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梓醇对类风湿性关节炎大鼠软骨损伤的影响

尹伟1 杨立峰1 于洋1 宋永财1 黄军刚1

[摘要] 目的:探究梓醇(Cat)对类风湿性关节炎(RA)大鼠软骨损伤的影响。方法:注射不完全弗氏佐

剂鸡Ⅱ型胶原蛋白以建立类风湿性关节炎大鼠模型,将大鼠随机分为假手术组、模型组、梓醇低剂量

(Cat-L)组、梓醇高剂量(Cat-H)组、Cat-H+Dorsomorphin(AMPK 抑 制 剂)组。评 估 关 节 炎 指 数;

ELISA法检测血清IL-1β、IL-6、TNF-α、CTX-Ⅰ、CTX-Ⅱ水平;HE染色观察软骨组织形态;TUNEL检

测大鼠软骨肿胀细胞凋亡;检测软骨组织丙二醛(MDA)含量、超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶

(CAT)活性;WesternBlot检测关节软骨组织Cleaved-caspase-3、MMP-3、MMP-13、AMPK、NLRP3蛋

白表达。结果:治疗结束后,与假手术组相比,模型组大鼠软骨组织明显被破坏,伴有软骨脱落;关节炎

指数评分,血清IL-1β、IL-6、TNF-α、CTX-Ⅰ、CTX-Ⅱ水平,软骨组织细胞凋亡率,丙二醛含量,Cleaved-
caspase-3、MMP-3、MMP-13、NLRP3蛋白表达水平显著升高,软骨组织过氧化氢酶和超氧化物歧化酶

活性、AMPK蛋白表达水平显著降低,差异有统计学意义(P<0.05)。与模型组相比,梓醇低剂量组和

梓醇高剂量组大鼠软骨组织形态有明显改善,关节炎指数评分、血清IL-1β、IL-6、TNF-α、CTX-Ⅰ、

CTX-Ⅱ水平,软骨组织细胞凋亡率,丙二醛含量、Cleaved-caspase-3、MMP-3、MMP-13、NLRP3蛋白表

达水平显著降低,软骨组织过氧化氢酶和超氧化物歧化酶活性、AMPK蛋白表达水平显著升高,差异有

统计学意义(P<0.05)。Dorsomorphin可减弱梓醇对类风湿性关节炎大鼠软骨的保护作用,差异有统

计学意义(P<0.05)。结论:梓醇可能通过调节AMPK/NLRP3信号通路降低类风湿性关节炎大鼠炎

症、氧化应激反应和软骨细胞凋亡,减轻软骨损伤。
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EffectofCatalpolonCartilageDamageinRheumatoidArthritisRats
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Abstract Objective:Toinvestigatetheeffectofcatalpol(Cat)oncartilagedamageinratswithrheumatoidarthritis
(RA).Methods:IncompleteFreund􀆳sadjuvantchickentypeⅡcollagenwasinjectedtoratstoestablishRAmodel.The
ratswererandomlyseparatedintoshamgroup,modelgroup,Cat-Llow-dosegroup,Cat-Hhigh-dosegroup,andCat-H+
Dorsomorphin(AMPKinhibitor)group.Thearthritisindexwasevaluated.ELISAmethodwasappliedtodetectserum
levelsofIL-1β,IL-6,TNF-α,CTX-Ⅰ,andCTX-Ⅱ.HEstainingwasappliedtoobservethemorphologyofcartilagetissue.
TUNELwasappliedtodetectapoptosisofratcartilageswellingcells.TheMDAcontent,SODandCATactivitiesofcarti-
lagetissueweredetected.WesternBlotwasappliedtodetecttheexpressionofCleaved-caspase-3,MMP-3,MMP-13,

AMPK,andNLRP3proteinsinarticularcartilagetissue.Results:Aftertreatment,comparedwiththeshamgroup,thecar-
tilagetissueofratsinthemodelgroupwasgreatlydamaged,accompaniedbycartilagedetachment;thearthritisindex
score,levelsofserumIL-1β,IL-6,TNF-α,CTX-Ⅰ,CTX-Ⅱ,chondrocyteapoptosisrate,contentofMDA,andexpression
levelsofCleaved-caspase-3,MMP-3,MMP-13,andNLRP3proteinsweregreatlyincreased;theactivitiesofCATandSOD
incartilagetissue,andtheexpressionlevelofAMPKproteinweregreatlyreduced(P<0.05).Comparedwiththemodel

group,therewasagreatimprovementinthemorphologyofcartilagetissueofratsintheCat-LandCat-Hgroups;the
arthritisindexscore,levelsofserumIL-1β,IL-6,TNF-α,

CTX-Ⅰ,CTX-Ⅱ,chondrocyteapoptosisrate,contentof
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MDA,andexpressionlevelsofCleaved-caspase-3,MMP-3,MMP-13,andNLRP3proteinsintheCat-LandCat-Hgroups
weregreatlyreduced;theactivitiesofCATandSODincartilagetissue,andtheexpressionlevelofAMPKproteinwerein
theCat-LandCat-Hgroupsgreatlyincreased(P<0.05).DorsomorphincanweakentheprotectiveeffectofCatonthe
cartilageofRArats(P<0.05).Conclusion:Catmayreduceinflammation,oxidativestress,andchondrocyteapoptosisin
RAratsandalleviatecartilagedamagebyregulatingtheAMPK/NLRP3signalingpathway.
Keywords: catalpol;rheumatoidarthritis;cartilageinjury;apoptosis

  类风湿关节炎(RA)是一种以慢性关节滑膜炎症

为主要特征的自身免疫性疾病,患者关节滑膜组织异

常增生,侵袭关节软骨,造成关节软骨及骨破环,最终

导致关节功能丧失[1-2]。目前临床上主要用甲氨蝶呤

和抗炎类药物来控制炎症,抑制骨质破坏和缓解病情,
且存在较大的副作用[3]。梓醇(Cat)具有保护软骨的

作用[4],梓醇可降低软骨细胞损伤,改善类风湿关节炎

小鼠Th17细胞比例和炎症因子[5-6]。本研究通过建

立类风湿关节炎大鼠模型探讨梓醇是否可改善类风湿

关节炎大鼠软骨损伤,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物

SPF级180~200g的SD雄性大鼠60只(中山大

学),生产许可证号为SCXK(粤)2024-0072。

1.2 实验试剂

梓醇购自上海必宝生物科技有限公司;AMPK抑

制剂Dorsomorphin购自美国 MCE公司;IL-1β、IL-6、

TNF-α、CTX-Ⅰ、CTX-Ⅱ,ELISA、MDA、SOD和CAT
试剂盒购自上海甄准生物科技有限公司;HE染色试

剂、TUNEL试剂盒、BCA试剂盒购自上海名劲生物

科技有限公司;Cleaved-caspase-3、MMP-3、MMP-13、

p-AMPK、AMPK、NLRP3、β-actin一抗及二抗均购自

英国Abcam公司。

1.3 方法

1.3.1 分组造模与给药 取50只SD大鼠进行类风

湿性关节炎造模,将10mgⅡ型胶原蛋白与4℃的

0.05mmol/L乙酸溶液混合定溶为5mL,之后再加入

5mL不完全弗氏佐剂,得混合乳液。将0.1mL该溶

液皮下注射于各组大鼠尾根部处,进行初次免疫,7d
后进行第二次注射免疫建立类风湿性关节炎模型,造
模成功标志为四肢及尾部红肿[7]。造模成功42只,选
取造模成功的40只大鼠随机分为模型组、梓醇低剂量

(Cat-L)组、梓 醇 高 剂 量 (Cat-H)组、Cat-H +
Dorsomorphin组,每组10只。另取10只作为假手术

组,同方式注射生理盐水。
给药处理:梓醇低剂量组和梓醇高剂量组大鼠

分别管饲法给予15mg/kg和30mg/kg[6]的梓醇,

Cat-H+Dorsomorphin组管饲法给予30mg/kg的梓

醇并静脉注射0.2mg/kg的Dorsomorphin[8]。假手

术组和模型组同方式给予等体积生理盐水,1d/次,
给药4周。

1.3.2 关节炎指数评分 根据文献[7]进行关节炎指

数评分:0分为踝关节、小趾关节无红肿;1分为小趾关

节有轻微红肿;2分为足趾及小趾关节均有红肿;3分

为足趾全部红肿;4分为全部足爪红肿甚至变形;四肢

评分总和记为总分。

1.3.3 标本采集 麻醉大鼠后腹主动脉取血3mL
待测,处死大鼠取大鼠踝关节软骨组织待测。

1.3.4 ELISA法检测血清IL-1β、IL-6、TNF-α、CTX-
Ⅰ、CTX-Ⅱ水平 将大鼠新鲜血液于4℃下3000r/

min离心10min,取上清液,根据酶联免疫吸附试验

(ELISA)试剂盒说明书要求加入反应试剂,然后加入

终止试剂和显色试剂,酶标仪检测吸光度值,根据标线

计算IL-1β、IL-6、TNF-α、CTX-Ⅰ、CTX-Ⅱ水平。

1.3.5 HE染色观察大鼠软骨组织形态 用4%多聚

甲醛中固定踝关节软骨组织,脱钙处理,石蜡包埋后切

片,脱水脱蜡后进行苏木精-伊红(HE)染色,显微镜下

观察踝关节软骨组织形态。

1.3.6 TUNEL染色法检测大鼠软骨组织细胞凋

亡 取固定软骨组织,经脱水、石蜡包埋、切片,根据

TUNEL试剂盒说明书要求进行染色,细胞凋亡率=
(TUNEL阳性细胞数/总细胞数)×100%。

1.3.7 检测软骨组织中丙二醛含量、超氧化物歧化酶

和过氧化氢酶活性 定量称取大鼠软骨组织,于4℃
下3000r/min离心10min,取上清按照试剂盒说明

书加入反应试剂盒显色试剂,紫外分光光度计检测吸

光度值,计算丙二醛含量、超氧化物歧化酶和过氧化氢

酶活性。

1.3.8 WesternBlot检 测 软 骨 组 织 中 Cleaved-
caspase-3、MMP-3、MMP-13、AMPK、NLRP3蛋白表

达 定量称取软骨组织,裂解提取总蛋白并定量检测,
热水浴将蛋白变性后进行电泳,转至PVDF膜,封闭

2h,加 入 Cleaved-caspase-3、MMP-3、MMP-13、p-
AMPK、AMPK、NLRP3、β-actin一抗4℃孵育过夜,清
洗后用二抗孵育2h,化学发光(ECL)显色,Image-Pro
Plus软件分析蛋白灰度值。

1.4 统计学方法

用GraphPadPrism8.0.1分析数据,计量资料用
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x±s形式表示,组间比较采用单因素方差分析,组内

两两比较用SNK-q 检验;P<0.05差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 梓醇对各组大鼠关节炎指数评分的影响

造模后,造模大鼠关节炎指数评分比假手术组高,
差异有统计学意义(P<0.05),各造模组大鼠关节炎

指数评分差异无统计学意义(P>0.05);治疗后,模型

组大鼠关节炎指数评分比假手术组高,差异有统计学

意义(P<0.05);梓醇低剂量组和梓醇高剂量组大鼠

关节炎指数评分比模型组低,差异有统计学意义(P<
0.05);Cat-H+Dorsomorphin组大鼠关节炎指数评分

比梓醇高剂量组高,差异有统计学意义(P<0.05),见
表1。

2.2 梓醇对各组大鼠血清IL-1β、IL-6、TNF-α、CTX-Ⅰ、

CTX-Ⅱ水平的影响

  模型组大鼠血清IL-1β、IL-6、TNF-α、CTX-Ⅰ、CTX-
Ⅱ水平比假手术组高,差异有统计学意义(P<0.05);
梓醇低剂量组和梓醇高剂量组大鼠血清上述因子水平

低于模型组,差异有统计学意义(P<0.05);Cat-H+
Dorsomorphin组大鼠血清上述因子水平高于梓醇高

剂量组,差异有统计学意义(P<0.05),见表2。
表1 梓醇对各组大鼠关节炎指数评分的

影响(n=10,x±s,分)

组别 造模后  治疗后  
假手术组 0.00±0.00 0.00±0.00
模型组 15.32±1.711) 14.75±1.461)

梓醇低剂量组 15.18±1.621) 8.94±0.932)

梓醇高剂量组 14.93±1.741) 4.62±0.372)3)

Cat-H+Dorsomorphin组 15.26±1.681) 9.37±1.144)

注:1)与假手术组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与
梓醇低剂量组比,P<0.05;4)与梓醇高剂量组比,P<0.05。

表2 各组大鼠血清IL-1β、IL-6、TNF-α、CTX-Ⅰ、CTX-Ⅱ水平比较(n=10,x±s,pg/mL)

组别 IL-1β IL-6  TNF-α CTX-Ⅰ CTX-Ⅱ   
假手术组 19.62±2.45 6.57±0.86 26.83±2.74 10.85±1.62 7.86±1.13
模型组 63.84±7.231) 35.72±3.941) 89.36±9.421) 29.46±3.571) 19.73±2.261)

梓醇低剂量组 47.31±5.182) 23.48±2.482) 67.58±7.392) 22.39±3.182) 15.42±1.872)

梓醇高剂量组 31.53±3.672)3) 12.36±1.512)3) 43.29±5.162)3) 15.12±1.932)3) 10.94±1.482)3)

Cat-H+Dorsomorphin组 49.78±5.844) 26.92±3.274) 71.43±8.574) 24.67±3.254) 16.58±1.824)

注:1)与假手术组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与梓醇低剂量组比,P<0.05;4)与梓醇高剂量组比,P<0.05。

2.3 梓醇对各组大鼠软骨组织形态的影响

由图1可知,假手术组大鼠软骨无明显变性和破

坏;模型组大鼠软骨有明显破坏,伴有软骨脱落和大量

炎性细胞浸润,滑膜增厚且存在纤维化现象;梓醇低剂

量组和梓醇高剂量组大鼠软骨组织形态有明显改善;

Cat-H+Dorsomorphin组大鼠相比于梓醇高剂量组软

骨组织损伤程度明显加重。

2.4 梓醇对各组大鼠软骨组织细胞凋亡的影响

图1 HE染色观察大鼠软骨组织形态(×400)

  模型组大鼠软骨组织细胞凋亡率比假手术组高,
差异有统计学意义(P<0.05);梓醇低剂量组和梓醇

高剂量组大鼠软骨组织细胞凋亡率低于模型组,差异

有统计学意义(P<0.05);Cat-H+Dorsomorphin组

大鼠软骨组织细胞凋亡率高于梓醇高剂量组,差异有

统计学意义(P<0.05),见表3和图2。

2.5 梓醇对各组大鼠软骨组织丙二醛含量、超氧化物

歧化酶和过氧化氢酶活性的影响

模型组大鼠软骨组织丙二醛含量高于假手术组,
过氧化氢酶和超氧化物歧化酶活性低于假手术组,差
异有统计学意义(P<0.05);梓醇低剂量组和梓醇高

剂量组大鼠软骨组织丙二醛含量低于模型组,过氧化

氢酶和超氧化物歧化酶活性高于模型组,差异有统计

学意义(P<0.05);Cat-H+Dorsomorphin组大鼠软

表3 梓醇对各组大鼠软骨组织细胞凋亡的影响(n=10,x±s)

组别 凋亡率/%   
假手术组 1.14±0.13
模型组 21.56±2.471)

梓醇低剂量组 15.73±1.862)

梓醇高剂量组 7.28±0.942)3)

Cat-H+Dorsomorphin组 17.12±2.084)

注:1)与假手术组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与
梓醇低剂量组比,P<0.05;4)与梓醇高剂量组比,P<0.05。
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图2 TUNEL染色观察大鼠软骨组织细胞凋亡(×400)

骨组织丙二醛含量高于梓醇高剂量组,过氧化氢酶和

超氧化物歧化酶活性低于梓醇高剂量组,差异有统计

学意义(P<0.05),见表4。

2.6 梓醇对各组大鼠软骨组织中Cleaved-caspase-3、

MMP-3、MMP-13、AMPK、NLRP3蛋白表达的

影响

表4 梓醇对大鼠软骨组织丙二醛含量、超氧化物歧化酶和过氧化氢酶活性的影响(n=10,x±s)

组别 丙二醛/(nmol·mg-1) 超氧化物歧化酶/(U·mg-1) 过氧化氢酶/(U·mg-1)
假手术组 1.53±0.21 74.39±8.57 89.46±11.73
模型组 6.81±0.941) 15.67±1.861) 24.92±3.281)

梓醇低剂量组 4.95±0.632) 36.58±4.432) 45.53±5.862)

梓醇高剂量组 2.68±0.322)3) 59.82±6.352)3) 68.74±8.322)3)

Cat-H+Dorsomorphin组 5.29±0.784) 32.16±4.724) 41.37±5.494)

注:1)与假手术组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与梓醇低剂量组比,P<0.05;4)与梓醇高剂量组比,P<0.05。

  模 型 组 大 鼠 软 骨 组 织 中 Cleaved-caspase-3、

MMP-3、MMP-13、NLRP3蛋白表达水平高于假手术

组,AMPK蛋白表达水平低于假手术组,差异有统计

学意义(P<0.05);梓醇低剂量组和梓醇高剂量组大

鼠软骨组织中Cleaved-caspase-3、MMP-3、MMP-13、

NLRP3蛋白表达水平低于模型组,AMPK蛋白表达

水平高于模型组,差异有统计学意义(P<0.05);

Cat-H+Dorsomorphin组 大 鼠 软 骨 组 织 中 Cleaved-
caspase-3、MMP-3、MMP-13、NLRP3蛋白表达水平

高于梓醇高剂量组,AMPK蛋白表达水平低于梓醇

高剂量组,差异有统计学意义(P<0.05),见图3和

表5。
图3 各组大鼠软骨组织Cleaved-caspase-3、MMP-3、

MMP-13、AMPK、NLRP3蛋白表达
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表5 各组大鼠踝关节软骨组织中相关蛋白表达比较(n=6,x±s)

分组 Cleaved-caspase-3 MMP-3 MMP-13 p-AMPK/AMPK NLRP3
假手术组 0.26±0.07 0.27±0.02 0.52±0.07 0.93±0.12 0.41±0.05
模型组 0.85±0.101) 0.74±0.061) 1.18±0.141) 0.34±0.051) 1.06±0.121)

梓醇低剂量组 0.67±0.072) 0.56±0.052) 0.94±0.112) 0.51±0.072) 0.84±0.102)

梓醇高剂量组 0.48±0.062)3) 0.41±0.032)3) 0.71±0.092)3) 0.72±0.092)3) 0.58±0.072)3)

Cat-H+Dorsomorphin组 0.73±0.084) 0.63±0.054) 0.98±0.124) 0.46±0.074) 0.89±0.114)

注:1)与假手术组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与梓醇低剂量组比,P<0.05;4)与梓醇高剂量组比,P<0.05。

3 讨论

类风湿性关节炎是一种慢性全身炎症免疫疾病,
主要特征是炎症细胞渗透到滑液中,引起滑膜持续炎

症和增生,进而侵蚀关节软骨和关节骨骼,引起关节畸

形和关节功能丧失,最终导致患者残疾,严重影响患者

生活自理能力[9]。类风湿性关节炎多发于中老年人,
我国类风湿性关节炎发病率约为0.42%,患病人数达

到500万,随着我国老龄化人口的加剧,发病率也呈逐

渐升高趋势[10]。目前类风湿性关节炎的发病机制尚

不清楚,也无治愈类风湿性关节炎的特效药物。中药

因其低毒副作用而逐渐成为研究热点,梓醇是一种从

中药地黄根中分离出来的活性物质,具有抗炎、抗氧

化、降血糖、保护神经的作用[11]。Zeng等[11]研究显示

梓醇可抑制炎症信号通路,降低IL-1β引起的软骨细

胞炎症因子产生,改善软骨退化。Meng等[12]研究表

明梓醇可抑制破骨细胞活性,降低小鼠炎症和骨质流

失。推测梓醇具有降低骨关节炎症的功效。
类风湿关节炎是一种关节滑膜慢性炎症性疾病,

炎症细胞刺激关节软骨与周围组织,多关节软骨组织

造成炎性损伤,损害软骨结构和功能。IL-1β、IL-6、

TNF-α是由炎性细胞分泌的炎性因子,是滑膜炎症和

软骨损伤的关键致病因子,可造成组织和细胞炎性损

伤[13];CTX-Ⅰ、CTX-Ⅱ胶原蛋白是软骨的主要有机

成分,也是判断骨关节炎病变的重要指标,软骨降解

后,CTX-Ⅰ、CTX-Ⅱ被释放进入血液,其血液中水平

可反映软骨降解情况[14]。本研究结果显示,类风湿性

关节炎大鼠血清炎症因子、CTX-Ⅰ、CTX-Ⅱ水平显著

升高,表明类风湿性关节炎引起大鼠炎症反应和软骨

组织降解。梓醇治疗后可显著降低炎症因子水平和

CTX-Ⅰ、CTX-Ⅱ水平,减轻软骨损伤。炎症发生后可

引起细胞内环境稳态发生变化,增加氧自由基和活性

氧聚集,引起氧化应激损伤[5]。本研究结果显示,梓醇

可降低大鼠丙二醛含量,提高抗氧化酶超氧化物歧化

酶和过氧化氢酶活性,减轻氧化应激反应。基质金属

蛋白酶具有降解软骨基质的功能,MMP-3可以降解细

胞外基底膜成分,破坏骨和关节软骨结构,还可激活

MMP-13形成级联放大效应,降解关节软骨基质中多

糖蛋白和Ⅸ型胶原,促进软骨损伤。MMP-13是一种

Ⅱ型胶原降解酶,可降解Ⅱ型胶原蛋白,破坏关节软骨

结构,促进关节炎发展;类风湿性关节炎可引起软骨组

织细胞凋亡,Cleaved-caspase-3为细胞凋亡蛋白,可激

活细胞凋亡级联反应,促进细胞凋亡[14]。本研究结果

显示,梓醇可降低类风湿性关节炎大鼠软骨组织中

Cleaved-caspase-3、MMP-3和 MMP-13蛋白表达,减
轻软骨组织细胞凋亡和损伤。通过 TUNEL染色进

一步证实梓醇可减轻软骨组织细胞凋亡。软骨组织损

伤后,软骨组织被破坏,软骨功能丧失,本研究通过

HE染色发现梓醇治疗后,软骨组织损伤程度显著降

低,软骨形态有明显改善,提示梓醇可能降低类风湿性

关节炎大鼠炎症、氧化应激反应和软骨细胞凋亡,减轻

软骨损伤。

AMPK是细胞能量平衡的主要传感器,可调节细

胞碳水化合物和脂肪代谢,促进三磷酸腺苷(ATP)生
成,研究显示激活AMPK可减轻内质网应激反应,调
节线粒体稳态来抑制 NLRP3炎症小体激活,减轻炎

症因 子 引 起 的 炎 性 损 伤[15]。Guo等[16]研 究 显 示

NLRP3炎症小体在类风湿性关节炎小鼠体内高表达,
靶向抑制NLRP3炎症小体可改善类风湿性关节炎。

Chen等[17]研究表明 NLRP3炎症小体可促进类风湿

性关节炎及其并发症的发生发展。本研究结果显示,
类风湿性关节炎大鼠软骨组织中AMPK蛋白低表达,

NLRP3蛋白高表达,梓醇治疗后可显著提高 AMPK
蛋白表达,降低 NLRP3蛋白表达,激活 AMPK信号

通路。为进一步验证梓醇的作用靶点,本研究在梓醇

治疗基础上用 AMPK抑制剂Dorsomorphin进行干

预,结果显示Dorsomorphin可部分逆转梓醇对类风

湿性关节炎大鼠软骨的保护作用,提示梓醇对类风湿

性关 节 炎 大 鼠 软 骨 的 改 善 作 用 可 能 是 通 过 激 活

AMPK信号通路实现的。
综上所述,梓醇可能通过调节AMPK/NLRP3信

号通路降低类风湿性关节炎大鼠炎症和软骨细胞凋

亡,改善大鼠软骨损伤。类风湿性关节炎发生机制复

杂,梓醇在动物体内作用靶点较多,梓醇改善类风湿性

关节炎的具体作用机制还需进一步研究。
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