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基于 ouｔ d ｍＴＯE信号通路探讨补肾活血方
对去卵巢大鼠软骨细胞自噬的影响
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(摘要C 目的C 研究补肾活血方是否可以通过调控 ouｔ C ｍＴＯE 信号通路促进去卵巢大鼠软骨细胞自噬反应来保
护关节软骨o方法p选取 ３r 只 y2Ｆ 级 iT 周龄雌性 y0 大鼠y体重rTa７．rl７pre (c先随机选择 F 只为空白对照组c剩余大
鼠采用卵巢切除术结合右膝关节腔注射碘乙酸钠rｍｏｎｏjｏtｉｕｍ ｉｏtｏａ)ｅｔａｔｅcs.oe建立绝经后膝骨关节炎模型c随机分
为模型组,LyAvE;Ｌ 组,LyAvE;s 组,LyAvE;A 组c每组 F 只。运用肉眼观察评分,番红 Ｏ;固绿染色,免疫组化等方
法明确补肾活血方对大鼠关节软骨损伤的保护作用cＷｅjｔｅｒｎ;ｂｌｏｔ 检测自噬相关蛋白的表达cｑ2ＣE 检测 ouｔ,ｍＴＯE
及下游自噬基因的相对表达。 结果p造模后 LyAvE rＬ,s,Ae各组均可减轻软骨组织形态学损伤c免疫组化示 Ｃｏｌｌａ鄄
(ｅｎ;Ⅱ,o((ｒｅ)ａｎ 表达逐渐升高c 基质金属蛋白酶;i３ rｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｉｔｅｉｎａjｅ;i３css2;i３e 表达逐渐降低c 其中
LyAvE;s 组和 LyAvE;A 组与模型组相比差异均有统计学意义rＰ＜rprheoＷｅjｔｅｒｎ;ｂｌｏｔ结果示 LyAvErＬ,s,Ae各组
自噬通路蛋白 ｐ;ouｔ d ouｔ,ｐ;ｍＴＯE d ｍＴＯE 受到抑制c下游蛋白 Lｅ)ｌｉｎ;i,ＬＣ３Ⅱ表达逐渐升高c而 ｐFT 逐渐降低c呈剂
量效应o ｑ2ＣE 结果示 LyAvErＬ,s,Ae各组均可促进 Lｅ)ｌｉｎ;i,ＬＣ３ⅡｍEＮo 的相对表达c抑制 ｐFT,ouｔ,ｍＴＯE ｍEＮo
的相对表达c与模型组相比差异有统计学意义rＰ＜rprheo 结论p补肾活血方可以通过抑制 ouｔ d ｍＴＯE 信号通路增强软
骨细胞自噬反应c进而发挥保护软骨的作用o
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膝骨关节炎Cytｅｅ .rnｅ.uhn4h0n0ri(sc)是由炎症
加剧引起的关节疾病i 软骨损伤是其特有的病理特
征i其发病机制非常复杂i一般认为是在遗传易感性
的基础上i 人类内部环境的变化和局部理化因素的
长期综合作用的结果i 特别是绝经后雌激素大幅度
降低的情况下妇女更易患膝 sc 有研究表明i软骨
细胞的自噬水平与 sc 状态之间存在高度相关性i
是一种抗凋亡的细胞保护机制i 而 cyn - ｍps 信号
通路在此过程中发挥着重要作用Bej 补肾活血方由
n备急千金要方g经典古方F独活寄生汤o化裁而成i
绝经后妇女体弱腠理不密i无力抵御风u寒u湿外邪i
外邪入侵而为痹i同时结合王清任在d医林改错g提
出的F痹久必有瘀血oF久病入络o等理论i在补益肝
肾的同时常常佐以活血行气之品i以寓补中有泻u补
泻兼施 本方中重用怀牛膝i 作为君药主奏调补肝
肾u强筋壮骨之功i同时兼以活血通经e熟地u续断为
臣药i辅助君药进一步加强补益肝肾之功效e膝痹标
者i风寒湿邪侵袭i气血运行不畅致瘀血阻滞i故本
方佐以独活祛风湿u止痹痛i同时佐以当归u川芎u白
芍以柔肝舒筋i活血化瘀i通经止痛e甘草常作为使
药i意在调和诸药i缓急止痛 本研究旨在从软骨细
胞自噬过程着手i 自 NaeE 年 l 月至 NaeE 年 eN 月i
采用雌性 iC 大鼠成功制备去卵巢大鼠模型i 进一
步探索补肾活血方调控 cyn , ｍps 信号通路发挥保
护软骨的作用机制i 拟为临床运用补肾活血方防治
绝经后膝骨关节炎提供实验依据 
 材料与方法

 C  实验动物

i)Ｆ级 eN 周龄 iC 雌性大鼠 :a 只i购自北京维
通利华实验动物技术有限公司 B许可证号2i2B(
r京ENaeLdaaeeji体重rNm\Aav\．a) ;i温度 Na ℃i湿
度 :a％～５a％i昼夜循环 eN 4 , eN 4i不限制大鼠的摄
食u 饮水和活动。 鼠笼内垫料需高压灭菌后才能使
用i隔日更换 实验中所有与动物有关的操作均应符
合 NaaL 年 E 月中华人民共和国科学技术部发布的
d关于善待实验动物的指导性意见gi 并通过南京中
医药大学动物伦理委员会审查批准 r批准号 2
NaeEeaca５aE 
 C ２ 实验药物

reE补肾活血方2怀牛膝 Na ;i熟地黄 e５ ;i川断
e５ ;i当归 ea ;i川芎 ea ;i独活 ea ;i白芍 e５ ;i甘草
L ;ie aaa ｍｌ 去离子文火水煎i煎煮 : 次i每次 N 4i

收集 : 次煎煮液 i干燥法浓缩至相对生药量为
e．５ ;·ｍｌdeim ℃冰箱保存备用。 rN)碘乙酸钠 rｍ.t.
r.ｄ0gｍ 0.ｄ.uｃｅnunｅiＭＩc)2大鼠每次关节腔注射量为
５a ｍ;·y; dei注射体积按 N５ μｌ , eaa ; 体重计算 i
dNa ℃保存 
 C ３ 实验仪器与试剂

 C ３C  实验试剂及耗材 番红 sd固绿染色液 r武
汉赛维尔生物科技有限公司i 批号 Ｇea:e)e2.ｌｌu鄄
;ｅtdⅡ抗体uc;;hｅｃut 抗体r英国 cｂｃuｍ 公司i批号
分别为 uｂ:m\eNuuｂNeLEL５)eＭＭ)de: 抗体 r美国
iutnu 2hgｚ 公司i 批号 rｃ５e５Nlm)eＢｅｃｌ0te 抗体iＬ2:
Ⅱ抗体ijLN抗体ijdcyn 抗体icyn 抗体ijdｍps 抗
体iｍps 抗体i内参 Ｇc)CＨ抗体r英国 cｂｃuｍ公司i
批号分别为 uｂNeamEluuｂL:le\uuｂeaEaeNuuｂ:lmmEu
uｂel\l５iuｂe:\e::uuｂe:mEa:uuｂlNm５)e24uｍＱ Ｕt0鄄
ｖｅhruｌ iＹＢ Ｑ)2 Ｍurnｅh Ｍ0ｘiＨ0iｃh0jn ＩＩ Ｑ iｅｌｃｅn
 p igjｅhＭ0ｘ ｆ.h ｑ)2 r南京诺唯赞生物科技股份有
限公司i批号分别为 Ｑ\eeu N:N－ae) 
 C ３C ２ 实验仪器 荧光倒置显微镜 r日本 sＬＹＭ鄄
)Ｕi公司i型号 ＩB\e)i水浴恒温振荡器r苏州海思
源仪器设备有限公司i型号 ＨＺi－Ｈc)i全自动智能
脱水机 r深圳达科为生物技术股份有限公司i 型号
Ｈ):aa)i 蛋白印迹仪 r美国 ＢＩs－ cC 公司i 型号
phutr－Ｂｌ.n pghｂ.)i实时荧光定量 )2 仪r美国 cＢＩ
公司i型号 \５aa) 
 C ４ 造模及分组

:a 只雌性 iC 大鼠先随机选择 L 只为空白对照
组i 剩余 Nm 只 iC 大鼠均行双侧卵巢切除术 r.鄄
ｖuh0ｅｃn.ｍ0ｚｅｄisＶB) 术后 N 周右膝关节腔内注射
ＭＩci造绝经后膝骨关节炎模型BNji并随机分为 m 组i
每组 L只 造模后观察 e 周i第 N 周开始干预治疗i
灌胃i每日 e 次 

空白组2取同样切口及操作方法进入腹腔后i暴
露卵巢后切取其旁一小块脂肪再缝合切口i 术后常
规处理i术后 N 周右膝关节腔内注射生理盐水r体积
按 N５ μｌ , eaa ; 体重计算)i予以常规喂养 模型组2
予以生理盐水 re ｍｌ , eaa ;) 灌胃 低剂量中药组
rＢiＨB －Ｌ 组)2予以低剂量ra．E ｍｌ , eaa ;)中药水
煎剂灌胃e中剂量中药组rＢiＨB －Ｍ 组)2予以中剂
量re．l ｍｌ , eaa ;)中药水煎剂灌胃 高剂量中药组
rＢiＨB －Ｈ 组)2予以高剂量r:．L ｍｌ , eaa ;)中药水
煎剂灌胃 连续干预 m周后颈椎脱臼处死各组大鼠i

rnun0rn0ｃuｌｌｙ r0;t0ｆ0ｃutn ｃ.ｍjuhｅｄ ｗ0n4 ｍ.ｄｅｌ ;h.gj rＰ＜a．a５)． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｂgr4ｅt Ｈg.ｘgｅ hｅｃ0jｅ ｃut ｅt4utｃｅ n4ｅ ｃuhn0ｌu;ｅ
ugn.j4u;ｙ hｅrj.trｅ ｂｙ 0t40ｂ0n0t; n4ｅ cyn , ｍps r0;tuｌ0t; jun4ｗuｙiutｄ n4ｅt jh.nｅｃn n4ｅ ｃuhn0ｌu;ｅ．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ Ｂgr4ｅt Ｈg.ｘgｅ hｅｃ0jｅe Ｍｅt.jugrｅe (tｅｅ .rnｅ.uhn4h0n0re 24.tｄh.ｃｙnｅ ugn.j4u;ｙe cyn , ｍps r0;鄄
tuｌ0t; jun4ｗuｙ

eE\· ·
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切开膝关节腔C用手术刀小心地取出膝关节软骨于
opr y冰箱保存备用r
ig h 观察项目与方法

ig hg i 肉眼观察膝关节软骨外观 软骨外观评分

标准 t３(c) 分C软骨表面微黄变色 T 分C负重区域有
少量软骨糜烂 ３ 分c大面积软骨糜烂延伸至软骨下
骨 a分C大面积软骨糜烂伴随软骨下骨外露r
ig hg 2 番红 Ｏo固绿染色软骨组织病理形态改变
室温下二甲苯常规脱蜡 无水乙醇重新水化 0 ｍｉｎC
降级梯度酒精再水化 0 ｍｉｎC蒸馏水洗涤 T ｍｉｎ 苏木
精染色 ３ ｍｉｎC乙醇处理 )0 -C蒸馏水洗涤 ) ｍｉｎ 蒸
馏水洗涤 ３ 次C并浸入固绿染色液中 ３ ｍｉｎ )2的冰
醋酸中洗涤C室温下 r．) 番红 Ｏ 中染色 ) ｍｉｎ 二甲
苯透明C中性树脂密封切片C图像采集r
ig hg  免疫组化检测软骨组织 ＣｏｌｌａBｅｎoeijBBｒｅi
nａｎiggFo)３ 表达 软骨组织切片常规脱腊重新水

化CFud 洗涤 ３ 次 eEＴj 缓冲液沸点加热 )r ｍｉｎr
３ lTＯT孵育 )rｍｉｎ 山羊血清封闭液室温下封闭 ) ｈr
a y下与抗 ＣｏｌｌａBｅｎoeijBBｒｅnａｎiggFo)３ 孵育过
夜 山羊抗i兔二抗室温孵育 ３r ｍｉｎCFud 洗涤 ３ 次r
Eju 室温暗箱孵育 )0 ｍｉｎC苏木精染色r 生理盐水
和乙醇浸泡C二甲苯透明C中性树胶封片r 光镜下采
集结果图像C使用 cｍａBｅ Ｊ软件分析阳性表达情况r
ig hg t sｅ-ｔｅｒｎoｂｌｏｔ 检测自噬相关蛋白 uｅnｌｉｎo)i
CＣ３eiｐ.Tij,ｔiｐoj,ｔiｍＴＯLiｐoｍＴＯL 的表达 用

液氮保存膝关节软骨C 每 )rr ｍB 软骨组织中加入
.rr tｌ 蛋白裂解液C在冰上进行裂解匀浆C离心上清
液 采用 uＣj 法测定样品蛋白浓度CdEdoFjAe 电
泳浓缩和分离蛋白C 转膜后置于 ＴudＴ 封闭液室温
下封闭 ) ｈr a h条件下加入特异性一抗孵育过夜C
ＴudＴ 洗涤 ３ 次t0 ｍｉｎC于室温下二抗孵育 ) ｈCＴudＴ
再次洗涤 ３次t0 ｍｉｎr 加入显色液C避光显色至出现
条带时放入双蒸水中终止反应r
ig hg h 定量聚合酶链反应 svｕａｎｔｉｔａｔｉ;ｅ ｐｏｌｙｍｅｒａ-ｅ
nｈａｉｎ ｒｅａnｔｉｏｎCvFＣL） 检测 uｅnｌｉｎ o)iCＣ３e iｐ.Ti
j,ｔiｍＴＯL ｍLＮj 的相对表达 收集匀浆后的组织

或细胞制备上清 LＮjC 至 )．0 ｍｌ 离心管加 .r tｌ 氯
仿C混匀C)0 rrr ｒ ／ ｍｉｎ离心 0 ｍｉｎr将 LＮj转移到另
一管中C)．0 ｍｌ离心管加 0rr tｌ异丙醇C混匀 oTr h
条件静置 )r ｍｉｎCa h条件下离心 )r ｍｉｎC 离心后管
底部获得棉絮状沉淀C即为 LＮj沉淀r弃上清C加入
) ｍｌ ７02乙醇C用移液枪反复吹打洗涤 LＮj 沉淀r
a h条件下 p rrr ｒ·ｍｉｎo)离心C0 ｍｉｎr 将管开口置于
超净台中 T ｍｉｎC 使 LＮj 沉淀干燥r 加入 Tr tｌ 无
LＮａ-ｅ 水溶解 LＮj 沉淀C移液枪吹打帮助溶解r 取
) tｌ LＮj溶解液C以去离子水作对照C测吸光度sｏｐi

ｔｉnａｌ ｄｅｎ-ｉｔｙCＯE）T.r ／ Tpr 值及 LＮj 浓度r 将 LＮj
逆转录为 nEＮj 及荧光定量 FＣL 扩增s均按照试剂
盒说明书进行）r
ig ６ 统计学处理

采用 AｒａｐｈFａｄ Fｒｉ-ｍ 0．r 和 dFdd )７．r 软件进行
统计分析r定量资料采用均数±标准差sx軃±ｓ）表示r对
单因素两水平设计一元定量资料C 采用独立样本 ｔ
检验 对单因素四水平设计一元定量资料C先采用单
因素四水平设计一元定量资料方差分析C若结果 Ｐ＜
r．r0C再进行四组之间两两比较C采用独立样本 ｔ 检
验r 以 Ｐ＜r．r0为差异有统计学意义r
2 结果

2g i 膝关节软骨损伤情况

肉眼观察下空白对照组软骨表面光滑发亮C未
发现有明显软骨侵蚀及糜烂C 软骨损伤评分明显低
于模型组sＰ＜r．r)） 模型组软骨表面粗糙变色明显C
大面积糜烂C软骨下骨外露C尤其在股骨滑车处较明
显C 软骨损伤评分最高 udl(LoC 组软骨表面黄色
较深C软骨糜烂面积较大C部分深及软骨下骨C其软
骨损伤评分稍低于模型组sＰ＞r．r0） udl(Log 组股
骨滑车处表面略粗糙C有少量软骨糜烂C少部分深及
软骨下骨C 其软骨损伤评分低于模型组 sＰ＜r．r0） 
udl(Lol 组软骨表面微黄C极少量区域软骨糜烂C
未深及软骨下骨C 其软骨损伤评分明显低于模型组
和 udl(LoC组sＰ＜r．r0）r 见表 )C图 )r
2g 2 番红 Ｏo固绿染色结果

空白对照组软骨表面光滑完整C 没有发现明显
的糜烂缺损C软骨细胞的形态和分布基本正常C番红
Ｏo固绿染色均匀C潮线完整连续清晰 模型组软骨
糜烂缺损面积较大C局部破裂与脱落现象严重C大量
软骨基质丢失C 软骨细胞数量明显减少 udl(LoC
组iudl(Log组和 udl(Lol组随着中药剂量的增
加C软骨表面糜烂受损程度逐渐减轻C软骨细胞数量
减少不明显 C 基质淡染程度逐渐减弱 r 其中 C
udl(Lol组软骨表面糜烂受损程度最轻C基质染色
程度最弱r 见图 Tr
2g  免疫组化结果

空白对照组 Ｃｏｌoe和 jBBｒｅnａｎ 表达最高且明
显高于模型组 sＰ＜r．r)）CＣｏｌｌａBｅｎoe表达 udl(L
sCigil）各治疗组与模型组比较C差异均有统计学
意义sＰ＜r．r0）C但 udl(L sCigil）治疗各组之间比
较C差异无统计学意义sＰ＞r．r0）r jBBｒｅnａｎ表达量随
着中药剂量增加逐渐升高Cudl(Lol 组表达最为
明显C 与 udl(LoC 组和 udl(Log 组相比差异均
有统计学意义sＰ＜r．r0）r 见图 ３i图 aC表 )r

udl(L sCigil）治疗各组 ggFo)３ 表达量均

)９p· ·
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表 C 各组大鼠关节软骨损伤评分和组织免疫组化 opyyright(c)ii g2rhc00-tCB 表达结果
erjnC ) Fu2dyr 2r Fuyrig uhEd l c2p g rhs u..dhp,ucFp2,g.u2ry gLA gccuph  gcdyFc pv opyyright(e)ii g2rh rhs 00-tCB

uh Fuccdgc pv  rFc uh gr2, i pdA

注C与空白对照组比较o采用独立样本 p 检验o其中 pyigyy．yhot(r．rycpTi)．ha)ot(r．rycp３i)．７３３ot(r．rycpaigyy．h)aot(r．ry 除空白组外其余四
组进行单因素方差分析o均得出 t(r．ryo其中 ａ 表示与模型组比较oａt(r．r2cｂ 表示与 0- Begj 组比较oｂt(r．r2cn 表示与 0- BegF 组比较o

nt(r．r2

组别 鼠数 软骨损伤评分 ＣｏｌｌａAｅｎgB表达 CAAｒｅnａｎ 表达 FFEgy３ 表达

空白对照组 L r．３３Gr．2yL y．rrrGr．yrr y．rrrGr．yrh y．rrrGr．r７r

模型组 L ３．L７Gr．2yLｔy r．３h７Gr．rarｔT r．３３７Gr．ra７ｔ３ y．７３rGr．rhrｔa

0- Begj 组 L ３．rrGr．L３T r．2r３Gr．r2rａ r．aa３Gr．ra) y．aa７Gr．r３2ａ

0- BegF 组 L T．３３Gr．2yLａ r．2７３Gr．rarａ r．2a３Gr．r2hａ y．TL３Gr．ra７ａｂ

0- Beg 组 L y．L７Gr．hyLａｂ r．LrrGr．r３rａ r．７r３Gr．rhyａｂn y．T2rGr．rarａｂ

I 值 yy．yyy yL．T2７ Tr．r７３ 2T．arL

t 值 (r．ry (r．ry (r．ry (r．ry

图 N 各组大鼠软骨组织番红 Ｏg固绿染色结果
Ｆui．N eｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Fｕｓnｏｖｉｔｅ Ｏgｓｏｌｉｄ Aｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎA ｉｎ nａｒｔｉｌａAｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａnｈ Aｒｏｕｐ

注C＊＊表示与空白组比较 t(r．ryc＊表示与模型组比较 t(r．r2c＆ 表示与 0- Begj 组比较 t(r．r2
图 C 各组软骨损伤外观肉眼观察及软骨损伤评分结果

Ｆui．C Ｔｈｅ nａｒｔｉｌａAｅ ｄａｍａAｅ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｓnｏｒｅ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｎａｋｅｄ ｅｙｅ

空白对照组 模型组 0- Begj

0- BegF 0- Beg 

空
白
对
照
组

模
型
组

模
型
组

0-
 B
eg
j

0-
 B
eg
F

0-
 B
eg
 

0- Beg 组

空白对照组 模型组 0- Begj 组

0- BegF 组

明显低于模型组 It(r．r2mo 同时 0- BegF 组和
0- Beg 组明显低于 0- Begj 组 It(r．r2mo且

0- BegF 组和 0- Beg 组两组间差异无统计学
意义ItNr．r2m 见图 2o表 y 

y))a a



Page TrTai Tlr ３７卷r T期 Ｃｈｉｎａ Ｊ Ｏｒｔｈｏｐ Ｔｒａｕｍａｔｏｌ，Ｆｅｂ．TrTa，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．T

注Coo表示与空白对照组比较 pyr．rigo表示与模型组比较 pyr．rhgt 表示与 (c) 20- 组比较 pyr．rh
图 C 各组大鼠关节软骨组织免疫组化 oopgi３ 表达结果
ht(cC Bｍｍｕｎｏｈｉeｔｏjｈｅｍｉjａｌ ｅnｐｒｅeeｉｏｎ ｏF oopgi３ ｉｎ ａｒｔｉjｕｌａｒ jａｒｔｉｌａuｅ ｏF ｒａｔe ｉｎ ｅａjｈ uｒｏｕｐ

注Coo表示与空白对照组比较 pyr．rigo表示与模型组比较 pyr．rhgd 表示与 (c) 2g- 组比较 pyr．rhgE 表示与 (c) 20o 组比较 pyr．rh
图 l 各组大鼠关节软骨组织免疫组化 suuｒｅjａｎ 表达结果
ht(cl Bｍｍｕｎｏｈｉeｔｏjｈｅｍｉjａｌ suuｒｅjａｎ ｅnｐｒｅeeｉｏｎ ｒｅeｕｌｔe ｉｎ ａｒｔｉjｕｌａｒ jａｒｔｉｌａuｅ ｔｉeeｕｅe ｏF ｒａｔe ｉｎ ｅａjｈ uｒｏｕｐ

注Coo表示与空白对照组比较 pyr．rigo表示与模型组比较 pyr．rh
图  各组大鼠关节软骨组织免疫组化 Ｃｏｌ0C表达结果
ht(co Bｍｍｕｎｏｈｉeｔｏjｈｅｍｉjａｌ Ｃｏｌ0C ｅnｐｒｅeeｉｏｎ ｉｎ ａｒｔｉjｕｌａｒ jａｒｔｉｌａuｅ ｏF ｒａｔe ｉｎ ｅａjｈ uｒｏｕｐ

(c) 20) 组

空白对照组 模型组 (c) 20- 组
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注CC表示与空白对照组比较 opr．ryrC表示与模型组比较 opr．rirg 表示与 ht(c) 2 组比较 opr．rir0 表示与 ht(c) - 组比较 opr．ri
图 C 各组大鼠关节软骨组织自噬下游蛋白的表达

opyrC Beｐｒｅjjｉｏｎ ｏn Fｏoｎjｔｒｅａｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏn ａｕｔｏｐｈａud ｉｎ ａｒｔｉEｕｌａｒ Eａｒｔｉｌａuｅ ｏn ｒａｔj ｉｎ ｅａEｈ uｒｏｕｐ

表 l 各组大鼠关节软骨组织自噬通路蛋白的表达

ectrl nis .,,pLd LA cghLsvcy; schvｗc; s Lh.pd, pd c hpｃgｌc ｃc hpｌcy. LA  ch, pd .cｃv y Lgs

注：与空白对照组比较，采用独立样本 ｔ 检验，其中 ｔy＝T８．３a３，opr．ryrｔT＝T３．arT，opr．ryrｔ３＝－i６．６yy，opr．ryrｔa＝－T９．６９８，opr．ry，ｔi＝－３i．９r７，op
r．ry。 除空白对照组外其余四组进行单因素方差分析，均得出 opr．ry，其中 ａ 表示与模型组比较，ａopr．rirｂ 表示与 ht(c)－2 组比较，ｂopr．rirE
表示与 ht(c)－- 组比较，Eopr．ri

组别 鼠数 hｅEｌｉｎ－y 表达 2Ｃ３T表达 ｐ６T 表达 ｐ－ACｔ L ACｔ 表达 ｐ－ｍＴＯ) L ｍＴＯ) 表达

空白对照组 ６ y．rrrGr．r３６ y．rrrGr．rar y．rrrGr．rrr r．ya３Gr．ryi r．y６７Gr．ryi

模型组 ６ r．TT７Gr．r３yｔy r．３r７Gr．r３TｔT i．r８７Gr．yTiｔ３ r．８a３Gr．r３８ｔa r．８rrGr．rT６ｔi

ht(c) 2 组 ６ r．３rrGr．rTr r．３７３Gr．rTy ３．７arGr．r９８ａ r．６７３Gr．rT３ａ r．ir７Gr．r６aａ

ht(c) - 组 ６ r．i７７Gr．r３iａｂ r．６３３Gr．rTiａｂ T．６８３Gr．yT７ａｂ r．ay３Gr．rT９ａｂ r．３８７Gr．r３Tａｂ
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lr N 各组大鼠关节软骨内自噬相关蛋白表达结果

Ｗｅjｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测自噬下游蛋白 hｅEｌｉｎ y、2Ｃ３
T、ｐ６T 的表达，hｅEｌｉｎ y 和 2Ｃ３T蛋白模型组表达
明显低于空白对照组（opr．ry），同时 ht(c) - 组
和 ht(c) ( 组分别与模型组比较， 差异均有统计
学意义（opr．ri），随着中药剂量的增加，hｅEｌｉｎ y 和
2Ｃ３T蛋白表达量逐渐升高，ht(c) ( 组表达量最
高， 且与 ht(c) 2 组和 ht(c) - 组比较差异均
有统计学意义（opr．ri）。ｐ６T蛋白表达则出现相反趋
势，模型组表达最明显，与空白对照组相比差异有统
计学意义（opr．ry）r经治疗后 ｐ６T 蛋白表达量减少
且呈剂量效应， 同时 ht(c) ( 组与 ht(c) 2 组

和 ht(c) - 组比较差异均有统计学意义 （op
r．ri）。 见图 ６，表 T。

本研究中 ｐ ACｔ L ACｔ 和 ｐ ｍＴＯ) L ｍＴＯ) 在空
白对照组表达较低， 与模型组相比差异有统计学意
义（opr．ry）r模型组中 ACｔ 和 ｍＴＯ) 被激活磷酸化，
随着补肾活血方剂量的逐渐增加， 磷酸化水平逐渐
降低 ，ht(c) ( 组 ACｔ 磷酸化水平最低 ， 其与
ht(c) 2 组和 ht(c) - 组比较差异均有统计学
意义 （opr．ri）。 而 ht(c) - 组和 ht(c) ( 组
ｍＴＯ) 磷酸化水平显著均低于 ht(c) 2 组 （op
r．ri）r 但两者之间比较， 差异无统计学意义 （o＞
r．ri）。 见图 ７，表 T。
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表 C 各组大鼠关节软骨组织 opyright(c)C (20- 和  Be(jnFu 的 jud 相对表达量
nElsC .ud ,prEeiLp pA2,pvvi;g rpLprv ;ｆ opyrig－１，c)C ，Ｐ0-， Be Egｄ jnFu ig E,eiyｕrE, yE,eirEｇp ;ｆ ,Eev ig pEyｈ ｇ,;ｕ2

注C与空白对照组比较o采用独立样本 p 检验o其中 ｔypiy３．３r３oghr．rytｔTpi７．７y(oghr．rytｔ３picT(．３(Toghr．rytｔapicyT．(３aoghr．rytｔ(picy７．)) ogh
r．ry2 除空白对照组外其余 a 组进行单因素方差分析o均得出 ghr．ryo其中 ａ 表示与模型组比较oａghr．r(tｂ 表示与 0-2Becj 组比较oｂghr．r(tn
表示与 0-2Becg 组比较onghr．r(

组别 鼠数 0ｅnｌｉｎcy jＣ３T ｐAT CEｔ ｍＴＯe

空白对照组 A y．rrrLr．yy３ r．  ７Lr．y)r y．rrrLr．TAT y．rrrLr．ya y．rrrLr．y７y

模型组 A r．y３３Lr．rrAｔy r．y７３Lr．raTｔT )．y３７Lr．ayyｔ３ A．７arLr．７７ ｔa a．y３７Lr．T(yｔ(

0-2Becj 组 A r．a)３Lr．r３(ａ r．a３７Lr．r)yａ (．３y３Lr．AT３ａ a．ar３Ly．y)Aａ ３．y rLr．T３yａ

0-2Becg 组 A r．Aa７Lr．r７Aａ r．Ay３Lr．y(Aａ a．(yrLr．Ay(ａ ３．３T７Lr． ３)ａ T．AarLr．T７aａ

0-2Bec2 组 A r．７T７Lr．yr(ａｂ r．A ３Lr．r７aａｂ ３．３y７Lr．Ta ａｂ T．３ rLr．r７rａ y．()７Lr．r)rａｂn

L 值 a(．７ y yA．７ (r．(３ ya．(３３ A)．)７A

g 值 hr．ry hr．ry hr．ry hr．ry hr．ry

注CBB表示与空白组比较 ghr．rytB表示与模型组比较 ghr．r(tG 表示与 0-2Becj 组比较 ghr．r(tI 表示与 0-2Becg 组比较 ghr．r(
图 N 各组大鼠关节软骨组织自噬通路蛋白的表达
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-s I 各组大鼠关节软骨内 0ｅnｌｉｎcymjＣ３TmｐAT 和
CEｔmｍＴＯe 的 ｍeＮC 相对表达量结果

模型组中 0ｅnｌｉｎcymjＣ３T的 ｍeＮC 的相对表
达量最低o与空白对照组相比差异有统计学意义agh
r．rygo0-2Be 可显著提高 0ｅnｌｉｎcymjＣ３T的表达o
促进细胞自噬的发生o且随着药物剂量的增大o自噬
促进作用越强t而 ｐAT 的表达则呈相反趋势o在模型
组中其 ｍeＮC 相对表达量最高o与空白对照组相比
差异有统计学意义aghr．rygo且 0-2Beajmgm2g对
ｐAT 的表达呈抑制作用o药物剂量越大o抑制作用越
明显2

上游 CEｔ N ｍＴＯe 的 ｍeＮC 相对表达量模型组
最高o均显著高于空白对照组aghr．rygo0-2Beajm
gm2g对该通路的表达有抑制作用o进而促进自噬的
发生o调节软骨细胞自噬与凋亡平衡2 见图 )o表 ３2

C 讨论

Cs １ ＯＶBmg:C 诱导绝经后膝骨关节炎模型科学性
\ＯC 是由炎症加剧引起的关节疾病o软骨损伤

是其特有的病理特征0acA42 研究显示该疾病的患病率
随着年龄增长而增加o 特别是绝经后雌激素大幅度
降低的情况下妇女更易患 \ＯCo且其发病率明显高
于绝经前女性和同龄男性0７c)42在 ＯC 的治疗过程中o
为了达到疼痛缓解的目的o 采用特异性的 ＯC 临床
前模型研究非常重要oＯＶB 常被用作模拟女性绝经
后状态 0３4o而 g:C 注射至大鼠膝关节内可导致组织
形态学和功能关节损伤o可微创m快速成功诱导可复
制的 ＯC 模型 o并产生与人类相似的 ＯC 疼痛行
为0 cyr42 本研究采用 ＯＶB 结合关节内注射 g:C 的方
法诱发 -4大鼠 ＯC 模型o其病理生理变化与绝经后
女性 \ＯC 高度相似2
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注Coo表示与空白模型组比较 pyr．rigo表示与模型组比较 pyr．rhgt 表示与 (c) 20- 组比较 pyr．rhgB 表示与 (c) 20e 组比较 pyr．rh
图 C 各组大鼠关节软骨组织 (ｅoｌｉｎ0ip-Ｃ３ypｐgT 和 jnｔpｍＴＯ2 的 ｍ2Ｎj 相对表达量
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Io m 补肾活血方对软骨组织形态学的保护作用

造模成功后 软骨的组织学改变主要有软骨表
面糜烂a软骨变薄和蛋白多糖丢失等eiiNm本研究中通
过肉眼观察a番红 Ｏs固绿染色观察发现各组膝关节
软骨均发生了不同程度的退变和破坏 其中模型组
软骨损伤情况最为明显 而 (c) 2:-pep)E组随着
中药剂量的增加\软骨表面糜烂受损程度逐渐减轻\
软骨细胞数量减少不明显\ 基质淡染程度也逐渐减
弱m (c) 2s) 组软骨损伤程度最轻\其软骨表面微
黄\极少量区域软骨糜烂\未深及软骨下骨\基质染
色程度最弱m可以看出\补肾活血方对软骨的保护作
用在一定范围内呈现剂量效应m
Io I 补肾活血方对细胞外基质代谢的影响及其组

方药理的文献分析

关节软骨主要由细胞成分:如软骨细胞E和细胞
外基质成分:ｅdｔｒａoｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉd\4ＣeE等组成\其由
于有限的再生能力及无血管性质而独特m 软骨细胞
通常是静止细胞\4Ｃe 的主要结构由 Ｃｏｌｌａ.ｅｎsy和
j..ｒｅoａｎ 组成\可以保留软骨的正常生理功能\使关
节无摩擦eiTNm 然而\在不利条件下\软骨细胞被激活
并产生 \-si20ＴＮＦs4a\-sg 等大量促炎因子和趋化
因子\胶原酶和蛋白聚糖酶的表达也同时增加\特别

是关节中 Ｃｏｌｌａ.ｅｎsy水解的关键细胞诱导剂 ee8s
iaee8s３ 和 ee8si３ 的分泌\ 加速了 Ｃｏｌｌａ.ｅｎsy
和 j..ｒｅoａｎ 的分解\进而促进软骨 4Ｃe 的降解\在
关节退变过程中发挥重要作用ei３N.Ｏj 中软骨损伤的
主要组织学症状是 j..ｒｅoａｎ 的丢失\可导致胶原网
容易受到机械磨损和相关酶的攻击\Ｏj 是软骨中
j..ｒｅoａｎ 逐渐丢失的结果\ 进而胶原蛋白基质暴露
被金属蛋白酶分解eiasihNj有研究eigN证实 Ｏj 发生后在
软骨基质降解过程中 ee8si３ 的水平高度上调\
j..ｒｅoａｎ 和 Ｃｏｌｌａ.ｅｎsy的合成减少\且 j..ｒｅoａｎ 和
Ｃｏｌｌａ.ｅｎsy的损失有助于加速 Ｏj 的发展j

本研究发现 (c) 2 治疗可上调 ＯＶ pe\j 大
鼠软骨细胞外基质中 Ｃｏｌｌａ.ｅｎsy0j..ｒｅoａｎ 的表
达\下调 ee8si３的表达j 为了证实以上结果\笔者
通过文献研究进一步分析补肾活血方各组方药物药

理及活性成分对 Ｏj 的影响\ 发现君药怀牛膝可通
过调节炎症0基质代谢0细胞凋亡和免疫反应等多种
途径来发挥其在 Ｏj 中的作用\其中以槲皮素0小檗
碱0山奈酚02s谷甾醇等活性成分最为关键ei７Nj 槲皮
素是植物中最丰富的黄酮类化合物之一\ 以其抗氧
化剂和抗炎活性而闻名 ei８si９N\它可显著抑制软骨细
胞基质降解蛋白酶和炎症介质的表达\ 促进大鼠软
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骨细胞中软骨合成代谢因子的产生C 同时调节滑膜
巨噬细胞向 oT 巨噬细胞的极化并为软骨细胞提供
促软骨形成的环境来增强软骨修复的作用 pTryr
Ｃａｔａｌｐｏｌ是从熟地黄的根中分离出的一种鸢尾糖苷C
在多种疾病中具有抗炎C抗氧化和抗凋亡作用pTigTTyC
Ｃａｔａｌｐｏｌ 可以显着抑制 oohgitoohg３Coohgi３t
(c(oＴ)gat(c(oＴ)g ｍ2Ｎ( 和蛋白质表达C此外
还可以减少 0Ｃo 的胶原蛋白0和聚集蛋白聚糖的
降解来减少软骨细胞凋亡和恢复软骨细胞的功

能pT３yr木通皂苷0(-ｅｂｉａ )ａｐｏｎｉｎ cC()c2是从续断中
提取的活性成分之一C 有学者通过一系列体内和体
外实验证明了 ()c 在 Ｏ( 中的抗炎活性C()c 可抑
制软骨细胞中环氧合酶gT 0BeBｌｏｏjenｅｎａFｅgTCＣＯug
T2tｉＮＯ)tＮＯChd0TtElgt 和 ＴＮＦgr 等炎症介质的
产生C同时C还可抑制 (c(oＴ)g 和 oohi３ 表达并
促进 (nnｒｅBａｎ和胶原0的产生pTayr 独活的主要活性
成分蛇床子素t香柑内酯t二氢山芹醇醋酸酯t异欧
前胡素可发挥抗炎镇痛的作用C 且随着独活剂量的
增加C其对 ＣＯugi 和 ＣＯugT的抑制作用增强pT gTtyr
on i 补肾活血方通过 (-ｔ s ｍＴＯ2 信号通路促进软
骨细胞自噬

自噬是一种非凋亡的细胞死亡程序C 是细胞生
存所必须的溶酶体降解途径C 该过程可清除细胞内
受损的细胞器C 以重新循环和再利用细胞内的大型
生物分子C对维持细胞内环境稳态C促进细胞存活具
有积极作用pT７yr自噬存在于机体的各种组织中C并在
各种疾病的进展中发挥着重要的保护作用r 软骨是
一种特化的间充质组织C 研究表明在关节退行性疾
病过程中C 软骨自噬水平抑制同时发生C 特别是在
Ｏ( 的早期C软骨细胞自噬水平与 Ｏ( 状态之间存在
高度相关性C 自噬可作为一种避免细胞死亡的适应
性反应而被激活pTCgT.yr 当前的研究表明自噬是一种
抗凋亡的细胞保护机制C是由多组织细胞驱动的C因
此软骨细胞自噬水平的升高在一定程度上可抑制细

胞凋亡的启动piC３ryr ,ｅBｌｉｎgi 是自噬的关键参与者C
被认为参与调节自噬小体的合成和成熟p３iyr lＣ３ 是
自噬的特异性标记物C 可通过与 (Ｔd７ 和其他自噬
效应子结合来激活自噬生物体的合成 p３Tyr ｐtT 是一
种能够传递自噬物的蛋白质C 可以作为自噬通量的
测量指标C与自噬发生呈负相关p３３yr

同时C 软骨细胞自噬反应受到多种信号通路的
调节 CoE 等 p３ay研究表明抑制 ＮＦg , 通路可促进
(ｔn C(ｔn７和 lＣ３EE的表达并激活自噬r )LE等p３ y发

现在骨关节炎中激活 ｐ３C 信号通路后C 自噬水平可
被显着抑制r最近的研究p３ty表明 hE３A s (-ｔ s ｍＴＯ2信
号通路是介导软骨细胞自噬的经典信号通路C(-ｔ

是一种丝氨酸 s苏氨酸蛋白激酶C 被 hE３A 激活后被
募集到质膜上C在介导细胞自噬和调节细胞生长t凋
亡中起着至关重要的作用r 众所周知CｍＴＯ2是多种
信号调控通路和分子机制的交叉点C 在自噬调控中
起关键作用C是自噬的负调控因子p３７yC大量证据p３Cg３.y

表明C 在体内和体外实验中C 抑制 ｍＴＯ2 可以上调
Ｏ( 软骨细胞的自噬活性C 降低软骨细胞凋亡率r
ｍＴＯ2 常受到 (ohA 和 hE３A s (-ｔ 等上游信号传导
途径的调控paryr (ohA是一种能量感应激酶C是进化
过程中高度保守的蛋白质分子C 当发生代谢应激或
(Ｔh 消耗时C可以激活 (ohA 来促进分解代谢r 一
旦 (ohA 通路激活C(ohA 就会使 Ｔ)ＣT 磷酸化C从
而抑制 ｍＴＯ2C并最终促进自噬r 而 hE３A s (-ｔ 主要
发生在对化学t物理或遗传因素的反应中C常抑制自
噬的发生paigaTyr此外ChE３A s (-ｔ通路还负责调节软骨
细胞的凋亡和炎症相关因子pa３yr hE３A可被多种上游
炎症介质激活C 包括软骨细胞中的 ElgilC 激活的
hE３A 使 (-ｔ 磷酸化C 信号通过 (-ｔ 传递到下游的
ｍＴＯ2C进一步调节自噬下游蛋白0如 lＣ３tｐtT 等2C
从而影响软骨细胞自噬小体的形成paaga yr uv0 等pa３y

提出利用阻断 hE３A s (-ｔ s ｍＴＯ2 信号通路的方法干
预自噬C 随后发现关节软骨细胞的自噬反应随之增
强C大鼠关节的炎症反应减轻r 本研究结果表明CＯ(
大鼠软骨组织中 (-ｔ 和 ｍＴＯ2 被激活磷酸化C 随着
补肾活血方剂量的逐渐增加C 两者磷酸化水平逐渐
降低C,)Lu2gL 组磷酸化达到最低水平C 其下游
,ｅBｌｉｎgitlＣ３0蛋白表达最高CｐtT 蛋白表达最低C
软骨细胞自噬能力最强r综上可见C补肾活血方可能
通过 (-ｔ s ｍＴＯ2信号通路促进去卵巢大鼠软骨组织
中细胞自噬反应r

综上所述C 本研究观察到补肾活血方可调节软
骨细胞外基质代谢C 对大鼠软骨组织形态学有保护
作用C并可能通过抑制 (-ｔ s ｍＴＯ2 信号通路C致下游
,ｅBｌｉｎgitlＣ３EE 高表达CｐtT 低表达C 进而促进去卵
巢大鼠的软骨细胞自噬反应C 且在一定范围内呈剂
量效应r
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