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鹿茸基于 TGF-β/Smads信号通路调控骨关节炎大鼠软骨 

相关基因/蛋白表达的研究 

卢 贺，李 政，任香儒，欧传双，李长树，李 雳 

深圳平乐骨伤科医院（深圳市坪山区中医院）  广东深圳 

【摘要】目的 研究鹿茸基于 TGF-β/Smads 信号通路对骨关节炎大鼠软骨相关基因/蛋白表达的影响。方

法 选择 30 只健康雌性 SD 大鼠，体重(220±15)g，随机分为 2 组，对照组组及研究组，每组 15 只。结论

骨性关节炎发病的重要机制之一与软骨细胞内的 smad2、3、6、7 腈水解酶 1（Nit1）、骨诱导因子

（Ogn）、脂联素（Adipoq）、过氧化物酶体增殖物激活受体γ（PPRγ）基因及蛋白的异常表达密切相关；

中药鹿茸可调控腈水解酶 1（Nit1）、骨诱导因子（Ogn）、脂联素（Adipoq）、过氧化物酶体增殖物激活

受体γ（PPRγ）的表达影响软骨细胞内 TGF-β/Smads 信号通路中关键靶点 Smad2、3、6、7 基因及蛋白

的表达来修复关节软骨，以此达到治疗骨关节炎的作用。 
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【 Abstract 】  Objective To study the effect of deer antler on the expression of cartilage-related 
genes/proteins in osteoarthritis rats based on TGF-β/Smads signaling pathway. Methods Thirty healthy female SD 
rats with a body weight of (220±15) g were selected and randomly divided into 2 groups, the control group and the 
research group, with 15 rats in each group. Conclusion One of the important mechanisms of osteoarthritis is related 
to smad2, 3, 6, 7 nitrilase 1 (Nit1), osteoinductive factor (Ogn), adiponectin (Adipoq) and peroxidase in 
chondrocytes. The abnormal expression of proliferator-activated receptor γ (PPRγ) gene and protein is closely 
related; Chinese medicine deer antler can regulate nitrilase 1 (Nit1), osteoinductive factor (Ogn), adiponectin 
(Adipoq), peroxisome The expression of proliferator-activated receptor γ (PPRγ) affects the expression of key 
target Smad2, 3, 6, 7 genes and proteins in the TGF-β/Smads signaling pathway in chondrocytes to repair articular 
cartilage, so as to achieve the treatment of osteoarthritis. effect. 
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骨关节炎是老年人最常见的关节疾病 ，其主要

病变特征包括进展性的软骨退变、滑膜炎、软骨下骨

及周围肌肉的改变，并常伴随关节疼痛，研究认为软

骨细胞凋亡和细胞外基质丢失、异常重建是骨关节炎

发病过程中软骨退变的主要原因。骨关节炎尚无根治

的方法，西医早期治疗多为抗炎镇痛等改善症状的措

施，不能控制疾病的进程，且部分药物毒副作用明显，

不能长期服用。 
中药鹿茸性温、甜味、咸味、肝肾，具有补肾养

阳、强身健骨、调理冲动、抗创面毒的作用。我们组

https://ijmd.oajrc.org/


卢贺等                              鹿茸基于 TGF-β/Smads 信号通路调控骨关节炎大鼠软骨相关基因/蛋白表达的研究

- 19 -

的初步研究表明，鹿茸对骨性关节炎大鼠有明显的治

疗作用，可能通过增加软骨细胞中 TGF-P 受体的表

达来促进骨性关节炎大鼠软骨的修复。然而，疾病的

发生和发展是一个复杂的过程，生物分子是疾病的结

构基础和功能单元。因疾病的发病机制复杂，临床难

以从单个细胞因子及其信号转导途径中找出其生物

学发病机制和治疗的关键靶点。要全面、协调地认识

和认识生物病机，就必须从不同层次、不同角度对生

物病机进行整合。基因组学研究是在分子水平上研究

复杂疾病的发生机制和系统间的关系。近年来，随着

基因组学的飞速发展，特别是高密度芯片等各种高通

量技术的发展，积累了大量的调控数据[1-2]。本研究

的目的是在转录组测序的基础上，分析鹿茸治疗大鼠

骨关节炎后基因表达的差异及其对相关信号通路的

影响，以期为鹿茸在治疗骨关节炎方面找寻新的思路。 
1 材料和方法 
1.1 实验动物与分组 
选取中山大学动物实验中心提供的 30 只雌性 

SPF 级 SD 大鼠，体重在(220±15)g，将它们任意分

为对照组及研究组，每组 15 只，由专人负责饲养和

管理。 
1.2 模型的建立与给药 
常规喂养 7 天后，对研究组大鼠构建双侧膝关节

骨关节炎疾病模型，对照组不做任何处置，模型制成

后给予研究组大鼠 6 周中药鹿茸灌喂，将鹿茸饮片加

生理盐水配制成溶液，给药剂量为 0.043g /100ml，对

照组每日 1 次给予等量等时长的生理盐水灌喂。  
1.3 指标检测 
灌喂结束后，处死大鼠，选取二组大鼠的单侧膝

关节组织保存备用。 
（1）大鼠膝关节病理观察  
沿正中矢状面剖开大鼠膝关节组织，用乙醇脱水、

生物透明剂透明、浸蜡后石蜡包埋，连续切取厚 
4.0-5.0 um 的切片，捞片后染色[4]，在显微镜中观察，

记录二组大鼠膝关节软骨的病损情况。 
（2）大鼠软骨 TGF-β、Smad2、3、6、7，腈

水解酶 1（Nit1）、骨诱导因子（Ogn）、脂联素

（Adipoq）、过氧化物酶体增殖物激活受体γ（PPR
γ）蛋白表达水平的免疫印迹探究 SDS-PAGE 凝胶

电泳法提取大鼠软骨蛋白。分别用兔抗大鼠单克隆抗

体、兔单克隆抗体 3、兔单克隆抗体 6、兔单克隆抗

体 7 和羊单克隆抗体 IgG。比较两组膝关节软骨

TGF-β、Smad2、3、6、7 ，腈水解酶 1（Nit1）、

骨诱导因子（Ogn）、脂联素（Adipoq）、过氧化物

酶体增殖物激活受体γ（PPRγ）蛋白的相对表达。 
（3）聚合酶链反应检测大鼠软骨 TGF-β、

Smad2、3、6、7 ，腈水解酶 1（Nit1）、骨诱导因

子（Ogn）、脂联素（Adipoq）、过氧化物酶体增殖

物激活受体γ（PPRγ） mRNA 在液氮中将二组大

鼠关节软骨组织研磨成粉，提取总 RNA，并检测 
RNA 浓度及纯度，合格后进行 cDNA 的逆转录；然

后分别对 TGF-β、Smad2、3、6、7 ，腈水解酶 1
（Nit1）、骨诱导因子（Ogn）、脂联素（Adipoq）、

过氧化物酶体增殖物激活受体γ（PPRγ）mRNA 
进行引物设计，内参照基因选择 GAPDH，按扩增试

剂盒中的说明书配制以 cDNA 为模板的 20ulPCR 
反应体系，最后再对比分析二组大鼠软骨 TGF-β、

Smad2、3、6、7，腈水解酶 1（Nit1）、骨诱导因子

（Ogn）、脂联素（Adipoq）、过氧化物酶体增殖物

激活受体γ（PPRγ）mRNA 表达水平。 
1.4 数据分析 
采用华大基因多组学 Dr.Tom 数据分析系统进

行差异基因分析、基因分类和富集分析；对差异基因

使用京都基因和基因本体进行分析；计算 P 值，当 P
值小于 0.05 时，代表差异有统计学上的价值。 

2 结果 
2.1 大鼠膝关节病理观察 
对照组关节软骨 4 层结构紊乱严重，潮汐线模糊，

软骨表面溃疡缺损，纤维改变，细胞数量弥漫增加，

细胞簇分布紊乱，软骨细胞巢多，钙化层细胞消失。

研究组软骨层、髓腔出现皮下骨增生，大鼠关节软骨

细胞呈 4 层排列，软骨表面稍粗糙，无明显糜烂或损

伤改变，部分表面细胞减少，肥大细胞层细胞多呈背

靠背双细胞排列。未观察到明显的聚类，中层细胞略

有增加，分布稍不均匀，无明显的细胞巢结构、钙化

层和潮线结构。 
2.2 TGF-β、Smad2、3、6、7 ，腈水解酶 1

（Nit1）、骨诱导因子（Ogn）、脂联素（Adipoq）、

过氧化物酶体增殖物激活受体γ（PPRγ）蛋白的表

达水平。 
二组大鼠 TGF-β、Smad2、3、6、7，腈水解酶

1 （ Nit1 ） 、 骨 诱 导 因 子 （ Ogn ） 、 脂 联 素

（Adipoq）、过氧化物酶体增殖物激活受体γ（PPR
γ） 蛋白相对表达量方差齐，组间比较差异有统计
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学意义，研究组 TGF- β、Smad2 、3 腈水解酶 1
（Nit1）、骨诱导因子（Ogn）较正常对照组升高( P ＜
0.05)。Smad6、7 ，脂联素（Adipoq）、过氧化物酶

体增殖物激活受体γ（PPR γ）较正常对照组降低

( P ＜0.05)。 
2.3 TGF- β、Smad2 、3 、6 、7 ，腈水解酶 1

（Nit1）、骨诱导因子（Ogn）、脂联素（Adipoq）、

过氧化物酶体增殖物激活受体γ（PPR γ）mRNA 
的表达水平。 

由表 1 可见，大鼠软骨 TGF-β、Smad2、3、6、

7，腈水解酶 1（Nit1）、骨诱导因子（Ogn）、脂联

素（Adipoq）、过氧化物酶体增殖物激活受体γ（PPR
γ） mRNA 相对表达量方差不齐，采用 t 检验进行

组间比较，结果显示差异有统计学上的价值(P＜0.01) ，
mRNA 表达水平比较，研究组 TGF-β、Smad2、3 腈水

解酶 1（Nit1）、骨诱导因子（Ogn）较正常对照组

升高( P ＜0.05)。Smad6、7 ，脂联素（Adipoq）、

过氧化物酶体增殖物激活受体γ（PPRγ）较正常对

照组降低( P ＜0.05)，见表 2。 

表 1 大鼠软骨 GAPDH、SmadmRNA CT 值对比 

组别 GAPDH SMAD SMAD3 SMAD6 SMAD7 

对照组 19.99±0.16 40.14±0.31 35.65±0.26 32.62±0.83 32.60±0.29 

研究组 16.62±0.04 30.60±0.12 29.24±0.35 32.40±0.47 32.19±0.41 

组别 GAPDH TGF-β Nit1 Ogn PPRγ Adipoq 

对照组 19.99±0.16 42.14±0.21 37.65±0.16 32.62±0.83 22.60±0.19 31.62±0.43 

研究组 16.62±0.04 30.40±0.52 28.24±0.45 32.40±0.47 22.19±0.63 33.40±0.57 

表 2 大鼠软骨 mRNA 相对表达量对比 

组别 SMAD2 SMAD3 SMAD6 SMAD7 TGF-β Nit1 Ogn PPRγ Adipoq 

对照组 0.01±0.03 1.46±0.42 18.76±9.83 14.72±4.63 1.46±0.42 2.26±0.42 3.23±0.12 17.72±4.83 15.46±9.23 

研究组 0.28±0.03 12.06±3.31 1.78±0.49 1.65±0.48 0.28±0.03 14.06±3.31 15.16±0.34 2.62±0.18 1.28±0.59 

 
3 讨论 
目前，骨关节炎的发病机制尚不清楚，没有有效

的延缓骨关节炎的治疗方法。骨关节炎属中医“骨痹”

范畴，中医认为骨性关节炎以“肝肾亏虚”为病机之

本。中医鹿茸具有补肾健骨之功效，可用于骨关节炎

早期的药物治疗。我们课题组前期利用中医古籍数据

库检索文献研究、组织病理检测、聚合酶链式反应实

验（PCR）和蛋白免疫印迹实验（WB)检测技术动物

实验验证了中药鹿茸对早期 OA 的治疗作用，其通

过促进关节软骨形成发挥对 OA 大鼠膝关节损伤软

骨的修复作用[1-2]，但其具体作用机理尚未明确。

TGF-β/Smads 信号转导通路主要是指 Smads 蛋白转

导的 TGF-β超家族信号转导通路，它对细胞增殖、

分化、转移、凋亡、存活等具有重要的调控作用，同

时能够促进胚胎发育、组织修复和血管新生等[3-4]，

其中 Smads 蛋白转导的 TGF-β和 BMPs 是最主要

的两条信号通路。在 TGF-β/Smads 信号通路中，

TGF-β首先结合细胞膜表面的 TGF-βⅡ型受体，形

成异源二聚体复合物，然后通过Ⅱ型受体在Ⅰ型受体

GS 区磷酸化，再激活 TGF-βⅠ型受体，活化的 Tβ
RⅠ在羧基末端保守区 SS(MPV)S 基序两个丝氨酸

残基之间磷酸化 R-Smads，再与 Co-Smad 结合成为

转录复合物，转录到细胞核内，调控靶基因的转录。

同时 I-Smad 通过与激活的 I 型受体结合来阻止

Smad2 和 Smad3 的磷酸化，抑制 TGF-β的信号转导。

本研究结果显示，鹿茸干预后大鼠关节软骨，对照组 
Smad6、7、脂联素（Adipoq）、过氧化物酶体增殖

物激活受体γ（PPRγ）的表达量升高显著，TGF-
β、Smad2、3 腈水解酶 1（Nit1）、骨诱导因子

（Ogn）的表达量降低明显; 研究组则与之相反。 
脂联素（Adipoq）是已知的唯一与肥胖呈负相关

的脂肪因子[5]，脂联素在 OA 发病中的作用仍存在争

议，脂联素在 OA 早期患者的血清中呈高水平状态，

而在 OA 晚期患者中却呈低表达水平[6]。在本研究

中鹿茸干预后软骨细胞脂联素表达水平上调，但上调

表达的脂联素在治疗大鼠骨关节炎中所 起到的具体

作用尚不清楚。有文献报道脂联素可上调细胞 Smad7、
BMP-7 的表达[7]，而 Smad7 和 BMP-7 又具有抑制 
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Smad2、3 的作用。此外，有学者发现过氧化物酶体

增 殖物激活受体γ（PPRγ）可通过作用于 Smad3 
分子抑制 TGF-β/Smad3 信号通路[8]，同时发现脂联

素的表达水平与 PPARγ呈正相关关系，且脂联素基

因启动子区具有可与 PPARγ、配体异二聚体结合的

特异性反应原件 PPRE，因此推断脂联素亦可能通过

某种 PPARγ相关途径抑制 TGF-β/Smad3 信号通

路 Smad3 的表达[9]。 
腈水解酶 1 被认识是一种 代谢修复酶，可水解

细胞内脱氨基的谷胱甘肽[10]，NIT1 蛋白启动子区域

可与 Smad3 直接结合并招募 Smad2、3 到细胞 TGF-
β受体上，从而激活并与 TGF-β/Smad2、3 信号通

路形成正反馈回路关系[11]。因此推断上调表达的腈水

解酶 1 可能是鹿茸影响软骨细胞 TGF-β/Smad 通路

中 Smad2、3、6、7 基因及蛋白的表达趋势的原因

之一。小亮氨酸富集蛋白家族骨诱导因子（Ogn）可

通过直接作用于 TGF- β信号通路下游而不影响

TGF-β及 Smad2、3 的磷酸化，从而增强成骨细胞中

TGF-β信号通路诱导的转录活性及 I 型胶原的表达

[12]。在本团队既往对鹿茸调控 TGF-β/Smad 通路下

游分子 Smads 家族中基因/蛋白表达治疗大鼠 OA 的

研究中，我们发现鹿茸通过上调 Smad2、3 基因及蛋

白表达、下调 6、7 基因及蛋白表达发挥治疗作用，

同时推断在鹿茸调控软骨细胞 Smads 家族基因及蛋

白表达过程中，除 TGF-β/Smad 信号通路外可能存

在其他信号通路共同参与，在此推论下，并结合鹿茸

干预 OA 大鼠关节软骨蛋白质组学的研究结果，可推

断鹿茸干预后腈水解酶 1、脂联素、骨诱导因子可能

是引起 TGF-β/Smad 通路下游分子 Smad2、3、6、7
基因及对应蛋白表达趋势异常变化的调控蛋白。 
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