
１５

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２０年１１月５日 第２９卷第２１期
Ｖｏｌ．２９牞Ｎｏ．２１牞Ｎｏｖｅｍｂｅｒ５牞２０２０

第一作者：吴婷婷，女，硕士研究生，研究方向为药理学，（电子信箱）ｔｅｓｔｉｍ２２５＠１６３．ｃｏｍ。
△通信作者：朱美红，女，硕士研究生，研究方向为生物制药，（电子信箱）ｈｊｒｄ＠ｈｓｎｕｔｒａ．ｃｏｍ。

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００６－４９３１．２０２０．２１．００５

ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ改善单碘乙酸致大鼠膝骨性关节炎实验研究
吴婷婷 １，朱美红 ２△，王国平 ２，王伙根 ２，张森林 ２

（１．浙江工业大学药学院，浙江 杭州 ３１００１４； ２．嘉兴恒杰生物制药股份有限公司，浙江 嘉兴 ３１４００５）
摘要：目的 探讨 ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ对单碘乙酸所致大鼠膝骨性关节炎牗ＫＯＡ牘的改善作用。方法 将 ７２只 ＳＤ大鼠随机分为假手术组，模
型组，氨基葡萄糖硫酸软骨素钠组，ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ高剂量组、低剂量组，阿司匹林组。构建单碘乙酸诱导大鼠 ＫＯＡ模型后，给药５周。分
析大鼠实时步态、血清炎性因子的含量，采用 ＨＥ染色观察大鼠关节软骨病理变化。结果 步态分析证明，ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ对构建大鼠行
走有很好的改善作用；病理结果显示，ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ组和氨基葡萄糖硫酸软骨素钠组均可不同程度地缓解大鼠 ＫＯＡ模型的病理改变；
高剂量 ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ能显著降低大鼠血清中肿瘤坏死因子 －α牗ＴＮＦ－α牘、白细胞介素６牗ＩＬ－６牘、转化生长因子 β牗ＴＧＦ－β牘、基质金属
蛋白酶 １３牗ＭＭＰ－１３牘、前列腺素 Ｅ２牗ＰＧＥ２牘、Ⅱ型胶原交联羧基肽牗ＣＴＸ－Ⅱ牘的水平，升高白细胞介素１０牗ＩＬ－１０牘的水平。结论 Ｎａｔｉｖｅ
ＣＴ－Ⅱ对单碘乙酸所致大鼠 ＫＯＡ模型具有一定治疗作用，其作用机制可能与降低血清中 ＴＮＦ－α，ＩＬ－６，ＴＧＦ－β，ＭＭＰ－１３，ＰＧＥ２，
ＣＴＸ－Ⅱ的水平，升高 ＩＬ－１０水平有关。
关键词：ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ；单碘乙酸；膝骨性关节炎；炎性因子；步态分析；大鼠
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膝骨性关节炎（ＫＯＡ）也称退行性骨关节病、骨质增
生，是一种以膝关节软骨退行性改变为核心，主要表现

为膝关节疼痛肿胀、活动受限、膝关节周围骨赘形成为

特点的疾病犤１犦。ＫＯＡ发病机制尚不明确，临床症状不尽
相同，是常见的慢性关节疾病，是造成成年人膝关节功

能障碍、活动障碍及残疾的主要诱因。目前，治疗 ＫＯＡ
的方案较多，主要有基于功能锻炼为主的非药物保守治

疗、基于非甾体抗炎的解热镇痛药物治疗、基于关节腔

内注射透明质酸钠或糖皮质激素为主的治疗，以及手术

治疗等。以上治疗手段主要用于控制症状，减轻关节疼

痛，改善部分关节功能，提高患者的生活质量，但无法改

变病情进程及关节软骨病理状态犤２犦。自 ２０世纪 ７０年
代，欧美、日本等国家兴起“氨糖”疗法，氨糖作为治疗骨

关节炎的首选特异性药物，被广泛应用于骨关节疾病的

治疗与预防，并取得显著的成效。氨糖产品包括单纯的

氨糖盐酸盐或硫酸盐和加入了二甲基亚砜、硫酸软骨

素、胶原蛋白等成分犤３犦。ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ是一种从动物软
骨组织中提取的、完整保留胶原三螺旋结构的非变性Ⅱ
型胶原蛋白，相对分子质量在３０００００。与目前市场上的
胶原蛋白产品相比，其最大的区别在于目前的胶原蛋白

产品实质上都是大分子胶原蛋白经酶解后，三、四级结

构已完全被破坏的胶原蛋白肽，平均相对分子质量在

１００００以下犤４犦。本研究中通过构建单碘乙酸诱导的大鼠

ＫＯＡ模型，考察 ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ对 ＫＯＡ的潜在治疗价
值，并对比市售氨糖硫酸软骨素钠治疗效果的差异。现

报道如下。

·实验研究·
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１ 动物、试药与仪器

１．１ 动物
７２只 ＳＰＦ级健康成年雄性 ＳＤ大鼠，体质量为

（１５０±２０）ｇ，由浙江省医科院实验动物中心提供，动物
合格证号为 ＳＣＸＫ（浙２０１４－０００１）。所有大鼠均于 ＳＰＦ
级环境内饲养，１２ｈ明／１２ｈ暗，自由进食和饮水，适应
环境１周后构建ＫＯＡ模型。
１．２ 试药

ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ（白色粉末），氨基葡萄糖硫酸软骨素
钠犤氨基葡萄糖盐酸盐 －硫酸软骨素钠（３∶１）白色粉
末犦，均购自嘉兴恒杰生物制药股份有限公司；阿司匹林
（拜耳医药保健有限公司，批号为２０１８０３１５）；单碘乙酸
（上海阿拉丁生化科技公司，纯度为９８％）；戊巴比妥钠
（国药集团化学试剂北京有限公司）；酶联免疫白细胞介素１０
牗ＩＬ－１０牘、肿瘤坏死因子－α牗ＴＮＦ－α牘、白细胞介素 ６
牗ＩＬ－６牘、转化生长因子 β牗ＴＧＦ－β牘、基质金属蛋白酶１３
牗ＭＭＰ－１３牘、前列腺素Ｅ２牗ＰＧＥ２牘、Ⅱ型胶原交联羧基肽
牗ＣＴＸ－Ⅱ牘试剂盒，均购自上海酶联生物科技有限公司。
１．３ 仪器

全波长酶标仪（美国 Ｂｉｏｔｅｋ公司）；ＢＳ１２４Ｓ型电子
天平（北京赛多利斯仪器系统有限公司，精度为０．００１ｇ）
ＢＷ－ＧＡＬ１４０４型步态实时检测分析处理系统（上海软
隆科技发展有限公司）；３－１８ｋ型低温高速冷冻离心机
（美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＥｃｌｉｐｓｅＥ１００型正置光学
显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司）。
２ 方法与结果

２．１ 方法
２．１．１ 动物分组与模型建立

将７２只 ＳＤ雄性大鼠，随机分为６组，每组１２只，
分别为假手术组（Ａ组）、模型组（Ｂ组）、氨基葡萄糖硫
酸软骨素钠组（Ｃ组，ＧＳ１００ｍｇ／ｋｇ）、ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ高剂
量组（Ｄ１组，ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ ８ｍｇ／ｋｇ）、ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ
低剂量组（Ｄ２组，ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ ４ｍｇ／ｋｇ）、阿司匹林组
（Ｅ组，Ａｓｐｉｒｉｎ７５ｍｇ／ｋｇ）。分笼饲养。

配制 ４０ｍｇ／ｍＬ单碘乙酸生理盐水溶液（ＭＩＡ溶
液）适量，弯曲大鼠左膝关节，使关节间隙充分显露后，

除 Ａ组外各组大鼠关节内注射５０μＬＭＩＡ溶液诱导膝
骨关节炎犤５犦；Ａ组大鼠左膝关节注射 ５０μＬ生理盐水。
次日，分别给予动物灌胃不同药物，Ａ，Ｂ组灌服等体积
生理盐水，每天１次，共５周。
２．１．２ 观察指标

大鼠步态分析：给药第５周后，采集无停顿通过走
道时的步态数据，包括大鼠瞬时速度、左后足支撑力、左

后步幅。步态实时检测分析系统会对采集的数据进行自

动分析，并得到一系列静态、动态及协调性等参数，以判

断药物对ＫＯＡ的改善程度。

大鼠血清炎性因子含量测定：麻醉大鼠，经腹主动

脉取血，静置 ４５ｍｉｎ以上，于 ４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ条件下
离心 １５ｍｉｎ，分离得血清，分装 －８０℃冻存。采用
ＥＬＩＳＡ试剂盒测量血清ＩＬ－１０，ＴＮＦ－α，ＩＬ－６，ＴＧＦ－β，
ＭＭＰ－１３，ＰＧＥ２，ＣＴＸ－Ⅱ水平。

大鼠膝关节软骨病理形态观察：１０％水合氯醛经腹
腔注射麻醉大鼠，取出左侧膝关节软骨，生理盐水冲洗

血水，置 ４％多聚甲醛固定 ４８ｈ，然后置含 ＥＤＴＡ的脱
钙液中脱钙 ６０ｄ，取出软骨进行 ＨＥ染色，并观察各组
大鼠关节软骨病理形态变化。

２．１．３ 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０统计学软件分析。计量资
料采用 Ｘ±ｓ表示，多样本采用单因素方差（Ｏｎｅ－ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）分析，组间比较采用Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校正的 ｔ检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２．２ 结果
２．２．１ 对大鼠步态的影响

给药第５周后，通过步态实时检测分析，获得大鼠
行进的足迹信息；通过测量分析各组大鼠无停顿通过走

道时的步态数据，判断ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ的药效。结果表明，与
Ａ组相比均下降，且与Ｂ组差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
证明 ＫＯＡ引起动物的行走障碍经药物治疗 ５周后，在
步态各项指标中均表现出明显的修复作用，各组药物对

瞬时速度的改善尤为明显，与 Ｂ组比较，差异均有统计
学意义（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），其中，Ｄ１组药效明显优于
Ｃ组；在左后步幅指标中，Ｄ２组与 Ｃ组药效相当，对大
鼠左后步幅均有明显改善，与 Ｂ组比较有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；对大鼠左后足支撑力指标的分析表明，只
有Ｄ１组有明显改善作用，与Ｂ组比较，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。详见图１。
２．２．２ 对大鼠血清中炎性因子的影响

与 Ａ组相比，Ｂ组大鼠血清 ＩＬ－６，ＰＧＥ２，ＴＮＦ－α，
ＴＧＦ－β，ＭＭＰ－１３，ＣＴＸ－Ⅱ含量显著升高（Ｐ＜０．０５）；
ＩＬ－１０显著降低（Ｐ＜０．０１）。连续给药 ５周后，与 Ｂ组
相比，Ｃ，Ｄ１，Ｄ２，Ｅ组的ＣＴＸ－Ⅱ含量显著降低（Ｐ＜０．０１）；
仅Ｄ１组和Ｅ组ＴＧＦ－β显著降低（Ｐ＜０．０１），与模型组
比较，其余各组呈降低的趋势，却无显著差异（Ｐ＞０．０５）；
ＩＬ－６，ＰＧＥ２，ＴＮＦ－α，ＭＭＰ－１３，ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ均有较好
改善。与 Ｂ组比较，给药 ５周后，Ｄ１，Ｄ２，Ｅ组的 ＩＬ－１０
含量显著提升，（Ｐ＜０．０１）。详见图２。
２．２．３ 对单碘乙酸诱导大鼠ＫＯＡ软骨病理学的影响

各组大鼠关节组织染色切片，显微镜光镜１００倍视
野下用国际骨关节炎研究学会（ＯＡＲＳＩ）软骨组织病理
学评分系统，由２名独立观察者对软骨组织病理学进行
分级评分犤６犦。Ａ组大鼠的关节软骨具有完整光滑表面，
且未观察到软骨损伤、滑膜侵袭或骨破坏，未观察到炎
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组别

Ａ组

Ｂ组
Ｅ组

术后５周

０
３．６±０．５５＃＃＃

１．６±０．２４

组别

Ｃ组

Ｄ１组
Ｄ２组

术后５周

２．６±０．３７

１．８±０．８４

２．６±０．５４

速度 ／ｍｍ·ｓ－１

组别

左后步幅 ／ｍｍ

组别

５００

４００

３００

２００

１００

０

８０

６０

４０

２０

０

左后足支撑力 ／Ｎ
１５０

１００

５０

０




 






组别

Ａ组 Ｂ组 Ｄ１
组Ｃ组Ｄ２

组 Ｅ组 Ａ组 Ｂ组 Ｃ组Ｄ２
组 Ｅ组Ｄ１
组 Ａ组 Ｂ组 Ｃ组Ｄ２

组
Ｄ１
组 Ｅ组

ＴＧＦ－β含量／ｐｇ·ｍＬ－１

８００

６００

４００

２００

０ 组别 组别

ＩＬ－１０含量／ｐｇ·ｍＬ－１
２００

１５０

１００

５０

０ 组别

ＩＬ－６含量／ｐｇ·ｍＬ－１
５００

４００

３００

２００

１００

０ 组别

４００

３００

２００

１００

０

 





 

  


Ａ组 Ｂ组 Ｄ１
组
Ｄ２
组 Ｅ组Ｃ组 Ａ组 Ｂ组 Ｅ组Ｃ组 Ａ组 Ｂ组 Ｄ１

组Ｃ组 Ｄ２
组 Ｅ组Ｄ２

组
Ｄ１
组

组别

ＰＥＧ２含量／ｐｇ·ｍＬ－１

组别 组别

ＴＮＦ－α含量／ｐｇ·ｍＬ－１
１５００

１０００

５００

０

２０００

１５００

１０００

５００

０

２０００

１５００

１０００

５００

０


 









Ａ组 Ｂ组Ｃ组Ｄ１
组
Ｄ２
组 Ｅ组 Ａ组 Ｂ组Ｃ组Ｄ１

组
Ｄ２
组 Ｅ组Ａ组 Ｂ组Ｃ组Ｄ１

组
Ｄ２
组 Ｅ组

Ａ组 Ｂ组 Ｄ１
组
Ｄ２
组 Ｅ组Ｃ组

注：与 Ｂ组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１；与Ａ组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１。图２和表１同。
图１ 各组大鼠步态分析

图２ 各组大鼠血清中各炎性因子含量变化
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ＭＭＰ－１３含量／ｎｇ·ｍＬ－１

ＣＴＸ－Ⅱ含量 ／ｎｍｏｌ·Ｌ－１

Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ１组 Ｄ２组 Ｅ组

图３ 各给药组对单碘乙酸所致 ＫＯＡ大鼠膝关节 ＨＥ染色结果的影响

表１ 对单碘乙酸所致 ＫＯＡ大鼠膝关节 ＯＡＲＳＩ病理学评价
（Ｘ±ｓ，分，ｎ＝５）

注：与 Ａ组比较，＃＃＃Ｐ＜０．００１。

性细胞浸润。Ｂ组大鼠的膝关节病理组织学图片可见滑
膜组织增生，炎性细胞聚集于滑膜组织周围，并向关节

腔侵袭，导致关节软骨破坏和骨侵蚀，与 Ａ组比较，病
理学评分有显著差异（Ｐ＜０．０１）；与模型组相比，Ｅ组
可显著缓解 ＫＯＡ大鼠滑膜组织的增生，明显减少炎性
细胞在滑膜组织周围的聚集，未观察到明显的软骨损伤

和骨侵蚀（Ｐ＜０．０１）；Ｃ，Ｄ１，Ｄ２组可不同程度地缓解
ＫＯＡ大鼠的症状，减少骨侵蚀，抑制滑膜增生，但仍可
观察到软骨损伤（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。病理组织学分析
结果表明，ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ对于 ＫＯＡ大鼠的膝骨关节具
有保护作用，但不及阿司匹林。详见图３和表１。
３ 讨论

ＫＯＡ的治疗原则一般为缓解疼痛，延缓病情进展，

尽量避免膝关节畸形，改善肢体功能，提升生存质量犤７犦。

骨关节炎发生时，炎性反应贯穿始终。期间，以 ＩＬ－１，
ＴＧＦ－β，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α为主的促炎性因子增多，引起
软骨基质降解和软骨细胞损伤；而抗炎细胞因子ＩＬ－４，
ＩＬ－１０，ＩＬ－１３等分泌减少，抗炎细胞因子可增强软骨
组织的修复能力，促进细胞外基质的合成，抑制促炎细
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胞因子的产生，降低软骨组织的损伤犤８－１０犦。同时，ＫＯＡ
的主要病理特征是大的关节软骨损伤，其特征是软骨稳

态、滑膜激活和软骨下骨重建的进行性丧失。ＭＭＰ－１３
是靶向软骨降解的主要酶，与其他ＭＭＰ相比，ＭＭＰ－１３
的表达更局限于结缔组织，不仅可降解软骨中的Ⅱ型胶
原蛋白，还可降解软骨中的蛋白多糖，Ⅳ型和Ⅸ型胶原
蛋白，骨黏连蛋白和基底膜蛋白聚糖，故 ＭＭＰ－１３在
ＫＯＡ的软骨降解中扮演着重要角色犤１１犦。

非变性Ⅱ型胶原蛋白的作用机制是口服后在胃蛋
白酶和胃酸作用下，其三螺旋结构分解螺旋为可溶性大

分子结构，经肠道内的抗原肽细胞 ＡＰＣ在细胞内将外
源性抗原非变性Ⅱ型胶原蛋白加工、处理，并形成
ＭＨＣ－抗原肽复合体，然后递呈在ＡＰＣ的表面，激活调
节性Ｔ淋巴细胞产生抗炎性因子ＩＬ－４和ＩＬ－１０，下调
Ｔ淋巴细胞攻击关节内胶原活性，从而减轻疼痛和改善
炎症犤１２－１３犦。２０世纪 ９０年代，已有Ⅱ型胶原蛋白改善关
节炎的研究犤１４犦，近年来国内也开展了Ⅱ型胶原蛋白的
相关研究犤１５犦。ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ是一种从动物软骨组织中，
采用低温提取技术，得到的完整保留大分子胶原蛋白

三螺旋结构的非变性Ⅱ型胶原蛋白，相对分子质量为
３０００００。与目前市场上的胶原蛋白产品相比，其最大的
区别在于现的胶原蛋白产品实质上都是大分子胶原蛋

白经酶解后，三、四级结构已完全被破坏的胶原蛋白肽，

平均相对分子质量在１００００以下。
ＫＯＡ症状与风湿性关节炎不同，临床多采用阿司

匹林治疗，故以阿司匹林为第１组阳性药，目的是以此
检测方法的正确性；氨基糖硫酸软骨素钠是目前市售的

生物多糖的非处方药，而 ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ是生物多糖，故
设置氨基糖硫酸软骨素钠为第２组阳性药，目的在于比
较两类多糖药效的不同。ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ干预５周后，３Ｄ
步态分析结果表明，Ｂ组大鼠往往因疼痛形成特有的疼
痛步态，如步态瞬时速度缓慢，患足支撑时相时间缩短

及患足步幅变窄等，其原因是 ＫＯＡ大鼠通过放慢行动
速度来减少单支撑相时间，增加双支撑相时间。Ｎａｔｉｖｅ
ＣＴ－Ⅱ给药组可增加大鼠的行进速度，进而说明Ｎａｔｉｖｅ
ＣＴ－Ⅱ可缓解 ＫＯＡ引起的疼痛。血清学指标检测显
示，Ｂ组大鼠血清中促炎因子 ＴＮＦ－α，ＩＬ－６，ＴＧＦ－β，
ＰＧＥ２的含量显著升高，特定切割破坏Ⅱ型胶原蛋白网
状纤维结构的 ＭＭＰ－１３含量，以及Ⅱ型胶原蛋白代谢
产物 ＣＴＸ－Ⅱ的含量均显著升高，证明 ＫＯＡ模型制作
成功。经 ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ干预 ５周后，Ｄ１组大鼠血清
ＴＮＦ－α，ＩＬ－６，ＴＧＦ－β，ＰＧＥ２含量均显著降低，ＩＬ－１０
含量显著升高，ＭＭＰ－１３和ＣＴＸ－Ⅱ浓度下降，表明大鼠
软骨降解的症状得到了改善。同时，病理学结果表明，给

药组较模型组大鼠骨关节病理组织损伤有恢复的趋势。

综上所述，ＮａｔｉｖｅＣＴ－Ⅱ对单碘乙酸所致大鼠
ＫＯＡ具有良好的改善作用，其作用机制可能与降低血
清 中 ＴＮＦ－α，ＩＬ－６，ＴＧＦ－β，ＭＭＰ－１３，ＰＧＥ－２，
ＣＴＸ－Ⅱ的水平，升高ＩＬ－１０水平有关。
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