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·实验研究·

当归-牛膝药对调控脑和肌肉芳烃受体核转运样蛋白1/时钟节律
调节蛋白信号通路对膝骨关节炎大鼠软骨细胞凋亡的影响
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[摘要] 目的:探讨当归-牛膝药对调控脑和肌肉芳香烃受体核转运样蛋白1(Bmal1)/时钟节律调节蛋

白(Clock)信号通路对膝骨关节炎(KOA)大鼠软骨细胞凋亡的影响。方法:采用前交叉韧带横断术

(ACLT)构建大鼠膝骨关节炎模型,造模成功后的大鼠随机分为模型组、阳性对照组(塞来昔布18mg/

kg)、当归-牛膝药对低剂量组(1.08g/kg)、当归-牛膝药对高剂量组(2.16g/kg)、当归-牛膝+Bmal1抑

制剂组(当归-牛膝2.16g/kg+Bmal1抑制剂SR900950mg/kg),每组7只;另取7只大鼠作为假手术

组。假手术组和模型组大鼠灌胃或腹腔注射生理盐水,其余各组大鼠灌胃或腹腔注射相应药物,1
次/d,连续28d。末次给药后,观察各组大鼠膝关节软骨组织病理改变并进行 Mankin评分,检测血清

中白细胞介素1β(IL-1β)及IL-6的含量,检测软骨细胞凋亡情况,检测软骨组织中Bmal1蛋白阳性表

达,测定软骨组织中B细胞淋巴瘤2(Bcl-2)、Bcl-2相关X蛋白(Bax)、活化的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋

白水解酶3(Cleavedcaspase3)凋亡相关蛋白的表达,软骨组织Bmal1/Clock信号通路相关蛋白及

mRNA表达。结果:与假手术组比较,模型组大鼠软骨表面破损、连续性中断,软骨细胞排列紊乱,软骨

基质中蛋白聚糖含量降低;血清中IL-1β、IL-6含量显著升高;凋亡的软骨细胞显著增多;软骨组织中

Bmal1蛋白阳性表达显著降低,Bcl-2蛋白表达显著降低,Bax、Cleavedcaspase3蛋白表达显著升高,

Bmal1、Clock蛋白及mRNA显著升高(P<0.05)。与模型组比较,当归-牛膝药对低、高剂量组和阳性

对照组大鼠软骨组织的病理改变均显著改善,上述指标均显著逆转(P<0.05);抑制Bmal1/Clock信号

通路能减轻当归-牛膝药对改善软骨细胞凋亡的作用。结论:当归-牛膝药对可改善膝骨关节炎大鼠软

骨细胞凋亡,其作用可能与激活Bmal1/Clock信号通路有关。
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EffectsofCoupletMedicinalsofAngelicaSinensisandAchyranthes
BidentataModulationofBmal1/ClockSignalingPathwayon
CartilageCellsApoptosisinRatswithKneeOsteoarthritis

LIUTan1 LIUDeren1 LIZhenhui1 WUPeng1 MAOJun1△
1AffiliatedHospitalofNanjingUniversityofChineseMedicine(JiangsuProvinceHospitalofChineseMedicine),Nanjing
210029,China.

Abstract Objective:ToinvestigatetheeffectsofcoupletmedicinalsofAngelicaSinensisandAchyranthesBidentatamodulation
ofbrainandmuscleARNT-like1(Bmal1)/clockrhythmregulatingprotein(Clock)signalingpathwayoncartilagecellsapoptosis
inratswithkneeosteoarthritis(KOA).Methods:Anteriorcruciateligamenttransection(ACLT)wasusedtoconstructarat

KOA model,andtheratsaftersuccessfulmodeling were
randomlydividedintomodelgroup,positivecontrolgroup
(celecoxib18mg/kg),AngelicaSinensisandAchyranthes
Bidentatalow-dosegroup(1.08g/kg),AngelicaSinensisand
AchyranthesBidentatahigh-dosegroup(2.16g/kg),Angel-
icaSinensisandAchyranthesBidentata+ Bmal1inhibitor
group (Angelica Sinensis and Achyranthes Bidentata
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2.16g/kg+Bmal1inhibitorSR900950mg/kg),with7ratsineachgroup;another7ratsweretakenastheshamopera-
tiongroup.Theratsinthesham-operationgroupandmodelgroupwereinjectedwithsalinebygavageorintraperitoneal
injection,andtheratsintheremaininggroupswereinjectedwiththecorrespondingdrugsbygavageorintraperitoneal
injectiononceadayfor28d.Afterthelastadministration,thehistopathologicalchangesinthecartilageofthekneejoints
ofratsineachgroupwereobservedandMankinscorewasperformed,thelevelsofinterleukin1β(IL-1β)andIL-6inser-
umweredetected,thechondrocyteapoptosiswasdetected,thepositiveexpressionofBmal1proteinincartilagetissuewas
detected,andtheexpressionofB-celllymphoma2(Bcl-2),Bcl-2-associatedXprotein(Bax),andtheexpressionofcleaved
cysteinylaspartatespecificproteinase3(Cleavedcaspase3)apoptosis-relatedproteinexpression,andcartilagetissue
Bmal1/Clocksignalingpathway-relatedproteinandmRNAexpression.Results:Comparedwiththeshamoperationgroup,

ratsinthemodelgrouphadbrokencartilagesurfaces,interruptedcontinuity,disorganizedchondrocytearrangement,and
reducedproteoglycancontentincartilagematrix;theserumlevelsofIL-1βandIL-6weresignificantlyelevated;the
apoptoticchondrocytesweresignificantlyelevated;thepercentageofBmal1protein-positivecellsinthecartilagetissues
wassignificantlylower,theexpressionofBcl-2proteinwassignificantlylower,andtheexpressionsofBax,Cleavedcaspase
3proteinweresignificantlyelevated,aswellasBmal1,ClockproteinandmRNAweresignificantlyelevated(P<0.05).
Comparedwiththemodelgroup,thecoupletmedicinalsofAngelicaSinensisandAchyranthesBidentatapairsoflow-and
high-dosegroupsandthepositivecontrolgroupsignificantlyimprovedthepathologicalchangesinthecartilagetissueof
rats,andalloftheaboveindexesweresignificantlyreversed(P<0.05);theinhibitionoftheBmal1/Clocksignalingpath-
waycouldattenuatetheeffectsofthecoupletmedicinalsofAngelicaSinensisandAchyranthesBidentataontheimprove-
mentofapoptosisofchondrocytes.Conclusion:ThecoupletmedicinalsofAngelicaSinensisandAchyranthesBidentata
amelioratedcartilagecellsapoptosisinKOArats,anditseffectmayberelatedtotheactivationoftheBmal1/Clocksigna-
lingpathway.
Keywords: kneeosteoarthritis;coupletmedicinalsofAngelicaSinensisandAchyranthesBidentata;brainandmuscle
ARNT-like1/clockrhythmregulatingproteinsignalingpathway;apoptosis

  膝骨关节炎(KOA)是一种常见的慢性、致残性关

节疾病[1],我国症状性膝骨关节炎患病率达17%[2]。
关节软骨破损通常被视为膝骨关节炎的标志性病理改

变[3]。中药具有多靶点、低毒性的特点,在膝骨关节炎

治疗领域有举足轻重的作用。当归-牛膝药对因其补

益肝肾、活血化瘀之效,被广泛用于膝骨关节炎的治

疗,其具体机制主要集中于抗炎和抗凋亡等方面[4]。
研究表明昼夜节律紊乱会导致膝骨关节炎的发病,脑
和肌肉芳香烃受体核转运样蛋白1(Bmal1)和时钟节

律调节蛋白(Clock)是昼夜节律基因的转录激活因子,
功能性昼夜节律钟驱动下游细胞凋亡、细胞外基质重

塑的基因表达[5]。本研究观察当归-牛膝药对对大鼠

膝骨关节炎模型软骨细胞凋亡的干预作用,并基于

Bmal1/Clock信号通路探讨其可能机制,可为临床治

疗膝骨关节炎提供依据。

1 材料

1.1 实验动物

SPF级雄性SD大鼠42只,6~8周龄,体重为

180~200g,购自北京维通利华实验动物技术有限公

司,动物生产许可证号为SCXK(京)2021-0011。所有

动物均饲养于南京中医药大学实验动物中心,(25±2)

℃,相对湿度为60%±5%,每12h光照/黑暗循环,自
由摄水、饮食,适应性喂养1周后进行后续实验。本研

究方案经南京中医药大学动物伦理委员会审核批准,
批准号为202212A017。

1.2 主要药品与试剂

当归、牛膝购自南京中医药大学附属医院中药房,
经该院中药师鉴定符合2020年版《中华人民共和国药

典》相关规定;塞来昔布胶囊(国药准字J20140072)购
自辉瑞制药有限公司。SR9009(货号为 HY-16989)购
自美国 MedChemexpress公司;BCA 蛋白检测试剂

盒、RIPA 裂 解 液、蛋 白 酶 和 磷 酸 酶 抑 制 剂、SDS-
PAGE蛋 白 上 样 缓 冲 液、DEPC 水 (批 号 分 别 为

P0012、P0013B、P1048、P0015L、R0022)购自上海碧云

天生物技术有限公司;4%多聚甲醛(批号为 G1101-
500ML)购自武汉赛维尔生物科技有限公司;白细胞

介素-1β(IL-1β)、IL-6酶联免疫吸附测定(ELISA)试
剂盒(批号分别为SEKR-0002、SEKR-0005)购自北京

索莱宝科技有限公司;TUNEL试剂盒、抗荧光淬灭封

片剂、PBS 缓 冲 液 (批 号 分 别 为 P0023、PN0024、

PN0031)购自武汉皮诺飞生物科技有限公司;兔源

Bmal1、Clock、B细胞淋巴瘤2(Bcl-2)、Bcl-2相关X蛋

白(Bax)、活化的含半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶3
(Cleavedcaspase3)、β-肌动蛋白(β-actin)抗体(批号

分 别 为 DF10308、AF0323、AF0120、AF6139、

AF7022、AF7018)购自美国 AffinityBiosciences公
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司;辣根过氧化物酶偶联的亲和纯化羊抗兔IgG(H+
L)二抗(批号为K1223)购自美国 APExBIO公司;超
特敏电化学发光底物(批号为BL520B)购自合肥白鲨

科技有限公司;传统总RNA提取试剂、预混液形式的

高效第二代定量聚合酶链式反应(qPCR)专用逆转录

试剂盒、高灵敏性染料法qPCR检测试剂盒 (批号分

别为R401-01、R222-01、Q331-02)购自南京诺唯赞生

物科技股份有限公司。

1.3 主要仪器

本研究所用主要仪器包括FR900型超低温冰箱

(美国Thermo公司),KK291160型-20℃冰箱(德国

Siemens公司),5702型台式高速离心机(德国Eppen-
dorf公 司),DMI3000B 显 微 镜(德 国 Leica公 司),

ELX800型酶标仪(美国BioTek公司),NikonDS-U3
成像系统、NIKONECLIPSE正置荧光显微镜 (日本

Nikon公司),ImageQuantLAS4000mini蛋白免疫印

迹图像采集系统(美国GE公司),ABI7500型实时定

量PCR仪(美国AppliedBiosystems公司)。

2 方法

2.1 药液的制备

称取24g当归和24g牛膝用超纯水浸泡中药饮

片30min,大火煮沸后转文火再煎煮30min,收集药

液,剩余药材重复上述步骤再次煎煮。合并两次水

煎药液,60℃下浓缩,冷冻干燥,冻干粉置于-20℃
冰箱暂存备用。给药前分别用超纯水稀释成浓度

0.27g/mL(低剂量)和0.54g/mL(高剂量)的药

液。研究表明塞来昔布具有保护软骨的特性,能延

缓骨关节炎的进展[6]。200mg塞来昔布胶囊研磨成

粉状后,加入50mL生理盐水配制成4mg/mL混悬

液备用。

2.2 分组、造模与给药

将35只 雄 性 SD 大 鼠 行 前 交 叉 韧 带 横 断 术

(ACLT)构建膝骨关节炎模型[7],造模14d后,通过

前抽屉试验模拟膝关节前向不稳,以评估韧带损伤

程度,具体操作包括:使大鼠膝关节被动屈曲90°,一
手固定大鼠大腿,另一手握住大鼠小腿上段做向前

拉及后推的动作,若大鼠胫骨结节明显向前移位则

为阳性,表明大鼠前交叉韧带已被切断。此评估方

法的有效性已在前人研究中得到验证[8]。造模成功

后的大鼠随机分为模型组、阳性对照组、当归-牛膝药

对低剂量组、当归-牛膝药对高剂量组和当归-牛膝+
Bmal1抑制剂组,每组7只。另取7只雄性SD大鼠作

为假手术组,假手术组仅切开皮肤打开关节腔。依据人

与大鼠体表面积折算法计算大鼠的药物临床等效剂量,
当归-牛膝药对低剂量组和当归-牛膝药对高剂量组给药

剂量分别为1.08g/kg和2.16g/kg,阳性对照组给药剂

量为18mg/kg。当归-牛膝+Bmal1抑制剂组在首次

灌胃前予50mg/kgSR9009(Bmal1抑制剂)腹腔注射

给药,随后予2.16g/kg当归-牛膝灌胃。SR9009给

药剂量和给药方式参照文献[9]。各给药组大鼠给予

相应药物灌胃或腹腔注射,假手术组和模型组大鼠灌

胃或腹腔注射等体积生理盐水,灌胃1次/d,连续

28d。

2.3 样本采集和保存

末次给药后,全部大鼠过夜禁食、禁水12h后予

3%戊巴比妥钠1mL/kg腹腔注射麻醉,腹主动脉采

血后经3000r/min离心15min分离血清,-80℃冰

箱中保存;一部分膝关节软骨组织放入装有4%多聚

甲醛的冻存管中保存,后续用于组织病理切片;另一部

分大鼠的膝关节软骨组织放入冻存管中在-80℃冰

箱中保存。

2.4 大鼠软骨组织病理形态学观察

采用苏木精-伊红(HE)染色法和番红固绿染色法

进行观察。取固定在4%多聚甲醛的软骨组织,在

10% EDTA 溶液中脱钙25d。石蜡包埋,再 制 成

5μm厚的矢状切片,常规 HE染色和番红固绿染色,
在光镜下观察软骨组织病理形态并摄片,参照 Mankin
评分标准评估软骨组织病理形态学改变[10]。

2.5 大鼠血清IL-1β和IL-6含量检测

按照ELISA试剂盒说明书检测,取-80℃冰箱

冻存的血清样本,以酶标仪于450nm 波长处测定

IL-1β及IL-6含量。

2.6 软骨组织中Bmal1蛋白阳性表达检测

采用免疫组化法(IHC)检测。取软骨组织,石蜡

切片制备同上,切片脱蜡后,通过降级乙醇水化,再进

行抗原修复,洗涤,封闭后与Bmal1一抗(稀释比例为

1∶100)4℃下孵育过夜。次日加入相应二抗(稀释比

例为1∶200)后室温孵育45min,DAB底物用于着

色,复染细胞核,脱水封片,光镜下观察并摄片。

2.7 软骨组织TUNEL染色

采用TUNEL染色法进行检测。取软骨组织,石
蜡切片制备同上,切片脱蜡后,通过降级乙醇水化,

PBS清洗后滴加50μLProteinaseK工作液,37℃下

孵育 20 min;PBS 清 洗 3 min×3 次,滴 入50μL
TUNEL孵育液,37℃下孵育2h;PBS清洗5min×3
次,滴加50μLDAPI染色液,室温避光染色3min;

PBS清洗5min×3次,用抗荧光淬灭封片剂封片,正
置荧光显微镜下观察并摄片。

2.8 软骨组织Bax、Bcl-2、Cleavedcaspase3、Bmal1
及Clock蛋白表达检测

采用 WesternBlot法检测。取-80℃冰箱冻存

的软骨组织样本,加入液氮研磨成粉,加入含蛋白酶磷
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酸酶抑制剂的 RIPA裂解混合液,裂解15min后,在

4℃下经12000r/min离心20min后收集上清液;

BCA蛋白检测试剂盒测定蛋白浓度,加入SDS-PAGE
蛋白上样缓冲液配平后,经98℃变性5min;制胶、上
样,电泳后转膜至PVDF膜上,5%脱脂奶粉室温封闭

2h后 TBST 洗膜10min,将膜分别与 Bcl-2、Bax、

Cleavedcaspase3、Bmal1、Clock一抗(稀释比例均为

1∶1000)在4℃下孵育过夜;用TBST洗膜10min×3
次,与相应二抗(稀释比例为1∶5000)在室温下孵育

1h,再以TBST洗膜10min×3次;加入电化学发光

底物显色曝光;用ImageJ软件进行分析,各目的蛋白

的相对表达水平以目的蛋白与内参蛋白(β-actin)的灰

度值比值表示。

2.9 软骨组织Bmal1及ClockmRNA表达水平

采用qPCR法检测。取-80℃冰箱冻存的大鼠

软骨组织,按照传统总RNA提取试剂说明书提取软

骨组织总 mRNA,测定 OD值,OD值为260/280nm
(1.8~2.0)符合标准,逆转录为cDNA,严格按照高灵

敏性染料法定量PCR试剂盒进行扩增,PCR扩增条

件如下:预变性(95℃,30s)、循环反应(95℃,10s;

60℃,30s;循环40次)与 熔 解 曲 线(95 ℃,15s;

60℃,60s;95℃,15s)。以β-actin作为内参基因,通
过2-ΔΔCt计算法来计算Bmal1及ClockmRNA表达水

平。Bmal1的 上、下 游 引 物 分 别 为5'-AAGATGG-
GGCTGGACGAAG-3'和5'-ACCCGTATTTCCCCG-
TTCAC-3';Clock的上、下游引物分别为5'-GCAGT-

TGATAAAGGCGCTC-3'和5'-TTGTGGGGAGCA-
GACAGAG-3';β-actin的上、下游引物分别为5'-CG-
CGAGTACAACCTTCTTG-3'和 5'-TGACCCATA-
CCCACCATCAC-3'。

2.10 统计学方法

采用GraphPadPrism8.3软件对数据进行统计

分析和绘图。计量资料数据以x±s形式呈现,多组间

比较采用单因素方差分析(ANOVA),组间两两比较

采用LSD-t检验,P<0.05差异有统计学意义。

3 结果

3.1 各组大鼠软骨组织的病理形态比较

假手术组大鼠软骨表面光滑完整,软骨细胞排列

有序,软骨基质中蛋白聚糖含量丰富;与假手术组比

较,模型组大鼠出现软骨表面破损、连续性中断和软骨

细胞排列紊乱,软骨基质中蛋白聚糖含量稀少;当归-
牛膝药对低剂量组关节软骨表面较粗糙、欠连续,软骨

细胞排列稍无序,软骨基质中蛋白聚糖含量尚可,较模

型组改善;当归-牛膝药对高剂量组和阳性对照组软骨

表面较完整,连续性未见明显中断,软骨细胞排列较为

有序,软骨基质中蛋白聚糖含量明显增多,较当归-牛
膝药对低剂量组大鼠软骨进一步改善,见图1和图2。
此外,与假手术组比较,模型组 Mankin评分显著升高

(P<0.05);与模型组比较,各给药组 Mankin评分均

显著降低(P<0.05);与当归-牛膝药对低剂量组比

较,当归-牛膝药对高剂量组和阳性对照组 Mankin评

分均显著降低(P<0.05),见表1。

图1 各组大鼠软骨组织病理形态比较(HE染色法,×200)

3.2 各组大鼠血清中IL-1β及IL-6含量比较

与假手术组比较,模型组大鼠血清中IL-1β及

IL-6含量显著升高 (P<0.05);与模型组比较,各给

药组大鼠血清中IL-1β及IL-6含量均显著降低(P<
0.05);与当归-牛膝药对低剂量组比较,当归-牛膝药

对高剂量组和阳性对照组血清中IL-1β及IL-6含量

均显著降低(P<0.05),见表2。

3.3 各组大鼠软骨组织Bmal1蛋白阳性表达比较

与假手术组比较,模型组大鼠软骨组织Bmal1
蛋白阳性表达显著降低(P<0.05);与模型组比较,
各给药组大鼠软骨组织Bmal1蛋白阳性表达均显著

升高(P<0.05);与当归-牛膝药对低剂量组比较,当
归-牛膝药对高剂量组和阳性对照组Bmal1蛋白阳性

表达均显著升高(P<0.05),见图3及表3。
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图2 各组大鼠软骨组织病理形态比较(番红固绿染色法,×200)

表1 各组大鼠 Mankin评分(n=7,x±s)

组别 Mankin评分/分

假手术组 1.167±0.764
模型组 9.333±1.5281)

阳性对照组 3.500±0.5002)3)

当归-牛膝药对低剂量组 6.333±0.5772)

当归-牛膝药对高剂量组 3.167±0.2892)3)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与当归-牛膝药对低剂量组比较,P<0.05。

3.4 各组大鼠软骨组织TUNEL染色结果比较

与假手术组比较,模型组大鼠凋亡的软骨细胞(即
染成绿色的细胞)显著升高;与模型组比较,各给药组

大鼠凋亡的软骨细胞显著降低;与当归-牛膝药对低剂

量组比较,当归-牛膝药对高剂量组和阳性对照组中凋

亡的软骨细胞进一步降低,见图4。

3.5 各组大鼠软骨组织Bcl-2、Bax及Cleavedcaspase3
蛋白表达比较

表2 各组大鼠血清中IL-1β及IL-6含量比较(n=7,x±s,pg/mL)

组别 IL-1β  IL-6
假手术组 66.912±7.796 107.362±10.633
模型组 173.684±15.0161) 204.210±15.5611)

阳性对照组 114.390±8.2452)3) 139.222±8.9632)3)

当归-牛膝药对低剂量组 146.258±12.2882) 166.170±11.8402)

当归-牛膝药对高剂量组 109.632±11.1252)3) 135.696±8.4122)3)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;3)与当归-牛膝药对低剂量组比较,P<0.05。

图3 各组大鼠软骨组织中Bmal1蛋白阳性表达显微图(IHC,×200)

  与假手术组比较,模型组大鼠软骨组织Bcl-2蛋

白表达显著降低(P<0.05),Bax及Cleavedcaspase3
蛋白表达显著升高(P<0.05);与模型组比较,各给药

组大鼠软骨组织 Bcl-2蛋白表达均显著升高(P<

0.05),Bax及Cleavedcaspase3蛋白表达均显著降低

(P<0.05);与当归-牛膝药对低剂量组比较,当归-牛
膝药对高剂量组和阳性对照组Bcl-2蛋白表达均显著

升高(P<0.05),Bax及Cleavedcaspase3蛋白表达
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表3 各组大鼠软骨组织中Bmal1蛋白阳性表达

比较(n=7,x±s)

组别 Bmal1   
假手术组 21.472±2.809
模型组 3.965±1.7821)

阳性对照组 15.978±1.0532)3)

当归-牛膝药对低剂量组 9.132±2.0262)

当归-牛膝药对高剂量组 16.755±1.4162)3)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与当归-牛膝药对低剂量组比较,P<0.05。

均显著降低(P<0.05),见图5及表4。

3.6 各组大鼠软骨组织Bmal1及Clock蛋白表达

比较

与假手术组比较,模型组大鼠软骨组织Bmal1及

Clock蛋白表达显著降低(P<0.05);与模型组比较,各
给药组大鼠软骨组织Bmal1及Clock蛋白表达均显著

升高(P<0.05);与当归-牛膝药对低剂量组比较,当归-
牛膝药对高剂量组和阳性对照组Bmal1及Clock蛋白

表达均显著升高(P<0.05),见图6及表5。

图4 各组大鼠软骨组织TUNEL染色结果图(×200)

图5 各组大鼠软骨组织Bcl-2、Bax及Cleaved

caspase3蛋白的电泳图

3.7 各组大鼠软骨组织Bmal1及ClockmRNA表达

比较

与假手术组比较,模型组大鼠软骨组织Bmal1及

ClockmRNA表达显著降低(P<0.05);与模型组比

较,各给药组大鼠软骨组织Bmal1及ClockmRNA表

达均显著升高(P<0.05);与当归-牛膝药对低剂量组

比较,当归-牛膝药对高剂量组和阳性对照组Bmal1及

ClockmRNA表达均显著升高(P<0.05),见表6。

3.8 抑制Bmal1后各组大鼠软骨组织TUNEL染色

结果比较

与假手术组比较,模型组大鼠凋亡的软骨细胞(即
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表4 各组大鼠软骨组织Bcl-2、Bax及Cleavedcaspase3蛋白表达比较(n=7,x±s)

组别 Bcl-2/β-actin Bax/β-actin Cleavedcaspase3/β-actin
假手术组 1.062±0.097 0.298±0.044 0.135±0.020
模型组 0.202±0.0231) 1.171±0.0591) 0.898±0.0231)

阳性对照组 0.778±0.0372)3) 0.560±0.0652)3) 0.202±0.0182)3)

当归-牛膝药对低剂量组 0.494±0.0722) 0.924±0.0402) 0.545±0.0842)

当归-牛膝药对高剂量组 0.830±0.0292)3) 0.491±0.0602)3) 0.197±0.0272)3)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;3)与当归-牛膝药对低剂量组比较,P<0.05。

图6 各组大鼠软骨组织Bmal1及Clock蛋白的电泳图

表5 各组大鼠软骨组织Bmal1及Clock蛋白表达

比较 (n=7,x±s)

组别 Bmal1/β-actin Clock/β-actin
假手术组 0.884±0.025 0.711±0.033
模型组 0.097±0.0161) 0.111±0.0241)

阳性对照组 0.384±0.0262)3) 0.457±0.0302)3)

当归-牛膝药对低剂量组 0.201±0.0232) 0.260±0.0272)

当归-牛膝药对高剂量组 0.428±0.0372)3) 0.493±0.0312)3)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与当归-牛膝药对低剂量组比较,P<0.05。

表6 各组大鼠软骨组织Bmal1及ClockmRNA
表达比较 (n=7,x±s)

组别 Baml1 Clock
假手术组 1 1
模型组 0.248±0.0441) 0.330±0.0761)

阳性对照组 0.639±0.0332)3) 0.736±0.1412)3)

当归-牛膝药对低剂量组 0.450±0.0452) 0.529±0.0862)

当归-牛膝药对高剂量组 0.699±0.0942)3) 0.766±0.0962)3)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与当归-牛膝药对低剂量组比较,P<0.05。

染成绿色的细胞)显著升高;与模型组比较,当归-牛膝

药对高剂量组和当归-牛膝+Bmal1抑制剂组中大鼠

凋亡的软骨细胞显著降低;与当归-牛膝药对高剂量组

比较,当归-牛膝+Bmal1抑制剂组中凋亡的软骨细胞

显著升高,见图7。

4 讨论

膝骨关节炎是一种中老年高发的慢性退行性关节

疾病,关节疼痛和功能障碍是困扰膝骨关节炎患者的

图7 抑制Bmal1后各组大鼠软骨组织TUNEL染色结果(×200)
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主要症状,严重者甚至导致残疾,关节软骨破损、软骨

下骨重塑和滑膜病变是膝骨关节炎的主要特征[1]。尽

管当前对膝骨关节炎的发病机制不完全清楚,但普遍

认为关节软骨破损是其最主要的病理改变[3]。软骨细

胞作为关节软骨中的常驻细胞,易受到创伤、衰老和代

谢等多种因素的影响,从而导致炎症反应来加剧膝骨

关节炎的进展[11]。
膝骨关节炎属中医“痹证”“骨痹”“筋痹”“骨痿”

“筋痿”等范畴,证属本虚标实、本痿标痹[12]。《素问·
痹论》云“风寒湿三气杂至,合而为痹也”,风、寒、湿邪

阻滞经络,气血凝滞,导致肢体疼痛麻木;《素问·长刺

节论》云“病在骨,骨重不可举,骨髓酸痛,寒气至,名曰

骨痹”,病位在骨,证见骨节疼痛、四肢沉重不能抬举。
现代医学主要应用西药和手术治疗膝骨关节炎,虽然

能一定程度缓解疼痛,但其副作用和局限性也不容忽

视,长期使用非甾体抗炎药易导致胃肠道反应或肝、肾
功能损伤,膝关节置换术主要用于治疗晚期膝骨关节

炎[13]。近年来,临床中广泛应用中医药治疗膝骨关节

炎,并取得不错的疗效[14]。
当归配伍牛膝为临床上治疗膝骨关节炎的常用药

对,并能取得良好的治疗效果[4]。当归入肝、心、脾经,
为“血中之气药”,补血活血,可用于风湿痹痛,跌扑损

伤;当归中的阿魏酸、绿原酸能通过抗氧化应激、抗炎

作用改善软骨细胞损伤[15]。牛膝入肝、肾经,补肝肾、
强筋骨、逐瘀通经,可用于跌打损伤、腰膝酸痛、痿痹;
牛膝中的牛膝皂苷成分具有保护大鼠软骨细胞免受

IL-1β诱导的炎症和细胞凋亡作用[16]。当归配伍牛膝

共奏补益肝肾、活血化瘀之效,在膝骨关节炎的治疗中

起到标本兼治的作用。本研究采用前交叉韧带横断术

构建膝骨关节炎大鼠模型,结果表明模型组大鼠软骨

发生显著退变、蛋白聚糖含量降低、Mankin评分显著

升高,予以当归-牛膝药对或塞来昔布治疗后软骨退变

明显改善、蛋白聚糖含量升高、Mankin评分显著升高;
且随着当归-牛膝药对给药浓度的升高,大鼠软骨改善

也更明显,提示当归-牛膝药对在改善膝骨关节炎大鼠

软骨退变方面具有很大的潜力。
软骨细胞凋亡是膝骨关节炎发生发展的重要环

节,与关节软骨破损的严重程度密切相关[17],因此改

善软骨细胞凋亡对膝骨关节炎的治疗具有重要意义。

Bcl-2和Bax同属Bcl-2家族蛋白成员,Bcl-2家族蛋

白是线粒体应激诱导的细胞凋亡过程中重要调节因

子[18]。Bcl-2是主要的抗凋亡蛋白,维持线粒体外膜

完整性;Bax是主要的促凋亡蛋白,破坏线粒体膜的完

整性,促进细胞凋亡因子释放,介导细胞凋亡[19]。细

胞凋亡由半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶(Caspases)家族来

执行,Caspases的激活又由Bcl-2家族蛋白(包括Bax

和Bak)来介导,这些酶通常以非活性酶原的形式存储

在细胞质内,通过细胞凋亡过程中被蛋白水解转化成

活性酶来发挥细胞凋亡作用[20]。本实验结果表明,相
较于假手术组,膝骨关节炎大鼠软骨中抗凋亡蛋白

Bcl-2表达显著降低,促凋亡蛋白Bax、Cleavedcaspase
3表达显著升高,经当归-牛膝药对或塞来昔布治疗后

上述指标明显改善。

Bmal1和Clock是核心时钟基因的激活因子,在
调节昼夜节律、维持细胞和器官的生理功能方面发挥

重要作用。研究表明骨关节炎中存在Bmal1蛋白和

基因表达水平的降低,Bmal1的缺失会影响软骨细胞

的增殖、分化和凋亡[21],Bmal1/Clock信号通路在膝

骨关节炎软骨细胞凋亡中起到关键作用[22]。Bmal1
作为昼夜节律系统的重要调节因子,不仅调控膝骨关

节炎关节软骨的稳态和完整性,而且还能调节炎症反

应[23],调控线粒体功能[24]。本研究结果表明,相较于

假手术组,模型组大鼠发生软骨表面破损,连续性中

断,软骨细胞排列紊乱,软骨组织中Bmal1、Clock蛋

白和 mRNA表达均显著降低,血清中IL-1β及IL-6
含量显著升高,凋亡的软骨细胞显著升高,经当归-牛
膝药对或塞来昔布治疗后上述软骨病理改变和指标均

明显改善;且抑制Bmal1/Clock信号通路后,当归-牛
膝药对改善软骨细胞凋亡的作用被减弱,说明当归-牛
膝药对在膝骨关节炎大鼠的治疗过程中可以激活

Bmal1/Clock信号通路,抑制膝关节软骨细胞凋亡,延
缓膝骨关节炎进展。

综上所述,当归-牛膝药对可激活 Bmal1/Clock
信号 通 路,升 高 Bcl-2 表 达,降 低 Bax及 Cleaved
caspase3表达,降低IL-1β及IL-6含量,从而减轻膝

关节软骨细胞凋亡,延缓膝骨关节炎恶性进展。然

而本研究也存在一定的局限性,例如样本量少、用药

时间短。此外,本研究中当归-牛膝药对高剂量组能

取得和塞来昔布相似的治疗效果,可能与中药多成

分、多靶点的特点相关。下一步将扩大样本量,延长

给药时间,深入探究当归-牛膝药对调控Bmal1/Clock
信号通路、延缓膝骨关节炎进展的效应机制,更好地

指导临床用药。
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