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·基础研究·

蛇葡萄根提取物对大鼠慢性骨髓炎愈合的影响△
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摘要：［目的］探讨蛇葡萄根提取物对慢性骨髓炎反应的影响。［方法］将大鼠分为 5 组，分别为正常组、模型组、低剂

量、中剂量和高剂量。每组 6 只。模型组、低剂量、中剂量和高剂量大鼠接受骨髓炎造模手术。正常组和模型组大鼠每天灌服

1 次蒸馏水（10 ml）；低剂量、中剂量、高剂量组大鼠每天灌服 1 次含蛇葡萄根提取物 250 μg/ml、500 μg/ml、1 000 μg/ml。给

药 8 周后处死大鼠，检测 NF-κB 信号通路关键基因和炎症因子表达水平，X 线片评价大鼠骨髓炎疾病严重程度。［结果］RT-
qPCR 检测，与正常组比较，模型组 IL-6、IL-1β、TNF-αmRNA 水显著增高（P<0.05）；与模型组比较，给药的三组上述指标均

显著降低（P<0.05）。与正常组比较，模型组 NF-κB、IKK、PU1、FOL 水平显著增高（P<0.05），IκB 水平显著降低（P<0.05）；

与模型组相比，低剂量、中剂量和高剂量 NF-κB [(1.8±0.0) vs (1.7±0.1) vs (1.4±0.1) vs (1.3±0.1), P<0.001]，IKK [(2.3±0.1) vs (2.0±0.1)
vs (1.6±0.1) vs (1.3±0.0), P<0.001]、PU1 [(2.6±0.1) vs (1.9±0.1) vs (1.7±0.1) vs (1.4±0.1), P<0.001]、FOLR [(2.1±0.1) vs (1.8±0.1) vs (1.5±
0.1) vs (1.4±0.1), P<0.001] 水平指标均显著降低，而 IκB 水平 [(0.4±0.0) vs (0.5±0.1) vs (0.6±0.1) vs (0.8±0.0), P<0.001] 显著升高，并呈

剂量依赖性。Western blot 检测，与正常组比较，模型组 IL-6、IL-1β、TNF-α 水平显著增高（P<0.05），与模型组比较，三个给

药组上述指标均显著降低（P<0.05）。［结论］蛇葡萄根提取物可以抑制 NF-κB 信号通路关键基因和炎症因子表达，降低炎性细

胞浸润，对大鼠骨髓炎具有一定治疗作用。
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Effect ofradix smpelopsis sinicae extract on healing process of chronic osteomyelitis in rats // YANG Wen- bo1, GAO Shan2,
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Abstract: [Objective] To investigate the effect of radix smpelopsis sinicae extract on the healing process of chronic osteomyelitis in rat.
[Methods] The rats were divided into 5 groups, including normal group, model group, low dose, medium dose and high dose, with 6 animals
in each group. Of them, the rats in model group, low dose, medium dose and high dose rats underwent osteomyelitis model making operation.
Normal group and model group were given distilled water (10 ml) once a day, whereas low dose, medium dose and high dose groups were giv⁃
en 250 μg/ml, 500 μg/ml and 1 000 μg/ml of radix smpelopsis sinicae extract respectively once a day. After 8 weeks of administration, the
rats were killed, and the expression levels of key genes and inflammatory factors in NF-κB signaling pathway were detected, while the severi⁃
ty of osteomyelitis was evaluated by X-ray and histology. [Results] As for RT-qPCR assay, the model group had significant increases in
mRNA levels of IL-6, IL-1β and TNF-α compared with the normal group (P<0.05); however, the three drug-given groups got significantly
decreases regarding abovesaid items compared with the model group (P<0.05). In addition, the model group had significant increases in the
levels of NF-κB, IKK, PU1 and FOL, while significant decline of IκB compared with the normal group (P<0.05). Compared with the model
group, the low dose, middle dose and high dose groups got significant decrease in terms the nf-kappa B [(1.8±0.0) vs (1.7±0.1) vs (1.4±0.1) vs
(1.3±0.1), P<0.001]. IKK [(2.3±0.1) vs (2.0±0.1) vs (1.6±0.1) vs (1.3±0.0), P<0.001], PU1 [(2.6±0.1) vs (1.9±0.1) vs (1.7±0.1) vs (1.4±0.1), P<
0.001], FOLR [(2.1±0.1) vs (1.8±0.1) vs (1.5±0.1) vs (1.4±0.1), P<0.001], whereas significant upgrading in IκB level [(0.4±0.0) vs (0.5±0.1) vs
(0.6±0.1) vs (0.8±0.0), P<0.001] in dosage-dependent manner. Regarding western blot analysis, the model group had significant increase in
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IL-6, IL-1β and TNF-α compared with the normal group (P<0.05), while the above indexes were significantly decreased in the three drug
administration groups compared with the model group (P<0.05). [Conclusion] The radix smpelopsis sinicaeextract might inhibit the expres⁃
sion of key genes of NF-κB signaling pathway and inflammatory factors, reduce inflammatory cell infiltration, and has a certain therapeutic
effect on osteomyelitis in rats.

Key words: radix smpelopsis sinicae extract, osteomyelitis, NF-κB signaling pathway, inflammatory factors

骨髓炎是一种影响骨骼系统的炎症性疾病，诊断

延误和治疗不当可能导致败血症和强烈的炎症反应，

造成骨结构破坏、骨纵向生长停滞或骨缺损，甚至可

能导致多器官功能衰竭和死亡［1，2］。骨髓炎临床上表

现为疼痛、水肿和红斑，急性骨髓炎可能表现为发

热。目前，临床常规治疗包括抗生素和手术干

预［3~5］，但是此类治疗方式存在耐药和操作复杂的缺

点。

中药的药效作用确切，临床上已被广泛用于治疗

感染性疾病［6，7］。蛇葡萄根被民间用于治疗外伤科疾

患，是治疗骨髓炎效果显著的中草药［8］。有研究利用

大鼠骨髓炎模型，验证了蛇葡萄根膏对慢性骨髓炎的

疗效，结果表明，蛇葡萄根能明显抑制骨髓内金黄色

葡萄球菌，减轻骨髓炎症，这为蛇葡萄根临床用于治

疗骨髓炎提供了药理依据［9，10］。

近年来，研究发现 NF-κB 信号通路与骨髓炎病

程进展有着紧密的关系［11，12］，抑制 NF-κB 信号通路

可缓解骨髓炎症状［13］，而蛇葡萄根对于 NF-κB 信号

通路的作用研究尚属空白。因此本研究拟探讨蛇葡萄

根与 NF-κB 信号通路在治疗骨髓炎中的互作机制，

借助于此阐明蛇葡萄根治疗骨髓炎的药物作用机制，

为蛇葡萄根临床应用提供数据支持。

1 材料与方法

1.1 实验动物

72 只健康 SPF 级 8 周龄 SD 大鼠，雌雄各半，

购自中国农业科学院兰州兽医研究所［SCXK（甘）

20200002］。本实验经甘肃省中医药伦理委员会审核

通过 （批件号：FJ/02-IRB/C/018-V4.1），所有实验

均在兰大二院动物实验中心实验室完成，严格遵守

3R 原则。

1.2 动物分组与处理

1.2.1 模型建立

根据文献建立骨髓炎大鼠模型［14］：选取 8 周龄

SD 大鼠，雌雄各半，3%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉

（按照 40 mg/kg 剂量），麻醉后暴露大鼠右侧股骨干

骺端，行骨髓腔内穿刺，注射 0.1 ml 5%鱼肝油酸

钠，等待 10 min 后再注入 0.3 ml（浓度为 3×109CFU/
ml）金黄色葡萄球菌液，缝合切口。大鼠术后不予任

何治疗，单独饲养。

1.2.2 药物干预

将大鼠分为 5 组，分别为正常组、模型组、低剂

量、中剂量和高剂量。每组 6 只。正常组大鼠不接受

骨髓炎造模手术，模型组、低剂量组、中剂量组和高

剂量组大鼠接受骨髓炎造模手术。正常组和模型组大

鼠每天灌服 1 次蒸馏水（10 ml）；低剂量、中剂量、

高剂量组大鼠每天灌服 1 次含蛇葡萄根提取物的蒸馏

水 （10 ml），蛇葡萄根提取物浓度分别为 250 μg/
ml、500 μg/ml、1 000 μg/ml，干预 8 周。

1.3 取材与检测方法

在结束药物干预后，采用断颈法处死大鼠，取大

鼠右侧股骨干骺端，用于后续检测。

1.3.1 大体观察与 X 线分析

戊巴比妥钠腹腔注射麻醉大鼠，然后经 X 线扫

描大鼠右侧股骨（50 kV、2.5 ms）。由专业研究员参

照 Smeltzer ［15］ 评分方法，从骨小梁结构、骨膜反

应、骨干、新骨形成、软组织变形 5 个方面对大鼠骨

髓炎炎症情况进行独立、双盲评分，每个参数评分在

0~4 分，总分 20 分，总评分≥10 分为明显感染。

1.3.2 组织学观察

将待测组织放入预先配好的固定液中固定，分别

用梯度乙醇处理脱水，用硝酸溶液处理脱钙。组织脱

钙后用石蜡包埋，将包埋好的组织蜡块固定于切片机

上，切成薄片。切片的组织用苏木素和伊红染色，最

后将染色的组织切片置于高倍镜下观察。由专业研究

员参照 Smeltzer 病理组织分级方法对大鼠骨髓腔内炎

症反应进行组织学评分［15］，总分 16 分，评分≥8 分

为明显感染，Smeltzer 病理组织分级涵盖了急性炎症

反应、慢性炎症反应、骨膜炎症反应以及骨坏死 4 个

主要方面。急性炎症反应的评分标准从 0 级（无任何

表现）至 3 级（中到重度炎症伴有髓腔内脓肿）。慢

性炎症反应的评分则从 0 级（无任何表现）至 4 级

（中到重度慢性炎症伴有明显骨髓纤维化）。骨膜炎症

反应的评分同样从 0 级（无任何表现）至 4 级（中到

重度炎症伴有骨膜下内脓肿）。骨坏死的评分则依据
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坏死点的数量及是否有死骨形成，从 0 级（无任何表

现）至 4 级（2 个以上的死骨）。

1.3.3 RT-qPCR 检测

取 100 mg 大鼠股骨干骺端组织，充分研磨后提

取组织中总 RNA，利用逆转录试剂盒逆转录提取的

RNA，使用 IL-6、IL-1β、TNF-α 引物进行逆转录，

合成 cDNA。使用 IL-6、IL-1β、TNF-α 引物将合成

的 cDNA 进行 RT-qPCR 扩增，共进行 40 个循环，

根据 2-△△ct 法计算 mRNA 的相对表达量，引物信息

如表 1 所示。

表 1. 引物序列

基因名称

IL-6

IL-1β

TNF-α

GAPDH

引物序列（5' to 3'）
TNF-α-F
TNF-α-R
IL-1β-F
IL-1β-R
IL-6-F-F
IL-6-F-R
GAPDH-F
GAPDH-R

CCCTTTACTCTGACCCCTTTATTGT
TGTCCCAGCATCTTGTGTTTCT
aat ctc aca gca gca tct cga caa g
tcc acg ggc aag aca tag gta gc
CCACTTCACAAGTCGGAGGCTTA
TGCAAGTGCATCATCGTTGTTC
TGATGGGTGTGAACCACGAG
AGTGATGGCATGGACTGTGG

扩增长度（bp）

143

98

113

152

Table 1. Primer sequence

1.3.4 Western blot 检测方法

取 100 mg 大鼠股骨干骺端组织，将组织剪碎提

取组织中总蛋白后定量检测。将蛋白变性处理后进行

凝胶电泳，分别用抗目标蛋白 NF-κB （nuclear fac⁃
tor-kappa B, 核因子 κB）、核因子 κB 抑制剂激酶

（inhibitor of nuclear factor-kappa b kinase, IKK）、脾脏

焦 点 形 成 病 毒 整 合 1 因 子 （pulp and ursine- 1,
PU.1）、叶酸受体（folate receptor, FOLR）、κB 抑制剂

（inhibitor of κB, IκB）、IL-6、IL-1β、TNF-α 的一抗

和二抗进行孵育，孵育结束后洗膜并按照操作要求检

测条带灰度值，计算目的蛋白的相对表达量。

1.4 统计学方法

本试验数据有效数字修约按照四舍五入进行，采

用统计软件 SPSS Statistics 21 对数据进行统计分析，

计量资料以 x̄ ±s 表示。用 Leven's test 方法检验正态

性和方差齐性，如果没有统计学意义（P>0.05），用

单因素方差分析 （ANOVA） 进行统计分析，如果

ANOVA 有统计学意义（P≤0.05），用 LSD test（参数

法）进行比较分析。如果方差不齐（P≤0.05），则用

Kruskal-Wallis 检验。如果 Kruskal-Wallis 检验有统计

学意义 （P≤0.05），则用 Dunnett's Test （非参数方

法）进行比较分析。绘图采用 GraphPad 绘图软件完

成。

2 结 果

2.1 大体观察与 X 线分析

各组大鼠 X 线片结果比较：与正常组比，模型

组大鼠骨髓炎情况明显更严重；与模型组大鼠比，蛇

葡萄根提取物干预可以显著降低大鼠骨髓炎疾病严重

程度，且呈现出剂量依赖性（图 1）。
2.2 组织学观察

与正常组相比，模型组大鼠股骨干骺端组织中存

在大量浸润的炎性细胞和软组织脓肿，伴随着骨质明

显的纤维化。与模型组相比，蛇葡萄根提取物干预可

以减少炎性细胞浸润，减少骨质纤维化，帮助骨组织

修复，且蛇葡萄根提取物浓度越高，修复效果越明显

（表 2, 图 1）。与正常组比较，模型组急性炎症反应评

分显著增高（P<0.05），与模型组比较，低剂量组、

中剂量组、高剂量组急性炎症反应评分显著降低

（P<0.05）。
2.3 RT-qPCR 检测

大鼠 RT-qPCR 检测结果见表 2、表 3。与正常

组比较，模型组 IL-6、IL-1β、TNF-αmRNA 水平显

著增高（P<0.05），与模型组比较，给药组上述指标

均显著降低（P<0.05）。与正常组比较，模型组骨髓

炎大鼠股骨干骺端组织中 NF-κB、IKK、PU1、FOL
水平显著增高 （P<0.05）， IκB 水平显著降低 （P<
0.05），与模型组相比，低剂量、中剂量和高剂量

NF-κB、IKK、PU1、FOL 水平指标均显著降低（P<
0.05），IκB 水平显著升高（P<0.05）。
2.4 Western blot 检测

大鼠 Western blot 检测结果见表 2，表 3。与正

常组比较，模型组 IL-6、IL-1β、TNF-αmRNA 水平



2174

Vol.32,No.23
Dec.2024

中国矫形外科杂志

Orthopedic Journal of China
第 32 卷 第 23 期

2 0 2 4 年 12 月

显著增高（P<0.05），与模型组比较，给药组上述指

标均显著降低 （P<0.05）。与正常组比较，模型组

NF-κB、IKK、PU1、FOLR 表达水平显著增高（P<

0.05），IκB 显著降低（P<0.05）；与模型组相比，低

剂量、中剂量和高剂量 NF-κB、IKK、PU1、FOL 水

平指标均显著降低，IκB 水平显著升高（P<0.05）。
表 2. 3 组大鼠 IL-6、IL-1β、TNF-α 检测结果比较

指标

RT-PCR (相对表达量, x̄ ±s, n=3)

Western blot (相对表达量, x̄ ±s, n=3)

ELISA (相对表达量, x̄ ±s, n=3)

IL-6
IL-1β
TNF-α
IL-6
IL-1β
TNF-α
IL-6
IL-1β
TNF-α

正常组（n=6）
1.0±0.1
1.0±0.2
1.0±0.1
0.4±0.1
0.2±0.0
0.5±0.1

28.4±2.0
21.4±2.5

51.9±11.4

模型组（n=6）
2.8±0.8
3.5±0.5
5.4±0.8
1.0±0.1
1.1±0.1
1.7±0.0

42.4±3.8
39.7±11.0

103.0±12.4

给药组（n=6）
1.3±0.1
1.5±0.3
2.5±1.0
0.7±0.1
0.3±0.0
1.0±0.1

37.1±7.5
25.1±3.5
77.4±9.0

P 值

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

Table 2. Comparison of IL-6, IL-1β, and TNF-α assay results in 3 groups of rats

表 3. 5 组大鼠 NF-κB、IKK、PU1、IkB、FOLR 检测结果比较（ x̄ ±s）

指标

组织评分 (分)
RT-PCR (相对表达量)

Western blot (相对表达量)

NF-κB
IKK
PU1
IkB
FOLR
NF-κB
IKK
PU1
IkB
FOLR

正常组（n=6）
0.3±0.6
1.0±0.2
1.0±0.1
1.0±0.2
1.0±0.2
1.0±0.1
0.1±0.0
0.1±0.0
0.2±0.0
0.5±0.0
0.1±0.0

模型组（n=6）
12.7±0.6
1.8±0.0
2.3±0.1
2.6±0.1
0.4±0.0
2.1±0.1
0.3±0.0
0.3±0.0
0.4±0.0
0.2±0.0
0.5±0.0

低剂量组（n=6）
10.7±1.2
1.7±0.1
2.0±0.1
1.9±0.1
0.5±0.1
1.8±0.1
0.2±0.0
0.2±0.0
0.3±0.0
0.2±0.0
0.4±0.0

中剂量组（n=6）
7.0±1.0
1.4±0.1
1.6±0.1
1.7±0.1
0.6±0.1
1.5±0.1
0.2±0.0
0.2±0.0
0.3±0.0
0.3±0.0
0.3±0.0

高剂量组（n=6）
5.3±0.6
1.3±0.1
1.3±0.0
1.4±0.1
0.8±0.0
1.4±0.1
0.1±0.0
0.1±0.0
0.2±0.0
0.3±0.0
0.2±0.0

P 值

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

Table 3. Comparison of NF-κB, IKK, PU1, IkB, and FOLR assay results in 5 groups of rats ( x̄ ±s)

3 讨 论

骨髓炎是一种继发于感染的炎症性疾病，可导致

骨坏死或从骨头到皮肤的窦道，且治疗周期长、费用

高、疗效差，对患者的生活质量产生了严重不良影

响。研究认为，骨髓炎感染分为血源性或非血源性感

染，血源性骨髓炎是由于血液中细菌侵入骨骼，这种

情况在儿童、老年人和免疫功能低下人群中最为常

见［16］；非血源性骨髓炎发生在手术或创伤后，主要

由邻近的软组织和关节内细菌感染扩散引起［17，1］。骨

髓炎发病机制复杂，直至目前许多机制仍不十分明

确，给骨髓炎的治疗带来了一定困难，因此探究骨髓

炎致病机制，寻找治疗靶点是当前骨髓炎治疗亟待解

决的问题。

在骨髓炎患者体内可以检测到促炎细胞因子 IL-
1［18］、IL-10、TNF-α［19］等炎症因子表达的增加，炎

症反应是导致骨髓炎发生和进展的直接原因。NF-κB
信号通路一直被认为是一种典型的促炎症信号通路，

这主要是基于 NF-κB 具有调控包括细胞因子、趋化

因子和粘附分子在内的促炎症基因表达的作用［20］。

Wang 等［21］研究发现，金黄色葡萄球菌感染可能会

激活 NF-κB/TWIST1 信号传导，从而促进巨噬细胞

的迁移和吞噬，诱发骨髓炎。本研究结果显示，骨髓

炎大鼠骨组织内 NF-κB 信号通路活化，关键因子

NF-κB、IKK、PU.1、FOLR 表达明显增加，NF-κB
信号通路活化抑制因子 IκB 表达明显降低，证实了

NF-κB 信号通路活化在骨髓炎发病过程中的存在。
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同时，观察 NF-κB 下游促炎细胞因子 IL-6、 IL-
1β、TNF-α 表达，发现骨髓炎大鼠体内 NF-κB 下游

促炎细胞因子 IL-6、IL-1β、TNF-α 表达也同步上

调。

图 1. 五组大鼠检测结果。1a: 正常组大鼠 X 线图；1b: 模型组大鼠 X 线图；1c: 低剂量组大鼠 X 线图；1d: 中剂量组大鼠 X
线图；1e: 高剂量组大鼠 X 线图；1f: 正常组大鼠 HE 染色图；1g: 模型组大鼠 HE 染色图；1h: 低剂量组大鼠 HE 染色图；1i:
中剂量组大鼠 HE 染色图；1j: 高剂量组大鼠 HE 染色图。

Figure 1. Assay results of the 5 groups. 1a: X-ray of the control group; 1b: X-ray of the model group; 1c: X-ray of the low-dose group;
1d: X-ray of the medium-dose group; 1e: X-ray of the high-dose group; 1f: HE staining of the control group; 1g: HE staining of the mod⁃
el group; 1h: HE staining of the low-dose group; 1i: HE staining of the medium-dose group; 1j: HE staining of the high-dose group.

X 线观察

组织学观察

正常组 模型组 低剂量组 中剂量组 高剂量组

图 2. Western blot 检测电泳图。2a: NF-κB 信号通路关键因子 NF-κB、IKK、PU.1、IκB、FOLR；2b: 炎症因子 IL-6、IL-
1β、TNF-α。
Figure 2. Gel electrophoresis of the western blot assay. 2a: Key factor of NF-κB signaling pathway-NF-κB, IKK, PU.1, IκB, FOLR; 2b:
Inflammatory factors IL-6, IL-1β, TNF-α.

近年来，中药治疗骨髓炎已表现出较好的临床效

果，例如五味消毒引能够减轻外伤性骨髓炎局部病

变，改善全身状况［22］；骨髓炎外洗 II 号方可以延缓

骨髓炎感染，加速损伤恢复［23］。蛇葡萄根作为中医

经典中药治疗方法的一种临床应用，对各类热毒积聚

的骨伤科疾病都有明确的疗效，无毒副作用，费用

低，效果明显。本研究使用金黄色葡萄球菌构建骨髓
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炎大鼠模型，再用蛇葡萄根提取物干预，发现蛇葡萄

根提取物可以降低炎性细胞浸润，减少骨质纤维化，

帮助骨组织修复。蛇葡萄根提取物可以影响骨髓炎大

鼠骨组织中 NF-κB 信号通路，抑制 NF-κB 信号通路

活化，且随着剂量加大，抑制效果越明显。同样的，

蛇葡萄根提取物也可显著抑制 NF-κB 信号通路下游

促炎细胞因子表达，降低骨组织中 IL-6、IL-1β、
TNF-α 含量，改善炎症环境。X 线片结果显示，蛇

葡萄根提取物可以降低骨髓炎大鼠疾病严重程度，且

蛇葡萄根提取物剂量越高，改善效果越明显。说明蛇

葡萄根提取物可以抑制 NF-κB 信号通路活化，减少

炎性细胞的浸润，改善骨髓炎炎症微环境，起到治疗

骨髓炎的效果。

综上所述，蛇葡萄根提取物通过干预 NF-κB 信

号通路活化，缓解局部炎症，对骨髓炎有明显的治疗

效果，有较高的应用价值。本研究进一步明确了蛇葡

萄根的分子生物学药物作用机制，为其临床应用提供

科学理论依据，将更有利于该治疗方法的推广，同时

也丰富了骨髓炎治疗选择，使骨髓炎患者受益。
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