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血根碱通过SIRT1/AMPK/PGC-1琢信号通路
对骨关节炎大鼠软骨损伤影响的研究*

张华伟，王文革，吴建临，杨 辉

（临汾市中心医院，山西 临汾 041000）

[摘要] 目的：探究血根碱（SAG）调节沉默信息调节因子1（SIRT1）/5忆-磷酸腺苷激活的蛋白激酶（AMPK）/

氧化物酶体增殖物激活受体酌共激活剂-1琢（PGC-1琢）信号通路对骨关节炎（OA）大鼠软骨损伤的影响。方法：利

用碘乙酸钠（MIA）构建OA大鼠模型，随机将大鼠分为OA组、SAG低剂量组、SAG高剂量组、SAG高+SIRT1抑制剂

组，每组各12只，另取12只健康大鼠为对照组。干预4周后，检测各组大鼠软骨组织中SOD、MDA水平；ELISA检测

各组大鼠血清中IL-6、CXCL10、TNF-琢水平；HE染色观察各组大鼠软骨组织的病理变化；TUNEL染色检测各组

大鼠软骨组织中细胞凋亡情况；Western blotting检测各组大鼠软骨组织中SIRT1/AMPK/PGC-1琢通路相关蛋白

表达。结果：在OA建模处理后，软骨组织中SOD活性及SIRT1、p-AMPK/AMPK、PGC-1琢蛋白表达水平均显著降

低，而MDA含量、IL-6、CXCL10、TNF-琢水平及细胞凋亡率均显著升高；经SAG低剂量和高剂量干预后，SOD活性

及SIRT1、p-AMPK/AMPK、PGC-1琢蛋白表达水平均显著回升，同时MDA含量、IL-6、CXCL10、TNF-琢水平及细胞

凋亡率均下降，且SAG高剂量干预在各项指标上较低剂量干预表现出更强的改善效应；而在SAG高剂量干预基

础上联合SIRT1抑制剂处理后，SOD活性及SIRT1、p-AMPK/AMPK、PGC-1琢蛋白表达水平较SAG单独高剂量处理

下降，MDA含量、IL-6、CXCL10、TNF-琢水平及细胞凋亡率则回升。结论：SAG可能通过能激活SIRT1/AMPK/PGC-1琢

信号通路改善OA大鼠软骨损伤。
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Effect of Sanguinarine on Cartilage Injury in Osteoarthritis Rats

through the SIRT1/AMPK/PGC-1α Signaling Pathway

[Abstract] Objective: To investigate the effect of sanguinarine (SAG) on cartilage injury in osteoarthritis

(OA) rats by regulating the silent information regulator 1 (SIRT1)/AMP-activated protein kinase (AMPK)/peroxisome

proliferation-activated receptor-酌-coactivator 1琢 (PGC-1琢) signaling pathway. Methods: An OA rat model was

constructed using monosodium iodoacetate (MIA), and rats were randomly divided into OA group, low-dose SAG

group, high-dose SAG group, and high-dose SAG + SIRT1 inhibitor group, with 12 rats in each group. Additionally,

another 12 healthy rats were used as the control group. After 4 weeks of intervention, the levels of superoxide

dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) in the cartilage tissue of rats in each group were measured. Enzyme

linked immunosorbent assay (ELISA) was used to detect interleukin-6 (IL-1), CXCL10, and tumor necrosis

factor-琢(TNF-琢) in the serum of rats in each group. HE staining was used to observe the pathological changes

of cartilage tissue in each group. TUNEL staining was used to detect cell apoptosis in cartilage tissues of rats

in each group. Western blotting was used to detect the expression of SIRT1/AMPK/PGC-1琢 pathway related proteins

in the cartilage tissues of rats in each group. Results: After OA modeling and processing, the SOD activity, and
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骨 关 节 炎 （ osteoarthritis， OA） 是 由 关 节 软 骨 处 发 生 退 行 性

变 使 其 周 围 肌 肉 损 害 而 引 发 的 疾 病 [1]。 OA患 者 多 为 中 老 年 人 ，

其 具 有 发 生 率 和 致 残 率 高 的 特 点 ， 发 病 部 位 主 要 在 手 关 节 和

膝 关 节 ， 表 现 为 关 节 内 病 变 、 肿 胀 、 持 续 疼 痛 和 行 动 不 便 等 ，

严 重 影 响 患 者 的 日 常 生 活 [2-3]。 因 此 ， 探 索 OA 的 致 病 机 理 以 及

寻 找 有 效 的 治 疗 药 物 是 目 前 该 领 域 研 究 的 热 点 。 血 根 碱

（ sanguinarine， SAG） 是 从 博 落 回 等 植 物 中 分 离 出 来 的 生 物 碱 ，

其 药 理 作 用 具 有 多 样 性 [4]。 已 有 研 究 表 明 ， SAG 可 以 通 过 抑 制

分 解 代 谢 蛋 白 酶 来 预 防 OA[5] 。 沉 默 信 息 调 节 因 子 1（ silent

information regulator 1 ， SIRT1） /5忆- 磷 酸 腺 苷 激 活 的 蛋 白 激 酶

（ AMP-activated protein kinase ， AMPK） /氧 化 物 酶 体 增 殖 物 激

活 受 体 酌共 激 活 剂 -1琢（ peroxisome proliferation-activated receptor-

酌-coactivator 1琢， PGC-1琢） 通 路 是 调 控 线 粒 体 功 能 的 重 要 通

路 ， SIRT1 可 以 促 进 AMPK 磷 酸 化 ， 且 进 一 步 靶 向 激 活 下 游 因

子 PGC-1琢 促 使 其 脱 乙 酰 。 激 活 后 的 PGC-1琢 具 有 监 管 线 粒 体

的 功 能 ， 且 其 表 达 与 线 粒 体 氧 化 代 谢 和 糖 脂 代 谢 呈 正 相 关 [6]。

研 究 表 明 ， SIRT1/AMPK/PGC-1琢通 路 激 活 ， 可 以 抑 制 炎 症 细 胞

因 子 的 释 放 ， 并 减 弱 白 细 胞 介 素 -1茁（ interleukin-1茁， IL-1茁） 诱

导 的 OA软 骨 细 胞 变 性 [7]。 基 于 此 ， 本 研 究 旨 在 探 讨 SAG 是 否 通

过 调 节 SIRT1/AMPK/PGC-1琢信 号 通 路 ， 对 OA大 鼠 软 骨 损 伤 发

挥 保 护 作 用 ， 以 期 为 治 疗 OA提 供 新 的 实 验 依 据 和 潜 在 靶 点 。

1 材料与方法

1.1 实验动物 SPF级 SD雄 性 大 鼠 ， 8周 龄 ， 体 质 量 （ 260依30） g ，

60 只 ， 购 自 山 西 三 颗 月 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 生 产 许 可 证 号 ：

SCXK（ 晋 ） 2024-0003 ； 动 物 质 量 合 格 证 号 ： 11500600093311 。

大 鼠 适 应 性 饲 养 1 周 ， 温 度 22益 ， 湿 度 65% ， 光 周 期 为 12 h/12 h

明 暗 循 环 ， 自 由 饮 食 、 饮 水 。 本 研 究 已 通 过 山 西 三 颗 月 生 物 科 技

有 限 公 司 动 物 中 心 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 （ 批 号 ： 2024030548） 。

1.2 药品及试剂 SAG（ 纯 度 逸99% ， 上 海 源 叶 生 物 科 技 有

限 公 司 ， 批 号 ： B21412） ； EX-527（ 纯 度 逸99% ， 北 京 百 奥 莱 博

科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ： M00182） ； 超 氧 物 歧 化 酶 （ superox ide

dismutase ， SOD） 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （ enzyme linked im 原

munosorbent assay ， ELISA） 试 剂 盒 （ 批 号 ： ml076328） 、 丙 二 醛

（ malondiadehyde ， MDA） （ 批 号 ： ml094963） ELISA 试 剂 盒 均 购

自 上 海 酶 联 生 物 科 技 有 限 公 司 ； 白 细 胞 介 素 -6（ interleukin-6 ，

IL-6） ELISA试 剂 盒 （ 批 号 ： ab234570） 、 CXCL10（ 批 号 ： ab270896）

ELISA试 剂 盒 、 肿 瘤 坏 死 因 子 -琢（ tumor necrosis factor， TNF-琢）

ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ： ab236712） ELISA 试 剂 盒 、 SIRT1 兔 单 抗

（ 批 号 ： ab189494） 、 AMPK（ 批 号 ： ab3759） 、 p-AMPK（ 批 号 ：

ab131357） 、 PGC-1琢兔 多 抗 （ 批 号 ： ab191838） 及 辣 根 过 氧 化 物

酶 标 记 二 抗 （ 批 号 ： ab6721） 均 购 自 abcam公 司 ； HE 染 色 试 剂 盒

（ 武 汉 伊 莱 瑞 特 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司 ， 批 号 ： E-IR-R117） ；

TUNEL染 色 试 剂 盒 （ 批 号 ： 40306ES50） 、 兔 源 GAPDH 多 抗 （ 批

号 ： 30202ES40） 均 购 自 翌 圣 生 物 科 技 （ 上 海 ） 股 份 有 限 公 司 ；

BCA试 剂 盒 （ 碧 云 天 公 司 ， 批 号 ： P0012） 。

1.3 主要仪器 SpectraMax iD3酶 标 仪 （ 美 国 Molecular Devices

公 司 ） ； DM2700M 显 微 镜 （ 德 国 Leica 公 司 ） ； LSM900 激 光 共 聚

焦 显 微 镜 （ 德 国 ZEISS 公 司 ） ； ChemiDoc XRS+ 凝 胶 成 像 系 统

（ 美 国 bio-rad 公 司 ） 。

1.4 OA大鼠模型建立、分组及药物干预 适 应 性 饲 养 后 随 机 将

大 鼠 分 为 对 照 组 （ 12 只 ） 和 模 型 组 （ 48 只 ） 。 模 型 组 大 鼠 利 用 碘

乙 酸 钠 （ MIA） 建 立 OA大 鼠 模 型 [8]， 用 1% 戊 巴 比 妥 钠 （ 50 mg/kg）

麻 醉 大 鼠 ， 于 右 膝 关 节 腔 内 注 射 2 mg MIA 构 建 OA 大 鼠 模 型 。

7 d后 ， 大 鼠 关 节 处 出 现 红 斑 、 肿 胀 ， 食 欲 低 且 体 质 量 减 轻 表 示

OA大 鼠 造 模 成 功 。 对 照 组 大 鼠 右 膝 关 节 腔 内 注 射 等 量 生 理 盐

水 。 将 成 功 造 模 大 鼠 随 机 分 为 OA 组 、 SAG 低 剂 量 组 、 SAG 高 剂

量 组 、 SAG高 +SIRT1抑 制 剂 组 ， 每 组 12只 。 SAG低 剂 量 组 和 SAG 高

剂 量 组 分 别 用 20 mg/kg 、 40 mg/kgSAG 进 行 灌 胃 [9]， 对 照 组 和

OA 组 给 予 等 量 生 理 盐 水 灌 胃 。 SAG 高 +SIRT1 抑 制 剂 组 给 予

40 mg/kg 的 SAG 进 行 灌 胃 ， 同 时 腹 腔 注 射 10 mg/kg SIRT1 抑 制

剂 EX-527[10]， 其 余 各 组 腹 腔 注 射 等 量 生 理 盐 水 。 每 天 上 午 进

行 灌 胃 ， 持 续 4 周 。

1.5 样本收集 药 物 干 预 4 周 后 ， 麻 醉 全 部 大 鼠 ， 腹 主 动 脉 采

血 。 血 样 离 心 后 将 上 层 血 清 保 存 在 -80 益冰 箱 。 采 血 后 颈 椎 脱

臼 处 死 大 鼠 ， 取 关 节 处 软 骨 组 织 ， 各 组 大 鼠 随 机 取 6 只 的 软

骨 组 织 用 多 聚 甲 醛 固 定 ， 其 余 6只 大 鼠 软 骨 组 织 保 存 于 液 氮 中 。

1.6 各组大鼠软骨组织中SOD、MDA水平检测 从 液 氮 中 取

出 保 存 的 部 分 软 骨 组 织 （ n=6） ， 用 研 钵 进 行 研 磨 ， 用 预 冷 的 汤

匙 取 适 量 粉 末 至 预 冷 离 心 管 中 ， 称 重 后 加 入 匀 浆 缓 冲 液 ， 混

匀 后 用 离 心 机 4益下 离 心 （ 12000 r/min， 10min） ， 取 上 清 液 ， 分 别

the expression levels of SIRT1, p-AMPK/AMPK, and PGC-1琢 proteins in the cartilage tissue decreased significantly,

while the MDA content, IL-6, CXCL10, TNF-琢 levels, and the apoptosis rate increased significantly. After

intervention with low -dose and high -dose SAG, the SOD activity, and the expression levels of SIRT1,

p-AMPK/AMPK, and PGC-1琢 proteins in the cartilage tissue increased significantly, while the MDA content,

IL-6, CXCL10, TNF-琢levels, and the apoptosis rate decreased significantly. Moreover, the high-dose SAG

intervention showed a stronger improvement effect on all indicators compared to the low -dose intervention.

However, when SAG high-dose intervention was combined with SIRT1 inhibitor treatment, the SOD activity,

and the expression levels of SIRT1, p-AMPK/AMPK, and PGC-1琢 proteins in the cartilage tissue were lower

compared to the high-dose SAG treatment alone, while the MDA content, IL-6, CXCL10, TNF-琢 levels, and

the apoptosis rate were higher. Conclusion: SAG may improve cartilage injury in OA rats by activating the

SIRT1/AMPK/PGC-1琢 signaling pathway.

[Keywords] osteoarthritis; cartilage injury; Sanguinarine; SIRT1/AMPK/PGC-1琢 pathway; rat
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依 据 SOD、 MDA试 剂 盒 说 明 书 进 行 加 样 处 理 ， 用 酶 标 仪 分 别 测

定 450 nm 、 532 nm 波 长 下 吸 光 度 ， 并 根 据 标 准 曲 线 计 算 SOD 、

MDA水 平 。

1.7 ELISA检测IL-6、CXCL10、TNF-琢水平 从 冰 箱 中 取 出

保 存 血 清 （ n=12） ， 冰 上 融 化 后 ， 在 4 益 条 件 下 ， 以 2 000 r/min 离

心 10 min， 取 上 清 液 ， 依 据 IL-6、 CXCL10、 TNF-琢 ELISA 试 剂 盒

明 书 依 次 加 检 测 抗 体 、 酶 合 物 、 底 物 ， 用 酶 标 仪 检 测 450 nm处

吸 光 度 ， 根 据 标 准 曲 线 计 算 血 清 中 IL-6、 CXCL10和 TNF-琢水 平 。

1.8 HE染色观察软骨组织的病理变化 取 出 固 定 过 夜 的 软

骨 组 织 （ n=6） ， 脱 水 后 用 石 蜡 包 埋 ， 石 蜡 组 织 切 片 后 烘 片 ， 再

经 过 水 化 后 根 据 HE 染 色 试 剂 盒 说 明 书 染 色 ， PBS 清 洗 后 进 行

封 片 ， 在 显 微 镜 下 观 察 软 骨 组 织 病 理 变 化 。

1.9 TUNEL染色观察软骨组织细胞凋亡情况 取 “ 1.8 ” 包 埋

后 的 切 片 （ n=6） ， 烘 片 、 水 化 后 ， 浸 入 4% 多 聚 甲 醛 中 室 温 固 定

20 min ， PBS 洗 3 次 伊5 min ； 0.3% Triton X-100/PBS 冰 上 孵 育

5 min ， PBS 洗 ； 用 蛋 白 酶 K 在 37 益 下 孵 育 30 min ， PBS 洗 2 次 伊

5 min ； 滴 加 试 剂 盒 提 供 的 平 衡 缓 冲 液 ， 室 温 孵 育 10 min ； 用 滤

纸 吸 干 平 衡 液 ， 避 光 条 件 下 滴 加 100 滋L按 说 明 书 现 配 的 TUNEL

反 应 混 合 液 ， 37 益 避 光 孵 育 60 min； 直 接 将 切 片 浸 入 SSC 缓 冲

液 中 终 止 反 应 ， 避 光 洗 涤 3 次 ， 5 min/次 ； 滴 加 DAPI 染 核 ， 避 光

孵 育 10 min， PBS 避 光 洗 涤 3 次 ， 抗 荧 光 猝 灭 剂 封 片 ， 在 激 光 共

聚 焦 显 微 镜 下 观 察 软 骨 组 织 细 胞 凋 亡 情 况 ， 保 存 的 图 像 使 用

Image J软 件 进 行 分 析 。 细 胞 凋 亡 率 =（ 凋 亡 细 胞 数 /总 细 胞 数 ）

伊100%。

1.10 蛋白质印迹法（Western blotting）检测软骨组织中SIRT1/

AMPK/PGC-1琢通路相关蛋白表达 从 液 氮 中 取 出 保 存 的 另

一 部 分 软 骨 组 织 （ n=6） ， 用 研 钵 进 行 研 磨 ， 加 入 裂 解 液 ， 用 超

声 破 碎 仪 在 冰 上 进 行 短 时 、 间 歇 的 超 声 ， 在 4 益下 ， 12 000 r/min

离 心 15 min， 小 心 吸 取 上 清 ， 即 获 得 总 蛋 白 提 取 液 。 通 过 BCA

法 测 定 标 准 品 及 待 测 样 本 在 562 nm 下 的 吸 光 度 ， 根 据 标 准 曲

线 计 算 出 各 样 本 的 蛋 白 浓 度 。 取 等 量 总 蛋 白 ， 煮 沸 变 性 后 用

电 泳 仪 （ 浓 缩 胶 ： 90 V， 30 min ； 分 离 胶 120 V， 1.5 h） 分 离 ， 并 采

用 湿 转 法 将 分 离 的 蛋 白 转 至 聚 偏 二 氟 乙 烯 膜 上 （ 300mA， 60min） ，

过 夜 封 闭 ， SIRT1、 AMPK、 p-AMPK、 PGC-1琢、 GAPDH 一 抗 （ 均

1颐1 000） 室 温 孵 育 1 h， 漂 洗 后 加 入 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 二 抗

（ 1颐5 000） 孵 育 1 h， 再 次 漂 洗 后 ECL 显 色 剂 显 色 ， 凝 胶 成 像 系

统 曝 光 并 拍 照 ， 内 参 为 GAPDH， 后 续 分 析 蛋 白 条 带 用 Image J

处 理 。

1.11 统计学方法 采 用 Graphpad prism8.0 统 计 软 件 进 行 分

析 ， 符 合 正 态 分 布 用 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 多 组 间 比 较

用 单 因 素 方 差 分 析 ； 两 两 组 间 多 重 比 较 用 Tukey ’ s 事 后 检 验 。

约0.05为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 各组大鼠软骨组织中SOD活性、MDA含量比较 OA 建

模 处 理 后 ， 模 型 大 鼠 软 骨 组 织 中 SOD活 性 显 著 降 低 ， MDA含 量 显

著 升 高 ； 经 SAG 低 剂 量 组 和 高 剂 量 干 预 后 ， SOD 活 性 均 显 著 升

高 ， MDA 含 量 均 显 著 降 低 ， 且 SAG 高 剂 量 较 低 剂 量 作 用 更 为

明 显 ； 而 在 SAG 高 剂 量 干 预 基 础 上 联 合 SIRT1 抑 制 剂 处 理 后 ，

SOD活 性 较 SAG高 剂 量 处 理 显 著 下 降 ， MDA 含 量 则 显 著 回 升 。

提 示 SAG可 能 通 过 激 活 SIRT1 通 路 缓 解 OA 软 骨 的 氧 化 应 激 状

态 。 （ 见 表 1）

表 1 各组大鼠软骨组织中 SOD活性、MDA含量比较 （x依s）

组 别 n SOD/（ U/mg） MDA/（ 滋g/g）

对 照 组 6 38.45依3.42 1.72依0.11

OA组 6 15.57依2.03a 6.65依0.44a

SAG低 剂 量 组 6 21.94依2.41b 4.18依0.37b

SAG高 剂 量 组 6 31.71依2.84bc 2.26依0.26bc

SAG高 +SIRT1 抑 制 剂 组 6 23.81依2.54d 4.09依0.33d

注：与对照组比较，a <0.05；与OA组比较，b <0.05；与SAG

低剂量组比较，c <0.05；与SAG高剂量组比较，d <0.05。

2.2 各组大鼠血清IL-6、CXCL10、TNF-琢水平比较 OA 建 模

处 理 后 ， 血 清 中 IL-6、 CXCL10 、 TNF-琢 水 平 显 著 升 高 ， 经 低 、 高

剂 量 SAG干 预 后 ， 这 3种 炎 症 因 子 的 水 平 显 著 降 低 ， 且 高 剂 量 SAG

的 降 低 效 果 更 明 显 ； 而 在 SAG高 剂 量 干 预 基 础 上 联 合 SIRT1 抑

制 剂 处 理 后 ， 炎 症 因 子 水 平 较 SAG高 剂 量 处 理 出 现 显 著 回 升 。

表 明 ， SAG 可 能 通 过 激 活 SIRT1 通 路 有 效 抑 制 OA 过 程 中 的 炎

症 反 应 。 （ 见 表 2）

表 2 各组大鼠血清 IL-6、CXCL10、TNF-琢水平比较

（x依s，ng/L）

组 别 n I L - 6 C X C L 1 0 T N F - α

对 照 组 1 2 1 2 . 3 8 ± 1 . 3 5 1 5 . 3 1 ± 1 . 3 2 1 2 . 2 4 ± 1 . 3 9

O A 组 1 2 3 8 . 9 4 ± 3 . 7 2 a 9 8 . 6 7 ± 9 . 3 7 a 2 7 . 1 4 ± 2 . 6 1 a

S A G 低 剂 量 组 1 2 2 9 . 2 7 ± 2 . 5 2 b 7 4 . 9 3 ± 8 . 4 1 b 2 0 . 8 7 ± 2 . 1 6 b

S A G 高 剂 量 组 1 2 1 9 . 3 4 ± 2 . 2 3 b c 5 1 . 5 7 ± 6 . 7 4 b c 1 5 . 3 3 ± 1 . 9 2 b c

S A G 高 + S I R T 1 抑 制 剂 组 1 2 3 0 . 0 9 ± 2 . 6 3 d 8 3 . 7 2 ± 8 . 6 9 d 2 3 . 6 8 ± 2 . 2 6 d

注：与对照组比较，a <0.05；与OA组比较，b <0.05；与SAG

低剂量组比较，c <0.05；与SAG高剂量组比较，d <0.05。

2.3 各组大鼠软骨组织病理变化 对 照 组 大 鼠 软 骨 组 织 细

胞 排 列 整 密 ， 无 明 显 异 常 ； 在 OA建 模 处 理 后 ， 大 鼠 软 骨 组 织 细

胞 排 列 散 乱 ， 聚 集 现 象 明 显 ， 组 织 表 面 粗 糙 ， 损 伤 较 重 ， 染 色

不 均 匀 ； 经 SAG低 剂 量 和 高 剂 量 干 预 后 ， 软 骨 组 织 损 伤 程 度 明

显 减 轻 ， 细 胞 排 列 和 组 织 形 态 得 到 显 著 改 善 ， 且 高 剂 量 干 预

的 改 善 效 果 更 为 显 著 ； 而 在 SAG高 剂 量 干 预 基 础 上 联 合 SIRT1

抑 制 剂 处 理 后 ， 软 骨 组 织 的 病 理 改 善 效 果 较 SAG 单 独 高 剂 量

处 理 出 现 明 显 逆 转 。 结 果 表 明 ， SAG 可 能 通 过 SIRT1 信 号 通 路

对 OA软 骨 组 织 发 挥 保 护 作 用 。 （ 见 图 1）

注：比例尺=25 滋m。

图 1 各组大鼠软骨组织病理变化 （HE染色，伊400）

2.4 各组大鼠软骨组织细胞凋亡情况 OA 建 模 处 理 后 ， 软

对 照 组 O A 组 S A G 低 剂 量 组

S A G 高 剂 量 组 S A G 高 + S I R T 1 抑 制 剂 组
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骨 组 织 细 胞 凋 亡 率 显 著 升 高 ； 经 SAG低 剂 量 和 高 剂 量 干 预 后 ，

细 胞 凋 亡 率 显 著 降 低 ， 且 SAG 高 剂 量 较 低 剂 量 干 预 表 现 出 更

强 的 抑 制 效 应 ； 而 在 SAG高 剂 量 干 预 基 础 上 联 合 SIRT1 抑 制 剂

处 理 后 ， 细 胞 凋 亡 率 较 SAG单 独 高 剂 量 处 理 显 著 回 升 。 结 果 表 明 ，

SAG可 能 通 过 激 活 SIRT1 通 路 抑 制 OA软 骨 细 胞 凋 亡 。 （ 见 图 2）

注：A.大鼠软骨组织TUNEL染色（伊200，比例尺=100 滋m）；

B.大鼠软骨组织细胞凋亡情况（x依s，n=6）。与对照组比较，a <

0.05；与OA组比较，b <0.05；与SAG低剂量组比较，c <0.05；与

SAG高剂量组比较，d <0.05。

图 2 各组大鼠软骨组织细胞凋亡情况

2.5 各组大鼠软骨组织中SIRT1/AMPK/PGC-1琢通路相关蛋白

表达 OA 建 模 处 理 后 ， SIRT1、 p-AMPK/AMPK、 PGC-1琢 蛋 白

表 达 均 显 著 下 调 ； 经 SAG 低 剂 量 和 SAG 高 剂 量 干 预 后 ， 上 述 蛋

白 表 达 水 平 均 显 著 回 升 ， 且 高 剂 量 提 升 效 果 优 于 低 剂 量 ； 而

在 SAG高 剂 量 干 预 基 础 上 联 合 SIRT1抑 制 剂 处 理 后 ， 上 述 蛋 白

表 达 水 平 较 SAG 单 独 高 剂 量 处 理 显 著 下 降 。 结 果 表 明 ， SAG

可 能 通 过 激 活 SIRT1， 进 而 上 调 下 游 p-AMPK/AMPK及 PGC-1琢

表 达 ， 从 而 在 OA过 程 中 发 挥 软 骨 保 护 作 用 。 （ 见 图 3）

3 讨 论

随 着 人 口 老 龄 化 进 程 的 加 重 ， OA 患 病 率 越 来 越 高 ， 其 已

成 为 危 害 全 球 5 亿 多 人 口 的 重 大 疾 病 。 OA 通 常 是 由 于 关 节 软

骨 被 长 期 压 迫 磨 损 并 引 发 软 骨 侵 蚀 所 致 ， 其 会 导 致 患 者 软 骨

组 织 结 构 发 生 变 化 ， 最 终 导 致 患 者 整 个 关 节 功 能 障 碍 [11]。 目 前 ，

由 于 OA 的 致 病 机 制 缺 乏 认 识 ， 尚 无 法 完 全 治 愈 [12]。 因 此 ， 充 分

了 解 OA的 发 病 机 制 并 寻 找 有 效 治 疗 药 物 至 关 重 要 。

SAG是 一 种 从 芸 香 科 及 罂 粟 科 植 物 中 分 离 出 的 苯 并 菲 啶

类 生 物 碱 ， 具 有 抗 炎 、 抗 菌 、 抗 氧 化 以 及 抗 肿 瘤 的 作 用 [13]。 本 研

究 中 ， OA模 型 大 鼠 软 骨 组 织 SOD 活 性 降 低 ， MDA 水 平 升 高 ， 而

SAG 给 药 治 疗 的 OA 大 鼠 中 SOD 水 平 升 高 ， MDA 水 平 及 细 胞 凋

亡 率 均 降 低 。 SOD是 细 胞 抵 抗 氧 化 应 激 的 重 要 酶 ， 其 可 以 清 除

氧 自 由 基 ， MDA 是 脂 质 过 氧 化 过 程 的 产 物 ， 被 认 为 是 反 映 氧

化 应 激 强 度 的 标 志 物 [14-15]。 由 此 表 明 ， SAG 可 以 调 节 OA 大 鼠 体

内 氧 化 与 抗 氧 化 平 衡 。 已 有 研 究 发 现 ， SAG可 以 降 低 非 甾 体 抗

炎 药 诱 导 大 鼠 的 小 肠 炎 症 反 应 ， 也 可 以 通 过 增 强 小 鼠 的 血 乳

屏 障 缓 解 LPS 刺 激 的 乳 腺 炎 症 状 [16-17]。 在 本 研 究 中 ， OA 组 大 鼠

软 骨 组 织 细 胞 排 列 散 乱 ， 聚 集 现 象 明 显 ， 组 织 表 面 粗 糙 ， 损 伤

较 重 ， 染 色 不 均 匀 ， 且 血 清 IL-6 、 CXCL10 、 TNF-琢 水 平 升 高 ； 在

不 同 SAG处 理 后 ， 大 鼠 软 骨 组 织 表 面 及 细 胞 排 列 情 况 均 得 到 明

显 改 善 ， 且 血 清 IL-6、 CXCL10、 TNF-琢水 平 显 著 降 低 。 表 明 SAG

可 能 通 过 减 轻 OA大 鼠 的 炎 症 反 映 发 挥 治 疗 作 用 。

SIRT1/AMPK/PGC-1琢 是 调 控 氧 化 应 激 和 炎 症 反 应 的 重

要 通 路 之 一 ， 激 活 该 通 路 可 介 导 下 游 信 号 级 联 反 应 ， 有 效 抑

制 炎 症 细 胞 因 子 的 释 放 和 活 性 氧 的 生 成 ， 因 此 ， 激 活 该 通 路

可 能 成 为 治 疗 OA大 鼠 软 骨 损 伤 的 一 种 潜 在 策 略 [18-19]。 SIRT1是

一 种 组 蛋 白 依 赖 性 脱 乙 酰 酶 ， 其 可 以 调 节 线 粒 体 功 能 ， 在 与

损 伤 相 关 的 疾 病 中 ， 机 体 常 处 于 能 量 匮 乏 状 态 ， 此 时 激 活

SIRT1 可 有 效 增 强 线 粒 体 功 能 [20]。 SIRT1 与 机 体 的 氧 化 应 激 和

炎 症 反 应 密 切 相 关 ， 其 可 以 通 过 促 进 软 骨 细 胞 的 增 殖 分 化 ，

并 上 调 对 软 骨 功 能 至 关 重 要 的 基 因 表 达 ， 从 而 发 挥 软 骨 保 护

作 用 [7,21]。 有 研 究 发 现 ， SIRT1/AMPK/PGC-1琢在 IL-1茁 刺 激 的 软

骨 细 胞 中 受 到 抑 制 ， 在 OA大 鼠 软 骨 细 胞 中 激 活 该 通 路 可 以 抑

制 炎 症 反 应 并 改 善 软 骨 细 胞 变 性 和 OA的 进 程 [22-23]。 本 研 究 中 ，

OA 组 大 鼠 软 骨 组 织 中 SIRT1 、 p-AMPK/AMPK、 PGC-1琢 蛋 白

表 达 水 平 显 著 低 于 对 照 组 ， 这 一 结 果 与 OA组 大 鼠 所 表 现 的 软

骨 损 伤 病 理 特 征 相 一 致 。 而 SAG低 剂 量 组 和 高 剂 量 组 的 SIRT1、

注：A.大鼠软骨组织中相关蛋白的表达；B.SIRT1蛋白表达比较（x依s，n=6）；C.AMPK蛋白表达比较（x依s，n=6）；D.PGC-1琢蛋

白表达比较（x依s，n=6）。与对照组比较，a <0.05；与OA组比较，b <0.05；与SAG低剂量组比较，c <0.05；与SAG高剂量组比较，d <0.05。

图 3 各组大鼠软骨组织中 SIRT1/AMPK/PGC-1琢通路相关蛋白表达

对 照 组

O A 组

S A G 低 剂 量 组

S A G 高 剂 量 组

S A G 高 + S I R T 1 抑 制 剂 组
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p-AMPK/AMPK 、 PGC-1琢 蛋 白 表 达 高 于 OA 组 ， 这 表 明 SAG 能

够 激 活 OA 大 鼠 中 的 SIRT1/AMPK/PGC-1琢 信 号 通 路 。 然 而 ， 通

过 SIRT1抑 制 剂 回 补 实 验 发 现 ， SIRT1 抑 制 剂 逆 转 了 SAG 对 OA

大 鼠 软 骨 损 伤 及 SIRT1/AMPK/PGC-1琢 通 路 的 调 控 作 用 ， 表 明

SIRT1/AMPK/PGC-1琢通 路 在 SAG治 疗 OA过 程 中 存 在 介 导 作 用 。

综 上 所 述 ， SAG 可 能 通 过 能 激 活 SIRT1/AMPK/PGC-1琢 信

号 通 路 ， 改 善 OA大 鼠 软 骨 损 伤 。
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