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晋阳定痛膏阻断 TRPs离子通道改善膝骨关节炎外周痛敏与
滑膜纤维化的机制
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［摘要］ 目的：研究晋阳定痛膏通过阻断瞬时感受器电位（TRPs）离子通道改善膝骨关节炎（KOA）大鼠外周痛敏和滑膜

纤维化的作用机制。方法：采用超高效液相色谱串联质谱（UPLC-MS/MS）技术鉴定晋阳定痛膏透皮接收液中的活性成分。

单碘乙酸关节腔注射法建立 KOA 大鼠模型，将大鼠随机分为空白组、KOA 组、复方南星止痛膏组和晋阳定痛膏组，每组 8 只。

其中复方南星止痛膏组和晋阳定痛膏组予以外敷治疗对大鼠进行干预，干预周期结束检测各组大鼠冷刺激痛阈值和机械刺激

痛阈值，测量膝关节横径。采用酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测血清中炎症因子白细胞介素 -1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α）、神经生长因子（NGF）及降钙素基因相关肽（CGRP）含量。采用蛋白免疫印迹法（Western blot）检测滑膜组织中

TRPA1、TRPM8、TRPV1、TRPV4、生长转化因子-β（TGF-β）、内皮生长因子（VEGF）蛋白表达水平。通过苏木素-伊红（HE）、马
松（Masson）及天狼星红染色观察滑膜组织病理变化，多重免疫荧光法检测Ⅰ型胶原和 α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）的表达。

结果：UPLC-MS/MS 共鉴定出晋阳定痛膏透皮接收液中 35 种活性成分，涵盖酚酸类、黄酮类、醌类、生物碱、萜类、木脂素及香

豆素等，其中包括小檗碱、芍药内酯苷、阿魏酸、咖啡酸等，具有明确的抗炎、镇痛及抗纤维化药理作用。与空白组比较，KOA

组大鼠冷、机械刺激痛阈值显著降低（P<0.01）；晋阳定痛膏组干预 14 d 及 28 d 后，痛阈值较 KOA 组显著升高（P<0.01），与复方

南星止痛膏组比较差异无统计学意义。此外，晋阳定痛膏能减少 KOA 组大鼠血清 IL-1β、TNF-α、NGF、CGRP 含量（P<0.01）；
降低 KOA 大鼠滑膜组织 TRPA1、TRPM8、TRPV1、TRPV4、TGF-β、VEGF 蛋白表达水平（P<0.01）；改善 KOA 大鼠滑膜病理损

伤，降低Ⅰ型胶原和 α-SMA 荧光强度显著升高（P<0.01）。结论：晋阳定痛膏可通过下调 TRPs 离子通道及相关炎症、纤维化因

子的表达，改善 KOA 大鼠外周痛敏和滑膜纤维化。
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［［Abstract］］  Objective：： This paper aims to investigate the mechanism of Jinyang Dingtong plaster in improving the 

peripheral pain sensitization and synovial fibrosis in rats with knee osteoarthritis （KOA） by blocking the ion channels of transient 

receptor potentials （TRPs）. Methods：： The active components in the transdermal absorption solution of Jinyang Dingtong plaster 

were identified by using ultra-high performance liquid chromatography-electrospray ionization-quadrupole ion trap tandem mass 

spectrometry （UPLC-MS/MS） technology. A KOA rat model was established through intra-articular injection of monoiodoacetic 

acid. The rats were randomly divided into blank control group， KOA group， compound Nanxing Zhitong plaster Group， and 

Jinyang Dingtong plaster group， with eight rats per group. Among them， the rats in the compound Nanxing Zhitong plaster group 

and the Jinyang Dingtong plaster group were intervened with external application treatment. After the intervention period， the cold 

and mechanical stimulus pain thresholds of rats in each group were detected， and the transverse diameter of the knee joint was 

measured. The levels of inflammatory factors in the serum such as interleukin-1β （IL-1β）， tumor necrosis factor-α （TNF-α）， nerve 

growth factor （NGF）， and calcitonin gene-related peptide （CGRP） were determined by enzyme-linked immunosorbent assay 

（ELISA）. Protein expression levels of transient receptor potential ankyrin 1 （TRPA1）， transient receptor potential melastatin 8 

（TRPM8）， transient receptor potential vanilloid 1 （TRPV1）， transient receptor potential vanilloid 4 （TRPV4）， transforming 

growth factor- β （TGF- β）， and vascular endothelial growth factor （VEGF） in synovial tissue were detected by Western blot. 

Histopathological changes in synovial tissue were observed by using hematoxylin and eosin （HE）， Masson， and Sirius red 

staining， while the expression of type Ⅰ  collagen and alpha-smooth muscle actin （α -SMA） was detected by multiplex 

immunofluorescence. Results：： A total of 35 active components in the transdermal absorption solution of Jinyang Dingtong plaster 

were identified by UPLC-MS/MS， including phenolic acids， flavonoids， quinones， alkaloids， terpenes， lignans， and coumarins. 

Among them， the constituents such as berberine， paeoniflorin， ferulic acid， and caffeic acid exhibit clear anti-inflammatory， 

analgesic， and anti-fibrotic pharmacological effects. Compared to the blank control group， rats in the KOA group showed a 

significant decrease in cold and mechanical stimuli pain thresholds （P<0.01）. After 14 and 28 days of Jinyang Dingtong plaster 

intervention， the pain threshold in this group was significantly increased compared to that in KOA group （P<0.01）， showing no 

significant difference from that in compound Nanxing Analgesic plaster group. Additionally， Jinyang Dingtong plaster reduced the 

levels of IL-1β， TNF- α， NGF， and CGRP in the serum of KOA rats （P<0.01）， lowered the expression of TRPA1， TRPM8， 

TRPV1， TRPV4， TGF-β， and VEGF proteins in synovial tissue （P<0.01）， improved synovial pathological damage in KOA rats， 

and significantly decreased fluorescence intensity of type Ⅰ  collagen and α-SMA （P<0.01）. Conclusion：： Jinyang Dingtong plaster 

can improve the peripheral pain sensitization and synovial fibrosis in KOA rats by downregulating the expression of ion channels of 

TRPs and related inflammatory and fibrotic factors.

［［Keywords］］ Jinyang Dingtong plaster； knee osteoarthritis； ion channel of transient receptor potential （TRP）； peripheral 

pain sensitization； synovial fibrosis； synovial inflammation

膝骨关节炎（KOA）是中医骨伤科最为常见的

退行性疾病之一，以反复发作的关节疼痛、活动欠

佳为主要症状，病理机制仍未完全阐明［1-3］。针对关

节疼痛，各级指南仍推荐非甾体类抗炎药物为一线

用药，然而其伴随着的心血管风险和胃肠道不良反

应，也在临床应用中备受重视［4-5］。

近年来的研究强调外周痛敏对 KOA 疼痛的促

进作用，以瞬时感受器电位（TRPs）离子通道为主的

伤害感受器诱导 KOA 外周痛敏，释放神经生长因子

（NGF）、降钙素基因相关肽（CGRP）等疼痛介质，加

剧 KOA 疼痛［6］。一方面，TRPs 通道的活化增强了

KOA 对冷刺激、机械刺激的疼痛敏感性，其中，亚家

族 成 员 TRPA1、TRPM8 介 导 冷 痛 敏 ，而 TRPV1、

TRPV4 主要介导机械痛敏［7］；另一方面，伤害感受

器的激活也促进了经典促炎因子如白细胞介素 -1β
（IL-1β）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）的释放［8］，进而上

调 KOA 滑膜纤维化标记物生长转化因子 -β（TGF-

β）、α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、血管内皮生长因

子（VEGF）的表达水平［9］，加速 KOA 滑膜炎症、滑膜

纤维化的病理进展。据此，针对 TRPs 离子通道的

治疗可望有效控制 KOA 外周痛敏和滑膜纤维化进

展，改善 KOA 疼痛和关节功能。

既往学者已报道 KOA 患者 TRPs相关通道蛋白

表达显著上调，且与关节痛及滑膜炎症程度密切相

关，部分动物实验揭示拮抗 TRPV1 等可显著减轻

KOA 痛觉，但在临床的转化尚有限［10］。针灸、电针

等也被证实可下调 TRPV1 表达、减缓痛觉敏化及滑

膜炎症［11］。然而，多数研究针对单一通道或局部因

子，机制链条尚不完整，且缺乏系统分子机制阐释

与对比验证。

祖国医学中，KOA 当归“膝痹”“鹤膝风”的范

畴，总属“本虚标实”，即以“肝肾亏虚为本”“风寒

湿，三气杂至”为标，而后经络痹阻、久失荣润，气血

瘀 阻 ，发 为 疼 痛 ，治 当“ 补 益 肝 肾 ，行 气 活 血 定

痛”［12］。晋阳定痛膏是山西中医药大学附属医院骨

伤科针对 KOA“虚、瘀”修订的经验方，为医院“晋阳

膏 方 ”系 列 产 品 ，拥 有 自 主 知 识 产 权（专 利 号

ZL202210969557.0），临床应用 13 年，外治 KOA 疗
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效确切，不仅能有效缓解 KOA 疼痛，也能减缓 KOA

的病程进展。尽管如此，晋阳定痛膏治疗 KOA 的确

切分子机制尚不明确，因而极大地限制了临床推广

应用，本研究即围绕晋阳定痛膏、TRPs 离子通道开

展的科学研究，以期为该方的临床应用提供科学依

据。同时，TRPs 通道为慢性炎症、外周痛敏等核心

调控枢纽，成为急需突破的靶点。利用外治经验

方，结合分子机制系统阐释，具有明确理论基础和

广阔应用前景，为中华原创医学知识与国际学科前

沿实现对接提供了可靠科学依据。

1 材料

1.1　动物     3 月龄 SPF 级雄性 SD 大鼠 32 只，体质

量（200±20） g，购自北京维通利华实验动物技术有

限公司，动物合格证号 SCXK（苏）2024-0016。饲养

于山西中医药大学动物房，温度（23±2） ℃ ，湿度

（50±5）%，自然昼夜节律，自由饮水进食。

1.2　伦理     实验由山西中医药大学实验动物伦理

审查委员会审查通过，伦理号 AWE202407375。

1.3　 药 物     晋 阳 定 痛 膏 由 红 花 20 g（ 批 号

24080203）、当归 20 g（批号 20250501）、炙乳香 10 g

（批号 24020122）、炙没药 10 g（批号 25050122）、土
鳖 虫 20 g（批 号 24120122）、骨 碎 补 10 g（批 号

24100129）、生大黄 10 g（批号 24100130）、紫草 10 g

（批 号 25050122）、透 骨 草 20 g（批 号 25030122）、
防 风 10 g（ 批 号 23030123）、白 芷 10 g（ 批 号

25010124）、冰片 10 g（批号 20241201）、雷公藤 20 g

（批 号 24100122）、鸡 血 藤 20 g（批 号 25010122）、
续断 10 g（批号 25010124）组成，以上药物混合共研

细末，由蜂蜜作为辅料调为膏状备用，所用药物由

山西中医药大学附属医院中药房提供，膏剂制备由

该医院制剂室完成，所用饮片由山西中医药大学附

属医院中药房史美娟主任药师鉴定确保符合国家

中药饮片质检标准；复方南星止痛膏（江苏康缘阳

光药业有限公司，货号 319090021）；白凡士林（上海

阿拉丁生化科技股份有限公司，货号 V105023）。
1.4　试剂     苏木素 -伊红（HE）染色试剂盒、天狼星

红 染 色 试 剂 盒（英 国 Abcam 公 司 ，货 号 分 别 为

ab245880、ab150681）；改良马松（Masson）三色染色

试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，货号 G1346-8）；
VEGF 抗体、TGF-β抗体、β-肌动蛋白（β-actin）抗体

（美国 CST 公司，货号分别为 50661、3711、4967）；
TRPV4 抗体、TRPA1 抗体、TRPM8 抗体、TRPV1 抗

体（江 苏 亲 科 生 物 技 术 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为

DF8624、DF4903、DF7966、DF10320）；大鼠 IL-1β酶

联 免 疫 吸 附 测 定 法（ELISA）检 测 试 剂 盒 、大 鼠

TNF-α ELISA 检测试剂盒、蛋白定量法（BCA）蛋白

浓度测定试剂盒（上海碧云天生物公司，货号分别

为 PI303、PT516、P0011）；大鼠 NGF、CGRP ELISA

检测试剂盒（武汉华美生物工程有限公司，货号分

别为 CSB-E04685r、CSB-E08211r）。
1.5　仪器     T1200 Pro 型 12 位透皮扩散自动取样装

置（美国 Logan 公司）；Centrifuge 5430 型高速离心

机 、BioPhotometer 型 核 酸 蛋 白 检 测 仪（ 德 国

Eppendorf 公司）；LAS4000 型超灵敏化学发光成像

仪（美国 GE 公司）；NC12775-99 型 Von Frey 纤维丝

电子痛阈测试仪（上海玉研科学仪器有限公司）；
DMI8 型荧光倒置显微镜摄像系统（德国 Leica 公

司）；2300 EnSpire 型酶标仪（美国 PerkinElmer 公

司）；SHIMADZU Nexera X2 型超高效液相色谱仪

（日 本 岛 津 公 司）；串 联 Applied Biosystems 4500 

QTRAP 三重四极线性离子阱质谱仪（美国 Applied 

Biosystems 公司）；配备有加热电喷雾电离（ESI）
Turbo 电喷雾离子源、高压二元泵、自动进样器、在

线脱气机、Analyst 1.6.3 软件（美国 AB SCIEX 公

司）；色 谱 柱 为 Agilent SB-C18（2.1 mm×100 mm，

1.8 μm）；KQ-300 GDV 型温控超声仪（中国昆山超

声仪器有限公司）。
2 方法

2.1　体外透皮实验     处死大鼠，脱毛剂去除腹部皮

肤并剥离，剔除皮下组织，生理盐水冲净后−20 ℃保

存，使用前自然解冻。将大鼠腹皮固定于供给池和

接收池之间，晋阳定痛膏置于供给池中，完整覆盖

皮肤组织，皮肤面积为 4.52 cm2。接收池中加入生

理盐水 12 mL。 12 位透皮扩散自动取样装置在

200 r·min-1、（32±0.5） ℃的恒温恒速下运行，8 h 后

取透皮接收液用于后续研究。

2.2　 超 高 效 液 相 色 谱 串 联 质 谱（UPLC-MS/MS）       

    晋阳定痛膏透皮接收液的活性物质鉴定在武汉迈

维生物科技有限公司进行，每组设置 3 个重复样本。

将透皮接收液样品用真空冷冻干燥机冷冻干燥，后

复溶于 70% 甲醇溶液，使其质量浓度为 100 g·L-1。

16 000×g 离心 10 min 后，过 0.22 μm 滤膜后开始进

样。流动相 A 为含 0.1% 甲酸的纯水，流动相 B 为含

0.1% 甲酸的乙腈；梯度洗脱（0~3 min，5%~35%B；
3~6 min，35%~55%B；6~8 min，55%~75%B；8~

11.5 min，75%~95%B；11.5~14 min，95%~5%B）；流
速 0.35 mL·min-1；柱温 40 ℃；进样量 3 μL。质谱电

喷 雾 离 子 源 温 度 550 ℃；正 离 子 模 式 喷 雾 电 压
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5 500 V，负离子模式 4 500 V；离子源气体Ⅰ，气体

Ⅱ和气帘气分别设置为 50、60 和 25 psi，碰撞诱导电

离参数设置为高。多反应监测模式，并将碰撞气体

（氮气）设置为中等。

2.3　动物造模及分组干预     SD 大鼠随机分为空白

组、KOA 组、复方南星止痛膏组、晋阳定痛膏组，

每组 8 只。适应性饲养 1 周后，除空白组外，其余

3 组均采用单碘乙酸关节腔注射法构建 KOA 模型。

3% 戊巴比妥麻醉后双侧膝关节备皮、屈曲 45°，

1 mL 注射器自髌骨下髌腱外侧进针，抵股骨髁后略

回退，注射 2% 单碘乙酸 50 μL。空白组大鼠双膝关

节腔注射高温消毒的生理盐水 50 μL 作为对照。造

模成功标准以全膝关节切片的 HE 染色结果判定，

14 d 后 KOA 模型构建成功［13］。KOA 模型成立后开

始药物干预，按前述比例将晋阳定痛膏所需药物混

合共研细末，蜂蜜调制为膏剂，每次每膝取用约 1.5 

g 膏剂，参照魏义保等［14］的方法，将大鼠膝关节备皮

后，外用膏剂均匀涂抹于大鼠膝关节进行外敷，最

后使用绷带对外敷部位进行包扎处理，持续 28 d，空

白组和 KOA 组予相应质量的凡士林外敷作为对照。

2.4　检测指标     

2.4.1　冷刺激缩足阈值检测冷痛阈值     分别于造

模前、造模后及干预第 14、28 天检测冷刺激缩足阈

值，于测试日 09：00—12：00 进行。冷板温度设置为

（0±4） ℃。待大鼠安静后开始测试，记录从接触冷

板至大鼠首次出现快速缩足反应的时间，身体活动

引起的缩足反应不计作阳性反应，测量 3 次。

2.4.2　机械刺激缩足阈值检测机械痛阈值     分别

于造模前、造模后，及干预第 14、28 天检测机械刺激

缩足阈值，于测试日 09：00—12：00 之间进行。待大

鼠安静后开始测试，给予大鼠不同强度的 Von Frey

纤丝刺激，直至观察到大鼠出现缩足或者舔食反

应。操作时将 Von Frey 纤丝垂直压于后足底表面

4~5 s，不同力之间间隔 5 min。记录至少引起大鼠

5 次抬举或舔食反应时的 Von Frey 纤丝强度为机械

刺激缩足阈值，测量 3 次。

2.4.3　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测蛋白表

达水平     检测滑膜组织目的蛋白的相对表达。使

用放射免疫沉淀法（RIPA）缓冲液从滑膜组织中提

取蛋白。使用 NanoDrop 微量分光光度计确定样本

浓度后，将蛋白样品 20 μg 加载到凝胶使用电泳分

离 ，将 蛋 白 质 带 从 凝 胶 转 移 到 聚 偏 二 氟 乙 烯

（PVDF）膜上，然后使用 5% 牛血清白蛋白（BSA）溶
液 封 闭 蛋 白 条 带 。 分 别 使 用 TRPA1、TRPM8、

TRPV1、TRPV4、TGF-β、VEGF 一抗（稀释倍数均为

1∶1 000）将膜孵育后，再加入相应二抗（1∶5 000）进
行孵育。最后在化学发光成像仪中观察蛋白质条

带的发光强度。Image J软件分析蛋白条带灰度值。

2.4.4　 ELISA 检 测 血 清 中 IL-1β、TNF- α、NGF 和

CGRP 的含量水平     根据 ELISA 试剂盒的说明，在

孔板中设定标准孔，样本孔、空白孔。各自加入相

应的样本后加入相关试剂进行孵育并加入显色液，

于 450 nm 波长依序测量各孔的吸光度 A，代入标准

曲线中计算样本中实际浓度。

2.4.5　游标卡尺法检测膝关节横径     分别在造模

前、造模后及药物干预 14、28 d 测量各组大鼠右膝

横径。屈曲右膝 90°，用游标卡尺测量左右最高点

之间水平距离，每个膝关节测量 3 次，计算平均值。

2.4.6　HE、Masson、天狼星红染色法检测滑膜组织

病理进展     收集大鼠膝关节滑膜组织置于 4% 的多

聚甲醛固定，常规脱水、石蜡包埋后制成 4 μm 切片。

使用 HE 染色试剂盒进行 HE 染色，使用 Masson 染

色试剂盒进行 Masson 染色，使用天狼星红试剂盒进

行天狼星红染色，染色完成后流水冲洗后，使用中

性树胶密封并在光镜下观察切片染色并采集图片。

2.4.7　多重免疫荧光染色法检测滑膜组织Ⅰ型胶

原蛋白（ColⅠ）和 α -SMA    滑膜组织切片经过脱

蜡，修复抗原，封闭后，将切片与 ColⅠ和 α-SMA 抗

体（稀释倍数均为 1∶200）过夜孵育，完成后加入带

有荧光标签的二抗，室温下孵育 1 h，荧光显微镜下

观察并采集图片。

2.4.8　统计学方法     采用 GraphPad Prism 9.3 绘制

图形，采用 SPSS 25.0 统计学软件对数据进行统计

分析，数据表示为 x̄ ± s，组间比较采用单因素方差

分析（One-way ANOVA），然后采用最小显著性差异

法（LSD）检验，P<0.05 为差异有统计学差异。

3 结果

3.1　晋阳定痛膏的药效物质鉴定     采用 UPLC-

MS/MS 对晋阳定痛膏透皮接收液进行物质鉴定，以

峰强度 >107 为筛选条件共鉴定出药效活性分子

35 种，其中酚酸类 10 种、黄酮类 2 种、醌类 2 种、生物

碱 9 种、萜类 5 种、木脂素及香豆素类及其他共 7 种。

阳离子模式下鉴定有：小檗碱、芍药内酯苷、獐牙菜

苷、新绿原酸、秦皮素等，阴离子模式下有：阿魏酰

奎宁酸、阿魏酸、咖啡酸、大黄酸、肉桂酸等。离子

流图见增强出版附加材料。

3.2　对大鼠冷刺激痛阈值的影响     与空白组比较，

KOA 组各时间的冷刺激痛阈值显著降低（P<0.01）。
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与 KOA 组比较，干预 14 d 后，晋阳定痛膏组冷刺激

痛阈值明显升高（P<0.05）；干预 28 d 后，晋阳定痛膏

和复方南星止痛膏组冷刺激痛阈值均明显升高

（P<0.05），且两组比较差异无统计学意义。见表 1。

3.3　对大鼠机械刺激痛阈值的影响     与空白组比

较，KOA 组中机械刺激痛阈值显著降低（P<0.01）。
与 KOA 组比较，干预 14 d 后，晋阳定痛膏组机械刺

激痛阈值明显升高（P<0.05）；干预 28 d 后，晋阳定痛

膏和复方南星止痛膏组机械刺激痛阈值均明显升高

（P<0.05），两组比较差异无统计学意义。见表 2。

3.4　对大鼠滑膜组织 TRPA1、TRPM8 和 TRPV1、

TRPV4 蛋白相对表达的影响     与空白组比较，KOA

大鼠滑膜组织 TRPA1、TRPM8、TRPV1、TRPV4的蛋

白相对表达水平显著升高（P<0.01）；与 KOA组比较，

晋阳定痛膏和复方南星止痛膏组的 TRPA1、TRPM8

和 TRPV1、TRPV4 蛋白相对表达显著下调，差异有

统计学意义（P<0.01），且两组比较差异无统计学意

义。见表 3和图 1。

3.5　对大鼠血清中 IL-1β、TNF-α和 NGF、CGRP 的

影响     与空白组比较，KOA 组大鼠血清中 IL-1β、

TNF-α和 NGF、CGRP 含量显著升高（P<0.01）；与
KOA 组比较，晋阳定痛膏和复方南星止痛膏组血清

中 IL-1β、TNF- α、NGF、CGRP 含 量 均 显 著 下 调

（P<0.01），且两组比较差异无统计学意义。见表 4。

3.6　对大鼠膝关节横径的影响     与空白组比较，

KOA 组中膝关节横径显著升高（P<0.01）。与 KOA

组比较，干预 14 d 后，晋阳定痛膏组膝关节横径明显

降低（P<0.05）；干预 28 d 后，晋阳定痛膏和复方南星

止痛膏组膝关节横径均明显降低（P<0.05），且两组

比较差异无统计学意义。见表 5。

3.7　对大鼠滑膜组织病理学的影响     HE、Masson

和天狼星红染色显示，空白组大鼠滑膜组织衬里层

细胞排列整齐，无炎症细胞浸润，Ⅰ型、Ⅱ型胶原比

例适中；KOA 组大鼠滑膜组织衬里层细胞排列混

乱，呈现大量的炎症细胞浸润，ColⅠ沉积，Ⅱ型胶原

减少；与空白组比较，KOA 组 Krenn's 病理评分显著

表 1　晋阳定痛膏及复方南星止痛膏对大鼠冷刺激痛阈值的影响  （x̄± s，n=6）

Table 1　Effect of Jinyang Dingtong plaster and Nanxing Zhitong plaster on pain threshold of cold stimulation in rats （x̄± s，n=6） s

组别

空白组

KOA 组

晋阳定痛膏组

复方南星止痛膏组

剂量/g

1.5

1.5

造模前

87.83±4.88

50.17±6.611）

48.20±5.86

49.77±3.31

造模后

86.10±5.74

53.69±3.171）

51.83±3.88

52.10±4.18

干预第 14 天

88.50±3.92

52.18±2.491）

59.50±4.012）

53.17±3.55

干预第 28 天

89.63±5.43

52.33±3.931）

62.48±4.642）

58.73±3.872）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与 KOA 组比较 2）P<0.05（表 2 和表 5 同）

表 2　晋阳定痛膏及复方南星止痛膏对大鼠机械刺激痛阈值的影响  （x̄± s，n=6）

Table 2　Effect of Jinyang Dingtong plaster and Nanxing Zhitong plaster on pain threshold of mechanical stimulation in rats （x̄± s，n=6） g

组别

空白组

KOA 组

晋阳定痛膏组

复方南星止痛膏组

剂量/g

1.5

1.5

造模前

27.13±4.32

8.67±5.311）

7.80±4.56

7.93±4.32

造模后

28.10±3.82

7.57±4.571）

7.83±4.83

7.50±4.71

干预第 14 天

27.43±3.52

7.17±3.871）

15.50±4.212）

10.17±4.15

干预第 28 天

29.17±4.32

8.33±4.131）

16.50±3.372）

15.83±3.992）

表 3　晋阳定痛膏及复方南星止痛膏对大鼠滑膜组织 TRPA1、TRPM8 和 TRPV1、TRPV4 蛋白相对表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　 Effect of Jinyang Dingtong plaster and Nanxing Zhitong plaster on relative protein expression of TRPA1， TRPM8， TRPV1 and 

TRPV4 in synovial tissue of rats （x̄± s，n=3）

组别

空白组

KOA 组

晋阳定痛膏组

复方南星止痛膏组

剂量/g

1.5

1.5

TRPA1/β-actin

1.00±0.11

3.45±0.691）

2.23±0.322）

1.90±0.412）

TRPM8/β-actin

1.00±0.12

1.45±0.181）

1.03±0.212）

1.10±0.072）

TRPV4/β-actin

1.00±0.14

2.45±0.891）

1.23±0.222）

1.20±0.182）

TRPV1/β-actin

1.00±0.18

3.45±0.541）

1.93±0.262）

1.80±0.322）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与 KOA 组比较 2）P<0.01（表 4、表 6-表 8 同）
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升高（P<0.01）；上述病理变化在复方南星止痛膏组

出现改善，炎症细胞浸润减少，衬里层细胞排列稍

见混乱，ColⅠ少量沉积，Ⅱ型胶原少量丢失；与
KOA 组比较，晋阳定痛膏和复方南星止痛膏组

Krenn's 病理评分显著降低（P<0.01）；晋阳定痛膏对

KOA 滑膜病理的改善作用与复方南星止痛膏相似，

但改善效果则更为积极。见表 6 和图 2。

3.8　对大鼠滑膜组织 ColⅠ和 α -SMA 的影响     与

空 白 组 比 较 ，KOA 组 大 鼠 滑 膜 组 织 中 ColⅠ和

α -SMA 的荧光强度显著升高（P<0.01）；与 KOA 组

比较，晋阳定痛膏和复方南星止痛膏组滑膜组织中

ColⅠ和 α-SMA 的荧光强度均显著降低（P<0.01），
且两组比较差异无统计学意义。见图 3 和表 7。

3.9　对大鼠滑膜组织纤维化标记物 TGF-β和 VEGF

的影响     与空白组比较，KOA 大鼠滑膜组织 TGF-β

和 VEGF的蛋白相对表达水平显著升高（P<0.01）；与
KOA 组比较，晋阳定痛膏和复方南星止痛膏组的

TGF-β和 VEGF蛋白相对表达均显著下调（P<0.01），
且两组比较差异无统计学意义。见表 8、图 4。

4 讨论

晋阳定痛膏以红花、当归为君，《本草汇言》曰：

“红花，破血、行血、和血、调血之药也。”《本草正》

曰：“当归，其味甘而重，故专能补血，其气轻而辛，

故又能行血，补中有动，行中有补，诚血中之气药，

亦血中之圣药也。”二者合而为君，共奏活血补血、

行气止痛之功；臣以乳香、没药活血止痛，消肿生

肌，以助君力；土鳖虫、骨碎补、生大黄、紫草、透骨

草、防风、白芷、冰片、雷公藤、鸡血藤、续断共为佐

药，其中骨碎补、续断功擅温补肝肾、强壮腰膝，鸡

注：A.空白组；B.KOA 组；C.晋阳定痛膏组；D.复方南星止痛膏

组（图 2-图 4 同）
图 1　 各 组 大 鼠 滑 膜 组 织 代 表 性 TRPA1、TRPM8 和 TRPV1、

TRPV4 的蛋白表达电泳

Fig. 1　 Electrophoresis of TRPA1，TRPM8，TRPV1 and TRPV4 

protein expression in synovial tissue of rats

表 4　晋阳定痛膏及复方南星止痛膏对大鼠血清 IL-1β、TNF-α和 NGF、CGRP 含量的影响  （x̄± s，n=6）

Table 4　 Effect of Jinyang Dingtong plaster and Nanxing Zhitong plaster on contents of IL-1β，TNF-α and NGF，CGRP in serum of rats

（x̄± s，n=6） ng·L-1

组别

空白组

KOA 组

晋阳定痛膏组

复方南星止痛组

剂量/g

1.5

1.5

IL-1β

23.11±3.48

67.05±2.681）

45.12±5.562）

43.19±6.772）

TNF-α

180.11±12.53

423.55±13.281）

238.36±15.362）

225.59±18.642）

NGF

62.72±3.04

137.00±3.211）

87.40±6.222）

91.73±8.132）

CGRP

29.50±4.97

78.22±7.131）

52.23±8.232）

48.71±9.342）

表 5　晋阳定痛膏及复方南星止痛膏对大鼠膝关节横径的影响  （x̄± s，n=6）

Table 5　Effect of Jinyang Dingtong plaster and Nanxing Zhitong plaster on rats' knee diameter （x̄± s，n=6） mm

组别

空白组

KOA 组

晋阳定痛膏组

复方南星止痛膏组

剂量/g

1.5

1.5

造模前

15.13±3.12

15.07±2.31

14.91±3.16

14.93±2.98

造模后

15.33±4.11

25.12±4.171）

24.83±3.971）

24.97±4.181）

干预第 14 天

15.50±4.32

26.19±4.121）

21.50±4.212）

24.17±3.95

干预第 28 天

15.17±3.37

25.33±3.931）

20.48±4.642）

21.83±3.872）

表 6　晋阳定痛膏及复方南星止痛膏对大鼠滑膜组织 Krenn's 病理

评分的影响  （x̄± s，n=6）

Table 6　 Effect of Jinyang Dingtong plaster and Nanxing Zhitong 

plaster on Krenn's histopathological scores of synovial tissue in 

rats （x̄± s，n=6）

组别

空白组

KOA 组

晋阳定痛膏组

复方南星止痛膏组

剂量/g

1.5

1.5

Krenn's病理评分/分

0.20±0.44

8.20±0.831）

4.80±0.892）

5.10±0.832）
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血藤、透骨草功专祛风除湿、舒筋通络；诸药以冰片

为使，《医林纂要》载：“冰片性走而不守，亦能生肌

止痛”，冰片不仅具有清热消肿生肌之效，同时促进

药物经皮吸收，发挥其使药“引经”作用。诸药合

图 3　晋阳定痛膏及复方南星止痛膏对大鼠滑膜组织 ColⅠ和 α-SMA 荧光强度的影响  （免疫荧光，×400）
Fig. 3　 Effect of Jinyang Dingtong plaster and Nanxing Zhitong plaster on fluorescence intensity of ColⅠⅠ  and α -SMA in synovial tissue of 

rats （IF，×400）

表 7　 晋 阳 定 痛 膏 及 复 方 南 星 止 痛 膏 对 大 鼠 滑 膜 组 织 ColⅠ和

α-SMA 荧光强度的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　 Effect of Jinyang Dingtong plaster and Nanxing Zhitong 

plaster on fluorescence intensity of ColⅠ  and α -SMA in synovial 

tissue of rats （x̄± s，n=3）

组别

空白组

KOA 组

晋阳定痛膏组

复方南星止痛膏组

剂量/g

1.5

1.5

ColⅠ
8.13±2.46

70.34±6.591）

47.80±4.312）

45.23±5.612）

α-SMA

18.25±3.17

57.27±5.441）

33.23±4.822）

30.60±4.962）

表 8　 晋 阳 定 痛 膏 及 复 方 南 星 止 痛 膏 对 大 鼠 滑 膜 组 织 TGF-β 和

VEGF 蛋白相对表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 8　 Effect of Jinyang Dingtong plaster and Nanxing Zhitong 

plaster on relative protein expression of TGF- β and VEGF in 

synovial tissue of rats （x̄± s，n=3）

组别

空白组

KOA 组

晋阳定痛膏组

复方南星止痛膏组

剂量/g

1.5

1.5

TGF-β/β-actin

1.00±0.08

4.07±1.451）

2.59±0.592）

2.20±0.422）

VEGF/β-actin

1.00±0.14

3.42±2.501）

1.61±0.822）

1.52±0.022）

图 2　晋阳定痛膏及复方南星止痛膏对大鼠滑膜组织病理学的影响  （×200）
Fig. 2　Effect of Jinyang Dingtong plaster and Nanxing Zhitong plaster on histopathological of synovial tissue in rats （×200）
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用，共奏补益肝肾，活血定痛之效。

本研究中，笔者成功从晋阳定痛膏的透皮接收

液中鉴定出包括小檗碱、芍药内酯苷、阿魏酸、咖啡

酸、大黄酸、肉桂酸等在内的 35 种药效活性物质。

现代药理学研究表明，小檗碱不仅能激活腺苷酸活

化蛋白激酶（AMPK）信号通路，下调哺乳动物靶蛋

白雷帕霉素复合体 1（mTORC1）/缺氧诱导因子 -1α
（HIF-1α），进而调节 KOA 软骨细胞凋亡 -抗凋亡基

因的表达［15］，也对 TRPA1 有明确的抑制作用［16］。芍

药内酯苷是一类单萜糖苷类化合物，具有抗炎、镇

痛、抗肿瘤、抗凋亡、抗氧化等多种药理作用［17］。此

外，阿魏酸、咖啡酸、大黄酸等单体也出现在消瘀散

精简方、消定膏等外治 KOA 的贴膏剂的透皮接收液

中 ，被 认 为 是 该 组 方 治 疗 KOA 的 药 效 活 性

物质［18-20］。

目前，针对 KOA 的疾病修饰药物仍是缺乏的，

各级指南仍将控制疼痛，改善关节功能作为 KOA 临

床治疗的首要目标［21-22］。尽管 KOA 的病理机制仍

未完全阐明，但近年来的研究突出强调了控制外周

痛敏对 KOA 疼痛治疗的重要意义，滑膜促炎因子与

TRPs 离子通道活化互为因果，共同推动 KOA 冷刺

激、机械刺激外周痛敏，形成 KOA 慢性、顽固性疼

痛，与此同时，促炎因子上调 KOA 滑膜纤维化标记

物，与 KOA 关节肿胀、僵硬密切相关［23-24］。本研究

证实了晋阳定痛膏能够提高 KOA 大鼠的冷、机械刺

激 阈 值 ，降 低 滑 膜 组 织 冷 刺 激 感 受 器 TRPA1、

TRPM8 和机械刺激感受器 TRPV1、TRPV4 的蛋白

表达水平，减少血清中炎症因子 IL-1β、TNF-α和疼

痛介质 NGF、CGRP 含量；另一方面，晋阳定痛膏减

少 KOA 大鼠滑膜组织炎症细胞浸润汇合 ColⅠ沉

积，Ⅱ型胶原少量丢失，降低滑膜纤维化标记物

TGF-β和 VEGF 的蛋白表达水平，从而抑制了 KOA

滑膜纤维化的进展。

值得注意的是，TRPs 离子通道在 KOA 外周痛

敏和滑膜纤维化中的作用日益受到关注。TRPA1、

TRPM8 主要介导冷痛敏，TRPV1、TRPV4 则主要介

导机械痛敏。TRPs 的激活不仅增强了 KOA 对冷、

机械刺激的疼痛敏感性，还促进了炎症因子的释

放，进一步加重滑膜炎症和纤维化。晋阳定痛膏通

过下调 TRPs 离子通道及相关炎症、纤维化因子的

表达，打破了炎症 -痛敏 -纤维化的恶性循环，为

KOA 的综合治疗提供了新的思路。

与现有的外用贴膏如复方南星止痛膏相比，晋

阳定痛膏在提高痛阈、改善滑膜炎症和纤维化等方

面显示出相当甚至更优的疗效。其优势不仅在于

多成分、多靶点的协同作用，还在于其良好的透皮

吸收特性和安全性，为临床 KOA 患者提供了更为便

捷和有效的治疗选择。当前 KOA 的治疗仍以缓解

疼痛、改善功能为主，缺乏有效的疾病修饰药物。

晋阳定痛膏作为一种中医特色外用制剂，不仅能有

效缓解 KOA 疼痛，还能延缓疾病进展，减少非甾体

抗炎药等西药的使用，降低心血管及胃肠道不良反

应风险，具有重要的临床推广价值。

本研究仍存在些许不足，首先，尽管本实验对

晋阳定痛膏的药效活性物质开展鉴定，但受制于实

验条件，未能开展定量研究，也未能具体围绕某一

种活性单体进一步探索其在干预 KOA 中的作用；其
次，本研究未能从分子信号传导的角度阐释晋阳定

痛膏改善 KOA 外周痛敏的亚细胞科学原理。未来

的研究将针对上述不足，深入阐释晋阳定痛膏多靶

点干预 KOA 的科学原理，为其临床推广应用提供

依据。
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