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单味药鹿茸调控大鼠骨关节炎软骨组织

H>1I!

'

%

表达的研究

牛#维#

#孙志涛!

#曹学伟#

#汪睦勋!

#严#正%

#郭#达#

#樊粤光$

摘要#目的#观察单味中药鹿茸对大鼠骨关节炎!

4AJ-41/J@/?J?A

"

FK

#软骨靶器官
H>1I!

$

%

表达的

影响% 方法#选择
%

个月龄健康雌性
HE

大鼠
#""

只" 体质量!

!""

$

!"

#

L

% 常规喂养
#

周后"随机数字表

法分成
:

组&鹿茸低剂量组$鹿茸高剂量组$盐水组$模型组及正常组"每组
!"

只% 除正常组外采用经典

M05J@

方法造模"造模后
<

周"行病理学观察"确认造模成功"鹿茸低剂量组按
"

!

"!# LG#"" L

给药"鹿茸高剂

量组按
"

!

"8$ LG#"" L

给药"盐水组每天灌服相应的生理盐水"正常组及模型组不予任何处理% 于灌胃后
!

$

$

$

<

周"分别取大鼠双侧膝关节软骨"采用免疫组织化学$荧光定量"

N&O

和蛋白免疫印迹杂交方法分别检测

H>1I!

$

% >O7K

和蛋白表达% 结果#病理观察可见成功制备
FK

模型"免疫组织化学可见
H>1I!

$

%

蛋

白在软骨层广泛表达"且定位于软骨细胞膜内% 与模型组比较"鹿茸低$高剂量组在灌胃后
!

$

$

$

<

周

H>1I!

$

% >O7K

表达量明显升高"差异有统计学意义!

N P"

!

":

#'与同组灌胃后
$

周比较"灌胃后
<

周"鹿

茸高$低剂量组的
H>1I!

$

% >O7K

表达量有所下降"差异有统计学意义!

N P"

!

":

#% 与模型组比较"鹿茸

低$高剂量组
H>1I!

$

%

蛋白在灌胃后
!

$

$

周时"其在软骨细胞中的表达量有明显的升高"差异有统计学意

义!

N P"

!

"#

#'与同组灌胃后
!

周比较"鹿茸低$高剂量组灌胃后
$

周升高更显著"差异有统计学意义!

N P

"

!

"#

#'与同组灌胃后
$

周比较"灌胃后
<

周时鹿茸低$高剂量组
H>1I!

$

%

蛋白表达降低"差异有统计学意

义!

N P"

!

"#

#% 结论#!

#

#鹿茸通过调控软骨细胞内
H>1I!

$

%

基因和蛋白的表达而起到修复软骨的作用%

!

!

#软骨细胞内的
H>1I!

$

%

基因表达及蛋白水平的上调可能是
FK

发病的重要机制之一%

关键词#骨关节炎' 鹿茸'

H>1I !

$

%

基因'

H>1I !

$

%

蛋白' 归经' 信号转导

O-L051J?4B 4Q H?BL5- M-/. N?54A- KBJ5-/ 4B J@- =RS/-AA?4B 4Q H>1I! 1BI H>1I% ?B J@- &1/J?51L- 4Q

FK O1JA

#

1B =RS-/?>-BJ15 O-A-1/D@

#

7(T *-?

#

!

HT7 U@?

"

J14

!

!

&KF V0-

"

W-?

#

!

*K7X +0

"

R0B

!

!

YK7 U@-BL

%

!

XTF E1

#

!

1BI ,K7X Y0-

"

L01BL

$

#

# E-S1/J>-BJ 4Q '4?BJA

!

X01BLI4BL N/4Z?BD?15 M4AS?

"

J15 4Q )/1I?J?4B15 &@?B-A- +-I?D?B-

!

X01BL[@40

$

:#"#!"

%!

&@?B1

&

! X01BL[@40 TB?Z-/A?J2 4Q )/1I?J?4B15

&@?B-A- +-I?D?B-

!

X01BL[@40

$

:#"$":

%!

&@?B1

&

% E-S1/J>-BJ 4Q F/J@4S-I?DA

!

M01BLS0 E?AJ/?DJ M4AS?J15

4Q )/1I?J?4B15 &@?B-A- +-I?D?B-

!

+-I?D15 &455-L- 4Q '?B1B TB?Z-/A?J2

!

X01BL[@40

$

:#"9""

%!

&@?B1

&

$ E-

"

S1/J>-BJ 4Q '4?BJA

!

,?/AJ KQQ?5?1J-I M4AS?J15 4Q X01BL[@40 TB?Z-/A?J2 4Q )/1I?J?4B15 &@?B-A- +-I?D?B-

!

X01BL[@40

$

:#"$":

%!

&@?B1

K\H)OK&)

$

F.]-DJ?Z-

$

)4 4.A-/Z- J@- -QQ-DJ 4Q A?BL5- @-/. S?54A- 1BJ5-/

$

NK

%

4B J@- -RS/-AA?4B

4Q H>1I! 1BI H>1I% ?B J@- D1/J?51L- 4Q 4AJ-41/J@/?J?A

$

FK

%

/1JA 6 +-J@4IA

$

FB- @0BI/-I %

"

>4BJ@ 45I Q-

"

>15- @-15J@2 HE /1JA

! $

!""

%

!"

%

L

!

W-/- /-D/0?J-I 1BI /40J?B-52 Q-I Q4/ # W--^6 )@-2 W-/- /1BI4>52 I?

"

Z?I-I ?BJ4 : L/40SA

!

?6-6

!

J@- 54W I4A- NK L/40S

!

J@- @?L@ I4A- NK L/40S

!

J@- B4/>15 A15?B- D4BJ/45

L/40S

!

J@- >4I-5 L/40S

!

1BI J@- B4/>15 D4BJ/45 L/40S

!

!" ?B -1D@ L/40S6 )@- >4I-5 W1A S/-S1/-I 0A?BL

D51AA?D M05J@ >-J@4I -RD-SJ J@- B4/>15 D4BJ/45 L/40S6 KQJ-/ <

"

W--^ >4I-5?BL

!

J@- >4I-5 W1A D4BQ?/>-I

A0DD-AAQ05 .2 S1J@454L?D 4.A-/Z1J?4B6 NK 1J "

&

"!# LG#"" L 1BI "

&

"8$ LG#"" L W1A L?Z-B .2 L1AJ/4L1Z1L-

J4 /1JA ?B J@- 54W I4A- NK L/40S 1BI J@- @?L@ I4A- NK L/40S /-AS-DJ?Z-52 6 74/>15 A15?B- W1A 1I>?B?A

"
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J-/-I J4 J@4A- ?B J@- B4/>15 A15?B- D4BJ/45 L/40S6 74 J/-1J>-BJ W1A L?Z-B J4 /1JA ?B J@- B4/>15 D4BJ/45

L/40S 1BI J@- >4I-5 L/40S6 \?51J-/15 ^B-- D1/J?51L-A W-/- @1/Z-AJ-I 1J W--^ !

!

$

!

1BI <6 >O7K 1BI S/4

"

J-?B -RS/-AA?4BA 4Q H>1I! 1BI H>1I% W-/- I-J-DJ-I .2 ?>>0B4@?AJ4D@->?D15 1AA12

!

Q504/-AD-BJ _01BJ?

"

J1J?Z- N&O

!

1BI *-AJ-/B .54J6 O-A05JA

$

FK >4I-5 W1A A0DD-AAQ0552 S/-S1/-I .2 S1J@454L?D15 4.A-/Z1

"

J?4B6 O-A05JA 4Q ?>>0B4@?AJ4D@->?D15 1AA12 A@4W-I J@1J H>1I! 1BI H>1I% -RS/-AA-I -RJ-BA?Z-52 ?B J@-

D1/J?51L-

!

1BI 54D1J-I ?BA?I- J@- D@4BI/4D2J- >->./1B-6 &4>S1/-I W?J@ J@- >4I-5 L/40S

!

>O7K -R

"

S/-AA?4B 4Q H>1I! 1BI H>1I% 4.Z?40A52 ?BD/-1A-I ?B J@- 54W I4A- NK L/40S 1BI J@- @?L@ I4A- NK L/40S

1J W--^ !

!

$

!

1BI <

!

A@4W?BL AJ1J?AJ?D15 I?QQ-/-BD-

$

N P"

&

":

%

6 &4>S1/-I W?J@ J@- A1>- L/40S 1J W--^ $

1QJ-/ L1AJ/4L1Z1L-

!

>O7K -RS/-AA?4B 4Q H>1I! 1BI H>1I% 4.Z?40A52 I-D/-1A-I ?B J@- 54W I4A- NK

L/40S 1BI J@- @?L@ I4A- NK L/40S 1J W--^ <

!

A@4W?BL AJ1J?AJ?D15 I?QQ-/-BD-

$

N P"

&

":

%

6 &4>S1/-I W?J@

J@- >4I-5 L/40S

!

S/4J-?B -RS/-AA?4B 4Q H>1I! 1BI H>1I% 4.Z?40A52 ?BD/-1A-I ?B J@- D@4BI/4D2J-A 4Q J@-

54W I4A- NK L/40S 1BI J@- @?L@ I4A- NK L/40S 1J W--^ ! 1BI $

!

A@4W?BL AJ1J?AJ?D15 I?QQ-/-BD-

$

N P"

&

"#

%

6

&4>S1/-I W?J@ J@- A1>- L/40S 1J W--^ ! 1QJ-/ L1AJ/4L1Z1L-

!

S/4J-?B -RS/-AA?4B 4Q H>1I! 1BI H>1I%

4.Z?40A52 ?BD/-1A-I ?B J@- 54W I4A- NK L/40S 1BI J@- @?L@ I4A- NK L/40S 1J W--^ $

!

A@4W?BL AJ1J?AJ?D15

I?QQ-/-BD-

$

N P"

&

"#

%

6 &4>S1/-I W?J@ J@- A1>- L/40S 1J W--^ $ 1QJ-/ L1AJ/4L1Z1L-

!

S/4J-?B -RS/-AA?4B

4Q H>1I! 1BI H>1I% 4.Z?40A52 I-D/-1A-I ?B J@- 54W I4A- NK L/40S 1BI J@- @?L@ I4A- NK L/40S 1J W--^

<

!

A@4W?BL AJ1J?AJ?D15 I?QQ-/-BD-

$

N P"

&

"#

%

6 &4BD50A?4BA

$$

#

%

)@- S?54A- 1BJ5-/ D405I /-S1?/ D1/J?51L-A

.2 /-L051J?BL >O7K 1BI S/4J-?B -RS/-AA?4BA 4Q H>1I! 1BI H>1I%6

$

!

%

TS

"

/-L051J?BL >O7K 1BI S/4J-?B

-RS/-AA?4BA 4Q H>1I! 1BI H>1I% >?L@J .- 4B- 4Q ?>S4/J1BJ >-D@1B?A>A Q4/ J@- S1J@4L-B-A?A 4Q FK6

`=Y*FOEH

$

4AJ-41/J@/?J?A

&

S?54A- 1BJ5-/

&

H>1I ! L-B- 1BI H>1I % L-B-

&

H>1I ! S/4J-?B 1BI H>1I

% S/4J-?B

&

>-/?I?1B J/4S?A>

&

A?LB15 J/1BAI0DJ?4B

##

H>1I!

'

%

是
)X,

"

!

信号转导通路中转导信号的

关键分子之一!前期实验表明鹿茸能够提高
)X,

"

!

#

的表达!从而促进
)X,

"

!GH>1I

信号通路的转导!起

到修复软骨的作用(

H>1I!

和
H>1I%

基因敲除模

式小鼠的研究也明确
H>1I!

'

%

在软骨细胞分化'增

殖'成熟方面起到重要的调控作用)

#

*

( 鹿茸归肝'肾

经!能补肝肾'强筋骨!具有生精益血'补髓健骨之功

效!现代药理学研究表明!鹿茸多肽有促进兔软骨细胞

有丝分裂活性及促进软骨细胞分裂的作用)

!

*

( 本实

验通过探讨鹿茸对
H>1I!

'

%

基因和蛋白表达的影

响!进一步探讨鹿茸与骨性关节炎$

4AJ-41/J@/?J?A

!

FK

%软骨组织
H>1I!

'

%

的关联性(

材料和方法

#

#动物#

%

月龄健康雌性
HE

大鼠共
#""

只!

体重$

!""

$

!"

%

L

! 购自广州中医药大学实验动物中

心!合格证号#

H&V`

$粤%

!""8

%

""!"

!

HN,

级( 实

验于广州中医药大学国家重点学科中医骨伤科学实验

室完成(

!

#药物#鹿茸片购于广东省中医院药房!加工成细

粉!根据实验灌胃需要!用生理盐水配成
"

!

"$! LG>a

的混

悬溶液( 注射用青霉素$哈药集团!批号
E##"%!!!

%(

%

#仪器和试剂#

O7-1A2

"

a?S?I )?AA0- +?B?

`?J

$德国!

b(KX=7

公司%!

N/?>-HD/?SJ

"

O) /-1

"

L-BJ `?J *?J@ LE7K =/1A-/

试剂盒$日本!

)1`1O1

公司%!

X4)1_

"

_N&O +1AJ-/ +?R

$北京!

N/4>-L1

公司%!兔源
H>1I!

'

%

一抗 $

K.D1>

%!

X41J KBJ?

"

O1..?J (LX

$

M c a

%二抗$

K.D1>

%!免疫组化试剂盒

$中国!欣博盛公司%!

&,V;< O-15

"

)?>- A2AJ->

$美

国!

\?4

"

O1I

公司%!

&-BJ/?Q0L-:8"$O

低温高速离心

机$德国!

=SS-BI4/Q

公司%(

$

#方法

$

!

#

#模型的建立#按经典
M05J@

方法)

%

*造模!

将
HE

大鼠左侧膝关节内侧副韧带切断!切除前后交

叉韧带和内侧半月板( 术后常规肌肉注射青霉素!

!"

万
TG

只!连续注射
%

天!

<

周后!随机处死
:

只!取

模型侧膝关节!

#"d

的中性多聚甲醛固定!通过病理

学观察确定造模成功(

$

!

!

#实验分组及给药方法#选取
!"

只作为正常

组!余者进行
FK

造模!成功制备模型后!按随机数字表

法分为
$

组$每组
!"

只%!即鹿茸低剂量组'鹿茸高剂量

组'盐水组'模型组!同步进行平行对照研究( 根据实验

动物用药换算公式$

E. e E1

&

O.GO1

&$

*1G*.

%

#G%

$其中
E.

为大鼠千克体重剂量!

E1

为成人千克体重剂

量!

O.

'

O1

为体型系数!

*.

'

*1

为已知动物体重!成人

体重按照标准体重
<" ^L

计算%!鹿茸低剂量组按
"

!

"!#
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"!''$$"

LG#"" L

给药!鹿茸高剂量组按
"

!

"8$ LG#"" L

给药!分

别相当于临床成人的
<

!

%

和
!:

!

!

倍!盐水组每天灌服

相应的生理盐水!模型组不予任何处理!造模后
<

周开

始灌胃给药!每天
#

次!分别于灌胃后
!

'

$

'

<

周断颈处

死动物!每次处死
<

只!正常组每次处死
<

只!取大鼠双

侧膝关节软骨!%

8"

'保存(

$

!

%

#膝关节病理观察#标本固定'脱钙后!正中

矢状面剖开!取内外侧半关节!经逐级乙醇脱水'二甲

苯透明'浸蜡后关节切面紧贴包埋盒底部包埋!连续切

片厚
$

!

"

(

:

!

" #>

!切片常规脱蜡至水!自来水冲洗

后行常规
M=

染色)

$

*

#切片入苏木精浸染
: >?B

!水

洗!再入伊红浸染
: >?B

!水洗( 二甲苯透明!中性树

胶封固( 光镜下观察染色的切片(

$

!

$

#膝关节软骨
H>1I!

'

%

免疫组化检测#采

用链亲和素%生物素复合物$

HK\&

%法!膝关节标本

放入
$d

多聚甲醛中固定
!$ @

后!放入浓盐酸脱钙液

中!脱钙
#

周!每天换液
#

次! 用磷酸盐$

N\H

%缓冲液

代替一抗作为阴性对照!一抗为
H>1I !

兔抗大鼠单

克隆抗体$

#

)

#""

%!

H>1I %

兔抗鼠单克隆抗体$

#

)

#""

%!二抗为羊抗兔
(LX

$

#

)

#""

%( 检测软骨

H>1I!

'

%

在大鼠膝关节中的分布(

$

!

:

#荧光定量"

N&O

测定大鼠软骨
H>1I !

'

%

>O7K

表达#液氮中将软骨组织研磨成粉!余步骤按

O7-1A2

"

a?S?I )?AA0- +?B? `?J

试剂盒说明书进行

操作!取
# #L

总
O7K

逆转录为
DE7K

!然后进行荧

光定量"

N&O

反应( 采用
N/?>-/ :

!

"

软件进行引物

设计!

H>1I! >O7K

上游引物为#

:

*"

&&K&)K&&K

"

XKXXX)XXKXK

"

%

*!下游引物为#

:

*"

&&)X&)XX

"

XKKK)))X)X))

"

%

*! 扩 增 的 基 因 片 段 长 度 为

#%!.S

&

H>1I% >O7K

上游引物为#

:

*"

XKXK&K)

"

)&&K&X&))&K&K

"

%

*!下游引物为#

:

*"

X&)X&K)

"

)&&XX))KK&K))

"

%

*!扩增的基因片段长度为

##".S

( 以
!

"

1DJ?B

基因作为
N&O

的内参照! 其上游

引物为#

:

*"

&&X&K)&&)&))&&)&&&)

"

%

*$

#;.S

%!

下游引物为#

:

*"

X&&K&KXXK))&&K)K&&&KX

"

%

*

$

!#.S

%!扩增的基因片段长度为
#%# .S

(引物均由
(B

"

Z?J/4L-B

公司合成! 以
DE7K

为模板按
X4)1_

"

_N&O +1AJ-/ +?R

试剂盒说明书配制
!" #a

的
N&O

反应体系!按以下条件进行扩增#步骤
#

!预变性!

# D2D5-

!

;:

'!

! >?B

&步骤
!

!热循环!

$" D2D5-

!

;:

'!

#: A

!

<"

'!

# >?B

&步骤
%

!溶解曲线( 每种样

品做
%

个复孔!计算时取平均值(

$

!

<

#免疫印迹法分析大鼠软骨
H>1I!

'

%

蛋白

表达#蛋白质提取及
HEH

"

NKX=

凝胶电泳方法参照

+分子克隆实验指南,

)

:

*的经典方法进行蛋白质提取!

一抗为
H>1I!

兔抗大鼠单克隆抗体$

#

)

#" """

%!

H>1I%

兔抗大鼠单克隆抗体$

#

)

: """

%!二抗为羊抗

兔
(LX

$

#

)

! """

%&内参
!

"

1DJ?B

$

#

)

# """

%!

=&a

发光

液显影!拍照!对杂交带进行密度扫描分析! 比较

H>1I!

'

%

蛋白的相对表达(

$

!

9

#统计学方法#采用统计软件
HNHH #8

!

"

进行数据的统计处理! 计量资料采用
R

$

A

表示!

%

组

间及以上比较用单因素方差分析! 两两比较采用配对

J

检验!

N P"

!

":

为差异有统计学意义(

结##果

#

#大鼠膝关节病理改变$图
#

%#正常组关节表

面光整!软骨的
$

层结构及潮线清晰可见!所有造模动

物造模后
!

周时!光镜下可见表层软骨细胞肿胀变圆!

扁平的软骨细胞减少!软骨细胞簇集&

$

周时!表层及

中层细胞收缩!细胞数量弥漫性增多!出现大量簇集细

胞团&

<

周后!大部分软骨的表层细胞消失!软骨表面

出现溃烂缺损!软骨细胞数量减少!可见坏死崩解细

胞!潮线紊乱甚至消失(

##注#

K

为造模后
!

周&

\

为造模后
$

周&

&

为造模后
<

周&

E

为正常组&箭头所指为阳性部位

图
#

$大鼠膝关节病理改变$

M=

! &

!""

%

!

#各组大鼠免疫组织化学检测结果比较$图
!

%

免疫组化可见鹿茸低剂量和高剂量组软骨层有广泛的

棕褐色细胞!数量明显高于盐水组和模型组(

%

#各组大鼠软骨
H>1I!

'

% >O7K

的表达$图

%

'

$

%#与模型组比较!鹿茸低剂量和高剂量组在灌胃

后
!

'

$

'

<

周
H>1I!

'

% >O7K

表达量明显升高!差异

有统计学意义$

N P"

!

":

%&与同组灌胃后
$

周比较!灌

胃后
<

周!鹿茸高'低剂量组的
H>1I!

'

% >O7K

表

达量有所下降!差异有统计学意义$

N P"

!

":

%(
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年
!
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%$

卷第
!

期
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!
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!
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!
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!

!

##注#

K

为鹿茸低剂量组&

\

为鹿茸高剂量组&

&

为盐水组&

E

为模型组&箭头所指为阳性区域

图
!

$各组大鼠软骨组织中
H>1I!

'

%

蛋白免疫

组织化学检测$ &

#""

%

##注#与模型组同期比较!

!

N P"

!

":

&与本组灌胃后

$

周比较!

"

N P"

!

":

&下图同

图
%

$各组大鼠软骨
H>1I! >O7K

表达比较

图
$

$各组大鼠软骨
H>1I% >O7K

表达比较

##

$

#各组大鼠软骨
H>1I!

'

%

蛋白表达$表
#

'

!

%

与模型组比较!鹿茸低'高剂量组
H>1I!

'

%

蛋白在灌胃

后
!

'

$

周时!其在软骨细胞中的表达量有明显的升高!

差异有统计学意义$

N P"

!

"#

%&与本组灌胃后
!

周比

较!鹿茸低'高剂量组灌胃后
$

周升高更显著!差异有统

计学意义$

N P"

!

"#

%&与本组灌胃后
$

周比较!灌胃后
<

周时鹿茸低'高剂量组
H>1I!

'

%

蛋白表达均降低!差

异有统计学意义$

N P"

!

"#

%(

表
#

$各组大鼠软骨
H>1I!

蛋白表达#$

R

$

A

%

组别
B

H>1I!

灌胃后
!

周 灌胃后
$

周 灌胃后
<

周

鹿茸低剂量
< "

+

9#

$

"

+

"$

#

+

"$

$

"

+

##

!"

"

+

8<

$

"

+

"8

!#

##高剂量
< "

+

;$

$

"

+

"%

#

+

$8

$

"

+

";

!"

#

+

#;

$

"

+

#!

!#

盐水
< "

+

%:

$

"

+

"% "

+

%9

$

"

+

"% "

+

%<

$

"

+

"$

模型
< "

+

%<

$

"

+

"! "

+

%;

$

"

+

"% "

+

%9

$

"

+

"$

正常
#" "

+

!$

$

"

+

"% "

+

!<

$

"

+

"! "

+

!9

$

"

+

"$

##注#与模型组同期比较!

!

N P"

!

"#

&与同组灌胃后
!

周比较!

"

N P

"

!

"#

&与同组灌胃后
$

周比较!

#

N P"

!

"#

& 下表同

表
!

$各组大鼠软骨
H>1I%

蛋白表达#$

R

$

A

%

组别
B

H>1I%

灌胃后
!

周 灌胃后
$

周 灌胃后
<

周

鹿茸低剂量
< "

+

8!

$

"

+

"<

#

+

!%

$

"

+

";

!"

#

+

"<

$

"

+

#$

!#

##高剂量
< "

+

;<

$

"

+

"$

#

+

:9

$

"

+

"9

!"

#

+

!"

$

"

+

"$

!#

盐水
< "

+

$"

$

"

+

"$ "

+

$8

$

"

+

"$ "

+

:!

$

"

+

"9

模型
< "

+

$!

$

"

+

"$ "

+

:!

$

"

+

": "

+

:!

$

"

+

"<

正常
#" "

+

!:

$

"

+

"% "

+

!<

$

"

+

"$ "

+

!9

$

"

+

"$

讨##论

H>1I!

'

%

是
H>1I

蛋白家族主要成员之一!属

于受体激活型
H>1I

$

O

"

H>1I

%!二者具有极高的同

源性!其结构上的区别主要表现在
H>1I!

的
+M#

区

比
H>1I%

多了
!

个氨基酸片段)

<

*

!

H>1I!

'

%

作为将

细胞外
)X,

"

!

信号传导至核内的中介分子!起到关键

性的作用( 目前!对于
)X,

"

!GH>1I

信号通路的转导

已有了比较清晰的认识!即
)X,

"

!A

先与
)X,

"

!O$

结合形成复合物!

)X,

"

!O$

可被
)X,

"

!O%

识别并结

合!形成
)X,

"

!O$

"

)X,

"

!

"

)X,

"

!O%

三聚体! 而后

)X,

"

!O%

的
XH

区
H-/G)@/

经磷酸化活化!再识别并

结合下游的
H>1I!G%

!磷酸化其
+M!

区的
HHVH

基

序!使其活化!并解除
+M#

区对
+M!

区的抑制作用!

激活后的
H>1I!G%

与
)X,

"

!O(

分离!与
H>1I$

形成

异源复合物!后移位至核内!单独或结合其他转录调节

因子!调节靶基因的表达)

9

*

( 该通路对软骨细胞的分

化'增殖和成熟具有重要的调控作用(

实验中发现!鹿茸高'低剂量组在灌胃后
!

'

$

周

时!大鼠关节软骨内的
H>1I!

'

% >O7K

的表达增
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!

"!'($$"

高!其蛋白水平也是相应增高!这可能是因为鹿茸提高

了
)X,

"

!

和其受体的表达!同时激活了其下游

H>1I!G%

信号通路!促进了该信号的转导!抑制了软

骨细胞的肥大化和终末分化( 正如
Y14 'Y

等)

8

*所认

为的#

)X,

"

!GH>1I

信号能够抑制软骨细胞的肥大

化! 保持关节软骨细胞的功能( 在麦克尔软骨中研究

发现)

;

*

!强烈表达的
H>1I!

'

%

可能对软骨细胞的增

殖及细胞外基质合成方面具有重要的调控作用!而且

H>1I%

的激活增强了核因子
H4R;

与
&\NGS%""

的

结合! 从而促进了软骨细胞的特异性增殖基因

&Fa!K#

基因的表达)

#"

*

( 最近的研究表明!缺乏

H>1I!G%

信号通路可导致软骨细胞终末分化!而过表

达
H>1I!

'

%

可以阻止这种情况的发生)

##

!

#!

*

( 可见!

H>1I!

'

%

对软骨细胞的增值'分化起到重要的调控

作用!鹿茸由于提高了
H>1I!

'

%

的表达从而促进了

关节软骨的修复(

灌胃后
<

周时!鹿茸低'高剂量组
H>1I!

'

%

基因

和蛋白的表达量没有继续增高反而降低!这可能是因

为在
)X,

"

!

信号通路中!

H>1I

信号虽是其最重要的

下游信号分子之一!但同时还有其他一些信号通路起

着转导作用!包括
+KN`

'

O@4

'

S@4SA@1J?I25?B4A?

"

J45

"

%

"

^?B1A-

通路等)

#%

*

!调控着软骨细胞的增殖和分

化( 采用基因芯片技术对关节炎患者进行分析的结果

也显示!多种信号通路参与了关节炎的发生'发展)

#$

*

(

+1?5@4J X

等)

#:

*发现
H>1I#G :G 8

信号通路的激活!

可以导致软骨细胞的终末分化和肥大化!而用氮胞酸

作用于软骨细胞!不仅可以减弱
H>1I!G%

信号的转

导!而促进
H>1I#G :G 8

信号的转导!同时亦能提高
V

型胶原和碱性磷酸酶的表达( 这些研究表明
H>1I#G

:G 8

信号通路在软骨终末分化中也起到重要的作

用)

#<

*

( 可见!在软骨的修复阶段!包括
)X,

"

!GH>1I

等多种信号通路参与了其中的软骨细胞增殖'分化过

程!本实验中!

<

周后!

H>1I !G %

的表达虽有下降!但

软骨的修复仍然在继续!这表明其他信号通路在此时

起到了关键性作用!具体是哪条通路和因子的启动!本

实验尚未涉及!有待于后期进一步的深入研究(

通过本次实验!可见#$

#

%鹿茸通过激活
H>1I!G

%

信号通路!促进了关节软骨的修复&$

!

%

H>1I!G %

在后期表达的降低!表明软骨的修复可能是多条信号

通路和因子相互的交谈的结果!在庞大的交织网中!各

种信号相互协调!对软骨细胞的增殖和分化起到调控

作用!下一步!应对这种变化做进一步的研究!以明确

鹿茸修复软骨的机制(
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