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摘  要 

目的：探究五味子甲素(Schisandrin A, Sch A)对膝骨关节炎(Knee osteoarthritis, KOA)大鼠软骨组织炎症

相关指标的影响及可能作用机制。方法：将SD大鼠随机分为Control组、KOA组、Sch A组(10, 20, 40 mg/kg)、
INM组，构建大鼠KOA模型，连续给药7天。末次给药后，取膝关节滑膜组织。结果：与Control组相比，

KOA组大鼠血清中IL-1β、IL-18、IL-6及IL-8等促炎细胞因子水平显著升高，而随着Sch A给药剂量增加，

促炎因子水平逐渐降低；在炎症相关通路检测中，KOA组TLR4、NF-κB、Myd88蛋白表达水平以及NF-κB
蛋白阳性表达均显著高于Control组，且随着Sch A给药剂量增加，上述蛋白表达水平及阳性表达均逐渐降

低。结论：Sch A可通过抗炎作用减轻KOA损伤，且该作用可能与TLR4/NF-κB/Myd88信号通路调节有关。 
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Abstract 
Objective: The effects and possible mechanisms of Schisandrin A (Sch A) on the inflammatory indica-
tors of cartilage tissue in knee osteoarthritis (KOA) rats were investigated. Methods: SD rats were ran-
domly divided into control group, KOA group, Sch A group (10, 20, 40 mg/kg) and INM group, and the 
rat KOA model was constructed and administered continuously for 7 days. After the last dose, synovial 
tissue of the knee joint is taken. Results: Compared with the control group, the serum levels of pro-
inflammatory cytokines such as IL-1β, IL-18, IL-6 and IL-8 in the KOA group increased significantly, 
and the levels of pro-inflammatory factors decreased gradually with the increase of Sch A dose. In 
the detection of inflammation-related pathways, the protein expression levels of TLR4, NF-κB, 
Myd88 and the positive expression of NF-κB protein in the KOA group were significantly higher than 
those in the control group, and the expression levels and positive expressions of the above proteins 
gradually decreased with the increase of Sch A dose. Conclusion: Sch A can alleviate KOA damage 
through anti-inflammatory effect, and may improve KOA damage by regulating TLR4/NF-κB/Myd88 
signaling pathway. 
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1. 引言 

膝关节骨性关节炎(Knee Osteoarthritis, KOA)是临床常见慢性关节疾病，该病患者目前全球约为 3.03
亿人[1] [2]。目前，KOA 已经成为世界上第四大致残性疾病之一[3]。历史上认为，KOA 是一个“磨损”

的疾病，而最近的病因假说强调这是一种慢性、低度炎症性疾病[4]。随着软骨退化，KOA 的典型特征和

主要致病因素是滑膜的慢性低度炎症和广泛的血管生成[5]，其病变可累及关节软骨、滑膜、关节囊和关

节周围肌肉，造成不可逆的关节损伤[6]。随着人类寿命、肥胖人群比例以及关节损伤发生率的增加，KOA
造成的个人和社会负担的经济成本显著增加[7]，虽然 KOA 的病因尚不明确，但研究表明炎症在 KOA 的

发病机制中表现出极其重要的相关性[8]。 
五味子甲素(Schisandrin A, Sch A)是从五味子中分离得到的一种重要的木脂素类活性单体化合物[9]。

五味子木脂素类化合物包括五味子甲素已被证实具有抗氧化、抗炎和抗癌生物学特性[10] [11]。炎症是机

体对内外刺激的一种防御反应，然而过度的炎症反应却会导致组织损伤，进而引发一系列疾病。已有研

究表明 Sch A 对炎性肠病、急性溃疡性结肠炎等炎症导致的机体损伤具有保护作用，证明 Sch A 具有极

好的抗炎效果[12]。随着人们对关节炎等慢性疾病的关注度日益提高，寻找有效的治疗方法成为了医学研

究的热点之一。然而，Sch A 作为一种具有潜在抗炎作用的物质，备受关注。尽管 Sch A 在其他疾病中展

现出了良好的抗炎效果，目前却没有报道 Sch A 对 KOA 患者有保护作用。因此，本研究旨在深入探讨

Sch A 对 KOA 大鼠的机制研究。 
本研究将通过对 SD 大鼠进行膝关节炎造模，探讨 Sch A 的作用机制，有望为 KOA 患者提供新的治

疗方法，并为五味子的开发利用提供理论支持。 
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2. 材料与方法 

2.1. 实验动物、主要试剂及仪器 

48 只 SPF 级雄性 SD 大鼠(长春市益思实验动物有限公司，中国长春[SCXK (Ji)-2020-0002])，180~220 
g，饲养温度 25℃，湿度 50%，12 h 昼夜循环，自由饮食，适应环境 7 天后进行实验。 

五味子甲素(99.16%，成都普菲德生物科技有限公司)；吲哚美辛(上海金不换兰考制药有限公司)；羧

甲基纤维素钠(上海源叶生物科技有限公司)；木瓜蛋白酶(北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司)；L-半胱

氨酸(北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司)。 
高速低温冷冻离心机(德国 Eppendorf 公司)；F6/10 手持高速匀浆机(上海净信实业发展有限公司)；试

剂盒(上海酶联生物科技有限公司)；全自动酶标仪(瑞士 TECAN 集团公司)；Western blots 凝胶电泳仪(美
国 Bio-Red 公司)；转膜仪(美国 Bio-Red 公司)；抗体(AB Clonal 公司)；Olympus FV1000 激光共聚焦显微

镜(日本奥林巴斯公司)。 

2.2. 动物分组及给药 

将 48 只雄性 SD 大鼠随机分为 6 组，即 Control 组(CMC-Na)、KOA 组(CMC-Na)、Sch A 组(10, 20, 
40 mg/kg)、INM 组(16 mg/kg)，连续灌胃 7 天。 

2.3. KOA 大鼠模型的建立 

给药期间，于大鼠右膝关节腔注射 0.2 mL 4%木瓜蛋白酶与 0.03 mol/L L-半胱氨酸混悬液，连续 7 天，建

立早期 KOA 大鼠模型。于给药第 7 天处死，用生理盐水灌洗关节腔，取大鼠膝骨关节，−80℃冰箱冻存备用。 

2.4. 组织病理学分析 

使用 10%甲醛水溶液固定膝骨关节软骨组织 48 h，并用 5%硝酸甲醛室温脱钙 29 h。将组织在乙醇中

按浓度梯度脱水，使用石蜡包埋后切片，切片用二甲苯及乙醇梯度脱蜡后采用 HE 及 Masson 染色法染

色。使用光学显微镜观察软骨组织的组织病理学变化，并根据 Mankin 评分标准评分：软骨结构(0 分~5
分)、软骨细胞(0 分~3 分)、基质着色(0 分~4 分)、潮线完整性(0 分~1 分)，Mankin 评分的分数是各组分

数的总和，总分为 13 分，分数越高代表关节退化越严重。 

2.5. 炎症相关生化指标检测 

将大鼠膝关节软骨组织与生理盐水以 1:9 的比例混合后匀浆，制备软骨组织匀浆液。将组织匀浆液

在 10,000 rpm 和 4℃条件下离心 10 min，获得匀浆上清液。按照试剂盒说明书操作使用试剂盒检测软骨

组织中 IL-8、IL-18、IL-6、IL-1β的含量。 

2.6. Western Blot 检测 

取大鼠膝关节处软骨组织，加入 RIPA 裂解液及蛋白酶抑制剂(100:1)匀浆后冰上裂解 1 h，10,000 rpm
离心 10 min 取上清定量，SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离目的蛋白，并转移至 PVDF 膜上，使用 5 %脱脂

牛奶室温封闭 1 h，加入一抗 4℃孵育过夜，分别加入 TLR4、NF-κB p65、Myd88 抗体(按 1:1000 比例稀

释)及 GAPDH 抗体(按 1:10,000 比例稀释)，次日室温孵育二抗(1:10,000) 1 h，用 ECL 化学发光法显影，

并使用 Image J 软件半定量分析。 

2.7. 免疫荧光分析 

使用 10%甲醛固定膝关节滑膜组织 48 h，并用 5%硝酸甲醛室温脱钙 29 h。将滑膜组织在乙醇中按
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浓度梯度脱水，石蜡包埋后切片。切片用二甲苯脱蜡后采用软骨切片经二甲苯及乙醇梯度脱蜡后，使

用 5%山羊血清封闭 2 h，加入一抗 NF-κB p65 (1:200) 4℃孵育过夜后，加入荧光二抗(1:200)室温孵育 1 
h，使用 DAPI 染核液避光孵育 5 min，清洗后甘油封片。用共聚焦荧光显微镜取图，并使用 Image J 软
件半定量分析。 

3. 结果 

3.1. Sch A 对 KOA 大鼠膝骨关节软骨组织病理学变化的影响 

HE 染色结果如图所示，CON 组大鼠软骨切片染色均匀，软骨表面光滑连续，软骨细胞排列整齐，

潮线完整；与 CON 组相比，KOA 组大鼠软骨组织形态结构不规则，软骨边缘有破损，软骨细胞排列

紊乱，软骨细胞数量明显减少，潮线不完整；与 KOA 组相比，Sch A (10 mg/kg)组软骨结构有缺陷，软

骨细胞排列紊乱，潮线断裂；Sch A (20 mg/kg)组软骨结构紊乱，软骨细胞排列紊乱，潮线不完整；Sch 
A (40 mg/kg)组软骨细胞排列略有整齐，潮线接近完整(图 1(A))。此外，Mankin 评分结果如图所示，与

CON 组相比，KOA 组评分显著升高(P < 0.01)，与 KOA 组相比，Sch A (10, 20, 40 mg/kg)组和 IND 组

评分显著降低(P < 0.01, P < 0.05) (图 1(B))。提示 Sch A 能够改善 KOA 大鼠膝关节软骨组织病理学损

伤。 
 

 
A：HE 染色(×200, ×400)；B：Mankin 评分(*P < 0.05：具有显著差异；**P < 0.01：具有极显著差异)。 

Figure 1. Pathological observation of articular cartilage tissue in KOA rats in each group (Mean ± SD, n = 3) 
图 1. 各组 KOA 大鼠关节软骨组织病理学观察(Mean ± SD, n = 3) 

3.2. Sch A 对 KOA 大鼠膝关节软骨组织中炎症相关指标的影响 

结果如图 2 所示，与 Control 组相比，KOA 组软骨组织中 IL-8、IL-18、IL-6、IL-1β水平显著上升(P 
< 0.01)，与 KOA 组相比，Sch A (10, 20, 40 mg/kg)组软骨组织中 IL-8、IL-18、IL-6、IL-1β水平显著下降

(P < 0.01, P < 0.05)。提示 Sch A 能够通过降低 KOA 大鼠膝关节软骨组织中炎症因子的水平从而产生抗

炎作用。 

3.3. Sch A 对 KOA 大鼠膝关节软骨组织 TLR4/NF-κB/Myd88 信号通路相关蛋白表达的影响 

NF-κB 信号通路介导炎症反应。本实验检测了膝关节软骨组织中 NF-κB 信号通路相关蛋白的表达情

况。结果如图 3(A)、图 3(B)所示，与 Control 组相比，KOA 组 TLR4/NF-κB/Myd88 蛋白表达水平显著上

升(P < 0.01)；与 KOA 组相比，Sch A (10, 20, 40 mg/kg)组 TLR4/NF-κB/Myd88 蛋白表达水平显著下降(P 
< 0.01)。为进一步证实上述结果，采用免疫荧光法检测了大鼠膝关节软骨组织中 NF-κB p65 的表达水平，

检测结果与 Western blot 结果一致(图 3(C)、图 3(D))。表明 Sch A 抑制 NF-κB p65 核转位产生抗炎作用，

提示 Sch A 通过调节 NF-κB 信号通路产生抗炎作用。 
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A：IL-18；B：IL-8；C：IL-6；D：IL-1β (*P < 0.05：具有显著差异；**P < 0.01：具有极显著差异) 

Figure 2. Content of inflammation related biochemical indicators in cartilage tissue of KOA rats in each group (Mean ± SD, 
n = 8) 
图 2. 各组 KOA 大鼠软骨组织炎症相关生化指标含量(Mean ± SD, n = 8) 
 

 
A：TLR4、NF-κB p65、Myd88 蛋白电泳图像；B：TLR4/GAPDH、NF-κB p65/GAPDH、Myd88/GAPDH 灰度分析；

C：NF-κB p65 蛋白免疫荧光强度分析；D：NF-κB p65 蛋白免疫荧光(*P < 0.05：具有显著差异；**P < 0.01：具有极

显著差异) 

Figure 3. The effect of Sch A on the expression of NF-κB signaling pathway related proteins in rat knee cartilage tissue (Mean 
± SD, n = 3) 
图 3. Sch A 对大鼠膝关节软骨组织 NF-κB 信号通路相关蛋白表达的影响(Mean ± SD, n = 3) 
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4. 讨论与结论 

KOA 即膝关节骨性关节炎，是一种在全球范围内广泛存在的慢性关节疾病。其发病机理复杂，主要

包括关节软骨的破坏、软骨下骨硬化以及骨关节炎的形成。在这一连串的病理过程中[13]，炎症细胞浸润

润滑膜并导致滑膜增生是 KOA 发病的核心环节之一，而滑膜炎作为 KOA 的典型病理变化[14]，进一步

加剧了关节的炎症和损伤[8] [15] [16]。在这样的背景下，天然植物中的活性成分因其抗炎、抗氧化等益

处受到了广泛关注。五味子作为一种传统中药材，其主要成分包括挥发油、木脂素类、多糖以及有机酸

类等[17]。近年来，五味子在医学领域的应用和研究日益增多，特别是其主要成分之一的 Sch A 已被证实

具有显著的抗炎作用[18]-[20]。鉴于 Sch A 的抗炎特性，本实验探索其在 KOA 治疗中的潜在应用价值。

通过将 Sch A 应用于 KOA 的动物模型中，研究其对 KOA 的影响及机制。 
考虑到炎症是导致 KOA 的核心因素之一，所以通过 Elisa 对促炎因子进行了检测。由于实验动物个

体化差异因素影响，因此每组设置 8 份样本以降低实验偏差。结果显示，Sch A 可有效降低促炎因子 IL-
1β、IL-18、IL-6 及 IL-8 的释放，这表明 Sch A 具有显著的抗炎作用，能够减轻 KOA 患者的炎症反应。

这一发现对于深入理解 Sch A 对 KOA 的治疗机制具有重要意义。研究发现，TLR4/NF-κB/Myd88 通路是

机体炎症体系中的重要途径[21] [22]。采用 Western blot 对通路相关蛋白进行检测，由于蛋白检测结果重

复性较好，故仅设置 3 组生物学重复，符合实验标准。实验结果显示，随着给药剂量增加，TLR4、NF-
κB 及 Myd88 的表达水平降低，并且 NF-κB 免疫荧光染色结果也证明，Sch A 可能通过调节炎症相关通

路 TLR4/NF-κB/Myd88 信号通路来改善 KOA [23] [24]。这一发现为我们揭示了 Sch A 治疗 KOA 的潜在

机制，为未来的药物研发提供了新的思路。综上所述，Sch A 作为一种具有抗炎的药物，对 KOA 的治疗

具有显著效果。通过降低促炎因子和代谢因子的含量，以及调节炎症相关通路，Sch A 能够改善 KOA 的

病理变化。 
这一研究成果为 KOA 的治疗提供了新的方法和思路，有望为广大患者带来福音。综上，五味子甲素

对大鼠膝骨关节炎滑膜损伤具有保护作用，本研究发现 Sch A 能够有效抑制促炎因子的产生，减轻关节

炎症，调节炎症通路，并促进软骨细胞修复。该作用可能与调节炎症相关通路 TLR4/NF-κB/Myd88 信号

通路有关。这些发现为 KOA 的治疗提供了新的思路和方法，同时也为传统中药材五味子在现代医学领域

的应用开辟了更广阔的前景。 
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