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独活寄生汤调控软骨细胞氧化应激延缓
大鼠膝骨关节炎软骨退变

董家赫1 田勇1 王孝辉2 谢艳2 张海龙2 尚万山2

[摘要] 目的:观察独活寄生汤对外科手术诱导的膝骨关节炎(KOA)模型大鼠软骨细胞的保护作用并

探讨其与软骨细胞氧化应激的关系。方法:将40只SPF级SD雌性大鼠随机分为空白组、模型组、实验

组和对照组,每组各10只,除空白组大鼠外均采用改良的Hulth法制备膝骨关节炎模型,空白组以同样

的方法打开关节腔不做任何处理,术后缝合关节腔。术后4周实验组给予中药独活寄生汤9.3g/
(kg·d)灌胃,空白组和模型组给予等量的生理盐水灌胃,对照组给予铁死亡抑制剂(Ferrostatin-1)

2mg/(kg·d)关节腔注射,连续用药12周。苏木精-伊红(HE)染色观察各组大鼠膝关节软骨组织形

态并进行 Mankin量化评分;比色法检测各组大鼠血清中丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱

甘肽过氧化物酶(GSH)含量;蛋白免疫印迹法(WesternBlot)检测各组大鼠膝关节软骨组织中上游信

号抑癌基因(P53)、溶质载体家庭7成员11(SLC7A11)、谷胱甘肽过氧化酶4(GPX4)和基质金属蛋白

酶13(MMP-13)蛋白表达。结果:与空白组比,模型组大鼠膝关节软骨病理损伤明显,Mankin评分升

高,血清中 MDA含量升高,差异有统计学意义(P<0.05);SOD和GSH含量降低,差异有统计学意义

(P<0.05);软骨组织中P53和 MMP-13蛋白升高,差异有统计学意义(P<0.05);SLC7A11和GPX4
蛋白降低,差异有统计学意义(P<0.05)。与模型组比,实验组和对照组大鼠膝关节软骨病理损伤改

善,Mankin评分降低,血清中 MDA含量降低,差异有统计学意义(P<0.05);SOD和GSH含量升高,
差异有统计学意义(P<0.05);软骨组织中P53和 MMP-13蛋白降低,差异有统计学意义(P<0.05);

SLC7A11和GPX4蛋白升高,差异有统计学意义(P<0.05)。结论:独活寄生汤可以通过调控软骨细

胞氧化应激和细胞铁死亡对膝骨关节炎模型大鼠软骨产生保护作用,其机制可能是通过调控P53/

SLC7A11/GPX4通路抑制软骨细胞凋亡,从而延缓膝骨关节炎的软骨退变。
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StudyoftheDuhuoJishengDecoctioninDelayingCartilage
DegenerationofKneeOsteoarthritisinRatsbyRegulatingthe

ChondrocyteFerroptosisActivationEffect
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Abstract Objective:ToobservetheprotectiveeffectofDuhuoJishengdecoctiononchondrocytesofsurgicallyinduced
kneeosteoarthritis(KOA)modelratsandtoexploreitsrelationshipwithferroptosisofchondrocytes.Methods:40female
SDratswithSPFgradewererandomlydividedintoblankgroup,modelgroup,experimentalgroupandcontrolgroup,with
10ratsineachgroup.Exceptfortheblankgroup,themodifiedHulthmethodwasusedtopreparetheKOAmodel;the
blankgroupopenedthejointcavitywithoutanytreatmentinthesameway,andsuturedthejointcavityaftersurgery.The
experimentalgroupreceivedgavageofthetraditionalChinesemedicineDuhuoJishengdecoctionatarateof9.3g/

(kg·d),commencingfrom4weeksaftertheoperation.The
blankgroupandmodelgroupwerebothadministeredsaline
gavageatanequalamount,whereasthecontrolgroupwas
given2mg/(kg·d)injectionoftheFerrostatin-1irondeath
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inhibitorintothejointcavityforadurationof12weeks.Hematoxylinandeosin(HE)stainingwasutilizedtoobservethe
morphologyofkneejointcartilagetissuesofratsineachgroup.Mankinscoringsystem wasutilizedforquantitative
assessment.Additionally,levelsofmalondialdehyde(MDA),superoxidedismutase(SOD),andglutathioneperoxidase
(GSH)intheserumofratsineachgroupweredeterminedusingcolorimetricassay.Thelevelsofupstreamsignaling
inhibitor(P53),solventinhibitor,andoncogene(P53)inthecartilagetissuesofthekneejointswereanalyzedbyWestern
Blotineachgroupofrats.TheproteinexpressionofP53,solutecarrierfamily7member11(SLC7A11),glutathioneper-
oxidase4(GPX4)andmatrixmetalloproteinase13(MMP-13)inthesamecartilagetissueswasalsodetectedusingWest-
ernBlot.Results:Comparedwiththeblankgroup,ratsinthemodelgrouppresentedconspicuouspathologicalinjuryto
theirkneecartilage,andhadahigherMankinscore,anelevatedserumMDAlevel(P<0.05),reducedSODandGSHlev-
els(P<0.05),raisedP53andMMP-13proteinsintheircartilagetissue(P<0.05),anddecreasedSLC7A11andGPX4

proteins(P<0.05).Comparedwiththemodelgroup,thepathologicaldamageofkneecartilageinexperimentalgroupand
controlgroupwasimproved,theMankinscorewasdecreased;thecontentsofMDAinserumweredecreased(P<0.05);

thecontentsofSODandGSHwereincreased(P<0.05);theproteinsofP53andMMP-13incartilageweredecreased
(P<0.05),andtheproteinsofSLC7A11andGPX4wereincreased(P<0.05).Conclusion:DuhuoJishengdecoctioncan

protectthecartilageofKOAmodelratsbyregulatingtheferroptosisofchondrocytes.Themechanismmaybetoinhibit
theferroptosisofchondrocytesbyregulatingtheP53/SLC7A11/GPX4signalingpathway,thusdelayingthecartilage
degenerationofKOA.
Keywords: DuhuoJishengdecoction;osteoarthritis;oxidativestress;irondeath

  膝骨关节炎(KneeOsteoarthritis,KOA)是一种

严重影响患者生活质量的骨关节退行性疾病[1],中医

多归属“膝痹”“痹证”。研究发现细胞铁死亡在膝骨关

节炎软骨退变中发挥重要作用[2-3],肿瘤抑制因子P53
能抑制溶质载体家庭7成员11(SLC7A11),降低谷胱

甘肽过氧化酶4(GPX4)活性,致使软骨细胞脂质过氧

化发生铁死亡[4]。临床及动物实验发现,独活寄生汤

防治膝骨关节炎疗效显著[5-7],但其发挥作用机制尚不

清楚。本研究通过实验探讨了独活寄生汤对膝骨关节

炎大鼠关节软骨的影响,及与软骨细胞氧化应激和细

胞铁死亡之间的关系,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物

40只体重为(200±20)g的SPF级SD雌性大鼠,
购于河南省实验动物中心,实验动物许 可 证 号 为

SCXK(豫)2019-0002,饲养于河南中医药大学SPF级

实验动物中心,本实验已经过河南中医药大学动物实

验伦理委员会审核。

1.2 药物及试剂

独活寄生汤由独活9g,桑寄生、细辛、秦艽、茯苓、
肉桂心、防风、川芎、杜仲、牛膝、人参、甘草、当归、芍
药、干地黄各6g组成,饮片购于河南省洛阳正骨医

院。根据大鼠体表面积换算人体等效剂量方法换算

后,药物经煎药机煎煮后浓缩生药浓度为1.86g/mL。
铁死 亡 抑 制 剂 Ferrostatin-1(武 汉 三 鹰,批 号 为

BM000482)、苏木精-伊红(HE)染色试剂盒(批号为

C16H1406)、上游信号抑癌基因(P53)抗体(沈阳万

类,批 号 为 WL01919)、溶 质 载 体 家 庭 7 成 员 11

(SoluteCarrierFamily7Member11,SLC7A11)抗体

(武汉爱博泰克,批号为 A2413)、丙二醛(Malondial-
dehyde,MDA)比色法测试盒(武汉伊莱瑞特,批号为

E-BC-K025-M)、谷胱甘肽过氧化物酶4(Phospholipid
HydroperoxideGlutathionePeroxidase,GPX4)抗体

(沈阳 万 类,批 号 为 WL05406)、超 氧 化 物 歧 化 酶

(SuperoxideDismutase,SOD)比色法测试盒(武汉伊

莱瑞特,批号为E-BC-K020-M)、基质金属蛋白酶13
(MatrixMetalloproteinases13,MMP-13,武汉三鹰,
批号为18165-1-AP)、谷胱甘肽过氧化物酶(Glutathi-
onePeroxidase,GSH)比色法测试盒(武汉伊莱瑞特,
批号为E-BC-K030-M)。

1.3 主要仪器

石蜡切片机(Thermo,HM340E)、封片仪(Thermo,

ClearVue)、自动载玻片染色机(Leica,XLST5010)、光
学显 微 镜(Olympus,BX51)、WesternBlot电 泳 仪

(Servicebio,SVE-2)、WesternBlot酶 标 仪(Rayto,

RT-6100)。

1.4 动物分组及造模

40只SPF级SD雌性大鼠随机分为空白组、模型

组、实验组及对照组,每组各10只,除空白组外均采用

改良的 Hulth法制备大鼠膝骨关节炎模型。腹腔注

射麻醉大鼠,备皮消毒后无菌条件下沿大鼠膝关节内

侧纵行切开皮肤及肌肉组织显露膝关节,横断前交叉

韧带和内侧副韧带,切除内侧半月板[8],缝合关节腔,
术中避免损伤关节面,术后不固定患肢让大鼠自由活

动。空白组以同样的方法打开关节腔而不做任何处

理,其他操作均一致。各组大鼠术后连续3d肌肉注
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射青霉素(20万单位)预防感染。

1.5 给药和取材

术后2周给予实验组大鼠独活寄生汤9.3g/
(kg·d)灌胃,空白组和模型组给予等量的生理盐水

灌胃,对照组给予铁死亡抑制剂(Ferrostatin-1)2mg/
(kg·d)关节腔注射,连续用药12周。末次干预后第

2天腹腔注射巴比妥钠麻醉大鼠,心脏取血后完整取

出患侧膝关节软骨组织。

1.6 HE染色观察关节软骨组织

取甲醛固定大鼠膝关节软骨组织,常规脱钙脱水

包埋,正中矢状面连续6μm切片,脱蜡、水化后行 HE
染色封片,光学显微镜下观察软骨组织形态学变化,根
据 Mankin评分标准对HE染色的软骨组织形态进行

评分[9],分值越高表明膝骨关节炎大鼠软骨病变越

严重。

1.7 比色法检测血清 MDA、SOD和GSH含量

腹腔注射巴比妥钠麻醉大鼠后心脏采血3mL,静
置后离心分离血清,比色法检测大鼠血清氧化应激指

标(MDA、SOD、GSH)水平,按照试剂盒说明书操作。

1.8 WesternBlot法 检 测 膝 关 节 软 骨 组 织 P53、

SLC7A11、GPX4、MMP-13蛋白表达

冷冻大鼠关节软骨组织在液氮中切碎后,加入

RIPA裂解液提取组织蛋白;常规电泳分离蛋白并转

膜,5%脱脂牛奶封闭1h,用TBST洗膜后将膜在4℃
下与相应一抗孵育过夜:P53(1∶1000)、SLC7A11
(1∶1000)、GPX4(1∶1000)、MMP-13(1∶1000)和

β-actin(1∶2000)。回收一抗,TBST快摇洗膜,在辣根

过氧化物酶缀合的山羊抗兔IgG二抗(1∶5000)中孵

育2h;用增强化学发光试剂对膜进行可视化。用

ImageLab软件分析条带灰度值,以β-actin(细胞质)为
内参蛋白,分析膜上目的蛋白的相对表达量。

1.9 统计学方法

采用SPSS21.0软件对数据进行统计分析,用

GraphPadPrism9软件作图,实验计量资料数据用

x±s形式表示,符合正态分布计量资料多组间比较进

行单因素方差齐性分析,组间比较采用LSD法检验,

P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 关节软骨组织病理改变

镜下观察空白组大鼠关节软骨示关节面光滑平

整,软骨细胞排列规律均匀,表层、移形层、放射层、钙
化层结构完整清晰可见,潮线完整。镜下观察模型组

大鼠关节软骨示关节面粗糙不整或剥落,软骨结构遭

到破坏,软骨层次不清,软骨细胞排列紊乱。实验组和

对照组经过干预后关节软骨形态镜下观察得到改善,
见图1。

图1 关节软骨组织染色观察(HE,×100)

2.2 Mankin评分结果

模型组 Mankin评分最高,与空白组相比差异有

统计学意义(P<0.05)。实验组和对照组 Mankin评

分与模型组相比明显下降,差异有统计学意义(P<
0.05)。以上结果表明,外科手术诱导的膝骨关节炎大

鼠关节软骨组织确有病理学改变,独活寄生汤能明显

减轻外科手术诱导的膝骨关节炎大鼠软骨组织退变程

度,评分结果见表1。
表1 大鼠关节软骨 Mankin评分比较(n=10,x±s)

组别 Mankin评分/分

假手术组 0.300±0.483
模型组 7.100±0.9941)

实验组 3.600±1.0742)

对照组 3.900±0.9942)

F 91.752
P <0.001

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05。

2.3 各组大鼠血清 MDA、SOD和GSH活性比较

与空白组相比,模型组 MDA活性明显升高(P<
0.05),SOD和GSH 活性明显降低(P<0.05);与模

型组相比,实验组和对照组 MDA活性明显降低(P<
0.05),SOD和 GSH 活性明显升高(P<0.05),见
表2。

2.4 各组大鼠关节软骨组织中相关蛋白的比较

WesternBlot法检测各组大鼠软骨组织中P53、

SLC7A11、GPX4和 MMP-13蛋白表达水平,结果显

示:与空白组相比,模型组的大鼠软骨组织中P53蛋

白和 MMP-13蛋白表达水平显著升高(P<0.05),

SLC7A11和 GPX4蛋 白 表 达 水 平 显 著 降 低(P<
0.05);与模型组相比,实验组和对照组的大鼠软骨组

织中P53蛋白和 MMP-13蛋白表达水平显著降低

(P<0.05),SLC7A11和 GPX4表达水平升高(P<
0.05),见图2。
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表2 各组大鼠血清 MDA、SOD和GSH活性比较(n=10,x±s)

组别 MDA/(nmol·L-1) SOD/(U·mL-1) GSH/(U·mL-1)  
空白组 6.91±0.54 270.13±3.26 65.67±2.74
模型组 10.16±0.671) 226.66±3.181) 46.62±2.841)

实验组 8.55±0.482) 254.31±5.332) 55.31±1.522)

对照组 8.25±0.432) 248.48±3.042) 53.43±2.452)

F 24.841 88.586 41.656
P <0.001 <0.001 <0.001

注:1)与空白组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05。

图2 铁死亡标志物蛋白P53、SLC7A11、GPX4及 MMP-13蛋白的比较

3 讨论

关节软骨由软骨细胞和其分泌的细胞外基质构

成,软骨细胞是主要构成部分,负责分泌、合成及维持

细胞外基质的稳态;细胞外基质分布在细胞之间,为软

骨细胞提供营养生存环境并通过复杂的网络结构维持

软骨骨态稳定,软骨细胞和细胞外基质相辅相成,共同

维持关节软骨的结构和功能稳定[10]。关节软骨细胞

的凋亡和细胞外基质的降解是膝骨关节炎发展的病理

基础。细胞铁死亡是一种新的细胞程序性死亡方式,
表现为铁代谢沉积、脂质过氧化物增加和抗氧化防御

能力丧失。Yao等[11]研究结果提示,膝骨关节炎中软

骨细胞凋亡与软骨铁死亡通路活化相关。中医理论认

为膝骨关节炎多归属“痹证”“骨痹”等范畴,病位在骨

与关节。中医经典方独活寄生汤源自唐代孙思邈的

《备急千金要方》,是中医治疗痹症的临床经典方,具有

祛湿止痹、补益肝肾之功效,主要用于治疗早期关节疼

痛,肢节屈伸不利。在基于氧化应激反应独活寄生汤

治疗膝骨关节炎的探究中发现,独活寄生汤能够提升

膝骨关节炎患者体内酶类抗氧化剂活性,抑制氧化应

激[5]。因此本研究通过建立膝骨关节炎大鼠模型,以
独活寄生汤及铁死亡抑制剂(Ferrostatin-1)为干预措

施,探究独活寄生汤对膝骨关节炎模型大鼠关节软骨

的影响及可能作用机制,为独活寄生汤的临床合理应

用提供理论支持。
本实验以独活寄生汤和铁死亡抑制剂为干预措

施,将大鼠随机分为空白组、模型组、实验组和对照组,
采用Hulth改良法制备膝骨关节炎大鼠模型[8]。干

预完成后HE染色关节软骨组织,结果显示空白组大

鼠关节软骨镜下观察示关节面光滑平整,软骨细胞排

列规律均匀,四层结构完整清晰可见,潮线完整。模型

组大鼠关节软骨镜下观察示关节面粗糙不整或剥落,
软骨结构遭到破坏,软骨层次不清,软骨细胞排列紊

乱。实验组和对照组经过干预后关节软骨形态镜下观

察得到改善。Mankin评分结果显示模型组大鼠关节

软骨 Mankin评分最高,实验组和对照组大鼠关节软

骨 Mankin评分与模型组相比明显下降,差异均有统

计学意义,通过病理形态学和 Mankin评分证实了独

活寄生汤对膝骨关节炎大鼠关节软骨的保护作用。
基质金属蛋白酶(MMPs)是一种胶原蛋白水解

酶,其主要的生物学功能是降解细胞外基质(ECM)蛋
白。基质金属蛋白酶家族成员中的 MMP-13贯穿整

个膝骨关节炎进程,诱导软骨细胞凋亡的同时还能协

同 MMP-1发挥降解作用,在软骨降解中起重要作

用,是膝骨关节炎发病期间退行性进程的主要贡献

者[10]。正常情况下,基质金属蛋白酶和基质金属蛋

白酶抑制剂二者共同作用下保持分解和产生过程的

动态平衡,以维持细胞外基质的生理结构和生物学

功能。在膝骨关节炎过程中,应激、老化、炎症递质

等病理刺激以正反馈方式诱导软骨细胞分泌 MMP-
13,打破代谢平衡而加重膝骨关节炎[10-12]。实验中
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采用 WesternBlot法检测了大鼠软骨组织中 MMP-
13蛋白表达水平,结果显示与空白组比,模型组中

MMP-13蛋白表达水平显著增高;与模型组比,实验

组中 MMP-13蛋白表达水平下降。通过检测软骨组

织中 MMP-13蛋白表达,进一步从分子层面证实独

活寄生汤对软骨的保护作用。另外,铁死亡抑制剂

干预的对照组中 MMP-13蛋白表达水平较模型组水

平显著降低,提示独活寄生汤抑制膝骨关节炎大鼠

关节软骨组织细胞外基质降解发挥的软骨保护作用

与抑制软骨细胞铁死亡有关。
活性氧(ROS)是线粒体能量代谢过程中形成的氧

自由基及其衍生的氧化产物的统称,在细胞铁死亡中,
过量的铁离子通过芬顿反应产生大量的羟基自由基,
当活性氧产生的量超过细胞自身抗氧化能力时,细胞

发生脂质过氧化损伤即细胞铁死亡[13]。研究结果表

明[11]在炎症环境下关节软骨细胞处于氧化应激状态,
软骨细胞会产生大量活性氧而成为促发细胞铁死亡的

关键因素。丙二醛是一种脂质过氧化的最终产物,会
加剧细胞损伤且具有相对稳定的浓度,测定丙二醛浓

度可测定一段时期内氧化应激水平变化以反映细胞损

伤程度[14]。细胞中的超氧化物歧化酶通过歧化反应

可以清除过量的氧自由基,以达到对细胞氧化损伤的

保护作用[15],是一种重要的抗氧化金属酶。谷胱甘肽

过氧化物酶是细胞中主要的抗氧化剂,并且能协助

GPX4抑制脂质过氧化物的生成以保护细胞避免受到

氧化应激损伤[16]。本实验检测的血清中丙二醛、超氧

化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化物酶含量水平显示,独
活寄生汤能够增强膝骨关节炎大鼠血清中超氧化物歧

化酶和谷胱甘肽过氧化物酶含量水平,降低丙二醛水

平,表明独活寄生汤能够通过改善膝骨关节炎大鼠氧

化损伤保护软骨细胞。
在正常情况下,细胞的抗氧化防御系统可以控制

铁离子介导的脂质氧化反应,当抗氧化防御系统中的

某一环节出现问题,抗氧化能力下降导致细胞氧化损

伤。SLC7A11对胱氨酸和谷氨酸具有高度特异性,能
控制胱氨酸的胞外摄取和谷氨酸释放,促进谷胱甘肽

过氧化物酶的合成,保护细胞免受氧化应激的损伤,维
持细胞氧化还原平衡[17-19]。P53作为一种抑癌基因,
具有下调SLC7A11的表达来抑制细胞谷胱甘肽过氧

化物酶合成的作用[20]。整个抗氧化系统中GPX4是

关键的抗氧化酶[21],以谷胱甘肽过氧化物酶作为底

物,将膜磷脂氢过氧化物还原为无害的脂醇,直接作用

于消除脂质双层中的氢过氧化物并防止致命脂质活性

氧的积累。为进一步证实独活寄生汤的软骨保护作用

与抑制软骨细胞铁死亡的关系,实验检测了大鼠关节

软骨组织中的P53、SLC7A11和 GPX4蛋白表达水

平,结果显示独活寄生汤能够提升膝骨关节炎大鼠

SLC7A11和GPX4蛋白的表达水平,降低P53蛋白的

表达水平。
综上所述,独活寄生汤可以通过调控软骨细胞氧

化应激和细胞铁死亡对膝骨关节炎模型大鼠软骨产生

保护作用,其机制可能是通过调控 P53/SLC7A11/

GPX4通路抑制软骨细胞凋亡,从而延缓膝骨关节炎

模型大鼠的软骨退变。
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