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甘草附子汤调控 PI3K/Akt/mTOR 信号通路促进自噬改善
大鼠膝骨关节炎的机制

王小超 1， 刘满格 2， 肖嘉聪 2， 李泽晖 1， 郭达 1， 蔡育霖 2， 字淳坚 2， 曹学伟 1*

（1. 广东省中医院，广州  510120；2. 广州中医药大学，广州  510405）

［摘要］ 目的：探讨甘草附子汤对膝骨关节炎（KOA）的干预作用及其分子机制。方法：采用网络药理学预测甘草附子汤

作用的关键靶点与信号通路。将 50 只 SD 大鼠随机分为假手术组、模型组、甘草附子汤低剂量组（2.8 g·kg-1）、甘草附子汤高剂

量组（5.6 g·kg-1）及阳性药物塞来昔布组（20 mg·kg-1），每组 10 只。假手术组及模型组给予等体积蒸馏水。除假手术组外，其

余 4 组均采用前交叉韧带切断法建立 KOA 大鼠模型。造模成功后，各组每日灌胃 1 次，连续给药 8 周。利用微计算机断层扫

描（Micro-CT）仪及组织学染色评估软骨与软骨下骨的结构改变；酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒检测血清炎症因子白细

胞介素（IL）-1β、IL-6、肿瘤坏死因子（TNF）-α水平；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）、蛋白免疫印迹法（Western 

blot）及免疫组化检测关节软骨中微管相关蛋白 1 轻链 3B（LC3B）、选择性自噬接头蛋白 62（p62）、自噬关键分子酵母 Atg6 同系

物（Beclin-1）等自噬相关蛋白及磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信号通路关键

分子的表达变化。结果：网络药理学结果提示，甘草附子汤可能通过调控 PI3K/Akt/mTOR 通路发挥抗骨关节炎的作用。体内

实验表明，甘草附子汤可显著改善 KOA 大鼠软骨退变，减轻软骨下骨破坏。血清炎症因子检测结果显示，与假手术组比较，模

型组大鼠血清 IL-6、IL-1β及 TNF-α水平均明显升高（P<0.05）；与模型组比较，甘草附子汤低、高剂量组及塞来昔布组上述 3 项

炎症因子水平均明显降低（P<0.05），但甘草附子汤高剂量组与塞来昔布组上述 3 项水平差异无统计学意义，提示甘草附子汤

可有效抑制 KOA 大鼠的全身炎症反应。机制研究显示，甘草附子汤抑制 PI3K/Akt/mTOR 通路活化，从而促进自噬活性，改善

软骨细胞功能与基质降解。结论：甘草附子汤通过抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路、促进自噬，改善 KOA 大鼠软骨与软骨下骨

损伤，为其在骨关节炎防治中的应用提供了理论依据。
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Mechanism of Gancao Fuzitang Improving Knee Osteoarthritis in Rats via 

Regulating PI3K/Akt/mTOR Signaling Pathway and Promoting Autophagy
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［［Abstract］］  Objective：： This paper aims to investigate the intervention effect and molecular mechanism of Gancao Fuzitang 

（GCFZT） in knee osteoarthritis （KOA）. Methods：： Network pharmacology was employed to predict the key targets and signaling 

pathways of GCFZT. Fifty SD rats were randomly divided into a sham group， a model group （KOA）， a low-dose GCFZT group 
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（GCFZT-L， 2.8 g·kg−1）， a high-dose GCFZT group （GCFZT-H， 5.6 g·kg−1）， and a positive drug celecoxib group （Celecoxib， 

20 mg·kg−1）， with 10 rats in each group. The rats in the sham group and the model group were given an equal volume of distilled 

water. Except for the sham group， the other four groups underwent anterior cruciate ligament transection to establish the KOA rat 

model. After successful modeling， the rats in each group received intragastric administration once a day for eight consecutive 

weeks. The structural changes of cartilage and subchondral bone were assessed via micro-computed tomography （micro-CT） and 

histological staining. The levels of inflammatory factors in the serum， such as interleukin-1β （IL-1β）， IL-6， and tumor necrosis 

factor-α （TNF-α） were measured using an enzyme linked immunosorbent assay （ELISA） kit. Real-time quantitative polymerase 

chain reaction （Real-time PCR）， Western blot， and immunohistochemistry were used to detect changes in the expression of 

autophagy-related proteins such as microtubule-associated protein 1 light chain 3B （LC3B）， selective autophagy junction protein 

62 （p62）， and autophagy key molecule yeast Atg6 homolog （Beclin-1） in articular cartilage， as well as key molecules of the 

phosphatidylinositol 3 kinase （PI3K）/protein kinase B （Akt）/mammalian target of rapamycin （mTOR） signaling pathway. 

Results：： Network pharmacology analysis suggests that GCFZT may exert anti-osteoarthritic effects through regulating the PI3K/

Akt/mTOR pathway. In vivo experiment shows that GCFZT can significantly improve cartilage degeneration and attenuate 

subchondral bone destruction in KOA rats. Detection results of inflammatory factors in the serum reveal that， compared with those 

in the sham group， the levels of IL-6， IL-1β， and TNF-α in the serum of rats in the KOA group are significantly increased （P<

0.05）. Compared with those in the KOA group， the levels of these three inflammatory factors in the GCFZT-L， GCFZT-H， and 

Celecoxib groups were significantly decreased （P<0.05）. However， there was no statistically significant difference in these three 

inflammatory factor levels between the GCFZT-H group and the celecoxib group. These findings suggest that GCFZT can 

effectively inhibit the systemic inflammatory response in KOA rats. Mechanism research indicates that GCFZT inhibits activation of 

the PI3K/Akt/mTOR pathway， thereby enhancing autophagic activity and improving chondrocyte function and matrix degeneration. 

Conclusion：： GCFZT improves cartilage and subchondral bone damage in KOA rats by inhibiting the PI3K/Akt/mTOR signaling 

pathway and promoting autophagy. These findings provide theoretical evidence for the application of GCFZT in the prevention and 

treatment of osteoarthritis.

［［Keywords］］ Gancao Fuzitang； knee osteoarthritis； phosphatidylinositol 3 kinase （PI3K）/protein kinase B （Akt）/

mammalian target of rapamycin （mTOR）； autophagy； inflammation

膝骨关节炎（KOA）是全球最常见的退行性骨

关节疾病之一，影响超过 2.5 亿人群，是导致老年人

疼痛和致残的主要原因［1-2］，也给医疗体系和患者家

庭带来了沉重的负担。其病理特征包括关节软骨

退变、软骨下骨硬化及滑膜炎症反应，严重影响患

者生活质量［3-5］。尽管药物与手术治疗在缓解症状

方面取得一定进展，但目前临床用药主要针对疼痛

与炎症控制，难以有效延缓软骨退变［6-7］。长期使用

非甾体抗炎药（NSAIDs）或糖皮质激素还可能引发

胃肠、肝肾等不良反应，因此亟需探索新的安全有

效干预策略延缓 KOA 的进展［8-9］，为 KOA 患者提供

一种新的治疗选择。

KOA 的发生发展涉及机械负荷、炎症反应与细

胞代谢异常的多因素交互作用［10-11］。近年来研究表

明，自噬功能障碍在 KOA 进展中起关键作用［12-13］。

自噬是一种进化上保守的细胞内降解过程，负责清除

受损细胞器与异常蛋白，以维持细胞稳态及能量代

谢［14］。自噬活性下降可导致软骨细胞凋亡增加、细胞

外基质（ECM）降解与炎症因子过度释放，从而加速

软骨退变［15］。在多条调控通路中，磷脂酰肌醇 3-激

酶/蛋白激酶 B/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（PI3K/Akt/

mTOR）信号通路被认为是自噬调节的关键节点，其

过度激活可抑制自噬通量并促进代谢紊乱，导致关节

结构破坏［16-18］。因此，靶向 PI3K/Akt/mTOR信号通路

以恢复自噬稳态，可能是干预 KOA的重要策略。

中医学认为，KOA 属“痹证”范畴，其病机多与

风寒湿邪侵袭、肝肾亏虚及气血失调有关［19-20］。传

统中医药以“多成分、多靶点、网络调控”的整体干

预优势，为退行性疾病的治疗提供了新思路。甘草

附子汤出自《金匮要略·痹病篇》，由甘草、附子、白

术与桂枝组成，历来用于治疗寒湿痹痛及关节冷

痛。现代药理研究表明，甘草附子汤具有抗炎、抗

氧化和免疫调节等多重生物学效应，对关节炎症及

组织损伤具有潜在的保护作用［21-22］。ZHAO 等［21］研

究表明，甘草附子汤对胶原诱导性关节炎模型小鼠

具有治疗作用。此外，ZHAO 等［23］研究指出，甘草

附子汤对寒湿痹阻型 KOA 具有潜在治疗作用，其机

制可能与炎症相关信号通路的调控密切相关。然

而，目前关于甘草附子汤治疗 KOA 的分子机制研究

仍 较 有 限 ，尤 其 缺 乏 针 对 其 是 否 通 过 PI3K/Akt/

mTOR 信号通路调控自噬改善软骨退变的系统研

究，其现代生物学机制仍有待进一步阐明。

基于上述背景，本研究结合网络药理学与动物实

验，初步探讨甘草附子汤通过调控 PI3K/Akt/mTOR

信号通路、恢复自噬水平，进而改善软骨细胞功能与

基质代谢失衡、延缓 KOA病理进程的潜在机制，以期
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为中药复方干预退行性骨关节疾病提供一定的实验

依据与参考。与现有研究比较，本研究的创新之处在

于，既往针对甘草附子汤治疗 KOA 的研究多集中于

炎症相关通路的宏观描述，尚缺乏从自噬调控角度的

机制探讨；本研究将 PI3K/Akt/mTOR 通路介导的自

噬调控作为核心切入点，结合网络药理学筛选与动物

实验验证，对甘草附子汤干预 KOA 的分子机制进行

初步阐释，是对现有研究的有益补充。

1 材料

1.1　动物     选用 8 周龄、体质量 180~200 g 的雄性

SD 大鼠，由广州锐格生物科技有限公司提供，合格

证号 SCXK（粤）2023-0059。所有动物饲养于广州

中医药大学第一附属医院实验动物中心 SPF 级动物

房，饲养与实验操作均遵循国家及实验动物管理规

范 要 求 。 饲 养 环 境 恒 温 恒 湿 ，温 度 保 持 在（22±

2） ℃，相对湿度为 50%~60%，并采用 12 h 光/暗交

替。大鼠可自由摄取饲料和饮用水。

1.2　伦理     本实验方案经广州中医药大学第一附

属医院实验动物伦理委员会审查批准（批准号

GZTCMF1-20250066）。
1.3　试剂和仪器     大鼠血清炎症因子白细胞介素

（IL）-1β、IL-6、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）酶联免疫吸

附测定法（ELISA）检测试剂盒（武汉亚科因生物技

术 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 KTE9001、KTE9004、

KTE9007）；RNA 提 取 试 剂 盒 、反 转 录 试 剂 盒 、

SYBR Green Pro Taq HS 预混型实时荧光定量聚合

酶链式反应（Real-time PCR）试剂盒（湖南艾科瑞生

物科技有限公司，货号分别为 AG21017、AG11705、

AG11701）；放射免疫沉淀法（RIPA）裂解液及蛋白

酶/磷酸酶抑制剂混合物（碧云天生物技术有限公

司，货号分别为 P0013B、P1045）；TRIzol 裂解液（美

国 Invitrogen 公司，货号 15596026）；
二喹啉甲酸（BCA）蛋白浓度测定试剂盒、极超

敏增强化学发光法（ECL）化学发光底物（白鲨生物

科技有限公司，货号分别为 BL1054A、BL5965B）；
一 抗 聚 集 蛋 白 聚 糖（ACAN）、胶 原 蛋 白 Ⅱ 型

（ColⅡ）、基质金属蛋白酶（MMP）3、MMP13、选择

性自噬接头蛋白 62（p62）、自噬关键分子酵母 Atg6

同系物 -1（Beclin-1）、PI3K、磷酸化（p）-PI3K、Akt、

p-Akt、β-肌动蛋白（β-actin）一抗及相应二抗（江苏亲

科 生 物 科 技 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 DF7561、

AF5456、 AF0217、 DF6494、 AF5384、 AF5128、

AF6241、 AF3242、 AF0836、 AF0016、 AF7018、

S0001）；一 抗 微 管 相 关 蛋 白 1 轻 链 3B（LC3B）、

mTOR、p-mTOR（美国 Cell Signaling Technology 公

司，货号分别为 2775、2972、2971）；苏木素 -伊红

（HE）染色试剂盒、番红 O-固绿（SF）软骨染色试剂

盒（北京索莱宝科技有限公司，货号分别为 G1120、

G1371）。
SkyScan1276 型 Micro-CT 扫 描 系 统（比 利 时

Bruker 公司）；Microplate Absorbance Reader 型酶标

仪、ChemiDoc Imaging System 型凝胶/化学发光成

像系统、PCR 仪（美国 Bio-Rad 公司）；BX53 型正置

显微镜（日本 Olympus公司）；切片机、ST16R 型离心

机（美国 Thermo Scientific公司）。
1.4　药物     甘草附子汤由甘草（6 g）、附子（6 g）、白
术（9 g）及桂枝（6 g）组成。本研究所用甘草附子汤

由 广 州 中 医 药 大 学 第 二 附 属 医 院 药 剂 科 按 照

2020 年版《中华人民共和国药典》标准配制，所有药

材均经邓广海副主任中药师鉴定合格后使用。

2 方法

2.1　甘草附子汤药物制备     各药材按比例称取后

加入 10 倍体积纯化水浸泡 30 min，先以武火煎沸，

再以文火煎煮 30 min，滤取第 1 次煎液；再加入 8 倍

体积纯化水煎煮 20 min，合并 2 次煎液，经 100 μm

滤布过滤后，于减压条件下浓缩至相当于原药材

1 g·mL-1 的质量浓度。所得药液分装、灭菌后，置

4 ℃保存备用。

2.2　网络药理学分析     

2.2.1　筛选药物的活性化学成分     利用中药系统

药理学数据库与分析平台（TCMSP）数据库（https：//

tcmsp-e.com/）检索甘草附子汤中各药材（甘草、附

子、白术、桂枝）的化学成分。为确保候选成分具备

良好的药代动力学特性与潜在活性，依据文献［24］

标准设定筛选条件为口服生物利用度（OB）≥30%、

类药性（DL）≥0.18。筛选得到的活性成分及其潜在

靶点经通用蛋白质数据库（UniProt，https：//www.

uniprot.org/）标准化处理，统一转化为基因官方符号

（Gene Name），并将物种限定为“Homo sapiens”，以

确保靶点信息的准确性与可比性。

2.2.2　获取 KOA 疾病靶基因     利用在线人类孟德

尔遗传数据库（OMIM，https：//www.omim.org/）和基

因名片数据库（GeneCards，https：//www. genecards.

org/）数据库，以关键词“Knee Osteoarthritis”为检索

词，获取与膝骨关节炎相关的疾病靶基因信息。分

别从两数据库中下载所得结果后，使用 Excel 软件

对数据进行整合与去重处理（依据相同 Entry ID 去

除重复项），最终获得与膝骨关节炎相关的非冗余
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靶基因集。

2.2.3　甘草附子汤治疗 KOA 的交集靶点     利用

EVenn 在线作图工具绘制药物与疾病靶点的交集

图。将甘草附子汤活性成分对应的靶基因导入

List1，将 KOA 相关靶基因导入 List2，生成二者的

Venn 图，并提取其交集靶点。所得交集基因即为甘

草附子汤治疗膝骨关节炎的潜在作用靶点，整合交

集靶点，作为甘草附子汤治疗 KOA 的潜在靶点。

2.2.4　 构 建 药 物 - 成 分 - 靶 点 网 络     在 Cytoscape 

3.9.1 软件中分别导入甘草附子汤、其活性成分及治

疗 KOA 的潜在靶点（即交集靶点）数据，构建“药物-

成分 -靶点”网络。网络节点（node）代表中药、活性

成分及靶基因，边（edge）表示他们的相互作用关系。

通过计算各节点的度值（Degree），评估其在网络中

的重要性；其中度值较高的化合物被视为甘草附子

汤中发挥抗膝骨关节炎作用的关键活性成分，反映

其与潜在靶点之间的高度相关性。

2.2.5　蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络图构建与

核心靶点筛选     运用蛋白互作网络分析数据库

（STRING）对甘草附子汤治疗 KOA 的关键靶点进

行 PPI 分 析 。 将 药 物 与 疾 病 的 交 集 靶 点 导 入

STRING，物种设定为“Homo sapiens”，筛选条件设

为 最 高 置 信 度（confidence degree）>0.9，并 勾 选

“hide disconnected nodes in the network”（隐藏未连

接节点），以获得高可信度的 PPI 网络结果。随后，

将导出的 PPI网络数据导入 Cytoscape 3.9.1 软件，通

过 Network Analyzer 模块计算各节点的 Degree、介

数 中 心 性（Betweenness Centrality）和 紧 密 度

（Closeness Centrality）等拓扑特征参数。根据这些

指标，筛选出在网络中具有显著连接性与中心性的

节点作为核心靶点，以揭示甘草附子汤治疗 KOA 的

关键作用蛋白。

2.2.6　基因本体（GO）与京都基因与基因组百科全

书（KEGG）富集分析     利用 DAVID 数据库，对甘草

附子汤治疗 KOA 的潜在靶点进行 GO 功能注释与

KEGG 通路富集分析。

2.3　动物实验     

2.3.1　动物造模及分组给药     采用前交叉韧带切

断术建立大鼠 KOA 模型［25］。具体操作如下，在戊

巴比妥钠腹腔注射麻醉下，于大鼠膝关节正中作切

口，显露关节腔后切断前交叉韧带，并部分切除内

侧半月板以造成关节不稳；假手术组仅行关节切开

而不切断韧带。术后予以常规消毒，并肌内注射青

霉素 G 钠 80 000 U·kg-1，每日 1 次，连续 3 d 以预防

感染。造模后根据大鼠患侧膝关节肿胀、活动受

限、负重减少、步态异常及前抽屉试验阳性等表现

判断模型是否成功；实验终点通过 HE、SF 染色及国

际骨关节炎研究协会（OARSI）评分进一步确认

KOA 模型建立情况。造模成功后，将大鼠随机分为

假手术组，模型组，甘草附子汤低、高剂量组，阳性

药物塞来昔布组 5 组（每组 n=10）。甘草附子汤以灌

胃方式给药，低剂量组按 2.8 g·kg-1，高剂量组按

5.6 g·kg-1 给 药 。 剂 量 依 据 临 床 成 人 常 用 量

（27 g·d-1，以 60 kg 体质量计约 0.75 g·kg-1）按体表面

积换算法（人 -大鼠换算系数 6.2）折算得出，大鼠等

效剂量为约 2.8 g·kg-1。为考察剂量依赖性及安全

范围，设低剂量组为临床等效剂量（2.8 g·kg-1），高剂

量 组 为 其 2 倍（5.6 g·kg-1）。 塞 来 昔 布 组 剂 量 为

20 mg·kg-1。假手术组及模型组给予等体积蒸馏

水。各组每日灌胃 1 次，连续 8 周。

2.3.2　动物取材     干预期结束后，在过量戊巴比妥

钠（150 mg·kg-1，腹腔注射）麻醉下处死大鼠，以确

保实验符合人道处置原则。随后，经腹主动脉采集

全血，室温静置凝固后以 3 000 r·min-1 离心 15 min，

离心半径 12.5 cm，分离血清并置于−80 ℃冻存备

用。同时，分离双侧膝关节并去除周围软组织。一

部分关节标本固定于 4% 多聚甲醛溶液中，用于组

织 学 及 免 疫 组 织 化 学 分 析；另 一 部 分 迅 速 置

于−80 ℃保存，以供后续分子生物学检测使用。

2.3.3　血清 IL-6、TNF-α、IL-1β含量检测     采用试

剂盒测定大鼠血清中 IL-6、TNF-α、IL-1β的水平。

检测过程严格按照厂家提供的操作说明进行。使

用酶标仪读取吸光度 A，并根据标准曲线计算各指

标的实际浓度。

2.3.4　Micro-CT 扫描大鼠膝关节影像     采用高分

辨率 Micro-CT 扫描系统（Bruker SkyScan 1276）对
大鼠膝关节进行影像学分析。样本经 4% 多聚甲醛

固定后置于样品架中，扫描参数设定为电压 55 kV，

电流 200 μA，分辨率 12 μm，步进角 0.4°。扫描完成

后 ，利 用 Bruker 配 套 软 件 NRecon、DataViewer 和

CTAn 进行图像重建与定量分析。选择膝关节内侧

软骨下骨作为感兴趣区域，分析软骨下骨骨体积分

数（BV/TV）、结构模型指数（SMI）、小梁数（Tb.N）、
骨密度及小梁分离度（Tb.Sp）。
2.3.5　大鼠膝关节组织组织学染色     取大鼠膝关

节组织于 4% 多聚甲醛溶液中固定 48 h，随后置于

10% 乙二胺四乙酸（EDTA）脱钙液中脱钙 3 周，每

5 d 更换 1 次脱钙液以确保充分脱钙。脱钙完成后，
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标本经梯度乙醇脱水、二甲苯透明后进行石蜡包

埋，并切取厚度为 5 μm 的连续切片。切片经脱蜡脱

水后，分别采用 HE 和 SF 染色。染色结束后，经中性

树胶封片，在光学显微镜下观察和拍摄组织形态。

2.3.6　Real-time PCR 测定大鼠膝关节组织目标基

因     取大鼠膝关节软骨组织，于液氮中速冻后研磨

成细粉，加入预冷的 TRIzol 裂解液充分匀浆以提取

总 RNA。经三氯甲烷分层、异丙醇沉淀及 75% 乙醇

洗涤后 ，将 RNA 溶解于无 RNA 酶水（RNase-free 

water）中，测定其纯度与浓度。随后，按照试剂盒说

明书操作，将 RNA 反转录为 cDNA，并于−20 ℃条件

下保存备用。Real-time PCR 采用 SYBR Green 法进

行，扩增反应条件为：95 ℃预变性 30 s，随后 40 个循

环（95 ℃ 5~10 s，60 ℃ 30 s）。检测的目标基因包括

ACAN、Col Ⅱ a1、MMP3、MMP13、ATG5、LC3B、

Beclin-1 和 p62，内参基因为 18S。引物由擎科生物

科技有限公司合成，引物序列见表 1。结果采用

2-ΔΔCt法计算相对表达量。

2.3.7　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠膝

关节软骨组织蛋白     取大鼠膝关节软骨组织，于液

氮中迅速冷冻后置于预冷研钵中，在持续液氮冷却

条件下充分研磨成细粉。立即加入预冷的 RIPA 裂

解液（含 1×蛋白酶抑制剂与 1×磷酸酶抑制剂），充分

吹打匀浆并于冰浴条件下裂解 30 min。以 12 000×g，

4 ℃离心 15 min，离心半径 10 cm，取上清液作为总

蛋白。蛋白浓度采用 BCA 法测定。按体积比例加

入 4×上样缓冲液，于 95 ℃加热 5 min 进行变性处

理。每孔上样蛋白 30 μg，经十二烷基硫酸钠 -聚丙

烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离后转移至聚偏二

氟乙烯（PVDF）膜。以 5% 脱脂奶粉在室温封闭

1 h，随后于 4 ℃条件下孵育一抗过夜。所用一抗包

括 MMP3、MMP13、Col Ⅱ 、ACAN、LC3B、p62、

Beclin-1、 PI3K， p-PI3K、 Akt、 p-Akt、 mTOR、

p-mTOR、β -actin（稀释比均为 1∶1 000）。次日用

TBST 洗膜 3 次，随后加入辣根过氧化物酶（HRP）标
记二抗（1∶5 000）室温孵育 1 h。TBST 洗膜 3 次后，

采用 ECL 化学发光法显色成像。条带灰度值使用

Image J软件进行分析统计。

2.3.8　免疫组织化学     大鼠膝关节石蜡切片经二

甲苯脱蜡及梯度乙醇复水后，使用 3% 过氧化氢室

温孵育 10 min 以阻断内源性过氧化酶活性。随后

采用柠檬酸钠缓冲液进行微波热修复 15 min，自然

冷却至室温。以 5% 牛血清白蛋白封闭 30 min 后，

加入一抗 LC3B、p62、p-mTOR（1∶200），于 4 ℃湿盒

中孵育过夜。次日，切片经磷酸盐缓冲液（PBS）清
洗 3 次 ，加 入 HRP 标 记 二 抗（1∶200），室 温 孵 育

60 min。 再 次 PBS 清 洗 后 ，采 用 二 氨 基 联 苯 胺

（DAB）显色试剂盒显色，在显微镜下实时监控反应

时间以防过染。经苏木素复染细胞核，再依次进行

梯度乙醇脱水、二甲苯透明，并以中性树胶封片。

染色完成后，在光学显微镜下观察并拍摄图像。图

像 分 析 使 用 Image J 软 件 进 行 ：通 过 Color 

Deconvolution 模块分离 DAB 信号，设定统一阈值后

测定阳性细胞数与总细胞数，阳性细胞率=阳性细

胞数/总细胞数×100%。

2.3.9　统计学分析     所有数据均使用 SPSS 25.0 进

行统计分析，并使用 GraphPad Prism 9.0 软件进行绘

图。首先对各组数据进行正态性检验，若数据符合

正态分布，则以 x̄ ± s 表示；对满足方差齐性的数据，

采用单因素方差分析（One-way ANOVA）进行多组

间 比 较；若 差 异 具 有 统 计 学 意 义 ，进 一 步 进 行

Tukey's 事后检验（Tukey's post hoc test）以比较组间

差异；对不满足方差齐性的数据，采用 Dunnett's T3

检验进行两两比较。若数据不符合正态分布，则以

中位数（M）±四分位距（IQR）表示，并采用非参数检

验（Kruskal-Wallis 检验）进行多组比较，必要时进行

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

18S

ACAN

ColⅡa1

MMP3

MMP13

ATG5

LC3B

p62

Beclin-1

序列（5′-3′）
上游 TGCGGAAGGATCATTAACGGA

下游 AGTAGGAGAGGAGCGAGCGACC

上游 TCCACATCAGAAGAGCCATAC

下游 AGTCAAGGTCGCCAGAGG

上游 GCTGTGGAAGTGGATGAAGA

下游 TGAGGAACTGTGGAGAGACG

上游 CTGGGCTATCCGAGGTCATG

下游 TCCGCTGAAGAAGTAAAGAAACC

上游 CAAGCAGCTCCAAAGGCTAC

下游 TGGATGTGACCGTTTTCGGT

上游 GTGTGAAGGAAGCTGACGCT

下游 CCATGAGTTTCCGGTTGATGGT

上游 CGCTTGCAGCTCAATGCTAAC

下游 CTCGTACACTTCGGAGATGGG

上游 GGAACTGATGGAGTCGGATAAC

下游 GTGGATGGGTCCACTTCTTT

上游 ATGGAGGGGTCTAAGGCGTC

下游 TGGGCTGTGGTAAGTAATGGA

长度/bp

300

196

174

77

130

197

93

80

149

··50



第 32 卷第  17 期
2026 年 9 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 32，No. 17

Sep. ，2026

Dunn's 多重比较校正。所有实验均至少独立重复

3 次，以 P<0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　网络药理学     

3.1.1　甘草附子汤潜在活性成分与作用靶点的鉴

定     通过 TCMSP 数据库对甘草附子汤的化学成分

进行系统筛选，并结合 ADME 参数进行活性化合物

筛选。结果显示，甘草获得活性成分 92 个，附子

21 个，白术 7 个，桂枝 7 个。经合并去除重复后，共

得到 124 个潜在活性成分。随后，收集并整合这些

成分对应的作用靶点信息，最终共获得 827 个潜在

靶点基因。

3.1.2　疾病相关靶点与“疾病 -药物”重叠靶点的获

取     通过 GeneCards 数据库检索与 KOA 相关的疾

病靶点，共获得 3 367 个候选基因。根据相关性评

分（Relevance Score）筛选标准，去除评分<2.9 的基

因后 ，最终保留 1 025 个高相关靶点。同时 ，从

OMIM 数据库检索获得 42 个 KOA 相关靶点。将两

数据库所得结果进行合并与去重处理后，最终获得

1 061 个与膝骨关节炎相关的非冗余靶点。利用

Venny 平台进行交集分析，共鉴定出甘草附子汤药

物靶点与 KOA 疾病靶点的 145 个重叠基因，其中包

括磷酸肌醇 3-激酶调节亚基 1（PIK3R1）、Akt1、前列

腺素内过氧化物合酶 2（PTGS2）、MMP1、MMP3、

MMP8、MMP9、mTOR、瞬时受体电位香草酸亚型 1

（TRPV1）及缺氧诱导因子（HIF）1A 等代表性靶点，

结果见增强出版附加材料。

3.1.3　甘草附子汤“药物 -成分 -靶点”网络的构建       

    将甘草附子汤的药物、活性成分及其治疗 KOA 的

潜在靶点导入 Cytoscape 3.9.01 软件，构建“药物 -成

分 -靶点”相互作用网络。结果显示，该网络共包含

274 个节点和 2 741 条边，充分揭示了甘草附子汤多

成分、多靶点的作用特征。见增强出版附加材料。

3.1.4　 PPI 网 络 构 建     将 145 个 潜 在 靶 点 导 入

STRING 平台，设定最小交互评分阈值为 0.4，隐藏

游离节点。在 Cytoscape 3.9.1 中可视化的结果包含

137 个节点和 768 条边，节点的大小和颜色深浅反映

其在网络中的重要性。综合评价结果 ，筛选出

Akt1、IL-6、STAT3、TNF、Bcl-2、ESR1、MMP9、

HIF1A、PIK3CA 和 MTOR 等核心基因。见增强出

版附加材料。

3.1.5　GO 功能与 KEGG 通路富集分析     将 145 个

重叠靶点导入 DAVID 数据库进行 GO 富集分析，涵

盖生物学过程（BP）、细胞组分（CC）和分子功能

（MF）3 个 层 面 。 结 果 共 富 集 4 277 个 BP 条 目 、

302 个 CC 条目和 532 个 MF 条目。根据校正后的

P 值（adjusted P-value）筛选出各类别中显著性最高

的前 10 项，并绘制可视化图表。富集结果显示，BP

主要涉及激酶活性的正向调控和对氧水平的响应；
MF 主要与内肽酶活性和丝氨酸型内肽酶活性相

关；CC 主要集中于含胶原的细胞外基质和细胞 -基

质连接。进一步的 KEGG 通路富集分析共识别出

261 条信号通路，其中与 KOA 发病机制密切相关的

前 10 条 包 括 PI3K/Akt、Autophagy-animal、mTOR、

IL-17 等信号通路。见增强出版附加材料。

3.2　动物实验结果     

3.2.1　甘草附子汤减轻 KOA 大鼠的血清炎症反应   

    ELISA 试剂盒检测结果显示，与假手术组比较，

模型组大鼠血清中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α水平明显升

高（P<0.05），提示 KOA 伴随明显的系统性炎症反

应。与模型组比较，甘草附子汤低、高剂量组和塞

来昔布组大鼠血清中上述炎症因子水平明显下降

（P<0.05），其中高剂量组改善效果更为显著。见

表 2。以上结果表明，甘草附子汤能够有效抑制

KOA 大鼠的系统性炎症反应，其作用效果与塞来昔

布相当，可能通过下调 IL-1β、IL-6 和 TNF-α等炎症

介质的释放，减轻免疫与代谢相关信号通路的过度

激活，从而发挥抗炎和软骨保护作用。

表 2　甘草附子汤对 KOA 大鼠血清炎症因子水平的影响  （x̄± s，n=6）

Table 2　Effect of Gancao Fuzitang on levels of inflammatory factors in serum of KOA rats （x̄± s，n=6） ng·L-1

组别

假手术组

模型组

甘草附子汤低剂量组

甘草附子汤高剂量组

塞来昔布组

剂量/g·kg-1

2.8

5.6

0.02

IL-1β

40.77±4.53

98.07±4.571）

73.61±5.741，2）

66.66±3.661，2）

61.83±4.441，2）

IL-6

27.63±1.08

81.21±4.541）

57.13±2.791，2）

42.39±4.061，2）

38.78±3.531，2）

TNF-α

73.27±5.23

276.24±5.941）

155.80±8.251，2）

103.44±8.071，2）

93.41±4.341，2）

注：与假手术组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05（表 8 和表 9 同）
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3.2.2　甘草附子汤减轻 KOA 大鼠软骨下骨破坏        

    Micro-CT 三维重建图像显示，假手术组大鼠软骨

下骨结构完整，小梁致密且连续，关节面平整，骨小

梁间隙均匀，呈网状支撑结构。模型组软骨下骨明

显破坏，小梁稀疏、断裂，关节面塌陷不平，软骨下

骨骨密度明显降低，显示显著的骨小梁丢失与重塑

紊乱。经甘草附子汤低剂量组干预后，软骨下骨的

整体形态较模型组有所恢复，小梁结构较为连续，

但仍可见部分间隙扩大。高剂量组的重建图像显

示软骨下骨结构明显改善，小梁数量增多、排列规

则、骨小梁连接性增强，整体结构更接近正常状态。

塞来昔布组亦表现出相似的保护作用，小梁断裂减

少、结构相对致密，提示其对软骨下骨破坏亦具有

一定改善作用，见图 1。

进一步对膝关节软骨下骨区域进行定量分析

发现，假手术组大鼠软骨下骨骨体积分数（BV/

TV）、骨密度（BMD）及小梁数（Tb.N）较高，结构模

型指数（SMI）与小梁分离度（Tb.Sp）处于正常范围。

模型组大鼠软骨下骨结构严重破坏，小梁稀疏、断

裂、排列紊乱，表现为与假手术组比较，BV/TV、

BMD 和 Tb.N 显著降低（P<0.01），而 SMI与 Tb.Sp 显

著升高（P<0.01），提示软骨下骨重塑失衡与微结构

退变。经甘草附子汤低剂量组与高剂量组干预后，

软骨下骨结构显著改善，小梁数量与连续性恢复，排

列趋于规则；定量分析显示与模型组比较，BV/TV、

BMD 与 Tb.N 显著升高（P<0.01），SMI 与 Tb.Sp 显著

下降，差异有统计学意义（P<0.01），其中高剂量组改

善作用最为显著；塞来昔布组与甘草附子汤高剂量

对比差异无统计学意义，见表 3。综上，甘草附子汤

能够有效减轻 KOA 大鼠软骨下骨破坏，通过提高骨

体积分数与骨密度、降低结构模型指数和小梁分离

度，从而改善小梁骨微结构，增强软骨下骨的力学支

撑功能，维持关节软骨-骨界面的结构稳定性。

3.2.3　甘草附子汤减轻 KOA 大鼠滑膜炎症与软骨

退变     HE 染色主要用于观察滑膜组织形态。结果

显示，假手术组大鼠滑膜结构完整，细胞排列整齐，

血管形态正常，未见明显炎症细胞浸润；模型组滑

膜显著增厚，血管扩张充血，并伴大量炎症细胞浸

润及纤维化样改变，提示 KOA 伴随显著滑膜炎症反

应。经甘草附子汤干预后，滑膜组织结构明显改

善，炎症细胞数量显著减少，血管扩张程度减轻；高

剂量组改善效果最为显著。塞来昔布组亦表现出

相似的抗炎作用，滑膜炎症反应明显减轻。滑膜炎

症评分结果显示，与假手术组比较，模型组评分明

显升高（P<0.05）；与模型组比较，甘草附子汤低、高

剂量组及塞来昔布组评分均明显降低（P<0.05，P<

0.01），其中高剂量组与塞来昔布组降幅最为显著。

提示甘草附子汤可有效抑制 KOA 滑膜炎症反应。

见图 2、表 4。

注：A. 假手术组；B. 模型组；C. 甘草附子汤低剂量组；D. 甘草附

子汤高剂量组；E.塞来昔布组（图 2-图 6 同）
图 1　甘草附子汤对 KOA 大鼠膝关节周围骨微结构的影响

Fig. 1　 Effect of Gancao Fuzitang on bone microstructure around 

knee joint of KOA rats

表 3　甘草附子汤对 KOA 大鼠 Micro CT 定量分析结果的影响  （x̄± s，n=4）

Table 3　Effect of Gancao Fuzitang on Micro-CT quantitative analysis results of KOA rats （x̄± s，n=4）

组别

假手术组

模型组

甘草附子汤低剂量组

甘草附子汤高剂量组

塞来昔布组

剂量/g·kg-1

2.8

5.6

0.02

BMD/g·cm-3

0.97±0.021）

0.55±0.03

0.69±0.061）

0.82±0.031）

0.84±0.021）

BV/TV/%

30.28±1.851）

18.03±1.58

22.43±1.081）

27.37±1.491）

26.78±0.661）

SMI

1.29±0.061）

2.25±0.22

1.64±0.091）

1.85±0.121）

1.83±0.081）

Tb.N/mm-1

0.040±0.0031）

0.020±0.001

0.030±0.0021）

0.040±0.0021）

0.040±0.0011）

Tb.Sp/μm

14.30±1.531）

22.37±2.35

18.82±0.571）

16.69±0.621）

16.38±0.531）

注：与模型组比较 1）P<0.01
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SF 染色结果显示，假手术组软骨表面光滑、结

构完整，番红 O 染色蛋白多糖呈均匀红色，固绿层

与软骨下骨形成清晰分界；模型组软骨表面粗糙并

出现裂隙，番红 O 染色明显变浅、呈斑片状减弱，局

部出现近阴性区，固绿与番红 O 界限模糊，提示软

骨基质成分丢失与结构破坏。经甘草附子汤干预

后，软骨结构明显改善，裂隙范围与深度减小，番红

O 染色强度与连续性恢复，蛋白多糖含量增加；高剂

量组改善效果优于低剂量组；塞来昔布组亦表现出

较显著的软骨保护作用。OARSI 评分结果显示，与

假手术组比较，模型组评分显著升高（P<0.01）；与模

型 组 比 较 ，各 治 疗 组 评 分 明 显 降 低（P<0.05，P<

0.01），其中高剂量组与塞来昔布组改善最为显著。

见图 2、表 4。

在分子机制层面，Real-time PCR 结果显示，模

型组软骨中基质合成相关基因 ACAN 与 ColⅡa1 表

达显著下调（P<0.01），基质降解相关基因 MMP3 与

MMP13 显著上调（P<0.01）。经甘草附子汤干预后，

ACAN 与 ColⅡa1 表达升高，MMP3 与 MMP13 表达

下降，呈剂量依赖性改善趋势，见表 5。Western blot

结果与 Real-time PCR 一致，模型组 ACAN、ColⅡ蛋

白水平显著下降，差异有统计学意义（P<0.01），而
MMP3、MMP13 显著升高，差异有统计学意义（P<

0.01），见表 6和图 3；甘草附子汤显著逆转上述变化，

促进基质合成、抑制基质降解。综上，甘草附子汤可

有效减轻 KOA 大鼠的滑膜炎症与软骨退变，其作用

效果与塞来昔布相当，机制可能与改善滑膜炎症微环

境、促进软骨基质合成及抑制基质降解密切相关。

3.2.4　甘草附子汤促进 KOA 大鼠软骨细胞自噬活

性     为探讨甘草附子汤对 KOA 大鼠软骨细胞自噬

水平的调控作用，笔者对大鼠软骨组织中关键自噬

相关基因及蛋白的表达进行了检测。 Real-time 

PCR 结果显示，与假手术组比较，模型组大鼠软骨

组织中 ATG5、Beclin-1 和 LC3B 基因表达明显下调

（P<0.05），而自噬底物蛋白 p62 表达明显上调（P<

0.05），提示 KOA 软骨细胞自噬功能受到抑制。与

注：HE 染色结果黑色箭头代表增生血管，黄色箭头指示炎性细胞浸润；SF 染色结果红色为软骨层，绿色为骨组织

图 2　甘草附子汤对 KOA 大鼠膝关节组织病理改变的影响

Fig. 2　Effect of Gancao Fuzitang on histopathological changes of knee joint tissues in KOA rats

表 4　甘草附子汤对 KOA 大鼠的滑膜炎症评分和 OARSI 评分的影

响  （x̄± s，n=5）

Table 4　 Effect of Gancao Fuzitang on synovitis score and OARSI 

scores for each group of rats （x̄± s，n=5） 分

组别

假手术组

模型组

甘草附子汤低剂量组

甘草附子汤高剂量组

塞来昔布组

剂量/g·kg-1

2.8

5.6

0.02

滑膜炎症评分

0.80±0.841）

7.80±0.84

4.20±0.841）

3.00±0.712）

3.00±0.712）

OARSI评分

1.00±0.711）

12.40±1.14

6.20±0.841）

3.80±0.842）

4.00±0.712）

注：与模型组比较 1）P<0.05，2）P<0.01

表 5　甘草附子汤对大鼠软骨细胞外基质相关基因表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　Effect of Gancao Fuzitang on expression of extracellular matrix-related genes in rat chondrocytes （x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

甘草附子汤低剂量组

甘草附子汤高剂量组

剂量/g·kg-1

2.8

5.6

ACAN

1.00±0.081）

0.31±0.05

0.74±0.081）

0.86±0.091）

ColⅡa1

1.00±0.091）

0.47±0.02

1.16±0.071）

1.69±0.021）

MMP3

1.00±0.091）

9.79±0.55

3.80±0.201）

2.19±0.111）

MMP13

1.00±0.101）

5.19±0.43

3.05±0.261）

1.68±0.101）

注：与模型组比较 1）P<0.05
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模 型 组 比 较 ，甘 草 附 子 汤 低 、高 剂 量 组 ATG5、

Beclin-1 与 LC3B mRNA 表达水平均明显升高（P<

0.05），p62 表达明显下降（P<0.05），其中高剂量组改

善作用最为显著。见表 7。

Western blot 结果进一步验证了上述基因水平

变化。与假手术组比较，模型组软骨中 LC3 Ⅱ/Ⅰ值

及 Beclin-1 蛋白水平均明显降低（P<0.05），而 p62

蛋白水平明显升高（P<0.05），表明 KOA 软骨细胞

自噬流动性下降。经甘草附子汤干预后，LC3 Ⅱ/Ⅰ
与 Beclin-1 蛋白水平均明显升高（P<0.05），而 p62

水平明显下降（P<0.05），提示自噬通路重新被激

活，其中高剂量组作用最为显著，见表 8 及图 4。综

上所述，甘草附子汤能够显著增强 KOA 大鼠软骨细

胞 自 噬 活 性 ，其 作 用 机 制 可 能 与 上 调 ATG5、

Beclin-1 及 LC3B 表达、降低 p62 水平，从而恢复自

噬流动性与细胞清除功能密切相关。以上结果表

明，甘草附子汤通过促进软骨细胞自噬、维持能量

与基质代谢稳态，从而发挥保护软骨结构与延缓

KOA 进展的作用。

3.2.5　甘草附子汤通过调控 PI3K/Akt/mTOR 信号

通路促进 KOA 大鼠软骨细胞自噬     结合之前网络

药理学分析结果，推测 PI3K/Akt/mTOR 信号通路可

能是甘草附子汤治疗大鼠 KOA 的潜在分子机制，为

进一步验证甘草附子汤促进软骨细胞自噬的分子

机制，对 KOA 大鼠软骨组织中 PI3K/Akt/mTOR 信

号通路相关蛋白的表达进行了检测。Western blot

结果显示，与假手术组比较，模型组大鼠软骨组织

中 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt 及 p-mTOR/mTOR 值 明

表 6　甘草附子汤对大鼠软骨细胞外基质相关蛋白的分子表达量的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of Gancao Fuzitang on molecular expression levels of extracellular matrix-related proteins in rat chondrocytes （x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

甘草附子汤低剂量组

甘草附子汤高剂量组

剂量/g·kg-1

2.8

5.6

ACAN/β-actin

1.00±0.031）

0.40±0.03

0.58±0.051）

0.75±0.051）

ColⅡ/β-actin

1.00±0.051）

0.31±0.05

0.59±0.041）

1.00±0.081）

MMP3/β-actin

1.00±0.041）

1.89±0.08

1.45±0.071）

1.26±0.051）

MMP13/β-actin

1.00±0.091）

1.85±0.07

1.45±0.051）

1.22±0.041）

注：与模型组比较 1）P<0.01

图 3　 大 鼠 软 骨 细 胞 中 MMP3、MMP13、ACAN、ColⅡ蛋 白 表 达

电泳

Fig. 3　 Electrophoresis of MMP3， MMP13， ACAN and Col Ⅱ  

protein expressions in rat chondrocytes

表 7　甘草附子汤对 KOA 大鼠软骨自噬相关基因表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　Effect of Gancao Fuzitang on expression of chondrocyte autophagy-related genes in KOA rats （x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

甘草附子汤低剂量组

甘草附子汤高剂量组

剂量/g·kg-1

2.8

5.6

ATG5

1.00±0.051）

0.31±0.01

1.09±0.141）

1.62±0.121，2）

LC3B

1.00±0.101）

0.23±0.01

0.57±0.031）

0.88±0.041，2）

Beclin-1

1.00±0.071）

0.32±0.05

0.59±0.051）

0.81±0.031，2）

p62

1.00±0.071）

2.64±0.20

1.63±0.051）

1.22±0.051，2）

注：与模型组比较 1）P<0.05；与甘草附子汤低剂量组比较 2）P<0.05

表 8　 甘 草 附 子 汤 对 KOA 大 鼠 软 骨 自 噬 相 关 蛋 白 表 达 量 的 影 响  

（x̄± s，n=3）

Table 8　 Effect of Gancao Fuzitang on expression levels of 

chondrocyte autophagy-related proteins in KOA rats （x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

甘草附子汤低剂量组

甘草附子汤高剂量组

剂量

/g·kg-1

2.8

5.6

LC3 Ⅱ/Ⅰ
1.00±0.10

0.15±0.011）

0.82±0.062）

0.88±0.042）

Beclin-1

/β-actin

1.00±0.04

0.31±0.021）

0.58±0.042）

0.77±0.062）

p62

/β-actin

1.00±0.08

2.07±0.171）

1.47±0.062）

1.29±0.102）
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显升高（P<0.05），提示 PI3K/Akt/mTOR 信号通路异

常激活，自噬功能受抑。与模型组比较，甘草附子

汤低、高剂量组上述磷酸化蛋白比值均明显下降

（P<0.05），其中高剂量组改善最为明显。见表 9

和图 5。

免疫组化结果进一步验证了这一变化，与假手

术组比较，模型组大鼠软骨组织中 p-mTOR 表达明

显增强（P<0.05），而自噬标志物 LC3B 阳性信号明

显减少（P<0.05），p62 阳性表达明显增强（P<0.05），
表 明 自 噬 活 性 下 降 。 经 甘 草 附 子 汤 干 预 后 ，

p-mTOR 染 色 强 度 明 显 减 弱（P<0.05，P<0.01），

LC3B 阳性细胞数明显增加（P<0.05，P<0.01），p62

表达明显下降（P<0.05，P<0.01），提示自噬通路被

重新激活，其中高剂量组作用最为显著。见图 6 和

表 10。以上结果表明 ，甘草附子汤可通过抑制

PI3K/Akt/mTOR 信号通路的过度激活，解除其对自

噬的负向调控，从而增强软骨细胞自噬活性。该机

制可能是甘草附子汤延缓 KOA 软骨退变、维持软骨

细胞稳态的重要分子基础。

图 4　大鼠软骨细胞中 LC3 Ⅱ/Ⅰ、p62、Beclin-1 蛋白表达电泳

Fig. 4　 Electrophoresis of LC3 Ⅱ/Ⅰ， p62， and Beclin-1 protein 

expressions in rat chondrocytes

图 5　 大 鼠 软 骨 细 胞 中 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR

蛋白表达电泳

Fig. 5　 Electrophoresis of protein expressions of p-PI3K/PI3K， 

p-Akt/Akt， and p-mTOR/mTOR in rat chondrocytes

表 9　 甘 草 附 子 汤 对 KOA 大 鼠 PI3K/Akt/mTOR 信 号 通 路 相 关 蛋

白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 9　 Effect of Gancao Fuzitang on expression of proteins 

related to PI3K/Akt/mTOR signaling pathway in KOA rats （x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

甘草附子汤低剂量组

甘草附子汤高剂量组

剂量

/g·kg-1

2.8

5.6

p-PI3K

/PI3K

1.00±0.04

1.97±0.121）

1.44±0.052）

1.10±0.052）

p-Akt

/Akt

1.00±0.04

2.42±0.181）

1.64±0.082）

1.36±0.072）

p-mTOR

/mTOR

1.00±0.03

1.94±0.091）

1.50±0.032）

1.25±0.052）

图 6　甘草附子汤对 KOA 大鼠关节软骨中 LC3B、p62 及 p-mTOR 表达的影响  （IHC，×40）
Fig. 6　Effect of Gancao Fuzitang on expressions of LC3B， p62 and p-mTOR in articular cartilage of KOA rats （IHC，×40）
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4 讨论

本研究旨在系统阐明甘草附子汤对 KOA 的治

疗作用及其潜在分子机制。通过动物模型、组织学

观察、影像学定量分析及分子生物学检测，本研究

发现甘草附子汤能显著降低 KOA 大鼠的炎症水平，

改善软骨与软骨下骨结构破坏，并通过抑制 PI3K/

Akt/mTOR 信号通路活化而增强软骨细胞自噬能

力，从而延缓软骨退变进程。该研究揭示了传统复

方中药在维持关节代谢稳态与结构完整性方面的

重要分子基础，为 KOA 的干预提供了新的思路。

炎症反应与 ECM 降解是推动 KOA 进展的核心

环节之一［26-27］。慢性炎症刺激下，滑膜细胞和软骨

细胞分泌的炎症因子（如 TNF-α、IL-1β、IL-6）可通

过激活 PI3K/Akt、核转录因子 -κB（NF-κB）、丝裂原

活化蛋白激酶（MAPK）等信号通路［28-30］，诱导软骨

细胞获得分解表型 ，从而上调基质金属蛋白酶

（MMP3、MMP13）及组织蛋白酶表达，同时抑制性

别决定区 Y 框蛋白 9（SOX9）、ColⅡa1、ACAN 等基

质合成相关基因的转录，导致Ⅱ型胶原和蛋白多糖

持续丢失。此外，炎症反应与机械负荷异常相互作

用，可形成“炎症 -降解”正反馈环，进一步放大基质

破坏。其中，MMP13 对 ColⅡ的裂解作用已被证实

是 ECM 降解的关键驱动因子，其持续高表达与软骨

结构破坏密切相关［31］。与上述研究一致，本研究中

模型组大鼠血清中 IL-1β、IL-6、TNF-α显著升高，伴

随 ACAN、ColⅡ表达下调及 MMP3、MMP13 表达上

升，提示炎症信号激活导致 ECM 合成与降解失衡。

然而，甘草附子汤干预后，上述指标显著逆转，炎症

因子水平下降，合成基因恢复，降解酶表达减弱，表

明该方可通过抑制炎症驱动的分解通路并恢复

ECM 稳态发挥软骨保护作用。

近年来，大量研究表明，软骨细胞自噬功能障

碍是 KOA 发生与进展的重要分子基础［31］。自噬作

为维持细胞稳态与能量平衡的关键机制，能够清除

受损细胞器与异常蛋白，从而防止细胞凋亡与代谢

紊乱［32］。在正常关节中，自噬持续处于低水平激活

状态，以维持软骨细胞的生理稳态［33］；而在 KOA

中，自噬相关基因（如 Beclin-1、ATG5、LC3B）表达

显著下降，伴随自噬体形成减少与 p62 积聚，提示自

噬活性受抑［12，15，34］。部分天然活性物质可通过上调

自噬改善软骨基质损伤［35-36］。自噬的缺失会导致线

粒体功能障碍、活性氧积累及能量代谢紊乱，从而

触发软骨细胞凋亡与基质降解［17，37］。自噬功能的调

控受到多种信号通路的精细控制，其中 PI3K/Akt/

mTOR 信 号 通 路 被 认 为 是 最 核 心 的 负 调 控 轴 。

mTOR 作为营养和能量状态的感受器，可在氧化应

激和炎症刺激下被异常激活，抑制自噬体的形成与

融合，从而阻断自噬流。既往研究发现，KOA 患者

软骨组织中 p-Akt和 p-mTOR 表达上升，而自噬标志

物 LC3 Ⅱ/Ⅰ下降，提示该通路的过度激活与自噬功

能障碍密切相关［38］。 LU 等［18］的研究发现，抑制

PI3K/Akt/mTOR 信号通路，增强软骨细胞自噬能够

延缓 KOA 进展。本研究结果与上述报道高度一致。

本团队观察到 KOA 模型大鼠软骨组织中 ATG5、

Beclin-1、LC3B 表达显著下调，而 p62 水平升高；同
时 PI3K、Akt和 mTOR 磷酸化水平上升，提示该信号

通路异常活化并抑制自噬。甘草附子汤干预后，上

述分子指标均显著逆转，自噬相关基因与蛋白表达

恢复，LC3 Ⅱ/Ⅰ升高，p62 明显减少。这表明甘草附

子汤能够通过抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路过度

激活、恢复自噬流动性，从而促进受损细胞器清除与

代谢重塑，减轻软骨细胞退行性改变。结合前期网

络药理学预测结果，本研究从实验层面验证了自噬

调控是甘草附子汤发挥保护作用的关键环节。由此

推测，甘草附子汤可能通过多成分协同作用，重塑软

骨细胞自噬-代谢互作网络，延缓 KOA 进展。

综上所述，本研究表明甘草附子汤可改善膝骨

关节炎大鼠的炎症反应及软骨和骨结构损伤，其作

用机制可能是通过调控 PI3K/Akt/mTOR 信号通路

恢复软骨细胞自噬水平有关。上述结果从网络药

理学预测和动物实验 2 个层面为甘草附子汤干预膝

骨关节炎提供了实验依据，也为进一步阐明其中的

物质基础及分子机制提供了研究思路。未来仍需

结合体外细胞实验、关键活性成分筛选及临床研

究，对其作用机制和应用价值进行进一步验证。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。

表 10　甘草附子汤对 KOA 大鼠关节软骨中 LC3B、p62 及 p-mTOR

蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 10　 Effect of Gancao Fuzitang on expression of LC3B， p62 

and p-mTOR proteins in articular cartilage of KOA rats （x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

甘草附子汤低剂量组

甘草附子汤高剂量组

剂量

/g·kg-1

2.8

5.6

LC3B

51.00±3.80

12.94±2.041）

33.38±3.202）

43.23±3.013）

p62

18.97±2.58

53.28±2.981）

36.41±1.932）

30.00±2.943）

p-mTOR

10.58±2.51

55.59±4.131）

30.98±2.262）

21.14±2.683）

注：与假手术组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01
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