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基于 PI3K / AKT / FOXO1信号通路探究三强方
对膝骨关节炎大鼠股四头肌萎缩的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 通过三强方干预膝骨关节炎(KOA)大鼠,观察该方对 KOA 大鼠股四头肌的影响,进一
步探究 PI3K / AKT / FOXO1信号通路中增殖凋亡相关蛋白及 mRNA的变化,初步探索三强方对失稳性膝骨关
节炎股四头肌萎缩的作用机制,为该方临床应用和开发提供实验依据。 方法　 采用大鼠右后膝关节前交叉韧
带离断法构建 KOA大鼠模型,假手术组仅切开皮肤,完整保留前交叉韧带,将造模成功的大鼠分为模型组、塞
来昔布组、三强低、中、高剂量组,每组 10只。 假手术组和模型组给予 0. 9%氯化钠溶液灌胃,其余各组给予相
应剂量的药物灌胃,给药前后分别检测大鼠行为学。 各组大鼠给药结束后,检测大鼠膝关节被动活动度;测定
大鼠股四头肌重量、大鼠血清白细胞介素-1β(IL-1β)及肿瘤坏死因子-α(TNF-α)水平;采用 HE 染色观察各
组 SD大鼠股四头肌组织损伤情况;采用 Masson染色观察股四头肌纤维化改变;采用 HE 染色观察软骨组织
变化;RT-qPCR检测各组骨骼肌组织 Atrogin-1和 MuRF1

 

mRNA 的表达;Western
 

blot 法检测各组骨骼肌组织
PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT、FOXO1、p-FOXO1、Atrogin-1和 MuRF1 蛋白的表达。 结果　 三强方可改善大鼠行
为学变化(P<0. 05,P<0. 001);使被动活动度显著提升(P<0. 001);提升股四头肌重量(P<0. 05);降低血清中
IL-1β及 TNF-α含量(P<0. 01,P<0. 001);中、高剂量组提升肌细胞面积(P<0. 001);显著降低各组间质结缔
组织的含量,降低胶原容积分数(P<0. 001);改善关节软骨的病理形态学改变;升高股四头肌中 p-PI3K / PI3K、
p-AKT / AKT、p-FOXO1 / FOXO1的含量(P<0. 05,P<0. 01,P<0. 001);抑制股四头肌中 Atrogin-1、MuRF1蛋白和
mRNA的表达(P<0. 01,P<0. 001)。 结论　 三强方可促进 KOA大鼠股四头肌 PI3K / AKT / FOXO1信号通路活
化并抑制 Atrogin-1和 MuRF1的表达,改善股四头肌的萎缩。

【关键词】 　 三强方;膝骨关节炎;股四头肌;PI3K / AKT / FOXO1信号通路
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 This
 

study
 

aimed
 

to
 

preliminarily
 

investigate
 

the
 

mechanism
 

by
 

which
 

Sanqiang
 

formula
 

acts
 

on
 

quadriceps
 

muscle
 

atrophy
 

in
 

unstable
 

knee
 

osteoarthritis
 

( KOA),
 

and
 

to
 

provide
 

experimental
 

evidence
 

for
 

its
 

clinical
 

application
 

and
 

development.
 

Methods　
 

The
 

KOA
 

rat
 

model
 

was
 

established
 

by
 

transection
 

of
 

the
 

anterior
 

cruciate
 

ligament
 

(ACL)
 

of
 

the
 

right
 

posterior
 

knee
 

joint.
 

In
 

the
 

Sham
 

operation
 

group,
 

only
 

the
 

skin
 

was
 

incised,
 

and
 

the
 

ACL
 

was
 

completely
 

preserved.
 

The
 

successfully
 

modeled
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

Model
 

group,
 

celecoxib
 

group,
 

and
 

low-,
 

medium-,
 

and
 

high-dose
 

Sanqiang
 

formula
 

groups,
 

with
 

ten
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

The
 

Sham
 

operation
 

and
 

model
 

groups
 

were
 

administered
 

normal
 

saline
 

by
 

gavage;
 

the
 

other
 

groups
 

were
 

administered
 

the
 

corresponding
 

doses
 

of
 

the
 

drug
 

by
 

gavage.
 

Behavioral
 

tests
 

were
 

conducted
 

before
 

and
 

after
 

drug
 

administration.
 

After
 

the
 

end
 

of
 

administration,
 

the
 

passive
 

range
 

of
 

motion
 

of
 

the
 

rat
 

knee
 

joint
 

was
 

measured;
 

the
 

quadriceps
 

femoris
 

muscle
 

weight,
 

and
 

serum
 

interleukin ( IL )-1β
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

( TNF )-α
 

levels
 

were
 

determined.
 

Hematoxylin-eosin
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

quadriceps
 

muscle
 

tissue
 

damage
 

in
 

SD
 

rats
 

of
 

each
 

group,
 

and
 

Masson
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

quadriceps
 

muscle
 

fibrosis
 

changes.
 

RT-qPCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

Atrogin-1
 

and
 

MuRF1
 

mRNA
 

in
 

skeletal
 

muscle
 

tissues
 

of
 

each
 

group;
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

PI3K,
 

p-PI3K,
 

AKT,
 

p-AKT,
 

FOXO1,
 

p-FOXO1,
 

Atrogin-1,
 

and
 

MuRF1
 

proteins
 

in
 

skeletal
 

muscle
 

tissues
 

of
 

each
 

group.
 

Results 　 Sanqiang
 

formula
 

improved
 

behavioral
 

changes
 

in
 

rats
 

(P < 0. 05,
 

P<0. 001),
 

significantly
 

increased
 

passive
 

range
 

of
 

motion
 

(P<0. 001),
 

and
 

increased
 

quadriceps
 

muscle
 

weight
 

(P<0. 05).
 

It
 

decreased
 

serum
 

IL-1β
 

and
 

TNF-α
 

(P<0. 01,
 

P<0. 001),
 

increased
 

muscle
 

cell
 

area
 

in
 

the
 

medium-
 

and
 

high-dose
 

groups
 

(P<0. 001),
 

significantly
 

reduced
 

interstitial
 

connective
 

tissue
 

among
 

groups,
 

and
 

reduced
 

collagen
 

volume
 

fraction
 

( P < 0. 001 ).
 

Treatment
 

improved
 

pathological
 

morphological
 

changes
 

in
 

articular
 

cartilage,
 

increased
 

p-PI3K / PI3K,
 

p-AKT / AKT,
 

and
 

p-FOXO1 / FOXO1
 

values
 

in
 

quadriceps
 

muscle
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01,
 

P<0. 001),
 

and
 

inhibited
 

Atrogin-1
 

and
 

MuRF1
 

protein
 

and
 

mRNA
 

expression
 

in
 

quadriceps
 

muscle
 

(P< 0. 01,
  

P<0. 001).
 

Conclusions　 Sanqiang
 

formula
 

promoted
 

the
 

activation
 

of
 

PI3K / AKT / FOXO1
 

signaling
 

in
 

the
 

quadriceps
 

muscle
 

of
 

KOA
 

rats,
 

inhibited
 

the
 

expression
 

of
 

Atrogin-1
 

and
 

MuRF1,
 

and
 

improved
 

quadriceps
 

muscle
 

atrophy.
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pathway
Conflicts

 

of
 

Interest:
 

The
 

authors
 

declare
 

no
 

conflict
 

of
 

interest.

　 　 膝骨关节炎(knee
 

osteoarthritis,KOA)是一种
膝关节退行性病变,以关节软骨退化和软骨下骨
骨质增生为主要特征[1,2] ,主要临床症状包括慢
性疼痛、肿胀、积液、软组织增生和关节僵硬等,严
重者可出现运动障碍,甚至关节畸形。 有研究发
现,KOA不仅是软骨的病理改变,还伴随着膝关
节周围肌肉萎缩、肌力下降、肌纤维类型的改变和
功能异常[3] 。 PI3K / AKT / FOXO1 信号通路是肌
肉生长活动中重要的信号通路,参与骨骼肌蛋白
质的分解,在 KOA 的发展进程中产生重要影
响[4] 。 越来越多的研究证明,膝关节部位肌肉力
量变弱、萎缩可导致关节失稳,膝关节失稳可造成
关节炎症,而关节炎症的持续刺激又限制了膝骨

关节运动强度,导致关节废用,进一步促进骨骼肌
萎缩,形成一个恶性循环[5] 。 股四头肌是维持膝
关节屈伸及稳定功能的重要肌群,其萎缩会降低
膝关节的缓冲力及关节稳定性,软骨受到更大的
压力,从而加重关节软骨的损伤[6] 。 因此,改善
骨骼肌的质量及功能被认为是预防和治疗 KOA
的重要策略[7] 。 《灵枢·经脉》曰:“骨为干,脉为
营,筋为刚,肉为墙”。 强调骨、脉、筋、肉之间的
密切联系,而骨、筋、肉是维持关节稳定及运动正
常之关键。 脾主肌肉、肝主筋、肾主骨生髓。 脾气
足则肌肉满;肝肾强则筋骨荣[8] 。 三强方以黄
芪、葛根、杜仲叶、山萸肉为主要组分,从脾、肝、肾
3个角度同步治疗 KOA。 课题组前期实验表明,
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本方具有良好的保护膝骨关节软骨及软骨下骨作

用,本研究拟通过观察三强方对 KOA大鼠股四头
肌质量、病理改变及 PI3K / AKT / FOXO1信号通路
中增殖凋亡相关蛋白及 mRNA 的影响,明确该方
对股四头肌的药理效应并初步分析其作用机制。

1　 材料和方法
1. 1　 实验动物
　 　 SPF 级雄性 SD 大鼠 60 只,6 周龄,体质量
(180±20) g,购自斯贝福(北京)生物技术有限公
司[SCXK(京) 2024-0001]。 大鼠饲养于华北理
工大学实验动物中心 SPF 级实验室[ SYXK(冀)
2023-018],恒温 25

 

℃ ,自由食水。 动物实验经
过华北理工大学伦理委员会审查批准(2023-SY-
211),动物饲养及实验均遵循 3R原则。
1. 2　 主要试剂与仪器
　 　 中药黄芪、杜仲叶、山萸肉、木瓜、天麻、石斛、
葛根、姜黄、桃仁、薏米(北京同仁堂药店唐山分
公司);葡萄糖酸钙(浙江一诺生物科技有限公
司,批号 GB15571-2010);塞来昔布(辉瑞制药有
限公司,国药准字 J20140072);磷酸酶抑制剂、
PMSF、5×蛋白上样缓冲液( Servicebio 公司,批号
G2007、 G2008、 G2075 ); 4% 多聚甲醛固定液
(Biosharp公司,批号 BL539A);大鼠白细胞介素-
1β ( interleukin-1β, IL-1β )、肿瘤坏死因子 - α
(tumor

 

necrosis
 

factor-alpha,TNF-α)检测试剂盒
(厦门仑昌硕生物科技有限公司,批号 ED-30206、
ED-31063);HE染色试剂盒(北京索莱宝科技有
限公司,批号 20220427);软骨染色液、改良番红
O-固绿软骨染色液(北京索莱宝科技有限公司,
批号 20220415、20220829);EDTA(北京酷来搏科
技有限公司,批号 CE4971);PVDF 膜(0. 45

 

μm、
0. 22

 

μm, Millipore 公 司, 批 号 IPVH00010、
ISEQ15150 ); TBST ( servicebio 公 司, 批 号
G0004);兔单抗 PI3K、兔单抗 AKT、兔单抗
FOXO1(美国 Boster公司,批号 Bm5187、Bm4400、
Bm4249);小鼠单抗 β-actin、兔多抗 p-PI3K、兔多
抗 p-FOXO1 (美国 Affinity 公司,批号 T0022、
Af3241、Af3416);兔多抗 p-AKT(美国 Bioss公司,
批号 Bs0876r);HRP 标记羊抗兔二抗(碧云天生
物技术有限公司;批号 A0208);鼠单抗 Atrogin-1、
兔多抗 MuRF1、HRP 标记羊抗小鼠二抗(武汉三

鹰生物技术有限公司,批号 67172-1-ig,55456-1-
ap,SA00001-1);HiScript®

 

Ⅱ
 

Q
 

Select
 

RT
 

SuperMix
 

for
 

qPCR试剂盒(VAZYME公司,批号 R233);2×
Q3

 

SYBR
 

qPCR
 

Master
 

Mix( TOLOBIO 公司,批号
22204);BCA蛋白浓度测定试剂盒(广州捷倍斯
生物科技有限公司,批号 G3522); TRIzol 试剂
(Ambion股份有限公司,批号 15596-026)。 样品
组织研磨仪(型号 Tissuelyser-24L,上海净信实业
发展有限公司 ); 垂直电泳槽 (型号 WIX-
easyPRO4,韦克斯公司);电转仪(型号 DYCZ-40,
北京六一仪器厂);超微量紫外分光光度计(型号
ND-100,杭州米欧公司);磁力加热搅拌器(型号
CJJ78-1,常州梅香仪器有限公司);半干转印仪
(型号 FW606,南京爱思易公司);涡旋仪(型号
QL-901,海门其林贝尔有限公司);酶标仪(型号
MQX200,Bio

 

Tek 公司);台式高速冷冻离心机
(型号 HI-16KR,湖南可成仪器设备有限公司);
磁力加热搅拌器(型号 CJJ78-1,上海梅香仪器有
限公司);凝胶成像分析仪(型号 WD-9413B,北京
久一仪器厂);实时荧光定量 PCR仪(型号 R2M8,
上海玉研科学仪器有限公司);智能热板仪(型号
DB026,北京智鼠多宝生物科技有限责任公司);倒
置生物显微镜(型号 AE2000,麦克奥迪实业集团有
限公司)。
1. 3　 实验方法
1. 3. 1　 中药制备
三强方中药按黄芪 12

 

g、杜仲叶 12
 

g、山萸肉
10

 

g、木瓜 9
 

g、天麻 5
 

g、石斛 5
 

g、葛根 12
 

g、姜黄
5

 

g、桃仁 5
 

g、薏米 9
 

g,称取相应重量的中药打粗
末,加药物重量 6 倍的纯水浸泡 2

 

h,文火煎煮
90

 

min,过滤药液备用,药渣再加 4 倍量纯净水煎
煮 60

 

min,过滤药液,将两次煎煮药液合并浓缩收
膏,-20

 

℃冰箱保存备用。
1. 3. 2　 模型建立及分组、给药

60只 SD大鼠随机分为假手术组、模型组、塞
来昔布组、三强低(SQF-L)、中(SQF-M)、高(SQF-
H)剂量组,每组 10只。 除假手术组外,其余 5 组
采用前交叉韧带离断

 

( anterior
 

cruciate
 

ligament
 

transection,ACLT)
 

法建立 KOA模型[9] ,腹腔注射
苯巴比妥钠麻醉大鼠,然后进行大鼠右后肢备皮
及消毒,在膝关节内侧沿髌骨韧带作 0. 5

 

cm纵向
切口,剪开肌肉组织,屈膝,将髌骨外翻,完全暴露
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交叉韧带后,剪断前交叉韧带,然后进行抽屉实验
确认,造模完成后,将髌韧带复位至正常位置并缝
合切口[10] 。 假手术组仅划开皮肤但不剪断前交
叉韧带。 ACLT 术后 6 周建成 KOA 模型,随后对
成模后大鼠进行药物干预,假手术组和模型组按
1

 

mL / (100
 

g·d)灌服 0. 9%氯化钠溶液;塞来昔
布组灌胃给予 18

 

mg / kg药液,三强低、中、高剂量
组(按大鼠与人的体表面积比换算所用生药量)灌
胃给予 3. 8、7. 6、15. 2

 

g / kg药液,连续给药 8周。
1. 3. 3　 大鼠行为学变化检测
采用智能热板仪测试,预设温度 52. 5

 

℃ ,当
大鼠患侧足出现舔足、回缩或跳跃时测试仪上显
示的时间即为大鼠热痛阈值,每只大鼠测量 3次,
每次测量间隔 5

 

min,取平均值作为热痛阈潜伏期
阈值。 将大鼠逐个放置在坡度为 25° ~ 45°的光滑
斜坡上,每次升高或降低 5°,大鼠连续 3 次在同
一坡度停留 10

 

s以上,将此角度记为该大鼠的斜
坡实验角度。
1. 3. 4　 大鼠膝关节被动活动度检测
将大鼠患侧股骨与测角尺固定尺平行对齐,

确保膝关节活动轴心与测角尺旋转中心一致。 被
动伸展和屈曲膝关节,并随胫骨运动调整测角尺。
记录膝关节最大伸展和屈曲时的角度,分别作为
最大伸直角度和最大屈曲角度。 膝关节被动活动
度=最大屈曲角度-最大伸展角度。 为保障数据准
确,每只大鼠测量 3次,取平均值作为最终结果。
1. 3. 5　 实验取材
给药 8周后,取材前 12

 

h 大鼠禁食不禁水,
称量大鼠体质量,腹腔注射苯巴比妥钠麻醉,腹主
动脉取血, 3

 

000
 

r / min 离心 15
 

min 取上清液,
-80

 

℃冰箱保存;取血后进行大鼠右后肢皮肉剥
离,在股四头肌远端于髌上缘止点处切断,沿肌间
隙完整分离股四头肌称重,再将股四头肌放在冰
上进行分离,一部分股四头肌组织置于 4%多聚
甲醛组织固定液的避光瓶中备用;将剩余股四头
肌组织分装至预先标记的冻存管中,迅速转移至
液氮中进行速冻处理,随后保存于-80

 

℃冰箱中;
并将膝关节组织置于 4%多聚甲醛组织固定液的
避光瓶中备用。
1. 3. 6　 ELISA法检测血清 IL-1β、TNF-α水平
按照 ELISA试剂盒说明书操作,检测大鼠血

清 IL-1β、TNF-α水平。
1. 3. 7　 股四头肌组织苏木精-伊红( hematoxylin-
eosin,HE)染色
取大鼠右后肢股四头肌于 4%多聚甲醛组织

固定液中固定,固定完成后进行脱水、包埋、切片
以及脱蜡。 按 HE 染液试剂盒说明书进行染色,
观察骨骼肌组织形态学变化并测量肌细胞面积;
按试剂盒说明书进行 Masson染色,观察骨骼肌组
织纤维变化,进行胶原容积分数比较 ( ImageJ

 

1. 48软件,胶原容积分数=统一视野中胶原面积 /
所测视野面积)。
1. 3. 8　 软骨组织学分析
将膝关节在 4%多聚甲醛组织固定液中固定

24
 

h,之后放入 10%
 

EDTA溶液中进行脱钙处理。
将处理好的膝关节依次经梯度乙醇脱水、二甲苯
透明、浸蜡、包埋并切片。 将膝关节切片分别进行
HE染色,显微镜下用 100倍和 200倍视野分别观
察膝关节软骨形态。
1. 3. 9　 Western

 

blot检测蛋白表达
各组大鼠骨骼肌组织剪碎后,放入含蛋白酶

抑制剂的裂解液,匀浆提取蛋白,采用 BCA 蛋白
定量试剂盒测定蛋白浓度,蛋白样品经 10%

 

SDS-
PAGE凝胶电泳,转至 PVDF 膜,于 5%脱脂牛奶
中封闭 2

 

h,分别加入 β-actin(1 ∶ 20
 

000)、PI3K
(1 ∶ 1

 

000)、p-PI3K(1 ∶ 1
 

000)、AKT(1 ∶ 1
 

000)、
p-AKT(1 ∶ 1

 

000)、FOXO1(1 ∶ 1
 

000)、p-FOXO1
(1 ∶ 1

 

000)、Atrogin-1(1 ∶ 10
 

000)、MuRF1(1 ∶
2

 

000)抗体,4
 

℃孵育过夜,TBST 洗涤,加入相应
的 HRP 标记二抗( 1 ∶ 10

 

000),摇床孵育 2
 

h,
TBST洗涤,进行凝胶成像分析。
1. 3. 10　 RT-qPCR检测 mRNA表达水平
取 100

 

mg 新鲜冰冻的股四头肌组织,加入
1

 

mL
 

TRIzol试剂后进行匀浆化处理。 随后,加入
氯仿充分混匀,并在高速离心后吸取上层无色液
体,再与异丙醇混合。 经过离心后取得沉淀,将沉
淀物与 75%的乙醇混合均匀,再次离心后弃去上
清液。 最后,加入 DEPC水进行溶解,并将溶解后
的样品冻存。 采用 HiScript®

 

Ⅱ
 

Q
 

Select
 

RT
 

SuperMix
 

for
 

qPCR试剂盒将提取的总 RNA 反转
录为 cDNA。 完成加样步骤后,于 PCR 仪上进行
定量 PCR反应。 引物序列详见表 1。

34中国比较医学杂志 2026年 4月第 36卷第 7期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

April
 

2026,Vol.
 

36,No.
 

7



表 1　 引物序列
Table

 

1　 Primer
 

sequences
基因
Gene

正向引物(5’-3’)
Forward

 

primer(5’-3’)
反向引物(5’-3’)

Reverse
 

primer(5’-3’)
长度 / bp

Length / bp
β-actin CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT 240
Atrogin-1 ACGATGTTGCAGCCAAGAAG GCAGTCGAGAAGTCCAGTCT 166
MuRF1 AAGTTTGACGCCCTCTACGC GCCTTGTTCTGTCTTCCCCA 270

1. 4　 统计学方法
　 　 通过 SPSS

 

23. 0 软件进行处理,计量资料符
合正态分布,以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,组间
采用独立样本 t 检验,多组间比较采用单因素方
差分析。 组间进一步两两比较采用 LSD 检验,以
P<0. 05为差异具有统计学意义。

注:与假手术组相比,
 ∗∗∗P<0. 001;与模型组相比,

 #P<0. 05,
 ###P<0. 001。

图 1　 大鼠行为学差异
Note.

 

Compared
 

with
 

Sham
 

operation
 

group,
 ∗∗∗P<0. 001.

 

Compared
 

with
 

Model
 

group,
 #P<0. 05,

 ###P<0. 001.
 

Figure
 

1　 Behavioral
 

differences
 

among
 

rats

2　 结果

2. 1　 三强方对 KOA大鼠行为学变化的影响
　 　 如图 1 所示,在给药前,与假手术组相比,模
型组大鼠热痛阈潜伏期阈值、斜坡实验角度降低
(P<0. 001);给药 8 周后,与模型组相比,塞来昔
布组和三强低、中、高剂量组大鼠热痛阈潜伏期阈

值、斜坡实验角度升高(P<0. 05,P<0. 001)。
2. 2　 三强方对 KOA大鼠被动活动度变化的影响
　 　 如图 2所示,与假手术组相比,模型组膝关节
被动活动度降低(P<0. 001);与模型组相比,塞来
昔布组和三强低、中、高剂量组膝关节被动活动度
均显著升高(P<0. 001)。
2. 3　 三强方对 KOA大鼠股四头肌重量的影响
　 　 如图 3所示,各组之间大鼠体质量差异无统
计学意义(P>0. 05)。 与假手术组相比,模型组大
鼠股四头肌肌肉重量降低(P<0. 01);与模型组相
比,塞来昔布组、三强低、高剂量组较模型组大鼠
股四头肌肌肉重量升高(P<0. 05,P<0. 01),三强
中剂量组较模型组有升高趋势。 与假手术组相
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