 32 1. 01 ± 0. 21#& 0. 93 ± 0. 18#& 1. 04 ± 0. 19#&

补肾壮筋汤低剂量组 10 1. 12 ± 0. 22#△ 1. 62 ± 0. 30 1. 60 ± 0. 30#△ 1. 40 ± 0. 25#△ 1. 67 ± 0. 25#△

补肾壮筋汤中剂量组 10 0. 89 ± 0. 17#&△○ 1. 60 ± 0. 31 1. 33 ± 0. 26#&△○ 1. 12 ± 0. 20#&△○ 1. 28 ± 0. 24#&△○

补肾壮筋汤高剂量组 10 0. 60 ± 0. 06#&○● 1. 59 ± 0. 32 1. 03 ± 0. 22#&○● 0. 91 ± 0. 17#&○● 0. 89 ± 0. 13#&△○●

　 　 注:与正常组比较,∗P < 0. 01;与模型组比较,#P < 0. 01;与阳性药组比较,&P < 0. 01;与 SB203580 组比较,△P < 0. 01;与补肾壮筋汤低剂量组比

较,○P < 0. 01;与补肾壮筋汤中剂量组比较,●P < 0. 01。

　 　 注:A. 正常组;B. 模型组;C. 阳性药组;D. SB203580 组;
E. 补肾壮筋汤低剂量组;F. 补肾壮筋汤中剂量组;G. 补肾壮筋

汤高剂量组。

图 4　 各组大鼠软骨组织 NF - κB p65 蛋白表达印迹图

3　 讨论

KOA 与年龄增长、关节力学改变、软骨合成细胞

与基质合成代谢失衡等有关,中西医结合已成为该病

的主流治疗方案。 中医学认为,肾虚阻络是 KOA 的根

本病因[9]。 《景岳全书》记载:“盖痹者闭也……不得

通行而病也”,说明筋脉痹阻、血不得行是其重要病

因。 《灵枢》曰:“经脉者,所以行血气而营阴阳”,提示

气血畅通则阴阳平衡、筋骨得以濡养。 中医学家[10 - 11]

指出,年龄渐增,身弱体虚,肝肾亏损,加之长久操劳,
日积月累,可致气滞血瘀、痰凝痹阻之症;复感风寒湿

邪,气血瘀阻筋脉,筋骨失去濡养,关节屈伸不利。
“肾主骨生髓”,肾精亏虚则骨髓生化无源,骨质疏松,
卫外不固,风寒湿邪客于筋脉,发为痹症。 因此 KOA
患者常见肾虚血瘀证。

本研究造模大鼠符合肾虚血瘀型 KOA 特征。
KOA 患者常见老年女性,此类人群卵巢功能低下、雌
激素水平降低,而该症状是肾虚的主要特征,因此去卵

巢法可构建肾虚模型[12]。 肾上腺皮质激素与肾上腺

素法可导致微循环障碍,符合“血瘀证”表现,加之造

模大鼠舌下有瘀斑、脉络增粗变长,尾巴瘀青,均可证

实血瘀证大鼠模型建立成功。 同时采用经典的 Hulth
法建立 KOA 模型,可导致关节软骨、软骨外基质的分

解与合成代谢失衡,引起膝关节软骨损伤。
本研究还显示,补肾壮筋汤不同剂量组、阳性药组

和 SB203580 组关节液 TNF - α、IL - 1β、IL - 6 水平均

低于模型组,关节软骨病理改变均减轻,Mankin 评分

也均下降,且补肾壮筋汤的作用呈剂量依赖性,补肾壮

筋汤低剂量组与阳性药组、补肾壮筋汤高剂量组与

SB203580 组的效果均基本相当,证实补肾壮筋汤在肾

虚血瘀型 KOA 治疗中有良好效果。 依托考昔是 KOA
患者的常用药,且对关节软骨有保护作用,这也是本研

究将其作为阳性对照药物的主要原因。 SB203580 属

于 p38MAPK 抑制剂[13],为了进一步探讨分子机制,本
研究设置了 SB20350 组。 补肾壮筋汤以熟地黄、山茱

萸共为君药,熟地黄补肾填精、滋阴清热,山茱萸益气

养血、益肾固精,二者阴阳并重、气血同补、化瘀通脉;
以续断、杜仲、五加皮为臣药,续断补肝益肾、强筋健

骨,杜仲补肝益肾、强壮筋骨,五加皮补益肝肾、强筋壮

骨,三者配伍,可助君药补益肾精、濡养筋骨;以白芍、
青皮、茯苓、当归共为佐药,白芍敛阴和营,青皮行气化

瘀,茯苓健脾除湿,当归补血活血,可助君药活血化瘀、
行气止痛;牛膝引血下行,直达病所,为使药,并作补肾

益肾、强筋壮骨、活血通经之用。 全方正合肾虚血瘀型

KOA 的治则。 现代药理研究[14 - 15] 表明,熟地黄共有

14 种活性成分,均对骨关节炎有治疗作用,且涉及抑

制破骨细胞的骨吸收、抗炎等多种机制;山茱萸中含有

丰富的山茱萸新苷Ⅰ,治疗 KOA 是可促进成骨细胞增

殖、抑制软骨细胞增殖,并可通过抑制炎症反应减轻软

骨损伤。
本研究还发现,补肾壮筋汤不同剂量组、阳性药组

和 SB203580 组软骨组织 p38MAPK 基因、 NF - κB
p65、NLRP3 和 Caspase3 基因和蛋白表达水平, p -
p38MAPK 均低于模型组,提示补肾壮筋汤、依托考昔

和 SB203580 均可抑制肾虚血瘀型 KOA 软骨组织

p38MAPK / NF - κB 通路,不仅证实了 SB203580 属于

p38MAPK 抑制剂,也提示了补肾壮筋汤减轻软骨损伤
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的可能机制。 p38MAPK / NF - κB 属于经典的炎症反

应通路,在病理因素刺激下该通路被激活,p38MAPK
和 NF - κB p65 表达增加、p - p38MAPK 水平升高,
NF - κB p65 核移位增多,触发更多炎症反应信号,导
致 TNF - α、IL - 1β、IL - 6 等促炎因子水平升高,可参

与组织炎症损伤;而 Caspase3 位于 NLRP3 的下游,当
该通路被激活, Caspase3 表达也升高,细胞凋亡增

加[16 - 18]。 有研究[19 - 20] 指出,p38MAPK / NF - κB、NL-
RP3 / Caspase3 通路激活均可参与 KOA 所致的软骨组

织损伤,且抑制上述信号通路可减轻软骨组织炎症反

应和病理损伤。 既往也有报道[21 - 22]证实,地黄可抑制

p38MAPK / NF - κB 信号通路、山茱萸的活性成分马钱

子苷可抑制 NLRP3 表达发挥抗炎效用;武艳芝等[23]

研究发现当归中的主要活性成分当归多糖能抑制

NF - κB 信号通路减轻脂多糖诱导的 SD 大鼠骨性关

节炎,且观察到TNF - α、IL - 6 水平也显著下降。 然而

本研究中补肾壮筋汤高剂量组软骨组织 Caspase3 表

达均高于 SB203580 组,这可能是因为高剂量的补肾

壮筋汤还可通过其它分子途径抑制 Caspase3 表达、减
轻软骨组织损伤。

综上,补肾壮筋汤可减轻肾虚血瘀型 KOA 关节软

骨炎症反应与病理损伤,且其作用呈剂量依赖性,推测

与抑制 p38MAPK / NF - κB 通路,减少 p - p38MAPK
水平和 NF - κB p65 核移位,进而降低 NLRP3、Capase3
表达有关。 本研究提示补肾壮筋汤对肾虚血瘀型

KOA 患者有确切效果,临床应用的可行性较高,后续

应开展临床试验验证该汤剂的价值;另外补肾壮筋汤

治疗该病也可能有其它分子途径抑制 Caspase3 表达,
后续仍需进一步探讨。
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Exploration of the Protective Effect and Molecular Mechanism of Bushen Zhuangjin
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Abstract 　 Objective: To observe the protective effect of Bushen Zhuangjin Decoction on cartilage damage in knee
osteoarthritis ( KOA) rats with kidney deficiency and blood stasis type, and to explore its molecular mechanism.
Methods: Seventy female SD rats were divided into 7 groups by a random digital table, with 10 in each. Except the
normal group, the others were established kidney deficiency and blood stasis type KOA models. Each 1 rat was selected
from the model group and the normal group, which were euthanized to verify successful modeling. Among the others, the
positive drug group was given a dose of 5. 4 mg / kg of etoposide by gavage. The low, medium, and high dose groups of
Bushen Zhuangjin Decoction were given Bushen Zhuangjin Decoction 2. 1, 4. 2, and 8. 4 g / kg by gavage respectively.
SB203580 group was orally administered with SB203580 3. 0 mg / kg. The model group was given 1 mL / 100 g of
physiological saline by gavage. The other 10 female SD rats were given an equal volume of physiological saline by gavage
(normal group). All lasted for 30 days. Enzyme linked immunosorbent assay was used for detecting tumor necrosis
factor - α (TNF) - α, interleukin - 1β ( IL - 1β) and interleukin - 6 ( IL - 6) levels in joint fluid. Hematoxylin
eosin (HE) staining was used to observe the pathological changes of cartilage tissues, and the Mankin scores were
compared. Real time reverse transcription polymerase chain reaction (RT - qPCR) was used to detect p38 mitogen
activated protein kinase (p38MAPK) and nuclear transcription factors in various groups of cartilage tissues - κB p65
(NF - κB p65), nucleotide binding oligomerization domain like receptor 3 (NLRP3), and aspartate proteolytic enzyme
3 (Caspase3) gene expressions. Western blotting (WB) was used for detecting p38MAPK and NF - κB p65, NLRP3,
Caspase3 protein expressions and p - p38MAPK levels in cartilage tissues. Results: KOA models of kidney deficiency
and blood stasis type were successfully established. The TNF - α, IL - 1β, IL - 6 levels of joint fluid, Mankin score,
p38MAPK gene, NF - κB p65, NLRP3, Caspase3 expressions and p - p38MAPK in knee cartilage tissues in the model
group were all higher than those in the normal group (P < 0. 01), of which the treatment groups were all lower than the
model group (P < 0. 01), and except for Caspase3 expressions the indexes in the high - dose group of Bushen Zhuangjin
Decoction were lower than the SB203580 group (P < 0. 01), and the effect of Bushen Zhuangjin Decoction was dose -
dependent. The cartilage tissue of the model group rats showed severe pathological changes, and the treatment groups all
showed relief, and the effects of the low - dose and positive drug groups of Bushen Zhuangjin Decoction, the medium
dose group of Bushen Zhuangjin Dectoction and SB203580 group were basically equivalent. Conclusion: Bushen
Zhuangjin Decoction can alleviate the inflammatory response of cartilage tissue in KOA rats with kidney deficiency and
blood stasis type, and it is speculated to inhibit p38MAPK / NF - κB pathway achieves this effect.
Key words　 Bushen Zhuangjin Decoction; Knee osteoarthritis; Kidney deficiency and blood stasis; Cartilage injury
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