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摘要： 目的　 研究大豆异黄酮对膝骨关节炎大鼠关节软骨组织的保护作用及机制。 方法　 大鼠关节腔内注射木瓜蛋白

酶法建立膝骨关节炎模型， 并随机分为模型组及大豆异黄酮低、 中、 高剂量 （１００、 ２００、 ４００ ｍｇ ／ ｋｇ） 组， 另设空白

组， 每组 １５ 只。 各组灌胃给予相应剂量药物， 每天 １ 次， ２８ ｄ 后检测足肿胀度、 痛阈值、 关节活动度、 滑膜厚度，
ＨＥ 及番红固绿染色观察软骨组织病理变化并进行 Ｍａｎｋｉｎ 评分， ＥＬＩＳＡ 法检测血清基质金属蛋白酶 （ＭＭＰｓ） 及炎症

因子水平， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测软骨组织 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ＩκＢ⁃α ｍＲＮＡ 及蛋白表达。 结果　 与模型组比较， 大

豆异黄酮组大鼠足肿胀度， 滑膜厚度， Ｍａｎｋｉｎ 评分， 血清 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃３、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平， 软骨组织 ＮＦ⁃
κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 及 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 压痛阈值、 关节活动度、 软骨组织

ＩκＢ⁃α ｍＲＮＡ 及蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 大豆异黄酮对膝骨关节炎大鼠关节软骨组织具有保护作

用， 该作用与下调 ＭＭＰｓ 水平及抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路介导的炎症反应有关。
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　 　 膝骨关节炎多发生于老年人群， 为骨科常见疾病［１］ 。
目前， 膝骨关节炎的治疗手段主要包括运动康复、 针灸、
药物干预及物理疗法等， 然而上述干预效果并不能令人满

意［２］ 。 近年来， 多种生物活性成分如苹果多酚、 丹参酮、
姜黄素等在干预膝骨关节炎方面均呈现出了不错的效果，
引起了广泛关注［３⁃６］ 。 大豆异黄酮是大豆生长过程中形成的

次级代谢产物， 具有预防心脑血管疾病及骨质疏松症、 抗

氧化、 抗癌及抗炎等多种活性［７］ 。 研究发现， 大豆异黄酮

能通过促进成纤维样滑膜细胞凋亡影响滑膜增殖和关节炎

症， 进而改善类风湿性关节炎模型大鼠症状［８］ ， 但大豆异

黄酮对膝骨关节炎大鼠关节软骨的保护作用目前未见报道。
细胞外基质的降解与合成在膝骨关节炎病变中具有重要意

义［９］ 。 同时， 核因子⁃κＢ （ＮＦ⁃κＢ） 诱导的炎症反应参与了

膝骨关节炎的发生与进展［１０］ 。 因此， 本研究拟建立膝骨关

节炎大鼠模型， 探讨大豆异黄酮对该模型大鼠关节软骨的

保护作用， 并分析该作用与基质金属蛋白酶 （ ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ， ＭＭＰｓ）、 炎症因子及 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的

关系， 以期为膝骨关节炎的防治提供新的解决方案。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物　 ８５ 只 ＳＤ 雄性大鼠， ＳＰＦ 级， 体质量 ２００～
２４０ ｇ， 由长春市亿斯实验动物技术有限责任公司提供， 实

验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （吉） ２０２０⁃０００２。 大鼠饲养于

吉林大学实验动物中心， 自由饮水及觅食， 实验动物使用

许可证号 ＳＹＸＫ （吉） ２０１８⁃０００１。 实验过程遵循 ３Ｒ 原则，

实验 方 案 经 吉 林 省 人 民 医 院 伦 理 委 员 会 审 批 通 过

（２０２１０１７）。
１􀆰 ２　 药物与试剂 　 大豆异黄酮 （纯度 ８５％ ）、 木瓜蛋白

酶、 苏木素⁃伊红 （ＨＥ） 染色液、 番红固绿染色液 （货号

Ｂ２５０５８、 Ｓ１００１１、 Ｒ２０５７０、 Ｒ２０３６７）， 购于上海源叶生物

科技有限公司； ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃３ 检测试剂盒 （货号 Ｈ１４６⁃
５、 Ｈ１４６⁃２）， 购于南京建成生物工程研究所； 白细胞介素⁃
１β （ＩＬ⁃１β）、 ＩＬ⁃６ 及肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α） 检测试剂

盒 （货号 ｍｌ０３７３６１、 ｍｌ０６４２９２、 ｍｌ００２８５９）， 购于上海酶联

生物科技有限公司； ＴＲＩｚｏｌ 试剂、 逆转录试剂盒、 ｑＰＣＲ
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒 （货号 １５５９６０２６、 ４３８９９８６、
Ａ２５７４２）， 购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司； 磷酸化 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
（ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５）、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ＮＦ⁃κＢ 抑制蛋白⁃α （ ＩκＢ⁃α）
多克隆抗体 （货号 ａｂ８６２９９、 ａｂ１６５０２、 ａｂ３２５１８）， 购于英国

Ａｂｃａｍ 公司； 磷酸甘油醛脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ） 多克隆抗体

（货号 １００９４⁃Ｒ００４）， 购于北京义翘神州科技股份有限公司。
１􀆰 ３　 仪器　 ３７２１５ 型足底压痛检测仪 （上海玉研科学仪器

有限公司）； ＲＭ２２０６ 型石蜡切片机、 ＥＧ１１５０ 型包埋机

（德国徕卡公司）； ８００ＴＳ 型酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）；
Ｓｔｅｐ Ｏｎｅ Ｐｌｕｓ 型 ｑＰＣＲ 仪 （ 美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；
ＤＹＹ⁃６Ｃ 型蛋白电泳仪、 ＤＹＣＰ⁃３４Ａ 型转膜仪、 ＺＦ⁃６２０ 型凝

胶成像仪 （北京六一生物科技有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 模型建立、 分组及给药 　 ８５ 只大鼠随机分为空白组
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（１５ 只） 及造模组 （７０ 只）， 采用关节腔内注射木瓜蛋白

酶法建立膝骨关节炎模型［１１］ 。 两组大鼠均进行备皮及消毒

操作， 右后肢膝关节及以下部位毛发剔除干净， 并用酒精

对皮肤进行消毒。 造模组大鼠右后肢膝关节腔内注射 ０􀆰 ２
ｍＬ ０􀆰 ４％ 木瓜蛋白酶溶液， 空白组大鼠仅注射等体积生理

盐水， 隔天注射 １ 次， 共 １４ ｄ。 注射 １４ ｄ 后， 当大鼠右后

侧膝关节以及周围出现活动受限、 僵硬、 红肿热痛， 或出

现积液， 或伴有软组织肿胀等症状， 表明造模成功。 从造

模成功的大鼠中随机选取 ６０ 只， 分为模型组及大豆异黄酮

低、 中、 高剂量组， 每只 １５ 只。 大豆异黄酮低、 中、 高剂

量组分别灌胃 １００、 ２００、 ４００ ｍｇ ／ ｋｇ 大豆异黄酮溶液 （溶
剂为羧甲基纤维素钠溶液）， 空白组和模型组灌胃等体积

羧甲基纤维素钠溶液， 每天 １ 次， 共 ２８ ｄ。
２􀆰 ２　 标本采集　 末次给药后， 各组大鼠禁食不禁水 １２ ｈ，
腹腔注射 １０％ 水合氯醛 （０􀆰 ４ ｍＬ ／ １００ ｇ） 进行麻醉， 腹主

动脉采血， 离心分离血清， 分装后保存于－８０ ℃冰箱。 大

鼠右后肢膝关节处剃毛消毒， 将关节周围软组织剥离， 每

组随机选取 ５ 只大鼠， 完整剖取膝关节； 剩余大鼠， 于右

后肢膝关节处分离滑膜及关节软骨组织， 并于－８０ ℃冰箱

中保存。
２􀆰 ３　 足肿胀度及痛阈值检测　 末次给药后 ２ ｈ 进行足肿胀

度及痛阈值检测。 用马克笔在大鼠右后侧的膝关节缝处作

标记， 将足爪浸入至注满蒸馏水的 ５０ ｍＬ 量筒中， 记录刚

好达到标记处时溢出的水体积 （足容积）， 通过给药前后

的足容积差值表示足肿胀度。 痛阈值检测采用足底压痛检

测仪进行， 达到痛阈值的信号以大鼠发生疼痛后的嘶鸣声

为准。
２􀆰 ４　 关节活动度及滑膜厚度检测　 大鼠麻醉后， 在外力作

用下通过刻度量角器测量右后膝关节伸展至回缩的角度，
即为关节活动度。 关节滑膜厚度通过快进千分尺测量。
２􀆰 ５　 ＨＥ 及番红固绿染色观察软骨组织病理变化　 固定膝

关节后， 经脱钙、 二甲苯透明及石蜡包埋后， 制备 ５ μｍ 石

蜡切片， 常规法进行 ＨＥ 染色及番红固绿染色， 观察膝关

节软骨组织病理变化［１２］ 。 大鼠软骨组织退变程度通过

Ｍａｎｋｉｎ 评分法进行评价［１３］ ， 分数越高表明损伤越重， 潮线

完整性 ０～１ 分、 基质染色 ０～４ 分、 细胞 ０～３ 分、 结构 ０～６
分， 各评分之和计为总分 （０～１４ 分）。
２􀆰 ６　 血清 ＭＭＰｓ 及炎症因子水平检测　 取冻存于－８０ ℃冰

箱中的血清， 按照试剂盒说明书采用酶联免疫吸附法

（ＥＬＩＳＡ） 分别测定血清 ＭＭＰｓ （ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃３） 及炎症

因子 （ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α） 水平。
２􀆰 ７　 软骨组织 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ＩκＢ⁃α ｍＲＮＡ 表达检测 　 取冻

存于－８０ ℃冰箱中的膝关节软骨组织， 使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提

取总 ＲＮＡ， 当其纯度在 １􀆰 ８～２􀆰 ０ 之间时可用于合成 ｃＤＮＡ。
按照 ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒说明书配制反应

体系， 置于 ｑＰＣＲ 仪中进行扩增。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 通过

２－ΔΔＣＴ法计算 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ＩκＢ⁃α ｍＲＮＡ 相对表达。 引物序

列见表 １。

表 １　 引物序列

基因 引物序列
扩增产物

长度 ／ ｂｐ
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 正向 ５′⁃ＡＴＴＡＧＣＣＡＧＣＧＣＡＴＣＣＡＧＡＣ⁃３′ ２０１

反向 ５′⁃ＡＴＣＴＴＣＡＧＣＴＣＧＧＣＡＧＴＧＴＴ⁃３′
ＩκＢ⁃α 正向 ５′⁃ＣＣＣＡＧＣＡＴＣＴＣＣＡＣＴＣＣＧＴＣ⁃３′ １５８

反向 ５′⁃ＡＣＡＴＣＡＧＣＡＣＣＣＡＡＡＧＴＣＡＣＣ⁃３′
ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＴＧＴＣＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＴＡ⁃３′ １６５

反向 ５′⁃ＧＧＧＧＴＧＴＴＧＡＡＧＧＴＣＴＣＡＡＡ⁃３′

２􀆰 ８　 软骨组织 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ＩκＢ⁃α 蛋白表达检测 　 取冻

存于－８０ ℃冰箱中的膝关节软骨组织， 加入苯甲基磺酰氟

和 ＲＩＰＡ 裂解液于 ４ ℃下匀浆， 离心取上清液， 即得总蛋

白， 经蛋白定量后加热变性。 样本通过 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝

胶电泳分离目的蛋白， 转膜后封闭， 加入一抗 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
（１ ∶ １ ０００）、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ （１ ∶ １ ０００）、 ＩκＢ⁃α （１ ∶ １ ０００）、
ＧＡＰＤＨ （１ ∶ ２ ５００）， ４ ℃孵育过夜， 次日 ＴＢＳＴ 洗膜， 再

加入二抗 （１ ∶ ５ ０００）， ３７ ℃孵育 ２ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜后 ＥＣＬ
法显影， 于凝胶成像仪中曝光后拍照， Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析灰

度值并计算各目的蛋白相对表达量。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验， 多组间比较采用

单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 大豆异黄酮对膝骨关节炎大鼠足肿胀度及压痛阈值的

影响　 空白组大鼠无足肿胀现象； 与空白组比较， 模型组

大鼠出现明显的足肿胀， 且足肿胀度增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 压

痛阈值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示造模成功； 与模型组比较，
大豆异黄酮各剂量组大鼠足肿胀度均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 压痛阈值均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性， 见

表 ２。
表 ２　 各组大鼠足肿胀度及压痛阈值比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１５）

组别
剂量 ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
足肿胀度 ／ ｍＬ 压痛阈值 ／ ｋＰａ

空白组 — ０􀆰 ２３±０􀆰 ０３ ４２１􀆰 ３３±３６􀆰 ６０
模型组 — ０􀆰 ４５±０􀆰 ０５∗∗ １９８􀆰 ０４±２５􀆰 ３７∗∗

大豆异黄酮低剂量组 １００ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０５＃ ２５４􀆰 ９２±３０􀆰 ５２＃＃

大豆异黄酮中剂量组 ２００ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０４＃＃ ３３６􀆰 ４８±４１􀆰 ８３＃＃

大豆异黄酮高剂量组 ４００ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０３＃＃ ４０９􀆰 １４±３８􀆰 ５５＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 大豆异黄酮对膝骨关节炎大鼠关节活动度和滑膜厚度

的影响　 与空白组比较， 模型组大鼠关节活动度降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 滑膜厚度增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 大豆异

黄酮各剂量组大鼠关节活动度增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
滑膜厚度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且呈剂量依赖性， 见表 ３。
３􀆰 ３　 大豆异黄酮对膝骨关节炎大鼠膝关节软骨组织病理变

化的影响　 如图 １ 所示， 空白组大鼠软骨无缺损及凹陷，
潮线完整， 软骨基质染色均匀， 软骨细胞数目正常， 排列

有序， 形态呈椭圆形； 模型组大鼠关节软骨组织全层或局

部丢失， 潮线基本消失， 软骨基质染色消失或明显减少，
３６６１

２０２３ 年 ５ 月

第 ４５ 卷　 第 ５ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｍａｙ ２０２３

Ｖｏｌ． ４５　 Ｎｏ． ５



　 　 　表 ３　 各组大鼠关节活动度和滑膜厚度比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别
剂量 ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
关节活动度 ／ （ °） 滑膜厚度 ／ ｍｍ

空白组 — １６２􀆰 １９±１２􀆰 ４１ ０􀆰 ２０±０􀆰 ０３
模型组 — １１０􀆰 ６７±９􀆰 ８６∗∗ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４∗∗

大豆异黄酮低剂量组 １００ １２７􀆰 ２１±１４􀆰 １８＃ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０３＃＃

大豆异黄酮中剂量组 ２００ １３４􀆰 ７２±１１􀆰 ３２＃＃ ０􀆰 ２９±０􀆰 ０４＃＃

大豆异黄酮高剂量组 ４００ １５６􀆰 ５３±１６􀆰 ４５＃＃ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０２＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

Ｍａｎｋｉｎ 评分高于空白组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 大豆异黄酮各剂量组

大鼠关节软骨组织全层或局部丢失现象减少， 潮线隐约可

见或后移， 软骨基质染色深于模型组， Ｍａｎｋｉｎ 评分低于模

型组 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且呈剂量依赖性。
３􀆰 ４　 大豆异黄酮对膝骨关节炎大鼠血清 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃３
水平的影响 　 与空白组比较， 模型组大鼠血清 ＭＭＰ⁃１、
ＭＭＰ⁃３ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 大豆异黄酮

各剂量组大鼠血清 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃３ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
且呈剂量依赖性， 见表 ４。

注： Ａ～Ｅ 分别为空白组、 模型组及大豆异黄酮低、 中、 高剂量组。 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组大鼠膝关节软骨组织病理变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

表 ４　 各组大鼠血清 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃３ 水平比较 （ｎｇ ／ Ｌ，
ｘ±ｓ， ｎ＝１５）

组别
剂量 ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
ＭＭＰ⁃１ ＭＭＰ⁃３

空白组 — ５２􀆰 ６８±６􀆰 ７６ ３􀆰 ６２±０􀆰 ５７

模型组 — １０１􀆰 ０９±１２􀆰 ８５∗∗ ６􀆰 ７４±０􀆰 ８６∗∗

大豆异黄酮低剂量组 １００ ８５􀆰 ４３±８􀆰 １９＃＃ ５􀆰 ２７±０􀆰 ５８＃＃

大豆异黄酮中剂量组 ２００ ７３􀆰 １２±８􀆰 ７０＃＃ ５􀆰 １８±０􀆰 ６１＃＃

大豆异黄酮高剂量组 ４００ ６８􀆰 ０３±７􀆰 ２４＃＃ ４􀆰 ５９±０􀆰 ４３＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ５　 大豆异黄酮对膝骨关节炎大鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃
α 水平的影响　 与空白组比较， 模型组大鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃
６、 ＴＮＦ⁃α 水平均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 大豆异

黄酮各剂量组大鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且呈剂量依赖性， 见表 ５。
３􀆰 ６　 大豆异黄酮对膝骨关节炎大鼠软骨组织 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、
ＩκＢ⁃α ｍＲＮＡ 表达的影响　 与空白组比较， 模型组大鼠软骨

组织 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩκＢ⁃α ｍＲＮＡ 表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 大豆异黄酮各剂量组

ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 ＩκＢ⁃α
ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且呈剂量依赖性， 见表 ６。

表 ５　 各组大鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α水平比较 （ｎｇ ／ Ｌ， ｘ±ｓ， ｎ＝１５）
组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α

空白组 — ６􀆰 ５２±０􀆰 ５４ １９􀆰 ８８±２􀆰 ２３ ２２􀆰 ９０±２􀆰 ５２
模型组 — １３􀆰 １８±１􀆰 ４２∗∗ ３８􀆰 ７２±４􀆰 ６５∗∗ ５１􀆰 ３４±６􀆰 ２８∗∗

大豆异黄酮低剂量组 １００ １０􀆰 ２３±１􀆰 ２９＃＃ ３２􀆰 １３±３􀆰 ７１＃＃ ４０􀆰 ２３±４􀆰 １１＃＃

大豆异黄酮中剂量组 ２００ ９􀆰 １５±０􀆰 ８４＃＃ ２８􀆰 ５７±２􀆰 ３２＃＃ ３３􀆰 １９±３􀆰 ８５＃＃

大豆异黄酮高剂量组 ４００ ７􀆰 ４７±０􀆰 ９６＃＃ ２５􀆰 ４１±２􀆰 ８６＃＃ ２９􀆰 ２６±３􀆰 ３４＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ６　 各组大鼠软骨组织 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ＩκＢ⁃α ｍＲＮＡ 表达比

较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别
剂量 ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ ＩκＢ⁃α ｍＲＮＡ

空白组 — ０􀆰 ６７±０􀆰 ０５ １􀆰 １６±０􀆰 １０
模型组 — １􀆰 ７５±０􀆰 ２１∗∗ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０５∗∗

大豆异黄酮低剂量组 １００ １􀆰 ３４±０􀆰 １３＃ ０􀆰 ７０±０􀆰 ０６＃＃

大豆异黄酮中剂量组 ２００ １􀆰 ０８±０􀆰 ０９＃＃ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０９＃＃

大豆异黄酮高剂量组 ４００ ０􀆰 ８２±０􀆰 １１＃＃ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０７＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ７　 大豆异黄酮对膝骨关节炎大鼠软骨组织 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、

ＩκＢ⁃α 蛋白表达的影响　 如图 ２ 所示， 与空白组比较， 模型

组大鼠软骨组织 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩκＢ⁃α 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 大豆异黄酮中、 高剂量组大鼠软骨组织 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ／
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 各剂量组 ＩκＢ⁃α 蛋白

表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且呈剂量依赖性。
４　 讨论

肿胀及疼痛是膝骨关节炎患者最主要的临床症状， 而

肿胀及疼痛会进一步造成膝关节功能的下降及滑膜厚度的

改变［１４］ 。 本研究采用关节腔内注射木瓜蛋白酶法建立膝骨

关节炎模型， 灌胃给予大豆异黄酮 ２８ ｄ 后发现， 其可以降
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注： Ａ～Ｅ 分别为空白组、 模型组及大豆异黄酮低、 中、 高剂量组。 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组大鼠软骨组织 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ＩκＢ⁃α蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

低模型大鼠足肿胀度、 滑膜厚度及 Ｍａｎｋｉｎ 评分， 增加压痛

阈值及关节活动度， 具有保护膝骨关节炎大鼠关节软骨组

织的作用。
ＭＭＰｓ 是一类结构相似的蛋白酶， 具有降解关节软骨

的生物学功能， 可以使胶原纤维变薄， 分解胶原成分并造

成胶原的松散排列， 促进软骨基质肿胀的发生， 最终引起

膝骨关节炎［１５］ 。 ＭＭＰ⁃１ 为胶原酶， 可以同时降解Ⅰ、 Ⅱ及

Ⅲ型胶原； ＭＭＰ⁃３ 又名间质溶解素， 除可以降解Ⅳ型胶原

外， 还可以降解蛋白聚糖、 糖蛋白及明胶等［１６］ 。 抑制

ＭＭＰｓ 水平是减轻膝骨关节炎临床症状， 缓解膝关节病理

进程， 促进肢体功能恢复的重要手段。 本研究发现， 大豆

异黄酮可以有效降低膝骨关节炎大鼠血清 ＭＭＰ⁃１ 及 ＭＭＰ⁃３
水平， 提示保护膝骨关节炎大鼠关节软骨组织作用与抑制

ＭＭＰｓ 水平有关。
ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 及 ＴＮＦ⁃α 为机体调节骨代谢的主要炎症因

子， 是炎症反应的始动因素， 参与了膝骨关节炎的发病进

程［１７］ 。 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 可以刺激滑膜细胞分泌前列腺素 Ｅ２，
引起基质降解酶尤其是 ＭＭＰｓ 家族的产生， 造成软骨细胞

功能退变。 ＩＬ⁃１β 可以和 ＴＮＦ⁃α 发挥协同作用， 介导骨关节

组织的破坏， 其水平与膝骨关节炎软骨破坏严重程度呈正

相关［１８］ 。 ＩＬ⁃６ 可以通过自分泌形式作用于软骨细胞， 使软

骨细胞的正常增殖受到影响， 也可以使局部组织炎性水肿

程度加重， 加快破骨样细胞的形成速度， 进而使软骨的降

解破坏加剧［１９］ 。 ＮＦ⁃κＢ 信号通路是主要的炎性调控通路，
在膝骨关节炎的炎性反应中具有重要意义， 在膝骨关节炎

的不同阶段， ＮＦ⁃κＢ 信号通路均呈异常激活状态［２０］ 。 ＮＦ⁃
κＢ 信号通路主要由 ＮＦ⁃κＢ 家族及其抑制物 ＩκＢ 家族构成，
ＮＦ⁃κＢ 能上调 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 及 ＴＮＦ⁃α 等炎性因子水平， 从而

促进炎症反应； ＩκＢ 为 ＮＦ⁃κＢ 的抑制蛋白， 其中 ＩκＢ⁃α 是最

重要也是最早被克隆的分子， 具有下调炎性因子水平及抑

制炎症反应作用［２１］ 。 本研究发现， 大豆异黄酮可以有效降

低膝骨关节炎大鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平及关节软

骨组织 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达， 升高关

节软骨组织 ＩκＢ⁃α ｍＲＮＡ 及蛋白表达， 表明大豆异黄酮可

以通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的活化， 下调炎症因子水平及

抑制炎症反应， 进而发挥保护膝骨关节炎大鼠关节软骨组

织作用。
综上所示， 大豆异黄酮对膝骨关节炎大鼠关节软骨组

织具有保护作用， 该作用与下调 ＭＭＰｓ 水平及抑制 ＮＦ⁃κＢ
信号通路介导的炎症反应有关。 大豆异黄酮保护膝骨关节

炎大鼠关节软骨组织的其他机制， 有待深入研究。
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摘要： 目的　 探讨白芍总苷对自身免疫性甲状腺炎大鼠 ＳＯＣＳ１ 及 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路的影响。 方法　 将 ６０ 只大鼠随

机分为对照组、 模型组、 西药组和白芍总苷低、 中、 高剂量组， 建立自身免疫性甲状腺炎模型， 药物治疗 ８ 周， 取大

鼠血清及甲状腺组织， 镜下观察各组大鼠甲状腺病理改变， ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血清 ＴＧＡｂ、 ＴＰＯＡｂ 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
及 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测大鼠甲状腺组织 ＳＯＣＳ１ 及 ＪＡＫ１、 ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ＳＴＡＴ５ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达。 结果 　 与对照组比

较， 模型组大鼠血清 ＴＧＡｂ、 ＴＰＯＡｂ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 甲状腺组织 ＳＯＣＳ１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
ＪＡＫ１、 ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３、 ＳＴＡＴ５ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 西药组和白芍总苷各剂量组大鼠血

清 ＴＧＡｂ、 ＴＰＯＡｂ 水平降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 甲状腺组织 ＳＯＣＳ１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ＪＡＫ１、 ＪＡＫ２、
ＳＴＡＴ３、 ＳＴＡＴ５ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 白芍总苷可调节自身免疫性甲状腺炎大鼠 ＳＯＣＳ１ 表达， 调

控 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路， 减轻大鼠炎症反应， 降低大鼠血清 ＴＧＡｂ、 ＴＰＯＡｂ 水平， 发挥免疫调节作用。
关键词： 白芍总苷； 自身免疫性甲状腺炎； ＳＯＣＳ１； ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路
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　 　 自身免疫性甲状腺炎 （ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ， ＡＩＴ）
是一种常见的自身免疫性疾病， 发病率为 ５％ 左右［１］ ， 多

发于女性， 属中医 “瘿病” 范畴， 病位多在肝。 本病可表

现为一过性甲减、 甲功正常， 最终常发展为终身性甲减，
与甲状腺癌的发生也有一定的关联［２］ ， 因此早期发现干预

具有重要的临床意义。 目前 ＡＩＴ 发病机制尚不明确， 认为
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