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龙鳖胶囊含药血清对YAP抑制剂诱导人软骨细胞凋亡的保护作
用及机制研究Δ
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摘 要 目的：探索龙鳖胶囊含药血清（后文简写为“LBJN”）对Yes结构结合蛋白（YAP）抑制剂维替泊芬（verteporfin）诱导软骨细

胞凋亡的保护作用及机制。方法：通过两步酶消化法提取原代人膝骨性关节炎软骨细胞，利用甲苯胺蓝染色法和Ⅱ型胶原蛋白免

疫荧光染色法对细胞进行鉴定。采用流式细胞术检测2、5 μmol/L verteporfin单用和分别与5％LBJN联用48 h后对细胞凋亡的影

响，并设置溶剂对照[0.1％二甲基亚砜（DMSO）]和 5％LBJN 对照。采用 Western blot 法检测 0.1％DMSO（溶剂对照）、2 μmol/L

verteporfin、2 μmol/L verteporfin+5％LBJN和0（空白对照）、2.5％LBJN、5％LBJN处理48 h后细胞中凋亡相关蛋白[YAP、B细胞淋

巴瘤2（Bcl-2）、活化胱天蛋白酶3（cleaved-caspase-3）]的表达水平；采用Western blot法检测0（空白对照）、2.5％、5％LBJN处理48

h后细胞中自噬相关蛋白[哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）、Beclin-1、LC3A/B ]的表达水平。结果：分离出的细胞符合软骨细胞

的特征。与 0.1％DMSO 比较，2、5 μmol/L verteporfin 作用后细胞的凋亡率均显著升高（P＜0.05），且两个浓度的作用效果相当

（P＞0.05）；与单用 verteporfin 比较，2、5 μmol/L verteporfin 与 5％LBJN 联用后细胞的凋亡率均显著降低（P＜0.05）。与 0.1％

DMSO比较，2 μmol/L verteporfin作用后细胞中YAP、Bcl-2蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05），而 cleaved-caspase-3蛋白表达水

平显著升高（P＜0.05）；与2 μmol/L verteporfin比较，2 μmol/L verteporfin+5％LBJN作用后细胞中YAP、Bcl-2蛋白的表达水平均显

著升高（P＜0.05），而 cleaved-caspase-3蛋白的表达水平显著降低（P＜0.05）。与空白对照比较，2.5％、5％LBJN 作用后细胞中

YAP、Bcl-2、Beclin-1蛋白的表达水平和 LC3A/B-Ⅱ/LC3A/B-Ⅰ比值均显著升高（P＜0.05），而 cleaved-caspase-3、mTOR 蛋白的表

达水平均显著降低（P＜0.05）。结论：LBJN具有阻断YAP抑制剂verteporfin诱导的软骨细胞凋亡的作用，其机制可能与调节软骨

细胞中凋亡相关蛋白的表达和增强软骨细胞的自噬有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To explore the protective effects of Longbie capsule contained serum（called“LBJN”for short）on

the apoptosis of chondrocytes induced by YAP inhibitor verteporfin and its mechanism. METHODS：Primary human knee

osteoarthritis（OA）chondrocytes were extracted by two-step enzymatic digestion，and then identified by toluidine blue staining and

type Ⅱ collagen immunofluorescence staining. The effects of

2，5 μmol/L verteporfin alone or combined with 5％LBJN on

cell apoptosis were detected by flow cytometry. Solvent control

（0.1％ DMSO） and 5％ LBJN were set. Western blot assay

was adopted to detect the expression of apoptosis related

proteins （YAP，Bcl-2，cleaved-caspase-3） after treated with

0.1％DMSO（solvent control），2 μmol/L verteporfin，2 μmol/L

verteporfin + 5％LBJN 和 0（blank control），2.5％ LBJN and

5％ LBJN for 48 h. The expression of autophagy related

proteins （mTOR， Beclin-1， LC3A/B） after treated with 0

（blank control），2.5％，5％ LBJN for 48 h were detected by
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骨性关节炎（osteoarthritis，OA）是以关节软骨的破

坏性改变为主要病理特征的慢性退行性疾病[1]。软骨细

胞发生凋亡是导致关节软骨退变的主要因素，因此抑制

软骨细胞凋亡是缓解软骨退变的有效途径[2]。Yes结构

结合蛋白（YAP）是Hippo信号通路下游的效应因子，同

时也是转录共激活因子，其不仅能参与调节细胞的增

殖、凋亡、侵袭和迁移等各项生物学行为，而且还能以不

同的方式调控软骨细胞的成熟和分化，并能维持软骨细

胞的软骨表型[3－4]。因此，本课题组拟利用YAP抑制剂

维替泊芬（verteporfin）诱导软骨细胞发生凋亡，借此探

索药物对软骨细胞凋亡的影响。

中医学认为，OA的主要病机是肾虚血瘀，因此补肾

活血是该病对应的治则[5]。本课题组前期通过循证研究

证实了补肾活血中药在治疗 OA 方面具有确切的疗

效[6]。在补肾活血治则的指导下，本院骨伤科研发了补

肾活血中药龙鳖胶囊，该方由巴戟天、仙茅等多味中药

组成。方中以巴戟天、仙茅为君药，温肾助阳；土鳖虫、

全蝎、蜈蚣、蕲蛇等为臣药，透骨搜风、通络止痛；丹参、

制川乌等为佐药，活血化瘀、散寒止痛；黄芪、牛膝为使

药，益气升阳、补肝肾、强筋骨，引药下行。诸药合用，共

奏补肾活血之效。该方在临床上用于治疗OA取得了较

为满意的疗效[7]。同时，本课题组前期通过动物实验发

现，龙鳖胶囊具有抑制OA炎症反应的作用[8]。然而，该

方对软骨细胞增殖和凋亡等相关生物学行为的影响尚

不明确，阻碍了其后续改良和研发。

中药复方含药血清可模拟药物在人体内的代谢过

程，从而准确地反映药物在体外实验中的实际情况 [9]。

因此，本课题组拟利用血清药理学方法[10]，探索龙鳖胶

囊含药血清（后文简写为“LBJN”）对体外OA软骨细胞

凋亡的影响。此外，有研究表明，软骨细胞自噬失调是

软骨退行性病变的重要特征之一[11－13]，而且通过上调细

胞的自噬水平可抑制软骨细胞凋亡[14]。因此，本课题组

拟同时研究 LBJN 对 OA 软骨细胞自噬水平的影响，为

揭示补肾活血中药龙鳖胶囊防治 OA 的分子机制提供

参考。

1 材料
1.1 主要仪器

TI2-E 型荧光倒置显微镜购自日本 Nikon 公司；

Novo Quanteon型流式细胞仪购自安捷伦生物（杭州）有

限公司；Advantage A10型纯水系统购自美国 Millipore

公司；Forma 型CO2培养箱、A2型生物安全柜均购自美

国 Thermo Fisher Scientific 公司；ChemiDoc Touch 型高

灵敏度化学发光成像分析系统购自美国Bio-Rad公司；

M1000 Pro型多功能酶标仪购自瑞士Tecan公司。

1.2 主要药品与试剂

龙鳖胶囊（批准文号为粤药制字Z20071030，规格为

每粒 0.5 g）由广东省中医院药剂中心生产，成人剂量为

每 次 2 g、每 天 给 药 3 次 ；青 - 链 霉 素 双 抗（批 号

15140-122）、高糖DMEM培养基（批号C11995500BT）、

澳洲胎牛血清（批号 10099141）、含乙二胺四乙酸

（EDTA）的 0.25％胰酶（批号 25200072）、0.25％胰酶（批

号 15050065）、磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）均购自美国

Gbico公司；二甲基亚砜（DMSO）、Ⅱ型胶原蛋白酶（批

号C6885）均购自美国Sigma公司；YAP抑制剂 vertepor-

fin 原料药（批号 S1786，纯度 99.31％）购自美国 Selleck

公司；甲苯胺蓝染色液试剂盒（批号G3663）购自北京索

莱宝科技有限公司；二喹啉甲酸（BCA）蛋白质定量检测

试剂盒（批号K300）购自上海博彩生物科技有限公司；

FITC/Annexin V凋亡检测试剂盒（批号 556547）购自美

国 BD 公 司 ；发 光 试 剂 ECL 试 剂 盒（批 号 WB-

KLS0100）购自美国Millipore公司；Western及碘化丙啶

（PI）细胞裂解液（批号P0013）、苯甲基磺酰氟（PMSF，批

号ST506）、蛋白酶抑制剂混合物（批号P1005）均购自上

海碧云天生物技术有限公司；兔抗人 YAP 单克隆抗体

（批号 14074）、兔抗人 B 细胞淋巴瘤 2（Bcl-2）单克隆抗

体（批号 3498）、兔抗人活化胱天蛋白酶 3（cleaved-cas-

pase-3）单克隆抗体（批号9664）、兔抗人哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白（mTOR）单克隆抗体（批号2983）、兔抗人自噬

相关蛋白Beclin-1单克隆抗体（批号 3495）、兔抗人自噬

相关蛋白LC3A/B单克隆抗体（批号12741）、小鼠抗人β-

Western blot assay. RESULTS：The isolated cells accorded with the characteristics of chondrocytes. Compared with 0.1％DMSO，

the apoptosis rates of cells were increased significantly after treated with 2，5 μmol/L verteporfin（P＜0.05），and the effects of the

two concentrations were similar（P＞0.05）. Compared with verteporfin alone，2，5 μmol/L verteporfin combined with 5％LBJN

could significantly decrease the apoptotic rate of cells（P＜0.05）. Compared with 0.1％DMSO，the protein expression of YAP and

Bcl-2 were decreased significantly after treated with 2 μ mol/L verteporfin （P＜0.05）， while the protein expression of

cleaved-caspase-3 were increased significantly（P＜0.05）. Compared with 2 μmol/L verteporfin，protein expression of YAP and

Bcl-2 were increased significantly after treated with 2 μmol/L verteporfin+5％LBJN（P＜0.05），while the protein expression of

cleaved-caspase-3 were decreased significantly（P＜0.05）. Compared with blank control，the protein expression of YAP，Bcl-2 and

Beclin-1 were increased significantly after treated with 2.5％，5％LBJN（P＜0.05），while protein expression of cleaved-caspase-3

and mTOR were decreased significantly（P＜0.05）. CONCLUSIONS：LBJN can block the apoptosis of chondrocytes induced by

YAP inhibitor verteporfin，and its mechanism may be related to regulating the expression of apoptosis related proteins and

enhancing autophagy of chondrocytes.

KEYWORDS Longbie capsule；Contained serum；Osteoarthritis；Chondrocytes；YAP inhibitor；Apoptosis；Autophagy
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肌动蛋白（β-actin）单克隆抗体（批号3700）、辣根过氧化

物酶（HRP）标记的山羊抗兔免疫球蛋白 G（IgG）二抗

（批号7074）、HRP标记的山羊抗鼠 IgG二抗（批号7076）

均购自美国CST公司；兔抗人Ⅱ型胶原蛋白（ColⅡ）多

克隆抗体（批号 ab34712）购自美国Abcam公司；其余试

剂均为分析纯或实验室常用规格，水为超纯水。

1.3 动物

SPF级SD大鼠10只，1.5月龄，雌雄各半，体质量为

（200±10）g，由南方医科大学实验动物中心提供，实验

动物质量合格号44002100025404，实验动物使用许可证

号为SYXK（粤）2018-0094。大鼠购入后于广东省中医

药科学院实验动物中心SPF级环境中饲养，饲养期间自

由饮水和进食。本研究的动物实验方案由广东省中医

院动物伦理委员会批准后实施。

1.4 人OA关节软骨组织

在获得于广东省中医院明确诊断为原发性膝关节

OA并住院行关节置换术患者的知情同意后，收集其术

后丢弃的关节软骨组织样本，用以提取原代OA软骨细

胞。本研究临床组织样本的获取过程严格遵循《赫尔辛

基宣言》以及我国有关临床试验研究法规、规范进行，并

由广东省中医院医学伦理委员会审核、批准后实施，伦

理批件号为BE2019-103。

2 方法
2.1 LBJN的制备

根据龙鳖胶囊的成人临床用量，按体表面积法换算

得大鼠的使用剂量为 0.625 g/kg，于每天 9：00和 15：00

左右根据大鼠体质量分别灌胃给药（以水为溶剂，灌胃

体积为2 mL）1次，连续灌胃7天。末次灌胃1 h后，在大

鼠麻醉状态下于腹主动脉采血，将血样以3 000 r/min离

心10 min，收集上清液（即为含药血清），随后在56 ℃水

浴中孵育、灭活30 min，然后用0.22 μm针头过滤器过滤

除菌。将10只大鼠的血清独立分装后放置在－80 ℃冰

箱中保存，备用。

2.2 原代人OA软骨细胞的提取与鉴定

通过两步酶消化法提取原代人膝关节 OA 软骨细

胞。取患者因膝关节置换手术而丢弃的关节软骨组织，

置于 50 mL离心管中（含 1％青-链霉素双抗的PBS），将

软骨组织剪成大小约 0.5 cm×0.5 cm 的碎片，加入适量

0.25％胰酶，在 37 ℃摇床上以 180 r/min振荡 30 min；随

后，将软骨组织剪成大小约0.1 cm×0.1 cm的小碎片，加

入 0.2％Ⅱ型胶原蛋白酶，继续在 37 ℃摇床上以 180

r/min振荡4 h。结束后，将细胞悬液过200目筛网，然后

以 1 500 r/min离心 5 min，弃去上清液；细胞沉淀以PBS

重悬后，以1 500 r/min 离心5 min，弃去上清液；用含1％

青-链霉素双抗和 10％胎牛血清的高糖 DMEM 培养基

重悬细胞，并将其接种于含上述培养基的培养瓶中，常

规培养3天后首次换液，之后按常规细胞培养方式进行

培养和传代。取第 2或第 3代细胞，采用甲苯胺蓝染色

法和ColⅡ免疫荧光染色法对其进行鉴定[15]。

2.3 细胞凋亡检测

采用流式细胞术进行检测。取“2.2”项下对数生长

期的OA软骨细胞，用含EDTA的0.25％胰酶消化后，制

成密度为5×104 mL－1的细胞悬液，按每孔2 mL接种到6

孔板中，常规培养 24 h。将细胞分为溶剂对照组[0.1％

二甲基亚砜（DMSO）]、2 μmol/L verteporfin组（vertepor-

fin以 0.1％DMSO溶解，下同）、5 μmol/L verteporfin组、

5％LBJN组、2 μmol/L verteporfin+5％LBJN组和5 μmol/L

verteporfin+5％LBJN组，每组设置2个复孔（各组浓度均

根据前期预实验结果设置）。各组细胞经相应试剂或药

物处理 48 h 后，收集各孔上清液，以 3 000 r/mim离心

5 min后，弃去上清液；用不含EDTA的 0.25％胰酶消化

并收集细胞，然后以 3 000 r/mim 离心 5 min，弃去上清

液；用PBS重悬细胞，然后以 3 000 r/mim离心 5 min，弃

去上清液；用1×binding buffer100 μL重悬细胞，然后每孔

分别加入FITC、PI染料各5 μL，轻轻混匀，常温下避光孵

育15 min。孵育结束后，用1×binding buffer 400 μL重悬

细胞，然后转移至流式管中，上机检测。实验重复3次。

2.4 细胞中凋亡相关蛋白 YAP、Bcl-2、cleaved-cas-

pase-3表达检测

采用Western blot法进行检测。取“2.2”项下对数生

长期的OA软骨细胞，用含EDTA的0.25％胰酶消化后，

制成密度为2×105 mL－1的细胞悬液，按每孔2 mL接种到

6 cm 皿中，常规培养 24 h。将细胞分为溶剂对照组

（0.1％DMSO）、2 μmol/L verteporfin 组、2 μmol/L verte-

porfin+5％LBJN 组和不同浓度[0（空白对照）、2.5％、

5％]LBJN 组。各组细胞经相应试剂或药物处理 48 h

后，收集各孔细胞，以 5 000 r/mim离心 5 min，弃去上清

液；沉淀加入适量细胞裂解液（Western 及 PI 细胞裂解

液-PMSF-蛋白酶抑制剂混合物＝100 ∶1 ∶1，V/V/V），充分

裂解后，以 12 000 r/mim离心 10 min，收集上清液，采用

BCA法测定蛋白浓度。将蛋白高温变性后，取变性蛋白

在60 V电压下行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

30 min，再调节电压至 100 V 继续电泳 1 h，然后在 245

mA电流下转膜（聚偏二氟乙烯膜）90 min。以 5％脱脂

奶粉室温封闭 1 h，分别加入稀释比例均为 1 ∶ 1 000的

YAP、Bcl-2、cleaved-caspase-3一抗和稀释比例为1 ∶2 000

的β-actin 一抗，4 ℃下孵育过夜；以 TBST 溶液洗膜 5

min×3次，加入稀释比例均为1 ∶ 1 000的相应二抗，室温

下孵育 1 h；以 TBST 溶液洗膜 5 min×3次，加入 ECL 显

色，放入化学发光成像分析系统中曝光显影。采用

Image J 1.46 r软件测定蛋白条带的灰度值，以目标蛋白

与内参蛋白（β-actin）条带灰度值的比值表示目标蛋白的

表达水平。实验重复3次，结果分别以溶剂或空白对照

组为参照进行标准化处理。

2.5 细胞中自噬相关蛋白mTOR、Beclin-1和LC3A/B

的检测

采用Western blot法进行检测。按“2.4”项下方法制
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备细胞悬液、接种并常规培养24 h。将细胞分为0（空白

对照）、2.5％LBJN、5％LBJN组。各组细胞经相应试剂

或药物作用 48 h 后，检测细胞中 mTOR、Beclin-1 和

LC3A/B 蛋白的表达水平。其中，mTOR、Beclin-1、

LC3A/B一抗稀释比例均为1 ∶ 1 000，HRP标记的山羊抗

兔 IgG二抗的稀释比例为 1 ∶ 1 000，其余条件均同“2.4”

项下。实验重复3次，结果以空白对照组为参照进行标

准化处理。

2.6 统计学方法

采用SPSS 20.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间

两两比较采用LSD检验。P＜0.05表示差异具有统计学

意义。

3 结果

3.1 人OA软骨细胞的提取和鉴定结果

细胞经分离后正常贴壁生长，于倒置显微镜下观察

到其呈长梭形和多边形（图 1A）。经甲苯胺蓝染色后，

细胞核呈深蓝色，细胞质颜色则较浅；细胞界限清楚，呈

长梭形或多边形（图1B）。经免疫荧光染色后，细胞均表

现出较强的红色荧光（图1C），表明ColⅡ荧光染色为阳

性（ColⅡ是构成软骨基质的主要成分之一，故可通过检

测其表达情况对软骨细胞进行鉴定[16]）。以上结果均符

合OA软骨细胞的特征，故鉴定分离出的细胞为OA软

骨细胞。

3.2 细胞凋亡的检测结果

与溶剂对照组比较，2、5 μmol/L verteporfin 组细胞

的凋亡率均显著升高（P＜0.05），且2、5 μmol/L vertepor-

fin 组细胞凋亡率组间比较差异无统计学意义（P＞

0.05）。以上结果表明，2、5 μmol/L verteporfin均可诱导

细胞凋亡，且两个浓度的作用效果相当。与溶剂对照组

比较，5％LBJN组细胞凋亡率的差异无统计学意义（P＜

0.05），表明正常情况下LBJN对细胞凋亡无影响；与单

用 verteporfin 组比较，对应浓度的 verteporfin+LBJN 联

用组细胞的凋亡率均显著降低（P＜0.05），表明LBJN具

有抑制软骨细胞凋亡的作用。各组OA软骨细胞凋亡检

测的流式细胞图见图2，凋亡率的检测结果见表1。

3.3 各组 OA 软骨细胞中凋亡相关蛋白 YAP、Bcl-2、

cleaved-caspase-3表达的检测结果

与溶剂对照组比较，2 μmol/L verteporfin 组细胞中

YAP、Bcl-2蛋白的表达水平均显著降低（P＜0.05），而

cleaved-caspase-3蛋白的表达水平显著升高（P＜0.05）；

与2 μmol/L verteporfin组比较，2 μmol/L verteporfin+5％

LBJN组细胞中YAP、Bcl-2蛋白的表达水平均显著升高

图2 各组OA软骨细胞凋亡检测的流式细胞图

Fig 2 Flow cytometries of OA chondrocytes apoptosis

in each group
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（P＜0.05），而 cleaved-caspase-3蛋白的表达水平显著降

低（P＜0.05）。与空白对照组比较，2.5％、5％LBJN组细

胞中YAP、Bcl-2蛋白的表达水平均显著升高（P＜0.05），

而 cleaved-caspase-3蛋白的表达水平均显著降低（P＜

0.05）。各组细胞中YAP、Bcl-2和 cleaved-caspase-3蛋白

表达的电泳图见图3，表达水平的检测结果见表2。

表 2 各组 OA 软骨细胞中 YAP、Bcl-2和 cleaved-cas-

pase-3蛋白表达水平的检测结果（x±±s，n＝3）

Tab 2 Protein expression of YAP，Bcl-2 and cleaved-

caspase-3 of OA chondrocytes in each group

（x±±s，n＝3）

组别
溶剂对照组
2 μmol/L verteporfin组
2 μmol/L verteporfin+5％LBJN组
空白对照组
2.5％LBJN组
5％LBJN组

YAP/β-actin

1.00±0.00

0.67±0.10＊

1.73±0.05#

1.00±0.00

1.36±0.03□

1.50±0.04□

Bcl-2/β-actin

1.00±0.00

0.81±0.06＊

1.51±0.11#

1.00±0.00

1.66±0.09□

1.89±0.04□

cleaved-caspase-3/β-actin

1.00±0.00

1.92±0.12＊

1.40±0.09#

1.00±0.00

0.57±0.06□

0.16±0.03□

注：与溶剂对照组比较，＊P＜0.05；与2 μmol/L verteporfin组比较，
#P＜0.05；与空白对照组比较，□P＜0.05

Note：vs. solvent control group，＊P＜0.05；vs. 2 μmol/L verteporfin

group，#P＜0.05；vs. blank control group，□P＜0.05

3.4 各组 OA 软骨细胞中自噬相关蛋白 mTOR、Be-

clin-1和LC3A/B表达的检测结果

与空白对照组比较，2.5％、5％LBJN 组细胞中

mTOR蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05），而Beclin-1

蛋白表达水平和 LC3A/B-Ⅱ/LC3A/B-Ⅰ比值均显著升

高（P＜0.05）。各组细胞中 mTOR、Beclin-1和 LC3A/B

蛋白表达的电泳图见图4，表达水平的检测结果见表3。

表 3 各组OA软骨细胞中mTOR、Beclin-1和LC3A/B

蛋白表达水平的测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 3 Protein expression of mTOR，Beclin-1 and

LC3A/B of OA chondrocytes in each group

（x±±s，n＝3）

组别
空白对照组
2.5％LBJN组
5％LBJN组

mTOR/β-actin

1.00±0.00

0.80±0.07□

0.66±0.06□

Beclin-1/β-actin

1.00±0.00

1.30±0.02□

1.48±0.02□

LC3A/B-Ⅱ/LC3A/B-Ⅰ
1.00±0.00

1.30±0.06□

1.49±0.06□

注：与空白对照组比较，□P＜0.05

Note：vs. blank control group，□P＜0.05

4 讨论
关节软骨中的细胞外基质是维持正常软骨功能的

重要物质，其由分布在关节软骨中唯一的软骨细胞分泌

而成，而异常的软骨细胞凋亡是导致软骨细胞减弱或丧

失相关分泌功能，从而导致关节软骨退变的主要病理因

素[17－18]。因此，通过有效的途径抑制软骨细胞凋亡将可

能成为防治OA的重要手段。相关研究发现，YAP可调

控软骨细胞成熟、增殖、分化并维持软骨表型特征[19]，且

在OA软骨组织中YAP的表达下降[3]。因此，本研究利

用 YAP 抑制剂 verteporfin 构建软骨细胞凋亡模型。通

过流式细胞术检测后发现，2、5 μmol/L verteporfin均能

促进软骨细胞凋亡；且与单用verteporfin组比较，对应浓

度的 verteporfin+LBJN 联用组细胞的凋亡率均显著降

低。以上结果表明，LBJN具有抑制软骨细胞凋亡的作

用。Bcl-2是重要的凋亡抑制因子，其可通过抑制下

游 caspase-3的激活，有效地抑制细胞凋亡的发生 [20]。

caspase-3是细胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶，而

cleaved-caspase-3是 caspase-3的活化形式，在细胞凋亡

的发生过程中 cleaved-caspase-3的表达水平会明显升

高[21]。由于2、5 μmol/L verteporfin对软骨细胞凋亡的影

响无明显差异，因此本研究以 2 μmol/L verteporfin为凋

亡诱导剂进行了后续凋亡相关蛋白表达的检测实验。

图 3 各组 OA 软骨细胞中 YAP、Bcl-2和 cleaved-cas-

pase-3蛋白表达的电泳图

Fig 3 Electrophoretograms of protein expression of

YAP，Bcl-2 and cleaved-caspase-3 of OA chon-

drocytes in each group
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图 4 各组OA软骨细胞中mTOR、Beclin-1和LC3A/B

蛋白表达的电泳图

Fig 4 Electrophoretograms of protein expression of

mTOR，Beclin-1 and LC3A/B of OA chondro-

cytes in each group
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表1 各组OA软骨细胞凋亡率的检测结果（x±±s，n＝6）

Tab 1 Apoptotic rate of OA chondrocytes in each

group（x±±s，n＝6）

组别
溶剂对照（0.1％DMSO）组
2 μmol/L verteporfin组
5 μmol/L verteporfin组

凋亡率，％
5.08±0.94

53.78±4.46＊

69.81±4.95＊

组别
5％LBJN组
2 μmol/L verteporfin+5％LBJN组
5 μmol/L verteporfin+5％LBJN组

凋亡率，％
2.81±0.67

3.54±1.03#

14.03±3.67Δ

注：与溶剂对照组比较，＊P＜0.05；与2 μmol/L verteporfin组比较，
#P＜0.05；与5 μmol/L verteporfin组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. solvent control group，＊P＜0.05；vs. 2 μmol/L verteporfin

group，#P＜0.05；vs. 5 μmol/L verteporfin group，ΔP＜0.05
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结果发现，2 μmol/L verteporfin可下调细胞中Bcl-2蛋白

并上调细胞中 cleaved-caspase-3 蛋白的表达；而 5％

LBJN 则 可 上 调 细 胞 中 Bcl-2 蛋 白 的 表 达 并 下 调

cleaved-caspase-3蛋白的表达。这表明 LBJN 可能是通

过调节凋亡相关蛋白的表达而起到抑制OA软骨细胞凋

亡的作用。

细胞自噬是细胞自身通过降解其内部受损细胞器

和大分子物质，利用物质的循环和再利用达到维持细胞

稳态和正常功能的重要活动形式[22]。近年来有研究表

明，软骨细胞自噬的增强可以抑制其凋亡和衰老，改善

软骨基质代谢活性，从而延缓OA的进展[23]。细胞自噬

过程受mTOR等基因的调控，抑制mTOR蛋白表达可诱

导细胞自噬[24－25]。Beclin-1和LC3A/B均为自噬标记蛋

白，其表达水平的高低可反映细胞自噬的情况。其中，

Beclin-1 是自噬体形成过程中所必需的重要元件，

LC3A/B 则是构成自噬体的重要结构 [26]。当自噬形成

时，胞浆型LC3A/B（即LC3A/B-Ⅰ）会转变为自噬体中

的膜型 LC3A/B（即 LC3A/B- Ⅱ），因此可通过检测

LC3A/B-Ⅱ/LC3A/B-Ⅰ比值的大小来判断细胞自噬的

水平[26]。本研究结果显示，LBJN可抑制OA软骨细胞中

mTOR蛋白的表达、上调细胞中Beclin-1蛋白的表达、升

高细胞中LC3A/B-Ⅱ/LC3A/B-Ⅰ比值，从而提高软骨细

胞的自噬水平。

综上所述，LBJN 具有阻断 YAP 抑制剂 verteporfin

致OA软骨细胞凋亡的作用，其作用机制可能与调节细

胞中凋亡相关蛋白 YAP、Bcl-2、cleaved-caspase-3和自噬

相关蛋白mTOR、Beclin-1、LC3A/B的表达有关。因细

胞凋亡与自噬水平之间调控关系复杂，后续将深入探索

龙鳖胶囊是否可通过调节mTOR及其下游相关信号通

路的活性来调控细胞的自噬水平，进一步阐明该方调控

OA软骨细胞凋亡的作用靶点和分子机制。
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PMP柱前衍生化-HPLC法分析不同生长年限黄芪中 6种单糖的
含量Δ
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摘 要 目的：分析并比较不同生长年限黄芪中 6种单糖的含量。方法：取来自 3个产地的 2～4年生黄芪药材，经水提醇沉、

Sevage除蛋白后制得黄芪多糖；将上述多糖经三氟乙酸水解和1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮衍生化后，采用高效液相色谱法测定其

中甘露糖、鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖等 6种单糖的含量。以 Symmetry C18为色谱柱，以磷酸盐缓冲液（pH

6.8）-乙腈（84 ∶ 16，V/V）为流动相，流速为1.0 mL/min，检测波长为245 nm，柱温为35 ℃，进样量为20 µL。结果：黄芪多糖中甘露

糖、鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖的含量分别为 0.50～0.94、0.76～1.60、3.35～7.86、87.33～275.77、1.95～8.96、

2.35～14.04 mg/g，2、3、4年生黄芪中上述单糖的总含量分别为98.26～139.92、173.81～295.71、122.37～182.41 mg/g。3年生黄芪

中葡萄糖的含量与2、4年生黄芪有显著差异（162.71～275.77 mg/g vs. 87.33～107.70、111.54～167.26 mg/g，P＜0.05）。结论：2、3、

4年生黄芪中均检出上述6种单糖，其中葡萄糖含量最高，且3年生黄芪中葡萄糖含量显著高于2、4年生黄芪。

关键词 黄芪；多糖；单糖；柱前衍生化；高效液相色谱法

Content Determination of 6 Kinds of Monosaccharide in Astragalus membranaceus with Different Growth

Years by Pre-column Derivatization-HPLC
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Tianjin 300301，China；3. Institute of Chinese Materia Medica，China Academy of Chinese Medical Sciences，

Beijing 100700，China；4. School of Pharmaceutical Science and Technology，Tianjin University，Tianjin
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ABSTRACT OBJECTIVE：To analyze and compare the contents of 6 kinds of monosaccharide in Astragalus membranaceus from

different growth years. METHODS：2-4 years old A. membranaceus from three areas were extracted with water extraction and

alcohol precipitation，Sevage deproteinization to obtain A. membranaceus polysaccharide. The samples were firstly hydrolyzed with

trifluoroacetic acid（TFA）and then derivatized by 1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolone（PMP）. HPLC analysis was adopted to determine

the contents of 6 kinds of monosaccharide as mannose， rhamnose， galacturonic acid， glucose， galactose， arabinose. The
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