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摘　要　目的：探讨蠲痹方含药血清对绝经后膝骨关节炎（ｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）大鼠软骨细胞自噬的影响及其作用机制。

方法：①绝经后ＫＯＡ动物模型的建造和蠲痹方含药血清的制备。采用摘取大鼠卵巢，并切断膝关节内侧副韧带、前交叉韧带，摘

除膝关节内侧半月板的方法，建造绝经后ＫＯＡ大鼠模型。造模成功后，对模型大鼠进行蠲痹方浓缩液灌胃，制备蠲痹方含药血

清。②大鼠软骨细胞的提取。分别取正常大鼠和模型大鼠的膝关节软骨分离、提取软骨细胞。③蠲痹方含药血清最佳作用浓度

筛选。将模型大鼠软骨细胞分为模型组及１．２５％、２．５％、５％、１０％、２０％含药血清组６组，除模型组外，其余各组分别加入相应体

积分数的蠲痹方含药血清干预２４ｈ。检测各组软骨细胞的活力，筛选蠲痹方含药血清最佳作用浓度。④蠲痹方含药血清对大鼠

软骨细胞Ｇ蛋白耦联受体３０（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ３０，ＧＰＲ３０）表达影响的检测。将模型大鼠软骨细胞分为模型组及１．２５％、

２．５％、５％、１０％含药血清组，并取正常大鼠软骨细胞设为空白组。除模型组和空白组外，其他各组软骨细胞用相应体积分数的蠲

痹方含药血清干预２４ｈ。检测各组大鼠软骨细胞ＧＰＲ３０的相对表达量。⑤蠲痹方含药血清对大鼠软骨细胞自噬相关蛋白表达

和ＡＭＰ活化蛋白激酶（ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）／哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）信

号通路影响的检测。将模型大鼠软骨细胞分为模型组、含药血清组、含药血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组，并取正常大鼠软

骨细胞设为空白组。除模型组和空白组外，含药血清组、含药血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组分别用１０％蠲痹方含药血清、

１０％蠲痹方含药血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ及ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ干预２４ｈ。检测各组软骨细胞中自噬相关蛋白微管相关蛋白轻链３β（ｍｉｃｒｏｔｕ

ｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３ｂｅｔａ，ＭＡＰＬＣ３β）、Ｂｅｃｌｉｎ１、ｐ６２，及ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路相关蛋白磷酸化 ＡＭＰ活化蛋白激酶

（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ｐＡＭＰＫ）、磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍ

ｙｃｉｎ，ｐｍＴＯＲ）的相对表达量。结果：①动物模型鉴定结果。造模８周后，可见造模大鼠膝关节表面软骨毛糙或缺损，关节间隙变

窄，滑膜增生，绝经后ＫＯＡ大鼠模型造模成功。②软骨细胞鉴定结果。甲苯胺蓝染色及Ⅱ型胶原蛋白免疫荧光鉴定结果显示，所

提取的细胞符合软骨细胞特征。③蠲痹方含药血清最佳作用浓度筛选结果。５％、１０％、２０％含药血清组细胞活力均高于１．２５％、

２．５％含药血清组和模型组（ＬＳＤｔ＝６．７６７，Ｐ＝０．００３，ＬＳＤｔ＝７．６６６，Ｐ＝０．００２，ＬＳＤｔ＝５．０９１，Ｐ＝０．００７；ＬＳＤｔ＝５．０８０，Ｐ＝

０．００７，ＬＳＤｔ＝６．６９０，Ｐ＝０．００３，ＬＳＤｔ＝３．４３３，Ｐ＝０．０２７；ＬＳＤｔ＝７．５９０，Ｐ＝０．００２，ＬＳＤｔ＝８．２００，Ｐ＝０．００１，ＬＳＤｔ＝６．０３１，Ｐ＝

０．００４）；１０％含药血清组细胞活力高于５％含药血清组和２０％含药血清组（ＬＳＤｔ＝３．２０４，Ｐ＝０．０３３，ＬＳＤｔ＝４．６７１，Ｐ＝０．０１０）。

④蠲痹方含药血清对大鼠软骨细胞ＧＰＲ３０表达影响的检测结果。模型组ＧＰＲ３０相对表达量低于空白组及５％、１０％含药血清组

（ＬＳＤｔ＝５．６９５，Ｐ＝０．００５，ＬＳＤｔ＝５．４００，Ｐ＝０．００６，ＬＳＤｔ＝９．００６，Ｐ＝０．００１），５％、１０％含药血清组 ＧＰＲ３０相对表达量均高于

１．２５％含药血清组（ＬＳＤｔ＝２．７８２，Ｐ＝０．０４９，ＬＳＤｔ＝４．４７３，Ｐ＝０．０１１），１０％含药血清组ＧＰＲ３０相对表达量高于２．５％含药血清

组（ＬＳＤｔ＝４．５４４，Ｐ＝０．０１１）。⑤蠲痹方含药血清对大鼠软骨细胞自噬相关蛋白表达影响的检测结果。模型组、含药血清 ＋

ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组ＭＡＰＬＣ３β相对表达量均低于空白组、含药血清组（ＬＳＤｔ＝６．８５５，Ｐ＝０．００２，ＬＳＤｔ＝８．６７５，Ｐ＝

０．００１；ＬＳＤｔ＝５．０９６，Ｐ＝０．００７，ＬＳＤｔ＝５．９３１，Ｐ＝０．００４；ＬＳＤｔ＝５．５６０，Ｐ＝０．００５，ＬＳＤｔ＝５．３５４，Ｐ＝０．００６）；模型组、Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

Ｃ组ＭＡＰＬＣ３β相对表达量均低于含药血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组（ＬＳＤｔ＝４．６２７，Ｐ＝０．０１０，ＬＳＤｔ＝８．６７７，Ｐ＝０．００１）。模型组、Ｃｏｍ

ｐｏｕｎｄＣ组Ｂｅｃｌｉｎ１相对表达量低于空白组、含药血清组、含药血清 ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ（ＬＳＤｔ＝１２．９１２，Ｐ＝０．０００，ＬＳＤｔ＝７．４０１，Ｐ＝

０．００２，ＬＳＤｔ＝５．３６０，Ｐ＝０．００６；ＬＳＤｔ＝２．９５０，Ｐ＝０．０４２，ＬＳＤｔ＝５．４８４，Ｐ＝０．００５，ＬＳＤｔ＝３．９０３，Ｐ＝０．０１８）；含药血清 ＋Ｃｏｍ

ｐｏｕｎｄＣ组Ｂｅｃｌｉｎ１相对表达量低于空白组（ＬＳＤｔ＝２６．８４０，Ｐ＝０．０００）。含药血清组、空白组 ｐ６２相对表达量低于模型组、含药

血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组（ＬＳＤｔ＝３．９２５，Ｐ＝０．０１７，ＬＳＤｔ＝３．９８５，Ｐ＝０．０１９，ＬＳＤｔ＝０．０１６，Ｐ＝０．００１；ＬＳＤｔ＝
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３．１４９，Ｐ＝０．０３５，ＬＳＤｔ＝５．０９４，Ｐ＝０．００７，ＬＳＤｔ＝８．７４０，Ｐ＝０．００１），含药血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组ｐ６２相对表达量低于ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ

组（ＬＳＤｔ＝３．４５５，Ｐ＝０．０２６）。⑥蠲痹方含药血清对大鼠软骨细胞 ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路影响的检测结果。含药血清组

ｐＡＭＰＫ相对表达量高于模型组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组（ＬＳＤｔ＝３．６２３，Ｐ＝０．０２２，ＬＳＤｔ＝６．５３７，Ｐ＝０．００３），空白组ｐＡＭＰＫ相对表达量

高于模型组、含药血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组（ＬＳＤｔ＝４．１４９，Ｐ＝０．０１４，ＬＳＤｔ＝２．７９１，Ｐ＝０．０４９，ＬＳＤｔ＝５．７３４，Ｐ＝

０．００４），含药血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组ｐＡＭＰＫ相对表达量高于ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组（ＬＳＤｔ＝５．９５８，Ｐ＝０．００４）。空白组、含药血清组、含

药血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组ｐｍＴＯＲ相对表达量均低于模型组（ＬＳＤｔ＝８．７２２，Ｐ＝０．００１，ＬＳＤｔ＝８．８４９，Ｐ＝０．００１，ＬＳＤｔ＝５．５５８，

Ｐ＝０．００５），含药血清组、空白组ｐｍＴＯＲ相对表达量均低于含药血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组（ＬＳＤｔ＝４．２０１，Ｐ＝０．０１４，

ＬＳＤｔ＝１０．０３０，Ｐ＝０．００１；ＬＳＤｔ＝４．８７９，Ｐ＝０．００８，ＬＳＤｔ＝９．７８２，Ｐ＝０．００１），含药血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组ｐｍＴＯＲ相对表达量低

于ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组（ＬＳＤｔ＝６．９３４，Ｐ＝０．００２）。结论：蠲痹方含药血清作用于绝经后ＫＯＡ大鼠软骨细胞，可增加细胞活力，并通过

上调ＭＡＰＬＣ３β、Ｂｅｃｌｉｎ１的表达和抑制ｐ６２的表达增强细胞自噬能力；其作用机制可能与促进ＧＰＲ３０表达，上调ＡＭＰＫ磷酸化水

平，下调ｍＴＯＲ磷酸化水平，激活ＧＰＲ３０和ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路有关。

关键词　骨关节炎，膝；绝经后期；软骨细胞；自吞噬；蠲痹方；大鼠
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ＡＢＳＴＲＡＣＴ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＪｕａｎｂｉＦａｎｇ（蠲痹方，ＪＢＦ）ｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｏｎａｕｔｏｐｈａｇｙｏｆｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｉｎｐｏｓｔｍ
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ｓｅｃｔｉｏｎｏｆｋｎｅｅｍｅｄｉａｌｃｏｌｌａｔｅｒａｌｌｉｇａｍｅｎｔ（ＭＣＬ）ａｎｄａｎｔｅｒｉｏｒｃｒｕｃｉａｔｅｌｉｇａｍｅｎｔ（ＡＣＬ），ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｋｎｅｅｍｅｄｉａｌｍｅｎｉｓｃｅｃｔｏｍｙｆｏｒｉｎｄｕｃｉｎｇ
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Ｐ＝０．００２，ＬＳＤｔ＝５．３６０，Ｐ＝０．００６；ＬＳＤｔ＝２．９５０，Ｐ＝０．０４２，ＬＳＤｔ＝５．４８４，Ｐ＝０．００５，ＬＳＤｔ＝３．９０３，Ｐ＝０．０１８），ａｎｄｗａｓｌｏｗｅｒｉｎ

ｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ（ＬＳＤｔ＝２６．８４０，Ｐ＝０．０００）．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｐ６２ｗａｓｌｏｗ

ｅｒｉｎｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐ，ａｎｄＣｏｍｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐ

（ＬＳＤｔ＝３．９２５，Ｐ＝０．０１７，ＬＳＤｔ＝３．９８５，Ｐ＝０．０１９，ＬＳＤｔ＝０．０１６，Ｐ＝０．００１；ＬＳＤｔ＝３．１４９，Ｐ＝０．０３５，ＬＳＤｔ＝５．０９４，Ｐ＝０．００７，

ＬＳＤｔ＝８．７４０，Ｐ＝０．００１），ａｎｄｗａｓｌｏｗｅｒｉｎｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＣｏｍｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐ（ＬＳＤｔ＝３．４５５，Ｐ＝

０．０２６）．⑥ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｐＡＭＰＫｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄＣｏｍｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐ

（ＬＳＤｔ＝３．６２３，Ｐ＝０．０２２，ＬＳＤｔ＝６．５３７，Ｐ＝０．００３），ａｎｄｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎｂｌａｎｋｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍ＋Ｃｏｍ

ｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐ，ａｎｄＣｏｍｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐ（ＬＳＤｔ＝４．１４９，Ｐ＝０．０１４，ＬＳＤｔ＝２．７９１，Ｐ＝０．０４９，ＬＳＤｔ＝５．７３４，Ｐ＝０．００４），ａｎｄｗａｓｈｉｇｈｅｒ

ｉｎｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＣｏｍｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐ（ＬＳＤｔ＝５．９５８，Ｐ＝０．００４）．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆ

ｐｍＴＯＲｗａｓｌｏｗｅｒｉｎｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐａｎｄｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ＬＳＤｔ＝

８．７２２，Ｐ＝０．００１，ＬＳＤｔ＝８．８４９，Ｐ＝０．００１，ＬＳＤｔ＝５．５５８，Ｐ＝０．００５），ａｎｄｗａｓｌｏｗｅｒｉｎｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｇｒｏｕｐｃｏｍ

ｐａｒｅｄｔｏｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐａｎｄＣｏｍｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐ（ＬＳＤｔ＝４．２０１，Ｐ＝０．０１４，ＬＳＤｔ＝１０．０３０，Ｐ＝０．００１；ＬＳＤｔ＝

４．８７９，Ｐ＝０．００８，ＬＳＤｔ＝９．７８２，Ｐ＝０．００１），ａｎｄｗａｓｌｏｗｅｒｉｎｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＣｏｍｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐ

（ＬＳＤｔ＝６．９３４，Ｐ＝０．００２）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＪＢＦｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｃａｎｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓａｎｄｅｎｈａｎｃｅｔｈｅａｕｔｏｐｈａｇｙａｂｉｌ

ｉｔｙｏｆｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｖｉａｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＡＰＬＣ３βａｎｄＢｅｃｌｉｎ１ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ６２ｉｎｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌｒａｔｓ

ｗｉｔｈＫＯＡ．ＩｔｍａｙｗｏｒｋｂｙｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＰＲ３０，ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＡＭＰＫ，ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｐｈｏｓ

ｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍＴＯＲ，ａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｎｇｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｏｆＧＰＲ３０ａｎｄＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ｋｎｅｅ；ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓｅ；ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ＪｕａｎｂｉＦａｎｇ；ｒａｔｓ

　　膝骨关节炎（ｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）是一种以
关节软骨退变、软骨下骨改变、滑膜炎症等为特征的

慢性退行性疾病［１－３］，主要表现为关节疼痛、僵硬和

活动受限［４］。调查显示，我国４０岁以上人群中女性
ＫＯＡ的患病率明显高于男性［５］。伴随着雌激素水平

的下降，女性 ＫＯＡ的发病率呈陡增趋势［６］。骨关节

炎的发病与炎症及软骨细胞外基质合成和降解的失

衡密切相关［７－８］。软骨细胞外基质代谢异常可导致

关节软骨细胞分解代谢加速［９］。自噬是维持细胞内

环境稳定的重要过程，细胞可通过吞噬和降解功能失

调的蛋白质与衰老受损的细胞器来维持自身的代谢

需求［１０］。软骨细胞自噬功能异常与 ＫＯＡ的发生密
切相关，通过激活细胞自噬可以抑制软骨细胞的凋

亡，延缓关节软骨退变［１１］。蠲痹胶囊为陕西中医药

大学附属医院院内制剂，在临床上用于 ＫＯＡ的治疗
取得了满意的疗效［１２－１３］。本团队前期研究［１４］证实，

蠲痹胶囊治疗ＫＯＡ的作用机制可能与降低滑膜中炎
症因子的表达，抑制炎症反应有关。但该药对软骨细

胞的影响，尚缺乏相关研究。我们根据蠲痹胶囊的组

方药物制备蠲痹方含药血清，观察其对绝经后 ＫＯＡ
大鼠软骨细胞自噬的影响，并对其作用机制进行了探

讨，现总结报告如下。

１　实验材料
１．１　实验动物

８周龄 ＳＤ雌性大鼠２５只，体质量（２００±３０）ｇ，
购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，生产许可证
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号：ＳＣＸＫ（湘）２０１９０００４。实验动物于陕西中医药大
学动物实验中心喂养，使用许可证号：ＳＣＸＫ（陕）
２０２１００１。实验室温度 １８～２５℃，相对湿度 ５０％ ～
８０％，适应性饲养１周后开始实验。本研究实验方案
经陕西中医药大学实验动物伦理委员会审查通过，伦

理批件号：ＳＵＣＭＤＬ２０２２０６２１００２。
１．２　实验药物

蠲痹胶囊药物组成：熟地黄１２ｇ、肉苁蓉１０ｇ、骨
碎补１５ｇ、淫羊藿１５ｇ、白芍１２ｇ、生黄芪３０ｇ、当归
１５ｇ、牛膝１２ｇ、甘草片６ｇ。以上药物由陕西中医药
大学附属医院药剂科提供。药物加水浸泡３０ｍｉｎ，文
火煎煮２次，２次煎煮的药液合并后，用１００℃恒温水
浴将药液加热浓缩至每毫升含生药１．０ｇ的蠲痹方药
物浓缩液，４℃保存备用。
１．３　实验试剂

细胞计数试剂盒（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ，ＣＣＫ）８购自
北京博奥森生物科技有限公司，ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ购自上
海皓元生物医药科技有限公司，Ⅱ型胶原蛋白抗体购
自常州市祥泰生物技术有限公司，Ｇ蛋白耦联受体３０
（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ３０，ＧＰＲ３０）抗体购自美国
Ａｂｃａｍ公司，微管相关蛋白轻链３β（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏ
ｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３ｂｅｔａ，ＭＡＰＬＣ３β）抗体、Ｂｅｃ
ｌｉｎ１抗体、ｐ６２、ＡＭＰ活化蛋白激酶（ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）抗体、磷酸化 ＡＭＰ活化蛋白激
酶 （ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，
ｐＡＭＰＫ）抗体、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎ
ｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）抗体、磷酸化哺乳动物雷
帕霉素靶蛋白（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａ
ｐａｍｙｃｉｎ，ｐｍＴＯＲ）抗体购自美国ＣＳＴ公司。
１．４　实验仪器

生物安全柜、ＣＯ２培养箱（新加坡 ＥＳＣＯ公司），
倒置荧光显微镜（日本ＯＬＹＭＰＵＳ公司），全自动酶标
仪（美国 ＥＬＸ８０８公司），电泳仪（美国 ＢＩＯＲＡＤ公
司），微量移液器（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），ＹＰ６０１Ｎ电
子天平（哈尔滨众汇衡器公司），３Ｋ１５冷冻离心机（德
国Ｓｉｇｍａ公司），ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ仪器（美国 ＢＩＯＲＡＤ公
司），ＢＧｇｄｓＡＵＴＯ７１０ＭＩＮＩ发光成像仪（北京百晶生
物公司）。

２　方　法
２．１　绝经后ＫＯＡ动物模型建造

２５只ＳＤ雌性大鼠，按照体质量由高至低排序，

依次编号１～２５。从随机数字表中随机选取１行随机
数字，连续抄录２５个随机数字与大鼠编号依次对应，
将抄录的随机数字由大到小排序（随机数字相同则按

照出现顺序排序）。对随机数字排序在前２０位的大
鼠，采用摘取卵巢及切断内侧副韧带、前交叉韧带，摘

除内侧半月板的方法［１５］进行绝经后 ＫＯＡ造模，其余
大鼠不做处理。

２．２　蠲痹方含药血清制备
造模成功后，根据蠲痹胶囊成人口服剂量及成人

和大鼠等效剂量公式［１６］计算出大鼠用药剂量，按上

述随机方法随机选取１５只模型大鼠进行蠲痹方药物
浓缩液（０．０１４ｍＬ·ｇ－１）灌胃，其余大鼠正常喂养。

灌胃每日早晚各１次，连续７ｄ。末次给药１ｈ后腹主
动脉取血，采集血浆，４℃下静置２ｈ后，于低温离心
机４℃、３５００ｒ·ｍｉｎ－１（离心半径 １５５ｍｍ）离心

１５ｍｉｎ。离心后转移至超净工作台内取上清液。将
离心好的血清用移液枪转移到事先标记好的无菌离

心管中，５６℃水浴灭活３０ｍｉｎ后用０．２２μｍ的滤膜
过滤，移入无菌离心管中，置于 －８０℃冰箱内保存
备用。

２．３　大鼠软骨细胞提取
采用过量麻醉法处死大鼠，取下大鼠整个膝关

节，分别进行软骨细胞提取。将大鼠膝关节浸泡于

７５％乙醇中１５ｍｉｎ后，转移至生物安全柜中。用手
术剪剔除皮毛，暴露并打开膝关节，剥离膝关节表面

的透明软骨层。将剥离的透明软骨层置于１５ｍＬ无

菌离心管中，加入胰蛋白酶，于３７℃、５％ＣＯ２的培养
箱中孵育 ３０ｍｉｎ，然后用 ０．２％的Ⅱ型胶原酶消化
３ｈ，过２００目滤网，１５００ｒ·ｍｉｎ－１（离心半径１５５ｍｍ）

离心１０ｍｉｎ。ＰＢＳ缓冲液洗涤３次，收集细胞。模型
大鼠和正常大鼠分别进行软骨细胞提取。

２．４　蠲痹方含药血清最佳作用浓度筛选
将模型大鼠软骨细胞以５０００个·孔 －１的浓度接

种至 ９６孔板，分为模型组及 １．２５％、２．５％、５％、
１０％、２０％含药血清组６组，每组设３个复孔。待细
胞贴壁后，除模型组用新鲜 ＤＭＥＭ完全培养基培养
外，其余组分别加入相应体积分数的蠲痹方含药血清

进行干预。２４ｈ后，参照 ＣＣＫ８试剂盒说明，每孔避
光加入ＣＣＫ８溶液１０μＬ，在培养箱内继续孵育１ｈ
后，用酶标仪检测４５０ｎｍ处的光密度。光密度值越
高，细胞活力越强。
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２．５　蠲痹方含药血清对大鼠软骨细胞 ＧＰＲ３０表达
影响的检测

将模型大鼠软骨细胞以５０００个·孔 －１的浓度接

种至９６孔板，分为模型组及１．２５％、２．５％、５％、１０％
含药血清组，并取正常大鼠软骨细胞设为空白组，每

组设３个复孔。除空白组和模型组用新鲜 ＤＭＥＭ完
全培养基培养外，其余组分别加入相应体积分数的蠲

痹方含药血清进行干预。２４ｈ后，以甘油醛３磷酸
脱氢酶 （ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）为内参蛋白，用蛋白免疫印迹法检测各组软
骨细胞ＧＰＲ３０的相对表达量。
２．６　蠲痹方含药血清对大鼠软骨细胞自噬相关蛋白
表达及ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路影响的检测

将模型大鼠软骨细胞以５０００个·孔 －１的浓度接

种至９６孔板，分为模型组、含药血清组、含药血清 ＋
ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组，并取正常大鼠软骨细
胞设为空白组，每组每项实验设３个复孔。除模型组
和空白组用新鲜 ＤＭＥＭ完全培养基培养外，含药血
清组、含药血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组分别
加入１０％蠲痹方含药血清、１０％蠲痹方含药血清 ＋
ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ及ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ进行干预。２４ｈ后，采用
蛋白免疫印迹法，ＧＡＰＤＨ为内参蛋白，检测软骨细胞
中自噬相关蛋白ＭＡＰＬＣ３β、Ｂｅｃｌｉｎ１、ｐ６２的相对表达
量；分别以 ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ为内参蛋白检测 ＡＭＰＫ／
ｍＴＯＲ信号通路相关蛋白ｐＡＭＰＫ、ｐｍＴＯＲ的相对表
达量。

２．７　数据统计
采用ＳＰＳＳ２６．０统计软件处理数据。各组软骨细

胞细 胞 活 力、ＧＰＲ３０、ＭＡＰＬＣ３β、Ｂｅｃｌｉｎ１、ｐ６２、
ｐＡＭＰＫ、ｐｍＴＯＲ相对表达量的组间总体比较采用单
因素方差分析，组间两两比较采用ＬＳＤｔ检验，检验

水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　动物模型鉴定结果

造模８周后，处死造模大鼠１只，见造模大鼠膝
关节表面软骨毛糙或缺损，关节间隙变窄，滑膜增生，

绝经后ＫＯＡ大鼠模型造模成功。
３．２　软骨细胞鉴定结果

所提取的原代细胞，甲苯胺蓝染色见细胞浆呈浅

蓝色，细胞核呈深蓝色［图１（１）］；ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ免疫荧
光染色见细胞浆和细胞膜上有ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ的特征性表
达［图１（２）］；鉴定为软骨细胞。
３．３　蠲痹方含药血清最佳作用浓度筛选结果

５组软骨细胞细胞活力的组间总体比较，差异有
统计学意义（表１）。５％、１０％、２０％含药血清组细胞
活力均高于 １．２５％、２．５％含药血清组和模型组
（ＬＳＤｔ＝６．７６７，Ｐ＝０．００３，ＬＳＤｔ＝７．６６６，Ｐ＝０．００２，
ＬＳＤｔ＝５．０９１，Ｐ＝０．００７；ＬＳＤｔ＝５．０８０，Ｐ＝０．００７，
ＬＳＤｔ＝６．６９０，Ｐ＝０．００３，ＬＳＤｔ＝３．４３３，Ｐ＝０．０２７；
ＬＳＤｔ＝７．５９０，Ｐ＝０．００２，ＬＳＤｔ＝８．２００，Ｐ＝０．００１，
ＬＳＤｔ＝６．０３１，Ｐ＝０．００４）；１．２５％、２．５％含药血清组
细胞活力与模型组比较，组间差异均无统计学意义

（ＬＳＤｔ＝１．１８２，Ｐ＝０．３０３，ＬＳＤｔ＝１．７８５，Ｐ＝
０．１８７）；１０％含药血清组细胞活力高于５％含药血清
组和 ２０％含药血清组（ＬＳＤｔ＝３．２０４，Ｐ＝０．０３３，
ＬＳＤｔ＝４．６７１，Ｐ＝０．０１０）。
３．４　蠲痹方含药血清对大鼠软骨细胞 ＧＰＲ３０表达
影响的检测结果　各组大鼠软骨细胞 ＧＰＲ３０相对表
达量组间总体比较，差异有统计学意义（表２、图２）。
模型组ＧＰＲ３０相对表达量低于空白组及５％、１０％含
药血清组（ＬＳＤｔ＝５．６９５，Ｐ＝０．００５，ＬＳＤｔ＝５．４００，
Ｐ＝０．００６，ＬＳＤｔ＝９．００６，Ｐ＝０．００１）；模型组ＧＰＲ３０

图１　大鼠软骨细胞染色图片
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相对表达量与１．２５％、２．５％含药血清组比较，组间差
异均无统计学意义（ＬＳＤｔ＝０．７７６，Ｐ＝０．４８１，
ＬＳＤｔ＝１．５８５，Ｐ＝０．１７０）；５％、１０％含药血清组
ＧＰＲ３０相对表达量均高于 １．２５％ 含药血清组
（ＬＳＤｔ＝２．７８２，Ｐ＝０．０４９，ＬＳＤｔ＝４．４７３，Ｐ＝０．０１１）；
１０％含药血清组 ＧＰＲ３０相对表达量高于２．５％含药
血清组（ＬＳＤｔ＝４．５４４，Ｐ＝０．０１１）；５％含药血清组
ＧＰＲ３０相对表达量与２．５％含药血清组比较，差异无
统计学意义（ＬＳＤｔ＝２．５２１，Ｐ＝０．０６５）；５％、１０％含
药血清组ＧＰＲ３０相对表达量与空白组比较，组间差
异均无统计学意义（ＬＳＤｔ＝２．２７４，Ｐ＝０．０８５，ＬＳＤ
ｔ＝０．９９７，Ｐ＝０．３７５）；５％含药血清组 ＧＰＲ３０相对表
达量与 １０％含药血清组比较，差异无统计学意义
（ＬＳＤｔ＝２．５７８，Ｐ＝０．０６２）。
表１　不同浓度蠲痹方含药血清干预后大鼠软骨细胞活力

组别 样本量／孔 光密度值（ｘ±ｓ）
模型组 ３ ０．６０４±０．２２０

１．２５％含药血清组 ３ ０．６２４±０．０２１
２．５％含药血清组 ３ ０．６４３±０．０３１
５％含药血清组 ３ ０．７７３±０．０３２
１０％含药血清组 ３ ０．８９５±０．０５８
２０％含药血清组 ３ ０．７２４±０．０２７

Ｆ值 ３２．０２９
Ｐ值 ０．０００

表２　不同浓度蠲痹方含药血清干预后大鼠软骨细胞

Ｇ蛋白耦联受体３０的相对表达量

组别
样本量／
孔

Ｇ蛋白耦联受体３０相对
表达量（ｘ±ｓ）

空白组 ３ １．０００±０．１６８
模型组 ３ ０．３７７±０．０８７

１．２５％含药血清组 ３ ０．４６０±０．１６２
２．５％含药血清组 ３ ０．５２３±０．１３４
５％含药血清组 ３ ０．７５３±０．０８４
１０％含药血清组 ３ ０．８９９±０．０５１

Ｆ值 １２．８２５
Ｐ值 ０．０００

３．５　蠲痹方含药血清对大鼠软骨细胞自噬相关蛋白
表达影响的检测结果

各组软骨细胞ＭＡＰＬＣ３β、Ｂｅｃｌｉｎ１、ｐ６２相对表达
量组间总体比较，差异均有统计学意义（表３、图３）。

模型组、含药血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ
组ＭＡＰＬＣ３β相对表达量均低于空白组、含药血清组
（ＬＳＤｔ＝６．８５５，Ｐ＝０．００２，ＬＳＤｔ＝８．６７５，Ｐ＝０．００１；
ＬＳＤｔ＝５．０９６，Ｐ＝０．００７，ＬＳＤｔ＝５．９３１，Ｐ＝０．００４；
ＬＳＤｔ＝５．５６０，Ｐ＝０．００５，ＬＳＤｔ＝５．３５４，Ｐ＝０．００６）；

模型组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组ＭＡＰＬＣ３β相对表达量均低于
含药血清 ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组（ＬＳＤｔ＝４．６２７，Ｐ＝
０．０１０，ＬＳＤｔ＝８．６７７，Ｐ＝０．００１）；模型组 ＭＡＰＬＣ３β
相对表达量与 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组比较，组间差异无统计
学意义（ＬＳＤｔ＝２．６０５，Ｐ＝０．０６０）；含药血清组
ＭＡＰＬＣ３β相对表达量与空白组比较，组间差异无统
计学意义（ＬＳＤｔ＝１．６７７，Ｐ＝０．１６９）。

ＧＰＲ３０为 Ｇ蛋白耦联受体３０，ＧＡＰＤＨ为甘油醛３

磷酸脱氢酶，①为空白组，②为模型组，③为１．２５％

含药血清组，④为２．５％含药血清组，⑤为５％含药血

清组，⑥为１０％含药血清组。

图２　不同浓度蠲痹方含药血清干预后大鼠软骨细胞

Ｇ蛋白耦联受体３０表达蛋白免疫印迹法检测结果

模型组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组Ｂｅｃｌｉｎ１相对表达量低于
空白组、含药血清组、含药血清 ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组
（ＬＳＤｔ＝１２．９１２，Ｐ＝０．０００，ＬＳＤｔ＝７．４０１，Ｐ＝
０．００２，ＬＳＤｔ＝５．３６０，Ｐ＝０．００６；ＬＳＤｔ＝２．９５０，Ｐ＝
０．０４２，ＬＳＤｔ＝５．４８４，Ｐ＝０．００５，ＬＳＤｔ＝３．９０３，Ｐ＝
０．０１８）；含药血清 ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组 Ｂｅｃｌｉｎ１相对表
达量低于空白组（ＬＳＤｔ＝２６．８４０，Ｐ＝０．０００）。模型
组Ｂｅｃｌｉｎ１相对表达量与 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组比较，组间
差异无统计学意义（ＬＳＤｔ＝０．３４６，Ｐ＝０．７６７）；含药
血清组Ｂｅｃｌｉｎ１相对表达量与含药血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ
组、空白组比较，组间差异均无统计学意义（ＬＳＤｔ＝
４．６４８，Ｐ＝０．３５８，ＬＳＤｔ＝１．０３２，Ｐ＝０．３６１）。

含药血清组、空白组 ｐ６２相对表达量低于模型
组、含药血清 ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组
（ＬＳＤｔ＝３．９２５，Ｐ＝０．０１７，ＬＳＤｔ＝３．９８５，Ｐ＝０．０１９，
ＬＳＤｔ＝０．０１６，Ｐ＝０．００１；ＬＳＤｔ＝３．１４９，Ｐ＝０．０３５，
ＬＳＤｔ＝５．０９４，Ｐ＝０．００７，ＬＳＤｔ＝８．７４０，Ｐ＝０．００１），
含药血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组ｐ６２相对表达量低于Ｃｏｍ
ｐｏｕｎｄＣ组（ＬＳＤｔ＝３．４５５，Ｐ＝０．０２６）。模型组 ｐ６２
相对表达量与含药血清 ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组、Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｃ组比较，组间差异均无统计学意义（ＬＳＤｔ＝０．７８７，
Ｐ＝０．４７６，ＬＳＤｔ＝１．５６５，Ｐ＝０．１９３）；空白组 ｐ６２相
对表达量与含药血清组比较，组间差异无统计学意义

（ＬＳＤｔ＝１．９７２，Ｐ＝０．１２０）。
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表３　５组大鼠软骨细胞自噬相关蛋白的相对表达量

组别 样本量／孔 ＭＡＰＬＣ３β１）（ｘ±ｓ） Ｂｅｃｌｉｎ１（ｘ±ｓ） ｐ６２（ｘ±ｓ）
空白组 ３ １．０００±０．１２３ １．０００±０．３２４ １．０００±０．１４６
模型组 ３ ０．４８３±０．０４４ ０．４４０±０．０７５ １．９３５±０．３８６

含药血清组 ３ ０．８６６±０．０６３ ０．８０５±０．０４１ １．２０６±０．１０８
含药血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组 ３ ０．６２７±０．０３１ ０．６８０±０．０２１ １．７３７±０．２０４

ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组 ３ ０．４０１±０．０３３ ０．４１３±０．１１７ ２．３３８±０．２２２
Ｆ值 ２４．０１４ ７．２９２ １６．２４２
Ｐ值 ０．０００ ０．００５ ０．０００

　　注：１）为微管相关蛋白轻链３β。

ＭＡＰＬＣ３β为微管相关蛋白轻链３β，ＧＡＰＤＨ为甘油

醛３磷酸脱氢酶，①为空白组，②为模型组，③为含

药血清组，④为含药血清 ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组，⑤为

ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组。

图３　５组大鼠软骨细胞自噬相关蛋白表达

蛋白免疫印迹法检测结果

３．６　蠲痹方含药血清对大鼠软骨细胞 ＡＭＰＫ／
ｍＴＯＲ信号通路影响的检测结果
５组软骨细胞 ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ、ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ

相对表达量组间总体比较，差异均有统计学意义

（表４、图４）。
表４　５组大鼠软骨细胞ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路

相关蛋白的相对表达量

组别
样本量／
孔

ｐＡＭＰＫ１）
（ｘ±ｓ）

ｐｍＴＯＲ２）
（ｘ±ｓ）

空白组 ３ １．０００±０．２４２ １．０００±０．１１７
模型组 ３ ０．３６８±０．１０６ １．８００±０．１０７

含药血清组 ３ ０．６８５±０．１０９ １．１４１±０．０７２
含药血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组 ３ ０．５８５±０．０８８ １．３８７±０．０７１
ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组 ３ ０．１４０±０．０９６ １．９３６±０．１１７

Ｆ值 １６．１４７ ５０．３３５
Ｐ值 ０．０００ ０．０００

　注：１）磷酸化ＡＭＰ活化蛋白激酶；２）磷酸化哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白。

含药血清组 ｐＡＭＰＫ相对表达量高于模型组、
ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组（ＬＳＤｔ＝３．６２３，Ｐ＝０．０２２，ＬＳＤｔ＝
６．５３７，Ｐ＝０．００３），空白组 ｐＡＭＰＫ相对表达量高于
模型组、含药血清 ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组

（ＬＳＤｔ＝４．１４９，Ｐ＝０．０１４，ＬＳＤｔ＝２．７９１，Ｐ＝０．０４９，
ＬＳＤｔ＝５．７３４，Ｐ＝０．００４）；含药血清 ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ
组ｐＡＭＰＫ相对表达量高于ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组（ＬＳＤｔ＝
５．９５８，Ｐ＝０．００４）。模型组ｐＡＭＰＫ相对表达量与含
药血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组比较，组间差
异均无统计学意义（ＬＳＤｔ＝２．７３９，Ｐ＝０．０５２，
ＬＳＤｔ＝２．７７４，Ｐ＝０．０５０）；含药血清组 ｐＡＭＰＫ相对
表达量与空白组、含药血清 ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组比较，组
间差异均无统计学意义（ＬＳＤｔ＝２．０５５，Ｐ＝０．１０９，
ＬＳＤｔ＝１．２３６，Ｐ＝０．２８４）。

ｐＡＭＰＫ为磷酸化 ＡＭＰ活化蛋白激酶，ＡＭＰＫ为

ＡＭＰ活化蛋白激酶，ｍＴＯＲ为哺乳动物雷帕霉素靶

蛋白，ｐｍＴＯＲ为磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白，

①为空白组，②为模型组，③为含药血清组，④为含

药血清＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组，⑤为ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组。

图４　５组软骨细胞ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路相关

蛋白表达蛋白免疫印迹法检测结果

空白组、含药血清组、含药血清 ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组
ｐｍＴＯＲ相对表达量均低于模型组（ＬＳＤｔ＝８．７２２，
Ｐ＝０．００１，ＬＳＤｔ＝８．８４９，Ｐ＝０．００１，ＬＳＤｔ＝５．５５８，
Ｐ＝０．００５）；含药血清组、空白组ｐｍＴＯＲ相对表达量
低于含药血清 ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组
（ＬＳＤｔ＝４．２０１，Ｐ＝０．０１４，ＬＳＤｔ＝１０．０３０，Ｐ＝
０．００１；ＬＳＤｔ＝４．８７９，Ｐ＝０．００８，ＬＳＤｔ＝９．７８２，Ｐ＝
０．００１）；含药血清 ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组 ｐｍＴＯＲ相对表
达量低于ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组（ＬＳＤｔ＝６．９３４，Ｐ＝０．００２）。
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模型组ｐｍＴＯＲ相对表达量与 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组比较，
组间差异无统计学意义（ＬＳＤｔ＝１．４７６，Ｐ＝０．２１４）；
含药血清组ｐｍＴＯＲ相对表达量与空白组比较，组间
差异无统计学意义（ＬＳＤｔ＝１．７０８，Ｐ＝０．１５０）。

４　讨　论
ＫＯＡ属中医学“骨痹”“痹症”的范畴。《素问·

上古天真论》曰：“女子七七，任脉虚，太冲脉衰少，天

癸竭，地道不通，故形坏而无子也。”绝经后ＫＯＡ的内
因为肝肾亏虚、精血不足，外因为风寒湿邪外侵，多为

本虚标实之证［１７］。蠲痹胶囊的药物组成由陕西省名

老中医李堪印教授的临床经验方加减而得，具有补肾

益气、舒筋通络之功效［１８］。本研究结果表明蠲痹方

含药血清可增强绝经后 ＫＯＡ大鼠软骨细胞的活力，
最佳作用浓度为１０％。

ＧＰＲ３０是一种７次跨膜Ｇ蛋白耦联雌激素受体，
能介导快速细胞反应。成冬等［１９］的研究表明，１７β
雌二醇通过ＧＰＲ３０和磷脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶Ｂ
信号通路保护ＡＴＤＣ５软骨细胞免于线粒体自噬。本
研究结果表明蠲痹方含药血清可上调绝经后ＫＯＡ大
鼠软骨细胞ＧＰＲ３０的表达，最低作用浓度为５％。

软骨细胞是关节软骨中唯一的细胞类型，炎症和

氧化应激等病理因素可导致软骨细胞过度凋亡、细胞

密度降低和细胞外基质降解，从而加速骨关节炎的发

展。因此，预防软骨细胞过度凋亡可能是预防骨关节

炎进展的有效方法［２０］。细胞自噬是细胞内损坏的蛋

白或细胞器经溶酶体降解成可循环利用的细胞成分

的过程［２１］。关节软骨细胞处于特殊的低氧环境中，

营养物质缺乏，细胞自噬对于维持软骨细胞的生存和

功能十分重要［２２］。软骨细胞自噬活性降低，清除自

身衰老、受损的细胞器的能力下降，细胞稳态被打破，

代谢失衡，可致细胞发生炎性反应，出现细胞损伤。

Ｌｕｏ等［２３］的研究表明，自噬在维持关节软骨细胞的稳

态中起着重要作用，软骨细胞自噬能力增强，可增强

其基质代谢活性，从而延缓 ＫＯＡ的进展。细胞中自
噬相关蛋白ＭＡＰＬＣ３β、Ｂｅｃｌｉｎ１、ｐ６２的表达量可反映
细胞自噬情况［２４］。软骨细胞中 ＭＡＰＬＣ３β、Ｂｅｃｌｉｎ１
的表达量上调，ｐ６２的表达量下调，说明细胞自噬能
力增强。

ＡＭＰＫ是一种异源三聚体复合物，包含１个催化
亚基 α和２个调节亚基 β和 γ，每个亚基由２个或
３个不同的基因编码，导致不同ＡＭＰＫ复合物有１２种

不同的α／β／γ组合［２５］。ＡＭＰＫ能感知能量稳态调节
因子三磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）的水
平，当细胞ＡＴＰ处于低水平时，ＡＭＰＫ可以通过调节
代谢酶来对 ＡＴＰ与磷酸腺苷比率下降作出反应，以
促进ＡＴＰ的产生并抑制 ＡＴＰ的消耗［２６］。当细胞能

量较低时，α亚基中的 Ｔｈｒ１７２被磷酸化，导致 ＡＭＰＫ
复合物的激活。ｍＴＯＲ是一种丝氨酸／苏氨酸蛋白激
酶，在细胞自噬的过程中发挥着关键作用。ｍＴＯＲ有
两种蛋白质复合物亚基，即 ｍＴＯＲ复合体１和 ｍＴＯＲ
复合体２［２７］。ｍＴＯＲ复合体１受生长因子调节，并对

不利于细胞生长的环境（如 ＤＮＡ损伤、缺氧、低 ＡＴＰ
水平和氨基酸耗尽等）作出反应，可促进细胞中脂质

和核苷酸的合成，并通过促进葡萄糖代谢促进细胞生

长［２８］。ｍＴＯＲ复合体２主要通过磷酸化和激活蛋白

激酶Ｂ来调节细胞增殖［２６］。此外，ｍＴＯＲ复合体２通
过磷酸化ＡＧＣ蛋白激酶家族成员来控制细胞生长和

代谢［２８］。ＡＭＰＫ是自噬激活因子，ｍＴＯＲ复合体１是
主要的自噬抑制因子。当 ＡＭＰＫ激活后，可阻断
ｍＴＯＲ信号通路的磷酸化，抑制细胞中 ｍＴＯＲ的表
达，增强 ＡＭＰＫ和细胞自噬相关蛋白之间的相互作
用，进而激活细胞自噬［２９－３０］。Ｌｉ等［３１］的研究表明，

二甲双胍通过以 ＡＭＰＫ介导的方式抑制 ｍＴＯＲ信号

通路，诱导细胞自噬，从而延缓Ｈ２Ｏ２诱导的脂肪间充
质干细胞衰老。本研究结果表明，蠲痹方含药血清可

上调绝经后 ＫＯＡ大鼠软骨细胞中 ＡＭＰＫ磷酸化水
平，下调ｍＴＯＲ磷酸化水平，引入ＡＭＰＫ抑制剂Ｃｏｍ
ｐｏｕｎｄＣ干预后，发现 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ抑制了绝经后
ＫＯＡ大鼠软骨细胞的自噬并减弱了蠲痹方含药血清
的作用。

本研究结果表明，蠲痹方含药血清作用于绝经后

ＫＯＡ大鼠软骨细胞，可增加细胞活力，并通过上调
ＭＡＰＬＣ３β、Ｂｅｃｌｉｎ１的表达和抑制 ｐ６２的表达增强细
胞自噬能力；其作用机制可能与促进 ＧＰＲ３０表达，上
调ＡＭＰＫ磷酸化水平，下调 ｍＴＯＲ磷酸化水平，激活
ＧＰＲ３０和ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路有关。本研究分别
提取了正常大鼠与绝经后ＫＯＡ模型大鼠的膝关节软
骨细胞，由于未对２组大鼠软骨细胞的形态及炎症因
子水平进行比较，不能确认所提取模型大鼠的软骨细

胞完全反映了绝经后 ＫＯＡ软骨细胞的状态，但经鉴
定所提取的细胞均为软骨细胞。未来的研究需要继

续完善实验设计，进一步阐明蠲痹方含药血清影响绝
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经后ＫＯＡ大鼠软骨细胞自噬的具体作用机制。
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运动功能的影响［Ｄ］．开封：河南大学，２０２３．

［１７］ＧＩＡＮＧＲＥＧＯＲＩＯＬＭ，ＰＡＰＡＩＯＡＮＮＯＵＡ，ＭＡＣＩＮＴＹＲＥ

ＮＪ，ｅｔａｌ．Ｔｏｏｆｉｔｔｏｆｒａｃｔｕｒｅ：ｅｘｅｒｃｉｓｅｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓｆｏｒ

ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｗｉｔｈｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓｏｒｏｓｔｅｏｐｏｒｏｔｉｃｖｅｒｔｅｂｒａｌｆｒａｃ

ｔｕｒｅ［Ｊ］．ＯｓｔｅｏｐｏｒｏｓＩｎｔ，２０１４，２５（３）：８２１－８３５．

［１８］姚鑫，罗琳，洪邦辉，等．太极拳运动对老年男性骨质疏

松患者锻炼情绪及骨密度和生理指标的影响［Ｊ］．贵州

师范大学学报（自然科学版），２０１６，３４（３）：３２－３６．

［１９］何伟涛，孙全，史晓林．太极拳与原发性骨质疏松症的

研究进展［Ｊ］．中国骨质疏松杂志，２００８，１４（８）：５８７－５９０．

［２０］梁丽霞，林松，刘利花，等．八段锦操对腰椎骨折术后病

人康复效果的影响研究［Ｊ］．护理研究，２０１９，３３（６）：

１０９０－１０９２．

［２１］刘保新，蔡迎峰，陈兵，等．中药膏方、八段锦联合钙剂预防

骨质疏松性椎体压缩骨折ＰＶＰ术后再骨折的研究［Ｊ］．中

国中西医结合杂志，２０２１，４１（４）：４４８－４５５．

［２２］曾云贵，周小青，王安利，等．健身气功·八段锦锻炼对

中老年人身体形态和生理机能影响的研究［Ｊ］．北京体

育大学学报，２００５，２８（９）：１２０７－１２０９．

［２３］中华医学会骨质疏松和骨矿盐疾病分会．原发性骨质疏

松症诊治指南（２０１１年）［Ｊ］．中华骨质疏松和骨矿盐疾

病杂志，２０１１，４（１）：２－１７．

［２４］杜雪莲，陈湛超，彭映，等．基于五禽戏功法的肩关节操

对肩部损伤患者术后功能的影响［Ｊ］．河南中医，２０２２，

４２（５）：７８６－７８９．

［２５］谷磊，刘毅．健身功法新编五禽戏对老年女性骨密度的

影响［Ｊ］．中国老年学杂志，２０２１，４１（１）：７９－８２．

［２６］祁曼迪．健身气功·五禽戏对社区老年人平衡能力、步

态、下肢肌力及生活质量的影响［Ｄ］．上海：上海师范大

学，２０２０．

［２７］侯晏绍．健身气功八段锦与五禽戏对老年人下肢稳定性

影响的对比研究［Ｄ］．石家庄：河北师范大学，２０１６．

［２８］刘会子，张敏，陈娟，等．骨质疏松性椎体压缩性骨折病

人术后早期功能锻炼依从性的影响因素［Ｊ］．循证护理，

２０２３，９（２０）：３７５４－３７５７．

［２９］曹琼雅．基于微信提高全膝关节置换术患者居家功能锻

炼依从性的干预效果研究［Ｄ］．北京：北京协和医学院，

２０１７．
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［３０］中华医学会骨科学分会骨质疏松学组．骨质疏松性骨折

诊疗指南［Ｊ］．中华骨科杂志，２０１７，３７（１）：１－１０．

［３１］邱贵兴，裴福兴，胡侦明，等．中国骨质疏松性骨折诊疗

指南（骨质疏松性骨折诊断及治疗原则）［Ｊ］．中华骨与

关节外科杂志，２０１５，８（５）：３７１－３７４．

［３２］张艳梅，马晓霞，赫继梅，等．失能老人跌倒的影响因素及

长期照护服务需求［Ｊ］．中国老年学杂志，２０１９，３９（１７）：

４３５５－４３５７．

［３３］ＷＯＮＧＲＭＹ，ＣＨＥＵＮＧＷＨ，ＣＨＯＷＳＫＨ，ｅｔａｌ．Ｒｅ

ｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓｏｎｔｈｅｐｏｓｔａｃｕｔｅｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｔｈｅｏｓｔｅｏ

ｐｏｒｏｔｉｃｆｒａｃｔｕｒｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ“ｖｅｒｙｈｉｇｈ”ｒｅｆｒａｃｔｕｒｅｒｉｓｋ［Ｊ］．

ＪＯｒｔｈｏｐＴｒａｎｓｌａｔ，２０２２，３７：９４－９９．

［３４］阮文东，王沛，雪原，等．骨质疏松骨折后再骨折的临床

风险因素［Ｊ］．中华骨科杂志，２０１１，３１（７）：７８９－７９３．

［３５］朱佩佩，曹玉霖，刘勇，等．骨质疏松性骨折与再骨折风险

评估的研究进展［Ｊ］．中华创伤骨科杂志，２０１９，２１（１１）：

１００５－１００８．
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