
２０２５ 年 １ 月

第 ３５ 卷　 第 １ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｊａｎｕａｒｙ， ２０２５
Ｖｏｌ． ３５　 Ｎｏ． １

王静雅，闫康，李继安，等． 益肾逐瘀通络汤对膝骨关节炎大鼠软骨细胞焦亡和铁死亡的影响 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志，
２０２５， ３５（１）： ４９－５８．
Ｗａｎｇ ＪＹ，Ｙａｎ Ｋ， Ｌｉ ＪＡ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２５， ３５（１）： ４９－５８．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２５． ０１． ００５

［基金项目］河北省国际科技合作基地建设专项（１９３９２５０７Ｄ）；国家科技部对发展中国家科技援助项目（ＫＹ２０１９０４００５）。
［作者简介］王静雅（１９９２—），女，在读硕士研究生，研究方向：骨关节疾病发生机制与防治。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：１３９９４２６５３５＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］王萌（１９８９—），女，博士，副教授，研究方向：骨关节疾病发生机制与防治。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｗｍｃｄｔｃｍ＠ １６３． ｃｏｍ

益肾逐瘀通络汤对膝骨关节炎大鼠软骨细胞焦亡
和铁死亡的影响

王静雅１，２，闫　 康３，李继安１，２，王　 萌１，２∗，杨雨旸１，２，虞跃跃１，２

（１．华北理工大学中医学院，河北 唐山　 ０６３２１０；２．河北省中西医结合重点实验室，河北 唐山　 ０６３２１０；
３．河北大学中医学院，河北 保定　 ０７１０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究益肾逐瘀通络汤对膝骨关节炎（ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ＫＯＡ）大鼠软骨细胞焦亡和铁死

亡的影响。 方法　 ４０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为假手术组（１０ 只）和造模组（３０ 只）；造模组大鼠右后肢膝关节均采

用前交叉韧带离断术（ａｎｔｅｒｉｏｒ ｃｒｕｃｉａｔｅ ｌｉｇａｍｅｎｔ⁃ｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ， ＡＣＬＴ）制作 ＫＯＡ 模型，抽屉试验检测是否到位，造
模操作后，驱赶大鼠每天强制活动 ３０ ｍｉｎ 以诱导 ＫＯＡ 模型，造模 ４ 周后大鼠出现跛行、跳跃动作，且苏木素－
伊红（ＨＥ）染色出现软骨表层缺损变形和炎细胞浸润确认造模成功，造模成功后，大鼠随机分为模型组（ｎ ＝
８）、塞来昔布组（ｎ＝ ８）和益肾逐瘀通络汤组（ｎ ＝ ８）。 各组大鼠给予生理盐水或药物灌胃干预，其中，假手术

组和模型组大鼠灌胃 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 的生理盐水，塞来昔布组大鼠灌胃 １２ ｍｇ ／ ｋｇ 的塞来昔布水溶液，益肾逐瘀通

络汤组大鼠灌胃 ５􀆰 ４ ｇ ／ ｋｇ 的中药水煎液，每天 １ 次，连续 ８ 周。 干预完成后，麻醉大鼠，腹主动脉采血分离血

清，分离膝关节，每组取 ３ 份膝关节固定于多聚甲醛，其他分离关节软骨组织备用。 使用 ＨＥ、番红固绿染色观

察大鼠关节面软骨病理改变；ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 分析骨微结构；ＥＬＩＳＡ 检测血清白细胞介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃１β、ＩＬ⁃１８
的蛋白表达量；逆转录定量 ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）检测细胞焦亡和铁

死亡相关基因 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、ＡＣＳＬ⁃４、ＦＴＨ⁃１、ＧＰＸ⁃４ 和 ＣＯＸ⁃２ 的 ｍＲＮＡ 相对表

达水平。 免疫组化检测 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达情况。 结果　 与假手术组比较，模型组大鼠软骨组

织表层缺损变形，整体各层细胞排列紊乱，番红固绿染色丢失较多，骨小梁稀疏、分布紊乱；血清炎症因子 ＩＬ⁃
１β 和 ＩＬ⁃１８ 升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）；软骨组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、ＡＣＳＬ⁃４ 和 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表

达量均升高（均 Ｐ＜０􀆰 ０１），ＦＴＨ⁃１ 和 ＧＰＸ⁃４ ｍＲＮＡ 表达量均下降（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较，塞来昔布和益肾

逐瘀通络汤组大鼠软骨表面较完整且平滑，细胞数量显著增多，番红固绿染色丢失较少，骨小梁致密、骨皮质

丰厚，骨微结构均改善；血清炎性因子 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 表达量下降（Ｐ＜０􀆰 ０１）；软骨组织 ＮＬＲＰ３（Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜
０􀆰 ０５）、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８、ＡＣＳＬ⁃４ 和 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ（均 Ｐ＜０􀆰 ０１）ｍＲＮＡ 表达量下降；ＦＴＨ⁃１
和 ＧＰＸ⁃４ ｍＲＮＡ 相对表达量显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 益肾逐瘀通络汤可通过抑制 ＫＯＡ 大鼠软骨细胞焦

亡和铁死亡，降低血清 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的水平，改善骨微结构，治疗 ＫＯＡ。
【关键词】 　 逐瘀通络汤；骨关节炎；细胞焦亡；铁死亡
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Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ

ＷＡＮＧ Ｊｉｎｇｙａ１，２， ＹＡＮ Ｋａｎｇ３， ＬＩ Ｊｉａｎ１，２， ＷＡＮＧ Ｍｅｎｇ１，２∗， ＹＡＮＧ Ｙｕｙａｎｇ１，２， ＹＵ Ｙｕｅｙｕｅ１，２

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎｏｒｔｈ Ｃｈｉｎａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
Ｔａｎｇｓｈａｎ ０６３２１０， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｔａｎｇｓｈａｎ ０６３２１０． ３． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，

Ｈｅｂｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｂａｏｄｉｎｇ ０７１０００）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ
ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ （ＫＯＡ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｏｒｔｙ ＳＤ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｉｎｔｏ ａ
ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ １０） ａｎｄ ａ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ ３０）． Ａ ＫＯＡ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ
ｂｙ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｃｒｕｃｉａｔｅ ｌｉｇａｍｅｎｔ ｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｈｉｎｄ ｌｉｍｂ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ． Ｔｈｅ ｄｒａｗｅｒ ｔｅｓｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈｅ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ． Ｐｏｓｔ⁃ｓｕｒｇｅｒｙ， ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ３０ ｍｉｎ ｏｆ ｆｏｒｃｅｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄａｉｌｙ ｔｏ
ｉｎｄｕｃｅ ＫＯＡ． Ｌａｍｅｎｅｓｓ ａｎｄ ｈｏｐｐｉｎｇ ｍｏｖｅｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｆｔｅｒ ４ ｗｅｅｋｓ， ａｎｄ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｄａｍａｇｅ， ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ．
Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｔｏ ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ ８）， ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ ８）， ａｎｄ Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ
Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ ８）． Ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ｒｅｃｅｉｖｅｄ １０ ｍＬ ／ ｋｇ ｏｆ ｓａｌｉｎｅ ｂｙ ｇａｖａｇｅ， ｔｈｅ
ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ １２ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｆ ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ５􀆰 ４
ｇ ／ ｋｇ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅｒｂａｌ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ， ｏｎｃｅ ｄａｉｌｙ ｆｏｒ ８ ｗｅｅｋｓ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｓ， ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｚｅｄ， ｂｌｏｏｄ ｗａｓ
ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｏｒｔａ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｗａｓ ｓｅｐａｒａｔｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ． Ｔｈｒｅｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ
ｆｉｘｅｄ ｉｎ ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｒｅｓｅｒｖｅｄ． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｊｏｉｎｔ ｃａｒｔｉｌａｇｅ
ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ａｎｄ Ｓａｆｒａｎｉｎ Ｏ⁃Ｆａｓｔ Ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂｏｎｅ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ
ｍｉｃｒｏ⁃ｃｏｍｐｕｔｅｄ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ． Ｓｅｒｕｍ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ （ ＩＬ）⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＧＳＤＭＤ， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８， ＡＣＳＬ⁃
４， ＦＴＨ⁃１， ＧＰＸ⁃４， ａｎｄ ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ （ＣＯＸ）⁃２ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ，
ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ａｎｄ ＣＯＸ⁃２ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ，
ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ ｃｅｌｌ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｉｎ ａｌｌ ｌａｙｅｒｓ， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｌｏｓｓ ｏｆ Ｓａｆｒａｎｉｎ Ｏ⁃Ｆａｓｔ Ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ａｎｄ ｓｐａｒｓｅ ａｎｄ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ
ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｂｏｎｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ． Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｗｅｒｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）．
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＧＳＤＭＤ， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８， ＡＣＳＬ⁃４， ａｎｄ ＣＯＸ⁃２ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （ａｌｌ Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ＦＴＨ⁃１ ａｎｄ ＧＰＸ⁃４ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ａｎｄ Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｍｏｏｔｈｅｒ
ａｎｄ ｍｏｒｅ ｉｎｔａｃｔ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｓｕｒｆａｃｅｓ， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｓ， ｌｅｓｓ ｌｏｓｓ ｏｆ Ｓａｆｒａｎｉｎ Ｏ⁃Ｆａｓｔ Ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ，
ｄｅｎｓｅｒ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｂｏｎｅ， ａｎｄ ｔｈｉｃｋｅｒ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｂｏｎｅ， ｗｉｔｈ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｂｏｎｅ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． Ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｌｅｖｅｌｓ
ｗｅｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＮＬＲＰ３ （Ｐ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， ＡＳＣ， Ｃａｐａｓｅ⁃１， ＧＳＤＭＤ， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８， ＡＣＳＬ⁃４， ａｎｄ
ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （ａｌｌ Ｐ＜０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦＴＨ⁃１ ａｎｄ ＧＰＸ⁃４ ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｃａｎ ｔｒｅａｔ ＫＯＡ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ｃｈｏｎｄｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ， ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｌｅｖｅｌｓ， ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｂｏｎｅ
ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｃｅｌｌ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ； ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

０５ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



　 　 膝关节骨性关节炎（ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）
是一种以关节软骨破坏、软骨下骨硬化等为主要

病理表现的一种关节软骨退行性病变［１］。 ＫＯＡ
总体发病率较高，数据调查显示，我国 ８􀆰 １％的人

群患有 ＫＯＡ 症状［２］。 ＫＯＡ 临床常见膝关节疼痛

以及活动受限，严重影响患者的健康水平及生活

质量。 传统中医理论并未有“膝骨关节炎”的病

名，根据其患处在膝关节且以疼痛为主诉的特

征，将之归于“骨痹”“膝痹”的范畴［３］。 中医理论

认为，该病与肾精亏虚、元气不足、久病入络、瘀
血阻滞密切相关，因此用药多选滋补肝肾、活血

化瘀之品。 益肾逐瘀通络汤由身痛逐瘀汤加味

益气强肾、活血化瘀之品而来，常用于治疗颈椎

病、肩周炎、肘关节炎、腰椎病、膝关节炎等疾病，
临床效果显著。

细胞焦亡是一种细胞的裂解性死亡方式，表
现为细胞胀大至细胞膜破裂，使细胞内炎性物质

等细胞内容物释放至胞外，导致一系列炎性反

应［４］。 铁死亡是新发现的一种新型程序性细胞

死亡方式，与铁超载、氨基酸代谢异常、脂质过氧

化等密切相关［５］。 现代研究发现，ＫＯＡ 发病进程

中存在滑膜巨噬细胞焦亡［６］ 和铁死亡的现象［７］，
益肾逐瘀通络汤在实际临床应用与前期动物实

验当中有缓解 ＫＯＡ 的作用［８］，但其起效机制尚未

知。 因此，本研究旨在通过动物实验观察益肾逐

瘀通络汤对 ＫＯＡ 大鼠关节软骨细胞焦亡和铁死

亡的影响，进一步探讨其治疗 ＫＯＡ 的作用机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物　
　 　 ４０ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，６ 周龄，体重 ２００
～２３０ ｇ，购自北京华阜康生物科技股份有限公司

［ＳＣＸＫ（京）２０２０－０００４］。 大鼠在华北理工大学

动物实验中心进行 ７ ｄ 适应性饲养［ＳＹＸＫ（冀）
２０２０－０００７］，饲养环境符合国家标准（ＧＢ １４９２５－
２０２３）。 动物实验方案由华北理工大学动物伦理

委员会审批通过（２０２１⁃ＳＹ⁃００７０）。 实验动物饲养

和实 验 过 程 中 遵 循 减 少 （ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ）、 替 代

（ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ）和优化（ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ）的 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 益肾逐瘀通络汤全方共 １７ 味中药，其中包含

黄芪 ３０ ｇ、牛膝 １２ ｇ、杜仲 ６ ｇ、秦艽 ３ ｇ、当归 ９ ｇ、

桃仁 ９ ｇ、红花 ９ ｇ、川芎 ６ ｇ、制没药 ６ ｇ、香附 ５ ｇ、
羌活 ３ ｇ、地龙 ６ ｇ、生甘草 ６ ｇ、片姜黄 ６ ｇ、全蝎 １
ｇ、蜈蚣 １ ｇ、鹿茸 １ ｇ。 中药饮片购于河北明珠药

业有限公司，药物水煎后浓缩药液至 ０􀆰 ６ ｇ ／ ｍＬ，
４ ℃保存备用。 白细胞介素－１β（ Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，
ＩＬ⁃１β）ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒购自南京建成生物工程

研 究 所， 货 号： Ａ０１７２； 白 细 胞 介 素 － １８
（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１８，ＩＬ⁃１８）检测试剂盒购自南京博研

生物科技有限公司，货号：ＢＹ⁃ＥＲ３３０２０４；核苷酸

结合寡聚化结构域样受体蛋白 ３ 基因（ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ３，ＮＬＲＰ３）、
凋亡相关颗粒样蛋白基因 （ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｓｐｅｃｋ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ＣＡＲＤ，ＡＳＣ）、含半

胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶基因 （ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ
ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ）、
Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ⁃Ｄ（ＧＳＤＭＤ）、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、长链酰基辅

　 　 　

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

名称
Ｎａｍｅ

序列（５’－３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＡＣＡＧＣＡＡＣＡＧＧＧＴＧＧＴＧＧＡＣ
Ｒ： ＴＴＴＧＡＧＧＧＴＧＣＡＧＣＧＡＡＣＴＴ

ＮＬＲＰ３ Ｆ： ＣＴＧＣＴＧＡＡＧＴＧＧＡＴＣＧＡＡＧＴＧ
Ｒ： ＴＧＣＡＡＡＡＧＧＡＡＧＡＡＡＣＣＡＣＧＴ

ＡＳＣ
Ｆ： ＴＣＡＴＴＧＣＣＡＧＧＧＴＣＡＣＡＡＡＡＧ
Ｒ： ＣＡＡＧＴＴＣＴＴＧＣＡＧＧＴＣＡＧＧＴＴ

Ｃａｓｐａｓｅ⁃１
Ｆ： ＡＡＣＴＧＡＡＣＡＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＣＧ
Ｒ： ＧＣＡＧＡＴＡＡＴＧＡＧＧＧＣＡＡＧＡＣＧ

ＩＬ⁃１β
Ｆ：ＣＣＴＧＴＧＴＧＡＴＧＡＡＡＧＡＣＧＧＣ
Ｒ：ＴＡＴＧＴＣＣＣＧＡＣＣＡＴＴＧＣＴＧＴ

ＩＬ⁃１８
Ｆ：ＧＧＡＡＴＣＡＧＡＣＣＡＣＴＴＴＧＧＣＡＧＡ
Ｒ：ＣＡＣＡＧＡＴＡＧＧＧＴＣＡＣＡＧＣＣＡＧＴ

ＧＳＤＭＤ
Ｆ：ＡＣＣＡＧＡＡＣＣＧＧＡＧＴＧＴＴＴＴＧ
Ｒ：ＴＧＡＧＴＣＡＣＡＣＧＣＡＧＣＡＴＡＣＡ

ＡＣＳＬ４
Ｆ：ＡＡＡＴＧＣＡＧＣＣＡＡＡＴＧＧＡＡＡＧ
Ｒ：ＣＡＣＡＧＡＡＡＡＴＧＧＣＡＡＴＧＧＴＧ

ＦＴＨ１
Ｆ：ＡＴＧＡＴＧＴＧＧＣＣＣＴＧＡＡＧＡＡＣ
Ｒ：ＧＣＡＣＡＣＴＣＣＡＴＴＧＣＡＴＴＣＡＧ

ＧＰＸ４
Ｆ：ＣＣＧＧＣＴＡＣＡＡＴＧＴＣＡＧＧＴＴＴ
Ｒ：ＡＣＧＣＡＧＣＣＧＴＴＣＴＴＡＴＣＡＡＴ

ＣＯＸ⁃２
Ｆ：ＡＣＴＡＣＧＣＣＴＧＡＧＴＴＴＣＴＧＡＣＡ
Ｒ：ＧＧＴＧＧＧＣＴＧＴＣＡＡＴＣＡＡＡＴＧＴ

酶 Ａ 合成酶 ４ 基因（ ｌｏｎｇ⁃ｃｈａｉｎ ａｃｙｌ⁃ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ
ｓｙｎｔｈａｓｅ ４，ＡＣＳＬ⁃４）、重铁蛋白基因（ ｆｅｒｒｉｔｉｎ ｈｅａｖｙ
ｃｈａｉｎ １， ＦＴＨ⁃１ ）、 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 ４
（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４， ＧＰＸ４） 和环氧化酶⁃２
（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃２， ＣＯＸ⁃２）的引物序列（见表 １）

１５中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



由大连宝生物有限公司合成。 ＥＤＴＡ 购自北京酷

来搏科技有限公司，货号：ＣＥ４９７１；ＮＬＲＰ３ 一抗购

自华安生物，货号：ＥＴ１６１０⁃９３；Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 一抗购

自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司，货号：２２９１５⁃１⁃ＡＰ；ＣＯＸ⁃２ 一

抗购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司，货号：６６３５１⁃１⁃Ｉｇ。
生物组织摊片机购自上海精学科学仪器有

限公司，型号：ＪＫ⁃ＴＢＰ⁃３Ａ；切片机购自德国 Ｌｅｉｃａ
公司，型号：ＴＰ１０２０；倒置生物显微镜购自麦克奥

迪实业集团有限公司，型号：ＡＥ２０００；ＦｌｅｘＳｔａｔｉｏｎ ３
多功 能 酶 标 仪 购 自 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ， 型 号：
Ｆｌｅｘｓｔａｔｉｏｎ ３；组织脱水机、包埋机、摊烤片机均购

自武汉俊杰电子有限公司，型号：ＪＴ⁃１２Ｊ、ＪＢ⁃Ｌ６、
ＪＫ⁃６。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 分组、造模和给药　
　 　 应用随机数字表法将大鼠随机分为假手术

组（ｎ＝ １０）和造模组（ｎ ＝ ３０），除假手术组，其他

大鼠右侧后肢接受前交叉韧带离断术（ ａｎｔｅｒｉｏｒ
ｃｒｕｃｉａｔｅ ｌｉｇａｍｅｎｔ⁃ｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ，ＡＣＬＴ），造模 ＫＯＡ 模

型。 麻醉后将大鼠仰卧位固定于操作台，沿髌骨

内缘行纵向切口打开关节腔，屈曲大鼠膝关节，
侧推髌骨，暴露前交叉韧带，离断韧带后使髌骨

复位，逐层缝合。 抽屉试验检验造模操作是否到

位。 予青霉素 ３ ｄ，待伤口痊愈后，驱赶大鼠强制

活动，令其每天活动不少于 ３０ ｍｉｎ，持续 ３ 周，以
诱导 ＫＯＡ 模型。 如大鼠出现跛行、跳跃动作，苏
木素－伊红（ＨＥ）染色出现软骨表层缺损变形和

炎细胞浸润则表明造模成功［９－１２］。 假手术组大鼠

仅剪开局部皮肤后即缝合，每日活动方式、活动

时长与其他组相同。 造模 ４ 周后，造模成功的大

鼠随机分为模型组（ｎ＝ ８）、塞来昔布组（ｎ ＝ ８）和
益肾逐瘀通络汤组（ｎ ＝ ８）。 大鼠接受药物干预，
假手术组和模型组大鼠灌胃 １０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ）的生

理盐水；各给药组大鼠按人体剂量的 ３􀆰 １５ 倍（低
剂量）给药，塞来昔布组大鼠按照 １２ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）
灌胃的塞来昔布水溶液；益肾逐瘀通络汤组大鼠

灌胃 ５􀆰 ４ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）中药水煎液，各干预 ８ 周。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＨＥ 染色、番红固绿染色　
　 　 大鼠膝关节脱钙、脱水浸蜡、包埋、切片。 ＨＥ
染色：石蜡切片脱蜡至水后分别进行苏木素染色

和伊红染色，脱水封片后镜下观察膝关节软骨细

胞形态。 番红固绿染色：石蜡切片脱蜡至水后分

别进行固绿染色和番红染色，二甲苯透明，封片

后镜下观察软骨组织形态。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 检测血清 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的表达　
　 　 应用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测血清 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的

水平。 实验操作方法按试剂盒说明书执行。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 分析

　 　 应用 ４％多聚甲醛将大鼠右膝关节固定后送

至上海市第六人民医院进行 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描，观察

大鼠膝关节骨微结构。
１􀆰 ３􀆰 ５ 　 逆转录定量 ＰＣＲ （ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）检测 ｍＲＮＡ
的表达　
　 　 用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂从右膝关节软骨中提取总

ＲＮＡ，逆转录成 ｃＤＮＡ，使用实时定量 ＰＣＲ 检测基

因 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、
ＡＣＳＬ⁃４、ＦＴＨ⁃１、ＧＰＸ⁃４ 和 ＣＯＸ⁃２ 的表达水平。
１􀆰 ３􀆰 ６　 免疫组化检测蛋白的表达　
　 　 按照免疫组化试剂盒说明书进行操作。 石

蜡切片脱蜡水化后进行抗原修复，加入内源性过

氧化物酶抑制剂，一抗 ４ ℃过夜， 加入二抗，３７ ℃
孵育，ＤＡＢ 显色。 观察关节软骨中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１和 ＣＯＸ⁃２ 的表达。
１􀆰 ４　 统计学方法　
　 　 应用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件对数据进行处理，检测

结果用平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，组间比较应用

Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ。 事后比较方差齐时用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ
检验，方差不齐用 Ｔａｍｈａｎｅ Ｔ２ 检验。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５
为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 益肾逐瘀通络汤对软骨组织形态学的影响

　 　 ＨＥ 染色主要用于观察软骨细胞形态学的情

况，其中细胞核呈蓝色，细胞质呈红色。 如图 １ 所

示，假手术组关节软骨表面光滑且完整，各层细

胞排列整齐；而模型组关节软骨表层缺损变形，
整体各层细胞排列紊乱；塞来昔布组和益肾逐瘀

通络汤组软骨表面较完整且平滑，细胞数量显著

增多。
番红固绿染色主要用于观察关节软骨、软骨

下的骨组织结构，其中关节软骨呈红色或橙红

色，成骨呈绿色。 如图 ２ 所示，假手术组软骨表面

光滑，结构正常，关节面整齐，无番红固绿丢失；

２５ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



模型组软骨组织关节面结构破坏，表面粗糙，番
红固绿染色丢失；塞来昔布组和益肾逐瘀通络汤

组大鼠骨组织关节面结构明显改善，表面略微粗

糙番红固绿染色丢失较少。
２􀆰 ２　 益肾逐瘀通络汤对骨微结构的影响

　 　 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测结果见图 ３。 软骨下骨二维成

像所示，与假手术组比较，模型组骨小梁变得稀

疏、分布紊乱，骨皮质变薄；与模型组比较，塞来

昔布组与益肾逐瘀通络汤组骨小梁致密、骨皮质

丰厚，骨微结构均改善。
２􀆰 ３　 益肾逐瘀通络汤对血清炎症因子的影响　
　 　 与假手术组比较，模型组大鼠血清细胞因子

ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），存在明显的

炎症反应；与模型组比较，塞来昔布组和益肾逐

瘀通络汤组均显著下调了大鼠的血清炎症因子

表达（Ｐ＜０􀆰 ０１），提示二者均具有抗炎作用。 见

表 ２。
２􀆰 ４　 益肾逐瘀通络汤对软骨细胞焦亡的影响　
　 　 与假手术组比较，模型组大鼠软骨组织

ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ、 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８
ｍＲＮＡ 相对表达量均显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＫＯＡ
模型大鼠软骨组织中存在炎症和细胞焦亡相关

基因表达上调；与模型组比较，塞来昔布组和益

肾逐瘀通络汤组大鼠软骨组织 ＮＬＲＰ３（Ｐ＜０􀆰 ０１，
Ｐ＜０􀆰 ０５）、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８
（均 Ｐ＜０􀆰 ０１） ｍＲＮＡ 表达量下降，益肾逐瘀通络

汤能够显著降低炎性与细胞焦亡基因表达。 见

表 ３，图 ４。

注：蓝色箭头：软骨表层缺损变形；黄色箭头：软骨细胞增生。
图 １　 软骨 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ， Ｓｕｒｆａｃｅ ｌａｙｅｒ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｗａｓ ｄｅｆｅｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｄｅｆｏｒｍｅｄ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ， Ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．
Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ

注：蓝色箭头：软骨表层缺损变形，黄色箭头：染色缺失。

图 ２　 软骨番红固绿染色

Ｎｏｔｅ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ， Ｓｕｒｆａｃｅ ｌａｙｅｒ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｗａｓ ｄｅｆｅｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｄｅｆｏｒｍｅｄ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ， Ｓｔａｉｎｉｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｓａｆｒａｎｉｎ ａｎｄ ｓｏｌｉｄ ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ

图 ３　 软骨下骨 ２Ｄ 成像图像

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ２Ｄ ｉｍａｇｉｎｇ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｓｕｂｃｈｏｎｄｒａｌ ｂｏｎｅ

３５中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



表 ４　 益肾逐瘀通络汤对软骨细胞 ＡＣＳＬ⁃４、ＣＯＸ⁃２、ＦＴＨ⁃１、ＧＰＸ⁃４ ｍＲＮＡ 的影响（ｎ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ＡＣＳＬ⁃４， ＣＯＸ⁃２， ＦＴＨ⁃１， ａｎｄ ＧＰＸ⁃４ ｍＲＮＡ ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ （ｎ＝ ３）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＡＣＳＬ⁃４ ＣＯＸ⁃２ ＦＴＨ⁃１ ＧＰＸ⁃４

假手术组
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ １ １ １ １

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ７７±０􀆰 ４８∗∗ ２􀆰 ５３±０􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０３∗∗ ０􀆰 ２０±０􀆰 ０３∗∗

塞来昔布组
Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０２±０􀆰 ０８△△ １􀆰 ３１±０􀆰 １３△△ ０􀆰 ８９±０􀆰 ０８△△ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０６△△

益肾逐瘀通络汤组
Ｙｉｓｈｅｎ Ｚｈｕｙｕ Ｔｏｎｇｌｕｏ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ９６±０􀆰 １０△△ １􀆰 ４１±０􀆰 １３△△ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０３△△ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０７△△

注：与假手术组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， △△Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， △△Ｐ＜０􀆰 ０１．

图 ５　 大鼠膝关节软骨组织 ＣＯＸ⁃２ 表达

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＣＯＸ⁃２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ

３　 讨论

　 　 内经指出“年四十，而阴气自半，起居衰矣”，
强调了肾精不足是机体衰老的主导因素［１０－１２］，而
ＫＯＡ 的主要发病机制在于软骨发生退行性变化，
软骨成分发生改变，最终导致关节疼痛和功能丧

失，与肾虚精亏所致经脉痹阻密切相关。 益肾逐

瘀通络汤由身痛逐瘀汤去掉五灵脂加黄芪、鹿
茸、杜仲、全蝎、蜈蚣、片姜黄化裁而来，在原方活

血通络的基础上，加黄芪补气以活血，杜仲、鹿茸

补肝肾、壮筋骨；全蝎、蜈蚣、片姜黄通络化瘀，使
全方具有益气强肾、活血祛瘀、通痹止痛之功，符
合中老年人 ＫＯＡ 肾精亏虚、络脉不畅的基本病

机。 本方临床常用于治疗瘀血痹阻、肾精不充、
筋骨失荣导致的各种退行性关节病经久不愈者。

细胞焦亡、铁死亡是区别于传统细胞凋亡、
坏死和自噬的两种新型细胞程序性死亡，具有不

同的生物学特征，对 ＫＯＡ 软骨基质稳态具有调控

作用，是引起软骨成分改变的重要因素，这同时

也是 ＫＯＡ 瘀血痹阻、肾精不充、筋骨失荣的具体

体现。 塞来昔布是非甾体类抗炎药，是临床治疗

ＫＯＡ 的常规药物，本品通过抑制环氧化酶 － ２

（ＣＯＸ⁃２）来抑制前列腺素生成，可以减少局部组

织的水肿和疼痛。 因此，本实验以塞来昔布为阳

性对照药。
近年来，部分研究证明细胞焦亡可能与 ＫＯＡ

的软骨破坏有关［１３－１４］。 具体来说，ＮＬＲＰ３（ＮＯＤ
样受体蛋白 ３）炎症小体的激活可以介导 Ｃａｓｐａｓｅ⁃
１，促使 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的前体加工裂解，促进细胞

焦亡，破坏膝关节软骨［１５］。 研究表明，ＩＬ⁃１β 在

ＫＯＡ 的发病过程中起重要作用，包括加速关节软

骨破坏，促进软骨纤维化等［１６－１７］。 ＩＬ⁃１８ 可刺激

ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 的释放，进而协调促进基质金属

蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）生成，并
加速降解Ⅱ型胶原和蛋白聚糖，破坏软骨细胞基

质稳态［１８］。 因此，调控 ＮＬＲＰ３ 炎性体介导依赖

Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的细胞焦亡是抑制 ＫＯＡ 的炎症损伤的

重要方法。 本实验结果表明与假手术组比较，模
型 组 大 鼠 软 骨 组 织 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、
ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 表达量均显著升高，与模

型组比较，益肾逐瘀通络汤组大鼠软骨组织

ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 表

达量下降。 说明 ＫＯＡ 大鼠软骨细胞出现 ＮＬＲＰ３
炎症小体活化和细胞焦亡，而益肾逐瘀通络汤可
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以抑制软骨细胞焦亡，治疗 ＫＯＡ。
铁死亡被发现与 ＫＯＡ 的发生发展有着密切

的联系［１９］。 铁死亡与传统的细胞死亡方式不同，
其主要是由于铁含量的增高引起细胞内脂质活

性氧生成与降解的平衡失调而引起的细胞死

亡［２０］。 铁死亡具有典型的生物化学特征，如谷胱

甘肽耗竭以及 ＧＰＸ４ 被抑制，使得细胞内活性氧

浓度上升、细胞内 Ｆｅ２＋水平升高，同时还会出现线

粒体膜电位的下降、发生炎症反应等现象，进而

促进骨关节炎的发生［２１］。 骨关节炎患者滑液中

铁的浓度明显高于健康人，此外，关节损伤程度

与血清铁蛋白升高呈正相关。 ＡＣＳＬ４ 是多不饱

和脂肪酸（ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ，ＰＵＦＡｓ）代谢

的重要同工酶，决定细胞铁死亡的敏感性［２２］。
ＣＯＸ⁃２ 是催化体内 ＡＡ 合成前列腺素（ＰＧ）步骤

中的限速酶，是脂质过氧化和铁死亡的标志

物［２３］，ＧＰＸ４ 蛋白是人体内一类能够将脂质过氧

化物还原为醇类的酶，可以减少细胞中的脂质过

氧化物的积累并且帮助细胞存活，ＧＰＸ４ 蛋白丧

失活性可以促进铁死亡的发生［２４］。 铁蛋白

（ｆｅｒｒｉｔｉｎ）由重链（ ｆｅｒｒｉｔｉｎ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ，ＦＴＨ）和轻

链（ｆｅｒｒｉｔｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ，ＦＴＬ）两种亚基构成球壳空

腔结构，是细胞内最主要的储铁蛋白，维持细胞

内铁稳态，减少 Ｆｅｎｔｏｎ 反应导致的氧化应激，达
到保护细胞的目的，铁输入和 ｆｅｒｒｉｔｉｎ 降解等过程

都促进铁死亡［２５］。 本研究发现与假手术组比较，
模型组大鼠软骨组织 ＡＣＳＬ⁃４ 和 ＣＯＸ⁃２ 表达量均

显著升高，ＦＴＨ⁃１ 和 ＧＰＸ⁃４ 表达量均显著下降；
与模型组比较，益肾逐瘀通络汤组大鼠软骨组织

ＡＣＳＬ⁃４ 和 ＣＯＸ⁃２ 表达量下降，ＦＴＨ⁃１ 和 ＧＰＸ⁃４
表达量升高。 说明除细胞焦亡外，ＫＯＡ 大鼠软骨

细胞出现铁死亡现象，而益肾逐瘀通络汤可以抑

制软骨铁死亡。
ＫＯＡ 是一种退行性疾病，这与老年人年老体

衰，肾精亏虚，筋骨失荣；久病入络，瘀血阻滞，经
脉痹阻密切相关。 肾精亏虚，筋骨失荣则关节软

骨组织不能得到精血荣养，细胞出现各种异常死

亡，如细胞焦亡、铁死亡等。 瘀血阻滞，经脉痹阻，
使得关节软骨组织出现炎症反应。 本研究表明

益肾逐瘀通络汤既可益气强肾又可活血祛瘀、通
痹止痛，是治疗 ＫＯＡ 的有效方剂，其作用机制可

能与抑制 ＫＯＡ 大鼠软骨细胞焦亡和铁死亡，降低

血清 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的水平，改善骨微结构有关。
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