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·实验研究·

高良姜素对跟腱炎大鼠炎性损伤的抑制作用及其机制研究

邓雄伟1 古鹏1 何智南2 李强1 袁海涛1 吴杭1 胡和军1△

[摘要] 目的:探讨高良姜素通过调控IRAK-1/MAPK/NOS信号通路对跟腱炎(AT)大鼠炎性损伤的

影响及作用机制。方法:54只大鼠随机分为对照组、模型组、高良姜素组,对照组行假手术造模处理,其

余大鼠通过Ⅰ型细菌胶原酶注射构建跟腱炎大鼠模型,造模后采用苏木精-伊红(HE)染色对跟腱炎大

鼠进行验证。高良姜素组大鼠于左下肢跟腱中心点进行局部注射1次/d,连续2周,对照组和模型组同

部位注射等量生理盐水。干预后行 HE染色及 Masson染色观察跟腱组织病理变化、炎症病灶及纤维

化情况;蛋白质免疫印迹法(WesternBlot法)检测跟腱组织中诱导型一氧化氮合酶(iNOS)、内皮型一

氧化氮合酶(eNOS)、IRAK-1、p38MAPK蛋白表达情况。酶联免疫吸附测定法(ELISA法)检测血清

白细胞介素-1β(IL-1β)、白细胞介素-6(IL-6)炎症因子水平。结果:干预2周后,HE染色和 Masson染

色结果显示模型组跟腱组织结构遭到严重破坏,可见组织大面积坏死、炎症病灶、纤维化及胶原沉积物

显著增多,高良姜素组上述现象明显减轻。WesternBlot法结果显示模型组大鼠跟腱组织p-eNOS(内

皮型一氧化氮合酶在Ser1177位点发生磷酸化)、iNOS、IRAK-1、p38MAPK的蛋白表达较对照组显著升

高;高良姜素组大鼠跟腱组织p-eNOS、iNOS、IRAK-1、p38MAPK的表达较模型组显著下降。ELISA
法结果显示模型组血清IL-1β、IL-6的水平较对照组显著升高;高良姜素组大鼠血清IL-1β、IL-6的水平

较模型组显著降低。结论:高良姜素可能通过抑制IRAK-1/MAPK/NOS信号通路,降低血清IL-1β、

IL-6炎症因子水平,从而减轻跟腱炎大鼠的炎性损伤。
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Abstract Objective:Toexploretheprotectiveeffectofgalanginontheinflammatoryinjuryofachillestendinitis(AT)in
ratsandexplorethemechanism.Methods:54ratswererandomlydividedintocontrolgroup,modelgroupandgalangin

group,thecontrolgroupwastreatedwithshamoperation,therestratswereinjectedwithtypeⅠbacterialcollagenaseto

establish AT rat model,and Hematoxylin-Eosin (HE)

stainingwasusedtoverifytheATratmodelaftermodeles-

tablishment.Thepathologicalchanges,inflammatoryfociand

fibrosisofachillestendonwereobservedbyHEstainingand

Massonstaining,theproteinexpressionsofinduciblenitric

oxidesynthase (iNOS),endothelialnitricoxidesynthase
(eNOS),IRAK-1andp38MAPKinachillestendonwerede-

tectedbyWesternBlot,andthelevelsofseruminterleukin-1β
(IL-1β)andinterleukin-6(IL-6)weredetectedbyenzyme-
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linkedimmunosorbentassay(ELISA).Results:After2weeksofintervention,HEstainingandMassonstainingshowed
thatthestructureofachillestendoninmodelgroupwasseverelydamaged,andlargeareaofnecrosis,inflammatoryfocus,

fibrosisandcollagendepositionweresignificantlyincreased,whichweresignificantlyreducedingalangingroup.Compared
withthecontrolgroup,theexpressionofp-eNOS,iNOS,IRAK-1andp38MAPKintheratachillestendontissueofgalan-

gingroupweresignificantlydecreased,andthelevelsofIL-1β,IL-6intheratachillestendontissueofgalangingroupwere
significantlyincreased.ThelevelsofIL-1βandIL-6inserumofratsingalangingroupweresignificantlylowerthanthose
inmodelgroup.Conclusion:GalanginmayreducethelevelsofIL-1βandIL-6inserumbyinhibitingtheIRAK-1/MAPK/

NOSsignalpathway,thusalleviatingtheinflammatoryinjuryofATrats.
Keywords: achillestendinitis;galangin;interleukin-1receptorassociatedkinase;mitogen-activatedproteinkinase;nitric
oxidesynthase

  跟腱炎(AT)是一种因劳损、外伤等刺激导致跟腱

纤维部分撕裂,充血水肿,严重者可导致跟腱纤维变性

或钙化,从而影响活动功能的无菌炎症性疾病[1],其临

床表现主要为跟腱及滑囊肿胀、疼痛,患足不敢承重,
跟腱紧张时疼痛加重。该病多见于运动损伤,在职业

性损伤和运动性损伤中占比48%[2]。目前跟腱炎的

治疗主要分为保守治疗和手术治疗。保守治疗包括口

服药物缓解疼痛、休息制动、冷热敷、特制矫形器、轻柔

的跟腱牵拉训练和体外冲击波疗法等;手术治疗主要

为切除跟腱退变和炎性组织及止点重建等[3-5]。但是

保守治疗的效果有限,手术切除治疗创伤大且可能会

导致跟腱瘢痕形成、跟腱永久性功能损害等多种并发

症[6]。高良姜素是一种从高良姜根和蜂蜜中分离出来

的一种天然黄酮类化合物,具有抗氧化、抗炎及抗纤维

化等多种药理活性,具有广泛的药用特性[7]。本课题

组前期研究还发现高良姜素可以通过激活 TGF-β1/

Smad3信号通路对肌腱组织修复具有积极作用[8],还有

研究表明高良姜素可抑制脂多糖诱导的RAW264.7细

胞中白细胞介素-1受体相关激酶(IRAK-1)/丝裂原活

化蛋白激酶(MAPK)/一氧化氮合酶(NOS)信号通路

的转导从而发挥抗炎作用[9]。本研究以跟腱炎大鼠为

研究对象,探讨高良姜素通过IRAK-1/MAPK/NOS
信号通路减轻跟腱炎大鼠炎性损伤对跟腱炎的影响及

其作用机制,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物

54只无特定病原体(SPF)级雄性SD大鼠,体重

为250~300g(8周龄,北京华阜康生物科技有限公

司,许可证号为SCXK(京)2024-0003)饲养于20~
26℃,湿度为40%~70%,12h/12h光照/黑暗条件

下。本研究实验方案经中洪博元生物技术有限公司动

物伦理委员会批准。

1.2 试剂和仪器

高良姜素(厂家为 MCE,批号为114199,纯度为

99.96%,CASNo.548-83-4),氯化乙酰胆碱(S30170-

25g,源叶生物),肉桂酸甲酯(HY-W017212,MCE),

4%组织细胞固定液(P1110,Solarbio),牛血清白蛋白

V(BSA,A8020,Solarbio),即 用 型 DAPI 染 液

(KGA215-50,凯 基 生 物)。一 抗 为 CEA(BF0092,

Affinity,1/200),二抗为Cy3山羊抗鼠抗体IgG(H+
L)(AS008,ABdonal,1/200)。苏 木 精 染 液 (ZLI-
9610,中 衫 金 桥),Scott蓝 化 液(G1865,Solarbio),

DAB显色试剂盒(CW0125M,CWBIO),Ⅰ型细菌胶

原酶(SigmaChemicals,St.Louis,MO)。蛋白垂直电

泳仪(DYY-6C,北京市六一仪器厂),全自动样品快速

研磨仪(Tiss-12,上海净信实业发展有限公司),超高

灵敏度化学发光成像系统(ChemiDocTMXRS+,伯乐

生命 医 学 产 品(上 海)有 限 公 司),显 微 镜(CX41,

OLYMPUS),切片机(2235,Leica),全 自 动 酶 标 仪

(WD-2102B,北京六一生物科技)。

1.3 模型制备及药物干预

参照文献方法将大鼠麻醉后剔除左下肢跟腱上方

毛发,用医用酒精对台面和大鼠左后肢跟腱处进行消

毒,然后用50U胰岛素针于跟腱处经皮注射100μL
胶原酶Ⅰ(浓度为1mg/mL),缓慢注射于左后腿跟骨

上方10mm处,注射完成后用无菌棉球于注射部位施

加适量压力30s[10]。术后3d每组各选取1只大鼠行

HE染色观察造模情况,若跟腱组织胶原纤维排列紊

乱,周围脂肪垫结构损坏、消失,由增生的结缔组织代

替,并可见血管增生、充血和炎性细胞浸润,认为模型

构建成功。对照组仅进行切开及缝合手术,相同部位

予等剂量生理盐水注射。
高良姜素给药方式及剂量根据已有文献的高良姜

素造模、相同部位局部给药确定(40mg/kg,100μL),
于大鼠左下肢跟腱中心点进行局部注射1次/d,连续

2周。对照组和模型组同部位注射等量的生理盐水,
造模图片见图1。

1.4 苏木精-伊红(HE)染色和 Masson染色观察大

鼠跟腱组织炎性损伤情况

干预后取跟腱在4%多聚甲醛缓冲液中固定1
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图1 跟腱炎大鼠造模图片

周。固定后石蜡包埋,将肌腱矢状切片。跟腱组织石

蜡切片经烤片、脱蜡、水化后,用苏木精染液染色3~
5min,流水冲洗后用1%盐酸酒精分化,返蓝液返蓝,
伊红染色3~5min后切片脱 水,封 片,在 显 微 镜

(BX43,Olympus)下观察。
组织切片经烤片、脱蜡、水化后,采用 Masson三

色染色液(G1006,Servicebio)进行染色,依次经重铬

酸钾染液染色3min、苏木精染色3min,酸性乙醇分

化液分化 后 丽 春 红 品 红 染 色10min,磷 钼 酸 处 理

10min后甲苯胺蓝染色5min,切片脱水后用二甲苯

透明切片,封片,在显微镜(CX43,Olympus)下观察。

1.5 WesternBlot法测定信号通路蛋白表达水平

取肌腱组织,加入RIPA裂解液,用组织研磨仪进

行研磨,提取组织总蛋白。12000g 高速离心机4℃
下离心10min,取上清液,用BCA蛋白定量试剂盒对

总蛋白进行定量。对蛋白样品进行变性后,进行十二

烷基硫酸钠凝胶电泳(SDS-PAGE),后用300mA恒

电流转膜。PVDF膜(millipore)用脱脂奶粉封闭后,
一抗兔抗iNOS (AF0199,Affinity,1/1000),兔抗

eNOS(27120-1-AP,Proteintech,1/1000),兔 抗 p-
eNOS (af3247,Affinity,1/1000),兔 抗 IRAK-1
(A12624,ABclonal,1/1 000),兔 抗 p38MAPK
(14064-1-AP,Proteintech,1/5000),兔 抗 p-NF-κB
p65(AP0475,ABclonal,1/1000)4℃下孵育过夜,次
日PVDF膜室温孵育二抗2h,用发光液浸湿PVDF
膜,置于超高灵敏度化学发光成像系统中进行显影。

1.6 ELISA法测定炎症指标水平

采用 ELISA 试 剂 盒 检 测 IL-1β(江 莱 生 物,

JL20884)、白细胞介素-6(IL-6,江莱生物,JL20896)的
水平。取动物血清,按照试剂盒说明书进行ELISA检

测,用酶标仪在450nm处测定各孔吸光度(OD)值。

1.7 统计学方法

应用GraphPadPrism9.5软件进行统计分析并

绘图。所有实验重复3次,定量结果采用x±s形式表

示。多组之间定量数值比较采用单因素方差分析,检
验水准α=0.05,P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HE染色验证大鼠跟腱炎模型

为了验证大鼠跟腱炎模型建立是否成功,造模

3d后利用 HE染色进行观察,结果如图2所示,对照

组跟腱胶原纤维排列整齐,周围脂肪垫结构正常,无
明显病理改变;模型组跟腱组织胶原纤维排列紊乱,
周围脂肪垫结构损坏、消失,由增生的结缔组织代

替,并可见血管增生、充血和炎性细胞浸润。三组实

验动物造模前左后腿周长比较差异无统计学意义

(P>0.05)。造模完成后第3天,模型组和高良姜素

组左后腿肿胀度与造模前比较明显增大,差异有统

计学意义(P<0.05),且肿胀程度、周长均大于对照

组,差异有统计学意义(P<0.05),表明构建跟腱炎

大鼠模型成功。

图2 HE染色验证大鼠跟腱炎模型(×20)

2.2 高良姜素减轻跟腱炎大鼠的病理损伤

HE染色结果显示:对照组跟腱肌肉组织结构清

晰正常,肌纤维排列整齐、紧密,无明显病理炎症变化;
模型组跟腱组织结构遭到严重破坏,纤维排列紊乱、断
裂、溶解(黑色箭头),组织大面积坏死,组织间质内有

大量大小不一的脂肪性空泡(黄色箭头),且成片的炎

性细胞浸润形成炎症病灶(红色箭头),病理损伤严重;
高良姜素组炎性细胞数量减少(红色箭头),有少量脂

肪性空泡(黄色箭头),与模型组比较有明显治疗效果,
见图3。

Masson染色结果显示:对照组跟腱组织结构清晰

正常,无明显胶原纤维沉积;与对照组相比,模型组组

织中肌肉组织退化,被大量胶原纤维代替,存在明显纤

维化(红色箭头),胶原沉积物显著增多;高良姜素组组

织中纤维化程度降低,与模型组相比较,胶原沉积物显

著减少。
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图3 HE染色和 Masson染色检测跟腱组织病理损伤(×40)

2.3 高良姜素抑制IRAK-1/MAPK/NOS信号通路

蛋白表达水平

为了探究高良姜素对大鼠跟腱炎的炎症调控作

用,用 WesternBlot法 检 测 跟 腱 组 织 中IRAK-1/
MAPK/NOS信号通路指标的表达水平,结果表明:相
较于 对 照 组,跟 腱 炎 模 型 大 鼠 中 p-eNOS、iNOS、
IRAK-1、p38MAPK 的表达显著升高;与模型组相

比,加入高良姜素后组织中p-eNOS、iNOS、IRAK-1、

p38MAPK的表达显著下降(见图4),说明高良姜素

可能通过抑制IRAK-1/MAPK/NOS信号通路的表达

减轻跟腱炎模型大鼠的炎症反应。
2.4 高良姜素降低跟腱炎模型大鼠血清IL-1β、IL-6

炎症因子水平

用ELISA法检测血清样本中炎症指标的表达水

图4 WesternBlot法检测p-eNOS、iNOS、IRAK-1、p38MAPK的表达

平,与对照组相比,跟腱炎模型大鼠中IL-1β、IL-6的

水平显著升高;与模型组相比,高良姜素组IL-1β、IL-6
的水平显著降低(见图5),表明高良姜素能够抑制跟

腱炎模型大鼠的炎症因子表达。
3 讨论

跟腱炎是一种常见的运动系统疾病,其特征是炎

症反应、疼痛及纤维结构排列紊乱[11]。由于缺乏血

管,肌腱组织再生效率低,跟腱炎愈合过程相对较长,
而且肌腱组织的慢性炎症反应增加了跟腱炎的治疗难

度[12],在跟腱炎的治疗中关键在于减轻肌腱组织中增

强的局部炎症反应。高良姜素治疗跟腱炎可能具有潜

在的抗炎和促进肌腱愈合的作用。首先,高良姜素是

从高良姜中提取的一种活性成分,具有一定的抗炎作

用,有研究表明高良姜素能够降低哮喘幼年气道炎症

小鼠血清中的促炎症因子IL-1β、IL-6、TNF-α等的

水 平[13]。上述炎症因子在跟腱炎的炎症反应中起着

图5 ELISA法检测炎症因子水平

重要作用,因此高良姜素可能通过抑制这些炎症因子

的表达来减轻跟腱炎的症状。其次,高良姜素能够促

进肌腱愈合,本课题组前期研究发现高良姜素可以通

过激活TGF-β1/Smad3信号通路,介导肌腱源性干细
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胞分化来增强肌腱修复[8]能力。还有研究表明使用多

孔微球递送的姜黄素(与高良姜素结构相似)在体外和

体内对跟腱病具有抗炎和肌腱愈合作用,能够显著增

强肌腱组织的拉伸强度[14]。本研究聚焦于高良姜素

的抗炎作用,利用高良姜素对跟腱炎模型大鼠跟腱局

部直接给药的方式探讨高良姜素对跟腱炎模型大鼠的

治疗作用。
IRAK-1是一种在固有免疫信号调节中起关键作

用的分子[15]。IRAK-1是IRAK激酶家族中的一员,
属于 丝 氨 酸/苏 氨 酸 蛋 白 激 酶,参 与 Toll样 受 体

(TLRs)和白细胞介素1受体(IL-1Rs)的信号转导级

联反应。IRAK-1在跟腱炎中的作用主要涉及炎症反

应的调节[16]。本研究利用 WesternBlot法检测结果

显示,与对照组相比,大鼠跟腱炎模型组IRAK-1表达

显著升高,高良姜素组与模型组相比,IRAK-1表达显

著下降。IRAK-1是TLRs与胞质内肿瘤坏死因子受

体相关因子6(TRAF6)之间的衔接分子,TLR/IL-1
受体活化可使IRAK-1与TRAF6结合,引起 MAPK
激活,促进炎症发生[17]。此外,研究发现在高糖诱导

的肾小球上皮细胞损伤中沉默IRAK-1后能够明显抑

制 MAPK水平,进而抑制炎症和纤维化因子表达[18]。

p38MAPK是一类在细胞信号转导中扮演重要

角色的蛋白激酶,参与多种生理和病理过程,尤其是在

炎症反应中的作用尤为重要。研究表明维拉帕米通过

影响TGF-β1/Smad3/p38/ERK1/2信号通路,可以缓

解大鼠跟腱损伤修复后的纤维化粘连,减少炎症细胞

的分布[19],这表明p38MAPK信号通路在跟腱损伤

后的修复过程中具有重要作用。在一项研究中,生物

羊膜被用来修复跟腱断裂模型大鼠,结果表明生物羊

膜可以促进跟腱的愈合并抑制粘连,这一作用可能与

调控 MAPK/ERK信号通路有关[20]。具体来说,术后

4周的蛋白免疫印迹检测显示,羊膜组大鼠跟腱组织

中p38MAPK及ERK1/2蛋白表达均低于模型组,这
可能有助于改善跟腱的功能恢复。综上所述,p38
MAPK在跟腱炎的炎症反应、细胞应激反应、损伤修

复以及粘连和功能恢复中扮演着重要角色。通过调节

p38MAPK信号通路,可为跟腱炎的治疗提供新的策

略。本研究用 WesternBlot法检测结果显示,跟腱炎

大鼠模型组p38MAPK与对照组相比,表达显著升

高,高良姜素组与模型组相比,p38MAPK表达显著

下降,跟前述研究一致。

iNOS是一种在细胞内重要的功能酶,参与产生

一氧化氮(NO)。NO在多种生理性调节中发挥作用,
包括神经转导、免疫和氧化应激反应等。在某些病理

条件下(如炎症、癌症等情况下),iNOS会过量表达。
iNOS在跟腱炎中的作用主要体现在其作为炎症反应

的关键介质。在病理状态下,iNOS在多种细胞中表

达(如巨噬细胞、中性粒细胞等),并催化L-精氨酸产

生高浓度的NO,进而促进炎症反应的发展[21]。本研

究表明在跟腱损伤模型大鼠中,iNOS在跟腱组织中

表达显著升高,并且主要在巨噬细胞和成纤维细胞中

表达。此外,iNOS的过表达还与多种类型的疼痛密

切相关,iNOS抑制剂在炎症性及神经性疼痛中表现

出良好的治疗前景。本研究利用 WesternBlot法检

测结果显示,跟腱炎大鼠模型组iNOS与对照组相比,
表达显著升高,高良姜素组与模型组相比,iNOS表达

显著下降,表明高良姜素治疗可以显著降低跟腱炎模

型大鼠的炎症反应。

p-eNOS是指内皮型一氧化 氮 合 酶(eNOS)在
Ser1177位 点 发 生 磷 酸 化 后 的 状 态。这 种 磷 酸 化 对

eNOS的活性至关重要,因为可以增加eNOS的催化

活性,从而增加 NO的产生。NO是一种关键的信号

分子,参与多种生理过程,包括血管舒张、血小板聚集

抑制以及 调 节 炎 症 反 应[22]。本 研 究 利 用 Western
Blot法检测结果显示,跟腱炎大鼠模型组p-eNOS与

对照组相比,表达显著升高,高良姜素组与模型组相

比,p-eNOS表达显著下降,表明高良姜素治疗可以显

著下调eNOS的磷酸化水平,减少NO释放,达到降低

炎症反应的效果。
IL-6和IL-1β在跟腱炎的炎症反应中扮演着重要

角色。IL-6是一种促炎细胞因子,在肌腱损伤后的炎

症反应中高度上调,通过激活JAK/STAT-3信号通

路,上调血管内皮生长因子(VEGF)以促进血管增殖,
从而促进肌腱的愈合[9]。此外,IL-6还可能通过局部

炎症微环境调控,在鼻黏膜炎性反应过程中起重要作

用。IL-1β是另一种重要的促炎细胞因子,能够诱导

基质金属蛋白酶(MMP)等的表达,促使肌腱细胞外基

质(ECM)的降解,减少疤痕的产生,在肌腱重塑阶段

发挥重要作用[23]。IL-1β还可能通过激活分解代谢过

程,导致基质金属蛋白酶的激活和胶原蛋白合成的减

少,两者均促进肌腱细胞外基质降解[24]。本研究利用

ELISA法检测血清样本中炎症指标的表达水平,与对

照组相比,跟腱炎大鼠模型中IL-1β、IL-6的水平显著

升高;与模型组相比,高良姜素组IL-1β、IL-6的水平

显著降低,说明高良姜素能够抑制跟腱炎大鼠炎症

水平。
综上所述,高良姜素能够抑制跟腱炎模型大鼠

中IRAK-1/MAPK/NOS信号通路的表达,但是具体

的通路间分子作用机制尚未阐明,仍需进一步探索。
可以确定的是,高良姜素可作为治疗跟腱炎的一个

新的潜在药物,为跟腱炎的临床治疗提供新的选择。
本研究为临床应用高良姜素防治跟腱炎提供了理论

依据,也可为开发高效治疗跟腱炎的传统中药奠定

基础。
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