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乌头汤对膝骨关节炎大鼠模型的治疗作用

王莉莎１ꎬ王上增２ꎬ史栋梁１ꎬ张仲博１ꎬ任博文１ꎬ王云飞１ꎬ郭中华１ꎬ周晓宁３

(１. 河南省中医院骨病一科ꎬ河南 郑州 ４５００５３ꎻ２. 河南省中医院关节科ꎬ河南 郑州 ４５００５３ꎻ
３. 河南省洛阳正骨医院颈肩腰腿痛四科ꎬ河南 洛阳 ４５００１６)

摘要:目的　 探讨乌头汤基于核因子 Ｅ２ 相关因子 ２(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ Ｅ２ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ꎬ Ｎｒｆ２) / 血红素加氧酶￣１
(ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ￣１ꎬ ＨＯ￣１)通路对膝骨关节炎(ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬ ＫＯＡ)大鼠模型的治疗作用ꎮ 方法　 通过向膝

关节腔内注射木瓜蛋白酶溶液建立 ＫＯＡ 大鼠模型ꎻ将造模后的大鼠随机分为 ＫＯＡ 组、乌头汤组(４.２ ｇ / ｋｇ 乌头

汤)、抑制剂组(３０ ｍｇ / ｋｇ ＭＬ３８５)、乌头汤＋抑制剂组(４.２ ｇ / ｋｇ 乌头汤＋３０ ｍｇ / ｋｇ ＭＬ３８５)ꎬ每组 １０ 只ꎬ另取 １０ 只

大鼠腔内注射生理盐水作为对照组ꎮ 采用苏木精￣伊红染色法观察软骨组织病理学变化并进行损伤评分ꎻ采用

ＥＬＩＳＡ 法检测血清中炎症因子[肿瘤坏死因子￣α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α) / 白细胞介素￣１β( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１βꎬ
ＩＬ￣１β)]及氧化应激[丙二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬ ＭＤＡ)、超氧化物歧化酶( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ ＳＯＤ)]指标ꎻ采用

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 法及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ 表达ꎮ 结果　 与对照组相比ꎬＫＯＡ 组软骨表面粗糙不平ꎬ细胞

排列紊乱ꎬ层状结构消失ꎬＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＭＤＡ 含量增加ꎬＳＯＤ、Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达降低ꎬ差异有统计学

意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＫＯＡ 组相比ꎬ乌头汤组病理损伤得到缓解ꎬＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＭＤＡ 含量降低ꎬＳＯＤ、Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１
ｍＲＮＡ 及蛋白表达增加ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ但抑制剂组病理损伤进一步加剧ꎬＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＭＤＡ 含量

增加ꎬＳＯＤ、Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ及蛋白表达降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与乌头汤组相比ꎬ乌头汤＋抑制剂组

病理损伤较为严重ꎬＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＭＤＡ 含量增加ꎬＳＯＤ、Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达降低ꎬ差异有统计学意义

(Ｐ<０.０５)ꎻ与抑制剂组相比ꎬ乌头汤＋抑制剂组病理损伤稍有改善ꎬＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＭＤＡ 含量降低ꎬＳＯＤ、Ｎｒｆ２、
ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ及蛋白表达增加ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 乌头汤可通过激活 Ｎｒｆ２ / ＨＯ￣１ 通路对 ＫＯＡ
大鼠起治疗作用ꎮ
关键词:乌头汤ꎻ核因子 Ｅ２ 相关因子 ２ / 血红素加氧酶￣１ 通路ꎻ膝骨关节炎ꎻ治疗机制
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ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄꎬ ｗｉｔｈ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＩＬ￣１βꎬ ＴＮＦ￣αꎬ ａｎｄ ＭＤＡꎬ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＳＯＤꎬ Ｎｒｆ２ꎬ ａｎｄ
ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ (Ｐ<０.０５) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ａｃｏｎｉｔｕｍ ｃａｒｍｉｃｈａｅｌｉｉ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｃａｎ ｔｒｅａｔ ＫＯＡ ｒａｔｓ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
Ｎｒｆ２ / ＨＯ￣１ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ａｃｏｎｉｔｕｍ ｃａｒｍｉｃｈａｅｌｉｉ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎꎻ Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ Ｅ２ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ / Ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ￣１ ｐａｔｈｗａｙꎻ Ｋｎｅｅ
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓꎻ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

　 　 膝骨关节炎(ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬ ＫＯＡ)是膝关

节软骨变性、骨质增生造成的退行性关节疾病ꎬ以关

节疼痛、肿胀和僵硬为主要特点ꎬ影响全球近 ２.５ 亿

人[１]ꎮ 目前对早期 ＫＯＡ 的治疗主要是使用口服非

甾体抗炎药和关节内注射透明质酸、类固醇缓解患

者疼痛ꎬ在 ＫＯＡ 晚期主要采用关节置换手术[２￣３]ꎮ
乌头汤是治疗类风湿关节炎的经典中药方剂ꎬ具有

良好的疗效ꎬ已有研究证明ꎬ乌头汤可通过多条信号

通路ꎬ降低炎症因子ꎬ起到多途径、多靶点的治疗效

果[３]ꎬ但其对 ＫＯＡ 的治疗及机制鲜有报道ꎮ ＫＯＡ
发病的确切机制尚不清楚ꎬ但氧化应激及炎症反应

等多种因素可导致 ＫＯＡ 的发生和发展[４]ꎮ 核因子

Ｅ２ 相关因子 ２ ( ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ Ｅ２ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ꎬ
Ｎｒｆ２) /血红素加氧酶￣１(ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ￣１ꎬ ＨＯ￣１)
通路与氧化应激及炎症反应密切相关[５]ꎮ 有研究

表明ꎬＮｒｆ２ 激活具有软骨保护作用ꎬ可能有助于治

疗软骨退化[６]ꎮ 本研究旨在探讨乌头汤对 ＫＯＡ 大

鼠模型的治疗作用及其相关机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验动物

７ 周龄雄性 ＳＤ 大鼠 ５６ 只ꎬ体质量 ２６０ ~ ２９０ ｇꎬ
购自玛斯生物技术(固安)有限公司ꎬ生产许可证

ＳＣＸＫ(冀)２０２１￣００４ꎮ 饲养在 ＳＰＦ 级环境中[河南

省中医院ꎬＳＹＸＫ(豫)２０２１－００１８]ꎬ２２ ℃ ~ ２６ ℃ꎬ昼
夜循环 １２ ｈꎬ自由饮水、进食 ７ ｄꎮ 所有动物实验方

案均经河南省中医院动物保护和使用委员会批准ꎬ
并遵循 ３Ｒ 原则ꎮ
１.１.２　 主要试剂与仪器

木瓜蛋白酶溶液(货号 Ｇ８４３２ꎬ纯度≥９８％)购
自北京索莱宝公司ꎻ乌头汤药物由河南省中医院药

房配 制 而 成ꎻ 肿 瘤 坏 死 因 子￣α ( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)和白细胞介素￣１β( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１βꎬ
ＩＬ￣１β)试剂盒(货号 ＲＡ２００３５、ＲＡ２０４２２)购自武汉

贝茵莱生物科技有限公司ꎻＮｒｆ２ 抑制剂￣ＭＬ３８５(货
号 ＨＹ￣１００５２３) 购自美国 Ｍｅｄ￣ＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司ꎻ
丙二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬ ＭＤＡ)、超氧化物歧化酶

( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ ＳＯＤ)试剂盒(货号Ａ００３￣１￣２、
Ａ００１￣３￣２)购自南京建成有限公司ꎻＮｒｆ２、ＨＯ￣１ 一抗

(货号 ａｂ６２３５２、ａｂ１３２４８)购自英国 Ａｂｃａｍ 公司ꎮ 酶

标仪购自美谷分子仪器(上海)有限公司ꎻ光学显微

镜购自日本奥林巴斯有限公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 ＫＯＡ 大鼠模型的制备及干预

随机选取 ４４ 只大鼠(造模组)ꎬ腹腔注射 １％戊

巴比妥钠(３５ ｍｇ / ｋｇ)麻醉大鼠ꎬ以仰卧位固定ꎬ对
膝关节处去毛、消毒ꎬ向右侧膝关节腔内注射木瓜

蛋白酶溶液(４０ ｇ / Ｌꎬ０.２ ｍＬ)ꎻ其他 １２ 只大鼠进

行腔内注射等体积生理盐水(对照组)ꎮ 两组大鼠
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每间隔 ３ ｄ 进行上述操作 １ 次ꎬ共 ３ 次ꎮ ２ 周(包

含注射期)后ꎬ观察大鼠右侧膝关节炎病变情况ꎬ
各组随机选取 ２ 组进行病理切片检测ꎬ以右侧膝

关节发生肿胀(皮纹消失)、活动受限(无法自由做

出屈伸)ꎬ以软骨细胞大量缺失ꎬ排列紊乱ꎬ组织染

色不均匀ꎬ软骨表层缺损严重为造模成功[７] ꎬ其中

１ 只死亡ꎬ１ 只可稍做屈伸活动均排除在外ꎮ 将造

模成功的大鼠随机分为 ＫＯＡ 组、乌头汤组、抑制

剂组和乌头汤＋抑制剂组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 结合参考

文献[６]及前期预实验结果ꎬ乌头汤组给予乌头汤

(４.２ ｇ / ｋｇ)进行灌胃干预ꎬ且腹腔注射等量生理盐水ꎻ
抑制剂组腹腔注射 ＭＬ３８５(３０ ｍｇ / ｋｇ)干预[８]ꎬ且灌胃

等量生理盐水ꎻ乌头汤＋抑制剂组乌头汤(４.２ ｇ / ｋｇ)灌
胃干预ꎬ同时腹腔注射 ＭＬ３８５ (３０ ｍｇ / ｋｇ)干预ꎬ对照

组及 ＫＯＡ 组以等量生理盐水灌胃及腹腔注射干预ꎬ连
续治疗 ８ 周ꎬ各组每天干预 １ 次ꎮ
１.２.２　 样本采集

干预结束后ꎬ麻醉各组大鼠ꎬ对膝关节进行 Ｘ
射线检查ꎬ腹部主动脉取血ꎬ检测血清中炎症因子及

氧化应激水平ꎻ分离右侧膝关节及软骨组织ꎬ部分置

于－８０ ℃备用ꎬ部分用 ４％甲醛溶液固定ꎮ
１.２.３　 采用苏木精－伊红染色法观察软骨组织病理

学变化

用含 ４％多聚甲醛的磷酸盐缓冲盐水固定右

侧膝关节软骨组织ꎬ并在 ３７ ℃保持 ２４ ｈꎬ４ ℃ １０％
ＥＤＴＡ 中脱钙ꎬ脱钙后的组织在一系列 ７０％ ~
１００％乙醇水溶液中脱水ꎬ包埋石蜡块中ꎬ制备组织

切片ꎬ采用苏木精 －伊红染色 ５ ｍｉｎꎬ经水洗后ꎬ
０.５％盐酸乙醇分色ꎬ加入伊红复染 ３ ｍｉｎꎬ在显微

镜下观察组织病理学变化ꎬ并对组织病理损伤进

行 Ｍａｎｋｉｎ 评分[９] ꎮ
１.２.４　 采用 ＥＬＩＳＡ 法检测血清中炎症因子及氧化

应激指标

收集血清样本ꎬ按照特定的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明

检测 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＭＤＡ、ＳＯＤ 水平ꎮ
１.２. ５ 　 采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 法检测软骨组织中 Ｎｒｆ２、

ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ的表达

用 ＴＲＩｚｏｌ 提取右侧膝关节软骨组织中的总

ＲＮＡꎬ并用分光光度计评估ꎮ 使用 Ｐｒｉｍｅ Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ
试剂盒进行 ＲＮＡ 逆转录ꎮ 采用 ｑＰＣＲ 反应在 ＡＢＩ
棱镜 ７３００ 上进行ꎮ 单个基因的 ｍＲＮＡ 水平以

ＧＡＰＤＨ 为参照ꎬ通过 ２－ΔΔＣＴ法分析基因表达水平ꎮ
上海生物技术服务公司设计合成引物ꎮ 反应条件:
９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 １５ ｓꎬ５５ ℃退火 １５ ｓꎬ
６８ ℃延伸 ３０ ｓꎬ共 ４５ 个循环ꎬ最后溶解曲线在 ６５ ~

９５ ℃ 制 备ꎮ Ｎｒｆ２ 正 向 引 物 为: ５′￣ＡＡＧＡＡＴＡ￣
ＡＡＧＴＣＧＣＣＧＣＣＣＡ￣３′ꎻ反向引物为: ５′￣ＡＧＡＴＡ￣
ＣＡＡＧＧＴＧＣＴＧＡＧＣＣＧ￣３′ꎻＨＯ￣１ 正向引物为: ５′￣
ＣＣＴＣＡＣＡＧＡＴＧＧＣＧＴＣＡＣＴＴ￣３′ꎻ反向引物为:５′￣
ＴＧＧＧＧＧＣＣＡＧＴＡＴＴＧＣＡＴＴＴ￣３′ꎻＧＡＰＤＨ 正向引

物为:５′￣ＧＴＴＧＴＧＧＣＴＣＴＧＡＣＡＴＧＣＴ￣３′ꎬ反向引物

为:５′￣ＣＣＣＡＣＧＧＡＴＧＣＣＣＴＴＴＡＧＴ￣３′ꎮ
１.２.６　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ 蛋

白表达

右侧膝关节组织中加入 ＲＩＰＡ 裂解物混合ꎬ研
磨 １０~１５ ｍｉｎꎬ提取关节组织蛋白及核蛋白ꎬ蛋白质

水平定量用 ＢＣＡ 蛋白质测定试剂盒检测ꎬ将样品在

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 中电泳ꎬ并转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ用 ５％脱

脂奶粉封闭 ２ ｈꎬ将 Ｎｒｆ２(稀释度 １ ∶３ ０００)、ＨＯ￣１(稀
释度 １ ∶２ ０００)一抗与膜在 ４ ℃过夜ꎬ加入二抗２ ｈꎮ
暴露于 ＥＣＬ 中使条带可视化ꎬ并定量蛋白质条带的

总灰度值ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２７.０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 统计学

软件ꎬ以 Ｓｈａｐｉｒｏ￣Ｗｉｌｋ 法对计量资料进行正态性检

验ꎬ均符合正态分布ꎬ数据以 􀭰ｘ ± ｓ 表示ꎬ对照组和

ＫＯＡ 组、乌头汤组和乌头汤＋抑制剂组、抑制剂组和

乌头汤＋抑制剂组比较ꎬ采用 ｔ 检验ꎻ乌头汤组、抑制

剂组、乌头汤＋抑制剂组及 ＫＯＡ 组组间的多因素分

析采用析因设计的方差分析ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统

计学意义(双尾)ꎮ

２　 结　 果

２.１　 乌头汤对各组大鼠影像学改变的影响

对照组大鼠无明显变化ꎬＫＯＡ 组、抑制剂组膝

关节间隙变宽、钙化程度增加ꎬ其中抑制剂组较为严

重ꎻ但经乌头汤干预后ꎬ膝关节间隙变窄、钙化程度

有所改善ꎻ乌头汤＋抑制剂组较乌头汤组稍有加重ꎮ
见图 １ꎮ
２.２　 乌头汤对各组大鼠病理损伤的影响

对照组软骨组织无明显病理学变化ꎬ软骨表

面光滑ꎬ细胞有序排列ꎻＫＯＡ 组软骨表面粗糙不

平ꎬ细胞排列紊乱ꎬ软骨表层缺损严重ꎬ组织染色

不均匀ꎻ经乌头汤干预后ꎬ病理损伤有所改善ꎻ但
抑制剂组较 ＫＯＡ 组细胞数量明显减少ꎬ大小不

一ꎬ染色不均匀ꎻ乌头汤＋抑制剂组病理损伤较乌

头汤组加剧ꎬ但不及抑制剂组严重ꎬ见图 ２ꎮ 与对

照组(０.３４±０.０４)相比ꎬＫＯＡ 组 Ｍａｎｋｉｎ 评分(６.８８±
０.６９)增加(ｔ ＝ ２９.９２３ꎬＰ<０.００１)ꎻ与 ＫＯＡ 组相比ꎬ乌
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头汤组和抑制剂组 Ｍａｎｋｉｎ 评分差异有统计学意义

(Ｐ<０.０５)ꎬ乌头汤＋抑制剂组 Ｍａｎｋｉｎ 评分差异无统

计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ其中ꎬ乌头汤组 Ｍａｎｋｉｎ 评分

(３.５４± ０.３６)降低ꎬ抑制剂组 Ｍａｎｋｉｎ 评分(８.９５ ±
０.９１)增加(乌头汤:Ｆ ＝ １７８.０９４ꎬＰ<０.００１ꎻ抑制剂:

Ｆ＝ １３６.４２１ꎬＰ < ０. ００１ꎻ联合应用: Ｆ ＝ ４. ４３０ꎬ Ｐ ＝
０.０４２)ꎻ与乌头汤组相比ꎬ乌头汤＋抑制剂组 Ｍａｎｋｉｎ
评分(６.５２±０.６６)增加( ｔ ＝ １２.５３５ꎬＰ<０.００１)ꎻ与抑

制剂组相比ꎬ乌头汤＋抑制剂组 Ｍａｎｋｉｎ 评分降低

( ｔ＝ ６.８３６ꎬＰ<０.００１)ꎮ

图 １　 Ｘ 射线检测结果
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｘ￣ｒａｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

图 ２　 软骨组织病理学变化(苏木精－伊红染色ꎬ×１００)
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ (ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ×１００)

２.３　 乌头汤对各组大鼠血清中炎症因子的影响

与对照组相比ꎬＫＯＡ 组 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 含量增

加( ｔ＝ １３.４８７、９.０９０ꎬＰ<０.００１)ꎻ与 ＫＯＡ 组相比ꎬ
乌头汤组和抑制剂组 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 含量差异有统

计学意义 ( Ｐ < ０. ０５)ꎬ乌头汤 ＋抑制剂组 ＩＬ￣１β、
ＴＮＦ￣α 含量差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ其中ꎬ乌
头汤 组 ＩＬ￣１β、 ＴＮＦ￣α 含 量 降 低ꎬ 但 抑 制 剂 组

ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 含量增加 (乌 头 汤: Ｆ ＝ １９９. １５３、
１２２.８１２ꎬＰ<０.００１ꎻ抑制剂:Ｆ ＝ １５４.１１０、１３１.２４６ꎬ
Ｐ<０.００１ꎻ联合应用:Ｆ ＝ ３.３４２、１.３２１ꎬＰ>０.０５)ꎻ与

乌头汤组相比ꎬ乌头汤＋抑制剂组 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 含

量增加( ｔ＝ ９.９８６、９.０５８ꎬＰ<０.００１)ꎻ与抑制剂组相

比ꎬ乌头汤＋抑制剂组 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 含量降低( ｔ ＝
９.５４４、７.４４２ꎬＰ<０.００１)ꎮ 见表 １ꎮ
２.４ 　 乌头汤对各组大鼠血清中氧化应激指标的

影响

与对照组相比ꎬＫＯＡ 组 ＭＤＡ 含量增加ꎬＳＯＤ
含量降低( ｔ＝ １４.８４２、１２.８２０ꎬＰ<０.００１)ꎻ与 ＫＯＡ 组

相比ꎬ乌头汤组和抑制剂组 ＭＤＡ、ＳＯＤ 含量差异有

统计学意义(Ｐ< ０.０５)ꎬ乌头汤＋抑制剂组 ＭＤＡ、
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ＳＯＤ 含量差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ其中ꎬ乌头

汤组 ＭＤＡ 含量降低ꎬ ＳＯＤ 含量增加ꎬ抑制剂组

ＭＤＡ 含 量 增 加ꎬ ＳＯＤ 含 量 降 低 ( 乌 头 汤: Ｆ ＝
１７４.６４２、２２６.１８２ꎬＰ < ０. ００１ꎻ抑制剂:Ｆ ＝ １８２. ６５６、
２０５.４６８ꎬＰ<０.００１ꎻ联合应用:Ｆ ＝ ６.５１４、２２.２７２ꎬＰ ＝
０.０１５、Ｐ<０.００１)ꎻ与乌头汤组相比ꎬ乌头汤＋抑制剂

组 ＭＤＡ 含量增加ꎬ ＳＯＤ 含量降低 ( ｔ ＝ １４. ４７０、
１１.０３３ꎬＰ<０.００１)ꎻ与抑制剂组相比ꎬ乌头汤＋抑制剂

组 ＭＤＡ 含量降低ꎬＳＯＤ 含量增加( ｔ ＝ ６.３９３、９.７７２ꎬ
Ｐ<０.００１)ꎮ 见表 ２ꎮ

表 １　 各组大鼠血清中 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 变化 / (ｐｇ / ｍＬ)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＩＬ￣１β ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｉｎ ｓｅｒｕｍ

ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ / (ｐｇ / ｍＬ)
组别 ＩＬ￣１β ＴＮＦ￣α
对照组 ３０.２４±３.１１ ８６.２７±８.７４
ＫＯＡ 组 ５８.６１±５.８８∗ １３２.３８±１３.４５∗

乌头汤组 ３４.５２±３.４６＃ ８８.０５±８.８２＃

抑制剂组 ８６.５４±８.７２＃ １８８.６４±１８.９２＃

乌头汤＋抑制剂组 ５５.２８±５.５９＆△ １３４.０５±１３.４２＆△

　 　 ∗Ｐ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ ＫＯＡ 组ꎻ＆Ｐ<０.０５ ｖｓ 乌
头汤组ꎻ△Ｐ<０.０５ ｖｓ 抑制剂组ꎮ

表 ２　 各组大鼠血清中 ＭＤＡ、ＳＯＤ 水平
Ｔａｂｌｅ ２　 ＭＤＡ ａｎｄ ＳＯＤ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
组别 ＭＤＡ/ (ｎｍｏｌ / ｍＬ) ＳＯＤ / (Ｕ / ｍＬ)
对照组 １８.４２±１.８５ ３６.５１±３.６６
ＫＯＡ 组 ３８.５１±３.８６∗ １９.６４±１.９８∗

乌头汤组 １９.０５±１.９１＃ ３４.２１±３.４３＃

抑制剂组 ５２.０４±５.２２＃ １２.５５±１.２７＃

乌头汤＋抑制剂组 ３８.８８±３.８９＆△ ２０.１６±２.１１＆△

　 　 ∗Ｐ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ ＫＯＡ 组ꎻ＆Ｐ<０.０５ ｖｓ 乌
头汤组ꎻ△Ｐ<０.０５ ｖｓ 抑制剂组ꎮ

２.５ 　 乌头汤对各组大鼠软骨组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１
ｍＲＮＡ 的影响

与对照组相比ꎬＫＯＡ 组 Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ 表

达降低( ｔ＝ １０.５７５、１２.２９２ꎬＰ<０.００１)ꎻ与 ＫＯＡ 组相

比ꎬ乌头汤组和抑制剂组 Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ 表达差

异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ乌头汤＋抑制剂组 Ｎｒｆ２、
ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ 表达差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ其
中ꎬ乌头汤组 Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ 表达增加ꎬ抑制剂

组 Ｎｒｆ２、 ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ 表 达 降 低 ( 乌 头 汤: Ｆ ＝
２７７.０９９、２５２.２９８ꎬＰ < ０. ００１ꎻ抑制剂:Ｆ ＝ ２００. ５５６、
１７９.７８７ꎬＰ<０.００１ꎻ联合应用:Ｆ ＝ ０.５５６、３.４４７ꎬＰ>
０.０５)ꎻ与乌头汤组相比ꎬ乌头汤＋抑制剂组 Ｎｒｆ２、
ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ 表达降低( ｔ ＝ ７.８９４、８.９７４ꎬＰ<０.００１)ꎻ
与抑制剂组相比ꎬ乌头汤＋抑制剂组 Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ
表达增加(ｔ＝１６.４９９、１３.３３６ꎬＰ<０.００１)ꎮ 见表 ３ꎮ

表 ３　 各组大鼠软骨组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ 水平
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｎｒｆ２ ａｎｄ ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ

ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
组别 Ｎｒｆ２ ｍＲＮＡ ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ
对照组 ０.９２±０.１０ １.１６±０.１２
ＫＯＡ 组 ０.５３±０.０６∗ ０.６２±０.０７∗

乌头汤组 ０.８５±０.０９＃ １.０５±０.１１＃

抑制剂组 ０.２３±０.０３＃ ０.３４±０.０４＃

乌头汤＋抑制剂组 ０.５８±０.０６＆△ ０.６８±０.０７＆△

　 　 ∗Ｐ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ ＫＯＡ 组ꎻ＆Ｐ<０.０５ ｖｓ 乌
头汤组ꎻ△Ｐ<０.０５ ｖｓ 抑制剂组ꎮ

２.６　 乌头汤对大鼠软骨组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ 蛋白以

及核蛋白 Ｎｒｆ２ 表达的影响

与对照组相比ꎬＫＯＡ 组组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ 以及

核蛋白 Ｎｒｆ２ 表达降低( ｔ ＝ １１.１１８、１１.６０９、１３.２０７ꎬ
Ｐ<０.００１)ꎻ与 ＫＯＡ 组相比ꎬ乌头汤组和抑制剂组组

织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ 以及核蛋白 Ｎｒｆ２ 表达差异有统计

学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ乌头汤＋抑制剂组组织中 Ｎｒｆ２、
ＨＯ￣１ 以及核蛋白 Ｎｒｆ２ 表达差异无统计学意义(Ｐ>
０.０５)ꎬ其中ꎬ乌头汤组组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ 以及核蛋

白 Ｎｒｆ２ 表达增加ꎬ抑制剂组组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ 以及

核蛋 白 Ｎｒｆ２ 表 达 降 低 ( 乌 头 汤: Ｆ ＝ ２０７. ６５４、
２３３.０２１、２５４. ９５９ꎬＰ < ０. ００１ꎻ抑制剂:Ｆ ＝ １９３. ５８０、
１７４.２９８、２０３. ２５２ꎬＰ < ０. ００１ꎻ联合应用:Ｆ ＝ ３. ９５１、
１.５３２、５.２０３ꎬＰ＝ ０.０５５、０.２２４、０.０２９)ꎻ与乌头汤组相

比ꎬ乌头汤＋抑制剂组组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ 以及核蛋

白 Ｎｒｆ２ 表达降低 ( ｔ ＝ ７. ０１６、 ８. ４８９、 ９. ７２１ꎬ Ｐ <
０.００１)ꎻ与抑制剂组相比ꎬ乌头汤＋抑制剂组组织中

Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ 以及核蛋白 Ｎｒｆ２ 表达增加( ｔ ＝ １５.５５６、
１３.３３６、１３.０１６ꎬＰ<０.００１)ꎮ 见图 ３ꎬ表 ４ꎮ

图 ３　 软骨组织及细胞核中 Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ 蛋白表达
Ａ:对照组ꎻＢ:ＫＯＡ 组ꎻＣ:乌头汤组ꎻＤ:抑制剂组ꎻ
Ｅ:乌头汤＋抑制剂组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｎｒｆ２ ａｎｄ ＨＯ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ
ａｎｄ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｉ
Ａ: Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ: ＫＯＡ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ: Ａｃｏｎｉｔｕｍ
ｃａｒｍｉｃｈａｅｌｉｉ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎻ Ｄ: Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐꎻ
Ｅ: Ａｃｏｎｉｔｕｍ ｃａｒｍｉｃｈａｅｌｉｉ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ＋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｇｒｏｕｐ.
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表 ４　 大鼠软骨组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ 及核蛋白 Ｎｒｆ２ 表达
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２ ａｎｄ ＨＯ￣１ ｉｎ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ

ａｎｄ Ｎｒｆ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｒａｔｓ

组别
Ｎｒｆ２ /

ＧＡＰＤＨ
ＨＯ￣１ /
ＧＡＰＤＨ

核蛋白
Ｎｒｆ２ / ＧＡＰＤＨ

对照组 ０.９９±０.１０ １.１２±０.１２ ０.８５±０.０９
ＫＯＡ 组 ０.５８±０.０６∗ ０.６１±０.０７∗ ０.４２±０.０５∗

乌头汤组 ０.８３±０.０９＃ １.０１±０.１１＃ ０.７４±０.０８＃

抑制剂组 ０.２６±０.０３＃ ０.３２±０.０４＃ ０.２１±０.０３＃

乌头汤 ＋抑
制剂组

０.５９±０.０６＆△ ０.６６±０.０７＆△ ０.４５±０.０５＆△

　 　 ∗Ｐ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ ＫＯＡ 组ꎻ＆Ｐ<０.０５ ｖｓ 乌
头汤组ꎻ△Ｐ<０.０５ ｖｓ 抑制剂组ꎮ

３　 讨　 论

ＫＯＡ 是一种慢性低度炎症性疾病ꎬ影响全球约

２３％的 ４０ 岁及以上人群ꎬ其发病率逐年上升ꎬ且患

者逐渐年轻化ꎬ严重威胁着人类的健康和生活质

量[１０￣１２]ꎮ ＫＯＡ 病因较多ꎬ与年龄、肥胖和遗传因素

均有关系ꎬ由于 ＫＯＡ 的发病机制和病因尚不明确ꎬ
临床治疗难以取得满意效果[１３]ꎮ 因此研究 ＫＯＡ 的

作用机制对于有效药物的临床使用意义重大ꎮ
乌头汤是一种传统中药汤剂ꎬ含有炙甘草、麻

黄、白芍、乌头以及黄芪五种传统药物ꎬ由于其优良

的疗效和较少的不良反应ꎬ对类风湿关节炎的治疗

已有两千年的历史[１４]ꎮ 现代药理研究表明ꎬ乌头汤

具有 抗 炎、 调 节 免 疫、 镇 痛、 抗 血 管 生 成 等 作

用[１５￣１６]ꎮ 研究证明ꎬ氧化应激不仅与慢性炎症相

关ꎬ而且在 ＫＯＡ 的病理生理学中起主要作用ꎬ但乌

头汤可以通过抑制氧化应激反应缓解 ＫＯＡ 的发

展[１７]ꎮ 本研究结果发现ꎬＫＯＡ 大鼠膝关节发生肿

胀、无法自由做出屈伸ꎬＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＭＤＡ 含量较

高ꎬＳＯＤ 含量下降ꎬ病理损伤较为严重ꎬ提示氧化应

激及炎性反应促进 ＫＯＡ 的发展过程ꎬ其严重程度

与 ＳＯＤ 水平呈负相关ꎬ与 ＭＤＡ 水平呈正相关[１８]ꎮ
本研究在体内实验中证实乌头汤可以抑制 ＭＤＡ 含

量ꎬ使 ＳＯＤ 含量增加ꎬ抑制氧化应激对 ＫＯＡ 大鼠

的损伤ꎮ 提示乌头汤可改善 ＫＯＡ 大鼠氧化应激损

伤ꎮ 除此之外ꎬ陈俊等[１９] 提出乌头汤对降低 ＫＯＡ
大鼠血清和关节液中炎症因子水平有帮助ꎬ进而达

到治疗目的ꎮ 本研究经乌头汤干预后ꎬ ＩＬ￣１β、
ＴＮＦ￣α水平下降ꎬ减缓 ＫＯＡ 大鼠病理损伤ꎬ提示乌

头汤对 ＫＯＡ 大鼠起明显的治疗作用ꎬ与其抗炎及

抗氧化均有关系ꎬ但其作用机制尚未明确ꎮ
Ｎｒｆ２ 是氧化应激的主要传感器ꎬ调节细胞氧化

还原稳态ꎬＨＯ￣１ 控制着重要的生物过程ꎬ如细胞增

殖、炎症、纤维化和血管生成ꎬＮｒｆ２ / ＨＯ￣１ 信号通路

作为氧化应激反应中不可或缺的信号通路ꎬ参与抗

炎、抗氧化、凋亡等过程ꎬ与多种疾病的发生发展有

关[２０￣２２]ꎮ Ｃａｉ 等[２３] 提出 ７ꎬ８￣二羟基黄酮可通过激

活 Ｎｒｆ２ / ＨＯ￣１ 信号通路预防骨关节炎的发生ꎮ 虾

青素可通过 Ｎｒｆ２ 信号维持软骨稳态ꎬ抑制骨关节炎

小鼠软骨细胞的炎症反应、氧化应激ꎬ进而发挥抗关

节炎作用[２４]ꎮ 基于以上研究ꎬ推测激活 Ｎｒｆ２ / ＨＯ￣１
对 ＫＯＡ 的改善作用具有重要意义ꎮ 本研究结果发

现ꎬＫＯＡ 大鼠软骨组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ 及蛋

白表达均明显降低ꎬＫＯＡ 大鼠病理损伤严重ꎬ提示

ＫＯＡ 的发生可能与 Ｎｒｆ２ / ＨＯ￣１ 信号通路被抑制有

关ꎮ 但经乌头汤干预后ꎬ软骨组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１
ｍＲＮＡ 及蛋白表达增加ꎬＫＯＡ 大鼠的炎症反应及氧

化应激被抑制ꎬ缓解了 ＫＯＡ 大鼠发展ꎬ推测乌头汤

可能通过激活 Ｎｒｆ２ / ＨＯ￣１ 信号通路发挥对 ＫＯＡ 大

鼠的治疗作用ꎬ与艾司氯胺酮通过激活 Ｎｒｆ２ / ＨＯ￣１
信号通路对骨关节炎大鼠发挥抗炎与软骨保护的结

果相吻合[２５]ꎮ 为进一步验证实验结论ꎬ实验引入

Ｎｒｆ２ / ＨＯ￣１ 信号通路抑制剂￣ＭＬ３８５ 进行反向验证ꎬ
结果发现ꎬＭＬ３８５ 抑制了 Ｎｒｆ２ / ＨＯ￣１ 信号通路的激

活ꎬ大鼠病理损伤进一步加重ꎬ 但乌头汤联合

ＭＬ３８５ 治疗后ꎬＮｒｆ２、ＨＯ￣１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达有所

上调ꎬ炎症反应及氧化应激水平被抑制ꎬ软骨组织病

理损伤得到缓解ꎬ表明乌头汤对 ＫＯＡ 大鼠的治疗

作用是通过激活 Ｎｒｆ２ / ＨＯ￣１ 信号通路实现ꎮ
综上所述ꎬ乌头汤可以降低 ＫＯＡ 大鼠的炎症

反应及氧化应激水平ꎬ可能与激活 Ｎｒｆ２ / ＨＯ￣１ 信号

通路有关ꎬ提示 Ｎｒｆ２ / ＨＯ￣１ 可作为治疗 ＫＯＡ 的新

靶标ꎬ但具体机制还在进一步探索之中ꎮ
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