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温经通络汤对膝骨关节炎模型小鼠 VEGF/VEGFR2/ERK1/2

信号通路的影响
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［摘要］ 目的：探讨温经通络汤改善膝骨关节炎关节（KOA）软骨缺损，延缓关节退变的可能作用机制。方法：采用前交叉

韧带切除术（ACLT 法）建立 KOA 模型，实验分为假手术组、模型组、温经通络汤组（高、低剂量）和阳性药组。造模 4 周后中药

组分别予以高、低剂量（80，20 g·kg-1）的温经通络汤灌胃；阳性药组予以硫酸氨基葡萄糖胶囊（0.29 g·kg-1）；假手术组与模型组

均予等体积生理盐水灌胃。连续干预 4 周后苏木素-伊红（HE）染色观察软骨组织形态学变化并进行 Mankin's 评分；蛋白免疫

印迹法（Western blot）和实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测血管内皮生长因子 A（VEGFA），血管内皮生长因

子受体 2（VEGFR2），细胞外调节蛋白激酶 1/2（ERK1/2）和血小板反应蛋白解整合素金属肽酶 4（ADAMTS4）蛋白和 mRNA 的

表达。结果：HE 染色结果显示与假手术组比较，模型组小鼠 Mankin's评分显著升高（P<0.01）；与模型组比较，药物组均能明显

改善造模引起的关节软骨面缺损，Mankin's 评分均有显著降低（P<0.01），但各给药组间差异无有统计学意义。与假手术组比

较，模型组 VEGFA，VEGFR2，ERK1/2 和 ADAMTS4 蛋白和 mRNA 的表达显著升高（P<0.01）。与模型组比较，各给药组可以

显著抑制 VEGFA 和 ERK1/2 的蛋白表达（P<0.01），硫酸氨基葡萄糖胶囊组效果要优于温经通络汤低剂量组（P<0.05），但弱于

温经通络汤高剂量组（P<0.01）；硫酸氨基葡萄糖胶囊组可以抑制 VEGFR2 和 ADAMTS4 的蛋白表达，作用与温经通络汤低剂

量组相当，作用均弱于温经通络汤高剂量组（P<0.05）。结论：温经通络汤可以改善 KOA 小鼠关节软骨损伤，其作用机制可能

与 VEGF/VEGFR2/ERK1/2 信号通路有关。
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alleviating articular cartilage defect in knee osteoarthritis（KOA）and delaying joint degeneration. Method：The

KOA model was established by anterior cruciate ligament transection（ACLT）. Mice were classified into sham-

operated group，model group，WTD high-dose and low-dose groups，and positive control group. Four weeks

after modeling，WTD groups and the positive control group were given WTD（80，20 g·kg-1）and glucosamine

sulfate capsules（0.29 g·kg-1），respectively，and the sham-operated group and model group received normal

saline of the equivalent volume. After continuous intervention for 4 weeks，hemoxylin-eosin（HE）staining was

used to observe the morphological changes of cartilage and Mankin scoring system was employed to score the

knee cartilage. Western blot was combined with Real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction

（Real-time PCR）to detect the protein and mRNA levels of vascular endothelial growth factor α（VEGFA），
vascular endothelial growth factor receptor 2（VEGFR2），extracellular signal-related kinase 1/2（ERK1/2）and a

disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 4（ADAMTS4）. Result：The Mankin score in the

model group increased as compared with that in the sham-operated group（P<0.01）. Compared with the model

group，administration groups demonstrated alleviated articular cartilage defect and low Mankin score（P<0.01），
but there was no statistical significance in Mankin score between the WTD groups and positive control group.

The protein and mRNA levels of VEGFA，VEGFR2，ERK1/2，and ADAMTS4 in the model group were

significantly higher than those in the sham-operated group（P<0.01）. The protein expression of VEGFA and

ERK1/2 was inhibited in each administration group as compared with that in the model group（P<0.01），and the

inhibition in the positive control group was stronger than that in the WTD low-dose group（P<0.05）but weaker

than that in the WTD high-dose group（P<0.01）. Glucosamine Sulfate capsules suppressed the expression of

VEGFR2 and ADAMTS4 to the extent the same with low-dose WTD but weaker than the high-dose WTD（P<

0.05）. Conclusion： WTD can relieve the articular cartilage injury in KOA mice，and the mechanism may be

related to VEGF/VEGFR2/ERK1/2 signaling pathway.

［Key words］ Wenjing Tongluo decoction； knee osteoarthritis； angiogenesis； vascular endothelial

growth factor（VEGF）；extracellular regulatory protein kinase 1/2（ERK1/2）

近年来，膝关节骨关节炎（KOA）随人口老龄化

和肥胖人群的增加发病率逐步上升［1］。目前对

KOA 病理机制认识尚未完善，其中由血管内皮生长

因子（VEGF）介导的血管生成被认为是骨关节炎

（OA）发病机制中的重要因素之一［2］。有研究表明，

VEGF 与 VEGF 受体 2（VEGFR2）结合可以激活细

胞外信号调节激酶 1/2（ERK1/2）信号通路［3］，后者

通过参与调控血小板反应蛋白解整合素金属肽酶 4

（ADAMTS4）的表达，进而引起软骨细胞外基质降

解，加速 OA 发展［4］。

温经通络汤为南京中医药大学第一附属医院

黄桂成教授临床验方，治疗 OA 的临床疗效确切［5］。

中医将 KOA 归于“骨痹”“膝痹”的范畴，《黄帝内经·

素问·痹论》有云：“风寒湿三气杂至，合而为痹也”。

黄教授认为 KOA 属于本虚标实之证，其辩证论治一

直以来都离不开《黄帝内经》中“肾主骨”的理论指

导，肾生骨髓，骨骼需藏于骨腔中之髓所濡养，故方

用制附子、桂枝温补肾阳，肾气足则筋骨关节可得

濡养，阳气盛而寒湿得温自化。因肝主筋，肾主骨，

筋骨协调平衡与关节运动灵活通达密不可分，肝血

亏虚则筋骨失养，故以熟地、怀牛膝滋养肝血，以利

关节，“是故血和则筋脉流行……关节清利矣”。此

外，黄教授在治疗时继承石氏伤科“气血兼顾，调治

兼邪”的思想，主张泽泻、薏苡仁祛湿消肿，通利关

节；陈皮理气化痰、延胡索行气化瘀止痛；蜈蚣、全

蝎透骨搜风，通经活络；甘草调和诸药。诸药合用，

共奏祛邪之功。

课题组前期研究已经证实了在骨关节炎发展

过程中 VEGF 的表达随病程发展而逐步增加，并观

察到 KOA 发展过程中确实存在血管侵袭；此外，课

题组也初步证实温经通络汤能够降低 KOA 小鼠血

清内 VEGF 及基质金属蛋白酶 -13（MMP-13）的表

达［6］，但其具体作用机制尚不明确。本实验旨在研

究温经通络汤对 VEGF/VEGFR2/ERK1/2 通路相关

指标表达的影响，以期为临床应用温经通络汤防治

KOA 提供实验依据。

1 材料

1.1 动物 3 月龄 SPF 级 C57BL/6J小鼠 50 只，雌雄
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各半，体质量（20±3）g，由南京市青龙山动物繁殖场

提供，合格证号 SCXK（鲁）2016-0001。动物购进后

饲养于南京中医药大学实验动物中心，适应性饲养

1 周后进行实验，SPF 级条件常规喂养，12 h/12 h 光

暗交替，恒温恒湿，动物自由摄取饲料和饮用水。

本研究项目已由南京中医药大学实验动物伦理委

员会审核批准（批准号 201904A009）。
1.2 药物 温经通络汤由川桂枝 8 g，泽泻 10 g，延

胡索 15 g，陈皮 10 g，蜈蚣 2 g，全蝎 3 g，制附子 10 g，

怀牛膝 10 g，熟地黄 25 g，胆南星 6 g，甘草 10 g，土

茯苓 25 g 等药物组成，均购于江苏省中医院，经南

京中医药大学中药鉴定教研室刘圣金副教授鉴定

为正品，符合 2020 年版《中华人民共和国药典》规

范。温经通络汤中各药材混合加 8 倍蒸馏水浸泡

30 min 加热，制附子先煎 30 min，沸腾后继续转微沸

煎煮 45 min 后过滤煎液，再加 8 倍蒸馏水煎煮同前，

滤出煎液。合并 2 次煎煮液，将其分别浓缩至含生

药质量浓度为 4 g·mL-1（高剂量），1 g·mL-1（低剂量）
药液，4 ℃保存备用。阳性药组以生理盐水溶解硫

酸氨基葡萄糖（浙江海正药业股份有限公司，国药

准字 H20041316）至 14.5 g·L-1。

1.3 试剂 苏木素 -伊红（HE）染液（南京建成生物

工 程 研 究 所 ，批 号 D006-1-1）；VEGFA 抗 体 ，

VEGFR2 抗体，ERK1/2 抗体，ADAMTS4 抗体，内参

抗体甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH），辣根过氧化

物酶（HRP）标记羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G（美国

Proteintech 公司，批号分别为 66828-1-Ig，26415-1-

AP，11257-1-AP，11865-1-AP，60004-1-Ig，SA00001-

2）；HRP 标记羊抗小鼠 IgG（南京福麦斯生物技术有

限公司，批号 FMS-MS01）；总 RNA 提取试剂盒，逆

转录试剂盒，实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-

time PCR）试剂盒（南京诺唯赞生物科技有限公司，

批号分别为 RC101-01，R223-01，Q711-02）；非变性

组织/细胞裂解液（北京 Solarbio 公司，批号 R0030）。
1.3 仪器 DM1000 型生物显微镜（德国 Leica 公

司），mini Trans-blot cell 型电转印槽系列（美国 Bio-

Rad 公司），QuantStudio3 型 Real-time PCR 仪（美国

ABI 公司），5200 CE 型全自动化学发光图像分析系

统（中国 Tanon 公司），Mastercycler nexus 型 PCR 仪

（德国 Eppendorf 公司），CE IS09001 型恒温培养振

荡器（上海智城公司），Nano-300 型微量分光光度计

（山东莱索科技有限公司）。
2 方法

2.1 动物模型制备 50 只 SPF 级 C57BL/6J 小鼠适

应性饲养 1 周后，随机分为假手术组（10 只）和模型

组（45 只）。参照文献［7］，模型组采用前交叉韧带

横切术（ACLT 法）建立小鼠 KOA 模型。假手术组

仅切开关节囊，暴露关节腔，不离断前交叉韧带。

术后各组小鼠均在相同条件下饲养，自由饮水摄

食。手术造模 4 周后随机选择 5 只模型组小鼠通过

HE 染色观察关节软骨形态以判定造模是否成功。

2.2 动物分组及给药 造模成功后将模型组余下

40 只小鼠随机分为 4 组，分别为模型组、硫酸氨基葡

萄糖组、温经通络汤高、低剂量组。根据人与小鼠

体表面积换算法确定小鼠给药剂量，前期研究结果

表明，温经通络汤给药剂量为 20，80 g·kg-1 时对

KOA 小鼠血清中 VEGF 表达抑制作用较为明显，因

而本次实验沿用上述剂量进行后续干预［6］。温经通

络汤高剂量 80 g·kg-1·d-1 灌胃；温经通络汤低剂量

20 g·kg-1·d-1灌胃；硫酸氨基葡萄糖 0.29 g·kg-1·d-1灌

胃；模型组和假手术组给予 20 mL·kg-1 的生理盐水

灌胃。根据药物浓缩及溶解浓度比例，以上药物灌

胃体积均为 20 mL·kg-1小鼠体质量，连续干预 4 周。

摘眼球采血后脱颈处死各组小鼠，摘取双侧膝关

节，左侧膝关节固定于组织固定液中，右侧膝关节

冻存于-80 ℃保存。

2.3 HE 染色观察软骨组织形态学变化 对小鼠关

节软骨进行染色观察，取膝关节放入通用型组织固

定液中固定，脱钙液脱钙，二甲苯透明，石蜡包埋后

制作厚度为 5 μm 的切片进行 HE 染色。光学显微

镜 下 观 察 关 节 软 骨 组 织 形 态 的 变 化 ，并 依 据

Mankin's法对小鼠软骨组织退变程度进行评分。

2.4 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测软骨组织

中蛋白表达 称取关节软骨组织 100 mg，手术剪剪

碎，加入蛋白裂解液和 PMSF 混合液 500 μL，匀浆机

匀浆后 12 000 r·min-1离心 5 min（离心半径 5.427 cm），
取上清。BCA 试剂盒测定各组蛋白浓度，向各组上

清中加入 1/4 体积的 5×蛋白上样缓冲液，混匀后

100 ℃水浴加热 10 min，-20 ℃分装保存。随后进

行电泳，湿转，10% 奶粉封闭 2 h，TBST 洗膜后分别

加入一抗 VEGFA（1∶4 000），VEGFR2（1∶1 000），
ERK1/2（1∶1 000），ADAMTS4（1∶500）4 ℃过夜，再

次清洗后分别加入对应的二抗（1∶5 000），室温孵育

2 h 清洗后 ECL 上机显影，使用 Image J 软件对图像

进行灰度值分析，以目的蛋白灰度值/内参蛋白灰度

值表示蛋白相对表达量并进行统计分析。

2.5 Real-time PCR 检测软骨组织中相关 mRNA 表

达 取各组等质量关节软骨，使用柱式提取法提取
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组织总 RNA，微量分光光度计检测 RNA 浓度及纯

度，逆转录体系，PCR 扩增体系均按照试剂盒说明

书要求设置。PCR 反应条件为预变性 95 ℃ 30 s，

95 ℃ 10 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s 循环反应 40 次，反

应完成后进行扩展曲线和融解曲线的分析。所需

引物序列参见表 1，以 GAPDH 为内参校正，采用

2-ΔΔCt法求得目的基因的相对表达水平，引物由生工

生 物 工 程（上 海）股 份 有 限 公 司 合 成 ，实 验 重

复 3 次。

2.6 统计学分析 采用 SPSS 19.0 对实验数据进行

统计分析，计量资料以 x̄ ± s 表示，多组间比较行单

因素方差分析（one-way ANOVA），组间两两比较采

用 Student-NewmanKeuls（SNK）检验，以 P<0.05 为

差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对 KOA 小鼠关节软骨病理学观察及 Mankin's

评分的影响 假手术组小鼠各关节结构完整，软骨

边缘光滑无不规则裂隙，软骨细胞分布均匀，排列

整齐，无簇集软骨细胞团，潮线完整，基质染色无失

染；模型组可见明显的关节面损伤，软骨缺损严重，

裂隙深达钙化层甚至软骨层脱落；软骨细胞数量明

显减少，基质染色重度减退，潮线不规则或有血管

破坏；其余各给药组软骨组织关节软骨表面较模型

组更为完整，裂隙减小，软骨细胞弥漫性增多，部分

存在细胞簇集，潮线较为完整，基质染色轻度减退。

与假手术组比较，其他各组小鼠的 Mankin's 评分均

显著增加（P<0.01）；与模型组比较，各给药组小鼠的

Mankin's 评分均显著降低（P<0.01）；温经通络汤高、

低剂量组与硫酸氨基葡萄糖组间差异无统计学意

义。见图 1，表 2。

3.2 对 KOA 小 鼠 软 骨 组 织 VEGFA，VEGFR2，

ERK1/2，ADAMTS4 蛋白表达的影响 与假手术组

比 较 ，模 型 组 中 的 VEGFA，VEGFR2，ERK1/2，

ADAMTS4 蛋白表达显著升高（P<0.01）；与模型组

比较，温经通络汤高、低剂量组、硫酸氨基葡萄糖组

干 预 后 显 著 降 低 VEGFA，VEGFR2，ERK1/2，

ADAMTS4 蛋白表达（P<0.01）。其中温经通络汤低

剂量组和硫酸氨基葡萄糖组在抑制 VEGFR2 和

ADAMTS4 蛋白表达上，二者作用相当；而温经通络

汤高剂量组在 VEGFA，VEGFR2 和 ADAMTS4 降低

作用最明显（P<0.05，P<0.01）；温经通络汤高剂量组

与硫酸氨基葡萄糖组抑制 ERK1/2 蛋白作用相似，

表 1 PCR 引物序列

Table 1 Primer sequence of PCR

引物

VEGFA

VEGFR2

ERK1

ERK2

ADAMTS4

GAPDH

序列（5′-3′）
上游 GCACATAGAGAGAATGAGCTTCC

下游 CTCCGCTCTGAACAAGGCT

上游 TTTGGCAAATACAACCCTTCAGA

下游 GCAGAAGATACTGTCACCACC

上游 TCCGCCATGAGAATGTTATAGGC

下游 GGTGGTGTTGATAAGCAGATTGG

上游 GGTTGTTCCCAAATGCTGACT

下游 CAACTTCAATCCTCTTGTGAGGG

上游 ATGGCCTCAATCCATCCCAG

下游 AAGCAGGGTTGGAATCTTTGC

上游 AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

下游 TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

长度/bp

105

133

248

84

107

123

A. 假手术组；B. 模型组；C. 温经通络汤高剂量组；D. 温经通络汤低剂量组；E. 硫酸氨基葡萄糖组（图 2 同）
图 1 温经通络汤对 KOA小鼠膝软骨组织的影响（HE，×400）
Fig. 1 Effect of Wenjing Tongluo decoction on knee cartilage of KOA mice（HE，×400）
表 2 温经通络汤对 KOA 小鼠膝关节软骨 Mankin's 评分的影响

（x̄± s，n=5）

Table 2 Effect of Wenjing Tongluo decoction on Mankin's score

of knee cartilage in KOA mice（x̄± s，n=5）

组别

假手术

模型

温经通络汤

硫酸氨基葡萄糖

剂量/g·kg-1

80

20

0.29

Mankin's评分/分

0.40±0.547

4.80±0.4472）

1.40±0.5484）

2.40±0.5484）

2.00±0.7074）

注 ：与 假 手 术 组 比 较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 模 型 组 比 较 3）P<

0.05，4）P<0.01。
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均强于温经通络汤低剂量组。见图 2，表 3。

3.3 对 KOA 小鼠软骨组织中 VEGFA，VEGFR2，

ERK1，ERK2，ADAMTS4 mRNA 表达的影响 与

假 手 术 组 比 较 ，模 型 组 小 鼠 关 节 软 骨 组 织 内

VEGFA，VEGFR2，ERK1，ERK2，ADAMTS4 mRNA

表达均显著升高（P<0.01）；与模型组比较，除 ERK1

之外，药物干预后上述指标均有不同程度的下调

（P<0.05，P<0.01）；温经通络汤低剂量组对 ERK1 的

表达差异无统计学意义。温经通络汤高剂量组

VEGFR2 降低作用最明显。见表 4。

4 讨论

OA 是以关节软骨的逐渐破坏为主要特征的，

而软骨细胞是关节软骨中唯一的细胞类型，软骨细

胞外基质（ECM）合成与软骨降解之间的不平衡可

能是导致 OA 发生的重要因素之一［8］。ECM 主要由

蛋白聚糖和Ⅱ型胶原组成，其中 ADAMTS4 作为主

要的蛋白聚糖酶之一，被认为是在 OA 蛋白聚糖降

解中起关键作用［9-10］，下调骨关节炎软骨细胞中

ADAMTS4 的表达能够抑制蛋白聚糖的降解［11］。正

常生理条件下，关节软骨内基本无血管生成［12］，缺

氧［13］及机械压力［14］等多重因素影响导致 KOA 关节

软骨内存在血管侵袭现象。诸多学者认为关节内

血 管 生 成 可 能 与 KOA 的 发 生 发 展 密 切 相 关 。

MAPP 等［2］指出 OA 中血管生成可以导致滑膜炎症、

软骨缺损、骨赘形成和疼痛；SU 等［15］的研究也表

明，关节内血管生成可能从改变关节软骨的应力分

布和促进软骨下骨神经支配两方面作用导致关节

软骨变性和疼痛。VEGF 是调控血管生成的重要因

子之一，VEGF 的高表达被认为与 OA 进展息息相

关。广泛研究表明，VEGF 在 OA 不同阶段的关节软

骨［16］、软骨下骨［17］、血清［18-20］、滑囊及滑膜液［19-20］中

的表达较正常关节均有增加。贝伐单抗作为一种

特 异 的 VEGF 抑 制 剂 ，被 证 实 能 够 减 少 关 节 内

VEGF 的表达，从而减轻关节内血管生成、抑制滑膜

增生，下调关节内 MMP-1 的表达，对兔原发性膝

OA 有治疗作用［21］。SONG 等［22］也证明沙利度胺作

图 2 各组小鼠 VEGFA，VEGFR2，ERK1/2，ADAMTS4 蛋白表达

电泳

Fig 2 Electrophoresis of VEGFA， VEGFR2， ERK1/2 and

ADAMTS4 protein expression in each groups mice

表 3 温经通络汤对 KOA小鼠 VEGFA，VEGFR2，ERK1/2，ADAMTS4蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of Wenjing Tongluo decoction on protein expression of VEGFA，VEGFR2，ERK1/2 and ADAMTS4 in KOA mice（x̄± s，n=3）

组别

假手术

模型

温经通络汤

硫酸氨基葡萄糖

剂量/g·kg-1

80

20

0.29

VEGFA/GAPDH

0.31±0.03

0.72±0.072）

0.23±0.024，6）

0.37±0.064，5）

0.52±0.054）

VEGFR2/GAPDH

0.30±0.02

0.67±0.072）

0.26±0.024，5）

0.41±0.074）

0.40±0.044）

ERK1/2/GAPDH

0.75±0.06

1.92±0.192）

0.97±0.074）

1.47±0.254，6）

0.67±0.074）

ADAMTS4/GAPDH

0.21±0.02

0.54±0.052）

0.22±0.024，5）

0.26±0.044）

0.32±0.034）

注：与假手术组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01；与硫酸氨基葡萄糖组比较 5）P<0.05，6）P<0.01（表 4 同）。

表 4 温经通络汤对 KOA小鼠 VEGFA，VEGFR2，ERK1/2，ADAMTS4 mRNA表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of Wenjing Tongluo decoction on mRNA expression of VEGFA，VEGFR2，ERK1/2 and ADAMTS4 in KOA mice（x̄± s，n=3）

组别

假手术

模型

温经通络汤

硫酸氨基葡萄糖

剂量/g·kg-1

80

20

0.29

VEGFA

0.50±0.00

0.91±0.042）

0.48±0.024）

0.78±0.034，6）

0.44±0.014）

VEGFR2

1.08±0.03

2.20±0.142）

1.27±0.194，6）

1.70±0.254）

1.63±0.154）

ERK1

1.00±0.14

1.30±0.012）

1.06±0.063）

1.20±0.06

1.07±0.003）

ERK2

1.00±0.06

6.21±0.552）

2.84±0.174，6）

2.66±0.214，6）

1.08±0.154）

ADAMTS4

0.04±0.01

1.09±0.252）

0.18±0.024）

0.72±0.013，6）

0.14±0.054）
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为血管生成抑制剂可以通过抑制 VEGF 表达减轻小

鼠早期骨关节炎的发展。这些研究表明靶向抑制

VEGF 可以直接干预骨关节炎的进程。

VEGF 能够与 VEGFR2 结合，通过激活 ERK1/2

信号通路促进内皮细胞的存活、增殖和侵袭［3］；同
时，ERK1/2 信号通路的磷酸化有助于诱导 OA 中

ADAMTS 的上调［4］，促使 ECM 降解，破坏关节软

骨，促进 OA 进一步发展。此外，ERK1/2 可以直接

抑制Ⅱ型胶原的表达，并与白细胞介素 -1β（IL-1β）

协同作用，加速软骨基质降解［23］。因此，VEGF 介导

的血管侵袭可能是导致 OA 软骨降解的始动环节，

其可能通过 ERK1/2 信号通路抑制 ADAMTS4 表

达，从而抑制蛋白聚糖的降解并促进Ⅱ型胶原的表

达，以延缓 OA 进程。

温经通络汤由张仲景所著《伤寒杂病论》中的

桂枝附子汤化裁而来，临床疗效确切。平行研究显

示，温经通络汤主要组分可以通过多途径抑制血管

形成。刘建磊［24］发现制附子在大鼠佐剂关节炎模

型 中 通 过 抑 制 组 织 中 VEGF，缺 氧 诱 导 因 子 -1α

（HIF-1α）的表达，抑制组织中血管生成作用以及血

清一氧化氮（NO），IL-1β水平。万莉［25］通过人脐静

脉血管内皮细胞模型观察到延胡索生物碱可能通

过 VEGF 的差异性表达影响蛋白激酶 B（Akt），有丝

分裂原活化蛋白激酶（MAPK），核转录因子 -κB

（NF-κB）信号通路。因此，温经通络汤可能通过抑

制血管侵袭发挥治疗作用。

课题组前期研究表明，温经通络汤能够下调造

模 后 干 预 2 周 组 的 KOA 小 鼠 血 清 内 VEGF 及

MMP13 的表达［6］，本文在此基础上进一步观察其对

KOA 小鼠模型关节软骨内蛋白及基因表达的药理

学效应。通过 HE 染色可以直观显示出温经通络汤

能够显著改善小鼠关节软骨结构，减轻软骨缺损；
通过 Mankin's评分可发现，温经通络汤高、低剂量组

对 KOA 均有显著的治疗作用，与硫酸氨基葡萄糖组

间无统计学差异。Western blot 结果显示，温经通络

汤 可 以 显 著 抑 制 VEGFA，VEGFR2，ERK1/2 和

ADAMTS4 的蛋白表达，且对 VEGFA，VEGFR2 和

ERK1/2 的表达呈剂量依赖性，其中温经通络汤高剂

量对 VEGFA 和 VEGFR2 的抑制作用强于硫酸氨基

葡萄糖组。而 Real-time PCR 也验证了以上实验结

果，提示温经通络汤确实能够下调 VEGF 的表达，调

控 ERK1/2 信号通路。实验证明了温经通络汤可能

通过 VEGF/VEGFR2/ERK1/2 信号通路减少软骨基

质降解，减轻软骨缺损，延缓 OA 进程从而发挥治疗

作用。本研究仍存在不足之处，缺少对温经通络汤

各主要功效中药的作用进行比较；此外，温经通络

汤为复方中药，虽目前证实治疗 OA 疗效确切，但其

作用机制可能涉及多方面 ，后续将继续进一步

研究。
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