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摘　要　目的：探讨独活寄生汤对骨关节炎软骨退变的影响及其作用机制。方法：将４５只８周龄雄性ＳＤ大鼠随机分为空白组、

模型组、独活寄生汤组，每组１５只。模型组、独活寄生汤组采用改良 Ｈｕｌｔｈ法建立膝骨关节炎大鼠模型，空白组不做任何处理。

独活寄生汤组给予９．３ｇ·ｋｇ－１的独活寄生汤水煎浓缩液进行灌胃，模型组和空白组给予等剂量生理盐水灌胃；每天灌胃１次，连

续灌胃１２周。末次灌胃后分别取各组大鼠双侧股骨髁，采用ＨＥ染色观察关节软骨组织形态，并采用Ｍａｎｋｉｎ′ｓ关节软骨组织学

评分法评价软骨退变程度；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测软骨中Ｇ蛋白偶联信号传导系统的关键调控因子的蛋白表达情况。分别从

模型组和独活寄生汤组各取５０ｍｇ关节软骨组织，采用基因芯片检测软骨基质降解基因表达情况。结果：①软骨组织形态。空白

组关节软骨结构层次清晰，潮线完整，软骨表面较为平滑；模型组关节软骨结构层次较为紊乱，未见潮线，表层软骨膜破损，膜样结

构消失并呈丝绒样；独活寄生汤组关节软骨结构层次较为清晰，软骨破坏程度比模型组轻。②软骨退变程度。３组大鼠关节软骨

的Ｍａｎｋｉｎ′ｓ组织学评分比较，差异有统计学意义［（３．４６±２．０４）分，（１２．５８±２．５５）分，（７．７５±１．９１）分，Ｆ＝１３．１１４，Ｐ＝０．００６］；

空白组和独活寄生汤组低于模型组（ｔ＝－５．１１４，Ｐ＝０．００２；ｔ＝２．７０９，Ｐ＝０．０３５）；空白组与独活寄生汤组比较，差异无统计学意

义（ｔ＝－２．４０６，Ｐ＝０．０５３）。③药物干预后Ｇ蛋白偶联信号传导系统关键调控因子的蛋白表达。３组大鼠 Ｇ蛋白偶联信号传导

系统关键调控因子 Ｇαｓ、Ｇαｑ、Ｇαｏ、Ｇαｉ蛋白表达量比较，组间差异均有统计学意义［（１．５９±０．０９）ｋＤａ，（１．０１±０．０４）ｋＤａ，

（１．４５±０．１４）ｋＤａ，Ｆ＝２９．７６０，Ｐ＝０．００１；（１．０３±０．０６）ｋＤａ，（０．５３±０．０４）ｋＤａ，（０．７５±０．０９）ｋＤａ，Ｆ＝１４．９６９，Ｐ＝０．０２７；

（０．３６±０．０２）ｋＤａ，（０．１１±０．０１）ｋＤａ，（０．１７±０．０２）ｋＤａ，Ｆ＝２０４．１０５，Ｐ＝０．０００；（０．２０±０．０２）ｋＤａ，（０．５６±０．０５）ｋＤａ，（０．３３±

０．０７）ｋＤａ，Ｆ＝２８．３５７，Ｐ＝０．００１］；空白组 Ｇαｓ、Ｇαｑ、Ｇαｏ表达量均高于模型组（ｔ＝０．４０７，Ｐ＝０．０００；ｔ＝０．５４６，Ｐ＝０．０１２；ｔ＝

１．９３３，Ｐ＝０．０００），Ｇαｉ表达量低于模型组（ｔ＝－０．７５０，Ｐ＝０．０００）；模型组 Ｇαｓ、Ｇαｑ、Ｇαｏ表达量均低于独活寄生汤组（ｔ＝

－５．５８４，Ｐ＝０．００１；ｔ＝－２．４３１，Ｐ＝０．０９３；ｔ＝－４．５８４，Ｐ＝０．００４），Ｇαｉ表达量高于独活寄生汤组（ｔ＝４．３７７，Ｐ＝０．００５）；独活寄

生汤组Ｇαｓ、Ｇαｑ表达量与空白组比较，组间差异均无统计学意义（ｔ＝－１．８１６，Ｐ＝０．１１９；ｔ＝－３．０２９，Ｐ＝０．０５６）；独活寄生汤组

Ｇαｏ表达量低于空白组（ｔ＝－１４．７４９，Ｐ＝０．０００），Ｇαｉ表达量高于空白组（ｔ＝３．１１９，Ｐ＝０．０２１）。④药物干预后关节软骨基质降

解基因的表达。药物干预后，表达上调２倍以上的软骨基质降解基因为基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）８、硒蛋白

Ｐ（ｓｅｌｅｎｏｐｒｏｔｅｉｎＰ，ＳＥＬＰ），表达下调２倍以上的软骨基质降解基因为蛋白聚糖酶（ａｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｗｉｔｈｔｈｒｏｍ

ｂｏｓｐｏｎｄｉｎｍｏｔｉｆｓ，ＡＤＡＭＴＳ）１、ＡＤＡＭＴＳ２、ＡＤＡＭＴＳ８、钙黏蛋白３（ｃａｄｈｅｒｉｎ３，ＣＤＨ３）、胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎ，ＣＯＬ）１Ａ１、ＣＯＬ５Ａ１、结缔组织生

长因子（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ）、整合素（ｉｎｔｅｇｒｉｎ，ＩＴＧ）ｂ１、ＩＴＧｂ４、ＭＭＰ１２、ＭＭＰ１４。模型组 ＭＭＰ８、ＳＥＬＰ基因表达量

均低于独活寄生汤组（１．００±０．００，２．８１±０．６０，ｔ＝－５．２２５，Ｐ＝０．０３５；１．００±０．００，２．３１±０．８１，ｔ＝－２．８０８，Ｐ＝０．１０７），

ＡＤＡＭＴＳ１、ＡＤＡＭＴＳ２、ＡＤＡＭＴＳ８、ＣＤＨ３、ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ５Ａ１、ＣＴＧＦ、ＩＴＧｂ１、ＩＴＧｂ４、ＭＭＰ１２、ＭＭＰ１４基因表达量均高于独活寄生汤组

（１．００±０．００，０．２１±０．０５，ｔ＝２７．３６６，Ｐ＝０．００１；１．００±０．００，０．３１±０．１６，ｔ＝７．４５８，Ｐ＝０．０１８；１．００±０．００，０．１１±０．０４，ｔ＝

３８．５３８，Ｐ＝０．００１；１．００±０．００，０．３０±０．２３，ｔ＝５．２７１，Ｐ＝０．０３４；１．００±０．００，０．１２±０．０９，ｔ＝１７．３８０，Ｐ＝０．００３；１．００±０．００，

０．０９±０．１６，ｔ＝１０．１６８，Ｐ＝０．０１０；１．００±０．００，０．２１±０．３０，ｔ＝４．６０５，Ｐ＝０．０４４；１．００±０．００，０．３７±０．２０，ｔ＝５．４５６，Ｐ＝０．０３２；

１．００±０．００，０．１３±０．２２，ｔ＝６．９６０，Ｐ＝０．０２０；１．００±０．００，０．０５±０．０８，ｔ＝１９．３８８，Ｐ＝０．００３；１．００±０．００，０．０５±０．１０，ｔ＝

１５．６７１，Ｐ＝０．００４）。结论：独活寄生汤可以明显延缓骨关节炎软骨的退变，其作用机制可能是通过激活 Ｇ蛋白偶联信号传导通

路而抑制软骨基质降解，从而使受损的软骨组织修复，但其具体作用靶点有待进一步深入研究。
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ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ．Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｄｉｓｏｒｄｅｒｌｙａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｄａｍａｇｅｄｓｕｒｆａｃｅｐｅｒｉｃｈｏｎｄｒｉｕｍｗｅｒｅｆｏｕｎｄａｎｄｔｉｄａｌｌｉｎｅａｎｄｍｅｍｂｒａｎｅ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｉｓａｐｐｅａｒｅｄｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．ＲｅｌａｔｉｖｅｌｙｃｌｅａｒａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｓｌｉｇｈｔｅｒｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎｗｅｒｅｆｏｕｎｄｉｎＤＨＪＳＴ

ｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎＭａｎｋｉｎ′ｓｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅｓｏｆａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓ（３．４６＋／－２．０４，１２．５８＋／－

２．５５，７．７５＋／－１．９１ｐｏｉｎｔｓ，Ｆ＝１３．１１４，Ｐ＝０．００６）．ＴｈｅＭａｎｋｉｎ′ｓｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅｓｗｅｒｅｌｏｗｅｒｉｎｂｌａｎｋｇｒｏｕｐａｎｄＤＨＪＳＴｇｒｏｕｐｃｏｍ

ｐａｒｅｄｔｏｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ｔ＝－５．１１４，Ｐ＝０．００２；ｔ＝２．７０９，Ｐ＝０．０３５）．ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎＭａｎｋｉｎ′ｓｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅｓ

ｂｅｔｗｅｅｎｂｌａｎｋｇｒｏｕｐａｎｄＤＨＪＳＴｇｒｏｕｐ（ｔ＝－２．４０６，Ｐ＝０．０５３）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｋｅｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ

ｆａｃｔｏｒＧαｓ，Ｇαｑ，ＧαｏａｎｄＧαｉｏｆＧｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓ（１．５９＋／－０．０９，１．０１＋／－０．０４，

１．４５＋／－０．１４ｋＤａ，Ｆ＝２９．７６０，Ｐ＝０．００１；１．０３＋／－０．０６，０．５３＋／－０．０４，０．７５＋／－０．０９ｋＤａ，Ｆ＝１４．９６９，Ｐ＝０．０２７；０．３６＋／－０．０２，

０．１１＋／－０．０１，０．１７＋／－０．０２ｋＤａ，Ｆ＝２０４．１０５，Ｐ＝０．０００；０．２０＋／－０．０２，０．５６＋／－０．０５，０．３３＋／－０．０７ｋＤａ，Ｆ＝２８．３５７，Ｐ＝

０．００１）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＧαｓ，ＧαｑａｎｄＧαｏｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＧαｉｗｅｒｅｌｏｗｅｒｉｎｂｌａｎｋｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

（ｔ＝０．４０７，Ｐ＝０．０００；ｔ＝０．５４６，Ｐ＝０．０１２；ｔ＝１．９３３，Ｐ＝０．０００；ｔ＝－０．７５０，Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＧαｓ，ＧαｑａｎｄＧαｏｗｅｒｅ

ｌｏｗｅｒａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＧαｉｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＤＨＪＳＴｇｒｏｕｐ（ｔ＝－５．５８４，Ｐ＝０．００１；ｔ＝－２．４３１，Ｐ＝０．０９３；

ｔ＝－４．５８４，Ｐ＝０．００４；ｔ＝４．３７７，Ｐ＝０．００５）．ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＧαｓａｎｄＧαｑｂｅｔｗｅｅｎｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ

ａｎｄＤＨＪＳＴｇｒｏｕｐ（ｔ＝－１．８１６，Ｐ＝０．１１９；ｔ＝－３．０２９，Ｐ＝０．０５６）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＧαｏｗｅｒｅｌｏｗｅｒａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＧαｉｗｅｒｅ

ｈｉｇｈｅｒｉｎＤＨＪＳＴｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ（ｔ＝－１４．７４９，Ｐ＝０．０００；ｔ＝３．１１９，Ｐ＝０．０２１）．Ａｆｔｅｒｄｒｕｇｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｓｏｍｅｃａｒｔｉｌａｇｅｍａｔｒｉｘｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｇｅｎｅｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ（ＭＭＰ）８ａｎｄｓｅｌｅｎｏｐｒｏｔｅｉｎＰ（ＳＥＬＰ），ｗｅｒｅｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｍｏｒｅ

ｔｈａｎ２ｔｉｍｅｓ；ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｏｍｅｃａｒｔｉｌａｇｅｍａｔｒｉｘｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｇｅｎｅｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇａｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｗｉｔｈｔｈｒｏｍ

ｂｏｓｐｏｎｄｉｎｍｏｔｉｆｓ（ＡＤＡＭＴＳ）１，ＡＤＡＭＴＳ２，ＡＤＡＭＴＳ８，ｃａｄｈｅｒｉｎ３（ＣＤＨ３），ｃｏｌｌａｇｅｎ（ＣＯＬ）１Ａ１，ＣＯＬ５Ａ１，ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ

（ＣＴＧＦ），ｉｎｔｅｇｒｉｎ（ＩＴＧ）ｂ１，ＩＴＧｂ４，ＭＭＰ１２ａｎｄＭＭＰ１４ｗｅｒｅｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｍｏｒｅｔｈａｎ２ｔｉｍｅｓ．ＴｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＭＰ８ａｎｄ

ＳＥＬＰｗｅｒｅｌｏｗｅｒｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＤＨＪＳＴｇｒｏｕｐ（１．００＋／－０．００ｖｓ２．８１＋／－０．６０，ｔ＝－５．２２５，Ｐ＝０．０３５；１．００＋／－０．００ｖｓ

２．３１＋／－０．８１，ｔ＝－２．８０８，Ｐ＝０．１０７），ｗｈｉｌｅｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＡＤＡＭＴＳ１，ＡＤＡＭＴＳ２，ＡＤＡＭＴＳ８，ＣＤＨ３，ＣＯＬ１Ａ１，

ＣＯＬ５Ａ１，ＣＴＧＦ，ＩＴＧｂ１，ＩＴＧｂ４，ＭＭＰ１２ａｎｄＭＭＰ１４ｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＤＨＪＳＴｇｒｏｕｐ（１．００＋／－０．００ｖｓ０．２１＋／－

０．０５，ｔ＝２７．３６６，Ｐ＝０．００１；１．００＋／－０．００ｖｓ０．３１＋／－０．１６，ｔ＝７．４５８，Ｐ＝０．０１８；１．００＋／－０．００ｖｓ０．１１＋／－０．０４，ｔ＝３８．５３８，Ｐ＝

０．００１；１．００＋／－０．００ｖｓ０．３０＋／－０．２３，ｔ＝５．２７１，Ｐ＝０．０３４；１．００＋／－０．００ｖｓ０．１２＋／－０．０９，ｔ＝１７．３８０，Ｐ＝０．００３；１．００＋／－０．００

ｖｓ０．０９＋／－０．１６，ｔ＝１０．１６８，Ｐ＝０．０１０；１．００＋／－０．００ｖｓ０．２１＋／－０．３０，ｔ＝４．６０５，Ｐ＝０．０４４；１．００＋／－０．００ｖｓ０．３７＋／－０．２０，ｔ＝

５．４５６，Ｐ＝０．０３２；１．００＋／－０．００ｖｓ０．１３＋／－０．２２，ｔ＝６．９６０，Ｐ＝０．０２０；１．００＋／－０．００ｖｓ０．０５＋／－０．０８，ｔ＝１９．３８８，Ｐ＝０．００３；

１．００＋／－０．００ｖｓ０．０５＋／－０．１０，ｔ＝１５．６７１，Ｐ＝０．００４）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＤＨＪＳＴｃａｎｏｂｖｉｏｕｓｌｙｄｅｌａｙｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆ

ＯＡ．ＴｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆａｃｔｉｏｎｍａｙｂｅｔｈａｔｉｔｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｃａｒｔｉｌａｇｅｍａｔｒｉｘｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈａｃｔｉｖａｔｉｎｇＧｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈ

·６·　　　（总４８６）　　　中医正骨２０１７年７月第２９卷第７期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０１７，Ｖｏｌ．２９，Ｎｏ．７　




ｗａｙ，ｓｏｉｔｃａｎｒｅｐａｉｒｔｈｅｄａｍａｇｅｄｃａｒｔｉｌａｇｅｔｉｓｓｕｅｓ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｉｔｓｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｏｎｔａｒｇｅｔｓｎｅｅｄｔｏｂｅｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｉｅｄ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ；ＤｕｈｕｏＪｉｓｈｅｎｇＴａｎｇ；ｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ；Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是在生物学和力学
因素共同作用下导致软骨细胞、细胞外基质以及软骨

下骨三者降解和合成正常偶联失衡的结果［１］。软骨

退变是ＯＡ的主要病理特征，而炎症反应介导的软骨

基质降解是导致ＯＡ软骨退变的重要因素之一［２］，目

前尚无特效药及方法能阻止该病的进展。独活寄生

汤（唐代·孙思邈《备急千金要方》）具有补肝肾、益

气血、祛风湿、止痹痛等功效［３］，长期被临床应用于治

疗ＯＡ，疗效显著，但有关其作用机制目前尚不清楚。
Ｇ蛋白偶联信号传导系统是一类重要的细胞跨膜信
号传导途径之一，参与ＯＡ软骨基质降解。本文以ＯＡ
动物模型为研究对象，以Ｇ蛋白偶联信号传导系统介
导软骨基质降解为切入点，采用基因芯片的方法，探讨

独活寄生汤延缓骨关节软骨退变的作用机制。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　８周龄 ＳＰＦ级健康 ＳＤ雄性大鼠４５
只，体质量１８０～２２０ｇ，购自上海斯莱克实验动物有
限责任公司，由福建中医药大学实验动物中心提供。

实验动物许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１２－０００１。实验方
案通过医学动物实验伦理委员会批准。

１．２　实验药物　独活寄生汤由独活９ｇ，细辛３ｇ，桑
寄生、牛膝、杜仲、秦艽、防风、肉桂、川芎、当归、芍药、

干地黄、人参、茯苓、甘草各６ｇ组成。按上述药物剂
量称取药材，置于３Ｌ圆底烧瓶中，加入１０倍药量体积
的蒸馏水，加热回流提取３次，每次２ｈ，过滤并合并滤
液，滤液浓缩至含生药量３．１ｇ·ｍＬ－１，４℃储存备用。

１．３　实验试剂　Ｇαｓ、Ｇαｑ、Ｇαｏ、Ｇαｉ抗体（美国Ｓａｎ
ｔａＣｒｕｚ公司）；β－ａｃｔｉｎ抗体（美国 Ａｂｃａｍ公司）；脱
脂奶粉、电化学发光（ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）
试剂盒、蛋白上样缓冲液、ＲＩＰＡ裂解液（强）、二喹啉
甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂盒
（中国碧云天生物技术有限公司）；乙二胺四乙酸二钠

（国药集团化学试剂有限公司），ＨＥ染色试剂盒（中
国北京索莱宝科技有限公司）；ＴＢＳＴ洗涤缓冲液（中
国康为世纪有限公司）；１０％水合氯醛（中国上海士锋

生物科技有限公司）；ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ ＩＩＩＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔａｓｅ试剂盒（美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）；ＲＴ２

ＰｒｏｆｉｌｅｒＴＭＰＣＲＡｒｒａｙＲａｔＥｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＭａｔｒｉｘ＆Ａｄｈｅ

ｓｉｏｎＭｏｌｅｃｕｌｅ试剂盒（德国ＱＩＡＧＥＮ公司）。
１．４　实验仪器　光学显微镜（德国 ＬＥＩＣＡ公司）；
ＥＬｘ－８００酶标仪（美国Ｂｉｏ－Ｔｅｋ公司）。

２　方　法
２．１　分组与造模　采用随机数字表将４５只大鼠随
机分为空白组、模型组、独活寄生汤组，每组 １５只。
模型组、独活寄生汤组采用改良 Ｈｕｌｔｈ法建立膝 ＯＡ

大鼠模型［４－６］：术区常规剪毛、消毒，采用１０％水合氯

醛进行腹腔注射麻醉；无菌条件下，取膝关节内侧切

口，充分显露膝关节，切断内侧副韧带、前交叉韧带，

摘除内侧半月板；术后３ｄ给予８０万单位青霉素肌肉
注射。空白组不做任何处理。

２．２　药物干预　大鼠给药剂量按人和动物药物等效

剂量换算公式［７］计算，计算后独活寄生汤组给予

９．３ｇ·ｋｇ－１的独活寄生汤水煎浓缩液进行灌胃，模型

组和空白组给予等剂量生理盐水灌胃。每天灌胃１
次，连续灌胃１２周。
２．３　软骨组织取材与形态观察　末次灌胃后，采用
１０％水合氯醛进行腹腔注射麻醉，分别取各组大鼠双
侧约０．４ｃｍ×０．３ｃｍ×０．２ｃｍ大小的股骨髁，用４％
多聚甲醛固定、１０％乙二胺四乙酸二钠脱钙后，常规石
蜡包埋、切片，用ＨＥ染色后，显微镜下观察关节软骨的
组织形态学变化；取各组软骨于液氮中保存备用。

２．４　评价软骨退变程度　采用 Ｍａｎｋｉｎ’ｓ关节软骨

组织学评分法［８］评价软骨退变程度，包括表层软骨细

胞分裂增生（０～３分）、细胞排列（０～３分）、潮线
（０～３分）、血管翳样物生成（０～３分）、ＡＢ－ＰＡＳ染
色（０～４分）；最高为１６分，分数越高提示软骨退变
越严重。

２．５　检测软骨中Ｇ蛋白偶联信号传导系统关键调控
因子的蛋白表达　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法。将各组关节
软骨标本在液氮中研磨后，加入蛋白裂解液和苯甲基

磺酰氟（１００：１）提取总蛋白；根据 ＢＣＡ蛋白定量结
果，取５０μｇ蛋白，煮沸变性，上样，以１２％十二烷基
硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶进行电泳分离；采用湿转将
蛋白转移至聚偏二氟乙烯膜，转完膜后加入５％的脱
脂奶粉，室温封闭 ２ｈ；４℃下一抗孵育（分别孵育
Ｇαｓ、Ｇαｑ、Ｇαｏ、Ｇαｉ、β－ａｃｔｉｎ）过夜，用 ＴＢＳＴ洗膜３
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次，每次１０ｍｉｎ；然后室温下二抗孵育１ｈ，再用ＴＢＳＴ
洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；滴加２００μＬ的 ＥＣＬ显影液，
曝光、显影。应用 ＩｍａｇｅＬａｂ图像处理软件分析目的
蛋白和内参β－ａｃｔｉｎ条带灰度值，计算机自动读取并
记录每条条带的灰度值。

２．６　检测软骨基质降解基因的蛋白表达　采用基因
芯片法。分别从模型组和独活寄生汤组各取５０ｍｇ
关节软骨组织，从中提取总 ＲＮＡ，并用 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ

Ⅲ ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）将其逆转录为ｃＤ
ＮＡ，加２０μＬ混合液到 ＲＴ２ＰｒｏｆｉｌｅｒＴＭ ＰＣＲＡｒｒａｙＲａｔ
ＥｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＭａｔｒｉｘ＆ＡｄｈｅｓｉｏｎＭｏｌｅｃｕｌｅｓ对应的每个
孔中，ＰＣＲ反应条件为：９５℃１０ｍｉｎ激活聚合酶，
９５℃变性１５ｓ，６０℃退火和延伸 １ｍｉｎ，共 ４０个循
环。然后收集荧光，通过溶解曲线分析扩增产物的特

异性，并采用２－ΔΔＣｔ法计算２组基因的表达差异（Ｃｔ
值为每个反应管内的荧光信号到达所设定的阈值时

所经历的循环数）。

２．７　数据统计学分析　采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件对
所得数据进行统计学处理，３组关节软骨 Ｍａｎｋｉｎ′ｓ组
织学评分、Ｇ蛋白偶联信号传导系统关键调控因子蛋
白表达量的组间比较采用单因素方差分析，组间两两

比较采用ＬＳＤ－ｔ检验；独活寄生汤组与模型组的软
骨基质降解基因表达量的组间比较采用 ｔ检验，检验
水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　软骨组织形态　空白组关节软骨分为浅表层、
移行层、辐射层、钙化层依稀可见，介于辐射层与钙化

层之间的潮线完整，软骨表面较为平滑，浅表层软骨

细胞为扁圆形，移行层和辐射层软骨细胞为椭圆形，

细胞核呈蓝色，软骨基质浅紫红色［图１（１）］。模型
组关节软骨结构层次较为紊乱，未见潮线，表层软骨

膜破损，膜样结构消失并呈丝绒样［图１（２）］；提示软
骨受损，证明造模成功。独活寄生汤组关节软骨结构

层次较为清晰，软骨破坏程度比模型组轻［图１（３）］。

图１　显微镜下大鼠膝关节软骨组织形态（×２００）

３．２　软骨退变程度　３组大鼠关节软骨的 Ｍａｎｋｉｎ′ｓ
组织学评分比较，差异有统计学意义；模型组高于空

白组和独活寄生汤组（ｔ＝－５．１１４，Ｐ＝０．００２；ｔ＝
２．７０９，Ｐ＝０．０３５）；空白组与独活寄生汤组比较，差异
无统计学意义（ｔ＝－２．４０６，Ｐ＝０．０５３）。见表１。
表１　３组大鼠关节软骨Ｍａｎｋｉｎ′ｓ组织学评分的比较

组别 Ｍａｎｋｉｎ′ｓ评分（ｘ±ｓ，分）
空白组 ３．４６±２．０４
模型组 １２．５８±２．５５

独活寄生汤组 ７．７５±１．９１
Ｆ值 １３．１１４
Ｐ值 ０．００６

３．３　药物干预后Ｇ蛋白偶联信号传导系统关键调控
因子的蛋白表达　３组大鼠 Ｇ蛋白偶联信号传导系

统关键调控因子 Ｇαｓ、Ｇαｑ、Ｇαｏ、Ｇαｉ蛋白表达量比
较，组间差异均有统计学意义；空白组 Ｇαｓ、Ｇαｑ、Ｇαｏ
表达量均高于模型组（ｔ＝０．４０７，Ｐ＝０．０００；ｔ＝
０．５４６，Ｐ＝０．０１２；ｔ＝１．９３３，Ｐ＝０．０００），Ｇαｉ表达量
低于模型组（ｔ＝－０．７５０，Ｐ＝０．０００）；模型组 Ｇαｓ、
Ｇαｑ、Ｇαｏ表达量均低于独活寄生汤组（ｔ＝－５．５８４，
Ｐ＝０．００１；ｔ＝－２．４３１，Ｐ＝０．０９３；ｔ＝－４．５８４，Ｐ＝
０．００４），Ｇαｉ表达量高于独活寄生汤组（ｔ＝４．３７７，
Ｐ＝０．００５）；独活寄生汤组Ｇαｓ、Ｇαｑ表达量与空白组
比较，组间差异均无统计学意义（ｔ＝－１．８１６，Ｐ＝
０．１１９；ｔ＝－３．０２９，Ｐ＝０．０５６）；独活寄生汤组Ｇαｏ表
达量低于空白组（ｔ＝－１４．７４９，Ｐ＝０．０００），Ｇαｉ表达
量高于空白组（ｔ＝３．１１９，Ｐ＝０．０２１）。见表２、图２。
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表２　３组大鼠Ｇ蛋白偶联信号传导系统关键调控因子蛋白表达量的比较　ｘ±ｓ，ｋＤａ

组别 Ｇαｓ Ｇαｑ Ｇαｏ Ｇαｉ
空白组 １．５９±０．０９ １．０３±０．０６ ０．３６±０．０２ ０．２０±０．０２
模型组 １．０１±０．０４ ０．５３±０．０４ ０．１１±０．０１ ０．５６±０．０５

独活寄生汤组 １．４５±０．１４ ０．７５±０．０９ ０．１７±０．０２ ０．３３±０．０７
Ｆ值 ２９．７６０ １４．９６９ ２０４．１０５ ２８．３５７
Ｐ值 ０．００１ ０．０２７ ０．０００ ０．００１

图２　３组大鼠Ｇ蛋白偶联信号传导系统关键调控因子的蛋

白表达

３．４　药物干预后关节软骨基质降解基因的表达　模

型组与独活寄生汤组的扩增曲线显示２组样本的扩

增效率良好（图３）。药物干预后，表达上调２倍以上

的软骨基质降解基因为基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔ

ａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）８、硒蛋白 Ｐ（ｓｅｌｅｎｏｐｒｏｔｅｉｎＰ，

ＳＥＬＰ），表达下调２倍以上的软骨基质降解基因为蛋

白聚糖酶 （ａｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｗｉｔｈ

ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎｍｏｔｉｆｓ，ＡＤＡＭＴＳ）１、ＡＤＡＭＴＳ２、ＡＤ

ＡＭＴＳ８、钙黏蛋白３（ｃａｄｈｅｒｉｎ３，ＣＤＨ３）、胶原（ｃｏｌｌａ

ｇｅｎ，ＣＯＬ）１Ａ１、ＣＯＬ５Ａ１、结缔组织生长因子（ｃｏｎｎｅｃ

ｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ）、整合素（ｉｎｔｅｇｒｉｎ，ＩＴＧ）

ｂ１、ＩＴＧｂ４、ＭＭＰ１２、ＭＭＰ１４。模型组 ＭＭＰ８、ＳＥＬＰ基

因表达量均低于独活寄生汤组，ＡＤＡＭＴＳ１、ＡＤ

ＡＭＴＳ２、ＡＤＡＭＴＳ８、ＣＤＨ３、ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ５Ａ１、ＣＴＧＦ、

ＩＴＧｂ１、ＩＴＧｂ４、ＭＭＰ１２、ＭＭＰ１４基因表达量均高于独

活寄生汤组（表３、表４）。

４　讨　论
ＯＡ是一种慢性、退行性关节疾病，属于中医学

“痹证”范畴，主要病理特点为“本虚标实，本痿标

痹”，主要病因病机为肝肾亏虚、气血不足、瘀血阻滞，

治宜扶正祛邪［３］。独活寄生汤具有祛风湿、止痹痛、

益肝肾、补气血的功效，该方在治疗 ＯＡ方面可内外

兼顾、标本兼治，而且疗效良好、不良反应小、适合长

期服用［９－１０］。

图３　模型组与独活寄生汤组扩增曲线的变化图

表３　独活寄生汤组和模型组表达上调的关节

软骨基质降解基因表达量的比较　ｘ±ｓ

组别 基质金属蛋白酶８ 硒蛋白Ｐ
模型组 １．００±０．００ １．００±０．００

独活寄生汤组 ２．８１±０．６０ ２．３１±０．８１
ｔ值 －５．２２５ －２．８０８
Ｐ值 ０．０３５ ０．１０７

２－ΔΔＣｔ法计算２组基因的表达差异时，以模型组作为参照，将

其表达量当作１，计算出独活寄生汤组的相对表达量；表中数

据为校正后的数据，ｔ值和Ｐ值是通过原始数据计算出来的值
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表４　独活寄生汤组和模型组表达下调的关节软骨基质降解基因表达量的比较　ｘ±ｓ

组别 蛋白聚糖酶１ 蛋白聚糖酶２ 蛋白聚糖酶８ 钙黏蛋白３ 胶原Ⅰ型Ａ１ 胶原Ⅴ型Ａ１
模型组 １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００

独活寄生汤组 ０．２１±０．０５ ０．３１±０．１６ ０．１１±０．０４ ０．３０±０．２３ ０．１２±０．０９ ０．０９±０．１６
ｔ值 ２７．３６６ ７．４５８ ３８．５３８ ５．２７１ １７．３８０ １０．１６８
Ｐ值 ０．００１ ０．０１８ ０．００１ ０．０３４ ０．００３ ０．０１０
组别 结缔组织生长因子 整合素ｂ１ 整合素ｂ４ 基质金属蛋白酶１２ 基质金属蛋白酶１４
模型组 １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００

独活寄生汤组 ０．２１±０．３０ ０．３７±０．２０ ０．１３±０．２２ ０．０５±０．０８ ０．０５±０．１０
ｔ值 ４．６０５ ５．４５６ ６．９６０ １９．３８８ １５．６７１
Ｐ值 ０．０４４ ０．０３２ ０．０２０ ０．００３ ０．００４

２－ΔΔＣｔ法计算２组基因的表达差异时，以模型组作为参照，将其表达量当作１，计算出独活寄生汤组的相对表达量；表中数据为校

正后的数据，ｔ值和Ｐ值是通过原始数据计算出来的值

　　中医认为ＯＡ病变的根本是肝肾亏虚，而西医认
为此病与神经－内分泌 －免疫网络功能紊乱密切相
关［１１］。中医肝肾功能集中反映了下丘脑 －垂体 －靶

腺轴（肾上腺、甲状腺、性腺）的功能，而 Ｇ蛋白偶联
信号传导系统是下丘脑 －垂体 －靶腺轴的重要执行

者［１２］。Ｇ蛋白偶联信号传导系统由 Ｇ蛋白偶联受
体、Ｇ蛋白和效应器分子组成，是一类重要的细胞跨
膜信号传导系统。Ｇ蛋白偶联信号传导系统主要有
Ｇαｓ、Ｇαｉ、Ｇαｑ和Ｇαｏ型蛋白组成，不同的 Ｇ蛋白能
特异地将受体和与之相适应的效应酶偶联起来，活化

相应酶和离子通道，产生重要的第２信使，参与软骨
退变［１３－１４］。关节软骨由软骨细胞及软骨基质组成，

软骨细胞处于胶原和蛋白多糖等所形成的致密基质

中，其中胶原以Ⅱ型胶原为主，构成软骨内的纤维网
架结构；而蛋白多糖由不同多糖聚合体组成，能够维

持着软骨良好弹性与生物力学性能。蛋白多糖的丢

失主要发生在ＯＡ早期，蛋白多糖的持续丢失进一步
导致胶原纤维网架的破坏［１５］。炎症反应介导的软骨

基质降解是导致ＯＡ软骨退变的重要因素之一［７，１６］。

ＭＭＰＳ及ＡＤＡＭＴＳ家族是降解软骨基质中最为重要
两类酶，ＭＭＰＳ的主要作用底物为软骨胶原，而 ＡＤ

ＡＭＴＳ主要作用底物为蛋白多糖［１７－１８］。通过调节 Ｇ

蛋白偶联信号传导系统能够降低 ＯＡ软骨细胞白细
胞介素－６、ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９表达，抑制 ＯＡ软骨基
质的降解［１９］，抑制ＯＡ炎症反应［２０－２１］。因此，Ｇ蛋白

偶联信号传导系统可能是治疗 ＯＡ的潜在靶点。本
研究结果显示，独活寄生汤可以升高 Ｇαｓ、Ｇαｑ、Ｇαｏ
蛋白的表达水平，降低 Ｇαｉ蛋白的表达水平，这说明
独活寄生汤可能会通过激活 Ｇ蛋白偶联信号传导通
路，延缓ＯＡ软骨退变。

关节机械力分布失衡或负荷过度易导致软骨磨

损及软骨细胞代谢异常，损伤的软骨细胞释放多种降

解酶类，引起胶原蛋白网络断裂与蛋白聚糖的降解。

软骨基质的降解超过其合成是 ＯＡ的主要病理特点，
引起软骨降解的主要原因是蛋白水解酶活性增高，其

中ＭＭＰＳ与ＡＤＡＭＴＳ是降解软骨聚蛋白多糖和胶原
的主要酶类。ＩＴＧ作为软骨细胞表面受体，介导软骨
细胞与软骨基质之间的黏附与跨膜的信号转导，从而

参与软骨退变的调控［２２］。基因芯片检测结果显示，

独活寄生汤通过干预 ＭＭＰ８、ＳＥＬＰ、ＡＤＡＭＴｓ１、ＡＤ
ＡＭＴＳ２、ＡＤＡＭＴＳ８、Ｃｄｈ３、ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ５Ａ１、ＣＴＧＦ、
ＩＴＧｂ１、ＩＴＧｂ４、ＭＭＰ１２、ＭＭＰ１４等 １３个基因表达，参
与调节软骨基质的合成与降解偶联失衡，从而有效减

缓软骨退变，这提示 ＭＭＰＳ、ＡＤＡＭＴＳ与 ＩＴＧ可能是
独活寄生汤治疗ＯＡ的调控靶点，其具体机制有待于
进一步深入研究。

本研究结果显示，独活寄生汤可以明显减缓 ＯＡ
软骨退变，其作用机制可能是通过激活Ｇ蛋白偶联信
号传导通路而抑制软骨基质降解，从而使受损的软骨

组织修复，但其具体作用靶点有待进一步深入研究。
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