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摘要： 目的　 探讨逐痰通络颗粒对膝骨关节炎 （ＫＯＡ） 大鼠的作用。 方法　 将大鼠随机分为空白组、 模型组、 逐痰通

络颗粒组低、 中、 高剂量组 （９０、 １８０、 ３６０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只。 除空白组外， 其余各组大鼠采用 ４％ 木瓜蛋白酶溶

液构建膝骨关节炎模型后， 灌胃给予相应剂量药物， 每天 １ 次， 持续 ３６ ｄ。 观察大鼠一般情况及体质量， ＨＥ 染色法

观察膝骨关节软骨组织病理形态， ＥＬＩＳＡ 法检测血清炎症因子 （ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１７） 水平， 采用 ＵＰＬＣ⁃
Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｆｕｓｉｏｎ Ｌｕｍｏｓ Ｔｒｉｂｒｉｄ ／ ＭＳ 技术进行蛋白质组学分析， 筛选差异蛋白质及其相关蛋白信号通路， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法
检测差异蛋白表达。 结果　 与模型组比较， 各给药组大鼠体质量增长速度加快； 膝关节软骨组织滑膜细胞增生、 炎性

细胞浸润、 关节面破坏情况改善， 纤维结缔组织减少； 逐痰通络颗粒中、 高剂量组血清炎症因子水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 逐痰通络颗粒低剂量组 ＩＦＮ⁃γ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１７ 水平无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 痰

通络颗粒高剂量组 ＴＬＲ２、 ＴＬＲ４、 ＭＭＰ１、 ＭＭＰ３、 Ｐ⁃ＮＦκＢ、 ＡＤＡＭＴＳ５、 Ｐ⁃ｐ３８、 Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 共筛选出 ６３ 个差异蛋白质， 模型组有 １０ 个上调蛋白， ５３ 个下调蛋白， 各给药组 ６３ 个差异蛋白均有所回调。
结论　 逐痰通络颗粒通过调节 ＴＬＲ２ ／ ＭＭＰｓ ／ ｐ３８ ／ ＮＦ⁃κＢ、 ＴＬＲ４⁃ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路缓解 ＫＯＡ 大鼠炎症反应， 从而发挥

其抗膝骨关节炎作用。
关键词： 逐痰通络颗粒； 膝骨关节炎； 蛋白质组学； ＴＬＲ２ ／ ＭＭＰｓ ／ ｐ３８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路； ＴＬＲ４⁃ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路
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ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２５􀆰 ０５􀆰 ０４８

　 　 膝骨关节炎 （ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ＫＯＡ） 是一种严重影

响生活质量的慢性退行性疾病［１］ ， 常见临床表现为膝关节

疼痛、 肿胀等［２⁃３］ ， 主要致病因素有年龄、 体重、 慢性基础

疾病等［４］ ， 我国的老年患病率为 ２０％ ～ ４６％ ［５⁃６］ 。 目前临床

常见的 ＫＯＡ 治疗方法分为手术和药物治疗， 二者均无法有

效阻止关节结构退化和关节软骨细胞凋亡［７］ 。 由于 ＫＯＡ 发

病机制复杂， 因此寻求有效、 安全、 经济、 方便的治疗方

法成为临床关注点之一。

ＫＯＡ 是中医治疗优势病种之一， 属于中医中的 “痹
症” “骨痿” 等范畴， 《黄帝内经》 中亦记载： “病在骨者，
骨重不可举， ……名曰骨痹。” 历代医家认为其核心病机

属于 “本虚标实” “本痿标痹” ［８⁃９］ ， 并以祛痰化瘀、 补肾

助阳等为治法。
石氏伤科作为国家级非物质文化遗产， 对 ＫＯＡ 治法主

张以祛湿化痰、 通络散结为主［９］ ， 与传统治法不谋而合。
逐痰通络颗粒原方由国医大师石仰山根据石氏经典方剂牛
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蒡子汤加减拟定， 以期达到痰湿阻滞渐消、 气血失和日

调［１０］之效。 前期临床研究已证实， 逐痰通络加减方对 ＫＯＡ
患者临床疗效明显， 不良反应少， 安全性较高［１１］ ， 但目前

对于该方治疗 ＫＯＡ 的作用机制研究相对薄弱。
蛋白质组学的优势在于疾病的发生或药物应激都会直

接影响蛋白质表达， 因此本研究基于蛋白组学探讨逐痰通

络颗粒发挥治疗作用的信号通路， 并通过药理学手段进行

验证， 以期阐明逐痰通络颗粒治疗 ＫＯＡ 的作用机制， 并为

临床治疗提供新思路。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 ８ 周龄雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ５０ 只， 体质量约

２００ ｇ， 购自上海斯莱克实验动物有限责任公司 ［实验动物

生产许可证号 ＳＣＸＫ （沪） ２０２２⁃０００４］， 饲养于上海中医药

大学实验动物中心， 每笼 ５ 只， 室内温度 ２０～ ２５ ℃， 相对

湿度 ４５％ ～７０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替， 自由摄食饮水， 适

应性喂养 １ 周。 实验经上海中医药大学实验动物中心伦理

委员会批准 （伦理号 ＰＺＳＨＵＴＣＭ２３０３１４００１１）。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 逐痰通络颗粒由上海交通大学附属第九

人民医院黄浦分院提供， 批号 ２０２２１００１０２０２， 经上海市食

品药品监督管理局鉴定符合 ２０１５ 年版 《中国药典》 四部通

则 （０１０４ 颗粒剂） 及薄层色谱法 （通则 ０５０２） 项下规定。
木瓜蛋白酶 （德国 Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ 公司， 批号 ７６２１６）； ＩＬ⁃
１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃１７ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （南京建成生物

工程研究所有限公司， 批号 Ｈ００２⁃１⁃２、 Ｈ０５２⁃１⁃２、 Ｈ０２５⁃１⁃
２、 Ｈ０１４⁃１）； ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８、 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ＮＦ⁃κＢ、 基质金

属蛋白酶 （ＭＭＰ） ⁃１、 ＭＭＰ⁃３、 解聚蛋白样金属蛋白酶⁃５
（ＡＤＡＭＴＳ⁃５）、 Ｔｏｌｌ 样受体 （ＴＬＲ） ２、 ＴＬＲ４ 抗体 （武汉爱

博泰克生物科技有限公司， 批号 Ａ１４４０１、 ＡＰ０５２６、 Ａ０２６５、
ＡＰ１４８７、 ＡＰ１３５５、 Ａ２２０８０、 Ａ１１４１８、 Ａ２３１２５、 Ａ１９１２５、
Ａ５２５８）； ＴＢＳ 缓冲液、 ＢＣＡ 蛋白定量检测试剂盒、 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒 （武汉赛维尔生物科技有限公司，
批号 Ｇ０００１、 Ｇ２０２６、 Ｇ２００３）； １０％ ＳＤＳ、 ＰＢＳ 磷酸盐缓冲

液、 １􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 电泳缓冲液 ［基尔顿生物科技 （上
海） 有限公司， 批号 ＢＹＬ４０９４４、 ＢＹＬ４０６５７、 ＢＹＬ４０９１０、
ＢＹＬ４０９０８］； Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲液 （上海碧云天生物技术有限

公司， 批号 ９３３６２）； 蛋白酶抑制剂、 二硫苏糖醇、 碘乙酰

胺、 三乙酰氧基硼氢化钠、 定量比色肽测定试剂盒 （美国

赛 默 飞 世 尔 科 技 公 司， 批 号 ＶＧ３００７９４、 ４２５７８７２３、
ＧＲ３３３４４３９⁃２、 ＷＡ３１６３４３、 ＹＡ３６６４２３）； 胰 酶 ［ 质 谱 纯，
普洛麦格 （北京） 生物技术有限公司， 批号 ００００４５８４６３］；
Ｓｅｐ⁃Ｐａｋ Ｃ１８脱盐柱 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司， 批号 ＷＡＴ０５４９５５）。
乙腈 （质谱纯， 德国 Ｍｅｒｃｋ 公司， 批号 Ｋ３０２１７２８）； 甲酸

（色谱纯）、 三氟乙酸 （ＴＦＡ， 质谱纯） （上海安谱实验科

技股份有限公司， 批号 ８４６３０２００、 ４⁃０１８４４３⁃０２５０）； 丙酮

（色谱纯， 国药集团化学试剂有限公司， 批号 １００００４１８）；
水为超纯水， 其他试剂均为分析纯。
１􀆰 ３　 仪器　 光学显微镜 （日本奥林巴斯光学株式会社， 型

号 ＣＸ２３）； ＵＰＬＣ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｆｕｓｉｏｎ Ｌｕｍｏｓ Ｔｒｉｂｒｉｄ ／ ＭＳ （美国赛

默飞世尔科技有限公司， 型号 ＥＡＳＹ⁃ｎＬＣ １０００）； 高速离心

机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司， 型号 Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４２４Ｒ）； 冷冻高

速离心机 （德国 Ｇｅｎｅ 公司， 型号 １７３０Ｒ）； ＰｅｐＭａｐ ＲＳＬＣ
Ｃ１８色谱柱 （７５ μｍ× ２５ ｃｍ， ２ μｍ， 美国赛默飞世尔科技

公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 造模分组与给药　 将 ５０ 只 ＳＤ 大鼠按随机数字表法分

为空白组、 模型组、 逐痰通络颗粒低中高剂量组， 每组 １０
只。 除空白组外， 其余各组大鼠用 １０％ 水合氯醛 （ ３
ｍＬ ／ ｋｇ） 腹腔注射麻醉， 剃光右膝关节周围毛， ７５％ 乙醇

消毒皮肤， 轻弯右膝关， 在髌韧带附着点外上方约 ０􀆰 ５ ｃｍ
处进针， 将 ０􀆰 ２ ｍＬ ４％ 木瓜蛋白酶溶液注入右膝关节腔，
每隔３ ｄ注射 １ 次， 连续注射 ３ 次。 ７ ｄ 后观察大鼠行为变

化， 若大鼠右后肢出现收缩、 跛行等现象， 则视为造模成

功； 空白组大鼠右膝关节腔注射等体积生理盐水。 取逐痰

通络颗粒适量， 用蒸馏水溶解， 制成质量浓度为 ２００
ｍｇ ／ ｍＬ的药液。 根据临床剂量换算， 逐痰通络颗粒低、 中、
高剂量组大鼠分别以 ９０、 １８０、 ３６０ ｍｇ ／ ｋｇ 的剂量灌胃给予

逐痰通络颗粒药液， 每天 １ 次， 持续 ３６ ｄ； 空白组常规

喂养。
２􀆰 ２　 大鼠一般情况及体质量观察　 观察大鼠的一般情况，
并分别于给药后第 １、 ４、 ７、 １０、 １３、 １６、 １９、 ２２、 ２５、
２８、 ３１、 ３４ 天称定各组大鼠体质量。
２􀆰 ３　 ＨＥ 染色法观察膝骨关节软骨组织病理形态　 将大鼠

麻醉后处死， 去除膝关节处皮毛， 完整取下膝关节软骨，
收集软骨组织， 以 ４％ 多聚甲醛固定过夜， 于 ＥＤＴＡ 中脱钙

后用石蜡包埋， 切成 ５ μｍ 的组织切片， ＨＥ 染色， 于光学

显微镜下观察并采集图像。
２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１７ 水

平　 于最后一次给药后 １ ｈ， 麻醉大鼠进行腹主动脉采血，
３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后取上清液， －８０ ℃冰箱保存。 取

大鼠血清适量， 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测血清 ＴＮＦ⁃α、
ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１７ 水平。
２􀆰 ５　 大鼠膝骨关节软骨组织的蛋白质组学检测

２􀆰 ５􀆰 １　 色谱条件 　 ＰｅｐＭａｐ ＲＳＬＣ Ｃ１８ 色谱柱 （７５ μｍ× ２５
ｃｍ， ２ μｍ）； 流动相 ０􀆰 １％ 甲酸 （Ａ） ⁃乙腈 （含 ０􀆰 １％ 甲

酸）（Ｂ）， 梯度洗脱程序见表 １； 体积流量 ０􀆰 ３ μＬ ／ ｍｉｎ； 柱

温 ６０ ℃； 进样量 ３ μＬ。
表 １　 梯度洗脱程序

时间 ／ ｍｉｎ Ａ ０􀆰 １％ 甲酸 ／ ％ Ｂ 乙腈（含 ０􀆰 １％ 甲酸） ／ ％
０～２ ９８～９２ ２～８

２～１１２ ９２～７２ ８～２８
１１２～１１４ ７２～１０ ２８～９０
１１４～１２０ １０ ９０

２􀆰 ５􀆰 ２　 质谱条件 　 电喷雾离子源 （ＥＳＩ）； 正离子模式扫

描； 电喷雾电压 ２􀆰 １ ｋＶ； 全扫描分辨率 １２０ ０００ （ＦＷＨＭ）；
质量扫描范围 ｍ ／ ｚ ３５０ ～ １ ６００； 碰撞能 ３０％ ； 隔离窗口

ｍ ／ ｚ ０􀆰 ７。
５１７１

２０２５ 年 ５ 月

第 ４７ 卷　 第 ５ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｍａｙ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． ５



２􀆰 ５􀆰 ３　 蛋白质组学研究　 采用非标记蛋白质组学技术对干

预前后蛋白表达差异进行检测。 （１） 蛋白提取和沉淀： 使

用无菌剪刀将软骨组织样品剪碎， 加入裂解液 （７ ｍｏｌ ／ Ｌ
尿素， ２％ ＳＤＳ， ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ， ｐＨ ８） 提取蛋白， 测

定蛋白浓度后取 ５００ μｇ 蛋白溶液， 加入 ＤＴＴ、 碘代乙酰胺

进行还原烷基化， １ ｈ 后迅速加入－２０ ℃预冷的 ６ 倍体积丙

酮过夜沉淀。 （２） 蛋白酶解： 次日， 取沉淀， ８０％ 乙醇洗

涤后加入 ＴＥＡＢ 溶解沉淀， 按 １ ∶ ４０ 加入胰酶进行酶解，
３７ ℃摇床反应 １２ ｈ。 （３） 多肽脱盐： 根据说明书采用 Ｓｅｐ⁃
Ｐａｋ Ｃ１８脱盐柱对多肽样本进行脱盐， 并采用多肽定量试剂

盒测定洗脱液的多肽浓度， 最后将洗脱液分装并冷冻干燥，
待测。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠膝骨关节软骨组织蛋白表

达　 取新鲜大鼠关节软骨组织剪碎， 置于 ２％ ＳＤＳ 裂解液

ＥＰ 管中， 加入钢珠， 利用匀浆仪磨碎后室温放置 ２０ ｍｉｎ
充分裂解， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ， 取上清液， ＢＣＡ 法测

定蛋白浓度。 取适量蛋白样品在 １００ ℃ 条件下变性 ３ ～ ５
ｍｉｎ， 取 ２０ μｇ 蛋白样品进行 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离

１ ｈ， 随后转移到 ＰＶＤＦ 膜上， 室温下用 ５％ 脱脂奶粉封闭

１ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 并在 ４ ℃条件下加入针对靶蛋白的

一抗孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 加入二抗后 ３７ ℃避光孵

育 ６０ ｍｉｎ， 加 ＥＣＬ 发光液显色， 并采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行灰

度值分析。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 计算目的蛋白相对表达。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ ９􀆰 ５􀆰 １ 软件进行处理， 计

量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 两组间比较采用独立样本 ｔ 检验或

秩和检验， 多组间比较采用单因素方差分析， 若数据不满

足正态分布， 则采用非参数检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统

　 　 　

计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 大鼠形态学及体质量变化　 空白组大鼠发育良好、 毛

色浓密光亮， 日常活动、 饮食饮水摄入量、 体质量、 膝关

节活动均正常； 模型组大鼠毛色无光泽， 饮食饮水摄入量

减少， 体质量降低， 膝关节处肿胀明显， 部分带有淤紫，
活动状态明显受限； 与模型组比较， 各给药组大鼠饮食饮

水摄入量增加， 体质量增长速度加快， 膝关节肿胀及活动

状态明显改善， 见图 １。

图 １　 逐痰通络颗粒对 ＫＯＡ 大鼠体质量的影响

３􀆰 ２　 逐痰通络颗粒对 ＫＯＡ 大鼠膝骨关节软骨组织病理形

态的影响　 由图 ２ 可知， 空白组大鼠膝骨关节软骨组织结

构清晰完整， 未发现明显的骨侵蚀或骨质破裂， 内衬层为

单层或双层滑膜细胞， 无炎性细胞的浸润及纤维组织增生；
模型组大鼠的滑膜细胞增生明显， 存在炎性细胞浸润， 关

节面部分被破坏， 出现纤维结缔组织且呈多纤维样不规则

排列； 与模型组比较， 各给药组大鼠膝骨关节软骨组织病

理形态均有一定程度的改善， 其中逐痰通络颗粒高剂量组

改善最明显， 偶见滑膜增生， 未发现新生血管浑浊。

注： Ａ～Ｅ 分别为空白组、 模型组及逐痰通络颗粒低、 中、 高剂量组。

图 ２　 各组大鼠膝骨关节软骨组织病理形态 （ＨＥ 染色）

３􀆰 ３　 逐痰通络颗粒对 ＫＯＡ 大鼠血清炎症指标的影响 　 由

图 ３ 可知， 与空白组比较， 模型组大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ、
ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１７ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 逐痰通

络颗粒中、 高剂量组大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃
１７ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 逐痰通络颗粒低剂量组

大鼠血清 ＩＦＮ⁃γ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃
１７ 水平无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
３􀆰 ４　 逐痰通络颗粒对 ＫＯＡ 大鼠膝骨关节软骨组织差异蛋

白的影响　 Ｌａｂｅｌ ｆｒｅｅ 蛋白质组学技术分析结果显示， 共鉴

定得到 ５ ６２３ 个蛋白。 与空白组比较， 模型组有 ６３ 个蛋白

表达发生变化 （ＦＣ≥１􀆰 ２ 倍或 ＦＣ≤０􀆰 ８， 且 Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其中

上调蛋白 １０ 个， 下调蛋白 ５３ 个； 与模型组比较， 各给药

组的 ６３ 个差异蛋白均有所回调。 使用 Ｃｏｍｐｌｅｘｈｅａｔｍａｐ Ｒ 包

（Ｒ Ｖｅｒｓｉｏｎ ３􀆰 ４） 同时从样品和蛋白质的表达量两个维度进

行分类， 并生成层次聚类热图， 每列代表一组样品， 每行

代表一个蛋白； 其中颜色越红表示相对表达量越高， 越蓝

表示相对表达量越低， 如图 ４ 所示。 由此可知， 与空白组

比较， 模型组差异蛋白表达量普遍较高， 经不同剂量逐痰

通络颗粒干预后， 差异蛋白表达量降低。
３􀆰 ５　 逐痰通络颗粒对 ＫＯＡ 大鼠膝骨关节软骨组织 ＴＬＲｓ ／
ＭＭＰｓ ／ ＰＩ３Ｋ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路相关蛋白表达的影响 　 如图 ５
所示， 与空白组比较， 模型组大鼠膝骨关节软骨组织
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注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 逐痰通络颗粒对 ＫＯＡ 大鼠血清炎症指标的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

注： Ｃｔｒｌ 为空白组， ＫＯＡ 为模型组， Ｌ～Ｈ 分别为逐痰通络颗粒低、 中、 高剂量组。

图 ４　 差异蛋白层次聚类热图

ＴＬＲ２、 ＴＬＲ４、 ＭＭＰ１、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、 ＡＤＡＭＴＳ５、 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＭＰ３ 蛋白表达

无明显差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 逐痰通络颗粒高

剂量 组 大 鼠 膝 骨 关 节 软 骨 组 织 ＴＬＲ２、 ＴＬＲ４、 ＭＭＰ１、
ＭＭＰ３、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、 ＡＤＡＭＴＳ５、 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 蛋白表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 逐痰通络颗粒中剂量组 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ、 ＡＤＡＭＴＳ５ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 逐痰

通络颗粒低剂量组各蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 表

明逐 痰 通 络 颗 粒 可 通 过 下 调 ＴＬＲ２ ／ ＭＭＰｓ ／ ｐ３８ ／ ＮＦ⁃κＢ、
ＴＬＲ４ ／ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路， 从而发挥治疗 ＫＯＡ 的作用。
４　 讨论与结论

炎性因子在 ＫＯＡ 损伤中至关重要［３］ ， 存在于关节中的

ＭＡＩＴ 细胞激活后分泌多种细胞因子， 如 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７ 等，
进而促进 ＩＬ⁃１β 等趋化因子的释放， 引发炎症反应［１２⁃１３］ ，
提示 ＫＯＡ 发病机制与炎性因子相关。

ＴＬＲ４ 是一种 Ｉ 型跨膜糖蛋白受体， 在骨关节炎进展中

起关键作用［１４］ 。 ＴＬＲ４ 通过抑制 ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路上的磷

酯酰肌醇 ３⁃激酶 （ＰＩ３Ｋ）、 蛋白激酶 Ｂ （Ａｋｔ） 磷酸化， 作

用于下游靶分子如 ＮＦ⁃κＢ， 调节软骨细胞存活、 自噬与凋

亡， 介导软骨组织损伤过程［１５⁃１６］ 。 研究表明， 抗软骨细胞

凋亡的经典通路是 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路， 该通路的激活与软

骨的退行性病变和 ＫＯＡ 易感性密切相关［１７］ 。 由蛋白质组

学和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果可知， 模型组中 ＴＬＲ４、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 蛋白

表达升高， 经药物干预后降低， 因此初步推断逐痰通络颗

粒可能通过抑制炎症蛋白 ＴＬＲ４， 减轻炎症反应， 抑制

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 的磷酸化， 抑制软骨细胞凋亡， 发挥治疗 ＫＯＡ 的

作用。
ＮＦ⁃κＢ 与软骨的退化、 滑膜炎症等骨关节炎的发生和

发展密切相关［１８］ 。 发生炎症反应时， ＴＬＲ２ 激活下游的转

化生长因子激酶 １ （ＴＡＫ１）， 导致 ＮＦ⁃κＢ 从细胞质进入细

胞核， 诱导炎症因子表达［１９⁃２０］ 。 ＴＡＫ１ 也可激活 ｐ３８ ＭＡＰＫ
磷酸化， 产生 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ， 使 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ 表达量增加，
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注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 逐痰通络颗粒对 ＫＯＡ 大鼠膝骨关节软骨组织 ＴＬＲｓ ／ ＭＭＰｓ ／ ＰＩ３Ｋ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路相关蛋白表达的影

响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

激活相关炎症转录因子进入细胞核， 与 ＮＦ⁃κＢ 共调控炎症

因子表达， 导致软骨细胞凋亡， 诱导膝关节损伤［２０⁃２２］ 。 此

外， ＮＦ⁃κＢ 还可以通过基因启动子如基质金属蛋白酶 １
（ＭＭＰ１） 和 ＭＭＰ３， 从而促进促炎和抗炎介质表达， 包括

ＣＯＸ⁃２、 前列腺素 Ｅ２ 和 ｉＮＯＳ［２３］ 。 本研究推测逐痰通络颗

粒可以下调 ＴＬＲ２、 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＭＭＰ１、 ＭＭＰ３
蛋白的表达， 下调软骨细胞炎症因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃
１β、 ＩＬ⁃１７ 释放， 减轻软骨细胞炎症反应， 抑制破骨细胞生

成及软骨细胞凋亡。 说明逐痰通络颗粒抗 ＫＯＡ 作用， 除了

与 ＴＬＲ４ ／ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路有关外， 还与 ＴＬＲ２ ／ ＭＭＰｓ ／ ｐ３８ ／ ＮＦ⁃
κＢ 信号通路的抑制密切相关。

ＲＵＮＸ２ 是软骨细胞发育和肥大的调节因子， 通过抑制

ＲＵＮＸ２ 可下调关节软骨细胞中下游调节因子 ＡＤＡＭＴＳ５ 的

蛋白表达， 从而保护关节软骨免受骨关节炎损伤［２４⁃２５］ 。
Ｚｈａｏ 等［２６］研究发现调控 ＡＤＡＭＴＳ５ 可以降低骨关节炎的风

险； Ｄｅｎｇ 等［２７］ 研 究 证 实， 在 ＫＯＡ 大 鼠 中 ＲＵＮＸ２ 和

ＡＤＡＭＴＳ５ 蛋白表达上调， 与本研究结果一致； Ｈｏｓｈｉ 等［２８］

研究发现敲除 ＲＵＮＸ２ 和 ＡＤＡＭＴＳ５ 具有保护软骨作用。 本

研究发现， 逐痰通络颗粒可以下调 ＲＵＮＸ２、 ＡＤＡＭＴＳ５ 蛋

白表达， 具体作用机制还需进一步验证。
根据本实验结果， 初步推测逐痰通络颗粒干预 ＫＯＡ 的

分子机制主要通过调控 ＴＬＲ２ ／ ＭＭＰＳ ／ ｐ３８ ／ ＮＦ⁃κＢ 和 ＴＬＲ４⁃
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 两条信号通路， 主要下调 ＴＬＲ２、 ＴＬＲ４、 ＰＩ３Ｋ 等

蛋白表达， 降低 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ３８、 ＡＫＴ 等蛋白磷酸化水平， 从

而 干 预 ＴＬＲ４⁃ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信 号 通 路； 同 时 对 ＲＵＮＸ２ ／
ＡＤＡＭＴＳ５ 轴产生影响， 抑制 ＲＵＮＸ２ 蛋白表达， 进而抑制

下游调节因子 ＡＤＡＭＴＳ５ 蛋白表达， 间接干预 ＴＬＲ２ ／ ＭＭＰＳ ／
ｐ３８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路， 进一步下调相关下游调节因子蛋白

表达； 最终通过抑制转录因子将细胞信号传递进细胞核，
减少多种细胞炎性因子 ＩＦＮ⁃γ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃１β 的释

放， 阻止炎症反应， 延缓 ＫＯＡ 的发展。
综上所述， 本研究通过发现逐痰通络颗粒通过 ＴＬＲ４⁃

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ、 ＴＬＲ２ ／ ＭＭＰｓ ／ ｐ３８ ／ ＮＦ⁃κＢ、 ＲＵＮＸ２ ／ ＡＤＡＭＴＳ５ 轴

等多个信号通路抑制炎症、 滑膜细胞增生， 且呈剂量依赖

性， 证实了逐痰通络颗粒治疗 ＫＯＡ 的潜在疗效与作用机

制。 鉴于中药复方具有多靶点、 多成分的特征， 其作用机

制仍需进一步深究， 对进一步探究 ＫＯＡ 的中医药临床治疗

具有重要意义。
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