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栀子对兔膝骨关节炎模型关节软骨病理改变及ＩＬ１β表达的影响
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［摘要］　目的：观察栀子浸膏对兔膝骨关节炎模型中关节软骨病理改变及关节液、血清中ＩＬ１β表达的影响。方法：２４只大

白兔随机分为给药组、模型组和对照组（ｎ＝８）。给药组、模型组行 Ｈｕｌｔｈ法复制骨关节炎模型，术后第５周，给药组以栀子浸

膏６００ｍｇ／ｋｇ灌胃，模型组与对照组给予等量生理盐水灌胃，给药３周后处死动物，分别对软骨肉眼下行Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ评分及光镜

下行 Ｍａｎｋｉｎ评分，取股骨内侧髁关节软骨组织块行电镜、ＨＥ染色观察软骨细胞形态及检测关节液与血清中ＩＬ１β的含量。

结果：栀子浸膏能延缓骨关节炎关节软骨病理损伤，给药组关节液与血清中ＩＬ１β的含量明显低于模型组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜

０．０１）。结论：栀子浸膏可能通过降低骨关节炎模型关节液与血清炎症因子ＩＬ１β的表达发挥保护关节软骨的作用，从而延缓

骨关节炎病程的进展。
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　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）的发病机制尚未完全阐

明，但有关软骨降解的机制已得到深入研究，目前认为与炎

症因子ＩＬ１β有关，它促使软骨细胞、基质的降解以及滑膜炎

的形成［１］。栀子系茜草科植物的成熟果实，可降低类风湿性

关节炎（ＲＡ）大鼠血清中ＩＬ１的水平，抑制缺血性脑损伤中

ＩＬ１的活性［２３］。本研究通过观察栀子浸膏对兔膝骨关节炎

模型关节液ＩＬ１β及软骨细胞形态的影响，探讨栀子浸膏的

关节保护作用。

１　材料和方法

１．１　主要试剂和仪器　生栀子浸膏的制备：取成熟生栀子

果仁３０００ｇ（宜昌众生药业公司中药饮片厂生产），用７５％
乙醇提取后浓缩得黏稠浸膏４３６ｇ（６．８８ｇ生药／ｇ浸膏）；青

霉素为华北制药股份有限公司生产；氯胺酮为福建古田药业

有限公司。ＩＬ１β检测试剂盒为 ＴＢＤ生物发展中心产品。

Ｏｌｙｍｐｕｓ光学显微镜为日本奥林巴斯公司产品；ＲＭ２３１５切

片机为德国Ｌｅｉｃａ公司产品；电子显微镜为日本日立公司产

品。

１．２　动物来源及分组　２４只３～４个月龄大耳白兔，体质量

２．０～２．５ｋｇ，雌雄各半，由武汉市万千佳禾实验动物养殖有

限公司提供（合格证号：０００１６４７）。２４只兔随机分为给药组、

模型组和对照组（ｎ＝８），氯胺酮（１０ｍｇ／ｋｇ）麻醉后，给药组、

模型组行单侧 Ｈｕｌｔｈ术，即取膝关节内侧长约４ｃｍ的纵切

口，探查关节腔内无原发病变后切断内侧副韧带、前后交叉

韧带；并完整切除内侧半月板，注意勿损伤关节软骨面，彻底

止血，冲洗关节腔，行抽屉试验阳性后，逐层缝合关节囊、皮

肤，无菌敷料包扎伤处，不予固定；对照组仅打开关节腔，不

损伤韧带和半月板，缝合皮肤，无菌敷料包扎伤处。术后每

天肌肉注射青霉素４０万 Ｕ／只，伤口换药，连续７ｄ预防感

染。根据临床上超疲劳活动容易提前出现 ＯＡ 的发病特

点［４］，手术１周后，每天强迫动物活动３０ｍｉｎ，分２次驱赶，４
周后即可获得稳定的ＯＡ模型。术后第５周开始，给药组给

予栀子浸膏６００ｍｇ／ｋｇ灌胃，模型组和对照组分别给予等量

生理盐水灌胃，给药３周。

１．３　样本获取及各指标的检测

１．３．１　ＩＬ１β含量的测定　在患侧关节处脱毛，消毒后用装

有１ｍｌ生理盐水注射器行关节腔穿刺，将１ｍｌ生理盐水注

入关节腔，反复冲洗后抽出，盛于２ｍｌ离心管中，６００００×ｇ
下离心１０ｍｉｎ，取上清，按试剂盒方法检测ＩＬ１β含量。取耳

中动脉血液，盛于５ｍｌ离心管中，６００００×ｇ下离心１０ｍｉｎ，

取血清，按试剂盒方法检测ＩＬ１β含量。

１．３．２　病理学观察　沿原切口切至关节腔行大体（肉眼）观

察后，以锐利刀片切取股骨内髁软骨，置于１０％甲醛中固定，

系列脱水、脱钙，常规石蜡包埋，切片，ＨＥ染色，分别对软骨
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肉眼下行Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ评分及光镜下行 Ｍａｎｋｉｎ评分［５］。取股骨

内髁关节软骨修成０．３ｃｍ×０．３ｃｍ×０．２ｃｍ的全软骨层，

分别以３％戊二醛固定８ｈ后置于缓冲液中，再以锇酸固定、

脱水，环氧树脂包埋，纵向超薄切片电镜观察。

　　大体观察按以下原则评分：０分为关节面光整，色泽如

常；１分为关节面粗糙，有小的裂隙且色泽灰暗；２分为关节

面糜烂，软骨缺损深达软骨表中层；３分为关节面溃疡形成，

缺损深达软骨深层；４分为软骨剥脱，软骨下骨质暴露［５］。

１．４　统计学处理　数据均以珚ｘ±ｓ表示，大体评分用秩和检

验，其余组间比较用ｔ检验。

２　结　果

２．１　大体观察　给药组软骨改变以糜烂粗糙为主，部位集

中在股骨内髁内侧（图１Ａ），其中２例出现了内髁内侧缘纤

维软骨增生。模型组软骨改变仍集中在股骨内髁关节面，以

溃疡形成为主，且内髁内侧缘纤维软骨增生更加明显（图

１Ｂ），其中２例出现软骨剥脱。对照组软骨表面没有明显改

变（图１Ｃ）。给药３周后镜下ＯＡ软骨评分结果（表１）表明

给药组软骨退变明显轻于模型组（Ｐ＜０．０１）。

图１　各组关节软骨大体观察结果

Ａ：给药组；Ｂ：模型组；Ｃ：对照组

表１　 给药３周后解剖显微镜下软骨ＯＡ评分
（ｎ）

组别
评　分

０分 １分 ２分 ３分 ４分
给药组 ０ ５ ３ ０ ０
模型组 ０ １ １ ４ ２
对照组 ７ １ ０ ０ ０

２．２　光镜观察　给药组软骨表中层细胞数弥漫性增多，并

出现簇集样细胞团，部分标本软骨表面出现裂隙及深达中层

的糜烂，可见潮线紊乱（图２Ａ）。模型组大部分软骨表面出

现溃烂缺损，软骨细胞则明显减少，多见坏死崩解细胞，潮线

紊乱甚至消失（图２Ｂ）。对照组软骨表面光镜下没有明显异

常改变（图２Ｃ）。给药３周后给药组软骨 Ｍａｎｋｉｎ评分为

６３８±１０９，明显低于模型组９８５±２１２，两者之间有统计学差

异 （Ｐ＜０．０１）。对照组软骨 Ｍａｎｋｉｎ评分５２±１４，与模型组

间有统计学差异（Ｐ＜０．０１）。

图２　各组关节软骨ＨＥ染色结果

Ａ：给药组；Ｂ：模型组；Ｃ：对照组．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．３　透射电镜观察关节软骨超微结构改变　对照组软骨细

胞核呈卵圆形，细胞表面有细长突起，胞体及胞膜完整，胞质

内可见丰富的细胞器，核内染色质分布均匀，胞内有大量粗

面内质网，基质中胶原纤维排列整齐（图３Ａ）；模型组软骨细

胞明显固缩、部分溶解坏死，外形不规则，细胞周晕消失，核

膜不明显，表面微绒毛突起减少，胞质内细胞器凝成高电子

密度的片状物不易分辨，可见数个脂滴存在（图３Ｂ）；给药组

软骨细胞的各种细胞器丰富，细胞核形态正常，胞质丰富，染

色质较均匀，细胞表面突起基本消失，胞内有大量粗面内质

网，胞质中有空泡出现，细胞周围胶原纤维部分断裂（图３Ｃ）。

２．４　各组关节液、血清ＩＬ１β检测结果　给药组关节液与血清

中ＩＬ１β含量明显低于模型组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１，表２）。
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图３　各组关节软骨超微结构

Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：给药组．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×８００００

表２　给药３周后各组动物关节液与血清中ＩＬ１β的含量
［ｎ＝８，珚ｘ±ｓ，ρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１）］

组别 关节液 血清

给药组 １．９８±０．９３ １．３２±０．１２

模型组 ３．０４±０．８３ ２．０１±０．３７
对照组 １．７５±０．７６ １．１６±０．２１

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与模型组比较

３　讨　论

　　本实验采用 Ｈｕｌｔｈ法复制动物ＯＡ模型，通过改变膝关

节生物力学状态以诱导关节软骨退变，建立骨关节炎模型。

手术由同一操作者完成，我们在制作动物模型时对照组有１
例出现膝关节感染，经继续注射青霉素６０万 Ｕ／只，连续４ｄ
治愈。本实验造模后第８周时模型组见软骨表面碎裂、剥

脱，软骨细胞簇集和坏死，说明软骨已有明显的组织形态学

改变，并已处于骨关节炎中晚期，而对照组关节软骨没有明

显改变，说明了这一方法确能导致骨关节炎的形成。

　　给药３周后，给药组关节软骨病理损害程度较模型组

轻，而没能达到对照组软骨细胞形态，说明药物只能延缓病

程进展而不能逆转 ＯＡ的病变进程。模型组家兔患侧关节

液中ＩＬ１β含量明显高于对照组，且软骨细胞的破坏程度亦

较对照组强，说明造模是成功的。实验结果显示：给药组软

骨在病理程度上的改变明显较模型组轻，软骨结构较完整，

软骨细胞形态改变较小。这些都表明栀子浸膏在一定程度

上保护了软骨细胞，对软骨细胞的退变和软骨细胞的降解起

了一定的延缓作用。

　　ＩＬ１是最经典的炎症调节剂，是调节炎症的始动因素。

有学者［６］报道培养膝关节滑膜细胞后，其上清液ＩＬ１主要以

ＩＬ１β为主，炎症情况下，粒细胞巨噬细胞集落刺激因子

（ＧＭＣＳＦ）水平升高，它也能促进ＩＬ１的上调作用，增加

ＩＬ１β的合成，促进软骨和滑膜组织金属蛋白酶的表达，包括

基质溶酶、胶原酶、组织纤维蛋白溶酶激活剂等。ＩＬ１β可诱

发以单核细胞纤维渗出为特征的慢性滑膜炎，软骨基质降解

产物的刺激也可引起滑膜的继发炎症。ＩＬ１β还可促进软骨

细胞分泌ＰＧＥ２，参与关节炎症反应，刺激骨吸收，并可刺激

成骨细胞样细胞增殖，导致关节骨、软骨增生性变化［７］，软

骨下骨增厚，边缘长出新骨形成骨赘。ＩＬ１β通过ＩＬ６介导

抑制软骨糖蛋白的合成，促进成纤维细胞合成和基质微分子

的降解，加重软骨的损伤。关节内局部高水平的ＩＬ６可能与

其影响软骨细胞增殖、软骨损伤的反应性和增强关节炎性反

应有关。本实验结果显示给药组机体内ＩＬ１β的含量较模型

组显著降低，软骨细胞破坏程度明显减轻，说明栀子浸膏可

通降低机体内ＩＬ１β的含量，而起到保护关节软骨的作用。

　　目前ＯＡ尚无有效的防治方法，因为很少有药物能改变

ＯＡ进程。我们的研究表明栀子浸膏能明显延缓软骨退变的

进程，可起到保护软骨细胞的作用。因此我们认为栀子有可

能成为治疗ＯＡ有效药物，值得进一步临床研究。
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