
基于 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３、 Ｋｅａｐ１ ／ Ｎｒｆ２ 信号通路探究三强方对膝骨关节炎
大鼠的影响

王静雅１，２， 　 申明宇１，３， 　 闫　 康４， 　 赵英捷１， 　 王　 翀１， 　 韩茹杰１， 　 田朝阳１， 　 李嘉钰１，
李继安１，５∗

（１． 华北理工大学中医学院， 河北 唐山 ０６３２１０； ２． 广安门医院保定医院， 河北 保定 ０７１０００； ３． 石家庄

医学高等专科学校， 河北 石家庄 ０５０２００； ４． 河北大学中医学院， 河北 保定 ０７１０００； ５． 河北省国际联合

研究中心， 河北 唐山 ０６３２１０）

收稿日期： ２０２５⁃０９⁃２４
基金项目： 河北省国际科技合作基地建设专项 （１９３９２５０７Ｄ）； 河北省自然科学基金基础研究重大项目 （Ｈ２０２３２０９０８４）
作者简介： 王静雅 （１９９２—）， 女， 硕士， 主治医师， 从事中医药防治膝骨关节炎临床研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： １３９９４２６５３５＠ ｑｑ．ｃｏｍ
∗通信作者： 李继安 （１９６２—）， 男， 博士， 教授， 博士生导师， 从事中医药防治膝骨关节炎研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｎｙｙ＠ ｓｉｎａ．ｃｏｍ

摘要： 目的　 探讨三强方对膝骨关节炎 （ＫＯＡ） 大鼠的保护作用。 方法　 ４８ 只大鼠随机分为假手术组、 模型组、 塞

来昔布组 （１８ ｍｇ ／ ｋｇ） 及三强方低、 中、 高剂量组 （３􀆰 ８、 ７􀆰 ６、 １５􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ８ 只， 假手术组只切开关节皮肤，
其余各组均采用右后膝关节前交叉韧带横断 （ＡＣＬＴ） 造模， 各组大鼠灌胃相应药物或生理盐水， 每天 １ 次， 连续 ８
周。 给药结束后， 各组进行行为学检测， ＨＥ 染色、 番红固绿染色、 甲苯胺蓝染色观察膝关节软骨损伤情况， Ｍｉｃｒｏ⁃
ＣＴ 检测软骨下骨微结构， ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＩＬ⁃１、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１７、 ＴＮＦ⁃α、 ＮＯ、 ＭＤＡ 水平和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ、 ＳＯＤ 活

性， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测软骨组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３、 Ｃｏｌ Ⅱ、 Ｃｏｌ Ⅹ、 ＭＭＰ１３、 Ｎｒｆ２、 Ｋｅａｐ１、 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１ 蛋

白表达， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测软骨组织 ＣｏｌⅡ、 ＣｏｌⅩ、 ＭＭＰ１３、 Ｎｒｆ２、 Ｋｅａｐ１、 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与模型组

比较， 塞来昔布组及三强方高剂量组大鼠斜坡实验角度和热痛阈值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 膝关节软骨表面较为平整， 软骨

层较厚， 细胞数量增多， 形态较完整， 关节软骨番红失染现象改善； ＢＭＤ、 ＢＶ ／ ＴＶ、 Ｔｂ． Ｔｈ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＭＩ 降
低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 血清 ＩＬ⁃１、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１７、 ＴＮＦ⁃α、 ＭＤＡ、 ＮＯ 水平降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 软骨组织 Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１、 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３、 ＣｏｌⅡ蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｋｅａｐ１、 Ｃｏｌ Ｘ、
ＭＭＰ１３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 软骨组织 Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１、 ＣｏｌⅡｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｋｅａｐ１、 Ｃｏｌ Ｘ、
ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 三强方对 ＫＯＡ 大鼠膝骨关节软骨及软骨下骨具有保护作用， 可能与调控

ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３、 Ｋｅａｐ１ ／ Ｎｒｆ２ 信号通路， 抑制炎症反应和氧化应激有关。
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（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｎｒｆ２， ＨＯ⁃１， ＮＱＯ１， ａｎｄ Ｃｏｌ Ⅱ ｉｎ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
（Ｐ＜０􀆰 ０１ ）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｋｅａｐ１， Ｃｏｌ Ⅹ， ａｎｄ ＭＭＰ１３ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）．
ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 ＳＱＦ ｈａｓ ａ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｋｎｅｅ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ａｎｄ ｓｕｂｃｈｏｎｄｒａｌ ｂｏｎｅ ｉｎ ＫＯＡ ｒａｔｓ，
ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３ ａｎｄ Ｋｅａｐ１ ／ Ｎｒｆ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｓａｎｑｉａｎｇ Ｆｏｒｍｕｌａ； ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ； Ｋｅａｐ１ ／ Ｎｒｆ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ； ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

　 　 膝骨关节炎 （ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ＫＯＡ） 是以

膝关节疼痛、 肿胀、 畸形和功能残疾为特征的退行

性病变［１］， 严重影响患者生活质量［２］。 目前西医

治疗本病以镇痛药物、 非甾体抗炎药物及物理治疗

为主［３］， 但长期用药易引起胃肠道等诸多不良反

应［４］， 大大限制了其临床应用， 因此， 研发药食

同源制剂是当今研究热点。 ＫＯＡ 一般归因于遗传、
运动损伤、 肥胖、 性别等因素， 其发生机制与软

骨、 软骨下骨的结构病变密切相关， ＩＬ⁃１、 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１７、 ＴＮＦ⁃α 等炎症因子与氧化应激因子不

仅能加速软骨胶原蛋白溶解， 还可导致软骨下骨微

结构变化。 同时， ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３、 Ｋｅａｐ１ ／ Ｎｒｆ２ 信

号通路参与了软骨细胞的生长发育过程［５］， 在维

持软骨细胞的稳态中发挥重要作用。
中医认为， ＫＯＡ 为筋肌骨同病， 以中老年患

者居多， 病机以肾虚骨枯、 脾虚肌弱、 肝虚筋损为

本， 瘀血阻络为标， 病位在骨， 与肾、 肝、 脾三脏

关系密切， 尤以肾虚为关键。 课题组前期根据临床

经验拟定了以补肝肾健脾、 强筋骨、 活血通络为主

要功效的三强方， 方中杜仲叶、 黄芪、 山萸肉补肝

肾健脾、 强筋骨， 为君药； 葛根升阳解肌、 木瓜舒

筋活络、 石斛滋肾阴， 共为臣药； 薏苡仁健脾、 舒

筋缓急， 天麻祛风通络、 止痹痛， 姜黄行气活血、
通经止痛， 桃仁活血祛瘀， 葡萄糖酸钙壮骨补钙，
共为佐使药， 全方共奏益肾、 健脾、 柔肝、 活血通

络之功， 临床治疗 ＫＯＡ 时具有较好的疗效， 并且

不良反应小， 但其机制未明。 因此， 本研究拟探讨

三强方对 ＫＯＡ 大鼠关节软骨炎症、 氧化应激、 软

骨微结构的作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 ４８ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠， ６ 周龄，
体质量 （１８０±２０） ｇ， 购于北京斯贝福生物技术有

限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京）
２０１９⁃００１０］， 饲养于华北理工大学动物实验中心洁

净实验室 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （冀）
２０２０⁃００７］， 恒温 ２５ ℃， 自由饮水、 摄食。 动物实

验经华北理工大学实验动物伦理委员会审查批准

（伦理编号 ２０２３⁃ＳＹ⁃２１１）。
１􀆰 ２　 药物　 三强方由杜仲叶 １２ ｇ、 黄芪 １２ ｇ、 山

萸肉 １０ ｇ、 木瓜 ９ ｇ、 天麻 ５ ｇ、 石斛 ５ ｇ、 姜黄 ５ ｇ、
７２９２
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桃仁 ５ ｇ、 葛根 ５ ｇ、 薏苡仁 ５ ｇ、 葡萄糖酸钙 １􀆰 ２ ｇ
组成， 其中药材均购于北京同仁堂药店唐山分公

司， 经华北理工大学李继安教授鉴定为正品， 而葡

萄糖酸钙 （批号 ＧＢ１５５７１⁃２０１０） 购自浙江一诺生

物科技有限公司。 塞来昔布（国药准字 Ｊ２０１４００７２）
购自晖致制药 （大连） 有限公司。
１􀆰 ３　 试剂 　 大鼠白细胞介素 （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ） ⁃
１、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１７、 肿瘤坏死因子⁃α （ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃ａｌｐｈａ， ＴＮＦ⁃α） ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （货号

ＥＤ⁃３０１９３、 ＥＤ⁃３０２０６、 ＥＤ⁃３０２１９、 ＥＤ⁃０２０１、 ＥＤ⁃
３１０６３） 均购自厦门仑昌硕生物科技有限公司；
Ｍａｙｅｒ 苏木素染液、 伊红染液、 番红固绿染色试剂

盒、 甲苯胺蓝染色试剂盒 （货号 ＢＴ⁃Ｐ１０７、 ＢＴ⁃
Ｐ１０９、 ＢＴ⁃Ｐ１０２、 ＢＴ⁃Ｐ１０３） 均购自旗赛生物科技

（武汉） 有限公司； 转化生长因子 β１ （ＴＧＦ⁃β１）、
细胞信号转导分子 ３ （ Ｓｍａｄ３）、 Ⅱ型胶原蛋白

（Ｃｏｌ Ⅱ）、 基质金属蛋白酶 １３ （ＭＭＰ１３） 抗体

（货号 Ｂａ０２９０、 Ｂｍ３９１９、 Ｂａ０５３３、 Ｍａ００４２０） 均购

自武汉博士德生物工程有限公司； ｐ⁃Ｓｍａｄ３、 Ｘ 型

胶原蛋白 （Ｃｏｌ Ｘ） 抗体 （货号 Ｂｓ５６１６ｒ、 Ｂｓ０５５４ｒ）
均购自北京博奥森生物技术有限公司； β 肌动蛋白

（β⁃ａｃｔｉｎ） 抗体 （货号 Ａｆ３４１６） 购自江苏亲科生物

研究中心有限公司； ＨＲＰ 标记的羊抗兔二抗 （货
号 Ａ０２０８） 购自上海碧云天生物技术股份有限公

司； ＨＲＰ 标记的羊抗鼠二抗 （货号 ＳＡ００００１⁃１）
购自武汉三鹰生物技术有限公司； Ｔｒｉｚｏｌ （货号

１５５９６⁃０２６） 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；
ＨｉＳｃｒｉｐｔ 􀅺 ＩＩ Ｑ Ｓｅｌｅｃｔ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ （货号

Ｒ２３３） 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。
１􀆰 ４　 仪器　 ＤＢ０２６ 型智能热板仪 （北京智鼠多宝

生物科技有限责任公司）； ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＭ３ 型多功能

微孔板读板机 （美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）； ＪＴ⁃
１２Ｊ 型组织脱水机、 ＪＢ⁃Ｌ６ 型组织包埋机 （武汉俊

杰电子有限公司）； ＲＭ ２０１６ 型生物组织石蜡切片

机、 ＦＬＥＸＡＣＡＭ Ｃ１ 型显微镜 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）；
ＶｉｉＡ⁃７ 型实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 ＡＢＩ 公司）；
ＤＹＣＺ⁃２４ＤＮ 型垂直电泳槽 （北京六一生物科技有

限公司）； ＦＷ６０６ 型半干转印仪（南京艾思易生物

科技有限公司）；ＤＳ⁃Ｈ２００ 型水平摇床（武汉赛维尔

生物科技有限公司）；Ｔｉｓｓｖｅｌｙｓｅｒ⁃２４Ｌ 型自动研磨仪

（上海净信实业发展有限公司）；ＶＮＣ⁃１０２ 型 ＶＥＮＵＳ
Ｍｉｃｒｏ ＣＴ［平生医疗科技（昆山）有限公司］。
２　 方法

２􀆰 １　 药物制备 　 杜仲叶、 黄芪、 山萸肉、 天麻、

木瓜、 葛根、 薏苡仁浸泡于 ７０％ 乙醇中， 采用超

声波辅助提取后过滤浓缩， 滤液减压浓缩回收溶剂

至无醇味， 得醇提浸膏； 姜黄、 桃仁采用水蒸气蒸

馏法提取挥发油， 采用 β⁃环糊精包合， 得包合物；
将醇提后的药渣与石斛合并， 加水煎煮提取， 过

滤， 滤液浓缩， 得水提浸膏。 将醇提浸膏、 包合物

与水提浸膏合并， 加入葡萄糖酸钙混匀， 进行冷冻

干燥， 得到冻干粉末， 即得。 为了检测潜在溶剂残

留， 对冻干粉进行 ＧＣ 分析， 结果显示残留乙醇含

量低于 ０􀆰 ０１％ ， 低于药理活性阈值。
２􀆰 ２　 造模、 分组及给药　 将大鼠右后膝关节前交

叉韧带横断， “抽屉试验” 阳性并维持关节失稳 ６
周， 制备膝骨关节炎模型［６］， 造模成功后按随机

数字表法分为模型组、 塞来昔布组及三强方低、
中、 高剂量组， 每组 ８ 只， 另取 ８ 只作为假手术

组， 只划开皮肤， 不剪断前交叉韧带。 三强方低、
中、 高剂量组分别灌胃给予 ３􀆰 ８、 ７􀆰 ６、 １５􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ
（生药量） 混悬液， 塞来昔布组灌胃给予 １８ ｍｇ ／ ｋｇ
药液， 假手术组和模型组灌胃给予等体积生理盐水，
每天 １ 次， 连续 ８ 周。 灌胃前称取适量冻干粉， 加

入预热蒸馏水中， 涡旋振荡初步分散， 立即超声水

浴以形成均匀的混悬液。 为了确保给药过程中药液

均一， 给药期间将盛有混悬液的容器置于磁力搅拌

器上持续低速搅拌， 以期避免固体颗粒沉降。
２􀆰 ３　 大鼠行为学检测　 给药 ８ 周后， 将大鼠放入

智能热板仪中， 设定温度为 ５２􀆰 ５ ℃， 当其开始舔

足后迅速取出， 记录热痛阈时间。 再将大鼠逐个放

置在坡度 ２５° ～４５°的光滑板斜坡上， 连续 ３ 次于同

一坡度停留 １０ ｓ 以上， 每次升高 ５°， 当其不能停

留 １０ ｓ 时前一个坡度即为稳定坡度。
２􀆰 ４　 取材 　 给药结束后， 大鼠腹腔注射戊巴比妥

钠麻醉， 腹主动脉取血， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心取上清，
－８０ ℃保存， 一部分剥离右后膝关节周围肌肉组

织， 得到完整的该部位， 置于多聚甲醛中固定； 另

一部分取该部位软骨组织， 放入冻存管中， －８０ ℃
保存。
２􀆰 ５　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测软骨下骨微结构 　 将大鼠膝关

节垂直置于样品套筒中并固定， 采用 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 进

行扫描， 测定骨密度 （ＢＭＤ）、 骨体积分数 （ＢＶ ／
ＴＶ）、 骨小梁数量 （ Ｔｂ． Ｎ）、 骨小梁厚度 （ Ｔｂ．
Ｔｈ）、 骨小梁间距 （Ｔｂ． Ｓｐ）、 骨小梁结构模型参

数 （ＳＭＩ）。
２􀆰 ６　 血清生化指标检测　 根据试剂盒说明书， 检

测大 鼠 血 清 ＩＬ⁃１、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１７、 ＴＮＦ⁃α、
８２９２
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ＮＯ、 ＭＤＡ 水平和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ、 ＳＯＤ 活性。
２􀆰 ７　 组织学分析 　 将大鼠膝关节在 ４％ 多聚甲醛

中固定 ２４ ｈ， 放入 １０％ ＥＤＴＡ 溶液中进行脱钙， 依

次经梯度乙醇脱水、 二甲苯透明、 浸蜡、 包埋、 切

片后分别进行 ＨＥ 染色、 番红固绿染色、 甲苯胺蓝

染色， 在显微镜下分别采用 １００、 ２００ 倍视野观察

膝关节软骨形态。
２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测软骨组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３、
ｐ⁃Ｓｍａｄ３、 Ｃｏｌ Ⅱ、 Ｃｏｌ Ｘ、 ＭＭＰ１３、 Ｎｒｆ２、 Ｋｅａｐ１、
ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１ 蛋白表达　 将大鼠软骨组织与相应比

例的组织裂解液、 蛋白酶抑制剂、 磷酸酶抑制剂混

匀， 研磨后提取蛋白， ＢＣＡ 法测定浓度， 将其与

相应比例的上样缓冲液、 双蒸水混匀， 进行金属浴

加热变性和电泳， 半干转法转膜， 快速封闭液封闭

后滴加一抗 ＴＧＦ⁃β１（１ ∶ １ ０００）、 Ｓｍａｄ３（１ ∶ １ ０００）、
ｐ⁃Ｓｍａｄ３ （１ ∶ １ ０００）、 Ｃｏｌ Ⅱ （１ ∶ １ ０００）、 Ｃｏｌ Ｘ
（１ ∶ １ ０００）、 ＭＭＰ１３ （１ ∶ １ ０００）、 β⁃ａｃｔｉｎ （１ ∶
２０ ０００）、 Ｎｒｆ２ （１ ∶ ３ ０００）、 Ｋｅａｐ１ （１ ∶ ２ ０００）、
ＨＯ⁃１ （１ ∶ １ ０００）、 ＮＱＯ１ （１ ∶ ５ ０００）， ４ ℃孵育过

夜， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 加入羊抗兔二抗 （１ ∶ １０ ０００）
或羊抗鼠二抗 （１ ∶ １０ ０００）， 室温孵育 ２ ｈ， ＴＢＳＴ
洗膜 ３ 次， ＥＣＬ 发光液显色， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件

扫描存档， ＩｍａｇｅＪ 软件分析目标条带灰度值。
２􀆰 ９　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测软骨组织 Ｃｏｌ Ⅱ、 Ｃｏｌ Ｘ、 ＭＭＰ１３、
Ｎｒｆ２、 Ｋｅａｐ１、 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１ ｍＲＮＡ 表达　 取大鼠新鲜软

骨组织 １００ ｍｇ， 加入 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 试剂后匀浆， 再

加入氯仿混匀， 高速离心后吸出上层无色液体， 与

异丙醇混合后离心取沉淀， 与 ７５％ 乙醇混匀， 离

心后弃上清， 加入 ＤＥＰＣ 溶解， 冷冻保存。 采用

ＨｉＳｃｒｉｐｔ 􀅺 ＩＩ Ｑ Ｓｅｌｅｃｔ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 试剂盒

将总 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ， 加样后进行定量 ＰＣＲ
反应。 引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 正向（５′→３′） 反向（５′→３′）
β⁃ａｃｔｉｎ ＣＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴ
ＣｏｌⅡ ＴＧＡＣＴＴＴＣＣＴＣＣＧＴＣＴＡＣＴＧＴＣ ＡＧＧＴＣＴＴＣＴＧＴＧＡＴＣＧＧＴＡＣＴＣ
Ｃｏｌ Ｘ ＴＣＴＧＣＴＧＣＴＡＡＴＧＴＴＣＴＴＧＡ ＧＡＡＴＧＣＣＴＴＧＴＴＣＴＣＣＴＣＴＴ
ＭＭＰ１３ ＣＣＣＧＡＧＡＣＣＴＣＡＴＧＴＴＣＡＴＣＴ ＣＴＴＣＴＴＣＴＡＴＧＡＧＧＣＧＧＧＧＡＴ
Ｎｒｆ２ ＣＣＣＡＴＴＧＡＧＧＧＣＴＧＴＧＡＴ ＴＴＧＧＣＴＧＴＧＣＴＴＴＡＧＧＴＣ
Ｋｅａｐ１ ＡＧＣＧＴＧＧＡＧＡＧＡＴＡＴＧＡＧＣＣ ＡＴＣＡＴＣＣＧＣＣＡＣＴＣＡＴＴＣＣＴ
ＮＱＯ１ ＡＣＣＴＴＧＣＴＴＴＣＣＡＴＣＡＣＣＡＣ ＧＡＧＴＧＧＴＧＡＣＴＣＣＴＣＣＣＡＧＡ
ＨＯ⁃１ ＧＣＡＴＧＴＣＣＣＡＧＧＡＴＴＴＧＴＣＣ ＧＧＴＴＣＴＧＣＴＴＧＴＴＴＣＧＣＴＣＴ

２􀆰 １０　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行处

理， 符合正态分布的计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多

组间比较采用单因素方差分析， 若方差齐， ２ 组间

比较采用 ＬＳＤ 检验； 若方差不齐， ２ 组间比较采用

Ｔａｍｈａｎｅ’ｓ 检验。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 三强方对 ＫＯＡ 大鼠行为学的影响　 与假手术

组比较， 模型组大鼠热痛阈值、 斜坡实验角度降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组大鼠热痛阈

值、 斜坡实验角度升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １。

注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组大鼠热痛阈值、 斜坡角度比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅｒｍａｌ ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ａｎｄ ｒａｍｐ

ｔｅｓｔ ａｎｇｌｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３􀆰 ２　 三强方对 ＫＯＡ 大鼠软骨下骨微结构的影响　 如

图 ２ 所示， 模型组大鼠骨小梁数量较假手术组大鼠

减少且分布紊乱； 各给药组大鼠骨小梁数量较模型

组大鼠增加， 排列紧密， 软骨下骨微结构改善； 与

假手术组比较， 模型组大鼠 ＢＭＤ、 ＢＶ ／ ＴＶ、 Ｔｂ􀆰 Ｎ、
Ｔｂ􀆰 Ｔｈ 值降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｔｂ． Ｓｐ、 ＳＭＩ 值升高

（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 而与模型组比较， 三强方中剂量组

ＢＭＤ、 ＢＶ ／ ＴＶ、 Ｔｂ． Ｔｈ 值升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 三强

方高剂量组 ＢＭＤ、 ＢＶ ／ ＴＶ、 Ｔｂ． Ｎ、 Ｔｂ． Ｔｈ 值升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＭＩ 值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 塞来昔布组

ＢＭＤ、 ＢＶ ／ ＴＶ、 Ｔｂ． Ｔｈ 值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＭＩ 值
降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ３　 三强方对 ＫＯＡ 大鼠软骨组织形态的影响　 ＨＥ
染色、 甲苯胺蓝染色显示， 假手术组大鼠关节软骨

表面完整平滑， 全层软骨染色均匀， 骨小梁排列有

序， 各层软骨细胞呈圆形或椭圆形且分布均匀， 胞

核居中， 胞质饱满， 未见纤维化或细胞固缩现象；
模型组大鼠呈现软骨表层缺损变薄、 细胞数量减少

伴空泡形成、 细胞排列紊乱且簇集分布等病理特

征； 三强方各剂量组大鼠均表现出修复趋势， 其中

低、 中剂量组软骨结构有所改善， 而高剂量组效果

更好， 膝关节软骨表面平整度恢复， 软骨层增厚，
９２９２
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注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组大鼠膝关节软骨下骨微结构比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｕｂｃｈｏｎｄｒａｌ ｂｏｎｅ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

细胞形态趋于完整。 番红固绿染色显示， 假手术组

大鼠软骨层番红染色均匀； 模型组大鼠关节软骨浅

表层番红， 出现失染现象， 提示蛋白聚糖丢失严

重， 软骨表面有毛刺样改变； 三强方各剂量组和塞

来昔布组大鼠关节软骨番红失染现象改善。 见

图 ３。
３􀆰 ４　 三强方对 ＫＯＡ 大鼠血清炎症因子水平的影

响　 与假手术组比较， 模型组大鼠血清 ＩＬ⁃１、 ＩＬ⁃
１β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１７、 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 各给药组大鼠血清 ＩＬ⁃１、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃
１７、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 塞来昔布组和三

强方高剂量组大鼠血清 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），

见图 ４。
３􀆰 ５　 三强方对 ＫＯＡ 大鼠氧化应激的影响

３􀆰 ５􀆰 １　 血清氧化应激因子水平　 与假手术组比较，
模型组大鼠血清 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， ＭＤＡ、 ＮＯ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 塞来昔布组和三强方高剂量组大鼠血清

ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ、 ＮＯ 水

平降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 三强方中剂量组大鼠血清

ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ＭＤＡ 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ４。
３􀆰 ５􀆰 ２　 软骨组织 Ｎｒｆ２、 Ｋｅａｐ１、 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１ 蛋白

表达　 与假手术组比较， 模型组大鼠软骨组织 Ｎｒｆ２、

０３９２
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图 ３　 各组大鼠膝关节软骨组织形态

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｎｅｅ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组大鼠血清炎症因子、 氧化应激因子水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ，

ｎ＝８）

ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｋｅａｐ１ 蛋

白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 三强方各

剂量组和塞来昔布组大鼠软骨组织 ＨＯ⁃１ 蛋白表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｋｅａｐ１ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 三强方高剂量组和塞来昔布组 Ｎｒｆ２、
ＮＱＯ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 三强方中剂量组

ＮＱＯ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５。

３􀆰 ５􀆰 ３　 软骨组织 Ｎｒｆ２、 Ｋｅａｐ１、 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１ ｍＲＮＡ
表达　 如图 ６ 所示， 与假手术组比较， 模型组大鼠软

骨组织 Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， Ｋｅａｐ１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 塞来昔布组和三强方高剂量组大鼠软骨

组织 Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１ ｍＲＮＡ 表达升高 （ Ｐ＜
０􀆰 ０１）， Ｋｅａｐ１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 三强

１３９２
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注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组大鼠软骨组织 Ｎｒｆ２、 Ｋｅａｐ１、 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２， Ｋｅａｐ１， ＨＯ⁃１ ａｎｄ ＮＱＯ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｒａｔ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组大鼠软骨组织 Ｎｒｆ２、 Ｋｅａｐ１、 ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２， Ｋｅａｐ１， ＨＯ⁃１ ａｎｄ ＮＱＯ１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｒａｔ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ，

ｎ＝３）

方低剂量组 Ｋｅａｐ１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 三

强方中剂量组 ＨＯ⁃１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
Ｋｅａｐ１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ６　 三强方对 ＫＯＡ 大鼠软骨细胞稳态的影响

３􀆰 ６􀆰 １　 软骨组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３、 ＣｏｌⅡ、
Ｃｏｌ Ｘ、 ＭＭＰ１３ 蛋白表达　 与假手术组比较， 模型

组大鼠软骨组织 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３、 Ｃｏｌ Ⅱ
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｃｏｌ Ｘ、 ＭＭＰ１３ 蛋白表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 塞来昔布组和

三强方中、 高剂量组大鼠软骨组织 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃
Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３、 Ｃｏｌ Ⅱ蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， Ｃｏｌ Ｘ、 ＭＭＰ１３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
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三强方低剂量组 Ｃｏｌ Ｘ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ７。

注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 各组大鼠软骨组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３、 Ｃｏｌ Ⅱ、 Ｃｏｌ Ｘ、 ＭＭＰ１３ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１， Ｓｍａｄ３， ｐ⁃Ｓｍａｄ３， Ｃｏｌ Ⅱ， Ｃｏｌ Ｘ ａｎｄ ＭＭＰ１３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｒａｔ ｃａｒｔｉｌａｇｅ

ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ６􀆰 ２　 软骨组织 ＣｏｌⅡ、 Ｃｏｌ Ｘ、 ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ 表

达　 与假手术组比较， 模型组大鼠软骨组织 ＣｏｌⅡ
ｍＲＮＡ 表达降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｃｏｌ Ｘ、 ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ
表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 塞来昔布组

和三强方中、 高剂量组大鼠软骨组织 ＣｏｌⅡｍＲＮＡ 表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｃｏｌ Ｘ、 ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ 表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 三强方低剂量组ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ
表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ８。

注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 各组大鼠软骨组织 ＣｏｌⅡ、 Ｃｏｌ Ｘ、 ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ８ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｃｏｌ Ⅱ， Ｃｏｌ Ｘ ａｎｄ ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｒａｔ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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４　 讨论

膝关节前交叉韧带功能衰退或损伤是 ＫＯＡ 常

见的病因， 表现为胫骨前移和胫股关节旋转失稳，
产生的机械性、 生物化学性刺激导致膝关节软骨和

软骨下骨不同程度损伤， 从而发生软骨细胞肥大、
凋亡、 衰老［７］， 导致细胞外基质中Ⅱ型胶原、 蛋白多

糖丢失， 对软骨细胞的保护和支撑减弱； ＭＭＰ１３、
Ｘ 型胶原表达活跃［８］， 加速软骨、 细胞外基质降解

与损伤。 研究表明， 采用离断前交叉韧带法建立大

鼠或兔模型时， 在术后 ４～６ 周与人类 ＫＯＡ 的病理

形态非常相似［９⁃１０］。 关于 ＫＯＡ 病理机制很多， 其

中炎性因子［１１⁃１３］、 氧化应激［１４⁃２０］ 是骨关节炎发生

发展的关键。
研究表明， 三强方具有多靶向治疗作用。 在抑

制炎症方面， 杜仲叶中的绿原酸可降低 ＮＯ、 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 等促炎细胞因子的释放， 从而改善 ＫＯＡ 炎

症水平［２１］； 黄芪中的黄芪甲苷可提高软骨细胞内

ＴＧＦ⁃β１ 及软骨细胞外基质Ⅱ型胶原、 蛋白多糖表

达， 降低 ＩＬ⁃１ 表达［２２⁃２３］； 山萸肉中的莫诺苷可通过

降低关节软骨中炎症介质表达来减轻软骨破坏［２４］；
木瓜中的木瓜苷可调节促炎、 抗炎因子平衡状态，
降低 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 表达， 升高 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃１０ 表达，
改善机体内细胞因子的紊乱状态， 抑制 ＲＡＮＫＬ ／
ＲＡＮＫ ／ ＯＰＧ 信号通路活化， 减轻大鼠关节肿胀、
关节炎程度［２５］； 霍山石斛多糖能抑制小鼠足肿胀

度， 降低炎症因子 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＰＧＥ２ 水平， 抑

制环氧化酶⁃２ 活性， 具有较好的抗急性炎症作

用［２６］。 在抑制氧化应激方面， 绿原酸等酚酸类成

分、 葛根素等是其发挥抗氧化作用的物质基础［２７⁃２８］，
可减少氧化损伤［２９］； 黄芪甲苷可提高抗氧化酶

ＧＳＨ⁃Ｐｘ、 ＳＯＤ 活性， 降低细胞中 ＲＯＳ、 ＭＤＡ 水

平， 抑制软骨降解［２３］； 天麻可减少活性氧自由基

损伤［３０］， 促进骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化，
抑制其向脂肪细胞分化， 降低血清骨吸收标志物水

平， 保护骨小梁微观结构， 提高骨密度， 增强骨生

物力学性能［３１］。 在软骨、 软骨下骨保护方面， 绿

原酸可抑制 ＭＭＰ１３ 表达， 减少软骨下骨骨质流

失［３２⁃３３］； 莫诺苷可通过提高增殖细胞核抗原、 Ⅱ
型胶原、 聚集素表达， 促进软骨细胞存活和基质合

成， 从而增加关节软骨厚度［３４］； 石斛可通过促进

细胞增殖及抑制细胞凋亡， 减轻 ＩＬ⁃１β 诱导软骨细

胞损伤， 从而保护软骨下骨［３５］。
本实验结果显示， 三强方可提高 ＫＯＡ 大鼠斜坡

实验坡度和热痛阈指标， 修复软骨下骨结构异常，

降低炎症因子 ＩＬ⁃１、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１７、 ＴＮＦ⁃α 水

平， 激活 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３ 通路， 促进Ⅱ型胶原生

成， 下调 Ｘ 型胶原、 ＭＭＰ１３ 表达； 还可提升 ＳＯＤ
活性， 降低 ＭＤＡ、 ＮＯ 水平， 上调 Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１、
ＮＱＯ１ ｍＲＮＡ、 蛋白表达， 下调 Ｋｅａｐ１ ｍＲＮＡ、 蛋

白表达， 表明该方能激活 Ｋｅａｐ１ ／ Ｎｒｆ２ 通路， 提高

ＨＯ⁃１、 ＮＱＯ１ 表达， 恢复机体对氧化应激的调节作

用及抗氧化能力。
综上所述， 三强方可有效抑制 ＫＯＡ 的炎症和

氧化应激反应， 并对软骨及软骨下骨发挥保护作

用， 维护软骨细胞稳态， 其机制与激活 ＴＧＦ⁃β１ ／
Ｓｍａｄ３、 Ｋｅａｐ１ ／ Ｎｒｆ２ 信号通路有关， 为其他药食同

源中药多靶向治疗本病提供了实验依据。
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