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摘要：目的　研究葛根素对兔膝关节骨性关节炎的抑制作用及机制。方法　将４０只成年新西兰兔随机分为正常组、模型组、
生理盐水组、葛根素组，每组１０只，后三组构建兔膝关节骨性关节炎模型。模型构建成功后，生理盐水组和葛根素组分别膝关
节内注射生理盐水、葛根素０．５ｍＬ，５周共１０次。药物注射完成后，切开膝关节肉眼观察关节面，抽取关节液采用ＥＬＩＳＡ法检
测白细胞介素１β（ＩＬ１β）、白细胞介素１０（ＩＬ１０）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、环氧化酶２（ＣＯＸ２）、前列腺素Ｅ２（ＰＧＥ２）表达水
平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测关节软骨组织中基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）、Ⅱ型胶原蛋白（ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ）表达水平。结果　葛根素作
用后膝关节软骨面病损程度明显减轻。葛根素作用后膝关节液中ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＣＯＸ２、ＰＧＥ２表达水平降低，ＩＬ１０表达水平
增加，而关节软骨组织中ＭＭＰ２表达降低，ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ表达增加。结论　葛根素可能参与了骨性关节炎中促炎因子与抑炎因
子间的平衡，具有一定的抑制细胞外基质中胶原的降解作用，从而有可能减缓骨性关节炎的病程进展。
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　　骨性关节炎（ＯＡ）是一种以关节软骨退变、磨
损、骨刺形成为主要表现的慢性、进展性关节疾病，

已成为老年人群中致残的首要原因［１３］。近年来研

究表明，与软骨破坏相关的炎性细胞因子白细胞介

素１β（ＩＬ１β）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的分泌异
常，是 ＯＡ发生发展的中心环节［４５］。ＩＬ１β、ＴＮＦα
是有效的金属基质蛋白酶（ＭＭＰｓ）诱导剂，能促使
ＭＭＰｓ产生，ＭＭＰｓ能溶解软骨细胞外基质而导致
ＯＡ发展［６８］。ＩＬ１β可以激活环氧化酶 ２（ＣＯＸ２）
及诱生型一氧化氮合酶，从而导致前列腺素 Ｅ２
（ＰＧＥ２）和一氧化氮的释放，进而产生强大的促炎
作用，引起滑膜炎症和骨吸收，刺激滑膜成纤维细

胞增殖，促进滑膜细胞黏附分子的表达，造成关节

软骨生存的恶劣微环境［９］。葛根素是从葛根中提

取出来的中药单体成分，它能够阻断炎性信号通路

的激活，从而改善炎性反应［１０１１］。本研究将对葛根

素在骨关节炎中的作用及其机制进行探讨。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　实验动物　普通级４０只成年新西兰兔，雌
雄各半，体质量（２±０．１５）ｋｇ，由重庆医科大学实验
动物中心提供，许可证号：ＳＣＸＫ（渝）２００２０００１。
１．１．２　主要试剂　葛根素每支１００ｍｇ，北京四环
科宝制药有限公司生产，生产批号 １３１１２０３２。ＩＬ
１β、白细胞介素１０（ＩＬ１０）、ＴＮＦα和 ＰＧＥ２兔
ＥＬＩＳＡ试剂盒为上海广锐生物科技有限公司生产，
ＣＯＸ２兔 ＥＬＩＳＡ试剂盒为南京森贝伽生物科技有限
公司生产。蛋白提取试剂盒为南京凯基生物科技

发展有限公司生产。鼠抗兔基质金属蛋白酶 ２
（ＭＭＰ２）多克隆抗体、鼠抗兔 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ多克隆抗
体购于美国Ａｂｃａｍ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　分组　将４０只新西兰兔随机分为正常组、
模型组、生理盐水组以及葛根素组，每组１０只。
１．２．２　制备骨性关节炎模型　１０％水合氯醛（３．５
ｍＬ·ｋｇ－１）腹腔内注射麻醉后，严格无菌操作，按照
改良Ｈｕｌｔｈ模型法建模，通过胫骨内侧髁为中心长
约 ２ｃｍ的纵行切口，切断膝内侧副韧带及前交叉
韧带，切除关节内侧半月板，行膝关节前抽屉试验

阳性，术中注意勿损伤关节软骨面，彻底止血及冲

洗，逐层缝合关闭切口［１２１４］。正常组仅行膝关节切

开术。术后给予伤口局部涂布安尔碘涂布预防感

染。手术７ｄ后开始驱赶，每日强迫驱赶动物行程
约１００ｍ。驱赶动物活动４周后，即得明显的膝关
节骨性关节炎模型。造模完成后各组处死１只，并
切开关节腔做肉眼观察。

１．２．３　给药方法　建模成功后，各组给药如下：正
常组和模型组不给予任何处理；生理盐水组：兔膝

关节注射生理盐水０．５ｍＬ；葛根素组：兔膝关节注
射葛根素（１００ｍｇ溶于０．５ｍＬ生理盐水中）。１周
２次，连续注射５周，共１０次。
１．２．４　标本观察　观察关节软骨光滑度、色泽、表
面是否有糜烂及溃疡、是否有纤维性增生以及边缘

是否有骨赘形成等。根据彭氏组织病理学分级方

法［１５］：Ｉ级关节面光滑，软骨透明，有光泽，无缺损及
新生物，滑膜色泽淡红、无水肿充血表现；Ⅱ级关节
软骨表面较光滑，色泽较暗，软骨透明度低，光泽

差，未见明显的新生物及骨赘，滑膜轻度肿胀，未见

明显充血；Ⅲ级关节面不光滑，软骨不透明，无光
泽，可见明显的缺损及骨赘新生物，滑膜色紫暗、充

血水肿明显。

１．２．５　ＥＬＩＳＡ法　采用 ＥＬＩＳＡ法测定兔膝关节液
中ＩＬ１β、ＩＬ１０、ＴＮＦα、ＣＯＸ２以及 ＰＧＥ２水平。用
移液管吸出标准品、对照样本以及稀释后的待检测

样品各２５μＬ，加入孵育液体每孔１００μＬ。室温下
孵育２ｈ，洗液洗板６次，吸走液体后，加入抗体复
合物每孔２００μＬ，室温下继续孵育１５ｍｉｎ，每孔中
加入停止液５０μＬ。在４５０ｎｍ波长处测定吸光度
值，并计算其含量。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法　将－８０℃保存的兔ＯＡ软
骨组织提取蛋白，ＢＣＡ法测定其浓度，按每孔４０μｇ
上样，然后行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳；电泳结束后按分子
量大小切胶，湿法转膜将 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶上的蛋白
转移至 ＰＶＤＦ膜上。５％脱脂奶粉（溶于１×ＴＢＳＴ）
３７℃摇床上封闭 １ｈ，分别敷育一抗 ＭＭＰ２
（１∶５００）、Ⅱ型胶原蛋白（ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ）（１∶１００）、甘
油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ，１∶１０００），４℃过夜，
ＴＢＳＴ洗３次，每次洗５ｍｉｎ。然后分别敷育二抗，３７
℃下孵育１ｈ，ＴＢＳＴ再洗３次，每次洗５ｍｉｎ。最后
敷育ＥＣＬ发光液，暗室显影。
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１．３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计
分析。计数资料以例及率表示，组间比较为整体 ＋
分割卡方检验；计量资料以 ｘ±ｓ描述，组间比较为
单方差分析＋ＨＳＤｑ多重比较，不符合正态分布或
者方差不齐时选择秩和检验。Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果
２．１　造模成功肉眼观察　造模完成后，各组分别
处死１只兔，切开膝关节腔做肉眼观察。我们发现
正常组膝关节面光滑，软骨透明，光泽度好，无缺损

及骨赘，滑膜色泽淡红、无水肿充血表现。而各造

模组（模型组、生理盐水组和葛根素组）的关节软骨

色泽暗淡，部分呈现出米黄色，有龟裂或虫蚀样改

变，滑膜增厚，关节比正常稍大，关节面破坏以股骨

内裸改变较为明显。这一结果说明膝关节骨性关

节炎模型造模成功。

２．２　葛根素作用后膝关节面肉眼观察　给药完成
后，切开各组关节腔肉眼观察。结果显示：正常组

关节面光滑，软骨透明，有光泽，无缺损及骨赘，滑

膜色泽淡红、无水肿充血表现；模型组和生理盐水

组关节面都呈现不光滑，软骨透明度低，有不同程

度的缺损和骨赘新生物，滑膜不同程度充血水肿；

而葛根素组虽仍有关节面不光滑，软骨不透明等，

但较生理盐水组和模型组病损程度明显减轻（图

１）。根据彭太平法组织病理学分级，我们对以上肉
眼所见进行了分级及统计学分析（表１）。统计分析

表１　肉眼观察膝关节面病理改变分级结果／例（％）

组别
兔数

／只
分级

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

两两比较

显著性

Ｎ：正常组 ９ ９（１００．０） ０（０．０） ０（０．０）
Ｍ：模型组 ９ ０（０．０）３（３３．３） ６（６６．７） ａ
Ｓ：生理盐水组 ９ ０（０．０）２（２２．２） ７（７７．８） ａ
Ｐ：葛根素组 ９ １（１１．１）６（６６．７） ２（２２．２） ａｂｃ

整体分析　χ２值 ３８．３５２
　　　　　Ｐ值 ０．０００

　　注：两两比较为分割卡方检验，其显著性标记：ａ、ｂ、ｃ分别为和

Ｎ、Ｍ、Ｓ组相比，Ｐ＜０．０５。

图１　药物作用后各组膝关节面肉眼观

　　注：Ｎ：正常组；Ｍ：模型组；Ｓ：生理盐水组；Ｐ：葛根素组；两组比较，ａＰ＜０．０５。

图２　各组膝关节液中ＩＬ１β、ＩＬ１０、ＴＮＦα、ＣＯＸ２、ＰＧＥ２表达情况
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显示，模型组与正常组间差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），这也再次说明了本实验模型的构建是成功
的。其次，分析显示模型组与生理盐水组间差异无

统计学意义（Ｐ＞０．０５），说明关节腔注射生理盐水
对兔膝关节骨性关节炎的病理改变无作用。而值

得注意的是，葛根素组与生理盐水组比较，分级为

Ⅱ的数量多于生理盐水组，而Ⅲ级少于生理盐水
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），这一结果提示葛
根素可能具有改善兔膝关节骨性关节炎病理改变

的作用。

２．３　葛根素对膝关节液中 ＩＬ１β、ＩＬ１０、ＴＮＦα、
ＣＯＸ２、ＰＧＥ２表达的影响　在本实验中，处死各组
大白兔的当天，抽取各组大白兔膝关节液，应用

ＥＬＩＳＡ法检测各组关节液中 ＩＬ１β、ＩＬ１０、ＴＮＦα、
ＣＯＸ２、ＰＧＥ２蛋白表达情况。结果显示，模型组和
生理盐水组中各蛋白（除ＩＬ１０外）水平高于正常组
（Ｐ＜０．０５），而 ＩＬ１０表达水平低于正常组（Ｐ＜
０．０５）；模型组与生理盐水组间各蛋白表达水平差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；值得注意的是，葛根组
中各蛋白（除ＩＬ１０外）表达水平均低于生理盐水组
（Ｐ＜０．０５），而 ＩＬ１０表达水平高于生理盐水组
（Ｐ＜０．０５）（图２）。
２．４　葛根素对ＭＭＰ２、ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ表达的影响　
采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组软骨组织中 ＭＭＰ２、
ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ蛋白表达水平。结果显示：模型组和生
理盐水组中ＭＭＰ２表达水平显著高于正常组，而葛
根素组 ＭＭＰ２低于生理盐水组和模型组；同样，也
发现ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ表达水平在模型组和生理盐水组中
显著低于正常组，而在葛根素组中表达水平又高于

模型组和生理盐水组（图３）。

ＭＭＰ２

ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ

ＧＡＰＤＨ

　　　 Ｎ　　　 Ｍ　　 　Ｓ　　　 Ｐ

　　注：Ｎ：正常组；Ｍ：模型组；Ｓ：生理盐水组；Ｐ：葛根素组。

图３　各组中ＭＭＰ２、ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ的表达水平

３　讨论
尽管ＯＡ的发病机制尚不十分清楚，但细胞因

子网络在滑膜炎症及软骨退变过程中起到了非常

重要的作用，且其是使ＯＡ病变持续存在、迁延进展
的关键因素。因此采用多种途径调节体内促炎因

子与抑炎因子的平衡（即拮抗或下调促炎因子，补

充或上调抑炎因子）已经成为探索 ＯＡ治疗策略的

主要思路之一。

近年来，葛根素的抗炎作用也正逐渐为人们

所认知。研究显示，葛根素能够通过阻断炎症通

路的激活从而减轻炎性反应［１０１１］。在本实验中，

我们发现经葛根素作用后，兔膝关节面较生理盐

水组骨关节面更光滑，关节面缺损、骨赘以及滑膜

充血水肿情况明显变轻，说明葛根素可一定程度

上抑制兔膝关节 ＯＡ的进一步发展，具有一定的治
疗作用。

有学者对脑缺血再灌注损伤的大鼠动物模型

的研究发现，模型组大鼠的ＩＬ１β水平明显升高，经
过葛根素处理之后，葛根素处理组的 ＩＬ１β水平比
模型组降低［１６］。姜晓晓等［１７］研究表明静脉注射葛

根素之后心脏病病人血液中炎性因子 ＴＮＦα、ＩＬ６
和ＩＬ８的水平显著降低，ＩＬ１０的表达升高，最终使
得病人的炎性反应减轻。而在本实验中，我们发现

葛根素作用后，促炎因子 ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＣＯＸ２、
ＰＧＥ２在兔膝关节液中的表达明显减少，而抗炎因
子ＩＬ１０则表达明显增加。这一结果提示葛根素可
能参与了ＯＡ中促炎因子与抑炎因子间的平衡。这
也一定程度上解释了葛根素能够减轻兔膝关节 ＯＡ
病理变化的原因。

ＭＭＰｓ作为一种水解蛋白酶可水解细胞外基
质，可导致关节软骨的破坏，从而影响关节软骨的

功能［１８］。ＭＭＰ２作为ＭＭＰｓ中重要的一员，ＭＭＰ２
过量分泌可导致关节软骨破坏［１９］。有研究已发现

葛根素能够通过下调 ＭＭＰ１在膝关节 ＯＡ模型软
骨中的表达，从而减轻软骨基质损害［２０］。在本实验

中，我们同样发现葛根素能抑制兔膝关节 ＯＡ软骨
组织中ＭＭＰ２的表达，说明葛根素可能通过某种机
制抑制ＭＭＰ２表达从而减轻软骨的损害。

ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ是正常透明软骨特征性的胶原表
型，大约占软骨中胶原成分的８０％ ～９０％，它作为
一种间质胶原，构成了网状支架结构的主体，对维

持软骨细胞的生物学功能起着极其重要的作用［２１］。

有研究发现在骨关节炎中，软骨基质的 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ
的表达量明显下降［２２］。在本实验中，我们同样发现

ＯＡ模型组中 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ表达较正常组中明显减
少，葛根素组中ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ表达高于生理盐水组和
模型组，故推测葛根素可能阻止了 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ的
降解。

本实验不足之处：一是本实验虽然发现葛根

素对兔膝骨性关节炎确有积极作用，但未探讨不

同浓度梯度对兔膝骨性关节炎的作用；再者，葛根

素调节 ＭＭＰ２以及 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ的表达机制亦未阐
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明。这些都是本实验组下一步实验需重点解决的

问题。

综上所述，本实验结果显示葛根素减轻了兔膝

关节ＯＡ病理进展，葛根素下调了兔膝关节液中
ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＣＯＸ２、ＰＧＥ２表达，上调了 ＩＬ１０表
达，并且抑制了关节软骨软骨中 ＭＭＰ２的表达，同
时促进了ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ的表达。这一结果提示葛根素
可能参与了ＯＡ中促炎因子与抑炎因子间的平衡，
具有一定的抑制细胞外基质中胶原的降解作用，从

而有可能减缓ＯＡ的病程进展。
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