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骨炎消方通过PI3K/Akt/mTOR信号通路对
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摘要 ： 目的　通过 PI3K/Akt/mTOR 信号通路探究骨炎消方对骨关节细胞自噬调节的作用机制。方法　

构建软骨细胞炎症模型，将细胞随机分为 6 组：空白组（兔软骨细胞+完全培养基）、模 型 组（兔 软 骨 细

胞 +10 μg/mL LPS 培养基）、阳性组（兔软骨细胞+LPS+D-氨基葡萄糖 150 μmol/L）、骨炎消低剂量组（兔

软骨细胞+ LPS+1 μg/mL 骨炎消）、骨炎消中剂量组（兔软骨细胞+LPS+10 μg/mL 骨炎消）、骨炎消高剂量

组（兔软骨细胞+ LPS+100 μg/mL 骨炎消）。CCK-8 法检测细胞增殖；酶联免疫吸附试验检测细胞上清液

中自噬因子 ATG5、ATG12 水平；实时荧光定量聚合酶链反应检测细胞 PI3K、Akt、mTOR 基因相对表达

量；Western blotting 检测 PI3K、Akt、mTOR、Beclin-1 蛋白相对表达量。结果　空白组、模型组及不同浓度

组软骨细胞存活率比较，差异有统计学意义（P <0.05）。与空白组比较，模型组、阳性组及骨炎消高、中、低组

软骨细胞 ATG5 和 ATG12 水平均降低（P <0.05）；与模型组比较，阳性组和骨炎消高、中、低组软骨细胞

ATG5 和 ATG12 水平均升高（P <0.05）。与模型组相比，骨炎消高、中、低组软骨细胞中 PI3K、Akt、mTOR 

mRNA 相对表达量均降低（P <0.05）。与空白组相比，模型组软骨细胞中 PI3K、Akt、mTOR 蛋白相对表达

量均升高（P <0.05），Beclin-1 蛋白相对表达量降低（P <0.05）；与模型组比较，阳性组和骨炎消高、中剂量

组的 PI3K、Akt、mTOR 蛋白相对表达降低（P <0.05），阳性组和骨炎消高、中、低组 Beclin-1 蛋白相对表达

量升高（P <0.05）。结论　骨炎消方可有效防治骨关节炎，其作用机制可能是通过抑制PI3K/Akt/mTOR信号通

路，引起自噬在一定程度上调，促进软骨细胞增殖分化，从而减缓骨关节炎的进展。
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Abstract:  Objective  To investigate the mechanism of action of Guyanxiao Fang on the regulation of 

autophagy in bone and joint cells through the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway.  Methods A chondrocyte 

inflammation model was constructed, and cells were randomly divided into 6 groups: blank group (rabbit 

chondrocytes + complete culture medium), model group (rabbit chondrocytes + 10 μg/mL LPS culture medium), 
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positive group (rabbit chondrocytes + LPS + 150 μmol/L D-glucosamine), low-dose Guyanxiao group (rabbit 

chondrocytes + LPS + 1 μg/mL Guyanxiao), medium-dose Guyanxiao group (rabbit chondrocytes + LPS + 10 μg/mL 

Guyanxiao), and high-dose Guyanxiao group (rabbit chondrocytes + LPS + 100 μg/mL Guyanxiao). Cell 

proliferation was detected by the CCK-8 method; the levels of autophagy factors ATG5 and ATG12 in cell 

supernatants were detected by enzyme-linked immunosorbent assay; the relative expression levels of PI3K, Akt, and 

mTOR genes in cells were detected by real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction; Western 

blotting was used to detect the relative expression levels of PI3K, Akt, mTOR, and Beclin-1 proteins.  Results  The 

differences in cell viability among the blank group, model group, and different concentration groups were 

statistically significant (P < 0.05). Compared with the blank group, the levels of ATG5 and ATG12 in chondrocytes 

of the model group, positive group, and high, medium, and low-dose Guyanxiao groups were all decreased (P < 

0.05); compared with the model group, the levels of ATG5 and ATG12 in chondrocytes of the positive group and 

high, medium, and low-dose Guyanxiao groups were all increased (P < 0.05). Compared with the model group, the 

relative expression levels of PI3K, Akt, and mTOR mRNA in chondrocytes of the high, medium, and low-dose 

Guyanxiao groups were all decreased (P < 0.05). Compared with the blank group, the relative expression levels of 

PI3K, Akt, and mTOR proteins in chondrocytes of the model group were all increased (P < 0.05), while the relative 

expression level of Beclin-1 protein was decreased (P < 0.05); compared with the model group, the relative 

expression levels of PI3K, Akt, and mTOR proteins in chondrocytes of the positive group and high, medium-dose 

Guyanxiao groups were decreased (P < 0.05), and the relative expression levels of Beclin-1 protein in chondrocytes 

of the positive group and high, medium, and low-dose Guyanxiao groups were increased (P < 0.05).  Conclusion 

Guyanxiao Fang can effectively prevent and treat osteoarthritis. Its mechanism of action may be through inhibiting 

the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway, causing autophagy to be regulated to a certain extent, promoting 

chondrocyte proliferation and differentiation, thereby slowing down the development of osteoarthritis.
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骨 关 节 炎（Osteoarthritis, OA）是 年 龄 、肥 胖 、炎

症、创伤、遗传等多种原因导致的关节变性疾病[1]，

其主要表现包括骨关节软骨破坏、软骨下骨硬化或

囊性变、关节边缘骨质增生、滑膜病变、关节囊挛

缩、韧带松弛或挛缩及肌肉萎软乏力[2]。OA 发病以

中老年为主 ，女性多于男性 ，且伤残发生率较高 。

目前治疗药物以非甾体抗炎药居多[3]，病程后期治

疗主要采用外科手术，如关节置换等[4]。软骨细胞

是软骨中唯一的驻留细胞，可以维持软骨的周转平

衡，OA 发生时软骨细胞大量损失[5]。近几年来，关

于雷帕霉素靶基因表达途径（PI3K/Akt/mTOR）与 OA

之间的关系已成为一个热门课题。PI3K/Akt/mTOR

信号通路由酶联受体介导，能被生长因子、细胞因

子、细胞外基质等多种因子活化[6-7]。目前 OA 的发

病 机 制 尚 未 完 全 清 楚 ，因 此 ，探 讨 其 与 PI3K/Akt/

mTOR 的信号转导途径的关系及延缓其发生、发展

具有十分重要的意义。骨炎消方是苗族的传统方

剂，其在黔南和黔东南一带 OA 的治疗当中发挥重

要作用，其疗效可靠，作用全面，无明显不良影响[8]。

本研究以骨炎消方为主要治疗手段，通过实验观察

其对 PI3K/Akt/mTOR 信号通路的影响，探讨骨炎消

方对 OA 的预防及治疗作用。

1 材料与方法

1.1　实验细胞

兔软骨细胞（CP-Rb038）购自武汉普诺赛生命

科技有限公司。

1.2　药物及制备

骨炎消方由 12 味药物组成，其中大血藤、黑骨

藤、狗脊、鸡血藤、杜仲、淫羊藿、伸筋草、透骨香、骨

碎补均采购自贵阳同仁堂药房（生产批号：210501），

蜘蛛香、飞龙掌血、小血藤均购自万东桥下药材市

场，经贵州中医药大学药学院王波讲师鉴定均为正

品。上述 12 味药物各取 10 g，常规水煎制，用旋转

蒸发仪对水煎液减压浓缩，再用冷冻干燥机冻干，

最后获得 10 g 棕褐色冻干粉，采用无菌 PBS 完全溶

解骨炎消冻干粉，用 100 μm 筛网过滤杂质，最后使

用 0.22 μm 滤网过滤除菌，药物浓度为 100 mg/mL，

置入-80 ℃冰箱冷冻保存备用。

1.3　实验仪器与试剂

旋转蒸发仪（上海科兴仪器有限公司），冷冻干
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燥机（上海舜制仪器制造有限公司），酶标仪（上海

赛默飞世尔科技公司），PCR 仪（北京东胜创新生物

科技有限公司），化学发光成像系统（上海赛默飞世

尔科技公司），倒置显微镜（上海徕卡显微系统有限

公司），离心机、超净台、细胞培养箱（上海赛默飞世

尔科技公司），胎牛血清（南京维森特生物技术有限

公司），DMEM 培养基（上海赛默飞世尔科技公司），

胰酶（南京维森特生物技术有限公司），青霉素-链

霉素双抗、D-氨基酸葡萄糖（北京索莱宝科技有限

公司），脂多糖（Lipopolysaccharide, LPS）（北京索莱宝

科 技 有 限 公 司 ） ，CCK-8 试 剂 盒 （ 美 国

MedChemexpress 生 物 科 技 公 司 ），自 噬 蛋 白 5

（autophagy protein 5, ATG5）和自噬蛋白 12（autophagy 

protein 12, ATG12）酶联免疫吸附试验（enzyme linked 

immunosorbent assay, ELISA） 试 剂 盒 （上 海 源 桔 生

物科技有限公司）。

1.4　实验方法

1.4.1 　 软骨细胞炎症模型构建 　选取第 3 代对数生

长 期 的 软 骨 细 胞 ，待 其 细 胞 融 合 度 达 80% 时 加 入

LPS 10.0 μg/mL，处理 24 h。用无菌刮刀收集细胞悬

液，离心后用 PBS 清洗 2 次，再次离心 10 min，加入

0.3 mL 生理盐水进行匀浆，冰浴条件下超声破碎，用

NO 试剂盒测定制备好的匀浆液，确定软骨细胞模型

是否复制成功。

1.4.2 　 CCK-8 法检测细胞增殖率 　3 代软骨细胞

接种于含完全培养基的 96 孔板中，细胞密度为 5×

105 个/mL，每 孔 100 μL，待 细 胞 贴 壁 后 ，吸 弃 培 养

液 ，PBS 清 洗 2 遍 ，更 换 含 有 LPS（10.0 μg/mL）的

DMEM 培 养 基 将 骨 炎 消 药 物 分 别 稀 释 至 所 需 浓

度（1.0 ng/mL 、0.1 μ g/mL 、1.0 μ g/mL 、10.0 μ g/mL 、

100.0 μg/mL、1.0 mg/mL 和 10.0 mg/mL），细胞培养箱

中孵育 24 h 后，每孔加入 100 μL CCK-8 试剂，37 ℃

避 光 孵 育 4 h ，用 酶 标 仪 测 定 各 孔 溶 液 在 波 长

450 nm 处的光密度（optical density, OD）值，根据 OD

值计算细胞加药后的增殖率，进而选取合适浓度的

骨炎消进行后续实验。

1.4.3 　 ELISA 检 测 细 胞 上 清 液 中 自 噬 因 子 水 平 　

将软骨细胞随机接种于 6 孔板中，用配置好的完全

培养基进行稀释，最终将细胞密度调整为 1×105 个/

mL，每孔加入 2 mL 培养液，待细胞融合至 80% 后，

分 6 组 进 行 培 养 ：空 白 组（兔 软 骨 细 胞 + 完 全 培 养

基），模 型 组（兔 软 骨 细 胞 + 含 10 μg/mL LPS 培 养

基），阳性组（兔软骨细胞+ LPS+含 150 μmol/L 的 D-

氨基葡萄糖培养基），其余 3 组分别加入含骨炎消

1.0、10.0 和 100.0 μg/mL 的培养基处理 1 h，为避免细胞

过多死亡造成实验误差，再加入 10.0 μg/mL 的 LPS 处

理 24 h。细胞培养 24 h 后，收集细胞上清液，按照

ELISA 试剂盒说明书步骤进行后续操作。

1.4.4 　 实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real-

time polymerase chain reaction, qRT-PCR）检测细胞

PI3K、Akt、mTOR 基因相对表达量 　用 TRIzol 法 提

取 RNA，用 微 量 分 光 光 度 计 测 定 OD260、OD280 及

OD260/OD280 值，计算 RNA 的纯度和浓度，总 RNA 浓度

（μg/μL）=OD260×40×10-3。将 RNA 逆转录成 cDNA，

以 cDNA 为模板进行 qRT-PCR 检测。qRT-PCR 反应

条件：95 ℃预变性 10 min，95 ℃变性 15 s，60 ℃退火

延伸 60 s，95℃再升温 15 s；共 40 个循环。采用 2-ΔΔCt

法计算各目的基因相对表达量。引物序列见表 1。

1.4.5 　 Western blotting 检 测 PI3K、Akt、mTOR、

Beclin-1蛋白相对表达量 　用 RIPA 裂解液提取细胞

蛋白，BCA 法测定各蛋白的浓度，添加蛋白上样缓冲

液后加热变性。SDS-PAGE 电泳，根据蛋白大小调整

转膜时间，5% 的脱脂奶粉室温条件下封闭 2 h。一抗

孵 育 4 ℃ 过 夜（GAPDH、PI3K、Akt、mTOR、Beclin-1

均为 1∶1 000）。二抗常温孵育 2 h（1∶10 000），ECL

发光液显影，用 Image J 软件处理分析。

1.5　统计学方法

数 据 分 析 采 用 SPSS 26.0 和 Graphpad Prism 9.0

统计软件。计量资料以均数±标准差（x±s）表示，

多组比较用方差分析，进一步两两比较用 LSD-t 检

验。P <0.05 为差异有统计学意义。

表 1　引物序列

基因

GAPDH

PI3K

Akt

mTOR

引物序列

正向： 5'-CAGGGCTGCTTTTAACTCTGG-3'

反向： 5'-TGGAAGATGGTGATGGCCTT-3'

正向： 5'-GTTACCTTATGGTTGTCTGTCA-3'

反向： 5'-ATTTCTCCTTTGTTCTTGTCTT-3'

正向： 5'-AACAGAACGACCAAAGCCAAAC-3'

反向： 5'-GCATCCATCTCTTCCTCCCCTA-3'

正向： 5'-TGCCACTGAGAGATGACAATG-3'

反向： 5'-TGCTGATGAGAGACTCCAAAA-3'

长度/ bp

177

168

216

141

·· 3



中国现代医学杂志 第 34 卷 

2 结果

2.1　软骨细胞炎症模型的构建

正常软骨细胞呈椭圆形或短梭形，胞质丰富，

胞核清晰，单层生长的细胞均匀地贴在细胞瓶壁。

用 LPS 诱导一段时间后的软骨细胞形状不规则且

细长 ，有伪足样触手伸出 ，相较于正常软骨细胞 ，

LPS 诱导后的软骨细胞有部分漂浮且贴壁细胞的

数 量 减 少 ，分 布 疏 散 。 空 白 组 NO 含 量 为（37.35±

2.47）μmol/L，模型组NO含量为（146.00±2.17）μmol/L，

两组比较，经 t 检验，差异有统计学意义（t =65.609，

P =0.000）。见图 1。

2.2　不同浓度骨炎消对软骨细胞存活率的影响

CCK-8 法检测结果显示，各组软骨细胞存活率

比较，经方差分析，差异有统计学意义（F =168.930，

P =0.000）。骨炎消 1.0 ng/mL 组和骨炎消 10.0 mg/mL

组的细胞存活率与模型组比较，差异均无统计学意

义（P >0.05）；剩余骨炎消不同浓度组的细胞存活率

与模型组比较，差异均有统计学意义（P <0.05），其中

骨炎消 1.0 μg/mL 组、骨炎消 10.0 μg/mL 组、骨炎消

100.0 μg/mL 组细胞增殖率升高最为明显，因此选取

这 3 组作为后续实验当中的骨炎消高、中、低剂量组。

见表 2。

2.3　各组细胞上清液中自噬因子水平

各组细胞上清液中自噬因子 ATG5 和 ATG12 水

平 比 较 ，经 方 差 分 析 ，差 异 均 有 统 计 学 意 义（P <

0.05）。与空白组比较，模型组、阳性组及骨炎消高、

中、低组的 ATG5 和 ATG12 水平均降低（P <0.05）；与

模型组比较，阳性组和骨炎消高、中、低组的 ATG5

和 ATG12 水平均升高（P <0.05），但模型组的 ATG12

水 平 与 骨 炎 消 低 剂 量 组 比 较 ，差 异 无 统 计 学 意 义

（P >0.05）。见表 3。

2.4　骨炎消对软骨细胞中 PI3K、Akt、mTOR 基因

相对表达量的比较

6 组软骨细胞中 PI3K、Akt、mTOR 基因相对表达

量 比 较 ，经 方 差 分 析 ，差 异 均 有 统 计 学 意 义（P <

0.05）。与空白组相比，模型组 PI3K、AKT、mTOR 相

对表达量均升高（P <0.05）；与模型组相比，骨炎消

高 、中 、低 组 PI3K、Akt、mTOR 相 对 表 达 量 均 降 低

（P <0.05），且骨炎消各剂量组中的基因相对表达量

随浓度降低而上升。见表 4。

2.5　 骨 炎 消 对 软 骨 细 胞 中 PI3K、Akt、mTOR、

Beclin-1蛋白相对表达量比较

各组软骨细胞中 PI3K、Akt、mTOR、Beclin-1 蛋

白相对表达量比较，经方差分析，差异均有统计学

意义（P <0.05）。与空白组比较，模型组 PI3K、Akt、

mTOR 蛋白相对表达量均升高（P <0.05）；与模型组

                               A                                                 B

A：正常软骨细胞，排列紧凑，细胞呈椭圆形或短梭形； B：LPS 诱

导软骨细胞 24 h，细胞数量减少，有部分漂浮细胞，形态变得细长。

图1　软骨细胞形态　（倒置显微镜×100）

表 2　不同浓度骨炎消对软骨细胞存活率的影响　（x±s）

组别

空白组

模型组

骨炎消 1.0 ng/mL 组

骨炎消 0.1 μg/mL 组

骨炎消 1.0 μg/mL 组

骨炎消 10.0 μg/mL 组

骨炎消 100.0 μg/mL 组

骨炎消 1.0 mg/mL 组

骨炎消 10.0 mg/mL 组

F 值

P 值

细胞存活率%

100.00±0.67

52.29±1.61①

54.83±1.49①

63.05±1.14①②

75.3±0.42①②

81.5±1.23①②

87.1±3.20①②

60.04±1.54①②

52.79±2.25①

168.930

0.000

注 ： ①与空白组比较，P <0.05； ②与模型组比较，P <0.05。

表 3　各组细胞中自噬因子水平比较　（ng/mL， x±s）

组别

空白组

模型组

阳性组

骨炎消高剂量组

骨炎消中剂量组

骨炎消低剂量组

F 值

P 值

ATG5

27.80±0.57

7.18±0.42①

15.60±0.36①②

19.00±0.73①②

14.63±0.80①②

10.93±0.12①②

125.317

0.000

ATG12

29.88±0.78

10.60±0.58①

17.55±0.57①②

20.52±0.81①②

18.28±0.97①②

12.89±0.09①

79.981

0.000

注 ： ①与空白组比较，P <0.05； ②与模型组比较，P <0.05。
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比 较 ，阳 性 组 和 骨 炎 消 高 、中 剂 量 组 的 PI3K、Akt、

mTOR 蛋白相对表达量均降低（P <0.05），而骨炎消

低剂量组的 PI3K、Akt、mTOR 蛋白相对表达量与模

型 组 比 较 ，差 异 均 无 统 计 学 意 义（P >0.05）。 与 空

白 组 比 较 ，模 型 组 Beclin-1 的 蛋 白 相 对 表 达 量 降

低（P <0.05），与模型组比较，阳性组和骨炎消高、

中、低组 Beclin-1 蛋白相对表达量升高（P <0.05）。

见图 2 和表 5。

3 讨论

骨关节炎是一种慢性退行性疾病，常见于中老

年人群，其与年龄、肥胖、遗传等因素密切相关，且

其自身的修复能力有限[9]。《2015 年中国骨关节炎防

治 认 知 白 皮 书》指 出 ，全 世 界 有 3.6 亿 骨 关 节 炎 患

者，我国约 1.2 亿人正在经受着骨关节炎的折磨，>

60 岁的老年人中有一半以上患有此病，其发病率远

超心脑血管疾病，致残率高，严重影响患者的生活

自理能力和劳动能力[10]。针对 OA 的治疗，大部分患

者采用口服钙类和氨基酸葡萄糖类产品，而骨关节

炎的核心病理过程是关节软骨的破坏，所以仅通过

补钙是不能达到治疗目的的，而氨基酸葡萄糖类产

品具有软骨保护和结构改善性作用，故广泛用于 OA

的预防与治疗[9，11]。本实验采用 D-氨基酸葡萄糖作

为阳性药物对照组，药物浓度的设定是课题组前期

依据 DODGE 博士[12]的实验研究引用而来。

骨炎消方原是黔南、黔东南等地苗族人民用于

治疗 OA 的经典验方，上述 12 味药物合用，具有通气

活血、疏经活络、祛风除湿，表出毒邪之功。在苗医

理论中，将骨关节炎称为“冷骨风”，有“壅塞为病，

通达为康”“身不通则痛”的说法。治疗原则是依据

“热病冷治，冷病热治；弱漏用补，邪重用攻”[13]，这

与中医学的治疗原则的理论是相通的。苗医依其

治疗原则创造了“熏蒸法”“弩针药法”“纸火疗法”

等外治法来治疗此类疾病[14-15]。前期研究发现，骨

表 4　各组PI3K、Akt、mTOR mRNA相对表达量比较　

（x±s）

组别

空白组

模型组

阳性组

骨炎消高剂量组

骨炎消中剂量组

骨炎消低剂量组

F 值

P 值

PI3K mRNA

1.00±0.04

2.44±0.05①

1.71±0.08①

1.31±0.05②

1.51±0.09②

1.57±0.06②

9.224

0.001

Akt mRNA

1.00±0.03

2.03±0.09①

1.53±0.09①

1.24±0.07②

1.44±0.07②

1.48±0.06②

8.911

0.001

mTOR mRNA

1.01±0.08

3.72±0.08①

2.17±0.04②

1.58±0.03②

1.77±0.06②

1.91±0.03②

8.411

0.001

注 ： ①与空白组比较，P <0.05； ②与模型组比较，P <0.05。

123 kD

56 kD

289 kD

50 kD

37 kD

1         2          3         4          5         6

PI3K

Akt

mTOR

Beclin-1

GAPDH

1：空白组； 2：模型组； 3：阳性组； 4：骨炎消高剂量组；

5：骨炎消中剂量组； 6：骨炎消低剂量组。

图2　各组细胞蛋白条带图

表 5　各组软骨组织PI3K、Akt、mTOR、Beclin-1蛋白相对表达量比较　（x̄±s）

组别

空白组

模型组

阳性组

骨炎消高剂量组

骨炎消中剂量组

骨炎消低剂量组

F 值

P 值

PI3K 蛋白

1.00±0.07

1.80±0.05①

1.33±0.03①②

1.19±0.03②

1.49±0.07①②

1.72±0.06①

30.313

0.000

Akt 蛋白

1.00±0.05

1.71±0.05①

1.32±0.02①②

1.17±0.05②

1.44±0.03①②

1.60±0.03①

43.874

0.000

mTOR 蛋白

1.00±0.12

2.52±0.10①

1.45±0.03②

1.28±0.08②

1.86±0.15①②

2.28±0.15①

26.732

0.000

Beclin-1 蛋白

1.00±0.00

0.19±0.05①

0.84±0.02①②

0.82±0.03①②

0.58±0.02①②

0.39±0.03①②

112.811

0.000

注 ： ①与空白组比较，P <0.05； ②与模型组比较，P <0.05。
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炎消有改善小鼠耳发热、红肿等炎性症状，提示骨

炎消具有消炎镇痛、改善关节功能的作用[16]；同时发

现，苗族熏蒸疗法对于骨关节炎的治疗效果较为突

出。王兴桂等[17] 采用骨炎消熏蒸疗法对家兔早期

OA 进行局部干预，结果发现骨炎消主要是通过上调

Bcl-2 表达和下调 Bax 表达从而保护软骨细胞免受

凋亡。前期研究证实骨炎消方对 OA 的病理状态有

明显的改善作用，并且发现骨炎消方在调控凋亡方

面也对软骨细胞具有保护作用，在此基础上，本文

将进一步探究骨炎消方通过 PI3K/Akt/mTOR 信号通

路影响细胞自噬用于治疗 OA 的作用机制。

PI3K/Akt/mTOR 通路作为细胞内重要的信号转

导通路之一，具有影响细胞的生长、存活、增殖、凋

亡、自噬、血管生成及蛋白合成等作用，并在此过程

中 发 挥 着 重 要 的 生 物 学 调 控 功 能[18]。 PI3K/Akt/

mTOR 信号通路典型的活化途径是由受体酪氨酸激

酶或 G 蛋白结合受体启动的，活化的 PI3K 将磷脂酰

肌醇-4，5-二磷酸转化为磷脂酰肌醇-3，4，5-三磷

酸，并进一步激活下游底物如 Akt[19]。活化后的 Akt

激活各种下游底物，如 mTOR 等。而 mTOR 作为自

噬相关的调节因子，与自噬的启动呈负相关[20]，因

此，通过干预该信号通路可以影响细胞自噬。

自噬（Ⅱ型程序性细胞死亡）是一种特殊的生

命现象，在一定的环境下，细胞内的溶酶体可以分

解损伤的细胞器和大分子，从而达到生物合成或产

生能量的目的，具有保护组织细胞、提供能量的作

用[21]。自噬还是一种复杂的代谢途径，受多种信号

通路影响，有研究证实，mTOR 是自噬最为核心的调

节因子[22]。卓清缘等[23]应用桦木酸调控人结肠癌细

胞 SW620 发现，细胞自噬蛋白 LC3-Ⅱ、Beclin-1 表达

明 显 升 高 ，验 证 其 作 用 机 制 可 能 与 抑 制 PI3K/Akt/

mTOR 信 号 通 路 有 关 。 另 有 实 验 证 明 ，采 用 PI3K/

Akt/mTOR 信号通路蛋白抑制剂诱导大鼠软骨细胞，

细胞自噬率增加 ，Atg5 和 Atg7 的基因表达及 LC3、

Beclin1 和 p62 的蛋白表达显著上调，提示抑制 PI3K/

Akt/mTOR 信号通路可促进关节软骨细胞的自噬，减

轻骨性关节炎大鼠的炎症反应[24]。由此可见，当上

游的 PI3K/Akt 被抑制后，下游的 mTOR 同样也会被

抑制，这时的自噬表达会上升。

ATG5、ATG12 与 Beclin1 是重要的自噬因子。王

秀阁等[25]应用解毒通络保肾方作为治疗药物，作用

于 SD 大鼠及体外实验高糖诱导的大鼠肾小球系膜

细胞（HBZY-1），结果显示解毒通络保肾方干预后，

肾组织中 Beclin-1、ATG5 蛋白表达上升，与模型组

相比，解毒通络保肾方抑制高糖诱导的 HBZY-1 细

胞增殖，细胞中 ATG5 蛋白表达上升。而本研究结

果 也 证 明 , 当 PI3K 相 对 表 达 量 升 高 ，下 游 的 Akt、

mTOR 相对表达量也随之升高，骨炎消治疗后 PI3K、

Akt、mTOR 相对表达量均随着浓度升高而降低。与

模型组比较，骨炎消各剂量组的 ATG5、ATG12 表达

量增加，且骨炎消高、中剂量组的 Beclin-1 蛋白条带

灰度显影与模型组相比均有不同程度加深。

综上所述，骨炎消方有防治 OA 的作用，其作用

机制可能为抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路，引起自

噬相关因子在一定程度上调，促进细胞增殖分化。

本研究初步探讨 PI3K/Akt/mTOR 信号轴在骨炎消治

疗 OA 中 的 作 用 ，为 OA 的 治 疗 提 供 新 的 思 路 和 靶

点，但仅限于细胞实验，后续仍需进一步采用动物

实验来验证此结论。
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