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·基础研究·

施氏滋肾通痹汤调控 Wnt/β-catenin信号通路
治疗膝骨关节炎的作用机制

吴刚1,2 付富瑞3,4 狄嘉杰1,2 李振宇5 谌玥燚1,2 徐文1,2

周于程1,2 唐德志3,4 徐创龙1,6,7△

[摘要] 目的:研究施氏滋肾通痹汤通过调控β-catenin信号通路治疗膝骨关节炎的作用机制。方法:
选取30只SD大鼠,随机分为假手术组、模型组和施氏滋肾通痹汤组,每组各10只。采用改良 Hulth
法建立膝骨关节炎大鼠模型,造模2个月后给予施氏滋肾通痹汤灌胃,于治疗2个月后处死大鼠,取膝

关节组织进行指标检测。通过X线与 Micro-CT检测评估膝关节骨结构变化;阿利新蓝-苏木精/橙黄

G染色(ABH/OG)及番红 O固绿染色观察软骨组织形态;免疫组化检测β-catenin、Col
 

X、MMP-13、

Col
 

Ⅱ等蛋 白 表 达;采 用 RT-PCR与 Western
 

Blot检 测 Wnt3a、MMP9、MMP13、Col
 

X、ALP、OC、

Axin2等基因及其对应蛋白的表达水平。结果:X线及 Micro-CT检测发现,模型组膝关节周围骨赘形

成较假手术组明显增多,而施氏滋肾通痹汤组骨赘形成较模型组减少。ABH/OG及番红O固绿染色

结果显示,假手术组关节软骨表面光滑,四层结构(表浅层、移行层、放射层及钙化层)清晰,软骨细胞呈

柱状排列,无巢聚现象;模型组表浅层细胞数减少,移行层和放射层可见大量细胞巢聚,潮线前移,出现

双潮线;施氏滋肾通痹汤组软骨组织形态较模型组明显改善。免疫组化结果显示,模型组软骨组织中β-
catenin、Col

 

X及 MMP-13蛋白表达水平显著高于假手术组(P<0.05),施氏滋肾通痹汤组关节软骨细

胞β-catenin、Col
 

X和 MMP-13蛋白表达较模型组显著减少(P<0.05)。RT-PCR结果显示,模型组软

骨组织中 Wnt3a、MMP9、MMP13、Col
 

X、ALP、OC及Axin2等基因表达水平显著高于假手术组(P<
0.05),施氏滋肾通痹汤组关节软骨细胞 Wnt3a、MMP9、MMP13、Col

 

X、ALP、OC和Axin2基因表达

较模型组显著降低(P<0.05)。结论:施氏滋肾通痹汤对膝骨关节炎具有治疗作用,其机制可能与下调

β-catenin信号通路相关蛋白及基因表达,从而抑制该通路的异常激活有关。
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Abstract Objective:To

 

investigate
 

the
 

therapeutic
 

mechanism
 

of
 

Shishi
 

Zishen
 

Tongbi
 

decoction
 

in
 

treating
 

knee
 

osteoar-
thritis

 

(KOA)
 

through
 

the
 

β-catenin
 

signaling
 

pathway.Methods:Thirty
 

male
 

SPF-grade
 

Sprague-Dawley
 

rats
 

were
 

ran-
domly

 

divided
 

into
 

three
 

groups:the
 

sham-operated
 

group,the
 

model
 

group,and
 

the
 

Shishi
 

Zishen
 

Tongbi
 

decoction
 

group
 

(n=10
 

each).A
 

modified
 

Hulth
 

method
 

was
 

used
 

to
 

establish
 

KOA
 

models.After
 

two
 

months
 

of
 

modeling,the
 

Shishi
 

Zishen
 

Tongbi
 

decoction
 

group
 

received
 

intragastric
 

administration
 

of
 

the
 

decoction
 

for
 

an
 

additional
 

two
 

months.Upon
 

completion,knee
 

joints
 

were
 

collected
 

for
 

evaluation.X-ray
 

and
 

Micro-CT
 

were
 

used
 

to
 

assess
 

structural
 

changes
 

in
 

sub-
chondral

 

bone.Cartilage
 

morphology
 

was
 

observed
 

using
 

ABH/OG
 

and
 

Safranin
 

O/Fast
 

Green
 

staining.Immunohisto-
chemistry

 

was
 

performed
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

β-catenin,Col
 

X,MMP-13,and
 

Col
 

Ⅱ.RT-PCR
 

and
 

Western
 

Blot
 

were
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

Wnt3a,MMP-9,MMP-13,Col
 

X,alkaline
 

phosphatase
 

(ALP),

osteocalcin
 

(OC)
 

and
 

Axin2.Results:X-ray
 

and
 

Micro-CT
 

analyses
 

demonstrated
 

a
 

significant
 

increase
 

in
 

osteophyte
 

for-
mation

 

around
 

the
 

knee
 

joint
 

in
 

the
 

model
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

sham-operated
 

group.However,osteophyte
 

formation
 

was
 

markedly
 

reduced
 

in
 

the
 

Shishi
 

Zishen
 

Tongbi
 

decoction
 

group
 

compared
 

to
 

the
 

model
 

group.Histological
 

evaluations
 

using
 

ABH/OG
 

and
 

Safranin
 

O/Fast
 

Green
 

staining
 

showed
 

a
 

smooth
 

articular
 

cartilage
 

surface
 

and
 

clearly
 

defined
 

four-
layer

 

structures
 

(superficial,transitional,radial,and
 

calcified
 

zones)
 

in
 

the
 

sham-operated
 

group,with
 

chondrocytes
 

arranged
 

in
 

regular
 

columnar
 

patterns
 

and
 

no
 

evidence
 

of
 

chondrocyte
 

clustering.In
 

contrast,the
 

model
 

group
 

exhibited
 

re-
duced

 

cell
 

numbers
 

in
 

the
 

superficial
 

zone,prominent
 

chondrocyte
 

clustering
 

in
 

the
 

transitional
 

and
 

radial
 

zones,forward
 

displacement
 

of
 

the
 

tidemark,and
 

double
 

tidemark
 

formation.The
 

cartilage
 

morphology
 

in
 

the
 

Shishi
 

Zishen
 

Tongbi
 

decoction
 

group
 

was
 

significantly
 

improved
 

relative
 

to
 

that
 

in
 

the
 

model
 

group.Immunohistochemical
 

analysis
 

revealed
 

sig-
nificantly

 

elevated
 

expression
 

levels
 

of
 

β-catenin,Col
 

X,and
 

MMP-13
 

in
 

the
 

cartilage
 

tissue
 

of
 

the
 

model
 

group
 

compared
 

to
 

the
 

sham-operated
 

group
 

(P<0.05),while
 

these
 

protein
 

levels
 

were
 

significantly
 

reduced
 

in
 

the
 

Shishi
 

Zishen
 

Tongbi
 

decoction
 

group
 

compared
 

to
 

the
 

model
 

group
 

(P<0.05).Real-time
 

PCR
 

results
 

further
 

confirmed
 

that
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Wnt3a,MMP9,MMP13,Col
 

X,ALP,OC
 

and
 

Axin2
 

genes
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

model
 

group
 

than
 

in
 

the
 

sham-operated
 

group
 

(P<0.05),whereas
 

these
 

gene
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

downregulated
 

in
 

the
 

Shishi
 

Zishen
 

Tongbi
 

decoction
 

group
 

compared
 

to
 

the
 

model
 

group
 

(P<0.05).Conclusion:Shishi
 

Zishen
 

Tongbi
 

decoction
 

exerts
 

therapeutic
 

effects
 

on
 

KOA
 

by
 

modulating
 

the
 

β-catenin
 

signaling
 

pathway,likely
 

through
 

downregulation
 

of
 

key
 

genes
 

and
 

pro-
teins

 

involved
 

in
 

its
 

activation,thus
 

slowing
 

disease
 

progression.
Keywords: Shishi

 

Zishen
 

Tongbi
 

decoction;β-catenin
 

signaling
 

pathway;osteoarthritis;molecular
 

mechanism

  膝骨关节炎(KOA)是一种以关节软骨退行性变、
软骨下骨硬化、滑膜炎症及骨赘形成为主要特征的慢性

退行性疾病,其主要病理过程包括细胞外基质(ECM)代
谢紊乱、软骨细胞凋亡、炎性因子释放及骨性重塑

等[1-2]。研究显示 Wnt/β-catenin信号通路在软骨代谢

和炎症调控中发挥关键作用,其异常激活与疾病进展密

切相关[3-5]。施杞国医大师自拟滋肾通痹汤用于治疗膝

骨关节炎,临床疗效确切,但其作用机制尚不明确。本

研究拟通过膝骨关节炎大鼠模型,从组织学及分子水平

探讨滋肾通痹汤对β-catenin信号通路的影响及其治疗

膝骨关节炎的作用机制,现报告如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物和分组

无特定病原体(SPF)级8周龄SD雄性大鼠30只,
体重为(200±20)g,由上海中医药大学动物中心提供,
动物合格证号为SCXK(沪)2003-0003。按体重随机分

为模型组、假手术组和施氏滋肾通痹汤组,各10只。

1.2 实验试剂

注射用青霉素钠(华北制药集团北元有限公司,国

药准字H1302
 

0428,规格为0.48
 

g,80万单位),氯胺

酮(西安力邦制药有限公司,国药准字 H20054749),

H2O2(中衫金桥),0.1%胰蛋白酶(碧云天),免疫组化

试剂盒(武汉博士德),DAB显色试剂盒(中衫金桥),
苏木精(南京建成),抗体稀释液(中衫金桥),兔多克隆

Anti-β-catenin、Anti-Col
 

X、Anti-MMP-13、Anti-
MMP-1、Anti-TIMP-1(Abcam公司);高纯度RNA离

心柱提取试剂盒(北京百泰克生物技术有限公司),

RNAiso
 

Plus、Prime
 

ScriptTM
 

reverse
 

transcription
 

rea-
gent

 

Kit、SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM
 

Ⅱ、PCR引物(TaKaRa
 

Biotechnology
 

(大连)公司)。

1.3 实验仪器

UV-5500PC紫外分光光度计,RT-6100酶标分析

仪,qTOWER实时荧光定量PCR仪,Olympus光学

显微镜,5427R 高速冷冻离心机,MDF-U53V
 

低温

冰箱。

1.4 模型的建立

大鼠经氯胺酮腹腔注射麻醉后,于右膝内侧皮肤

作纵行切口,逐层分离组织,切断内侧副韧带,暴露关

42 Chinese
 

J
 

Trad
 

Med
 

Traum
 

&
 

Orthop,Mar.2026,Vol.34,No.3



节腔后切除内侧半月板并剪断前交叉韧带,操作过程

中尽量避免对关节软骨造成人为损伤。术后连续3
 

d
肌注青霉素以防感染,自术后第4天起,每天驱赶大鼠

运动30
 

min以模拟关节活动。假手术组仅在麻醉状

态下切开右膝内侧皮肤后直接缝合,不损伤关节[6]。

1.5 给药方法

于造模2个月后,分别给予施氏滋肾通痹汤(黄芪

15
 

g、党参12
 

g、川芎12
 

g、丹参9
 

g)和生理盐水灌胃

治疗,均每周给药5次,连续灌胃2个月。大鼠用药剂

量参照人用等效剂量,按体表面积换算。干预2个月

后处死大鼠,取膝关节组织,检测相关指标,以评估关

节软骨的形态结构与功能变化[7]。

1.6 指标采集

1.6.1 X线扫描分析 取大鼠膝关节标本,去除膝关

节周围多余软组织,对膝关节进行X线扫描。

1.6.2 Micro-CT扫描分析 采用μCT80型 Micro-
CT对大鼠膝关节进行高分辨率扫描,层厚为18

 

μm,获
取断层图像并进行三维结构重建,以分析骨结构变化。

1.6.3 组织病理学和形态计量学分析 取出膝关节

标本,清除多余软组织后,置于10%福尔马林溶液中

固定,随后进行脱钙处理及石蜡包埋。采用连续矢状

位切片(厚度为10
 

μm),经阿利新蓝-苏木精/橙黄G
染色(ABH/OG)及番红O固绿染色处理后,在Olym-
pus

 

VS120-SL显微镜下(20倍物镜)观察软骨组织的

组织结构及染色特征。

1.6.4 免疫组化染色 石蜡切片于60
 

℃下烘烤

5
 

min后依次脱蜡至水,蒸馏水冲洗1
 

min,甲醇与

3%
 

H2O2(1∶9)封闭内源性过氧化酶15
 

min,经蒸馏

水冲洗后,置于稀释比为1∶50的抗原修复液中,于高

压灭菌锅中加热(105
 

℃,0.025
 

kPa),进行抗原修复,
自然 冷 却 至 室 温。随 后 用 PBS 冲 洗 3 次 (每 次

2
 

min),滴加5%
 

BSA封闭20
 

min(37
 

℃下)。无需

洗片,滴加一抗(β-catenin、Col
 

Ⅱ、MMP-13、Col
 

X和

OC),4
 

℃下孵育过夜。PBS洗片后,加入相应的二

抗,37
 

℃下孵育15
 

min,PBS冲洗后滴加SABC复合

物,室温反应15
 

min,再经PBS清洗。用DAB显色液

(蒸馏水1
 

mL+D1
 

50
 

μL+D2
 

100
 

μL+D3
 

50
 

μL)于
室温下显色3~10

 

min,随后进行梯度乙醇脱水、二甲

苯透明、中性树胶封片,并在Olympus
 

VS120-SL显微

镜下(20倍物镜)观察。

1.6.5 RT-PCR检测 逆转录(RT)反应体系中包括

1
 

mmol/L
 

DTT、M-MLV 逆 转 录 酶(200
 

IU/μL)、

10
 

mmol/L
 

dNTP混合液、随机引物及5×逆转录缓

冲液(250
 

mmol/L
 

Tris-HCl(pH8.3),375
 

mmol/L
 

KCl,15
 

mmol/L
 

MgCl2)。
聚合酶链式反应(PCR)体系中包括50

 

mmol/L
 

MgCl2、10
 

mmol/L
 

dNTP混合液、Taq
 

DNA聚合酶

(5
 

IU/μL)、10×PCR反应缓冲液(100
 

mmol/L
 

Tris-
HCl(pH8.5),500

 

mmol/L
 

KCl,0.1%明胶)以及

50×TAE缓冲液(由242
 

g
 

Tris,57.1
 

mL冰乙酸及

100
 

mL
 

0.5
 

mol/L
 

EDTA溶液(pH8.0)配制)。RT-
PCR检测的基因及内参β-Actin引物序列[8]见表1。

表1 大鼠RT-PCR引物序列

名称 分类 引物序列  

Wnt3a
正向引物 5'

 

TCTGTGTGCGCCTGAGTGG
 

3'
反向引物 5'

 

GAATGGCGAGCAACAATTCA
 

3'

MMP9
正向引物 5'

 

GTTCCTTGGGCTGAAGATGA
 

3'
反向引物 5'

 

ATGAGCCAAGACCATTCCAG
 

3'

MMP13
正向引物 5'

 

GATGTGAGTGCCTGATGTG
 

3'
反向引物 5'

 

TCATGGGCAGCAACAATAAA
 

3'

ALP
正向引物 5'TCCTAAGGGTGCCAATGGTGA

 

3'
反向引物 5'AGGACCAACTTTGCCTTGAGGAC

 

3'

OC
正向引物 5'AGGTCGTCATCATCCCACGAG

 

3'
反向引物 5'GCTGTGGCAGCTACCTATGTCTTG

 

3'

Axin2
正向引物 5'GGAGCATCCTGAGTGGGATGA

 

3'
反向引物 5'AAGCAGGTCTGGGTCGAACTTG

 

3'

β-Actin
正向引物 5'

 

GGCATCCTGACCCTGAAGTA
 

3'
反向引物 5'AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG

 

3'

  主要仪器:PTC200扩增仪(Bio-Rad公司),高速

低温离心机(Herus公司),-80
 

℃冰箱(Heraeus公

司),高速组织捣碎器 DIAX900(Heidolph公司),烤
箱、电泳仪(上海天能科技公司),紫外分光光度计

UV1240(日本岛津公司),凝胶成像系统(上海天能科

技公司)。
在解剖显微镜下采集各组大鼠膝关节软骨组织,

使用匀浆器充分研磨,加入1
 

mL
 

TRIzol试剂混匀后

加入0.2
 

mL氯仿剧烈震荡,静置于15~30
 

℃环境中

2~3
 

min,随后在2~8
 

℃下12
 

000g 离心15
 

min。
取上清液0.6

 

mL,加入0.5
 

mL异丙醇于室温下反应

10
 

min,再次12
 

000g 离心10
 

min,弃去上清。将所得

RNA沉淀加入1
 

mL由DEPC水配制的75%乙醇溶液

中充分混匀清洗,离心去除杂质后自然干燥,并用30
 

μL
 

DEPC水溶解。取1
 

μL
 

RNA样品,加入100
 

μL
 

DEPC
水稀释,采用紫外分光光度计测定其A260/A280比值

约为2.0,表明RNA纯度较高。按照试剂盒说明书配

制反转录体系,进行逆转录反应以合成cDNA。随后以

cDNA为模板,按规定顺序配置PCR反应体系并进行扩

增实验。94
 

℃下变性40
 

s,56
 

℃下退火40
 

s,72
 

℃下

延伸1
 

min,30次循环。

1.6.6 Western
 

Blot法检测 切取膝关节软骨组织,
研磨组织样本,用蛋白裂解液于冰上静置30

 

min,使
其充分裂解,于4

 

℃下12
 

000
 

r/min离心15
 

min,取
上清后采用BCA法测定总蛋白浓度。各组取等量蛋
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白(50
 

μg)经95
 

℃变 性5
 

min后 进 行15%
 

SDS-
PAGE电泳分离,转移至PVDF膜上。室温下以2%
脱脂奶粉封闭2

 

h,加入稀释比例1∶1
 

000的一抗(β-
Actin等)4

 

℃下孵育过夜,次日加入 HRP标记二抗

(1∶3
 

000)于37
 

℃下孵育2
 

h。各步骤间均用PBST
缓冲液清洗3次,每次10

 

min。用ECL化学发光法显

色,图像通过X线片曝光并利用Image-Pro
 

Plus
 

6.0
软件分析,计算蛋白条带灰度值与 GAPDH 比值,表
示其表达水平。实验重复3次以确保数据可靠性。

1.7 统计学方法

采用SPSS
 

18.0软件对实验数据进行统计处理。

计量资料以x±s形式表示。两组间比较采用t检验,
若数据不符合正态分布或方差不齐,改用非参数检验。
多组间比较采用单因素方差分析,其中方差齐时采用

Dunnett法,方差不齐时选用Dunnett􀆳s
 

T3 检验。P<
0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 X线和 Micro-CT检测

X线和 Micro-CT检测发现,与假手术组相比,模
型组大鼠膝关节周边可见骨赘形成显著增多。施氏滋

肾通痹汤干预后,其骨赘生成明显减少,关节结构破坏

相对减轻,见图1和图2。

图1 各组大鼠X线检测结果

图2 各组大鼠 Micro-CT检测结果

2.2 ABH/OG染色和SO/Fast
 

Green染色

ABH/OG染色和SO/Fast
 

Green染色发现,假手

术组大鼠关节软骨表面平整,组织结构完整,表浅层、
移行层、放射层及钙化层分层清晰,软骨细胞呈柱状规

则排列,未见细胞巢聚;模型组软骨表面结构破坏明

显,表浅层细胞显著减少,移行层和放射层出现大量细

胞巢状聚集,潮线前移,局部可见双潮线改变;施氏滋

肾通痹汤干预后,软骨组织结构较模型组明显改善,层
次分布相对清楚,细胞排列较为整齐,组织损伤程度明

显减轻,见图3。

图3 各组大鼠膝关节软骨组织形态(病理组织学染色,20×)

2.3 免疫组化染色

免疫组化染色结果显示,与假手术组比较,模型组

关节软骨组织Col
 

Ⅱ蛋白表达显著下降,β-catenin、

Col
 

X、MMP-13、ADAMTS-5、VEGF和 TGF-β蛋白

表达显著增加;与模型组比较,施氏滋肾通痹汤干预

后,Col
 

Ⅱ蛋白表达水平明显回升,而β-catenin、Col
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X、MMP-13、ADAMTS-5、VEGF和TGF-β表达水平 均呈现不同程度下降,见图4。

图4 各组大鼠β-catenin、Col
 

X、MMP-13
 

蛋白表达(免疫组化染色,20×)

2.4 RT-PCR反应检测

RT-PCR反应检测结果表明,与假手术组相比,模
型组关节软骨组织中 Wnt3a、MMP9、MMP13、Col

 

X、

ALP、OC及Axin2等基因表达水平均显著升高,差异

有统计学意义(P<0.05);施氏滋肾通痹汤组上述基

因表达较模型组显著降低,差异有统计学意义(P<
0.05),见表2。

2.5 Western
 

Blot法检测

表2 RT-PCR反应检测各组大鼠 Wnt3a、MMP9、MMP13、Col
 

X、ALP、OC和Axin2基因表达比较(n=10,x±s)

组别 Wnt3a MMP9 MMP13 Col
 

X ALP OC Axin2
假手术组 1.00±0.021) 1.00±0.021) 1.01±0.041) 1.00±0.051) 0.99±0.071) 1.01±0.061) 1.01±0.051)

模型组 2.02±0.15 1.87±0.03 2.92±0.21 1.72±0.03 1.91±0.14 2.08±0.16 1.69±0.07
施氏滋肾通痹汤组 1.57±0.111) 1.22±0.041) 1.61±0.101) 1.19±0.021) 1.33±0.051) 1.46±0.081) 1.25±0.031)

注:1)与模型组相比,P<0.05。

  Western
 

Blot法检测结果显示,模型组关节软骨

组织中 MMP-1蛋白表达水平较假手术组显著升高,
差异有统计学意义(P<0.05),TIMP-1蛋白表达水平

显著下降,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组相

比,施氏滋肾通痹汤组 MMP-1蛋白表达水平明显低

于模型组,差异有统计学意义(P<0.05),TIMP-1蛋

白表达水平显著上调,差异有统计学意义(P<0.05),
见表3。

表3 各组大鼠膝关节软骨中 MMP-1、TIMP-1蛋白

表达比较(n=10,x±s)

组别 MMP-1 TIMP-1
假手术组 0.75±0.041) 1.46±0.061)

模型组 1.38±0.06 1.24±0.10
施氏滋肾通痹汤组 1.10±0.061) 1.40±0.081)

注:1)与模型组相比,P<0.05。

3 讨论

膝骨关节炎是临床常见的慢性退行性疾病,是老

年人致残的重要原因之一,全球患者超3亿人,我国患

病率约为14.6%,并随人口老龄化持续上升[9]。其临

床表现以关节疼痛、僵硬和活动受限为主,严重影响患

者生存质量。现有治疗方法包括非甾体抗炎药、软骨

保护剂及关节置换,受副作用和适应证限制,疗效不

佳[7]。中医学在膝骨关节炎治疗中显现出独特优势,
具有较好疗效与较高安全性,既能用于急性发作期的

症状缓解,又适合慢性进展期的防治[10-12]。
从中医角度看,膝骨关节炎属于“痹证”范畴,多因

年老、肝肾亏虚、气血不足,复感风寒湿邪之邪,闭阻经

络,导致气血运行不畅、筋骨失养而发病[13]。《素问·
痹论》云:“风寒湿三气杂至,合而为痹。”其中,肝主筋,
肾主骨,肝肾亏虚为其发病之本,风寒湿邪为其发病之

标。国医大师施杞在长期临床实践中,提出膝骨关节

炎的病机以“本虚标实”为核心,强调肝肾不足是发病

根源,痰瘀互结、风寒湿邪为外在诱因,形成虚实夹杂

的病理特点。其学术思想主张“以补益肝肾为本,兼顾

祛痰化瘀”,以调和通痹十三方防治慢性筋骨病[14-15],
并在此基础上自拟滋肾通痹汤用于治疗膝骨关节炎。
滋肾通痹汤由黄芪、熟地黄、当归、川芎等中药组成。
黄芪为“补药之长”,其有效成分黄芪多糖、黄芪甲苷等

具有抗炎、调节免疫等作用[16-17]。熟地黄具有滋阴补

血、益精填髓之效,含有梓醇、红景天苷、毛蕊花糖苷等

多种成分,可抑制炎性因子分泌、减缓软骨基质降解、
促进细胞增殖并调控自噬[18]。当归中的阿魏酸、当归
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多糖、藁本内酯等能抑制炎症反应、减少软骨破坏、延
缓凋亡[19-20]。川芎富含多种抗炎活性成分,通过影响

多个通路的信号传递发挥抗炎作用[21]。可见施氏滋

肾通痹汤治疗膝骨关节炎是多靶点、多途径、多维

度的。

β-catenin信号通路在膝骨关节炎的防治过程中

起着重要作用。现代研究发现经典的 Wnt/β-catenin
信号通路在维持关节软骨稳态、调控软骨细胞增殖分

化及骨重建过程中发挥着重要作用[22-23],其通过调控

细胞的增殖、分化、衰老与凋亡等途径参与膝骨关节炎

的发 生 发 展[24-25]。该 通 路 激 活 时,Wnt 配 体 与

Frizzled受体及LRP5/6辅助受体结合,抑制GSK-3β
对β-catenin的磷酸化,使其在胞质中积聚并转位入

核,进而诱导下游靶基因(如 MMP13、Col
 

X、ALP等)
表达上调,促进软骨降解与病理性骨化[26-27]。在膝骨

关节炎进程中,Wnt/β-catenin信号通路常处于持续激

活状态,成为推动软骨退变与骨性改变的重要病理基

础。关节软骨的退行性改变是膝骨关节炎最典型的病

理特征,而软骨细胞外基质(ECM)合成与降解失衡则

是其发生发展的关键环节[28]。Ⅱ型胶原(Col
 

Ⅱ)和蛋

白多糖是软骨细胞外基质的主要结构成分,在维持软

骨组织的弹性与功能中发挥核心作用,研究表明[29]其

持续流失是导致软骨结构破坏与功能丧失的直接原

因。在细胞外基质的降解过程中,基质金属蛋白酶

(MMPs)尤其是 MMP-13和 MMP-9,发挥着重要的

酶促水解作用,被视为软骨退变的关键介导因子。大

量研究证实[30-31],Wnt/β-catenin信号通路不仅调控软

骨细胞、成骨细胞和滑膜细胞的代谢行为,还参与骨重

建及骨赘形成等病理过程。因此,Wnt/β-catenin信号

通路不仅是膝骨关节炎关键发病机制之一,还为其临

床干预提供了潜在的靶点。
本研究选择在造模2个月后开始干预[32],因为膝

骨关节炎并非急性损伤所致,而是长期累积作用下形

成的慢性退行性疾病,若在造模后立即给药,可能掩盖

疾病的自然演变过程,难以反映人类膝骨关节炎的慢

性进展规律。2个月时大鼠关节软骨退变与骨赘形成

已相对稳定确立,但尚未进入不可逆阶段,在此时点进

行干预更能体现药物的“治疗”作用。实验采用雄性大

鼠[33-34],主要考虑雌性动物受雌激素水平波动影响较

大,其骨代谢及炎症反应存在显著差异,影响结果的稳

定性与可重复性。相比之下,雄性动物的病程进展一

致性更佳,更适合膝骨关节炎的实验研究。结果显示

施氏滋肾通痹汤干预后,大鼠膝关节 X线和 Micro-
CT检测提示骨赘形成减少,软骨表面结构改善,潮线

位置恢复,组织学表现与免疫组化染色亦证实其具有

一定的软骨保护作用。分子机制方面,施氏滋肾通痹

汤可显著抑制膝骨关节炎模型大鼠 Wnt/β-catenin信

号通路相关关键蛋白及靶基因的表达,包括 Wnt3a、β-
catenin、MMP13、Col

 

X、ALP、OC及 Axin2。Axin2
作为 Wnt通路的负反馈调节因子,在膝骨关节炎模型

中反而表达升高,可能代表一种代偿性反馈机制。施

氏滋肾通痹汤对Axin2表达的下调,提示其可能通过

早期抑制 Wnt通路激活,避免通路过度依赖负反馈调

节。此外,该方剂还能降低 MMP-1蛋白表达、上调

TIMP-1蛋白水平,维持基质降解与抑制机制之间的

动态平衡。VEGF和TGF-β等因子的下调亦反映其

对滑膜血管生成及局部炎性微环境的改善作用。综上

所述,施氏滋肾通痹汤对膝骨关节炎具有治疗作用,其
机制可能与下调β-catenin信号通路相关蛋白及基因

表达,从而抑制该通路的异常激活有关。
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