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葡萄籽原花青素提取物对运动性骨关节损伤大鼠的影响

及其作用机制的研究

陈杰 1，冯洪涛 2

（1. 郑州大学体育学院，河南  郑州  450044；2. 郑州人民医院血管外科，河南  郑州  450053）

摘 要：目的　揭示葡萄籽原花青素提取物（GSPE）对大鼠运动性骨关节损伤（SJI）的治疗作用及机制。方法　建

立 SJI 大鼠模型后，各组大鼠经口给予不同剂量的 GSPE（0、50、100 和 200 mg/kg），持续 4 周，并设立正常对照组。

受试物给药结束后，通过机械痛阈（PWT）测定法测定各组模型大鼠疼痛情况；取尾静脉血，检测血清超氧化物歧化

酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）、丙二醛（MDA）含量。处死后，取膝关节经番红 O-固绿染色后进行病理

检查；取膝关节组织，通过 Western blot 方法检测过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子 α（PGC-1α）、磷酸

化-AMP 依赖的蛋白激酶 α（p-AMPKα）、AMPKα、核呼吸因子 1（NRF1）和线粒体转录因子 A（TFAM）的蛋白表达水

平。结果　随着 GSPE 剂量增加，SJI 大鼠的 PWT 显著上升（P<0. 05），膝关节病变形态改善，SJI 大鼠的血清 SOD
和 GSH-Px 含量升高，MDA 含量显著降低（P<0. 05）。SJI 大鼠膝关节组织中 PGC-1α、p-AMPKα/AMPKα、NRF-1 和

TFAM 的蛋白表达水平随着 GSPE 剂量增加而提高（P<0. 05）。结论　GSPE 摄入有效减轻了 SJI 大鼠疼痛和膝关

节损伤，作用机制与 AMPK/PGC-1α 线粒体通路的激活抑制了体内氧化应激水平有关。
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Effects of grape seed proanthocyanidin extract on sports joint injury in rats
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Abstract： Objective　To reveal the therapeutic effect and mechanism of grape seed proanthocyanidin extract （GSPE） 
on sports joint injury （SJI） in rats.  Methods　After the establishment of the SJI rat model， rats in each group were orally 
administered different doses of GSPE （0， 50， 100， and 200 mg/kg） for 4 weeks， and a normal control group was 
established.  After the administration of the test substance， the pain condition of the model rats in each group was assessed 
using the paw withdrawal threshold （PWT） assay.  Tail vein blood was collected to detect serum superoxide dismutase 
（SOD）， glutathione peroxidase （GSH-Px）， and malondialdehyde （MDA） content.  After the rats were sacrificed， the 
knee joints were harvested and stained with safranin O-fast green for pathological examination.  The protein expression 
levels of peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator alpha （PGC-1α）， phosphorylated-AMP-dependent 
protein kinase alpha （p-AMPKα）， AMPKα， nuclear respiratory factor 1 （NRF1）， and mitochondrial transcription factor 
A （TFAM） in knee joint tissue were determined using Western blot.  Results　With increasing GSPE dose， the PWT of 
rats with SJI increased （P<0. 05）， the shape of knee joint lesions improved， serum SOD and GSH-Px contents increased， 
and MDA content decreased （P<0. 05）.  The protein expression levels of PGC-1α， p-AMPKα/AMPKα， NRF-1， and 
TFAM in knee joint tissues of rats with SJI increased with increasing GSPE dose （P<0. 05）.  Conclusion　GSPE intake 
effectively alleviated pain and knee joint injury in rats with SJI， and the mechanism was related to the activation of the 
AMPK/PGC-1α mitochondrial pathway， which inhibits oxidative stress in vivo.
Key words： Grape seed proanthocyanidin extract； sports joint injury； pain； oxidative stress； AMPK/PGC-1α 
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长期剧烈运动极易造成骨关节损伤，尤其是在

体育运动员人群中［1-3］。关节的自身修复能力较差，

因此，损伤发生后容易形成慢性永久性病变，造成

关节功能障碍，影响患者生活质量［4］。目前，已知活

性氧（Reactive oxygen species，ROS）的过量产生可激

活破骨细胞，增加骨组织中脂质过氧化标志物和破

坏骨组织中的抗氧化防御系统，从而破坏骨结构，

运动性骨关节损伤（Sports joint injury，SJI）的加重与

体内过度的氧化应激有关［5］。因此，改善体内氧化

应激水平成为治疗 SJI 的关键。线粒体是产生 ROS
的主要细胞器，可直接参与调节体内抗氧化防御系

统，线粒体生物发生异常不仅可以导致线粒体 DNA
出现异常，而且可以导致 ROS 的过量产生。前期的

研究也表明，线粒体生物发生通路的障碍与骨关节

炎损伤密切相关［6］。因此，进一步探讨线粒体发生

的机制，及其通过氧化应激调节作用实现对骨关节

损伤的环节，可为 SJI 治疗提供新的思路。

原花青素是葡萄籽提取物的主要活性成分之

一，已被证明具有多种药理作用，包括肝脏［7］和肾

脏［8］保护等作用。此外，它也是一种天然抗氧化剂，

在体外或体内具有非常高的抗氧化活性［9-10］，因此

其能否对运动损伤的疗效发挥作用受到关注。目

前 ，尚 无 葡 萄 籽 原 花 青 素 提 取 物（Grape seed 
proanthocyanidin extract，GSPE）对 SJI 治疗作用的研

究报道，本研究将对 GSPE 对 SJI 的影响及线粒体

通路在机制中的作用开展研究，为后续功能开发提

供技术依据。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　实验动物

7~9 周 龄 雄 性（体 质 量 230~280 g）Sprague-

Dawley（SD）大鼠，购自北京维通利华实验动物技术

有限公司［生产许可证：SCXK（京）2021-0006］。所

有大鼠给予标准饲料和饮用水，饲养地点为郑州大

学（实验动物中心），动物饲养室环境为 23 ℃、55%
相对湿度、12 h 的暗/光周期，动物使用许可证：

SYXK（豫）2021－0009。
1. 1. 2　主要仪器与试剂

BW-ZH-PT 型动物实验跑台（上海软隆科技发展

有限公司），Von Frey 纤维丝测痛仪（意大利 Ugo 
Basile），GSPE（纯度>95%，上海同田生物技术股份有限

公司）。

青霉素钠（国药准字：H37021950，购自瑞阳制

药 有 限 公 司），番 红 O-固 绿 染 色 试 剂 盒（货 号 ：

G1371，购自北京索莱宝科技有限公司），超氧化物

歧化酶（SOD，货号：S0101S）、谷胱甘肽过氧化物酶

（GSH-Px，货 号 ：S0056）、丙 二 醛（MDA，货 号 ：

S0131M）检测试剂盒、RIPA 裂解液（货号：P0013B）、

BCA 试剂盒（货号：P0010S）、PBS（货号：C0221A）、

TBST（货号：ST671-500 mL）、EDTA（货号：ST066）、

ECL（货号：P0018S）（碧云天生物技术研究所），

PGC-1α（ 货 号 ：ab188102）、p-AMPKα（ 货 号 ：

ab133448）、AMPKα（货号：ab32047）、核呼吸因子 1
（NRF1）（货 号 ：ab175932）、线 粒 体 转 录 因 子 A
（TFAM）（货号：ab131607）、β-actin（货号：ab8226）一

抗、IgG H&L 二抗（HRP，货号：ab6721）（美国 Abcam
公司），PVDF 膜（货号：YB101123-1，美国 Millipore）。

1. 2　方法

1. 2. 1　SJI动物模型的建立

参考文献［11］方法，通过剪断右膝关节前后交

叉韧带联合间歇性中等强度运动来建立 SJI 大鼠模

型。麻醉大鼠，右膝关节剃毛、消毒、铺巾后，切开关

节内侧皮肤及关节腔，剪断前后交叉韧带，使用生理

盐水冲洗后缝合伤口。术后肌肉注射 20 万单位青

霉素钠。术后 7 d 进行间歇性中等强度运动，运动

设备为 BW-ZH-PT 型动物实验跑台。第一周为适应

性训练，跑台速度从 10 m/min 递增至 16 m/min，
时间为 30 min。第二周为正式训练，跑台速度为

16 m/min，时间为 30 min，每周训练 6 d，连续 2 周。

1. 2. 2　动物分组及给药

建模后，大鼠被分成 5 组：健康对照组（Control，
n=6）、SJI 组（n=6）、SJI+50GSPE 组（n=6）、SJI+100GSPE
组（n=6）和 SJI+200GSPE 组（n=6）。Control 组大鼠

为正常饲养不建模的大鼠。Control 组和 SJI 组大鼠

每天灌胃 2 mL 蒸馏水，连续 4 周。SJI+50GSPE 组、

SJI+100GSPE 组 和 SJI+200GSPE 组 大 鼠 每 天 分

别灌胃 50、100 和 200 mg/kg 的 GSPE，连续 4 周。

GSPE 的使用剂量参考文献［9，12］设定。

1. 2. 3　疼痛测定

受试物给药结束 24 h 后，参考文献［13］方法，

通过机械痛阈（Paw withdrawal threshold，PWT）测定

法采用 Von Frey 纤维丝测痛仪测定大鼠疼痛情况。

将大鼠置于单独的塑料室中 30~60 min，使用不同

强度的 Von Frey 纤维丝从网格地板下方施加到右

后肢爪趾面。使用 up-down 法（强度：1. 4~15 g）进

行检测，强度由低到高，间隔 1 min。大鼠出现舔

足、缩足、抬足时记为阳性，静止超过 5 s 则增加一

级强度。分别记录每只大鼠右后肢的平均读数。

重复测量 3 次，取平均值。

1. 2. 4　标本收集

疼痛测定结束后，3% 戊巴比妥钠麻醉下处死
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大鼠。采集血样，4 000 r/min 离心（离心半径 8 cm）

10 min，分离血清。快速切除右膝关节，生理盐水冲

洗。一部分右膝关节用匀浆机在 0. 9% 生理盐水中

匀浆，将匀浆离心，取上清液，在-20 ℃下冻存。另

一部分右膝关节立即用 4% 多聚甲醛固定。

1. 2. 5　膝关节番红 O-固绿染色

4% 多聚甲醛固定的膝关节组织用 PBS（含

135 mmol/L NaCl，4. 7 mmol/L KCl，10 mmol/L Na2HPO4，

2 mmol/L NaH2PO4，pH 值 为 7. 3±0. 1）清 洗 ，用

10%EDTA 脱钙 10 d，然后石蜡包埋并切成 5 μm 厚

的切片，根据试剂盒说明进行番红 O-固绿染色。

1. 2. 6　血清氧化应激指标检测

根据试剂盒说明检测血清 SOD、GSH-Px 和 MDA
含量。

1. 2. 7　Western blot检测

使用 RIPA 裂解液从大鼠膝关节匀浆中提取总

蛋白。BCA 试剂盒检测蛋白质浓度。取 40 μg 蛋

白进行 10% SDS-PAGE 上电泳，然后转移到 PVDF
膜上。在室温下用 5% 脱脂牛奶封闭膜 2 h，然后在

4 ℃与一抗孵育过夜，一抗包括 PGC-1α、p-AMPKα、

AMPKα、NRF1、TFAM 和 β -actin，稀 释 度 均 为 1：
2 000。用 TBST（含有 20 mmol/L Tris，137 mmol/L 
NaCl，0. 1% Tween-20，pH 7. 6±0. 1）洗涤 3 次后，将

膜与 IgG H&L（HRP）二抗（稀释度为 1：2 000）室温

孵育 2 h。 ECL 溶液显影。将 p-AMPK 归一化为

AMPK，其余的归一化为 β-actin（内参蛋白）。

1. 3　统计学分析

数据以平均值±标准差进行描述。使用 SPSS 
21. 0 和 GraphPad Prism 8. 0 执行所有统计分析。采

用单因素方差分析（ANOVA）和 LSD 事后检验评估

各组之间的差异。P<0. 05 表示差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　GSPE 对 SJI大鼠疼痛的影响

PWT 测定结果显示（图 1），各组大鼠的 PWT 存

在 显 著 差 异（F=20. 180，P<0. 001）。 与 Control 组

（24. 88±6. 33 g）比较，SJI 组（7. 92±1. 92 g）的 PWT
显著降低（P<0. 05）；与 SJI 组比较，SJI+50GSPE 组

（11. 93±0. 97 g）、SJI+100GSPE 组（16. 58±3. 08 g）和

SJI+200GSPE 组（22. 77±4. 63 g）的 PWT 均 显 著

升 高（P<0. 05）；与 SJI+50GSPE 组 比 较 ，SJI+
100GSPE 组和 SJI+200GSPE 组的 PWT 均显著升

高（P<0. 05），说明 GSPE 以剂量依赖性方式减轻

了 SJI 大鼠的关节疼痛程度。

2. 2　GSPE 对 SJI大鼠膝关节病变的影响

膝关节番红 O-固绿染色显示（图 2），Control 组
膝关节形态正常，SJI 组软骨细胞排列紊乱、细胞固

缩或空泡化、潮线不齐、关节表明出现裂痕。与 SJI
组 比 较 ，SJI+50GSPE 组 、SJI+100GSPE 组 和 SJI+
200GSPE 组的软骨细胞排列较整齐、细胞形态规

则、空泡化减少、关节表明平整，无明显裂痕，表明

GSPE 明显改善了膝关节形态明显好转。

2. 3　GSPE 对 SJI大鼠血清氧化应激指标的影响

图 3a 显示，各组大鼠的血清抗氧化酶 SOD 含

量存在显著差异（F=30. 395，P<0. 001）。与 Control
组（296. 55±18. 32 U/mL）比 较 ，SJI 组（116. 42±
25. 76 U/mL）的血清 SOD 含量显著降低（P<0. 05）。

与 SJI 组比较，SJI+50GSPE 组（166. 18±39. 08 U/mL）、

SJI+100GSPE 组（192. 03±35. 25 U/mL）和 SJI+
200GSPE 组（222. 38±25. 97 U/mL）的血清 SOD 含

量均显著升高（P<0. 05）。与 SJI+50GSPE 组比较，

SJI+100GSPE 组和 SJI+200GSPE 组的血清 SOD 含

注：与 Control比较，*P<0.05；与 SJI比较，#P<0.05
图  1　各组大鼠的机械痛阈测定结果

Figure 1　Paw withdrawal threshold measurement of rats in 
each group

图 2　各组大鼠的膝关节番红 O-固绿染色结果（×200）
Figure 2　Safranin O-fast green staining results of knee joints of rats in each group (×200)
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量均显著升高（P<0. 05）。

图 3b 显示，各组大鼠的血清抗氧化酶 GSH-Px
含 量 存 在 显 著 差 异（F=21. 770，P<0. 001）。 与

Control 组（1335. 91±178. 97 U/mL）比 较 ，SJI 组

（731. 50±54. 57 U/mL）的血清 GSH-Px 含量显著降

低（P<0. 05）。与 SJI 组比较，SJI+50GSPE 组（860. 04±
75. 12 U/mL）、SJI+100GSPE 组（1031. 81±140. 61 U/mL）
和 SJI+200GSPE 组（1327. 67±204. 20 U/mL）的血清

GSH-Px 含量均显著升高（P<0. 05）。与 SJI+50GSPE
组比较，SJI+100GSPE 组和 SJI+200GSPE 组的血清

GSH-Px 含量均显著升高（P<0. 05）。

图 3c 显 示 ，各 组 大 鼠 的 血 清 过 氧 化 产 物

MDA 含量存在显著差异（F=13. 557，P<0. 001）。与

Control 组（5. 06±0. 59 nmol/mL）比较，SJI 组（8. 49±
0. 84 nmol/mL）的血清 MDA 含量显著升高（P<0. 05）。

与 SJI 组比较，SJI+50GSPE 组（7. 76±0. 61 nmol/mL）、

SJI+100GSPE 组（5. 80±0. 91 nmol/mL）和 SJI+200GSPE
组（5. 48±1. 68 nmol/mL）的血清 MDA 含量均显著

降低（P<0. 05）。与 SJI+50GSPE 组比较，SJI+100GSPE
组和 SJI+200GSPE 组的血清 MDA 含量均显著降低

（P<0. 05）。

综上，GSPE 以剂量依赖性方式减轻了 SJI 大鼠

关节组织中的氧化应激损伤。

2. 4　 GSPE 对 SJI 大鼠膝关节组织 AMPK/PGC-1α
线粒体通路的影响

图 4 显示，各组大鼠的膝关节组织 PGC-1α、p-

AMPKα/AMPKα、NRF-1 和 TFAM 蛋白表达水平存

在显著差异（F=294. 027，P<0. 001；F=291. 913，P<
0. 001；F=514. 952，P<0. 001；F=267. 781，P<0. 001）。

与 Control 组 比 较 ，SJI 组 的 PGC-1α、p-AMPKα/
AMPKα、NRF-1 和 TFAM 蛋白表达水平均显著降低

（P<0. 05）。 与 SJI 组 比 较 ，SJI+50GSPE 组 、SJI+
100GSPE 组 和 SJI+200GSPE 组 的 PGC-1α、p-

AMPKα/AMPKα、NRF-1 和 TFAM 蛋白表达水平均

显著升高（P<0. 05）。与 SJI+50GSPE 组比较，SJI+
100GSPE 组和 SJI+200GSPE 组的 PGC-1α、p-AMPKα/
AMPKα、NRF-1 和 TFAM 蛋白表达水平均显著升高

（P<0. 05）。综上，GSPE 以剂量依赖性方式激活了

SJI 大鼠膝关节组织中的 AMPK/PGC-1α 线粒体

通路。

3　讨论

氧化应激是指细胞和组织的氧化和抗氧化系

统之间失衡，导致 ROS 的过量生成。有研究表明，

GSPE 在体外和体内比维生素 C、E 和 β -胡萝卜素

具有更有效的自由基清除能力［14］。其他文献表明，

当 GSPE 的剂量在 35~400 mg/kg/d 时，GSPE 在动

物实验中表现出良好的抗氧化应激作用，主要作用

机制在于抑制脂质过氧化和 ROS 的产生，从而减轻

细胞膜脂质过氧化损伤［15］。考虑到氧化应激在 SJI
发病过程中的作用，本课题组推测 GSPE 可能是治

疗 SJI 的潜在天然药物，因此，本研究选择了 50、

注：a：超氧化物歧化酶；b：谷胱甘肽过氧化物酶；c：丙二醛；与 Control比较，*P<0.05；与 SJI比较，#P<0.05
图  3　各组大鼠的血清超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶和丙二醛含量比较

Figure 3　Comparison of serum SOD, GSH-Px and MDA content of rats in each group
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100 和 200 mg/kg/d 的 GSPE 对 SJI 大鼠进行治疗，

番红 O-固绿染色结果表明 GSPE 以剂量依赖性方

式减轻了 SJI 大鼠膝关节病变，GSPE 以剂量依赖性

方式显著提高了 SJI 大鼠血清 SOD 和 GSH-Px 水平，

并显著降低了 MDA 水平。有研究表明，中等剂量的

GSPE（50 和 100 mg/kg/d）通过增加 T-AOC、SOD、CAT
活性和降低血浆和骨骼肌中的 MDA 水平而显示出

抗疲劳的作用［16］。低剂量 GSPE（35 mg/kgbw/d）连

续 给 药 10 周 ，可 通 过 增 加 GSH/GSSG 比 值 和

ORAC，降低 GSSG 含量，改善肥胖 Zucker 大鼠的肝

脏氧化状态［17］。本研究首次证实了 GSPE 对 SJI 的

潜在治疗作用 ，其机制与改善体内抗氧化系统

有关。

SJI 的一项临床表现是慢性持续性疼痛，但慢

性疼痛的潜在机制仍然不清楚。本研究显示，GSPE
以剂量依赖性方式减轻了 SJI 大鼠的疼痛，表现为

PWT 升高。氧化应激和线粒体功能障碍是慢性疼

痛的主要病理机制［18-19］。线粒体是产生 ROS 的主

要细胞器。在病理条件下，线粒体诱导 ROS 的异常

产生，诱导钙积聚和细胞内死亡途径的激活，最终

导致细胞死亡［20］。据报道，ROS 和产生 ROS 的

NADPH 氧化酶 NOX2 有助于慢性疼痛的发展［21-22］。

线粒体功能障碍与多种慢性疼痛模型有关［23］。因

此，抑制氧化应激、保护或促进线粒体功能对于减

轻 SJI 慢性疼痛非常重要。因此，GSPE 的抗氧化作

用减弱了 SJI 大鼠的疼痛，其机制可能与改善线粒

体功能有关。

线粒体生物的发生是一个自我更新的过程，通

过这个过程，现有的线粒体分裂并产生新的线粒

体［20］。据报道，线粒体生物发生可以减少代谢紊乱

和慢性炎症，提高抗氧化能力并增加软骨细胞的活

性［24］。AMPK/PGC-1α 信号通路通过调节线粒体的

生物发生在许多疾病中发挥重要作用［25-26］。AMPK
激活促进了线粒体蛋白（PGC-1α、NRF1 和 TFAM）

的表达［27］，启动线粒体 DNA（mtDNA）转录和复制，

促进了线粒体的生物发生［28］。此外，AMPK/PGC-

1α 信号通路在疼痛调节中同样发挥重要作用，

AMPK/PGC-1α 的激活对骨性关节炎具有止痛作

用，并可以限制骨性关节炎的进展［6］。AMPK 是一

种具有神经保护作用的高能应激敏感蛋白，也是痛

注：a：PGC-1α；b：p-AMPKα/AMPKα；c：NRF-1；d：TFAM；与 Control比较，*P<0.05；与 SJI比较，#P<0.05
图  4　各组大鼠膝关节组织中 PGC-1α、p-AMPKα/AMPKα、NRF-1 和 TFAM 的蛋白表达

Figure 4　Protein expressions of PGC-1α, p-AMPKα/AMPKα, NRF-1 and TFAM in knee joint tissues of rats in each group
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觉的调节器［29-30］。AMPK 的激活可以抑制内毒素诱

导的促炎细胞因子［如白介素 -1β（Interleukin 1β， 
IL-1β）、IL-6、IL-18 和肿瘤坏死因子-α（TNF-α）］，并

抑制核因子 -kappaB 的激活，从而抑制验证性疼

痛［31-32］。其他研究表明，PGC-1α 介导的线粒体生物

发 生 在 神 经 病 理 性 疼 痛 中 具 有 强 大 的 止 痛 作

用［33-34］。本研究显示，GSPE 以剂量依赖性方式升高

了 SJI 大鼠膝关节组织中 PGC-1α、NRF-1 和 TFAM
蛋白表达水平，激活了 SJI 大鼠膝关节组织中的

AMPK 信号通路。因此，本研究推测 GSPE 可能通

过激活 AMPK/PGC-1α 线粒体通路，进而减轻了氧

化应激诱导的疼痛及骨关节损伤，从而发挥了对

SJI 的治疗作用。鉴于线粒体生物发生在关节损伤

发病机制和疼痛发生中的重要作用，本文认为诱导

线粒体生物发生可能是 SJI 的有效治疗靶点。

综上，GSPE 可有效减轻了 SJI 大鼠疼痛和膝关

节损伤，作用机制可能与其通过 AMPK/PGC-1α 线

粒体通路的激活抑制了体内氧化应激水平有关。

后续将进一步开展功能和形态学检测来验证相关

机制的推测。
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