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·基础研究·

河蚌葡聚糖 HBP-A 对豚鼠膝关节软骨退变的影响△

潘富伟 1，王 翔 1，熊轶喆 1，张明才 1，陈 博 1，徐震球 1，孙 蓉 2，詹红生 1，杜国庆 1*

（1 . 上海市中医药研究院骨伤科研究所，上海 201203；2. 上海中医药大学附属曙光医院，上海 201203）

摘要：［目的］观察关节内注射不同剂量河蚌葡聚糖（anodonta glucan, HBP-A）对豚鼠膝关节软骨退变及相关标志物的影

响。［方法］豚鼠 20 只随机分为五组，分别为正常组、模型组、低浓度组、中浓度组和高浓度组，每组 4 只。正常组行右膝假

手术处理，其余动物均行右膝前交叉韧带切断，建立骨性关节炎模型。术后 3 d，正常组和模型组右膝关节内注射生理盐水，

而低、中、高剂量组分别注射 7.5 mg/ml、15 mg/ml、30 mg/ml 的 HBP-A 200 μl，每周注射 1 次，连续 5 周。5 周后处死动物，

取右膝关节标本行组织学、免疫组织化学和 qPCR 检测。［结果］组织学观察见，与正常组相比，模型组出现显著软骨退变，而

注射 HBP-A 组织结构显著改善。模型组较正常组 OARSI 评分显著增加（P<0.05），在给予低、中、高浓度 HBP-A 关节腔注射，

OARS 评分呈剂量依赖性显著降低（P<0.05)。免疫组化方面，模型组较正常组软骨 ALP、Ihh、Runx2 和 MMP13 的 OD 值显著升

高（P<0.05），而低、中、高浓度 HBP-A 关节注射软骨 ALP、Ihh、Runx2 和 MMP13 的 OD 值呈剂量依赖性显著降低（P<0.05)。
qPCR 检测表明，模型组较正常组软骨 IL-1β、Ihh、Runx2 和 MMP-13 的 mRNA 的相对表达量均显著增加（P<0.05），在给予

低、中、高浓度 HBP-A 关节腔注射，IL-1β、Ihh、Runx2 和 MMP-13 的 mRNA 的相对表达量均呈剂量依赖性显著降低（P<
0.05)。［结论］关节腔内注射 HBP-A 能够减少或延缓豚鼠膝关节软骨退变程度。
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Effect of anodonta glucan HBP-A on cartilage degeneration of the knee in guinea pig // PAN Fu-wei1, WANG Xiang1, XIONG
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Abstract: [Objective] To explore the effects of intraarticular injection of anodonta glucan (HBP-A) in different dosages on cartilage de⁃

generation of the knee, and related markers in guinea pigs. [Methods] Twenty guinea pigs were randomly divided into five groups, including
the normal group, model group, low concentration group, medium concentration group and high concentration group, with 4 animals in each
group. Four animals in the normal group were treated with right knee sham operation, while the remaining all animals were treated with ante⁃
rior cruciate ligament transection of right knee to establish osteoarthritis (OA) model. Three days later, the normal group and model group
were injected with normal saline into right knee joint, while the low, medium and high dose groups were injected with 7.5 mg/ml, 15 mg/ml
and 30 mg/ml of HBP-A 200 μl, respectively, once a week for consecutive 5 weeks. Five weeks later, the animals were sacrificed, and the
right knee samples were harvested for histological, immunohistochemical and qPCR assays. [Results] With histological observation, signifi⁃
cant changes of cartilage degeneration were found in the model group compared with those in the normal group, whereas which significantly
reversed in a dosage-dependent manner in the 3 groups with HBP-A in different dose. OARSI score in the model group was significantly
higher than that of the normal group (P<0.05) , which significantly decreased in a dose-dependent manner in the 3 HBP-A groups (P<0.05) .
In terms of immunohistochemistry, the optical density (OD) values of ALP, Ihh, Runx2 and MMP13 in the model group were significantly
higher than those of the normal group (P<0.05) , whereas which declined significantly in the 3 HBP groups in the dose-dependent manner
(P<0.05) . As results of qPCR assay, the mRNA relative expression levels of IL-1β, Ihh, Runx2 and MMP-13 in the model group were signif⁃
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icantly higher than those in the normal group (P<0.05) , which also reduced significantly after injection of low, medium and high concentra⁃
tions of HBP-A into the joint cavity in the dose-dependent manner (P<0.05) . [Conclusion] In this study, intraarticular injection of HBP-A
does reduce or delay the cartilage degeneration of the knee in guinea pigs.

Key words: osteoarthritis, anodonta glucan (HBP-A) , intraarticular injection, cartilage degeneration

骨性关节炎（osteoarthritis, OA）多见于 60 岁以

上人群，且发病年龄逐渐年轻化，往往病程日久，严

重影响患者生活质量，随着老龄化社会的到来， OA
的发病率正以惊人的速度增长，目前对于 OA 的病理

环节和治疗观点仍是研究的热点［1］。目前认为 OA 的

病因是在机械应力和生物性因素共同作用的结果，涉

及关节软骨、软骨下骨、半月板、滑膜等多方面病理

过程，而关节软骨退变仍是最重要的、最终的病理环

节［2］。多种促关节软骨分解代谢因子被认为在软骨基

质破坏及导致软骨退变中扮演最重要角色［3］，其中基

质 金 属 蛋 白 酶 13 （matrix metalloproteinase13,
MMP13）、Runt 相关转录因子 2 （Runt-related tran⁃
scription factor2, Runx2）、 印 度 刺 猬 蛋 白 （Indian
hedgehog, Ihh）等都是公认的对软骨基质起降解作用

的最重要的代谢因子［4~6］，其中合适的目的基因、靶

细胞、载体等方式是治疗关节软骨损伤的关键内

容［7］。

目前中药对 OA 的治疗起到越来越重要的作

用［8］，课题组前期对单味中药河蚌进行有效成分的提

取，河蚌中的有效单体成分为河蚌葡聚糖（anodonta
glucan, HBP-A），专利号：ZL200610028598.0，其为

多糖成分，分子结构与氨基葡萄糖相似，HBP-A 体

外添加培养软骨细胞能够抑制 MMP-13 基因及蛋白

的表达，同时提高 Sox-9 蛋白表达，延缓软骨细胞Ⅱ
型胶原的降解［9］，初步证实了 HBP-A 对软骨细胞退

变的潜在作用。为了进一步证实 HBP-A 对软骨组织

退变及促关节软骨分解代谢因子的防治作用，本实验

采用不同浓度的 HBP-A 对 OA 模型豚鼠关节内注

射，观察软骨退变和 4 种促关节软骨分解代谢因子的

抑制作用，为 HBP-A 防治 OA 提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 动物分组

3 个月龄雄性无特殊病原体 （specific pathogen
free, SPF） 级豚鼠 20 只，体重 408~441 g，平均

（421.50±10.57） g；由中国甲干生物科技有限公司提

供［实验动物许可证：SYXK（沪） 2019-0002］。采

用随机数字表法将动物分为五组，分别为正常组、

模型组、低浓度组、中浓度组和高浓度组，每组 4
只。

1.2 模型建立

豚鼠气体麻醉后，取仰卧位固定，右膝关节区

域毛发去除干净，常规消毒。正常组 4 只动物行假

手术处理（sham surgery, SS），仅行右侧膝关节髌骨

内侧切口，显露膝关节后，缝合切口。其余 16 只均

行前交叉韧带切断术（anterior cruciate ligament tran⁃
section, ACLT）建立膝 OA 模型，切开关节后，将髌

骨和髌韧带向外侧脱位，膝关节弯曲 90°暴露前交

叉韧带，用显微剪剪断前交叉韧带，抽屉试验阳性

为手术成功；逐层缝合肌肉、皮肤，待动物清醒放

回笼中。

1.3 给药处理

术后 3 d，正常组和模型组动物右膝关节注射生

理盐水 200 μl，每周 1 次，连续 5 周。低、中、高

浓度组则分别向右膝关节腔注射 7.5 mg/ml、15 mg/
ml、30 mg/ml 的 HBP-A 200 μl，每周注射 1 次，连

续 5 周。

1.4 检测方法

第 5 周给药结束后，采用过量麻醉处死 20 只豚

鼠，于 70%的酒精中浸泡 6 min 清洁体表，取右侧

膝关节胫骨和股骨关节骨软骨分别进行检测。

1.4.1 组织学检测

取胫骨或股骨的骨软骨标本，10%中性甲醛固

定，EDTA 脱钙，石蜡包埋，制备 5 μm 的切片，行

番红/固绿染色。烤片、脱蜡、复水，切片放入固绿

染液内 5~10 min，蒸馏水洗去多余染色，至软骨无

色。0.1% HCL/乙醇分化处理：将切片置于 0.1%
HCL/乙醇分化几秒，再次用蒸馏水清洗 3 次，每次

5 min。切片放入番红染液内 15~30 s，蒸馏水洗 3
次，每次 5 min。常规方法脱水和透明、中性树脂封

片。显微镜观察，采用国际骨关节炎研究学会组织

学（OARSI）评分进行评估［10］。

1.4.2 免疫组织化学检测

分别检测 ALP、 Ihh、Runx2 和 MMP13 蛋白的

表达。制备 5 μm 的切片，烤片、脱蜡、复水。经

内源性过氧化氢酶处理、PBS 清洗、抗原修复，再

次 PBS 清洗后，向组织区域滴加 1%BSA，室温湿盒
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封闭 30 min。向组织区域滴加稀释后相应的一抗溶

液，在湿盒中，4℃冰箱孵育过夜。PBS 清洗，滴加

二抗，37℃孵育 50 min。PBS 清洗，滴加新鲜配置

的 DAB 工作液，湿盒孵育 20~40 s，显微镜下检测

染色程度。PBS 清洗，苏木素复染 6 min，自来水洗

去残留的苏木素染料，然后置于 0.1% HCL/乙醇分

化几秒，自来水清洗。常规脱水、透明化、封片。

组织图像导入计算机，采用 Image-Pro plus 7.0 软件

（Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA） 进行阳性表

达面积定量。

1.4.3 qPCR 检测

分别检测组织 IL-1β、Ihh、Runx2 和 MMP-13
的 mRNA 相对表达量。各组取右股骨关节软骨加入

Trizol 进行 RNA 抽提，mRNA 逆转录 37℃孵育 15
min，98℃变性 5 min，4℃保温。配制 qReal- time
PCR 反应液，将反应液加入 96 孔板中，将 96 孔板

置于 ABI 7500 实时荧光定量 PCR 仪中。预变性，

95℃，5 min，1 个循环；变性：25℃，10 s；退火

42℃，20 s；延申 85℃，20 s；共 40 个循环；熔解

曲线。以 β-actin 作为内参基因。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 15.0 软件对所得数据进行统计分析。

计量数据以 x̄ ±s 表示，首先进行方差齐检验，符正

态分布时采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD
法；不符合正态分布时，采用 Krushal-Wallis H 检

验，两两比较采用 Mann-whitney U 检验。P<0.05 为

差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 组织学观察

豚鼠胫骨近端骨软骨组织切片番红/固绿染色见

图 1，正常对照组关节软骨面完整光滑，软骨面厚度

一致，软骨细胞排列规则，层次清楚，潮线完整，软

骨基质染色均匀，呈红色（图 1a)）。模型组关节软骨

的表层磨损，软骨层全部消失以及中层和深层也有结

构性撕裂，潮线多数消失，基质淡染，细胞出现聚集

并且肥大、坏死和排列紊乱（图 1b）。在给予低（图

1c）、中（图 1d）、高浓度（图 1e）的 HBP-A 关节腔

注射后，各组关节软骨的表层磨损程度逐渐减轻，软

骨中层和深层的结构性撕裂逐渐减少，潮线逐渐完

整，软骨基质呈红色，细胞出现聚集并且肥大、坏死

和排列紊乱现象逐渐好转，在高浓度组，软骨结构与

基质、细胞排列基本接近正常组。

OARSI 豚鼠软骨损伤评分结果见表 1，与正常对

照组比较，模型组软骨损伤分数增加了 9 倍，出现了

严重的损伤。在给予低、中、高浓度 HBP-A 关节腔

注射后，软骨损伤评分逐渐降低，呈浓度依赖性，差

异有统计学意义（P<0.05）。

图 1 五组动物胫骨近端骨软骨番红/固绿染色所见（×40） 1a: 正常组 1b: 模型组 1c: 低浓度组 1d: 中浓度组 1e: 高
浓度组与正常组相比，模型组软骨层全部消失以及中层和深层也有结构性撕裂，基质淡染，细胞出现聚集并且肥大、坏死和

排列紊乱。经 HBP-A 处理关节软骨的表层磨损程度逐渐减轻，潮线逐渐完整，基质保持呈红色，细胞出现聚集并且肥大、

坏死和排列紊乱现象逐渐好转，呈剂量依赖性改变

2.2 免疫组化检测

各 组 可 见 棕 黄 色 阳 性 ALP、 Ihh、 Runx2 和

MMP13 的蛋白的表达，主要位于细胞质中。Image-
Pro plus 7.0 计量结果见表 1，与正常组相比，模型组

ALP、 Ihh、Runx2 和 MMP13 的 OD 值均显著升高

（P<0.05）。在给予低、中、高浓度 HBP-A 关节腔注

射后，关节软骨的 ALP、Ihh、Runx2 和 MMP13 的

OD 值均呈剂量依赖性显著下降（P<0.05）。
2.3 qPCR 检测

qPCR 检测 IL-1β、 Ihh、Runx2 和 MMP-13 的
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mRNA 的相对表达量结果见表 1。与正常组相比，模

型组 IL-1β、Ihh、Runx2 和 MMP-13 的 mRNA 表达

相对表达量均显著增加（P<0.05）。在给予低、中、

高浓度 HBP-A 关节腔注射后，关节软骨的 IL-1β、
Ihh、Runx2 和 MMP-13 的 mRNA 均呈剂量依赖性下

降（P<0.05）。
表 1 五组动物检测结果（ x̄ ±s）与比较

指标

OARSI 组织评分（分）

免疫组化（OD 值）

ALP
Ihh
Runx2
MMP13

qPCR 检测（相对表达量）

IL-1β
Ihh
Runx2
MMP13

正常组（n=4）
2.00±1.15

1.50±0.71
1.63±0.95
1.63±0.95
1.63±0.75

1.00±0.08
1.00±0.06
1.01±0.18
1.00±0.04

模型组（n=4）
18.50±0.58

9.00±2.16
11.00±3.56
13.25±2.22
8.00±0.82

1.67±0.06
3.14±0.85
1.65±0.08
2.09±0.09

低浓度组（n=4）
12.75±0.96

5.50±1.29
5.75±1.50
8.88±0.85
5.50±1.29

1.52±0.08
0.83±0.03
0.75±0.04
0.89±0.04

中浓度组（n=4）
7.50±0.58

4.38±0.48
4.00±0.82
4.25±0.50
3.63±0.75

0.33±0.03
0.33±0.02
0.17±0.01
0.39±0.02

高浓度组（n=4）
5.25±1.26

2.63±0.75
2.75±0.96
2.50±0.58
2.38±0.75

0.26±0.02
0.25±0.04
0.07±0.01
0.15±0.00

P 值

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

3 讨 论

既往中药研究主要以口服给药为主，具有一定副

作用和吸收差等特点，因此基于前期研究，本研究进

一步验证从关节腔给药方法，探讨 HBP-A 对关节软

骨退变的保护作用，更符合临床实际。本实验中，通

过 SO 染色和 OARSI 评分方法，证实在给予不同浓

度 HBP-A 关节腔注射后，软骨磨损情况逐渐好转，

组织内细胞死亡数降低，蛋白多糖含量丢失减少，各

浓度组胫骨关节软骨 Runx2、MMP13 和 Ihh 蛋白和

mRNA 的表达明显低于模型组，呈剂量一致性，说明

HBP-A 关节腔给药是一种直接有效的方法。

目前，虽然研究发现 OA 的发病机制和年龄、创

伤、性别、种族、遗传、肥胖、饮食、骨密度等危险

因素相关，其发病机制较为复杂，然而多数学者普遍

认为软骨退变仍为该病的核心病理改变，亦是目前的

主要研究方向［11，12］。关节软骨的退变在结构上主要

包括软骨层消失、潮线破坏、骨赘形成以及软骨下骨

硬化囊性变、胶原蛋白和蛋白多糖含量减少，细胞出

现聚集并且肥大、坏死和排列紊乱等改变［13，14］。关

节软骨退变主要是由于促合成与促分解代谢动态失

衡［15］，修复关节软骨为主要目的［16］。多数学者认

为，在这个失衡过程中多种促分解代谢因子扮演着重

要的角色，如 MMP13、Runx2、 Ihh 等多种因子。

MMP13 是降解软骨的主要靶向酶，它不仅可以降解

软骨组织中的 II 型胶原蛋白，还可以降解软骨中的

蛋白多糖、骨粘连蛋白和基底膜蛋白聚糖等，是引起

OA 发生发展的重要调节因子［17，18］。Runx2 是最重要

的转录因子之一，能够促进其下游信号因子如

MMPs、X 型胶原等因子的表达，从而导致关节软骨

的退变［19］。当 OA 发生时，软骨细胞出现了一种类

似于软骨内成骨的分化过程：软骨细胞肥大、终末分

化、骨化、最后凋亡，而在这一过程中，人体内出现

了一系列胶原蛋白、非胶原蛋白以及细胞因子的改变

或可作为用于临床诊治 OA 的相关生物标志物，如

Ihh［20］。本课题主要以关节软骨结构性改变和主要促

软骨分解代谢因子为研究靶点，具有 OA 研究的代表

性和公认性，能够为药物治疗 OA 提供科学数据和可

靠方案。

上海中医药大学附属曙光医院石氏伤科石印玉教

授认为“益肾更宜柔肝，活血还需养血，养血软坚以

柔肝润筋当属合度”。故在前期临床基础上研制出柔

肝中药“怀珍养肝胶囊”，其药物组成为河蚌肉、三

七，柔肝以河蚌肉为主［21］。为了进一步研究河蚌肉

的主要成分及其主要生物学作用，课题组将河蚌肉进

行有效成分的提取，其主要成分为河蚌葡聚糖

（HBP-A），HBP-A 含药血清体外培养细胞，证实药

物通过降低 β-catenin 基因的表达，从而抑制 MMP-
13 炎性因子的发生，起到保护软骨、延缓其退变、

以及抗炎镇痛改善 OA 相关症状［22］。同时，课题组

也证实 HBP-A 能够明显抑制因异常力学刺激引起的

半月板组织损伤（细胞死亡、多糖丢失）及病理性过

度肥大和钙化相关基因蛋白的表达［23］。
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综上所述，本研究发现关节腔内注射 HBP-A 能

够减少或延缓豚鼠膝关节软骨退变程度，降低促软骨

分解代谢因子的表达，具有保护关节软骨的作用。
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