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正骨紫金丸对骨关节炎大鼠软骨组织的保护作用及其机制
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目的$探讨正骨紫金丸对骨关节炎大鼠软骨组织的保护作用及其机制!方法$将
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信号通路相关蛋白的表达!结果$与对照组相比"模型组大鼠关节软骨损伤明显"软骨细胞排列
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的比值显著降低"差异有统计学意义
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%'阳性组和正骨紫金丸组中大鼠软骨组织损伤减轻"细胞排列整齐"细胞聚集明显减少"软骨
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信号通路"对骨关节炎大鼠的软骨组织发挥保护作用!
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骨关节炎"
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#是一种关节软骨的进
行性退化疾病$是常见的风湿性疾病$主要特征是关节
软骨破坏*软骨下骨改变*滑膜炎等$能够导致关节疼
痛*僵硬*畸形等症状(
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炎在中医上属于-骨痹.范畴$即因气血亏虚$风*寒*湿*

热等外邪侵袭人体$闭阻经络$导致气血运行不畅*筋骨
失养$可通过补益肝肾*调和气血$祛湿散寒$利湿清热$

活血化瘀$化痰通络来治疗'正骨紫金丸源自+医宗金
鉴/正骨心法要旨,$书载!治跌打扑坠闪挫损伤$并一
切疼痛$瘀血凝聚'正骨紫金丸是书中使用最广泛的内
服药物$研究显示正骨紫金丸可以促进创伤性骨折患者
的软骨组织修复(
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甘草组成$方中血竭*牡丹皮与熟大黄*儿茶联合具有活
血化瘀*疗伤止痛之功$丁香*木香能够行气散寒止痛$

当归*白芍有补血活血*养血柔肝之效$莲子*茯苓两者
能够健脾益肾*宁心安神'因此$本研究猜测正骨紫金
丸对骨关节炎有一定的治疗作用'磷脂酰肌醇
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清洗后封片'用荧光显微镜观察细胞凋亡情况'

E7G7H

"

)98VJ

检测血清中白细胞介素"

89

#

#6

$肿瘤
坏死因子"

:;<

#

#

#

$诱导型一氧化氮合酶"

,;aV

#含
量

"

在大鼠被处死之前$对所有大鼠进行腹腔采血
!*9

$

I[

$

'"""

(

离心
'"*,0

$收集上清液'根据
)98VJ

检测试剂盒操作步骤检测血清中
89#6

*

:;<#

#

*

,;aV

含量'

E7G7K

"

检测关节软骨组织中
EGJ

含量和
VaG

活
性

"

在冻存的软骨组织中每组随机选取
(

个样本并研
磨$然后在

I[

下
$"""

(

离心
'"*,0

$取上清液并利
用试剂盒检测

EGJ

的含量以及
VaG

的活性'

E7G7L

"

@/AB/C0D-4B

检测关节软骨组织中自噬相关
蛋白及

=8$W

%

JW:

%

*:a?

信号通路相关蛋白
"

取
'd$d!

节中冻存的关节软骨组织$加入蛋白裂解液提
取总蛋白$

D>J

测定蛋白质浓度'然后用
VGV#=J])

分离蛋白并转至
=bG<

膜'接着将
=bG<

膜用
(Y

的
脱脂牛奶封闭过夜$第

!

天用一抗稀释液"

Q9W'

*

D/2-,0'

*

9>$

*

=8$W

*

.

#=8$W

*

*:a?

*

.

#*:a?

比例
'e'"""

$

JW:

*

.

#JW:

比例为
'e(""

#在室温下孵育

'3

$再用羊抗兔二抗稀释液"稀释比例为
'e!"""

#在
室温下孵育

'3

$然后
)>9

显色$用膜扫描仪成像并拍
照$以

]J=GM

为内参蛋白$用
8*+

1

/_

软件分析目的
蛋白条带灰度值'

E7H

"

统计学方法
利用

]C+

.

3=+O=C,A*H7"

统计软件对实验数据
进行分析$计量资料用

:Z;

形式表示$多组比较用
40/#S+

F

J;abJ

$两两多重比较用
A

检验$

%

#

"7"(

差异有统计学意义'

F

"

结果
F7E

"

正骨紫金丸对骨关节炎大鼠关节软骨组织病理
形态的影响
苏木精

#

伊红染色结果显示$与对照组相比$模型
组大鼠关节软骨损伤明显$软骨软化$表面粗糙$染色
强度不均匀$软骨细胞排列不规则$细胞聚集明显&与
模型组相比$阳性组和正骨紫金丸组大鼠软骨损伤减
轻$软骨细胞排列整齐$细胞聚集明显减少&与正骨紫
金丸组相比$正骨紫金丸

g$#EJ

组大鼠软骨损伤加
重$见图

'

'

图
E

各组大鼠关节软骨组织的病理损伤"

M)

染色$

i'""

#

F7F

"

正骨紫金丸对骨关节炎大鼠关节软骨细胞凋亡
的影响
与对照组相比$模型组大鼠关节软骨中细胞凋亡

升高$差异有统计学意义"

%

#

"7"(

#&与模型组相比$

阳性组和正骨紫金丸组关节软骨中细胞凋亡降低$差
异有统计学意义"

%

#

"7"(

#$且两组间差异无统计学

意义"

%

$

"7"(

#&与正骨紫金丸组相比$正骨紫金丸
g

$#EJ

组关节软骨中细胞凋亡升高$差异有统计学意
义"

%

#

"7"(

#$见图
!

和表
'

'

F7G

"

正骨紫金丸对骨关节炎大鼠血清中
89#6

*

:;<#

#

*

,;aV

含量的影响
与对照组相比$模型组血清中

89#6

*

:;<#

#

*

,;aV

图
F

各组大鼠关节软骨细胞凋亡情况"

:Q;)9

染色$

i!""

#

表
E

"

各组大鼠关节软骨组织的细胞凋亡率"

:Z;

$

'c(

#

组别 细胞凋亡率%
Y

对照组
'7!$Z"7''

""

模型组
$!7%IZ'7$%

'

#

阳性组
''7IHZ"7(6

'

#

!

#

正骨紫金丸组
'!7"6Z"7%(

'

#

!

#

正骨紫金丸
g$#EJ

组
!67&'Z'7'$

'

#

!

#

$

#

注!

'

#与对照组相比$

%

#

"7"(

&

!

#与模型组相比$

%

#

"7"(

&

$

#与正骨紫金丸组相比$

%

#

"7"(

'

的含量升高$差异有统计学意义"

%

#

"7"(

#&与模型组相

比$阳性组和正骨紫金丸组血清中
89#6

*

:;<#

#

*

,;aV

的
含量降低$差异有统计学意义"

%

#

"7"(

#$且两组间差异
无统计学意义"

%

$

"7"(

#&与正骨紫金丸组相比$正骨紫
金丸

g$#EJ

组血清中
89#6

*

:;<#

#

*

,;aV

的含量升高$

差异有统计学意义"

%

#

"7"(

#$见表
!

'

F7H

"

正骨紫金丸对骨关节炎大鼠关节软骨组织中
EGJ

*

VaG

水平的影响
与对照组相比$模型组软骨组织中

EGJ

的含量
升高$

VaG

活性降低$差异有统计学意义"

%

#

"7"(

#&

&

中国中医骨伤科杂志
!"!$

年
H

月第
$'

卷第
H

期



表
F

"

各组大鼠血清中
89#6

*

:;<#

#

*

,;aV

的含量"

.1

%

*9

$

:Z;

$

'c(

#

组别
89#6

"""""

:;<#

#"""""

,;aV

"""""

对照组
H7&!Z'7!$

"

$!76HZ!7'6

"

'(7&!Z'7$H

"

模型组
IH76!Z!7(%

'

#

&'7(%Z$7H!

'

#

$!7%IZ'7$%

'

#

阳性组
'!76(Z'7(I

'

#

!

#

I(7H&Z!7%$

'

#

!

#

'!7IHZ"7(6

'

#

!

#

正骨紫金丸组
'$7!"Z'7$H

'

#

!

#

I67!6Z!7(I

'

#

!

#

'$7!"Z"7%(

'

#

!

#

正骨紫金丸
g$#EJ

组
$%7&'Z'7&6

'

#

!

#

$

#

%H7$(Z$7!(

'

#

!

#

$

#

!67&'Z'7'$

'

#

!

#

$

#

注!

'

#与对照组相比$

%

#

"7"(

&

!

#与模型组相比$

%

#

"7"(

&

$

#与正骨紫金丸组相比$

%

#

"7"(

'

与模型组相比$阳性组和正骨紫金丸组软骨组织中
EGJ

的含量降低$

VaG

活性升高$差异有统计学意义
"

%

#

"7"(

#$且两组间差异无统计学意义"

%

$

"7"(

#&

与正骨紫金丸组相比$正骨紫金丸
g$#EJ

组软骨组
织中

EGJ

的含量升高$

VaG

活性降低$差异有统计
学意义"

%

#

"7"(

#$见表
$

'

表
G

"

各组关节软骨组织中
EGJ

含量和
VaG

活性"

:Z;

$

'c(

#

组别
EGJ

%"

&

1

/

1

h'

#

VaG

%"

Q

/

*

1

h'

#

对照组
'7%HZ"7'! $&7'(Z$7!I

模型组
67$&Z"7I(

'

#

'(7H%Z'7$H

'

#

阳性组
!7I(Z"7!I

'

#

!

#

$'7%6Z$7'6

'

#

!

#

正骨紫金丸组
!7$6Z"7'H

'

#

!

#

$!7'HZ!7&6

'

#

!

#

正骨紫金丸
g$#EJ

组
(76'Z"7$H

'

#

!

#

$

#

!I7$(Z'7(!

'

#

!

#

$

#

注!

'

#与对照组相比$

%

#

"7"(

&

!

#与模型组相比$

%

#

"7"(

&

$

#

与正骨紫金丸组相比$

%

#

"7"(

'

F7K

"

正骨紫金丸对骨关节炎大鼠软骨组织中自噬相
关蛋白以及

=8$W

%

JW:

%

*:a?

通路相关蛋白
表达的影响
与对照组相比$模型组中软骨组织中

Q9W'

*

D/2#

-,0'

*

9>$

(

%

)

表达降低$

.

#=8$W

*

.

#JW:

*

.

#*:a?

表达升高"

%

#

"7"(

#&与模型组相比$阳性组和正骨紫
金丸组软骨组织中

Q9W'

*

D/2-,0'

*

9>$

(

%

)

表达升
高$

.

#=8$W

*

.

#JW:

*

.

#*:a?

表达降低"

%

#

"7"(

#$且
两组间差异无统计学意义"

%

$

"7"(

#&与正骨紫金丸
组相比$正骨紫金丸

g$#EJ

组软骨组织中
Q9W'

*

D/2-,0'

*

9>$

(

%

)

表达降低$

.

#=8$W

*

.

#JW:

*

.

#

*:a?

表达升高"

%

#

"7"(

#$见图
$

及表
I

'

G

"

讨论
骨关节炎是老年人中最常见的退行性关节疾病$

最常发生在膝关节$会导致严重的关节疼痛和残疾'

图
G

各组大鼠关节软骨组织中自噬及
=8$W

%

JW:

%

*:a?

通路相关蛋白的条带

"'

>3,0/A/_:C+OE/O:C+N* ` aCB34

.

$

JN

1

7!"!$

$

b4-7$'

$

;47H



表
H

"

各组大鼠关节软骨组织中自噬及
=8$W

%

JW:

%

*:a?

通路相关蛋白的相对表达量"

:Z;

$

'c(

#

组别
Q9W' D/2-,0' 9>$

(

%

) .

#=8$W

.

#JW:

.

#*:a?

对照组
!76HZ"7'% !7$'Z"7'& $7'HZ"7!H "7%&Z"7'! '7"HZ"7"& "7&%Z"7"H

模型组
"7!$Z"7"!

'

#

"7(6Z"7"6

'

#

'7'IZ"7'$

'

#

!7(HZ"7!$

'

#

!7H&Z"7!I

'

#

!7$HZ"7!"

'

#

阳性组
'7%(Z"7!"

'

#

!

#

'7%!Z"7'6

'

#

!

#

!7(!Z"7!'

'

#

!

#

'7$(Z"7'I

'

#

!

#

'7I(Z"7'!

'

#

!

#

'7$IZ"7'!

'

#

!

#

正骨紫金丸组
'7HIZ"7'(

'

#

!

#

'76&Z"7'(

'

#

!

#

!7(HZ"7!I

'

#

!

#

'7I'Z"7'$

'

#

!

#

'7I%Z"7'$

'

#

!

#

'7$%Z"7''

'

#

!

#

正骨紫金丸
g$#EJ

组
"7(&Z"7"6

'

#

!

#

$

#

"7&HZ"7"H

'

#

!

#

$

#

'7%%Z"7'H

'

#

!

#

$

#

!7'IZ"7'H

'

#

!

#

$

#

!7$%Z"7!'

'

#

!

#

$

#

!7"$Z"7'H

'

#

!

#

$

#

注!

'

#与对照组相比$

%

#

"7"(

&

!

#与模型组相比$

%

#

"7"(

&

$

#与正骨紫金丸组相比$

%

#

"7"(

'

在病理学上$骨关节炎的特征主要包括关节软骨退化*

软骨下骨硬化*边缘骨赘形成和滑膜炎症(

'"

)

'已知骨
关节炎属中医-骨痹.范畴$年老体弱$气血失和$肝血
肾精渐亏$筋骨失养是骨关节炎发生的内在基础'正
骨紫金丸是治疗跌打损伤*瘀血肿痛等多种炎症反应
性疾病的中药小水丸剂$该药方的成分具有活血化瘀*

行气散寒*补血活血*健脾益肾*强筋健骨等功效(

''

)

'

因此$本研究探讨了正骨紫金丸是否对骨关节炎产生
治疗作用'本研究通过建立骨关节炎大鼠模型进行体
内实验$苏木精

#

伊红染色结果发现模型组大鼠关节软
骨损伤明显$软骨细胞凋亡率升高$表明骨关节炎大鼠
模型建立成功'而阳性组和正骨紫金丸组中大鼠软骨
组织损伤较模型组有所减轻$软骨细胞排列整齐$细胞
聚集明显减少$揭示正骨紫金丸可以减轻骨关节炎大
鼠关节软骨的病理性损伤'

炎症和氧化应激是促进骨关节炎发展的主要发病
机制$两者相互依存'炎症介质如

89#6

*

:;<#

#

和
,;aV

在骨关节炎关节中高表达并诱导活性氧"

?aV

#

的产生$而过度的炎症反应诱导的软骨细胞凋亡也是
关节炎中软骨损伤的主要机制(

'!#'$

)

'氧化应激是活性
氧的产生和抗氧化防御系统对其清除之间不平衡的结
果$活性氧在骨关节炎软骨中过度积累$也是慢性炎症
的主要原因'

VaG

是细胞抗氧化应激的防御酶之一$

可以清除体内氧自由基$维持代谢平衡'

EGJ

是脂
质过氧化的产物$被认为是氧化应激强度的标志(

'I#'(

)

'

本研究通过对炎症和氧化应激因子的分析发现$与模
型组相比$阳性药物和正骨紫金丸处理后大鼠血清中
的炎症介质

89#6

*

:;<#

#

*

,;aV

以及
EGJ

含量降低$

VaG

活性升高$揭示正骨紫金丸可以减轻骨关节炎大
鼠关节软骨的炎症和氧化应激损伤$其作用与阳性药
物无显著差异'

大量研究已经证明
=8$W

%

JW:

%

*:a?

通路是细
胞内必不可少的信号通路$其对自噬活性是负向调控
的作用$并且该通路在炎症反应*软骨细胞凋亡*代谢
等过程中起着关键作用(

'6#'%

)

'自噬是一种应激防御机
制$通过形成自噬体降解受损细胞和细胞器$维持细胞
的稳定状态(

'H

)

'

Q9W'

是一种丝氨酸%苏氨酸激酶$

是人体细胞中必不可少的自噬相关基因'此外$

D/2-,0'

和
9>$

也是参与自噬过程的生物标志物$由于

可溶性
9>$

"

9>$

)

#向自噬囊泡相关形式"

9>$

(

#的
转化参与自噬体形成$因此

9>$

(

%

)

的比率是自噬的
重要标志(

'&#!"

)

'本研究结果显示$阳性药物和正骨紫
金丸处理组大鼠软骨组织中

Q9W'

*

D/2-,0'

蛋白表达
及

9>$

(

%

)

的比值显著高于模型组$

=8$W

*

JW:

和
*:a?

蛋白的磷酸化表达显著低于模型组$且阳性组
和正骨紫金丸组无显著差异&而进一步加入自噬抑制
剂

$#EJ

后$提高了
=8$W

*

JW:

和
*:a?

蛋白的磷
酸化表达$且逆转了正骨紫金丸对关节软骨的保护作
用$揭示正骨紫金丸能够促进软骨细胞的自噬$减轻软
骨组织损伤$其可能是通过抑制

=8$W

%

JW:

%

*:a?

信号通路介导的'

综上所述$正骨紫金丸能够抑制
=8$W

%

JW:

%

*:a?

信号通路$对关节炎大鼠的软骨组织发挥保护
作用$本研究为骨关节炎的治疗提供了新的药物和研
究方向'正骨紫金丸是中药小水丸剂$具有成分多*治
疗靶点多等优点$因此$其保护关节炎软骨组织的更多
其他机制还需要进一步深入研究'
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