
췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍

췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍
췍 췍

췍췍

本文引文格式:张浩,赵琦,李晓强,等.SRC家族激酶抑制剂PP2对大鼠膝骨关节

炎的治疗作用[J].右江民族医学院学报,2023,45(3):373-378.
【论著与临床报道】

SRC家族激酶抑制剂PP2对大鼠膝骨关节炎的治疗作用

张浩1,赵琦1,李晓强1,刘佳2

(1.右江民族医学院研究生学院,广西 百色 533000;

2.右江民族医学院附属医院,广西 百色 533000)

摘 要:目的 观察SRC家族激酶抑制剂PP2对大鼠膝骨关节炎(osteoarthritis,OA)的治疗作用。方法 采用大鼠右

膝内侧半月板切除术诱导OA模型,术后1个月关节腔注射5mg/kg剂量的PP2溶液。每周2次,持续6周。然后取各

组右膝关节软骨,进行 HE、甲苯胺蓝染色、番红O快绿染色和 micro-CT等实验观察其退变程度。qRT-PCR检测 AD-
AMTS5、MMP13、COL2A1和AggrecanmRNA的表达情况。再通过免疫荧光染色和蛋白免疫印迹实验检测与 OA发

展相关的指标变化情况。结果 HE和番红 O快绿染色结果显示PP2能够在一定程度上缓解 OA大鼠的软骨退变。

qRT-PCR结果显示,PP2能 够 降 低 OA 造 成 的 ADAMTS5、MMP13mRNA 的 异 常 增 高,也 在 一 定 程 度 上 改 善 了

COL2A1、AggrecanmRNA的表达下降。免疫荧光染色和蛋白免疫印迹实验结果显示,关节腔注射PP2溶液能够减少

OA造成的 MMP13、MMP9、MMP3、COX2和ADAMTS5蛋白的异常增加,同时逆转了Aggrecan和COL2A1蛋白的减

少。结论 关节腔注射PP2溶液有助于改善大鼠膝OA,使大鼠关节软骨破坏减轻,减少关节软骨的退变。
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TherapeuticeffectofSRCfamilykinaseinhibitorPP2onratswithkneeosteoarthritis

ZhangHao1,ZhaoQi1,LiXiaoqiang1,LiuJia2

(1.GraduateSchool,YoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise533000,
Guangxi,China;2.TheAffiliatedHospitalofYoujiangMedicalUniversity

forNationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective ToobservethetherapeuticeffectoftheSRCfamilykinaseinhibitorPP2onrats
withkneeosteoarthritis(OA). Methods KneeOAwasinducedinratsthroughrightmedialmeniscectomy.
Atonemonthaftertheoperation,thejointcavitywasinjectedwithaPP2solutionatadoseof5mg/kg.The
injectionwasadministeredtwiceaweekfor6weeks.Subsequently,thedegreeofcartilagedegenerationinthe
rightkneejointwasevaluatedthroughHEstaining,toluidinebluestaining,SafraninO-FastGreenstaining,
andmicro-CT.qRT-PCRwasusedtoassesstheexpressionofADAMTS5,MMP13,COL2A1,andAggrecan
mRNA.Immunofluorescencestainingandproteinimmunoblottingwereemployedtodetectchangesinindica-
torsassociatedwithOAprogression. Results TheresultsofHEstainingandSafraninO-FastGreenstaining
indicatedthatPP2couldalleviatecartilagedegenerationinOAratstoacertainextent.qRT-PCRresults
showedthatPP2couldreducetheabnormalincreaseofADAMTS5andMMP13mRNAinducedbyOAand
partiallyimprovethedecreasedexpressionofCOL2A1andAggrecanmRNA.Immunofluorescencestainingand
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WesternblotresultsrevealedthatjointcavityinjectionofthePP2solutioncoulddecreasetheabnormaleleva-
tionofMMP13,MMP9,MMP3,COX2,andADAMTS5proteinscausedbyOA,andalsorestorethereduced
levelsofAggrecanandCOL2A1proteins. Conclusion ThejointcavityinjectionofPP2solutioncontributes
totheimprovementofkneeosteoarthritisinratsbyreducingarticularcartilagedestructionanddegeneration.
  Keywords: osteoarthritis;SRCfamilykinaseinhibitor;matrixmetalloproteinase

  在全球范围内,膝骨关节炎(osteoarthritis,OA)
是最常见的关节类疾病,在老年人中发病率高,且具有

很高的致残率,所以 OA 成为老年人残疾的重要因

素[1]。OA治疗的主要任务是改善这些病人的生存质

量以及延长运动年限。目前对OA病人的治疗方式为

服用止疼药、消炎药和关节内注射药物,但都缺乏关于

治疗效力的明确临床数据,以及具有潜在的副作用[2]。
现阶段对OA的处理仍以减轻疼痛、缓解发展为主。
因此,寻找出治疗OA更有效的方法很有必要。

PP2是一种可逆的、ATP竞争性的SRC家族激

酶抑制剂,在活生物体内,PP2和吉西他滨联合能产生

98%的肿瘤生长抑制率[3]。在细胞方面,低浓度10

μM下PP2对癌细胞增殖的影响不显著,超过20μM
浓度时癌细胞生长越来越受到抑制,这一发现与其他

人类癌细胞系的报道一致。通常浓度达到10μM 就

能在细胞培养中实现SRC家族激酶的完全抑制[4]。

SRC家族激酶(SFKs)是非受体酪氨酸激酶中最大的

酶亚家族,该类包括9个高度同源的成员,即SRC、

Fyn、Yes、Blk、Yrk、Fgr、Hck、Lck和Lyn[5]。
有研究表明[6],SRC家族激酶中的Fyn在成人

OA软骨上,以及外伤后OA软骨上的表达明显升高,
而若Fyn不足则可显著的推迟小鼠在外伤后的年龄

依赖性OA的进展。研究报道Fyn可能通过激活β-
catenin通路促进 OA[7]。PP2能通过抑制SRC家族

成员Lyn、Fyn和 Hck等的表达,逆转软骨细胞形态

的去分化。SRC激酶抑制剂PP2在软骨细胞中促进

软骨基因的表达[8]。基于此,本研究旨在探讨关节腔

内注射PP2对OA的治疗作用,通过microCT检测结

构改变,组织染色检测病理学改变,检测基质金属蛋白

酶(MMPs)在细胞外基质(ECM)合成和降解,以评价

PP2在OA模型中的作用,为临床治疗 OA药物的开

发提供线索与依据。

1 材料和方法

1.1 实验动物 18只10周龄的雄性SD大鼠购于长

沙天勤生物科技有限公司。所有实验均已通过右江民

族医学院伦理委员会批准,实验动物生产许可证号

SCXK(湘)2019-0014。大鼠在室温(22℃)下昼夜保

存12h。OA是由每只大鼠的右膝不稳定内侧半月板

切除术(DMM)引起的[9]。将18只大鼠随机分为假手

术组(Sham)、OA组、OA+关节腔注射5mg/kgPP2
组,每组6只。从DMM后1个月开始,关节腔注射药

物,每周2次,持续6周,然后切除各组右膝关节进一

步分析。

1.2 膝关节变性评估 使用番红O快绿染色和常规

组织切片(4μM 厚度)来观察OA过程中膝关节软骨

的变化。各组采用OARSI评分系统进行比较。同时

使用HE、甲苯胺蓝染色观察各组软骨变化。

1.3 Micro-CT分析 收集各组大鼠右膝关节放入

4%组织固定液中,第2天用 micro-CT设备对整个膝

关节扫描,并对胫骨平台软骨下骨进行分析。进行膝

关节结构的二维(2D)、三维(3D)重建。

1.4 定量逆转录聚合酶链反应(qRT-PCR) 用TR-
Izol试剂(LifeTechnologies)从软骨组织中提取总

RNA。使用NanoDrop分光光度计(赛默飞世尔科技

有限公司)测量RNA浓度。总RNA(每个样本1μg)
使用PrimeScriptTMRT-PCRkit[宝日医生物技术(北
京)有限公司]根据制造商说明反转录为cDNA。反转

录反应条件为37℃15min,85℃5s,4℃冷却。随

后使 用 SYBR-green试 剂 和 适 当 的 引 物 进 行 RT-
PCR。PCR热循环条件为:95℃2min,94℃15s,

60℃15s,72℃20s,共40次循环。采用2-ΔΔCt方法

进行比较定量评估。对于每个目标基因,转录水平归

一化为β-actin,并表示为相对于β-actin的折叠变化。
见表1。

表1 qRT-PCR所用引物

Genes Forwardprimer(5′→3′) Reverseprimer(5′→3′)

Aggrecan CAGTGCGATGCAGGCTGGCT CCTCCGGCACTCGTTGGCTG
Col2a1 TTCTGGTCCTCGTGGTCTCC GACCCATTGGACCTGAAGCG
ADAMTS5 AATGGCAGCACCAACACAAC ATATGGTCCCAACGTCTGC
MMP13 ACCATCCTGTGACTCTTGCG TTCACCCACATCAGGCACTC

β-actin GCAGAAGGAGATTACTGCCCT GCTGATCCACATCTGCTGGAA
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1.5 蛋白免疫印迹实验 提取各组软骨组织的蛋白

质。蛋白免疫印迹实验实验以 GAPDH 作为内部参

照,检测每个目标蛋白的表达水平。取适当的液体注

入研钵内,取30mg软骨组织置于研钵内,迅速地将组

织研磨成粉末,随后添加包括蛋白酶和磷酸酶抑制剂

的RIPA裂解液。将样品放在冰上裂解30min,然后

在12000r/min离心15min。将上清液和5×上样缓

冲液混匀,然后放在100℃的金属浴上煮沸15min。
各组的蛋白质样品采用了十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离,然后再迁移到聚偏氟乙烯(PVDF)
的薄膜上。用含5%脱脂奶粉的TBST密封1h,然后

将PVDF 膜 放 入 一 抗 中 检 测:COL2A1(1∶1000,

ab188570,Abcam)、MMP13(1∶1000,18165-1-Ap,

Proteintech,China)、MMP9(1∶2000,ab283575,Ab-
cam)、MMP3(1∶1000,ab52915,Abcam)、COX2(1∶
2000,ab179800,Abcam)、GAPDH (1∶10000,ab1816
02,Abcam)。一抗在4℃的冰箱孵过夜,磷酸盐缓冲

盐水(PBS)清洗3次后加入二抗再孵约1h。最后,用
增强化学发光法观察结果。

1.6 免疫荧光染色 将常规的组织学切片(4μM)置
于柠檬酸缓冲液中,在60℃的热水浴中过夜,以进行

组织抗原修复。切片上的组织被含有 TritonX-100
(0.3%)的驴血清白蛋白(北京索莱宝科技有限公司)
在22℃下封闭30min。在切片中抽出封闭液,并添加

特定一抗,并放在4℃的冰箱中孵育过夜。所使用的

抗体分别为Aggrecan、ADAMTS5。第2天,将组织切

开后放于薄片架上,PBS中清洗3遍,每次约5min。
然后在常温下,将二抗加入到组织切片中,持续1h。
接下来,在黑暗中,组织切片被DAPI浸泡10min。最

后,再添加抗萤光淬灭剂,并加上盖玻片。荧光染色图

像使用激光扫描和工聚焦技术显微镜(德国徕卡显微

系统有限公司)获得。

1.7 统计学方法 所有实验获得的数据均以(췍x±s)
表示。使用SPSS25.0软件对数据进行统计分析。使

用单因素方差分析进行比较。P<0.05认为差异具有

统计学意义。

2 结果

2.1 PP2改善大鼠 OA模型的进展 Micro-CT2D
图像显示,正常组大鼠膝关节胫骨软骨下骨结构正常,
软骨下骨板表面圆滑无明显增厚、粗糙、硬化改变,软
骨下骨板线条形状平整,骨板周围无骨赘形成及骨质

破坏等表现,软骨下骨松质骨小梁排列紧密,骨小梁体

积粗匀,无明显骨松质缺失情况;而造模组出现了胫骨

软骨下骨结构改变,软骨下骨板表面损毁、粗糙,损毁

周围骨质硬化、增厚,骨板周围可见骨赘形成及骨破坏

情况,软骨下骨松质见骨小梁排列疏松,骨小梁体积细

长,部分骨小梁缺失,而治疗组均较造模组改善,软骨

下骨板表面轻微增厚、粗糙程度比模型组轻,骨板周围

骨赘明显减少以及估值破坏也比模型组轻(见图1A)。

3D图像显示:造模组大鼠胫骨平台内侧见骨皮质破

坏、粗糙、缺失,膝关节间隙变窄,骨皮质周围可见骨赘

形成,退变明显,并可观察到大鼠右膝关节下肢力线失

稳、下肢外翻畸形变现,治疗组对比上述描述呈现改善

表现,胫骨平台内侧骨皮质破坏变轻,骨赘明显减少,
且未观察到下肢畸形等形态学表现(见图1B)。

注:A.Micro-CT2D图像;B.Micro-CT3D图像。

图1 PP2改善大鼠OA模型的进展

2.2 PP2对OA大鼠软骨病理损伤的保护作用 膝

关节HE染色试验显示:与正常组相比,模型组的大鼠

膝关节软骨损伤程度呈现明显加重现象,软骨细胞数

量大量减少,且软骨表面损伤更加严重。而相比于模

型组,治疗组的膝盖软骨破坏严重程度降低,但软骨细

胞总量增加,且细胞排列也趋向有序。表明治疗组可

以减少软骨损伤的形成(见图2A)。番红O快绿染色

和OARSI的评分结果表明,与正常组比较,模型组的

滑膜关节面损害评价显著提高,但治疗组和模型组的

评价则明显下降。红色的区域显示为软骨细胞,而青

绿色标显示为骨组织;与正常组比较,模型组的膝关节

软骨发生了较严重钙化,红色的软骨组织区域范围也

显著减小,与模型组比较,治疗组的钙化现象也有所改

善,软骨的区域范围相对扩大。表明用PP2治疗可以

减缓软骨钙化情况,促进软骨修复(见图2B)。甲苯胺

蓝和阿尔辛兰的染色结果显示,与正常组相比,模型组

的关节面受损严重,让软骨厚度减少,软骨细胞排列混
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乱,而治疗组与模型组相比,软骨分解严重减轻、软骨

厚度增多、排列异常的软骨细胞减少,软骨破坏降低。
表明,PP2治疗能够缓解大鼠膝关节软骨的 OA软骨

变性(见图2C、图2D)。

注:A.HE染色图像,B.番红O快绿染色及 OARSI评分结果图像,

C.阿尔辛兰染色结果图像,D.甲苯胺蓝染色结果图像。

图2 PP2对OA大鼠软骨病理损伤的保护作用

2.3 PP2 降 低 了 关 节 软 骨 组 织 中 MMP13、AD-
AMTS5,提高COL2A1和 Aggrecan的 mRAN水平

 定量qRT-PCR结果显示,与正常组相比,模型组的

MMP13和ADAMTS5mRAN显著升高,COL2A1和

AggrecanmRAN显著降低;而治疗组与模型组相比

能缓解这种情况(见图3)。

注:定量qRT-PCR结果。*P<0.05;**P<0.01;***P<0.001。

图3 PP2降低了关节软骨组织中 MMP13、ADAMTS5,提高COL2A1和Aggrecan的 mRAN水平

2.4 免疫荧光检测软骨组织中 ADAMTS5、Aggre-
can蛋白的表达 蛋白免疫印迹实验检测软骨组织中

MMP3、MMP9、MMP13、COL2A1、COX2蛋白的表达

 免疫荧光测试结果表明,与正常组对比,模型组中的

蛋白水解酶ADAMTS5水平显著升高,同时导致Ag-
grecan丢失。而治疗组与模型组相比,逆转了这些变

化蛋白免疫印迹实验的测试结果表明,与正常组对比,
模型组中的蛋白水解酶 MMP3、MMP9、MMP13水平

显著升高以及COX2水平的升高,同时导致COL2A1
的丢失。而治疗组与模型组相比逆转了这些变化(见
图4A~图4C)。
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注:A.ADAMTS5免疫荧光染色图像,B.Aggrecan免疫荧光染色图像,

C.蛋白免疫印迹实验结果及统计分析结果。*P<0.05;**P<0.01;***P<0.001。

图4 免疫荧光和蛋白免疫印迹实验检测软骨组织中 MMP3、MMP9、

MMP13、ADAMTS5、Aggrecan、COL2A1、COX2蛋白的表达

3 讨论

OA是一类可以严重危及病人生命安全的一种退

行性关节病变,全球来看有大量老年人口罹患OA[10]。

OA主要出现于中老年人群体中,随着社会老龄化的

增加,其发病趋势也显著上升[11]。在OA的发生发展

过程中,多种因素对其有影响,如遗传、代谢、环境和创

伤等[12]。近年来研究OA发病机制的学者越来越多,
但目前还未找出有效疾病治疗方法,对OA的传统治

疗方法包括改变生活方式以减少身体负重、用药干扰

(皮质类固醇和非甾体抗炎药)和术后干扰(截骨术或

关节置换)等,虽然上述方法都可能会减少患者的疼

痛,但选择范围还是很有限的[13]。因此本研究旨在探

讨出更多的有效治疗OA的方式,并为临床治疗靶向

药品的研发提供线索与根据,以进一步研究和完善

OA的发病机制,这些对防止 OA 的进展尤为重要。

PP2是一种可逆的 ATP竞争性SRC家族激酶抑制

剂,Lck和Fyn的IC50分别为4nM 和5nM[14]。它

不但能够控制肿瘤、抵抗氧化应激,而且在抵抗发炎等

领域也起作用。在肿瘤治疗领域,PP2处理能够通过

控制连接蛋白43(Cx43)的表达从而控制人类肺癌

A549细胞的入侵和迁移[15],由于PP2能够有效控制

人舌鳞癌细胞Tca8113入侵和转移的功能,而且疗效

具有一定浓度依赖性,因此可能对治疗人舌鳞癌有着

一定的临床意义[16]。PP2在体外挽救了炎症细胞因

子诱导的上皮屏障缺陷,并在体外抑制了连接黏附分

子-A(JAM-A)Y280的磷酸化。JAM-AY280的酪

氨酸磷酸化可调节炎症过程中的上皮屏障功能[17]。
在炎症和氧化反应领域,PP2预处理技术可显著改变

由脂多糖(LPS)所引起的肾功能下降和损害,包括了

炎症和氧化反应;能够显著地减少由LPS所诱发的严

重肾脏损害(AKI)小鼠中的肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、
诱导型一氧化氮合酶(iNOS)和细胞内黏附分子-1
(ICAM-1)的 mRNA表达;同时也降低了LPS诱导的

ROS水 平,如 降 低 了8-oxo-dG、Nox2和 Nox4水

平[18];PP2预处理能完全阻止NE诱导的促炎细胞因

子的产生,如TNFα、IL-1β和IL-8等[19]。潜在的致敏

作用是一种慢性疼痛的长期模型,SFK(可能是Fyn)
可以维持由炎症或神经损伤引起的潜在的致敏作用,
而PP2可以抑制这种作用[20]。所以考虑在 OA 中

PP2是否也有相同的作用。总的来说PP2不仅在癌症

中有积极作用,同时也在抗氧化应激、抗炎症以及在抑

制潜在的致敏作用都有积极效果。而在治疗OA过程

中,氧化应激、炎症和疼痛这些都是需要重点关注的。
许多研究结果表明[12,14]PP2在减轻症状和减轻不

同病理学进展方面的作用,也发现其在软骨细胞中的

积极作用。然而,很少有研究直接在活体内评估PP2
关节腔注射给药对OA疾病的影响。为了更好地了解

PP2作为治疗OA的潜在作用,本研究分析了关节内

注射PP2对手术诱导的大鼠OA模型的影响,实验数

据表明,在关节腔内注射PP2,能够改善膝OA炎症表

现以及软骨破坏,从而减少了软骨损伤的形成,还使软

骨钙化情况得到了改善,软骨组织面积也相对增大,软
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骨降解程度减轻、软骨厚度增加、排列紊乱的软骨细胞

数量减少,软骨破坏降低。
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