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摘 要 目的：研究丹参酮对人工关节无菌性松动小鼠气囊模型中炎症反应的影响。方法：将小鼠随机分为空白对照组（生理盐

水）、钛颗粒组（生理盐水）和丹参酮低、中、高剂量组（50、100、200 mg/kg），每组10只。所有小鼠建立气囊模型，除空白对照组小鼠

气囊内注入0.5 mL生理盐水外，其余各组小鼠气囊内均注入0.5 mL钛颗粒悬液（10 mg/mL），24 h后按0.1 mL/10 g连续 ig相应药

物14 d。末次给药24 h后收集气囊，肉眼和苏木精-伊红染色显微镜观察气囊炎症情况，计算炎症细胞密度；实时定量聚合酶链式

反应法检测气囊组织中肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素1β（IL-1β）mRNA表达量；酶联免疫吸附法检测气囊组织中TNF-α、

IL-1β蛋白表达量。结果：与空白对照组比较，钛颗粒组小鼠气囊红肿明显，可见较多渗出及新生血管，炎症反应严重，炎症细胞密

度明显增加（P＜0.05）；TNF-α、IL-1β mRNA及蛋白表达明显增强（P＜0.05）。与钛颗粒组比较，丹参酮各剂量组小鼠气囊红肿减

轻，渗出及新生血管减少，炎症反应减轻，炎症细胞密度明显减小（P＜0.05）；TNF-α、IL-1β mRNA及蛋白表达明显减弱（P＜0.05），

且呈剂量依赖性。结论：丹参酮可有效抑制人工关节无菌性松动小鼠气囊模型中的无菌性炎症反应。
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Effect of Tanshinone on Inflammatory Response in Air-pouch Model Mice with Artificial Joint Aseptic

Loosening
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响了齐墩果酸的临床应用。Li MJ等[14]研究表明，齐墩
果酸在体外肝微粒体的孵育浓度明显下降，可能与肝肠
内酶的广泛代谢与其生物利用度低相关，后续可开展体
外酶促动力学试验以研究二氢齐墩果酸的肝肠首关代
谢作用对其生物利用度的影响。
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人工关节置换术是治疗各种终末期关节病变的最
后保障，其能有效减轻患者疼痛，维持关节功能。然而，

随着使用年限的增加，人工关节的磨损颗粒会释放进入
关节腔隙及周围滑膜组织，可引起无菌性炎症和骨溶
解，最终导致假体松动[1]。丹参酮是一种治疗冠心病的
药物，能通过抑制炎症因子的释放有效缓解心绞痛 [2]。

除此之外，丹参酮还能促进成骨细胞增殖、提高骨密度来
抑制骨吸收[3]。因此，本文研究了丹参酮对人工关节无
菌性松动小鼠气囊（Air-pouch）模型中炎症反应的影响，

以期为其用于改善人工关节无菌性松动提供参考。

1 材料
1.1 仪器与软件

Aiprism 7300型定量聚合酶链式反应（RT-PCR）仪
（美国ABI公司）；TGL-16M型离心机（金坛市恒丰仪器
厂）；光学显微镜（日本Olympus公司）；Simple PCI 6.0图
像分析软件（美国C-imaging公司）。

1.2 药品与试剂
丹参酮对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

110867-200406，纯度：99.5％）；内毒素定量检测试剂盒
（厦门鲎试剂有限公司，批号：CE32545）；钛颗粒（美国
Zimmer公司，批号：YFM11-U1）；肿瘤坏死因子α（TNF-

α）、白细胞介素1β（IL-1β）酶联免疫吸附（ELISA）试剂盒
（上海船夫生物科技有限公司）；Trizol试剂（美国 Invitro-

gen 公司）；反转录试剂盒（美国 Fermentas 公司）；DNA

marker（北京天为时代科技有限公司）；Taq DNA 聚合
酶、脱氧核苷酸三磷酸（dNTPs）和引物（上海生物工程有
限公司）。

1.3 动物
50只清洁级昆明种小鼠，♂，10～12周龄，体质量

25～30 g，由赣南医学院提供，购于湖南中医药大学，动
物许可证号：SCXK（湘）2015-0002，饲养于赣南医学院
实验动物中心。对动物的所有处置均符合 2006年科学
技术部发布的《关于善待实验动物的指导性意见》相关
要求。

2 方法
2.1 钛颗粒悬液的制备

将钛颗粒置于干燥箱中，180 ℃下干燥 6 h，加入
75％乙醇浸泡过夜，6 000 r/min（离心半径15 cm）离心2

min，弃去上层，再用生理盐水反复冲洗、离心（离心条件
同上）3次，采用内毒素定量检测试剂盒检测钛颗粒中内
毒素指标合格（＜0.1 EU/mL）后，制备成10 mg/mL钛颗
粒悬液，备用。

2.2 小鼠气囊模型的建立
取小鼠，选背部正中线上离尾巴根部 2 cm 处为进

针点，消毒后 sc 3 mL无菌空气建立初始气囊，然后每隔
1 d sc 1 mL无菌空气至第 5天，第 6天观察注射部位若
无炎症反应，即表示气囊模型建立成功。

2.3 分组与给药
将小鼠随机分为空白对照组（生理盐水）、钛颗粒组

（生理盐水）和丹参酮低、中、高剂量组（50、100、200

mg/kg），每组10只。所有小鼠建立气囊模型，除空白对
照组小鼠气囊内注入0.5 mL生理盐水外，其余各组小鼠
气囊内均注入 3 mL 钛颗粒悬液，24 h 后按 0.1 mL/10 g

连续 ig相应药物 14 d。由于人工关节无菌性松动的病
理过程与骨质丢失有关，因此给药剂量参考文献[4]中的
剂量设立。

2.4 指标检测
2.4.1 肉眼观察气囊 末次给药24 h后，切开小鼠背部
皮肤，观察气囊周围结缔组织变化情况，如有无红肿及
血管增生等情况。

2.4.2 苏木精-伊红（HE）染色后显微镜观察气囊 取出
气囊的一半固定于 4％多聚甲醛溶液中，经脱水、透明、

浸蜡、包埋及修块、脱蜡、HE 染色，最后脱水、透明、封
片，置于显微镜下观察。每个标本在400倍视野下，随机
选取12点方位视野采用Simple PCI 6.0图像分析软件测
量细胞核的数目并计算平均值即为炎症细胞密度。

2.4.3 RT-PCR法检测气囊组织中TNF-α、IL-1β mRNA

表达 取出气囊，制成组织匀浆后，取上清液提取总

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effect of tanshinone on inflammatory response in air-pouch model mice with artificial

joint aseptic loosening. METHODS：Mice were randomly divided into blank control group（normal saline），titanium particle group

（normal saline），tanshinone low-dose，medium-dose，high-dose groups（50，100，200 mg/kg），10 in each group. Air-pouch mod-

els were induced. Except that mice were injected 0.5 mL normal saline into air-pouch in blank control group，other groups were in-

jected 0.5 mL Titanium particle suspension（10 mg/mL）into air-pouch，continuously administrated medicines by 0.1 mL/10 g after

24 h，ig，for 14 d. After 24 h of last administration，the air-pouch was collected，air-pouch inflammation was observed by eyes

and by microscopy after hematoxylin-eosin staining，and inflammatory cell density was calculated. Real-time quantitative poly-

merase chain reaction method was conducted to detect the tumor necrosis factor α（TNF-α），interleukin 1β（IL-1β）mRNA expres-

sion；enzyme-linked immunosorbent method was used to detect the TNF-α，IL-1β protein expression. RESULTS：Compared with

blank control group，air-pouch swelling was obvious in titanium particle group，much exudation and neovascular were observed，in-

flammatory response was severe，inflammatory cell density was increased significantly（P＜0.05）；TNF-α，IL-1β mRNA and pro-

tein expression were obviously enhanced（P＜0.05）. Compared with titanium particle group，air-pouch swelling was relieved in tan-

shinone doses groups，exudation and neovascular were decreased，inflammatory response was relieved，inflammatory cell density

was decreased significantly（P＜0.05）；TNF-α，IL-1β mRNA and protein expression were obviously decreased（P＜0.05），with a

dose-dependent manner. CONCLUSIONS：Tanshinone can effectively inhibit the aseptic inflammatory response in air-pouch model

mice with artificial joint aseptic loosening.

KEYWORDS Tanshinone；Aseptic loosening；Air-pouch model；Inflammatory factor；Mice
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RNA，经反转录合成 cDNA。PCR条件为：94 ℃预变性
3 min，94 ℃变性30 s，58～59 ℃退火1 min，72 ℃延伸5

min，经过35个循环得出荧光信号达到设定的阈值所经
历的循环数（ct）。以甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）为
内参，根据2－ΔΔct法计算目的基因TNF-α、IL-1β mRNA的
相对表达量，Δct＝目的基因 ct－内参基因 ct。引物序列
见表1。

表1 RT-PCR的引物序列

Tab 1 RT-PCR primer sequences

基因
GAPDH

TNF-α

IL-1β

引物序列
上游序列：5′-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3′
下游序列：5′-GGGGTCGTTGATGGCAACA-3′
上游序列：5′-CAGGCGGTGCCTATGTCTC-3′
下游序列：5′-CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG-3′
上游序列：5′-GAAATGCCACCTTTTGACAGTG-3′
下游序列：5′-GAACGTCACACACCAGCAGGTTA-3′

产物大小，bp

95

89

116

2.4.4 ELISA 法检测气囊组织中 TNF-α、IL-1β 蛋白表
达量 取气囊组织匀浆，12 000 r/min（离心半径 15 cm）

离心 10 min，取含有蛋白质的上清液，按照ELISA 试剂
盒说明书操作检测，根据样品的吸光度计算出TNF-α、

IL-1β的蛋白表达量。

2.5 统计学方法

采用 SPSS 13.0软件进行统计学分析。数据以 x±s

表示，组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用
SNK检验。P＜0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果
3.1 气囊肉眼观察结果

经肉眼观察可见，空白对照组小鼠气囊轻度红肿，

少见新生血管。肽颗粒组小鼠气囊红肿明显，可见较多
渗出及新生血管。丹参酮各剂量组小鼠气囊红肿和新
生血管情况介于空白对照组与肽颗粒组之间，效果呈剂
量依赖性。各组小鼠气囊囊壁的肉眼观察结果见图1。

3.2 气囊HE染色后显微镜观察结果

空白对照组小鼠气囊囊壁炎症反应轻，周围软组织
中以成纤维细胞为主，炎性细胞密度为（2 909.53±

264.57）个/mm2。与空白对照组比较，钛颗粒组小鼠气
囊囊壁炎性反应明显，可见大量炎症细胞及注入的磨损
颗粒，炎症细胞密度明显增加[（5 324.34±323.74）个/mm2，

P＜0.05）。丹参酮各剂量组小鼠气囊囊壁炎症反应介
于空白对照组和钛颗粒组之间。与钛颗粒组比较，丹参
酮低、中、高剂量组小鼠气囊中炎症细胞密度明显减小
[（4 563.35±313.43）、（4 117.08±297.47）、（3 783.07±

289.46）个/mm2，P＜0.05]，其中高剂量组较低、中剂量组
减小更明显（P＜0.05）。各组小鼠气囊囊壁的组织切片
图见图2。

3.3 气囊组织中TNF-α、IL-1β mRNA及蛋白的表达

与空白对照组比较，钛颗粒组和丹参酮各剂量组小
鼠气囊组织中 TNF-α、IL-1β mRNA 及蛋白表达均增强
（P＜0.05）；与钛颗粒组比较，丹参酮各剂量组小鼠气囊
组织中 TNF-α、IL-1β mRNA 及蛋白表达均减弱（P＜

0.05），其中高剂量组较低、中剂量组降低更明显（P＜

0.05）。各组小鼠气囊组织中TNF-α、IL-1β mRNA及蛋
白的表达量见表2。

表 2 各组小鼠气囊组织中TNF-α、IL-1β mRNA及蛋

白的表达量（x±±s，n＝10）
Tab 2 mRNA and protein expression of TNF-α，IL-

1 β in air-pouch tissue of mice in each group

（x±±s，n＝10）

组别

空白对照组
钛颗粒组
丹参酮低剂量组
丹参酮中剂量组
丹参酮高剂量组

TNF-α

mRNA

1.20±0.56

5.00±1.27＊

4.37±1.22＊#

4.06±1.17＊#

2.96±1.48＊#Δ

蛋白
57.43±5.76

139.80±6.68＊

131.47±6.54＊#

124.08±5.70＊#

109.47±5.41＊#Δ

IL- 1β

mRNA

1.10±0.43

7.45±1.76＊

6.02±1.63＊#

5.36±1.71＊#

3.90±1.65＊#Δ

蛋白
55.20±4.38

112.60±5.75＊

105.40±5.31＊#

99.52±4.45＊#

87.63±4.38＊#Δ

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与钛颗粒组比较，#P＜0.05；与

丹参酮低、中剂量组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. blank control group，＊ P＜0.05；vs. titanium particle

group，#P＜0.05；vs. tanshinone low-dose，medium-dose groups，Δ P＜

0.05

4 讨论

图1 各组小鼠气囊囊壁的肉眼观察结果

Fig 1 Observation results of air-pouch wall of mice

by eyes in each group

空白对照组 钛颗粒组

丹参酮低剂量组 丹参酮中剂量组 丹参酮高剂量组

图2 各组小鼠气囊囊壁的组织切片图（HE，×400）

Fig 2 Tissue slices of air-pouch wall of mice in each

group（HE，×400）

空白对照组 钛颗粒组

丹参酮低剂量组 丹参酮中剂量组 丹参酮高剂量组
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本文选用的气囊模型已被证明能成功地进行磨损
微粒致无菌性松动的机制分析[5]。进行实验室分析所取
的气囊囊壁，内附注射的钛颗粒，能有效模拟无菌性松
动造成的假体周围微环境[6]。炎症因子TNF-α、IL-1β也
是公认的评价炎性反应的指标[7]。因此本实验对探讨药
物改善人工关节无菌性松动的研究具有充分的可行性。

磨损产生的钛颗粒长期刺激假体周围组织，使其产
生慢性肉芽肿性炎症反应。此炎症反应可使假体与骨
之间形成一种炎性界膜，界膜组织中的破骨细胞、成骨
细胞、巨噬细胞以及T淋巴细胞等长期受到钛颗粒的刺
激，释放出大量溶骨性介质及趋化因子 [8]，主要包括
TNF-α、IL-1β、基质金属蛋白酶 9、蛋白激酶 K、核因子
κB（NF-κB）受体活化因子（RANK）、前列腺素等 [9]。上
述炎症介质释放的增加，不仅能促进破骨前体细胞分化
成熟，增加破骨细胞的数量，导致骨吸收[10]；还能作用于
自身，使炎症细胞局部浸润性增强，通过自分泌及旁分
泌作用致使更多的巨噬细胞在假体周围聚集，放大炎症
反应的效果；不仅如此，这些炎性介质还能激活 RANK/

RANK 配体（RANKL）通路，导致更多的巨噬细胞分化
为破骨细胞，进一步加剧骨吸收活性[11]。这些级联反应
促成了无菌性炎症和骨溶解，最终诱发人工关节无菌性
松动。目前研究证实，在髋膝关节翻修术中，因为无菌
性松动导致的假体植入失败的比例已达60％左右[12]，由
此可见，抑制钛颗粒诱导的炎症反应已经成为预防甚至
治疗人工关节无菌性松动的可行之路[13]。

丹参酮又名总丹参酮，是从中药丹参（唇形科植物
丹参根）中提取出的具有抑菌作用的脂溶性菲醌化合
物，是丹参的主要有效活性成分之一，具有抗血小板聚
集、抗动脉硬化、抗感染和降低血脂等作用[14]。沈迎念
等[15]发现，在治疗主动脉瓣钙化过程中丹参酮能有效抑
制TNF-α、1L-1β的表达。Bai Y等[16]证明了丹参酮能通
过抑制NF-κB信号通路来治疗结肠癌。除此之外，Fan

G 等 [17]的研究结果也表明，丹参酮能通过抑制 TNF-α、

IL-1β等炎症因子及NF-κB信号通路，有效抑制脂多糖
诱发的炎症反应。在人工关节无菌性松动中，NF-κB信
号被激活后，可引起单核巨噬细胞在假体周围广泛聚
集，进一步分化成为破骨细胞，造成假体周围破骨细胞
数量增加。甚至NF-κB本身也能促使破骨细胞前体向
破骨细胞分化，同时具有维持破骨细胞生存的作用[18]。

而丹参酮不仅能抑制TNF-α、IL-1β等炎症因子的释放，

还能阻断NF-κB信号通路，这些因素的共同作用都可抑
制破骨细胞激活，从而抑制假体周围骨溶解的发生，延
缓人工关节无菌性松动的发生及发展。

本实验结果表明，丹参酮能有效抑制人工关节无菌
性松动过程中的炎症级联反应，有效干预人工关节无菌
性松动的病变过程，为将来使用药物预防假体植入失败
提供了理论依据。
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