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基于机械应力介导的 PINK1/Parkin 途径探讨汉黄芩素改善膝骨关节炎
软骨损伤的作用机制  
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摘  要：目的  探讨汉黄芩素通过调控 PTEN诱导激酶 1（PTEN induced putative kinase 1，PINK1）/帕金蛋白（Parkin）信

号通路激活软骨细胞自噬的作用，并阐明其对机械应力影响下的膝骨关节炎（knee osteoarthritis，KOA）软骨损伤的干预作

用。方法  通过内侧半月板失稳手术建立小鼠 KOA模型，并随机分为假手术组、模型组及汉黄芩素（40、80 mg/kg）组和

汉黄芩素（80 mg/kg）＋Piezo1激动剂 Yoda1（5 mg/kg）组，采用苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色和番红 O-固

绿染色评价软骨组织形态学改变；ELISA检测血清中白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）和肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis 

factor-α，TNF-α）水平；Western blotting及 qRT-PCR检测软骨组织Ⅱ型胶原蛋白（collagen II）、基质金属蛋白酶 13（matrix 

metallopeptidase 13，MMP13）、Piezo1、微管相关蛋白 1轻链 3-I/II（microtubule-associated protein 1 light chain 3-I/II，LC3-

I/II）、p62、Beclin-1、PINK1、Parkin蛋白及 mRNA表达。使用应力加载装置处理小鼠软骨细胞建立应力损伤细胞模型，设

置对照组、模型组及汉黄芩素（25、50、100 μmol/L）组和汉黄芩素（100 μmol/L）＋Yoda1（2.5 μmol/L）组，采用 CCK-8

法检测细胞活力；采用 DHE、TUNEL染色检测活性氧（reactive oxygen species，ROS）及细胞凋亡水平；ELISA检测细胞

上清液中 IL-1β和 TNF-α水平；免疫荧光检测 Piezo1表达；Western blotting及 qRT-PCR检测 collagen II、MMP13、Piezo1、

LC3-I/II、p62、Beclin-1、PINK1、Parkin 蛋白及 mRNA表达；透射电镜观察线粒体形态。结果  与假手术组比较，模型组

小鼠软骨出现严重损坏，软骨组织 collagen II、LC3-II/I、Beclin-1、PINK1、Parkin 蛋白和 mRNA 表达水平显著降低（P＜

0.01），MMP13、p62、Piezo1 蛋白和 mRNA 表达水平显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，汉黄芩素各剂量组小鼠软骨形

态改善明显，软骨组织 collagen II、LC3-II/I、Beclin-1、PINK1、Parkin蛋白和 mRNA表达水平显著升高（P＜0.01），MMP13、

p62、Piezo1蛋白和 mRNA表达水平显著降低（P＜0.01）；与汉黄芩素高剂量组比较，汉黄芩素＋Yoda1组软骨组织 collagen 

II、LC3-II/I、Beclin-1、PINK1、Parkin 蛋白和 mRNA 表达水平显著降低（P＜0.05、0.01），MMP13、p62、Piezo1 蛋白和

mRNA表达水平显著升高（P＜0.01）。细胞实验结果表明，与对照组比较，模型组细胞活力显著降低（P＜0.01），ROS、细

胞凋亡、IL-1β、TNF-α水平及 MMP13、p62、Piezo1蛋白和 mRNA表达水平显著升高（P＜0.01），collagen II、LC3-II/I、

Beclin-1、PINK1、Parkin 蛋白和 mRNA表达水平显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，汉黄芩素可呈剂量相关性地增加细

胞活力（P＜0.01），促进自噬，并上调 collagen II、LC3-II/I、Beclin-1、PINK1、Parkin蛋白和 mRNA表达水平（P＜0.01）；

与汉黄芩素组比较，汉黄芩素＋Yoda1 组软骨损伤及自噬相关指标显著下降（P＜0.01）。结论   汉黄芩素通过调控

PINK1/Parkin通路，激活细胞自噬程序并减轻线粒体损伤，对机械应力干预下的 KOA软骨损伤起到保护作用。 
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Abstract: Objective  To explore the therapeutic effect of wogonin on activating chondrocyte autophagy by regulating the PTEN 

induced putative kinase 1 (PINK1)/Parkin signaling pathway, and elucidate its intervention effect on knee osteoarthritis (KOA) cartilage 

injury under mechanical stress. Methods  A mouse KOA model was established through the destruction of medial meniscus surgery, 

and randomly divided into sham group, model group, wogonin (40, 80 mg/kg) group, and wogonin (80 mg/kg) + Piezo1 agonist Yoda1 

(5 mg/kg) group. Hematoxylin-eosin (HE) staining and safranin O-green staining were used to evaluate the morphological changes of 

cartilage tissue; ELISA was used to detect the levels of interleukin-1β (IL-1β) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in serum; Western 

blotting and qRT-PCR were used to detect the protein and mRNA expressions of collagen II, matrix metalloproteinase 13 (MMP13), 

Piezo1, microtubule-associated protein 1 light chain 3-I/II (LC3-I/II), p62, Beclin-1, PINK1 and Parkin in cartilage tissue. A stress 

injury cell model was established by treating mouse chondrocytes with stress loading. Control group, model group, wogonin (25, 50, 

100 μmol/L) group, and wogonin (100 μmol/L) + Yoda1 (2.5 μmol/L) group were set up. CCK-8 method was used to detect cell 

viability; DHE and TUNEL staining were used to detect levels of reactive oxygen species (ROS) and cell apoptosis; ELISA was used 

to detect the levels of IL-1β and TNF-α; Immunostaining was used to detect Piezo1 expression; Western blotting and qRT-PCR were 

used to detect the protein and mRNA expressions of collagen II, MMP13, Piezo1, LC3-I/II, p62, Beclin-1, PINK1 and Parkin; 

Mitochondrial morphology was observed by transmission electron microscopy. Results  Compared with sham group, mice in model 

group showed severe cartilage damage, with significantly reduced protein and mRNA expressions of collagen II, LC3-II/I, Beclin-1, 

PINK1 and Parkin in cartilage tissue (P < 0.01), and significantly increased protein and mRNA expressions of MMP13, p62 and Piezo1 

(P < 0.01); Compared with model group, the cartilage morphology of wogonin in each dose group was significantly improved, the protein 

and mRNA expressions of collagen II, LC3-II/I, Beclin-1, PINK1 and Parkin in cartilage tissue were significantly increased (P < 0.01), 

while the protein and mRNA expressions of MMP13, p62 and Piezo1 were significantly decreased (P < 0.01); Compared with wogonin 

high-dose group, wogonin + Yoda1 group showed significantly reduced protein and mRNA expressions of collagen II, LC3-II/I, Beclin-

1, PINK1 and Parkin in cartilage tissue (P < 0.05, 0.01), while significantly increased protein and mRNA expressions of MMP13, p62, 

and Piezo1 (P < 0.01). The cell experiment results showed that compared with control group, the cell viability of model group was 

significantly reduced (P < 0.01), the levels of ROS, apoptosis, IL-1β, TNF-α, MMP13, p62, Piezo1 protein and mRNA expressions 

were significantly increased (P < 0.01), the protein and mRNA expressions of collagen II, LC3-II/I, Beclin-1, PINK1 and Parkin were 

significantly reduced (P < 0.01); Compared with model group, wogonin increased cell viability in a dose-dependent manner (P < 0.01), 

promoted autophagy, and up-regulated the protein and mRNA expression levels of collagen II, LC3-II/I, Beclin-1, PINK1 and Parkin 

(P < 0.01); Compared with wogonin group, wogonin + Yoda1 group showed a significant decrease in cartilage damage and autophagy 

related indicators (P < 0.01). Conclusion  Wogonin exerts a protective effect on KOA cartilage injury under mechanical stress 

intervention by regulating PINK1/Parkin pathway, activating cellular autophagy program and reducing mitochondrial damage. 

Key words: mechanical stress; wogonin; autophagy; cartilage; knee osteoarthritis; PINK1/Parkin pathway 

膝骨关节炎“（knee osteoarthritis，KOA）是一种

临床常见的骨关节退行性疾病，随着发病率的逐年

升高，KOA已成为引起中老年人下肢疼痛、活动功

能障碍的主要问题，严重影响患者身心健康 [1]。

KOA涉及全膝关节的多个组织，但关节软骨的进行

性退变被广泛认为是其关键病理环节[2]。在 KOA早

期阶段，软骨细胞自噬作为一种适应性反应被激

活，可以通过溶酶体将不必要的细胞成分降解为氨

基酸、脂质等基本营养素，以防止软骨退化[3]。而

随着疾病的发展，半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶信号传

导会关闭自噬溶酶体进程，使微管相关蛋白 1轻链

3“（microtubule-associated protein 1 light chain 3，LC3）

表达下降，将保护性自噬转换为凋亡，此时分解代

谢增加以及合成代谢抑制，会使软骨组织出现不可

逆的损伤[4]。目前，在 KOA诊疗方面，指南仍以胃

肠道反应明显的非甾体抗炎药作为推荐方案，而在

患者出现晚期影像学改变或不可缓解的下肢疼痛

时，手术干预即为最终选择[5]。中医药可以发挥其

“ 治未病”优势，从既病防变的角度调控软骨细胞自

噬反应以延缓 KOA病程进展。 

除了遗传和代谢影响外，异常的机械应力刺激

也是调节 KOA进展和软骨细胞状态的重要因素[6]。

2014 年，Lee 等[7]发现软骨细胞表面高表达机械敏

感离子通道 Piezo1，这是一种响应力学刺激的阳离

子蛋白，可以通过诱导钙离子内流，调节包括细胞

增殖、分化和死亡在内的多种生理病理过程。在此
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基础上，有研究通过对髓核细胞施加高强度牵拉应

力发现，在 Piezo1激活的同时，自噬相关标志物如

LC3及 Beclin-1水平降低，这表明 Piezo1可能在机

械应力刺激下诱导细胞自噬抑制，并与 KOA 相关

的软骨损伤存在潜在关联[8]。值得注意的是，Piezo1

介导的钙离子内流会破坏细胞内钙稳态，导致线粒

体功能损害，从而诱导活性氧（ reactive oxygen 

species，ROS）的大量释放及细胞凋亡[9]。而线粒体

自噬是线粒体质量控制的关键机制，可以通过消除

受损的线粒体和过量 ROS，维持线粒体功能并防止

进一步的细胞死亡[10]。研究表明，细胞自噬和线粒

体自噬在多种疾病中起到重要作用，包括骨关节

炎、心血管疾病和神经系统疾病等[11]。然而，KOA

软骨组织中的 Piezo1 表达和细胞自噬之间的关系

仍未得到明确验证。因此，本研究旨在探讨 KOA软

骨组织中的 Piezo1 通道是否可以干预细胞的自噬

和凋亡环节，从而影响 KOA进程。 

近年来，天然活性成分因其多途径药理特性成

为大量疾病的研究重点。汉黄芩素是从黄芩

Scutellaria baicalensis Georgi根部提取的黄酮类化合

物，因其抗氧化、抗凋亡和调节细胞周期等作用，在

炎性疾病、过敏性疾病及代谢疾病中广泛应用[12-13]。

汉黄芩素能缓解糖尿病模型小鼠足细胞凋亡，并促

进细胞自噬[14]。在心血管疾病研究中，汉黄芩素可以

增加心肌细胞中的自噬体数量，提高 LC3、Beclin-1

等自噬标志物表达，并有效抑制细胞凋亡[15]。此外，

在一项基于 HPLC 和串联质谱分析验证中，汉黄芩

素被证明可以通过抑制氧化应激和炎症反应，减少

人骨关节炎的软骨细胞外基质（extracellular matrix，

ECM）降解[16]。本研究以细胞自噬环节为靶点展开

讨论，以期阐明汉黄芩素在 KOA中调控软骨组织损

伤的具体机制，为临床治疗提供基础指导。 

1  材料 

1.1  动物 

80 只 4 周龄 C57BL/6 雄性小鼠，体质量

“（20±5）g，购自北京维通利华实验动物技术有限公

司，合格证号 SCXK“（京）2021-0006。饲养于南京

中医药大学实验动物中心，温度“（22±2）℃，相对

湿度 50%～60%，12 h明暗周期，自由进食饮水。

动物实验经南京中医药大学实验动物伦理委员会

批准（批准号 202409A052）。 

1.2  药品与试剂 

汉黄芩素（批号 HY-N0400，质量分数为

99.92%）、Piezo1激动剂 Yoda1（批号 HY-18723，

质量分数为 99.97%）购自美国MCE公司；苏木素-伊

红（hematoxylin-eosin，HE）染色试剂盒（批号

G1120）、番红 O-固绿染色试剂盒“（批号 G1371）购

自北京索莱宝科技有限公司；β-actin 抗体（批号

AF7018）、Ⅱ型胶原（ collagen Ⅱ）抗体（批号

AF0135 ）、 基 质 金 属 蛋 白 酶 13 （ matrix 

metallopeptidase 13，MMP13）抗体“（批号 AF5355）、

Piezo1抗体（批号 DF12083）、LC3-Ⅰ/Ⅱ抗体（批号

AF5402）、p62抗体“（批号 AF5384）、Beclin-1抗体

“（批号 AF5128）、PTEN诱导激酶 1（PTEN induced 

putative kinase 1，PINK1）抗体“（批号 DF7742）、帕

金蛋白“（Parkin）抗体“（批号 AF0235）购自 Affinity

公司；白细胞介素-1β“（interleukin-1β，IL-1β）ELISA

试剂盒（批号 PI301）、肿瘤坏死因子-α（tumor 

necrosis factor-α，TNF-α）ELISA 试剂盒（批号

PT512）、TUNEL凋亡试剂盒“（批号 C1086）、ROS

检测试剂盒“（批号 S0064S）购自上海碧云天生物技

术股份有限公司。 

1.3  仪器 

170-3930 型蛋白电泳仪及转膜仪系统（美国

Bio-Rad公司）；LAS4000型超灵敏化学发光成像系

统“（美国 GE公司）；AB7500型实时荧光定量聚合

酶链反应系统“（美国 Applied Biosystems公司）；FX-

5000 型细胞压力培养系统（美国 FlexCell 公司）；

HT7700型透射电子显微镜“（日本 HITACHI公司）；

Eclipse Ti型倒置荧光显微镜（日本 Nikon公司）。 

2  方法 

2.1  动物分组、造模与给药 

2.1.1  汉黄芩素对 KOA 小鼠的影响  将小鼠随机

分为假手术组、模型组及汉黄芩素低、高剂量“（40、

80 mg/kg）[17]组，每组 10只。 

2.1.2  基于 Piezo1/PINK1/Parkin 轴考察汉黄芩素

对 KOA 小鼠的影响  将小鼠随机分为假手术组、

模型组、汉黄芩素（80 mg/kg）组和汉黄芩素（80 

mg/kg）＋Yoda1（5 mg/kg）[18]组，每组 10只。 

小鼠于膝关节部位实施内侧半月板失稳

“（destabilization of medial meniscus，DMM）手术，

于手术后第 2周 ig汉黄芩素或 ip Yoda1，1次/d，

连续干预 4周。假手术组仅切开膝关节部位皮肤后

缝合，不给予额外干预。给药结束后，小鼠 ip戊巴

比妥钠麻醉，取血后分离取出膝关节软骨，置于 4%

多聚甲醛中室温保存或冻存管−80 ℃冰箱保存。 
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2.2  膝关节软骨的 HE 染色 

取固定后的膝关节软骨，经梯度乙醇脱水后石

蜡包埋，用二甲苯浸泡，脱蜡 2次，每次 5 min，复

水，浸泡，苏木素染色 10 min，洗涤，用 1%盐酸乙

醇分化。然后用伊红染色 1 min，梯度乙醇脱水，二

甲苯浸泡 2次，每次 1 min，使切片透明。最后，用

中性树胶封片，并在光学显微镜下进行观察。 

2.3  膝关节软骨的番红 O-固绿染色 

取膝关节软骨石蜡切片，脱蜡复水后，在

Weigert苏木素染色液滴染 5 min，水洗分化，固绿

染色液滴染 3 min，酸洗晾干后番红染色液滴染 2 

min。经梯度乙醇脱水、二甲苯中透明并封片后，在

光学显微镜下观察并拍照。 

2.4  软骨细胞的提取与培养 

小鼠 ip 戊巴比妥钠处死，置于 75%乙醇中浸

泡 5 min，无菌环境下提取双侧膝关节软骨组织，

PBS清洗后剪成 1 mm3小块，置于 0.2% Ⅱ型胶原酶

中，37 ℃细胞培养箱中消化 6 h；消化完成后经 70 

μm筛网过筛，1 200 r/min离心 5 min，弃上清液，

将细胞接种于细胞培养皿中，常规换液、传代，2代

后进行细胞实验。 

2.5  细胞活力检测 

软骨细胞以 5×103个/孔接种于 96孔板中，培

养过夜，待其生长形态饱满、密度约 80%时开始实

验，加入不同浓度“（12.5、25.0、50.0、100.0、200.0 

μmol/L）[19]的汉黄芩素处理 24 h，另设置不含药物

的对照组。PBS 洗涤，加入 10 μL CCK-8 试剂，

37 ℃孵育 2 h，采用酶标仪测定 450 nm处的吸光

度（A）值，计算细胞活力。 

细胞活力＝A 给药/A 对照 

为考察汉黄芩素对机械应力干预后软骨细胞

活力的影响，设置对照组、模型组和汉黄芩素“（25、

50、100 μmol/L）组。除对照组外，各组细胞均使用

细胞培养拉力测试系统进行机械应力加载，参数设

置为频率 1 Hz，幅度 10%，时间 12 h[20]。随后给药

组加入不同浓度的汉黄芩素处理 24 h，对照组加入

不含药物的培养基，测定细胞活力。 

2.6  细胞分组与处理 

2.6.1  汉黄芩素对机械应力干预后软骨细胞的影

响  设置对照组、模型组和汉黄芩素“（25、50、100 

μmol/L）组。除对照组外，各组细胞均接受应力干

预，随后给药组加入不同浓度的汉黄芩素处理 24 h，

对照组加入不含药物的培养基。 

2.6.2  基于 Piezo1/PINK1/Parkin 轴考察汉黄芩素

对机械应力干预后软骨细胞的影响  设置对照组、

模型组、汉黄芩素“（100 μmol/L）组和汉黄芩素“（100 

μmol/L）＋Yoda1（2.5 μmol/L）[21]组。除对照组外，

各组细胞均接受应力干预，随后给药组加入汉黄芩素

或Yoda1处理 24 h，对照组加入不含药物的培养基。 

2.7  ELISA检测小鼠血清和软骨细胞上清液中 IL-

1β 和 TNF-α 水平 

取“ 2.1”项下各组小鼠血清和“ 2.6”项下各组

细胞上清液，按照 ELISA试剂盒说明书检测 IL-1β

和 TNF-α水平。 

2.8  Western blotting 检测小鼠软骨组织和软骨细

胞中相关蛋白表达 

取“ 2.1”项下各组小鼠软骨组织和“ 2.6”项下

各组细胞，用含 1 mmol/L蛋白酶抑制剂的 RIPA裂

解液提取蛋白，BCA法测量蛋白浓度。蛋白样品经

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF

膜，封闭 1 h 后，分别加入 β-actin、collagen Ⅱ、

MMP13、Piezo1、LC3-Ⅰ/Ⅱ、p62、Beclin-1、PINK1、

Parkin 一抗，4 ℃孵育过夜。加入相应二抗，室温

孵育 2 h。加入 ECL化学发光试剂进行曝光，并使

用 Image J software 1.53软件定量分析条带灰度值。 

2.9  qRT-PCR 检测小鼠软骨组织和软骨细胞中相

关基因表达 

取“ 2.1”项下各组小鼠软骨组织和“ 2.6”项下

各组细胞，使用 Trizol 试剂提取总 RNA，并测定

RNA浓度。使用逆转录试剂将 RNA转录为 cDNA，

利用 PCR 试剂盒对获得的 cDNA 进行扩增，采用

2−∆∆Ct方法计算各基因的相对表达量。引物由上海捷

瑞生物工程有限公司合成，引物序列见表 1。 

2.10  免疫荧光染色检测软骨细胞 Piezo1、Parkin

蛋白表达 

取 2.6”项下各组细胞，使用 4%多聚甲醛将细

胞固定，室温下进行通透、封闭。滴加 Piezo1、Parkin

抗体，4 ℃孵育过夜；滴加二抗，室温避光孵育 2 h。

使用 DAPI 染核后，于倒置荧光显微镜下观察并拍

照，采用 Image J software 1.53软件分析图像。 

2.11  TUNEL 染色检测软骨细胞凋亡情况 

取 2.6.1”项下各组细胞，使用 TUNEL染色

检测细胞在凋亡过程中细胞核 DNA 的断裂情况。

根据试剂盒说明书将软骨细胞进行固定、通透等操

作后，加入 50 μL TUNEL工作液，37 ℃避光孵育

1 h。加入 PBS洗涤 3次，加入含 DAPI封片剂进行 
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表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 序列 (5’-3’) 长度/bp 

β-actin F: GGACTGTTACTGAGCTGCGTT 209 

R: CGCCTTCACCGTTCCAGTT 

collagen Ⅱ F: CTGAAGGTGCTCAAGGTTCTC 109 

R: GATCCTTTGGCTCCAGGAATAC 

MMP13 F: ACCCAGCCCTATCCCTTGAT 180 

R: GGTCACGGGATGGATGTTCA 

Piezo1 F: CTTCGGGTTGGAGAGGTACG 141 

R: ACTCAAAGGCTCTTCGGCTC 

p62 F: GAGTCCCTCTCCCAGATGCT 227 

R: GCCAAGACACTGGGCCTATC 

LC3-Ⅱ F: TTGTCATCGTGGGAACTGGG 109 

R: GGTGGCAAGGTATCGACCAA 

Beclin-1 F: TAGCTGAAGACCGGGCGAT 92 

R: CCACCCAGGCTCGTTCTAC 

PINK1 F: GGCCAGACAGGGAATGAAGT 185 

R: TATGAGCCATGCTGGTTGCT 

Parkin F: CCTGCAAACAAGCAACCCTC 81 

R: CACCACTCATCCGGTTTGGA 

封片后，在倒置荧光显微镜下观察，采用 Image J 

software 1.53软件分析图像。 

2.12  透射电镜观察软骨细胞自噬情况 

取“ 2.6.1”项下各组细胞，使用透射电镜观察

细胞自噬情况。将软骨细胞保存于电镜固定液中，

随后进行脱水、包埋、切片、染色等步骤处理，使

用透射电镜观察各组软骨细胞中线粒体与自噬体

的形态变化。 

2.13  软骨细胞中 ROS 水平的检测 

取 2.6.1”项下各组细胞，使用 DHE 染色剂

对细胞 ROS 水平进行检测。将软骨细胞在含 5 

μmol/L DHE的无血清培养基中孵育 20 min，吸弃培

养基，用 PBS洗涤 3次。于倒置荧光显微镜下观察

并拍照，采用 Image J software 1.53软件分析图像。 

2.14  统计学分析 

采用 GraphPad Prism 9.5软件进行统计分析，

所有数据以 x s “表示。组间比较采用单因素方差

分析和 Tukey检验。 

3  结果 

3.1  汉黄芩素对 KOA 小鼠软骨损伤的影响 

 软骨 HE 染色结果（图 1-A）显示，模型组小

鼠软骨表面较假手术组更为粗糙，边缘损伤严重，

细胞排列紊乱，炎性浸润明显；汉黄芩素各剂量组

软骨结构趋于正常，软骨表面相对光滑，细胞排列

略齐，炎性浸润减少。软骨番红 O-固绿染色结果“（图

1-B）显示，模型组小鼠膝关节软骨较假手术组不光

滑，存在缺损及基质丢失；汉黄芩素各剂量组可改

善软骨损伤，减轻基质丢失与形态缺损。如图 1-C、

D所示，与假手术组比较，模型组小鼠血清中 IL-1β

和 TNF-α水平显著升高“（P＜0.01）；与模型组比较，

汉黄芩素各剂量组小鼠血清中 IL-1β和 TNF-α水平

显著降低（P＜0.01）。ECM的丢失是 KOA软骨损

伤的重要标志之一。如图 1-E、F所示，与假手术组

比较，模型组小鼠软骨组织中 collagen Ⅱ蛋白及

mRNA 表达水平显著降低（P＜0.01），MMP13 蛋

白及 mRNA 表达水平显著升高（P＜0.01），表明

KOA小鼠模型中存在严重的 ECM丢失；与模型组

比较，汉黄芩素各剂量组小鼠软骨组织中 collagen 

Ⅱ蛋白及 mRNA 表达水平显著升高（P＜0.01），

MMP13 蛋白及 mRNA 表达水平显著下降（P＜

0.01），表明汉黄芩素能改善 KOA的软骨基质损伤。 

3.2  汉黄芩素对 KOA 小鼠软骨中线粒体自噬相关

蛋白表达的影响 

如图 2所示，与假手术组比较，模型组小鼠软骨

组织中 p62 蛋白和 mRNA 表达水平显著升高（P＜

0.01），LC3-Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1 蛋白和 mRNA 表达水平

显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，汉黄芩素各

剂量组 p62蛋白和 mRNA表达水平显著降低“（P＜

0.01），LC3-Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1 蛋白和 mRNA 表达水平

显著升高（P＜0.01）。 

3.3  汉黄芩素对软骨细胞活力的影响 

 如图 3-A所示，200 µmol/L汉黄芩素处理软骨

细胞 24 h后，细胞活力显著降低“（P＜0.01）；12.5～

100.0 µmol/L 汉黄芩素对软骨细胞活力无明显影

响。因此，选取 25、50、100 µmol/L汉黄芩素用于

后续实验。如图 3-B所示，与对照组比较，模型组

细胞活力显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，汉

黄芩素“（25、50、100 µmol/L）组细胞活力显著升高

“（P＜0.01），且呈剂量相关性。 

3.4  汉黄芩素抑制软骨细胞机械应力损伤模型中

机械敏感离子通道的激活 

如图4-A、B所示，与对照组比较，模型组Piezo1

蛋白及 mRNA表达水平显著升高“（P＜0.01）；与模

型组比较，汉黄芩素各剂量组 Piezo1蛋白及 mRNA

表达水平显著降低“（P＜0.05、0.01）。同时通过免疫

荧光检测软骨细胞中 Piezo1 的表达，如图 4-C 所

示，与对照组比较，模型组 Piezo1阳性表达显著升

高（P＜0.01）；与模型组比较，汉黄芩素各剂量组

Piezo1阳性表达显著降低（P＜0.01）。 



 中草药 2025年 11月 第 56卷 第 22期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2025 November Vol. 56 No. 22 ·8193· 

    

  

A-各组膝关节软骨组织 HE染色（×200）；B-各组膝关节软骨组织番红 O-固绿染色（×200）；C、D-各组血清中 IL-1β、TNF-α水平；E-各组

软骨组织 collagen II、MMP13蛋白表达；F-各组软骨组织 collagen II、MMP13 mRNA表达；与假手术或对照组比较：**P＜0.01；与模型组比

较：#P＜0.05  ##P＜0.01，下图同。 

A-HE staining of knee joint cartilage tissue in each group (× 200); B-safranin O-fast green staining of knee joint cartilage tissue in each group (× 200); C, 

D-levels of IL-1β and TNF-α in serum of each group; E-protein expressions of collagen II and MMP13 in cartilage tissue of each group; F-mRNA 

expressions of collagen II and MMP13 in cartilage tissue of each group; **P < 0.01 vs sham or control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group, same 

as below figures. 

图 1  汉黄芩素对 KOA 小鼠软骨损伤的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 1  Effect of wogonin on cartilage injury in KOA mice ( x s , n = 3) 

 

图 2  汉黄芩素对 KOA 小鼠软骨中线粒体自噬相关蛋白 (A) 和基因 (B) 表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effect of wogonin on expressions of mitophagy-related proteins (A) and genes (B) in cartilage of KOA mice ( x s , n = 3) 
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图 3  汉黄芩素对软骨细胞 (A) 和拉力干预的软骨细胞 (B) 活力的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Effect of wogonin on viability of chondrocytes (A) and chondrocytes under tension intervention (B) ( x s , n = 3) 

 

A-各组软骨细胞 Piezo1蛋白表达；B-各组软骨细胞 Piezo1 mRNA表达；C-免疫荧光检测各组软骨细胞 Piezo1蛋白表达（×400）。 

A-expression of Piezo1 protein in chondrocytes of each group; B-expression of Piezo1 mRNA in chondrocytes of each group; C-Piezo1 protein expression 

in chondrocytes of each group detected by immunofluorescence (× 400). 

图 4  汉黄芩素抑制软骨细胞机械应力损伤模型中机械敏感离子通道的激活 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Wogonin inhibits activation of mechanosensitive ion channels in a mechanical stress injury model of chondrocytes 

( x s , n = 3) 

3.5  汉黄芩素对软骨细胞机械应力损伤模型中炎

症反应、氧化应激和细胞凋亡的影响 

如图 5-A、B所示，与对照组比较，模型组细

胞上清液中 IL-1β 及 TNF-α 水平显著升高（P＜

0.01）；与模型组比较，汉黄芩素各剂量组细胞上清

液中 IL-1β及 TNF-α水平显著降低（P＜0.01），且

呈剂量相关性。DHE、TUNEL染色结果（图 5-C、

D）显示，与对照组比较，模型组 ROS及细胞凋亡

水平显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，汉黄芩

素各剂量组 ROS及细胞凋亡水平均显著降低“（P＜

0.01），且呈剂量相关性。 

3.6  汉黄芩素对软骨细胞机械应力损伤模型中线

粒体自噬的影响 

通过透射电镜观察各组软骨细胞线粒体结构，

如图 6-A所示，对照组软骨细胞中线粒体呈椭圆形

或圆形，膜结构完整，被双层膜包围成封闭的自噬

体。模型组软骨细胞的线粒体形态不完整，有明显

肿胀，嵴柱结构消失或者断裂，呈空泡状，自噬小 
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A、B-各组软骨细胞上清液中 IL-1β、TNF-α水平；C-DHE染色检测 ROS水平（×400）；D-TUNEL染色检测细胞凋亡水平（×400）。 

A, B-levels of IL-1β and TNF-α in supernatant of chondrocytes in each group; C-ROS level detected by DHE staining (× 400); D-level of cell apoptosis 

detected by TUNEL staining (× 400). 

图 5  汉黄芩素对软骨细胞机械应力损伤模型中炎症反应、氧化应激和细胞凋亡的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Effect of wogonin on inflammatory response, oxidative stress and cell apoptosis in a mechanical stress injury model of 

chondrocytes ( x s , n = 3) 

 

A-透射电镜下的软骨细胞；B-各组软骨细胞 p62、LC3-II、Beclin-1 mRNA表达。 

A-chondrocytes under transmission electron microscopy; B-expressions of p62, LC3-II and Beclin-1 mRNA in chondrocytes of each group. 

图 6  汉黄芩素对软骨细胞机械应力损伤模型中线粒体自噬的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of wogonin on mitochondrial autophagy in a model of mechanical stress injury in chondrocytes ( x s , n = 3) 

对照         模型           25          50           100 

对照 模型 25  50  100 

汉黄芩素/(μmol·L−1) 

 

对照 模型 25  50  100 

汉黄芩素/(μmol·L−1) 

 

对照 模型 25  50  100 

汉黄芩素/(μmol·L−1) 

 

对照 模型 25  50  100 

汉黄芩素/(μmol·L−1) 

 

对照         模型           25           50           100 

50 μm 

50 μm 

150 

 

100 

 

50 

 

0 

800 
 

600 
 

400 
 

200 
 

0 

20 
 

15 
 

10 
 

5 
 

0 

30 

 

20 

 

10 

 

0 

IL
-1

β
/(

p
g
·m

L
−

1
) 

T
N

F
-α

/(
p
g

·m
L

−
1
) 

R
O

S
相
对
荧
光
强
度

 
T

U
N

E
L
相
对
荧
光
强
度

 

DHE 

 

 

DAPI 

 

 

Merge 

TUNEL 

 

 

DAPI 

 

 

Merge 

## 

## 

## 
** 

## 
## 

## 

** 

## 
## 

## 

** 

## 
## 

## 

** 

A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 

C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
D 

对照            模型              25              50              100 

对照 模型 25  50  100 

汉黄芩素/(μmol·L−1) 

 

对照 模型 25  50  100 

汉黄芩素/(μmol·L−1) 

 

对照 模型 25  50  100 

汉黄芩素/(μmol·L−1) 

 

2 μm 

1 μm 

500 nm 

×2 500 

 

 

×5 000 

 

 

×10 000 

 

6 

 

4 

 

2 

 

0 

1.5 

 

1.0 

 

0.5 

 

0.0 

1.5 

 

1.0 

 

0.5 

 

0.0 L
C

3-
II

 m
R

N
A
相
对
表
达
量

 

p6
2 

m
R

N
A
相
对
表
达
量

 

B
ec

lin
-1

 m
R

N
A
相
对
表
达
量

 

## 

## 

## 

** 

## 

## ## 

** 

## 
## 

## 

** 

A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 

汉黄芩素/(μmol·L−1) 

汉黄芩素/(μmol·L−1) 

汉黄芩素/(μmol·L−1) 



·8196· 中草药 2025年 11月 第 56卷 第 22期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2025 November Vol. 56 No. 22 

   

体数量减少。汉黄芩素干预后软骨细胞形态较模型

组细胞更为趋近于对照组。如图 6-B所示，与对照

组比较，模型组 p62 mRNA表达水平显著升高（P＜

0.01），LC3-II、Beclin-1 mRNA 表达水平显著降低

“（P＜0.01）；与模型组比较，汉黄芩素各剂量组 p62 

mRNA 表达水平显著降低（P＜0.01），LC3-Ⅱ、

Beclin-1 mRNA表达水平显著升高（P＜0.01）。 

3.7  汉黄芩素通过抑制 Piezo1/PINK1/Parkin 信号

轴改善软骨细胞机械应力损伤 

如图7-A、B所示，与对照组比较，模型组Piezo1

蛋白及 mRNA 表达水平显著升高（P＜0.01），

PINK1、Parkin 蛋白及 mRNA 表达水平显著降低

“（P＜0.01）；与模型组比较，汉黄芩素组 Piezo1 蛋

白及 mRNA表达水平显著降低“（P＜0.01），PINK1、

Parkin蛋白及mRNA表达水平显著升高“（P＜0.01）；

与汉黄芩素组比较，汉黄芩素＋Yoda1组 Piezo1蛋

白及 mRNA表达水平显著升高“（P＜0.01），PINK1、

Parkin蛋白及mRNA表达水平显著降低“（P＜0.01）。

同时通过免疫荧光检测软骨细胞中 Parkin的表达，

如图 7-C所示，与对照组比较，模型组 Parkin阳性

表达显著下降（P＜0.01）；与模型组比较，汉黄芩

素组 Parkin阳性表达显著升高“（P＜0.01）；与汉黄

芩素组比较，汉黄芩素＋Yoda1组 Parkin阳性表达

显著下降（P＜0.01）。 

 

A-各组软骨细胞 Piezo1、PINK1、Parkin蛋白表达；B-各组软骨细胞 Piezo1、PINK1、Parkin mRNA表达；C-免疫荧光检测各组软骨细胞 Parkin

蛋白表达（×400）；与汉黄芩素组比较：
△

P＜0.05  
△△

P＜0.01，图 8同。 

A-expressions of Piezo1, PINK1 and Parkin proteins in chondrocytes of each group; B-expressions of Piezo1, PINK1 and Parkin mRNA in chondrocytes 

of each group; C-Parkin protein expression in chondrocytes of each group detected by immunofluorescence (× 400); 
△

P < 0.05  
△△

P < 0.01 vs wogonin 

group, same as Fig. 8. 

图 7  汉黄芩素通过抑制 Piezo1/PINK1/Parkin 信号轴改善软骨细胞机械应力损伤 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Wogonin improves mechanical stress injury in chondrocytes by inhibiting Piezo1/PINK1/Parkin signaling axis 

( x s , n = 3) 
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3.8  汉黄芩素通过抑制 Piezo1/PINK1/Parkin 信号

轴促进自噬改善小鼠 KOA 

如图 8-A、B所示，与假手术组比较，模型组

小鼠软骨组织中 Piezo1、MMP13蛋白及 mRNA表

达水平显著升高（P＜0.01），collagen Ⅱ、PINK1、

Parkin蛋白及mRNA表达水平显著降低“（P＜0.01）；

与模型组比较，汉黄芩素组软骨组织中 Piezo1、

MMP13 蛋白及 mRNA 表达水平显著降低（P＜

0.01），collagen Ⅱ、PINK1、Parkin蛋白及 mRNA表

达水平显著升高（P＜0.01）；与汉黄芩素组比较，

汉黄芩素＋Yoda1组软骨组织中 Piezo1、MMP13蛋

白及 mRNA表达水平显著升高“（P＜0.01），collagen 

II、PINK1、Parkin 蛋白及 mRNA 表达水平显著降

低（P＜0.05、0.01）。 

 

A-各组软骨细胞 collagen II、MMP13、Piezo1、PINK1、Parkin蛋白表达；B-各组软骨细胞 collagen II、MMP13、Piezo1、PINK1、Parkin mRNA

表达。 

A-expressions of collagen II, MMP13, Piezo1, PINK1 and Parkin proteins in chondrocytes of each group; B-expressions of collagen II, MMP13, Piezo1, 

PINK1, Parkin mRNA in chondrocytes of each group. 

图 8  汉黄芩素通过抑制 Piezo1/PINK1/Parkin 信号轴促进自噬改善小鼠 KOA ( x s , n = 3) 

Fig. 8  Wogonin promotes autophagy and improves KOA in mice by inhibiting Piezo1/PINK1/Parkin signaling axis 

( x s , n = 3) 
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轻，炎症浸润范围缩小，同时维持软骨稳定性及抗

压力的 collagen Ⅱ表达升高，分解 ECM的MMP13

表达降低，软骨损伤得到不同程度的改善。有研究

表明，汉黄芩素通过抑制心肌细胞氧化应激反应，

增加自噬小体数量以改善心脏肥大[24]。Deng 等[25]

研究发现，p62 作为参与自噬体形成的关键蛋白，

可以充当自噬标志物用于监测。李召彬等[26]使用红

景天苷促进心肌线粒体自噬，发现自噬体降解蛋白

p62表达下调，且 LC3-Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1表达升高。这

与本研究结果相似，在汉黄芩素处理后的小鼠软骨

组织中 p62表达降低，LC3-Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1表达上调，

提示汉黄芩素对软骨细胞自噬的激活作用。表明汉

黄芩素可以减轻机械应力刺激下的小鼠关节软骨

损伤，而这一过程可能是通过提高软骨细胞自噬实

现的。 

在骨关节疾病的背景下，机械应力刺激与

Piezo1 介导的分子机制密切相关。据报道，Piezo1

可以通过感知机械负荷，在成骨细胞骨重塑中起调

节作用，并通过这一机制介导强制性脊柱炎的病理

性新骨形成[27]。在软骨组织中，Piezo1的特异性敲

除可以减轻大鼠由前交叉韧带横断手术造成的软

骨降解和炎症反应[28]。本研究通过细胞牵拉装置对

软骨细胞施加机械应力，并使用不同剂量的汉黄芩

素进行干预，结果显示汉黄芩素抑制了被机械应力

激活的 Piezo1表达，并下调细胞上清液的炎症因子

水平。相关研究表明，抑制 Piezo1表达可以减弱机

械应力诱导的软骨细胞凋亡，继而延缓 KOA 进展

中的软骨退变[6]。结合本研究结果，说明 Piezo1可

能是机械应力与细胞死亡的中间因素，且汉黄芩素

可能通过影响 Piezo1 改善机械负荷对软骨细胞产

生的不利影响。此外，本研究在干预软骨细胞的过

程中观察到线粒体结构及功能的损伤，具体包括

ROS释放增加、线粒体形态破坏及自噬小体数量减

少。这与既往研究一致，即线粒体受损会膨胀、裂

变，导致 ROS 生成增加、细胞色素 C 紊乱、细胞

因子含量升高和细胞死亡[29]。此外，当线粒体受损

时，自噬障碍会影响代谢物的清除，使 ROS水平进

一步升高，从而导致线粒体功能衰退，能量代谢紊

乱[30]。而本研究发现，汉黄芩素的干预增加了自噬

小体数量、改善线粒体形态并降低 ROS水平，且呈

剂量相关性，表明汉黄芩素具有改善线粒体功能、

激活自噬程序的积极作用。 

自噬是细胞自我消化和在循环的生物过程，主

要通过溶酶体将有害或不必要的成分降解，从而维

持细胞内平衡[31]。PINK1/Parkin途径是自噬的核心

机制之一，在氧化应激、低膜电位等压力条件下，

线粒体外膜上的 PINK1 将细胞质中的 Parkin 引导

至线粒体表面，启动自噬程序[32]。但在本研究中，

Piezo1通道响应异常应力刺激而开放，使胞质钙离

子水平升高，激活钙蛋白酶，从而裂解 PINK1并阻

止 Parkin募集[33]。此外，胞内钙稳态失衡导致线粒

体通透性转换孔持续开放，使 ROS 大量逸出，将

Parkin 结构域中的关键半胱氨酸（Cys431/Cys95）

失活，消除 E3 连接酶活性和泛素化信号传导[34]。

因此，为了探究汉黄芩素在机械应力影响下的软骨

细胞自噬机制，本研究在体内外实验中通过汉黄芩

素治疗应力刺激干预的软骨组织及细胞。结果显

示，机械应力刺激使软骨组织及细胞中的 Piezo1表

达上调，PINK1、Parkin表达下调；而汉黄芩素处理

后，Piezo1表达下降，PINK1、Parkin表达升高，且

软骨损伤情况得到改善，推测汉黄芩素可能通过调

节 Piezo1及 PINK1/Parkin通路，促进细胞自噬，发

挥对 KOA 小鼠的软骨保护作用。为了进一步验证

此结论，本研究使用 Piezo1激动剂 Yoda1干预汉黄

芩素治疗后的 KOA 小鼠及软骨细胞。发现 Yoda1

逆转了汉黄芩素对 PINK1/Parkin 通路表达的提升

效果，并加剧了小鼠的软骨组织损伤。提示汉黄芩

素激活 PINK1/Parkin通路并改善细胞自噬的作用，

或与其影响 Piezo1表达相关。 

综上，本研究发现汉黄芩素可以通过调节

Piezo1 表达，激活 PINK1/Parkin 通路并促进 KOA

小鼠细胞自噬，从而改善机械应力影响下的膝关节

软骨损伤。 
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