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ＨＳＹＡ对骨关节炎大鼠膝关节软骨损伤的修复作用研究
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［摘　要］　目的　探讨羟基红花黄色素 Ａ（ＨＳＹＡ）对骨关节炎（ＯＡ）大鼠膝关节及 ＭＭＰ３、ＴＧＦβ１、Ｎｏｔｃｈ１的影响。方法
将２５只大鼠随机分为正常组（假手术）、ＯＡ组（模型大鼠）、低ＨＳＹＡ组（模型大鼠尾部注射２．５ｍｇ／ｋｇＨＳＹＡ）、中 ＨＳＹＡ组（模型
大鼠尾部注射５．０ｍｇ／ｋｇＨＳＹＡ）、高ＨＳＹＡ组（模型大鼠尾部注射１０．０ｍｇ／ｋｇＨＳＹＡ）。采用 ＥＬＩＳＡ检测血清指标 ＩＬ１β、ＴＮＦα，
Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ评分评估膝关节软骨损伤情况，ＨＥ染色观察组织病理形态并以 Ｍａｎｋｉｎ评分进行评估，免疫组化检测 ＭＭＰ３阳性表达，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＧＦβ１、Ｎｏｔｃｈ１蛋白水平。结果　ＯＡ组血清中 ＩＬ１β、ＴＮＦα水平高于其余各组（Ｐ＜０．０５），高 ＨＳＹＡ组 ＩＬ１β、
ＴＮＦα水平低于低ＨＳＹＡ组和中ＨＳＹＡ组（Ｐ＜０．０５）。各组大鼠Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ评分组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＯＡ组软骨
和滑膜组织Ｍａｎｋｉｎ评分高于其余各组（Ｐ＜０．０５），高ＨＳＹＡ组Ｍａｎｋｉｎ评分低于低ＨＳＹＡ组、中ＨＳＹＡ组（Ｐ＜０．０５）。各组大鼠关节组
织ＭＭＰ３阳性细胞率组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。各组大鼠关节组织 ＴＧＦβ１、Ｎｏｔｃｈ１蛋白水平组间比较差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＨＳＹＡ能够降低ＯＡ大鼠血清炎性因子ＩＬ１β、ＴＮＦα水平，缓解滑膜组织损伤，且存在浓度依赖性，其机
制与抑制ＭＭＰ３和Ｎｏｔｃｈ１表达、提高ＴＧＦβ１水平相关。
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　　关节是骨与骨连接的部分，软骨可以减少骨摩擦，
随着年龄的增加，累积性运动损伤等炎症反应会加重

膝关节软骨损伤，导致骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）产
生［１］。有研究表明，中老年人群均会出现不同程度的

骨关节疾病，其中ＯＡ的发生率约为４％，与老龄化程
度呈正相关［２］。ＯＡ患者关节疼痛及肿胀等与关节周
边肌肉控制能力不足、柔韧功能减退等有关。目前，随

着医疗技术的不断进步，探讨 ＯＡ的发病机制及防治
方案已经成为学术界研究的热点。

羟基红花黄色素 Ａ（ｈｙｄｒｏｘｙｓａｆｆｌｏｗｅｒｙｅｌｌｏｗＡ，
ＨＳＹＡ）是从红花中提取的活性制剂，具备红花的药理

５９１局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２１，３０（３）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



活性。以往研究表明，ＨＳＹＡ同时对心肌缺血和缺血
脑组织等有保护作用［３］。基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）是由钙离子及锌离子组成的大
家族，以降解细胞外间质而被熟知，在 ＯＡ等多种病理
生理中发挥作用，其中 ＭＭＰ３是该家族的重要成员。
转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，
ＴＧＦβ１）属于多功能蛋白质，对细胞生物活性及机体
免疫具有调节作用［４］。Ｎｏｔｃｈ信号广泛存在于成骨细
胞和软骨细胞中，间充质干细胞向成骨细胞分化的过

程主要受Ｎｏｔｃｈ１信号通路的影响，因此，Ｎｏｔｃｈ１信号
在骨生长中起重要作用。目前，有研究证实 ＨＳＹＡ能
一定程度上促进ＯＡ修复，但其作用机制尚不明确，因
此，为了探究 ＨＳＹＡ对 ＯＡ大鼠血清中炎性因子的影
响及其作用机制，本研究通过建立 ＯＡ大鼠模型，以分
析ＨＳＹＡ对大鼠膝关节及 ＭＭＰ３、ＴＧＦβ１、Ｎｏｔｃｈ１水
平的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
２５只 ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠（中国上海基尔顿生物），

ＭＭＰ３抗体（ＵＳＡ，Ａｂｃａｍ），ＴＧＦβ１抗体（中国上海沪
峥生物），Ｎｏｔｃｈ１抗体（中国上海士峰生物），生化实验
电泳蛋白仪（中国上海知信），苏木精—伊红试剂盒

（中国上海江莱）。

１．２　ＨＳＹＡ溶液配制
ＨＳＹＡ（中 国 上 海 源 叶 生 物 科 技，批 号：

Ｚ０１０１０ＢＡ１３，质量分数≥９８％）配制成１００ｍｇ／ｍＬ，用
无血清ＤＭＥＭ／Ｆ１２（２５ｍＬ）培养液溶解，储存浓度为
１．２８ｍＭ，０．２２μｍ滤膜过滤除菌后于４℃保存备用。
用含１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２倍比稀释成为所需终浓
度的培养液。

１．３　分组及ＯＡ大鼠建模
将２５只大鼠随机分为正常组、ＯＡ组、低ＨＳＹＡ组、

中ＨＳＹＡ组和高ＨＳＹＡ组，每组５只。所有大鼠适应性
饲养３ｄ，随后 ＯＡ组、低 ＨＳＹＡ组、中 ＨＳＹＡ组和高
ＨＳＹＡ组大鼠依据文献［５］建立 ＯＡ大鼠模型，即在大
鼠右侧膝关节注射４％木瓜蛋白酶溶液与０．０３ｍｏｌ／Ｌ
Ｌ半胱氨酸溶液混合液２０μＬ，７ｄ后 ＯＡ模型建立成
功。低ＨＳＹＡ组、中 ＨＳＹＡ组和高 ＨＳＹＡ组大鼠分别
在尾部注射浓度为 ２．５、５．０、１０．０ｍｇ／ｋｇ的 ＨＳＹＡ，
ＨＳＹＡ浓度参考文献［６］，ＯＡ组和正常组大鼠分别注
射１００ｍｇ／ｋｇ生理盐水，每周１次，共５次。
１．４　ＥＬＩＳＡ检测血清中ＩＬ１β和ＴＮＦα含量

末次尾部注射后，抽取每组大鼠尾静脉血，

４０００ｒ／ｍｉｎ离心，取上清液置入 ＥＰ管中，低温保存备
用。采用ＥＬＩＳＡ酶法在全自动生化仪器上测定患者
ＩＬ１β和 ＴＮＦα表达水平。顺序加入 ＨＲＰ标记的
ＣＥＡ，结合成抗体后，多次洗涤，ＴＭＢ显色，呈现蓝色，
在酸的作用下，最终呈现黄色，于４５０ｎｍ波长下的酶
标仪检测ＯＤ值，实验过程严格按操作说明书实验步
骤进行。

１．５　Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ评分评估大鼠膝关节软骨损伤
末次注射及尾部采血结束后，大鼠行颈部脱臼法

安乐死，取右侧后肢膝关节标本，观察股骨髁和胫骨平

台关节面平整度，采用 Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ评分评估膝关节关节
面软骨损伤，分数越高表示软骨损伤越严重［６］。

１．６　大鼠组织病理形态观察及Ｍａｎｋｉｎ评分
取各组大鼠股骨内髁关节面，甲醛固定２４ｈ，经脱

钙、常规脱水机切片处理后进行 ＨＥ染色［７］，２００倍倒
置显微镜下观察病理情况。采用 Ｍａｎｋｉｎ评分对每组
大鼠软骨和滑膜组织进行评估，分数越高表示损伤越

严重。

１．７　免疫组化检测ＭＭＰ３阳性表达
各组大鼠膝关节组织脱水、包埋后，采用甲醛固

定，水化后３７．５℃静置０．５ｈ，加入１％乙二胺四乙酸
（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）液，山羊血清封
闭。加入１抗（１∶５００）、ＭＭＰ３抗体，加入二抗０．５ｈ
后，复染，封皮。选择不交叉的１０个视野，以淡黄色至
棕褐色为阳性，计算阳性率。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＧＦβ１、Ｎｏｔｃｈ１的蛋白水平
各组大鼠膝关节组织加入裂解液，于 ４℃离心

０．５ｈ。用ＰＩＥＲＣＥ检测总蛋白浓度。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳
并转膜至ＰＶＤＦ膜，随后加入ＴＧＦβ１、Ｎｏｔｃｈ１和 ＧＡＰ
ＤＨ抗体，于４℃一抗孵育２４ｈ，ＰＢＳ洗涤后进行辣根
过氧化物酶共轭二抗处理１ｈ，冷却后计算 ＴＧＦβ１、
Ｎｏｔｃｈ１蛋白水平，用 Ｎｕａｎｃｅ分析软件进行数据处理，
化学发光试剂显影曝光，拍照保存。

１．９　统计学分析
采用 ＳＰＳＳ２２．０软件对数据进行统计学分析，计

量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用 ｔ检验。
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　大鼠血清中ＩＬ１β、ＴＮＦα水平比较
ＯＡ组血清中ＩＬ１β、ＴＮＦα水平均高于其余各组

（Ｐ＜０．０５），高 ＨＳＹＡ组 ＩＬ１β、ＴＮＦα水平低于低
ＨＳＹＡ组及中ＨＳＹＡ组（Ｐ＜０．０５），见表１。
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表１　大鼠血清中相关因子水平比较（ｘ±ｓ，ｎ＝５，ｐｇ／ｍＬ）

组别 ＩＬ１β ＴＮＦα
正常组 １１．０９±３．７０ ３２．０８±５．５７
ＯＡ组 ５５．３９±７．２９ ６７．０３±７．７９

低ＨＳＹＡ组 ３６．４７±６．５５＃ ４３．５３±６．２１＃

中ＨＳＹＡ组 ３１．３３±６．５０＃Δ ４０．２２±５．３４＃Δ

高ＨＳＹＡ组 ２８．６０±５．４４＃Δ▲ ３３．６６±５．１０＃Δ▲

Ｆ ３４．９２０ ５０．０８０
Ｐ ００．０００ ００．０００

：与正常组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与ＯＡ组相比，Ｐ＜０．０５；Δ：与低
ＨＳＹＡ组相比，Ｐ＜０．０５；▲：与中ＨＳＹＡ组相比，Ｐ＜０．０５

２．２　大鼠Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ评分比较
ＯＡ组、低ＨＳＹＡ组、中ＨＳＹＡ组、高ＨＳＹＡ组及正

常组大鼠Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ评分依次降低，各组间比较差异有
统计学意义（Ｆ＝３０．７７０，Ｐ＜０．０５），见图１。
２．３　大鼠组织病理学观察及Ｍａｎｋｉｎ评分比较

病理观察结果显示：正常组软骨结构清晰、完整，

组织间隙无水肿及炎症浸润；ＯＡ组软骨结构混乱且

不完整，组织间隙严重肥大，炎症浸润显著；低 ＨＳＹＡ
组、中ＨＳＹＡ组、高 ＨＳＹＡ组关节软骨排列较整齐，少
量炎症浸润，与ＯＡ组相比均有一定改善，见图２。ＯＡ
组软骨和滑膜组织 Ｍａｎｋｉｎ评分高于其余各组
（Ｐ＜０．０５），高ＨＳＹＡ组 Ｍａｎｋｉｎ评分低于低 ＨＳＹＡ组
和中ＨＳＹＡ组（Ｐ＜０．０５），见表２。

：与正常组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与 ＯＡ组相比，Ｐ＜０．０５；△：与
低ＨＳＹＡ组相比，Ｐ＜０．０５；▲：与中ＨＳＹＡ组相比，Ｐ＜０．０５

图１　大鼠Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ评分比较

图２　大鼠组织病理学观察
表２　大鼠软骨和滑膜组织Ｍａｎｋｉｎ评分比较（ｘ±ｓ，ｎ＝５，分）

组别 软骨　 滑膜组织　
正常组 ００．２５±０．３５ ００．４３±０．２６
ＯＡ组 １０．６０±１．３３ １７．４０±１．２０

低ＨＳＹＡ组 ０８．７０±０．８８＃ １１．７６±１．０３＃

中ＨＳＹＡ组 ０６．４６±０．７５＃Δ ０９．７３±１．１７＃Δ

高ＨＳＹＡ组 ０４．８３±０．６０＃Δ▲ ０６．５０±０．６４＃Δ▲

Ｆ １０９．６００ ２２７．６００
Ｐ ０００．０００ ０００．０００

：与正常组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与ＯＡ组相比，Ｐ＜０．０５；Δ：与低
ＨＳＹＡ组相比，Ｐ＜０．０５；▲：与中ＨＳＹＡ组相比，Ｐ＜０．０５

２．４　大鼠膝关节组织ＭＭＰ３阳性细胞率比较
ＭＭＰ３在膝关节组织阳性表达呈现棕黄色，ＯＡ

组ＭＭＰ３在细胞浆中阳性表达明显，主要在炎性肉芽
肿内的组织细胞及少量的血管内皮细胞中表达

（图３）。低 ＨＳＹＡ组、中 ＨＳＹＡ组、高 ＨＳＹＡ组中
ＭＭＰ３阳性表达逐渐减少，炎症浸润降低。ＯＡ组、低
ＨＳＹＡ组、中 ＨＳＹＡ组、高 ＨＳＹＡ组、正常组大鼠关节
组织ＭＭＰ３阳性细胞率依次降低，各组间比较差异有
统计学意义（Ｆ＝２４０．２００，Ｐ＜０．０５），见图４。

图３　大鼠膝关节组织中ＭＭＰ３表达
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：与正常组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与 ＯＡ组相比，Ｐ＜０．０５；△：与
低ＨＳＹＡ组相比，Ｐ＜０．０５；▲：与中ＨＳＹＡ组相比，Ｐ＜０．０５

图４　大鼠膝关节组织中ＭＭＰ３阳性细胞率比较

２．５　大鼠ＴＧＦβ１、Ｎｏｔｃｈ１蛋白水平比较
正常组大鼠膝关节组织ＴＧＦβ１蛋白水平高于ＯＡ

组、低ＨＳＹＡ组、中ＨＳＹＡ组、高ＨＳＹＡ组（Ｐ＜０．０５），低
ＨＳＹＡ组、中ＨＳＹＡ组、高ＨＳＹＡ组ＴＧＦβ１蛋白水平较
ＯＡ组高（Ｆ＝１１２．４００，Ｐ＜０．０５）；正常组大鼠膝关节
组织 Ｎｏｔｃｈ１蛋白水平低于 ＯＡ组、低 ＨＳＹＡ组、中
ＨＳＹＡ组、高 ＨＳＹＡ组（Ｐ＜０．０５），低 ＨＳＹＡ组、中
ＨＳＹＡ组、高 ＨＳＹＡ组 Ｎｏｔｃｈ１蛋白水平较 ＯＡ组低
（Ｆ＝６８．６８０，Ｐ＜０．０５），见图５。

：与正常组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ＯＡ组比较，Ｐ＜０．０５；Δ：与低
ＨＳＹＡ组比较，Ｐ＜０．０５；▲：与中ＨＳＹＡ组相比，Ｐ＜０．０５

图５　大鼠ＴＧＦβ１、Ｎｏｔｃｈ１蛋白表达

３　讨论

研究表明，ＯＡ患者骨关节受到损伤时，会导致骨
关节液的吸收和释放功能紊乱，软骨组织内营养供给

不足，软骨中的有害物质不能及时排除，进而使软骨损

伤不断加剧［６］。目前，ＯＡ的临床治疗存在多样性，其
中中药的生物活性在多种疾病中均发挥重要作用。红

花的药理活性广泛，ＨＳＹＡ是从红花中提取的活性物
质，具有抗血小板聚集、抗自由基及抗炎等特点。

ＩＬ１β经多种细胞刺激后产生，其表达水平与 ＯＡ
的严重程度呈正相关，ＩＬ１β会导致ＯＡ患者关节软骨
炎症加重。前列腺素 Ｅ２属于疼痛因子，其表达升高

表示机体疼痛程度增加。ＴＮＦα可促使机体血清中炎
症介质白介素６水平升高，导致软骨分泌的前列腺素
Ｅ２升高，增加软骨破坏性［８］。ＨＳＹＡ是由多个酚羟基
组成的化合物，具有活血、抗炎及止痛作用，能够有效

调节炎症ＮＦκＢ信号，降低自由基水平，改善炎症浸
润［９］。Ｗａｎｇ等［１０］研究表明，ＨＳＹＡ能够降低ＯＡ患者
血清中ＩＬ１β、ＴＮＦα水平，有利于减少关节软骨退变。
本研究结果显示，ＨＳＹＡ能够降低 ＯＡ大鼠血清中
ＩＬ１β、ＴＮＦα水平，且呈剂量依赖性，说明高剂量
ＨＳＹＡ具有较强的抑制 ＩＬ１β和 ＴＮＦα因子的能力，
这与牛凯等［１１］的研究结果相似。

本研究对ＯＡ大鼠注射不同剂量 ＨＳＹＡ后发现，
Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ评分均降低，且剂量越高评分越低，提示不同
剂量的ＨＳＹＡ对ＯＡ大鼠关节软骨及组织病理均有改
善作用，且呈浓度依赖性。注射 ＨＳＹＡ后能加快骨增
生，减少软骨层缺损。顾超兰等［１２］的研究表明，ＨＳＹＡ
能够降低ＩＬ１β水平，从而保护关节软骨组织，减少关
节退变发生，本研究结果与之相似。

研究表明，ＭＭＰ是导致 ＯＡ发生病理改变的关
键，其作用机制是加深ＯＡ患者胶原网破坏程度，增加
软骨暴露及炎症因子刺激，促进Ⅱ型胶原蛋白降解，从
而加重病情［１３］。有研究认为，ＨＳＹＡ能够通过提高Ⅱ
型胶原蛋白水平，抑制 ＭＭＰ３表达，平衡软骨细胞代
谢，从而减少软骨降解，保护骨组织［１４］。本研究结果

表明，ＨＳＹＡ能够降低膝关节组织中 ＭＭＰ３阳性表
达，且呈浓度依赖性，与王君等［１５］的研究结果相似。

Ｎｏｔｃｈ是一种进化上高度保守的信号通路，能够
通过调节相邻细胞而影响器官发育。有研究表示，

Ｎｏｔｃｈ１在ＯＡ大鼠关节软骨中水平较高，可影响软骨
的发育和生长，导致骨细胞平衡紊乱［１６］。ＴＧＦβ１是
调节细胞生长和分化的 β超家族，其信号传导作用需
要结合 Ｓｍａｄ完成。ＴＧＦβ１水平升高往往与自身免
疫等有关［１７］。ＴＧＦβ１在正常人群中表达相对稳定，
而在ＯＡ患者体内表达异常，这与关节损伤后软骨启
动自我修复相关［１８］。本研究结果显示，ＨＳＹＡ能够降
低Ｎｏｔｃｈ１表达水平，减少炎症反应，同时，ＨＳＹＡ能通
过提高ＴＧＦβ１水平从而加快软骨细胞分化，提高软
骨修复能力，这与国内外的研究结果相似［１９２０］，但具

体机制还需要进一步研究。

综上所述，ＯＡ大鼠尾部注射 ＨＳＹＡ能够降低血
清炎性因子ＩＬ１β、ＴＮＦα水平，缓解滑膜组织损伤，且
呈浓度依赖性，其作用机制与抑制 ＭＭＰ３、Ｎｏｔｃｈ１表
达，提高ＴＧＦβ１水平相关。
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