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［摘要］ 目的：观察防己黄芪消肿方（FHDP）对 Hulth 法膝骨关节炎（KOA）大鼠关节滑膜巨噬细胞极化情况及滑膜炎情

况的干预作用。方法：36 只大鼠随机分为 6 组，分别为假手术组、模型组、FHDP 高、中、低剂量组（29.16、14.58、7.29 g·kg-1）及洛

索洛芬钠组（16.2 mg·kg-1）。采用改良 Hulth 法造 KOA 大鼠模型。术后 6 周根据分组给予高、中、低 3 个剂量的 FHDP 药液、生

理盐水（NS）及洛索洛芬钠药液进行干预，给药 2 周后处死动物。苏木素 -伊红（HE）染色后观察滑膜及软骨的组织病理学改

变，流式细胞术（FCM）及免疫荧光（IF）评估 M1/M2 巨噬细胞极化情况，分别采用免疫组织化学（IHC）及酶联免疫吸附测定法

（ELISA）检测关节组织和血清中白细胞介素 -1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素 -10（IL-10）、金属基质蛋白酶 -

13（MMP-13）等巨噬细胞极化相关蛋白的表达水平。结果：与假手术组比较，模型组 Krenn 及 Mankin 评分显著增高（P<0.01）；
与模型组比较，各给药组均能降低 Krenn 评分（P<0.05，P<0.01），Mankin 评分差异无统计学意义。与假手术组比较，模型组

M1/mø（CD38+）显著升高（P<0.01），M2/mø（CD206+）降低（P<0.05）；与模型组比较，FHDP 高、中、低剂量组可降低 M1/mø

（P<0.05，P<0.01），各给药组均提高 M2/mø，但差异无统计学意义。与假手术组比较，模型组 M1/M2 显著升高（P<0.01）；与模

型组比较，各 FHDP 剂量组 M1/M2 均显著降低（P<0.01），FHDP 高、中剂量组较洛索洛芬钠组 M1/M2 更低（P<0.05）。与假手术

组比较，模型组滑膜及软骨中 TNF-α、IL-1β、MMP-13 的水平显著增高（P<0.01），IL-10 的水平显著降低（P<0.01）；与模型组比

较，各给药组均能降低滑膜中 TNF-α、IL-1β水平（P<0.05），对滑膜中 MMP-13 及 IL-10 的水平影响差异无统计学意义，各给药

组均未能影响软骨中各炎症介质的水平。与假手术组比较，模型组血清 TNF-α、IL-β水平显著升高（P<0.01），IL-10 水平降低

（P<0.05）；与模型组比较，FHDP 高剂量组可降低 TNF-α水平（P<0.05），各给药组均能升高 IL-10 水平（P<0.05，P<0.01），各给药

组 IL-β的水平差异无统计学意义。结论：防己黄芪消肿方可改善 KOA 大鼠关节滑膜炎，可通过抑制 M1 巨噬细胞极化影响促

炎细胞因子及金属基质蛋白酶的分泌，对 M2 巨噬细胞极化无明显影响作用，调控巨噬细胞极化失衡是该方缓解滑膜炎症治

疗 KOA 的可能机制。
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［［Abstract］］ Objective：： To assess the curative effects of Fangji Huangqi detumescence prescription

（FHDP）on synovitis and polarization of synovial macrophages of knee osteoarthritis（KOA）model in rats

induced by Hulth method. Method：： Thirty-six rats were randomly divided into sham operation group，model

group，high-dose，medium-dose，and low-dose（29.16，14.58，and 7.29 g·kg-1）FHDP groups，and loxoprofen

sodium（16.2 mg·kg-1）group. KOA model in rats was induced by modified Hulth method. Six weeks after the

operation， rats were given high，medium，and low concentrations of FHDP，normal saline（NS），and

loxoprofen sodium according to the group to intervene，and sacrificed after 2-week administration. Synovium

and cartilage histopathological changes were observed after hematoxylin-eosin（HE）staining. Flow cytometry

（FCM）and immunofluorescence（IF）test were used to evaluate the polarization of M1/M2 macrophages.

Immunohistochemistry（IMC）and enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）were used to detect the

related protein expression levels of macrophage polarization，such as interleukin-1β（IL-1β），tumor necrosis

factor- α（TNF- α），interleukin-10（IL-10），and matrix metalloproteinase-13（MMP-13）in joint tissues and

serum. Result：： Compared with the sham operation group，Krenn and Mankin scores in the model group were

significantly increased（P<0.01）. Compared with the model group， Krenn score was decreased in all

administration groups（P<0.05，P<0.01），but there was no significant difference in Mankin score in any

administration groups. Compared with the sham operation group，M1/mø（CD38+）ratio in the model group was

significantly increased（P<0.01），and M2/mø（CD206+）ratio in the model group was decreased（P<0.05）.

Compared with the model group，M1/mø ratio in the high，medium，and low-dose FHDP groups was decreased

（P<0.05，P<0.01），but M2/mø ratio was increased in all administration groups（the difference had no statistical

significance）. Compared with the sham operation group，M1/M2 ratio in the model group was significantly

increased（P<0.01）. Compared with the model group，M1/M2 ratio in all FHDP groups was significantly

decreased（P<0.01），and M1/M2 ratio in the high and medium-dose FHDP groups was lower than that in the

loxoprofen sodium group（P<0.05）. Compared with the sham operation group，the levels of TNF-α，IL-1β，and

MMP-13 in synovium and cartilage of the model group were significantly increased（P<0.01），the level of IL-10

was significantly decreased（P<0.01）. Compared with the model group，the levels of TNF- α and IL-1β in

synovium were decreased in all administration groups（P<0.05），but the difference of the levels of MMP-13 and

IL-10 in synovium had no statistical significance. The level of inflammatory mediators in cartilage was not

affected in all administration groups. Compared with the sham operation group，the levels of TNF-α and IL-β in

serum of the model group were significantly increased（P<0.01），the level of IL-10 was decreased（P<0.05）.

Compared with the model group，the level of TNF-α in the high-dose FHDP group was decreased（P<0.05），and

the level of IL-10 was increased in all administration groups（P<0.05，P<0.01）. The difference of the level of

IL-β in all administration groups had no statistical significance. Conclusion：：FHDP attenuated the synovitis of

KOA rats. FHDP exert the effect on the releasing of proinflammatory cytokines and MMP by inhibiting the

polarization of M1 macrophages in synovium， and had no significant effect on the polarization of M2

macrophages. Modulating the imbalanced polarization of synovial macrophages was a possible mechanism of

FHDP on attenuating synovitis and treating KOA.

［［Keywords］］ Fangji Huangqi detumescence prescription （FHDP）； osteoarthritis； polarization of

macrophages；synovitis；inflammation

膝骨关节炎是中老年人最常见的慢性关节疾

病［1-2］，滑膜炎是其重要的病理改变之一。由滑膜炎

主导的关节内慢性炎症与 KOA 的症状、发展速度及

发展程度密切相关［3-8］。巨噬细胞（mø）是 OA 关节

内最主要的免疫细胞［9-11］，分泌肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α）、白细胞介素 -1β（IL-1β）、白细胞介素 -10

（IL-10）、基质金属蛋白酶（MMPs）等，是调控骨关

节炎（OA）炎症状态的最关键细胞［12］。相关研究证

实激活的 mø 与 OA 的症状、严重程度［13］及炎症状

态［14-15］关系密切。M1 表型 mø 具有促炎作用，M2 表
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型 mø 具有抑制炎症、调节免疫以及促进组织修复

的作用，以 M1 占优势的巨噬细胞极化失衡状态是

恶化 OA 关节内炎症微环境的重要因素［16-17］，干预

其极化状态是治疗 KOA 的重要潜在靶点［18-19］。

KOA 属中医“痹病”范畴，防己黄芪消肿方（下

文简称消肿方）由经方防己黄芪汤合五苓散加减而

成，前期研究结果显示该方治疗滑膜炎具有较好临

床效果，未见明显不良反应［20］。现代药理学研究发

现该方中药物成分具有较好抗炎作用［21-26］。认为消

肿方可能具有通过调节 mø 极化失衡而改善关节内

炎症环境治疗 KOA 滑膜炎。本研究拟建立 KOA 大

鼠模型，采用组织病理学观察、流式细胞术（FCM）、
免疫荧光（IF）、免疫组织化学（IMC）及酶联免疫吸

附测定法（ELISA）等检测方法，探讨消肿方对 OA

滑膜炎及软骨退变的干预作用，并评估其对炎性介

质及 mø 极化情况的干预作用，为该方的临床应用

提供科学依据。

1 材料

1.1 动 物 SD 雄 性 大 鼠 42 只 ，SPF 级 ，体 质 量

130~150 g，购自北京市昌扬西山养殖场，合格证号

SCXK（京）2019-0010，动物饲养于中国中医科学院

骨科研究所实验动物中心，本实验动物及条件符合

《实验动物管理条件》要求。本实验涉及的动物实

验经中国中医科学院望京医院动物实验伦理委员

会审查批准，批准号 WJEC-KT-2020-015-P003。

1.2 药物与试剂 防己黄芪消肿方由黄芪 15 g、防

己 12 g、牛膝 9 g、炒白术 15 g、桂枝 10 g、威灵仙

10 g、羌活 10 g、猪苓 20 g、茯苓 15 g、泽泻 10 g、薏

苡仁 30 g、炙甘草 6 g 组成，饮片由中国中医科学院

望京医院草药房购进，经望京医院程桯主任医师鉴

定合格；消肿方药液由中国中医科学院望京医院中

药制剂室采用常压蒸发法浓缩为含生药质量浓度

为 1.94 g·mL-1混悬液（高浓度），收集于干净玻璃瓶

中，-20 °C 冰箱冷藏备用；洛索洛芬钠片（上海第一

三共制药有限公司，国药准字 H20030769），由中国

中医科学院望京医院西药房购进；将洛索洛芬钠片

碾碎溶于所需计量的纯水中获得药物混悬液。4%

多聚甲醛固定液（武汉博士德生物工程有限公司，

批号 11D28C68）；苏木素 -伊红（HE）染色液（珠海贝

索生物技术有限公司，批号 C201203）；CD45 抗体、

CD86 抗 体（ 美 国 Biolegend 公 司 ，批 号 分 别 为

202220、200307）；CD68/APC 抗体、CD163/FITC 抗

体（北 京 博 奥 森 生 物 技 术 公 司 ，批 号 分 别 为 bs-

20402R-APC、bs-2527R-FITC）；CD38 抗体、甘露糖

受体 C1（MRC1）抗体（武汉云克隆科技股份有限公

司，批号分别为 PAA752Ra01、PAB542Ra01）；TNF-α

抗体、IL-10 抗体、MMP-13 抗体（武汉博士德生物工

程有限公司，批号分别为 BA0131、RP1016、A00420-

2）；F4/80 抗体（6A545）（美国 Santa Cruz 公司，批号

sc-71085）；IL-1b 抗 体 、胶 原 酶Ⅱ、大 鼠 TNF- α、

IL-1β、IL-10 ELISA 试剂盒（北京索莱宝公司，批号

分 别 为 K107559P、C8150-100mg、SEKR-0009、

SEKR-0002、SEKR-0006）；荧光素（FITC）偶联亲和

纯山羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G（H+L）二抗、酶标亲

和山羊抗兔 IgG（H+L）二抗（美国 Proteintech 公司，

批号分别为 SA00007-1、SA00001-2）。
1.3 仪器 R135 型石蜡切片机（湖北 Taiva 公司），
JK-6 型生物组织摊烤片机（武汉俊杰电子有限公

司），DM2000LED 型显微镜、DMI8 型倒置荧光显微

镜（ 德 国 Leica 公 司 ），10212440C 型 盖 玻 片 、

188105W 型载玻片（世泰实验器材公司）。
2 方法

2.1 动物分组及造模 适应性喂养 1 周后，精准称

质量，按质量由小到大顺序进行编号，采用随机数

字表法分成模型组 33 只，假手术组 9 只。模型组采

用经典 HULTH 法［27-28］建立大鼠 KOA 模型：给予大

鼠麻醉后常规剃毛消毒，取右膝，于髌骨内侧切开

关节囊进入关节。首先切断内侧半月板前角，牵出

并切除前半内侧半月板，后以组织剪剪断前交叉韧

带做前抽屉试验验证成功后冲洗缝合切口。假手

术组同模型组方式切开皮肤及关节囊进入关节腔，

生理盐水冲洗后逐层缝合关节囊及皮肤，以排除手

术因素的干扰。术后自由活动，术后青霉素连续肌

肉注射 3 d，6 周造模结束。随机抽取假手术组大鼠

3 只，模型组大鼠 3 只，采用 7% 水合氯醛腹腔过量

注射麻醉处死后，取右膝进行组织病理学检查，并

使用 Mankin 评分验证造模结果。造模成功后，将剩

余模型大鼠随机分成 5 组：模型组、防己黄芪消肿方

高、中、低剂量组（中药高、中、低剂量组）、洛索洛芬

钠组（西药组），每组 6 只。

2.2 药物干预 中药药液：实验药物剂量根据人与

大鼠体表面积计算，按成人临床用药量的 12.6 倍换

算为高剂量（29.16 g·kg-1·d-1）、6.3 倍换算为中剂量

（14.58 g·kg-1·d-1）、3.15 倍 换 算 为 低 剂 量

（7.29 g·kg-1·d-1），每日给药 2 次，每次 1.5 mL，给药

2 周。洛索洛芬钠药液：根据人与大鼠体表面积计

算 ，大 鼠 等 效 计 量 剂 量 为 人 的 6.3 倍

（16.2 mg·kg-1·d-1），每日给药 2 次，每次 1.5 mL，给
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药 2 周。

2.3 指标检验

2.3.1 HE 染色观察滑膜及软骨组织病理学改变

取完整膝关节，经固定、脱水、透明、浸蜡、切片、

HE 染色后，倒置在显微镜下观察各组大鼠滑膜、软

骨 组 织 ，使 用 Krenn 滑 膜 炎 评 分［29］及 软 骨 退 变

Mankin 评分［30］评定。

2.3.2 免疫组化检测 石蜡切片经二甲苯脱蜡，梯

度乙醇复水后，用 3% H2O2 孵育 15 min 灭活组织内

源性过氧化物酶。用蛋白酶 K 消化 10 min 进行抗

原修复后再用 5% BSA 对非特异性位点进行封闭。

一抗（1∶100）4 ℃孵育过夜后再用酶标亲和山羊抗

兔 IgG 二抗（1∶1 000）37 ℃孵育 30 min，磷酸盐缓冲

液（PBS）洗涤后 DAB 显色，切片经苏木素复染。常

规脱水，透明，中性树胶封片。阴性对照用一抗同

源 normal IgG 代替一抗。

结果采用 Image Pro Plus 6 软件分析，测算积分

吸光度 IA 值以及检测区域面积（SA），软件以 IA 值

与 SA 的比值计算得出平均积分吸光度 AA 表示

IL-1β、TNF-α、IL-10 及 MMP-13 的表达水平。

2.3.3 ELISA 检测 IL-1β、TNF-α、IL-10 含量 大鼠

血清加入预涂有适当捕获抗体（IL-1β、TNF-α、IL-

10）的 96 孔板中，然后与适当的生物素化检测抗体

孵育。向每个孔中加入链霉抗生物素蛋白 -辣根过

氧化物酶（HRP）并在室温下温育 1 h。使用 ELISA

酶标仪检测吸光度 A，根据公式计算结果。

2.3.4 流 式 细 胞 检 验 CD11b、CD163、CD86 表 达

将滑膜组织消化成单个细胞后，用 10% 兔血清封

闭 30 min，离心弃上清。用 PBS 50 µL 重悬细胞加

入 FITC-CD11b（1∶200）、APC-CD163 和 PE-CD86

（1∶400）抗体 10 µL，4 ℃，避光孵育 30 min。PBS 洗

1 次后，加入 PBS 100 µL 重悬细胞上流式细胞仪

检测。

2.3.5 免疫荧光检测 冰冻切片放置在 37 ℃温箱

中 30 min，PBS 清洗 2 遍，封闭液封闭 1 h 后，加入一

抗（1∶100）4 ℃孵育过夜，清洗 2 遍后荧光二抗（1∶

1 000）孵育 1 h，PBS 清洗 3 遍后滴加含 DAPI防淬灭

封片剂封片，共聚焦显微镜下拍照。

2.4 统计学分析 采用 SPSS 17.0 软件版本进行统

计学差异分析，数据结果以 x̄± s 表示，两组间数据的

比较采用独立样本 t 检验，多组间的差异比较使用

One-way ANOVA 检 验 ，P<0.05 为 差 异 有 统 计 学

意义。

3 结果

3.1 对 KOA 大鼠滑膜组织病理学改变的影响 与

假手术组比较，模型组评分显著增高（P<0.01），见
表 1；与模型组比较，各治疗组评分均降低（P<0.05，

P<0.01），中药疗效呈剂量依赖性；各治疗组评分组

间比较，差异无统计学意义。见表 1、图 1。

3.2 对 KOA 大鼠软骨组织病理学改变的影响 与

假手术组比较，模型组评分显著增高（P<0.01）；与模

型组比较，各治疗组差异无统计学意义；各治疗组

组间比较，差异无统计学意义。见表 2、图 2。

3.3 对 KOA 大鼠滑膜及软骨组织中 TNF-α、IL-1β、

IL-10、MMP-13 表达水平的影响 与假手术组比

较，模型组滑膜中 TNF-α、IL-1β、MMP-13 的水平显

表 1 防己黄芪消肿方对滑膜炎 Krenn评分的影响（x̄± s，n=6）

Table 1 Effect of Fangji Huangqi detumescence prescription

（FHDP）on Krenn score of synovitis（x̄± s，n=6）

组别

假手术组

模型组

中药高剂量组

中药中剂量组

中药低剂量组

西药组

剂量/g·kg-1

29.16

14.58

7.29

0.16

滑膜炎 Krenn 评分/分

0.00±0.00

5.17±0.98

2.83±0.754）

3.33±0.824）

4.00±0.893）

3.83±0.754）

注：与假手术组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<

0.05，4）P<0.01；与西药组比较 5）P<0.05（表 2-表 7 同）

注：A. 假手术组；B. 模型组；C. 消肿方高剂量组；D. 消肿方中

剂量组；E. 消肿方低剂量组；F. 西药组（图 2-图 11 同）
图 1 防己黄芪消肿方对滑膜组织病理学改变的影响（HE，×100）
Fig. 1 Effect of FHDP on histopathological changes of synovium

（HE，×100）
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著增高（P<0.01），IL-10 的水平显著降低（P<0.01）；
与模型组比较 ，各治疗组均能降低异常升高的

TNF-α、IL-1β水平（P<0.05），各治疗组均未能改变

IL-10 及 MMP-13 的水平。见图 3、表 3、图 4~图 6。

3.5 对 KOA 大鼠软骨组织中 TNF-α、IL-1β、IL-10、

MMP-13 表达水平的影响 与假手术组比较，模型

组软骨中 TNF-α、IL-1β、MMP-13 的水平显著增高

（P<0.01），IL-10 的水平显著降低（P<0.01）；与模型

组比较，各治疗组均未能改变 TNF-α、IL-1β、IL-10

及 MMP-13 的水平。见表 4、图 7~图 9。

3.6 对 KOA 大鼠血清中促炎因子 TNF-α、IL-1β与

抗炎因子 IL-10 表达水平的影响 与假手术组比

较，模型组血清中 TNF-α、IL-1β的水平显著增高

（P<0.01），IL-10 的水平降低（P<0.05）；与模型组比

较，各治疗组均可一定程度上降低血清中异常升高

的 TNF-α水平，但只有中药高剂量组比较存在差异

（P<0.05），各治疗组均未能降低异常升高的 IL-1β

水平，各治疗组均能升高血清中异常降低的 IL-10

水平（P<0.05，P<0.01）。见表 5。

3.7 对 KOA 大鼠关节内滑膜巨噬细胞 M1/M2 极

化失衡的影响

3.7.1 对 KOA 大鼠滑膜 mø 极化的影响 F4/80+细

表 2 防己黄芪消肿方对软骨退变 Mankin's 评分的影响（x̄± s，

n=6）

Table 2 Effect of FHDP on Mankin's score of cartilage

degeneration（x̄± s，n=6）

组别

假手术组

模型组

中药高剂量组

中药中剂量组

中药低剂量组

西药组

剂量/g·kg-1

29.16

14.58

7.29

0.16

滑膜炎 Krenn 评分/分

0.00±0.00

5.67±1.03

4.33±1.03

4.50±1.64

4.83±1.47

4.83±1.17

图 2 防己黄芪消肿方对软骨组织病理学改变的影响（HE，×100）
Fig. 2 Effect of FHDP on histopathological changes of cartilage

（HE，×100）

图 3 防己黄芪消肿方对滑膜组织中 TNF-α表达水平的影响（免疫

组化，×100）
Fig. 3 Effect of FHDP on expression level of TNF-α in synovium

（IHC，×100）

表 3 防己黄芪消肿方对滑膜组织中炎性介质表达水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 3 Effect of FHDP on expression level of inflammatory mediators in synovium（x̄± s，n=6）

组别

假手术组

模型组

中药高剂量组

中药中剂量组

中药低剂量组

西药组

剂量/g·kg-1

29.16

14.58

7.29

0.16

TNF-α

5.18±1.89

16.72±5.522）

10.62±4.431，3）

11.18±4.301，3）

11.84±4.602，3）

11.20±2.741，3）

IL-1β

4.87±2.53

23.03±10.592）

13.30±4.901，3）

14.75±5.841，3）

15.15±5.482，3）

14.63±5.061，3）

IL-10

12.95±7.26

5.40±1.822）

6.22±3.692）

7.08±4.181）

5.66±2.462）

5.80±2.812）

MMP-13

4.18±2.12

11.34±5.262）

8.22±3.12

7.76±3.51

8.48±3.471）

8.14±3.09

··116



第 28 卷第 13 期
2022 年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 28，No. 13

Jul. ，2022

胞代表 mø，CD38+细胞代表 M1 型 mø，CD206+细胞

代表 M2 型 mø。将 CD38+细胞（M1）占 F4/80+细胞

（M0）比例计为 M1/mø，将 CD206+细胞（M2）占 F4/

80+细胞（M0）比例计为 M2/mø。与假手术组比较，

模型组滑膜中浸润大量 F4/80 阳性细胞，代表组织

中存在更多 mø，模型组 M1/mø 显著升高（P<0.01），
M2/mø 降低（P<0.05）；与模型组比较，各治疗组均

能一定程度上降低 M1/mø，其中中药高、中剂量组

与模型组比较存在差异（P<0.05），各治疗组均未能

升高 M2/mø；各治疗组组间比较，差异无统计学意

义。见表 6 和图 11。

3.7.2 对 KOA 大鼠关节 mø 极性的影响 CD45+细

胞 代 表 白 细 胞 ，CD68+ 细 胞 是 代 表 M1 型 mø，而

CD163+细胞代表 M2 型 mø。将 CD68+细胞占 CD45+

细胞比例计为 M1/mø，将 CD163+细胞占 CD45+细胞

比例计为 M2/mø。与假手术组比较，模型组 M1/mø

及 M1/M2 均显著升高（P<0.01），M2/mø 差异无统计

学意义；与模型组比较，各治疗组 M1/mø 均一定程

度降低，除中药低剂量组外，各治疗组与模型组比

较差异均存在统计学意义（P<0.05，P<0.01），各治疗

组 M2/mø 与模型组比较，差异无统计学意义，各中

药治疗组 M1/M2 均较模型组显著降低（P<0.01）；与
西药组比较，中药高、中剂量组 M1/M2 更低（P<

0.05）。见表 7、图 12 和图 13。

4 讨论

KOA 是临床最常见的慢性关节疾病，造成沉重

的社会和经济负担［1-2］。目前尚无有效药物能阻止、

减慢或者逆转 KOA 疾病的进展［31-32］。前期临床研

究显示防己黄芪消肿方在治疗 KOA 滑膜炎方面具

有的良好效果［20］，相关研究显示该方中单药具有抑

制促炎细胞因子的作用［33］。mø 是 OA 关节内最主

要的免疫细胞［10-11］，是调控 OA 炎症状态的最关键细

胞［12］，炎症因子如 TNF-α［34］及 IL-1β［35］、IL-10［36］均主

图 4 防己黄芪消肿方对滑膜组织中 IL-1β表达水平的影响（免疫

组化，×100）
Fig. 4 Effect of FHDP on expression level of IL-1-β in synovium

（IHC，×100）

图 6 防己黄芪消肿方对滑膜组织中 MMP-13表达水平的影响（免

疫组化，×100）
Fig. 6 Effect of FHDP on expression level of MMP-13 in synovium

（IHC，×100）

图 5 防己黄芪消肿方对滑膜组织中 IL-10 表达水平的影响（免疫

组化，×100）
Fig. 5 Effect of FHDP on expression level of IL-10 in synovium

（IHC，×100）
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要由 mø 分泌。鉴于此，笔者推测消肿方的治疗作

用可能是通过以下逻辑达成的，调控 mø 极化失

衡→影响炎症因子分泌→抑制关节内炎症→治疗

滑膜炎→延缓软骨退变→治疗 KOA。证实消肿方

具有调控巨噬细胞极化、抑制关节内炎症的作用是

本研究的目的。

病理学结果显示消肿方各治疗组可减轻 KOA

滑膜的厚度，并可降低滑膜炎 Krenn 病理分级程度，

中药疗效呈剂量依赖性，结果说明该方具有治疗

KOA 滑膜炎的作用。结果显示消肿方可降低软骨

的 Mankin 评分，但与模型组比较差异不明显。但根

据 Mankin 的 5 级分级标准进行比较，则中药治疗具

有一定改善软骨退变的作用。理论上炎症的程度

应与软骨退变的进展密切相关，抑制炎症应能有效

改善软骨的退变程度［37-38］，本实验的阴性结果可能

是由于治疗及观察时间偏短所致［39-41］。

通过 ELISA 评估血清炎症细胞因子的水平，结

果显示高剂量消肿方可降低 KOA 大鼠促炎细胞因

子 TNF-α的水平，各中药组均可提高抗炎细胞因子

IL-10 的水平。考虑到血清因子的水平不能完全反

应关节局部的情况，使用 IMC 检测关节局部炎症因

子的情况，结果显示该方可显著降低滑膜组织内促

炎细胞因子 IL-1β及 TNF-α的水平，但未能改变滑

膜 MMP-13 及 IL-10 的水平，也未能影响软骨中各炎

症介质的情况，这一结果与 ELISA 基本符合。结果

说明该方可以改善 KOA 大鼠体内炎症因子的分泌

情况，主要通过减少促炎细胞因子表达到抗炎作

用。值得注意的是软骨与滑膜 IMC 的结果差异明

显，这可能软骨中的细胞因子来源于滑膜源因子的

渗透及软骨细胞自身的分泌，其结果也主要受 MLS

图 7 防己黄芪消肿方对软骨组织中 TNF-α表达水平的影响（免疫

组化，×100）
Fig. 7 Effect of FHDP on expression level of TNF-α in cartilage

（IHC，×100）

表 4 防己黄芪消肿方对软骨组织中炎性介质表达水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of FHDP on expression level of inflammatory mediators in cartilage（x̄± s，n=6）

组别

假手术组

模型组

中药高剂量组

中药中剂量组

中药低剂量组

西药组

剂量/g·kg-1

29.16

14.58

7.29

0.16

TNF-α

4.95±2.06

15.71±4.512）

12.67±3.862）

12.40±3.452）

13.51±4.002）

13.32±3.392）

IL-1β

6.71±2.16

21.15±5.812）

16.79±4.142）

17.08±3.462）

18.47±4.692）

17.29±4.042）

IL-10

14.39±5.65

6.70±3.392）

7.05±3.682）

7.60±2.842）

6.79±2.672）

7.19±2.522）

MMP-13

3.60±1.57

10.11±4.522）

8.30±2.732）

8.71±2.572）

9.02±2.442）

8.92±2.722）

图 8 防己黄芪消肿方对软骨组织中 IL-1β表达水平的影响（免疫

组化，×100）
Fig. 8 Effect of FHDP on expression level of IL-1β in cartilage

（IHC，×100）
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状态的影响［12-15］，故其变化相较于滑膜中的变化具

有滞后性，这一结果与 BLOM 的研究结果相符［42］。

FCM 结果显示该方各组均可显著降低 M1/mø，

中药高剂量组的比率最低。值得注意的是除中药

高剂量组以外，模型组及其余各治疗组 M1 比例均

较假手术组更高，说明 OA 刺激将会导致 M1mø 数

量的增加，这与 WOOD 等［43］的研究结果相符合。在

M2mø 极化方面，高剂量组在各组中最低，而中药

（中、低）及西药组与模型组比较无差异。由于所取

组织样本必然存在的差异性，M1/M2 较单纯 M1%

或 M2% 能 更 好 地 反 应 巨 噬 细 胞 极 化 的 状 态 ，

M1/M2 结果显示各中药组均较模型组有更低的

M1/M2，说明该方具有调控 mø 极化失衡的作用。

IF 可以更好地反映局部 M1/M2 的失衡状态。

结果显示中药高、中剂量组 M1/mø 均较模型组更

低，而各治疗组均不能有效提高造模后异常降低的

M2/mø。 以 上 结 果 说 明 该 方 可 显 著 降 低 M1 在

M0/mø 中的比例，而对 M2 在 M0/mø 中的比例则影

响较小，可以改善 M1/M2 的失衡状态，这一结果与

流式检测结果相符。 IL-1β、TNF-α和 IL-10 除可反

映 炎 症 状 态 外 也 是 M1 和 M2/mø 的 重 要 标 志

表 5 防己黄芪消肿方对血清细胞因子表达水平的影响（x̄± s，

n=12）

Table 5 Effect of FHDP on expression level of cytokines in serum

（x̄± s，n=12） ng·L-1

组别

假手术组

模型组

中药高剂量组

中药中剂量组

中药低剂量组

西药组

剂量/g·kg-1

29.16

14.58

7.29

0.16

TNF-α

5.95±1.61

13.01±3.952）

8.06±1.401，3）

8.98±2.301）

10.44±2.752）

8.97±2.391）

IL-1β

2.15±0.45

5.07±1.602）

3.67±0.672）

3.61±0.732）

4.14±0.722）

4.01±1.621）

IL-10

6.07±1.28

4.61±0.561）

7.82±2.683）

7.45±1.454）

6.16±1.133）

6.29±0.824）

图 9 防己黄芪消肿方对软骨组织中 MMP-13表达水平的影响（免

疫组化，×100）
Fig. 9 Effect of FHDP on expression level of MMP-13 in cartilage

（IHC，×100）

表 6 防己黄芪消肿方对滑膜中 M1、M2 巨噬细胞在 mø 巨噬细胞

中占比的影响（x̄± s，n=6）

Table 6 Effect of FHDP on proportion of M1 and M2 in mø

macrophages in synovium（x̄± s，n=6）

组别

假手术组

模型组

中药高剂量组

中药中剂量组

中药低剂量组

西药组

剂量/g·kg-1

29.16

14.58

7.29

0.16

M1/mø/%

38.95±9.95

72.24±12.992）

53.10±14.003）

55.31±12.551，3）

61.48±11.782）

59.36±15.861）

M2/mø/%

54.48±12.68

40.83±12.091）

43.40±5.70

43.35±5.55

44.16±10.00

43.99±11.53

图 10 防己黄芪消肿方对滑膜中 M1 巨噬细胞占比的影响（免疫荧

光，×200）
Fig. 10 Effect of FHDP on proportion of M1 macrophages in

synovium（IF，×200）
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物［19，44］，参见 IHC 及 ELISA 的结果与 IF 所反映的情

况基本相符。总结 3 项结果说明消肿方主要通过降

低 M1 比例这一方式改善 M1/M2 的失衡状态。本研

究的结果验证了防己黄芪消肿方具有抑制 KOA 滑

膜炎、抑制促炎细胞因子分泌、通过抑制 M1 极化调

控 M1/M2 巨噬细胞极化失衡的作用。

本研究存在一定局限性包括样本量偏小，由于

经费限制未使用在定量评估方面更具优势的蛋白

免疫印迹法（Western blot），未使用实时荧光定量聚

合酶链式反应（Real-time PCR）评估基因变化等。

展望，本实验观察到消肿方调控 MLS 极化改善

KOA 关节内炎症环境治疗膝骨关节的作用，属于药

效研究，尚未涉及上游调控 mø 极化的信号通路［核

转 录 因 子 - κB（NF- κB）、丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶

（MAPK）、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）等］、

基因（mRNA155 等），这将是下一步研究的方向。
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