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淫羊藿苷调控Nrf2/HO-1信号通路
对软骨细胞铁死亡的影响*
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[摘要] 目的：探讨淫羊藿苷对Atdc5软骨细胞铁死亡状态的影响及作用机制。方法：体外培养软骨细胞，运

用CCK-8法检测0.0、1.0、2.0、4.0、8.0、16.0、32.0、64.0 滋mol/L淫羊藿苷对Atdc5软骨细胞增殖的影响，以确定最佳

干预浓度。将Atdc5软骨细胞分为空白对照组、模型组、淫羊藿苷低浓度组和淫羊藿苷高浓度组，空白对照组软骨

细胞未进行药物干预，模型组软骨细胞采用白细胞介素-1茁（IL-1茁）（10 ng/mL）干预，淫羊藿苷低浓度组软骨细

胞采用IL-1茁（10 ng/mL）及低浓度淫羊藿苷（8.0 滋mol/L）干预，淫羊藿苷高浓度组软骨细胞采用IL-1茁（10 ng/mL）

及高浓度淫羊藿苷（16.0 滋mol/L）干预，各组均干预24 h。采用荧光显微镜检测细胞荧光强度，分析细胞活性氧

（ROS）含量，采用试剂盒检测细胞丙二醛（MDA）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）含量。采用定量逆转录聚合酶

链反应（qRT-PCR）检查细胞域型胶原琢1链（COL2A1）mRNA、聚集蛋白聚糖（ACAN）mRNA、谷胱甘肽过氧化

物酶4（GPX4）mRNA、溶质载体家族7成员11抗体（SLC7A11）mRNA、核因子E2相关因子2（Nrf2）mRNA、血红

素氧合酶1（HO-1）mRNA表达水平，采用蛋白质印迹法（Western blotting）检测细胞Nrf2、HO-1、GPX4、SLC7A11

蛋白表达水平。结果：8.0 滋mol/L和16.0 滋mol/L的淫羊藿苷对Atdc5软骨细胞无细胞毒性，且能显著促进其增殖

（ 约0.01）。8.0 滋mol/L和16.0 滋mol/L的淫羊藿苷在促进细胞增殖方面效果相近（ 跃0.05）。模型组细胞ROS、MDA

含量高于空白对照组（P约0.01），GSH-Px含量低于空白对照组 约0.01）；淫羊藿苷低、高浓度组细胞ROS、MDA含

量低于模型组（ 约0.01），GSH-Px含量高于模型组（ 约0.01）。模型组细胞COL2A1 mRNA、ACAN mRNA、GPX4 mR原

NA、SLC7A11 mRNA、Nrf2 mRNA、HO-1 mRNA相对表达量低于空白对照组（ 约0.01）。淫羊藿苷低、高浓度组细胞

COL2A1 mRNA、ACAN mRNA、GPX4 mRNA、SLC7A11 mRNA、Nrf2 mRNA、HO-1 mRNA相对表达量高于模型组

（ 约0.01）；淫羊藿苷高浓度组细胞COL2A1 mRNA、ACAN mRNA相对表达量高于淫羊藿苷低浓度组（ 约0.05）。模

型组细胞Nrf2、HO-1、GPX4、SLC7A11蛋白相对表达量低于空白对照组（ 约0.01）；淫羊藿苷低、高浓度组细胞Nrf2、

HO-1、GPX4、SLC7A11蛋白相对表达量高于模型组（ 约0.01）；淫羊藿苷高浓度组细胞Nrf2、HO-1蛋白相对表

达量高于淫羊藿苷低浓度组（ 约0.01）。结论：淫羊藿苷可能通过激活Nrf2/HO-1信号通路，抑制软骨细胞铁死

亡，改善软骨细胞功能状态。

[关键词] 膝骨关节炎；淫羊藿苷；软骨细胞；铁死亡；Nrf2/HO-1信号通路

[中图分类号] R285.5 [文献标识码] A [文章编号] 1672-951X（2025）09-0017-07

DOI：10.13862/j.cn43-1446/r.2025.09.003

Icariin Regulates Nrf2/HO-1 Signaling Pathway Mediated Chondrocyte

Ferroptosis in the Treatment of Knee Osteoarthritis
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膝 骨 关 节 炎 （ knee osteoarthritis， KOA） 作 为 一 种 常 见 的

慢 性 关 节 疾 病 ， 其 发 病 率 随 着 人 口 老 龄 化 的 加 剧 而 逐 年 上 升 [1]。

KOA 主 要 病 理 特 征 为 关 节 软 骨 退 变 、 软 骨 下 骨 重 塑 、 滑 膜 炎

症 反 应 等 ， 可 导 致 关 节 疼 痛 、 肿 胀 、 畸 形 及 功 能 障 碍 。 目 前 ， 尽

管 针 对 KOA 已 有 多 种 治 疗 手 段 ， 如 药 物 治 疗 、 物 理 治 疗 、 手 术

治 疗 等 ， 但 仍 难 以 从 根 本 上 阻 止 疾 病 的 进 展 ， 因 此 ， 深 入 探 究

KOA的 发 病 机 制 ， 寻 找 新 的 治 疗 靶 点 迫 在 眉 睫 [2-3]。

近 年 来 ， 铁 死 亡 这 一 新 型 程 序 性 细 胞 死 亡 方 式 逐 渐 受 到

关 注 。 研 究 表 明 ， 铁 死 亡 在 KOA 的 发 病 过 程 中 是 一 个 重 要 步

骤 [4-5]。 软 骨 细 胞 的 铁 死 亡 会 导 致 细 胞 内 铁 离 子 超 载 、 脂 质 过

氧 化 增 加 ， 进 而 破 坏 软 骨 细 胞 的 正 常 结 构 和 功 能 ， 加 速 关 节

软 骨 的 退 变 。 KOA 患 者 关 节 软 骨 组 织 中 与 铁 死 亡 相 关 的 指 标

发 生 了 显 著 变 化 ， 如 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 4（ glutathione peroxi原

dase 4 ， GPX4） 活 性 降 低 、 脂 质 过 氧 化 产 物 堆 积 等 [6-7]。 因 此 ， 调

控 软 骨 细 胞 铁 死 亡 有 望 成 为 治 疗 KOA的 新 策 略 。

淫 羊 藿 苷 是 从 淫 羊 藿 属 植 物 中 提 取 的 黄 酮 类 物 质 [8]， 具 有

抗 氧 化 、 抗 炎 及 细 胞 保 护 等 多 种 生 物 学 活 性 [9-10]。 研 究 [11-12] 表

明 ， 淫 羊 藿 苷 能 够 激 活 核 因 子 E2 相 关 因 子 2（ nuclearfactorery原

throid-derived2-like2， Nrf2） /血 红 素 氧 合 酶 1（ heme oxygenase-1，

HO-1） 信 号 通 路 ， 抑 制 氧 化 应 激 反 应 。 然 而 ， 淫 羊 藿 苷 在 膝 骨

关 节 炎 中 的 作 用 及 机 制 尚 未 完 全 明 确 ， 尤 其 是 其 对 软 骨 细 胞

铁 死 亡 的 调 控 作 用 ， 目 前 尚 缺 乏 深 入 研 究 。 鉴 于 此 ， 本 研 究 通

过 构 建 体 外 实 验 模 型 ， 深 入 探 究 淫 羊 藿 苷 对 软 骨 细 胞 铁 死 亡

状 态 的 影 响 ， 以 及 其 通 过 Nrf2/HO-1 信 号 通 路 调 控 软 骨 细 胞

铁 死 亡 的 作 用 机 制 。

1 材料与方法

1.1 药物与试剂 淫 羊 藿 苷 （ Icariin ， LCA） （ 成 都 乐 美 天 医 药

科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ： DY0091BD） ； 青 霉 素 /链 霉 素 [ 赛 默 飞 世

尔 科 技 （ 中 国 ） 有 限 公 司 ， 批 号 ： 15070063]； 胎 牛 血 清 [ 赛 默 飞

世 尔 科 技 （ 中 国 ） 有 限 公 司 ， 批 号 ： A5669701） ]； 细 胞 计 数 试 剂

its underlying mechanisms. Methods: In vitro culture of chondrocytes was performed to assess the effect of

icariin at concentrations of 0.0, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0, 32.0 and 64.0 滋mol/L on the proliferation of Atdc5

chondrocytes using the CCK-8 method, in order to determine the optimal intervention concentration. The Atdc5

chondrocytes were divided into blank control group, model group, low concentration icariin group, and high

concentration icariin group. The blank control group did not receive any drug intervention, while the model

group was treated with IL-1茁 (10 ng/mL). The low concentration icariin group was treated with IL-1茁 (10 ng/mL)

and icariin (8.0滋mol/L), and the high concentration icariin group received IL-1茁 (10 ng/mL) and icariin (16.0 滋mol/L).

All groups were treated for 24 hours. Fluorescence microscopy was used to detect the fluorescence intensity of

the cells, and analyze the content of reactive oxygen species (ROS). A kit was utilized to measure the levels of

malondialdehyde (MDA) and glutathione peroxidase (GSH-Px). Quantitative reverse transcription polymerase chain

reaction (qRT-PCR) was employed to investigate the expression levels of type 域 collagen 琢1 chain (COL2A1)

mRNA, aggrecan (ACAN) mRNA, glutathione peroxidase 4 (GPX4) mRNA, solute carrier family 7 member 11

(SLC7A11) mRNA, nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) mRNA, and heme oxygenase 1 (HO-1) mRNA.

Additionally, protein expression levels of Nrf2, HO-1, GPX4, and SLC7A11 in the cells were assessed using

Western blotting. Results: The concentrations of 8.0 滋mol/L and 16.0 滋mol/L of icariin demonstrated no cytotoxicity

to Atdc5 chondrocytes and significantly promoted their proliferation (P<0.01), with similar effects on cell prolif原

eration between the 8.0 滋mol/L and 16.0 滋mol/L groups (P>0.05). The model group showed higher levels of

ROS and MDA than blank control group (P<0.01), while lower levels of GSH-Px than blank control group (P<

0.01). The low and high concentration icariin groups showed lower levels of ROS and MDA than model group

(P<0.01), while higher levels of GSH-Px than model group (P<0.01). The model group showed lower relative

expression levels of COL2A1 mRNA, ACAN mRNA, GPX4 mRNA, SLC7A11 mRNA, Nrf2 mRNA, and HO-1

mRNA than blank control group (P<0.01). In contrast, the low and high concentration icariin groups showed higher

relative expression levels of COL2A1 mRNA, ACAN mRNA, GPX4 mRNA, SLC7A11 mRNA, Nrf2 mRNA, and

HO-1 mRNA than model group (P<0.01). Additionally, the high concentration icariin group showed higher

relative expression levels of COL2A1 mRNA and ACAN mRNA than low concentration icariin group (P<0.05).

The model group showed lower relative expression levels of Nrf2, HO-1, GPX4, and SLC7A11 proteins than

blank control group (P<0.01). The low and high concentration icariin groups showed higher relative expression

levels of Nrf2, HO-1, GPX4, and SLC7A11 proteins than model group (P<0.01). The high concentration icariin

group showed higher relative expression levels of Nrf2 and HO-1 protein than low concentration icariin group

(P<0.01). Conclusion: Icariin may inhibit ferroptosis in chondrocytes and improve their functional status by activating

the Nrf2/HO-1 antioxidant signaling pathway.

[Keywords] knee osteoarthritis; Icariin; chondrocyte; ferroptosis; Nrf2/HO-1 signaling pathway
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盒 -8（ CCK-8） （ GlpBio 公 司 ， 批 号 ： GK10001） ； SYBRGreen原

qPCR 预 混 液 （ MedChemExpress 公 司 ， 批 号 ： HY-K0501） ； 谷 胱

甘 肽 过 氧 化 物 酶 （ glutathione peroxidase ， GSH-Px） 检 测 试 剂

盒 （ 碧 云 天 生 物 公 司 ， 批 号 ： S0059S） ； 丙 二 醛 （ malondialde原

hyde ， MDA） 检 测 试 剂 盒 （ GlpBio 公 司 ， 批 号 ： S0131S） ； 胰 蛋 白

酶 [ 赛 默 飞 世 尔 科 技 （ 中 国 ） 有 限 公 司 ， 批 号 ： 25200056） ]； 活 性

氧 （ reactive oxygen Species， ROS） 检 测 试 剂 盒 （ 白 鲨 生 物 公

司 ， 批 号 ： BL714A） ； ECL化 学 发 光 底 物 试 剂 盒 （ 白 鲨 生 物 公 司 ，

批 号 ： BL520A） ； 磷 酸 盐 缓 冲 溶 液 （ 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ，

批 号 ： G4202） ； DMEM/F12 细 胞 培 养 基 （ 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限

公 司 ， 批 号 ： G4610） ； SDS-PAGE 凝 胶 配 制 试 剂 盒 （ 碧 云 天 生 物

技 术 有 限 公 司 ， 批 号 ： P0903） ； TRIzol 核 酸 提 取 试 剂 [ 赛 默 飞 世

尔 科 技 （ 中 国 ） 有 限 公 司 ， 批 号 ： 15596018CN]； 溶 质 载 体 家 族 7

成 员 11（ solute carrier family 7 member 11 Gene ， SLC7A11）

抗 体 （ 江 苏 亲 科 生 物 研 究 中 心 有 限 公 司 ， 批 号 DF12509） ； GPX4

抗 体 （ 江 苏 亲 科 生 物 研 究 中 心 有 限 公 司 ， 批 号 ： DF6701） ； Nfr2

抗 体 [ 艾 比 玛 特 生 物 医 药 （ 上 海 ） 有 限 公 司 ， 批 号 ： T55136]；

HO-1 抗 体 [ 艾 比 玛 特 生 物 医 药 （ 上 海 ） 有 限 公 司 ， 批 号 ：

T55113]； 微 管 蛋 白 （ 茁-tubulin） 抗 体 [ 艾 比 玛 特 生 物 医 药 （ 上

海 ） 有 限 公 司 ， 批 号 ： M20005]； 白 细 胞 介 素 -1茁（ interleukin-

1茁， IL-1茁） [赛 默 飞 世 尔 科 技 （ 中 国 ） 有 限 公 司 ， 批 号 ： 100947]。

1.2 主要仪器 流 式 细 胞 仪 [ 碧 迪 医 疗 器 械 （ 上 海 ） 有 限 公

司 ， 型 号 ： FACSCanto 域]； 全 波 长 酶 标 仪 [ 赛 默 飞 世 尔 科 技 （ 中

国 ） 有 限 公 司 ， 型 号 ： Multiskan GO 1510]； 凝 胶 成 像 系 统 [ 伯 乐

生 命 医 学 产 品 （ 上 海 ） 有 限 公 司 ， 型 号 ： GelDoc Go/ChemiDoc MP]

1.3 细胞培养 Atdc5 软 骨 细 胞 系 （ 批 号 ： FH037820240110）

由 [澳 睿 赛 生 物 技 术 （ 上 海 ） 有 限 公 司 ]提 供 。 细 胞 在 含 有 10%胎

牛 血 清 、 100.0 U/mL 青 霉 素 及 100.0 滋g/mL 链 霉 素 的 改 良 型

DMEM/F12 培 养 基 中 进 行 培 养 。 将 细 胞 置 于 5%CO2、 37 益 的 恒

温 培 养 箱 内 常 规 培 养 ， 每 2 d 更 换 一 次 培 养 液 。 当 细 胞 生 长 至

覆 盖 培 养 瓶 底 部 面 积 约 90% 时 ， 使 用 0.25% 胰 蛋 白 酶 进 行 消

化 ， 并 在 1 000 r/min（ 离 心 半 径 12cm） 、 20益的 条 件 下 离 心 5 min，

以 获 取 细 胞 。 获 取 的 细 胞 经 改 良 型 DMEM/F12 培 养 基 稀 释 至

合 适 浓 度 后 ， 重 新 接 种 至 新 的 细 胞 培 养 皿 中 。

1.4 细胞活力 在 96 孔 板 内 ， 按 照 每 孔 5伊103 个 的 密 度 接 种

Atdc5细 胞 。 培 养 24 h后 将 培 养 基 替 换 为 含 有 不 同 浓 度 （ 0.0、 1.0、

2.0、 4.0、 8.0、 16.0、 32.0、 64.0 滋mol/L） 淫 羊 藿 苷 的 改 良 型 DMEM/

F12 培 养 基 ， 每 种 药 物 浓 度 均 设 置 3 个 复 孔 ， 培 养 24 h 后 ， 每 孔

加 入 100 滋L改 良 型 DMEM/F12 培 养 基 及 10 滋L CCK-8 溶 液 ， 继

续 培 养 2 h。 采 用 赛 默 飞 Multiskan GO全 波 长 酶 标 仪 ， 在 450 nm

波 长 条 件 下 测 定 各 孔 吸 光 度 ， 评 估 细 胞 活 力 。 细 胞 活 力 = 实 验

组 吸 光 度 /对 照 组 吸 光 度 平 均 值 。

1.5 软骨细胞损伤模型构建及分组 参 考 “ 1.4” 中 细 胞 活 力

与 增 殖 测 定 实 验 结 果 ， 确 定 8.0 滋mol/L和 16.0 滋mol/L的 淫 羊 藿

苷 作 为 后 续 实 验 的 干 预 浓 度 。 采 用 IL-1茁（ 10 ng/mL） 刺 激 Atdc5

软 骨 细 胞 ， 模 拟 体 外 膝 骨 关 节 炎 相 关 软 骨 细 胞 损 伤 微 环 境 。

将 Atdc5 软 骨 细 胞 分 为 空 白 对 照 组 、 模 型 组 、 淫 羊 藿 苷 低 浓 度

组 、 淫 羊 藿 苷 高 浓 度 组 ， 每 组 3 个 复 孔 。 空 白 对 照 组 细 胞 不 施

加 任 何 处 理 ， 仅 进 行 常 规 细 胞 培 养 ； 模 型 组 细 胞 加 入 质 量 浓

度 为 10 ng/mL的 IL-1茁处 理 ； 淫 羊 藿 苷 低 浓 度 组 细 胞 加 入 IL-1茁

（ 10 ng/mL） 及 低 浓 度 淫 羊 藿 苷 （ 8.0 滋mol/L） 处 理 ； 淫 羊 藿 苷 高

浓 度 组 细 胞 加 入 IL-1茁（ 10 ng /mL） 及 高 浓 度 淫 羊 藿 苷

（ 16.0 滋mol/L） 处 理 。 各 组 均 干 预 24 h后 进 行 后 续 指 标 检 测 。

1.6 观察指标 以 下 实 验 独 立 重 复 3次 ， 每 次 实 验 对 照 组 设 3 个

复 孔 。

1.6.1 细 胞 内 ROS 含 量 干 预 结 束 后 收 集 各 组 细 胞 ， 采 用 胰

蛋 白 酶 消 化 处 理 ， 随 后 用 磷 酸 盐 缓 冲 溶 液 清 除 细 胞 表 面 未 结

合 的 物 质 。 配 制 浓 度 为 5.0 滋mol/L 的 二 氯 荧 光 黄 双 乙 酸 盐

（ DCFH-DA） 荧 光 探 针 工 作 液 检 测 细 胞 内 ROS 水 平 。 将 细 胞 与

DCFH-DA 荧 光 探 针 在 37 益 、 5%CO2 的 培 养 箱 环 境 中 孵 育

30 min。 在 此 过 程 中 ， DCFH-DA会 被 细 胞 摄 取 并 转 化 为 DCFH，

在 细 胞 内 逐 渐 积 累 。 当 细 胞 内 存 在 ROS 时 ， DCFH 会 被 氧 化 为

具 有 强 荧 光 的 DCF， 其 荧 光 强 度 与 细 胞 内 ROS 水 平 呈 正 相 关 。

孵 育 结 束 后 ， 再 次 洗 涤 细 胞 以 去 除 未 反 应 的 多 余 探 针 ， 将 细

胞 转 移 至 流 式 管 中 ， 并 用 胎 牛 血 清 重 悬 细 胞 ， 最 后 借 助 流 式

细 胞 仪 （ BD FACSCantoTM 域） 测 定 细 胞 的 荧 光 强 度 ， 以 此 评

估 细 胞 内 ROS 活 性 水 平 。

1.6.2 细 胞 内 MDA、 GSH-Px 含 量 干 预 结 束 后 ， 使 用 细 胞 裂

解 液 提 取 细 胞 。 采 用 MDA 检 测 试 剂 盒 、 GSH-Px 检 测 试 剂 盒 检

测 细 胞 内 MDA、 GSH-Px 含 量 。 严 格 按 照 试 剂 盒 说 明 书 的 操 作

流 程 ， 使 用 赛 默 飞 Multiskan GO 全 波 长 酶 标 仪 测 定 各 样 本 的

相 关 参 数 。

1.6.3 细 胞 域型 胶 原 琢1链 （ collagen type II alpha 1 chain gene ，

COL2A1） mRNA、 聚 集 蛋 白 聚 糖 （ aggrecan gene， ACAN） mRNA、

GPX4 mRNA、 SLC7A11 mRNA、 Nrf2 mRNA、 HO-1 mRNA 表

达 水 平 采 用 定 量 逆 转 录 聚 合 酶 链 反 应 （ quantitative reverse

transcription polymerase chain reaction ， qRT-PCR） 检 测 各 组

细 胞 COL2A1 mRNA、 ACANmRNA、 GPX4 mRNA、 SLC7A11

mRNA、 Nrf2 mRNA、 HO-1 mRNA表 达 水 平 。 干 预 结 束 后 运 用

TRIzol 试 剂 提 取 各 组 细 胞 的 总 RNA， 并 进 行 定 量 检 测 。 引 物 信

息 见 表 1。 PCR反 应 体 系 设 定 为 50 滋L， 具 体 成 分 如 下 ： 2伊Phanta

Max 超 保 真 预 混 液 缓 冲 液 （ 2伊Phanta Buffer） 占 25 滋L， 上 下 游

引 物 （ 浓 度 均 为 5 滋mol/L） 各 添 加 2 滋L ， DNA 模 板 为 1 滋L ，

Phanta R MaxDNA 聚 合 酶 1 滋L ， 脱 氧 核 苷 三 磷 酸 混 合 物

（ dNTPMixture） 1 滋L， 剩 余 18 滋L 为 双 蒸 水 （ ddH2O） 。 选 用 内 参

基 因 18s（ 18srRNA） 作 为 内 参 基 因 ， ABI 7500 型 实 时 荧 光 定 量

PCR 仪 设 定 反 应 条 件 为 ： 首 先 在 95 益 下 预 变 性 5 min， 接 着 进

入 循 环 反 应 ， 每 个 循 环 包 括 95益变 性 5 s、 60 益退 火 及 延 伸 31 s ，

共 进 行 40 个 循 环 。 采 用 2-驻驻Ct法 计 算 目 标 基 因 的 相 对 表 达 量 。

表 1 引物序列

目 的 基 因 上 游 引 物 （ 5 ’ - 3 ’ ） 下 游 引 物 （ 5 ’ - 3 ’ ） 扩 增 产 物 片 段 长 度 / b p

C O L 2 A 1 C C A G A T T G A G A G C A T C C G C A T G G A T T G G G G T A G A C G C A A G 1 9 3

A C A N A C T C T G G G T T T T C G T G A C T C T A C A C T C A G C G A G T T G T C A T G G 2 0 1

G P X 4 T G T G C A T C C C G C G A T G A T T C C C T G T A C T T A T C C A G G C A G A 9 7

S L C 7 A 1 1 G G C A C C G T C A T C G G A T C A G C T C C A C A G G C A G A C C A G A A A A 1 6 0

N r f 2 C T T T A G T C A G C G A C A G A A G G A C A G G C A T C T T G T T T G G G A A T G T G 1 4 0

H O - 1 A A G A G G C C A A G A C T G C G T T C G G T G T C A T G G G T C A G C A G C 1 1 8

1 8 s r R N A T G G T T G C A A A G C T G A A A C T T A A A G A G T C A A A T T A A G C C G C A G G C 1 9 4
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1.6.4 细 胞 Nrf2、 HO-1 、 GPX4 、 SLC7A11 蛋 白 表 达 水 平 采 用

蛋 白 质 免 疫 印 迹 法 （ Western blotting） 实 验 检 测 各 组 细 胞

Nrf2、 HO-1 、 GPX4 、 SLC7A11 蛋 白 表 达 水 平 。 干 预 结 束 后 采 用

放 射 免 疫 沉 淀 法 裂 解 缓 冲 液 处 理 各 组 软 骨 细 胞 ， 以 促 使 细 胞

裂 解 并 释 放 其 中 的 蛋 白 质 。 运 用 BCA 蛋 白 浓 度 检 测 法 测 定 提

取 的 蛋 白 质 浓 度 后 ， 从 每 组 样 本 中 准 确 取 出 10 滋g 蛋 白 样 品 ，

用 于 10% SDS-PAGE 电 泳 分 离 操 作 。 电 泳 结 束 后 ， 通 过 湿 转

印 技 术 将 分 离 后 的 蛋 白 质 转 移 至 聚 偏 二 氟 乙 烯 膜 （ polyvinyli原

dene fluoride， PVDF） 上 。 PVDF膜 依 次 经 过 封 闭 处 理 以 及 TBST

清 洗 后 ， 与 针 对 目 标 蛋 白 （ Nrf2、 HO-1、 GPX4、 SLC7A11 、 茁-tubu原

lin） 的 一 抗 按 照 1颐1 000 的 稀 释 比 例 进 行 孵 育 ， 孵 育 完 成 后 再

次 清 洗 ， 随 后 以 相 同 稀 释 度 的 二 抗 进 行 孵 育 。 最 后 借 助 化 学

发 光 技 术 ， 在 凝 胶 成 像 系 统 获 取 图 像 ， 并 运 用 ImageJ 软 件 对 图

像 进 行 分 析 处 理 ， 从 而 得 到 各 目 标 蛋 白 的 相 对 表 达 量 。

1.7 统计学方法 运 用 SPSS 27.0软 件 统 计 数 据 ， 借 助 Graph原

Pad Prism10.1 软 件 进 行 数 据 可 视 化 绘 图 。 计 量 资 料 符 合 正 态

分 布 ， 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 。 若 计 量 资 料 符 合 正 态 分

布 且 方 差 齐 ， 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 两 两 比 较 运 用 Bonferroni

法 。 约0.05 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 淫羊藿苷对Atdc5软骨细胞活力的影响 当 淫 羊 藿 苷 浓

度 处 于 8.0 滋mol/L 与 16.0 滋mol/L 时 ， 对 Atdc5 软 骨 细 胞 未 呈 现

出 细 胞 毒 性 ， 反 而 显 著 增 强 了 细 胞 活 力 （ 约0.01） 。 这 两 个 浓 度

在 提 高 细 胞 活 力 方 面 效 果 相 近 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。

（ 见 图 1） 基 于 此 ， 后 续 实 验 选 用 8.0 滋mol/L 和 16.0 滋mol/L 的 淫

羊 藿 苷 进 行 干 预 。

注：与空白对照组比较，a 约0.01。

图 1 各组 Atdc5软骨细胞活力比较 （x依s，n=3）

2.2 各组Atdc5软骨细胞中ROS含量比较 模 型 组 细 胞 ROS

含 量 高 于 空 白 对 照 组 （ 约0.01） ； 淫 羊 藿 苷 低 、 高 浓 度 组 细 胞

ROS 含 量 均 低 于 模 型 组 （ 约0.01） ； 淫 羊 藿 苷 高 浓 度 组 细 胞

ROS 含 与 淫 羊 藿 苷 低 浓 度 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃

0.05） 。 （ 见 图 2~3）

图 2 Atdc5软骨细胞 ROS平均荧光水平代表图

注：与空白对照组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.01；

与淫羊藿苷低浓度组比较，c 跃0.05。

图 3 各组 Atdc5软骨细胞 ROS含量比较 （x依s，n=3）

2.3 各组Atdc5软骨细胞MDA、GSH-Px含量比较 模 型 组 细

胞 MDA含 量 高 于 空 白 对 照 组 （ 约0.01） ， GSH-Px 含 量 低 于 空 白

对 照 组 （ 约0.01） ； 淫 羊 藿 苷 低 、 高 浓 度 组 细 胞 MDA 含 量 低 于

模 型 组 （ 约0.01） ， GSH-Px 含 量 高 于 模 型 组 （ 约0.01） ； 淫 羊 藿

苷 高 浓 度 组 细 胞 MDA、 GSH-Px 含 量 与 淫 羊 藿 苷 低 浓 度 组 比

较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） ， 表 明 在 这 两 个 浓 度 下 ， 淫 羊

藿 苷 对 MDA、 GSH-Px 的 影 响 效 果 相 近 。 （ 见 图 4）

注:与空白对照组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.01；

与淫羊藿苷低浓度组比较，c 跃0.05。

图 4 各组 Atdc5软骨细胞 MDA、GSH-Px含量比较

（x依s，n=3）

2.4 各组Atdc5软骨细胞COL2A1 mRNA、ACAN mRNA相对

表达量比较 模 型 组 细 胞 COL2A1 mRNA、 ACAN mRNA 相

对 表 达 量 低 于 空 白 对 照 组 （ 约0.01） ； 淫 羊 藿 苷 低 、 高 浓 度 组 细

胞 COL2A1 mRNA、 ACAN mRNA 相 对 表 达 量 高 于 模 型 组 （ 约

0.01） ； 淫 羊 藿 苷 高 浓 度 组 细 胞 COL2A1 mRNA、 ACAN mRNA

相 对 表 达 量 高 于 淫 羊 藿 苷 低 浓 度 组 （ 约0.05） 。 （ 见 图 5）

注：与空白对照组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.01；

与淫羊藿苷低浓度组比较，c 约0.05。

图 5 各组 Atdc5软骨细胞 COL2A1 mRNA、ACAN mRNA

相对表达量比较 （x依s，n=3）

2.5 各组Atdc5软骨细胞GPX4 mRNA、SLC7A11 mRNA相对

空 白 对 照 组 模 型 组 淫 羊 藿 苷 低 浓 度 组 淫 羊 藿 苷 高 浓 度 组
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表达量比较 模 型 组 细 胞 GPX4 mRNA、 SLC7A11 mRNA 相

对 表 达 量 低 于 空 白 对 照 组 （ 约0.01） ； 淫 羊 藿 苷 低 、 高 浓 度 组 细

胞 GPX4 mRNA、 SLC7A11 mRNA 相 对 表 达 量 高 于 模 型 组 （ 约

0.01） ； 淫 羊 藿 苷 高 浓 度 组 细 胞 GPX4 mRNA、 SLC7A11 mRNA

相 对 表 达 量 与 淫 羊 藿 苷 低 浓 度 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义

（ 跃0.05） 。 （ 见 图 6）

注：与空白对照组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.01；

与淫羊藿苷低浓度组比较，c 跃0.05。

图 6 各组 Atdc5软骨细胞 GPX4 mRNA、SLC7A11 mRNA

相对表达量比较 （x依s，n=3）

2.6 各组Atdc5软骨细胞Nrf2 mRNA、HO-1 mRNA相对表达

量比较 模 型 组 细 胞 Nrf2 mRNA、 HO-1 mRNA 相 对 表 达 量

低 于 空 白 对 照 组 （ <0.01） ； 淫 羊 藿 苷 低 、 高 浓 度 组 细 胞 Nrf2

mRNA、 HO-1 mRNA 相 对 表 达 量 高 于 模 型 组 （ <0.01） ； 淫 羊

藿 苷 高 浓 度 组 细 胞 Nrf2 mRNA 相 对 表 达 量 高 于 淫 羊 藿 苷 低

浓 度 组 （ <0.05） ； 淫 羊 藿 苷 高 浓 度 组 细 胞 HO-1 mRNA 相 对

表 达 量 与 淫 羊 藿 苷 低 浓 度 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ >0.05） 。

（ 见 图 7）

注：与空白对照组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.01；

与淫羊藿苷低浓度组比较，c <0.05，d 跃0.05。

图 7 各组 Atdc5软骨细胞 Nrf2 mRNA、HO-1 mRNA相对

表达量比较 （x依s，n=3）

2.7 各组Atdc5软骨细胞GPX4、SLC7A11蛋白相对表达量比

较 模 型 组 细 胞 GPX4 、 SLC7A11 蛋 白 相 对 表 达 量 低 于 空 白 对

照 组 （ 约0.01） ； 淫 羊 藿 苷 低 、 高 浓 度 组 细 胞 GPX4 、 SLC7A11 蛋

白 相 对 表 达 量 高 于 模 型 组 （ 约0.01） ； 淫 羊 藿 苷 高 浓 度 组 细 胞

GPX4、 SLC7A11 蛋 白 相 对 表 达 量 与 淫 羊 藿 苷 低 浓 度 组 比 较 ，

差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 （ 见 图 8~9）

图 8 各组 Atdc5软骨细胞 GPX4、SLC7A11、Nrf2、HO-1

蛋白表达Western blotting图

注：与空白对照组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.01；

与淫羊藿苷低浓度组比较，c 跃0.05，d <0.05。

图 9 各组 Atdc5软骨细胞 GPX4、SLC7A11、Nrf2、HO-1

蛋白相对表达量比较（x依s，n=3）

2.8 各组Atdc5软骨细胞Nrf2、HO-1蛋白相对表达量比较 模 型

组 细 胞 Nrf2、 HO-1 蛋 白 相 对 表 达 量 低 于 空 白 对 照 组 （ <0.01） ；

淫 羊 藿 苷 低 、 高 浓 度 组 细 胞 Nrf2 、 HO-1 蛋 白 相 对 表 达 量 高 于

模 型 组 （ <0.01） ； 淫 羊 藿 苷 高 浓 度 组 细 胞 Nrf2 、 HO-1 蛋 白 相

对 表 达 量 高 于 淫 羊 藿 苷 低 浓 度 组 （ <0.05） 。 （ 见 图 8~9）

3 讨 论

膝 骨 关 节 炎 是 一 种 退 行 性 疾 病 ， 严 重 影 响 患 者 的 生 活 质

量 [13-14]。 近 期 研 究 揭 示 了 铁 死 亡 在 KOA 病 理 过 程 中 的 关 键 作

用 。 铁 死 亡 是 一 种 程 序 性 细 胞 死 亡 形 式 ， 其 过 程 由 铁 依 赖 性

脂 质 过 氧 化 驱 动 ， 与 ROS 积 累 密 切 相 关 [15-16]。 软 骨 细 胞 内 ROS

水 平 升 高 导 致 氧 化 应 激 加 剧 ， 触 发 铁 死 亡 机 制 ， 进 而 引 发 软

骨 基 质 破 坏 和 关 节 功 能 障 碍 [17-18]。

淫 羊 藿 苷 具 有 多 种 生 物 活 性 ， 涵 盖 抗 氧 化 、 抗 炎 等 关 键

特 性 。 其 中 ， 抗 氧 化 特 性 可 通 过 调 节 细 胞 内 氧 化 还 原 平 衡 ， 抑

制 自 由 基 的 过 度 产 生 ， 从 而 减 轻 氧 化 应 激 对 细 胞 造 成 的 损 伤 ；

抗 炎 特 性 则 能 够 作 用 于 炎 症 信 号 通 路 ， 减 少 炎 症 介 质 的 释

放 ， 有 效 缓 解 炎 症 反 应 [19]。 本 研 究 采 用 IL-1茁 诱 导 KOA 相 关 损

伤 模 型 。 结 果 表 明 ， 软 骨 细 胞 内 的 ROS 和 MDA 水 平 呈 现 显 著

上 升 趋 势 。 ROS 作 为 细 胞 内 氧 化 应 激 的 重 要 标 志 物 ， 其 过 度
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积 累 会 攻 击 细 胞 内 的 生 物 大 分 子 ， 如 脂 质 、 蛋 白 质 和 核 酸 等 [20]；

MDA 是 脂 质 过 氧 化 的 终 产 物 ， 其 水 平 升 高 反 映 了 细 胞 内 脂 质

过 氧 化 程 度 加 剧 。 与 此 同 时 ， 软 骨 细 胞 内 GSH-Px 活 性 下 降 。

GSH-Px 是 细 胞 内 重 要 的 抗 氧 化 酶 ， 其 活 性 降 低 表 明 细 胞 抗

氧 化 防 御 系 统 功 能 受 损 [21]。 软 骨 细 胞 COL2A1 mRNA 和 ACAN

mRNA 表 达 下 调 。 COL2A1 和 ACAN 是 软 骨 细 胞 外 基 质 的 关 键

组 成 成 分 ， COL2A1 mRNA 和 ACAN mRNA 表 达 下 调 意 味 着

软 骨 细 胞 外 基 质 合 成 减 少 。 这 一 系 列 变 化 表 明 软 骨 细 胞 经 历

了 显 著 的 铁 死 亡 过 程 ， 并 伴 随 功 能 损 害 [22]。 淫 羊 藿 苷 低 、 高 浓

度 组 细 胞 ROS 和 MDA 含 量 均 低 于 模 型 组 （ 约0.01） ， 表 明 细 胞

内 氧 化 应 激 水 平 和 脂 质 过 氧 化 程 度 得 到 有 效 缓 解 ； 淫 羊 藿 苷

低 、 高 浓 度 组 细 胞 GSH-Px 高 于 模 型 组 （ 约0.01） ， 说 明 细 胞 抗

氧 化 防 御 系 统 功 能 有 所 恢 复 ； 淫 羊 藿 苷 低 、 高 浓 度 组 细 胞

COL2A1 mRNA 和 ACAN mRNA 相 对 表 达 量 高 于 模 型 组 （ 约

0.01） ， 且 淫 羊 藿 苷 高 浓 度 组 COL2A1 mRNA 和 ACAN mRNA

相 对 表 达 量 高 于 淫 羊 藿 苷 低 浓 度 组 （ 约0.05） 。 这 一 系 列 实 验

结 果 提 示 ， 淫 羊 藿 苷 能 够 有 效 抑 制 软 骨 细 胞 铁 死 亡 ， 并 改 善 细

胞 功 能 状 态 ， 呈 现 出 显 著 的 剂 量 依 赖 性 效 应 。

在 细 胞 内 稳 态 维 持 过 程 中 ， Nrf2/HO-1 信 号 通 路 对 于 抵

御 细 胞 氧 化 应 激 起 着 至 关 重 要 的 作 用 。 正 常 生 理 状 态 下 ， Nrf2

与 Kelch样 环 氧 氯 丙 烷 相 关 蛋 白 1（ Keap1） 紧 密 结 合 ， 从 而 处 于

失 活 状 态 。 Keap1 作 为 关 键 的 负 性 调 节 因 子 ， 将 Nrf2 锚 定 于 细

胞 质 中 ， 并 促 使 其 发 生 泛 素 化 修 饰 ， 进 而 被 蛋 白 酶 体 降 解 ， 以

此 阻 碍 Nrf2 发 挥 转 录 调 控 功 能 [23]。 当 细 胞 遭 遇 氧 化 应 激 时 ， 即

细 胞 内 ROS 的 产 生 与 抗 氧 化 防 御 机 制 间 出 现 失 衡 ， 一 系 列 复

杂 的 分 子 事 件 随 即 被 触 发 。 氧 化 应 激 诱 导 Keap1 发 生 特 定 修

饰 ， 使 得 Nrf2 与 Keap1 解 离 。 脱 离 Keap1 束 缚 的 Nrf2 迅 速 向 细 胞

核 内 转 移 。 在 细 胞 核 中 ， Nrf2特 异 性 地 结 合 到 靶 基 因 启 动 子 区

域 的 抗 氧 化 反 应 元 件 （ AREs） 上 。 这 种 结 合 激 活 了 一 系 列 抗 氧

化 酶 基 因 的 转 录 过 程 ， 其 中 HO-1 是 Nrf2 最 为 重 要 的 下 游 靶 标

之 一 [24]。 HO-1 作 为 Nrf2/HO-1 信 号 通 路 中 的 关 键 效 应 分 子 ， 深

度 参 与 了 细 胞 抗 氧 化 反 应 的 调 节 。 HO-1 催 化 反 应 的 产 物 不

仅 能 够 直 接 清 除 细 胞 内 过 多 的 ROS ， 还 能 通 过 调 节 多 种 细 胞

内 信 号 通 路 ， 全 面 提 升 细 胞 的 抗 氧 化 能 力 [25]。 HO-1 能 保 护 细

胞 免 受 氧 化 应 激 引 发 的 损 伤 ， 如 脂 质 过 氧 化 、 蛋 白 质 氧 化 及

DNA损 伤 [26-27]。

本 研 究 结 果 表 明 ， 模 型 组 细 胞 Nrf2 mRNA、 HO-1 mRNA

相 对 表 达 量 及 Nrf2、 HO-1蛋 白 相 对 表 达 量 均 低 于 空 白 对 照 组 （ 约

0.01） ， 淫 羊 藿 苷 低 、 高 浓 度 组 细 胞 Nrf2 mRNA、 HO-1 mRNA

相 对 表 达 量 及 Nrf2 、 HO-1 蛋 白 相 对 表 达 量 均 高 于 模 型 组 （ 约

0.01） ， 淫 羊 藿 苷 高 浓 度 组 细 胞 Nrf2 mRNA相 对 表 达 量 及 Nrf2、

HO-1 蛋 白 相 对 表 达 量 均 高 于 淫 羊 藿 苷 低 浓 度 组 （ 约0.05） 。 这

表 明 淫 羊 藿 苷 可 增 强 细 胞 抗 氧 化 能 力 ， 其 机 制 可 能 是 通 过 激

活 Nrf2/HO-1 信 号 通 路 从 而 抑 制 软 骨 细 胞 铁 死 亡 。 此 外 ， 淫 羊

藿 苷 低 、 高 浓 度 组 细 胞 GPX4 mRNA、 SLC7A11 mRNA 相 对 表

达 量 及 GPX4 、 SLC7A11 蛋 白 相 对 表 达 量 均 高 于 模 型 组 （ 约

0.01） ， 说 明 淫 羊 藿 苷 对 软 骨 细 胞 铁 死 亡 的 抑 制 作 用 部 分 可 能

是 通 过 调 节 这 些 关 键 基 因 实 现 的 。

综 上 所 述 ， 淫 羊 藿 苷 能 通 过 激 活 Nrf2/HO-1 信 号 通 路 对

抗 铁 死 亡 ， 可 能 机 制 为 清 除 ROS ， 恢 复 细 胞 内 氧 化 还 原 平 衡 ，

防 止 脂 质 过 氧 化 产 物 的 累 积 ， 从 而 中 断 铁 死 亡 进 程 [28-29]。 淫 羊

藿 苷 能 通 过 减 轻 软 骨 细 胞 内 的 氧 化 应 激 来 预 防 或 逆 转 铁 死

亡 ， 进 而 维 护 软 骨 结 构 和 功 能 的 完 整 性 [30-31]。 尽 管 本 研 究 揭 示

了 淫 羊 藿 苷 通 过 激 活 Nrf2/HO-1 信 号 通 路 抑 制 软 骨 细 胞 铁 死

亡 的 潜 在 机 制 ， 但 本 研 究 仅 为 体 外 实 验 ， 限 制 了 对 其 体 内 疗

效 的 理 解 。 未 来 研 究 需 进 一 步 开 展 动 物 实 验 以 验 证 淫 羊 藿 苷

在 体 内 环 境 下 的 治 疗 效 果 ， 深 入 探 索 其 作 用 靶 点 和 机 制 。
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