
基于 ｐ５３ ／ ｐ２１ 信号通路探讨益气续骨合剂含药血清对膝骨关节炎大鼠
软骨细胞衰老的影响

吴祖贵１， 　 朱　 月１， 　 李　 皎１， 　 袁　 蓉１， 　 李俊毅２， 　 李聪聪３， 　 申　 震１∗， 　 郭　 英１∗

（１． 云南中医药大学第三附属医院 ／ 昆明市中医医院， 云南 昆明 ６５０５００； ２． 河南省洛阳正骨医院， 河南

洛阳 ４７１０００； ３． 浙江中医药大学第一附属医院， 浙江 杭州 ３１００００）

收稿日期： ２０２５⁃０１⁃２２
基金项目： 国家自然科学基金项目 （ ８２３６０９４３）； 云南省基础研究专项 （ ２０２５０１ＡＵ０７０１６７）； 云南省科技厅项目⁃中医联合专项

（２０２１０１ＡＺ０７０００１⁃１７０， ２０２３０１ＡＺ０７０００１⁃０９４， ２０２３０１ＡＺ０７０００１⁃０１５）； 云南省临床医学中心科研项目 （２０２４ＹＮＬＣＹＸＺＸ０２９３）
作者简介： 吴祖贵 （１９９３—）， 男， 博士， 博士后， 从事中医药防治骨关节病的临床与基础研究。 Ｔｅｌ： （ ０８７１） ６３８０８７６１， Ｅ⁃ｍａｉｌ：

９２９３９０４００＠ ｑｑ．ｃｏｍ
∗通信作者： 申　 震 （１９８９—）， 男， 博士， 主治医师， 从事中医药防治骨伤科疾病的临床与基础研究。 Ｔｅｌ： （ ０８７１） ６３８０８７６１，

Ｅ⁃ｍａｉｌ： ８６３４９１４２３＠ ｑｑ．ｃｏｍ
郭　 英 （１９７０—）， 男， 硕士， 主任医师， 从事中医药防治骨关节病的临床与基础研究。 Ｔｅｌ： （０８７１） ６３８０８７６１， Ｅ⁃ｍａｉｌ：
ｇｙ１２００＠ １３９．ｃｏｍ

摘要： 目的　 研究益气续骨合剂延缓膝骨关节炎 （ＫＯＡ） 大鼠软骨细胞衰老的作用机制。 方法　 ＳＤ 大鼠分别灌胃给

予生理盐水、 益气续骨合剂 （４􀆰 ０５、 １６􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ） 和盐酸氨基葡萄糖 （０􀆰 ３ ｇ ／ ｋｇ）， 连续给药 １ 周后收集含药血清。 将

软骨细胞分为正常组、 模型组、 盐酸氨基葡萄糖组和益气续骨合剂低、 高剂量组， 给予含药血清干预。 ＣＣＫ８ 法检测

软骨细胞增殖率； ＥＬＩＳＡ 法检测软骨细胞 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平； ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 荧光探针检测软骨细胞 ＲＯＳ 水平； 流

式细胞术检测软骨细胞凋亡和细胞周期； ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色及 γ⁃Ｈ２ＡＸ 蛋白免疫荧光染色观察软骨细胞衰老情况； ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测软骨细胞 ｐ５３、 ｐ２１、 ＣＤＫ４、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、 ＡＣＡＮ ｍＲＮＡ 及蛋白表达。 结果　 与模

型组比较， 盐酸氨基葡萄糖组和益气续骨合剂各剂量组软骨细胞增殖率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＲＯＳ 水平及软骨细胞凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 软骨细胞 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｓ 期、 Ｇ２ ／ Ｍ 期

比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 软骨细胞 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色阳性比例及 γ⁃Ｈ２ＡＸ 蛋白免疫荧光强度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ５３、
ｐ２１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＣＤＫ４、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、 ＡＣＡＮ ｍＲＮＡ 及蛋白表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 益气续骨合剂能延缓 ＫＯＡ 大鼠软骨细胞衰老， 其作用机制可能与调控 ｐ５３ ／ ｐ２１ 信号通路

有关。
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　 　 膝骨关节炎 （ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ＫＯＡ） 是最

常见的一种退行性关节疾病， 以疼痛、 畸形和关节

功能受限为主要表现， 是造成中老年人群残疾的主

要原 因［１⁃２］。 我 国 症 状 性 ＫＯＡ 的 发 病 率 约 为

１４􀆰 ６％ ， 且女性发病率高于男性［３⁃４］。 软骨的退行

性改变是 ＫＯＡ 最核心的病理性改变［５］。 软骨细胞

是软骨内唯一的功能细胞， 其损伤和衰老是 ＫＯＡ
病理进程的关键环节［６⁃８］。 衰老的软骨细胞增殖及

自我修复能力下降， 分泌Ⅱ型胶原蛋白 （ ｃｏｌｌａｇｅｎ
ｔｙｐｅ ＩＩ， ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ） 及聚集蛋白聚糖 （ ａｇｇｒｅｃａｎ，
ＡＣＡＮ） 的能力也下降， 细胞外基质合成减少， 并

且衰老的软骨细胞会进一步分泌衰老相关分泌表

型， 导致 细 胞 外 基 质 降 解， 进 而 导 致 软 骨 降

解［９⁃１０］。 肿瘤蛋白 ５３ （ ｔｕｍｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ５３， ｐ５３） ／细
胞周期依赖性蛋白激酶抑制因子 １Ａ （ ｃｙｃｌｉｎ⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １Ａ， ｐ２１） 是调控细胞衰

老的关键通路之一， ｐ５３ 磷酸化会激活下游靶基因

ｐ２１， 参与细胞的增殖、 凋亡、 衰老等多个生物学

调控过程［１１］。 因此， 延缓软骨细胞衰老， 抑制软

骨细胞凋亡， 减少细胞外基质及关节软骨的降解，
是改善 ＫＯＡ 的重要途径。

益气续骨合剂是云南中医药大学第三附属医院

院内制剂， 在临床运用 ６０ 余年， 该方由骨碎补、
续断片、 党参片、 制何首乌、 当归、 赤芍、 茯苓、
白术、 法半夏、 陈皮、 木香、 大枣、 甘草 １３ 味药

组成， 具有滋补肝肾、 益精填髓、 补益气血、 祛瘀

通络之功效， 课题组前期研究表明其在治疗 ＫＯＡ
方面疗效显著［１２⁃１３］， 但是其作用机制尚不明确。

因此， 本研究拟以软骨细胞衰老为切入点， 探讨益

气续骨合剂能否通过调控 ｐ５３ ／ ｐ２１ 信号通路延缓软

骨细胞衰老， 发挥对软骨细胞的保护作用， 以期为

揭示益气续骨合剂防治 ＫＯＡ 的分子生物学机制及

探索其可能的作用靶点提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只， 体质量

（２２０±２０） ｇ， 购自斯贝福 （北京） 生物技术有限

公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０２４⁃
０００１］， 饲养于云南中医药大学动物实验中心 ［实
验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （滇） ２０２２⁃０００４］。 实

验方案及实验操作通过云南中医药大学实验动物伦

理委员会审查 （伦理批号 Ｒ⁃０６２０２４５０５４）， 并符合

《实验动物管理和使用指南》 相关要求。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 益气续骨合剂 （由骨碎补、 续

断片、 党参片、 制何首乌、 当归、 赤芍、 茯苓、 白

术、 法半夏、 陈皮、 木香、 大枣、 甘草组成， ２５０
ｍＬ ／瓶， 批号 ２０２４１０２１０１） 由云南中医药大学第三

附属医院制剂中心提供； 盐酸氨基葡萄糖 （国药

准字 ＨＣ２０１４０００８， 澳美制药厂有限公司）。 ＣＣＫ８
试剂盒、 ＲＯＳ 荧光试剂盒 （上海碧云天生物技术

股份有限公司， 货号 Ｃ００３８、 Ｓ００３３Ｓ）； ＴＲＩｚｏｌ 试
剂盒 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， 货号

１５５９６０２６ＣＮ）； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 试剂盒 （北京全式金生

物技术有限公司， 货号 ＡＱ２１１）； 流式细胞周期试

剂盒、 流式细胞凋亡试剂盒 （杭州联科生物技术

股份有限公司， 货号 ＣＣＳ０１２、 ＡＰ１０７）； ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ
染色试剂盒 （北京索莱宝科技有限公司， 货号
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Ｇ１５８０）； 白介素 （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ） ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 肿

瘤坏死因子 α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α）
ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （武汉贝茵莱生物科技有限公司， 货

号 ＲＡ２００２０、 ＲＡ２０６０７、 ＲＡ２００３５ ）； γ⁃Ｈ２ＡＸ、
ｐ５３、 ＣＤＫ４、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ抗体 （杭州华

安生物技术股份公司， 货号 ＳＲ３３⁃０９、 ＥＴ１６０２⁃３８、
ＥＴ１６１２⁃２３、 ＥＴ１６０１⁃２１、 ＰＳＨ０６⁃６２）； ｐ２１、 ＡＣＡＮ
抗体 （武汉三鹰生物技术有限公司， 货号 ２８２４８⁃１⁃
ＡＰ、 ６８３５０⁃１⁃ＩＧ）。
１􀆰 ３　 仪器　 Ｓｔｅｐ Ｏｎｅ Ｐｌｕｓ 实时荧光定量基因扩增

仪、 ＥＣＳ０００２８２ 紫外超微量分光光度计、 Ｖａｒｉｏｓｋａｎ
Ｆｌａｓｈ 酶标仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；
５４２４ 高速冷冻离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；
Ｘ５１ 荧光倒置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； Ｍｉｎｉ
Ｐｒｏｔｅａｎ３ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳仪、 １７０⁃３９３０ 湿法转膜仪

（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ５２００ 化学发光检测系统

（上海天能科技有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 含药血清及空白血清制备 　 ４０ 只 ＳＤ 大鼠按

照随机数字表法分为正常组、 盐酸氨基葡萄糖组和

益气续骨合剂低、 高剂量组， 每组 １０ 只。 根据

“人和动物体表面积折算的等效剂量比率表” 换

算， 益气续骨合剂临床等效剂量为 ８􀆰 １ ｇ ／ ｋｇ， 故设

益气续骨合剂低、 高剂量为 ４􀆰 ０５、 １６􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ； 盐

酸氨基葡萄糖给药剂量为 ０􀆰 ３ ｇ ／ ｋｇ。 各给药组灌胃

给药， 正常组灌胃给予 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 生理盐水， 每天

１ 次， 连续 １ 周， 末次给药 ２ ｈ 后， 无菌条件下采

集腹主动脉血， 室温静置 ３０ ｍｉｎ， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １５ ｍｉｎ， 取上层血清 （空白血清、 盐酸氨基葡

萄糖含药血清、 益气续骨合剂含药血清）， ５６ ℃灭

活 ３０ ｍｉｎ， 经 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤， 分装后于－８０ ℃
冰箱保存备用。
２􀆰 ２　 ＫＯＡ 大鼠模型制备及软骨细胞分离 　 １０ 只

ＳＤ 大鼠随机分为正常组和模型组， 每组 ５ 只。 正

常组大鼠不造模， 模型组大鼠采用前交叉韧带离断

法 （ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｃｒｕｃｉａｔｅ ｌｉｇａｍｅｎｔ ｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ， ＡＣＬＴ）
建立 ＫＯＡ 模型［１４］， 腹腔注射麻醉后， 右膝关节备

皮并消毒， 使用手术尖刀从髌骨内缘逐层划开皮肤

及皮下组织， 从内侧胫骨平台与股骨内髁之间的间

隙进入膝关节腔， 离断前交叉韧带， 前抽屉试验阳

性说明手术成功。 造模 ４ 周后在无菌条件下分离膝

关节股骨髁软骨， 并使用Ⅱ型胶原酶提取软骨细

胞， 使用 ＤＭＥＭ 培养基培养， 传代至 Ｐ３ 代软骨细

胞后进行实验。

２􀆰 ３　 细胞分组及干预 　 取 Ｐ３ 代软骨细胞分为 ５
组， 按照文献 ［１５］ 中所述的方法， 分别在不同

的分组中加入空白血清及含药血清。 空白组： 空白

组大鼠的 Ｐ３ 代软骨细胞， 加入 １０％ 空白血清； 模

型组： 模型组大鼠的 Ｐ３ 代软骨细胞， 加入 １０％ 空

白血清； 益气续骨合剂低、 高剂量组： 模型组大鼠

的 Ｐ３ 代软骨细胞， 加入 １０％ 益气续骨合剂低、 高

剂量含药血清； 氨基葡萄糖组： 模型组大鼠的 Ｐ３
代软骨细胞， 加入 １０％ 氨基葡萄糖含药血清。
２􀆰 ４　 指标检测

２􀆰 ４􀆰 １　 软骨细胞鉴定 　 将空白组的 Ｐ３ 代软骨细

胞以每孔 １×１０５ 个的密度接种于 １２ 孔板中， 干预

结束后在 １２ 孔板中进行染色， 使用 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ及

ＡＣＡＮ 免疫荧光染色鉴定软骨细胞。 ４％ 多聚甲醛

固定软骨细胞后， 弃去多聚甲醛， 加入 ０􀆰 １％
ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 反应 ２０ ｍｉｎ， ５％ ＢＳＡ 封闭 １ ｈ， 加一抗

４ ℃孵育过夜， 回收一抗后加二抗孵育 ３０ ｍｉｎ， 干

燥后封片， 于荧光显微镜下观察并拍照。
２􀆰 ４􀆰 ２　 ＣＣＫ８ 法检测软骨细胞增殖率　 将 Ｐ３ 代软

骨细胞以每孔 １×１０４ 个的密度接种于 ９６ 孔板中，
按照 “ ２􀆰 ３ ” 项 下 分 组、 干 预， 分 别 培 养 ２４、
４８ ｈ， 干预结束后在 ９６ 孔板中使用 ＣＣＫ８ 试剂盒

检测软骨细胞增殖率， 用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长处

测定光密度 （ＯＤ） 值， 计算细胞增殖率， 公式为

细胞增殖率 ＝ ［ （ＯＤ给药组 －ＯＤ空白组） ／ （ＯＤ对照组 －
ＯＤ空白组） ］ ×１００％ 。
２􀆰 ４􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 法检测软骨细胞 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α
水平　 Ｐ３ 代软骨细胞以每孔 ２×１０５ 个的密度接种

于 ６ 孔板， 按照 “２􀆰 ３” 项下分组， 干预 ４８ ｈ 后收

集各组细胞上清液， 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书，
设置标准品孔及待测样品孔， 孵育结束后， 在酶标

仪 ４５０ ｎｍ 波长处测定 ＯＤ 值， 根据标准品孔的值

建立标准曲线， 计算各组软骨细胞 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 水平。
２􀆰 ４􀆰 ４　 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 荧光探针检测软骨细胞 ＲＯＳ 水

平　 将 Ｐ３ 代软骨细胞以每孔 ５×１０４ 个的密度接种

于 ２４ 孔板中， 按照 “２􀆰 ３” 项下分组， 干预 ４８ ｈ
后按照 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 荧光探针试剂盒说明书在 ２４ 孔

板中进行染色， 加入荧光探针孵育 ３０ ｍｉｎ， 加入细

胞培养液于荧光显微镜下观察并拍照， 通过 Ｉｍａｇｅ
Ｊ 软件分析平均荧光强度。
２􀆰 ４􀆰 ５　 流式细胞术检测软骨细胞凋亡和细胞周

期　 将Ｐ３ 代软骨细胞以每孔 ２×１０５ 个的密度接种

于 ６ 孔板中， 按照 “２􀆰 ３” 项下分组， 干预 ４８ ｈ 后
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收集各组细胞， 加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 １０ μＬ
ＰＩ 试剂， 避光孵育 １５ ｍｉｎ， 于流式细胞仪上机检

测软骨细胞凋亡情况。 收集各组细胞， 加入 １ ｍＬ
ＤＮＡ Ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ 和 １０ μＬ Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ 试剂， 涡旋振荡混匀后， 孵育 ３０ ｍｉｎ 后于

流式细胞仪上机检测软骨细胞周期情况。
２􀆰 ４􀆰 ６　 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 活性检测　 Ｐ３ 代软骨细胞以每孔

２×１０５ 个的密度接种于 ６ 孔板中， 按照 “２􀆰 ３” 项

下分组， 干预 ４８ ｈ 后在 ６ 孔板中进行染色， ＰＢＳ
清洗后用 １ ｍＬ β⁃ｇａｌ 固定液室温固定 １５ ｍｉｎ， ＰＢＳ
清洗后加入按比例配制的 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色工作液，
室温孵育 ２４ ｈ （封板膜封住）， 于光学显微镜下观

察并拍照。 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析阳性染色区域平

均光密度值 （ａｖｅｒａｇｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＡＯＤ）。
２􀆰 ４􀆰 ７　 γ⁃Ｈ２ＡＸ 免疫荧光染色　 将 Ｐ３ 代软骨细胞

以每孔 ５ × １０４ 个的密度接种于 ２４ 孔板中， 按照

“２􀆰 ３” 项下分组， 干预 ４８ ｈ 后在孔板中进行染色，
用 ４％ 多聚甲醛固定软骨细胞， ＰＢＳ 清洗后加入

ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 反应 ３０ ｍｉｎ， ５％ ＢＳＡ 封闭 １ ｈ， 加入 γ⁃
Ｈ２ＡＸ 荧光一抗 ４ ℃孵育过夜， ＰＢＳ 清洗后加入荧

光二抗避光孵育 ２ ｈ， 滴加抗荧光淬灭剂 （含

ＤＡＰＩ）， 于荧光显微镜下观察并拍照。 通过 Ｉｍａｇｅ
Ｊ 软件分析平均荧光强度。
２􀆰 ４􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测软骨细胞 ｐ５３、 ｐ２１、 ＣＤＫ４、
ＣｙｃｌｉｎＤ１、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ、 ＡＣＡＮ ｍＲＮＡ 表达 　 Ｐ３ 代

软骨细胞以每孔 ２×１０５ 个的密度接种于 ６ 孔板中，
按照 “２􀆰 ３” 项下分组， 干预 ４８ ｈ 后收集各组细

胞， 使用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ， 按照反转录试剂

盒说明书逆转录成 ｃＤＮＡ， 按照 ＰｅｒｆｅｃｔＳｔａｒｔ 􀅺 Ｕｎｉ
ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 试剂盒反应体系， 配制反应体系后上机

检测。 通过 ＮＣＢＩ Ｇｅｎｅｂａｎｋ 检索基因序列， 使用

ＮＣＢＩ Ｐｒｉｍｅｒ ＢＬＡＳＴ 软件对筛选基因引物片段进行

核对， 引物由上海捷瑞生物工程有限公司合成， 序

列见表 １。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 绘制熔解曲线， 采用

２－ΔΔＣＴ法计算 ｐ５３、 ｐ２１、 ＣＤＫ４、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ
ＩＩ、 ＡＣＡＮ ｍＲＮＡ 相对表达量。
２􀆰 ４􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测软骨细胞 ｐ５３、 ｐ２１、
ＣＤＫ４、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、 ＡＣＡＮ 蛋白表达 　 Ｐ３
代软骨细胞以每孔 ２×１０５ 个的密度接种于 ６ 孔板

中， 按照 “２􀆰 ３” 项下分组， 干预 ４８ ｈ 后收集各组

细胞， 使用 ＲＩＰＡ 裂解液提取总蛋白， ＢＣＡ 法检测

蛋白浓度， 调整各样本浓度一致。 蛋白变性后， 上

样进行凝胶电泳， 将蛋白转至 ＰＶＤＦ 膜上， 使用封

闭液封闭。 加入按比例配制的一抗工作液， ４ ℃孵

　 　 　 表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 引物序列（５′→３′）
ｐ５３ 正向 ＡＣＡＡＧＡＡＧＴＣＡＣＡＡＣＡＣＡ

反向 ＧＴＣＣＡＧＡＴＡＣＴＣＡＧＣＡＴＡ
ｐ２１ 正向 ＡＴＧＴＣＣＧＡＴＣＣＴＧＧＴＧＡＴＧＴＣ

反向 ＣＧＧＣＴＣＡＡＣＴＧＣＴＣＡＣＴＧＴＣ
ＣＤＫ４ 正向 ＧＡＣＣＴＧＡＡＧＣＣＡＧＡＧＡＡＣ

反向 ＴＡＣＣＡＧＡＧＣＧＴＡＡＣＡＡＣＣ
ＣｙｃｌｉｎＤ１ 正向 ＡＴＴＴＣＣＡＡＣＣＣＡＣＣＣＴＣＣ

反向 ＴＣＣＡＣＴＴＣＣＣＣＴＴＣＣＴＣＣ
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅱ 正向 ＣＴＣＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＡＣＣＴＡＣＣＡＣ

反向 ＣＣＡＴＣＣＴＴＣＡＧＧＧＡＧＴＧＴＡ
ＡＣＡＮ 正向 ＧＴＴＧＴＡＴＴＣＣＡＣＴＡＣＣＧＣＣＣＧ

反向 ＴＣＡＣＡＣＴＧＣＴＣＡＴＡＧＣＣＴＧＣＣ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＧＣＣＡＣＴＧＣＣＧＣＡＴＣＣＴＣＴ

反向 ＧＴＧＧＡＡＧＡＧＡＧＣＣＴＣＧＧＧＧ

育过夜， 洗膜后加入二抗常温孵育 ２ ｈ。 使用超敏

ＥＣＬ 发光液浸泡蛋白条带， 并在发光成像系统中

曝光、 显影， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析目的蛋白条带

灰度值， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 计算 ｐ５３、 ｐ２１、 ＣＤＫ４、
ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、 ＡＣＡＮ 蛋白相对表达量。
２􀆰 ５　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行处理，
计量资料以平均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比

较采用单因素方差分析， 若方差齐， 两两比较采用

ＬＳＤ 法， 若方差不齐， 采用 Ｇａｍｅｓ⁃Ｈｏｗｅｌｌ 法。 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 软骨细胞鉴定　 以空白组为例， ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ及

ＡＣＡＮ 免疫荧光染色均可见软骨细胞的细胞质呈现

出红色的荧光， 细胞核可见 ＤＡＰＩ 复染， 培养的软

骨细胞符合 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ及 ＡＣＡＮ 免疫荧光染色的特

征， 表明所提取的细胞为软骨细胞， 见图 １。

图 １　 空白组大鼠软骨细胞 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、 ＡＣＡＮ 免疫荧

光染色

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ ａｎｄ
ＡＣＡＮ ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｒａｔｓ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ
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３􀆰 ２　 益气续骨合剂含药血清对软骨细胞增殖率的

影响　 与正常组比较， 模型组大鼠软骨细胞增殖率

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益气续骨合剂各

剂量组和盐酸氨基葡萄糖组大鼠软骨细胞增殖率升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ２。
３􀆰 ３　 益气续骨合剂含药血清对软骨细胞炎性因子

水平的影响　 与正常组比较， 模型组大鼠软骨细胞

ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 益气续骨合剂各剂量组和盐酸氨基葡萄糖

组大鼠软骨细胞 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平降低

　 　 　 　

表 ２　 各组软骨细胞增殖率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ２ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 培养 ２４ ｈ 培养 ４８ ｈ

正常组 １００±０􀆰 ０１ １００±０􀆰 ０２
模型组 ６０􀆰 ６６±１􀆰 ５２∗∗ ５５􀆰 ３３±２􀆰 ５１∗∗

益气续骨合剂低剂量组 ６７􀆰 ３３±１􀆰 ５２＃＃ ７５􀆰 ００±３􀆰 ６０＃＃

益气续骨合剂高剂量组 ７３􀆰 ６６±２􀆰 ０８＃＃ ８２􀆰 ３３±２􀆰 ５１＃＃

盐酸氨基葡萄糖组 ７８􀆰 ３３±３􀆰 ０５＃＃ ８７􀆰 ６６±１􀆰 ５２＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ３。
表 ３　 各组软骨细胞 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α水平比较 （ｐｇ ／ ｍＬ， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｐｇ ／ ｍＬ， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α

正常组 ３３􀆰 ６９±２􀆰 ８８ １０􀆰 ２０±２􀆰 ０１ ２６􀆰 １５±３􀆰 ２６
模型组 ７５􀆰 ８８±２􀆰 ７２∗∗ ２９􀆰 ８０±２􀆰 ４２∗∗ ５７􀆰 ５８±５􀆰 ６０∗∗

益气续骨合剂低剂量组 ５８􀆰 ４５±３􀆰 ２７＃＃ ２６􀆰 １９±１􀆰 ９３＃＃ ４６􀆰 ０２±３􀆰 １８＃＃

益气续骨合剂高剂量组 ５２􀆰 ７８±４􀆰 ２２＃＃ ２４􀆰 １６±１􀆰 ９５＃＃ ４０􀆰 ３４±３􀆰 ８８＃＃

盐酸氨基葡萄糖组 ５０􀆰 １１±２􀆰 ３４＃＃ ２３􀆰 ５２±１􀆰 ８２＃＃ ３８􀆰 ７１±３􀆰 ３１＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 益气续骨合剂含药血清对软骨细胞 ＲＯＳ 水平

的影响 　 与正常组比较， 模型组大鼠软骨细胞

ＲＯＳ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益气续

骨合剂各剂量组和盐酸氨基葡萄糖组大鼠软骨细胞

ＲＯＳ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２、 表 ４。

图 ２　 各组软骨细胞 ＲＯＳ 荧光染色

Ｆｉｇ􀆰 ２ 　 ＲＯＳ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ４　 各组软骨细胞 ＲＯＳ荧光相对表达量比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＯＳ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

组别 ＲＯＳ 荧光相对表达量

正常组 １􀆰 ００±０􀆰 １０
模型组 ３􀆰 ３６±０􀆰 ２６∗∗

益气续骨合剂低剂量组 ２􀆰 ６６±０􀆰 １５＃＃

益气续骨合剂高剂量组 ２􀆰 １６±０􀆰 １１＃＃

盐酸氨基葡萄糖组 １􀆰 ８７±０􀆰 １３＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ５　 益气续骨合剂含药血清对软骨细胞凋亡及细

胞周期的影响　 流式细胞凋亡检测结果显示， 与正

常组比较， 模型组大鼠软骨细胞凋亡率升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益气续骨合剂各剂量组和

盐酸氨基葡萄糖组大鼠软骨细胞凋亡率降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ３、 表 ５。

图 ３　 各组软骨细胞凋亡流式图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

流式细胞周期检测结果显示， 与正常组比较，
模型组大鼠软骨细胞 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期比例升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， Ｓ 期、 Ｇ２ ／ Ｍ 期比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 益气续骨合剂各剂量组及盐酸氨基葡萄

糖大鼠软骨细胞 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｓ
期、 Ｇ２ ／ Ｍ 期比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明

益气续骨合剂含药血清能够刺激软骨细胞从 Ｇ０ ／ Ｇ１
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　 　 　 表 ５　 各组软骨细胞周期与凋亡率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期 Ｓ 期 Ｇ２ ／ Ｍ 期 凋亡率 ／ ％
正常组 ７９􀆰 １１±０􀆰 ５４ １２􀆰 ８８±０􀆰 ３８ ８􀆰 ０１±０􀆰 ２６ ０􀆰 ０３±０􀆰 ０１
模型组 ９０􀆰 ８２±０􀆰 ７１∗∗ ４􀆰 ５２±０􀆰 ５８∗∗ ４􀆰 ６４±０􀆰 ４３∗∗ ５０􀆰 ２６±６􀆰 ０４∗∗

益气续骨合剂低剂量组 ８８􀆰 ６６±０􀆰 ４０＃＃ ５􀆰 ７３±０􀆰 ０８＃ ５􀆰 ６０±０􀆰 ３６＃ ３３􀆰 ７２±５􀆰 ２９＃＃

益气续骨合剂高剂量组 ８５􀆰 ４０±０􀆰 ２５＃＃ ６􀆰 ４４±０􀆰 ６６＃＃ ８􀆰 １４±０􀆰 ８８＃＃ ２７􀆰 ３４±４􀆰 ２８＃＃

盐酸氨基葡萄糖组 ８５􀆰 ７８±０􀆰 ６０＃＃ ６􀆰 ８０±０􀆰 ４４＃＃ ７􀆰 ４１±０􀆰 ９３＃＃ ２０􀆰 １５±４􀆰 １３＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

期进入 Ｓ 期和 Ｇ２ ／ Ｍ 期， 减少软骨细胞周期阻滞，
见图 ４、 表 ５。

图 ４　 各组软骨细胞周期流式图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｃｙｃｌｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３􀆰 ６　 益气续骨合剂含药血清对软骨细胞 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ
活性的影响　 与正常组比较， 模型组大鼠软骨细胞

ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益

气续骨合剂各剂量组和盐酸氨基葡萄糖组大鼠软骨

细胞 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见

图 ５、 表 ６。

图 ５　 各组软骨细胞 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３􀆰 ７　 益气续骨合剂含药血清对软骨细胞 γ⁃Ｈ２ＡＸ
蛋白荧光表达的影响　 与正常组比较， 模型组大鼠

软骨细胞 γ⁃Ｈ２ＡＸ 蛋白荧光表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 益气续骨合剂各剂量组和盐酸氨基

葡萄糖组大鼠软骨细胞 γ⁃Ｈ２ＡＸ 蛋白荧光表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６、 表 ７。

表 ６　 各组软骨细胞 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 活性比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 活性（ＡＯＤ）

正常组 ０􀆰 １１±０􀆰 ０１

模型组 ０􀆰 １９±０􀆰 ０１∗∗

益气续骨合剂低剂量组 ０􀆰 １６±０􀆰 ０２＃

益气续骨合剂高剂量组 ０􀆰 １３±０􀆰 ０２＃＃

盐酸氨基葡萄糖组 ０􀆰 １２±０􀆰 ０１＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｄ 为益气续骨合剂低、
高剂量组， Ｅ 为盐酸氨基葡萄糖组。

图 ６　 各组软骨细胞 γ⁃Ｈ２ＡＸ 免疫荧光染色

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ γ⁃Ｈ２ＡＸ ｉｎ
ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３􀆰 ８　 益气续骨合剂含药血清对软骨细胞衰老相关

基因 ｍＲＮＡ 表达的影响　 与正常组比较， 模型组大

鼠软骨细胞 ｐ５３、 ｐ２１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
ＣＤＫ４、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ、 ＡＣＡＮ ｍＲＮＡ 表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益气续骨合剂各剂

量组和盐酸氨基葡萄糖组大鼠软骨细胞 ｐ５３、 ｐ２１
ｍＲＮＡ 表达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＣＤＫ４、
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　 　 　 　表 ７　 各组软骨细胞 γ⁃Ｈ２ＡＸ 蛋白荧光表达比较 （ ｘ± ｓ，
ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ γ⁃Ｈ２ＡＸ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ ｘ ± ｓ，
ｎ＝３）

组别 γ⁃Ｈ２ＡＸ 荧光表达相对强度
正常组 １􀆰 ００±０􀆰 ０１
模型组 ４􀆰 ０３±０􀆰 ２４∗∗

益气续骨合剂低剂量组 ３􀆰 ４６±０􀆰 ２２＃＃

益气续骨合剂高剂量组 ２􀆰 ６５±０􀆰 ２８＃＃

盐酸氨基葡萄糖组 ２􀆰 ２７±０􀆰 １７＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

ＣｙｃｌｉｎＤ１、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ、 ＡＣＡＮ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ８。
３􀆰 ９　 益气续骨合剂含药血清对软骨细胞衰老相关

蛋白表达的影响　 与正常组比较， 模型组大鼠软骨

细胞 ｐ５３、 ｐ２１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＣＤＫ４、
ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、 ＡＣＡＮ 蛋白表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益气续骨合剂各剂量组和

盐酸氨基葡萄糖组大鼠软骨细胞 ｐ５３、 ｐ２１ 蛋白表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＣＤＫ４、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、
ＡＣＡＮ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７、 表 ９。

表 ８　 各组软骨细胞 ｐ５３、 ｐ２１、 ＣＤＫ４、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ、 ＡＣＡＮ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ５３， ｐ２１， ＣＤＫ４， ＣｙｃｌｉｎＤ１， Ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ ａｎｄ ＡＣＡＮ ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ｐ５３ ｐ２１ ＣＤＫ４ ＣｙｃｌｉｎＤ１ ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ ＡＣＡＮ

正常组 １􀆰 ００±０􀆰 １３ １􀆰 ０１±０􀆰 １７ １􀆰 ０１±０􀆰 １３ １􀆰 ００±０􀆰 ０２ １􀆰 ０１±０􀆰 ０４ １􀆰 ０１±０􀆰 １３
模型组 ３􀆰 ９６±０􀆰 ９７∗∗ ３􀆰 ８０±０􀆰 ４８∗∗ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０１∗∗ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０２∗∗ ０􀆰 ２８±０􀆰 １２∗∗ ０􀆰 ２８±０􀆰 １３∗∗

益气续骨合剂低剂量组 ２􀆰 ７２±０􀆰 ３９＃ ２􀆰 ８４±０􀆰 １５＃＃ ０􀆰 ５７±０􀆰 ０７＃＃ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０２＃＃ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０６＃ ０􀆰 ４９±０􀆰 ０６＃

益气续骨合剂高剂量组 ２􀆰 １３±０􀆰 ８２＃ ２􀆰 ０９±０􀆰 １６＃＃ ０􀆰 ７６±０􀆰 １１＃＃ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０７＃＃ ０􀆰 ７６±０􀆰 １７＃＃ ０􀆰 ７６±０􀆰 ０９＃＃

盐酸氨基葡萄糖组 ２􀆰 ０３±０􀆰 ２４＃ １􀆰 ９６±０􀆰 ２５＃＃ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０７＃＃ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０９＃＃ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０２＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｄ 为益气续骨合剂低、 高剂量组， Ｅ 为盐酸氨基葡萄糖组。

图 ７　 各组软骨细胞 ｐ５３、 ｐ２１、 ＣＤＫ４、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、 ＡＣＡＮ 蛋白条带图

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ｐ５３， ｐ２１， ＣＤＫ４， ＣｙｃｌｉｎＤ１， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅱ ａｎｄ ＡＣＡＮ ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ９　 各组软骨细胞 ｐ５３、 ｐ２１、 ＣＤＫ４、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、 ＡＣＡＮ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ９　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ５３， ｐ２１， ＣＤＫ４， ＣｙｃｌｉｎＤ１， ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ ａｎｄ ＡＣＡＮ ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ｐ５３ ｐ２１ ＣＤＫ４ ＣｙｃｌｉｎＤ１ ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ ＡＣＡＮ

正常组 １􀆰 ００±０􀆰 １１ １􀆰 ００±０􀆰 １５ １􀆰 ００±０􀆰 ０８ １􀆰 ００±０􀆰 ０７ １􀆰 ００±０􀆰 ０４ １􀆰 ００±０􀆰 １０

模型组 ３􀆰 ０６±０􀆰 ３０∗∗ ３􀆰 ０１±０􀆰 ３０∗∗ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０１∗∗ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０４∗∗ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０４∗∗ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０７∗∗

益气续骨合剂低剂量组 ２􀆰 ３０±０􀆰 １４＃＃ ２􀆰 ３０±０􀆰 ０２＃＃ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０９＃＃ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０７＃＃ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０８＃＃

益气续骨合剂高剂量组 １􀆰 ８９±０􀆰 １８＃＃ １􀆰 ７６±０􀆰 １５＃＃ ０􀆰 ７９±０􀆰 ０６＃＃ ０􀆰 ７９±０􀆰 ０９＃＃ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０２＃＃ ０􀆰 ８０±０􀆰 ０４＃＃

盐酸氨基葡萄糖组 １􀆰 ８６±０􀆰 １８＃＃ １􀆰 ７０±０􀆰 １１＃＃ ０􀆰 ７７±０􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ８０±０􀆰 ０８＃＃ ０􀆰 ７６±０􀆰 ０２＃＃ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０３＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
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４　 讨论

ＫＯＡ 作为常见的退行性关节疾病， 软骨退变

是其核心病理性改变。 ＫＯＡ 属于中医学 “痹症”
“骨痹” 的范畴， 肝肾亏虚、 气血不足、 筋脉瘀滞

是膝痹的基本病机， 肝肾亏虚， 气血不足为本， 筋

脉瘀滞为标， 邪气侵入肢体关节后， 筋骨失养， 日

久瘀滞于肌肉关节， 表现出骨节屈伸不利、 变形、
疼痛等症状。 治疗应以滋补肝肾、 补益气血、 活血

通络、 化瘀止痛为主。 益气续骨合剂方中骨碎补、
制首乌、 续断具有补肝肾、 强筋骨、 益精血之效，
三药共为君药； 党参、 白术、 茯苓具有气血双补、
健脾益气之效， 三药共为臣药； 陈皮、 木香具有行

气止痛之效， 半夏具有燥湿化痰行气、 消痞散结之

效， 当归、 赤芍、 大枣具有补血行血之效， 诸药共

为佐药； 甘草调和诸药。 本方兼具滋补肝肾、 益精

填髓、 补益气血、 祛瘀通络止痛的功效， 在临床上

用于治疗 ＫＯＡ 及骨折等疾病， 具有良好疗效， 并

且前期研究发现其具有减轻软骨损伤及保护软骨的

作用［１２，１６⁃１７］。
近年来， 细胞衰老被认为是推动 ＫＯＡ 发生发

展的重要机制之一［１８］。 衰老细胞主要特征包括永

久性细胞周期停滞、 端粒缩短、 线粒体功能障碍和

衰老相关分泌表型 （ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ， ＳＡＳＰ）， 这些变化不仅导致软骨细胞的

稳态失衡， 还通过旁分泌效应影响周围正常细胞，
加剧关节内炎症及基质降解［１９］。 在 ＫＯＡ 病变过程

中， 软骨细胞及滑膜细胞均有衰老表型， 这些衰老

细胞通过 ＳＡＳＰ 分泌大量炎症因子， 例如 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃
８、 ＴＮＦ⁃α、 基质金属蛋白酶及 ＡＤＡＭＴＳ 家族蛋白，
加速细胞外基质的降解和胶原纤维断裂， 进一步降

低软骨修复能力， 还可激活炎症信号通路并放大关

节炎症反应， 形成 “衰老—炎症—退变” 的恶性

循环［２０］。 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色和 γ⁃Ｈ２ＡＸ 免疫荧光染色

是衰老表型的重要指标。 本实验结果显示， 益气续

骨合剂含药血清可以降低软骨细胞的 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染
色和 γ⁃Ｈ２ＡＸ 免疫荧光染色强度， 表明其具有延缓

软骨细胞衰老的作用。 研究发现， ＫＯＡ 患者的关

节软骨和滑膜中均可检测到 ｐ５３ 与 ｐ２１ 的高表达，
而 ｐ５３ ／ ｐ２１ 通路的激活是软骨细胞衰老的重要分子

机制之一［２１］。 通过激活 ｐ５３ ／ ｐ２１ 信号通路， 进而

抑制 周 期 蛋 白 依 赖 性 激 酶 （ ｃｙｃｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｋｉｎａｓｅｓ， ＣＤＫ） 活性促使软骨细胞阻滞在 Ｇ１ 期，
降低软骨细胞的增殖能力， 而过度的周期停滞会降

低软骨修复能力并加速关节退变［２２］。 ｐ５３ ／ ｐ２１ 介

导的细胞衰老不仅表现出增殖停滞， 同时还伴随炎

症因子和基质金属蛋白酶的持续分泌， 进一步激活

核因子 κＢ （ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ， ＮＦ⁃κＢ） 和 ｐ３８
丝裂原活化蛋白激酶 （ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ， ｐ３８ ＭＡＰＫ） 通路， 放大炎症反应和基质降

解并导致破坏软骨稳态， 例如 ｐ２１ 过表达的软骨细

胞分泌大量 ＩＬ⁃６ 和 ＭＭＰ⁃１３， 促进软骨基质胶原降

解［２３］。 此外， 在细胞周期循环中， Ｇ０ ／ Ｇ１ 期为细

胞 ＤＮＡ 合成前期， Ｓ 期为 ＤＮＡ 合成期， Ｇ２ ／ Ｍ 期

为分裂期， Ｓ 期是反应细胞增殖的重要指标［２４⁃２５］。
本实验结果显示， 益气续骨合剂含药血清可以降低

ｐ５３ ／ ｐ２１ 的表达并调控细胞周期及其相关蛋白的表

达， 而细胞周期与衰老密切相关， 结果表明益气续

骨合剂可能通过 ｐ５３ ／ ｐ２１ 信号通路调控细胞周期参

与调控细胞衰老。 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 是 ＳＡＳＰ
的重要因子， 并且 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 可以加剧

细胞的氧化应激反应， 而氧化应激也是导致软骨细

胞衰老的重要因素。 本实验结果显示， 益气续骨合

剂含药血清可以降低 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 和 ＲＯＳ
水平， 表明降低炎症水平及减轻氧化应激反应可能

也是益气续骨合剂调控软骨细胞衰老的作用机制

之一。
综上所述， 益气续骨合剂含药血清可能通过抑

制 ｐ５３ ／ ｐ２１ 通路， 抑制 ＳＡＳＰ 的分泌， 减轻细胞周

期阻滞， 促进软骨细胞周期的进程， 促进软骨细胞

增殖及抑制软骨细胞凋亡， 维持细胞外基质的合成

与分解代谢平衡， 在一定程度上延缓软骨细胞

衰老。
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