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基于“柔肝养筋”理论探讨小鼠肝脏来源外泌体

对膝骨关节炎模型小鼠膝关节软骨的影响
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摘　要　目的：基于“柔肝养筋”理论探讨小鼠肝脏来源外泌体对膝骨关节炎（ｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）模型小鼠膝关节软骨的影

响。方法：以超速离心法从３月龄（年轻）和２２月龄（老年）Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠肝脏提取外泌体。将４８只７周龄ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ

雄性小鼠随机分为４组，每组１２只。ＫＯＡ组、ＹｏｕｎｇＥＶｓ组及ＡｇｅｄＥＶｓ组小鼠采用前交叉韧带横断术进行ＫＯＡ造模，Ｓｈａｍ组小

鼠接受手术但不离断前交叉韧带。术后１４ｄ开始，向ＹｏｕｎｇＥＶｓ组和ＡｇｅｄＥＶｓ组小鼠膝关节腔分别注射１０μＬ年轻和老年小鼠

肝脏来源外泌体，每周２次，连续注射４周；Ｓｈａｍ组和ＫＯＡ组用同样方法向膝关节腔注射１０μＬＰＢＳ溶液。外泌体干预结束后，

对各组小鼠造模侧膝关节进行Ｘ线检查；苏木精－伊红染色和番红Ｏ固绿染色后进行组织病理学观察，并采用国际骨关节炎研究

协会（ＯｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓＲｅｓｅａｒｃｈＳｏｃｉｅｔｙＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，ＯＡＲＳＩ）骨关节炎软骨组织病理学评价系统及 Ｍａｎｋｉｎ病理评分系统评价小鼠软

骨退变程度；免疫组化法检测软骨组织中Ⅱ型胶原蛋白（ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ，ＣＯＬⅡ）、聚集蛋白聚糖（ａｇｇｒｅｃａｎ，ＡＣＡＮ）、基质金属蛋白酶

（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）１３和一种具有血小板反应蛋白基序的去整合素和金属蛋白酶（ａｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ

ｗｉｔｈｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎｍｏｔｉｆｓ，ＡＤＡＭＴＳ）５表达量。结果：①小鼠膝关节Ｘ线检查结果。Ｓｈａｍ组小鼠膝关节关节间隙正常，关节面平

整光滑，软骨完整，关节边缘无骨赘形成，ＫｅｌｌｇｒｅｎＬａｗｒｅｎｃｅ分级为０级；ＫＯＡ组小鼠膝关节间隙未见明显狭窄，关节面粗糙，软骨

出现部分缺损，关节边缘可见明显骨赘形成，ＫｅｌｌｇｒｅｎＬａｗｒｅｎｃｅ分级为Ⅱ级；ＹｏｕｎｇＥＶｓ组小鼠膝关节间隙轻微变窄，关节表面稍

有粗糙表现，软骨缺损较ＫＯＡ组减少，关节边缘可见轻微骨赘形成，ＫｅｌｌｇｒｅｎＬａｗｒｅｎｃｅ分级为Ⅰ级；ＡｇｅｄＥＶｓ组小鼠膝关节间隙、

关节表面粗糙程度、软骨缺损情况、关节内游离体数量较ＫＯＡ组更为严重，ＫｅｌｌｇｒｅｎＬａｗｒｅｎｃｅ分级为Ⅲ级。②小鼠膝关节软骨组

织病理学观察结果。４组小鼠膝关节软骨ＯＡＲＳＩ评分和Ｍａｎｋｉｎ评分组间总体比较，差异均有统计学意义［ＯＡＲＳＩ评分：（０．４１７±

０．３７６）分，（４．５００±０．６３２）分，（２．４１７±０．４９２）分，（５．４１７±０．４９２）分，Ｆ＝１１６．８００，Ｐ＝０．０００；Ｍａｎｋｉｎ评分：（１．０８３±０．６６５）分，

（７．２５０±０．８８０）分，（３．５８３±０．９１７）分，（８．８３３±０．６８３）分，Ｆ＝１１７．１００，Ｐ＝０．０００］。ＫＯＡ组、ＹｏｕｎｇＥＶｓ组及 ＡｇｅｄＥＶｓ组的

ＯＡＲＳＩ评分和Ｍａｎｋｉｎ评分均高于 Ｓｈａｍ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；ＹｏｕｎｇＥＶｓ组的

ＯＡＲＳＩ评分和 Ｍａｎｋｉｎ评分均低于 ＫＯＡ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；ＡｇｅｄＥＶｓ组的 ＯＡＲＳＩ评分和 Ｍａｎｋｉｎ评分均高于 ＫＯＡ组、

ＹｏｕｎｇＥＶｓ组（Ｐ＝０．０２５，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０１５，Ｐ＝０．０００）。③小鼠膝关节软骨组织免疫组织化学检测结果。４组小鼠膝关节软

骨中ＣＯＬⅡ和 ＡＣＡＮ阳性表达面积比组间总体比较，差异均有统计学意义［ＣＯＬⅡ：（４０．０５０±２．３２４）％，（２６．０８３±１．１１９）％，

（２３．３１７±２．５９９）％，（１６．７１７±２．４７９）％，Ｆ＝１１８．５００，Ｐ＝０．０００；ＡＣＡＮ：（５１．５００±３．１９１）％，（１７．７００±３．４１５）％，（１９．３８３±

３．９２４）％，（１２．３００±１．９０８）％，Ｆ＝１８５．５００，Ｐ＝０．０００］。ＫＯＡ组、ＹｏｕｎｇＥＶｓ组及ＡｇｅｄＥＶｓ组的 ＣＯＬⅡ和 ＡＣＡＮ阳性表达面积

比均低于Ｓｈａｍ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；ＹｏｕｎｇＥＶｓ组与ＫＯＡ组ＣＯＬⅡ、ＡＣＡＮ阳性

表达面积比的组间差异均无统计学意义（Ｐ＝０．１６７，Ｐ＝０．７９９）；ＡｇｅｄＥＶｓ组的 ＣＯＬⅡ和 ＡＣＡＮ阳性表达面积比均低于 ＫＯＡ组、

ＹｏｕｎｇＥＶｓ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０３９，Ｐ＝０．００５）。４组ＭＭＰ１３和ＡＤＡＭＴＳ５阳性表达面积比组间总体比较，差异均有统

计学意义［ＭＭＰ１３：（１１．７３３±２．１９１）％，（４６．１５０±６．２３７）％，（３４．４１７±５．０２７）％，（５７．２３３±４．０４９）％，Ｆ＝１０６．６００，Ｐ＝０．０００；

ＡＤＡＭＴＳ５：（７．９５０±１．３４４）％，（３０．５３３±６．１８４）％，（２２．０８３±３．４１８）％，（３９．３１７±５．６０６）％，Ｆ＝５１．４５０，Ｐ＝０．０００］。ＫＯＡ组、

ＹｏｕｎｇＥＶｓ组及ＡｇｅｄＥＶｓ组的ＭＭＰ１３和ＡＤＡＭＴＳ５阳性表达面积比均高于Ｓｈａｍ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，

Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；ＹｏｕｎｇＥＶｓ组的ＭＭＰ１３和ＡＤＡＭＴＳ５阳性表达面积比均低于ＫＯＡ组（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０２１）；ＡｇｅｄＥＶｓ组

的ＭＭＰ１３和ＡＤＡＭＴＳ５阳性表达面积比均高于ＫＯＡ组、ＹｏｕｎｇＥＶｓ组（Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０１６，Ｐ＝０．０００）。结论：小鼠

肝脏来源外泌体可能参与软骨细胞合成及分解代谢反应；其中老年小鼠肝脏来源外泌体可加速细胞外基质降解、减少聚集蛋白聚
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糖合成，加剧ＫＯＡ小鼠软骨退变；而年轻小鼠肝脏来源外泌体可抑制软骨细胞外基质降解，保护ＫＯＡ小鼠软骨。

关键词　外泌体；软骨；骨关节炎，膝；小鼠；动物实验
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ｔｈｅｋｎｅｅｓｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄｆｒｏｍｍｉｃｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｋｎｅｅｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ａｎｄｓａｆｒａｎｉｎ

Ｏｆａｓｔｇｒｅｅｎ（ＳＯＦＧ）ｆｏｒｏｂｓｅｒｖｉｎｇｔｈｅｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓ；ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｋｎｅｅａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｗａｓｅｖａｌｕａ

ｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇＯｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓＲｅｓｅａｒｃｈＳｏｃｉｅｔｙＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ（ＯＡＲＳＩ）ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓｃａｒｔｉｌａｇｅｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｓｙｓｔｅｍａｎｄＭａｎｋｉｎｓｃｏ

ｒｉｎｇｓｙｓｔｅｍ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎⅡ（ＣＯＬⅡ），ａｇｇｒｅｃａｎ（ＡＣＡＮ），ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ（ＭＭＰ）１３ａｎｄａｄｉｓｉｎ

ｔｅｇｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｗｉｔｈｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎｍｏｔｉｆｓ（ＡＤＡＭＴＳ）５ｉｎｋｎｅｅｃａｒｔｉｌａｇｅｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓ

ｔｒｙ（ＩＨＣ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ：①ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＸｒａｙｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｍｉｃｅｉｎＳｈａｍｇｒｏｕｐｐｒｅｓｅｎｔｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｋｎｅｅｊｏｉｎｔｓｐａｃｅ，ｓｍｏｏｔｈ

ａｒｔｉｃｕｌａｒｓｕｒｆａｃｅ，ａｎｄｉｎｔａｃｔｃａｒｔｉｌａｇｅ，ａｎｄｎｏｏｓｔｅｏｐｈｙｔｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄａｔｔｈｅｍａｒｇｉｎｏｆｋｎｅｅｊｏｉｎｔ．ＴｈｅＫＬｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｅｌｏｎｇｅｄｔｏｇｒａｄｅ

０．Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓ，ｍａｎｉｆｅｓｔｉｎｇａｓｒｏｕｇｈａｒｔｉｃｕｌａｒｓｕｒｆａｃｅ，ｐａｒｔｉａｌｌｙｄｅｆｅｃｔｉｖｅｃａｒｔｉｌａｇｅａｎｄｄｅｆｉｎｉｔｅｏｓｔｅｏｐｈｙｔｅｓａｔｔｈｅｍａｒｇｉｎｏｆｋｎｅｅｊｏｉｎｔ，ｗｅｒｅ

ｏｂｓｅｒｖｅｄ，ｗｈｉｌｅ，ｔｈｅｍａｒｋｅｄｋｎｅｅｊｏｉｎｔｓｐａｃｅｎａｒｒｏｗｉｎｇ（ＪＳＮ）ｗｅｒｅｕｎｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｍｉｃｅｏｆＫＯＡｇｒｏｕｐ．ＴｈｅＫＬｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｅｌｏｎｇｅｄｔｏ

ｇｒａｄｅⅡ．ＴｈｅｓｌｉｇｈｔＪＳＮ，ｓｌｉｇｈｔｌｙｒｏｕｇｈａｒｔｉｃｕｌａｒｓｕｒｆａｃｅ，ｄｅｆｅｃｔｉｖｅｃａｒｔｉｌａｇｅ（ｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＫＯＡｇｒｏｕｐ），ａｎｄｓｍａｌｌｏｓｔｅｏｐｈｙｔｅｓａｔ

ｔｈｅｍａｒｇｉｎｏｆｋｎｅｅｊｏｉｎｔｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｍｉｃｅｏｆＹｏｕｎｇＥＶｓｇｒｏｕｐ．ＴｈｅＫＬｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｅｌｏｎｇｅｄｔｏｇｒａｄｅⅠ．ＣｏｍｐａｒｅｄｔｏＫＯＡｇｒｏｕｐ，

ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｋｎｅｅｊｏｉｎｔｓｐａｃｅ，ａｒｔｉｃｕｌａｒｓｕｒｆａｃｅｒｏｕｇｈｎｅｓｓ，ｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｆｅｃｔｓ，ａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｆｒｅｅｂｏｄｉｅｓｗｉｔｈｉｎｔｈｅｊｏｉｎｔ，ｗｅｒｅ

ｍｏｒｅｓｅｖｅｒｅｉｎｍｉｃｅｏｆＡｇｅｄＥＶｓｇｒｏｕｐ．ＴｈｅＫＬｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｅｌｏｎｇｅｄｔｏｇｒａｄｅⅢ．②ＴｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎＯＡＲＳＩｓｃｏｒｅａｎｄ

Ｍａｎｋｉｎｓｃｏｒｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ４ｇｒｏｕｐｓ（ＯＡＲＳＩｓｃｏｒｅ：０．４１７±０．３７６，４．５００±０．６３２，２．４１７±０．４９２，５．４１７±０．４９２ｐｏｉｎｔｓ，Ｆ＝１１６．８００，

Ｐ＝０．０００；Ｍａｎｋｉｎｓｃｏｒｅ：１．０８３±０．６６５，７．２５０±０．８８０，３．５８３±０．９１７，８．８３３±０．６８３ｐｏｉｎｔｓ，Ｆ＝１１７．１００，Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅＯＡＲＳＩ

ｓｃｏｒｅａｎｄＭａｎｋｉｎｓｃｏｒｅｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｉｎＫＯＡｇｒｏｕｐ，ＹｏｕｎｇＥＶｓｇｒｏｕｐａｎｄＡｇｅｄＥＶｓｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＳｈａｍｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），ａｎｄｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｉｎＫＯＡｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＹｏｕｎｇＥＶｓｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０００），ａｎｄｗｅｒｅｈｉｇｈｅｓｔｉｎＡｇｅｄＥＶｓｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０２５，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０１５，Ｐ＝０．０００）．③Ｔｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｏｓｉ

ｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｒｅａｒａｔｉｏｓｏｆＣＯＬⅡａｎｄＡＣＡＮｉｎｋｎｅｅｃａｒｔｉｌａｇｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ４ｇｒｏｕｐｓ（ＣＯＬⅡ：４０．０５０±２．３２４，２６．０８３±１．１１９，

２３．３１７±２．５９９，１６．７１７±２．４７９％，Ｆ＝１１８．５００，Ｐ＝０．０００；ＡＣＡＮ：５１．５００±３．１９１，１７．７００±３．４１５，１９．３８３±３．９２４，１２．３００±

１．９０８％，Ｆ＝１８５．５００，Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｒｅａｒａｔｉｏｓｏｆＣＯＬⅡａｎｄＡＣＡＮｗｅｒｅｌｏｗｅｒｉｎＫＯＡｇｒｏｕｐ，ＹｏｕｎｇＥＶｓｇｒｏｕｐ

ａｎｄＡｇｅｄＥＶｓｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＳｈａｍｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），ａｎｄｗｅｒｅｌｏｗｅｒｉｎ

ＡｇｅｄＥＶｓｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＫＯＡｇｒｏｕｐａｎｄＹｏｕｎｇＥＶｓｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０３９，Ｐ＝０．００５），ｗｈｉｌｅ，ｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅ

ｔｗｅｅｎＹｏｕｎｇＥＶｓｇｒｏｕｐａｎｄＫＯＡｇｒｏｕｐｒｅｖｅａｌｅｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＝０．１６７，Ｐ＝０．７９９）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｒｅａｒａｔｉｏｓｏｆＭＭＰ１３ａｎｄＡＤＡＭＴＳ５ｉｎｋｎｅｅｃａｒｔｉｌａｇｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ４ｇｒｏｕｐｓ（ＭＭＰ１３：１１．７３３±２．１９１，４６．１５０±

６．２３７，３４．４１７±５．０２７，５７．２３３±４．０４９％，Ｆ＝１０６．６００，Ｐ＝０．０００；ＡＤＡＭＴＳ５：７．９５０±１．３４４，３０．５３３±６．１８４，２２．０８３±３．４１８，

３９．３１７±５．６０６％，Ｆ＝５１．４５０，Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｒｅａｒａｔｉｏｓｏｆＭＭＰ１３ａｎｄＡＤＡＭＴＳ５ｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｉｎＫＯＡｇｒｏｕｐ，

·８·　　　（总１６８）　　　中医正骨２０２４年３月第３６卷第３期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０２４，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．３　




ＹｏｕｎｇＥＶｓｇｒｏｕｐａｎｄＡｇｅｄＥＶｓｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＳｈａｍｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），

ａｎｄｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｉｎＫＯＡｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＹｏｕｎｇＥＶｓｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０２１），ａｎｄｗｅｒｅｈｉｇｈｅｓｔｉｎＡｇｅｄＥＶｓｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．００３，

Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０１６，Ｐ＝０．０００）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｍｉｃｅＨＤＥｓｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｃａｔａｂｏｌｉｃｒｅａｃｔｉｏｎｓｏｆｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ，

ａｍｏｎｇｗｈｉｃｈＨＤＥｓｆｒｏｍｔｈｅａｇｅｄｍｉｃｅｃａｎａｃｃｅｌｅｒａｔｅｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘａｎｄｒｅｄｕｃｅｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＡＣＡＮ，ｔｈｅｒｅｂｙｅｘ

ａｃｅｒｂａｔｉｎｇｔｈｅｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎＫＯＡｍｉｃｅ；ｗｈｅｒｅａｓｔｈｅｏｎｅｓｆｒｏｍｔｈｅｙｏｕｎｇｍｉｃｅｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｃａｒｔｉｌａｇｅｅｘｔｒａｃｅｌｌｕ

ｌａｒｍａｔｒｉｘ，ｔｈｕｓｅｘｅｒｔｉｎｇｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇｃａｒｔｉｌａｇｅｉｎＫＯＡｍｉｃｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｅｘｏｓｏｍｅｓ；ｃａｒｔｉｌａｇｅ；ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ｋｎｅｅ；ｍｉｃｅ；ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　膝骨关节炎（ｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）是常见的
退行性骨关节疾病，相关调查显示其发病率和致残率

均仅次于心脑血管疾病，居全疾病谱第２位［１］。调查

显示，２０１０—２０１９年ＫＯＡ全球发病率增加了２７．５％［２］。

随着人口老龄化进程的加剧及ＫＯＡ本身发病的年轻
化趋势，该病已成为全球性公共健康面临的严峻挑

战。依据“筋骨共病、痿痹共存”的证候特点，ＫＯＡ应
归属于中医“痹证”“骨痹”“筋痹”等范畴［３］。在长期

的临床实践中，历代中医骨伤科医家积累了大量确有

疗效的ＫＯＡ辨治经验，其中以“肝主筋”“膝为筋府”
“柔肝养筋”为逻辑闭环所构建的辨治体系，以及一系

列具有“柔肝养筋”作用的中药（如赤芍、白芍、当归、

木瓜等）和方剂（如桂芍知母汤、四物汤、补肝汤等）

的临床疗效，均获得了不同时代、不同地域医家的

认可［４－５］。

ＫＯＡ是一种与衰老密切相关的骨关节病变。深
入研究肝脏衰老对 ＫＯＡ膝关节软骨的影响，可能是
揭示“柔肝养筋”治膝理论作用原理的关键，相应的研

究结果也可能是防治 ＫＯＡ极具价值的潜在靶点［６］。

本课题组前期通过细胞实验证实，肝细胞外泌体是

肝－软骨细胞间通讯的参与者，而白芍等柔肝养筋类
中药的药效作用与之密切相关［７－８］。本研究拟在前

期研究基础上，进一步探索肝脏来源外泌体对 ＫＯＡ
软骨的影响，以期进一步阐释中医“肝主筋”“膝为筋

府”“柔肝养筋”的治膝理论，丰富其现代科学内涵。

１　材料与仪器
１．１　实验动物

７周龄ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠４８只，体质量
２２～２５ｇ，购自江苏集萃药康生物科技股份有限公司
［动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１８－０００８］，在南
京中医药大学实验动物中心［实验许可证号：ＳＹＸＫ
（苏）２０１８－００４９］ＳＰＦ级动物房适应性饲养１周后开
始实验。３月龄ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６雄性年轻小鼠３只，
体质量２５～２８ｇ，２２月龄 ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６雄性老年

小鼠３只，体质量４２～４５ｇ，均购自苏州西山生物技
术有限公司［动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１８－
０００５］，直接用于肝脏来源外泌体提取。实验方案经
南京中医药大学实验动物伦理委员会审查通过，伦理

批件号：２０２３０２Ａ０７７。
１．２　实验药物及试剂

苏木精－伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色液、番
红Ｏ固绿（ｓａｆｒａｎｉｎＯｆａｓｔｇｒｅｅｎ，ＳＯＦＧ）染色液（武汉
谷歌，货号：Ｇ１００５、Ｇ１０３１）；免疫组织化学检测试剂
盒（ＤＡＫＯ，货号：ＰＮ００１６）；兔源基质金属蛋白酶（ｍａ
ｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）１３抗体（Ｐｒｏｔｅｎｉｔｅｃｈ，货
号：１８１６５１ＡＰ）；兔源一种具有血小板反应蛋白基序
的去整合素和金属蛋白酶（ａｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏ
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｗｉｔｈｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎｍｏｔｉｆｓ，ＡＤＡＭＴＳ）５抗体
（武汉博士德，货号：Ａ０２８０２１）；兔源Ⅱ型胶原蛋白
（ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ，ＣＯＬⅡ）抗体、兔源聚集蛋白聚糖（ａｇｇｒｅ
ｃａｎ，ＡＣＡＮ）抗体（Ａｆｆｉｎｉｔｙ，货号：ＡＦ０１３５、ＤＦ７５６１）；辣
根过氧化物酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ抗体（ＡＰＥｘＢＩＯ，
货号：Ｋ１２２３）；青 霉 素 钠 （华 北 制 药，货 号：
Ｆ０１１２１０４）。
１．３　实验仪器

ＥＭＵＣ６型超薄切片机（Ｌｅｉｃａ）；ＥＣＬＩＰＳＥＣＩ型
正置光学显微镜、ＤＳＵ３型成像系统（Ｎｉｋｏｎ）；Ｏｐｔｉｍａ
Ｌ９０Ｋ型超速离心机（Ｂｅｃｋｍａｎ）；便携式 Ｘ线成像仪
（深圳奥龙医疗）；ＩｍａｇｅＱｕａｎｔＬＡＳ４０００型化学发光
成像分析仪（ＧＥ）；ＪＥＭ１２３０型透射电子显微镜
（ＪＥＯＬ）；ＥｐＰｌｕｓ增强型电泳仪（上海羿圣）；ＺｅｔａＶｉｅｗ
型纳米颗粒追踪分析仪（ＰａｒｔｉｃｌｅＭｅｔｒｉｘ）。

２　方　法
２．１　小鼠肝脏来源外泌体制备及鉴定
２．１．１　小鼠肝脏来源外泌体制备　将 ＳＰＦ级
Ｃ５７ＢＬ／６雄性年轻及老年小鼠腹腔注射 ０．３％戊巴
比妥钠（３０ｍｇ·ｋｇ－１）麻醉，仰卧位固定，剪开腹部皮
肤，暴露腹腔。向上翻开暴露肝门静脉及下腔静脉，
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在下腔静脉处缓慢灌入预热好的 ＤＨａｎｋｓ溶液，再剪
开肝门静脉，直至没有血液冲出。剪下肝脏组织置于

１００ｍｍ培养皿中，以ＤＨａｎｋｓ溶液冲洗２遍，剪成约
１ｍｍ３大小的组织碎片，置于１５ｍＬ离心管中，加入

０．２％Ⅳ型胶原酶，在３７℃轻微震荡消化２～３ｈ，待
细胞悬液呈乳浊状后加入等量含１０％无外泌体血清
的 ＤＭＥＭ培养基终止消化。室温下 ３００×ｇ离心
１０ｍｉｎ、２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，４℃下１００００×ｇ离心
３０ｍｉｎ，使用０．２２μｍ孔径滤器过滤上清液转移至超
虑离心管中，４℃下１０００００×ｇ离心２ｈ，小心吸出上清
液，用４℃预冷 ＰＢＳ重悬沉淀。４℃下以１０００００×ｇ
离心 ２ｈ，加入预冷 １００μＬＰＢＳ重悬底部沉淀，
－８０℃ 冰箱保存。
２．１．２　小鼠肝脏来源外泌体鉴定　通过透射电镜观
察、纳米颗粒跟踪分析和 ＣＤ９、ＣＤ６３、ＣＤ８１蛋白检测
鉴定小鼠肝脏来源外泌体，具体操作步骤参考本课题

组前期研究［７］，其中蛋白检测以提取外泌体后的肝组

织为对照组。

２．２　年轻／老年小鼠肝脏来源外泌体对 ＫＯＡ模型
小鼠膝关节软骨损伤的作用观察

２．２．１　动物分组　将４８只Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠称重
后按体质量排序编号，从随机数字表中选取４８个连
续２位数记录在小鼠编号下方，再将４８个随机数字
从小到大排序，随机数字排序１～１２对应的小鼠纳入
Ｓｈａｍ组、１３～２４对应的小鼠纳入 ＫＯＡ组、２５～３６对
应的小鼠纳入ＹｏｕｎｇＥＶｓ组、３７～４８对应的小鼠纳入
ＡｇｅｄＥＶｓ组。
２．２．２　造模及干预　采用前交叉韧带横断术进行
ＫＯＡ造模，具体方法如下：腹腔注射０．３％戊巴比妥
钠麻醉小鼠，膝关节备皮、消毒，Ｓｈａｍ组不切断前交
叉韧带，其余各组经膝前正中切口切开，并沿内侧打

开关节囊，过伸膝关节使髌骨向外侧脱位，屈曲膝关

节，找到前交叉韧带并切断；伸直膝关节，复位髌骨，

逐层缝合关闭切口。前抽屉试验阳性表明手术造模

成功。术后连续注射 ４ｄ青霉素钠预防切口感染。
术后１４ｄ开始，使用微量注射器向 ＹｏｕｎｇＥＶｓ组和
ＡｇｅｄＥＶｓ组小鼠膝关节腔分别注射１０μＬ年轻和老
年小鼠肝脏来源外泌体，每周２次，连续注射４周，注
射完毕后屈伸膝关节若干次，以便外泌体均匀分布于

关节腔中；Ｓｈａｍ组和ＫＯＡ组用同样方法向膝关节腔
注射１０μＬＰＢＳ溶液。

２．２．３　小鼠膝关节 Ｘ线检查　外泌体干预结束后，
各组小鼠均于麻醉状态下标记数字后进行造模侧膝

关节Ｘ线检查，并采用ＫｅｌｌｇｒｅｎＬａｗｒｅｎｃｅ分级系统［９］

评价。

２．２．４　小鼠膝关节软骨组织病理学观察　Ｘ线检查
结束后，取小鼠膝关节，经固定、脱钙、脱水、透明、浸

蜡和包埋处理后制成厚度为 ５μｍ的石蜡切片，ＨＥ
染色及ＳＯＦＧ染色后于显微镜下观察并采集图像，采
用国际骨关节炎研究协会（ＯｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓＲｅｓｅａｒｃｈ
ＳｏｃｉｅｔｙＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，ＯＡＲＳＩ）骨关节炎软骨组织病理
学评价系统［１０］及 Ｍａｎｋｉｎ病理评分系统［１１］评价小鼠

软骨退变程度，以平均值作为评分结果。

２．２．５　小鼠膝关节软骨组织免疫组化检测　取小鼠
软骨组织石蜡切片，经烘片、脱蜡、抗原修复、血清封

闭处理后，加入 ＭＭＰ１３、ＡＤＡＭＴＳ５、ＣＯＬⅡ、ＡＣＡＮ抗
体孵育过夜，加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

ＩｇＧ抗体、显色剂，经复染、脱水、封片，于显微镜下观
察小鼠膝关节软骨组织中 ＭＭＰ１３、ＡＤＡＭＴＳ５、
ＣＯＬⅡ、ＡＣＡＮ表达情况，并用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软
件进行定量分析。

２．３　数据统计
采用ＳＰＳＳ２５．０软件进行数据统计分析，４组小鼠

ＯＡＲＳＩ评分、Ｍａｎｋｉｎ评分及小鼠软骨组织中 ＣＯＬⅡ、
ＡＣＡＮ、ＭＭＰ１３、ＡＤＡＭＴＳ５阳性表达面积比的组间总
体比较均采用单因素方差分析，组间两两比较均采用

ＬＳＤｔ检验，检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　小鼠肝脏来源外泌体鉴定结果

透射电镜下小鼠肝脏来源外泌体呈圆盘状，中间

凹陷，边缘可见双层膜结构［图１（１）］。粒径分析显
示肝外泌体粒径为３０～１２０ｎｍ，代表性粒径富集于
１１０ｎｍ，外泌体颗粒物浓度为 ３．７×１０６个·ｍＬ－１

［图１（２）］。以年轻小鼠外泌体（外泌体组）为代表，
选用提取外泌体后的肝组织作为对照（对照组），检测

３种外泌体蛋白标记物（ＣＤ９、ＣＤ６３、ＣＤ８１）表达量，
结果显示与对照组相比，外泌体组３种外泌体蛋白标
记物表达量均明显升高［图１（３）］。
３．２　小鼠膝关节Ｘ线检查结果

Ｓｈａｍ组小鼠膝关节关节间隙正常，关节面平整
光滑，软骨完整，关节边缘无骨赘形成，Ｋｅｌｌｇｒｅｎ
Ｌａｗｒｅｎｃｅ分级为０级［图２（１）］；ＫＯＡ组小鼠膝关节
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间隙未见明显狭窄，关节面粗糙，软骨出现部分缺损，

关节边缘可见明显骨赘形成，ＫｅｌｌｇｒｅｎＬａｗｒｅｎｃｅ分级
为Ⅱ级［图２（２）］；ＹｏｕｎｇＥＶｓ组小鼠膝关节间隙轻
微变窄，关节表面稍有粗糙表现，软骨缺损较 ＫＯＡ组
减少，关节边缘可见轻微骨赘形成，ＫｅｌｌｇｒｅｎＬａｗｒｅｎｃｅ
分级为Ⅰ级［图 ２（３）］；ＡｇｅｄＥＶｓ组小鼠膝关节间
隙、关节表面粗糙程度、软骨缺损情况、关节内游离体

数量较 ＫＯＡ组更为严重，ＫｅｌｌｇｒｅｎＬａｗｒｅｎｃｅ分级为

Ⅲ级［图２（４）］。
３．３　小鼠膝关节软骨组织病理学观察结果

Ｓｈａｍ组小鼠软骨表面平滑完整、无毛糙，各层结
构连续、清晰，潮线完整，软骨下骨未损伤，软骨细胞

排列有序，未见炎症细胞簇集，ＨＥ染色、ＳＯＦＧ染色
均匀［图３（１）、图４（１）］；ＫＯＡ组出现明显的软骨破
坏病理表现，表面毛糙，潮线部分中断，部分损伤直达

软骨下骨，软骨细胞排列紊乱，局部出现炎症细胞簇

集，软骨层基质淡染［图３（２）、图４（２）］；ＹｏｕｎｇＥＶｓ
组软骨较ＫＯＡ组软骨表面平滑，但仍有少部分毛糙，
潮线层次清晰，软骨细胞排列较为整齐，炎症细胞浸

润减少［图３（３）、图４（３）］；ＡｇｅｄＥＶｓ组软骨结构破
坏最为严重，可见大面积软骨破坏甚至纤维化，软骨

厚度变薄，潮线中断严重，部分裂隙深达软骨下骨

［图３（４）、图４（４）］。４组小鼠膝关节软骨 ＯＡＲＳＩ评
分和Ｍａｎｋｉｎ评分组间总体比较，差异均有统计学意
义。ＫＯＡ组、ＹｏｕｎｇＥＶｓ组及 ＡｇｅｄＥＶｓ组的 ＯＡＲＳＩ
评分和Ｍａｎｋｉｎ评分均高于 Ｓｈａｍ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；
ＹｏｕｎｇＥＶｓ组的 ＯＡＲＳＩ评分和 Ｍａｎｋｉｎ评分均低于
ＫＯＡ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；ＡｇｅｄＥＶｓ组的ＯＡＲＳＩ
评分和 Ｍａｎｋｉｎ评分均高于 ＫＯＡ组、ＹｏｕｎｇＥＶｓ组
（Ｐ＝０．０２５，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０１５，Ｐ＝０．０００）。见
表１。

图１　小鼠肝脏来源外泌体鉴定结果

　　　注：图１（１）红色箭头指示处即为肝脏来源外泌体。

图２　４组小鼠膝关节Ｘ线片
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图３　４组小鼠膝关节软骨组织苏木精－伊红染色结果（×２００）

图４　４组小鼠膝关节软骨组织番红Ｏ固绿染色结果（×２００）

表１　４组小鼠膝关节软骨ＯＡＲＳＩ评分和Ｍａｎｋｉｎ评分

组别 样本量／只 ＯＡＲＳＩ１）评分／（ｘ±ｓ，分） Ｍａｎｋｉｎ评分／（ｘ±ｓ，分）
Ｓｈａｍ组 ６ ０．４１７±０．３７６ １．０８３±０．６６５
ＫＯＡ组 ６ ４．５００±０．６３２ ７．２５０±０．８８０

ＹｏｕｎｇＥＶｓ组 ６ ２．４１７±０．４９２ ３．５８３±０．９１７
ＡｇｅｄＥＶｓ组 ６ ５．４１７±０．４９２ ８．８３３±０．６８３
Ｆ值 １１６．８００ １１７．１００
Ｐ值 ０．０００ ０．０００

　　注：１）为国际骨关节炎研究协会。

３．４　小鼠膝关节软骨组织免疫组化检测结果
４组小鼠膝关节软骨中 ＣＯＬⅡ和 ＡＣＡＮ阳性表

达面积比组间总体比较，差异均有统计学意义。ＫＯＡ
组、ＹｏｕｎｇＥＶｓ组及 ＡｇｅｄＥＶｓ组的 ＣＯＬⅡ和 ＡＣＡＮ
阳性表达面积比均低于 Ｓｈａｍ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；
ＹｏｕｎｇＥＶｓ组与ＫＯＡ组ＣＯＬⅡ、ＡＣＡＮ阳性表达面积
比的组间差异均无统计学意义（Ｐ＝０．１６７，Ｐ＝
０．７９９）；ＡｇｅｄＥＶｓ组的 ＣＯＬⅡ和 ＡＣＡＮ阳性表达面
积比均低于 ＫＯＡ组、ＹｏｕｎｇＥＶｓ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００；Ｐ＝０．０３９，Ｐ＝０．００５）。见图５、图６、表２。

４组小鼠膝关节软骨中 ＭＭＰ１３和 ＡＤＡＭＴＳ５阳
性表达面积比组间总体比较，差异均有统计学意义。

ＫＯＡ组、ＹｏｕｎｇＥＶｓ组及 ＡｇｅｄＥＶｓ组的 ＭＭＰ１３和
ＡＤＡＭＴＳ５阳性表达面积比均高于 Ｓｈａｍ组（Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，
Ｐ＝０．０００）；ＹｏｕｎｇＥＶｓ组的 ＭＭＰ１３和 ＡＤＡＭＴＳ５阳
性表达面积比均低于 ＫＯＡ组（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝
０．０２１）；ＡｇｅｄＥＶｓ组的 ＭＭＰ１３和 ＡＤＡＭＴＳ５阳性表
达面积比均高于 ＫＯＡ组、ＹｏｕｎｇＥＶｓ组（Ｐ＝０．００３，
Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０１６，Ｐ＝０．０００）。见图７、图８、表２。

４　讨　论
ＫＯＡ是中老年人群最常见的骨伤科退行性疾

病，以膝关节疼痛、肿胀、畸形、功能障碍为主要临床

表现，后期整个关节活动能力的丧失将严重降低患者

生活质量［３］。ＫＯＡ的发病机制至今未能明确，滑膜
炎、软骨退变、软骨下骨病变等均被认为可能是病情

进展的始动因素［１２－１３］。但这些因素均与衰老关系密

切，如衰老的慢性炎症状态、衰老引起的软骨组织结

构和功能改变、衰老相关的软骨下骨骨质疏松等［６］。

衰老和 ＫＯＡ之间的具体联系机制，有可能是揭示
ＫＯＡ病理机制的关键锁匙。

中医典籍中既往并无“膝骨关节炎”的病名，但根

据症状，可将其归入“痹证”“膝痹”等范畴进行辨治。

基于“肝主筋”“膝为筋府”的脏腑相关理念，以“柔肝

养筋”“柔肝缓急”“缓急止痛”为代表的ＫＯＡ治法理
念，在临床上获得了广泛的应用和认可。具有柔肝养

筋作用的中药及汤剂在临床的大量应用，均证实了中

医这一独特治膝理念的优势［１４－１５］。中医学对于“肝”

的朴素认识，不仅包括最基础和原始的脏腑解剖概

念，也包括以肝脏为中心，又与胆、胰腺甚至脾等脏器

密切相关的功能概念［１６］。中医学认为，肝血充盈、肝
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图５　４组小鼠膝关节软骨组织聚集蛋白聚糖免疫组化染色结果（×１０００）

图６　４组小鼠膝关节软骨组织Ⅱ型胶原蛋白免疫组化染色结果（×１０００）

图７　４组小鼠膝关节软骨组织基质金属蛋白酶１３免疫组化染色结果（×１０００）

图８　４组小鼠膝关节软骨组织一种具有血小板反应蛋白基序的去整合素和金属蛋白酶５免疫组化染色结果（×１０００）

表２　４组小鼠膝关节软骨组织中ＣＯＬⅡ、ＡＣＡＮ、ＭＭＰ１３、ＡＤＡＭＴＳ５阳性表达面积比

组别
样本量／
只

ＣＯＬⅡ１）／
（ｘ±ｓ，％）

ＡＣＡＮ２）／
（ｘ±ｓ，％）

ＭＭＰ１３３）／
（ｘ±ｓ，％）

ＡＤＡＭＴＳ５４）／
（ｘ±ｓ，％）

Ｓｈａｍ组 ６ ４０．０５０±２．３２４ ５１．５００±３．１９１ １１．７３３±２．１９１ ７．９５０±１．３４４
ＫＯＡ组 ６ ２６．０８３±１．１１９ １７．７００±３．４１５ ４６．１５０±６．２３７ ３０．５３３±６．１８４

ＹｏｕｎｇＥＶｓ组 ６ ２３．３１７±２．５９９ １９．３８３±３．９２４ ３４．４１７±５．０２７ ２２．０８３±３．４１８
ＡｇｅｄＥＶｓ组 ６ １６．７１７±２．４７９ １２．３００±１．９０８ ５７．２３３±４．０４９ ３９．３１７±５．６０６
Ｆ值 １１８．５００ １８５．５００ １０６．６００ ５１．４５０
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：１）为Ⅱ型胶原蛋白，２）为聚集蛋白聚糖，３）为基质金属蛋白酶１３，４）为一种具有血小板反应蛋白基序的去整合素和

金属蛋白酶５。

气条达，则充足的气血能够正常输布、濡养筋脉，使其

柔顺有力，即关节功能正常的骨正筋柔状态。膝关节

的骨正筋柔，软骨下骨的结构稳固、支撑功能可靠，软

骨、韧带、滑膜、肌肉、肌腱等则得以有效附着，充分发

挥其“束骨利机关”的功能，确保膝关节的稳定［１７－１８］。

肝的藏血功能不足，或是疏泄功能失调，则影响周身

筋脉濡养，引起膝部诸筋退变，出现拘挛疼痛、活动障

碍等表现。这是中医学对膝关节病变与肝脏功能相

关性的认识［１９－２１］。

在中医学概念中，衰老与肝的联系独特而紧密。

《灵枢·天年》即已记载了中医对于人体衰老过程，脏

腑衰老先后顺序的观察，并认为肝是最先发生衰老的

脏腑：“五十岁，肝气始衰，肝叶始薄，胆汁始灭减，目

始不明。六十岁，心气始衰，苦忧悲，血气懈堕，故好

卧。七十岁，脾气虚，皮肤枯。八十岁，肺气衰，魄离，

故言善误。九十岁，肾气焦，四藏经脉空虚。百岁，五
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脏皆虚，神气皆去，形骸独居而终矣。”［２２］伴随着“肝

气始衰”，肝血濡养功能减退、肝主疏泄功能异常，筋

脉无法获得充分的濡养［６］。“人老膝先老”是中医学

对“肝气始衰”与 ＫＯＡ之间联系的朴素认识。ＫＯＡ

作为一类骨关节退行性疾病，与衰老关系密切。深入

研究肝脏衰老对 ＫＯＡ膝关节软骨的影响，可能是揭

示“柔肝养筋”治膝理论作用原理的关键。

本课题组前期研究［７－８］证实了肝细胞外泌体在

肝－软骨两个不同系统的细胞通讯中的作用，并观察

到白芍等柔肝养筋类药物的药效作用与之密切相关。

以此为基础，本研究观察到年轻小鼠肝脏来源外泌体

可改善 ＫＯＡ模型小鼠的膝关节退变程度，减少

ＭＭＰ１３、ＡＤＡＭＴＳ５表达，但是对 ＣＯＬⅡ、ＡＣＡＮ的表

达无影响。另一方面，老年小鼠肝脏来源外泌体能加

重ＫＯＡ模型小鼠的软骨病理变化，增加 ＭＭＰ１３、

ＡＤＡＭＴＳ５表达，减少 ＣＯＬⅡ、ＡＣＡＮ表达。ＣＯＬⅡ和

ＡＣＡＮ是软骨细胞外基质的主要成分，前者可形成纤

维网络结构使软骨具有抗张强度，后者主要维持软骨

的弹性和黏度，二者对于维持软骨的结构完整与功能

正常十分重要［２３］。ＡＤＡＭＴ５和 ＭＭＰ１３被认为是

ＫＯＡ软骨破坏的关键因子，二者可通过介导多种胶

原蛋白及各种基质蛋白质降解，加速软骨退变［２４］。

来自年轻和老年小鼠肝脏外泌体的作用，初步验证了

肝细胞衰老对于软骨组织的影响，也揭示了 ＫＯＡ一

个新的潜在干预靶点。

综上所述，小鼠肝脏来源外泌体可能参与软骨细

胞合成及分解代谢反应；其中老年小鼠肝脏来源外泌

体可加速细胞外基质降解、减少聚集蛋白聚糖合成，

加剧ＫＯＡ小鼠软骨退变；而年轻小鼠肝脏来源外泌

体可抑制软骨细胞外基质降解，保护ＫＯＡ小鼠软骨。

本实验对于从现代医学角度部分阐释中医“柔肝养

筋”理论，丰富其理论内涵具有一定价值。但本研究

也存在一些不足之处：众所周知，拥有纳米级结构的

外泌体可穿过生物屏障，将其内容物（如蛋白质、

ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ等）递送到靶细胞中，激活靶细胞内信

号通路，进而影响靶细胞的生物学功能，然而本实验

未探究年轻肝脏来源外泌体和老年肝脏来源外泌体

对于软骨造成不同影响的原因和潜在机制，推测这可

能与外泌体差异内容物有关，这也是本团队目前正在

着手的研究，以期揭示其背后的分子机制。
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