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【摘要】  目的　探讨丹参酮ⅡA（tanshinone ⅡA, Tan）对卵巢切除（绝经后雌激素缺乏模型）大鼠骨关节退行性变的

缓解作用及其机制。方法　将8周龄SD雌性大鼠随机分为5组（每组10只）：假手术组（Sham），卵巢切除组（OVX）及低、中

和高剂量Tan组。双侧卵巢切除术8周后，分别给予大鼠5、10和20 mg/kg Tan治疗28 d。通过X射线、解剖学观察、HE染色

和甲苯胺蓝染色组织学观察评估大鼠关节软骨情况。免疫组织化学检测软骨组织中转化生长因子β1（transforming growth

factor β1, TGF-β1）、磷酸化的Smad2（phosphorylated-smad2, p-Smad2）、Ⅱ型胶原（type Ⅱ collagen, CⅡ）、基质金属蛋白酶

9 （matrix metalloproteinase 9, MMP-9）和MMP-13的表达水平。结果　X射线、解剖学观察和组织学检测结果显示，OVX组

大鼠膝关节表现为关节间隙狭窄、骨赘形成、软骨侵蚀甚至局部软骨出现裂隙、软骨表面甲苯胺蓝染色变淡，软骨细胞排

列紊乱、潮线不清甚至中断，Kellgren-Lawrence分级评分、Pelletier分级评分、Mankin评分和OARSI评分均较Sham组增高

（P<0.01）；Tan可剂量依赖性改善OVX导致的上述膝关节退行性变，提高Kellgren-Lawrence分级评分、Pelletier分级评分、

Mankin评分和OARSI评分。免疫组化检测显示，相对于OVX组，Tan组软骨组织中TGF-β1、p-Smad2、CⅡ表达增高

（P<0.01），MMP-9和MMP-13表达降低（P<0.01），且呈剂量效应。结论　Tan可减轻卵巢去势大鼠关节软骨退变，其作用可

能与其调节TGF-β1/Smad2/MMPs信号通路有关。
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【Abstract】   Objective　To  investigate  the  ameliorative  effect  of  tanshinone ⅡA  (Tan)  on  osteoarticular
degeneration  in  ovariectomized  rats  (a  postmenopausal  estrogen  deficiency  model)  and  the  mechanisms  involved.
Methods　Eight-week-old female Sprague Dawley (SD) rats were randomly allocated to 5 groups (n=10 each), including
a Sham operation group (Sham), an ovariectomy group (OVX), and low, medium, and high-dose Tan groups. Eight weeks
after bilateral ovariectomy, the rats in the low, medium, and high-dose Tan groups were treated with Tan at the doses of 5,
10, and 20 mg/kg for a duration of 28 days. Evaluation of the rat articular cartilage was performed using X-ray imaging,
anatomical observation, hematoxylin and eosin (H&E) staining, and toluidine blue staining. Immunohistochemistry was
performed to assess the expression levels of transforming growth factor β1 (TGF-β1), phosphorylated-smad2 (p-Smad2),
type Ⅱ collagen  (CⅡ),  matrix  metalloproteinase  9  (MMP-9),  and  MMP-13  in  the  cartilage  tissue. Results　The  knee
joints of the OVX rats exhibited narrowed joint spaces, osteophyte formation, cartilage erosion or even localized cartilage
cracks,  faded  methylene  blue  staining  on  the  cartilage  surface,  disordered  arrangement  of  chondrocytes,  unclear  or
interrupted  tidal  line,  and  increased  Kellgren-Lawrence  grading,  Pelletier  grading,  Mankin  grading,  and  OARSI  scores
compared to  those  of  the  Sham group (P<0.01),  as  revealed by X-ray imaging,  anatomical  observation,  and histological
examination  results.  Tan  ameliorated  the  degenerative  changes  in  the  knee  joint  caused  by  OVX  in  a  dose-dependent
manner  while  improving  Kellgren-Lawrence  grading,  Pelletier  grading,  Mankin  grading,  and  OARSI  scores.
Immunohistochemistry  findings  showed  that  TGF-β1,  p-Smad2,  and  CⅡ expression  levels  were  significantly  increased
(P<0.01), while MMP-9 and MMP-13 expression levels were significantly decreased (P<0.01) in the articular cartilage of
the  Tan  group  compared  to  those  of  the  OVX  group,  with  all  these  effects  being  dose-dependent. Conclusion　Tan
mitigates  articular  cartilage  degeneration  in  ovariectomized  rats,  which  may  be  related  to  the  regulation  of  TGF-
β1/Smad2/MMPs signaling pathway.
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关节软骨退行性变是绝经后妇女的常见病，以关节

疼痛和活动障碍为主要的临床特征，严重影响患者的生

活质量[1]。由于雌激素缺乏导致的关节软骨退行性变的

具体发病机制尚不清楚，因此临床上多以补充雌激素类

药物来减缓疾病进展，口服非甾体抗炎药、止痛药以及关

节腔注射润滑剂等保守治疗手段来改善症状[2-3]。但长期

服用雌激素类药物可能会导致月经不调、肥胖和性欲改

变，甚至会增加妇科肿瘤和心血管疾病的患病风险[2, 4]。

另外，对症治疗药物也不能控制该病的进展[3]。因此，探

索新的有效的治疗该病的药物尤为重要。

丹参酮ⅡA（tanshinone ⅡA, Tan）是从唇形科植物丹

参的干燥根和根茎中提取的能发挥药理作用的主要活性

化合物[5-6]。近来研究发现，Tan能缓解骨关节炎模型大鼠

的软骨退变并能抑制炎症反应[7]。另有报道显示，Tan能

改善卵巢切除（ovariectomy, OVX）大鼠的骨质疏松[8]。目

前，Tan对雌激素缺乏导致的软骨退行性变的作用并不清

楚。OVX大鼠模型显示骨量减少、骨组织破坏和关节软

骨退变[8-9]，其病理表现和疾病进展与人绝经后雌激素缺

乏导致的骨退行性病变相似，因此本研究采用此模型观

察Tan是否能改善OVX大鼠关节软骨退行性变，并分析潜

在的机制，以期为Tan用于雌激素缺乏导致的关节软骨退

行性变的治疗提供理论基础。 

1     材料与方法
 

1.1    主要药物与试剂

Tan（纯度：HPLC≥98%，上海源叶生物科技有限公

司）；转化生长因子β1（transforming growth factor β1,

TGF-β1）、Ⅱ型胶原（type Ⅱ collagen, CⅡ）水平，基质金

属蛋白酶9 (matrix metalloproteinase 9, MMP-9)、基质金

属蛋白酶13（matrix metalloproteinase 13, MMP-13）和磷

酸化的Smad2（p-Smad2）抗体（美国Santa Cruz公司）；免

疫组化EnVision二步染色试剂盒（美国DAKO公司）。 

1.2    实验动物

8周龄（体质量220～250 g）雌性SD大鼠50只购于广州

锐格生物科技有限公司〔SCXK（粤）2023-0059〕，饲养于温

度22 ℃、12 h光照/12 h黑暗的屏蔽环境，允许自由饮水及

摄食。实验方案符合医学实验动物伦理委员会要求，并

获得伦理委员会批准，批准号2022-083。 

1.3    分组、造模与给药处理

适应性饲养5 d后，将大鼠随机分为5组（每组10只）：

假手术组（Sham）、卵巢切除组（OVX）、低剂量Tan组（L-

Tan）、中剂量Tan组（M-Tan）和高剂量Tan组（H-Tan）。

按文献[8-10]方法进行双侧卵巢切除造模。造模方法简述：

以1%戊巴比妥钠（50 mg/kg）经腹腔注射麻醉后，背部下

方横行切口，剪除长毛，切开皮肤1 cm，分别在脊柱两侧

切开背肌1 cm，切口视野中可见一乳白色脂肪团，用小镊

子将脂肪团拉出切口外，分离脂肪团，见到粉红色卵巢，

摘除卵巢，同法摘除另一侧的卵巢，缝合伤口，术后进行

3 d的青霉素注射防止感染。Sham组大鼠仅去除卵巢周

围少量脂肪组织。双侧卵巢切除术8周后，L-Tan、M-

Tan和H-Tan组每只大鼠分别灌胃5、10和20 mg/kg Tan

（与分组方法对应，Tan剂量参考[7-8, 11]），每日1次，连续给

药28 d。Sham和OVX组大鼠仅灌胃同体积生理盐水。在

最后一次给药（第28天）后24 h，安乐死并采集膝关节软骨

进行测定分析。 

1.4    X射线检查

在安乐死前，对各组大鼠的膝盖进行X射线检查。将

右膝位于中外侧位置，使用便携式X射线装置拍摄膝关节

的数字图像，操作电压为220 V，峰值为45 V，曝光时间为

0.32 s[12]。由两名对本研究不知情的放射科技师阅片，并

按照文献[13]方法，以Kellgren-Lawrence分级对其进行评

分，评分越高则越严重。当评分不一致时，通过讨论确定

评分结果。Kellgren-Lawrence分级标准：0，正常；1，可疑

关节间隙狭窄；2，小骨赘，关节间隙可疑狭窄；3，中等骨

赘，关节间隙狭窄；4，大量骨赘，严重关节间隙狭窄，软骨

下骨硬化。 

1.5    解剖学观察

X射线检查后，解剖大鼠膝关节，用数码相机拍摄大鼠

膝盖的滑车、骨髁和胫骨平台。按文献[14]方法，以Pelletier

分级评分系统对肉眼下软骨病变评分，评分越高则越严

重。Pelletier分级评分系统的评分标准：0，外观正常；1，

软骨表面轻微的黄化；2，有小面积的软骨侵蚀；3，大面积

侵蚀延伸至软骨下骨；4，软骨下骨外露。 

1.6    组织学检测

大鼠膝关节组织脱钙后，用体积分数4%多聚甲醛固

定后用石蜡包埋，并切成5 μm厚的切片。将石蜡切片干

燥45 min，然后脱蜡至水。分别进行常规苏木精和伊红

（HE）染色和甲苯胺蓝（TB）染色，用Olympus BX51光学显

微镜观察载玻片并拍照。以由两名对本研究不知情的病

理技师阅片，并按照文献[7, 15-16]方法，根据Mankin评分系

统和国际骨关节炎研究协会（OARSI）评分系统对关节结

构、软骨破坏和骨侵蚀的组织学进行评分，评分越高则越

严重。当评分不一致时候，通过讨论确定评分结果。 

1.7    免疫组化法检测

将脱蜡至水的切片用0.3%的过氧化氢阻断内源性过

氧化物活性和高温高压修复处理后，用正常山羊血清孵
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育切片以减少非特异性结合，然后用抗T G F - β 1、p -

Smad2、CⅡ、MMP-9、MMP-13抗体（均1∶200）在4 ℃下

孵育过夜。免疫组化EnVision二步染色法参照试剂盒说

明书进行。以PBS代替一抗作为阴性对照。用Olympus

BX51光学显微镜观察并拍照，每只大鼠至少选取5个不连

续切片，每个切片任选5个随机视野，用Image J软件量化

每个视野中阳性染色光密度值。 

1.8    统计学方法

x̄± s本实验数据均采用 表示，并利用Graphpad Prism

9.0软件进行后续统计学分析。多组定量资料的比较采用

单因素方差分析法，组间均数的两两比较采用LSD-t法。

P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    X射线照相检查

X射线检查（图1）显示，Sham组大鼠膝关节的关节面

光滑（a箭头显示）、关节间隙正常；OVX组大鼠膝关节的

关节间隙狭窄、骨赘形成（b箭头显示）以及骨质流失；L-

Tan、M-Tan和H-Tan组病变明显减轻，其中H-Tan组膝关

节已趋向Sham组。对其进行Kellgren-Lawrence分级评

分，与Sham组比较，OVX组评分增高（P<0.01）；与OVX组

比较，Tan组Kellgren-Lawrence分级评分随Tan剂量依赖

性递减。 

2.2    软骨损伤的解剖学宏观观察

图2A显示，Sham组大鼠膝关节软骨（滑车、骨髁和胫

骨平台）表面光滑（虚线箭头显示），无软骨糜烂；OVX组

大鼠膝关节软骨滑车表面欠光滑可见明显软骨侵蚀（实

线箭头显示），骨髁和胫骨平台软骨表面可见溃疡面（实

线箭头显示），侵蚀达软骨深层；L-Tan、M-Tan和H-

Tan组大鼠膝关节软骨的损伤较OVX组均明显减轻，其中

H-Tan组膝关节软骨外观已趋向Sham组。对关节进行

Pelletier分级评分，结果（图2B）显示，与Sham组比较，

OVX组滑车、骨髁和胫骨平台的Pelletier分级评分均增高

（P<0.01）；与OVX组比较，Tan组Pelletier分级评分随

Tan剂量依赖性递减。 

2.3    软骨组织学评价

HE染色（图3A，上）显示，Sham组软骨表面光滑（虚线

箭头显示）、软骨细胞排列整齐；OVX组可见软骨侵蚀、

软骨细胞排列紊乱、炎性细胞浸润和裂隙（实线箭头显

示）；L-Tan、M-Tan和H-Tan组大鼠膝关节软骨表面趋向

光滑，其中H-Tan组膝关节软骨外观已趋向Sham组。TB

染色（图3A，下）显示，Sham组软骨表面光滑，软骨细胞排

列规整，着色均匀，潮线完整、结构清晰（虚线箭头显示）；

OVX组可见软骨侵蚀和裂隙（实线箭头显示），软骨细胞

排列紊乱，着色浅（***显示）甚至消失，潮线不清甚至中

断；L-Tan、M-Tan和H-Tan组大鼠膝关节软骨表面趋向
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图 1  大鼠膝关节X射线图和Kellgren-Lawrence分级评分

Fig 1  Representative X-ray images of knee joints and Kellgren-Lawrence grading scale scores in different groups of rats

Arrow a indicates smooth articular surface; arrow b indicates osteophyte formation. L-Tan: 5 mg/kg Tan; M-Tan: 10 mg/kg Tan; H-Tan: 20 mg/kg

Tan. n=10.  # P<0.01, vs. Sham group; *P<0.05, **P<0.01, vs. OVX group.
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光滑，软骨表面着色逐渐加深，其中H-Tan组膝关节软骨

外观已趋向Sham组。对HE染色和TB染色的组织切片进

行Mankin评分和OARSI评分，结果（图3B、3C）显示，与

Sham组比较，OVX组Mankin评分和OARSI评分均增高

（P < 0 . 0 1）；与O V X组比较，T a n组的M a n k i n评分和

OARSI评分均随Tan剂量依赖性递减。 

2.4    各组软骨组织中TGF-β1、p-Smad2、CⅡ、MMP-9和

MMP-13表达情况

免疫组化结果（图4）显示，与Sham组比较，OVX组大

鼠软骨组织中T G F - β 1、 p - S m a d 2和CⅡ表达降低

（P<0.01），MMP-9和MMP-13表达增加（P<0.01）；与

OVX组比较，L-Tan组大鼠软骨组织中TGF-β和CⅡ表达

未见明显变化，p-Smad2表达增加（P<0.01），MMP-9和

MMP-13表达降低（P<0.01），M-Tan和H-Tan组大鼠软骨

组织中TGF-β1、p-Smad2和CⅡ表达均增加（P<0.01），

MMP-9和MMP-13表达均降低（P<0.01）。
 

3     讨论

关节退行性变在绝经后女性中较为常见，且其发生

率随着年龄增长而逐渐上升[1]。然而，目前尚无根治该病

的方法。因此，探索治疗该疾病的药物显得尤为重要。

虽然关节退行性变的具体发病机制并不完全清楚，但关

节软骨损伤、退化和骨质疏松是其主要的病理改变[10, 17-18]。

OVX模型与人绝经后雌激素缺乏的生理学类似，前期已

有研究以OVX大鼠模型证明了Tan有类似雌激素样活性，

能改善OVX大鼠的卵巢形态和骨形态并提高骨密度和骨
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图 2  各组右膝关节软骨表面（滑车、骨髁和胫骨平台）图像（A）及其Pelletier分级评分（B）

Fig 2  Images of the surface of the right knee cartilage (including trochlea, condyle, and tibial plateau) (A) and Pelletier grading scores (B) in each group

The dashed arrow indicates smooth cartilage surface; the solid arrow indicates cartilage erosion. L-Tan, M-Tan, and H-Tan denote the same as those in Fig 1.

n=10.  # P<0.01, vs. Sham group; *P<0.05, **P<0.01, vs. OVX group.
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应力[8]。本研究进一步以OVX大鼠模型探讨Tan对关节

软骨损伤和退化是否具有治疗作用。前期已有研究表

明，Tan能缓解前交叉韧带切断术构建的骨关节炎模型大

鼠的软骨退变并能抑制炎症反应[7]。以上提示，Tan也可

能对OVX大鼠的软骨退变具有改善作用，这一假设也被

本研究证实，Tan治疗能明显改善OVX大鼠的软骨侵蚀症

状。综合前人[8]研究结果，本研究提示Tan可能是治疗绝

经后女性关节退行性变的潜在药物。

本研究进一步探讨了Tan对OVX大鼠的软骨保护机

制。已有的研究[19-22]表明，TGF-β1与关节退行性变关系

密切。生理情况下，TGF-β1可通过激活Smad2信号转导

通路抑制软骨细胞的分化，维持软骨细胞的正常表型，同

时促进软骨细胞合成细胞外基质，使关节软骨具有最大

限度地吸收、缓冲应力的生物力学特性[20-22]。另外，TGF-

β1可通过Smad2信号促进软骨细胞下游基因的转录，促

进成细胞外基质相关蛋白CⅡ和蛋白聚糖的表达增加，同

时抑制基质降解酶如MMP-9和MMP-13表达[20-23]。已有

研究[13, 23-24]表明，绝经后发生关节软骨退行性变的女性以

及OVX动物模型的膝关节软骨中TGF-β1和p-Smad2表达

受到抑制，同时MMP-9和MMP-13表达上调。在OVX动

物模型中，进一步给予抑制TGF-β1/Smads能增加软骨基

质降解，加重软骨侵蚀，与此同时，关节软骨也开始出现

血管化和局灶性钙化[25-26]。激活TGF-β1/Smads能改善

OVX动物模型的关节软骨退行性变的症状[26-27]。本研究

显示，经Tan治疗的OVX大鼠软骨组织中TGF-β1、p-

Smad2和CⅡ表达增加，同时MMP-9和MMP-13表达降

低，说明Tan可能通过激活TGF-β1/Smad2信号增加

OVX大鼠软骨的软骨基质的合成同时抑制其降解。

综上所述，Tan对OVX大鼠的关节软骨具有保护作

用，其机制可能为其通过促进TGF-β1/Smad2信号活性来

刺激软骨基质合成，并同时抑制其降解。另外，本研究提

示，Tan有潜力作为绝经后妇女关节软骨退行性变的候选

治疗药物。然而，本文重点关注软骨细胞，Tan是否对成

骨细胞和破骨细胞具有类似的治疗效果尚不明确，仍需

进一步深入研究。

*　　　　*　　　　*

作者贡献声明　郭琴负责论文构思、数据审编、调查研究、研究方法、
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图 3  各组大鼠膝关节软骨代表性HE和TB染色图像（A）及Mankin评分（B）和OARSI评分（C）

Fig 3  Representative HE and TB staining images of knee cartilage, Mankin scores (B) and OARSI scores (C) of the rats in each group

A, scale bar=200 μm. The dashed arrow indicates smooth cartilage surfaces; the solid arrow indicates cartilage fissure. *** indicates light coloring. L-Tan, M-Tan, and

H-Tan denote the same as those in Fig 1. n=10.  # P<0.01, vs. Sham group; *P<0.05, **P<0.01, vs. OVX group.
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图 4  各组大鼠关节软骨中TGF-β1、p-Smad2、CⅡ、MMP-9和MMP-13的表达

Fig 4  Expression of TGF-β1, p-Smad2, CⅡ, MMP-9, and MMP-13 in the articular cartilage of rats in each group

A, Immunohistochemical images of TGF-β1, p-Smad2, CⅡ, MMP-9, and MMP-13 expression in the knee joint (scale bar=100 μm); B-F, quantitative results of TGF-

β1 (B), p-Smad2 (C), CⅡ (D), MMP-9 (E), and MMP-13(F) expression. L-Tan, M-Tan, and H-Tan denote the same as those in Fig 1. n=10.  # P<0.01, vs. Sham group;
*P<0.05, **P<0.01, vs. OVX group.
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