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陈元膏摩对膝骨性关节炎大鼠血清ＴＮＦα、
ＴＧＦβ及软骨基质的影响
马鑫文　 沈明球　 王新军　 刘俊昌

【摘要】　 目的　 探索陈元膏摩对膝骨性关节炎（ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃ，ＫＯＡ）的作用机制及临床意
义，为该法在临床中的应用提供理论依据。方法　 ５２只清洁级雄性ＳＤ大鼠，分别为空白组、模型
组、凡士林手法组、陈元膏摩组，用管型石膏将模型组、凡士林手法组、陈元膏摩组三组大鼠的左下
肢膝关节固定８周，形成ＫＯＡ中期改变的动物模型。空白组、模型组两组不做干预，凡士林手法组
施以凡士林膏结合手法治疗，陈元膏摩组施以陈元膏结合摩法治疗，治疗８周；疗程结束后，通过免
疫组织化学方法测量大鼠血清中肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａ，ＴＮＦα）、转化生长因子
β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｂｅｔａ，ＴＧＦβ）含量水平；ＨＥ染色法观察四组大鼠关节软骨基质的病理变
化程度并进行Ｍａｎｋｉｎ评分。结果　 凡士林手法组、陈元膏摩组两组的Ｍａｎｋｉｎ评分及血清ＴＮＦα浓
度均低于模型组，且陈元膏摩组与凡士林手法组相比ＴＮＦα浓度较低（Ｐ ＜ ０ ０５）；凡士林手法组、陈
元膏摩组两组的血清ＴＧＦβ浓度均高于模型组，且陈元膏摩组与凡士林手法组相比ＴＧＦβ浓度较
高（Ｐ ＜ ０ ０５）。结论　 陈元膏摩可以减轻ＫＯＡ关节软骨基质的破坏及关节病损，早期应用可抑制
炎症细胞因子ＴＮＦα的破坏作用，促进转化生长因子ＴＧＦβ的修复。
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　 　 膝关节骨性关节炎（ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃ，ＫＯＡ）是
膝关节以损伤、功能丧失并伴有关节周围骨质增生
为特点的退行性疾病［１］。全世界ＫＯＡ患者已超过
３亿，国内骨性关节炎的患病率也已达到３％ ～
８ ３％ ［２］。随着中国老龄化程度的不断加重，ＫＯＡ
患者的人数不断增加，给社会和患者本人带来了巨
大的经济负担［３］。目前针对ＫＯＡ的治疗方法有很
多，但是都不理想［４６］。膏摩作为一种中医外治法，
将外用膏剂的药物作用与推拿手法相结合，能够发
挥出更好的治疗作用，近年来有学者研究发现陈元
膏摩对ＫＯＡ患者疗效显著［７］，但针对陈元膏摩治疗
ＫＯＡ作用机制的实验研究却相对较少，特别是在分
子水平研究细胞因子肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏ
ｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａ，ＴＮＦα）及转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒ
ｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｂｅｔａ，ＴＧＦβ）方面存在着研究空
白。本研究通过观察陈元膏结合推拿手法对ＫＯＡ
大鼠血清ＴＮＦα、ＴＧＦβ及软骨基质的影响，来探讨
其治疗ＫＯＡ的作用机理，为此法在临床中的应用提
供理论依据。
１　 材料与方法
１ １　 实验动物

健康ＳＤ雄性大鼠５２只，清洁级，体重３００ ～
３５０ ｇ，由新疆医科大学动物实验中心提供［动物批
号：ＳＣＸ（新）２０１３０００４］。
１ ２　 试验药物及制作方法

陈元膏方组成：当归２４０ ｇ、秋水仙８０ ｇ、川芎
８０ ｇ、黑附片２００ ｇ、细辛８０ ｇ、桂心８０ ｇ、生地黄
２４０ ｇ、白芷１２０ ｇ、朱砂１６０ ｇ、干姜１００ ｇ、乌头５０ ｇ、
凡士林１０００ ｇ。

制作方法：以羊毛脂做基质，运用现代羊脂软
膏制作工艺，委托新疆名医名方重点实验室一次性
制作完成、凡士林由新疆名医名方重点实验室一批
次提供。
１ ３　 主要试剂

ＴＮＦα试剂盒（北京永辉生物科技有限公司，
生产批号：２０１３０９０６）、ＴＧＦβ试剂盒（武汉博士德

生物科技有限公司，生产批号：２０１３０８２２）、ＳＰ９００
免疫组化染色试剂盒（北京中杉金桥生物技术有限
公司，生产批号：Ｋ１３６６１９Ｏ）。
１ ４　 动物分组及动物模型

５２只健康ＳＤ雄性大鼠普通饲养１周，以适应
环境，运用随机数字表法将５２只大鼠分为４组，分
别为空白组、模型组、凡士林手法组、陈元膏摩组，
每组１３只；用管形石膏将３组大鼠的左下肢进行屈
曲位固定造模，具体方法如下：用管形石膏将３组大
鼠的左下肢膝关节固定，固定范围约从踝关节至腹
股沟处，并用绷带和铁丝在石膏外施行外固定，防
止石膏脱落，在造模期间，每日检查石膏的固定情
况，若出现石膏咬损、脱落或下肢肿胀、瘀血等情
况，立即重新固定，８周后，统一拆除３组大鼠的固
定石膏，造模成功。
１ ５　 干预方法

造模成功后，空白组、模型组两组大鼠不做处
理；凡士林手法组、陈元膏摩组两组大鼠均接受治
疗。定期将凡士林手法组、陈元膏摩组两组大鼠左
膝关节周围的毛发剔除，分别涂以凡士林膏剂和陈
元膏，２ ｇ ／只，并对每只大鼠施以手法治疗，每天１
次，持续８周，手法操作由１名经专业培训的推拿医
师进行，具体步骤如下：（１）操作者用拇指和食指对
大鼠膝关节内外侧及髌骨周围的软组织施以摩法，
以局部皮肤微热，药物吸收，颜色变浅为度，重复５０
次。（２）操作者手握大鼠足掌，牵动大鼠膝关节进
行屈伸运动，以大鼠无嘶叫或挣扎为度，重复２０次。
治疗后，将大鼠放于制动瓶中制动１小时，擦尽药渍
后放回笼中，防止大鼠舔食残留药物影响吸收。
１ ６　 取材与标本处理

持续治疗满８周后，对４组大鼠进行腹腔注射
麻醉，并从腹主动脉采血５ ｍｌ，以１５００ ｒ ／ ｍｉｎ的速度
对全血进行离心处理，１５分钟后，取血清。检测采
用酶联免疫吸附测定法，操作按照试剂盒说明书要
求进行，各细胞因子（ＴＮＦα、ＴＧＦβ）的浓度由全自
动酶标仪分别读取，各血清标本均采用复孔检测，
均值为终浓度。
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采血后，对每只大鼠采用断髓法进行处死，并
收集每只大鼠的左膝关节股骨端，４％多聚甲醛固
定，４８小时后行脱钙、石蜡包埋及切片，切片厚
５ μｍ。ＨＥ染色后，利用普通光镜在放大４００倍的情
况下观察膝关节软骨基质的病理学变化，并进行
Ｍａｎｋｉｎ评分［８］（关节软骨切片的制作及观察均交由
新疆医科大学第一附属医院病理科完成）。
１ ７　 统计学方法

采用ＳＰＳＳ １７ ０统计软件进行统计分析，实验
数据均采用均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示，每组大鼠所
得数据符合方差齐性者进行单因素方差分析的
ＳＮＫ法进行检验，以Ｐ ＜ ０ ０５为有显著性差异。
２　 结果
２ １　 关节软骨整体形态观察

空白组大鼠膝关节内未见关节积液及滑膜增生，
关节股骨端软骨面完整光滑；模型组大鼠膝关节内可
见关节积液及滑膜增生，关节面溃疡可达基层；凡士
林手法组及陈元膏摩组部分大鼠出现关节积液及滑
膜增生，关节软骨面改变，糜烂粗糙较明显。
２ ２　 关节软骨面病理学检查

ＨＥ染色后，光镜下观察，空白组软骨面光滑润
洁，细胞完整，排列正常；模型组软骨面溃疡缺损，
软骨细胞有显著减少，排列不齐，有渗出；凡士林手
法组与陈元膏摩组软骨表面粗糙，细胞数多，排列
不整，有少量渗出，见图１。

Ａ空白组；Ｂ模型组；Ｃ凡士林手法组；Ｄ陈元膏手法组
图１　 各组大鼠关节软骨面ＨＥ染色（× ４００）

２ ３　 关节软骨Ｍａｎｋｉｎ评分及大鼠血清ＴＮＦα、
ＴＧＦβ的水平

四组大鼠的三种数据经检验均符合方差齐性，

故在统计时均采用单因素方差分析的ＳＮＫ法进行
差异显著性检验，结果如下：（１）Ｍａｎｋｉｎ评分比较：
与空白组相比，其余３组大鼠的关节软骨Ｍａｎｋｉｎ评
分明显上升（Ｐ ＜ ０ ０５）；与模型组相比，凡士林手法
组与陈元膏摩组的关节软骨Ｍａｎｋｉｎ评分明显降低
（Ｐ ＜ ０ ０５）；与凡士林手法组相比，陈元膏摩组的关
节软骨Ｍａｎｋｉｎ评分明显降低（Ｐ ＜ ０ ０５）。（２）大鼠
血清ＴＮＦα的水平比较：与模型组相比，其余３组
大鼠的血清ＴＮＦα水平明显较低（Ｐ ＜ ０ ０５）；与凡
士林手法组相比，陈元膏摩组的血清ＴＮＦα水平明
显降低（Ｐ ＜ ０ ０５）。（３）大鼠血清ＴＧＦβ的水平比
较：与模型组相比，凡士林手法组和陈元膏摩组大
鼠的血清ＴＧＦβ水平明显提高（Ｐ ＜ ０ ０５）；与凡士
林手法组相比，陈元膏摩组的血清ＴＧＦβ水平明显
提高（Ｐ ＜ ０ ０５），具体见表１。

表１　 四组大鼠关节软骨Ｍａｎｋｉｎ评分及
大鼠血清ＴＮＦα、ＴＧＦβ的水平（ｘ ± ｓ）（ｎ ＝ １３）

分组 Ｍａｎｋｉｎ评分 ＴＮＦα（ｎｇ ／ ｌ） ＴＧＦβ（ｐｇ ／ ｍｌ）

空白组 ０ ００ １６８ ８８ ± ３１ ５６ ４２ ４５ ± ８ ９０

模型组 ７ ８５ ± ２ ３９ａ ２４０ ３５ ± １０ ３５ａ ５４ ５３ ± ７ ３８ａ

凡士林手法组５ ７９ ± １ ４０ａｂ ２１６ ７２ ± ３１ ８３ａｂ ６５ ００ ± １１ ８９ａｂ

陈元膏摩组４ ５３ ± １ ４４ａｂｃ １９０ ９０ ± ３ ８６ａｂｃ １０１ ８７ ± ２０ ０５ａｂｃ

注：与空白组比较，ａＰ ＜ ０ ０５；与模型组比较，ｂＰ ＜ ０ ０５；与凡士林手
法组比较，ｃＰ ＜ ０ ０５

３　 讨论
ＯＡ又称为骨关节病、退行性关节炎、增生性关

节炎或肥大性关节炎［９１０］。研究显示骨关节炎多以
软骨的退变为核心，常累及滑膜及关节的周围组
织，其发病机制尚不清楚，多认为与代谢、免疫、外
伤、衰老等因素有关［１１］。目前，国内外学者多热衷
于通过对细胞因子、自由基等的研究来探讨ＫＯＡ的
发病机制［１２］，相关研究发现ＫＯＡ的病变程度与血
清中细胞因子（ＴＮＦα、ＴＧＦβ）等的含量相关［１３］。
ＴＮＦα是一种由单核—巨噬细胞产生的肽类激素，
具有强有力的促炎症作用，可以协同白细胞介素等
细胞因子构成炎症介质，促进炎症反应［１４１５］。ＴＮＦα
在ＯＡ的发生发展过程中可能起着决定性的作用。
在本次实验中，陈元膏摩组大鼠在接受治疗后可见
该组大鼠的血清ＴＮＦα水平有明显下降，关节面的
损伤亦有显著地改善，说明陈元膏结合手法治疗可
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降低血清ＴＮＦα水平，降低其对关节软骨的致炎作
用。ＴＧＦβ是合成性细胞因子，在膝关节炎的损伤
修复中起着非常重要的作用，它可以显著降低胶原
酶对Ⅱ型胶原的降解，同时可以抑制ＴＮＦα、基质金
属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９，ＭＭＰ９）、ＭＭＰ
１３的表达，有研究发现，随着年龄的增长，人体
ＴＧＦβ含量逐渐减少，此现象可能是造成ＯＡ发生
的重要因素之一［１６１８］。在实验中可见，陈元膏摩试
验组大鼠在接受治疗后，该组大鼠的血清ＴＧＦβ水
平有明显上升，关节面软骨的损伤程度得到显著地
改善，说明陈元膏结合手法治疗可通过提高血清
ＴＧＦβ水平，起到修复关节软骨损伤的作用。

本实验模型组Ｍａｎｋｉｎ评分（７ ８５ ± ２ ３３）明显
高于其余３组，提示：ＫＯＡ动物模型复制成功。模
型组血清中ＴＮＦα的含量明显高于空白组、凡士林
手法组及陈元膏摩组；而陈元膏摩组血清中ＴＧＦβ
的含量高于空白组、模型组及凡士林手法组，这也
证明了细胞因子ＴＮＦα、ＴＧＦβ对ＫＯＡ的发生发展
有着重要的意义。通过研究陈元膏摩对ＴＮＦα、
ＴＧＦβ血清含量的影响，可望阐明ＫＯＡ的发病机制
及陈元膏摩的作用机制，为其运用于ＫＯＡ的临床治
疗提供理论依据。

通过肉眼及光镜观察各组大鼠的关节软骨及
切片，可见凡士林手法组及陈元膏摩组均可使大鼠
的软骨退变有不同程度的减轻，陈元膏摩组的作用
最为明显，经治疗该组大鼠膝关节软骨细胞数目有
所增加，细胞排列较整齐，说明陈元膏结合手法能
够较好的抑制关节软骨的破坏，促进软骨细胞的再
生，为陈元膏治疗膝骨性关节炎提供形态学的实验
研究依据。

陈元膏方由古方陈元膏化裁而来，方中以当归
为君药，主要由秋水仙、川芎、黑附片、熟地黄等多
种药物组成。“膏摩”法将手法及药物直接作用于
大鼠的膝关节局部，透过皮肤可以明显改善膝部周
围的营养状况，促进血液循环，消除滑膜炎症，降低
骨内压，缓解疼痛，恢复关节功能等作用［１９］。目前，
对陈元膏摩治疗膝骨性关节炎的作用机制尚未完
全掌握，本课题组将在今后做更进一步的研究，为
此法的临床应用提供更加科学的理论依据。
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ｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃ ｃａｒｔｉｌａｇｅ，ｒｅｄｕｃｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ，ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｐｒｏｓｔａ
ｇｌａｎｄｉｎ Ｅ（２）ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］ Ａｍ Ｊ Ｐａｔｈｏｌ，２００６，１６８（１）：
１３１１４０

［１９］　 柴俊飞．推拿膏摩治疗慢性膝关节骨性关节炎４５例疗效观
察［Ｊ］ 新中医，２０１１，４３（６）：１１８１１９

［２０］　 赵颖林，李延红，张满臣，等．活络止痛软膏配合手法和功能
锻炼治疗膝骨性关节炎９０例［Ｊ］．西部中医药，２０１３，２６
（１０）：１０６１０８．

（收稿日期：２０１４０７２６）
（本文编辑：董历华）


	433_正文_PS_部分8
	433_正文_PS_部分9
	433_正文_PS_部分10
	433_正文_PS_部分11

