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摘要

目的：探讨丹参对兔骨性关节炎（OA）模型关节软骨退变的保护作用及其机制。

方法：将24只大白兔随机分成2组，即对照组和实验组，每组12只。所有兔通过手术建立右膝关节OA动物模型，对

照组的所有兔的右膝关节腔内注射生理盐水0.5ml/kg，实验组所有兔的右膝关节腔内注射丹参注射液0.5ml/kg，手

术完毕后当天就注射1次，以后每4天注射1次。在动物OA模型建立后的第10周，将兔处死，收集右侧股骨内侧髁

标本，用光学显微镜和透射式电子显微镜观察关节软骨形态学结构改变，用免疫组化技术检测关节软骨组织中 IL-

1β、IL-6和 IGF-Ⅰ蛋白的表达。

结果：实验组兔的关节软骨破坏程度明显轻于对照组（P＜0.05）。IL-1β、IL-6和 IGF-Ⅰ蛋白阳性免疫反应物主要定

位于细胞浆，为粗细较为一致的淡红色颗粒。实验组 IL-1β蛋白阳性染色强度明显低于对照组（P＜0.05）。实验组

IL-6和 IGF-Ⅰ蛋白阳性染色强度明显高于对照组（P＜0.05）。

结论：丹参能调节OA关节软骨组织中 IL-1β、IL-6和 IGF-Ⅰ蛋白的异常表达，对关节软骨具有保护作用。
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Abstract
Objective: To study the effects of danshen in preventing articular cartilage degeneration of rabbits with osteoar-

thritis(OA).

Method: Twenty-four rabbits were randomly divided into 2 groups, control group and experimental group (n=

12). The models of OA were established by operation in right knee joints of rabbits. Saline solution (0.5ml,

per kg body weight) was infused into the articular cavities of right knee，one times per 4 days in control

group. Danshen solution (0.5ml, per kg body weight) was infused into the articular cavities of right knees, one

times per 4 days in experimental group. Ten weeks after establishing OA model, all rabbits were sacrificed

and the medial condyles of right femurs were collected. The morphological and histological changes of articu-

lar cartilages were observed by light microscope and electron microscope. The expressions of interleukin-1β(IL-

1β), interleukin-6(IL-6) and insulin like growth factor-Ⅰ (IGF-Ⅰ) were probed by immunohistochemistry tech-

nique.

Result: The morphological changes of articular cartilage in control group were severer than those in experimen-
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骨性关节炎（osteoarthritis, OA）是常见的骨与

关节疾病，病因尚不清楚。大量的研究表明细胞因

子白细胞介素-1β（interleukin-1β, IL-1β），白细胞

介素-6（interleukin-6, IL-6）和胰岛素样生长因子-

Ⅰ（insulin-like growth factors-Ⅰ, IGF-Ⅰ）的调控

异常在 OA 软骨破坏与修复过程中起着重要作

用 [1—3]。目前，尚无有效的方法抑制关节软骨退变，

OA的治疗是以缓解临床症状，改善患者的生存质

量为主。丹参是一种经典的中草药，丹参注射液能

有效地防治OA，然而其作用机制尚不完全清楚，有

待进一步深入的研究[4—9]。本研究采用免疫组化方

法观察丹参对OA动物模型关节软骨 IL-1β，IL-6和

IGF-Ⅰ蛋白表达的影响，来探讨丹参防治关节软骨

退变的机制，为丹参注射液治疗OA提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物和药品

月龄为 4—6个月，平均 4.8个月；体重为（1.80±

0.20）kg，雌雄各半的健康大耳白兔 24只，由西安交

通大学医学实验动物中心提供。丹参注射液，每支

10ml，相当于原药材15g，正大青春宝医药有限公司

生产，国药批准字号Z33020177。IL-1β，IL-6和 IGF-

Ⅰ的一抗（兔抗兔）和二抗（羊抗兔 IgG）均为博士德

产品。浓缩型 SAP 试剂盒也为博士德产品。AEC

显色剂为Vecter公司产品。

1.2 实验方法

1.2.1 动物模型建立：24只兔随机分成2组，即对照

组和实验组，每组12只兔。实验组和对照组兔均通

过改良的 Hulth 法 [10]手术方法建立右膝关节 OA 动

物模型。建立膝关节OA动物模型手术方法如下：

将外侧副韧带在关节间隙水平横行切断约 2/3，将

前、后交叉韧带切断约1/3，摘除内侧半月板的前脚。

1.2.2 给药方法与剂量：术后所有兔接受肌肉注射

青霉素预防感染，40万U/次，2次/d，共 5d。对照组

的所有兔右侧膝关节腔内注射生理盐水 0.5ml/kg，

手术完毕后当天注射 1次，以后每 4天注射 1次；实

验组所有兔右侧膝关节腔内注射丹参注射液0.5ml/

kg，手术完毕后当天注射1次，以后每4天注射1次。

1.2.3 标本的收集和处理：在造模手术后第10周处

死所有兔子剪取右股骨内髁组织，HE染色和免疫组

化标本放入10%的多聚甲醛溶液中固定48h。透视

电镜标本放入2.5%戊二醛溶液中固定12h。

1.3 形态学观察

1.3.1 光学显微镜观察：关节软骨标本行HE染色，

采用双盲法，由两位病理科医生用光学显微镜对关

节软骨形态学结构改变进行Mankin评分[11]。

1.3.2 透射式电子显微镜观察：将包埋聚合后的标

本 1—2μm 半超薄切片，美兰染色后光学显微镜下

定位，瑞典LKB-V型超薄切片机进行 50—70nm超

薄切片，醋酸铀、柠檬酸铅染色后，日本日立H-600

透射式电子显微镜下观察、拍照。

1.4 免疫组织化学染色

采用SAP免疫组化技术检测 IL-1β，IL-6和 IGF-

Ⅰ蛋白的标的。阴性对照：用PBS液替代一抗作阴

性对照。对阳性标记强度的评价采用强度和密度结

合的方法进行综合计量积分，数值＜1.0 者为（+），

1.0—1.5者为（++），＞1.5者为（+++）。

1.5 统计学分析

计数等级资料组间比较用秩和检验 Nemenyi

法。实验组与对照组间Mankin评分比较采用非参

数Mann-Whitney检验。

2 结果

2.1 关节软骨组织学改变

tal group (P＜0.05). The IL-1β, IL-6 and IGF-Ⅰ positive staining were red granule and located in cytoplast of

cartilage cell. The positive staining intensity of IL- 1β in experimental group was lower than that in control

group (P＜0.05). The positive staining intensity of IL-6 and IGF-Ⅰ in experimental group were higher than

that in control group(P＜0.05).

Conclusion: Danshen possesses protective role on early cartilage degeneration by regulate the expressions of IL-

1β, IL-6 and IGF-Ⅰ in articular cartilage of osteoarthritis.

Author's address The First Affiliated Hospital, Xi'an Jiaotong University, Xi’an, 710061
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对照组总体表现为软骨表面重度缺损，有裂隙

向深层延伸，软骨全层变薄，细胞数目明显减少，大

小不等，排列紊乱，有细胞聚集成簇现象，正常细胞

少见，部分细胞碎裂，消失，留下空陷窝，空泡变，基

质变薄，染色不均且着色浅，软骨下骨板较厚而致

密，骨小梁粗大，与骨板融合成片，可见成骨和破骨

细胞（图1A）；而实验组总体表现为软骨表面轻度缺

损，关节表面可有裂隙，软骨全层轻度变薄，细胞数

目轻度减少，软骨细胞大小不等，排列紊乱，但四层

结构尚能辨认，可见细胞增生成簇，但仍可见正常细

胞，部分细胞碎裂，软骨下骨板轻度增厚（图 1B）。

同时，根据 Mankin 评分法，将 OA 动物模型关节软

骨进行评分（表1）。采用非参数Mann-Whitney检验

对2组兔子的关节软骨Mankin评分进行比较，实验

组兔子的关节软骨 Mankin 评分明显低于对照组

（P＜0.05），说明对照组关节软骨破坏程度明显严重

于实验组。

2.2 透射式电子显微镜观察结果

对照组表现为部分软骨细胞不规则，细胞表面

突起减少，细胞膜厚度增加，细胞内粗面内质网脱颗

粒且呈池样扩张，池内充满细颗粒样物质，线粒体肿

胀，嵴溶解消失，呈空泡样改变，细胞核不规则，体积

缩小，核内染色质轻度凝集，另有部分细胞肿胀，电

子密度降级，细胞膜部分溶解、消失，连续性中断，粗

面内质网扩张，细胞周围的胶原纤维细小、数量减

少、分布散乱（图 2）。而实验组表现为软骨细胞形

态接近正常，细胞内可见较多轻度扩张的粗面内质

网，细胞内线粒体轻度肿胀，细胞核不规则，体积稍

有缩小，核内染色质分布基本均匀，有个别软骨细胞

呈固缩、坏死样改变，形成一个电子密度较高的细胞

团块，细胞结构不清晰，细胞周围有较多的胶原纤

维，排列凌乱（图3）。

2.3 免疫组化染色结果

2.3.1 IL-1β，IL-6和 IGF-Ⅰ免疫反应复合物的定位

和分布：IL-1β和 IL-6免疫反应物阳性染色为红色，

主要定位于细胞浆，呈弥散性，为粗细不太一致的红

色颗粒。IGF-Ⅰ免疫反应物阳性染色为淡红色，主

要定位于细胞浆，呈散在分布，为粗细较为一致的淡

红色颗粒。IL-1β，IL-6和 IGF-Ⅰ阳性表达主要分布

在关节软骨的上层和中层（图4）。阴性对照试验均

无阳性信号出现。

2.3.2 IL-1β，IL-6和 IGF-Ⅰ蛋白在关节软骨组织中

阳性表达强度：对照组 IL-1β蛋白表达主要为强阳性

（7只，58.33%），实验组 IL-1β蛋白表达主要为弱阳

性（11只，91.67%）；对照组 IL-6蛋白表达主要为弱

表1 关节软骨退变的Mankin评分 (x±s)

组别

对照组
实验组

Mankin评分

6.74±0.49
4.55±0.38

注：A为对照组；B为实验组

图1 关节软骨HE染色

A BA B

图2 对照组超微结构改变

注：A为软骨细胞内细胞器改变；B为软骨细胞周围胶原纤维的分布

A B

图3 实验组超微结构改变

注：A为软骨细胞内细胞器改变；B为软骨细胞周围胶原纤维的分布

A B
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阳性（7只，58.33%），实验组 IL-6蛋白表达主要为强

阳性（8只，66.67%）；对照组 IGF-Ⅰ蛋白表达主要为

弱阳性（10只，83.33%），实验组 IGF-Ⅰ蛋白表达主

要为强阳性（6只，50%）。用秩和检验Nemenyi法对

实验组和对照组 IL-1β，IL-6和 IGF-Ⅰ阳性表达程度

的等级分布情况进行比较，结果二者存在显著性差

异（P＜0.05），即实验组 IL-1β阳性表达强度明显低

于对照组，而实验组 IL-6和 IGF-Ⅰ阳性表达强度明

显高于对照组（表2）。

3 讨论

OA 的病理生理过程十分复杂，典型的病理生

理过程包括关节软骨的破坏和修复过程。当关节软

骨受损发生破坏时，机体会积极主动调动各种因素

来参与关节软骨的修复，保护关节软骨。当机体修

复关节软骨的能力与破坏关节软骨的能力失衡时，

关节软骨就发生退变。然而，关节软骨破坏和修复

受体内多种细胞因子的调控，IL-1β、IL-6和 IGF-Ⅰ
就是其中的三个重要的细胞因子。IL-1β能干扰软

骨细胞的正常代谢活动，使Ⅱ型胶原合成减少，强度

降低；同时能促进胶原酶对胶原的降解、金属蛋白酶

对基质蛋白多糖的消化，是一种促进关节软骨破坏

的因子[12—15]。IL-6能刺激合成基质金属蛋白酶抑制

剂，抑制基质金属蛋白酶对软骨的破坏；同时参与软

骨细胞的增殖和分化，是一种促进关节软骨修复的

调节因子 [16—18]。IGF-Ⅰ能刺激软骨细胞的分裂增

殖，使软骨细胞合成蛋白聚糖和Ⅱ型胶原增加；能抑

制基质金属蛋白酶的活性，使基质蛋白聚糖降解减

少，是一种促进关节软骨修复的调节因子[18—24]。正

常关节软骨组织中 IL-1β、IL-6和 IGF-Ⅰ蛋白和基因

表达极低，而OA患者关节软骨和OA动物模型关节

软骨组织中存在 IL-1β、IL-6和 IGF-Ⅰ蛋白和基因的

表达异常升高[15,19,22,24]。OA关节软骨组织中 IL-1β蛋

白和基因的表达越高，说明其对关节软骨的破坏性

越强；OA关节软骨组织中 IL-6和 IGF-Ⅰ蛋白和基

因的表达越高，说明其促进关节软骨修复的能力越

强。

丹参是一种经典的中草药，现代医学认为丹参

具有清除氧自由基、抗菌、抗血小板聚集和促进组织

修复与再生的作用。近年来，虽然丹参对骨性关节

炎的防治作用引起了广大学者的研究兴趣，取得了

一些研究成果，但其机制仍然很不清楚，尚未见到丹

参对OA关节软骨组织内 IL-1β、IL-6和 IGF-Ⅰ蛋白

表达影响的相关研究报道。

在本研究中，我们将丹参注射液直接注射到实

验组OA动物模型关节腔内，在造模后第10周时，研

究发现实验组兔子的关节软骨Mankin评分明显低

于对照组（P＜0.05），这说明实验组关节软骨破坏程

度比对照组轻。电子显微镜观察结果也说明实验组

兔子的关节软骨的超微结构改变明显轻于对照组。

可见将丹参注射液直接注射到实验组OA动物模型

关节腔内，可以缓解关节软骨退变进程，对关节软骨

起到保护作用，这与其他研究结果相一致[5,7]。同时，

本研究发现在造模后第 10 周时，实验组和对照组

OA动物模型关节软骨组织中 IL-1β、IL-6和 IGF-Ⅰ
蛋白均为阳性表达，且实验组关节软骨组织中 IL-1β

蛋白阳性表达强度明显低于对照组（P＜0.05），实验

组关节软骨组织中 IL-6和 IGF-Ⅰ蛋白阳性表达强

度明显高于对照组（P＜0.05）。实验组关节软骨 IL-

1β蛋白阳性表达强度明显低于对照组，说明丹参可

以抑制关节软骨 IL-1β蛋白阳性表达强度，从而降低

IL-1β对关节软骨的破坏作用，起到保护关节软骨的

作用。实验组关节软骨 IL-6和 IGF-Ⅰ蛋白阳性表

达强度明显高于对照组，说明丹参可以增强关节软

骨 IL-6和 IGF-Ⅰ蛋白阳性表达强度，从而增强 IL-6

图4 IL-1β，IL-6和 IGF-Ⅰ蛋白表达

注：A对照组 IL-1β；B实验组 IL-1β；C对照组 IL-6；D实验组 IL-6；E
对照组 IGF-Ⅰ；F实验组 IGF-Ⅰ

A B C D E F

表2 IL-1β，IL-6和IGF-Ⅰ蛋白阳性表达强度等级分布（例）

蛋白

IL-1β
IL-6

IGF-Ⅰ

对照组
+
2
7

10

++
3
5
2

+++
7
0
0

实验组
+
11
1
3

++
1
3
3

+++
0
8
6
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和 IGF-Ⅰ对关节软骨的修复作用，起到保护关节软

骨的作用。

本研究结果表明，将丹参注射液直接注射到

OA兔子动物模型关节腔内，药物可直接作用于关

节软骨组织，能缓解关节软骨退变的进程，起到保护

关节软骨的作用，其可能的机制与丹参影响关节软

骨组织中 IL-1β，IL-6 和 IGF-Ⅰ蛋白的异常表达有

关，但其详尽的作用机制尚待研究。
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