
中医药通报　２００７年８月　第６卷　第４期

５０　　　 ＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅＪｏｕｒｎａｌ

　
　作者单位　广州中医药大学第一附属医院骨科（５１０４０５）

补肾益气行血方药对人类骨关节炎软骨细胞
ＩＩ型胶原和一氧化氮合酶的影响
● 周琦石　郑晓辉　王海彬　陈基长　黄　枫

　　摘　要　目的：观察补肾益气活血法方剂———骨炎定对一氧化氮抑制离体人骨关节炎软骨细胞
Ⅱ型胶原合成的影响，探讨其保护软骨细胞的作用途径。方法：髋关节炎行关节置换术中获取离体
股骨头关节软骨，行软骨细胞分离培养传代，通过设立空白血清对照组，ＩＬ１组、ＩＬ１加ＮＡＭＥ组、ＩＬ
１加骨炎定方含药血清组，运用逆转录聚合酶链技术检测对软骨细胞一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）和 ＩＩ型胶
原的影响。结果：ＩＬ１组、ＩＬ１加 ＮＡＭＥ组、ＩＬ１加骨炎定方含药血清组 ｉＮＯＳｍＲＮＡ的表达均明显
增加，但 ＩＬ１加骨炎定方含药血清组和 ＩＬ１组相比，可以抑制 ｉＮＯＳｍＲＮＡ的表达，和 ＩＬ１组相比，
有明显差异（Ｐ＜００５），和 ＩＬ１组相比，３组（对照组、ＩＬ１加 ＮＡＭＥ组、ＩＬ１加骨炎定方含药血清组
均明显增加 ＩＩ型胶原的表达，但各组间无差异（Ｐ＞００５）。培养细胞上清液中亚硝酸盐含量测定显
示：关节软骨细胞几乎不产生 ＮＯ，但在 ＩＬ１刺激下可产生 ＮＯ，而加入 ＮＯ合酶抑制剂后，可部分抑
制 ＮＯ产生，ＩＬ１加骨炎定方含药血清组也显示出可以部分抑制 ＮＯ的产生，其作用与 ＮＯ合酶抑制
剂ＮＡＭＥ统计学处理没有明显差异。结论：骨炎定方可以抑制 ｉＮＯＳ的表达，增加 ＩＩ型胶原的表达，
这种作用与使用一氧化氮合酶抑制剂得出的结果没有明显差异，可能是其保护软骨细胞作用途径

之一。

　　关键词　中医药　补肾益气行血法　骨炎定　软骨细胞　一氧化氮合酶　ＩＩ型胶原

　　骨关节炎相当于我国古代医学文献中记载的“膝
痛”、“痹证”和“骨痹”等病症，大多数学者强调肝肾

亏虚为本，感受风寒湿邪，气血瘀滞为标，肝肾不足，

筋骨不坚，筋不束骨，加快关节的退变，因此治疗上多

采用补益肝肾、祛风散寒除湿、活血化瘀、温经通络之

法并用，收到良好的效果［１］。本研究旨在探讨补肾益

气活血法对人类软骨细胞中的 ＮＯ和 ＩＩ型胶原的作
用。

１　材料与方法
１１　组织材料　广州中医药大学第一附属医院骨一
科髋关节骨关节炎患者进行人工关节置换术时，以无

菌技术取出股骨头关节面软骨。

１２　动物　体重 ２５０ｇ±２０ｇＳＤ大鼠，雌雄各半，清
洁级，１００～２００ｄ，由广州中医药大学实验动物中心

提供。

１３　主要仪器和设备　ＣＯ２培养箱（美国 ＳＬ）；倒置
显微镜（Ｌｅｉｃａ）；超净工作台（上海净化设备厂）；酶标
仪（Ｂｉｏｒａｄ３３００）；冷 冻 高 速 离 心 机 （Ｈｉｔｔｅｃｈ）；
ＧＤＳ８０００凝胶成像系统，ＰＣＲ仪（ＭＪ２２０）。
１４　主要试剂和药物
１４１　分离及培养细胞试剂　ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ）、Ｌ谷
氨酰胺（华美生物工程公司）、ＨＥＰＥＳ（Ｓｉｇｍａ）、小牛血
清（中国科学院上海细胞所）、胰蛋白酶（Ｓｉｇｍａ）、Ⅱ型
胶原酶（Ｓｉｇｍａ）、链霉素、青霉素、乙二胺四乙酸二钠
盐简称ＥＤＴＡ（上海试剂一厂）。
１４２　检测试剂　ＭＴＴ（华美生物工程公司）、ＲＮＡ
抽提试剂盒 ＳＫ３２１（Ｓｏｎｇｏｎ）、ＲＴ－ＰＣＴ试剂盒（大连
宝泰克）、引物的合成（Ｓｏｎｇｏｎ）、Ｍａｒｋｅｒ（晶美公司）、
对氨基苯磺酰胺、萘基乙二胺（上海试剂一厂）、氮单
甲基左旋精氨酸（ＬＮＡＭＥ，Ｓｏｎｇｏｎ）。
１４３　方药组成　方药采用广州中医药大学骨伤科
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名老中医陈基长教授的骨炎定方，由补骨脂、骨碎补、

牛膝各１２ｇ，红花５ｇ，黄芪２０ｇ，木瓜１５ｇ组成，属补肾
益气行血治法的方剂，由广州中医药大学第一附属医

院制剂科提供片剂，批号２００３１０２０。
１５　含药血清的制备　骨炎定片，溶于生理盐水中，
０１２ｇ／ｍｌ，治疗组每只大鼠５ｍｌ／ｄ，连续给药一个月，
于末次给药后１ｈ采血，以３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取
上清，抽滤除菌后分装，－２０℃保存备用。
１６　软骨细胞的培养　以无菌技术取出股骨头，剔
除附着的软组织，ＤＨａｎｋｓ液漂洗后，用解剖刀片削下
关节软骨（勿误带软骨下骨和骨膜）。ＤＨａｎｋｓ液漂
洗，Ⅱ型胶原酶消化，振荡，离心，弃上清，细胞经 ＰＢＳ
洗后，加含有血清的培养液，将细胞悬液稀释成２３×
１０５／ｍｌ密度接种于培养瓶，于３７℃、饱和湿度、５％二
氧化碳、９５％空气条件下置于二氧化碳培养箱中培
养。７２小时后视细胞贴壁情况更换培养液，以后每两
天更换一次。

１７　分组　将第２传代细胞接种在９６孔板中，接种
密度２×１０４个细胞／ｃｍ２，分为四组：对照组、ＩＬ１组、
ＩＬ１加 ＬＮＡＭＥ组、中药组。分别用正常血清、
１００μｇ／ｍｌＩＬ１、１００μｇ／ｍｌＩＬ１和 １ｍｇ／ｍｌＮＡＭＥ及
１００μｇ／ｍｌＩＬ１加骨炎定含药血清刺激。
１８　ＮＯ的测定　根据 Ｇｒｉｅｓｓ氏反应法加以改进。
在９６孔酶标板内加入细胞培养上清液１００μｌ，再加入
１％对氨基苯磺酰胺５０μｌ，４℃放置１５分钟，加入试剂
０１％萘基乙二胺，室温３０分钟后置于酶标仪５９０ｎｍ
处读取ＯＤ值。以１０～１００μｍ的亚硝酸盐溶液作为
标准曲线。

１９　ｉＮＯＳ及 ＩＩ型胶原总 ＲＮＡ提取和半定量 ＲＴ
ＰＣＲ　按每１０ｃｍ２加入 １ｍｌ的比例加入 ＴＲＩＺＯＬ试
剂于培养孔内，静置 ５ｍｉｎ，加入氯仿 ０２ｍｌ／１ｍｌ，于
４℃、１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，倒去上清，７５％乙醇清
洗后通风橱干燥，加５０μｌＤＥＰＣ水溶解。逆转录反
应：混合 ＲＮＡ、ｄＮＴＰ和 ＡＭＶ等，逆转录后的 ｃＤＮＡ
置２０℃保存，在 ＤＮＡ扩增仪（ＭＪ）上进行 ＰＣＲ扩增
３０个循环，退火温度为５９℃，取 ＰＣＲ扩增产物 ５μｌ
在１５％琼脂糖中电泳，ＧＤＳ８０００凝胶成像系统摄影
存盘后应用计算机图像分析软件进行灰度扫描分

析，以目的基因与 Ｍａｒｋｅｒ中的最小片段条带灰度值
比作为反映目的基因 ｍＲＮＡ水平的相对指标。各组
间进行比较。聚合酶链反应引物设计：ｉＮＯＳ：５
ａｃａａｇｃｃｔａｃｃｃｃｔｃｃａｇａｔ３， ５ＣＴＣＴＡＴＴＴＴＴＧＣＣＴＣＴＴＴ
ＧＡ３。Ⅱ型胶原为：５ｔｃａｃｇｔａｃａｃｔｇｃｃｃｔｇａａｇ３，５ｔｇ

ｃａａｃｇｇａｔｔｇｔｇｔｔｇｔｔｔ３。
１１０　统计学分析　数据用 ＳＰＳＳ１００软件进行统计
学分析，结果以（ｘ±ｓ）表示，比较采用ｔ检验。

２　结果
２１　一氧化氮含量测定　对照组几乎不产生 ＮＯ，加
入ＩＬ１后ＮＯ含量明显增加，如果同时加入 ＬＮＡＭＥ
或骨炎定含药血清则 ＮＯ含量明显下降，骨炎定组
ＮＯ含量和ＬＮＡＭＥ组接近，见图１。

　　注：１为对照组，２为 ＩＬ１（１００ｕ／ｍｌ），３为 ＩＬ１＋ＮＡＭＥ
（１ｍｇ／ｍｌ），４为ＩＬ１＋中药组。每组中 ｎ＝６，２、３、４组与１组
比较Ｐ＜００５，３、４组比较无显著性差异。

２２　一氧化氮合酶ｍＲＮＡ表达　软骨细胞分离培养
后，两组都可以测出ｉＮＯＳ的表达，对照组ｍＲＮＡ表达
阳性强度高于中药组，统计学有明显差异。培养细胞

上清液中亚硝酸盐含量测定显示：关节软骨细胞几乎

不产生 ＮＯ，但在 ＩＬ１刺激下可产生 ＮＯ，而加入 ＮＯ
合酶抑制剂 ＮＡＭＥ后，可部分抑制 ＮＯ产生，中药组
也显示出可以部分抑制 ＮＯ的产生，其作用与 ＮＯ合
酶抑制剂ＮＡＭＥ统计学处理没有明显差异，见表１。

表１　不同培养液对ｉＮＯＳ表达的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 对照组 ＩＬ１组 ＩＬ１＋ＮＡＭＥ组 ＩＬ１＋骨炎定组

０５３０±００５３ ０８８７±００７３★ ０６２２±００４１★○ ０６８３±００５１○★

　　注：★对照组比较Ｐ＜００５，○与ＩＬ１组比较Ｐ＜００５。

２３　ＩＩ型胶原表达　软骨细胞分离培养后，中药组
ＩＩ型胶原表达阳性强度高于对照组，统计学有明显差
异（Ｐ＜００５），见图２。
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３　讨论
中医基础理论认为，“肾主骨生髓”，《素问·五脏

生成论篇》曰：“肾之合，骨也。”《素问·逆调论篇》

曰：“肾不生，则髓不能满”。《素问·六节脏象论篇》

曰：“肾者，主蛰藏之本，精之处也，其华在发，其充在

骨。”因此对骨病的治疗应该从肾论治。骨关节炎患

者大多肝肾亏损，筋骨不坚，筋不束骨，气虚则无力推

动血行，血行不畅则血脉不利。此外，膝骨关节炎患

者大多病程迁延日久，呈缓慢进行性发展，必致气血

亏虚，从而导致血脉不利的恶性循环。其病乃本虚标

实之证，肝肾亏虚为本，血脉不利为标。治宜补益肝

肾，益气行血。本实验中采用的补肾益气活血方来源

于我校名老中医陈基长教授的经验方骨炎定，以补益

肝肾为主，兼以益气活血，达到攻补兼施，标本兼治的

目的，临床上取得良好的疗效，方含：补骨脂、骨碎补、

牛膝各１２ｇ，红花５ｇ，黄芪２０ｇ，木瓜１５ｇ。每日１剂，
早晚分服。方中补骨脂、骨碎补具有温补肝肾之功，

共为君药；重用黄芪，伍以少量红花取其益气行血之

功，牛膝兼有补肝肾及行血之效并引药下行，共为臣

药；川木瓜具有舒筋活络之效，并善走下肢为使药。

诸药合方寒温并进，攻补兼施，阴阳相济，以致补而不

滞，通而不损。通过既往对骨炎定的实验研究，证实

其可以明显延缓兔实验性骨关节炎的关节软骨的病

理变化，特别是对于软骨细胞的病理改变（软骨细胞

丢失、软骨细胞的排列及细胞克隆）方面与对照组比

较有显著的差异［２］。

骨关节炎是一种非炎症性的关节病变，但是由直

接的机械刺激或软骨基质降解产物引起的滑膜炎症

对疾病的发展还是起到很重要的作用［３］。这种炎症

状态可以由前炎症细胞因子介导出现的一系列反应

而引发。ＩＬ１是其中最重要的一种，与骨关节炎软骨
基质降解的病理过程密切相关。软骨细胞可以合成

浓聚的ＩＬ１，介导基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）、蛋白聚糖
酶和其他分解基因的表达［４］，还可以通过诱导型一氧

化氮合酶（ｉＮＯＳ）的作用增加 ＮＯ的合成。在最早的
关于体外培育的软骨细胞可以通过 ＩＬ１和 ＴＮＦα介
导ＮＯ的释放的报道后［５］，大量的报道证实，在活体

内选择性的抑制ｉＮＯＳ可以使受损关节的炎症和生化
异常情况减轻［６－８］。同时，ＮＯ还被认为是 ＩＬ１介导
的众多反应中的一种重要介质，这些反应在骨关节炎

的发病机制中起到很重要的作用，包括抑制蛋白聚糖

的合成、抑制胶原的合成［９］，加强 ＭＭＰＳ的作用和加
快软骨细胞的凋亡［１０］，以及减少ＩＬ１受体拮抗物 ＩＬ
１ＲＡ的合成［１１］。不仅如此，ＮＯ还被认为会提高软骨
细胞对氧化物如 Ｈ２Ｏ２等造成的损伤的易感性，会有
助于对抗胰岛素样生长因子Ｉ（ＩＧＦＩ）的合成作
用［１２］。而实验发现 ＮＯ不能介导缺乏诱导型 ＮＯ合
酶的小鼠产生关节炎［１３］，也不能介导由ＮＯ抑制剂提
供软骨保护的动物模型产生关节炎［１４］，很好的支持

ｉＮＯＳ在软骨损伤中起重要作用的假设。
可见，ＩＬ１和ＮＯ在骨关节炎的发生发展过程中

起到重要的作用：ＩＬ１作为前炎症细胞因子，能刺激
离体培育的软骨细胞通过诱导型一氧化氮合酶（ｉＮ
ＯＳ）的作用增加 ＮＯ的合成，而 ＮＯ参与到骨关节炎
发病的各个环节中去，包括软骨细胞的凋亡、抑制蛋

白聚糖的合成、抑制胶原的合成、加强 ＭＭＰＳ的作用
和加快软骨细胞的凋亡，同时减少 ＩＬ１受体拮抗物



中医药通报·实验研究　

ＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅＪｏｕｒｎａｌ５３　　　

ＩＬ１ＲＡ的合成，使ＩＬ１能持续刺激软骨细胞产生 ＮＯ
（通过ｉＮＯＳ的作用），形成一个相对封闭的环路，持续
反复的作用导致骨关节炎的发生。虽然不能认为这

就是骨关节炎的唯一发病机制，但是ＩＬ１和 ＮＯ两者
对关节软骨两大成分 －软骨细胞和基质存在相当大
的影响，因此任何能在这一环路中的某一个环节造成

中断影响的因素都能对骨关节炎的病理进展过程带

来有治疗价值的影响。

一氧化氮（ＮＯ）对含铁血红素、巯基、巯基团、过
氧化物和氧分子有高度的亲和力［１５］，与上述物质作

用时反应很快，它在体内的半衰期很短，分解产物是

ＮＯ－２（ｎｉｔｒｉｔｅ）和 ＮＯ
－
３（ｎｉｔｒａｔｅ），在活体血液中，ＮＯ

－
２

（ｎｉｔｒｉｔｅ）很快被氧合血红蛋白氧化成为 ＮＯ－３ （ｎｉ
ｔｒａｔｅ），因此在血浆中通常只能找到ＮＯ－３（ｎｉｔｒａｔｅ）

［１６］。

在体外 ＮＯ－２（ｎｉｔｒｉｔｅ）和 ＮＯ
－
３（ｎｉｔｒａｔｅ）（并称 ＮＯｘ）是

一氧化氮（ＮＯ）的代谢产物，常被用来衡量一氧化氮
（ＮＯ）的数量，并作为一氧化氮（ＮＯ）的标记。

本研究发现，人类软骨细胞在ＩＬ１的刺激下会大
量产生ＮＯ－２（ｎｉｔｒｉｔｅ），而没有 ＩＬ１的刺激只能测出
含量很少的 ＮＯ－２（ｎｉｔｒｉｔｅ）。如果加入 ＩＬ１的抑制剂
ＬＮＡＭＥ，则ＮＯ－２（ｎｉｔｒｉｔｅ）的含量大大少于未加抑制
剂组，加入骨炎定含药血清也可以大大抑制 ＮＯ－２（ｎｉ
ｔｒｉｔｅ）的产生，与ＬＮＡＭＥ组没有明显差异（见图１）。

ＬＮＡＭＥ能通过抑制ｉＮＯＳ减少 ＮＯ的产生［１０］是

一个对骨关节炎具有治疗潜力的研究对象，主要是考

虑到ＮＯ对骨关节炎的各个病理环节有广泛的影响。
ＭｃＩｎｎｅｓ等［１７］发现外源性的 ＮＯ供体可以在体外培
养的滑膜细胞和巨噬细胞中提高ＴＮＦα的含量，这可
能是 ＮＯ在慢性炎症中的一个作用途径：通过诱导
ＴＮＦα的产生形成一个正反馈通路，使前炎症细胞因
子持续产生而介导慢性炎症的发展。ＮＯ已被证实能
抑制蛋白聚糖的合成（通过抑制硫酸盐合成氨基葡萄

糖），这一过程能被一氧化氮合酶抑制剂缓解，并且有

证据说明这是通过抑制白细胞介素１（ＩＬ１）介导蛋白
聚糖合成而实现的［１８］。在软骨中 ＮＯ可以提高基质
金属蛋白酶的活性，而抑制 ＮＯ的合成后基质金属蛋
白酶的活性减弱。在牛和兔的软骨中都发现了这种

类似的由 ＩＬ１介导的 ＮＯ影响基质金属蛋白酶活性
的现象［１９］。ＮＯ还可以通过抑制脯氨酰羟化酶影响
胶原的合成，使软骨的基质缺乏抗张能力而容易分

解［２０］。ＩＬ１抑制兔软骨细胞合成胶原有两个途径：
编译前途径，由 Ｃｏｌ２Ａ１ｍＲＮＡ表达所控制，可以被一
氧化氮合酶抑制剂ＬＮＡＭＥ影响；编译、编译后阶段，

依赖于ＮＯ的水平［２１］。可见，ＮＯ对软骨基质的影响
是多方面、多途径的，它不仅可以使前炎症细胞因子

持续产生而介导进一步的炎症过程，还可以上调

ＭＭＰｓ活性，抑制蛋白聚糖的合成，影响软骨基质中胶
原的合成，在软骨损伤中起重要作用，而 ｉＮＯＳ作为合
成ＮＯ必要的酶，在骨关节炎的病理过程中发挥着重
要作用。

本研究发现 ＩＬ１组中 ｉＮＯＳ的基因表达明显增
加，证实前炎症细胞因子与 ＮＯ之间存在反馈机制
（可以刺激 ｉＮＯＳ的表达，而 ｉＮＯＳ合成 ＮＯ有可以维
持前炎症细胞因子的持续作用，是一种正反馈机制）。

随着ｉＮＯＳ表达的增加，ＮＯ合成增加，表现在 ＩＬ１组
ＮＯ－２（ｎｉｔｒｉｔｅ）含量的显著上升。如果加入 ｉＮＯＳ抑制
剂，则ｉＮＯＳ表达和 ＮＯ－２（ｎｉｔｒｉｔｅ）含量都下降，骨炎定
含药血清组也观察到同样的现象。这表明：骨炎定可

能通过抑制 ｉＮＯＳ的表达，减少 ＮＯ的合成，从而发挥
保护软骨的作用，这是补肾活血祛瘀法治疗骨关节炎

获得良好疗效的重要作用途径，但其中的机理仍需要

进一步深入研究。
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５６　　　 ＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅＪｏｕｒｎａｌ

干涩；血瘀气滞，声户开合不利，气

易耗散，故而语不持久；瘀血阻喉，

故声带肥厚；气滞血瘀，津道不畅，

故咽喉干燥，咽痒；舌脉乃气滞血

瘀之征。

诊断辨证：慢喉喑（气滞血瘀

证）。

刘教授施以会厌逐瘀汤加减，

理气活血，化瘀开音。方药：柴胡

６ｇ，枳壳６ｇ，赤芍药 １５ｇ，桃仁 ６ｇ，
粉丹皮 １０ｇ，天冬、麦冬各 １５ｇ，北
沙参１５ｇ，黑元参１２ｇ，干芦根１５ｇ，
僵蚕１０ｇ，夏枯草１２ｇ，海蛤壳１５ｇ，
蝉衣１０ｇ，苦桔梗１０ｇ，木蝴蝶１５ｇ，
粉甘草３ｇ，水煎服。３剂后声音稍

利，咽部不适好转，守方续服６剂
后症状大为改善，已能较轻松地会

话，并能持续较长的时间，持续治

疗２个月后痊愈。
按　方中赤芍药、桃仁、粉丹

皮活血祛瘀；柴胡、枳壳疏肝理气，

气畅则血活，血活则瘀解；元参、干

芦根滋阴降火，生津润燥；天冬、麦

冬、沙参养阴清热，润肺开音；僵

蚕、蝉蜕清热利喉开音；夏枯草、海

蛤壳散结破瘀；木蝴蝶利咽开音；

桔梗引药上行；粉甘草调和诸药。

全方共奏理气活血，化瘀开音之

效。气虚明显者加黄芪、党参以益

气补气；气滞重者加香附、郁金、陈

皮以理气行气，活血祛瘀。有挟痰

现象者，加皂角刺、海浮石以祛痰

散结。

慢喉喑见证较复杂，无论内

因、外因和不内外因均可致病，见

证虽杂，总不出寒热虚实之范畴。

因此临证时首先辨证求因，再审因

论治，辨明寒热虚实和兼杂。本病

多因“气滞、血瘀、痰凝、气虚”等原

因相兼为患，慢喉喑发病慢，缓则

治其本，多从阴虚、气虚、痰浊、气

血瘀滞等方面进行辨证论治，本病

虽以内治为主，但“禁声”应贯穿始

终，即“但知养息，不药而愈

櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒櫒

”。
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