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摘要： 目的观察牛膝总皂苷（TSA）对兔膝骨关节炎（KOA)软骨组织形态变化及关节液中细胞因子白细胞介素1β(IL-1β)和转化生长因子β1(TGF-β1)含量的影响。方法 将36只新西兰兔，随机分为空白对照组、模型组、硫酸氨基葡萄糖组(60 mg·kg-1)、牛膝总皂苷高中低(200，100， 50 mg·kg-1)剂量组。采用改良Hulth法复制兔膝骨关节炎模型。药物干预2个月后，采用ELISA法检测各组兔膝关节液中IL-1β、TGF-β1的水平，分别于光镜及透射电镜下观察各组兔关节软骨的组织形态学变化。结果 与空白对照组比较，模型组兔膝关节液中IL-1β的含量明显增高(P<0.05)，TGF-β1的含量明显降低(P<0.05)；与模型组比较，各给药组IL-1β的含量明显降低(P<0.05)，TGF-β1的含量显著增高(P<0.05)。光镜下观察关节软骨组织形态变化，结果表明TSA呈剂量依赖的抑制了软骨组织的退变。各组兔KOA软骨组织结构Mankin评分结果表明，与空白对照组比较，模型组评分明显增加(P<0.05)；与模型组比较，各给药组评分明显减小(P<0.05)。透射电镜下观察关节软骨细胞形态学变化，结果表明TSA具有呈剂量依赖的保护软骨细胞的作用。结论 TSA能抑制细胞因子IL-1β的表达，提高转化生长因子TGF-β1的表达，具有保护软骨组织缓解软骨退变的作用。
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The effect of TSA on KOA rabbits cartilage histomorphology changes and content of IL-1βand TGF-β1 in synovial fluid
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ABSTRACT Objective: To observe the effect of TSA on KOA rabbit cartilage histomorphology changes and content of cytokines Interleukin-1 (IL-1β) and  transforming growth factor (TGF-β1) in synovial fluid. Method: 36 New Zealand rabbits were randomly divided into normal group, model group,  glucosamine sulfate group (60 mg·kg-1), Total saponins of Achyranthes high, middle, low dosages groups (200，100， 50 mg·kg-1). We adopted the improved Hulth method to copy the rabbit model of knee osteoarthritis. Two months after drug intervention, we used ELISA method to detect the level of IL-1βand TGF-β1 in synovial fluid of each group. Then we respectively observed cartilage histomorphology changes of each group under light microscope and transmission electron microscopy. Result: Compared with the blank group, the content of IL-1βin the rabbit knee joints rised obviously in model group (P<0.05), while the content of TGF-β1 reduced obviously (P<0.05). Compared with the model group, the content of IL-1βreduced obviously (P<0.05) in each treated group, while the content of TGF-β1 rised significantly (P<0.05). Observing articular cartilage histomorphology changes under light microscope, the result shows that the TSA inhibited the degeneration of cartilage tissue dose-dependently. The result of cartilage structure Mankin scores in KOA rabbits of each group shows that the scores of model group increased obviously (P<0.05) compared with the blank group, while the scores of each treated group reduced obviously (P<0.05) compared with the model group (P<0.05). Observing articular cartilage cells histomorphology changes under transmission electron microscope, the result shows that the TSA has a dose dependent functions on protect the cartilage cells. Conclusion: The TSA can inhibit the expression of cytokines IL-1βand increase the expression of transforming growth factor TGF-β1, which take effect on protecting cartilage tissue and alleviating cartilage degeneration.
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膝骨关节炎(Knee osteoarthritis，KOA) 是骨伤科常见的关节退行性疾病，临床主要以膝关节疼痛、肿胀、僵硬及功能障碍等为表现，其发病率高，危害性大。 中药牛膝具有补肝肾、强筋骨、活血化瘀、引血下行的功效，临床上常用于治疗KOA引起的腰膝酸痛、筋骨无力等症。
牛膝总皂苷(Total saponins of Achyranthes, TSA)属于五环三萜类化合物，包含了牛膝皂苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ等多种单体皂苷成分，是牛膝的重要活性成分[1]。药理研究[2]表明，TSA对大鼠痛风性关节炎有一定的镇痛消肿作用，还有研究[3]证明TSA可以改善骨质疏松大鼠的骨代谢，升高骨钙、骨磷的含量。前期实验[4]我们观察了TSA含药血清对兔膝软骨细胞增殖与凋亡的影响，发现其对体外培养的软骨细胞有保护作用并能提高含药血清中转化生长因子β1（transforming growth factor-β1，TGF-β1）mRNA的表达，本实验继续通过在体观察TSA对兔KOA软骨光镜和透射电镜下组织形态学变化以及关节液中的白细胞介素1β（Interleukin-1, IL-1）、TGF-β1含量变化的影响，从多环节（组织形态学改变-细胞因子释放）、多层次（组织-细胞）进一步阐明TSA对关节软骨的保护作用，以验证牛膝“补肝肾、强筋骨”理论的科学性，为进一步开发利用牛膝植物资源、研制治疗KOA的新药奠定基础。

1 材料与方法
1.1 动物 3月龄新西兰兔36只，雌性，SPF级，体质量（2.0±0.2）kg，由广东省医学实验动物中心提供，动物质量合格证号：SCXK(粤)2013-A005。

1.2 药物及试剂 牛膝总皂苷（TSA），批号：HQZZG130911，含量为60.3%，陕西森弗生物技术有限公司；用时以蒸馏水溶解分别配置成13.3，6.7，3.3mg·mL-1 高中低3种浓度的TSA混悬液15mL·kg-1灌胃。硫酸氨基葡萄糖片（商品名：保节力），批号：
新兴同仁药业有限公司；用时以蒸馏水溶解配置成4mg·ml-1 浓度的硫酸氨基葡萄糖混悬液15ml/kg灌胃。以上两种药物现用现配。IL-1β、TGF-β1 ELSA 试剂盒，批号：
上海西唐生物科技有限公司。
1.3 仪器 中佳KDC-40 型离心机，科大创新股份有限公司中佳分公司；PYX-DHS 型恒温箱，上海跃进医疗器械厂；Multiskan MK3酶标仪，Thermo labsystems公司；CUT4O60 型石蜡切片机，德国Leica公司；BH-2型光学显微镜，日本OLYMPUS公司；HITACHI HT7700型透射电镜，日立高新技术公司。

1.4 动物模型复制 采用改良Hulth法[5]复制兔膝骨关节炎模型，空白对照组不造模，其余各组兔用20mg•kg-1剂量的氯胺酮从耳缘静脉注射麻醉后，于无菌条件下行左膝前内侧切口，暴露关节切断其左膝内侧副韧带，并切断关节前交叉韧带，切除内侧半月板，止血、冲洗关节腔，进行抽屉试验验证为阳性后，逐层缝合，无菌敷料包扎伤处，不固定伤肢，术后各手术组肌注青霉素2×104U•kg-1，共3d，以预防感染，每天驱赶兔被迫活动1 h。

1.5 分组及给药方法 将36只新西兰兔适应性喂养3d后，按随机数字表法分为6组，每组6只，即空白对照组、模型组、阳性对照组（硫酸氨基葡萄糖60 mg·kg-1）、TSA高、中、低剂量组（TSA200，100，50 mg·kg-1，分别相当于牛膝生药量10，5，2.5 g·kg-1，按兔与人每千克体质量剂量折算[5]，为成人临床剂量的12，6，3倍），每天灌胃给药1次，连续2个月。空白对照组不予灌胃，模型组给予等容积的生理盐水灌胃。
1.6 关节液的获取 药物干预2个月后，于无菌条件下行左膝关节穿刺注入生理盐水1.5mL，并抽取患侧关节液，2500r·min-1离心15min，取上清液置-20℃保存。
1.7 软骨的取材 分别在抽取关节液后立即用空气栓塞法将动物处死，解剖左侧膝关节，每只兔取下的关节软骨分成2部分，锐利刀片切取患侧股骨内侧髁滑车部位0.5cm×0.5cm×0.5cm大小的全层软骨，用于光镜检测。于胫骨平台部位取0.5cm×0.5cm×0.5cm大小的软骨一块，用3﹪戊二醛溶液固定，4℃冷藏，用于电镜检测。
1.8 IL-1β、TGF-β1指标的检测 关节冲洗液中细胞因子IL-1β，生长因子TGF-β1的含量采用ELISA 法测定，测定步骤按试剂盒说明书操作。
1.9 光镜及透射电镜下关节软骨组织形态观察  将取下的兔膝关节股骨内侧髁滑车软骨组织，放入10﹪的甲醛溶液中固定24 h，10﹪EDTA脱钙1个月，石蜡包埋固定及切片，常规HE染色，200倍光学纤维镜下观察；为了便于统计学分析，我们参照骨性关节炎软骨组织结构病理学分级Makin[6]评分法对关节软骨组织进行评分，将两个表中的软骨组织结构、细胞数量、软骨组织染色以及潮线情况评分的结果相加，即得到改组的关节软骨病理学评分。将取下的兔膝关节胫骨平台处软骨组织，立即放入4℃的2.5﹪戊二醛中固定24 h，10﹪EDTA脱钙3个月，1﹪锇酸固定2 h，4℃冰箱内梯度乙醇及丙酮脱水，618环氧树脂包埋，50～60μm超薄切片，醋酸铀及枸橼酸铅双重染色，透射电镜设置参数为60kV加速电压，在放大倍率（×10000）下观察。见表1及表2。
表1 软骨组织结构及细胞数量Mankin评分
Table 1  Mankin scores of cartilage tissue structure and cell abundance
	Ⅰ 软骨组织结构
	评分
	Ⅱ 细胞数量
	评分

	正常
	0
	正常
	0

	排列紊乱但层次可分
	1
	轻度增生
	1

	排列明显不规则，层次紊乱
	2
	中度增生
	2

	严重紊乱
	3
	重度增生
	3


表2 软骨组织染色及潮线Mankin评分
Table 2  Mankin scores of cartilage tissue staining and tidal line
	Ⅲ 软骨组织染色
	评分
	Ⅳ 潮线
	评分

	正常
	0
	正常
	0

	轻度减低
	1
	多层次
	1

	中度减低
	2
	模糊
	2

	严重减低
	3
	有血管穿过
	3

	不着色
	4
	
	


1.10 统计学处理方法 实验数据用SPSS13.0统计软件进行分析，计量资料结果以均数±标准差(
[image: image1.wmf]x

± s)表示，多组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），组间两两比较采用LSD检验，统计结果P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 TSA对兔KOA模型IL-1β和TGF-β1的影响 与空白对照组比较，模型组兔膝关节液中IL-1β的含量明显增高 (P<0.05)，TGF-β1的含量明显降低 (P<0.05)；与模型组比较，各给药组IL-1β的含量明显降低 (P<0.05)，TGF-β1的含量显著增高 (P<0.05)。见表3。
表3  各组关节液中IL-1β和TGF-β1含量测定（
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± s，n=6）
Table 3  content of IL-1βand TGF-β1 in synovial fluid of each group
	组别
	剂量/ mg•kg-1
	IL-1β/pg•mL-1
	TGF-β1/ pg•mL-1

	空白对照组
	
	 28.40±7.41**
	147.74±11.68**

	模型组
	
	204.73±28.03
	26.38±2.79

	阳性对照组
	60
	  54.55±17.94**
	131.86±9.22**

	TSA低剂量组
	50
	  68.07±15.57**
	94.79±9.07**

	TSA中剂量组
	100
	  52.38±16.61**
	115.99±8.78**

	TSA高剂量组
	200
	  51.23±17.83**
	141.48±8.77**


注：与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01。
2.2 TSA对兔KOA软骨组织形态学的影响
2.2.1 光镜下兔KOA软骨组织形态学变化 图1a空白对照组显示，软骨基质着色均匀，软骨组织分层清晰有序，软骨细胞形态规则，细胞核呈深蓝色，胞浆及软骨基质呈粉红色；四层结构清晰可辨，表层软骨细胞较小呈梭形，其长轴平行于软骨表面排列；移行层软骨细胞较大呈椭圆形或圆形，同源细胞群分布散在；放射层软骨细胞较大单个或趋于柱状排列，与软骨表面垂直，分布散在，潮线清晰；软骨钙化层完整，骨基质均匀红染，骨细胞呈梭形，分布均匀。图1b 模型组显示，软骨基质染色不均匀，软骨层变薄，结构异常，软骨细胞形态不规则，部分出现了空的软骨陷窝；表层软骨细胞消失；移行层软骨细胞外露，部分软骨细胞出现了核固缩、坏死，胞核偏于一侧，有的软骨囊内出现空泡样改变；放射层软骨细胞重度增生呈簇状排列，与软骨表面垂直，细胞间质减少，潮线消失；软骨钙化层缺失。图1c 阳性对照组显示，软骨基质着色均匀，4层结构清晰有序，细胞形态规则；表层较厚，软骨细胞呈梭形，其长轴呈水平紧密排列；移行层细胞呈近圆形，形态完整，散在分布；放射层细胞呈柱状排列，细胞间质较多，潮线清晰；钙化层完整无脱落。图1d TSA低剂量组显示，软骨基质着色不均匀，细胞分层清晰，形态较规则；表层细胞减少变薄；移行层细胞个别出现了核固缩、坏死，胞核偏于一侧；放射层细胞轻度增生呈簇状排列，细胞分布密度不均匀，潮线模糊；钙化层大部分脱落。图1e TSA中剂量组显示，软骨基质着色较均匀，细胞分层清晰，细胞形态较规则；表层细胞减少变薄；移行层细胞个别出现了核固缩；放射层细胞轻度增生簇集，密度欠均匀，潮线模糊；可见钙化层部分脱落。图1f TSA高剂量组显示，软骨基质着色均匀，四层结构清晰有序，软骨细胞形态规则；表层较厚，细胞呈梭形，平行于软骨表面紧密排列；移行层细胞呈近圆形，形态完整，分布散在；放射层细胞呈柱状排列，潮线清晰；软骨钙化层小部分脱落。见图1a-f。
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图1a空白对照组（×200）         图1b模型组（×200）
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  图1c阳性对照组（×200）      图1d TSA低剂量组（×200）
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图1e TSA中剂量组（×200）   图1f TSA高剂量组（×200）
各组兔KOA软骨组织结构病理学分级Mankin评分的结果表明，与空白对照组比较，模型组兔膝软骨组织评分明显增加 (P<0.05)；与模型组比较，各给药组软骨组织评分明显减小(P<0.05)，见表4。
表4 各组关节软骨病理学分级Mankin评分（
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± s，n=6）
Table 4  Mankin scores of pathological classification in articular cartilage of each group
	组别
	剂量/ mg•kg-1
	评分

	空白对照组
	
	0.83±0.72**

	模型组
	
	9.83±1.17

	阳性药物组
	60
	1.33±0.52**

	TSA低剂量组
	50
	6.67±1.21*

	TSA中剂量组
	100
	4.67±1.03**

	TSA高剂量组
	200
	1.67±0.82**


注：与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01。
2.2.2 透射电镜下兔KOA关节软骨细胞形态学变化   图2a空白组显示，细胞膜完整，微绒毛状突起较多，胞浆内可见丰富的粗面内质网，伴适度扩张，有散在溶酶体，可见高尔基复合体，胞核内染色质分布均匀，基质胶原纤维排列整齐。图2b模型组显示，细胞膜完整，微绒毛状突起不明显，胞浆内细胞器重度扩张、脱颗粒、腔内充满低密度物，空泡化严重，粗面内质网少，核内染色质分布均匀，基质胶原纤维排列整齐。图2c阳性药物组显示，细胞膜完整，微绒毛状突起多，胞浆内可见丰富的粗面内质网，伴适度扩张，胞核内染色质分布均匀，基质胶原纤维排列整齐。图2dTSA低剂量组显示，细胞膜完整，微绒毛状少量突起，胞浆内细胞器扩张、有胞浆空泡化，粗面内质网较少，核内染色质分布均匀，基质胶原纤维排列整齐。图2eTSA中剂量组显示，细胞膜完整，微绒毛状突起多，胞浆内可见丰富的粗面内质网，胞核内染色质分布均匀，基质胶原纤维排列整齐。图2fTSA高剂量组显示，细胞膜完整，微绒毛状突起较多，胞浆内可见丰富的粗面内质网，伴适度扩张，胞核内染色质分布均匀，基质胶原排列整齐。见图2a-f。
透射电镜实验结果表明，与空白对照组比较，模型组的软骨细胞发生退行性变，其合成与支持胶原的功能减弱，而阳性药物组和TSA高剂量组的软骨细胞形态及功能维持较好，说明TSA具有呈剂量依赖的保护软骨细胞的作用。
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图2a空白对照组（×10000）              图2b模型组（×10000）
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图2c阳性药物组（×10000）           图2d TSA低剂量组（×10000）
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图2e TSA中剂量组（×10000）        图2f TSA高剂量组（×10000）
3 讨论

3.1 兔膝骨关节炎（KOA ）动物模型的发病机理  有研究[7]表明，在研究KOA 的病理过程、组织病理特征或是软骨生化代谢的变化，选用兔模型较合适。本实验采用改良Hulth 法造模，其机理是内侧半月板切除后，缓冲作用减少或消失，胫股关节面应力增大，同时，改变了关节的力学轴线，由正常外翻变为内翻，引起负重力线的内移，造成膝关节内侧传递超正常应力，导致关节单位面积内的软骨压力增高，形成应力集中而继发关节软骨的退变；切断内侧副韧带、前交叉韧带，造成膝关节不稳，从而形成软骨退变的起始环节，加之长期被迫活动，又进一步加重软骨损伤而形成KOA，据参考文献[8]和预实验观察一般6周造模即可成功，故本实验给予药物干预两个月观察TSA对兔KOA软骨组织形态变化及关节液中IL-1β、TGF-β1含量的影响。
3.2 骨关节炎（OA）关节软骨退化的病理改变及TSA的治疗作用
OA病理过程以关节软骨退变、软骨基质降解为主要特征，软骨细胞功能的改变是OA病理演变的关键。这一病理过程通常由于关节受力异常，关节软骨磨损刺激关节软骨细胞出现炎症反应，局部组织中炎症刺激因子和炎性介质增多，继发软骨退变。KOA中软骨组织的退变是多方位的，最常见的为降解性的退行性变，如在光镜下见软骨层变薄，结构异常，软骨细胞排列紊乱，形态不规则，有的细胞出现了核固缩、坏死，使胞核偏于一侧或者坏死的细胞降解后在软骨陷窝内出现空泡样改变；在电镜下观察到细胞外观的异常、细胞器明显变异，其中以粗面内质网减少最为明显，粗面内质网的功能主要与蛋白质的合成有关，其发达程度与细胞生命活动的旺盛程度呈正相关，这些形态变化表明软骨细胞已经发生了明显的退行性变。

本实验的研究结果表明，TSA各剂量组均有不同程度的抑制软骨组织退变和保护软骨细胞膜及细胞器的形态结构相对完整的作用，其保护作用呈现明显的量效依赖关系，以TSA高剂量组的作用最为显著，这种形态学的改变很直观的说明了TSA在一定程度上保护了软骨细胞，维持了软骨结构的相对完整，对软骨细胞的退变和软骨细胞的降解起到了缓解作用。
3.3 细胞因子在OA发病机制中的作用
白细胞介素-1（IL-1）是典型的致炎细胞因子，几乎各种有核细胞均能产生IL-1，主要是由活化的单核巨噬细胞合成和分泌，IL-l在OA的发生发展中起着重要的作用[9]。IL-1有IL-lα和IL-1β两种，二者分子量相近，同源性只有不到26﹪，但三维空间结构相似，发挥相似的生物活性，正常关节的滑液中含有微量IL-1，其中以IL-1β为主，而正常人软骨细胞中IL-1仅存在于表层软骨的个别细胞中。Antonella Fioravanti在2010年采用评估体外循环低惠普和连续高惠普法，发现关节滑液内的IL-1β表达水平增高，同时诱导出了典型的关节炎改变[10]。在OA患者的关节液中IL-1β也呈现显著的高水平表达[11]。IL-lβ对OA发生的影响是多方面的，可以刺激软骨细胞和滑膜产生基质金属蛋白酶MMPs等蛋白酶，并促使其活化，引起软骨基质降解[12]。在OA发病过和中，IL-1β是介导软骨破坏最直接的细胞因子，且对关节软骨的抑制作用要在于促进软骨基质降解作用 [13]；IL-lβ还可以调节软骨细胞线粒体的功能、抑制软骨细胞合成具有透明软骨特性的蛋白多糖以及Ⅱ型胶原，促进生成有纤维母细胞特性的I型胶原，从而使软骨细胞变性，进而降低软骨细胞的活性[14]，说明IL-1β的水平与病情严重程度呈正相关。
转化生长因子（TGF-β）是一族新近发现的调节细胞生长和分化的蛋白多肽，TGF-β在调节细胞增生分化、移动、黏附、凋亡、细胞外基质形成、细胞胚胎发育、创伤修复、骨重建等方面发挥重要作用[15]。在哺乳动物组织中己经鉴定出TGF-β1、TGF-β2 、TGF-β3、TGF-β1β24个亚型，其中TGF-β1在哺乳动物体内广泛存在，是当前最强的细胞促生长因子，在软骨的生长和重建中起着关键性的作用，有促进软骨细胞增生、分化，抑制多种炎性介质活性及免疫反应等多重生物学功能[16]。TGF-β1在关节内的主要作用有：促进软骨细胞的增殖与分化，发挥软骨诱导作用，促进骨髓间充质干细胞分化为软骨细胞，促进软骨Ⅱ型胶原、蛋白多糖等特异性基质的合成，通过抑制MMPs的合成来降低软骨基质的降解，调节其他细胞因子在软骨中的表达与作用，TGF-β1水平与病情严重程度呈负相关[17]。

本实验的观察结果可见，模型组家兔患侧关节液中IL-1β含量明显高于空白对照组，而TGF-β1的含量呈低表达水平，TSA各剂量组与阳性药物组的IL-1β的表达与模型组相比明显降低，TGF-β1的表达与模型组相比明显升高，说明TSA通过抑制炎症因子IL-1β的表达，提高生长因子TGF-β1的表达，发挥保护软骨细胞抑制其退变的作用。因此，我们认为牛膝总皂苷有望成为治疗KOA的有效药物，值得进一步研究和开发应用。
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