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� �  摘要!� 目的: 探讨补肾活血中药是否可以抑制兔滑膜细胞分泌 TNF��、IL�1�等炎性因子。方法: 制作补肾活

血方含药血清, 体外分离并培养兔滑膜细胞, 并鉴定、传代。实验分含空白血清对照组、含 10%西乐葆血清组、含 5%、

10%、20%中药血清组等 5组。以西乐葆含药血清作为对照, 将不同浓度的中西药血清加入培养传代的第 3代滑膜细

胞, 继续培养。观察药物对滑膜细胞分泌 TNF��、IL�1�水平的影响。结果: 补肾活血方含药血清具有和西乐葆含药血

清类似的抑制滑膜细胞分泌 TNF��、IL�1�的作用, 其抑制 TNF��分泌的作用随药物浓度的增加作用增强。结论:补

肾活血中药可抑制滑膜细胞分泌 TNF��、IL�1�等炎性因子。
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ABSTRACT Objective: To investig ate the effect o f serum conta in ing Bushen Huoxue drug s on lev el o f TNF�� and IL�1� in

cu ltured rabb it synov iocy te.M ethods: Serum conta in ing Bushen Huoxue drugs w as m ade and rabb it synov iocy tew as separated

and cultured and passaged in v itro. F ive groups w ere d iv ided as blank contro l group, se rum conta in ing 10% Ce lebrex, 5% ,

10% and 20% o f serum con tainingBushen Huoxue drug s, respectiv ely. Serum con tain ing Ce lebrex was the con tro l g roup, serum

conta in ing drugs of d ifferent concentration w ere added into the synoviocytes w ithin third generation, and then the synov iocytes

w ere cu ltu red continued. Observ ing the e ffect o f diffe rent concentration of drugs on the leve l o f TNF�� and IL�1� of the syno�
v iocy tes. Resu lts: The serum conta in ingBushen H uoxue drug s had obv ious e ffect of depress ion on echy losis o f TNF�� and IL�
1� from synov iocy te cu ltured in v itro s im ilar to serum con tain ing Ce lebrex. The higher concentra tion w as, the mo re effect of de�
pression on echy losis o f TNF��w as, w hile no such effect on IL�1� w as. Conclusion:B ushenHuoxue drug s have the effect o f in�
h ibiting synov iocyte ce ll to secret o f inflamm atory cytokines.
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� � 膝骨性关节炎不仅是软骨的疾病,也是一种累及骨、滑膜

及关节周围支持结构的疾病。根据膝骨性关节炎肾虚血瘀的

病理机制, 我们创立补肾活血的治疗原则,自拟补肾活血方,

制作补肾活血方含药血清, 以西乐葆为对照, 观察其对体外培

养滑膜细胞分泌 TNF��、IL�1�的作用。
1� 资料与方法

1� 1� 补肾活血方及西乐葆含药血清制作 � 补肾活血方主要
药物组成: 熟附子 10 g、熟地 20 g、巴戟天 15 g、仙茅 10 g、丹

参 20 g等,加水常规煎煮为 300 m l(两煎相混 )。西药西乐葆

为西尔大药厂波多黎各分厂生产, 普强苏州制药有限公司进

口分包装。生产批号: 427T; 分包装批号: 0403020; 规格: 0�2

g; 剂型:胶囊。采用雌雄各半的新西兰兔,随机分成 3组。A

组为中药组; B组为西药组; C组为空白组。所有动物均采用

灌胃给药, 连续给药 1周,于末次给药后 1 h采血。将血液置

入无菌不加抗凝剂的试管中,使之自然凝结。将所有试管置

试管架中, 先在 37 ∀ 水浴 1 h, 然后 3000 r/m in, 离心 15 m in,

分离血清,置入无菌试管中, - 20 ∀ 冰箱冻存备用。临用时,

56 ∀ 恒温 30 m in灭活, 用无血清培养基稀释,过滤除菌。

1�2� 原代滑膜细胞的分离培养与传代 � 选 4周龄健康新西

兰乳兔, 切取造模兔膝关节滑膜 (约 1 cm3 ) ,注意避免夹带脂

肪,然后用加有青链霉素的 D�H anks液 (无钙、镁 )浸泡 10 ~

20 m in,反复漂洗后剪成约 1 mm3的小组织块, 放入 25 cm2培

养瓶内, 同时加入 2 m l 10%胎牛血清�DMEM 培养液和 2 m l

胶原酶 (终浓度 0� 4% ), 在 37 ∀ 、5% CO2培养箱中消化 2 h。

将未黏附细胞 (贴壁细胞为滑膜组织的巨噬细胞 )移入离心

管,离心 ( 1 000 r /m in, 10 m in),弃上清液,再加入 0� 25%胰蛋
白酶 4 m ,l在 37 ∀ 、5% CO

2
培养箱内消化 30 m in。经 200目

尼龙网过滤, 离心 ( 1 000 r /m in, 10 m in), 计数,在 37 ∀ 、5%
CO2培养箱培养 24 h, 弃去未黏附细胞 (如淋巴细胞、红细

胞 ), 此时的贴壁细胞为原代滑膜细胞。用台盼蓝排斥试验

检测其活力大于 95% , 光镜下计数, 并把细胞悬液稀释成 1 #
105 /m l密度,接种于 25 cm2培养瓶中。置于 37 ∀ 、5% CO2细胞
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培养箱中培养, 当倒置相差显微镜观察细胞汇合成片, 铺满培

养瓶壁面积超过 80%后传代培养。G iem sa染色鉴定其表型。

1� 3� 实验分组 � 共分为 5组: ∃ 含空白血清对照组: 含 10%

胎牛血清的 DMEM; % 含 10% 西乐葆血清组: 西乐葆含药血

清, 以 DMEM培养液调节浓度至 10% ; & 含 5%中药血清组:

补肾活血方含药血清 ,以 DMEM 培养液调节浓度至 5% ; ∋含
10%中药血清组: 补肾活血方含药血清, 以 DM EM培养液调

节浓度至 10% ; ( 含 20%中药血清组:补肾活血方含药血清,

以 DM EM培养液调节浓度至 20%。

1� 4� 观察项目与方法 � 将培养至第 3代的滑膜细胞用含

10%胎牛血清的 DMEM 培养液稀释成 2 # 105 /m ,l全部接种

于 24孔培养板中,每孔培养体积为 1 m ,l共分为 5组, 每组设

4个复孔。培养 24 h细胞贴壁后, 每孔加入脂多糖 ( LPS )

( 10 g /m l),并按照组别更换相应的培养液, 培养 24 h后收

集各孔上清液, 重复离心后,收集上清, - 20 ∀ 冻存待测。观

察含胎牛血清与西乐葆血清、补肾活血中药血清等分别作用

于滑膜细胞后的 TNF��、IL�1�水平。 TNF��、IL�1�的测量均

采用放免法。

1� 5� 统计学分析� 计量数据均以均数 )标准差 (  x ) s )表示,采

用 SPSS13. 0软件进行方差分析和 t检验,比较均数的显著性。

2� 结果

补肾活血方含药血清对滑膜细胞分泌 TNF��及 IL�1�水
平的影响见表 1。由于 LPS可诱导兔滑膜细胞分泌大量的

TNF��, 故空白组中 TNF��含量明显高于其他组别,与西乐葆

组及中药组相比有显著性意义 (P < 0�01) ; 20% 补肾活血方

含药血清组与 10%补肾活血方含药血清组相比差异有显著

性 (P < 0� 05); 提示补肾活血方含药血清与西乐葆含药血清

均对体外培养滑膜细胞分泌 TNF��具有明显的抑制作用, 而

且中药组随药物浓度的增高, 对体外培养滑膜细胞分泌 TNF�

�的作用也增强, 差异显著。

由于 LPS同样可诱导兔滑膜细胞分泌大量的 IL�1�, 故

空白组中 IL�1�含量明显高于其他组别, 与西乐葆组及中药

组相比差异均有显著性 (P < 0� 05); 提示补肾活血方含药血

清与西乐葆含药血清均对体外培养滑膜细胞分泌 IL�1�具有

表 1� 补肾活血方含药血清对滑膜细胞分泌 TNF��及 IL�1�

水平的影响 ( x ) s, ng /m l)

Tab. 1� Effect of serum con tain ingBushen Huoxue drugs

on the leve l of TNF�� and IL�1� of the
synoviocytes(  x ) s, ng /m l)

组别 鼠数 TNF�� IL�1�

含空白血清对照组 4 12�32 ) 0�23 12�50 ) 6�61

含 10%西乐葆血清组 4 1�12 ) 0�54∗ 1�37 ) 0�79*

含 5%中药血清组 4 3�77 ) 1�92∗ + 2�01 ) 0�70* +

含 10%中药血清组 4 1�09 ) 0�35∗ + 1�17 ) 0�99* +

含 20%中药血清组 4 0�59 ) 0�14∗ + , 1�04 ) 0�52* +

注:与含空白血清对照组相比, * P < 0�05, ∗ P < 0�01;同西乐葆组比

较, + P > 0�05;与 10%中药组比较, ,P < 0�05

Note: as compared w ith b lank con trol group, * P < 0�05, ∗ P < 0�01; as

comparedw ith celeb rex group, + P > 0�05; as comparedw ith 10% B ushen

Hu oxue group, , P < 0�05

明显的抑制作用, 但中药组随药物浓度的增高,对体外培养滑

膜细胞分泌 IL�1�的抑制作用未见显著增强, 没有明显的量

效关系。

3� 讨论
3�1� 补肾活血方抑制 TNF��、IL�1�释放而控制滑膜炎症 �

在 OA的软骨细胞、滑膜组织及关节滑液中均可检出较高水

平的 TNF��及 IL�1�。但在体外培养的正常软骨细胞和正常

的滑膜组织细胞只能产生微量的 IL�1�及 TNF��, 故本研究
采用适当剂量和作用时间的 LPS诱导滑膜细胞生成较多量

的 TNF��及 IL�1�,以方便研究之用 [ 1]。我们通过以上的研

究发现, 补肾活血方含药血清对体外培养滑膜细胞分泌

TNF��具有明显的抑制作用, 而且中药组随药物浓度的增高,

对体外培养滑膜细胞分泌 TNF��的抑制作用也增强, 差异显

著;对体外培养滑膜细胞分泌 IL�1�也具有明显的抑制作用,

但中药组随药物浓度的增高, 对体外培养滑膜细胞分泌 IL�1�

的抑制作用未见显著增强, 没有明显的量效关系。通过对炎

症因子 TNF��及 IL�1�的抑制,补肾活血中药可以阻断此类

炎症因子介导的滑膜的炎症反应, 减少 PGE2等致痛因子的

释放;并可以抑制其激活对软骨细胞凋亡作用而促进软骨细

胞增殖,抑制其诱导产生金属蛋白酶而中止其对软骨细胞分

解破坏。

3�2� 补肾活血方抑制滑膜细胞 TNF��及 IL�1�分泌的可能
机制 � 抗炎因子 TGF��是与炎性因子 IL�1相互平衡的两类

因子。TGF��通过抑制 IL�1的生物活性而延缓关节软骨细
胞的溶解, 在体外实验中已经得到证实。实验表明, 在体内、

体外, TGF��1抑制了 IL�1所诱导的关节软骨破坏作用, 从而

抑制了 IL�1对于基质代谢的影响 [ 2]。体外实验证实, IL�1促

MMPs的合成, 抑制金属蛋白酶组织抑制因子 ( T IMP�1 )产生,

同时通过增加胞浆素原激活物 ( plasmon itogen activator)的分

泌,抑制胞浆素原激活物抑制物的合成,促进 MM Ps的活化。

而 TGF��则可以降低 MMPs的含量, 增加 T IM P�1的表达。

IL�1能够抑制关节软骨 PC的合成, 而 TGF��可拮抗 IL�1抑
制关节软骨 PC合成的作用。TNF��通过结合细胞表面 TNF

受体发挥调节活性的作用,重组可溶性肿瘤坏死因子受体 −
融合蛋白 Etanercept竞争性结合 TNF��, 阻断 TNF��和细胞
表面 TNF受体结合, 降低 TNF��调节活性 [ 3]。

复方中药的组成和作用较复杂,明确其最终作用成分及

作用机制十分困难。补肾活血中药是否在对抗 IL�1�方面机

制类似于抗炎因子 TGF��, 在抑制 TNF��方面机制类似于
TNF��阻断剂 E tanercept, 仍需设计相关实验研究以进一步证

实。
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