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Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． １０

于利凯，田地，苏子珊，等． 机械应力经 Ｐｉｅｚｏ１ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 轴介导 ＫＯＡ 滑膜纤维化的机制研究 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４
（１０）： ４７－５６．
Ｙｕ ＬＫ， Ｔｉａｎ Ｄ， Ｓｕ ＺＳ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｖｉａ ｔｈｅ Ｐｉｅｚｏ１ ／ ＥＲＫ１ ／
２ ａｘｉｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（１０）： ４７－５６．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 １０􀆰 ００６

［基金项目］江苏省中医院科主任学术提升专项（Ｙ２０２２ＺＲ２６）；国家自然科学基金面上项目（８２２７４５４５）。
［作者简介］于利凯（１９９９—），男，博士研究生，研究方向：骨关节病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙｌｋ＿０１２０２２＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］张农山（１９８２—），男，副研究员，研究方向：骨关节病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｎｓ００３２＠ １６３． ｃｏｍ

机械应力经 Ｐｉｅｚｏ１ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 轴介导 ＫＯＡ 滑膜纤维化
的机制研究

于利凯１，２，田　 地１，２，苏子珊１，２，揭立士１，２，郭少博１，２，王培民１，张农山１∗

（１．南京中医药大学附属医院 ／江苏省中医院，南京　 ２１００２９；２．南京中医药大学第一临床医学院，南京　 ２１００２３）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨机械应力激活 Ｐｉｅｚｏ１，经 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路对 ＫＯＡ 滑膜纤维化的影响。 方法　 将 ２５ 只

ＳＤ 大鼠分为空白组、运动组、运动＋ＧｓＭＴｘ４ 组、运动＋ＰＤ９８０５９ 组、运动＋ＧｓＭＴｘ４＋ＰＤ９８０５９ 组，共 ５ 组，每组各 ５ 只。
造模完成后提取大鼠血清及滑膜组织进行天狼猩红染色、Ｍａｓｓｏｎ 染色评估胶原沉积，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测

Ｐｉｅｚｏ１、ＥＲＫ１ ／ ２、ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、α⁃ＳＭＡ、ＴＧＦ⁃β、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 及 ＴＩＭＰ⁃１ 等相关蛋白及 ｍＲＮＡ 的表达，ＥＬＩＳＡ 检测 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃
６、ＴＮＦ⁃α 含量。 细胞实验中将滑膜细胞分为空白组、拉力组、拉力＋ＧｓＭＴｘ４ 组、拉力＋ＰＤ９８０５９ 组、拉力＋ＧｓＭＴｘ４＋
ＰＤ９８０５９ 组，共 ５ 组。 对造模完成后的细胞使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 等技术进行上述指标的检测。 结果　 机械

应力会增加大鼠滑膜组织胶原沉积，并提高通路相关指标及纤维化特异性指标 Ｐｉｅｚｏ１、ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ、α⁃ＳＭＡ、ＴＧＦ⁃
β、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ、ＴＩＭＰ⁃１ 的蛋白及 ｍＲＮＡ 表达（Ｐ＜０􀆰 ０５），使用抑制剂均可见明显下调（Ｐ＜ ０􀆰 ０５），但 ＥＲＫ 抑制剂

（ＰＤ９８０５９）对 Ｐｉｅｚｏ１ 表达无显著影响。 运动组大鼠较空白组血清炎症因子含量显著提高（Ｐ＜０􀆰 ０５），使用抑制剂后

改善明显（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 细胞实验中 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果趋势同动物实验。 结论　 Ｐｉｅｚｏ１ 离子通道可以感

受机械应力，激活 ＥＲＫ１ ／ ２ 通路介导膝关节滑膜纤维化。
【关键词】 　 Ｐｉｅｚｏ１；ＥＲＫ１ ／ ２；机械应力；ＫＯＡ 滑膜纤维化

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２４） １０－００４７－１０

Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｖｉａ ｔｈｅ Ｐｉｅｚｏ１ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ ａｘｉｓ

ＹＵ Ｌｉｋａｉ１，２， ＴＩＡＮ Ｄｉ１，２， ＳＵ Ｚｉｓｈａｎ１，２， ＪＩＥ Ｌｉｓｈｉ１，２， ＧＵＯ Ｓｈａｏｂｏ１，２， ＷＡＮＧ Ｐｅｉｍｉｎ１， ＺＨＡＮＧ Ｎｏｎｇｓｈａｎ１∗

（１． Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｊｉｎｇ
２１００２９， Ｃｈｉｎａ． ２． ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００２３）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｐｉｅｚｏ１ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂｙ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｖｉａ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ （ＥＲＫ）１ ／ ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｗｅｎｔｙ⁃ｆｉｖｅ Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｂｌａｎｋ， ｅｘｅｒｃｉｓｅ， ｅｘｅｒｃｉｓｅ＋ＧｓＭＴｘ４， ｅｘｅｒｃｉｓｅ＋ＰＤ９８０５９， ａｎｄ ｅｘｅｒｃｉｓｅ＋ＧｓＭＴｘ４＋ＰＤ９８０５９
ｇｒｏｕｐｓ （ｎ＝ ５ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ）． Ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ
ｂｙ Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｐｉｅｚｏ１， ＥＲＫ１ ／ ２， ｐｈｏｓｐｈｏ （ｐ）⁃ＥＲＫ１ ／ ２， α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ
（ＳＭＡ）， ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ （ ＴＧＦ）⁃β， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ， ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ （ ＴＩＭＰ）⁃１ ｗｅｒｅ



ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
（ＩＬ）⁃１β， ＩＬ⁃６， ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ （ＴＮＦ）⁃α ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ． Ｆｏｒ
ｃｅｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ， ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｂｌａｎｋ， ｐｕｌｌ， ｐｕｌｌ ＋ ＧｓＭＴｘ４， ｐｕｌｌ ＋ ＰＤ９８０５９， ａｎｄ ｐｕｌｌ ＋ ＧｓＭＴｘ４ ＋
ＰＤ９８０５９ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｉｎｄｉｃｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｅｌｌｓ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ， ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ Ｐｉｅｚｏ１， ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ， α⁃ＳＭＡ， ＴＧＦ⁃β，
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ， ａｎｄ ＴＩＭＰ⁃１ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｐｉｅｚｏ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｂｏｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｂｕｔ
ｔｈｅ ＥＲＫ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ （ＰＤ９８０５９） ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ Ｐｉｅｚｏ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｒｅｎｄｓ ａｓ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ Ｐｉｅｚｏ１ ｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ ｃａｎ ｓｅｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ ＥＲＫ１ ／ ２ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｍｅｄｉａｔｅ ｋｎｅｅ
ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｐｉｅｚｏ１； ＥＲＫ１ ／ ２； ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ； ＫＯＡ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 膝骨关节炎（ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）是一种常

见的骨关节退行性病变，涉及关节软骨、滑膜、软骨

下骨等多个组织，表现为疼痛、肿胀、关节僵硬甚至

残疾［１－２］。 其中，滑膜纤维化是 ＫＯＡ 的特征性病理

表现之一，参与到 ＫＯＡ 的发生与进展期［３］。 滑膜是

关节内的一层结缔组织，可以产生滑液，进而润滑

关节并清除代谢产物［４］，在 ＫＯＡ 疾病中，滑膜纤维

化被认为是患者膝关节僵硬的根本原因［５］。 同时，
大量研究发现，以滑膜纤维化为主的非软骨结构病

变是造成 ＫＯＡ 疼痛的主要原因［６－８］。 开放手术是

治疗滑膜纤维化最直接及有效的方法，但侵入性手

术本身通常切口较大，且需要对全关节进行广泛探

查，故存在诱发滑膜纤维化的可能性，并导致关节

僵硬随时间推移而复发［９］。 因此，研究滑膜纤维化

的发生机制，探寻早期治疗靶点，可以为临床 ＫＯＡ
诊疗提供新的思路与理论基础。

纤维化是组织修复反应失调的结果，涉及多种

信号传导通路，有报道指出机械敏感离子通道

Ｐｉｅｚｏ１ 可以感受应力刺激，在心肌纤维化、肾纤维化

以及肺纤维化等疾病进展中发挥着重要的生物学

作用［１０－１２］。 Ｚｈａｏ 等［１３］ 研究发现，Ｐｉｅｚｏ１ 的激活可

以上调 ＴＧＦ⁃β、α⁃ＳＭＡ 等促纤维化特异性指标，提
高纤维连接蛋白表达，进而促进 ＥＣＭ 过度沉积，以
此证明了 Ｐｉｅｚｏ１ 通过调节 ＥＣＭ 重塑相关基因的表

达诱导各类型细胞中的促纤维化表型变化。 ＥＲＫ１ ／
２ 属于丝裂原活化蛋白激酶家族，可以响应机械应

力，将细胞外刺激转化为细胞增殖、分化及基因表

达的信号，并广泛参与到各类型纤维化疾病进

程［１４］。 但目前针对机械应力及 Ｐｉｅｚｏ１ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 通

路对 ＫＯＡ 的影响机制研究较为匮乏，因此本文以

ＫＯＡ 滑膜纤维化为研究对象，探讨 Ｐｉｅｚｏ１ ／ ＥＲＫ１ ／ ２
通路关系及机械应力对膝关节滑膜组织的作用机

制，以期为 ＫＯＡ 治疗提供一定参考。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ２５ 只雄性 ４ 月龄 ＳＤ 大鼠，ＳＰＦ 级，体重 ３５０ ～
４５０ ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有限公司

［ＳＣＸＫ（京）２０２１－００１１］；５ 只 ４ 周龄雄性 ＳＤ 大鼠，
ＳＰＦ 级，体重 １２０ ～ １５０ ｇ，购自杭州医学院［ ＳＣＸＫ
（浙）２０１９－０００２］。 均饲养于南京中医药大学实验

动物中心［ＳＹＸＫ（苏）２０２３－００７７］，已获得南京中医

药大学实验动物管理委员会与南京中医药大学实

验动物伦理委员会批准（ ＩＡＣＵＣ⁃２０２３０７Ａ０５７）。 饲

养条件：维持饲料，自由饮水摄食，自然昼夜，恒温

２０～２２ ℃，相对湿度 ５０％，遵循 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＧｓＭＴｘ４（ＨＹ⁃Ｐ１４１０）、ＰＤ９８０５９（ＨＹ⁃１２０２８）购

自 ＭＣＥ；逆转录试剂盒 （ Ｒ２２２⁃０１）、 ＰＣＲ 试剂盒

（Ｑ３３１⁃０２） 购自南京诺唯赞； 免疫染色封闭液

（Ｐ０２６０）、免疫染色强力通透液（Ｐ００９７）、抗荧光淬

灭封片液 （含 ＤＡＰＩ） （ Ｐ０１３１） 购自上海碧云天。
Ｐｉｅｚｏ１（ａｂ１２８２４５）购自 Ａｂｃａｍ；ＥＲＫ１ ／ ２（４６９５Ｓ）、ｐ⁃
ＥＲＫ１ ／ ２（４３７０Ｓ）、α⁃ＳＭＡ（１９２４５Ｓ）购自 ＣＳＴ；β⁃ａｃｔｉｎ
（ＡＦ７０１８）、ＴＧＦ⁃β（ＡＦ１０２７）、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ（ＡＦ７００１）、
ＴＩＭＰ⁃１（ＡＦ７００７）购自 Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ。 ＸＲ⁃ＰＴ⁃
１０Ｂ 型小动物跑步机（上海欣软信息科技有限公

司）；ＦＸ⁃５０００Ｔ 型细胞牵张拉伸应力加载系统（美
国 Ｆｌｅｘ ｃｅｌｌ 公司）。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验所需基因引物购

自上海捷瑞生物公司，见表 １。
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表 １　 基因引物设计序列及长度
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｌｅｎｇｔｈｓ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

基因
Ｇｅｎｅ

引物序列（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

长度 ／ ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

β⁃ａｃｔｉｎ
Ｆ： ＣＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴＧＡＧＣＧＧＴＴＣＣ
Ｒ： ＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＴＣ

１５０

Ｐｉｅｚｏ１
Ｆ： ＣＡＧＣＣＧＡＧＡＧＡＣＡＧＡＧＡＡＧＡＡＡＴＡＣ
Ｒ： ＧＣＡＡＴＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＴＧＡＴＧＡＧＡＣ

１０２

ＥＲＫ１ ／ ２
Ｆ： ＧＡＴＴＧＣＣＴＧＣＴＧＣＴＧＴＴＣＣＴＣ
Ｒ： ＣＡＴＣＧＴＡＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＴＣＴＴＣＣ

１３９

α⁃ＳＭＡ
Ｆ： ＣＣＡＣＴＧＣＴＧＣＴＴＣＣＴＣＴＴＣＴＴＣ
Ｒ： ＴＧＣＣＣＧＣＣＧＡＣＴＣＣＡＴＴＣ

１３８

ＴＧＦ⁃β
Ｆ： ＴＡＧＣＡＡＣＡＡＴＴＣＣＴＧＧＣＧＴＴＡＣＣ
Ｒ： ＣＣＴＧＴＡＴＴＣＣＧＴＣＴＣＣＴＴＧＧＴＴＣ

１２５

Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ
Ｆ： ＧＴＧＣＧＡＴＧＧＣＧＴＧＣＴＡＴＧＣ
Ｒ： ＣＴＡＴＧＡＣＴＴＣＴＧＣＧＴＣＴＧＧＴＧＡＴＡＣ

１１６

ＴＩＭＰ⁃１
Ｆ： ＴＣＣＴＧＧＴＴＣＣＣＴＧＧＣＡＴＡＡＴＣＴＧ
Ｒ： ＣＡＣＡＡＧＣＡＡＴＧＡＣＴＧＴＣＡＣＴＣＴＣＣ

１３９

１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组

　 　 将 ２５ 只 ＳＤ 大鼠随机分为 ５ 组：空白组、运动

组、运动 ＋ ＧｓＭＴｘ４ 组、运动 ＋ ＰＤ９８０５９ 组、运动 ＋
ＧｓＭＴｘ４＋ ＰＤ９８０５９ 组，每组各 ５ 只。 适应性喂养

１ 周。
１􀆰 ３􀆰 ２　 动物造模

　 　 空白组正常饲养至实验结束。 运动组使用动

物跑台构建运动模型大鼠，适应性喂养结束后，进
行为期 ３ ｄ 的适应性训练，跑台参数设定为速度 １０
ｍ ／ ｍｉｎ，每天 ２ 次，每次 １５ ｍｉｎ。 适应性训练完成

后，进行正式训练，跑台参数设定为速度 ２５ ｍ ／ ｍｉｎ、
坡度 １０°，每次 １ ｈ，每天 １ 次，每周 ５ ｄ，持续 ８
周［１５］。 运动＋ＧｓＭＴｘ４ 组同运动组一致，进行造模处

理，在正式训练结束前两周，每天对其进行腹腔注

射 Ｐｉｅｚｏ１ 抑制剂 ＧｓＭＴｘ４，每只注射量 １ ｍｇ ／ ｋｇ［１６］。
运动＋ＰＤ９８０５９ 组同运动组一致，进行造模处理，在
正式训练结束前两周，每天对其进行尾静脉注射

ＥＲＫ 抑制剂 ＰＤ９８０５９，每只注射量 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｋｇ［１７］。
运动＋ＧｓＭＴｘ４＋ＰＤ９８０５９ 组同运动组一致，进行造模

处理，在正式训练结束前两周，每天对其进行腹腔

注射 １ ｍｇ ／ ｋｇ ＧｓＭＴｘ４，同时进行尾静脉注射 ０􀆰 ３
ｍｇ ／ ｋｇ ＰＤ９８０５９。
１􀆰 ３􀆰 ３　 动物血清及滑膜组织提取

　 　 动物造模完成后，腹腔注射戊巴比妥钠麻醉，
沿腹中线剪开皮肤，暴露腹主动脉，刺入采血针，使
血液吸入真空采血管，静置凝固后，离心分离，取上

清于－８０ ℃冰箱保存。 采血完成后，膝关节备皮，手

术刀切开膝关节周围皮肤，钝性分离皮下组织沿髌

骨上缘打开关节腔，分离周围肌腱及韧带，仔细分

离滑膜组织，将其置于 ４％多聚甲醛室温保存或冻

存管－８０ ℃冰箱保存。
１􀆰 ３􀆰 ４　 大鼠原代滑膜细胞提取

　 　 处死大鼠，在无菌环境下提取膝关节滑膜组织

置于 ＰＢＳ 中，洗涤 ３ 次，随后将组织剪碎放置于含

有 ０􀆰 １５％ Ｉ 型胶原酶的 ＤＭＥＭ 高糖培养基中，在 ３７
℃环境下消化 ４ ｈ。 消化完成后使用 ７０ μｍ 筛网过

筛，离心，并弃去上清后，将细胞重悬种于细胞培养

皿，２４ ｈ 后换液，待细胞长至 ８０％进行传代，３ 代后

进行细胞实验。
１􀆰 ３􀆰 ５　 细胞造模

　 　 将滑膜细胞接种于膜性 ６ 孔板中，分为 ５ 组：空
白组、拉力组、拉力＋ＧｓＭＴｘ４ 组、拉力＋ＰＤ９８０５９ 组

和拉力＋ＧｓＭＴｘ４＋ＰＤ９８０５９ 组。
空白组正常培养，不进行干预。 拉力组置于应

力加载系统，参数设置为周期每秒 ６ 次，幅度 ２０％，
强度 ５０ Ｈｚ，时间梯度 ２４ ｈ。 拉力＋ＧｓＭＴｘ４ 组应力

加载同拉力组一致，培养使用含有 ５ μｍｏｌ ＧｓＭＴｘ４
的完全培养基。 拉力＋ＰＤ９８０５９ 组应力加载同拉力

组一致，培养使用含有 ５０ μｍｏｌ ＰＤ９８０５９ 的完全培

养基。 拉力＋ＧｓＭＴｘ４＋ＰＤ９８０５９ 组应力加载同拉力

组一致，培养使用含有 ５ μｍｏｌ ＧｓＭＴｘ４ 及 ５０ μｍｏｌ
ＰＤ９８０５９ 的完全培养基。
１􀆰 ３􀆰 ６　 酶联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）
　 　 解冻大鼠血清，稀释建立标准曲线，按照 ＥＬＩＳＡ
试剂盒说明书指示加入各工作液，依次检测各组样

９４中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



本中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 及 ＴＮＦ⁃α 的含量。
１􀆰 ３􀆰 ７　 天狼猩红染色

　 　 滑膜组织固定、脱水石蜡包埋、石蜡切片脱蜡

至蒸馏水、滴加铁苏木素染色液染色 ５ ～ １０ ｍｉｎ、洗
片、天狼猩红染色液滴染 １ ｈ、流水冲洗、脱水透明、
中性树胶封固。 光镜观察。

图 １　 各组大鼠滑膜组织天狼猩红染色切片

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｅｄ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒａｔ ｇｒｏｕｐｓ

１􀆰 ３􀆰 ８　 Ｍａｓｓｏｎ 染色

　 　 石蜡切片脱蜡至水、Ｗｅｉｇｅｒｔ 苏木精液染核 ５ ～
１０ ｍｉｎ、水洗、Ｍａｓｓｏｎ 丽春红酸性复红液 ５ ～ １０ ｍｉｎ、
２％冰醋酸水溶液浸洗、１％磷钼酸水溶液分化 ３ ～ ５
ｍｉｎ、苯胺蓝复染 ５ ｍｉｎ、０􀆰 ２％冰醋酸水溶液浸洗、
９５％乙醇、无水乙醇、二甲苯透明、中性树胶封固。
光镜观察。
１􀆰 ３􀆰 ９　 蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）
　 　 将上述的滑膜组织或细胞使用裂解液提取蛋

白，测蛋白浓度，加入 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液混

匀煮沸，－８０ ℃冰箱保存。 配胶、上样、电泳、转膜、
封闭、洗膜、 ４ ℃ 孵育 β⁃ａｃｔｉｎ、 Ｐｉｅｚｏ１、 ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃
ＥＲＫ１ ／ ２、α⁃ＳＭＡ、ＴＧＦ⁃β、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ、ＴＩＭＰ⁃１ 一抗过

夜、洗膜、孵育对应二抗、洗膜、曝光。
１􀆰 ３􀆰 １０　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）
　 　 将上述的滑膜组织或细胞使用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取

ＲＮＡ，使用分光光度计测得各样本 ＲＮＡ 浓度。 依据

逆转录试剂盒将获得的 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ。 再

依据 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 试剂盒将获得的 ｃＤＮＡ 进行扩增。
获得相应结果以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参进行相应半定量

处理。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 实验数据使用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 进行数据分析，

Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８、Ａｄｏｂｅ Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ ２０２２ 等软件进行

图片绘制。 结果用平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，多组

间比较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），事后多重比

较使用 ＬＳＤ 检验方法，数据以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有

统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 天狼猩红染色观察大鼠滑膜纤维化

　 　 天狼猩红染色显示运动组大鼠滑膜组织胶原

沉积较空白组显著增加，各抑制剂组均能减少运动

所导致的滑膜组织胶原沉积，见图 １。
２􀆰 ２　 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察大鼠滑膜纤维化

　 　 Ｍａｓｓｏｎ 染色显示运动组大鼠滑膜组织蓝色胶

原纤维较空白组显著增加，各抑制剂组均能减少运

动所产生的滑膜组织蓝色胶原纤维，见图 ２。
２􀆰 ３　 ＧｓＭＴｘ４ 和 ＰＤ９８０５９ 干预对 Ｐｉｅｚｏ１ ／ ＥＲＫ１ ／ ２
通路蛋白表达的影响

　 　 大鼠滑膜组织 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，运动组与

空白组相比，其 Ｐｉｅｚｏ１、ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ 的蛋白表达均

显著提高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 运动 ＋ＧｓＭＴｘ４ 组与运动 ＋
ＧｓＭＴｘ４＋ＰＤ９８０５９ 组的 Ｐｉｅｚｏ１、ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ 的表达

较运动组有所下降（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 而运动＋ＰＤ９８０５９ 组

与运动组相比，其 Ｐｉｅｚｏ１ 的蛋白表达无显著性差异

（Ｐ＞ ０􀆰 ０５），但 ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ 的表达有所下降 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见图 ３Ａ。 大鼠滑膜细胞 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显

示，各组细胞间通路相关指标 Ｐｉｅｚｏ１、ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ
的蛋白表达趋势与大鼠滑膜组织 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

一致，见图 ３Ｂ。
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２􀆰 ４　 ＧｓＭＴｘ４ 和 ＰＤ９８０５９ 干预对 Ｐｉｅｚｏ１ ／ ＥＲＫ１ ／ ２
通路基因表达的影响

　 　 大鼠滑膜组织 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示，运动组与空

白组相比，其 Ｐｉｅｚｏ１、ＥＲＫ１ ／ ２ 的 ｍＲＮＡ 表达均显著

提高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 运动＋ＧｓＭＴｘ４ 组与运动＋ＧｓＭＴｘ４＋
ＰＤ９８０５９ 组的 Ｐｉｅｚｏ１、ＥＲＫ１ ／ ２ 的 ｍＲＮＡ 表达较运

动组有所下降（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 而运动＋ＰＤ９８０５９ 组与运

动组相比，其 Ｐｉｅｚｏ１ 的 ｍＲＮＡ 表达无显著性差异（Ｐ

图 ２　 各组大鼠滑膜组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色切片

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍａｓｓｏｎ’ｓ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

注：Ａ：滑膜组织蛋白表达；Ｂ：滑膜细胞蛋白表达。 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１；与运动组（拉力组）比较，＃Ｐ

＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１。

图 ３　 各组滑膜组织及细胞中通路相关蛋白表达量

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｂ， Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ

＜０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ （ｐｕｌｌ ｇｒｏｕｐ），＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ
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＞０􀆰 ０５），但 ＥＲＫ１ ／ ２ 的 ｍＲＮＡ 表达有所下降（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见图 ４Ａ。 大鼠滑膜细胞 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显

示，各组细胞间 Ｐｉｅｚｏ１、ＥＲＫ１ ／ ２ 的 ｍＲＮＡ 表达趋势

同大鼠滑膜组织 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果，见图 ４Ｂ。
２􀆰 ５　 ＧｓＭＴｘ４ 和 ＰＤ９８０５９ 干预对纤维化相关蛋白

表达的影响

　 　 大鼠滑膜组织 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，运动组与

空白组相比，其纤维化相关指标如 α⁃ＳＭＡ、ＴＧＦ⁃β、
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ、 ＴＩＭＰ⁃１ 的蛋白表达均显著提高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 运动＋ＧｓＭＴｘ４ 组、运动＋ＰＤ９８０５９ 组以及运

动＋ＧｓＭＴｘ４＋ＰＤ９８０５９ 组纤维化相关指标的蛋白表

达较拉力组均有所下降（Ｐ＜０􀆰 ０５），见图 ５Ａ。 大鼠

滑膜细胞 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，各组细胞间纤维化

相关指标的蛋白表达趋势同大鼠滑膜组织 Ｗｅｓｔｅｒｎ

注：Ａ：滑膜组织 ｍＲＮＡ 表达；Ｂ：滑膜细胞 ｍＲＮＡ 表达。 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１；与运动组（拉力组）比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜

０􀆰 ０１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１。

图 ４　 各组滑膜组织及细胞中的通路相关 ｍＲＮＡ 表达变化

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｂ， Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ （ｐｕｌｌ ｇｒｏｕｐ），＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：Ａ：滑膜组织蛋白表达；Ｂ：滑膜细胞蛋白表达。 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１；与运动组（拉力组）比

较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ５　 各组滑膜组织及细胞中的纤维化相关蛋白表达变化

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｂ， Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗ Ｐ ＜

０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ （ｐｕｌｌ ｇｒｏｕｐ），＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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ｂｌｏｔ 结果一致，见图 ５Ｂ。
２􀆰 ６　 ＧｓＭＴｘ４ 和 ＰＤ９８０５９ 干预对纤维化相关基因

表达的影响

　 　 大鼠滑膜组织 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示，运动组与空

白组相比，其纤维化相关指标如 α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β、
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ、ＴＩＭＰ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 表达均显著提高（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 运动＋ＧｓＭＴｘ４ 组、运动＋ＰＤ９８０５９ 组以及运

动＋ＧｓＭＴｘ４＋ＰＤ９８０５９ 组纤维化相关指标的 ｍＲＮＡ
表达较拉力组均有所下降（Ｐ＜０􀆰 ０５），见图 ６Ａ。 大

鼠滑膜细胞 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示，各组细胞间纤维化

相关基因的 ｍＲＮＡ 表达趋势同大鼠滑膜组织 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 结果，见图 ６Ｂ。
２􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 检测大鼠血清炎症因子表达

　 　 大鼠血清 ＥＬＩＳＡ 结果如图 ７ 显示，运动较空白

注：Ａ：滑膜组织 ｍＲＮＡ 表达；Ｂ：滑膜细胞 ｍＲＮＡ 表达。 与空白组比较，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１；与运动组（拉力组）比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１，＃＃＃＃Ｐ
＜０􀆰 ０００１。

图 ６　 各组滑膜组织及细胞中的纤维化相关指标 ｍＲＮＡ 表达变化

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｂ， Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ （ｐｕｌｌ ｇｒｏｕｐ），＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与空白组比较，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１；与运动组比较，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１。

图 ７　 各组血清 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 含量的比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ⁃α，ＩＬ⁃１β，ＩＬ⁃６ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ
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组 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 浓度显著增高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；使
用抑制剂后，各炎症因子水平明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

３　 讨论

　 　 ＫＯＡ 是临床上最常见的慢性关节疾病之一，其
发病机制复杂，主要与机体免疫、关节应力失衡、关
节腔炎症、激素等因素相关［１８］。 滑膜纤维化与

ＫＯＡ 病情进展高度相关，引起患者的关节僵硬与疼

痛症状，使下肢活动受限并最终导致膝关节功能丧

失，滑膜纤维化特征是滑膜内壁细胞增厚、基质血

管化增加、炎症细胞浸润及亚内膜滑膜细胞纤维

化，主要原因在于成纤维细胞过度增殖以及胶原合

成分解代谢之间的不平衡［１９－２０］。 在纤维化疾病中，
ＴＧＦ⁃β、α⁃ＳＭＡ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ、ＴＩＭＰ⁃１ 是重要的特异性

指标，ＴＧＦ⁃β 通过诱导胶原蛋白合成来促进 ＥＣＭ 积

累，有研究通过阻断 ＴＧＦ⁃β 减少了骨关节炎的骨赘

形成及滑膜增厚［２１］。 ＴＩＭＰ⁃１ 表达升高在多种纤维

化疾病中得到证实，高表达的 ＴＧＦ⁃β 诱导 ＴＩＭＰ⁃１，
并通过下调 ＭＭＰ 促进滑膜增厚［２２］。 本研究通过高

强度跑台运动构建 ＫＯＡ 大鼠模型，病理学形态观察

显示，与空白组比较，运动组大鼠滑膜胶原沉积显

著增加，并在使用抑制剂后明显减少；同时，运动组

大鼠较空白组的 ＴＧＦ⁃β、α⁃ＳＭＡ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ、ＴＩＭＰ⁃１
等纤维化特异性标志物蛋白及 ｍＲＮＡ 表达显著上

升，使用抑制剂后明显下降，说明高强度机械应力

负荷使大鼠膝关节滑膜发生纤维化改变，而抑制

Ｐｉｅｚｏ１ 或 ＥＲＫ 可以缓解纤维化症状，并改善滑膜病

理状态。
大量研究表明 Ｐｉｅｚｏ１ 蛋白在组织纤维化进展

中发挥着重要的作用， ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白能够促进

ＭＡＰＫ 信号通路关键蛋白丝氨酸、苏氨酸双位点的

磷酸化水平，从而实现如细胞增殖、分化、凋亡等多

种生物学功能［２３－２５］。 有研究发现，Ｐｉｅｚｏ１ 蛋白的激

活可以促进骨肉瘤细胞的侵袭，使用抑制剂 ＧｓＭＴｘ４
降低 Ｐｉｅｚｏ１ 表达后可以减少骨肉瘤细胞增殖、阻止

侵袭［２６］。 因此，本研究基于机械应力，探讨 Ｐｉｅｚｏ１
及 ＥＲＫ１ ／ ２ 在 ＫＯＡ 病程中介导滑膜纤维化的作用

机制，并挖掘它们二者之间的联系。 本研究发现，
机械应力可以激活 Ｐｉｅｚｏ１ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 信号轴，促进胶

原沉 积， 且 使 用 ＧｓＭＴｘ４ 抑 制 Ｐｉｅｚｏ１ 的 表 达、
ＰＤ９８０５９ 抑制 ＥＲＫ 的表达以及两者联合使用均可

抑制滑膜纤维化进展。 其中 ＧｓＭＴｘ４ 的使用可以抑

制 Ｐｉｅｚｏ１ 及 ｐ⁃ＥＫＲ ／ ＥＲＫ 蛋白及相关 ｍＲＮＡ 表达，

但 ＰＤ９８０５９ 的使用仅可以抑制 ｐ⁃ＥＫＲ ／ ＥＲＫ 表达，
对 Ｐｉｅｚｏ１ 无显著影响，结果提示 ＥＲＫ１ ／ ２ 可能位于

Ｐｉｅｚｏ１ 的下游，借此可以传递力学信号，实现 Ｐｉｅｚｏ１
的生物学功能。

ＫＯＡ 患者膝关节病变与炎性因子表达同样具

有密切联系，虽然早期炎症反应有利于组织修复，
但持续炎症会激活 ＴＧＦ⁃β、血小板生长因子、成纤维

细胞生长因子等信号，使 ＥＣＭ 在病变组织过量积

累，导致无功能性纤维组织形成［２７］。 本研究通过动

物实验发现，运动组大鼠较空白组，血清 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃６ 含量明显升高，使用抑制剂后炎性因子含

量显著降低，提示高强度机械应力负荷会提高大鼠

体内炎性因子含量，而利用 ＧｓＭＴｘ４ 抑制 Ｐｉｅｚｏ１ 以

及利用 ＰＤ９８０５９ 抑制 ＥＲＫ１ ／ ２ 后，大鼠体内炎症环

境得到明显改善。 这与相关研究发现的 Ｐｉｅｚｏ１ 激

活 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路，介导过量机械应力刺

激下的软骨细胞凋亡，改变关节内环境进而产生大

量氧自由基和炎症介质的结论是一致的［２８］。
本文尚存在一定的局限性，首先我们仅探讨了

机械应力对膝关节滑膜的直接影响。 既往研究通

过构建机械应力失稳模型，发现膝关节组织出现纤

维化反应，ＴＧＦ⁃β 和血管内皮生长因子在其中起到

核心作用［２９］。 本文也得到了相似的结论，但是并未

深入研究机械应力通过影响大鼠其他生理功能对

膝关节滑膜产生的间接作用。 Ｗａｒｂｕｒｔｏｎ 等［３０］ 研究

发现长期剧烈运动对人体内钾、钠、镁等离子代谢，
以及尿素、肌酐浓度影响较大。 Ｇｅｒｃｈｅ 等［３１］研究通

过对专业运动员的调查发现，长期剧烈运动导致心

脏发生永久性结构变化，心脏纤维化概率及心律失

常风险增加。 但国内外学者尚未对上述生理变化

与膝关节滑膜纤维化的关系展开广泛探讨。 此外，
本研究虽验证了 Ｐｉｅｚｏ１ 与 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号传导的作用

关系，但二者之间或存在其他调控机制或通路参

与。 例如，Ｐｉｅｚｏ１ 感受应力刺激后，介导钙离子进入

细胞内，使钙稳态失衡，继而刺激活性氧过量逸出，
并以剂量依赖性的方式激活 ＥＲＫ 信号通路［３２－３３］。
最后，本文采用高强度跑台训练构建膝关节损伤模

型，目的是强调异常机械应力刺激对大鼠关节组织

的影响，虽然其他经典 ＫＯＡ 造模方法，如前交叉韧

带横断手术等，同样会对膝关节组织产生异常应力

刺激，或可与跑台造模产生相似影响，但本研究结

果是否能在 ＫＯＡ 模型中转化，以及其他运动训练强

度是否会对大鼠滑膜造成相似影响，仍需后续深入

４５ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



挖掘［３４］。 本文目前的研究只是对高强度机械应力

诱导膝关节滑膜纤维化这一现象的初步观察，希望

在未来可以深入探索相关机制，进一步推进研究结

果在临床应用中的落实。
综上所述，本文发现机械应力负荷可能通过激

活 Ｐｉｅｚｏ１ 蛋白并介导 ＥＲＫ１ ／ ２ 通路导致膝关节滑膜

纤维化及炎性因子释放。 但是否存在其他通路在

这一机制中发挥作用，尚未完全探索，希望在今后

实验中深入研究。
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