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骨关节炎兔软骨细胞凋亡与八味柔肝散的抑制效应*
★   

刘  淼，陈世荣，刘  伟，徐西东，斯海波 

Inhibitory effects of Bawei Rougan powder on chondrocytes apoptosis in rabbits with 
osteoarthritis    

Liu Miao, Chen Shi-rong, Liu Wei, Xu Xi-dong, Si Hai-bo 

Abstract 
BACKGROUND: Traditional Chinese Medicine (TCM) has analgesic effects on osteoarthritis, but whether TCM can protect 
articular cartilage and through which mechanism are rarely reported. 
OBJECTIVE: To observe the effects of Bawei Rougan powder on chondrocytes apoptosis in rabbits with osteoarthritis.  
METHODS: New Zealand adult white rabbits were randomly divided into three groups: normal, model, and treatment groups. 
Osteoarthritis models were established in model and treatment groups according to Hurth technique. At 1 week after modeling, 
rabbits in the normal and model groups were treated with saline solution, and the treatment group was treated with the powder 
extract. At 8 weeks after modeling, characteristics of cartilage histological were observed by Mankin method. Activity of nitric 
oxide (NO) and inducible nitric oxide synthase (iNOS) in synovial fluids were measured by nitrate reductase assay, and apoptosis 
index of chondrocytes in all groups were measured by TUNEL ( TdT-mediated biotinylated-dUTP nick end labling method). 
RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the model group, Mankin's score, activity of NO and iNOS and apoptosis index 
of chondrocytes were decreased in the treatment group (P < 0.05). It is confirmed that Bawei Rougan powder can suppress the 
apoptosis of chondrocytes in rabbits with osteoarthritis． 
 
Liu M, Chen SR, Liu W, Xu XD, Si HB. Inhibitory effects of Bawei Rougan powder on chondrocytes apoptosis in rabbits with 
osteoarthritis. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(2): 227-230.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：传统中药对骨关节炎具有镇痛等治疗作用，但对关节软骨是否有保护作用及其通过何种机制起作用少有报道。 
目的：观察八味柔肝散对兔骨关节炎软骨细胞凋亡的影响。 
方法：将新西兰大白兔随机分为正常组、模型组和治疗组，模型组和治疗组行 Hurth 法骨关节炎造模。建模后 1 周，正常
组和模型组每天生理盐水灌胃，治疗组行八味柔肝散水提液灌胃。建模后 8周行组织学观察 Mankin's评分，硝酸还原酶法
测定关节液一氧化氮、诱导型一氧化氮合酶活性，原位末端转移酶标记技术检测软骨细胞的凋亡指数。 
结果与结论：结果显示，治疗组关节软骨 Mankin's评分，关节液一氧化氮、诱导型一氧化氮合酶活性，关节软骨细胞凋亡
指数均低于模型组(P < 0.05)。证实八味柔肝散对兔骨关节炎软骨细胞凋亡有抑制作用。 
关键词：八味柔肝散；骨关节炎；一氧化氮；诱导型一氧化氮合酶；软骨；凋亡；组织构建 
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0  引言 
 

骨关节炎是一种常见的关节退行性病变，

发病率随年龄的增长而增加，40岁人群的患病
率为10%~17%，60岁以上为50%，75岁以上
人群则高达80%[1]

。 
骨关节炎以关节疼痛、功能受限为主要临

床表现，关节软骨损伤及骨赘形成为基本病理

变化。近期研究发现，骨关节炎的发生与一氧

化氮参与介导的关节软骨的细胞凋亡密切相  
关

[2-3]
。现代药理研究提示，中药可以改善软骨

的代谢
[4-5]
，但尚缺乏其对骨关节炎关节软骨凋

亡的保护作用的系统研究。 
实验旨在观察八味柔肝散对骨关节炎兔关

节液一氧化氮和诱导型一氧化氮合酶

(inducible nitric oxide synthase，iNOS)的水平
变化，软骨细胞凋亡的影响及其作用机制。 
 
1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。 

    时间及地点：于 2011-05/10在重庆医科大
学动物中心、生物工程系实验室完成。 
    材料 

实验动物：健康成年清洁级新西兰大白兔24
只，体质量(2.5±0.3) kg，雌雄不限，购自重庆
医科大学实验动物中心，动物许可证号：SCXK 
(渝) 2007-0002。 
实验对动物的处理方法符合中华人民共和

国科学技术部颁发的《关于善待实验动物的指

导性意见》
[6]
。 
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试剂及药品： 

 
 
 
 
 

 
 
     
 

分组及骨关节炎兔模型的制备：将新西兰大白兔24只，
随机分为正常组、模型组及治疗组，每组 8只。模型组
和治疗组造模，正常组不造模。 
使用改良 Hulth法[7]

进行动物造模：体积分数 3%戊
巴比妥钠 30 mg/kg腹腔麻醉，取兔右膝关节内侧入路，
切断内侧副韧带，摘除内侧半月板，切断前交叉韧带。

建模时注意保护关节软骨面不受损伤；彻底止血，逐层

缝合关节囊、皮下和皮肤等组织，不予固定。建模后连

续 3 d青霉素 2×104 U肌肉注射，1周后开始每天强迫
兔活动 30 min，连续 7周。以膝关节内侧间隙明显变窄、
关节软骨粗糙、骨赘形成、软骨细胞萎缩为建模成功的

标准。 
全部动物于造模后 1 周开始灌胃给药：正常组和

模型组每天 6 mL 生理盐水灌胃；治疗组行八味柔肝
散水提液灌胃。将中药饮片制成水提剂，含生药      
2 g/mL。根据临床用药剂量及 Meeh-Rubner 公式[8]

计算兔的有效剂量为 4.8 g/(kg·d)，即水提液 6 mL/d。
全部动物第 8 周处死，采集右侧股骨内髁软骨及右膝
关节液。 
    光镜观察兔关节软骨组织形态：切取关节软骨标本，
甲醛固定，脱钙，石蜡包埋连续切片。切片依次置于二

甲苯Ⅰ液和Ⅱ液、体积分数 95%乙醇Ⅰ液和Ⅱ液、体积
分数 80%乙醇及蒸馏水，再分别置于苏木精染液、伊红
染液，各级乙醇脱水，二甲苯透明，树胶封固，在光学

显微镜下按照 Mankin's评分标准进行评分。 
关节液一氧化氮和 iNOS 检测：关节液样本采用硝酸

还原酶法测定一氧化氮和 iNOS 活性[9]
：按照一氧化氮

和 iNOS测定试剂盒说明书要求设标准管和空白管，空
白管调零，紫外分光光度计在 530 nm波长下测定吸光
度值(A)。 

 
 

TUNEL法检测软骨细胞的凋亡：软骨标本石蜡包埋切

片，常规脱蜡至水，蛋白酶K消化，加入TdT，DIG-d-UTP
标记，生物素标记的抗地高辛抗体 37 ℃反应 30 min，
辣根过氧化物酶 37 ℃反应 30 min，滴加 DAB显色，
苏木精复染，中性树胶封固，显微镜下观察。细胞核有

黄绿色者为凋亡细胞，任选 5个 40×10视野观察，平均
计数每 100 个细胞中凋亡细胞的数量即为凋亡指    
数

[10-11]
。 

    主要观察指标：各组兔关节软骨的 Mankin's 评分
以及软骨细胞的凋亡指数，关节液中一氧化氮、iNOS
活性。 
统计学分析：计量资料以x

_

±s表示，用SPSS 13.0
统计学软件进行统计学分析。软骨细胞的凋亡指数，关

节液中一氧化氮、iNOS活性的组间差异显著性检验采
用SNK检验。正常组与模型组、模型组与治疗组的
Mankin's评分差异显著性检验用Wilcoxon秩和检验。   
P < 0.05为差异有显著性意义。 

   
2  结果 
 
2.1  实验动物数量分析  纳入新西兰大白兔 24只，全
部进入结果分析，无脱落。 
2.2  骨关节炎模型兔软骨大体形态  正常组：软骨表
面光滑，半透明，有光泽，无糜烂、剥脱，无骨赘形

成，滑膜未充血增生，关节液清亮。模型组：软骨表

面不光滑，表面有不规则裂隙，色泽灰暗，关节面糜

烂，可见明显骨赘形成，滑膜充血增生，关节液浑浊。

治疗组：软骨表面较光滑，有光泽但稍暗，软骨表面

可见少量软化，骨赘生成较少，滑膜轻度增生，关节

液较清亮。 
2.3  骨关节炎模型兔关节液一氧化氮、iNOS活性  硝
酸还原酶法测定关节液一氧化氮水平，模型组一氧化氮

和iNOS活性均高于正常组(P < 0.05)。治疗组一氧化氮
和iNOS活性均低于模型组(P < 0.05)。见表1。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.4  骨关节炎模型兔软骨组织形态  关节软骨切片行
甲苯胺蓝染色，按照 Mankin's评分系统进行量化评估。
正常组关节软骨表面连续性好，层次清晰，潮线完整，

细胞排列整齐，分布均匀，见图 1a，b。模型组关节软
骨中重度破坏，表面糜烂，软骨变薄，软骨细胞肿胀，

排列不均匀，基质异染性明显降低，软骨下骨囊肿形成，

见图 1c, d。治疗组关节软骨轻度损伤，表面连续性尚
可，软骨稍变薄，层次尚清晰，基质异染性降低不明显。

见图 1e，f。 

试剂及药品 来源 

八味柔肝散水提液(主要成分
包括白芍，生地黄，枸杞子，

制首乌，当归，木瓜，川芎，

怀牛膝) 
一氧化氮、一氧化氮合成酶测

试盒  
细胞凋亡检测试剂盒 
  

重庆桐君阁大药房 
 
 
 
南京建成生物工程研究所 
 
武汉博士德生物工程有限公司 

表 1  各组兔关节液一氧化氮、iNOS活性变化 
Table 1  Activity changes of nitric oxide (NO) and inducible nitric 

oxide synthase (iNOS) in synovial fluids   (x
_

±s, n=8) 

aP < 0.05, vs. normal group; bP < 0.05, vs. model group 

Group NO (μmol/L) iNOS (μkat/L) 
 
Normal 

 
55.65±4.20 

 
393.6±48.2 

Model 89.23±6.26a 788.2±48.3a 

Treatment 65.04±3.85b 499.4±65.3b 

标本一氧化氮浓度(μmol/L)=测定管 A/标准管 A×100 
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2.5  骨关节炎模型兔关节软骨细胞凋亡指数  正常
组：软骨表层少量软骨细胞弱阳性表达。模型组：软骨

移行层、辐射层也有凋亡细胞，且凋亡指数(27.11±5.79)
明显高于正常组(3.50±0.52，P < 0.05)。治疗组：在表
层和移行层虽然也有阳性细胞表达，但凋亡指数

(12.36±3.01)明显低于模型组(P < 0.05)。 
 

3  讨论 
 
骨关节炎的基础病理变化是关节软骨糜烂退变、软

骨下骨质囊性变和关节边缘骨赘形成。软骨细胞合成细

胞外基质，维持基质的完整
[12]
。关节软骨的退变是整个

退变过程的始动因素，是整个疾病发生过程中的关键环

节
[13-14]

。 
    近年研究发现，软骨细胞的过度凋亡是关节软骨退
变的重要因素，这种过度凋亡也是骨关节炎的重要发生

机制
[15-16]

。一氧化氮是一种骨关节炎病理过程中重要的

炎症介质
[17]
，是由 NOS与 L-精氨酸反应合成的。抑制

体内 iNOS可以降低一氧化氮活性，从而延缓关节软骨
的破坏和骨关节炎的进程。ERK1/2，p38信号通路与软
骨细胞凋亡有密切关系

[18-19]
，而一氧化氮可以激活此通

路
[20]
，促进软骨凋亡和骨关节炎的发生。 
实验结果提示八味柔肝散对骨关节炎的软骨退变

有保护作用。大体观察模型组关节软骨表面不光滑且有

不规则裂隙形成，色泽灰暗，关节面糜烂，可见明显骨

赘形成，滑膜充血增生，关节液浑浊。而治疗组软骨表

面较光滑，有光泽但稍暗，软骨表面可见少量软化，骨

赘生成较少，滑膜轻度增生，关节液较清亮。组织学观

察 Mankin's 评分：模型组的评分比正常组升高，提示
在模型组关节退变已经出现而且比较严重；而治疗组与

模型组比较评分降低，说明中药治疗对于软骨退变有保

护作用。 
这种保护作用可能是减少了关节液中 iNOS及一氧

化氮活性，抑制了关节软骨细胞凋亡而产生的。比较三

组软骨细胞的凋亡指数，模型组的凋亡指数比正常组显

著升高，而治疗组与模型组相比则显著降低，说明治疗

组的软骨凋亡受到抑制。比较 3 组的关节液 iNOS、一
氧化氮活性，模型组比正常组显著升高，而治疗组与模

型组相比则显著降低，说明治疗组中凋亡减少是由于炎

症介质一氧化氮受到抑制的结果。 
实验结果表明，改良 Hulth法造模过程可以使模型

组兔 Mankin's评分、关节液 iNOS、一氧化氮活性以及
软骨细胞凋亡指数显著升高。八味柔肝散治疗组虽然也

会出现关节软骨的组织学变化和关节液 iNOS、一氧化
氮和软骨细胞凋亡指数的上升，但是与模型组相比较，

治疗组关节液 iNOS、一氧化氮和软骨细胞凋亡指数有
明显减低。

a: Normal group (×100)   

b: Normal group (×400)  

Figure 1  Cartilage morphology of the rabbits with 
osteoarthritis (Hematoxylin-eosin staining) 

图 1  骨关节炎模型兔软骨组织形态(苏木精-伊红染色) 

c: Model group (×100)   

d: Model group (×400)   

e: Treatment group (×100)  

f: Treatment group (×400)  
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综上所述，八味柔肝散可以减轻骨关节炎关节软骨

的病理改变，降低关节液 iNOS、一氧化氮水平和软骨
细胞凋亡指数，抑制骨关节炎兔软骨细胞的凋亡，减缓

骨关节炎病变的发展。 
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液诱导性一氧化氮合酶、一氧化氮和软骨细胞凋亡指数的关

系，找到了八味柔肝散治疗骨关节炎的机制，为方法创新。


