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［摘要］ 　 旨在整合空间转录组学数据挖掘与动物实验验证，系统表征全杜仲胶囊对膝骨关节炎软骨病变的干预作用，并揭示

其相关分子机制。 采用改良 Ｈｕｌｔｈ 法，构建膝骨关节炎大鼠模型。 采用苏木精⁃伊红（ＨＥ）染色检测膝关节软骨退化相关病理

改变。 利用 ＨＩＴ ２. ０ 数据库收集方药候选靶标，通过对临床膝骨关节炎患者软骨组织的空间转录组学数据集（ＧＳＥ２５４８４４）进
行生物信息学分析，筛选软骨不同空间位置的疾病基因；进一步构建“方药候选靶标⁃软骨病变空间特异性基因”相互作用网

络，挖掘全杜仲胶囊干预软骨不同空间位置的作用及核心机制，并利用动物实验生物样本，开展免疫组化等分子生物学检测，
对上述结果加以实验验证。 结果显示，全杜仲胶囊可有效抑制大鼠受累关节软骨的退行性病变。 该药效作用与全杜仲胶囊

调控关节软骨表层和浅层区的硫氧还蛋白相互作用蛋白（ＴＸＮＩＰ）⁃含吡啶结构域的 ＮＯＤ 样受体家族蛋白 ３（ＮＬＲＰ３）⁃骨形态

发生蛋白受体 ２ 型（ＢＭＰＲ２）⁃纤维连接蛋白 １（ＦＮ１）⁃基质金属蛋白酶 ２（ＭＭＰ２）信号轴，从而抑制相关靶位因氧化应激和炎症

扩散所导致的软骨基质降解密切相关。 综上，该研究从药物作用的空间异质性视角，阐释了全杜仲胶囊减轻膝骨关节炎不同

软骨病变区域的特异性作用机制，为该中成药品种在膝骨关节炎个性化治疗中的应用提供了实验依据。
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ＤＯＩ：１０. １９５４０ ／ ｊ．ｃｎｋｉ．ｃｊｃｍｍ．２０２４１２１１. ４０１

骨关节炎是一种常见的慢性退行性关节疾病，
关节疼痛是其临床主要症状［１］。 随着全球人口老

龄化，骨关节炎的发病率逐年上升。 据 ２０１９ 年流行

病学调查显示，全球约有 ２. ５ 亿人患有该疾病［２］，而
２０１６ 年报道中国约有 ８. １％的人群患有膝骨关节

炎，超过 １. ２ 亿人饱受膝骨关节炎疼痛和膝关节活

动受限的困扰［３］。 膝骨关节炎主要表现为关节软

骨的退化、软骨下骨的硬化及关节周围炎症，通常伴

随滑膜增生、骨赘形成和关节积液增多等病理过

程［４⁃５］。 其中，软骨退化在膝骨关节炎的发生中起着

关键作用［６］。 目前，治疗膝骨关节炎的药物主要包

括非甾体类抗炎药、止痛药及关节腔注射类药物等，
但这些药物往往存在胃肠道不适、长期使用导致胃

肠道出血以及关节腔感染等不良反应［７］。 因此，寻
找具有软骨保护作用且安全性良好的治疗药物已成

为膝骨关节炎研究领域的重要科学问题之一。
中成药全杜仲胶囊是国家医保品种（国药准字

Ｚ２００５５１１６），具有补肝肾、强筋骨、降血压的功效，
临床常用于治疗肝肾亏虚型高血压病［８⁃９］。 近年来，
该中成药品种已逐渐被应用于骨关节炎的治疗，可
显著改善膝骨关节炎患者西安大略大学和麦克马斯

特大学骨关节炎指数评分（ＷＯＭＡＣ）、视觉模拟评

分（ＶＡＳ）、Ｌｙｓｈｏｌｍ 膝关节评分量表（ＬＫＳＳ）、简明健

康状况调查问卷（ＳＦ⁃３６）等，疗效显著［１０］。 然而，其
治疗膝骨关节炎的核心功效环节、靶向调节部位以

及具体的分子机制尚不明确，严重制约了全杜仲胶

囊临床治疗膝骨关节炎的拓展应用。
本研究拟基于空间转录组学数据，利用网络接

近度计算，探究全杜仲胶囊候选靶标集与膝骨关节

炎相关基因集在不同软骨病变区域的互作关联性，
明确其优势靶向部位；进一步构建“方药候选靶标⁃
软骨病变空间特异性基因”相互作用网络，并分析

全杜仲胶囊干预膝骨关节炎的优势药效环节及其分

子机制；最后利用膝骨关节炎大鼠模型及其生物样

本对上述机制加以实验验证。
１　 材料

１. １　 药品与试剂 　 全杜仲胶囊（江西普正制药有

限公司，批号 ２３０３０１）；塞来昔布（辉瑞制药有限公

司，批号 ８１３８３２７）；注射用青霉素钠（合肥中龙神力

动物药业有限公司，批号 ２０２３０３１６）；磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ） （武汉博士德生物工程有限公司， 批号

２０２３０２）；生理氯化钠溶液（石家庄四药有限公司，
国药准字 Ｈ２００６６５３３，批号 Ａ２３０２１７５）；苏木精⁃伊
红（ＨＥ）染色试剂（货号 Ｇ１１２０）、组织固定液（货号

Ｐ１１１０）均购自北京索莱宝科技有限公司；３，３′⁃二氨

基联苯胺显色（ＤＡＢ）试剂盒（货号 ＡＲ１０２７）、乙二

胺四乙酸抗原修复液（货号 ＡＲ１０２３）、乙二胺四乙

酸脱 钙 液 （ 货 号 ＡＲ１０７１ ）、 中 性 树 胶 （ 货 号

ＡＲ００３８）、超敏两步法检测试剂盒（货号 ＳＶ０００１）均
购自武汉博士德生物工程有限公司；大鼠组织丙二

醛（ＭＤＡ）、４⁃羟基壬烯醛（４⁃ＨＮＥ）、肿瘤坏死因子⁃α
（ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素⁃１β （ ＩＬ⁃１β）、白细胞介素⁃６
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（ＩＬ⁃６）、Ⅱ型胶原（ＣＯＬ Ⅱ）、纤维连接蛋白（ＦＮ）酶
联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（上海酶联生物有

限公司，货号分别为 ｍｌ０７７３８４、ｍｌ０９５９１８、ｍｌ００２８５９、
ｍｌ０３７３６１、ｍｌ１０２８２８、ｍｌ０５８８０１、ｍｌ６５２４１７）；硫氧还蛋

白相互作用蛋白（ＴＸＮＩＰ）、骨形态发生蛋白受体 ２ 型

（ＢＭＰＲ２）、纤维连接蛋白 １（ＦＮ１）、基质金属蛋白酶 ２
（ＭＭＰ２）抗体（武汉爱博泰克生物科技有限公司，货
号分别为 Ａ２４２８９、Ａ１６７７８、Ａ００９３、Ａ６２４７）；含吡啶结

构域的 ＮＯＤ 样受体家族蛋白 ３（ＮＬＲＰ３）抗体（武汉

三鹰生物技术有限公司，货号 ６８１０２⁃１⁃ｌｇ）。
１. ２　 动物　 无特定病原体（ ＳＰＦ）级雄性 ＳＤ 大鼠

６０ 只，体质量（１８０±２０）ｇ，６ ～ ８ 周龄，购自北京维通

利华实验动物技术有限公司，动物许可证号 ＳＣＸＫ
（京）２０２１⁃０００６。 所有动物均在 ＳＰＦ 条件下饲养，
温度（２４±１）℃，光 ／暗循环各 １２ ｈ。 所有动物实验

均符合中国中医科学院中药研究所伦理委员会的规

定（伦理批准号 ２０２４Ｂ２８２），并符合《实验动物管理条

例》及国际实验动物管理和使用指南的相关标准。
１. ３　 仪器　 Ｂ⁃Ｌ７ 生物组织包埋机（武汉俊杰电子

有限公司）；ＲＭ２０１６ 病理切片机（上海徕卡仪器有

限公司）； ＢＸ５３Ｍ 光学显微镜 （日本奥林巴斯公

司）；Ｆｕｓｉｏｎ ＦＸ ＳＰＥＣＴＲＡ 多功能成像仪（法国 ＶＩＬ⁃
ＢＥＲ ＬＯＵＲＭＡＴ 公司）；ＭＫ３ 全自动酶标仪（美国赛

默飞公司）。
２　 方法

２. １　 临床膝骨关节炎患者受累软骨组织的空间转

录组学数据分析 　 对 ＧＳＥ２５４８４４ 数据集中膝骨关

节炎患者受累软骨组织的空间转录组学数据进行分

析［１１］。 受累膝关节软骨区域共被划分为 ４ 个部分：
关节表层区、浅层区、中层区、深层区。 每个区域的

特征如下：表层指关节软骨的透明表层，浅层指胶原

纤维密集排列并平行于表层的浅层区域，中层指胶

原纤维呈斜向排列、软骨细胞呈球形且密度低的中

层区域，深层指胶原纤维垂直于关节表面排列且软

骨细胞肥大的深层区域［１２］。 各区域与对照组的差

异基因采用 ＤＥＳｅｑ２ 进行分析，分别筛选 ｜ ｌｏｇ２ 差异

倍数（ＦＣ） ｜ ＞１. ５，Ｐ＜０. ０５ 的基因作为 ４ 个部分的差

异基因。
２. ２　 全杜仲胶囊干预膝骨关节炎的潜能评估　 从

ＨＩＴ ２. ０ 数据库（ｈｉｔ２．ｂａｄｄ⁃ｃａｏ．ｎｅｔ）收集全杜仲胶囊

的候选靶标集；从人类疾病数据库（ＭａｌａＣａｒｄｓ，ｗｗｗ．
ｍａｌａｃａｒｄｓ． ｏｒｇ）收集膝骨关节炎相关疾病基因及全

杜仲胶囊已知适应症———高血压病相关基因集作为

阳性对照数据集。 通过计算全杜仲胶囊候选靶标集

与膝骨关节炎中 ４ 个受累关节部位的差异基因、高
血压病基因集之间的网络接近距离，评估全杜仲胶

囊干预膝骨关节炎的潜能及作用部位。 其中，网络

接近距离基于最短路径原理用于衡量背景网络中 ２
个节点集合之间的拓扑距离（Ｚ⁃ｓｃｏｒｅ＞０ 代表 ２ 个节

点集拓扑分离，Ｚ⁃ｓｃｏｒｅ ＜ ０ 代表 ２ 个节点集拓扑结

合） ［１３］。
２. ３　 全杜仲胶囊干预膝骨关节炎软骨不同空间位

置的多维关联网络构建与分析　 通过上述临床来源

的空间转录组学数据分析，获得表层与浅层病变区

域的空间特异性基因集；结合上述 ＨＩＴ ２. ０ 数据库

收集所得全杜仲胶囊候选靶标集，根据基因⁃基因相

互作用信息，构建“方药候选靶标⁃软骨病变空间特

异性基因”相互作用网络，并利用 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 计算网

络拓扑特征值，筛选最大团中心性、度值、中介中心

性、接近中心性均大于相应中位数的靶标作为全杜

仲胶囊干预膝骨关节炎的核心网络靶标。
２. ４　 动物分组、造模及给药 　 将大鼠随机分为 ６
组，包括假手术组、模型组、全杜仲胶囊低剂量组

（１０８ ｍｇ·ｋｇ－１，临床等效剂量的 ０. ５ 倍）、全杜仲胶

囊中剂量组（２１６ ｍｇ·ｋｇ－１，临床等效剂量）、全杜仲

胶囊高剂量组 （ ４３２ ｍｇ·ｋｇ－１，临床等效剂量的 ２
倍）、塞来昔布组（１８ ｍｇ·ｋｇ－１，临床等效剂量），每组

１０ 只。 大鼠麻醉后剪去右后肢膝关节周围 １ ｃｍ２ 区

域的鼠毛，使用络合碘消毒，假手术组仅打开关节

腔；模型组及给药组打开关节腔，暴露前交叉韧带后，
剪断前交叉韧带、内侧副韧带及内侧半月板，进行抽

屉实验，确认上述结构完全断离，从而成功建立膝骨

关节炎大鼠模型［１４］。 造模 １０ 周后，通过 ＨＥ 染色观

察关节软骨组织，若模型组表现出软骨退变、表面粗

糙等典型膝骨关节炎病理变化，且假手术组未见异

常，可进一步说明成功建立膝骨关节炎大鼠模型。 术

后连续 ３ ｄ 肌肉注射 ８×１０５ Ｕ·ｍＬ－１青霉素钠溶液预

防感染，造模后第 １ 天起开始灌胃给药，连续 １０ 周。
２. ５　 免疫组织化学检测　 使用特定抗体对膝骨关

节炎大鼠软骨组织中 ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３、ＢＭＰＲ２、ＦＮ１、
ＭＭＰ２（１ ∶ ５０） 的表达进行检测，二抗稀释浓度为

１ ∶３ ０００，详细方法见课题组前期研究报道［１５］。
２. ６　 生化指标检测　 采用 ＥＬＩＳＡ 法按照试剂盒说

明书检测膝骨关节炎大鼠关节软骨组织中 ＭＤＡ、
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４⁃ＨＮＥ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＣＯＬ Ⅱ、ＦＮ 的含量。
２. ７　 统计学分析　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ Ｖ８. ０. ２ 进

行数据分析。 根据正态分布检验结果，采用参数或

非参数统计分析；进一步采用单因素方差分析，并进

行 Ｔｕｋｅｙ 事后检验或 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验的 Ｄｕｎｎ 事

后检验。 Ｐ＜０. ０５ 认为差异具有统计学意义。
３　 结果

３. １　 全杜仲胶囊对膝骨关节炎具有干预潜能且主

要作用于受累软骨的表层和浅层区域　 从 ＨＩＴ ２. ０
收集得到 ３７３ 个全杜仲胶囊候选靶标；从 ＭａｌａＣａｒｄｓ
数据库分别收集得到 ７５、３３９ 个膝骨关节炎和高血

压病相关基因。 空间转录组数据集 ＧＳＥ２５４８４４ 包

含 ４ 例膝骨关节炎患者和 １ 例对照病例，４ 例患者

均已通过改良 Ｏｕｔｅｒｂｒｉｄｇｅ 分类标准并接受膝关节

置换术，１ 例对照病例接受截肢且无关节损伤或疾

病史，软骨区域的结构划分见图 １Ａ。 利用 ＤＥＳｅｑ２

筛选受累关节软骨各区域的差异基因，共得到表层

区差异基因 ３ ６４６ 个、浅层区 ２ ０９２ 个、中层区 ５６３
个、深层区 ６００ 个，表明表层和浅层区域可能是膝骨

关节炎病变进展的高活跃区域，见图 １Ｂ。 将上述药

物候选靶标基因与膝骨关节炎、高血压病、软骨 ４ 个

区域等疾病相关基因集分别映射到人类蛋白互作网

络中，并计算药物候选靶标与疾病相关基因二者之

间的网络拓扑距离。 结果显示，全杜仲胶囊候选靶

标基因集与高血压病、膝骨关节炎、软骨表层和浅层

区域基因集均呈现拓扑结合性（Ｚ⁃ｓｃｏｒｅ 均＜０，Ｐ＜
０. ０５），而对软骨中层及深层区域的差异基因则拓

扑分离（Ｚ⁃ｓｃｏｒｅ 均＞０），见表 １。 上述结果提示，全
杜仲胶囊对于高血压病的干预效果最好，这也与其

用于治疗高血压病的临床适应症相符合；其次，全杜

仲胶囊也具有干预膝骨关节炎的潜能，且作用部位

主要位于受累关节软骨的表层和浅层区域。

Ａ．膝骨关节炎受累关节软骨的区域划分［１２］ ；Ｂ．受累关节软骨各区域的差异基因热图（ＡＳ．软骨表层区；ＳＺ．浅层区；ＭＺ．中层区；ＤＺ．深层区）；Ｃ．
“全杜仲胶囊候选靶标⁃表层差异基因”相互作用网络；Ｄ．全杜仲胶囊干预软骨表层区域的核心网络靶标所参与的生物学功能模块（图中列出各

模块－ｌｇ Ｐ 排名前 ３ 的通路名称，Ｆ１～ Ｆ５ 对应 ５ 个功能模块）；Ｅ．“全杜仲胶囊候选靶标⁃浅层差异基因”相互作用网络；Ｆ．全杜仲胶囊干预软骨

浅层区域的核心网络靶标所参与的生物学功能模块（图中列出各模块－ｌｇ Ｐ 排名前 ３ 的通路名称，Ｆ１～ Ｆ５ 对应 ５ 个功能模块）。

图 １　 “全杜仲胶囊候选靶标⁃软骨不同区域差异表达基因”相互作用网络的构建与功能富集分析

Ｆｉｇ．１　 ＂ Ｑｕａｎｄｕｚｈｏｎｇ ｃａｐｓｕｌｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｔａｒｇｅｔ⁃ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｒｅｇｉｏｎｓ＂ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｃｏｎｓｔｒｕｃ⁃
ｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ
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表 １　 全杜仲胶囊干预膝骨关节炎及软骨不同区域的潜能

评估

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ ｏｆ Ｑｕａｎ⁃
ｄｕｚｈｏｎｇ Ｃａｐｓｕｌｅｓ ｉｎ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｇｉｏｎｓ
ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅｓ

药物靶标 疾病基因
网络接近距离

（Ｚ⁃ｓｃｏｒｅ）
全杜仲胶囊 高血压病（阳性对照数据集） －９. ０１

膝骨关节炎 －３. ４３
表层（ＡＳ） －０. ４６
浅层（ＳＺ） －０. ８１
中层（ＭＺ） １. ８１
深层（ＤＺ） ２. ４７

３. ２ 　 ＴＸＮＩＰ⁃ＮＬＲＰ３⁃ＢＭＰＲ２⁃ＦＮ１⁃ＭＭＰ２ 信号轴可

能是全杜仲胶囊缓解膝骨关节炎软骨表层和浅层区

域病变的关键作用靶标 　 将全杜仲胶囊靶标与表

层、浅层区域差异基因分别取交集，得到 ９３ 个全杜

仲胶囊 ＆ 表层交集基因和 ４３ 个全杜仲胶囊 ＆ 浅层

交集基因；根据“基因⁃基因”间相互作用信息，构建

“全杜仲胶囊候选靶标⁃表层差异表达基因”和“全
杜仲胶囊候选靶标⁃浅层差异表达基因”相互作用网

络；通过网络拓扑特征值计算，分别筛选出 ４４、１６ 个

核心靶标，见图 １Ｃ、１Ｅ。 功能富集分析结果显示，上
述 ２ 个相互作用网络主要参与氧化应激、炎症反应、
基质降解、骨代谢紊乱及软骨下骨异常等病理环节，
并显著富集于膝骨关节炎等疾病相关通路（均 Ｐ＜
０. ０５），见图 １Ｄ、１Ｆ。 在膝骨关节炎早期，持续的机

械应力会引起软骨细胞损伤和周围组织的微小损

伤，ＴＸＮＩＰ 所介导的氧化应激被异常加重［１６］；同时，
ＴＸＮＩＰ 激活 ＮＬＲＰ３ 炎性小体，导致 ＮＬＲＰ３ 释放 ＩＬ⁃
１β，引发局部的促炎反应［１７］，损伤软骨细胞［１８］；炎
症信号向下传递至 ＢＭＰＲ２ 和 ＦＮ１，导致关节软骨基

质降解相关蛋白 ＦＮ１ 的异常生成；ＭＭＰ２ 在 ＦＮ１ 的

刺激下被激活，进一步分解细胞外基质，加剧软骨和

骨组织的破坏［１９］。 可见，氧化应激、炎症扩展、基质

降解通过 ＴＸＮＩＰ⁃ＮＬＲＰ３⁃ＢＭＰＲ２⁃ＦＮ１⁃ＭＭＰ２ 信号轴

的信号转导形成了正反馈，持续加重病程进展，并促

进膝骨关节炎从早期炎症阶段逐步进入到软骨损伤

阶段［２０］。 更有趣的是，ＴＸＮＩＰ、ＢＭＰＲ２、ＦＮ１、ＭＭＰ２
既是膝骨关节炎受累靶位软骨表层和浅层区域的显

著高表达基因，又是全杜仲胶囊的候选靶标，见表

２。 因此，ＴＸＮＩＰ⁃ＮＬＲＰ３⁃ＢＭＰＲ２⁃ＦＮ１⁃ＭＭＰ２ 信号轴

可能是全杜仲胶囊干预膝骨关节炎关节软骨表层和

浅层区域的关键作用靶标之一。

表 ２　 膝骨关节炎受累关节软骨表层和浅层区域中目标信

号轴成员分子的差异表达特征

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｍｐｏ⁃
ｎｅｎｔｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｇｎａｌ ａｘｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｄ ｓｕ⁃
ｐｅｒｆｉｃｉａｌ ｚｏｎｅｓ ｏｆ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｆｒｏｍ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ

区域 基因
ｌｏｇ２ ｆｏｌｄ
ｃｈａｎｇｅ

Ｐ ａｄｊｕｓｔｅｄ Ｐ Ｅｎｔｒｚｅ ＩＤ

表层 ＴＸＮＩＰ ３. ７４１ ３. ２１７×１０－４ ５. ００３×１０－３ １０６２８
ＮＬＲＰ３ ２. ２６３ １. ０８０×１０－２ ４. ３２４×１０－２ １１４５４８
ＢＭＰＲ２ ２. ０３５ ５. １４０×１０－３ ２. ７４５×１０－２ ６５９
ＦＮ１ ５. １９４ ２. ２９４×１０－７ ４. １９２×１０－５ ２３３５
ＭＭＰ２ ３. ３７５ ５. ２００×１０－４ ６. ６１７×１０－３ ４３１３

浅层 ＴＸＮＩＰ ４. ３５６ １. ４１７×１０－３ １. ７１３×１０－２ １０６２８
ＮＬＲＰ３ ３. ６２２ ４. ９１７×１０－３ ３. ３２６×１０－２ １１４５４８
ＢＭＰＲ２ ３. ０８９ ７. ７３０×１０－３ ４. ２２１×１０－２ ６５９
ＦＮ１ ６. ８５２ ３. ８８３×１０－６ ５. ９９３×１０－４ ２３３５
ＭＭＰ２ ３. ７０５ ２. ８０８×１０－３ ２. ４４６×１０－２ ４３１３

３. ３　 全杜仲胶囊可显著缓解膝骨关节炎关节软骨

氧化应激、炎症反应和基质降解　 与假手术组相比，
模型组大鼠关节软骨中氧化应激相关指标 ＭＤＡ 和

４⁃ＨＮＥ，促炎因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 的水平均显

著升高；与模型组相比，全杜仲胶囊各剂量给药均可

有效降低上述指标的异常升高，提示全杜仲胶囊可

有效抑制关节软骨的氧化应激和炎症反应，见图 ２。
此外，模型组大鼠关节软骨中细胞外基质成分 ＣＯＬ
Ⅱ的水平显著降低，ＦＮ 水平显著升高，全杜仲胶囊

各剂量给药后则显著逆转了上述基质成分的水平，
提示其可以抑制关节软骨基质降解和破坏，见图 ２。
ＨＥ 染色结果表明，膝骨关节炎大鼠软骨边界模糊

且凹凸不平，边缘碎片化，软骨细胞排列混乱，发生

软骨丢失，潮线残缺并呈放射状；全杜仲胶囊治疗组

软骨边界则较为平滑，软骨细胞排列较为整齐，潮线

较为完整且清晰，说明全杜仲胶囊可以显著改善关

节软骨的完整性和细胞排列，最终延缓膝骨关节炎

的病理进程，见图 ２。
３. ４　 全杜仲胶囊通过抑制 ＴＸＮＩＰ⁃ＮＬＲＰ３⁃ＢＭＰＲ２⁃
ＦＮ１⁃ＭＭＰ２ 信号轴所介导的氧化应激⁃炎症反应⁃基
质降解序贯环节而发挥其保护膝骨关节炎受累软骨

表层和浅层区域的药效　 本研究通过免疫组化检测

膝骨关节炎大鼠受累软骨组织中 ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３、
ＢＭＰＲ２、ＦＮ１、ＭＭＰ２ 的表达水平与阳性表达区域。
结果显示，ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３、ＢＭＰＲ２、ＦＮ１、ＭＭＰ２ 蛋白
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ｓｈａｍ．假手术组；ＫＯＡ．模型组；ＱＤＺＬ．全杜仲胶囊低剂量组；ＱＤＺＭ．全杜仲胶囊中剂量组；ＱＤＺＨ．全杜仲胶囊高剂量组；Ｙ．阳性药组；与假手术组

相比＃Ｐ＜０. ０５，＃＃Ｐ＜０. ０１，＃＃＃Ｐ＜０. ００１；与模型组相比∗Ｐ＜０. ０５，∗∗Ｐ＜０. ０１，∗∗∗Ｐ＜０. ００１（图 ３ 同）。
图 ２　 全杜仲胶囊对膝骨关节炎大鼠关节软骨组织中 ＭＤＡ、４⁃ＨＮＥ、ＣＯＬ Ⅱ、ＦＮ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 水平及软骨组织病理形态
学的影响（�ｘ±ｓ，ｎ＝ ５；ＨＥ 染色，×４０）
Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｑｕａｎｄｕｚｈｏｎｇ Ｃａｐｓｕｌｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＤＡ， ４⁃ＨＮＥ， ＣＯＬ Ⅱ， ＦＮ， ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６， ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｉｎ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ
ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｉｎ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ（�ｘ±ｓ，ｎ＝ ５；ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ，×４０）

在受累软骨组织中呈阳性表达。 与空间转录组学的

结果一致，上述蛋白的阳性表达区域主要位于受累

软骨组织的关节表层和浅层区域，中层区和深层区

则无明显差异；经过全杜仲胶囊干预，上述蛋白的异

常表达均得以矫正，见图 ３。
４　 讨论

全杜仲胶囊已被用于膝骨关节炎的治疗，但其

作用机制尚不明确。 本研究整合网络接近度、空间

转录组学数据挖掘及动物层面实验验证，系统揭示

了全杜仲胶囊在膝骨关节炎治疗中对特定部位的靶

向效应、优势药效环节和作用机制，即全杜仲胶囊的

主要作用靶位是受累关节软骨的表层和浅层区域，
其通过调控 ＴＸＮＩＰ⁃ＮＬＲＰ３⁃ＢＭＰＲ２⁃ＦＮ１⁃ＭＭＰ２ 信号

轴，干预氧化应激⁃炎症反应⁃基质降解序贯病理环

节，从而保护关节软骨。
本研究通过计算网络邻近距离，定量评价全杜

仲胶囊候选靶标与膝骨关节炎及其受累关节软骨不

同区域相关基因的特定关联性［２１］。 网络接近度对

比结果表明，全杜仲胶囊候选靶标与膝骨关节炎及

其受累关节软骨表层、浅层区域相关基因具有较强

的拓扑邻近度（Ｚ⁃ｓｃｏｒｅ＜０），提示全杜仲胶囊的作用

靶标更倾向于膝骨关节炎受累关节软骨的表层和浅

层区域。

传统的转录组学分析通常忽略了不同组织区域

之间的异质性，而空间转录组学提供了软骨组织在

不同空间区域的基因表达信息，使在分区层面上观

察膝骨关节炎分子变化成为可能［２２］。 通过对空间

转录组学数据的分析，本研究发现表层和浅层区域

在膝骨关节炎中表现出更活跃的异常基因表达；同
时高水平的 ＴＸＮＩＰ 和 ＮＬＲＰ３ 表达，提示这些区域

可能是炎症和基质降解的“热点”区域。 全杜仲胶

囊通过在这些区域内降低 ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３ 等分子的

表达，显著缓解了局部的氧化应激和炎症反应。 这

一结果不仅证实了全杜仲胶囊在表层和浅层软骨中

更具药效的特点，也进一步验证了空间转录组学在

解析膝骨关节炎局部病理特征和中药靶向干预效果

中的应用价值［２３］。
本研 究 首 次 明 确 了 ＴＸＮＩＰ⁃ＮＬＲＰ３⁃ＢＭＰＲ２⁃

ＦＮ１⁃ＭＭＰ２ 信号轴在膝骨关节炎病理进展中的重要

作用，该信号轴通过介导“氧化应激⁃炎症反应⁃基质

降解”正反馈链路，促进膝骨关节炎由早期炎症反

应阶段逐步向软骨损伤阶段转变。 具体而言，ＴＸ⁃
ＮＩＰ 的上调触发氧化应激，激活 ＮＬＲＰ３ 炎性小体，
并导致下游 ＩＬ⁃１β 等促炎因子的释放，进而诱导软

骨细胞损伤和基质降解。 ＢＭＰＲ２ 和 ＦＮ１ 在 ＮＬＲＰ３
的上游刺激下显著增加，形成降解蛋白酶 ＭＭＰ２ 的
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图 ３　 全杜仲胶囊对膝骨关节炎大鼠受累软骨组织不同区域中 ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３、ＢＭＰＲ２、ＦＮ１、ＭＭＰ２ 蛋白表达的影响（免疫组

化，×２００；�ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）
Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｑｕａｎｄｕｚｈｏｎｇ Ｃａｐｓｕｌｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＸＮＩＰ， ＮＬＲＰ３， ＢＭＰＲ２， ＦＮ１， ａｎｄ ＭＭＰ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｒｅｇｉｏｎｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｅｄ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，×２００；�ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）

激活链条，加速软骨结构的破坏。 体内实验验证结

果表明，全杜仲胶囊通过下调 ＴＸＮＩＰ，抑制氧化应激

指标 ＭＤＡ 和 ４⁃ＨＮＥ，同时降低了 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃
１β 等炎症因子水平，从而减轻了由 ＮＬＲＰ３ 激活引

发的炎症链式反应。 此外，全杜仲胶囊显著提升了

软骨基质成分 ＣＯＬ Ⅱ的表达，并降低了 ＭＭＰ２ 活

性，缓解了软骨基质的降解。 全杜仲胶囊在浅层区

域（即关节表面与浅层区）有效调控了上述关键基

因的表达，这种基因调控对于膝骨关节炎的治疗具

有重要意义，因为浅层区域的软骨细胞受外界机械

应力影响较大，容易出现炎症及氧化应激反应［２４］，
从而加速软骨降解和骨关节炎进展，也展现了全杜

仲胶囊作为精准化膝骨关节炎治疗手段的潜在应用

价值。
根据本课题组前期研究，全杜仲胶囊的主要活

性成分包括绿原酸、松脂醇二葡萄糖苷、桃叶珊瑚

苷、京尼平苷酸和杜仲苷 Ｂ。 这些成分通过抗氧化、
抗炎和软骨保护 ３ 个主要环节干预膝骨关节炎的病

理过程。 在抗氧化方面，绿原酸、松脂醇二葡萄糖苷

等通过清除自由基、抑制活性氧（ＲＯＳ）生成和激活

核因子红细胞 ２ 相关因子 ２（Ｎｒｆ２）信号通路，减轻

氧化应激损害［２５⁃２６］。 其中绿原酸通过激活自噬途

径，减少氧化应激对软骨细胞的持续破坏［２７］。 在抗

炎方面，绿原酸、杜仲醇提取物等通过抑制炎症因子

（如 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α）和关键炎症通路，如 Ｊａｎｕｓ 激酶 １
（ＪＡＫ１） ／信号转导及转录激活因子 ３（ＳＴＡＴ３）、核因

子 κＢ（ＮＦ⁃κＢ），显著减轻关节滑膜炎和软骨炎症反

应［２８⁃２９］。 在软骨保护方面，绿原酸和桃叶珊瑚苷通

过抑制基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）活性和促进软骨细

胞修复，减缓软骨基质的降解［２５，３０］。 杜仲醇提取物

和杜仲苷 Ｂ 则通过减少软骨损伤和维持基质完整

性，进一步延缓骨关节炎进展［３１］。 上述成分的协同
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作用揭示了全杜仲胶囊通过多靶点机制治疗膝骨关

节炎的科学依据。
综上所述，本研究系统整合了网络接近度分析、

空间转录组学数据挖掘及体内实验验证，首次明确

了全杜仲胶囊干预膝骨关节炎的关键作用靶位是受

累关节软骨的表层和浅层区域，其主要通过抑制

ＴＸＮＩＰ⁃ＮＬＲＰ３⁃ＢＭＰＲ２⁃ＦＮ１⁃ＭＭＰ２ 信号轴的异常激

活，缓解氧化应激⁃炎症反应⁃基质降解序贯病理环

节，从而保护关节软骨的结构和功能。 相关研究结

果将为全杜仲胶囊在膝骨关节炎个性化治疗中的应

用提供实验依据。
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