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基于 Wnt/β-catenin 通路探究补肾壮骨方含药血清
对 IL -1β诱导软骨细胞退变的保护作用

张辽，傅科上，史燕红，金甬，吴权
（浙江中医药大学附属宁波市中医院，浙江 宁波 31 5000）

  摘要：目的 探究补肾壮骨方对大鼠软骨细胞退变的保护作用及其作用机制。方法 分离大鼠原代软骨细胞并给予

不同浓度白细胞介素-1β（IL -1β）刺激，探索 IL -1β诱导骨关节炎（OA）细胞模型的最佳浓度，同时制备高中低浓度
梯度的补肾壮骨方含药血清或盐酸氨基葡萄糖胶囊血清，作为细胞干预手段。检测软骨退化相关蛋白以及 Wnt/β-
catenin信号通路相关蛋白的 mRNA及蛋白质表达，并使用透射电镜评价细胞超微结构变化。结果 经过 IL -1β刺激
后，软骨细胞的软骨退化相关蛋白以及 Wnt/β-catenin 通路相关蛋白表达明显异常，超微结构也可观察到细胞严重损
伤。而补肾壮骨方通过抑制 Wnt/β-catenin 信号通路的激活，改善降低 IL -1β诱导的炎症因子和基质金属蛋白酶
（MMP）的表达，并促进了 Collagen Ⅱ和 Aggrecan的表达，从而保护软骨细胞。结论 补肾壮骨方含药血清能够通过抑制

Wnt/β-catenin通路减少退变相关蛋白的异常表达，从而发挥保护作用。
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Investigating Protective Effect of Serum Containing Bushen Zhuanggu Prescription（补肾壮骨方）
on IL-1β-Induced Chondrocyte Degeneration via Wnt/β-catenin Pathway

ZHANG Liao，FU Keshang，SHI Yanhong，JIN Yong，WU Quan
（Ningbo Municipal Hospital of Traditional Chinese Medicine，

Affiliated Hospital of Zhejiang Chinese Medical University，Ningbo 31 5000，Zhejiang，China）

Abstract：Objective To explore the protective effect of Bushen Zhuanggu Prescription（补肾壮骨方）on chondrocyte degen-
eration in rats and its mechanism of action.Methods Primary chondrocytes from rats were isolated and stimulated with various
concentrations of interleukin -1β（IL -1β）to identify the optimal concentration for inducing an osteoarthritis（OA）cell model.
Concurrently，the serum containing Bushen Zhuanggu Formula at high，medium and low concentration gradients，or serum contai-
ning hydrochloric aminoglucose capsules，was prepared as a cellular intervention.The expressions of mRNA and proteins related
to cartilage degeneration and the Wnt/β-catenin signaling pathway were measured，and the transmission electron microscopy was
used to evaluate the changes in cellular ultrastructure.Results After stimulation with IL -1β，the expressions of proteins related
to cartilage degeneration and the Wnt/β-catenin pathway in chondrocytes was significantly abnormal，and the severe cellular
damage was observed under ultrastructural examination.However，Bushen Zhuanggu Formula，by inhibiting the activation of the
Wnt/β-catenin signaling pathway，reduced the expressions of inflammatory factors and MMPs induced by IL -1βand promoted
the expressions of Collagen Ⅱ and Aggrecan，thereby protecting the chondrocytes.Conclusion Serum containing Bushen Zhuang-
gu Formula can reduce the abnormal expression of degeneration -related proteins by inhibiting the Wnt/β-catenin pathway，thus
exerting a protective effect.

Keywords：Bushen Zhuanggu Formula（补肾壮骨方）；Wnt/β-catenin signaling pathway；osteoarthritis；chondrocytes

基金项目：国家自然科学基金青年科学基金项目（821 04885）；国家中
医药管理局全国名老中医药专家传承工作室建设项目（国

中医药人教发〔201 6〕42 号）；国家中医药管理局科技司-浙
江省中医药管理局共建科技计划项目（重大项目）（GZY -
ZJ -KJ -23037）；浙江省中医药科技计划项目（2024ZL1 44，
201 8ZB1 1 9）；宁波市医学重点学科建设计划项目（2022 -
Z09）；宁波市卫生健康青年技术骨干人才培养专项（甬卫发
〔2020〕95 号）；宁波市名中医药专家学术经验继承项目（甬
卫办中医〔2020〕1 50 号）；宁波市自然科学基金项目
（2021 J300）

作者简介：张辽（1 985 -），男，浙江宁波人，副主任中医师，硕士，研究
方向：骨与关节疾病的基础与临床。

  骨关节炎（osteoarthritis，OA）是一种以关节软骨退行性变
和继发骨质增生为特征的慢性退行性和致残性疾病［1］。软骨

细胞是关节软骨当中唯一的细胞类型［2］，对于 OA 的发生发展
至关重要。因此，探索延缓关节软骨细胞退变的有效策略是预

防或治疗 OA的关键所在［3］。目前研究发现，Wnt/β-catenin
信号通路异常激活导致软骨细胞凋亡［4 -5］，并通过加速软骨细

胞外基质（extracellular matrix，ECM）降解导致软骨细胞退
化［6］，从而导致 OA进程加速。中医在治疗 OA 中具有独特的
优势，采用“补益肝肾”法理论治疗往往能取得良好的效果。

本课题组在前期针对专家叶海主任中医师的补肾壮骨方进行

一系列研究［7］，补肾壮骨汤能有效改善膝骨关节炎患者的各

类临床症状以及骨生物学指标［8］，在动物研究中也发现该方
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能够有效维持实验 OA 模型大鼠软骨稳态。但是目前尚不清
楚补肾壮骨汤具体作用的细胞类型以及其作用机制。故本研

究拟探讨补肾壮骨方含药血清通过 Wnt/β-catenin 通路对软
骨细胞的调控保护作用，进一步阐明补肾壮骨方治疗 OA 的作
用机制，为中医药治疗 OA提供实验依据。
1  实验材料
1 .1  实验药品

补肾壮骨方药物组成：熟地黄 20 g，山药 1 5 g，茯苓 1 5 g，
牛膝 1 5 g，桑寄生 1 5 g，仙茅 1 5 g，山茱萸 1 0 g，延胡索 1 0 g，制
川乌（先煎）6 g，炒甘草 5 g。中药材均购自本单位中药房，中
药液的制备由本单位制剂室协助进行。具体做法：生药先在砂

锅中加入适量水浸泡 30 min，武火煎煮至沸腾，文火浓缩。参
照《人和动物间按体表面积折算的等效剂量比值表》，按照质

量比例，低剂量将水煎液浓缩成每毫升含生药 0.661 5 g 的浓
缩液，中剂量将水煎液浓缩成每毫升含生药 1 .323 g 的浓缩
液，高剂量将水煎液浓缩成每毫升含生药 2.646 g 的浓缩液，
置于冰箱保存，用时取定量浓缩液。

盐酸氨基葡萄糖溶液（0.24 g/粒）。生产厂家：北京康必
得药业有限公司，批号 H200701 73。
1 .2 实验试剂及仪器

Wnt5a、β-catenin、MMP -1 3 抗体、β-actin 抗体、蛋白聚
糖酶 -5 （A Disintegrin And Metalloproteinase with Throm-
bospondin Motifs，ADAMTS -5）、Ⅱ型胶原（Collagen Ⅱ）、聚集
蛋白聚糖（Aggrecan）、轴蛋白（Axin）、糖原合酶激酶 3β
（GSK-3β）、白细胞介素 1β（IL -1β）购自美国 CST 公司；辣
根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗购自美国 ThermoFisher公司；
多功能酶标仪（型号 BioTek -26262059，美国 BioTek 伯腾有限
公司）；荧光倒置显微镜（型号 IX70，日本太阳交易株式会社）；
化学发光系统（型号 ChemiDocXRS，美国 Bio -Rad 公司）。引
物由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。具体序列见表 1。

表 1  引物序列

基因 引物序列

Wnt5a F：5＇-AGCTACCCGATCTGGTGGTC -3＇
R：5＇-CAAACTCGATGTCCTCGCTAC -3＇

β-catenin F：5＇-CTTCCAGACACGCCATCATG-3＇
R：5＇-CACACAGAGTACTTGCGCTC -3＇

MMP -1 3 F：5＇-CATGAGCTTGGCCACTCCCT -3＇
R：5＇-TGAACGTCATCATCTGGGAGCA -3＇

ADAMTS -5 F：5＇-AGGGCACTGGCTATTACG-3＇
R：5＇-GTTCTCACGCACCTTCCT -3＇

Collagen Ⅱ F：5＇-GGCTTCCAAGTGCCAGTAGG-3＇
R：5＇-TGGAGAGGAGAGTGCAGTCA -3＇

Aggrecan F：5＇-AGGTGTCGCTCCCCAACTAT -3＇
R：5＇-CTTCACAGCGGTAGATCCCAG-3＇

Axin F：5＇-GTAGACGGTACAACGAAGGCA -3＇
R：5＇-AGCCAGAGTTGACGTAGTAGG-3＇

GSK-3β F：5＇-GTCCGACTGCGGTATTTCTTC -3＇
R：5＇-CTCGATGGCAGATTCCAAAGG-3＇

IL -1β F：5＇-TTCAGGCAGGCAGTATCACTC -3＇
R：5＇-GAAGGTCCACGGGAAAGACAC -3＇

β-actin F：5＇-TCTTCCAGCCTTCCTTCCTG-3＇
R：5＇-CACACGAGTACTTGCGCTC -3＇

2 实验方法
2.1 大鼠原代软骨细胞分离培养

使用 8 只 2 月龄雄性 SD大鼠用于分离获取大鼠原代软骨

细胞。动物饲养于南京中医药大学 SPF 级动物房，（20 ±2）
℃，相对湿度 60% ～80%，明暗各 1 2 h。动物伦理号：
202204A008，动物生产许可证号：SCXK（苏）（沪）2022 -0005。
取材前使用 2%异氟烷腹腔麻醉，在无菌条件下分离出双膝关
节的软骨，分离时尽量保证关节囊完整。于超净台内使用 PBS
冲洗后将软骨组织剪成大小 1 mm3 左右，置于 1 5 mL离心管中
使用 2.0 mg/mLⅡ型胶原酶 37 ℃消化 3 ～4 h，每隔 30 min 颠
倒混匀一次。消化结束后用 200 目细胞筛过滤上清，随后离心
弃上清收集细胞。1 0% FBS DMEM培养液（含维生素 C 50
mg/L，链霉素 1 00 μg/mL和青霉素 1 00 U/mL）重悬细胞沉淀，
调整细胞悬液浓度为 3 ×1 05 /mL，于 37 ℃，5% CO2 的细胞孵
箱中培养。每 2 ～3 d换液细胞长至 80%后使用 0.25%胰酶消
化传代一次后可用于实验。

2.2 含药血清制备
36 只雄性 SD大鼠均购自邳州市东方养殖有限公司，动物

许可证号：SCXK（苏）2022 -0005，质量检测单位：苏州西山生
物技术有限公司，大鼠均为 SPF级，体质量 1 80 ～220 g，统一饲
养于南京中医药大学动物房内，温度 20 ～24 ℃、相对湿度
60% ～80%，光照 1 2 h/1 2 h循环交替，自由饮水，固定饮食，让
大鼠适应性饲养 7 d。本实验经南京中医药大学实验动物伦理
委员会批准通过，伦理批号 202204A008。36 只大鼠随机分为
6 个组：阳性药物对照组用盐酸氨基葡萄糖溶液（0.24 g/粒）
配成浓度为 7.56 mg/mL。空白组灌服相应体积的 0.9%氯化
钠溶液。每日根据补骨壮骨方低剂量组（0.661 5 g/mL）、补骨
壮骨方中剂量组（1 .323 g/mL）、补骨壮骨方高剂量组（2.646
g/mL）、阳性对照组（7.56 mg/mL），根据实际体质量折算灌胃
量。给药时间为 8 周。在末次灌胃 1 h 后，以 2%异氟烷麻醉
腹腔麻醉，腹主动脉采血，37 ℃水浴 30 min，3000 r/min 离心
1 5 min，取上清，灭活 56 ℃水浴 30 min，0.22 μm 滤膜抽滤除
菌，制备含药血清，-80 ℃保存。
2.3 IL -1β诱导建立 OA细胞模型

将软骨细胞以 2.0 ×1 04 个/孔的密度接种于 96 孔板中，
待细胞贴壁后，分别加入不同浓度的 IL -1β（0、1、5、1 0、20 μg/
mL），每孔的终体积为 1 00 μL，每个浓度均设 6 个复孔，进行
24 h的处理。处理结束后，在每孔中加入 1 0 μL的 CCK -8 试
剂，然后在 CO2 培养箱中避光孵育 2 h。之后取出 96 孔板，使
用酶标仪在 450 nm波长处测定每孔的吸光度（A）。根据所测
得的吸光度 A值，计算软骨细胞存活率，取半数致死量的质量
浓度为 IL -1β的最佳刺激浓度。
2.4 补肾壮骨方含药血清干预 OA细胞实验分组

最佳浓度 IL -1β诱导建立 OA 细胞模型，将各组含药血
清加入软骨细胞培养液中，分为空白组（0.9%氯化钠溶液血
清）、模型组（IL -1β+0.9%氯化钠溶液血清）、阳性药物对照
组（IL -1β+盐酸氨基葡萄糖胶囊血清）、补肾壮骨方高浓度
组（IL -1β+补肾壮骨方高剂量血清）、补肾壮骨方中浓度组
（IL -1β+补肾壮骨方中剂量血清）、补肾壮骨方低浓度组
（IL -1β+补肾壮骨方低剂量血清），干预 24 h。
2.5 指标检测
2.5.1  透射电镜观察 离心收集细胞（半颗绿豆大小），
2.5%戊二醛固定 6 h 后，依次使用乙醇、丙酮、树脂脱水置换
固化制块后，超薄切片机切片 70 nm，并使用 3%醋酸铀-枸橼
酸铅双染色，随后于电镜下观察。

2.5.2 实时荧光定量 PCR（RT -qPCR）检测 加入 Trizol 试
剂裂解，加入 200 μL氯仿混匀，静置 5 min 后，4 ℃、1 2 000 r/
min，离心 1 5 min；收集上清，加入 400 μL 异丙酚混匀，静置 1 0
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min再次离心，用分光光度计测定 RNA 浓度。根据逆转录试
剂盒说明书将总 RNA反转录为 cDNA。引物序列见表 2，将各
引物瞬时离心，加入去离子水制成 1 00 μmol/L的贮存液，后稀
释溶液终浓度为 20 μmol/L。PCR 反应条件：95 ℃预变性 2
min；95 ℃1 5 s，60 ℃ 30 s，40 次循环。采用 2 -△△Ct法分析相
关表达量。

2.5.3 蛋白质印迹（Westernblot）分析 采用 Western blot 检
测软骨细胞 IL -1β、Wnt5α、β-catenin、GSK -3β、Axin、
MMP1 3、ADAMTS5、Collagen Ⅱ、Aggrecan mRNA 与蛋白表达的
变化。采用 BCA法测定总蛋白浓度。取 50 μg蛋白样品于沸
水中，煮沸变性后用 SDS -PAGE 胶分离，转移分离后的蛋白
于 PVDF膜上。加入 5%脱脂牛奶封闭 1 h；TBST溶液清洗后，
按照 1 ∶500 比例一抗，并在 4 ℃环境中过夜孵育；随后，按照
1 ∶1 000 比例加入 HRP标记的二抗抗体，并进行常规的 2 h 孵
育。样本中滴加 ECL发光液，并进行显影。最后，使用相机拍
摄图像，并利用 Image Lab软件分析蛋白条带的灰度。
2.6 统计学方法

实验数据采用 Graphpad priam 8.0 软件进行统计学分析。
计量资料均用均数±标准差（■x±s）表示。符合正态分布的数
据采用单因素方差分析，组间两两比较使用 LSD -t检验；不符
合正态分布的计量资料用 Kruskal Wallis 秩和检验。以P<
0.05 为差异有统计学意义。
3 实验结果
3.1 软骨细胞形态学观察

经分离培养后，倒置相差显微镜下观察原代软骨细胞多为

轮廓清晰的椭圆形，细胞融合为单层，相互紧密连接，呈“铺路

石”状。随着细胞的多次传代，软骨细胞大小较原代有所增

加，且伴有伪足的形成，细胞形态多呈扁平状不规则多边形、梭

形或长梭形。见插页ⅩⅩⅧ图 1。

3.2 CCK8 法筛选最佳 IL -1β诱导浓度
由 CCK8 实验结果可见，IL -1β刺激软骨细胞的 IC50 浓

度为 1 2.75 ng/mL，所以本实验中选择该浓度作为 IL -1β诱
导软骨细胞建立 OA细胞模型的处理浓度。见插页ⅩⅩⅧ图 2。
3.3 补肾壮骨方含药血清对软骨细胞退变相关基因的影响

通过对不同组细胞中 IL -1β、MMP1 3、ADAMTS5、Collagen
Ⅱ、Aggrecan mRNA含量检测可知，经过造模后软骨细胞中的
ADAMTS5、MMP1 3、IL -1βmRNA 含量显著升高（P<0.01），
而 Collagen Ⅱ及 Aggrecan mRNA 含量显著降低（P<0.01）。
而在给予不同浓度的补肾壮骨方含药血清或盐酸氨基葡萄糖

胶囊血清后，ADAMTS5、MMP1 3、IL -1βmRNA 含量较模型组
有所下降，其中中浓度组与高浓度组的 ADAMTS5、MMP1 3、
IL -1βmRNA含量较模型组显著下降，差异具有统计学意义
（P<0.01），而在低浓度组中，仅有 ADAMTS5、MMP1 3 的 mR-
NA含量较模型组显著下降（P<0.01），IL -1βmRNA 含量与
模型组相比差异无明显统计学意义。各给药组与模型组相比，

Collagen Ⅱ及 Aggrecan mRNA 含量显著回升。其中低中高浓
度的补肾壮骨方含药血清均能够显著提升细胞中的 Collagen
Ⅱ mRNA含量（P<0.01），而只有高浓度的补肾壮骨方含药血
清能够提升细胞中 Aggrecan mRNA含量（P<0.01）。见图 3。
3.4 补肾壮骨方含药血清对软骨细胞退变相关蛋白的影响

通过对不同组细胞中 IL -1β、MMP1 3、ADAMTS5、Collagen
Ⅱ、Aggrecan 蛋白含量检测可知，经过造模后软骨细胞中的
ADAMTS5、MMP1 3、IL -1β蛋白含量显著升高（P<0.01），而
Collagen Ⅱ及 Aggrecan 蛋白含量显著降低（P<0.01）。而在给
予中、高浓度的补肾壮骨方含药血清或盐酸氨基葡萄糖胶囊血

清后，ADAMTS5、MMP1 3、IL -1β蛋白含量较模型组明显下
降，差异具有统计学意义（P<0.01），而在低浓度组中，仅有
MMP1 3 的蛋白含量较模型组显著降低（P<0.01），ADAMTS5、

  注：A.ADAMTS5 mRNA含量；B.Collagen Ⅱ mRNA含量；C.MMP1 3 mRNA 含量；D.Aggrecan mRNA 含量；E.IL -1βmRNA
含量。**与空白组比较，P<0.01；#与模型组比较，P<0.05；##与模型组比较，P<0.01。

图 3 补肾壮骨方含药血清对软骨细胞退变相关基因的影响
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  注：A.各蛋白典型条带图；B.ADAMTS5 蛋白相对表达量结果；C.Aggrecan 蛋白相对表达量结果；D.Collagen Ⅱ 蛋
白相对表达量结果；E.IL -1β蛋白相对表达量结果；F.MMP1 3 蛋白相对表达量结果。**与空白组比较，P<0.01；#与
模型组比较，P<0.05；##与模型组比较，P<0.01。

图 4 补肾壮骨方含药血清对软骨细胞退变相关蛋白的影响

  注：A.Wnt5αmRNA含量；B.GSK -3βmRNA 含量；C.β-
catenin mRNA含量；D.Axin mRNA 含量。**与空白组比较，
P<0.01；#与模型组比较，P<0.05；##与模型组比较，P<0.01；
**与空白组比较，P<0.01；#与模型组比较，P<0.05；##与模型
组比较，P<0.01。

图 5 补肾壮骨方含药血清对Wnt/β-catenin
信号通路相关基因的影响

IL -1β蛋白含量与模型组相比差异无明显统计学意义。各给
药组与模型组相比，经过不同药物干预后细胞中 Collagen Ⅱ及
Aggrecan 蛋白含量显著回升。其中低中高浓度的补肾壮骨方

含药血清均能够显著提升细胞中的 Aggrecan 蛋白含量（P<
0.01），而只有中浓度及高浓度的补肾壮骨方含药血清能够提
升细胞中 Collagen Ⅱ 蛋白含量（P<0.01）。见图 4。
3.5 补肾壮骨方含药血清对Wnt/β-catenin信号通路相关基
因的影响

通过对不同组细胞中 Wnt5α、β-catenin、GSK -3β、Axin
mRNA含量检测可知，经过造模后软骨细胞中的 Wnt5α、β-
catenin、GSK -3βmRNA 含量显著升高（P<0.01），而 Axin
mRNA含量显著降低（P<0.01）。在给予中、高浓度的补肾壮
骨方含药血清或盐酸氨基葡萄糖胶囊血清后，Wnt5α、β-cate-
nin、GSK-3βmRNA含量较模型组明显下降，差异具有统计学
意义（P<0.01），而在低浓度组中，仅有 Wnt5α、GSK -3βmR-
NA含量较模型组显著降低（P<0.01），β-catenin mRNA 含量
与模型组相比差异无明显统计学意义。而各给药组与模型组

相比，经过中高浓度的补肾壮骨方含药血清干预后细胞中 Ax-
in mRNA含量显著回升（P<0.01）。见图 5。
3.6 补肾壮骨方含药血清对Wnt/β-catenin信号通路相关蛋
白的影响

通过对不同组细胞中 Wnt5α、β-catenin、GSK -3β、Axin
蛋白含量检测可知，经过造模后软骨细胞中的Wnt5α、β-cate-
nin、GSK-3β蛋白含量显著升高（P<0.01），而 Axin 蛋白含量
显著降低（P<0.01）。在给予中、高浓度的补肾壮骨方含药血
清或盐酸氨基葡萄糖胶囊血清后，Wnt5α、β-catenin、GSK -
3β蛋白含量较模型组明显下降，差异具有统计学意义（P<
0.01），而在低浓度组中，仅有β-catenin蛋白含量较模型组显
著降低（P<0.01），Wnt5α、GSK -3β蛋白含量与模型组相比
差异无明显统计学意义。而与模型组相比，在给予低、中、高浓
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  注：A.Wnt5αmRNA含量；B.GSK-3βmRNA含量；C.β-catenin mRNA 含量；D.Axin mRNA 含量。**与空白组
相比，P<0.01；#与模型组相比，P<0.05；##与模型组相比，P<0.01。

图 6 补肾壮骨方含药血清对Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白的影响

度的补肾壮骨方含药血清或盐酸氨基葡萄糖胶囊血清的细胞

中，Axin 蛋白含量均能够显著回升（P<0.01）。见图 6。
3.7 补肾壮骨方含药血清对软骨细胞超微结构的影响

透射电镜用于观察炎症相关焦亡。TEM结果显示，空白
组软骨细胞的细胞形态良好，细胞膜完整，伪足丰富，细胞核状

态正常；在细胞质中可见丰富的内质网和高尔基体，线粒体形

状规则。使用 IL -1β刺激后，软骨细胞出现细胞膜肿胀，细胞
核形态异常，出现严重空化，染色质破坏明显。细胞质水肿、细

胞基质总电子密度降低、线粒体、内质网和高尔基体的数量减

少，线粒体形态明显异常，出现空洞及棘断裂。在给予不同浓

度的补肾壮骨方含药血清或盐酸氨基葡萄糖胶囊血清后，细胞

的上述损伤现象明显减轻，细胞形态恢复，细胞膜结构及伪足

均有明显恢复。细胞核空化、染色质破坏减轻，细胞质中线粒

体、内质网结构损伤明显好转。见插页ⅩⅩⅨ图 7。
4 讨论

OA是一种影响老年人群的退行性关节疾病［9］，其特征是

关节软骨的退化、软骨下骨的异常重塑，以及骨赘的形

成［1 0 -1 1］。OA的病理过程涉及多种细胞因子和酶的相互作
用，导致软骨基质的降解和炎症反应的加剧［1 2］。软骨细胞在

维持关节软骨的完整性和功能中起着关键作用。它们通过合

成和分泌 ECM成分，如 Collagen Ⅱ和 Aggrecan，来维持软骨的
结构和功能［1 3 -1 4］。然而，在 OA 中，软骨细胞的功能障碍，特
别是其代谢活性的下降和细胞死亡，是 OA 病理变化的核
心［1 5］。这些细胞的变化不仅导致软骨基质的合成减少［1 6］，还

促进了蛋白水解酶，如MMPs 和 ADAMTS 的释放，加速了软骨
细胞组织的破坏［1 7］。

Wnt/β-catenin信号通路是细胞内一个关键的调控途径，
涉及细胞增殖、分化和组织再生［1 8 -1 9］。在 OA的背景下，Wnt/
β-catenin信号通路的异常激活与软骨细胞的分解代谢增强
有关［20 -21］。Wnt配体与受体结合后，导致 β-catenin 在细胞

内的积累，进而激活下游基因的表达，如 MMP1 3，这些基因的
表达增加导致软骨基质的降解［22 -23］。此外，Wnt/β-catenin
信号通路还与炎症反应的调节有关，其激活可以增强 IL -1β
等炎症因子的作用，进一步促进 OA的进展。

研究表明，炎症因子（如促炎细胞因子）是参与 OA 的关
节组织代谢紊乱和分解代谢增强的关键介质［24］。在关节中

IL -1β由单核细胞、成骨细胞和滑膜组织等多种细胞产生，可
诱导许多炎症和分解代谢因子的产生［25］。在 OA 患者中，滑
液、滑膜、软骨下骨和软骨中的 IL -1β水平明显升高［26］。所

以本研究采用 IL -1β刺激大鼠原代软骨细胞构建细胞 OA 模
型。实验结果表明，经过 IL -1β刺激后，软骨细胞的 AD-
AMTS5、MMP1 3、IL -1β显著升高，而 Collagen Ⅱ及 Aggrecan
含量显著降低，超微结构也可观察到细胞形态、细胞核以及线

粒体等重要细胞器的严重损伤，整体呈现出结构与功能的明显

异常。IL -1β刺激后的软骨细胞也表现出Wnt/β-catenin 信
号通路的异常激活，Wnt5α、β-catenin、GSK -3β含量显著升
高，而 Axin 蛋白含量显著降低。

补肾壮骨方是由全国老中医药专家学术经验继承工作指

导老师叶海医师提出的治疗 OA 的经验方［27］。该方基于中医

“肾主骨生髓”的理论，采用标本兼治的方法，通过补肾益精、

续筋强骨、调和阴阳，辅以理气活血、祛风除湿来治疗 OA［28］。
由熟地黄、山药、茯苓、牛膝、桑寄生、仙茅、山茱萸、延胡索、制

川乌和炒甘草等药材组成。方中以熟地黄为君药，补血滋阴，

填精益髓，大补肾中元气；山茱萸敛精补血，强腰壮骨，与熟地

黄相辅相成，一补一敛，强阴益精；桑寄生、仙茅为臣药，补益肝

肾、强壮筋骨，祛风湿、壮腰膝；山药补脾养胃，补肾涩精，茯苓

渗湿健脾，助山药健运，以后天滋养先天；牛膝、延胡索、川乌行

气活血、祛风散寒，疏其血气，同时延胡索与甘草又能够减轻患

者疼痛。使全方攻补兼施，动静相宜。现代药理学研究也表

明，牛膝［29］、桑寄生［30］、仙茅［31］、川乌［32］等药物均能够从调节
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关节微环境稳态、干预 NF -κB 信号通路、减轻炎症等多种途
径发挥治疗作用。本研究中，补肾壮骨方含药血清显示出对

Wnt/β-catenin信号通路的调控作用。补肾壮骨方通过抑制
Wnt/β-catenin信号通路的激活，降低了 IL -1β诱导的炎症
因子和MMP的表达，并促进了 Collagen Ⅱ和 Aggrecan的表达，
从而抑制了软骨基质的降解。

然而，本研究还未涉及补肾壮骨方中活性成分的鉴定和纯

化，以分析筛选出补肾壮骨方的具体成分。以具体何种成分对

Wnt/β-catenin信号通路具有调控作用，也还值得进一步探
索，以完善。综上所述，补肾壮骨方含药血清通过调节 Wnt/
β-catenin信号通路，对软骨细胞具有保护作用，为 OA的治疗
提供了一种新的策略，并为补肾壮骨方治疗 OA 提供实验
依据。
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