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［摘要］ 目的：研究消瘀散精简方新组方凝胶贴对骨关节炎（osteoarthritis，OA）大鼠的透皮吸收成分以

及治疗作用和生物安全性。方法：通过 Franz 扩散池法模拟皮肤透皮吸收过程，采用超高效液相色谱‑高分

辨质谱联用方法（UPLC‑Q‑TOF/MS）对消瘀散精简方新组方凝胶贴透皮接受液进行成分分析；将 24 只大

鼠分为假手术组、OA 模型组、阳性对照组（氟比洛芬凝胶贴）、实验组（消瘀散精简方新组方凝胶贴）4 组，每

组 6 只，除假手术组外其余组通过前交叉韧带横断术（anterior cruciate ligment transection，ACLT）建立 OA
大鼠模型，造模后 1 周将消瘀散精简方新组方凝胶贴作为实验药物外敷于大鼠膝关节，连续用药 21 d 后收集

眼眶血及膝关节标本，利用苏木精‑伊红（hematoxylin‑eosin，H&E）染色法和番红‑固绿（safranin O‑fast green，

Safranin O）染色法分析各组大鼠膝关节软骨损伤严重程度；利用 H&E 染色法评估大鼠膝关节滑膜炎严重

程度；采用免疫组化法检测各组软骨中 Ⅱ 型胶原（collagen type Ⅱ alpha 1，Col2a1）、基质金属蛋白酶 13
（matrix metallopeptidase 13，MMP13）与半胱氨酸蛋白酶 3（Caspase 3）的表达及各组滑膜中诱导型一氧化氮

合酶（inducible nitric oxide synthase， iNOS）、肿瘤坏死因子‑α（tumour necrosis factor alpha ，TNF‑α）的表达；

利用酶联免疫吸附测定（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）分析各组大鼠血清炎症因子 TNF‑α、

白介素‑17（interleukin 17，IL‑17）水平，利用 H&E 染色分析各组大鼠组织器官结构评估生物安全性。结果：

（1）消瘀散精简方新组方凝胶贴透皮成分含有 28 种原型成分，包含君药大黄中的 6‑甲基‑大黄酸、大黄酸。

（2）经过 21 d 外敷治疗后消瘀散精简方新组方凝胶贴与氟比洛芬凝胶贴可治疗 OA 大鼠关节软骨损伤和滑

膜炎症，并且消瘀散精简方新组方凝胶贴的治疗效果更优。消瘀散精简方新组方凝胶贴组大鼠膝关节软骨

Col2a1 的表达明显上调，MMP13 与 Caspase 3 的表达被明显抑制（P<0.05）。（3）应用氟比洛芬凝胶贴膏与

消瘀散精简方新组方凝胶贴治疗后能缓解大鼠滑膜炎症，免疫组化染色进一步表明消瘀散精简方新组方凝

胶贴组大鼠滑膜 TNF‑α 和 iNOS 的表达明显下调（P<0.05）。（4）ELISA 结果表明 OA 发生、发展过程及消瘀

散精简方新组方凝胶贴治疗过程中不会引起全身性的炎症因子 TNF‑α、IL‑17 上调，同时消瘀散精简方新组

方凝胶贴外敷治疗后各组大鼠组织器官的微观结构正常且无明显炎症浸润。结论：消瘀散精简方新组方凝

胶贴透皮成分包含君药大黄中的 6‑甲基‑大黄酸、大黄酸等，消瘀散精简方新组方凝胶贴通过促进关节软骨

基质合成，抑制软骨细胞凋亡和滑膜炎症因子表达治疗 OA，同时还具有良好生物安全性。有望进一步通过

安全性和有效性评估以推进临床转化。
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View from specialist: It is creative, and of certain scientific and educational value.
［Abstract］ Objective： To study the transdermal absorption of ingredients， therapeutic effect and biosafety of the new formula 

gel patch compound of the Xiaoyusan in osteoarthritis （OA） rats. Methods： The skin transdermal absorption process was simulat‑
ed by Franz diffusion cell method， and the new formula gel patch compound of the Xiaoyusan receiving solution was analyzed by 
UPLC‑Q‑TOF/MS. 24 rats were divided into sham operation group， OA model group， positive control group （Flurbiprofen Cata‑
plasms） and experimental group （the new formula gel patch compound of the Xiaoyusan） with 6 rats in each group. All rats under‑
went anterior cruciate ligment transection（ACLT） except the sham operation group. The OA rat model was established by 
ACLT. One week after the model was made， the new formula gel patch compound of the Xiaoyusan was applied to the knee joint 
of the rat as an experimental drug. Orbital blood and knee joint specimens were collected after continuous treatment for 21 days， 
and hematoxylin‑eosin （H&E） staining and safranin O‑fast green （Safranin O） staining were used to analyze the severity of knee 
cartilage injury in each group. H&E staining was used to evaluate the severity of knee synovitis. The expression of collagen type Ⅱ 
alpha 1 （Col2a1）， matrix metallopeptidase 13 （MMP13）， and caspase 3 in cartilage， as well as the expression of inducible nitric 
oxide synthase （iNOS） and tumour necrosis factor alpha （TNF- α） in synovium， was detected using immunohistochemistry in 
each group； enzyme linked immunosorbent assay （ELISA） was used to analyze the levels of serum inflammatory cytokines 
TNF‑α and interleuin 17 （IL‑17） in each group. The tissue and organ structure of each group was analyzed by H&E staining to 
evaluate the biosafety. Results： （1） The new formula gel patch compound of the Xiaoyusan contain 28 prototype ingredients， in‑
cluding 6‑methyl‑rhein and rhein in imperial medicine Rhubarb. （2） After 21 days of external application treatment， both the new 
formula gel patch compound of the Xiaoyusan and Flurbiprofen Cataplasms can save articular cartilage injury and synovial inflam ‑
mation in OA rats， and the therapeutic effect of the new formula gel patch compound of the Xiaoyusan is better. The expression of 
Col2a1 was significantly up‑regulated， and the expressions of MMP13 and Caspase 3 were significantly inhibited （P<0.05）. 
（3） The treatment of flurbiprofen gel paste and the new formula gel patch compound of the Xiaoyusan can alleviate synovial inflam ‑
mation in rats. Immunohistochemical staining further indicated that the expression of TNF‑α and iNOS in synovial membrane of 
rats in the new formula gel patch compound of the Xiaoyusan group was significantly down‑regulated （P<0.05）. （4） ELISA re‑
sults showed that the occurrence and development of OA and the treatment of the new formula gel patch compound of the Xiaoyu‑
san did not cause the up‑regulation of systemic inflammatory factors TNF‑α and IL‑17. Meanwhile， after external treatment of the 
new formula gel patch compound of the Xiaoyusan， the microstructure of tissues and organs of rats in each group were normal and 
there was no obvious inflammatory infiltration. Conclusion： The new formula gel patch compound of the Xiaoyusan contains 
6‑methyl‑rhein and rhein， which are found in rhubarb. The new formula gel patch compound of the Xiaoyusan can promote the syn‑
thesis of cartilage matrix， inhibit the apoptosis of chondrocytes and the expression of synovial inflammatory factors in the treatment 
of OA， and has good biosafety. It is expected to further promote clinical conversion through safety and efficacy evaluation.

［Key words］ Osteoarthritis（OA）； Cartilage injury； Synovitis；Transdermal the new formula gel patch compound of the Xiaoyusan

骨关节炎（osteoarthritis，OA）是一种以关节软

骨损伤、滑膜炎症、骨赘形成和软骨下骨硬化为主

要特征的退行性关节疾病［1］，其中膝骨关节炎（knee 
osteoarthritis，KOA）占 OA 患者的 70%~80%［2，3］。

随着老龄化趋势的加剧，KOA 的发病率明显上升，

给家庭和社会带来沉重负担，因此研发安全有效的

KOA 治疗药物成为亟待解决的重大课题［4］，国际骨

关节炎研究学会（Osteoarthritis Research Society In‑
ternational，OARSI）建议的非手术疗法主要是口服

非甾体抗炎药，尽管这些药物能缓解部分症状，但

长期应用可能会引起诸多不良反应［5，6］。与现代医

学主要以抗炎止痛等对症治疗不同的是，中医药在

治疗 OA 方面具有独特的优势［7‑9］，不仅可以缓解患

者疼痛 ，也可以有效延缓甚至逆转关节软骨损

伤［10］。《膝骨关节炎中医诊疗指南 2020 版》建议

KOA 患者全程选择中成药贴膏治疗。

消瘀散方是上海著名流派魏氏伤科的经验方，

魏氏伤科疗法被列入第五批国家级非物质文化遗

产代表性项目名录。消瘀散原方为十六味药，成分

复杂，容易造成过敏现象，本研究在前期临床基础

和动物实验中，选取了其中发挥主要作用的 8 味药

（大黄、紫荆皮、蒲公英、乳香、当归、没药、丹参和泽

兰），组成消瘀散精简方新组方，具有清热除湿，活

血化瘀，通络止痛的功效，将其制备成消瘀散精简
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方新组方凝胶贴膏，简称消瘀散精简方凝胶贴，不

仅解决黑布膏使用不便的情况，还避免原方组成成

分过多而造成的过敏现象。本课题组前期研究表

明：消瘀散在临床上对踝关节软组织损伤和 KOA
方面治疗效果明显，且副作用低［11，12］；消瘀散新组方

对 KOA 兔关节软骨的损伤具有修复作用，降低了

软骨组织中基质金属蛋白酶 13（MMP13）的表达

水平［11，12］。

消瘀散精简方新组方凝胶贴膏通过膝关节局

部用药直达病灶，具有发挥药效快，全身副作用小

等优势，但其透过皮肤到达体内的成分尚不明确，

因此本研究采用体外透皮扩散实验来模拟外用制

剂的体内透皮吸收过程，利用超高效液相色谱‑高分

辨质谱联用方法（UPLC‑Q‑TOF/MS）对消瘀散精

简方新组方凝胶贴透皮接受液所含成分进行分析，

探究君臣佐药透过皮肤吸收入体内的成分，透皮成

分的确定为进一步阐明消瘀散精简方新组方凝胶

贴的药理活性及质量标准的提升提供理论依据。

1 材料与方法  
1.1　材料　

1.1.1　主要设备　SQP 型分析天平，赛多利斯科学

仪器（北京）有限公司；MK‑GBI型搅拌机，厦门建松

电器有限公司；TB‑0612B 型涂布机，上海铠凯科技

贸易有限公司；Waters H‑Class 超高效液相色谱仪，

沃特世科技有限公司；TK‑12D Franz 扩散池，上海

锴铠科技贸易有限公司；KQ‑300 BD 型超声清洗

仪 ，昆 山 市 超 声 仪 器 有 限 公 司 ；AB Sciex Triple 
TOF® 4600 高分辨质谱，SCIEX 公司。

1.1.2　试剂和药物　甘油：国药集团化学试剂有限

公司，批号：190525；甘羟铝：上海冠英生物科技有

限 公 司 ，批 号 ：SG‑0494；聚 丙 烯 酸 钠（Viscomate 
NP700）：日本昭和电工株式会社，批号：190721；酒
石酸：成都华邑药用辅料有限公司，批号：190625；
高岭土：上海麦克林，批号：K812209；卡波姆 981：上
海泛科史康医药科技有限公司，批号：20210701；乙
腈、甲醇（批号分别为：I1232729230、I1243235239）
购自 Merck 公司；甲酸：上海阿拉丁生化科技股份有

限 公 司 ，批 号 ：B2307771；氟 比 洛 芬（ 批 号 ：

211091.01）兔源 iNOS 单克隆抗体（货号：A0277）；

TNF‑α 抗体（批号：A3774）购自爱博泰克武汉生物

科技有限公司；兔源 Collagen Type Ⅱ多克隆抗体、

兔源 MMP13 多克隆抗体、兔源 Caspase3 多克隆抗

体（ 批 号 分 别 为 ：28459‑1‑AP、18165‑1‑AP、

19677‑1‑AP）购于武汉三鹰生物技术有限公司；免

疫组化二抗山羊抗兔免疫球蛋白 G（Ig G）、免疫组

化二抗山羊抗鼠免疫球蛋白 G（Ig G）二抗（批号：

GB23303、GB23301）购自武汉赛维尔生物科技有限

公司；

1.1.3　动物　SD大鼠，雄性，SPF级，体重200~220 g，
6~8 周 24 只和 2 周 6 只，购自上海必凯科翼生物科

技有限公司，实验动物的生产许可证号：SCXK（沪）

2023‑0009；动物实验方案经上海交通大学医学院附

属 新 华 医 院 伦 理 委 员 会 审 核 批 准 ，批 准 号 ：

XHEC‑F‑2024‑077。
1.2　消瘀散精简方新组方凝胶贴的制备　

消瘀散精简方新组方凝胶贴由本课题组自制，

制备工艺如下：将处方中 8 味药材熬煎成原液，加热

70 ℃时，将药液减压浓缩至 350 mL 的稠膏状。称

取处方量的甘羟铝、NP700 和高岭土，将其分散到

甘油中，均匀搅拌，得到 A 相；将处方量的卡波姆

981 加入适量的水使其充分溶胀后，加入酒石酸，得

到 B 相。将浓缩稠膏溶解于适量水中，搅拌均匀得

C 相，将 C 相与 B 相搅拌均匀后加入到 A 相中，继续

搅拌均匀至可涂布状态，于涂布机上涂布展开，切

片，即得。

1.3　基于 UPLC‑Q‑TOF‑MS 的消瘀散精简方凝胶

贴的透皮成分分析　

1.3.1　Franz扩散池体外透皮实验　用脱毛膏将 6只

2 周大鼠腹部脱毛，剪下腹部皮肤后剔除皮下组织、

筋膜和脂肪，用生理盐水漂洗后即取即用。透皮扩

散装置采用垂直式 Franz 扩散池，以生理盐水作为

接收液。将离体鼠皮真皮层朝向接受室置于扩散

池上，用固定夹固定，接受液紧贴皮肤，排空气泡，

将消瘀散精简方凝胶贴剪取 0.1 g 贴于离体鼠皮，设

置循环水浴温度为（32±0.5） ℃，转速为 300 r/min，
于设定的时间 24 h 时用弯头取样针取样，取出全部

接受液。

1.3.2　供试品溶液制备　取消瘀散凝胶贴透皮实

验接收液样品冷冻浓缩干燥。取冻干样品0.1 g，精密称

定，加 20%甲醇 1 mL使溶解，混匀，12 000 r/min 离 心

5 min，取上清液，即得。

1.3.3　色谱条件　Waters ACQUITY UPLC HSS 
T3 色谱柱  （2.1 mm×150 mm， 1.8 µm），柱温 30 ℃，

流 速 0.3 mL/min，进样量 4 µL，检测波长 190~400 
nm ；流动相比例：A 相乙腈，B 相 0.1% 甲酸水溶液，

梯度洗脱（0~3 min，3%A；3~8 min，3%→8%A； 
8~25 min， 8%→20%A， 25~35 min， 20%→
30%A；35~40 min，30%→60%A； 40~45 min，
60%→95%A； 45~48 min，95%A； 48~48.1 min，
95%→3%A； 48.1~51 min，3%A）。
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1.3.4　质谱条件　质谱检测的设置包含ESI负离子/
正离子模式，TOF mass range质量范围为50~1 700；去
簇电压为 100 V；碰撞电压为±40 eV；离子化电压

为−4 500/5 000 V；离子释放延迟为 30 ms。
1.3.5　透皮成分分析数据处理　对于透皮成分数

据的分析，是通过 Analyst TF 1.7.1 软件进行采集，

利用 Peakview 1.2 软件进行处理。在鉴定过程中，

将质谱数据与 Natural Products HR‑MS/MS Spec‑
tral Library 1.0 进行比对，依据色谱峰的得分对化合

物进行初步筛选。然后结合各色谱峰的一级和二

级质谱信息对化合物进行确认。对于库中未包含

的化合物，则依据查阅相关文献以及质谱裂解特征

等方法进行鉴定。

1.4　消瘀散精简方凝胶贴对骨关节炎大鼠软骨损

伤和滑膜炎的治疗作用　

1.4.1　造模、分组及给药　根据随机数字表法将 24
只 8 周龄的雄性 SD 大鼠随机分为假手术组、OA 模

型组、氟比洛芬凝胶贴组、消瘀散精简方凝胶贴组，

每组 6 只。除空白组，其余 3 组大鼠在适应性喂养 1
周后在水合氯醛麻醉下，四肢固定于超净台中，膝

关节部位内侧切口暴露膝关节，使用 ACLT 建立膝

骨关节炎大鼠模型。待创面愈合，氟比洛芬凝胶贴

和消瘀散精简方凝胶贴于术后 1 周贴于膝关节部

位，每天换药 1 次，连续用药 21 d。
1.4.2　关节软骨组织、滑膜组织形态观察　将大鼠

安乐死后取下膝关节，用 4% 的多聚甲醛固定后常

规脱钙脱水包埋，矢状面连续切片，脱蜡、水化后进

行 H&E 和 Safranin O 染色，通过光学显微镜观察软

骨组织、滑膜组织，骨关节炎的组织病理学分级与

评分分值密切相关，分值提升意味着软骨退变加

剧。0 分对应正常软骨状态，最高 14 分则标志着软

骨病变达到了最为严重的程度［14］。采用滑膜炎评

分对各组大鼠膝关节滑膜进行评估［13‑15］。

1.4.3　免疫组化染色　石蜡切片脱蜡至水后抗原

修复，阻断内源性过氧化物酶，将 3% 的 BSA 于组

织表面均匀涂布，并在室温下封闭 30 min。轻轻去

除封闭液，并按照说明书指示，使用一抗稀释液将

抗体按比例稀释后施加于切片上。将切片水平放

置于湿盒内，于 4 ℃条件下孵育过夜。次日，将玻片

浸入 PBS（pH7.4）中，在脱色摇床上轻轻摇动洗涤，

稍微甩干后在切片所在区域内滴加与一抗相应种

属 的 二 抗 ，确 保 完 全 覆 盖 切 片 ，并 在 室 温 下 孵

育 50 min。进行 DAB 显色、复染细胞核后脱水封

片，置于光学显微镜下观察。通过计算阳性染色的

软骨细胞或滑膜细胞数量来估计软骨中抗原的存

在。使用 Image Pro Plus 5.1 版软件计算关节软骨

或滑膜 3 个中心区域的总软骨细胞数或总滑膜细胞

和阳性染色细胞数，测定各组抗原染色阳性细胞百

分率［16］。

1.5　统计学处理　

各组数据通过 Graphpad Prime 8 和 SPSS22.0
软件进行处理，多组间比较采用单因素方差分析。

结 果 以 x̄ ± s 表 示 ，P<0.05 为 差 异 具 有 统 计 学

意义。

2 结果  
2.1　消瘀散精简方凝胶贴透皮成分分析　

对透皮接受液样品进行正、负离子模式全扫描

分析，得总离子流图，见图 1A、B。在前期消瘀散凝

胶贴体外成分分析谱的基础上，依据各色谱峰的得

分信息初步筛选化合物，利用各色谱峰的一级和二

级等详细信息，对初步筛选出的化合物进行进一步

确认。在透皮接受液中共指认出 28 种成分（表 1），

包括核苷类、酚酸苷类、酚酸类、倍半萜苷类、生物

碱类、香豆素类、单萜苷类、木脂素类、有机酸类、苯

酞类、环肽类、脂肪酸类、蒽醌类。其中 14 种成分来

自蒲公英，7 种成分来自当归，3 种成分来自没药，2
种成分来自西泽兰，2 种成分来自乳香，2 种成分来

自紫荆皮，2 种成分来自大黄，1 种成分来自丹参。

A：正离子模式；B：负离子模式

图 1　消瘀散精简方新组方凝胶贴透皮实验接收液样品

UPLC‑HRMS基峰离子流图（BPC）‑正、负离子模式

Fig 1　UPLC⁃HRMs⁃based peak chromatogram（BPC）in 
positive and negative ion modes of transdermal test 
received samples of the new formula gel patch com⁃

pound of the Xiaoyusan
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表 1 UPLC⁃Q⁃TOF/MS 鉴定消瘀散精简方新组方凝胶贴透皮成分

Tab 1 UPLC⁃Q⁃TOF/MS to identify the transdermal ingredients of the new formula gel patch compound of the Xiaoyusan

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

5.07

7.49

8.39

8.56

10.47

12.02

12.69

12.94

13.34

13.89

14.69

14.80

15.19

15.84

16.70

17.69

21.89

22.52

23.41

27.14

28.04

166.086 2

315.073 6

153.020 3

329.087 8

311.041 8

137.024 7

443.192 7

337.095 6

215.082 4

353.088 5

177.019 5

353.090 2

179.035 6

431.191 1

431.191 3

337. 093 9

193.049 3

473.070 1

567.209 8

187.097 3

207.100 7

−0.6

4.4

6.5

0.0

2.9

2.2

0.9

8.0

−0.9

2.0

1.1

6.8

3.4

−2.8

−2.3

3.0

−6.7

−5.1

2.6

−1.6

−6.8

C9H11NO2

C13H16O9

C7H6O4

C14H18O9

C13H12O9

C7H6O3

C21H32O10

C16H18O8

C12H12N2O

2

C16H18O9

C9H6O4

C16H18O9

C9H8O4

C19H30O8

C19H30O8

C16H18O8

C10H10O4

C22H18O12

C26H34O11

C9H16O4

C12H16O4

[M+H]+

[M‑H]‑

[M‑H]‑

[M‑H]‑

[M‑H]‑

[M‑H]‑

[M‑H]‑

[M‑H]‑

[M‑H]‑

[M‑H]‑

[M‑H]‑

[M‑H]‑

[M‑H] ‑

[M+
FA‑H] ‑

[M+
FA‑H] ‑

[M‑H] ‑

[M‑H] ‑

[M‑H] ‑

[M+
FA‑H] ‑

[M‑H] ‑

[M‑H2O+
H]+

Phenylalanine

Protocatechuic ac‑
id‑3‑O‑glucoside

Protocatechuic acid

Vanillic acid 
4‑O‑β‑D‑glucopyranoside

Caftaric acid

Protocatechuic aldehyde

Dihydrophaseic acid 
4'‑O‑β‑D‑glucopyranoside

3‑p‑coumaroylquinic acid

Lycoperodine‑1

Neochlorogenic acid

Esculetin

Chlorogenic acid

Caffeic acid

Icariside B2

Corchoionoside C

5‑p‑coumaroylquinic acid

Ferulic acid

Chicoric acid

Lariciresinol 4‑O‑glucoside

Azelaic acid

Senkyunolide I

120.080 9;103.054 
0;77.038 2

/

153.022 5;139.029 1

/

/

93.033 7

/

/

171.089 6;125.874 8

353.089 0;191.057 
4;173.046 7

177.023 2;141.869 
3;133.026 7;

105.033 2;89.039 6

/

/

/

431.193 3;385.183 
2;153.093 8

191.058 0;173.046 
9;163.041 3;

137.024 2

178.026 0;134.037 1

311.039 3;293.033 
7;179.034 5;

149.012 1;135.048 8
521.2 077;359.137 

4;329.1 374

187.097 1;125.097 
8;123.082 0

/

All

蒲公英

蒲公英

蒲公英

蒲公英

丹参/西泽

兰

/

当归/蒲公

英

蒲公英

当归/蒲公

英

蒲公英

当归/蒲公

英

西泽兰

蒲公英

蒲公英

当归/蒲公

英

当归/蒲公

英/紫荆皮

蒲公英

紫荆皮

没药

当归

63‑91‑2

20300‑54‑
3

99‑50‑3

32142‑31‑
7

67879‑58‑
7

139‑85‑5

78914‑56‑
4

42438‑90‑
4

6052‑68‑2

906‑33‑2

305‑01‑1

327‑97‑9

331‑39‑5

108906‑5
1‑0

185414‑2
5‑9

185502‑6
8‑5

1135‑24‑6

70831‑56‑
0

143663‑0
0‑7

123‑99‑9

94596‑28‑
8

序号
tR

（min）
实测分子

量（m/z）
质量误差

（ppm）
分子式 电离模式 化合物 MS/MS 数据 归属 CAS 号
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22

23

24

25

26

27

28

28.96

29.65

36.29

38.34

39.19

39.92

40.97

723.503 6

207.100 5

261.112 7

293.137 6

329.232 3

297.038 9

283.023 8

1.4

−7.7

−1.9

−6.1

−3.0

−5.4

−3.5

C36H66N6O

6

C12H16O4

C15H18O4

C16H22O5

C18H34O5

C16H10O6

C15H8O6

[M+
FA‑H] ‑

[M‑H2O+
H]+

[M‑H] ‑

[M‑H] ‑

[M‑H] ‑

[M‑H] ‑

[M‑H]‑

Cyclic hexaleucine

Senkyunolide H

Myrrhanolide C

1β,8β‑Epoxy‑2α‑me‑
thoxy‑6‑oxogermacra‑9(10),7

(11)‑dien 8,12‑olide

9,10,13‑Trihydroxyocta‑
dec‑11‑enoic acid

6‑Methyl‑rhein

Rhein

723.508 6;677.495 
9;451.325 2

/

217.125 5;201.102 
5;189.091 1;

175.112 7
293.137 1;249.149 

3;217.121 9;
199.111 8;149.097 3
329.233 0;229.144 

6;211.135 3;
171.103 3

/

239.032 9;211.039 
8;183.043 6

/

当归

乳香/没药

乳香/没药

All

大黄

大黄

83793‑12‑
8

94596‑27‑
7

1147340‑
35‑9

1361531‑
66‑9

29907‑57‑
1

401621‑2
7‑0

478‑43‑3

续表

序号
tR

（min）
实测分子

量（m/z）
质量误差

（ppm）
分子式 电离模式 化合物 MS/MS 数据 归属 CAS 号

2.2　消瘀散精简方新组方凝胶贴对骨关节炎大鼠

软骨损伤的治疗作用　

利用 ACLT 建立骨关节炎大鼠模型，与假手术

组相比，OA 模型组大鼠膝关节关节面欠平整，软骨

细胞排列紊乱、潮线消失，番红着色变浅表明软骨

基质丧失，Mankin 评分明显增加，见图 2、3。应用氟

图 2　各组大鼠关节软骨组织学染色分析：苏木精‑伊红、番红‑固绿染色，Col2a1、Mmp13 和 Caspase 3 免疫组化染色

Fig 2　Histological staining analysis of articular cartilage in each group： H&E and Safranin O⁃fast green staining， IHC 
staining of Col2a1， Mmp13 and Caspase 3
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比洛芬凝胶贴膏与消瘀散精简方新组方凝胶贴治

疗后软骨损伤程度得到一定缓解。与 OA 模型组相

比，消瘀散精简方新组方凝胶贴组的大鼠膝关节软

骨结构部分恢复，Mankin 评分更低（P=0.005 7），

Col2a1 的表达明显上调（P=0.0 273），Mmp13（P=

0.000 8）与 Caspase 3（P=0.002）则被明显抑制，见

图 2、3。以上结果表明，消瘀散精简方新组方凝胶

贴挽救了骨关节炎大鼠的软骨损伤，具有较好的治

疗作用。

2.3　消瘀散凝胶贴对骨关节炎大鼠滑膜炎的治疗

作用　

进一步观察各组大鼠膝关节滑膜见图 4，H&E
染色结果表明 OA 模型组大鼠膝关节滑膜出现大量

炎症细胞浸润，滑膜炎评分明显升高（P<0.000 1），免

疫 组 化 结 果 表 明 滑 膜 TNF‑α（P=0.0 107）和 iN‑
OS（P=0.000 3）的表达明显上调，见图 5。应用氟

比洛芬凝胶贴膏与消瘀散精简方新组方凝胶贴治

疗后能缓解大鼠滑膜炎症。与 OA 模型组相比，消

瘀散精简方新组方凝胶贴组的大鼠滑膜炎症细 胞

浸润减少，滑膜炎评分下降（P=0.047）。免疫组化

染色进一步表明该组大鼠滑膜 TNF‑α（P=0.027 8）
和 iNOS（P=0.000 2）的表达明显下调，见图 5。以

上结果说明消瘀散精简方新组方凝胶贴不仅能够

挽救骨关节炎大鼠软骨损伤，还明显抑制了骨关节

炎大鼠的滑膜炎症。

2.4　消瘀散凝胶贴的生物安全性评价　

在分析局部应用消瘀散凝胶贴有效性后，继续

评估消瘀散凝胶贴的生物安全性。采用 ELISA 分

析各组大鼠血清炎症因子，结果表明骨关节炎 OA
模型组大鼠和应用氟比洛芬凝胶贴膏与消瘀散精

简方新组方凝胶贴治疗后的大鼠， 以 TNF‑α 与

Mankin 评分、Col2a1、Mmp13 和 Caspase 3 阳性区域比例，*P <0.05，**P <0.01，***P <0.001，n=6
图 3　各组大鼠关节软骨组织学定量统计结果

Fig 3　Quantitative statistical of articular cartilage histology in each group

图 4　各组大鼠膝关节滑膜组织学染色分析：苏木精‑伊红染色，TNF‑α 和 iNOS 免疫组化染色

Fig 4　Histological staining analysis of synovium of knee joint in each group： H&E staining， IHC staining of TNF⁃α and 
iNOS
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IL‑17 为 代 表 的 炎 症 因 子 无 统 计 学 意 义（P>
0.05），见图 6，说明骨关节炎与外用贴膏不引起全

身炎症。

对 各 组 大 鼠 组 织 器 官 微 观 结 构 进 行 观 察 ，

结果表明各组大鼠组织器官结构正常 ，无炎症

细 胞 浸 润 ，见 图 7。 以 上 结 果 说 明 在 局 部 应 用

图  7　各组大鼠组织器官毒性评价

Fig 7　Tissue and organ toxicity evaluation of rats in each group

滑膜炎评分、TNF‑α 和 iNOS 阳性区域比例，*P<0.05， **P<0.01，***P<0.001，n=6
图 5　各组大鼠膝关节滑膜组织学定量统计结果

Fig 5　Quantitative statistical of synovium of knee joint in each group

图  6　各组大鼠血清炎症因子测定结果

Fig 6　Serum inflammatory factors in each group
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消瘀散精简方新组方凝胶贴治疗骨关节炎有效

的基础上，并不会引起全身炎症和组织毒性。

3 讨论  
本研究通过动物实验研究消瘀散精简方新组

方凝胶贴对于 OA 大鼠软骨损伤和滑膜炎症的治疗

作用。经过 21 d 外敷治疗后，消瘀散精简方新组方

凝胶贴与氟比洛芬凝胶贴可挽救 OA 大鼠关节软骨

损伤和滑膜炎症，并且消瘀散精简方新组方凝胶贴

的治疗效果更优。具体而言，通过组织病理学观察

到消瘀散精简方新组方凝胶贴治疗后 OA 大鼠关节

软骨基质合成增加、软骨细胞凋亡减少，同时滑膜

炎症细胞浸润与炎症因子表达明显减少。在此基

础上进一步评估消瘀散精简方新组方凝胶贴对于

OA 大鼠全身炎症水平和组织器官的影响，血清学

分析结果表明一方面 OA 发生、发展过程中不会引

起全身性的炎症水平上调，消瘀散精简方新组方凝

胶贴未对 OA 大鼠全身炎症因子表达造成明显影

响。组织病理学结果表明消瘀散精简方新组方凝

胶贴应用后各组织器官的微观结构正常且无明显

的炎症细胞浸润。

目前广泛认可的 OA 发病机制假说是慢性炎

症、异常应力或代谢改变等因素导致关节软骨损

伤，伴随滑膜炎症介质释放从而激活炎症通路［4］。

滑膜炎是 KOA 发生、发展过程中的常见病理表现，

全球范围内有近 90% 会并发膝关节滑膜炎［17］。研

究表明滑膜炎症与 OA 的严重程度呈正相关，且滑

膜炎的出现早于关节软骨的退变［18］，提示针对滑膜

炎症的治疗在 OA 的疾病进展中意义重大［19，20］。研

究表明，在关节软骨退化程度尚未触及软骨下骨的

阶段，持续的滑膜炎症对于膝关节持续疼痛的产生

扮演着关键的角色［21］，多种基质降解酶的水平有明

显提升，同时炎症因子的过量分泌导致了剧烈的疼

痛和关节功能的受损，还加速了软骨的退化。滑膜

炎在组织学上展现出滑膜衬里的增生、巨噬细胞和

淋巴细胞的浸润，以及新血管的形成等特征［22］，滑

膜中的巨噬细胞活化与疼痛和疾病活动度和严重

程度相关［23，24］，当滑膜出现炎症时，其中的巨噬细胞

会释放炎症因子及疼痛相关的神经递质，这些物质

触发氧化应激反应，进而促使 OA 的发展进程加

速［25］。与此同时，巨噬细胞与软骨细胞间的相互作

用，通过旁分泌机制，对 OA 的起始阶段及进展过程

产生影响。活化的滑膜巨噬细胞能够释放大量

TNF‑α 等炎性介质，导致软骨基质成分如 Col2a1 和

聚 合 糖 等 降 解 ，从 而 促 进 软 骨 细 胞 肥 大 化 或

凋亡［26］。

OA 在中医领域被归类为痹症，《类证治裁·痹

症》中提到痹症起因于诸痹“良由营卫先虚，腠理不

密，风湿寒乘虚内袭。正气为邪所阻，不能宣行，因

而留滞，气血凝涩，久而成痹”。  现代中医同样认

为，痹症的内在发病基础是体质虚弱、正气亏虚，而

外界邪气侵袭则是发病的外部条件［10］。OA 被视为

一种本虚标实的病症，病因主要是肝肾不足、气滞

血瘀、风寒湿热邪气外侵。基于以上病机认识，临

床上针对骨关节炎的治疗当以滋养肝肾，活血化

瘀，祛邪通络为治则。若风湿热邪趁虚侵袭人体，

热邪为甚，或病人素体阳盛，邪气闭阻经脉日久而

化热，邪热煎灼阴液，致关节焮红肿胀、触之灼热而

发为热痹，如《素问·痹论》云“其热者，阳气多，阴气

少，病气胜，阳遭阴，故为痹热。”临床上 OA 急性发

作期患者多表现为热痹，因此急性期应以治疗湿热

痹阻的“标实”之证，治疗要以清热利湿，祛风止痛，

化瘀通络为主。改良后的消瘀散新组方中，以大黄

为君药，主行清热祛湿，祛瘀止痛之功，大黄为苦寒

之药，以苦燥湿，以寒清热，且能逐瘀通经，荡涤湿

热瘀结之毒；乳香、没药有行气活血，化瘀通络之

功，为常用药对，《医学衷中参西录》云“虽为开通之

品，不至耗伤气血， 当归性温、味甘，擅补血调血，荣

筋骨血脉，使血有所生，筋有所养，寓意“治风先治

血，血行风自灭，丹参活血祛瘀、凉血消痈，“破宿

血，补新血。”四者共为臣药，助君药清热祛瘀，通利

关节；蒲公英、泽兰清热解毒、祛瘀散结，紫荆皮可

活血通络，消肿定痛，三者共为佐药，清热通络止

痛。诸药合用，共奏清热利湿、化瘀止痛、祛风通络

之功，为目前上海交通大学医学院附属新华医院中

医骨伤科临床上常用方。本研究利用 Franz 扩散池

模拟外用药物在生理条件下的透皮过程，以反映外

用制剂的质量。结合消瘀散精简方凝胶贴的用法

用量：每日 1 次，作用 24 h，设定 24 h 这一时间点取

透皮接受液，利用超高效液相色谱串联四极杆飞行

时间高分辨率质谱技术（UPLC‑Q‑TOF/MS）对消

瘀散精简方凝胶贴透皮成分进行分析，结合课题组

前期对消瘀散凝胶贴体外成分分析谱的基础上，发

现接受液中 28 种原型成分，包含君药大黄中的 6‑甲
基‑大黄酸、大黄酸等；臣药当归中的洋川芎内酯、新

绿原酸等；佐药蒲公英中的阿魏酸、菊苣酸等；佐药

西泽兰中的咖啡酸等。不仅说明君臣佐药成分均

可通过皮肤进入体内，还为进一步阐明消瘀散精简

方新组方凝胶贴的药理活性及质量标准的提升提

供理论依据。

综上，消瘀散贴通过促进关节软骨基质合成，
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抑制软骨细胞凋亡和滑膜炎症因子表达治疗 OA，

同时还具有良好生物安全性。有望进一步通过临

床试验进行安全性和有效性评估以进行临床转化。
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