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骨关节炎)ｏcｔuｏａｒｔｈｒｉｔｉc，Ｏjg是最常见的慢性关
节疾病，由于频繁使用和高应力，膝关节成为了 Ｏj
的常见部位［１yT］。 全球放射学证实的症状性膝骨关节
炎oｋｎuu ｏcｔuｏａｒｔｈｒｉｔｉc，ＫＯj）的患病率总体为 a．p％，
在 ６.岁以上的人群中随着年龄的增长而增加［a］。 海
桐皮方ooａｉｔｏｎFｐｉ ｐｒuctｒｉｐｔｉｏｎ，oB）原方首见于《医宗
金鉴·正骨心法要旨》，由海桐皮、川椒、川芎、防风、

基于转录组学探讨海桐皮方提取膏外用治疗

膝骨关节炎的作用机制

夏迪C谷金玉C李法杰C苏超C张清
)中国中医科学院望京医院脊柱二科，北京 １..１.T）

o摘要C 目的o基于转录组学探讨海桐皮方提取膏外用治疗膝骨关节炎的作用机制C 方法o将 １T 只 sBn 级大鼠
分为正常组ptｏｎｔｒｏｌyＣ 组ri模型组pｍｏguｌy( 组r和海桐皮方提取膏组poａｉｔｏｎFｐｉ ｐｒuctｒｉｐｔｉｏｎyoB 组ry对 ( 组和 oB 组
通过 Bａｎｉtｋuｒ 法建立膝骨关节炎大鼠模型y并通过海桐皮方提取膏局部外用对 oB 组干预 i 周c 提取小鼠膝关节软骨
总 EＮjy并通过测序获得 a 组的差异基因C通过 ;Ｏ 功能及 Ｋ,;; 通路富集分析对差异基因进行功能预测和分析C结
果oＣ 组 ｖc ( 组共鉴定出差异基因 １.) 个y( 组 ｖc oB 组鉴定出差异基因 １１p 个y共有基因 Tp 个C ;Ｏ 功能富集分析
显示海桐皮方提取膏治疗膝骨关节炎的机制主要涉及免疫球蛋白介导的免疫应答i免疫球蛋白复合物和抗原结合等 
Ｋ,;; 通路富集分析显示与肿瘤坏死因子pｔｕｍｏｒ ｎutｒｏcｉc ｆａtｔｏｒyＴＮnr信号通路i白细胞介素y１７pｉｎｔuｒｌuｕｋｉｎ １７yeＬy１７r
信号通路和雌激素信号通路相关。 结论o海桐皮方提取膏可通过免疫球蛋白介导的免疫应答i免疫球蛋白复合物和抗
原结合等机制yＴＮn 信号通路ieＬy１７ 信号通路和雌激素信号通路等信号通路发挥对膝骨关节炎的治疗作用C
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白芷C甘草等 １T 味中药组成o现代研究具有显著的
临床疗效pyight 本团队的前期动物实验证实o(c提取
膏具有较为显著的抗炎镇痛作用o 并通过两种工艺
分别制备海桐皮方提取膏o 对比发现工艺 １ 组的抗
炎镇痛效果优于工艺 T组p)ht 因此o本研究通过转录
组学的方法o 进一步探讨 (c 提取膏外用治疗  Ｏ2
的作用机制t
0 材料与方法

0C 0 试剂与仪器

0C 0C 0 试剂 海桐皮方提取膏o由中国中医科学院
中药所提供y批号rTrTTr６io主要成分为海桐皮C透
骨草C乳香C没药C当归C川椒C川芎C红花C威灵仙C白
芷C甘草C防风ghi半胱氨酸ytｏｌａｒ0ｉｏo货号 Ｃrr１Tig
木瓜蛋白酶ytｉ-ｍａo货号 １１rTraig氯仿y中国国药公
司ig酚y中国国药公司ig异丙醇y中国国药公司ig乙
醇y中国国药公司ig琼脂糖y北京 Bcihａ0 公司ig
-ｏｌeｖｉjn y北京 Bcihａ0 公司ig 质检试剂盒 FＮ2
１orr ａuuａd  ｉｔ y立陶宛 2-ｉｌjｎｔ ＴjEｈｎｏｌｏ-ｉju 公司ig
2sC tｔjｐ Ｏｎj cｌｕu .jａｌiＴｉｍj cＣ. tduｔjｍ y美国 hｉ,j
ＴjEｈｎｏｌｏ-ｉju公司it
0C 0C  仪器 微量分光光度计 y美国 Ｔｈjｒｍｏ 公
司ig 实验室离心机 y中国 sCＯs2tL 公司igcＣ. 仪
y美国 Ｔｈjｒｍｏ 公司ig 凝胶成像系统 y美国 BＶc 公
司ig安捷伦 T１ooy德国 2-ｉｌjｎｔ ＴjEｈｎｏｌｏ-ｉju公司it
0C 0C t 数据库平台 AＯ 数据库rｈｔｔｐr v v -jｎjｏｎｔｏｌ;
ｏ-d．ｏｒ- v g LAA 数据库rｈｔｔｐr v v nnn．ｋj--．ｊｐ v g 蛋白
质数据库rBｎｉｐｒｏｔyｈｔｔｐur v v nnn．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒ- v it
0C  动物

选择 ) 周龄 tcＦ 级雄性 tF 大鼠 １T 只o体质量
Too～TTr -o由斯贝福y北京i生物技术有限公司提
供o动物许可证编号 tＹＸ y京iTr１)irrTTt 所有大
鼠均放置于清洁级实验动物房内饲养o 动物房内温
度yT５±Ti ℃o环境相对湿度 y５％～６o％o昼夜交替光
照t 本实验的动物伦理审查由动物伦理委员会审核
批准y伦理批件号r中科针伦 FToTTio５iT５it
0C t 造模方法与给药

0C tC 0 造模方法 将 １T 只大鼠适应性喂养 １ 周
后随机分为 a 组r 正常组 yEｏｎｔｒｏｌoＣ 组iC 模型组
yｍｏejｌoＭ 组i和海桐皮方提取膏组y(c 组io每组各
y 只t Ｃ组大鼠为空白对照oＭ组和 (c组参照 cａｎ;
ｉEｋjｒ 法 p９h造模r将 y％的木瓜蛋白酶与 o．oa ｍｏｌ·hi１

的 hi半胱氨酸混合后静置 o．５ ｈt 采用 a ｍ-·ｍｌi１戊
巴比妥钠对大鼠进行麻醉o 按 １ ｍｌ v １oo - 体重比例
腹腔注射t麻醉完成后对右膝关节进行备皮o并碘伏
消毒t 将大鼠右膝关节屈曲 y５°o自髌韧带外侧向股
骨髁间窝方向进针o突破关节腔并注射木瓜蛋白酶C

hi半胱氨酸混合液 To μｌt 针头一边旋转o一边退出
关节腔o退出后对膝关节进行充分屈伸o保证注射液
在关节腔中均匀散布t 分别于 oCyCg e各注射 １次o
随后常规喂养 １周t
0C tC  给药 Ｃ 组CＭ 组不予药物干预o(c 组予
(c 提取膏按 １９．T -·ｋ-i１体重局部外涂y经前期临床
观察及计算o 标准体重约 ６o ｋ- 的成人用药最高剂
量约相当于 a．１１ -·ｋ-i１体重o 经过查表o 转换系数
.ａ0＝６．１go经转换o大鼠最高用药剂量约为 １９．T -·ｋ-i１

体重p１oi１１hit 具体用法r右膝关节局部备皮后环绕关
节一周均匀涂抹o并用无菌贴包裹o每日 T 次o持续
给药 y 周t 干预 y 周后处死大鼠o每组随机选取
a 只o剥离大鼠右侧膝关节周围皮肤及肌肉等组织o
切开关节囊并切除髌骨后取出完整膝关节软骨t 将
软骨组织放入冻存管中o 使用液氮对取出的软骨进
行冷冻处理o 置于i)o ℃冰箱保存以备后续转录组
学分析t
0C ４ 观察项目与方法

0C ４C 0 表达差异分析 应用 je-j. 软件包 a．TT．５
进行t 使用 sjｎｊａｍｉｎｉ ＆ (ｏEｈ0jｒ-方法调整 Ｐ值o并
按照差异倍数 ｜ｌｏ-T Ｆｏｌe Ｃｈａｎ-j｜＞１o 显著性 Ｐ＜o．o５
进行筛选t
0C ４C  富集分析 AＯ 分析 r 通过 Eｌｕuｔjｒcｒｏ,ｉｌjｒ
a．)．１软件实现差异表达基因的 AＯ 富集分析o 对各
组差异基因进行 AＯ 功能分析o 以注释并推测这些
基因可能的作用t Ｐ＜o．o５ 的 AＯ 条目为差异有统计
学意义t

 LAA 分析r 通过京都基因与基因组百科数据
库y LAAi可以了解生物系统的高级功能和效用t本
研究使用 Eｌｕuｔjｒ cｒｏ,ｉｌjｒ a．)．１ 软件分析  LAA 通路
中差异表达基因的统计富集t Ｐ＜o．o５ 为显著富集的
阈值t
0C ５ 统计学处理

采用 tctt T５．o软件进行统计分析t以相关性分
析中的皮尔逊相关系数 ρ 作为生物学重复相关性的
评价指标oρ越接近 １o相关性越强g使用 Ｆc Ｍ 作为
衡量基因表达水平的指标oＦc Ｍ＝EFＮ2 片段数量 v
比对片段总数y１o６i×转录本长度yｋ0io按照差异倍
数 ｜ｌｏ-TＦｏｌeＣｈａｎ-j｜＞１o 错误发现率 y,ａｌuj eｉuEｏｖjｒd
ｒａｔjoＦF.i＜r．r５筛选差异基因o以 ＦF.＜r．r５ 作为具
有显著性的 AＯ 功能条目和京都基因与基因组百
科全书 y dｏｔｏ LｎEdEｌｏｐjeｉａ ｏ, Ajｎju ａｎe Ajｎｏｍjuo
 LAAi信号通路t
 结果

 C 0 转录组测序数据的质量评估

用 cjａｒuｏｎ相关系数表示表达水平相关性o相关

１r９T· ·



Page TrTa i ll r第 a６ 卷第 ll 期 Ｃｈｉｎａ Ｊ Ｏｒｔｈｏｐ Ｔｒａｕｍａｔｏｌ，Ｎｏｖ．TrTa，Ｖｏｌ．a６，Ｎｏ．１１

图 C 转录组测序数据相关性分析 Cop yiａｒgｏｎ 相关系数 Chp 主成分分析
t(cpC Ｃｏｒｒiｌａｔｉｏｎ ａｎａｌ)gｉg ｏ ｔｒａｎg2ｒｉｐｔｏｍi gi0ｕiｎ2ｉｎ- Bａｔａ Cop yiａｒgｏｎ 2ｏｒｒiｌａｔｉｏｎ 2ｏi  ｉ2ｉiｎｔ ｔigｔ Chp yｒｉｎ2ｉｐａｌ 2ｏｍｐｏｎiｎｔ ａｎａｌ)gｉg

表 C 表达差异分析结果统计

eohpC ijoj(nj(gn  F udrEunn( l s(FFuEulgun olo.,n(n EunL.jn

组别 上调基因 下调基因 总计

Ｃ 组 ｖg A 组 CT CE １LG

A 组 ｖg Iy 组 NT E６ １１８

Ｃ 组 ｖg Iy 组 a１ ６G １０r

１ｂ１ａ

系数越接近 １，表明相关性越强，在 r．８～l 之间时属
于极强相关。 分析结果显示，在 Ｃ 组、A 组和 Iy 组
共 G个样本中， 任意两个样本之间的相关系数均≥
L．G８（０．G８≤ｒ≤１），说明本研究涉及的 G 个样本中，
任意两个样本之间均存在极强的相关性， 具体见图
１ａ。通过 Ｒ语言的 ＤＥgi0软件包进行 yＣＡ主成分分
析，图中不同颜色分别表示 a 个组别，不同图形为同
一组别中的 a个重复样本，样本距离越近，表示相似
性越高，图中可见 Iy 组的 a 个样本聚在一起，表明
Iy组的 a个样本相似性较高，见图 １ｂ。
２p ２ 差异表达分析

经筛选发现，Ｃ 组 ｖg A 组共筛选出差异基因
１０G 个，其中上调基因 CT 个，下调基因 CE 个；A 组
ｖg Iy 组共筛选出差异基因 １１８ 个， 其中上调基因
NT 个，下调基因 E６ 个，具体见表 １。 并以火山图和
AＡ 图的形式直观表示 A 组 ｖg Iy 组的差异基因，
见图 T。 对三组之间的差异基因进行聚类分析并绘
制热图，图中显示 Iy 组的 a 个样本聚集在一起，可
以与 Ｃ 组、A 组样本分开，表明 Iy 组差异基因的表
达量与其他两组相比具有差异性，见图 a。

２p ３ 富集分析

对以上筛选出来的基因分别进行 ＧＯ 富集分析
和 ＫＥＧＧ 富集分析。 ＧＯ 富集分析的结果显示，Iy
提取膏治疗 ＫＯＡ 的病理机制主要涉及免疫球蛋白
介导的免疫应答 （ｉｍｍｕｎｏ-ｌｏｂｕｌｉｎ ｍiBｉａｔiB ｉｍｍｕｎi

ｒigｐｏｎgi）、吞噬作用（ｐｈａ-ｏ2)ｔｏgｉg）等生物过程，免疫
球蛋白复合物（ｉｍｍｕｎｏ-ｌｏｂｕｌｉｎ 2ｏｍｐｌiｘ）、质膜外侧
（iｘｔiｒｎａｌ gｉBi ｏ ｐｌａgｍａ ｍiｍｂｒａｎi）等细胞组分，抗原
结合（ａｎｔｉ-iｎ ｂｉｎBｉｎ-）免疫球蛋白受体结合（ｉｍｍｕｎ
ｏ-ｌｏｂｕｌｉｎ ｒi2iｐｔｏｒ ｂｉｎBｉｎ-）等分子功能。 见图 N。 根据
ＫＥＧＧ富集分析结果， 在 Iy提取膏治疗 ＫＯＡ 的通
路中挑选 ＦＤＲ 值最小的 T０ 条通路进行展示， 包括
肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒ ｎi2ｒｏgｉg  ａ2ｔｏｒ，ＴＮＦ）信号通路
（ＴＮＦ gｉ-ｎａｌｉｎ- ｐａｔｈｗａ)）、白细胞介素－１E（ｉｎｔiｒｌiｕｋ
ｉｎ－１E，ＩＬ－１E）信号通路（ＩＬ－１E gｉ-ｎａｌｉｎ- ｐａｔｈｗａ)）和
雌激素信号通路 （igｔｒｏ-iｎ gｉ-ｎａｌｉｎ- ｐａｔｈｗａ)），见
图 C。
３ 讨论

３p C ＫＯＡ发病机制
ＫＯＡ 是一种软骨退行性疾病， 涉及到创伤、机

械力 、炎症 、生化反应和代谢紊乱等多种致病因
素［１T－１a］。 在 ＫＯＡ的发病机制中，软骨中 ｍｉＲＮＡ水平
的改变可能导致靶基因的异常表达， 从而破坏软骨
的稳态。 此外，血管性血友病因子裂解酶（ａ Bｉgｉｎｔi鄄
-ｒｍ ｌｉｋi ａｎB ｍiｔａｌｌｏｐｒｏｔiｉｎａgi ｗｉｔｈ ｔｈｒｏｍｂｏgｐｏｎBｉｎ ｔ)鄄
ｏi Ｉ ｍｏｔｉ －１a，ＡＤＡAＴＳ－１a）、基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ
ｍiｔａｌｌｏｐｒｏｔiｉｎａgi－C，AAy－C）、 胰岛素样生长因子
（ｉｎgｕｌｉｎ－ｌｉｋi -ｒｏｗｔｈ  ａ2ｔｏｒ ｂｉｎBｉｎ- ｐｒｏｔiｉｎ １，ＩＧＦＢy１）
和 Ｖ－Ｒａｌ 猴白血病病毒癌基因同系物 Ａ （Ｖ－Ｒａｌ
gｉｍｉａｍ ｌiｕｋiｍｉａ ｖｉｒａｌ ｏｎ2ｏ-iｎi ｈｏｍｏｌｏ- Ａ，ＲＡＬＡ）等
ｍｉＲＮＡ 的靶标在介导软骨基质降解、调节胰岛素样
生长因子－１N０ （ｉｎgｔｌｉｎ－ｌｉｋi -ｒｏｗｔｈ  ａ2ｔｏｒ－１N０，ＩＧＦ－
１N０）在关节中的可用性以及调节软骨基质的发育方
面发挥重要作用［１N－１６］。 也有研究证明，ＩＬ－１β ／ Ａy－１ ／
ｍｉＲ－arａ ／ ＡＤＡAＴＳ－C 通路可以促进 ＩＬ－１β 诱导的
ＯＡ软骨基质的降解［１E］。 国内体外细胞实验发现，与
半月板损伤的患者相比，ＫＯＡ 患者的软骨细胞中
2ｉｒ2＿rrNr６N６ 明显高表达，且该 ＲＮＡ 在高表达状态
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图 C o 组与 Cp 组差异表达基因火山图和 oy 图 Cri 火山图 Cgi oy 图
ht(iC Ｖｏｌcａｎｏ ａｎ) oy ｍａｐ ｏ2 )220ｒ0ｎｔｉａｌｌ- 0Bｐｒ0  0) e0ｎ0 i0ｔj00ｎ ｔｈ0 o ａｎ) Cp eｒｏｕｐ Cri Ｖｏｌcａｎｏ ｍａｐ Cgi oy ｍａｐ

图 n Ｃ 组go 组和 Cp 组差异表达基因聚类分析
ht(in Ｃｌｕ ｔ0ｒ ａｎａｌ- ｉ ｏ2 )ｉ220ｒ0ｎｔｉａｌｌ- 0Bｐｒ0  0) e0ｎ0 ｉｎ eｒｏｕｐ Ｃ o 

ａｎ) Cp

图 F uＯ 富集分析 Fri Ｃ 组 nd o 组 Fgi o 组 ndCp 组
ht(iF uＯ 0ｎｒｉcｈｍ0ｎｔ ａｎａｌ- ｉ Fri uｒｏｕｐ Ｃ nd eｒｏｕｐ o Fgi uｒｏｕｐ o nd eｒｏｕｐ Cp

ImIa

gmge

下 会抑制细胞增殖分化 促进细胞凋亡 表明该
NＮy 可能成为治疗 mＯy 的干预靶点el:E:另外 ｍｉN\
１T3ａ 也可以通过 Ｎ1yＴcl t ｍｉN\１T3ａ 调控通路参与
破骨细胞的分化调节  对 mＯy 的发生从发挥影
响e１xE: 有研究发现 世界范围内女性的 Ｏy 患病率明
显高于男性 因此也有学者提出雌激素水平或许与
Ｏy 的发生存在相关性eTdE: ＴyＮu 等eT１E的研究表明 
Ｏy 的发生与雌激素受体相关受体 i40 ｔｒｏe0ｎ ｒ0c0ｐ.
ｔｏｒ\ｒ0ｌａｔ0) ｒ0c0ｐｔｏｒ i gNNi）和 igNNγ 相关: 其中
gNNi 可以通过 ＩＬ\１β 和 oop\１a 介导软骨降解 
促进 Ｏy 的发生和发展；而 gNNγ 则通过 ＩＬ\x 介导
oypm t gNm 通路上调 oop\６ 的表达 参与软骨的
破坏过程eTTE:ＳＵＮ 等eTaE发现 u 蛋白偶联雌激素受体
4u\ｐｒｏｔ0ｉｎ cｏｕｐｌ0) ｒ0c0ｐｔｏｒ upgN）在激活机械应激
诱导的软骨细胞凋亡中起着至关重要的作用 且
upgN 在 Ｏy 软骨和大鼠 Ｏy 模型中的表达显著
降低:
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图 C opyy 富集分析 Cop Ｃ 组 yr i 组 Cgp i 组 yr ht 组
(c)pC opyy  ｎｒｉ2ｈｍ ｎｔ ａｎａｌ0-ｉ- Cop yｒｏｕｐ Ｃ yr Bｒｏｕｐ i Cgp yｒｏｕｐ i yr Bｒｏｕｐ ht

ImIa

ep N ht提取膏治疗 oＯm机制探讨
在e医宗金鉴:中有言 海桐皮汤主治E一切跌打

损伤\筋翻骨错\疼痛不止2 如今常用与骨关节炎\
腰椎间盘突出症等疾病的治疗0 有研究将海桐皮汤
熏洗用于肘关节 Ｏm 的术后恢复中  并随访 １3\
T1个月 发现患者肘关节的活动范围\iａ0ｏ 肘关节
功能评分和上海肘关节功能障碍评分均有改善 优
良率可达 uTxd5 术后 . 个月 Ｖmj 由平均 ６gd 分降
至 ０．d分［T1］。

本研究 Ｃ 组 、i 组共发现差异基因 １ru 个  
其中上调基因 dT 个 下调基因 d７ 个；i 组 ｖ- ht 组
共发现差异基因 １１. 个 其中上调基因 1T 个 下调
基因 ７６ 个 。 在以上差异基因中  共有基因发现
a１ 个 。 有研究发现  mＤmiＴj1 是一类重要的
mＤmiＴj金属蛋白酶 参与了软骨组织的降解等过
程 在 oＯm患者的膝关节滑膜组织中 mＤmiＴj1 的
基因呈阳性表达［Td］。 本研究发现 ht 提取膏外用可
以抑制该基因的表达。 在此前有研究将 Ｏm 组织与
股骨颈骨折后组织进行比较  发 Ｏm 组织中的
mＤmiＴj１６ 基因上调 （Ｐ＜r．rrr １）［T６］ 但近些年的
Ｏm研究中缺乏对该基因的进一步探讨。本研究也观
察到 oＯm 患者软骨中的 mＤmiＴj１６ 基因表达升
高 且 ht 提取膏可以下调该基因 或许在后期研究
中 可以将该基因作为一个切入点进行更深层次的
探讨。

ＴＮＦ 信号通路、ＩＬ－１７ 信号通路和雌激素信号
通路在 ht 提取膏治疗 oＯm 的过程中发挥了重要
作用。虽然目前雌激素的作用机制尚不明朗 但越来
越多的研究表明 雌激素对软骨具有保护作用［T７］。近
些年研究发现  雌激素 １７β－雌二醇 T 可以通过
jＩＲＴ１介导的 mito ／ ｍＴＯＲ 通路诱导线粒体自噬上

调 以促进软骨的增殖和活力［T.］。 本研究通过 opyy
富集分析发现 ht 提取膏可以通过雌激素信号通路
对 oＯm 发挥治疗作用 但具体通路尚不清楚 仍需
要进一步研究。 而分析发现的 ＴＮＦ通路与 ＩＬ－l７通
路均为治疗 oＯm的经典通路［Tu－a０］。

综上所述 ht 提取膏可以下调以 mＤmiＴj1 为
代表的一系列金属蛋白酶靶点基因的表达 通过
ＴＮＦ 通路、ＩＬ－l７ 通路以及雌激素通路对 oＯm 进行
治疗。 目前的研究中对 ＴＮＦ通路和 ＩＬ－l７通路的研
究相对丰富 但在 oＯm 的发病和治疗中 关于雌激
素通路的研究较少 或许此通路可以为 oＯm 尤其
是女性绝经后 oＯm的治疗提供新的临床思路。
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