
中国新药与临床杂志（Chin J New Drugs Clin Rem）, 2024 年 10 月，第 43 卷  第 10 期·784·

［文章编号］1007-7669（2024）10-0784-06                                                                 ［DOI 号］10.14109/j.cnki.xyylc.2024.10.10

虫草素对大鼠骨关节炎的保护作用

任伟亮 1a，焦永伟 1a，张  健 1a，胡志勇 2，曹利红 1b

（1 . 河北省中医院 / 河北中医学院第一附属医院  a. 骨伤三科，b. 中医科，河北  石家庄  050000 ； 

2 . 河北省沧州中西医结合医院东院区  骨伤三科，河北  沧州  061000）

［关键词］  虫草素 ；骨关节炎 ；氧化性应激 ；炎症 ；软骨

［摘要］  目的 探讨虫草素对大鼠骨关节炎软骨修复、血清炎症因子和氧化应激的影响。方法  45 只 SD 大鼠随机

分为对照组、模型组和虫草素低、中、高剂量（10、20、50 mg·kg·d-1）组，采用 Hulth 法建立大鼠膝关节骨关节

炎模型，于造模 1 周后，灌胃给予对应剂量的虫草素，持续 28 d。HE 染色和阿利新蓝染色观察比较各组软骨形态

组织学 ；微计算机断层扫描技术检测并计算骨体积分数、骨面积分数、骨小梁厚度、骨小梁数目 ；Western blot 法检

测软骨基质蛋白的表达；ELISA 法检测大鼠血清白细胞介素（IL）-6、肿瘤坏死因子（TNF）-α、单核细胞趋化蛋白（MCP） 

-1 和 IL-10 含量 ；比色法检测血清中氧化应激标志物的水平。结果  与对照组相比，模型组软骨组织明显病理损伤，

骨体积分数和骨面积分数增大，骨小梁厚度、骨小梁数目减小（P<0.05）；性别决定区 Y 框蛋白 9（SOX-9）、蛋白

聚糖（aggrecan）、Ⅱ型胶原蛋白（collagen Ⅱ）表达水平降低（P<0.05）；血清中 IL-6、TNF-α 和 MCP-1 水平升高，

SOD 和 GSH 活性降低，MDA 含量升高（均 P<0.05）。与模型组相比，虫草素中、高剂量组膝关节软骨组织病理变

化显著改善，骨体积分数和骨面积分数显著减小，骨小梁厚度、骨小梁数目增大，SOX-9、aggrecan、collagen Ⅱ蛋

白表达水平升高，血清 IL-6、TNF-α、MCP-1 含量降低，IL-10 含量升高，MDA 含量显著降低，SOD 和 GSH 活性升

高（均 P<0.05），呈剂量依赖趋势。结论  虫草素可通过降低炎症和氧化应激减轻大鼠骨关节炎软骨损伤。
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been established using Hulth method. One week after modeling, rats in each group were administered the corresponding doses 
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骨关节炎是一种慢性致残性退行性关节疾病，涉

及关节软骨的破坏、软骨下骨的硬化或腐蚀、骨赘的

形成和滑膜的慢性炎症［1］。骨关节炎的特点是发病率

和致残率高，药物治疗无效，治疗费用昂贵［2］。因此，

了解关节损伤的病理机制，开发新的药物来预防和治

疗骨关节炎尤为重要。虫草素（cordycepin）是从虫

草中分离的核苷衍生物［3］，在虫草素药理作用的各种

研究中，发现其具有抗炎［4］、抗血管生成［5］、抗衰老［6］、

抗肿瘤［3, 7］等多种特性，这表明虫草素有较高的临床

应用价值。一项体外研究发现，虫草素可防止白细胞

介素（IL）-1β 诱导的骨关节炎原代软骨细胞的软骨

失能和炎症反应，提示虫草素可能是预防骨关节炎的

潜在候选药物［8］。然而，针对虫草素对骨关节炎的研

究鲜有报道。本研究通过建立大鼠骨关节炎模型，探

究虫草素对大鼠骨关节炎的保护作用。

材料与方法

药品、试剂和仪器  虫草素 （纯度≥99.0%，美国 Sigma

公司）。性别决定区 Y 框蛋白 9（SOX-9）、蛋白聚糖

（aggrecan）、Ⅱ型胶原蛋白（collagen Ⅱ）小鼠源单克

隆抗体、辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗小鼠

IgG 购自英国 Abcam 公司 ；RIPA 裂解液、BCA 蛋白

检测试剂盒和 ECL 发光试剂盒购自上海碧云天公司 ；

IL-6、肿瘤坏死因子（TNF）-α、单核细胞趋化蛋白

（MCP）-1、IL-10 ELISA 试剂盒购自上海酶联生物科

技有限公司 ；总超氧化物歧化酶（SOD）试剂盒、丙

二醛（MDA）试剂盒、谷胱甘肽（GSH）试剂盒购自

南京建成生物工程研究所。Leica DMI3000B 倒置生物

显微镜 （德国徕卡公司），5425R 高速低温离心机 （德

国 Eppendorf 公司），Synergy H1 多功能微孔板检测仪

（美国 BioTEK），电泳槽、电转仪 （北京六一仪器厂），

Tanon 5200 系列全自动化学发光 （上海天能生命科学有

限公司），CT100 扫描仪（瑞士 Scanco Medical 公司）。

实验动物与分组  45 只 SPF 级雄性 SD 大鼠由河北医

科大学提供，鼠龄 6~8 个月，体重 160~240 g，许可

证号：SCXK（冀）2020-001。在标准化动物房内饲养，

随机分为 5 组（n=9）：对照组，模型组，虫草素低、中、

高剂量组。动物实验遵照美国国立卫生研究院的实验

动物护理和使用指南，并获得本院伦理委员会的批准

（HBZY2022-KY-029-01）。

建模与药物干预  所有大鼠禁食固体和液体 12 h，然

后通过腹腔注射 2% 戊巴比妥（0.2 mL·100 g-1）进

行麻醉。对照组大鼠从关节内侧切开，分离肌肉和韧

带，露出关节腔，然后缝合切口。模型组和虫草素低、

中、高剂量组大鼠采用改良 Hulth 法［9］制作大鼠膝

关节骨关节炎模型。每只大鼠从关节内侧切开，分离

肌肉和韧带，露出关节腔 ；随后，切断内侧副韧带，

移除内侧半月板并切除前交叉韧带，对切口进行逐

层缝合。每只大鼠在术后连续 3 d 注射青霉素。造模

1 周后，虫草素低、中、高剂量组大鼠灌胃给予虫草

素 10、20、50 mg·kg·d-1，对照组和模型组给予等

量蒸馏水，每日 1 次，持续 28 d。最后一次灌胃 12 h

后处死各组大鼠，解剖取全膝关节，并从腹主动脉采

集血样，标记后保存备用。

观察指标

1  软骨组织学形态结构  HE 染色 ：用 4% 多聚甲醛

of cordycepin by gavage for 28 days. HE staining and Alcian blue staining were used to observe and compare the cartilage 

morphology of each group. MicroCT was used to detect and calculate the bone volume fraction, bone area fraction, trabecular bone 

thickness and trabecular bone number. The expression of cartilage matrix protein was detected by Western blot. The contents of 

interleukin （IL）-6, tumor necrosis factor （TNF）-α, monocyte chemotactic protein （MCP）-1 and IL-10 in serum of rats were 

determined by ELISA. The levels of oxidative stress markers in serum were detected by the kits. RESULTS  Compared with 

the control group, cartilage tissue were showed significant pathological damage in the model group, bone volume fraction and 

bone area fraction were increased, and trabecular thickness and number were decreased（P<0.05）; the protein expression 

levels of sex determining region Y-frame protein 9 （SOX-9）, aggrecan, and collagen Ⅱ were decreased （P<0.05）; the levels 

of IL-6, TNF-α, and MCP-1 in serum were increased, SOD and GSH activity were decreased, and MDA content was increased 

（all P<0.05）. Compared with the model group, the pathological damage of knee cartilage tissue were significantly alleviated in 

the medium- and high-dose cordycepin groups, the bone volume fraction and bone area fraction were decreased, and trabecular 

thickness and number were increased （P<0.05）; the protein expression levels of SOX-9, aggrecan, and collagen were  

increased （P<0.05）; serum IL-6, TNF-α, MCP-1 contents were decreased, IL-10 content was increased,  MDA content 

was decreased,  and SOD and GSH activity were increased （all P<0.05）, showing a dose-dependent trend. CONCLUSION 

Cordycepin can reduce cartilage damage in rats with osteoarthritis by reducing inflammation and oxidative stress.
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固定大鼠全膝关节，脱钙，石蜡包埋并进行常规切片，

用二甲苯脱蜡，然后用梯度乙醇重新水化，HE 染色

后在光学显微镜下观察病理变化。

阿利新蓝（Alcian）染色：将软骨组织分离、固定、

脱钙和切片，然后将各组样本切片进行阿利新蓝染色。

pH 2.5 的 1% 阿利新蓝染液浸染 60 min，流水冲洗 

10 min，在 95% 乙醇中洗去浮色，流水冲洗后入核固

红染液浸染 3 min，流水冲洗 10 min，用 1% 盐酸乙

醇分化数秒，再流水冲洗返蓝 10 min，封片后在显微

镜下观察并拍照。

2  软骨组织形态计量学参数  采用微计算机断层扫描

技术（microCT）检测。将骨关节软骨标本置于 10%

福尔马林溶液进行组织固定 48 h 后，放入 microCT 样

品杯中固定。在相同条件下，各组标本在高分辨率微

型 CT 扫描仪中用电压 60 kV、电流 220 μA、曝光时

间 1 500 ms、有效像素大小 8.89 μm 条件进行三维显

微分析及重建。观察大鼠骨微结构变化，分析骨体积

分数、骨面积分数、骨小梁厚度、骨小梁数目等骨组

织形态计量学参数［10］。

3  软骨基质蛋白表达  采用 Western blot 法。将切除的

软骨切成薄片，在 RIPA 缓冲液中 4 ℃下保持 45 min， 

然后 12 000×g 离心 10 min 使裂解产物中无碎片。采

用 BCA 蛋白检测试剂盒测定上清液中蛋白质的浓度。

蛋白质样品（30 μg）在 8%~10% 十二烷基硫酸钠 -
聚丙烯酰胺凝胶上电泳分离，随后转移到 PVDF 膜上。

在 室 温 下 用 5% 脱 脂 牛 奶 封 闭 膜 2 h。 在 4 ℃下 用 

SOX-9 （1 1 000）、aggrecan （1 1 000）、collagen Ⅱ 

（1 1 000）以及内参 GAPDH （1 3 000）一抗孵育过 

夜。然后与 HRP 标记的二抗室温下孵育 1 h，采用

ECL 发光试剂盒观察蛋白质条带。

4  血 清 中 IL-6、TNF-α、MCP-1 和 IL-10 含 量  采 用

ELISA 法检测。从颈动脉采集大鼠血样，以 4 000×g 离

心 25 min，分离上清液，根据 ELISA 试剂盒说明书操作。

5  血清中 SOD、MDA 和 GSH 水平  根据试剂盒说

明书操作，采用比色法检测血清 SOD、GSH 活性和

MDA 含量。

统计学分析  使用 Graphpad Prism 6.0 分析数据，计

量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多组比较采

用单因素方差分析，P<0.05 为有显著差异。

结    果

软骨病理变化  HE 染色显示，对照组大鼠膝关节软

骨表面光滑，结构清晰 ；模型组膝关节软骨层变薄，

软骨细胞排列紊乱 ；虫草素低剂量组与模型组接近 ；

虫草素中、高剂量组膝关节软骨组织病理变化较模型

组减轻，见图 1A。阿利新蓝染色显示，对照组关节

面光滑，软骨层完整排列 ；模型组的关节缺损表现为

软骨层厚度减少，表面区、中间区和桡骨区缺失，缺

损处未发现任何修复组织 ；虫草素低剂量组与模型组

接近 ；虫草素中、高剂量组尽管表面的不规则性变

得更加光滑，但软骨缺损处沉积的组织一般呈细胞

状，未被摄取，病理学改善均呈剂量依赖趋势，见 

图 1B。

软骨组织形态计量学参数  与对照组比较，模型组骨

体积分数和骨面积分数显著增大（P<0.05），骨小梁

厚度、骨小梁数目均显著减小（P<0.05）。与模型组

比较，虫草素中、高剂量组骨体积分数和骨面积分数

显著减小（P<0.05），骨小梁厚度、骨小梁数目均显

著增大（P<0.05），呈剂量依赖趋势。见表 1。

软骨基质蛋白表达  与对照组比较，模型组 SOX-9、 

aggrecan、collagen Ⅱ蛋白表达水平均显著降低（P<0.05）。 

与模型组比较，虫草素中、高剂量组 SOX-9、aggrecan、 

collagen Ⅱ蛋白表达水平均显著升高（P<0.05），且呈

剂量依赖趋势。见图 2、表 2。

图1 各组软骨组织病理学变化（×400）      A：HE染色, B：阿利新蓝染色，1：对照组，2：模型组，3：虫草素低剂量组，4：虫草素中剂量组，
5 ：虫草素高剂量组

A

B

1 2 3 4 5
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表 2 各组 SOX-9、aggrecan 和 collagen  蛋白表达水平
 n=3，x±s

组别 SOX-9 aggrecan collagen Ⅱ

对照 0.53±0.06 0.38±0.07 0.79±0.09

模型 0.02±0.01b 0.04±0.02b 0.01±0.00b

虫草素低剂量 0.03±0.01d 0.05±0.02d 0.04±0.01d

虫草素中剂量 0.14±0.03e 0.19±0.05e 0.14±0.04e

虫草素高剂量 0.42±0.06e 0.45±0.05e 0.65±0.07e

经方差分析：与对照组比较，bP<0.05；与模型组比较，dP>0.05，
eP<0.05

血清中 IL-6、TNF-α、MCP-1 和 IL-10 含量  与对照

组比较，模型组 IL-6、TNF-α 和 MCP-1 水平均显著升高

（P<0.05）。与模型组比较，虫草素中、高剂量组 IL-6、

TNF-α、MCP-1 水平均显著降低（P<0.05），IL-10 水平

显著升高（P<0.05），且呈剂量依赖趋势。见表 3。

SOD、MDA 和 GSH 水 平  与 对 照 组 比 较， 模 型

组 血 清 中 SOD 和 GSH 活 性 降 低，MDA 含 量 升 高

（P<0.05）。与模型组比较，虫草素中、高剂量组 SOD

和 GSH 活性均显著升高（P<0.05），MDA 含量均显著

降低（P<0.05），且呈剂量依赖趋势。见表 4。

1       2       3        4       5

SOX-9

aggrecan

collagen Ⅱ

GAPDH

图 2 各组 SOX-9、aggrecan 和 collagen  蛋白印迹图      1 ：对
照组，2 ：模型组，3 ：虫草素低剂量组，4 ：虫草素中剂量组，5 ：
虫草素高剂量组

表 1 各组软骨组织形态计量学参数 n=9，x±s

组别 骨体积分数 /% 骨面积分数 /% 骨小梁厚度 /mm 骨小梁数目 / 个·mm-1

对照 0.22±0.02 57.8±8.84 0.04±0.01 6.24±0.48

模型 6.24±0.48b 69.2±7.50b 0.02±0.00b 0.02±0.00b

虫草素低剂量 0.22±0.03d 67.9±9.32d 0.03±0.02d 3.35±0.41d

虫草素中剂量 0.20±0.03e 62.0±5.90e 0.03±0.01e 4.87±0.32e

虫草素高剂量 0.12±0.02e 58.2±6.90e 0.04±0.01e 5.91±0.27e

经方差分析 ：与对照组比较，bP<0.05 ；与模型组比较，dP>0.05，eP<0.05

表 3 各组白细胞介素（IL）-6、肿瘤坏死因子（TNF）-α、单核细胞趋化蛋白（MCP）-1 和 IL-10 含量 n=9，x±s，pg·mL-1

组别 IL-6 TNF-α MCP-1 IL-10 

对照 21.14±4.21 27.44±9.29 25.47±5.66 2.14±0.32

模型 95.02±9.18b 176.84±8.36b 129.12±17.58b 2.96±0.28a

虫草素低剂量 92.08±10.43d 168.33±10.21d 125.66±15.32d 3.02±0.17d

虫草素中剂量 58.11±7.32e 113.26±16.74e 84.33±10.91e 5.97±0.77e

虫草素高剂量 37.47±6.81e 137.27±19.49e 84.55±11.26e 9.33±1.26e

经方差分析 ：与对照组比较，aP>0.05，bP<0.05 ；与模型组比较，dP>0.05，eP<0.05

表 4 各组超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）和谷胱
甘肽（GSH）含量 n=9，x±s

组别 SOD/U·mL-1 MDA/mmol·mL-1 GSH/U·mL-1

对照 5.23±0.42 1.48±0.49 48.86±5.96

模型 0.64±0.07b 5.09±0.57b 22.49±6.03b

虫草素低剂量 0.98±0.09d 4.94±0.64d 24.55±5.27d

虫草素中剂量 2.38±0.54e 3.18±0.42e 33.42±6.13e

虫草素高剂量 4.76±0.43e 1.91±0.67e 43.39±5.04e

经方差分析：与对照组比较，aP>0.05，bP<0.05；与模型组比较，
dP>0.05，eP<0.05

讨    论

骨关节炎是一种病因不明的复杂疾病，影响多种

不同的关节，是常见的致残性疾病。大量研究发现虫

草素在神经炎症、肿瘤、糖尿病、肾病等多种疾病中

均有良好的治疗作用［4, 7, 11, 12］。然而，虫草素在骨关

节炎中的作用仍不清楚，本研究通过建立大鼠动物模

型，研究虫草素对骨关节炎大鼠软骨修复、血清炎症

因子和氧自由基的作用。

研究发现膝关节内注射虫草素 4 至 8 周可改善骨

关节炎小鼠的软骨损伤［13］。本研究病理切片染色结

果发现虫草素减缓了骨关节炎大鼠的软骨病理损伤，

表明虫草素能促进骨关节炎大鼠软骨的修复。此外，

研究还发现虫草素通过增加去卵巢小鼠股骨远端骨密

度、骨小梁体积分数、小梁数量，从而防止骨丢失［14］。

本研究发现虫草素能明显降低骨面积分数和骨体积分

数，增加骨小梁厚度和骨小梁数目，表明虫草素可促

进新骨形成，减少骨丢失。以上研究结果表明，虫草

素能够减缓骨关节炎大鼠的软骨损伤并促进新骨形

成，对骨关节炎具有一定的治疗作用。

SOX-9、aggrecan、collagen Ⅱ是典型的软骨生成
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标记物，其基因表达增加可以促进生成更健康的细

胞外基质［15］。CAO 等［16］研究发现在虫草素治疗后，

包括 SOX-9 和 collagen Ⅱ在内的软骨生成标记物上

调，促进软骨形成。此外，虫草素通过激活自噬诱导

aggrecan、collagen Ⅱ上调，从而保护软骨免受降解［17］。 

本研究发现虫草素处理后，骨关节炎模型大鼠 SOX-
9、aggrecan、collagen Ⅱ蛋白表达水平均明显升高，表

明虫草素能诱导骨关节炎大鼠软骨修复。

炎症反应与炎症因子释放密切相关。当炎症反应

产生时，促炎性细胞因子 IL-6、TNF-α 和 MCP-1 的

表达升高 ；而 IL-10 作为抗炎细胞因子，能抑制炎症

因子的分泌。研究发现虫草素能抑制脓毒症小鼠血清

中 TNF-α 和 MCP-1 的 释 放， 并 促 进 IL-10 分 泌［18］。

在骨关节炎的相关研究中发现，虫草素能有效抑制

IL-1β 刺激的骨关节炎软骨细胞中基质金属蛋白酶 -13

（MMP-13）和 IL-6 的表达，表明虫草素可作为软骨细

胞的有效抗炎剂［19］。本研究发现，虫草素降低了骨

关节炎模型大鼠血清中 IL-6、TNF-α、MCP-1 的含量，

升高了血清中 IL-10 的含量，表明虫草素在骨关节炎

中具有抗炎作用。

MDA 是脂质过氧化的重要产物，SOD 和 GSH 在

体内起着重要的抗氧化剂的作用，它们的失衡会导致

机体氧化应激的发生。之前的研究发现虫草素是一种

有效的抗氧化剂［20］，虫草素预处理能逆转胸主动脉

瘤模型小鼠中 GSH 和 MDA 的异常表达［21］。WANG

等［22］研究发现，虫草素能提高双酚 A 致生殖损伤

的成年 SD 大鼠睾丸 SOD 和 GSH 的活性，降低血清

MDA 的含量，表明虫草素可抑制脂质过氧化，起到

降低氧化应激的作用。本研究发现，虫草素显著提高

骨关节炎模型大鼠血清中的 SOD 和 GSH 活性，并降

低 MDA 含量，提示虫草素能通过降低氧化应激在骨

关节炎中发挥抗氧化作用。

综上所述，本研究通过建立大鼠膝关节骨关节

炎模型，发现虫草素可以降低氧化应激，发挥抗炎作

用，减轻骨关节炎大鼠软骨损伤，对骨关节炎具有缓

解作用，为虫草素预防和治疗骨关节炎提供了理论 

基础。
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