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·基础研究·

透骨消痛胶囊对毒胡萝卜素诱导的

内质网应激（ＰＥＫＲ信号通路）介导的大鼠体外培养
关节软骨细胞凋亡的影响

叶锦霞，付长龙，林洁，吴广文，郑春松，陈俊，叶蕻芝

（福建中医药大学，福建　福州　３５０１２２）

摘　要　目的：观察透骨消痛胶囊对毒胡萝卜素（ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎ，ＴＧ）诱导的内质网应激（ＰＥＫＲ信号通路）介导的大鼠体外培养关节

软骨细胞凋亡的影响。方法：采用４周龄ＳＤ大鼠膝关节软骨建立软骨细胞体外培养体系，将培养的第３代软骨细胞分为空白组、

模型组及透骨消痛胶囊高、中、低剂量组。空白组不进行干预；模型组及透骨消痛胶囊高、中、低剂量组先以２μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＧ干预

４ｈ，然后模型组更换为正常培养基，透骨消痛胶囊高、中、低剂量组分别更换为浓度为１００μｇ·ｍＬ－１、５０μｇ·ｍＬ－１、２５μｇ·ｍＬ－１

的含透骨消痛胶囊培养基干预２４ｈ。干预后以ＭＴＴ法检测各组软骨细胞活性、以ＡｎｎｅｘｉｎⅤ－ＦＩＴＣ／ＰＩ双染法流式细胞术检测各

组软骨细胞凋亡率、以ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测各组软骨细胞中激活转录因子４（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，ＡＴＦ４）、结合免疫球蛋

白（ｂｉｎｄｉｎｇｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＩＰ）、天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶１２（ｃｙｓｔｅｉｎｅａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ１２，Ｃａｓｐａｓｅ１２）和

Ｃａｓｐａｓｅ３的表达量。结果：①软骨细胞活性。５组软骨细胞吸光度比较，差异有统计学意义（０．４２８±０．００９，０．２２６±０．０２８，

０．３４５±０．０２５，０．３０１±０．０３５，０．２６９±０．０３３，Ｆ＝３９．４６２，Ｐ＝０．０００）。模型组吸光度低于空白组（Ｐ＝０．０００）；透骨消痛胶囊高、

中、低剂量组吸光度均高于模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０２２）；透骨消痛胶囊中、低剂量组的吸光度均低于高剂量组（Ｐ＝

０．０１９，Ｐ＝０．０００）；透骨消痛胶囊低剂量组与中剂量组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．０８５）。②软骨细胞凋亡率。５组软骨细胞

凋亡率比较，差异有统计学意义［（３．２７０±０．２３１）％，（３０．００３±４．１２８）％，（１２．３８３±０．９３３）％，（１５．３８７±２．９６１）％，（２０．１４３±

３．４７２）％，Ｆ＝３７．５６０，Ｐ＝０．０００］。模型组软骨细胞凋亡率高于空白组（Ｐ＝０．０００）；透骨消痛胶囊高、中、低剂量组软骨细胞凋亡

率均低于模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１）；透骨消痛胶囊低剂量组软骨细胞凋亡率低于高剂量组（Ｐ＝０．００７），透骨消痛

胶囊高、低剂量组与中剂量组比较，差异均无统计学意义（Ｐ＝０．２１６，Ｐ＝０．０６３）。③软骨细胞内质网应激（ＰＥＫＲ信号通路）关键

蛋白含量。５组软骨细胞中 ＡＴＦ４含量比较，差异有统计学意义（０．２５７±０．０２８，０．４３５±０．０３３，０．３１５±０．０２３，０．２７６±０．０３８，

０．３５１±０．０４３，Ｆ＝１３．０５７，Ｐ＝０．００１）。空白组及透骨消痛胶囊高、中、低剂量组的 ＡＴＦ４含量均低于模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．００１，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０１２）；透骨消痛胶囊低剂量组的ＡＴＦ４含量高于中剂量组（Ｐ＝０．０２２）；透骨消痛胶囊高剂量组的ＡＴＦ４含

量与透骨消痛胶囊中、低剂量组比较，差异均无统计学意义（Ｐ＝０．１８８，Ｐ＝０．２２９）。５组软骨细胞中ＢＩＰ含量比较，差异有统计学

意义（０．２２７±０．０２６，０．４３２±０．０２２，０．２９４±０．０３５，０．２６３±０．０２０，０．３３９±０．０３２，Ｆ＝２５．４１６，Ｐ＝０．０００）。空白组及透骨消痛胶

囊高、中、低剂量组的ＢＩＰ含量均低于模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００２）；透骨消痛胶囊低剂量组的 ＢＩＰ含量高

于中剂量组（Ｐ＝０．００６）；透骨消痛胶囊高剂量组的ＢＩＰ含量与透骨消痛胶囊中、低剂量组比较，差异均无统计学意义（Ｐ＝０．１８５，

Ｐ＝０．０７２）。５组软骨细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ１２含量比较，差异有统计学意义（０．２５２±０．０２７，０．３４６±０．０２８，０．２９４±０．０１１，０．３１５±

０．０２４，０．３２５±０．０１９，Ｆ＝７．３４５，Ｐ＝０．００５）。模型组的 Ｃａｓｐａｓｅ１２含量高于空白组（Ｐ＝０．００１）；透骨消痛胶囊高剂量组的

Ｃａｓｐａｓｅ１２含量低于模型组（Ｐ＝０．０１８）；透骨消痛胶囊中、低剂量组的 Ｃａｓｐａｓｅ１２含量与模型组比较，差异均无统计学意义（Ｐ＝

０．１２６，Ｐ＝０．２７７）；透骨消痛胶囊中、低剂量组的Ｃａｓｐａｓｅ１２含量与高剂量组比较，差异均无统计学意义（Ｐ＝０．２７７，Ｐ＝０．１２６）；透

骨消痛胶囊中、低剂量组的Ｃａｓｐａｓｅ１２含量比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．６１４）。５组软骨细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ３含量比较，差异有统

计学意义（０．２６５±０．０２８，０．３８０±０．０１７，０．３１７±０．０２６，０．３０４±０．０１９，０．３３３±０．０２２，Ｆ＝１０．５０７，Ｐ＝０．００１）。模型组的Ｃａｓｐａｓｅ３

含量高于空白组（Ｐ＝０．０００）；透骨消痛胶囊高、中、低剂量组的Ｃａｓｐａｓｅ３含量均低于模型组（Ｐ＝０．００６，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０２９）；透

骨消痛胶囊中、低剂量组的Ｃａｓｐａｓｅ３含量与高剂量组比较，差异均无统计学意义（Ｐ＝０．４９６，Ｐ＝０．３８７），透骨消痛胶囊中、低剂量

组的Ｃａｓｐａｓｅ３含量比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．１３８）。结论：透骨消痛胶囊能抑制ＴＧ诱导的大鼠体外培养关节软骨细胞发生

由内质网应激（ＰＥＫＲ信号通路）介导的细胞凋亡，其作用效果与药物剂量无明显关系。
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０．１３８）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴＧＸＴＪＮｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ（ＰＥＫＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ）ａｎｄｉｎｄｕｃｅｄ
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ；ＴｏｕｇｕＸｉａｏｔｏｎｇＪｉａｏｎａｎｇ；ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ；ｃａｒｔｉｌａｇｅ，ａｒｔｉｃｕｌａｒ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ；ｔｈａｐｓｉｇａｒ

ｇｉｎ；ｒａｔｓ；ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　骨关节炎是一种常见的慢性、进展性骨关节疾
病。关节软骨退变是该病发病的中心环节，软骨细胞

的凋亡程度与病变程度明显相关。因此，如何有效抑

制软骨细胞凋亡可能是防治骨关节炎的途径之一。

前期动物实验和临床试验发现，透骨消痛胶囊可延缓

膝骨关节炎关节软骨退变，对关节软骨具有很好的保

护作用［１－６］。本研究拟通过观察透骨消痛胶囊对毒

胡萝卜素（ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎ，ＴＧ）诱导的体外培养大鼠关节
软骨细胞内质网应激（ＰＥＫＲ信号通路）介导的细胞
凋亡的影响，初步探讨其防治骨关节炎的作用机制。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　清洁级雄性４周龄 ＳＤ大鼠２０只，
体质量９０～１００ｇ，由上海斯莱克实验动物有限责任
公司提供，动物合格证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７－０００５。
１．２　药物与试剂　透骨消痛胶囊（福建中医药大学附
属第二人民医院院内制剂，批准文号：闽制字

Ｚ２０１００００６），药物组成包括巴戟天１２ｇ、杭白芍１２ｇ、川
芎６ｇ、肿节风６ｇ。ＤＭＥＭ培养基、双抗、０．２５％胰蛋白
酶（Ｈｙｃｌｏｎｅ），胎牛血清、Ⅱ型胶原酶（Ｇｉｂｃｏ），ＴＧ（Ｓｉｇ
ｍａ），二甲基亚砜（国药集团），Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ），ＭＴＴ（Ｓｏｌａｒｂｉｏ），Ａｎｎｅｘｉｎ－Ⅴ－ＦＩＴＣ／ＰＩ试剂盒
（ＢＤ），兔抗大鼠激活转录因子４（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ４，ＡＴＦ４）、结合免疫球蛋白（ｂｉｎｄｉｎｇｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕ
ｌｉｎｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＩＰ）、天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶１２
（ｃｙｓｔｅｉｎｅａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ１２，Ｃａｓｐａｓｅ１２）和
Ｃａｓｐａｓｅ３抗体（北京博奥森公司），山羊抗兔抗体（北京
中杉公司），ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ相关试剂（碧云天公司）。
１．３　实验仪器　ＥＬＸ８００酶联免疫检测仪（ＢｉｏＴｅｋ），
流式细胞仪（ＢＤ），荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ），ＧｅｌＤｏｃ
ＸＲ＋全自动凝胶成像系统、垂直电泳槽、转移电泳槽
（Ｂｉｏ－ｒａｄ），ＲＩＥＡ５３５４８微孔滤器（ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ公司）。

２　方　法
２．１　软骨细胞培养及鉴定　取２只大鼠脱颈处死，
用７５％酒精浸泡５ｍｉｎ，无菌条件下游离并截取膝关

节，置入无菌培养皿，带入超净工作台操作。先用

ＰＢＳ充分漂洗，刮除关节周围附着的肌肉、脂肪、骨
膜、滑膜等组织后以ＰＢＳ充分漂洗。用刀片削取每个
关节表面的软骨，以ＰＢＳ充分漂洗软骨小块３次。用
手术刀片将切取的关节软骨切成 １ｍｍ×１ｍｍ×
１ｍｍ大小，置入含５ｍＬ０．２％Ⅱ型胶原酶的玻璃瓶
中，在３７℃水浴摇床消化，每２ｈ吸取１次上清液，
１２０目尼龙网筛过滤，所得滤液以１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
５ｍｉｎ（离心半径７ｃｍ），弃上清，收集细胞沉淀，重复
３次。以ＤＭＥＭ完全培养基重悬细胞，吹打混匀后接
种至培养瓶中，在３７℃ ５％ＣＯ２培养箱中原代培养，
４８ｈ后倒置显微镜下观察细胞贴壁情况，２ｄ更换１
次培养液，直至长成细胞单层，选第３代软骨细胞，以
０．２５％胰蛋白酶消化备用。采用甲苯胺蓝染色法对
第３代软骨细胞进行鉴定。
２．２　软骨细胞分组　将第３代软骨细胞以１×１０５

个ｍＬ－１的密度接种于９６孔培养板中，每孔０．１ｍＬ。
７２ｈ后将细胞分为５组：空白组每孔加入正常培养基
１００μＬ（以胎牛血清、１０５单位 · Ｌ－１青霉素、
１００ｍｇ·Ｌ－１链霉素、ＤＭＥＭ低糖培养基配制），４ｈ后
再换新的正常培养基继续作用２４ｈ；模型组每孔加入
２μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＧ的正常培养基１００μＬ，４ｈ后再换为
正常培养基继续作用２４ｈ；透骨消痛胶囊高、中、低剂
量组均加入２μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＧ的正常培养基１００μＬ，
４ｈ后分别更换为浓度为１００μｇ·ｍＬ－１、５０μｇ·ｍＬ－１、
２５μｇ·ｍＬ－１的含透骨消痛胶囊培养基（以正常培养
基配制）作用２４ｈ。
２．３　软骨细胞活性检测　干预后每组选５孔，每孔
加入 １００μＬＭＴＴ溶液（０．５ｍｇ·ｍＬ－１，无血清
ＤＭＥＭ培养基配制，过滤），在３７℃孵育４ｈ，终止培
养，吸弃孔内培养上清液。每孔加入１００μＬ二甲基
亚砜，振荡１０ｍｉｎ，用酶联免疫检测仪在５７０ｎｍ波长
测定各孔的吸光度［７］观察细胞活性。

２．４　软骨细胞凋亡情况检测　干预后每组选３孔，
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弃除培养基，用ＰＢＳ洗１次，加入４％多聚甲醛，固定
５ｍｉｎ。弃除固定液，用ＰＢＳ洗３遍，每次摇晃２ｍｉｎ，
加入Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色液，１５ｍｉｎ后去除染色液，用
ＰＢＳ洗３遍，每次摇晃２ｍｉｎ，最后加入少许ＰＢＳ，在荧
光显微镜下观察软骨细胞形态。

干预后每组选１孔，用不含ＥＤＴＡ的胰酶消化收
集细胞，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ（离心半径７ｃｍ）。
根据Ａｎｎｅｘｉｎ－Ⅴ－ＦＩＴＣ／ＰＩ试剂盒说明书操作，先加
Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（１×）１００μＬ，重悬至流式管中，再分别
加入５μＬＦＩＴＣ和 ＰＩ，混匀后室温避光１５ｍｉｎ，然后
加入４００μＬＢｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（１×）混匀。用流式细胞
仪检测软骨细胞凋亡率，实验重复３次。
２．５　软骨细胞内质网应激（ＰＥＫＲ信号通路）关键蛋
白含量测定　干预后每组选３孔，用细胞裂解液抽
提。将含有等量蛋白的细胞裂解液用样品缓冲液溶

解后，将细胞的蛋白样品定量，变性，进行聚丙烯酰胺

凝胶电泳，转膜，脱脂牛奶封闭２ｈ后洗膜，加入Ｂｃｌ－２
和Ｂａｘ（稀释倍数１∶１０００）的一抗以及β－ａｃｔｉｎ（稀释
倍数１∶１０００）作为阳性对照，在４℃震荡过夜，加入

辣根过氧化物酶标记的二抗后（稀释倍数１∶２５０００）
室温孵育１ｈ，然后用含０．２５％ ｔｗｅｅｎ－２０的 ＴＢＳ洗
膜，加入１∶１的ＥＣＬ发光液，在２５℃温育５ｍｉｎ，立即
曝光，用凝胶成像系统扫描并进行数据分析测定

ＡＴＦ４、ＢＩＰ、Ｃａｓｐａｓｅ１２及Ｃａｓｐａｓｅ３含量。
２．６　数据统计学分析　采用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行数
据统计学分析，５组软骨细胞活性、吸光度、ＡＴＦ４含
量、ＢＩＰ含量、Ｃａｓｐａｓｅ１２含量及 Ｃａｓｐａｓｅ３含量的组间
整体比较均采用单因素方差分析，组间两两比较均采

用ＬＳＤ－ｔ检验，检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　软骨细胞形态
３．１．１　接种后软骨细胞形态　接种后细胞呈圆形，
漂浮于培养液中，２４ｈ后大多数软骨细胞开始贴壁，
伸展并形成伪足样突起；第８天左右，软骨细胞增殖
逐渐融合成单层，呈不规则“铺路石”样；第２代、第３
代软骨细胞形态规则、大小一致，边界清晰；第３代软
骨细胞进行甲苯胺蓝染色后，可见细胞内蓝紫色异染

颗粒，细胞周围可见异染颗粒（图１）。

图１　软骨细胞形态及鉴定结果（×１００）

３．１．２　干预后软骨细胞形态　干预后透骨消痛胶囊
高、中剂量组细胞形态与空白组相似，呈单层铺路石

状生长，无显著性变化；模型组和透骨消痛胶囊低剂

量组细胞形态发生明显变化，呈多角形，伪足变长，部
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分细胞呈皱缩状态，细胞间隙变大、数量减少（图２）。
３．２　软骨细胞活性　５组软骨细胞吸光度比较，差
异有统计学意义。模型组吸光度低于空白组（Ｐ＝
０．０００）；透骨消痛胶囊高、中、低剂量组吸光度均高于
模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０２２）；透骨消痛
胶囊中、低剂量组的吸光度均低于高剂量组（Ｐ＝
０．０１９，Ｐ＝０．０００）；透骨消痛胶囊低剂量组与中剂量

组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．０８５）。见表１。
３．３　软骨细胞凋亡情况　荧光显微镜下观察，空白
组大部分细胞核均为弥散均匀的低密度亮蓝色荧光；

模型组凋亡细胞数量明显增多，且固缩程度比较明

显；透骨消痛胶囊各剂量组的凋亡细胞数比模型组

明显减少，只有少量凋亡细胞呈高密度的亮蓝色

（图３）。

图２　干预后各组软骨细胞形态（×２００）

图３　各组软骨细胞凋亡情况（Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色　×４００）
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　　５组软骨细胞凋亡率比较，差异有统计学意义。
模型组软骨细胞凋亡率高于空白组（Ｐ＝０．０００）；透
骨消痛胶囊高、中、低剂量组软骨细胞凋亡率均低于

模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１）；透骨消痛
胶囊低剂量组软骨细胞凋亡率低于高剂量组（Ｐ＝
０．００７），透骨消痛胶囊高、低剂量组与中剂量组比较，
差异均无统计学意义（Ｐ＝０．２１６，Ｐ＝０．０６３）。见表１。
３．４　软骨细胞内质网应激（ＰＥＫＲ信号通路）关键蛋
白含量　５组软骨细胞中 ＡＴＦ４含量比较，差异有统
计学意义。空白组及透骨消痛胶囊高、中、低剂量组

的ＡＴＦ４含量均低于模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１，
Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０１２）；透骨消痛胶囊低剂量组的
ＡＴＦ４含量高于中剂量组（Ｐ＝０．０２２）；透骨消痛胶囊
高剂量组的ＡＴＦ４含量与透骨消痛胶囊中、低剂量组
比较，差异均无统计学意义（Ｐ＝０．１８８，Ｐ＝０．２２９）。
见表１。
５组软骨细胞中ＢＩＰ含量比较，差异有统计学意

义。空白组及透骨消痛胶囊高、中、低剂量组的 ＢＩＰ
含量均低于模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，
Ｐ＝０．００２）；透骨消痛胶囊低剂量组的 ＢＩＰ含量高于
中剂量组（Ｐ＝０．００６）；透骨消痛胶囊高剂量组的ＢＩＰ

含量与透骨消痛胶囊中、低剂量组比较，差异均无统

计学意义（Ｐ＝０．１８５，Ｐ＝０．０７２）。见表１。
５组软骨细胞中Ｃａｓｐａｓｅ１２含量比较，差异有统计

学意义。模型组的 Ｃａｓｐａｓｅ１２含量高于空白组（Ｐ＝
０．００１）；透骨消痛胶囊高剂量组的 Ｃａｓｐａｓｅ１２含量低
于模型组（Ｐ＝０．０１８）；透骨消痛胶囊中、低剂量组的
Ｃａｓｐａｓｅ１２含量与模型组比较，差异均无统计学意义
（Ｐ＝０．１２６，Ｐ＝０．２７７）；透骨消痛胶囊中、低剂量组
的Ｃａｓｐａｓｅ１２含量与高剂量组比较，差异均无统计学
意义（Ｐ＝０．２７７，Ｐ＝０．１２６）；透骨消痛胶囊中、低剂
量组的Ｃａｓｐａｓｅ１２含量比较，差异无统计学意义（Ｐ＝
０．６１４）。见表１。

５组软骨细胞中Ｃａｓｐａｓｅ３含量比较，差异有统计
学意义。模型组的 Ｃａｓｐａｓｅ３含量高于空白组（Ｐ＝
０．０００）；透骨消痛胶囊高、中、低剂量组的Ｃａｓｐａｓｅ３含
量均低于模型组（Ｐ＝０．００６，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０２９）；
透骨消痛胶囊中、低剂量组的Ｃａｓｐａｓｅ３含量与高剂量
组比较，差异均无统计学意义（Ｐ＝０．４９６，Ｐ＝
０．３８７），透骨消痛胶囊中、低剂量组的 Ｃａｓｐａｓｅ３含量
比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．１３８）。见表１。

表１　５组软骨细胞活性、凋亡率及内质网应激关键蛋白含量　ｘ±ｓ

组别
样本量

（孔）

软骨细胞活性

（吸光度）

样本量

（孔）
软骨细胞凋亡率

样本量

（孔）
ＡＴＦ４含量 ＢＩＰ含量 Ｃａｓｐａｓｅ１２

含量

Ｃａｓｐａｓｅ３
含量

空白组 ５ ０．４２８±０．００９ ３ （３．２７０±０．２３１）％ ３ ０．２５７±０．０２８０．２２７±０．０２６０．２５２±０．０２７０．２６５±０．０２８
模型组 ５ ０．２２６±０．０２８ ３ （３０．００３±４．１２８）％ ３ ０．４３５±０．０３３０．４３２±０．０２２０．３４６±０．０２８０．３８０±０．０１７

透骨消痛胶囊

高剂量组
５ ０．３４５±０．０２５ ３ （１２．３８３±０．９３３）％ ３ ０．３１５±０．０２３０．２９４±０．０３５０．２９４±０．０１１０．３１７±０．０２６

透骨消痛胶囊

中剂量组
５ ０．３０１±０．０３５ ３ （１５．３８７±２．９６１）％ ３ ０．２７６±０．０３８０．２６３±０．０２００．３１５±０．０２４０．３０４±０．０１９

透骨消痛胶囊

低剂量组
５ ０．２６９±０．０３３ ３ （２０．１４３±３．４７２）％ ３ ０．３５１±０．０４３０．３３９±０．０３２０．３２５±０．０１９０．３３３±０．０２２

Ｆ值 ３９．４６２ ３７．５６０ １３．０５７ ２５．４１６ ７．３４５ １０．５０７
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．００１ ０．０００ ０．００５ ０．００１

４　讨　论
内质网的功能主要是膜蛋白和分泌性蛋白的折

叠、蛋白质糖基化修饰等。各种理化因素，如紫外线、

缺氧、营养物质缺乏、病毒、氧化应激等均可使内质网

发生应激反应。内质网应激有 ３条信号通路，即
ＰＥＲＫ、Ｉｒｅ１和 ＡＴＦ６［８－１０］，其中 ＰＥＲＫ信号分子的激
活可以磷酸化 ｅＩＦ２α，后者可以激活 ＡＴＦ４，上调 ＢＩＰ
表达。

近年对内质网应激的研究发现，在应激条件下，

细胞可以整合应激反应，调动应激反应蛋白，减轻应

激因素对细胞的损伤，使内质网适应新的内环境要

求，同时细胞表达的内质网应激蛋白也可以启动细胞

凋亡来处理不能修复的损伤细胞，但过度的内质网应

激反应可导致细胞凋亡。有研究证实内质网应激能

影响软骨细胞分化，同时也可抑制软骨细胞合成功

能，减少异常蛋白合成，减轻应激对细胞的损

害［１１－１４］。在骨关节炎大鼠的软骨细胞中存在内质网

应激，并且随着病情的发展，内质网过载，会通过
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ＧＡＤＤＡ１５３和 ＣＨＯＰ的高表达诱导软骨细胞凋
亡［１５］。近年来的研究表明，人骨关节炎软骨细胞对

内质网应激敏感［１６］，在病情进展过程中软骨细胞的

内质网应激增加，可能增加软骨细胞凋亡并降低其保

护性反应。

ＴＧ是Ｃａ２＋－ＡＴＰ酶抑制剂，可使未折叠或异常
折叠的蛋白在软骨细胞内蓄积或使内质网内 Ｃａ２＋稳
定失衡，常被用来制作软骨细胞内质网应激模型。用

ＴＧ处理后，细胞内质网 Ｃａｓｐａｓｅ１２活性升高，从内质
网转运至胞浆，在胞浆激活 Ｃａｓｐａｓｅ９和 Ｃａｓｐａｓｅ３等，
最后引发细胞凋亡。

本研究的结果提示，透骨消痛胶囊能抑制 ＴＧ诱
导的大鼠体外培养关节软骨细胞发生由内质网应激

（ＰＥＫＲ信号通路）介导的细胞凋亡，其作用效果与药
物剂量无明显关系。
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·通　知·

关于启用《科技期刊学术不端文献检测系统（ＡＭＬＣ）》的通知

　　为了保证学术论文的真实性和原创性，杜绝学术论文抄袭、剽窃、伪造、篡改、不当署名、一稿多投等现象的发生，本着对本
刊论文作者和读者负责的态度，《中医正骨》编辑部于２０１０年４月开始启用《科技期刊学术不端文献检测系统（ＡＭＬＣ）》。该系
统以《中国学术文献网络出版总库》为全文比对数据库，本刊编辑使用该系统对所有来稿的文字复制情况进行检测，检测结果包

括与已发表论文比对后的文字复制比率，所涉及论文的题目、作者、发表期刊和发表时间。按规定文字复制比超过２０％的来稿
即视为存在学术不端行为的可能，经人工比对后才能进入下一个审稿程序，特此提醒广大作者，注意所投稿件的原创性与真实

性。特此通知。
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