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中药单体治疗骨关节炎中软骨细胞凋亡相关信号通路的研究进展
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摘  要：骨关节炎（OA）是一种影响患者生活质量的慢性退行性关节疾病，其病理特点主要为关节软骨的变性、破坏和功能丧失。关节软骨是关节中最重要的结构之一，是由分布稀疏的软骨细胞合成细胞外基质所组成的无血管组织。软骨细胞凋亡是软骨细胞程序性死亡的方式之一，在正常生理过程中，软骨细胞增殖和凋亡维持着一个动态平衡，共同保护关节软骨稳态，但在OA中，组织受损后相关细胞因子的刺激会引起软骨细胞增殖和凋亡的失衡，导致软骨细胞过度凋亡，进而导致软骨降解和退化。在临床上，中医药及其相关疗法仍然是国内治疗骨关节炎的主要手段之一，中药单体作为从传统中草药中提取得到的生物活性化合物，由得益于其服用方便服用的特性和且更精确的疗效显著，逐渐得到人们的认可。因此本综述以中药单体抑制软骨细胞凋亡涉及的信号通路为切入点，系统检索并筛选总结了近五年国内外相关研究，分析中药单体治疗骨关节炎中软骨细胞凋亡的相关信号通路作用机制，为骨关节炎药物治疗提供了新选择。
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Abstract: Osteoarthritis (OA) is a chronic degenerative joint disorder that adversely affects the quality of life of patients. Its pathological characteristics mainly involve the degeneration, destruction, and functional loss of articular cartilage. As one of the most crucial structures in the joint, articular cartilage is an avascular tissue composed of extracellular matrix synthesized by sparsely distributed chondrocytes. Chondrocyte apoptosis is one of the programmed cell death modalities of chondrocytes. During the normal physiological process, the proliferation and apoptosis of chondrocytes maintain a dynamic equilibrium, jointly safeguarding the homeostasis of articular cartilage. However, in the OA process, the stimulation of related cytokines after tissue damage induces an imbalance between chondrocyte proliferation and apoptosis, resulting in excessive chondrocyte apoptosis, and subsequently leading to the degradation and degeneration of cartilage. Clinically, traditional Chinese medicine and its related therapeutic approaches remain one of the principal means for treating osteoarthritis in China. The traditional Chinese medicine, which are bioactive compounds extracted from traditional herbal medicines, have gradually gained recognition thanks to their convenient administration  to take and remarkable therapeutic effectmore precise therapeutic effects. Therefore, this review takes the signaling pathways involved in the inhibition of chondrocyte apoptosis by traditional Chinese medicine as the entry point, systematically retrieves and screens and summarizes relevant studies at home and abroad in the past five years, and analyzes the mechanism of action of related signaling pathways in the treatment of chondrocyte apoptosis in osteoarthritis by Traditional Chinese Medicine, providing new options for the pharmacological treatment of osteoarthritis.  
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骨关节炎（Osteoarthritis，, OA）一直被认为是一种“磨损”导致的疾病，随着研究的不断深入，其逐渐被理解为是一种可以影响多个关节和关节结构的复杂的病理和生理过程。其主要症状包括关节疼痛、活动障碍和正常功能丧失等[1]。2018年一项针对OA流行病学、营养及环境易感性的调查研究显示，全球范围内约有10%-12%的成年人患有OA，其中65岁及以上的人群中，仅由膝关节骨性关节炎（Knee Osteoarthritis，,KOA）导致行动障碍的风险就大于任何其他医学状况的风险[2]。随着我国人民生活水平提高和人口老龄化趋势加重，我国OA发病率也在逐年升高，自2015年开始每年新发病例数量均超过千万，对病患、家庭和社会造成了巨大经济负担[3]。关节软骨的进行性破坏是OA的主要特征之一，软骨细胞作为关节软骨内唯一的细胞类型，可以维持关节软骨正常形态。现有的OA药物治疗选择主要包括口服非甾体抗炎药物、镇痛药物和关节腔内注射药物等[4]，虽然症状得到缓解，但无法真正有效控制OA进展，因此探索安全有效的药物手段已成为OA领域急需解决的问题。
细胞凋亡是人类发现的第一种细胞程序性死亡方式，其已被证实在多种疾病中发挥作用。软骨细胞凋亡可以双向调节关节软骨，生理状态下，软骨细胞增殖和凋亡处于动态平衡中，机体损伤愈合结束后，可通过软骨细胞凋亡消除多余的细胞，防止过度炎症和由此产生的组织损伤，维持细胞数量及功能稳定，但在软骨细胞过度凋亡的病理状态下，细胞外基质加速溶解，导致关节软骨破坏[5-][6]。因此靶向抑制OA中的软骨细胞凋亡对于保护关节软骨稳态，延缓OA的进展具有重要意义。中药单体（Traditional Chinese medicine monomers,TCM Monomers）作为从单味中药中提取的生物活性化合物，因其具有服用方便和疗效准确的特性，逐渐成为治疗诸多疾病的新选择。近年来，越来越多的研究证明了TCM Monomers可以抑制OA中软骨细胞的凋亡，本文归纳总结了国内外近5五年的相关高质量研究，将其研究进展以相关信号通路的角度进行综述。
1. 资料和方法
1.1 纳入与排除标准
1.1.1 纳入标准
纳入标准：①文献研究类型为：基础实验研究（体外细胞实验、体内动物实验）、临床样本研究及学位论文；②研究对象为人、大鼠、小鼠或兔来源的软骨细胞或组织；③干预措施为TCM Monomers，不涉及其他中医药疗法；④结局指标必须明确涉及至少一条软骨细胞凋亡相关上下游信号通路的分子机制；⑤以任何语言公开发表（未以中文发表的研究使用谷歌翻译进行翻译。；如果文章以中文发表，至少应在中文核心期刊上发表）的文献；⑥文献质量高、相关性强的文献；⑦优先选择最近5年内发表的文献。
1.1.2 排除标准
排除标准：①研究文献选用非骨关节炎疾病模型，如类风湿关节炎、创伤性关节炎等；②干预措施非TCM Monomers的研究，如中药复方、单味中药等；③机制探究不明确，仅描述凋亡现象但未涉及相关信号通路的分子机制；④其他与该文研究方向不符合的文献；⑤研究理念落后及、重复性的文献，以及低质量的学位论文；⑥无法准确提取数据的研究；⑦不能获得全文信息的文献。；
1.2 文献检索策略
两位研究人员独立检索中国知网（(CNKI）)、万方、维普、PubMed、Embase数据库中的相关文献，检索时限为以上各数据库建库至2024年12月。中文检索词包括“中药单体”“、中药单体化合物”“、中药有效成分”“、中药”、“软骨细胞凋亡、”“软骨细胞”、“骨关节炎、”“关节炎、”“骨关节病”等。英文检索词包括“traditional Chinese medicine monomers;” “medical herb; ”“traditional Chinese medicine; ”“chondrocyte apoptosis; ”“osteoarthritis”等。我们还对检索到的研究和相关性的文献进行了回溯性检索，以确定其他符合条件的研究。
1.3 文献筛选与数据提取
两位研究人员独立根据纳入与排除标准筛选纳入文献。，手动剔除重复文献，通过小组讨论解决差异，最终得到符合纳入标准的全部文献。在以上各数据库中初步共检索出579篇文献，其中中文513篇，英文66篇，严格按照纳入和排除标准进行筛选，最终纳入共有30篇[47]-[76]研究进行综述入选。文献筛选流程见图1。	Comment by Charleen: 文献序号未从小到大依次给出，再者这里可以不引用
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图1 文献筛选流程图
Fig.1 Flowchart of study selection process
2 软骨细胞凋亡与OA
2.1 细胞凋亡概况
1972年，Kerr等人首次提出了细胞凋亡这一概念，细胞凋亡是一种基因调控的可以消除受损或多余细胞的程序性死亡方式，相较于细胞坏死更具有生理性，其在胚胎的发育分化和机体的病理生理过程中都可以起到维持细胞稳态的重要作用。
在细胞凋亡过程中，细胞膜结构会发生变化，细胞质收缩但细胞器保持其完整性，质膜起泡但不会破裂，从而阻止细胞化合物释放到细胞外。在体外，伴随着体积收缩带来的骨架变化，凋亡细胞最终碎裂成膜封闭的囊泡（凋亡小体），而在体内，它们被巨噬细胞、中性粒细胞等吞噬细胞识别并清除，从而避免了过度的炎症。细胞凋亡的生化标志还包括核酸内切酶的激活、DNA 降解为寡核苷酸小体片段以及半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶（(Caspase)）家族的激活[7]。在正常生理状态下，细胞凋亡可以有序地消除多余的细胞，以防止损伤愈合后的过度炎症和维持机体组织的稳态。但在病理状态下，细胞过度凋亡会导致机体组织的内稳态失衡，进而诱发或加重包括OA在内的诸多种疾病[8]。
2.2 OA中的软骨细胞凋亡
作为关节软骨中的唯一的细胞类型，软骨细胞在生理状态下偶发的凋亡可以清除受损或衰老细胞，维持关节软骨内稳态，然而，OA软骨细胞过度凋亡会加速细胞外基质降解，导致关节软骨的不可逆破坏[9-][10]。一项关于OA患者术中提取的软骨细胞的研究中发现了细胞凋亡的形态学证据，提取的OA软骨细胞可以观察到清晰的凋亡小体以及细胞核形状的改变等，而来自正常供体的软骨细胞并未体现出任何细胞凋亡的细胞质特征[11]，这说明软骨细胞凋亡与OA具有十分紧密的关系。
[bookmark: OLE_LINK43][bookmark: OLE_LINK44]活性氧（(Rreactive oxygen species，,ROS)）、一氧化氮（(Nitric oxide，,NO)）、细胞因子和机械应力等多种介质均可诱导软骨细胞凋亡和关节软骨降解。在OA中，促炎因子增多导致软骨细胞分泌，包括基质金属蛋白酶（(matrix metalloproteinase，,MMP)）及具有血小板反应蛋白基序的解整合素金属蛋白酶（(ADAMT)）的蛋白水解酶，这种蛋白水解酶最终导致软骨细胞外基质降解[12]。同时，内环境会由稳态转向分解代谢状态，炎症介质募集到白细胞阐述ROS[13]，进一步促进分解代谢和凋亡。在OA软骨细胞凋亡过程中，分化的凋亡小体无法被巨噬细胞吞噬，滞留在关节软骨内，影响其生理功能，只有当细胞外基质发生降解时，,凋亡小体才会被释放到关节间隙中从而得到降解[14]。因此软骨细胞凋亡和细胞外基质降解形成了一种破坏性循环，这种循环将会进一步导致关节软骨的进行性破坏，进而加速OA的疾病进程。
2.3 OA中其他的软骨细胞程序性死亡
近年的研究发现，除凋亡外，细胞铁死亡与焦亡等新兴细胞死亡形式在 OA 中亦参与调控，但本文主要聚焦于软骨细胞凋亡相关机制。铁稳态失衡、异常机械应力及炎症反应等均可诱导软骨细胞铁死亡，并通过串扰的方式介导其他类型的细胞死亡，包括细胞凋亡和焦亡，加重OA疾病进程[15]。不同于主要由Caspase-3介导的软骨细胞凋亡，该类软骨细胞焦亡主要由Caspase-1等炎性Caspase介导，其在OA中体现为抑制胶原合成、诱发炎症并加速软骨降解[16]。
3 软骨细胞凋亡相关信号通路
3.1 软骨细胞凋亡与磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶（PI3K/Akt）信号通路
PI3K/Akt信号通路是关键的细胞内信号传导通路，具有调控细胞的增殖、分化、代谢和凋亡的功能。其具有Ⅰ型、Ⅱ型、Ⅲ型三种同工酶，,其中研究最为广泛，、与关节软骨损伤最密切的是Ⅰ型。I型PI3K是一种含有调节亚基（p85）和催化亚基（p110s）的异二聚体，其与生长因子受体结合后，激活的PI3K催化产生磷脂酰肌醇-3,4,5-三磷酸酯（(PIP3)），进而激活下游Akt。活化的Akt通过磷酸化作用调控下游凋亡相关靶蛋白并介导多种生长因子调控凋亡[17]。
PI3K/Akt信号通路可以通过抑制软骨细胞凋亡（如调节Bbcl-2家族、抑制Caspase家族等[18]）维持关节软骨的健康。相关研究证实，多种细胞因子如胰岛素样生长因子-1（(Insulin-like growth factor 1，IGF-1)）[19]、成纤维细胞生长因子18（Fibroblast growth factor 18 (FGF18) ）[20]和血小板衍生生长因子（(Platelet-derived growth factor-bb，PDGF-bb)）[21]等均可通过激活PI3K/Akt通路抑制软骨细胞凋亡。由此可见，靶向PI3K/Akt信号通路可以通过激活下游靶蛋白Akt，进而调控相关凋亡因子的方式有效抑制OA中的软骨细胞凋亡，延缓OA软骨的进行性破坏。
3.2 软骨细胞凋亡与哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（(Mammalian Target of Rapamycin, mTOR)）信号通路
哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（Mammalian target of rapamycin，mTOR）是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，主要影响细胞生长、凋亡、自噬和骨架重组等。mTOR其是PI3K/Akt信号通路的下游靶点之一，活化后的Akt磷酸化TSC2，使小分子GTP酶 Rheb的活性增强，从而正向调控mTOR活性[22]。PI3K/Akt信号该通路抑制剂雷帕霉素可通过降低细胞周期蛋白依赖激酶（(Cyclin-dependent kinases，,CDK)）和细胞周期蛋白（(Cyclin)）复合物激酶的活性抑制细胞周期转换，并诱导凋亡。研究发现，将雷帕霉素作用于骨髓瘤细胞后，其mTOR及cyclin D1的mRMA表达均显著下调，推测雷帕霉素可能通过抑制mTOR表达后,下调cyclin D1的mRNA水平，从而发挥诱导细胞凋亡作用[23]。但还有研究发现，mTOR通路激活可抑制凋亡，Zhu等 J[24]等人发现胃饥饿素（(Ghrelin)）可以通过激活mTOR并使其磷酸化来抑制人脐静脉内皮细胞的凋亡，雷帕霉素干预后，细胞凋亡增加，Ghrelin抗凋亡作用得到抑制。以上研究结果说明mTOR通路对于细胞凋亡的调控作用是双向的。
研究发现，mTOR表达上调可能会导致OA中软骨细胞凋亡的增加和关键自噬基因表达的降低[25]。Faezeh Vasheghani等[26]等人将软骨细胞中的过氧化物酶体增殖物激活受体γ基因（PPARγ）敲除后，mTOR信号转导上调，细胞自噬和凋亡失衡，导致了软骨细胞凋亡，加速OA进展。自噬与凋亡同样都是细胞程序性死亡的方式，自噬可以通过清除功能维持细胞稳态。然而，自噬与凋亡的相互作用十复杂。基础水平自噬发挥细胞保护作用抑制凋亡，但过度或持续的自噬在某些条件下可触发非凋亡性程序性死亡（如自噬性细胞死亡）或与凋亡通路发生串扰。mTOR通路作为关键调控枢纽，可深刻影响其平衡。mTOR通路对凋亡的调控呈环境依赖性：在健康细胞中，mTOR的适度激活可促进其存活，但在OA等病理状态中，mTOR过度激活主要体现为抑制保护性自噬并促进凋亡，打破稳态平衡，加速退变进程。因此靶向调控OA软骨细胞中mTOR通路可以有效维持关节的内稳态和延缓OA疾病进展。
3.3 软骨细胞凋亡与核转录因子κB（ (Nuclear factor kappa-B, NF⁃κB)）信号通路
核转录因子κB（Nuclear factor kappa-B，NF⁃κB）信号通路在调控炎症反应、细胞生长与死亡等方面发挥重要作用。在未受刺激时，NF⁃κB二聚体以无活性形式存在于与IB分子结合的细胞质中。激活后，NF⁃κB蛋白增强，进而导致IB激酶（(IKK）)磷酸化IB，随后通过泛素-蛋白酶体系统得到降解，释放的NF⁃κB异源二聚体可以自由入核，并影响免疫调节蛋白、细胞因子和细胞凋亡相关分子的表达[27]。
[bookmark: PageNo4]NF-κB转录因子在OA中会出现异常激活，并通过分解代谢软骨细胞、产生滑膜炎症等方式广泛参与到OA中[28]。OA 软骨细胞表达多种NF-κB介导的细胞因子和趋化因子，例如肿瘤坏死因子α（Tumor necrosis factor-α，TNF-α）、白细胞介素-1β（βInterleukin-1beta，,IL-1β）、白细胞介素-6（βInterleukin-6，IL-6）等，这些因子导致MMP 的产生，进而减少胶原蛋白和蛋白多糖合成，并增强NF-κB的激活[29]。最后，NF-κB可通过诱导一氧化氮（(Nnitrogen monoxide，,NO)）、环氧合酶2（(Cyclooxygenase-2，COX2)）、一氧化氮合酶（(Nitric oxide synthase，NOS)）和前列腺素E2（(Prostaglandin E2，PGE2)）来促进分解代谢因子的合成、软骨炎症和OA软骨细胞的凋亡，导致关节软骨损伤[30]。软骨细胞凋亡可因NF-κB通路的抑制而显著减少[31]。
3.4 软骨细胞凋亡与丝裂原活化蛋白激酶（(mitogen-activated protein kinase,MAPK)）信号通路
丝裂原活化蛋白激酶（(Mitogen-activated protein kinase，MAPK)）是一种在细胞中广泛存在的生物信号转导酶，其信号的转导是以3级激酶级联的方式进行的，MAPK通路主要有8种亚族：ERK、p38MAPK、ERK3、JNK、BMK1/ERK5、ERK27、ERK8和NLK。激活的JNK和p38 MAPK在平衡细胞存活中起关键作用[32]。相关研究发现，这些激酶可以导致Caspase激活。通常，Caspase的激活可通过外源性或内源性途径来实现，前者由其相应配体刺激细胞表面死亡受体而启动，后者则由介导线粒体透化的促凋亡B细胞淋巴瘤2（(Bcl-2)）家族蛋白从线粒体外膜释放蛋白质诱导[33]。
在OA中，p38 MAPK通路的激活可以显著促进软骨细胞凋亡[34]。相关研究[35-][36]也证实，p38MAPK抑制剂可以有效阻断该通路并抑制软骨细胞凋亡。因此，靶向抑制MAPK家族信号通路（尤其p38 MAPK）是抑制软骨细胞凋亡和促进受损软骨修复的重要策略[37]。
3.5 软骨细胞凋亡与分泌型糖蛋白/β-连环蛋白（Wnt/β-catenin）信号通路
Wnt是一种广泛存在于哺乳动物体内的分泌性糖蛋白，而β-catenin则是哺乳动物体内的一种转录调控蛋白。Wnt通路根据对β-catenin的依赖性分为两种类型：独立于β-catenin的非经典途径和β-catenin依赖性经典途径，其经典Wnt通路就被称为Wnt/β-catenin通路。经典的Wnt/β-catenin通路通常高度保守，其通过自分泌或旁分泌的方式将细胞外的Wnt配体与膜受体结合从而被激活。激活后的Wnt/β-catenin通路会诱导β-catenin将其转移至细胞核，最终参与细胞增殖、存活、分化等过程[38]。
在健康关节中，，Wnt信号通路因缺乏受体相互作用和蛋白酶体途径的β-catenin降解而受到严重抑制，
在OA中该通路则出现异常激活[39]。相关研究[40][41][-42]已经证实，Wnt/β-catenin信号通路在软骨细胞的形成与分化过程中起重要作用，因此，靶向调控Wnt/β-catenin信号通路是软骨细胞凋亡、降低MMP的表达、减轻关节软骨炎症和降解的重要靶点。
3.6 软骨细胞凋亡与线粒体途径
线粒体是细胞死亡信号通路交叉和协调的枢纽。软骨细胞受内部凋亡因子刺激时，线粒体凋亡途径被激活，促凋亡蛋白（如Bax）增加线粒体外膜通透性，释放细胞色素C（(Cytochrome C，,CytC)）并与细胞质支架蛋白（(Aapoptotic protease activating factor-1，,Apaf-1)）结合，从而释放caspase激活因子和调控Bcl-2家族相关促/抗凋亡蛋白表达等[43]。线粒体是Bcl-2蛋白家族的主要靶标。抗凋亡蛋白（如Bcl-2, 、Bcl-xL）可阻止线粒体中CytC释放和caspase激活。而Bcl-2蛋白家族中的促凋亡蛋白Bax 异位表达会触发线粒体释放CytC，从而激活caspase并启动级联反应，最终导致软骨细胞凋亡[44]。因此，靶向线粒体凋亡途径对于抑制软骨细胞凋亡和延缓OA病程具有重要意义。
3.7 软骨细胞凋亡与内质网应激反应内质网应激（(Endoplasmic Reticulum stress,ERS)）性凋亡途径
内质网（Endoplasmic reticulum,，ER）是真核细胞中最大的膜结合细胞器，主要负责蛋白质合成、折叠和结构成熟化，维持真核细胞中超过三分之一蛋白质的活性和功能，同时负责细胞内Ca2+的储存，三种ER 跨膜蛋白介导未折叠蛋白反应，包括肌醇需求酶1（Inositol-requiring enzyme 1，(IRE1)）、胰腺内质网激酶(（Protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase，PERK)）和激活转录因子6(（Activating transcription factor 6，ATF6)）。在OA中， ER功能受损或Ca2+稳态失衡导致错误或未折叠蛋白质积累，持续加重的内质网应激（Endoplasmic reticulum stress，ERS）损激活三种跨膜传感器：RE1、PERK 和ATF6。这种激活影响下游凋亡标志物（如CHOP/GADD153、JNK 和Caspase-12），最终导致大范围的软骨细胞病理性凋亡[45-][46]。	Comment by Charleen: 请核实
4 TCM Monomers通过调控相关信号通路抑制OA软骨细胞凋亡
[bookmark: PageNo5]多种TCM Monomers可以通过靶向调控相关上下游信号通路来发挥其对软骨细胞的抗凋亡作用（见图2），现将其综述如下。
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图2 中药单体抑制软骨细胞凋亡的相关信号通路
Fig.2 Relevant signaling pathways of Traditional Chinese Medicine Monomers in inhibiting chondrocyte apoptosis
4.1 TCM Monomers调控PI3K/Akt信号通路抑制OA软骨细胞凋亡
罗鹏等[47]等人将牡蛎素（10、50 μmol/L）作用于IL⁃1β诱导后的人关节软骨细胞后，发现其氧化应激水平、软骨细胞凋亡率及酶切的半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶-3（Cleaved-caspase-3，C-caspase-3）蛋白水平均下降， PI3K抑制剂组则逆转了牡蛎素对于通路及凋亡效果的抑制作用，说明牡蛎素可以通过激活PI3K/AKT信号通路抑制软骨细胞凋亡。另一项关于芒果苷[48]的研究[48]也表明，这种知母根茎中的活性成分在20 μmol/L的浓度条件下可通过激活PI3K/Akt通路来抑制IL-1β诱导的小鼠ATDC5软骨细胞凋亡。常青等[49]等人研究发现，黄芩苷（5、10 μmol/L）可抑制IL⁃1β诱导的大鼠原代软骨细胞凋亡，实验发现黄芩苷干预后凋亡软骨细胞中PI3K、p-Akt/Akt和p-p65/p65的相关蛋白表达水平均显著降低，这提示其具体作用机制可能是抑制了PI3K/AKT/NF-κB通路的激活。Hossain MA等[50]等人将30、100 μg/kg的人参皂苷Rg1与水凝胶支架相结合并作用于兔KOA模型，结果发现凋亡标志物caspase-3、TNF-α和Bax以剂量依赖性方式出现下降，相关通路蛋白p-Akt/Akt、p-P65/NF-κB和p-P38/P38的表达水平也出现下调，说明人参皂苷Rg1在关节局部缓释可抑制软骨细胞凋亡，其具体作用机制可能是通过抑制PI3K/ Akt、NF-κB和p38 MAPK信号通路来实现的。
4.2 TCM Monomers调控mTOR信号通路抑制OA软骨细胞凋亡
[bookmark: _Hlk201262638]Jinying Lu等[51]等人将大鼠原代软骨细胞用氧化苦参碱（0.25、0.5、1 mg/mL）预处理2 h后，加入IL⁃1β进行干预，发现其自噬水平显著增强，细胞凋亡率出现下降，相关通路蛋白p-AKT/AKT 和p-mTOR/mTOR的表达也得到了抑制，结果说明氧化苦参碱可通过抑制AKT/mTOR通路和激活细胞自噬来发挥对OA软骨细胞的抗凋亡作用。Jihang Dai等[52]等人通过一项体外及体内联合研究发现光甘草定可以抑制OA软骨细胞的凋亡。在体外研究中，将光甘草定（0.01、0.1、1 μmol/L）作用于体外培养的OA患者体内提取的软骨细胞中，结果显示其可以下调OA软骨细胞凋亡率、相关促凋亡因子和mTOR通路相关蛋白的表达，并提高相关抗凋亡因子的表达，一定程度上激活了软骨细胞的自噬。；体内研究中，将不同浓度的光甘草定（1、5和10 mg/kg）注射于KOA大鼠模型膝关节腔中，结果进一步证实其具有抑制OA软骨细胞凋亡并激活自噬，及抑制mTOR通路的作用。综上，光甘草定可通过抑制mTOR信号通路来激活细胞自噬，进而抑制OA软骨细胞凋亡，延缓关节软骨降解。
4.3 TCM Monomers调控NF⁃κB信号通路抑制OA软骨细胞凋亡
J Bai等人[53]等 通过体外（IL-1β诱导大鼠原代软骨细胞）和体内（KOA大鼠模型）实验证明，新补骨脂异黄酮（体外25、50 μmol/L，体内30 mg/kg）可显著抑制软骨细胞凋亡。在体外机制层面，新补骨脂异黄酮能上调抗凋亡因子、下调促凋亡因子，并抑制NF-κB/HIF-2α通路蛋白表达。HIF-2α过表达诱导的凋亡可以被新补骨脂异黄酮逆转。体内动物实验进一步证实其抑制KOA软骨细胞凋亡及NF-κB/HIF-2α通路的作用。综上，新补骨脂异黄酮可以通过阻断NF-κB/HIF-2α通路抑制OA软骨细胞凋亡。蝙蝠葛素是中药山豆根的主要活性成分之一，Gan-Qing Xia等人[[54]]通过体外研究发现蝙蝠葛素（1、2.5、5 μmol/L）可以通过介导钙离子（Ca2+）内流并抑制NF⁃κB通路来抑制IL⁃1β诱导的小鼠原代软骨细胞损伤及凋亡。Huan Yu等人[55]用莫诺苷（20、100 μg/mLl）预处理小鼠原代软骨细胞12 h，然后使用IL-1β诱导。结果说明莫诺苷可以通过抑制NF⁃κB信号通路的传导抑制软骨细胞凋亡，延缓OA进展。钱振昊[56]通过体外研究发现，青藤碱（6.25、12.5、25 μmol/L）可有效抑制IL-1β诱导的小鼠ATDC5软骨细胞产生的分解代谢反应和炎症反应，调控相关凋亡因子的表达水平，并且有效抑制NF-κB通路中人核因子κB抑制蛋白α（NF-kappa-B inhibitor alpha，,IκBα）和p65磷酸化的表达水平，通过失活该通道阻止软骨病变。李宁博等人[57]研究发现，杜仲多糖（100、200、400 μg/mLl）可通过抑制NF⁃κB信号通路抑制IL-1β诱导的ATDC5小鼠软骨细胞凋亡与炎症反应，进而减缓软骨细胞的损伤。类相似的研究结果在关于香叶木素的体外研究中也有所体现，鲁宏等人[58]发现20 μmol/L的香叶木素可以通过下调NF⁃κB相关蛋白的表达抑制IL-1β诱导的小鼠原代软骨细胞凋亡率，并减轻软骨细胞损伤。
4.4 TCM Monomers调控MAPK信号通路抑制OA软骨细胞凋亡
Zhou等 Y[59]等人在体外及体内层面探究了藁本内酯对于软骨细胞凋亡的作用。体外实验结果显示藁本内酯（25、50 μmol/L）可抑制硝普钠（(Sodium Nitroprusside，,SNP)）诱导的大鼠原代软骨细胞凋亡，调控相关促凋亡和抗凋亡因子表达，抑制相关通路蛋白p-p38/p38和p-JNK/JNK的水平，p38 MAPK和JNK通路抑制剂组显著增强了藁本内酯的抗凋亡效果，并相对应地抑制了相关通路，p38 MAPK和JNK通路激动剂组则逆转了以上抗凋亡效果和机制。体内研究中，将藁本内酯（75、150 μmol/L）注射于KOA模型大鼠膝关节腔中，发现藁本内酯抑制KOA模型大鼠软骨细胞凋亡和p38 MAPK、JNK通路蛋白表达水平。综上，藁本内酯可通过抑制p38 MAPK和JNK信号通路来抑制OA软骨细胞凋亡。Wang等 X[60]和刘琴琴[61]两人分别通过体外和体内研究发现一定剂量的姜黄素可通过抑制p38 MAPK通路来显著抑制OA软骨细胞凋亡。类相似结果在一项关于罗汉果皂苷的体内研究中也得到验证，曾智等[62]等人将罗汉果皂苷（27.5、110 mg/kg）以灌胃的方式作用于KOA大鼠模型中并观察其软骨凋亡情况，研究结果说明其可通过抑制p38 MAPK通路抑制软骨细胞凋亡。
4.5 TCM Monomers调控Wnt/β-catenin信号通路抑制OA软骨细胞凋亡5 μmol/L
尹路等[63]等人使用SNP诱导全膝置换术中提取的人关节软骨细胞，并使用5 μmol/L的沙苑子苷A进行干预，结果发现干预后的软骨细胞凋亡率以及细胞中Wnt通路相关蛋白的表达下降，说明沙苑子苷A 可通过抑制Wnt/β-catenin信号通路减少软骨细胞凋亡。李真[64]等[64]人发现重楼皂苷Ⅶ（0.1、0.2、0.4 μmol/L）可通过抑制Wnt/β-catenin信号通路缓解体外培养的OA人关节软骨细胞的损伤和凋亡。杨澜波[65]等人首先使用IL-1β干预正常原代大鼠软骨细胞和过表达泛素特异性肽酶 49（Ubiquitin specific peptidase 49，USP49）的原代大鼠软骨细胞，发现USP49过表达可靶向抑制Wnt/β-catenin通路并减少IL-1β诱导的软骨细胞凋亡，随后使用6-姜酚（10、20 μmol/L）干预，发现6-姜酚通过上调USP49 表达抑制Wnt/β-catenin 信号传导通路，从而调控软骨细胞凋亡。最后使用免疫共沉淀结合泛素化检测分析USP49与体轴抑制因子Anix之间的作用机制，最终得出结论，6-姜酚可通过USP49去泛素化Axin调控Wnt/β-catenin信号通路，进而发挥对OA软骨细胞凋亡的抑制作用。
以上研究可见，多种TCM Monomers可以调控软骨细胞凋亡的相关上游信号通路，并过抑制促凋亡基因的表达、激活软骨细胞的自噬、调控炎症反应等方式缓解OA中的软骨细胞凋亡。（见表1）。
表1 中药单体调控软骨细胞凋亡相关上游信号通路作用机制的总结
Table 1 Summary of the mechanism of Traditional Chinese Medicine Monomers regulating the upstream signaling pathways related to chondrocyte apoptosis 
	[bookmark: _Hlk201875180]中药单体
	相关信号通路
	通路及效应指标（P均P<0.05）

	牡蛎素[47]
	PI3K/AKT
	p⁃PI3K/PI3K、p⁃Akt/Akt、C⁃caspase⁃3、软骨细胞凋亡率

	芒果苷[48]
	PI3K/AKT
	p⁃PI3K、p⁃Akt 、caspase⁃3、Bax、Bcl-2、软骨细胞凋亡率

	黄芩苷[49]
	PI3K/AKT /NF-κB
	PI3K、p- Akt / Akt 、p-p65/p65 、iNOS、软骨细胞凋亡率

	人参皂苷Rg1[50] 
	PI3K/AKT、NF-κB、p38 MAPK
	p-AKT/AKT、p-P65/NF-κB、p-P38/P38、ROS、PGE2、TNF-α、caspase⁃3、Bax

	氧化苦参碱[51]
	AKT/mTOR
	p-AKT/AKT、p-mTOR/mTOR、软骨细胞凋亡率

	光甘草定[52]
	mTOR
	mTOR、cleaved-PARP、Bax、Bcl-2、软骨细胞凋亡率

	新补骨脂异黄酮[53]
	NF-κB/HIF-2α
	p-p65、HIF-2α、C⁃caspase⁃3、Bax、Bcl-2

	蝙蝠葛素[54]
	NF-κB
	p-P65、p-IκBα、软骨细胞凋亡率

	莫诺苷[55]
	NF-κB
	p-P65、p-IκBα、Caspase-1、软骨细胞凋亡率

	青藤碱[56]
	NF-κB
	p-P65、p-IκBα、C-caspase 9、Bax、p53、Bcl-2

	杜仲多糖[57]
	NF-κB
	p-P65/P65、NO、TNF-α、软骨细胞凋亡率


续表1 中药单体调控软骨细胞凋亡相关上游信号通路作用机制的总结
Table 1 Summary of the mechanism of Traditional Chinese Medicine Monomers regulating the upstream signaling pathways related to chondrocyte apoptosis 
	中药单体
	相关信号通路
	通路及效应指标（P均P<0.05）

	香叶木素[58]
	NF-κB
	p-P65/P65、NO、TNF-α、软骨细胞凋亡率

	藁本内酯[59]
	p38 MAPK
	p-p38/p38、p-JNK/JNK、C⁃caspase⁃3、Bax、Bcl-2、软骨细胞凋亡率

	姜黄素[60]
	p38 MAPK
	p-P38、ASK1、MEKK3、pkcδ、Bcl-2、C⁃caspase⁃3、软骨细胞凋亡率

	姜黄素[61]
	p38 MAPK
	P38、c-Myc、caspase 3、软骨细胞凋亡率

	罗汉果皂苷[62]
	p38 MAPK
	p-P38、C⁃caspase 3、Bax、Bcl-2

	沙苑子苷A[63] 
	Wnt/β-catenin
	Wnt3a、Wnt5a、β-catenin、caspase-3、Bax、Bcl-2、软骨细胞凋亡率

	重楼皂苷Ⅶ[64]
	Wnt/β-catenin
	β-catenin、c-myc、iNOS、C⁃caspase-3、软骨细胞凋亡率

	6-姜酚[65]
	Wnt/β-catenin
	β-catenin、USP49、Survivin、软骨细胞凋亡率


注：代表增强；代表减弱。磷酸化的磷脂酰肌醇3-激酶(p⁃PI3K)、磷酸化的蛋白激酶(p⁃Akt)、磷酸化的p65(p-p65)、Bcl-2相关X蛋白(Bcl-2 associated X protein,Bax)、B淋巴细胞瘤-2基因(B-cell lymphoma-2,Bcl-2)、磷酸化的哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(p-mTOR)、酶切的DNA修饰酶(cleaved-PARP)、缺氧诱导因子-2α(hypoxia inducible factor-2α,HIF-2α)、磷酸化的人核因子κB抑制蛋白α(p-IκBα)、B淋巴细胞瘤-2基因相关启动子(Bad)、蛋白激酶cδ亚型(pkcδ)、C-myc基因(cellular-myelocytomatosis viral oncogene,C-myc)、诱导型一氧化氮合酶(inducible nitric oxide synthase,iNOS)、凋亡抑制基因Survivin(Survivin)、磷酸化的转录辅助因子yes相关蛋白(p-YAP1)、结缔组织生长因子(Connective tissue growth factor,CTGF)、G1/S-特异性周期蛋白-D1(CyclinD1)。（下同）	Comment by Charleen: 首次在正文出现过且正文已经给出中英文全称的可以直接用简称，正文未出现过的补充至正文中。个别正文未提到的保留在此处

4.6 TCM Monomers调控线粒体途径抑制OA软骨细胞凋亡 
[bookmark: _Hlk201351538]李亚楠等[66]等人和袁伟等[67]等人将姜黄素分别干预到(脂多糖（Lipopolysaccharide，,LPS）诱导的大鼠原代软骨细胞中和SNP诱导的大鼠原代软骨细胞中，结果均发现姜黄素可通过调控线粒体介导的内源性途径抑制软骨细胞凋亡。Fei Hu等[68]等人研究发现，20 ng/mL五味子乙素B可稳定LPS诱导的C28I2人软骨细胞的线粒体膜电位，减轻线粒体损伤，促进软骨细胞增殖并抑制其凋亡。类相似的研究结果在另一项药物负载材料研究[69]中也有所体现，Hongjun Huang等人为了解决大黄溶解度、稳定性差和胃肠道不良反应较大等问题，制备了一种线粒体靶向的纳米前药药物递送系统，结果证明负载大黄酸的纳米前药（大黄酸等效浓度 20 μg/mL）可保护IL-1β诱导后的大鼠原代软骨细胞线粒体膜结构完整性，稳定线粒体膜电位并有效抑制软骨细胞凋亡。
4.7 TCM Monomers调控内质网应激反应凋亡途径抑制OA软骨细胞凋亡	Comment by Charleen: 本节首次出现的简称请补充中英文全称
[bookmark: _Hlk201358907]Kai Feng等[70]等人通过一项体外与体内结合研究探究姜黄素对于软骨细胞凋亡的影响，体外研究发现20 μmol/mL姜黄素可显著激活过氧化叔丁醇（t-butyl hydroperoxide，,TBHP）诱导的大鼠原代软骨细胞中沉默信息调节因子2相关酶1（(SIRT1)）表达，抑制ERS标志蛋白GRP78、ATF4和CHOP的表达和p-PERK/PERK和p-eIF2α/eIF2α的表达，并调控凋亡相关蛋白表达和软骨细胞凋亡率。体内研究同样发现，腹腔注射姜黄素（50、150 mg/kg）以剂量依赖性方式抑制KOA大鼠模型软骨细胞凋亡，并下调CHOP表达。综上，姜黄素可以在体外及体内层面通过抑制ERS的PERK-eIF2α-CHOP轴来发挥对软骨细胞的保护作用，有效延缓OA进展。相似研究结果也体现在另外几项关于秦皮甲素[71]、松果菊苷[72]和藏红花醛[73]的研究中，这说明PERK-eIF2α-CHOP轴是调控ERS介导的软骨细胞凋亡的有效靶点。Zhenglin Zhu等[74]等人通过一项体外和体内联合研究探究水杨苷对于软骨细胞凋亡的影响，体外实验中，将10 μmol/mL的水杨苷作用于TNF-α诱导的大鼠原代软骨细胞中，结果显示其直接与ERS调节因子肌醇需求酶1α（IRE1α）结合并抑制IRE1α磷酸化，从而进一步阻断IRE1α-IκBα-p65 信号介导的ER应激，抑制软骨细胞凋亡。体外实验制备了负载聚乳酸-羟基乙酸共聚物（PLGA）的水杨苷，将100 μuLl PLGA + 水杨苷混悬液（水杨苷等效浓度1 mmol/L）以关节腔内注射的方式作用于KOA大鼠模型膝关节，组织学分析结果显示其可以显著抑制软骨细胞凋亡。综上，水杨苷可通过IRE1α-IκBα-p65信号通路抑制IRE1α介导的ERS，从而增强软骨细胞增殖并抑制其凋亡。周观金等人[75]通过一项体外研究发现，甲基莲心碱（5、10、20 μmol/L）可通过阻断ERS的PERK/ATF4信号通路抑制IL-1β诱导的大鼠软骨细胞凋亡，并且促进软骨细胞增殖。李光辉等人[76]研究发现，高车前素（5、10、20 μmol/L）作用于IL-1β诱导的大鼠原代软骨细胞后，其软骨细胞凋亡率、钙调节因子1（Orai1）介导的Ca2+浓度及ER应激相关蛋白均出现下调，与高车前素组比较，Orai1过表达组的Ca2+浓度出现了显著升高。这说明高车前素可能通过下调Orai1的表达并抑制其介导的Ca2+内流所引起的ER应激反应，抑制软骨细胞凋亡。
综上所述，多种TCM Monomers可以通过调控线粒体途径和内质网应激反应途径两种下游凋亡信号通路来发挥对软骨细胞的抗凋亡作用，进而保护关节软骨的进行性破坏，延缓OA的疾病进展。（见表2。）
表2 中药单体调控软骨细胞凋亡相关下游信号通路作用机制的总结
Table 2 Summary of the mechanism of Traditional Chinese Medicine Monomers regulating the downstream signaling pathways related to chondrocyte apoptosis
	中药单体
	相关信号通路
	通路及效应指标（P均P<0.05）

	姜黄素[66]
	线粒体途径
	线粒体膜电位、ATP 浓度、Bcl-2、Bax、Cyt-c、caspase-3、caspase-9

	姜黄素[67]
	线粒体途径
	Bcl-2、Bax、caspase-3、软骨细胞凋亡率

	五味子乙素B[68] 
	线粒体途径
	线粒体活性、软骨细胞凋亡率

	大黄酸[69]
	线粒体途径
	线粒体功能、软骨细胞凋亡率

	姜黄素[70]
	内质网应激途径
	SIRT1、p-PERK/PERK、p-eIF2α/eIF2α、CHOP、GRP78、ATF4、C⁃caspase-3、C⁃PARP、软骨细胞凋亡率

	秦皮甲素[71]
	内质网应激途径
	SIRT1、p-PERK/PERK、p-eIF2α/eIF2α、CHOP、GRP78、ATF4
Bcl-2、Bax、C⁃caspase-3、软骨细胞凋亡率

	松果菊苷[72]
	内质网应激途径
	SIRT1、p-PERK/PERK、p-eIF2α/eIF2α、CHOP、GRP78、ATF4
Bcl-2、Bax、caspase-3

	藏红花醛[73]
	内质网应激途径
	SIRT1、p-PERK/PERK、p-eIF2α/eIF2α、CHOP、GRP78、ATF4
Bcl-2、Bax、caspase-3

	水杨苷[74]
	内质网应激途径
	p-IRE1α/ IRE1α、p-IκBα、GRP78、Bcl-2、CDK1、软骨细胞凋亡率

	甲基莲心碱[75]
	内质网应激途径
	PERK、CHOP、ATF4、C⁃caspase-3、Bcl-2、Bax、软骨细胞凋亡率

	高车前素[76]
	内质网应激途径
	CHOP、GRP78、Orai1、Ca2+、Bcl-2、Bax、C⁃caspase-3


注:代表增强；代表减弱。腺嘌呤核苷三磷酸（(Adenosine triphosphate，,ATP)）、葡萄糖调节蛋白78（(glucose regulated protein 78 kD，,GRP78)）、蛋白激酶R样内质网激酶(PERK)（下同）。

5 总小结与展望
[bookmark: PageNo8]OA作为一种严重的高致残率的退行性疾病，对患者及全社会带来了极大的心理和经济负担，其主要致残的主要原因是为关节软骨破坏和退化，。且目前临床药物干预措施作用相对有限，以缓解局部症状为主，所以开发一种安全有效的干预OA软骨进行性破坏药物具有重要意义。软骨细胞凋亡是软骨细胞的程序性死亡方式之一，其导致软骨细胞活力降低、软骨外基质降解和软骨加速退化，因此，抑制软骨细胞凋亡将会是调节关节软骨变性的有效靶点。相关研究已证实诸多中医骨伤科经典复方可以有效治疗OA，随着近年实验技术发展，传统复方中单味药材的有效活性成分得以发现和应用，TCM Monomers相较于传统复方，因其疗效精准、质控严格、患者接受度高的特点，逐渐成为中医药治疗各系统疾病的新选择。
中药所导致的肝损伤约占临床上药物性损伤总病例的2.6%-～4.8%[77]。根据《中国药品不良反应信息通报》数据，在通报涉及的162个药物品种中，中药引发的不良反应有61.5%表现为药源性肾损伤[78]。TCM Monomers的肝肾毒性机制复杂（涉及多靶点互作与代谢酶调控），部分中药单体的肝肾毒性可能限制其应用。当前主要的临床转化挑战是缺乏系统的临床毒性数据。临床前模型（体外/动物）因种属差异和微环境异质性，难以精准预测人体反应，基于临床前研究确定的有效剂量与毒性剂量存在显著的局限性。因此，急需深入探究其毒性机制并开展符合规范的大样本量、多中心、高质量临床毒性试验，以明确临床安全剂量范围，加速TCM Monomers临床转化。
前文多种TCM Monomers（光甘草定[52]、新补骨脂异黄酮[53]、藁本内酯[59]、姜黄素[70]、水杨苷[74]）的研究在OA动物模型中可复现体外研究的效应与核心机制。然而，体内动物与体外细胞实验仍存在显著差异：体外单层软骨细胞直接暴露于药物，而体内药物需穿透致密软骨基质抵达深层细胞；体内动物实验口服给药系统暴露不足及关节腔注射药物滞留时间短，都会严重阻碍药物向深层软骨细胞的靶向递送。此外，体外模型多采用药物诱导的急性损伤，而体内模型为慢性退变性OA，疾病模型差异也导致效应差异。尽管多种TCM Monomers可以抑制软骨细胞凋亡，其临床转化仍受药代动力学瓶颈制约：多数单体水溶性低且脂溶性差，难以跨越肠黏膜屏障，导致口服生物利用度低；关节滑膜毛细血管内皮细胞间隙狭窄也限制了药物的被动扩散，OA关节的滑膜炎性微环境也可能影响药物效应，导致TCM Monomers关节靶向性差。针对性地开发新型递送系统（自微乳释药系统、类器官芯片、纳米载体等）有望克服这些障碍，实现药物的精准靶向递送和缓释。
本文系统检索国内外相关文献并进行总结，得出以下结论：多种TCM Monomers均可靶向调控相关通路抑制OA中软骨细胞凋亡。②对纳入文献总结发现，姜黄素可以调控多个上下游信号通路来抑制软骨细胞凋亡，在治疗OA引起的软骨破坏上体现了极大潜力，后续可进一步探究其具体机制。③诸多TCM Monomers除了通过直接调控PI3K/Akt、mTOR、NF⁃κB、MAPK等上下游信号通路实现其对软骨细胞凋亡的靶向作用，还可通过信号通路串扰方式同时调控多个通路，抑制软骨细胞凋亡，这提示TCM Monomers抑制软骨细胞凋亡是一个多通路多靶点的复杂过程，其具体机制有待进一步研究。
当前关于TCM Monomers抑制软骨细胞凋亡的研究已经取得了显著进展，但仍存在一些问题：①部分TCM Monomers存在溶解度差、吸收度差和胃肠道不良反应大等缺点，一定程度上限制了其临床使用。②目前相关研究多局限于调控单一信号通路，多通路多靶点机制研究相对较少，软骨细胞凋亡是一个复杂的过程，需深入探究其作用机制。③体外及体内动物模型和实验方法缺乏标准化，实验者自身操作或实验室条件都会导致结果差异。④目前的研究多以体外细胞实验为主，其安全性和有效性有待考证。上述问题不仅存在于TCM Monomers抑制软骨细胞凋亡的研究中，也是中医药基础研究中遇到的共同问题。
针对这些问题，在后续的研究中可做出以下改进：①将TCM Monomers与外泌体或组织工程材料等相结合，推动医工交叉融合，构建安全有效的可负载TCM Monomers的药物递送系统。②进行多通路多靶点共同调控的机制研究，阐明TCM Monomers在抑制软骨细胞凋亡的过程中各信号通路及靶点的互相作用和传导途径。③横向比较不同软骨细胞凋亡模型的效果，系统规范相关实验流程和造模方法。④开展大规模动物实验和临床研究，验证其在体内层面以及临床实际应用中的安全性和有效性。
综上所述，TCM Monomers可以通过靶向调控相关信号通路有效抑制关节软骨细胞凋亡，进而延缓OA的疾病进程。随着中医药现代化发展的趋势，TCM Monomers作为传统中草药与现代提取检测技术相结合的产物，与中医药独有的药性理论和配伍思维相结合，体现了其防治OA的巨大潜力。
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本研究与课题基金相关性
1.基于脏象理论“肝主筋，肾主骨”探究补正续骨丸通过Nerf/GPX4调控骨关节炎软骨细胞铁死亡机制
该项目旨在探究补正续骨丸通过Nrf2/GPX4信号通路调控软骨细胞铁死亡的相关机制，细胞铁死亡与细胞凋亡均为细胞程序性死亡的常见方式，本综述聚焦于软骨细胞凋亡，对于该项目具有以下三方面的补充意义：
1.1理论基础与机制互补
文章系统梳理了骨关节炎中软骨细胞凋亡涉及的多条相关信号通路进行了详尽梳理，强调了炎症因子、氧化应激和细胞内信号失衡等在软骨细胞死亡中的作用。Nrf2/GPX4作为调控细胞抗氧化能力的重要通路，其失调同样会导致软骨细胞的死亡。文章中关于PI3K/AKT、NF-κB及MAPK等信号通路的阐述，为进一步理解补正续骨丸如何通过改善氧化应激状态从而调控Nrf2/GPX4信号通路提供了启示。
1.2中药单体的多通路多靶点效应
文章阐述了中药单体调控软骨细胞凋亡过程中的多条相关信号通路产生了协同效应，这一观点对于探讨补正续骨丸的作用机制具有重要的借鉴意义。在项目中如果将补正续骨丸的机理与其他上下游信号通路的调控联系起来，将有助于揭示补正续骨丸在干预细胞铁死亡时可能涉及的多重调控网络。
1.3研究方法与实验设计的参考
文章中总结的多项实验技术、体外细胞模型以及信号通路干预手段，为项目的施行提供了方法论参考。项目在探讨铁死亡机制时，可以借鉴文中关于细胞凋亡与信号通路调控的相关实验设计，从而拓展至铁死亡这一前沿研究领域，丰富实验思路。
2.负载桃叶珊瑚苷和SMT的ZIF-8纳米颗粒靶向骨关节炎滑膜巨噬细胞代谢重编程的效应研究
该项目主要内容为利用ZIF‑8纳米颗粒负载中药单体桃叶珊瑚苷，构建一个安全有效的药物递送系统，通过靶向调控骨关节炎滑膜巨噬细胞的代谢重编程来发挥对骨关节炎的防治作用。虽然主要研究的细胞模型与文章侧重的软骨细胞不同，但其对于该项目仍具有以下三方面的补充意义：
2.1理论与机制互补
文章详细总结了中药单体通过调控多条信号通路（如NF‑κB、MAPK、PI3K/ Akt等）抑制软骨细胞凋亡的分子作用机制。虽主要聚焦于软骨细胞，但其中对炎症因子介导的信号传导及细胞死亡调控的分析，为理解滑膜巨噬细胞主导的免疫微环境对软骨细胞造成的影响提供了相关的理论基础。在项目中利用ZIF‑8纳米颗粒负载桃叶珊瑚苷和SMT，靶向干预滑膜巨噬细胞，通过调控其代谢重编程改善关节内部的免疫微环境，从而间接实现抑制软骨细胞凋亡和保护关节软骨的作用。
2.2中药单体的精准调控效应
文章系统总结了中药单体在调控细胞信号网络中的多靶点作用模式，为本项目选择合适的活性成分提供了依据。通过对比不同中药单体对于特定信号通路（如NF‑κB、MAPK、PI3K/ Akt等）的影响，在项目中可以更有针对性地设计药物负载系统，使纳米颗粒既能实现定向递送，又能发挥调控巨噬细胞代谢重编程的协同作用。
2.3研究方法与实验设计的参考
文章中总结的多项实验技术、体外细胞模型以及信号通路干预手段，为项目的施行提供了方法论参考。项目在验证药物负载系统对于巨噬细胞的调控作用时，可以借鉴文中关于细胞凋亡与信号通路调控的相关实验设计，从而拓展至巨噬细胞重编程这一前沿研究领域，丰富实验思路。
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