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·基础研究·

膝痹康含药血清对兔软骨细胞中 ＭＭＰ－３的影响

李英周１，惠秖华２

（１．浙江省上虞市中医院，浙江　上虞　３１２３００；２．江苏省苏州市中医院，江苏　苏州　２１５００３）

摘　要　目的：探讨膝痹康对ＩＬ－１诱导的兔软骨细胞中ＭＭＰ－３蛋白含量及ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ表达的影响。方法：把软骨细胞随机

分为空白组（Ａ组）；模型组（Ｂ组）及低、中、高剂量组（Ｃ、Ｄ、Ｅ组）并加以培养、干预。用酶联接免疫吸附剂测定（ＥＬＩＳＡ）法检测

细胞ＭＭＰ－３蛋白含量，再用两步法ＲＴ－ＰＣＲ法检测ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ的表达水平。结果：空白对照组正常关节软骨细胞ＭＭＰ－３蛋

白含量及ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ表达量低于模型对照组，低、中、高剂量组组ＭＭＰ－３蛋白含量及ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ表达量相对于模型组明显

降低 （Ｐ＜０．０１）。其中中剂量组ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ表达量最低 （Ｐ＜０．０１）。结论：膝痹康含药血清可以抑制ＭＭＰ－３的蛋白含量和

ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ的表达水平，这可能是膝痹康中药延缓膝ＯＡ软骨退变，防止骨性关节炎的重要作用机制之一。

关键词　膝痹康　软骨细胞　基因表达　ＭＭＰ－３　兔
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　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是一种常见的危害
老年人健康的慢性进行性疾病，其病理基础是关节软

骨的退变，虽然目前 ＯＡ的发病机制尚不清楚，但近
年研究发现，ＯＡ关节软骨细胞外基质合成与降解失
衡是造成关节软骨变性的重要原因之一。而基质金

属蛋白酶（ＭＭＰｓ）是具有降解几乎所有细胞外基质功
能的一族酶，这些酶底物的不同可分为３组：胶原酶
（ＭＭＰ－１，ＭＭＰ－８和 ＭＭＰ－１３）、明胶酶（ＭＭＰ－２和
ＭＭＰ－９）和基质溶解素（ＭＭＰ－３和 ＭＭＰ－１０）。其中
ＭＭＰ－３是细胞外基质降解的一个非常重要的酶，能
降解包括层粘连蛋白、纤维粘连蛋白、明胶和Ⅲ ～Ｖ
型胶原［１］。除了直接作用外，ＭＭＰ－３还可通过激活
潜在的前胶原间接影响软骨的降解，其在 ＯＡ中的作
用越来越受到重视。膝痹康是目前应用于我院骨伤

科临床中常用的中药，在临床上已取得较好的疗效，

并且在以往实验研究中，我们已从组织学、组织形态

学、分子学等不同角度证实该方能够延缓骨关节炎的

发病进程。本实验主要从细胞分子学和细胞基因学

的方面进一步观察膝痹康对 ＩＬ－１诱导的软骨细胞
中ＭＭＰ－３蛋白含量及 ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ表达影响的研
究，将有助于加深对其作用机制的认识。

１　材料和方法
１．１　实验动物与药物　４周龄新西兰大白兔 ４只
（上海中医药大学实验动物中心提供），用于分离原

代软骨细胞；成年新西兰大白兔４只（由上海中医药
大学实验动物中心提供），体重２．５ｋｇ，用于制备兔
含药血清。膝痹康（由川乌、制南星、地龙、丹参、刺

五加、薏苡仁等药物组成）上述药物由苏州市中医
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医院中药室提供。

１．２　主要试剂及仪器　ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ）新生牛

血清（杭州四季青公司）胰蛋白酶（Ｐｒｏｍｅｇａ）Ⅱ型胶原酶

（Ｇｉｂｃｏ）青霉素（上海先锋药业公司）链霉素（华北制药

股份有限公司）ＰＢＳ平衡液 兔ＭＭＰ－３ＥＬＩＳＡ检测试剂

盒（ＡｍｅｒｉｃａｎＡＤＬ公司）ＲＴ－ＰＣＲ两步法试剂盒。

１．３　含药血清的制备　膝痹康由川乌、地龙、制南

星、丹参、刺五加、薏苡仁等中药组成，水煎浓缩为含

生药１ｇ·ｍＬ－１的药液备用。取４只成年新西兰大白

兔，雌雄各半，分药物组和空白组，按标准体重折算动

物的等效剂量。药物组兔以４ｇ·ｋｇ－１体重灌入上述

中药液。每天早晚灌胃２次，空白组同样条件下，灌

胃等量生理盐水。连续灌胃３ｄ。两组兔分别于末次

灌胃后１ｈ采血：无麻醉状态下，注射器心脏取血，放

置１ｈ左右。３０００ｒ离心３０ｍｉｎ。分离得含药血清和

空白血清，５６℃ ３０ｍｉｎ水浴灭活，在超净工作台用

０．２２μｍ的微孔滤膜器过滤除菌，分装，－２０℃冰箱

内保存备用。

１．４　兔关节软骨细胞分离和培养　参考文献［２－３］获

得传一代软骨细胞，用ＤＭＥＭ培养液（含体积分数为

１０％的血清）稀释成２×１０８Ｌ－１，２４孔培养板中接种

２板，每孔１ｍＬ。置二氧化碳培养箱中培养（体积分

数为０．０５ＣＯ２，３７℃ ，体积分数为０．９５空气，饱和湿

度）。

１．５　实验分组　实验采用２代软骨细胞，用 ＤＭＥＭ

培养液（含体积分数为 １０％的血清）稀释成 ２×

ｌ０８Ｌ－１，在４８孔培养板中接种３０孔，每孔０．２ｍＬ，接

种两板。置 ＣＯ２培养箱中培养（体积分数为 ０．０５

ＣＯ２，３７℃ ，饱和湿度），培养２４ｈ后细胞贴壁，再施

加含药血清干预，培养孔随机分为５组，每组６孔，每

孔加相应的培养液０．２ｍＬ。空白组（Ａ组）加含正常

兔血清２０％ＤＭＥＭ培养液；模型组（Ｂ组）加含正常

兔血清２０％ＤＭＥＭ培养液（含 ＩＬ－１１０ｎｇ·ｍＬ－１）；

低剂量组（Ｃ组）加含有５％药物的血清及１５％正常

兔血清的ＤＭＥＭ培养液（含ＩＬ－１１０ｎｇ·ｍＬ－１）；中剂

量组（Ｄ组）加含有１０％药物的血清及１０％正常兔血

清的ＤＭＥＭ培养液（含ＩＬ－１１０ｎｇ·ｍＬ－１）；高剂量组

（Ｅ组）加含有２０％药物的血清的 ＤＭＥＭ培养液（含

ＩＬ－１１０ｎｇ·ｍＬ－１）。

１．６　ＭＭＰ－３蛋白含量的检测　培养７２ｈ后收集各

空上清液，根据ＭＭＰ－３检测试剂盒上说明书方法通

过多动能酶标仪检测各孔 ＯＤ值，再根据制备的标准

曲线计算样本中ＭＭＰ－３的含量。

１．７　ＲＴ－ＰＣＲ测定 ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ表达　采用 ＴＲ

ＩＺＯＬ（Ｇｉｂｃｏ公司）法提取细胞总ＲＮＡ，紫外分光光度

计测定总ＲＮＡ的浓度和纯度，－８０℃冻存备用。ＰＣＲ

引物由上海生物工程有限公司合成。引物序列如下：

ＭＭＰ－３为 ５’－ＧＣＣＡＡＧＡＧＡＴＧＣＴＧＴＴＧＡＴＧ－３’

和５’－ＡＧＧＴＣＴＧＴＣＡＡＧＧＣＧＴＴＧＴＡ－３’（３６３ｂｐ），内参

照Ｇａｐｄｈ：５’－ＡＴＣＡＣＴＧＣＣＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＣ－３’和５’－

ＡＴＧＡＧＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴ－３’（４４４ｂｐ）。取１００ｎｇ

总ＲＮＡ，按两步法 ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒说明进行操作，反

应条件如下：９４℃ １ｍｉｎ，９３℃变性 ３０ｓ，５８℃退火

３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，进行３５个循环，最后７２℃延

伸２ｍｉｎ。扩增产物各取８μＬ，经１．２％琼脂糖凝胶

电泳后，天能ＧＩＳ凝胶图像处理系统摄影（上海天能

科技有限公司），相应ＰＣＲ分析软件对 ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ

含量进行半定量分析。

１．８　统计学分析　应用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分

析，实验结果以均数±标准差表示，均数间差异采用

方差分析，Ｐ＜０．０５为有统计学意义。

２　结　果
２．１　软骨细胞中ＭＭＰ－３蛋白含量比较　如表１所

示，空白对照组正常关节软骨细胞 ＭＭＰ－３蛋白含量

低于模型对照组，低、中、高剂量含药血清组可降低

ＭＭＰ－３蛋白含量（Ｐ＜０．０１）。其中中剂量含药血清

组可明显降低ＭＭＰ－３蛋白含量（Ｐ＜０．０１）。
表１　对软骨细胞中ＭＭＰ－３蛋白含量影响的结果　ｘ±ｓ

组别 ｎ ＭＭＰ－３含量（ｎｇ·ｍＬ－１）
Ａ组 ６ １４．４±１．９
Ｂ组 ６ ２５．７±２．４１）

Ｃ组 ６ １７．１±１．２３）

Ｄ组 ６ １７．２±１．１３）

Ｅ组 ６ ２０．４±１．４２）

　　注　１）Ｂ组与Ａ组比较，Ｐ＜０．０１；２）Ｅ组与 Ｂ组比较，Ｐ

＜０．０５；３）Ｃ、Ｄ组与Ｂ组比较，Ｐ＜０．０１

２．２　软骨细胞ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ表达水平相对值的比较

　如表２所示，空白对照组正常关节软骨细胞ＭＭＰ－

３ｍＲＮＡ表达量低于模型对照组，低、中、高组含药血

清组ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ表达量明显降低（Ｐ＜０．０１）。其中

中剂量组ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ表达量最低（Ｐ＜０．０１）。
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表２　对软骨细胞ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ表达影响的结果　ｘ±ｓ

组别 ｎ 相对强度

Ａ组 ４ １．３７±０．０４
Ｂ组 ４ １．５４±０．０７１）

Ｃ组 ４ １．４０±０．０３２）

Ｄ组 ４ １．３９±０．０４３）

Ｅ组 ４ １．４３±０．０４２）

　　注　１）Ｂ组与Ａ组比较，Ｐ＜０．０１；２）Ｃ、Ｅ组与Ｂ组比较，
Ｐ＜０．０５；３）Ｄ组与Ｂ组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨　论
骨性关节炎是骨科临床上的多发病和常见病，严

重地影响人们的社会生活和工作，由于其发病机制尚

未明确，故在治疗上还存在诸多需要解决的问题。在

研究中发现软骨细胞在骨性关节炎的发病中有很重

要的作用，而软骨细胞体外培养的方法是从细胞水平

来探索关节软骨生物学特性，为研究关节软骨疾病的

发病原理及其治疗方法（包括药物治疗）提供了有效

而简便的方法。

早期人们认为骨关节炎是一种非炎症性的关节

病变，但是由直接的机械刺激或软骨基质降解产物引

起的滑膜炎症对疾病的发展还是起到很重要的作用

的，这种炎症状态可以由前炎症细胞因子介导出现的

一系列反应而引发。ＩＬ－１是其中最重要的一种，与骨
关节炎软骨基质降解的病理过程密切相关。Ｆｅｌｌ
等［４］在１９７７年首次报道关于 ＩＬ－１的生物效应时就
是关于ＩＬ－１调控软骨细胞生物功能的作用。他们发
现，ＩＬ－１会刺激软骨细胞产生蛋白水解酶，确认其具
有介导软骨细胞参与软骨变性的作用。现在有很多

证据［５，６］表明前炎症细胞因子中 ＩＬ－１在骨关节炎的
病理过程中起到核心作用，可介导基质金属蛋白酶、

蛋白聚糖酶和其他分解基因的表达。由此可见，ＩＬ－１
在骨关节炎的发生发展过程中起到重要的作用：ＩＬ－１
作为前炎症细胞因子，能刺激离体培育的软骨细胞产

生ＭＭＰｓ等，使其参与到骨关节炎发病的各个环节中
去，同时减少ＩＬ－１受体拮抗物ＩＬ－１ＲＡ的合成，使ＩＬ－
１能持续刺激软骨细胞产生 ＭＭＰｓ等，形成一个相对
封闭的环路，持续反复的作用下导致骨关节炎的发

生。虽然不能认为这就是骨关节炎的唯一发病机制，

但是ＩＬ－１和ＭＭＰｓ两者对关节软骨两大成分一软骨
细胞和基质的影响之大是不能否认和抹杀的，因此任

何能在这一环路中的某一个环节造成中断影响的因

素相信都能对骨关节炎的病理进展过程带来有治疗

价值的影响。

ＫｅｙｓｚｅｒＧ［７］发现在实验性骨关节炎的早期，ＭＭＰ

－３可降解ＩＸ型胶原，这可能与骨关节炎早期胶原网
络水肿有关，ＭＭＰ－３除了自身的作用直接降解蛋白
多糖的核心外，另一更重要的作用途径是激活ＭＭＰ－
１，加速胶原的病理性降解，也使与透明质酸相连的可
聚蛋白多糖由于网络的松解而丢失。ＯＡ和老年性关
节软骨的降解始于软骨表层的非自身免疫性降解，表

现为胶原总量减少，进而导致张力降低，并易于被金

属蛋白酶降解，这种变化除了发生在软骨表层、中层

外，随着病变进展，深层亦呈现相似的变化。进一步

导致软骨基质的损害及表面结构的不完整性，形成骨

关节病变。

在本实验中，通过观察空白组、模型组以及含药

血清组的相比较，发现 ＩＬ－１可刺激体外培养的软骨
细胞产生过多的ＭＭＰ－３；模型组中ＭＭＰ－３的蛋白含
量及ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ的表达水平明显高于空白组。而
５％、１０％ 、２０％含药血清可显著降低ＭＭＰ－３的蛋白含
量及ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ的表达水平。综上所述，膝痹康含
药血清可以抑制ＭＭＰ－３的蛋白含量和ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ
的表达水平，这可能是膝痹康中药延缓膝 ＯＡ软骨退
变，防止骨性关节炎的重要作用机制之一。
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