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·基础研究·

雪莲强筋壮骨方对膝骨关节炎软骨细胞

ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶信号传导通路的影响

赵永胜，李发东，杨新成，孟刚，郭鑫，赵辉，潘有龙，王晓乐

（新疆维吾尔自治区昌吉回族自治州中医医院，新疆　昌吉　８３１１００）

摘　要　目的：探讨雪莲强筋壮骨方对膝骨关节炎（ｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）软骨细胞ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａ

ｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号传导通路的影响。方法：将２４只３月龄雄性新西兰大白兔随机分为空白组、模型组、ｐ３８阻断剂组

及含药血清组，每组６只。除空白组外，其余各组均采用改良Ｈｕｌｔｈ法行ＫＯＡ造模。造模成功后含药血清组以雪莲强筋壮骨方水

煎剂灌胃（１０ｇ·ｋｇ－１），其余各组均以等量生理盐水灌胃，每天２次，连续干预７ｄ后静脉采血，分别制成１０％含药血清和１０％空

白血清的ＤＭＥＭ培养液保存备用。血清制备完成后处死动物，分离膝关节软骨进行软骨细胞培养。空白组和模型组以空白血清

进行干预，ｐ３８阻断剂组以空白血清和ＳＢ２０３５８０进行干预，含药血清组以含药血清进行干预。血清干预结束后，分别采用免疫荧

光技术和蛋白免疫印迹法检测各组软骨细胞磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ水平。结果：免疫荧光检测结果显示，模型组磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ表

达呈强阳性，ｐ３８阻断剂组和含药血清组次之，空白组最弱。蛋白免疫印迹检测结果显示，空白组磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ表达最弱，模

型组磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ表达最强，ｐ３８阻断剂组和含药血清组磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ表达水平相当，介于空白组和模型组之间。经扫描

定量检测，空白组、模型组、ｐ３８阻断剂组和含药血清组条带的光密度值分别为０．３１±０．０６、０．８３±０．１１、０．５８±０．４５、０．５５±０．５６，

差异有统计学意义（Ｆ＝３．８７２，Ｐ＝０．０３４）。空白组的光密度值小于模型组、ｐ３８阻断剂组及含药血清组（Ｐ＝０．００７，Ｐ＝０．０３１，

Ｐ＝０．０３８）；模型组的光密度值大于ｐ３８阻断剂组和含药血清组（Ｐ＝０．０３８，Ｐ＝０．０２８）；ｐ３８阻断剂组和含药血清组的光密度值

比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．０６６）。结论：雪莲强筋壮骨方能阻滞ＫＯＡ软骨细胞ｐ３８ＭＡＰＫ信号传导通路，其效果与ｐ３８ＭＡＰＫ

阻断剂ＳＢ２０３５８０相当。
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　　膝骨关节炎（ｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）的病因病
机较为复杂，受年龄、遗传、创伤及代谢等多种因素的

影响［１］。临床用于治疗该病的方法较多，疗效各异。

我们在临床应用自拟雪莲强筋壮骨方治疗ＫＯＡ，取得
了很好的临床疗效，但其具体的作用机制尚不明确。

ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号传导通路已被证实参与了软骨细
胞退变、凋亡的过程［２］。为探讨雪莲强筋壮骨方治疗

ＫＯＡ的作用机理，我们对雪莲强筋壮骨方含药血清
对ＫＯＡ软骨细胞 ｐ３８ＭＡＰＫ信号传导通路的影响进
行了研究，现总结报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　清洁级３月龄雄性新西兰大白兔２４
只，体质量２ｋｇ左右，由新疆医科大学动物实验中心
提供，实验动物合格证号：２０１７１０１４。动物饲养和造
模均在新疆医科大学动物实验中心完成。实验方案

经医学动物实验伦理委员会审查批准。

１．２　药物与试剂　雪莲强筋壮骨方，药物组成包括
雪莲花１个、熟地黄２０ｇ、骨碎补１２ｇ、威灵仙１５ｇ、
白芍１５ｇ、怀牛膝１５ｇ、桂枝６ｇ、独活１０ｇ、地龙１０ｇ、
僵蚕１０ｇ，药材均由新疆本草堂药业有限公司提供）。
ＳＢ２０３５８０（Ｓｅｌｌｅｃｋ公司）；兔抗 ｐ３８ＭＡＰＫ、兔抗 ＧＡＰ
ＤＨ（Ｔｈｒ１８０＋Ｔｈｒ１８２）（北京博奥森生物技术有限公
司）；Ⅱ型胶原酶、０．２５％胰蛋白酶 ＋０．０２％ＥＤＴＡ、
ＤＭＥＭ／Ｆ－１２细胞培养液（新疆华普泰克生物科技有
限公司）；４’，６－二脒基 －２－苯基吲哚（４’，６－ｄｉａ
ｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）（北京鼎丰基业生物
科技发展有限公司）；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５５５（上海鼎杰生物
科技有限公司）。

１．３　实验仪器　ＺＨＪＨ－Ｃ１１０９Ｃ超净工作台（上海
智城分析仪器制造有限公司）、分光倒置显微镜、台式

离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）、ＤＷ－ＨＬ３８８超低温冰箱
（中科美菱低温科技有限责任公司）、ＤＰ２荧光免疫镜

（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）、ＤＳＨＺ－３００Ａ旋转式恒温震荡仪
（新疆华普泰克生物科技有限公司）。

２　方　法
２．１　动物分组及造模　将２４只动物随机分为空白
组、模型组、ｐ３８阻断剂组及含药血清组，每组６只。
除空白组外，其余各组均采用改良 Ｈｕｌｔｈ法［３］进行

ＫＯＡ造模，经膝关节内入路，打开关节囊，离断前交
叉韧带和内侧副韧带，摘除内侧半月板，然后逐层缝

合。术后每天换药１次，连续１周。切口愈合后，每
天驱赶动物行走１ｈ，共计６０ｄ。
２．２　药物干预及含药血清制备　造模成功后，含药
血清组动物按１０ｇ·ｋｇ－１以雪莲强筋壮骨方水煎剂
灌胃，其余３组以等量生理盐水灌胃，均每天２次，共
７ｄ。于末次灌胃后１ｈ静脉采血，经离心、分离血清、
水浴灭活及滤器除菌后分别配成含１０％含药血清和
１０％空白血清的ＤＭＥＭ培养液，于４℃保存备用。
２．３　细胞分离培养　血清制备完成后，通过耳缘静
脉注射空气处死所有动物，仔细分离膝关节软骨，切

成约１ｍｍ３的碎块。用Ｄ－Ｈａｎｋｓ液清洗后加入胰蛋
白酶 ＋ＥＤＴＡ溶液，３７℃震荡水浴加热。以 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养基终止消化，加入Ⅱ型胶原酶，置入３７℃、
５％ＣＯ２恒温培养箱中消化后，用２００目细胞筛过滤，
再将获得的关节软骨细胞接种于 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基
中培养。镜下观察细胞生长状况，隔天换液，原代细

胞５ｄ左右铺满单层，以 ０．２５％胰蛋白酶 ＋０．０２％
ＥＤＴＡ溶液消化传代，传代细胞３ｄ左右融合成单层。
将各组第３代软骨细胞以５×１０５个·ｍＬ－１接种于包
埋细胞爬片的６孔细胞培养板中进行后续分析。
２．４　血清干预　待各组细胞融合成单层后，换不含
血清的ＤＭＥＭ溶液培养２４ｈ，再以Ｄ－Ｈａｌｌｋｓ液清洗
３次后进行干预。空白组和模型组加入含１０％空白
血清的 ＤＭＥＭ溶液培养 ４８ｈ；ｐ３８阻断剂组加入含
１０％空白血清的ＤＭＥＭ溶液培养４８ｈ，以 Ｄ－Ｈａｎｋｓ
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液清洗３次后按２５μｍｏｌ·Ｌ－１以ＳＢ２０３５８０干预１ｈ；
含药血清组加入含１０％含药血清的 ＤＭＥＭ溶液培养
４８ｈ。
２．５　磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ免疫荧光检测　血清干预结
束后，按以下方法进行磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ免疫荧光检
测：用 ４％多聚甲醛浸泡细胞爬片，室温下放置
１５ｍｉｎ。以ＴＢＳＴ浸泡细胞爬片，每次５ｍｉｎ，重复 ３
次。０．２％的 ＴｒｉｔｏｎＸ－１００透化液处理 ５ｍｉｎ。以
ＴＢＳＴ浸泡细胞爬片，每次５ｍｉｎ，重复 ３次。以 ５％
ＢＳＡ浸泡细胞爬片３０ｍｉｎ，用 ＴＢＳＴ洗２次。在细胞
爬片上滴加 ｐ３８抗体２００μＬ（稀释倍数为１∶５０）及
０．５ｍｇ·ｍＬ－１的细胞核染色剂 ＤＡＰＩ，放置在湿盒内
于３７℃温育１ｈ。ＴＢＳＴ清洗细胞爬片３次，加入Ａｌ
ｅｘａＦｌｕｏｒ５５５红色标记荧光二抗，放置湿盒内于３７℃
温育３０ｍｉｎ。ＴＢＳＴ清洗３次后，置于荧光显微镜下
进行拍照。

２．６　磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ免疫印迹检测　将每组处理
好的磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ洗涤，加入细胞裂解液，收集、
离心后取２０μｇ变性裂解蛋白进行 ＳＤＳ聚丙烯酰胺
凝胶电泳，然后电转移至硝酸纤维素膜，封闭后加入

ｐ３８ＭＡＰＫ一抗，室温下免疫沉淀１ｈ。ＴＢＳＴ摇洗后，
加入ＨＲＰ标记的二抗（１∶２０００）并在室温下作用２ｈ，
再用ＥＣＬ试剂盒进行发光、显影、定影，最后用 Ｉｍａｇｅ
ＴｏｏｌＶ３．０软件分析图像，分别计算各组磷酸化
ｐ３８ＭＡＰＫ光密度值。
２．７　数据统计　采用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行数据
统计分析。４组软骨细胞免疫印迹检测光密度值的
总体比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 ｑ
检验。检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ免疫荧光检测结果　免疫荧
光检测结果显示，模型组磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ表达呈强
阳性，ｐ３８阻断剂组和含药血清组次之，空白组最弱，
几乎看不到荧光信号（图１）。
３．２　磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ免疫印迹检测结果　蛋白免
疫印迹检测结果显示，空白组磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ表达
最弱，模型组磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ表达最强，ｐ３８阻断剂
组和含药血清组磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ表达水平相当，介
于空白组和模型组之间（图２）。经扫描定量检测，空
白组、模型组、ｐ３８阻断剂组和含药血清组条带的光

图１　４组兔膝关节软骨细胞磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ免疫荧光染色结果（×２０）

（１）空白组细胞ｐ３８ＭＡＰＫ阳性表达率约２０％；（２）模型组细胞ｐ３８ＭＡＰＫ阳性表达率约９１．６％；（３）ｐ３８阻断剂组细胞ｐ３８ＭＡＰＫ

阳性表达率约４４．４％；（４）含药血清组细胞ｐ３８ＭＡＰＫ阳性表达率约４６．３％；ＭＡＰＫ：丝裂原活化蛋白激酶
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密度值分别为０．３１±０．０６、０．８３±０．１１、０．５８±０．４５、
０．５５±０．５６，差异有统计学意义（Ｆ＝３．８７２，Ｐ＝
０．０３４）。空白组的光密度值小于模型组、ｐ３８阻断剂
组及含药血清组（Ｐ＝０．００７，Ｐ＝０．０３１，Ｐ＝０．０３８）；
模型组的光密度值大于 ｐ３８阻断剂组和含药血清组
（Ｐ＝０．０３８，Ｐ＝０．０２８）；ｐ３８阻断剂组和含药血清组
的光密度值比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．０６６）。

图２　４组兔膝关节软骨细胞磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白

免疫印迹图

（１）空白组；（２）模型组；（３）ｐ３８阻断剂组；（４）含药血清组；

ＭＡＰＫ：丝裂原活化蛋白激酶

４　讨　论
ｐ３８ＭＡＰＫ是细胞内重要的信号传递者，参与细

胞增殖、凋亡、分化、表达等多种生理过程的调节［４］，

在软骨细胞凋亡、细胞因子产生中起重要作用，也参

与了胶原蛋白和蛋白多糖降解。ｐ３８ＭＡＰＫ在骨关节
炎软骨中明显升高，被认为是反映骨关节炎病变程度

的特异性指标。关节液中的症性因子、细胞因子等多

种细胞外刺激因素可以激活关节软骨细胞内的

ｐ３８ＭＡＰＫ通 路，产 生 磷 酸 化 级 联 反 应，引 起
ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化，磷酸化的ｐ３８ＭＡＰＫ随即转位到细
胞核，激活转录因子，启动相关基因的表达［５］。

ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路激活后能促进炎症因子、基质金
属蛋白酶、前列腺素、环氧化酶等物质的靶基因表达，

进而导致软骨成分丢失和破坏及相应临床症状的产

生［６］。同时，在炎症软骨基质中，通过ｐ３８ＭＡＰＫ信号
通路诱导基质金属蛋白酶１３的表达，可导致Ⅱ型胶
原进行性降解，加速软骨破坏［７－９］。很多研究表明，

通过抑制ｐ３８ＭＡＰＫ活性，可抑制软骨细胞凋亡和退
变［１０－１１］。ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂 ＳＢ２０３５８０能有效抑制软
骨细胞凋亡，改善关节软骨的退变［１２－１４］。Ｒｏｓｅｎｚｗｅｉｇ
等［１５］的研究表明，通过阻滞ｐ３８ＭＡＰＫ通路能够抑制
软骨细胞分化为成纤维细胞，促进软骨细胞再生。

中医学理论认为 ＯＡ的发病与肝肾亏虚、筋骨失
养、风寒湿邪侵袭、痰瘀凝滞有关，属“本虚标实”“本

痿标痹”之证。《黄帝内经》曰：“病在骨，骨重不可

举，骨髓酸痛，寒气至，名曰骨痹。”“风寒湿三气杂至，

合而为痹也。”“五脏皆有合，病久而不去者，内舍于其

合也。故骨痹不已，复感于邪，内舍于肾。”以上论述

均说明膝痹是痹病入深，内搏于骨而成。雪莲强筋壮

骨方具有强筋壮骨、舒筋通络、活血止痛、祛风除湿、

化痰软坚的功效，方中君药雪莲花性热，具有活血通

经，散寒除湿、强筋助阳等功效；熟地黄、骨碎补入肝

肾经，能补肾壮骨，强筋止痛；威灵仙、桂枝、独活、地

龙、僵蚕祛风胜湿、温经通络止痛、消痰水；白芍以养

血柔肝为主；怀牛膝散瘀血、祛风湿，并能引药到达腿

膝；全方补肝肾、强筋壮骨以治本，舒筋通络、活血止

痛、化痰软坚、祛风除湿以治标。

本研究的结果提示，雪莲强筋壮骨方能阻滞ＫＯＡ
软骨细胞 ｐ３８ＭＡＰＫ信号传导通路，其效果与
ｐ３８ＭＡＰＫ阻断剂 ＳＢ２０３５８０相当。中药方剂含有多
种药用成分，其作用机制也是一个综合、复杂的过程，

阻滞ｐ３８ＭＡＰＫ传导通路可能只是雪莲强筋壮骨方治
疗ＫＯＡ的一种作用机制，其他的作用机制还有待进
一步研究。
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·通　知·

全国水针刀微创技术及中医筋骨三针法学习班通知

水针刀微创技术、中医筋骨三针疗法是由北京世针联中医微创针法研究院院长吴汉卿教授经过３０余年潜心研究，在传统
九针、刀针、水针疗法、针挑疗法、运动针法及太极针法基础上，根据中医经筋学说及软组织解剖学所总结的融中西医针法于一

体的中医微创技术。该技术已被纳入国家中医药管理局“中医医疗适宜技术”，写入全国高等中医药院校创新教材，确定为中

医药Ⅰ类继续教育推广项目。该技术问世以来，全国性培训班已成功举办２００余期，培训学员数万名，学员来自国内包括台
湾、香港等地区及国外，如：马来西亚、新加坡、韩国、俄罗斯、澳大利亚、美国等，其“短、平、快”的治疗特点受到了国内外专家及

广大学员的好评。为满足广大医师要求，继续举办学习班，培训内容如下。

水针刀微创技术、三氧融盘技术　①水针刀微创技术结合三氧融盘技术治疗软组织损伤病，如：颈椎病、肩关节周围炎、肘
关节病变、腕管综合征、腰椎间盘突出症、膝关节病变、坐骨神经痛、臀上皮神经痛、风湿类风湿关节炎、腱鞘炎、跟痛症等骨伤

疼痛疾病。②水针刀尸体解剖微创入路内容：该班在医学院解剖馆进行，结合新鲜尸体全面讲解人体全身三维解剖以及三针
法定位、进针方向、针下层次、危险区的划分、常用针法及操作技巧等内容，学员能自己动手练习。

中医筋骨三针疗法　中医筋骨三针疗法分为微型筋骨三针疗法与巨型筋骨三针疗法２种，微型筋骨三针疗法的优点：该
针具针体细如银针，创伤微、痛苦小，融合了中医针法和西医刀法，定位独特，针法灵活多变，既有微创针刀的松解分离功能，又

有针灸的补泻候气、疏通经络功能；该疗法主治：中风偏瘫、失语症、三叉神经痛、面瘫、肋间神经痛、坐骨神经痛、皮神经卡压

症、四肢末端病等。巨型筋骨三针疗法的优点：该针法有钝性松解、安全可靠、通透力强、松解力度大等特点。其主要针法有：

筋膜扇形撬拨法、筋骨减压术、椎间孔针旋转术等１０大针法；该疗法主治：颈腰椎术后综合征、腰椎管狭窄症、强直性脊柱炎驼
背、颈１横突综合征、颈７棘突综合征等临床疑难病。同时培训水针刀松解埋线技术内容：脊背九大诊疗区，应用水针刀松解、
注射、磁线留置并配合整脊手法快速治愈颈性心脏病、颈性咽炎、面瘫、癫痫病、慢性支气管炎、哮喘、胃炎、胃溃疡、结肠炎、生

殖疾病等；并教授三氧自血疗法治疗心脑血管疾病，乙肝、丙肝、脂肪肝等肝病，妇科疾病及皮肤病性病等。

培训时间：每月１日正式上课，学期１２天，请提前１天报到。
培训方式及待遇：学习班由吴汉卿教授主讲，采用小班授课，理论结合临床实习和尸体解剖操作，学期结束后颁发培训证

书及Ｉ类继续教育学分证书。
培训地址：①北京班地址：北京市东城区广渠门内夕照寺街东玖大厦Ｂ座７０３室，北京世针联中医微创针法研究院。②河

南南阳班地址：河南省南阳市仲景路与天山路口，水针刀研究院。

联系电话：４００８３７７６１８　　联系人：黄建老师 １３７２１８２０６５７，０３７７－６３２８２５０７
网址：ｗｗｗ．ｓｈｕｉｚｈｅｎｄａｏ．ｃｏｍ（中华水针刀微创网）
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