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〔摘 要〕 目的 观察自拟骨痹散对膝关节骨性关节炎兔的影响。方法 将 40 只新西兰大白兔分为空白组、模型组、
阳性组( 双氯芬酸钾凝胶) 与骨痹散组，每组 10 只，使用改良 Hulth 法构建兔膝关节骨性关节炎模型，持续 8 w，模型构建完毕

后连续用药 4 w。观察动物活动情况并进行行为评分，使用酶联免疫吸附试验( ELISA) 检测血清中前列腺素( PG) E2、环氧化

酶( COX) -2、白细胞介素( IL) -1β与肿瘤坏死因子( TNF) -α的含量，采用苏木素-伊红染色法与番红-O 染色法观察软骨组织的

病理学改变，使用免疫组织化学法检测膝关节软骨组织中基质金属蛋白酶( MMP ) -1、MMP-2、MMP-3、MMP-13 蛋白表达水平，

使用 Western 印迹检测膝关节软骨组织中 Wnt5a、β-连锁蛋白( catenin) 、B 细胞淋巴瘤( Bcl) -2、Bcl-2 相关 X 蛋白( Bax) 、半胱

氨酸蛋白酶( Caspase) -3 的蛋白表达水平。结果 与空白组相比，模型组动物行走困难，膝关节软骨组织损伤严重，血清中

PEG2、COX-2、IL-1β与 TNF-α含量显著升高，组织中 MMP-1、MMP-2、MMP-3、MMP-13、Bax、Caspase-3、Wnt5a 与 β-catenin 蛋白

表达水平显著升高，Bcl-2 蛋白表达明显降低( 均 P＜0. 05) 。与模型组相比，阳性组与骨痹散组动物行走情况得到好转，血清中

PEG2、COX-2、IL-1β与 TNF-α含量明显降低，膝关节软骨组织结构损伤得到修复，组织中 MMP-1、MMP-2、MMP-3、MMP-13、
Bax、Caspase-3、Wnt5a 与 β-catenin 蛋白表达水平明显降低，Bcl-2 蛋白表达明显升高( P＜0. 05，P＜0. 01) 。结论 自拟骨痹散能

减轻兔膝关节骨性关节炎的症状，改善组织的病变，减少血清中炎症因子，作用机制可能与抑制 Wnt /β-catenin 信号通路有关。
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膝关节骨性关节炎主要症状为关节疼痛、僵硬

和肿胀，常见于致残性关节疾病，占骨关节炎总负担

的 80%以上〔1〕。尽管膝骨关节炎发病率高，但由于

其复杂的病因学，其发病机制目前尚不完全清楚，导

致治疗手段的开发陷入瓶颈。典型的治疗手段包括

使用止痛剂、非甾体抗炎药、关节内皮质类固醇注射

和关节置换手术。虽然膝关节置换术已被证明有效

的，但这种手术并不适用于所有患者，一般在疾病晚

期或药物治疗无效后进行，而且高达 20%的患者报

告手术预后效果差〔2〕。
经过多年的发展，中医药治疗膝关节骨性关节

炎已经颇有成效，中药及其复方能减少膝骨关节炎

膝关节中的炎症因子，防止软骨细胞的凋亡〔3，4〕。
最近研究发现在膝骨关节炎发病过程中观察到典型

的 Wnt /β-连锁蛋白( catenin) 信号通路的激活及 β-
catenin 蛋白的表达增加，而中药在这方面也有效

果〔5〕。本研究探讨自拟骨痹散对膝骨关节炎动物

模型中炎症因子与 Wnt /β-catenin 信号通路的影响。

1 材料与方法

1. 1 实验动物 新西兰大白兔，清洁级，体质量

3～4 kg，购自成都达硕实验动物有限公司，生产许

可证号: SCXK ( 川) 2020-030，使用许可证号: SYXK
( 川) 2019-189。
1. 2 实验试剂 骨痹散由西南医科大学附属中医

医院提供( 制川乌 18 g、制草乌 18 g、川芎 12 g、乳香

12 g、没药 12 g、海桐皮 24 g、透骨草 24 g、白鲜皮

18 g、酒军 18 g、秦艽 18 g、威灵仙 18 g、桑枝 18 g，甘

草 12 g、禹白附 18 g、王不留行 24 g、莱菔子 24 g，蜂

蜜调配) ; 双氯芬酸钾凝胶，国药准字 H20020385，购

自太极集团·四川天诚制药有限公司; 环氧化酶

( COX) -2、前列腺素( PG) E2、白细胞介素( IL) -1β、
肿瘤坏死因子( TNF) -α 酶联免疫吸附试验( ELISA)

试剂盒购自上海茁彩生物科技有限公司; B 细胞淋

巴瘤( Bcl) -2、Bcl-2 相关 X 蛋白( Bax) 、半胱氨酸蛋

白酶( Caspase) -3、基质金属蛋白酶( MMP ) -1、MMP-
2、MMP-3、MMP-13、Wnt5a、β-catenin 和 β-actin 均购

自艾博抗( 上海) 贸易有限公司。
1. 3 实验仪器 酶标仪( 美国 Thermo 公司) 、倒置

显微镜( 日本 Olympus 公司) 、多功能凝胶成像仪、
蛋白质电泳仪( 美国 Bio-Ｒad 公司) 。
1. 4 膝关节骨性关节炎动物模型的构建〔6〕 取 40
只健康新西兰大白兔，分为 4 组，每组 10 只，除空白
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组外，模型组、阳性组与骨痹散组均采用改良 Hulth
法对新西兰大白兔构建膝骨关节炎动物模型，戊巴

比妥钠( 30 mg /kg) 耳缘静脉注射麻醉，于右后肢膝

关节内侧纵作 5 cm 切口，逐层切开、分离关节，探查

关节腔无原发病变后，完整切除内侧半月板、前交叉

韧带( ACL) ，内侧副韧带 ( MCL) 。术侧肢体不固

定，术后肌注青霉素 160 万 IU / ( kg·d) ，连续 8 d。
术后第 4 天即强迫兔奔跑( 0. 5 h /d) ，持续 8 w。空

白组只进行关节探查而不进行半月板与韧带切除。
1. 5 给药 模型构建 8 w 后，各组开始给药，空白

组与模型组膝骨关节处涂抹生理盐水，阳性组涂抹

双氯芬酸钾凝胶，骨痹散组涂抹骨痹散，2 次 /d，持

续 4 w。
1. 6 动物一般性体征观察 各组动物手术后与给

药进行观察，观察指标为奔跑与活动情况，后肢活动

情况，并对步行情况进行分级评分: 0 分正常步态; 1
分轻度跛行; 2 分中度跛行。
1. 7 动物膝骨关节组织病理学观察 给药完成后

处死大白兔，收集膝关节软骨组织制作石蜡切片，经

苏木素-伊红染色与番红-O 染色后观察软骨组织病

理学变化，并进行 Mankin 评分，Mankin 评分按以下

4 个项目评分相加为最终得分，骨组织按损伤情况:

0 分为正常组织，1 分组织表面不规则，2 分为组织

表面不规则及血管翳，3 ～ 5 分分别为组织裂隙深达

软骨移行层、辐射层、钙化层，6 分为组织结构完全

破坏; 软骨细胞损伤情况: 0 分为正常软骨细胞，1 分

为弥散性细胞数量增多，2 分为出现增生性细胞簇，

3 分为细胞数量减少; 软骨基质染色情况: 0 分为正

常染色，1～3 分分别为染色轻度、中度、重度减弱，4
分为未染色; 潮线完整度: 0 分为完整，1 分为出现血

管穿越。

1. 8 动物血清中 PEG2、COX-2、IL-1β 与 TNF-α 炎

症因子检测 各组动物给药完成后立即进行心脏采

血，分离血清，按照 ELISA 试剂盒说明书对 PEG2、
COX-2、IL-1β 与 TNF-α 进行检测。
1. 9 免疫组织化学 免疫组化法检测软骨组织中

MMP-1、MMP-2、MMP-3、MMP-13 的表达水平，每张

组织切片在 100 倍放大倍数下采集 3 个视野计算平

均光密度。
1. 10 Western 印迹 收集各组动物膝关节软骨组

织，冰上进行蛋白质提取与定量，然后按照 Western
印迹进行凝胶电泳，一抗浓度 Wnt5a ( 1 ∶ 800 ) 、β-
catenin( 1 ∶800) 、Bax( 1 ∶800) 、Caspase-3( 1 ∶800) 、β-
actin( 1 ∶1 500) ，最后使用 ECL 试剂盒进行蛋白条

带显影后在凝胶成像系统中进行曝光分析拍照，以

β-actin 作为内参计算各蛋白表达水平。
1. 11 统计学分析 采用 SPSS25. 0 软件进行方差

分析，两两比较采用 LSD-t 检验。

2 结 果

2. 1 自拟骨痹散对膝骨关节炎大白兔的一般性观

察 空白组动物饮食正常，奔跑与活动未出现障碍;

模型组动物出现食欲不振、活动减少、行走不便，奔

跑困难等情况; 与模型组相比，阳性组与骨痹散组动

物食欲与精神状态有所好转，活动范围与幅度增加。
活动评分见表 1。
2. 2 自拟骨痹散对膝骨关节炎大白兔炎症因子的

影响 与空白组相比，模型组 PEG2、COX-2、IL-1β
与 TNF-α 含量均显著升高( P＜0. 01) ，与模型组相

比，阳性组与骨痹散组 PEG2、COX-2、IL-1β 与 TNF-
α 含量均显著降低( P＜0. 05) 。见表 1。

表 1 各组活动评分、软骨组织病理学评分及 PEG2、COX-2、IL-1β、TNF-α水平比较( x±s，n=10)

组别 活动评分( 分) Mankin 评分( 分) PGE2( pg /ml) COX-2( U /L) IL-1β( pg /ml) TNF-α( pg /ml)

空白组 0. 0±0. 0 0. 0±0. 0 438. 659±14. 382 50. 863±0. 964 18. 264±1. 894 99. 444±1. 707
模型组 1. 8±0. 41) 11. 7±0. 51) 533. 696±24. 3561) 59. 543±2. 4561) 25. 909±1. 2031) 116. 475±3. 3941)

阳性组 0. 8±0. 43) 3. 7±1. 43) 477. 974±16. 5362) 54. 341±2. 2792) 22. 588±1. 7662) 110. 831±3. 9462)

骨痹散组 1. 3±0. 52) 6. 7±0. 53) 469. 453±22. 8822) 53. 659±2. 2943) 22. 851±1. 2272) 105. 228±2. 4053)

与空白组比较: 1) P＜0. 01; 与模型组比较: 2) P＜0. 05，3) P＜0. 01; 下表同

2. 3 自拟骨痹散对膝软骨组织中 MMP-1、MMP-2、
MMP-3、MMP-13 表达的影响 与空白组相比，模型

组 MMP-1、MMP-2、MMP-3、MMP-13 蛋白表达水平

显著升高( P＜0. 05) ; 与模型组相比，阳性组与骨痹

散组 MMP-1、MMP-2、MMP-3、MMP-13 蛋白表达水

平显著降低( P＜0. 05) 。见图 1、表 2。

2. 4 自拟骨痹散对膝骨关节炎大白兔病理学观察

空白组关节软骨结构完整，关节软骨结构分层清晰，

未见明显潮线，软骨细胞分布均匀，软骨内无血管和

神经，未见明显软骨缺损、软骨细胞坏死及纤维增生

等病理改变; 模型组关节软骨可见局部软骨面缺损，

缺损区域软骨细胞显著减少，大量软骨细胞坏死，软
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骨层明显变薄甚至丢失，缺失区域大量纤维组织增

生，见较多胶原纤维和核呈长梭形的纤维细胞; 其他

未见明显病理改变。阳性组关节软骨可见局部软骨

面缺损，软骨细胞排列紊乱，软骨细胞数量减少，软骨

细胞坏死，部分软骨层丢失，缺失区域存在纤维组织

增生情况，见较多胶原纤维和纤维细胞，未见明显炎

性细胞浸润。骨痹散组关节软骨可见局部软骨面不

同程度缺损，局部软骨面缺损，软骨细胞数量减少，部

分软骨层丢失，多量纤维组织增生，见较多胶原纤维

和纤维细胞，未见明显炎性细胞浸润。见表 1、图 2。

图 1 自拟骨痹散对膝关节软骨组织中 MMP-1、MMP-2、MMP-3、MMP-13 蛋白表达的影响( DAB 染色，×100)

表 2 自拟骨痹散对膝关节软骨组织中 MMP-1、MMP-2、MMP-3、MMP-13 的影响( x±s，IOD 值，n=10)

组别 MMP-1 MMP-2 MMP-3 MMP-13

空白组 0. 188±0. 003 0. 181±0. 009 0. 171±0. 001 0. 172±0. 005
模型组 0. 227±0. 0091) 0. 209±0. 0051) 0. 185±0. 0041) 0. 200±0. 0081)

阳性组 0. 191±0. 0012 0. 185±0. 0043) 0. 176±0. 0022) 0. 179±0. 0012)

骨痹散组 0. 201±0. 0013) 0. 193±0. 0023) 0. 176±0. 0052) 0. 190±0. 0022)

2. 5 自拟骨痹散对膝软骨组织中基质蛋白、凋亡蛋

白与 Wnt /β-catenin 信号通路的影响 与空白组相

比，模型组 Bax、Caspase-3、Wnt5a 与 β-catenin 蛋白

表达水平显著升高，Bcl-2 蛋白表达显著降低 ( P＜
0. 05) ; 与 模 型 组 相 比，阳 性 组 与 骨 痹 散 组 Bax、
Caspase-3、Wnt5a 与 β-catenin 蛋白表达水平显著降
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低，Bcl-2 蛋白表达显著升高，阳性组效果更优( P＜ 0. 05) ，见表 3、图 3。

图 2 各组软骨组织( ×100)

表 3 自拟骨痹散对膝关节软骨组织中 Bax、Bcl-2、Caspase-3、Wnt5a、β-catenin 的影响( x±s，n=10)

组别 Bax Bcl-2 Caspase-3 Wnt5a β-catenin

空白组 1. 003±0. 073 1. 005±0. 098 1. 004±0. 087 1. 001±0. 029 1. 005±0. 108
模型组 1. 885±0. 0391) 0. 611±0. 0281) 2. 399±0. 0501) 1. 940±0. 1001) 1. 977±0. 1251)

阳性组 1. 379±0. 1853) 0. 854±0. 0463) 1. 703±0. 0293) 1. 578±0. 1663) 1. 628±0. 1723)

骨痹散组 1. 618±0. 1152) 0. 827±0. 0253) 1. 785±0. 0163) 1. 590±0. 1323) 1. 678±0. 0662)

图 3 Western 印迹检测各组 Bax、Bcl-2、
Caspase-3、Wnt5a、β-catenin 蛋白表达

3 讨 论

骨性关节炎是关节炎最常见的形式，随着社会

的老龄化和肥胖的流行，骨性关节炎的发病率预计

将在未来 20 年内继续增加〔7〕。骨性关节炎的特征

是软骨降解和软骨下骨改变，骨赘形成，并伴有滑膜

局部炎症，在膝关节也有半月板退变和挤压的情况

发生。膝关节骨性关节炎的药物治疗用于对症治

疗，以控制疼痛、改善自我报告的身体功能和健康相

关的生活质量为目的〔8〕。但口服非甾体抗炎药只

能间歇性地使用最短的时间和尽可能低的剂量来控

制疼痛，并且会对心血管、肝脏、肾脏等器官造成不

良影响〔9〕。本实验使用的自拟骨痹散，其中制川

乌、制草乌、秦艽、威灵仙都是治疗关节炎的常用中

药，具有抗炎止痛的功效，毒副作用小。本实验结果

发现，骨痹散在治疗膝骨关节炎中发挥与非甾体抗

炎药基本一致的效果，鉴于中药复方具有副作用小

与不良反应发生率低的优点，这对膝关节骨性关节

炎治疗药物的选择有一定的指导作用。
膝关节骨性关节炎的主要病理特征是软骨组织

退化、降解。软骨细胞是成人软骨组织中唯一的细

胞，调节细胞外基质的分泌。细胞外基质的正常组
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成与关节软骨的稳态和软骨的正常生物力学功能密

切相关。软骨细胞依赖正常的软骨稳态来维持细胞

存活和正常的生物合成功能〔10〕。当出现膝关节骨

性关节炎时，代谢稳态的细胞外基质被打乱，细胞外

基质的合成减少，导致软骨中分解代谢酶活性增强，

最终造成细胞外基质的降解〔11〕。本研究通过对比

模型组与骨痹散组动物体征与膝关节病理学后发

现，使用骨痹散后，动物后肢活动幅度增大，活动范

围变广，食欲增加，膝关节中的软骨组织退化情况减

弱，软骨结构分层逐渐清晰，缺损区域得到修补，炎

性细胞的聚集与浸润减少，从症状上缓解膝关节骨

性关节炎的进程。
膝关节骨性关节炎发病的确切机制尚不清楚，

但主要因素被认为是促炎细胞因子触发的慢性炎症

所引起的软骨损伤。研究表明，IL-1β 是这种炎症

反应的主要决定因素〔12〕。IL-1β 极大地影响软骨细

胞中细胞外基质的成分，干扰关键性结构蛋白的合

成〔13〕，同时影响软骨细胞中 MMP-13 等 MMP 的合

成，对软骨成分具有破坏作用〔11〕。IL-1β 和 TNF-α
含量增加后，刺激软骨降解酶的生产，进一步损伤关

节软骨〔14〕。类前列腺素是存在于滑膜液中的一类

重要信号分子，而 COX-2 被认为是炎症亚型〔15〕。
非甾体抗炎药就是以抑制体内 COX-2 提供一种有

效的缓解疼痛的手段，从而减缓膝关节骨性关节炎

进展。由于炎性细胞因子在促进软骨分解代谢酶促

介质中的重要作用，因此炎性细胞因子被认为是治

疗膝关节骨性关节炎的重要靶点，而中药因为其多

靶点的药理特性，在抗感染上具有巨大优势。本研

究说明骨痹散在膝关节骨性关节炎的抗炎效果上与

非甾体抗炎药拥有相同的效果，且未发现对胃肠道

等副作用。
Wnt 通路在物种间高度保守，在器官生成、细胞

分化和组织重塑中发挥着核心作用。细胞质中的

β-catenin 转运到细胞核并与 T 细胞因子 /淋巴样增

强因子转录因子相互作用以激活 Wnt 下游靶基因

表达〔16〕。在膝关节骨性关节炎中，Wnt 信号被激

活，导致 β-catenin 分泌增加，并促进骨分化、软骨降

解、软骨细胞肥大和炎症〔17〕。之前的研究表明，在

退行性软骨细胞中，β-catenin 表达水平上调，导致

软骨丢失〔18〕。此外，有条件激活的 β-catenin 导致

成年小鼠软骨细胞异常分化〔19〕，促进 Wnt5a 生成使

软骨细胞中 MMP 表达增多并抑制胶原Ⅱ表达，诱

发膝关节骨性关节炎〔20〕。本研究说明，软骨细胞的

降解与凋亡得到抑制，疾病进程得到延缓。
综上，膝关节骨性关节炎的发病机制复杂，当前

实验只能证明自拟骨痹散在 Wnt /β-catenin 信号通

路上有治疗膝关节骨性关节炎潜力，具有一定的局

限性，今后将设计更多实验完善自拟骨痹散抗膝关

节骨性关节炎研究。
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lncＲNA AＲAP1-AS2 通过 JAK2 /STAT3 信号通路对小鼠糖尿病肾病的
影响

王丽1 卢发菊2 李薇3

( 青海省第五人民医院 1 内分泌科，青海 西宁 810000; 2 肾内科; 3 康复医学科)

〔摘 要〕 目的 探讨 lncＲNA 锚蛋白重复和 pH 结构域 /反义 ＲNA( AＲAP1-AS) 2 通过酪氨酸激酶( JAK) 2 /信号转导和

转录激活因子( STAT) 3 信号通路对糖尿病肾病的影响及其机制。方法 将 MPC-5 细胞分为对照组、高糖组、高糖+pcDNA3. 1
组、高糖+pcDNA3. 1-AＲAP1-AS2 组、高糖+AG490 组、高糖+pcDNA3. 1-AＲAP1-AS2+AG490 组。四甲基偶氮唑蓝比色法( MTT)

检测细胞存活率; 流式细胞术检测 MPC-5 细胞凋亡率; Western 印迹检测细胞增殖核抗原 KI67、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶

( Caspase) 3、酪氨酸激酶( JAK) 2、磷酸化( p) -JAK2、信号转导和转录激活因子( STAT) 3、磷酸化 STAT3( p-STAT3) 蛋白表达; 实

时荧光定量 PCＲ( ＲT-qPCＲ) 检测 AＲAP1-AS2 和突触孔蛋白( Synaptopodin) 、结蛋白( Desmin) 、波形蛋白( Vimentin) mＲNA 的

表达水平。结果 与对照组比较，高糖诱导的 MPC-5 细胞的存活率及 KI67 表达水平明显降低，细胞凋亡率及 Caspase3 表达

水平明显升高，Synaptopodin mＲNA 表达水平明显降低，Desmin mＲNA、Vimentin mＲNA 表达水平明显升高，p-JAK2、JAK2、p-
STAT3、STAT3 表达水平明显升高，AＲAP1-AS2 表达水平明显降低( P＜0. 05) ; 过表达 AＲAP1-AS2 后，高糖诱导的 MPC-5 细胞的

存活率及 KI67 表达水平明显升高，细胞凋亡率及 Caspase3 表达水平明显降低，Synaptopodin mＲNA 表达水平明显升高，Desmin
mＲNA、Vimentin mＲNA 表达水平明显降低，p-JAK2、JAK2、p-STAT3、STAT3 表达水平明显降低( P＜0. 05) 。JAK2/STAT3 信 J 号通

路抑制剂 AG490 增强了 AＲAP1-AS2 对高糖诱导的足细胞增殖、凋亡及 Synaptopodin、Desmin、Vimentin 表达的影响。结论 过表

达 lncＲNA AＲAP1-AS2 可能通过抑制 JAK2/STAT3 信号通路促进 MPC-5 细胞存活，抑制高糖诱导的足细胞损伤。
〔关键词〕 lncＲNA AＲAP1-AS2; 酪氨酸激酶( JAK) 2 /信号转导和转录激活因子( STAT) 3 信号通路; 糖尿病肾病; 足细

胞; 增殖; 凋亡
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糖尿病肾病( DN) 是糖尿病常见的并发症之一，

DN 主要临床表现为蛋白尿和肾功能进行性衰退，

最终进展为肾衰竭; 足细胞作为肾小球滤过的最后

屏障，其结构和功能的完整性与蛋白尿密切相关，肾

脏足 细 胞 凋 亡、损 伤 参 与 了 DN 的 发 生 发 展 过

程〔1～3〕。因此，研究足细胞凋亡、损伤的分子机制，

通过抑制足细胞损伤可为 DN 的早期诊断提供新的

思路和方向，也可为 DN 的治疗提供新的靶点。研

究表明 lncＲNA 在 DN 肾小球足细胞损伤、肾小管上

皮细胞损伤、肾小球系膜细胞的增殖和纤维化、肾小

球细胞外基质积聚等过程中起重要作用〔4〕。锚蛋

白重复和 PH 结构域( AＲAP ) 1 基因位于 2 型糖尿

病的 风 险 等 位 基 因 附 近，AＲAP1 反 义 ＲNA2
( AＲAP1-AS2) 是一种 lncＲNA，其参与调控高糖诱

导的人肾小管上皮细胞的骨架重排和上皮间质转化

( EMT)〔5〕。糖尿病和 DN 患者血清中 AＲAP1-AS2
表达下调，其可能参与了糖尿病和 DN 的发生，有望

成为其新的生物标志物〔6〕。然而 AＲAP1-AS2 对足

细胞增殖、凋亡的影响及其机制尚不清楚。
酪氨酸激酶 /信号转导和转录激活因子( JAK /

STAT) 通路是一条由多种细胞因子和生长因子介导

的信号通路，其广泛参与细胞增殖、分化、凋亡及炎

症反应等; JAK 和 STAT 是其主要组分，其中 JAK 包

括 JAK1、JAK2、JAK3、TYK2，STAT 包括含 STAT3 在

内的 7 个成员，其激活可促进多种疾病的进展，且其

与肾脏疾病的病理生理过程密切相关〔7〕。JAK2 /
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