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摘要： 目的 研究豆腐果苷对骨关节炎大鼠软骨结构和滑膜组织的影响。方法 碘乙酸钠注射 SD雄性大鼠膝关节造模成

功后，随机区组分组法分为三组，即假手术组、模型组、豆腐果苷 50 mg·kg−1·d−1组。豆腐果苷灌胃 21 d后，取大鼠膝关节制成

组织切片，HE染色观察膝关节软骨和滑膜病理变化，并进行评分；番红固绿染色观察大鼠膝关节软骨病理变化，并进行

Mankin评分。研究起止时间为 2019年 12月至 2020年 7月。结果 相对于假手术组，模型组大鼠膝关节软骨和滑膜均受到不

同程度损伤，滑膜病理评分显著升高［（6.88±0.83）分比（0.50±0.53）分］（P<0.01），且软骨结构、软骨细胞和番红固绿染色的

Mankin评分也显著升高［分别是（3.88±0.83）分比（0.50±0.53）分，（1.75±0.46）分比（0.25±0.46）分，（2.38±0.74）分比（0.38±0.52）
分］（P<0.01）。然而，连续给予豆腐果苷灌胃 21 d后，相对于模型组，大鼠的关节软骨结构和滑膜组织损伤程度均有显著改善，

膝关滑膜病理评分显著降低［（3.50±0.53）分比（6.88±0.83）分］（P<0.01），且软骨结构、软骨细胞和番红固绿染色的Mankin评分

也显著降低［分别为（1.63±0.52）分，（1.13±0.64）分，（0.88±0.64）分］（P<0.05）。结论 豆腐果苷可减轻骨关节炎大鼠膝关节软

骨和滑膜损伤，具有减轻滑膜炎症、保护软骨的作用。

关键词： 山龙眼科； 骨关节炎，膝； 豆腐果苷； 软骨； 滑膜； 大鼠，Sprague-Dawley

Effect of helicid on cartilage and synovium tissue of osteoarthritis rats
GUO Nan1,JIA Yuanwei2,XIANG Ting1,WANG Ping1,ZHAN Cuijiao1,

WANG Changmao1,SHEN Jie1,2,YANG Bin2
Author Affiliations:1School of Pharmacy, Wannan Medical College, Wuhu, Anhui 241002, China;2Department of

Clinical Pharmacy, The First Affiliated Hospital of Wannan Medical College, Wuhu, Anhui
241001, China

Abstract： Objective To evaluate the effects of helicid on pathologic changes of cartilage and synovium in osteoarthritis (OA) rats.
Methods After the knee joints of SD male rats were successfully molded by sodium iodoacetate injection, they were random block
grouping assigned into three groups, namely, sham-operated group, model group, and helicid 50 mg·kg−1·d−1 group. After 21 days of he⁃
licid gavage, tissue sections were taken from the knee joints of rats, and the pathological changes of knee cartilage and synovial mem⁃
brane were observed by hematoxylin & eosin (HE) staining and scored; the pathological changes of knee cartilage of rats were observed
by Safranin O-Fast Green staining and scored by Mankin. The study starts and ends from December 2019 to July 2020.Results Com⁃
pared with the sham-operated group, the knee cartilage and synovium of the model group were damaged to different degrees, and the sy⁃
novial pathologcal scores were significantly higher [(6.88±0.83) vs. (0.50±0.53)] (P<0.01), and Mankin scores for cartilage structure,
chondrocytes, and Safranin O-Fast Green staining were significantly higher [(3.88±0.83) vs. (0.50 ±0.53), (1.75±0.46) vs. (0.25±0.46),
and (2.38±0.74) vs. (0.38±0.52), respectively] (P<0.01). However, after 21 days of continuous administration of helicid gavage, com⁃
pared with the model group, the degree of damage to articular cartilage structures and synovial tissues in the rats was significantly im⁃
proved, with a significant decrease in the knee joint synovial pathological score [(3.50±0.53) vs. (6.88±0.83)] (P<0.01) and a significant
decrease in the Mankin scores for cartilage structure, chondrocytes and Safranin O-Fast Green staining [(1.63±0.52), (1.13±0.64), and
(0.88±0.64), respectively] (P<0.05).Conclusion Helicid could reduce the injury of cartilage structure and the synovial tissue in knee
joints of rats with osteoarthritis and has the effect of reducing synovial inflammation and protecting cartilage.
Key words： Proteaceae; Osteoarthritis,knee; Helicid; Cartilage; Synovium; Rats,Sprague-Dawley
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骨关节炎（osteoarthritis，OA）是以关节退化或老

化作为病理基础，以关节肿胀、疼痛或功能障碍作

为主要临床表现的一类关节炎性疾病［1-3］，近年来骨

关节炎发病也见于青少年［4］。目前临床尚无满意的

治疗方法，临床治疗为减轻炎性症状和改善功能状

态，常用药物有止痛药、非甾体抗炎药、肾上腺皮质

激素［5］等，长期应用会导致胃肠道不良反应和代谢

紊乱等副作用。青少年病人急需一种具有明确疗

效且副作用小的治疗药物。

豆腐果苷（图 1，helicid，对甲醛苯-O-β-D-阿咯

吡喃糖苷）提取自山龙眼科山龙眼属植物深绿山龙

眼果实，是此种属植物来源唯一已上市成功应用于

临床的酚苷类物质［6］。毒理学研究表明，27 mg·
kg−1·d−1、270 mg·kg−1·d−1、1 350 mg·kg−1·d−1剂量母体

染毒对大鼠仔代的早期生理发育及中枢神经系统

的发育没有影响［7］。文献报道，口服豆腐果苷在

6.25~50.00 mg/kg范围内的镇痛作用呈剂量依赖性。

本课题组前期基于豆腐果苷抗骨关节炎模型（OA
模型）大鼠疼痛的药效学研究发现，给予 25 mg/kg、
50 mg/kg、100 mg/kg剂量豆腐果苷 21 d后，均可使骨

关节炎模型大鼠的机械痛阈值上升，药效学行为呈

现钟形曲线，50 mg/kg剂量组升高机械痛值阈值作

用最强［8］。因此本研究选择 50 mg/kg豆腐果苷作为

给药剂量。

采用膝关节注射一定浓度碘乙酸钠可快速建

立稳定、高效的OA大鼠模型，且大鼠病理表现与关

节炎患者临床表现相似，包括关节疼痛、间歇性炎

症和关节神经损伤。这种方法是研究骨关节炎的

经典可靠模型［9-10］。

本研究旨在首次探讨对骨关节炎模型大鼠具

有明确镇痛作用的豆腐果苷 50 mg/kg剂量给药后，

大鼠膝关节滑膜和软骨的病理变化。本研究分别

采用HE染色与番红固绿染色分别对大鼠软骨和滑

膜进行染色观察，并分别进行相应的评分鉴定，以

定量评价豆腐果苷对大鼠骨关节炎的影响。

1 材料与方法

1.1 材料 健康雄性 SD大鼠共 24只［上海杰思捷

实验动物有限公司，生产许可证号 SCXK（沪）2018-

0004］，SPF级，体质量（180±20）g。恒温（22±2）℃，

12 h光照/黑暗循环条件下自由饮水饮食适应性饲

养 1周后，开展动物实验。本研究所有动物实验操

作均符合一般动物实验伦理学原则。研究起止时

间为2019年12月至2020年7月。

1.2 药品与试剂 豆腐果苷（TCI Japan公司，纯度

>98%，批号 QCCYK-GS）；碘乙酸钠（Sigma-Aldrich，
≥98%，批号 SLBZ7569）；苏木素染色液（无锡市江原

实业技贸总公司，批号 200423）；番红染色液和固绿

染色液（Sigma公司）；伊红染色液（无锡市江原实业

技贸总公司，批号200609）。

1.3 主要仪器 荧光倒置显微镜（T8 TOKYO，
Nikon公司，JAPAN）；切片机（型号LEICA 2245，Ger⁃
many）；精密电子天平（AL104-IC，METTLER TOLE⁃
DO）；数显游标卡尺（杭州钢拓工具有限公司）。

1.4 方法

1.4.1 骨关节炎大鼠模型 结合相关研究提及的

大鼠骨关节炎造模方法进行造模［11-12］。操作过程大

致为，使用 10%水合氯醛（3 mL/kg，ip）对大鼠进行

麻醉；直至大鼠所有感觉反射停止，对左右膝关节

进行剃毛，医用碘伏消毒后用 75%乙醇脱碘 2次；膝

关节屈曲 45°，自髌骨下韧带外侧进行关节腔穿刺，

进针到股骨髁后稍微回退，一次性膝关节腔注射 50
μL碘乙酸钠（0.9%灭菌生理盐水配制，浓度为 3 mg/
50 μL）；将大鼠膝盖伸展和弯曲 30 s，使碘乙酸钠溶

液分散至整个膝关节处。同时，假手术组对大鼠膝

关节注射等量生理盐水。

1.4.2 分组和给药 造模成功后，将假手术大鼠分

为一组，骨关节炎模型大鼠随机区组分组法分为模

型组和 50 mg/kg豆腐果苷治疗组，每组 8只。豆腐

果苷给药方法：大鼠禁食 12 h，造模前 1天开始于上

午 7：30~8：30以 50 mg/kg剂量豆腐果苷溶液灌胃大

鼠，模型组和假手术组分别给予等量生理盐水灌

胃。灌胃每天1次，持续21 d。
1.4.3 膝关节标本收集、制备、观察 给药 21 d后，

使用 1%戊巴比妥钠（35 mg/kg）腹腔注射麻醉大鼠，

并颈椎脱臼法处死大鼠。固定大鼠后，分离右侧膝

关节皮肤及皮下组织，剔除周围的肌肉组织，保留

股骨远 1/4和胫骨近端 1/4截取整个大鼠膝关节，并

于 4%多聚甲醛溶液中固定 24 h以上。固定后的大

鼠膝关节用 15% EDTA脱钙 4周后，进行石蜡包埋，

切片，以及HE和番红固绿染色分别观察与评价软

骨和滑膜病理变化。本研究在 2月龄青年期大鼠体

内开展，此月龄大鼠发育不完全，潮线尚不清

晰［13-14］，所以在评价时采用改良的Mankin评分，潮线

完整性和清晰度不计入评分。

1.4.3.1 HE染色评价 荧光倒置显微镜下观察关

节软骨、滑膜形态，分别对假手术组、模型组及豆腐

图1 豆腐果苷分子结构式
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果苷给药组滑膜组织病理学进行鉴定评分。（1）滑

膜组织病理评分［15］。炎细胞：0分，无；1分，稀疏、散

在；2分，较密集；3分，大量。（2）纤维组织增生：0分，

无；1分，少量增生；2分，中等；3分，大量。（3）滑膜组

织增生：0分，无；1分，单层；2分，2层；3分，3层。（4）
巨噬细胞增生：0分，无；1分，稀疏；2分，较密集；3
分，大量。

1.4.3.2 Mankin评分 荧光倒置显微镜下观察大鼠

膝关节软骨与软骨下骨和骨组织间关系。并对软

骨病理变化进行Mankin评分［16］。评分标准［17］：（1）
软骨结构：正常，0分；表面不规则，1分；血管翳，2
分；血管翳和表面不规则，3分；到过渡带的裂隙，4
分；到放射带的裂隙，5分；到钙化带的裂隙，6分。

（2）软骨细胞：正常，0分；细胞形态固缩及脂质变

性，1分；大量簇集样细胞团，1分；数量明显消失，3
分。（3）番红固绿染色：正常，0分；轻度减少，1分；中

度减少，2分；重度减少，3分；未着色，4分。（4）潮线

完整性：完整，0分；被血管破坏，1分；总分14分。

1.5 统计学方法 SPSS 19.0软件用于本实验数据

的统计分析，采用 x̄ ± s表示，多组间比较采用单因

素方差分析，两两比较采用 LSD-t检验，P<0.05表示

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 膝关节形态观察 图 2可见假手术组关节面

色泽正常，关节表面光滑，未见关节肿胀及积液形

成。模型组较之假手术组，关节软骨表面不规则，

有溃疡形成，腔内出现积液。豆腐果苷组关节表面

与模型组相比，关节软骨表面较完整，溃疡有较大

改善，腔内未出现积液。我们通过对处死后大鼠，

采用数显游标卡尺测量各组大鼠膝关节直径，研究

各组大鼠膝关节的肿胀程度。如图 2所示，可以清

晰观察到豆腐果苷可显著缓解模型组关节肿胀。

上述结果共同表明豆腐果苷可以减轻碘乙酸钠诱

导的关节损伤。

2.2 各组大鼠膝关节软骨HE染色结果 由图 3中
大鼠膝关节软骨HE染色结果可知，假手术组膝关

节软骨表面光滑，且细胞排列规则，四层结构清晰，

软骨基质染色均匀，未见炎细胞浸润。相对于假手

术组，模型组大鼠膝关节软骨表面粗糙且有绒毛

状，软骨细胞排列紊乱，软骨基质染色不均，部分区

域的细胞核固缩、坏死，有炎性细胞浸润和血管生

成。但是在给予豆腐果苷治疗后，大鼠软骨表面较

完整，软骨基质染色较均匀，四层结构较清晰，细胞

排列较整齐。结果表明豆腐果苷可以减轻碘乙酸

钠导致的大鼠关节软骨组织病变。

2.3 各组大鼠膝关节滑膜HE染色结果 图 4中大

鼠膝关节滑膜HE染色结果显示，假手术组可见大

量的脂肪细胞和滑膜细胞；模型组较假手术组表现

出更多的炎性细胞浸润，滑膜组织明显增厚，有散

在的炎性细胞如淋巴细胞出现。但豆腐果苷组炎

性细胞明显减少，部分可见脂肪细胞和增生的血

管。结果表明豆腐果苷可以减轻碘乙酸钠诱导的

炎性细胞增加。

2.4 各组大鼠滑膜组织病理评分结果 对各组大

鼠的滑膜组织病理特征进行评分可得，模型组大鼠

的评分相对于假手术组显著增大［（6.88±0.83）比

（0.50±0.53）］（P<0.01），在灌胃 50 mg/kg豆腐果苷

21 d后，大鼠的滑膜病理评分显著降低［（3.50±0.53）
比（6.88±0.83）］（P<0.01）。以上数据表明 50 mg/kg
的豆腐果苷可以显著改善骨关节炎大鼠的滑膜病

理损伤。

2.5 各组大鼠膝关节软骨番红固绿染色结果 如

图 5，由大鼠膝关节软骨的番红固绿染色图可观察

到，假手术组软骨细胞的细胞核呈粉红色，细胞质

呈蓝绿色，其软骨细胞形态结果与HE染色结果基

本相同，且软骨基质完整，染色均匀，无蛋白多糖丢

失。而模型组番红显色明显降低，软骨基质分布不

均匀，蛋白多糖丢失明显。在给予豆腐果苷治疗

后，软骨较模型组基质分布均匀，蛋白多糖丢失有

显著改善，表明豆腐果苷可以改善大鼠膝关节软骨

损伤。

2.6 各组大鼠膝关节软骨Mankin评分结果 豆腐

果苷以 50 mg/kg剂量灌胃大鼠 21 d后的膝关节软骨

Mankin评分结果如表 1所示。数据显示，较假手术

组，模型组大鼠膝关节软骨结构、软骨细胞和番红

固绿染色Mankin评分值均显著上升（P<0.01），而在

豆腐果苷干预后，各项指标评分值较模型组均有显

著下降，以上数据提示豆腐果苷 50 mg/kg可以减轻

碘乙酸钠诱导的青年大鼠膝关节病变程度。

3 讨论

骨关节炎是较为常见的关节疾病，影响全球约

2.4亿人，伴有极高的发病率和死亡率，可导致残疾，

严重降低了病人的生活水平［18-19］，并存在一定数量

表1 各组大鼠膝关节Mankin评分比较/（分，x̄ ± s）
组别

假手术组

模型组

豆腐果苷组

F值

P值

关节数

8
8
8

Mankin评分

软骨结构

0.50±0.53
3.88±0.83①
1.63±0.52②
64.67
<0.001

软骨细胞

0.25±0.46
1.75±0.46①
1.13±0.64②
37.56
<0.001

番红固绿染色

0.38±0.52
2.38±0.74①
0.88±0.64②
52.43
<0.001

注：①与假手术组比较，P<0.01。②与模型组比较，P<0.05。
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的青少年病人。进行性、不可逆的软骨退化是骨关

节炎标志病理特征之一，并且与滑膜、软骨下骨和

半月板及其他关节组织的病理发展密切相关［20］。

向大鼠膝关节定量注射碘乙酸钠建立OA模型是药

理学当中研究骨关节炎的经典方法。本研究的重

点是探讨豆腐果苷对碘乙酸钠诱导的大鼠OA模型

软骨和滑膜组织的影响。与模型组大鼠相比，豆腐

果苷可明显减轻膝关节肿胀程度，改善关节软骨组

织形态，并且减少了软骨基质中蛋白多糖的丢失，

以及抑制了膝关节滑膜组织增厚和炎症细胞的增

加。其原因可能与豆腐果苷的抗炎、镇痛机制有

关，后续将开展系列研究，进一步探索豆腐果苷减

轻滑膜炎症、保护软骨的作用机制。

在OA的治疗药物中目前最常见的为非甾体类

抗炎药、对乙酰氨基酚等［21］，但因其长期给药有严

重的不良反应，限制了其使用。目前，对OA治疗方

法的研究表明天然产物及其衍生物具有一定的潜

力，如附子［22］等。豆腐果苷在止痛、镇静、抗抑郁、

心脑血管系统疾病及各种衍生物的研究等方面都

有一定的疗效，且毒副作用低，可长期使用［23］。或

许可与非甾体抗炎药联合使用或交替使用，以加强

疗效降低毒副作用，但还有待实验进一步证实。

此外有研究表明，豆腐果苷结构类似物天麻素

（gastrodin，对羟甲基苯-O-β-D-吡喃葡萄糖苷）可通

过抑制OA大鼠软骨退化而抑制OA进程。本研究

结果也显示豆腐果苷可抑制OA大鼠软骨退化。我

们猜想，其发挥作用的机制是否与天麻素相似，即

通过抑制核转录因子NF-κB途径，减少炎性因子，

包括 IL-6，TNF-α等的释放来发挥抗炎作用［24］，这有

待进一步研究。据报道，豆腐果苷及其代谢产物与

天麻素有很多相似药效学作用，对此类具有明确药

效作用且不良反应极少的天然产物的深入研究，是

发现新的天然产物及新的作用靶标与通路的重要

途径。

综上，豆腐果苷可显著改善碘乙酸钠诱导的骨

关节炎大鼠膝关节滑膜和软骨的病理损伤。本研

究为豆腐果苷应用于软骨病变和滑膜炎的临床防

治提供了一定的理论基础。此外，本课题组在研究

结果的基础上还将对豆腐果苷发挥骨关节炎治疗

作用的具体分子机制进一步研究。

（本文图2~5见插图10-1）
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生长抑素联合人转录因子叉头框蛋白D1通过磷脂酰肌醇3
激酶/蛋白激酶B通路调控胰腺癌细胞增殖、迁移

和侵袭的机制研究
王书芬 a，倪猛 b，薛萌 b
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摘要： 目的 探讨生长抑素联合人转录因子叉头框蛋白D1（FOXD1）通过磷脂酰肌醇 3激酶/蛋白激酶B（PI3K/AKT）通路调

控胰腺癌细胞增殖、迁移和侵袭的机制研究。方法 研究于 2018年 12月至 2019年 12月进行，通过体外培养PANC-1细胞，经

过不同浓度（0 mg/L、100 mg/L、200 mg/L、400 mg/L）的生长抑素（SST）处理细胞，记为生长抑素各剂量组，其中 0 mg/L和 400 mg/
L的生长抑素作为对照组（Control）和生长抑素组（SST）；将过表达载体（pcDNA）和过表达 FOXD1（FOXD1）转染至 PANC-1细
胞，经过 400 mg/L的生长抑素及 20 mol/L的 PI3K抑制剂 LY294002处理细胞，记为 SST+pcDNA组、SST+FOXD1组和 SST+
FOXD1+LY294002组。四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法（MTT）检测细胞增殖；Transwell检测细胞迁移和侵袭；蛋白质印迹

法（Western blotting）检测增殖细胞核抗原（PCNA）、基质金属蛋白酶-2（MMP-2）、基质金属蛋白酶-9（MMP-9）、FOXD1和 PI3K/
AKT相关蛋白的表达；实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（qRT-PCR）检测 FOXD1 mRNA的表达。结果 与Control组相比，

SST组可以抑制 FOXD1 mRNA（0.47±0.03）及蛋白表达（0.42±0.04）、增殖（0.52±0.05）、迁移（66.8±7.2）和侵袭（63.7±6.5）能力，

下调 p-PI3K（0.43±0.04）、p-AKT（0.39±0.03）蛋白表达；与 SST+pcDNA组相比，SST+FOXD1组可以促进以抑制 FOXD1 mRNA
（0.67±0.05）及蛋白表达（0.64±0.06）、增殖（0.71±0.07）、迁移（86.9±8.5）和侵袭（81.5±7.3）能力，上调 p-PI3K（0.62±0.05）、p-AKT
（0.65±0.06）蛋白表达。与 SST+FOXD1组相比，SST+FOXD1+LY294002组可以抑制 FOXD1 mRNA（0.37±0.04）及蛋白表达

（0.35±0.03）、增殖（0.53±0.05）、迁移（67.2±6.5）和侵袭（62.5±5.2）。结论 生长抑素通过调控FOXD1的表达抑制胰腺癌细胞增

殖、迁移和侵袭，其作用机制可能与抑制PI3K/AKT通路有关。

关键词： 生长抑素； 胰腺肿瘤； 人转录因子叉头框蛋白D1（FOXD1）； 磷脂酰肌醇 3激酶/蛋白激酶 B通路（PI3K/AKT
通路）
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