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加味独活寄生合剂对膝骨关节炎模型兔膝关节
软骨组织细胞自噬及凋亡相关蛋白的影响
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［摘要］ 目的 探讨加味独活寄生合剂治疗膝骨关节炎的可能作用机制。方法 46只雄性新西兰大白兔随

机分为空白组 （8只）、常规模型组 （19只） 和 3MA自噬抑制剂造模组 （19只）。常规模型组使用高分子树

脂石膏绷带固定兔右侧后肢建立膝骨关节炎模型，3MA自噬抑制剂造模组在上述造模基础上加用自噬抑制

剂 3MA关节腔注射造模，造模周期为 6周，两个造模组均造模成功各 16只。将常规造模组分为模型组和加

味独活寄生合剂组，3MA自噬抑制剂组分为 3MA组和 3MA+加味独活寄生合剂组，每组 8只。加味独活寄生

合剂组和 3MA+加味独活寄生合剂组均给予加味独活寄生合剂单次生药量为 2. 26 g/kg灌胃，其余各组予以

3. 4 ml/kg蒸馏水灌胃，每日 2次，持续 4周。给药结束后观察各组兔膝关节软骨大体情况，苏木素-伊红

（HE） 染色检测软骨组织病理学变化，并分别通过Pelletier评分、Mankin评分进行量化评估；检测各组兔关

节软骨组织中自噬相关蛋白 ［自噬相关基因 7（ATG7）、自噬关键分子酵母Atg6同系物 1（Beclin-1）、微管

相关蛋白 1轻链 3（LC3）］ 及凋亡相关蛋白 ［B淋巴细胞瘤-2（Bcl-2）、半胱氨酸蛋白酶 3（Caspase3）］

mRNA及蛋白表达水平。结果 与空白组比较，模型组兔膝关节软骨病理损伤明显，Pelletier评分及Mankin
评分升高，软骨组织中Beclin-1、LC3、ATG7、Bcl-2、Caspase-3 mRNA表达均升高，Beclin-1、LC3、ATG7、
Caspase-3蛋白表达升高 （P＜0. 05或 P＜0. 01）。与模型组比较，加味独活寄生合剂组关节软骨损伤改善，

Pelletier评分及 Mankin评分降低，软骨组织中 Beclin-1、LC3、ATG7、Bcl-2 mRNA 及蛋白表达升高，

Caspase-3 mRNA及蛋白表达降低 （P＜0. 05或P＜0. 01）。与加味独活寄生合剂组比较，3MA+加味独活寄生

合剂组 Pelletier评分、Mankin评分升高，软骨组织中Beclin-1、LC3、ATG7、Bcl-2 mRNA及蛋白表达降低，

Caspase-3 mRNA表达升高 （P＜0. 05或P＜0. 01）。结论 加味独活寄生合剂对膝骨关节兔的关节软骨具有

保护作用，其机制可能是通过诱导软骨组织自噬、抑制细胞凋亡实现的。

［关键词］ 膝骨关节炎；加味独活寄生合剂；自噬；细胞凋亡

膝骨关节炎 （knee osteoarthritis，KOA） 是一

种世界范围内普遍存在的关节疾病，以逐渐发展的

膝关节疼痛、畸形、运动功能减退为主要特征，其

病理表现多为关节软骨渐进性退变、软骨代谢的破

坏及滑膜的炎性变化［1］。流行病学调查显示，我国

45岁以上成年人中，症状性 KOA 发病率高达

8. 5%，给患者家庭以及全球卫生系统造成庞大的

经济负担［2］。相关研究结果已从多个层次证实骨关

节炎的发生发展与关节软骨细胞凋亡、自噬密切相

关［3-4］。软骨细胞的凋亡是造成软骨退变的主要机

制，细胞自噬是真核细胞重要的分解代谢系统之

一，能够维持细胞内环境稳态，提高细胞生存能

力，自噬的激活能够调控软骨细胞凋亡并保护关节

软骨［5-6］。KOA在中医学中属“痹证”范畴，《备

急千金要方》中记载的经典复方独活寄生汤具有补

肝肾强筋骨、养血活血之功效，被广泛运用于临床

治疗骨关节疾病，常获良效［7］。加味独活寄生合剂

为独活寄生汤加味后的改革制剂，本课题组前期研

究证实其疗效显著，可促进软骨细胞增殖分化，减
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少膝关节液中炎症因子水平，减轻关节疼痛，改善

关节功能［8-10］。本研究通过建立兔KOA模型，以加

味独活寄生合剂及自噬抑制剂 3MA为干预措施，

探究加味独活寄生合剂对KOA兔模型关节软骨的

影响及可能作用机制，以期为加味独活寄生合剂的

临床合理应用提供理论支持。本研究经湖南中医药

大学动物伦理委员会批准（伦理编号：LLBH-

202006190001）。

1 材料与方法

1. 1 动物

46只普通级雄性新西兰大白兔，3月龄，体质

量 2. 0~2. 5 kg，购于湖南中医药大学动物实验中

心，实验动物许可证号：SCXK（湘） 2020-0005。
所有兔单笼饲养，室温（22±0. 5）℃，光照时间每

天12 h，适应性喂养7天后开始实验。

1. 2 药物

加味独活寄生合剂购于湖南中医药大学第一附

属医院药剂科，湘药制备字：Z20190064，批号：

20191111。方药组成：独活 6 g，桑寄生 18 g，杜

仲 12 g，牛膝 6 g，细辛 3 g，秦艽 6 g，川芎 6 g，
茯苓12 g，党参12 g，肉桂3 g，防风6 g，白芍10 g，
甘草 3 g，当归 12 g，熟地黄 15 g，制天南星 6 g，
木瓜 12 g，黄芩 6 g，威灵仙 12 g。每瓶 250 ml，含

生药 0. 664 g/ml。自噬抑制剂 3MA（美国 Sigma公
司，批号：M9281-100MG）。

1. 3 主要试剂及仪器

自噬相关基因 7（ATG7，批号：10088-2-AP）、

自噬关键分子酵母Atg6同系物 1（Beclin-1，批号：

11306-1-AP）、 B 淋 巴 细 胞 瘤 2 （Bcl-2， 批 号 ：

12789-1-AP）、β-肌动蛋白（β-actin）抗体（批号：

66009-1-Ig）、HRP-羊抗鼠 IgG（批号：SA00001-

1）、HRP-羊抗兔 IgG（批号：SA00001-2），美国

Proteintech公司；微管相关蛋白 1轻链 3（LC3，批

号：ab192890），英国Abcam公司；半胱氨酸蛋白

酶 3（Caspase-3，批号：#9664），美国 CST公司；

4%多聚甲醛（批号：70081800），广州赛国生物科

技有限公司；苏木素伊红（HE）染色试剂盒（批

号：C0105S）、RIPA裂解液（批号：P0013B），碧

云天生物技术有限公司；乙二胺四乙酸 （EDTA，
批号：MB2514），中国大连美伦科技有限公司；

Trizol试剂（批号：15596026），美国 Thermo公司；

UltraSYBR Mixture（批号：CW2601）、mRNA逆转

录试剂盒（批号：CW2569），中国北京康为世纪科

技有限公司；SuperECL Plus超敏发光液 （批号：

K-12045-D50），美国Advansta公司；高分子树脂石

膏绷带（批号：200801），泰州医疗科技有限公司。

台式冷冻离心机 （中国湖南湘仪仪器有限公

司，型号：H1650R）；生物样品均质仪（中国杭州

奥盛仪器有限公司，型号：BioPrep-24）；荧光定量

RCP仪（美国Thermo公司，型号：PIKOREAL96）；

电泳仪（中国北京六一仪器厂，型号：DYY-2C）；

切片机（浙江金华益迪科技有限公司，型号：YD-

315）；显微镜（Motic公司，型号：BA210T）。

1. 4 动物分组、造模及干预方法

将 46只兔按随机数字表法分为空白组（8只）、

常规模型组 （19只） 和 3MA自噬抑制剂造模组

（19只）。常规模型组参考经典 Videman造模法［11］

造模：使用高分子树脂石膏绷带固定兔右侧后肢于

伸直位，长度约为腹股沟至踝关节上 1 cm，持续

固定 6周。3M自噬抑制剂造模组在常规造模的

基础上参考Cheng等方法［12］于造模的第 1、4天以

5 mmol/L 3MA自噬抑制剂 0. 5 ml关节腔注射，整

个造模周期为 6周。造模结束后，各造模组采用随

机数字表法挑选 3只兔通过拍摄膝关节X片影像学

及解剖观察膝关节软骨损伤程度，根据影像学示关

节间隙变窄，髁间嵴增生，股骨弯曲；肉眼解剖见

软骨面部分区域明显变薄，粗糙无光泽，提示造模

成功［13］。

两组各造模成功 16只兔，采用随机数字表法

将常规造模组分为模型组和加味独活寄生合剂组，

3MA自噬抑制剂造模组分为 3MA组和 3MA+加味独

活寄生合剂组，每组 8只。加味独活寄生合剂组和

3MA+加味独活寄生合剂组兔均给予加味独活寄生

合剂灌胃，剂量参考《药理实验方法学》［14］中体表

面积剂量换算法，兔单次生药量为2. 26 g/kg，相当

于体重70 kg成人单次用量，其余各组给予3. 4 ml/kg
蒸馏水灌胃，每日2次，持续4周。

1. 5 观察指标及方法

1. 5. 1 关节软骨大体情况观察及 Pelletier 评分

灌胃 4周后，将兔处死，无菌操作下依次切开膝关

节各层组织，显露关节腔，肉眼观察关节软骨大体

情况。根据 Pelletier评分标准［15］评估各组兔关节

软骨退变情况。0分：关节面光滑，色泽如常；1
分：关节面粗糙，有小的裂隙且色泽灰；2分：关

节面糜烂，软骨缺损深达软骨表层或中层；3分：

关节面溃疡形成，缺损深达软骨深层；4分：软骨

下骨暴露。随后各组使用随机数字表法选 4只兔关
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节软骨用于HE染色，余下 4只用于后续 qRT-PCR
及Western blot检测。

1. 5. 2 HE染色检测关节软骨组织病理 将软骨浸

泡 4%多聚甲醛溶液固定 24 h后，10% EDTA溶液

对样本进行 6周脱钙，梯度浓度乙醇脱水，二甲苯

透明，浸蜡包埋切片；烤片后脱蜡至水，苏木素及

伊红依次染色，梯度浓度酒精脱水，采用二甲苯透

明后中性树胶封片，显微镜下观察并采集图形，采

用Mankin评分细则［16］ 评估关节软骨病理形态变

化。1）软骨结构：光整如常计 0分，表明出现不

规则裂隙计 1分，裂隙深达移行层计 2分，裂隙深

达辐射层计 3分，裂隙深达钙化层计 4分，软组织

层脱落计5分；2）软骨细胞：数量如常计0分，数

量弥散性增多计 1分，出现大量簇集样细胞团计 2
分，数量明显减少计 3分，染色完全消失计 4分；

3）基质染色：染色正常计 0分，染色轻度减退计 1
分，染色中度减退计 2分，染色重度减退计 3分；

4）潮线的完整性：潮线完整计 0分，多重潮线计 1
分，软骨下血管侵入潮线计 2分。计算总评分，评

分越高，病理损伤越严重。

1. 5. 3 qRT-PCR检测LC3、Beclin-1、ATG7、Bcl-2、
Caspase-3 mRNA表达 取 0. 025 g软骨组织，通过

Trizol法分离软骨组织总 RNA，逆转录为 cDNA后

加入扩增反应体系，使用 SYBR法进行 qRT-PCR反

应，基因相对表达量采用 2-△△Ct法计算。引物由上

海生工生物工程有限公司合成，以β-actin为内参，

相关引物序列信息见表1。

1. 5. 4 Western blot法检测 LC3、Beclin-1、ATG7、
Bcl-2、Caspase-3蛋白表达 剪取 0. 025 g软骨组

织，300 μl RIPA裂解液于生物样品均质仪中反

复研磨至匀浆状态，冰上裂解 10 min后，4 ℃、

12 000 r/min离心 （离心半径 8 cm） 15 min，取上

清，测定蛋白总含量。SDS-PAGE凝胶电泳分离

后，转至 PVDF膜，5%脱脂奶粉封闭，加入一抗

LC3 （1∶ 2000），Beclin-1、Bcl-2、Caspase3 （1∶
1000），ATG7（1∶500），孵育，4 ℃过夜。PBST
洗一抗反应膜 3次后，将膜放入二抗 （1∶6000）
中，室温孵育 90 min，再次洗膜 3次，随后ECL化
学发光液显色曝光，最后使用 Image J v1. 8. 0软件

行条带分析。

1. 6 统计学方法

研究数据分析均由R4. 1. 1软件完成。计量数

据符合正态分布且方差齐时，采用单因素方差分

析，Turkey检验继以进行多重比较，方差不齐则采

用Games-Howell检验，结果以均数±标准差（x̄±s）
表示；不符合正态分布则采用Mann-Whitney U检

验，结果以中位数（四分位数间距）表示。P＜0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组兔膝关节软骨大体情况观察及 Pelletier
评分比较

兔关节软骨大体情况观察示，空白组关节软骨

面平整，颜色润泽明亮；与空白组比较，模型组和

3MA组，软骨表面粗糙无光泽，股骨内侧软骨表

面明显变薄，部分区域软骨下骨显露；与模型组比

较，加味独活寄生合剂组及 3MA+加味独活寄生合

剂组软骨表面粗糙程度减轻，未见明显软骨缺损。

表 2示，与空白组比较，模型组和 3MA组 Pelletier
评分升高 （P＜0. 05）；与模型组比较，加味独活

寄生合剂组 Pelletier评分降低（P＜0. 05）；与加味

独活寄生合剂组比较，3MA+加味独活寄生合剂组

Pelletier评分升高（P＜0. 05）。

表1 qRT-PCR引物序列

引物

LC3

Beclin-1

ATG7

Bcl-2

Caspase-3

β-actin

上游

下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

序列（5'-3'）
ACGTCCACCCAATCAGTCC
TTACTGGCGACTCAGAATGCAA
TGCCCTATGGAAATCACTCGT
GTCTCGCCCTTTTCAACCTC
CTGTGCGTTTCATGGCTCCT
GCCCCTGGAAGCTTAACACA
GACGACTTCTCCCGGCGCTA
ACACATGACCCCACCGAAC
ACGTGAAGAAATCATGGAACTCA
CATCACCGTGGCTTAGAATCACA
TGGCCGAGGACTTTGATTGT
TTACACAAATGCGATGCTGCC

长度/bp
195

172

143

171

95

170

注：LC3，微管相关蛋白 1轻链 3；Beclin-1，自噬关键分子酵

母Atg6同系物 1；ATG7，自噬相关基因 7；Bcl-2，B淋巴细胞瘤 2；
Caspase-3，半胱氨酸蛋白酶3；β-actin，β-肌动蛋白。

表2 各组兔膝关节软骨Pelletier评分比较［分，M（P25，P75）］
组别

空白组

模型组

加味独活寄生合剂组

3MA组

3MA+加味独活寄生合剂组

兔数

8
8
8
8
8

Pelletier评分

0. 00（0. 00，0. 00）
3. 00（2. 75，3. 00） a）

1. 00（1. 00，2. 00） b）

3. 00（3. 00，3. 25） a）

2. 00（2. 00，3. 00） c）

注：a） 与空白组比较，P＜0. 05；b） 与模型组比较，P＜

0. 05；c）与加味独活寄生合剂组比较，P＜0. 05。
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2. 2 各组兔膝关节软骨组织病理形态及Mankin评

分比较

图 1示 （彩色病理图片请扫描本文二维码获

取），空白组关节软骨全层形态结构正常，软骨细

胞数量如常，基质染色均匀，潮线完整；模型组则

软骨表面不平整，组织结构分层紊乱，可见多重潮

线；3MA组移行区和辐射区软骨囊内空腔增多，

软骨细胞减少，可见软骨下血管侵入潮线；加味独

活寄生合剂组软骨表面较光滑，未见明显裂隙，组

织结构分层较为清晰，基质染色相对均匀；3MA+
加味独活寄生合剂组软骨表面存在少量裂隙，组织

分层紊乱，部分区域可见成簇软骨细胞。表 3示，

与空白组比较，模型组和 3MA组Mankin评分升高

（P＜0. 05）；与模型组比较，加味独活寄生合剂组

和 3MA+加味独活寄生合剂组 Mankin评分降低

（P＜0. 05）；与加味独活寄生合剂组比较，3MA+加
味独活寄生合剂组Mankin评分升高（P＜0. 05）。

2. 3 各 组 兔 膝 关 节 软 骨 组 织 Beclin-1、 LC3、
ATG7、Bcl-2、Caspase-3 mRNA表达比较

表 4示，与空白组比较，模型组兔软骨组织中

Beclin-1、LC3、ATG7、Bcl-2、Caspase-3 mRNA表

达均升高 （P＜0. 01）。与模型组比较，加味独活

寄生合剂组兔软骨组织中 Beclin-1、LC3、ATG7、

Bcl-2 mRNA表达均升高，Caspase-3 mRNA表达降

低 （P＜0. 01）； 3MA 组兔软骨组织中 Beclin-1、
LC3、ATG7、Bcl-2 mRNA表达均降低，Caspase-3
mRNA表达升高（P＜0. 05或P＜0. 01）。与加味独

活寄生合剂组比较，3MA+加味独活寄生合剂组兔

软骨组织中Beclin-1、LC3、ATG7、Bcl-2 mRNA表

达均降低，Caspase-3 mRNA表达升高（P＜0. 01）。
2. 4 各 组 兔 膝 关 节 软 骨 组 织 Beclin-1、 LC3、
ATG7、Bcl-2、Caspase-3蛋白表达比较

LC3可分为Ⅰ型和Ⅱ型两种，本研究以LC3Ⅱ/
LC3 Ⅰ表示蛋白表达水平。表 5示，与空白组比

较，模型组兔软骨组织中 Beclin-1、LC3、ATG7、
Caspase-3蛋白表达均升高（P＜0. 05或 P＜0. 01），

Bcl-2蛋白表达差异无统计学意义（P＞0. 05）。与

模型组比较，加味独活寄生合剂组兔软骨组织中

表3 各组兔膝关节软骨组织Mankin评分比较［分，M（P25，P75）］
组别

空白组

模型组

加味独活寄生合剂组

3MA组

3MA+加味独活寄生合剂组

兔数

4
4
4
4
4

Mankin评分

1. 00（0. 00，1. 00）
9. 00（8. 75，10. 00） a）

5. 00（4. 00，5. 25） b）

10. 50（9. 75，12. 00） a）

6. 50（5. 75，7. 25） b） c）

注：a） 与空白组比较，P＜0. 05；b） 与模型组比较，P＜

0. 05；c）与加味独活寄生合剂组比较，P＜0. 05。

注：箭头所指为关节软骨面；A，空白组；B，模型组；C，加味独活寄生合剂组；D，3MA组；E，3MA+加味独活寄生合剂组。

图1 各组兔膝关节软骨组织HE染色结果（×100，×400）
表4 各组兔膝关节软骨组织Beclin-1、LC3、ATG7、Bcl-2、Caspase-3 mRNA表达比较 ［/β-actin，x̄±s/M（P25，P75）］
组别

空白组

模型组

加味独活寄生合剂组

3MA组

3MA+加味独活寄生合剂组

兔数

4
4
4
4
4

Beclin-1
0. 92±0. 21
2. 44±0. 62a）
4. 79±0. 82b）
1. 36±0. 22b）
2. 33±0. 40d）

LC3
0. 83±0. 23
2. 10±0. 41a）
3. 80±0. 74b）
0. 98±0. 18b）
1. 97±0. 49d）

ATG7
0. 86（0. 66，1. 00）
1. 66（1. 38，2. 06） a）

2. 35（2. 01，2. 66） b）

0. 49（0. 41，0. 61） b）

1. 27（1. 24，1. 50） d）

Bcl-2
0. 82±0. 14
1. 22±0. 22a）
1. 89±0. 23b）
0. 52±0. 15b）
1. 29±0. 22d）

Caspase-3
0. 86±0. 14
4. 51±0. 72a）
1. 90±0. 23b）
5. 55±0. 71c）
3. 21±0. 31d）

注：LC3，微管相关蛋白1轻链3；Beclin-1，自噬关键分子酵母Atg6同系物1；ATG7，自噬相关基因7；Bcl-2，B淋巴细胞瘤2；Caspase-3，
半胱氨酸蛋白酶3；β-actin，β-肌动蛋白。

a）与空白组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 01；c）与模型组比较，P＜0. 05；d）与加味独活寄生合剂组比较，P＜0. 01。
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Beclin-1、 LC3、ATG7、 Bcl-2 蛋白表达均升高，

Caspase-3蛋白表达降低 （P＜0. 05或 P＜0. 01）；

3MA组兔软骨组织中Beclin-1、LC3、ATG7、Bcl-2
蛋白表达降低（P＜0. 05）。与加味独活寄生合剂组

比较，3MA+加味独活寄生合剂组兔软骨组织中

Beclin-1、LC3、ATG7、Bcl-2蛋白表达均降低（P＜
0. 05或 P＜0. 01）。各组兔关节软骨组织 Beclin-1、
LC3、ATG7、Bcl-2、Caspase-3蛋白电泳图见图2-3。

3 讨论

本课题组基于湖南中医药大学附属第一医院名

老专家卢敏教授临床治疗经验，提出 KOA存在

“虚、瘀、毒”的病机特点［17］。脾主四肢，肝主筋

藏血，肾主骨生髓，一旦肝、脾、肾虚损，可致肌

肉筋骨失充，髓枯骨萎，渐而发为痹病。本虚为

先，经脉闭阻、瘀血内生，复感风、寒、湿外邪，

邪胜谓之毒，进而“瘀、毒”复致脏腑虚损，从而

导致“虚、瘀、毒三邪互结”之痹证［18］。加味独

活寄生合剂以经典复方独活寄生汤为基础，进行药

物加减、改革制剂而成。原方中以独活为君药祛风

除湿、散寒袪痹止痛；防风、秦艽祛风除湿，细

辛、肉桂辛温散寒，为臣药；佐使以杜仲、桑寄

生、牛膝补肝肾，强筋骨，生地黄、川芎、白芍、

当归养血活血，茯苓、甘草、人参补气健脾。针对

KOA“虚、瘀、毒”的病机，加味独活寄生合剂在

独活寄生汤的基础上，以党参易人参，增其清补健

脾之力，以熟地黄易干地黄，增其补髓之功，加入

黄芩、木瓜、威灵仙、制天南星四味中药，增其祛

风除湿、解毒除痹之效。前期研究［19］发现，加味

独活寄生合剂可减少关节液中炎症因子水平，抑制

炎症反应，改善患者关节功能和临床症状。本研究

结果显示，KOA模型兔膝关节屈伸受限，关节软

骨表面粗糙无光泽，股骨内侧软骨表面明显变薄，

HE染色示组织结构分层紊乱，可见多重潮线，

Pelletier评分及Mankin评分均较空白组升高，证实

本次研究的KOA兔模型建立成功。予以加味独活

寄生合剂干预后，加味独活寄生合剂组的软骨损伤

程度较模型组明显改善，Pelletier评分降低，HE染

色示组织结构分层较为清晰，基质染色相对均匀，

Mankin评分降低，提示加味独活寄生合剂可以有

效改善KOA软骨损伤程度，对关节软骨具有保护

效应。

自噬的发生是骨关节炎的发生发展过程中重要

的病理特征，对骨关节炎疾病的进展有着不可忽视

的调节作用［20-21］。自噬是一种分解代谢过程，可通

注：A，空白组；B，模型组；C，加味独活寄生合剂组；D，
3MA组；E，3MA+加味独活寄生合剂组；LC3Ⅰ，Ⅰ型微管相关蛋

白 1轻链 3；LC3Ⅱ，Ⅱ型微管相关蛋白 1轻链 3；Beclin-1，自噬关

键分子酵母Atg6同系物 1；ATG7，自噬相关基因 7；β-actin，β-肌

动蛋白。

图2 各组兔膝关节软骨组织Beclin-1、LC3、ATG7蛋白电泳图

注：A，空白组；B，模型组；C，加味独活寄生合剂组；D，
3MA组；E，3MA+加味独活寄生合剂组；Bcl-2，B淋巴细胞瘤 2；
Caspase-3，半胱氨酸蛋白酶3；β-actin，β-肌动蛋白。

图3 各组兔膝关节软骨组织Bcl-2、Caspase-3蛋白电泳图

表5 各组兔膝关节软骨组织Beclin-1、LC3、ATG7、Bcl-2、Caspase-3蛋白表达比较 (x̄±s)
组别

空白组

模型组

加味独活寄生合剂组

3MA组

3MA+加味独活寄生合剂组

兔数

4
4
4
4
4

Beclin-1/β-actin
0. 19±0. 07
0. 47±0. 06a）
0. 65±0. 05c）
0. 28±0. 06c）
0. 45±0. 08e）

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ
0. 73±0. 28
1. 53±0. 04a）
2. 30±0. 06d）
1. 07±0. 09c）
1. 66±0. 19f）

ATG7/β-actin
0. 16±0. 03
0. 22±0. 01b）
0. 31±0. 03d）
0. 15±0. 03c）
0. 21±0. 02f）

Bcl-2/β-actin
0. 43±0. 14
0. 64±0. 07
0. 90±0. 03c）
0. 38±0. 12c）
0. 58±0. 09f）

Caspase-3/β-actin
0. 40±0. 06
0. 95±0. 15a）
0. 54±0. 15d）
0. 99±0. 14
0. 72±0. 12

注：LC3Ⅰ，Ⅰ型微管相关蛋白 1轻链 3；LC3Ⅱ，Ⅱ型微管相关蛋白 1轻链 3；Beclin-1，自噬关键分子酵母Atg6同系物 1；ATG7，自噬

相关基因7；Bcl-2，B淋巴细胞瘤2；Caspase3，半胱氨酸蛋白酶3；β-actin，β-肌动蛋白。

a）与空白组比较，P＜0. 01；b）与空白组比较，P＜0. 05；c）与模型组比较，P＜0. 05；d）与模型组比较，P＜0. 01；e）与加味独活

寄生合剂组比较，P＜0. 05；f）与加味独活寄生合剂组比较，P＜0. 01。
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过吞噬和降解受损的细胞器和蛋白质来维持能量水

平和更新细胞器，维持细胞内环境稳定，自噬体的

形成是自噬的必要步骤。LC3是自噬体的主要成

分，可分为Ⅰ型和Ⅱ型两种，当自噬被激活时，Ⅰ
型 LC3被诱导与磷脂酞乙醇胺进行结合生成Ⅱ型

LC3并始终位于自噬体的膜上，并且这一过程可由

ATG7介导［22］，本研究以 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表示蛋白表

达水平。Beclin-1是这一过程的另一关键蛋白，其

可与多种蛋白复合物相互作用，进而促进自噬体的

形成，与自噬的发生呈正相关［23］。本研究结果显

示，相比空白组，模型组软骨中自噬水平升高，这

与 Sasaki等研究结果［24］相似，可能是机体保护细

胞免受各种不利因素影响的适应性反应结果；而予

以加味独活寄生合剂干预后， Beclin-1、 LC3、
ATG7 mRNA及蛋白表达进一步显著升高，提示加

味独活寄生合剂可促进自噬，并可能通过提高自噬

水平来达到保护关节软骨的作用。

许多研究已证实软骨细胞凋亡有助于骨关节炎

的发生和发展［25］。Bcl-2表达降低时可导致线粒体

膜的通透性被破坏，使得细胞色素 C扩散至细胞

质，随后激活下游关键执行程序 Caspase-3，裂解

细胞底物并诱导细胞凋亡［26］，故 Bcl-2及 Caspase3
含量的变化可用来衡量细胞的凋亡水平。本研究显

示，相比于空白组，模型组Bcl-2蛋白表达无差异，

Caspase-3 mRNA及蛋白表达增加，提示在KOA兔

模型的软骨中凋亡水平是升高的，而使用加味独活

寄生合剂干预后，逆转了凋亡相关蛋白的表达，提

示加味独活寄生合剂可能通过抑制软骨细胞凋亡水

平达到保护关节软骨的作用。

为进一步验证，本研究引入自噬抑制剂 3MA
进行自噬抑制模型的建立，通过反证法使实验结果

得到佐证。通过 3MA组的检测结果可知，造模后

自噬指标 Beclin-1、LC3 mRNA及蛋白表达水平较

模型组均下降，说明自噬抑制模型的建立是成功

的。相比加味独活寄生合剂组，3MA+加味独活寄

生合剂组兔关节软骨损伤更为严重，并且其凋亡水

平是上升的，提示抑制自噬后，加味独活寄生合剂

对关节软骨的保护作用减弱，进一步验证了加味独

活寄生合剂可能是通过诱导自噬达到保护关节软骨

的作用。

综上所述，加味独活寄生合剂对关节软骨具有

保护作用，调控自噬及凋亡水平可能是加味独活寄

生合剂改善KOA软骨损伤作用的机制之一。然而

自噬与凋亡调控机制复杂，涉及诸多信号通路，加

味独活寄生合剂通过何种信号通路对其进行调控也

是本课题组后续研究重点关注的方向。
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Effect of Jiawei Duhuo Jisheng Mixture （加味独活寄生合剂） on Autophagy and Apoptosis-related Proteins of
Articular Cartilage Tissue in Rabbit Model of Knee Osteoarthritis
ZENG Fan1，2，CHENG Baiyi2，WANG Kang3，DUAN Hang1，2，KUANG Gaoyan2，LU Min1，2

1. Hunan University of Chinese Medicine， Changsha， 410208；2. The First Hospital of Hunan University of Chinese Medicine；
3. Huaihua Hospital of Traditional Chinese Medicine， Hunan Province
ABSTRACT Objective To explore the possible mechanism of Jiawei Duhuo Jisheng Mixture（JDJM，加味独活寄

生合剂）in the treatment of knee osteoarthritis（KOA）. Methods Forty-six male New Zealand white rabbits were
randomly divided into blank group（n=8），conventional model group（n=19）and 3MA autophagy inhibitor model
group（n=19）. The conventional model group used polymer resin plaster bandage for immobilization of the right
hindlimb to establish the KOA model，while the 3MA autophagy inhibitor model group used the autophagy inhibitor
3MA by joint cavity injection additionally to establish the model，with a period of six weeks. After successful model⁃
ing，the conventional model group was divided into model group and JDJM group，while the 3MA autophagy inhibitor
group was divided into 3MA group and 3MA+JDJM group，with eight rabbits in each group. Both the JDJM group and
the 3MA+JDJM group were given 2. 26 g/kg of JDJM by gavage，while the other groups were given 3. 4 mL/kg of dis⁃
tilled water by gavage，twice daily for four weeks. The cartilage of the knee joints was observed，and the histopatholog⁃
ical changes of cartilage were detected by hematoxylin-eosin（HE）staining and quantitatively evaluated by Pelletier's
and Mankin's scoring criteria，respectively. The mRNA and protein expression levels of autophagy-related proteins in⁃
cluding autophagy-related 7（ATG7），autophagy key molecule yeast Atg6 homolog 1（Beclin-1），microtubule-associ⁃
ated protein 1 light chain 3（LC3）and apoptosis-related proteins including B-cell lymphoma 2（Bcl-2）and cysteine
protease 3（Caspase3） in cartilage tissues of rabbits were measured. Results Compared to those in the blank
group，the cartilage damage in the model group was obvious；the Pelletier score and Mankin score significantly in⁃
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creased，and the mRNA expression levels of Beclin-1，LC3，ATG7，Bcl-2 and Caspase-3 as well as the protein ex⁃
pression levels of Beclin-1，LC3，ATG7 and Caspase-3 significantly increased（P＜0. 05 or P＜0. 01）. Compared to
those in the model group，the articular cartilage damage was improved in the JDJM group；the Pelletier score and
Mankin score were reduced；the mRNA and protein expression levels of Beclin-1，LC3，ATG7 and Bcl-2 significantly
increased，while those of Caspase-3 in the cartilage tissue were reduced（P＜0. 05 or P＜0. 01）. Compared to the JD⁃
JM group，the 3MA+JDJM group had higher Pelletier score and Mankin score，lower mRNA and protein expression
levels of Beclin-1，LC3，ATG7，and Bcl-2，and higher Caspase3 mRNA expression level（P＜0. 05 or P＜0. 01）.
Conclusion JDJM has a protective effect on the articular cartilage of knee osteoarthritic rabbits，which may be
achieved by inducing cartilage autophagy and inhibiting apoptosis.
Keywords knee osteoarthritis；Jiawei Duhuo Jisheng Mixture（加味独活寄生合剂）；autophagy；apoptosis
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·信 息 窗·

《英国医学杂志》为何聚焦针灸

《英国医学杂志》，与《新英格兰医学杂志》《柳叶刀》及《美国医学会杂志》齐名，被称为世界四大顶级医

学期刊。今年 2月，以《针灸研究的现状、问题、共识和方向》为主题，以中国科学家为主联合全球多学科专家

开展的系列研究登上《英国医学杂志》，受到广泛关注。该专辑由中国中医药循证医学中心和中国中医科学院针

灸研究所发起，与加拿大麦克马斯特大学教授张誉清领衔组稿，联合瑞士、美国等 9个国家 48家单位的 109位国

内外中西医临床专家、循证医学专家、流行病与统计学专家、卫生经济学和卫生政策专家共同参与，对目前针灸

随机对照临床试验、系统评价、临床实践指南及卫生经济学研究的现状和质量进行评价，并提出方法学建议，形

成专家共识，形成系列文章。

顶级期刊关注针灸是一种导向

这次《英国医学杂志》聚焦针灸研究，对针灸的传播和研究意义重大。目前，针灸已经在全球多个国家和地

区得到广泛应用，但针灸证据的缺乏影响着其在国际传播应用中的深度和广度。在强调循证决策的时代，证据质

量如何，证据与实践的关系如何，是否能够转化为临床、医保或政策决策，以及该如何转化利用，都成为影响针

灸发展的问题。针灸在国际上受认可程度比较高的主要原因在于安全性和有效性，而其作用机制还有待更好地研

究。此次系列研究文章在医学顶级期刊的集中发表，正是一种好的尝试，可以引起更多专家的重视。

系列研究旨在推动针灸在全球高质量发展

此次“针灸研究”专辑的系列文章包括了针对不同主题的研究，证实针灸类型、治疗频次及结局指标类型等

是针灸临床研究疗效的重要影响因素；研究明确了针灸RCT（随机对照试验）设计和实施面临的三个独特方法学

挑战；形成了针灸RCT研究的方法学国际专家共识；绘制了针灸治疗77种疾病的证据图谱，明确针灸优势病种和

潜在优势病种；评估涵盖中西医、国内和国际涉及针灸的 133部临床指南，以及 433条推荐意见，评价了指南和

推荐意见的临床实用性；加强针灸卫生经济学研究，更好地支持医保决策。

针灸国际化之路仍需凝聚学界努力

张誉清表示，“在这次的研究过程中，我们发现了目前针灸学发展存在的一些问题。首先，对于疗效较为确

定的疾病领域，依然在重复发表大量的低质量临床研究文章。其次，依然存在较多针灸疗效尚不明确的疾病领

域。”鉴于此，建议开展任何一项临床研究之前，应该首先进行系统综述和循证研究，确定研究的意义和必要性。

（摘自《中国中医药报》）

··780


