
                                                                                                                            Clinical Journal of Chinese Medicine 2017  Vol.(9)  No.21-54-

膝痛消方对膝关节软骨细胞凋亡和增殖的影响
Effects of the Xitongxiao prescription on apoptosis and proliferation of 
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【摘 要】 目的：探讨膝痛消方对促进软骨细胞增殖和抑制 IL-1β诱导的软骨细胞凋亡的作用。方法：体外培养膝关节软骨细

胞，用阿利新蓝染色方法检测软骨细胞蛋白多糖，用Ⅱ型胶原免疫荧光染色检测软骨细胞Ⅱ型胶原的表达，以鉴定软骨细胞；用

MTS 检测软骨细胞的增殖；用 IL-1β诱导软骨细胞凋亡，Annexin V/PI 双染检测细胞凋亡。结果：膝关节剥离得到的细胞形态为

多角形或梭形，阿利新蓝与Ⅱ型胶原免疫荧光染色均呈阳性，证明分离培养的细胞为软骨细胞。MTS 实验结果发现膝痛消方提

取物处理软骨细胞后检测到的 OD 值随浓度增加而增加且显著高于对照组。此外，IL-1β处理诱导软骨细胞凋亡，而膝痛消方提

取物能够有效地抑制 IL-1β引起的细胞凋亡。结论：膝痛消方能促进软骨细胞的增殖，抑制 IL-1β诱导的软骨细胞的凋亡。以上

发现为膝痛消方临床上治疗膝关节骨性关节炎提供药理作用依据。
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【Abstract】 Objective: To investigate the effects of the Xitongxiao prescription on the cell proliferation and the inhibition of IL-
1β-induced apoptosis of chondrocytes. Methods: To identify chondrocytes, the articular chondrocytes were cultured in vitro; staining 
with alcian blue was used to detect the protein polysaccharide, and staining with collagen immunofluorescence was used to examine the 
expression of type II collagen in chondrocytes. The proliferation of chondrocytes was determined by MTS. Apoptosis of chondrocytes was 
induced by IL-1β, and the effect of apoptosis was tested by Annexin V/PI double staining. Results: The morphology of the cells obtained 
from the knee joint was polygonal or fusiform. The tested results of Alcian blue and collagen immunofluorescence staining were positive. 
These together certified that the isolated cells were knee chondrocytes. MTS assay results showed that the detected OD values were dose-
dependently increased and they were significantly higher than those of the control group. In addition, the apoptosis of chondrocytes 
was induced by IL-1β treatment. While the extract of the Xitongxiao prescription could effectively inhibit the IL-1β-induced apoptosis 
of chondrocytes. Conclusion: The Xitongxiao prescription could promote the proliferation of chondrocytes and inhibit the apoptosis 
of chondrocytes induced by IL-1β. The above findings may provide one of pharmacological mechanisms of the Xitongxiao for clinical 
treatment of knee osteoarthritis. 
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随着我国人口逐渐老龄化，膝关节骨性关节炎（Knee 
Osteoarthritis，KOA）的发病率逐渐增高 [1]。其主要病理特

征是关节软骨发生原发性或继发性改变和由此引起而导致的

关节软骨的变性、软化逐渐消失，软骨下骨质改变，骨板层

骨质硬化，随后出现软骨下及边缘骨赘形成，继发关节滑膜

炎，关节囊萎缩，关节间隙狭窄，关节功能障碍。一般认为，

KOA 的病因包括年龄、性别、种族遗传因素、体质因素、慢

性劳损、关节过度活动等原因。目前，西药治疗 KOA 的主要

手段是非甾体药，但存在副作用大、作用单一及有较多禁忌

证等缺点。中药复方在治疗膝骨性关节炎方面具有独特的优

势，许多中药复方在临床上被广泛应用，且效果显著 [2,3]。膝

痛消方是厦门中医院骨科多年来在治疗 KOA 病征中多年临床

应用所总结出的经验方之一，药方组成主要包括入骨丹、牛

入石、丹参、伸筋草、透骨草、巴戟天、红花等。前期临床

研究表明，本方治疗 KOA 能够明显改善膝关节疼痛及活动障

碍等，但对其具体作用机制的深入研究却很少，为此，有必

要在中医理论指导下，运用细胞生物学技术，对膝痛消复方

进行深入的机制研究，为其进一步推广提供理论基础 [4-7]。

1 材料与试剂

1.1 实验原料 
膝痛消药物组成：牛入石、入骨丹、透骨草、伸筋草、艾

叶、防风、荆芥、红花、盐巴戟天等。所有药材购自厦门中

医院中药房。

1.2 实验材料

取关节置换手术后关节软骨部分。 
1.3 试剂 

DMEM 培养基（Gbico，美国），胎牛血清（Gbico，美

国），双抗（Hyclone，美国），Ⅱ型胶原酶（Sigma，美国），阿

利新蓝（Sigma，美国），Ⅱ型胶原（Santa Cruz，美国），FITC
标记山羊抗兔 IgG（Chemicon International），IL-1β（Sigma，美

国），DSMO（Sigma，美国），Annexin V/PI凋亡检测试剂盒（BD，
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美国）等均由生物试剂代理公司从相应生物制剂企业采购。

1.4 仪器 
主要用到的仪器及来源如下：Heidolph 旋转蒸发仪（德

国 Heidolph 公司）、Gold-SIM 冷冻干燥机 [ 金西盟（北京）

仪器有限公司 ]、BB5060 型细胞培养箱（美国 Thermo Fisher 
Scientific 公司）、SW-CJ-2FD 洁净工作台（苏净集团苏州富泰

空气技术有限公司）、徕卡倒置生物显微镜（德国徕卡）、多

功能酶标仪（美国 Molecular Devices 公司）、FACSCalibur 流
式细胞仪（美国 Becton Dickinson 公司）。

2 方 法

2.1 膝痛消方提取及样品制备

按临床用药方剂组成称取伸筋草 15g，透骨草 15g，防

风 6g，荆芥 10g，艾叶 20g，红花 10g，丹参 10g，盐巴戟天

10g，牛入石 15g，入骨丹 10g，等，粉碎机粉碎之后放入回

流提取罐中，蒸馏水 1L 加热煮沸 2 小时，重复提取 3 次，过

滤，合并滤液，减压浓缩并冷冻干燥。提取物用 DMSO 配成

相应浓度后用于细胞实验。

2.2 软骨细胞的分离、培养与鉴定

2.2.1 软骨细胞的分离与培养

利用手术后膝关节置换手术后软骨部分，放于 75% 的酒精

中浸泡 5min，转移到无菌操作台操作。用灭菌 1×PBS 冲洗掉

多余的血液，用眼科剪和眼科镊去掉多余的肉块，露出关节部

分，刮离关节处未骨化的透明软骨，放入盛有 1XPBS 的培养

皿中。用 PBS 洗 3 次，用眼科剪将软骨块剪碎，转移到另一培

养皿中，加入适量Ⅱ型胶原酶（0.1%），充分吹打混匀，放于

37℃培养箱内消化 4h。消化后用 150 目不锈钢滤网过滤细胞悬

液，以适当密度接种于含 10% FBS、双抗（青霉素 100U/mL 和链

霉素 100U/mL）的 DMEM 培养基中。当细胞长至密度约 90%
时，用 0.25% 胰酶及 0.05% EDTA 消化细胞进行传代培养。

2.2.2 阿利新蓝染色

将软骨细胞以适当的密度接种于 3.5cm 细胞培养皿中，

待细胞贴壁后，去除培养液，用 PBS 洗 3 次。4% 多聚甲醛

室温下固定 1h，PBS 洗 3 次，加入 1mL 1% 阿利新蓝染液（配

于 0.1MHCl），37℃孵育过夜。去除多余的染液，PBS 洗 3 次，

加入 1mL 无水乙醇脱色。倒置荧光显微镜下观察细胞并拍照。

2.2.3 Ⅱ型胶原免疫荧光染色

以适当密度接种软骨细胞于盖玻片上，培养后取出细

胞爬片，PBS 清洗 3 次，4% 多聚甲醛室温固定 1h，PBS 清

洗，加穿膜液（0.1%triton X-100 ＋ 0.1M Glycine，in PBS），
冰上 30min。PBS 清洗，5 mg/mLBSA 室温封闭 1h。加一抗

COL2A1（1 ︰ 50）室温孵育 3 h，加 FITC 标记二抗（1 ︰

50）室温黑暗孵育 3h。PBS 清洗，DAPI（1 ︰ 100000）室温

15 min 染核。室温封片过夜。共聚焦显微镜下观察并拍照。

2.3 MTS 检测细胞增殖

消化收集细胞，计数，以 7500 个 / 孔的细胞密度接种于 96
孔板中。37℃细胞培养箱中培养 24 h，分别加入含 1、15、30μg/
mL 药物的 DMEM（含 10%FBS）中。同时设置调零孔（DMEM、

MTS）、对照孔（细胞、DMEM、MTS、相同浓度的 DMSO）。
药物作用 72h 后，每孔加入 10μLMTS，37℃细胞培养箱中孵育，

每隔半小时用酶标仪 492nm 测一次，直至最大值超过 0.8。
2.4 Annexin V/PI 双染检测细胞凋亡

消化收集细胞，以适当的密度接种细胞于 6 孔板。待细

胞贴壁后，实验组加入含 IL-1β（100ng/mL）和终浓度为 1、
15、30μg/mL 的膝痛消粗提物，模型组仅加入 IL-1β，对照组

加入含相同量的 DMSO。作用 24h 后，用不含 EDTA 的胰酶

消化收集细胞，用 PBS 重悬计数。取适当的细胞，加入 200 
μL 稀释的结合液，后加入 5μL Annexin V-FITC，混匀后加入

5μL PI，室温避光孵育 15min，用流式细胞仪检测。

2.5 统计学处理

实验数据用（ ）表示。采用 GraphPad Prism 5.01 统

计软件进行分析，Student T- 检验用于药物处理组和空白对照

组比较，*P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

3 实验结果

3.1 分离培养的软骨细胞的形态与鉴定

在倒置显微镜下观察，原代用软骨细胞分离后培养的细

胞呈现出梭形、三角形、多角形或不规则的形状，为正常的

软骨形态（图 1）。利用阿利新蓝对软骨细胞进行特异性染色，

阿利新蓝与细胞中的蛋白聚糖结合，使得软骨细胞的细胞质

呈浅蓝色，细胞核呈深蓝色。利用抗原 - 抗体特异性结合的原

理，对软骨细胞进行Ⅱ型胶原免疫荧光染色，Ⅱ型胶原染色

阳性则在荧光激发下呈现绿色荧光，DAPI 特异性识别细胞核，

在激发光下呈现蓝色。观察得到的染色结果，Ⅱ型胶原主要

存在于细胞质中，少量异染存在于细胞核中。综上，分离得

到的细胞阿利新蓝与Ⅱ型胶原免疫荧光染色均呈阳性，证明

分离培养的细胞为软骨细胞（图 1C-D，图 2）。

图1 膝关节软骨细胞形态A-B：倒置显微镜下观察；C-D：阿利新蓝

染色后倒置显微镜下观察

图2 膝关节软骨细胞Ⅱ型胶原染色
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3.2 膝痛消促进软骨细胞增殖

软骨细胞以不同浓度（1，15，30g/mL）的膝痛消方水提

物（XTX-0）作用 72h 后，增殖能力显著增强（P ＜ 0.5，P
＜ 0.01）。说明膝痛消能够促进软骨细胞的增殖，并且该增殖

能力呈现浓度梯度依赖性（图 3）。

3.3 膝痛消抑制 IL-1β诱导的软骨细胞的凋亡

与对照组相比，在 IL-1β（100 ng/mL）的作用下，软骨

细胞的凋亡率上升，说明利用 IL-1β建模成功。而在共加了

IL-1β与膝痛消粗提物后，细胞的凋亡率降低。说明膝痛消能

够抑制 IL-1β引起的软骨细胞的凋亡（图 4）。
 

4 讨 论

软骨细胞的分离培养是体外研究膝骨性关节炎的首要

基础，关节软骨主要是由软骨细胞和软骨基质组成 [8]。软

骨基质主要由软骨细胞合成分泌的Ⅱ型胶原和蛋白多糖组

成，为了从细胞水平更深入了解在临床上具有显著治疗效

果的膝痛消方，我们从膝关节部位分离得到了膝关节软骨

细胞，利用阿利新蓝染色和Ⅱ型胶原免疫荧光染色检测软

骨细胞主要分泌成分 [9]，检测结果均为阳性，结合细胞形

态，证实分离培养的细胞为软骨细胞。这为下一步评价膝

痛消方用药处理对软骨细胞的影响及在治疗膝骨性关节炎

中的作用奠定基础。

膝关节骨性关节炎（KOA）是中老年人常见的骨科疾

病，以膝关节软骨退变为主要特征。在 KOA 发展过程中，

会逐渐发展成关节软骨的完全丢失。一方面与软骨细胞老

化，增殖代谢能力下降有关 [10]。在临床应用中，膝痛消方治

疗膝骨性关节炎的方法通常是用热煎煮液对患膝先熏后洗，

再敷，结合按揉达到治疗效果。该方法是将药物直接作用于

患部的外用治疗手段，治疗过程中，药物经透皮吸收，有效

成分进入关节组织中，可能对关节中的组织、细胞和体液，

特别是软骨组织产生重要的影响。本论文选用 MTS 检测细

胞活性及增殖能力，以膝痛消复方粗提物处理软骨细胞 72h，
结果显示，与对照组相比，膝痛消复方能显著促进软骨细胞

的增殖能力，增强细胞活性。关节软骨丢失另一方面则与

KOA 发展过程中软骨细胞凋亡异常增多有关 [11]。在 KOA
中，细胞因子 IL-1β受创伤、自由基等的刺激分泌增多，通

过调控软骨细胞内多种细胞分子诱导软骨细胞凋亡，对软骨

细胞凋亡起着关键作用，是 KOA 的重要病因之一 [12]。本实

验利用 IL-1β刺激软骨细胞，诱导其凋亡，利用 Annexin V/
PI 双染检测细胞凋亡，结果显示，单加 IL-1β时，软骨细胞

凋亡增多，而在膝痛消复方与 IL-1β共加的情况下，软骨细

胞的凋亡减少，说明膝痛消复方能够抑制 IL-1β诱导的软骨

细胞的凋亡。

综上，本实验发现膝痛消方一方面能够促进软骨细胞的

增殖，增强细胞活力，另一方面能够抑制 IL-1β诱导的软骨细

胞的凋亡，保护软骨细胞，改善 KOA 软骨的退变，阐明了膝

痛消复方的作用机制之一，为膝痛消复方治疗 KOA 提供药理

实验依据。
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图3 膝痛消方提取物对软骨细胞生长的影响

图4 膝痛消方提取物对IL-1Β诱导的软骨细胞凋亡

的抑制作用
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肝健脾为主要治疗方法。药方：痛泻要方加味。观察组疗程与

对照组相同。

1.3 疗效判定 [3]

痊愈：临床症状完全消失，经 B 超或造影检查，各项指

标恢复正常。有效：临床症状基本消失，或明显改善，B 超、

造影检查显示，相关指标明显改善。无效：临床症状无改善，

甚至加重。

1.4 统计学方法

采用统计软件 SPSS 13.0 分析处理所有数据，采用百分数

（%）表示计数资料，用 t 检验，组间差异以 P ＜ 0.05 有统计

学意义。

2 结 果

2.1 两组疗效比较

经治疗，对照组治愈 19 例，有效 18 例，无效 3 例，治

愈率为 47.50%；治疗组治愈 29 例，有效 10 例，无效 1 例，

治愈率为 72.50%；两组治疗总有效率比较差异显著，有统计

学意义（P ＜ 0.05）。见表 1。 

表 1 两组疗效比较（n，%）

组别 痊愈 有效 无效 治愈率

对照组 19 18 3 47.50

治疗组 29 10 1 72.50

2.2 两组复发情况比较

随访观察 6 ～ 12 个月，对治疗组 29 例患者中未出现复

发情况，复发率为 0.0%；对照组治愈 19 例患者中，复发 6
例，复发率为 31.50%；两组复发率比较差异有统计学意义（P
＜ 0.05）。

3 讨 论

胆囊慢性炎症性病变，大多为慢性结石性胆囊炎，占

85% ～ 95%，少数为非结石性胆囊炎，如伤寒带菌者。本病

可由急性胆囊炎反复发作迁延而来，也可慢性起病。临床表

现无特异性，常见的是右上腹部或心窝部隐痛，食后饱胀不

适，嗳气 [4]，进食油腻食物后可有恶心，偶有呕吐。

中医则认为慢性胆囊炎病位是肝部，属于中医学的“胁

痛”“肝胃气痛”范畴，胆为“中清之腑”，可储存与输送胆

汁，喜通降下行，若湿热多痰、气郁阻滞，则会造成患者疏

泄失常、气机不顺，由此可见，饮食不当、精神不佳、寒暑

失调均可引发慢性胆囊炎。在其治疗中，西医治疗以消炎利

胆、抗感染治疗为主，但并无根治慢性胆囊炎确定药物，且

复发率较高。本研究中，对照组给予西医治疗，其治愈率为

47.50%，复发率为 31.50%，疗效难以令人满意。中医治疗坚

持利胆消炎、去痉止痛治疗原则，治疗过程中根据患者临床

表现，确定患者病种，如肝胆气滞型、肝郁脾虚型、肝胆湿

热型等，在此基础上进行对症治疗，可实现治愈目的，总体

治疗效果肯定，复发率极低或是无复发，且中医治疗药物使

用安全性高，患者无不良反应。本研究中治疗组治愈率高达

72.50%，且无复发，再次证明了中医治疗在慢性胆囊炎中的

应用价值。此外，从慢性胆囊炎引发原因上来看，要有效预

防与治疗此病，患者必须注意日常饮食，保持大便通畅，进

行合理运动，学会养生及调节情绪。

我院治疗慢性胆囊炎，采用中西医结合治疗在临床上取

得较好疗效，通过辨证论治在柴胡疏肝散基础上进行加减，

通过疏肝解郁、清热解毒、通里攻下方法治疗取得较好疗效，

由柴胡、白芍、当归、大黄、芒硝、厚朴、枳实、金银花、

连翘等组成，在临床上形成协定方，并给予推广。通过多年

临床工作经验总结，中医中药在治疗慢性胆囊炎作用疗效可

靠，值得临床推广。

综上所述，中医治疗慢性胆囊炎以消炎利胆治疗为主，

以患者病症表现为基础，采用辨证论治方法，对症下药，与

西医治疗相比，疗效优、用药安全性高、复发率极低，可实

现有效治疗、减轻患者痛苦的治疗目的，因此，在慢性胆囊

炎临床治疗中应当充分采用中医疗法。
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