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摘要:目的 基于缺氧组织中NLRP3炎症小体的活化研究膝痹宁减轻膝骨关节炎滑膜炎症的效应机制。方法 大鼠分为空

白组、KOA组、膝痹宁组。膝痹宁组药液灌胃,空白组、KOA组消毒生理盐水灌胃作为对照;第56天处死大鼠提取滑膜组织;

HE染色评估滑膜炎症;缺氧探针免疫荧光染色观察大鼠膝关节滑膜组织缺氧程度;qPCR和 Westernblot检测缺氧转录因子

1α(HIF1α)、Caspase1p10、NLRP3及GSDMD的mRNA和蛋白表达;ELISA法测定NLRP3炎症小体活化下游IL1β、IL18
的水平。结果 HE染色发现,KOA组滑膜组织较空白组表现出更多的炎性细胞浸润,衬里层细胞排列紊乱,膝痹宁组较

KOA组炎性细胞浸润减少。大鼠滑膜组织的探针免疫荧光染色显示,KOA组与较空白组缺氧程度加重,膝痹宁组则较

KOA组减轻。同时,KOA组滑膜组织中 HIF1α的 mRNA和蛋白表达水平均较高于空白组(P<0.01),膝痹宁组则较KOA
组降低(P<0.01)。此外,KOA组Caspase1p10、NLRP3、GSDMD的 mRNA及蛋白表达水平均高于空白组(P<0.05),而膝

痹宁组较KOA组有所降低(P<0.05)。KOA组滑膜组织中IL1β、IL18的水平较空白组升高(P<0.01),膝痹宁组较KOA
组降低(P<0.01)。结论 膝痹宁能有效改善KOA滑膜组织缺氧状况,降低 HIF1α的表达,减少NLRP3炎症小体的活化,

减轻滑膜炎症。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToexplorethemitigationeffectofXibiningonsynovitisofkneeosteoarthritisbaesdontheactiva-
tionofNLRP3inflammasomesinhypoxictissues METHODS Theratsweredividedintothreegroups normalgroup KOA

groupandXibininggroup XibininggroupwasgavagedwithdrugliquidwhilethenormalgroupandKOAgroupweretreated
withthesameamountofsterilizedsalineascontrol Onthe56thday theratswerekilledtoobtainsynovialtissue HEstai-
ningwasperformedtoevaluatesynovialinflammationandHypoxyprobehypoxiaprobeimmunofluorescencestainingwasused
toobservethedegreeofhypoxiainthesynovialtissueofrats qPCRandWesternblotwereperformedtodetectbothgeneand

proteinexpressionofHIF1α NLRP3 Caspase1p10andGSDMD respectively ThecontentsofIL1βandIL18 which
weredownstreamfromtheactivationofNLRP3inflammasomes weredeterminedbyELISA RESULTS Immunofluorescence
stainingwithhypoxyprobeprobeshowedthatthedegreeofhypoxiainsynovialtissueofKOAratswasmoreseverethanthatof
normalrats andXibininggroupwaslessthanKOA InHEstaining thesynovialtissueoftheKOAgroupshowedmorein-
flammatorycellinfiltrationandthelininglayercellsweremoredisarrangedthanthatofthenormalgroup Theinfiltrationof
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inflammatorycellsintheXibininggroupwaslessthanthatintheKOAgroup Meanwhile bothmRNAandproteinlevelof
HIF1αinKOAgroupwerehigherthanthoseinnormalgroup P<0 01  andXibininggroupwerelowerthanthoseinKOA

group P<0 01  Inaddition bothmRNAandproteinexpressionofCaspase1p10 NLRP3andGSDMDinKOAgroup
werehigherthanthoseinnormalgroup P<0 05  whilethoseinXibininggroupwerelowerthanthoseinKOAgroup P<
0 05  ThecontentsofIL1βandIL18insynovialtissueofKOAgroupwashigherthanthatofnormalgroup P<0 01  and
thatofXibininggroupwaslowerthanthatofKOAgroup P<0 01  CONCLUSION Xibiningcaneffectivelyimprovethe
conditionofhypoxiainsynovialtissueofKOA downregulatetheexpressionofHIF1α decreasetheactivationofNLRP3in-
flammasomes andalleviatesynovitis 
KEYWORDS kneeosteoarthritis synovitis Xibining HIF1α NLRP3inflammasomes

  膝骨关节炎(KOA)是临床常见的退行性病变

之一,其病理机制十分复杂,滑膜炎症作为KOA的

启动因素,贯穿全程并推动 KOA 的病程进展[1]。
低氧状态持续存在于KOA的病理过程中并促进缺

氧转录因子(HIF1α)的表达[2]。既往的研究表明,

HIF1α诱导 NLRP3炎症小体的活化[3]。本研究

团队在KOA成纤维样滑膜细胞中找到了 NLRP1
和NLRP3炎症小体介导滑膜炎症的证据[4],并证

实了KOA滑膜组织的缺氧状态伴随着 HIF1α的

表达上调,激活NLRP3炎症小体加重KOA滑膜纤

维化[5]。
大量研究证实了活血类中药或复方能有效降低

组织中HIF1α的 mRNA和蛋白表达[67]。膝痹宁

(专 利 号:CN201010514325)是 王 培 民 教 授 针 对

KOA临床诊疗以温经活血立法研发的中药复方,
长期临床应用发现,膝痹宁能有效缓解KOA疼痛、
消除肿胀。基础研究也证实了膝痹宁可以有效降低

KOA动物血清中IL1、IL6、NO的含量[8]。
由此可见,膝痹宁治疗 KOA滑膜炎症的效应

特点,与HIF1α介导NLRP3炎症小体活化影响滑

膜炎症的病理机制十分契合,本次研究基于上述机

理对膝痹宁的疗效机制展开探索。

1 材料与方法

1.1 实验动物

选取3月龄SPF级雌性SD大鼠,24只,体质

量280~320g(北京维通利华实验动物技术有限公

司)。动物分笼饲养,自由进食饮水,控制动物房室

温(25±2)℃,相对湿度(60±5)%,12h的光/暗方

案。所有动物实验规程均经南京中医药大学动物保

护与使用委员会批准并在国家卫生研究所关于保护

和使用实验动物的方针指导下进行的。

1.2 试剂与仪器

HIF1α抗体(批号:ab179483,美国 Abcam公

司)、Caspase1p10抗体(批号:ab179515,美国Ab-

cam公司)、NLRP3抗体(批号:ab214185,美国Ab-
cam公 司)、GSDMD 抗 体(批 号:ab219800,美 国

Abcam公司)、GAPDH 抗体(批号:ab3243,美国

Abcam公司),逆转录试剂盒、荧光定量检测试剂盒

(批号:RR036A、RR820A,日本Takara公司),Hy-
poxyprobeTM1PlusKit(批号:HP2100Kit,美国

Hypoxyprobe公司),IL1β、IL18ELISA 试剂盒

(批号:ab100767、ab213909,美国Abcam公司)。

BioPhotometerplus核酸蛋白检测仪(德国Ep-
pendorf公司),Mastercyclernexus逆转录PCR仪

(德国 EffendorfMinispin公司),7500实 时 定 量

PCR仪(美国AppliedBiosystems公司),CarlZeiss
LSM710共焦激光扫描显微镜(德国CarlZeiss公

司)。

1.3 方法

1.3.1 实验动物分组及建模 由SPSS软件生成随

机数,随机均分为3组:空白组、KOA组、膝痹宁组,
每组8只。动物适应性饲养1周,KOA组、膝痹宁

组大鼠3%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉,双侧膝关节

备皮,常规75%酒精消毒。膝关节屈曲45°,1mL
注射器自髌骨下髌腱最外侧进针,抵股骨髁后退针

2mm,注射2%碘乙酸钠50μL。双膝关节依次注

射,完成后大鼠回笼饲养,自由活动,关节不固定,14
d后KOA模型构建成功。空白组大鼠关节腔注射

50μL高温消毒的生理盐水作为对照。

1.3.2 膝痹宁药液的制备及药物干预 依据膝痹

宁方临床使用剂量:附片15g,制狗脊15g,紫河车

10g,山萸肉15g,川桂枝15g,巴戟天10g,生薏以

仁10g,制首乌10g,川牛膝10g,生甘草5g。所需

药材均购自南京中医药大学附属医院,混合后蒸馏

水浸泡过夜。煎煮配合旋转蒸发仪浓缩药液至1
mL相当于原生药1g,冰箱4℃保存备用。

KOA模型建立后,按临床人体剂量的6.25倍

计算每日大鼠灌胃量(1.04mL/100g)[89],空白组
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和KOA组予相应体积消毒生理盐水灌胃,每日1
次,连续8周。药物干预当天记为d1,d56结束干

预。

1.3.3 滑膜组织提取 d56二氧化碳窒息处死大

鼠,提取各大鼠滑膜组织。双膝关节备皮,沿髌韧带

两侧做纵向切口。贴髌骨上缘,股四头肌远端做横

切口,深及股骨。牵起髌骨及周围组织,翻开暴露淡

黄透亮的薄膜组织,即为滑膜,手术刀片小心切取。
每组随机挑选2只大鼠,在处死前45min,按60
mg/kg的剂量关节腔注射低氧探针,处死后取滑膜

组织放入4%多聚甲醛固定。

1.3.4 HE及缺氧探针免疫荧光染色 常规石蜡包

埋、切片、梯度脱水,HE染色试剂盒染色后观察摄

片。依据HypoxyprobeTM1PlusKit试剂盒说明,
在常规蜡块制作完成之后,一抗FITCMAb1(1∶
100)孵育60min,PBS清洗后二抗antiFITC(1∶
100)孵育60min,常规DAPI复染、封片,荧光倒置

显微镜观察。

1.3.5 qPCR检测滑膜组织中 HIF1α、Caspase1、

NLRP3、GSDMDmRNA表达 严格按照Trizol试

剂说明书,在无 RNA 酶环境下提取滑膜组织总

RNA。分光光度计测定RNA的水平,以A260/A280
的OD值评价RNA纯度,提取的总RNA按Prime
ScriptRTreagentKit10μL反应体系,DEPC水补

齐至10μL。混匀离心后 PCR 仪中按37℃ 15
min,85℃5s逆转录。检索GenBank中相应的基

因序列,采用Oligov6.6软件设计引物,上海生物工

程技术服务有限公司帮助合成。目的基因及内参基

因GAPDH序列见表1。
表1 目的基因序列

目的基因 基因序列(3'→5')
引物长度/

bp
HIF1α F:CGCAACTGCCACCACTGATGAA 22

R:CCGACTGTGAGTACCACTGTATGC 24
Caspase1F:TCGGAGAGTCGGAGCTGATGTT 22

R:CTCTGGGCAGGCAGCAAATTCT 22
NLRP3 F:CCATCCGCAGCCAATGAACAGA 22

R:CCAGACCTCCAAGACCACGACT 22
GSDMD F:TGCTTGCCGTACTCCATTCCATC 22

R:AGTTCTGAAGAGCCTGCCTCCA 22
GAPDH F:AGGTTGTCTCCTGTGACTTCAA 22

R:CTGTTGCTGTAGCCATATTCATTG 24

1.3.6 Westernblot检测滑膜组织中 HIF1α、

Caspase1p10、NLRP3、GSDMD的蛋白表达 组

织称质量后匀浆,BCA试剂盒测定蛋白水平并绘制

标准曲线,蛋白煮沸变性后加样电泳,湿转法转印至

PVDF膜。5%脱脂奶粉室温封闭,1∶1000加入一

抗,4℃摇床孵育过夜。次日洗膜后,1∶1000加入

二抗室温孵育,显色液曝光。结果根据GAPDH内

参半定量计算用于统计学分析。

1.3.7 ELISA法检测滑膜组织中IL1β、IL18的水

平 组织样本称质量后PBS中4℃匀浆,离心取上

清,BCA试剂盒校正蛋白水平。严格按照ELISA
试剂盒说明,对标准品进行梯度稀释;设置5复孔,
依次加样(每孔100μL),孔板覆膜孵育;随后弃上

清依次换用抗体工作液、酶结合液覆膜孵育;最后加

入显色液,避光孵育后加入终止液,酶标仪检测

OD450值。

1.3.8 统计学方法 实验数据以x±s表示。采用

Graphpad5进行统计学分析,分组间比较采用one
wayANOVA或t检验,P<0.05视为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 膝痹宁对KOA大鼠滑膜炎症的影响

HE染色观察各组大鼠滑膜组织炎症,结果显

示,KOA组滑膜组织较空白组表现出更多的炎性

细胞浸润,衬里层细胞排列紊乱;膝痹宁组较KOA
组炎性细胞浸润减少。膝痹宁可抑制KOA大鼠滑

膜炎症,见图1。

图1 各组大鼠滑膜组织 HE染色(×200)

2.2 膝痹宁对 KOA大鼠滑膜组织缺氧状况的影

响

Hypoxyprobe缺氧探针对各组大鼠的滑膜组

织进行哌莫硝唑染色显示,KOA组较空白组缺氧

程度加重,膝痹宁组大鼠的缺氧程度较 KOA组减

轻。膝痹宁可改善 KOA 大鼠滑膜组织的缺氧状

况,见图2。
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图2 各组大鼠滑膜组织哌莫硝唑染色(×200)

2.3 膝痹宁对KOA大鼠滑膜组织 HIF1αmRNA
和蛋白表达的影响

如图3~4所示,KOA组 HIF1α的 mRNA和

蛋白表达均较空白组升高,差异有统计学意义(P<
0.01),膝痹宁可显著降低KOA大鼠滑膜组织HIF
1αmRNA和蛋白表达(P<0.01)。

注:与空白组比较,##P<0.01;与KOA组比较,**P<0.01。

x±s,n=5。

图3 各组大鼠滑膜组织中 HIF1αmRNA的相对表达量

注:与空白组比较,##P<0.01;与KOA组比较,**P<0.01。

x±s,n=5。

图4 各组大鼠滑膜组织中 HIF1α蛋白的相对表达量

2.4 膝痹宁对KOA大鼠滑膜组织中NLRP3炎症

小体活化的影响

如图5~6所示,KOA组Caspase1p10、NL-
RP3、GSDMD的 mRNA及蛋白表达水平均高于空

白组(P<0.05~0.01),而膝痹宁组较KOA组有所

降低(P<0.05~0.01)。ELISA检测各组滑膜组织

中NLRP3炎症小体活化下游IL1β、IL18的水平,

2者在KOA组的含量均高于空白组(P<0.01),而
膝痹宁组较KOA组有所降低(P<0.01),见图7。

注:与空白组比较,##P<0.01;与KOA组比较,
**P<0.01。x±s,n=5。

图5 各组大鼠滑膜组织Caspase1p10、NLRP3、

GSDMDmRNA的表达

注:与空白组比较,##P<0.01;与KOA组比较,
*P<0.05。x±s,n=5。

图6 各组大鼠滑膜组织Caspase1p10、NLRP3、

GSDMD蛋白的表达

注:与空白组比较,##P<0.01;与KOA组比较,
**P<0.01。x±s,n=5。

图7 各组大鼠滑膜组织IL1β、IL18的水平比较

3 讨论

慢性低度炎症与组织氧化还原水平一直是研究

者们关注的焦点。在 KOA研究领域,大量的研究
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支持HIF1α对于软骨细胞存在保护作用,升高的

HIF1α可以提高软骨细胞内胶原合成酶的基因表

达,促进胶原合成[10];也可以减少软骨细胞分化及

细胞凋亡[11]。在滑膜组织中,HIF1α的升高诱导

VEGF、TGF的表达,增加胶原沉积从而促进了组

织纤维化,这一发现与 HIF1α对软骨细胞的保护

作用十分契合[12]。HIF1α引起 NLRP3炎症小体

的活化参与多种疾病的病理过程,例如学者们在慢

性阻塞性肺疾病的患者血清中发现了 HIF1α与

NLRP3炎症小体的高度相关性[13],HIF1α参与人

脐静脉内皮细胞缺氧/复氧过程中 NLRP3炎症小

体的激活等[14]。
本次研究表明,膝痹宁能减轻KOA滑膜炎症,

有效改善KOA滑膜组织缺氧状况,降低HIF1α的

表达,减少 NLRP3炎症小体的活化,减轻滑膜炎

症。本次研究尚有些许不足,尽管实验中发现了细

胞焦亡核心执行蛋白 GSDMD表达的异常,但对

KOA中细胞焦亡的观察还需要进一步开展相关细

胞实验,这将是本研究团队努力的方向。
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