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·基础研究·

透骨消痛胶囊含药血清

对软骨细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达的影响
叶蕻芝１，李西海１，陈加守２，郑春松３，杨建萍２，翁霞萍２，曾宗鹏２，郑志２，刘献祥１

（１．福建中医药大学中西医结合研究院，福建　福州　３５０１０８；２．福建中医药大学
药学院，福建　福州　３５０１０８；３．福建省中西医结合老年性疾病重点实验室，

福建　福州　３５０１０８）

摘　要　目的：观察透骨消痛胶囊含药血清对软骨细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达的影响，探讨透骨消痛胶囊治疗骨性关节炎的可能

作用机制。方法：采用抽签法将１６只１２周龄雄性新西兰大白兔随机分为空白组、低剂量组、中剂量组、高剂量组，每组４只。低

剂量组按５ｍＬ·ｋｇ－１体质量以５ｍｇ·ｍＬ－１透骨消痛胶囊溶液灌胃，中剂量组按５ｍＬ·ｋｇ－１体质量以１０ｍｇ·ｍＬ－１透骨消痛胶囊

溶液灌胃，高剂量组按５ｍＬ·ｋｇ－１体质量以２０ｍｇ·ｍＬ－１透骨消痛胶囊溶液灌胃，空白组按５ｍＬ·ｋｇ－１体质量以生理盐水灌胃。

每天灌胃２次，连续７ｄ，最后１ｄ连续２次灌胃，中间间隔２ｈ。末次灌胃后３ｈ提取各组实验兔含药血清低温保存备用。将６只

４周龄雄性新西兰兔处死，取其膝关节软骨，置入盛有Ⅱ型胶原酶的培养皿中进行消化，建立软骨细胞体外培养体系，并采用甲苯

胺蓝染色法鉴定细胞功能。将体外培养的第３代软骨细胞随机分为空白组、低剂量组、中剂量组、高剂量组，并分别加入含空白血

清、低剂量中药血清、中剂量中药血清、高剂量中药血清的ＤＭＥＭ培养液中继续培养７２ｈ后，采用ＭＴＴ法检测软骨细胞的增殖情

况，采用ＲＴ－ＰＣＲ法检测ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ的表达，并在透射电子显微镜下观察细胞形态。结果：Ⅱ型胶原酶消化法成功建立了软

骨细胞的体外培养体系，甲苯胺蓝染色可见软骨细胞内呈紫红色异染颗粒。干预７２ｈ后，各组软骨细胞光密度值比较，差异有统

计学意义（Ｆ＝６．２０９，Ｐ＝０．００４）；中剂量组、高剂量组软骨细胞光密度值高于空白组（Ｐ＝０．００５，Ｐ＝０．００２）；中剂量组、高剂量组

软骨细胞光密度值高于低剂量组（Ｐ＝０．０３４，Ｐ＝０．０１１）。各组软骨细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达量比较，差异有统计学意义（Ｆ＝

８．２６２，Ｐ＝０．００１）；中剂量组、高剂量组软骨细胞ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达量高于空白组（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００１）；中剂量组、高剂量组

软骨细胞ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达量高于低剂量组（Ｐ＝０．０１２，Ｐ＝０．００４）；中剂量组、高剂量组可见较多处于分裂期的细胞。结论：

透骨消痛胶囊的含药血清能促进软骨细胞Ｇ１期正性调节因子ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ的表达，从而促进软骨细胞增殖，这可能是透骨消

痛胶囊在临床上治疗骨性关节炎具有较好疗效的部分机理，而有关透骨消痛胶囊治疗骨性关节炎的具体作用机制还需作更进一

步的深入研究，以便为临床应用提供理论依据。
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Ｐ＝０．００１）；ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡｉｎｃａｒｔｉｌａｇｅｃｅｌｌｏｆｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．００２，

Ｐ＝０．００１）ａｎｄｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０１２，Ｐ＝０．００４）；ｍｏｒｅｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｉｎｄｉｖｉｄｉｎｇｐｈａｓｅｗｅｒｅｆｏｕｎｄｉｎｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈ

ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴＯＵＧＵＸＩＡＯＴＯＮＧｃａｐｓｕｌｅｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｔｈｒｏｕｇｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｏｒＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡｉｎＧ１ｐｅｒｉｏｄ，ａｎｄｉｔｍａｙｂｅｐａｒｔｉａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｔｈｅｂｅｔｔｅｒｃｕｒａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴＯＵＧＵ

ＸＩＡＯＴＯＮＧｃａｐｓｕｌｅｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＯＡ．Ｈｏｗｅｒｅｒ，ｆｕｒｔｈｅｒｒｅｓｅａｒｃｈｉｓｎｅｅｄｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｔｈｅｃｏｎｃｒｅｔｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆａｃｔｉｏｎｏｆＴＯＵＧＵ

ＸＩＡＯＴＯＮＧｃａｐｓｕｌｅｏｎｐｕｒｐｏｓｅｏｆｐｒｏｖｉｄｉｎｇｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｃｌｉｎｉｃ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ；ＴＯＵＧＵＸＩＡＯＴＯＮＧｃａｐｓｕｌｅ；ＣｙｃｌｉｎＤ１；Ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ；Ｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍ

　　透骨消痛胶囊是福建中医药大学附属第二人民

医院的院内制剂，长期用于临床治疗骨性关节炎

（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）有较好的疗效［１］。研究表明透骨

消痛胶囊通过调节线粒体信号通路相关蛋白的表达、

抑制环氧化酶 －２及改变软骨下骨重塑的速率和模

式等生物效应来抑制软骨细胞的凋亡，从而可以有效

延缓关节宏观形态、软骨基质及软骨细胞退变［２－４］。

本研究是在中医理论的指导下，运用细胞生物学的研

究方法，在前期实验、临床研究的基础上，观察不同剂

量透骨消痛胶囊含药血清对软骨细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１

ｍＲＮＡ表达的影响，旨在从细胞分子水平探讨透骨消

痛胶囊调控软骨细胞增殖的作用机制。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　１２周龄雄性新西兰大白兔１６只，体

质量２．０～２．５ｋｇ；４周龄雄性新西兰大白兔６只，体

质量０．４～０．６ｋｇ。均由上海斯莱克实验动物有限责

任公司提供，实验动物合格证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７－

００１１。

１．２　实验药物　透骨消痛胶囊由福建中医药大学附

属第二人民医院制剂中心提供（批号：闽制字

Ｚ２０１００００６）。药物组成：巴戟天１２ｇ、白芍１２ｇ、川芎

６ｇ、肿节风６ｇ。将胶囊内药粉取出，加入蒸馏水分别

配成５ｍｇ·ｍＬ－１、１０ｍｇ·ｍＬ－１、２０ｍｇ·ｍＬ－１的溶液

在４℃的环境下保存备用。

１．３　实验试剂及仪器　ＤＭＥＭ培养液（Ｈｙｃｌｏｎｅ公

司），胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），胰蛋白酶（Ｈｙｃｌｏｎｅ

公司），３－（４，５－二甲基噻唑 －２）－２，５－二苯基四

氮唑［３－（４，５）－ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ－２ｙｌ）－２，５－ｄｉｐｈｅ

ｎｙｉｔｅｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ］（Ｓｉｇｍａ公司），Ⅱ型胶原

酶（Ｓｉｇｍａ公司），甲苯胺蓝染液（北京华美生物公

司），细胞周期测定试剂盒（美国ＢＤ公司），荧光倒置

显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ），透射电子显微镜（日立ＨＵ－

１２Ａ型），ＣＯ２培养箱（德国 Ｈｅｒａｅｕｓ公司），流式细胞

分析仪器及软件（美国ＢＤ公司），ＥＬＸ８００酶标仪（美

国ＢＩＯ－Ｔｅｋ公司），９６００ＤＮＡ扩增仪（美国 ＰＥ生物

系统公司），ＧＥＬＤＯＣ２０００凝胶成像系统（美国伯乐

公司）。

２　方　法
２．１　含药血清的制备　采用抽签法将１６只１２周龄

雄性新西兰大白兔随机分为空白组、低剂量组、中剂

量组、高剂量组，每组４只。低剂量组按５ｍＬ·ｋｇ－１

体质量［５］以５ｍｇ·ｍＬ－１透骨消痛胶囊溶液灌胃，中
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剂量组按５ｍＬ·ｋｇ－１体质量以１０ｍｇ·ｍＬ－１透骨消
痛胶囊溶液灌胃，高剂量组按５ｍＬ·ｋｇ－１体质量以
２０ｍｇ·ｍＬ－１透骨消痛胶囊溶液灌胃，空白组按
５ｍＬ·ｋｇ－１体质量以生理盐水灌胃，每天２次，连续
７ｄ，最后１ｄ连续２次灌胃，中间间隔２ｈ。末次灌胃
后３ｈ在盐酸氯胺酮麻醉下从实验兔的腹主动脉取
血，经离心灭活后于－２０℃的环境下保存备用。
２．２　软骨细胞培养体系的建立　采用耳缘静脉空气
栓塞法将６只４周龄新西兰兔处死，消毒其双膝并离
断，用７５％酒精将其浸泡５ｍｉｎ后，放入含青霉素１００
单位·ｍＬ－１和链霉素１００μｇ·ｍＬ－１的磷酸盐缓冲溶
液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）中。在超净台内剥
离关节周围肌肉韧带，打开关节腔，清除软骨表面的

滑膜，用刀片取下软骨，剪成１ｍｍ３大小的碎块，经
ＰＢＳ冲洗３次后，置入盛有５ｍＬ０．２％Ⅱ型胶原酶的
培养皿中进行消化，将其放于３７℃培养箱中，每４５
ｍｉｎ取上清液，离心收集细胞沉淀，并更换消化液继续
消化，重复４次。用ＤＭＥＭ完全培养液（含１０％胎牛
血清、维生素 Ｃ５０ｍｇ·Ｌ－１、青霉素１００单位·ｍＬ－１、
链霉素１００μｇ·ｍＬ－１）重悬细胞，血球计数板细胞计
数法调整细胞悬液浓度为（２～３）×１０５·ｍＬ－１，接种
培养，４８ｈ后首次更换细胞培养液，以后每 ２ｄ换
１次。
２．３　软骨细胞的鉴定　甲苯胺蓝染色检测硫酸化糖
胺多糖分泌情况。

２．４　ＭＴＴ法检测软骨细胞的增殖　取生长良好的第
３代软骨细胞以１×１０４·ｍＬ－１接种于９６孔板，细胞
培养２４ｈ，按分组不同分别加入含空白组、低剂量组、
中剂量组、高剂量组血清的ＤＭＥＭ培养液中７２ｈ（含
药血清与ＤＭＥＭ培养液的体积之比为１∶４），使各孔
的终体积均为２００μＬ。干预７２ｈ后，在每孔中加入
０．５％ＭＴＴ溶液２０μＬ，３７℃细胞培养箱中孵育４ｈ，
弃除ＭＴＴ，加入１５０μＬ二甲基亚砜，振荡１０ｍｉｎ，用
ＥＬＸ８００酶标仪读取每孔光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）
值，测量波长５７０ｎｍ。
２．５　透骨消痛胶囊含药血清的干预方法　取生长良
好的第３代软骨细胞以 １×１０５·ｍＬ－１传代接种于
２５ｍＬ培养瓶中，细胞培养６ｈ贴壁后，随机分为空白
组、低剂量组、中剂量组、高剂量组，分别加入含空白

组、低剂量组、中剂量组、高剂量组血清的 ＤＭＥＭ培
养液中７２ｈ（含药血清与 ＤＭＥＭ培养液的体积之比

为１∶４）。干预７２ｈ后，采用荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ法检
测软骨细胞ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ的表达，在透射电子显微
镜下观察软骨细胞超微结构。

２．６　ＲＴ－ＰＣＲ法检测软骨细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ的
表达　收集第 ３代细胞，按 Ｔｒｉｚｏｌ操作说明提取总
ＲＮＡ，取１μｇＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ，以此 ｃＤＮＡ为模
板行 ＰＣＲ扩增。扩增 ＣｙｃｌｉｎＤ１基因的引物序列 Ａ
（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）为５′－ＧＣＣＡＡＣＣＴＧＣＴＣＡＡＣＧ－３′，Ｓ
（ｓｅｎｓｅ）为５′－ＡＧＧＣＧＧＣＴＣＴＴＣＴＴＣＡ－３′，扩增
片段的长度为２３９ｂｐ，退火温度为５６℃；扩增磷酸甘
油醛脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）基因的引物序列 Ａ为 ５′－ＡＴＧＡＧＧＴＣＣ
ＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴ－３′，Ｓ为５′－ＡＴＣＡＣＴＧＣＣＡＣＣ
ＣＡＧＡＡＧＡＣ－３′，扩增片段的长度为４４４ｂｐ，退火温
度为５７℃。ＰＣＲ扩增反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，
９４℃变性３０ｓ、５６℃退火３０ｓ、７２℃延伸３０ｓ，３５个
循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃终止保存。扩增产
物经１．５％琼脂糖电泳后，用凝胶成像系统分析电泳
结果。

２．７　透射电子显微镜观察软骨细胞的超微结构　消
化收集各组干预 ７２ｈ后的细胞，经 ３％戊二醛
－１．５％多聚甲醛前固定 ２４ｈ（４℃）、１％锇酸 －
１．５％亚铁氰化钾后固定１．５ｈ，用 ＰＢＳ漂洗；７０％酒
精饱和醋酸铀染液块染，酒精－丙酮梯度脱水，环氧树
脂６１８包埋剂包埋。超薄切片８０ｎｍ，醋酸铀、柠檬酸
铅各染色５ｍｉｎ；在日立ＨＵ－１２Ａ型透射电镜下观察。
２．８　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件对所得
数据进行统计学处理，各组软骨细胞 ＯＤ值及软骨
细胞ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达量的比较采用单因素方差
分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ检验，检验水准

α＝０．０５。
３　结　果
３．１　软骨细胞形态及鉴定　接种细胞为小圆形，悬浮
于培养液中。静置２４ｈ后，大多数细胞开始贴壁，圆形
增大，细胞伸长，形成突起。早期细胞一般呈多角形，

胞核为圆形或椭圆形，位于胞体中心［图１（１）］，核仁
为１～３个，致密程度和大小不等。胞体越大，核和核
仁越清晰，胞核较稳定。培养４ｄ，可见细胞成簇现
象，保持圆形或椭圆形生长状态，且出现重叠生长现

象［图１（２）］；８ｄ左右，细胞增殖，逐渐融合形成单
层，呈不规则立体“铺路石”样［图１（３）］。原代、第２
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代、第３代细胞生长良好，增殖、分化及分泌基质的能
力强，细胞增殖速度快。第 ４、５代细胞体积开始变
大，边缘出现一些指状突起，核也变大，胞膜和胞浆不

清晰，增殖速度减慢，细胞呈纤维细胞样［图１（４）］。
甲苯胺蓝染色可见软骨细胞内呈紫红色异染颗粒，细

胞周围有少量异染颗粒出现［图１（５）］。

图１　荧光倒置显微镜下观察软骨细胞形态　×２００

（１）原代细胞第２天　（２）原代细胞第４天　（３）原代细胞第８天　（４）第５代细胞第２天　（５）软骨细胞甲苯胺蓝染色

３．２　软骨细胞ＯＤ值　干预７２ｈ后，各组软骨细胞
ＯＤ值比较，差异有统计学意义。组间两两比较：中

剂量组、高剂量组软骨细胞 ＯＤ值高于空白组（Ｐ＝

０．００５，Ｐ＝０．００２）；中剂量组、高剂量组软骨细胞 ＯＤ

值高于低剂量组（Ｐ＝０．０３４，Ｐ＝０．０１１）。（表１）
３．３　软骨细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达量　干预７２ｈ

后，各组软骨细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达量比较，差异

有统计学意义。组间两两比较：中剂量组、高剂量组

ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达量高于空白组（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝

０．００１）；中剂量组、高剂量组 ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达量
高于低剂量组（Ｐ＝０．０１２，Ｐ＝０．００４）。（表１、图２）
表１　各组软骨细胞ＯＤ值与ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达量的比较

组别 ＯＤ值 ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达量

空白组 ０．５２±０．０７ ０．７０±０．０７

低剂量组 ０．５５±０．０４ ０．７４±０．０７

中剂量组 ０．６３±０．０７ ０．８７±０．０９

高剂量组 ０．６５±０．０６ ０．８９±０．０８
Ｆ值
Ｐ值

６．２０９ ８．２６２
０．００４ ０．００１

图２　ＲＴ－ＰＣＲ法检测干预软骨细胞Ｇ１期

ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ电泳图

（１）空白组　（２）低剂量组　（３）中剂量组　（４）高剂量组

３．４　软骨细胞形态结构　第３代软骨细胞干预７２ｈ
后，各组细胞呈圆形、椭圆形、多角形，细胞核以圆形

为主，呈分叶状，形态不规则，染色质均匀，核仁清晰，

中剂量组、高剂量组的胞质中粗面内质网丰富，可见

细胞核的分裂（图３）。

４　讨　论
血清药理学方法是指采用动物的含药血清进行
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图３　各组干预后软骨细胞形态结构　×１００００

（１）细胞呈圆形，核不规则、染色质均匀、核仁清晰　（２）细胞呈椭圆形，核不规则、染色质均匀、核仁清晰　（３）细胞呈圆形，胞内

粗面内质网丰富，核分叶、染色质均匀、核仁清晰，分裂早期　（４）细胞呈圆形，胞内粗面内质网丰富，双核不规则、染色质均匀、核

仁清晰，细胞处于分裂期（图中Ｎ表示细胞核，ＲＥＲ表示粗面内质网）

体外实验的方法［６］，这种研究方法避免了中药粗制剂

直接加入体外实验体系所造成的干扰，又因含药血清

能反映实验药物在体内作用后体内各种细胞因子的

变化，因此血清药理学研究结果更能反映中药在体内

的药理作用。故本研究采用中药血清为受试药物，通

过含药血清作用于体外培养的软骨细胞，从细胞分子

水平来探索关节软骨的生物学特性，从而模拟了透骨

消痛胶囊在体内发生作用的过程，为探索中药治疗

ＯＡ的作用机制提供了有效而简便的方法。
细胞周期是影响细胞功能的重要因素，调节着细

胞的增殖、分化和凋亡。细胞周期的调控可分为外源

性调控和内源性调控，外源性调控主要由细胞因子和

外界刺激引起，而内源性调控主要是通过细胞周期蛋

白Ｄ１／细胞周期蛋白依赖性激酶／细胞周期蛋白依赖
性激酶抑制剂进行复杂的网络调控实现。真核细胞

周期的４个时期中Ｇ１期是能接受外界信息刺激的主
要时期，细胞一旦从Ｇ１期跨入 Ｓ期则不再依靠外来
信息刺激而自动完成细胞周期的其他过程。因此，该

点决定着细胞是继续增殖或是进入静止 Ｇ０期。而
ＣｙｃｌｉｎＤ１在细胞周期关键限速点Ｇ１／Ｓ期转换中起着
重要的调控作用，在细胞增殖过程中的作用最大，是

Ｇ１期细胞增殖信号的关键蛋白［７］。本研究结果表

明，透骨消痛胶囊的含药血清能有效促进软骨细胞

Ｇ１期调节蛋白 ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ的表达，促进软骨细
胞顺利通过Ｇ１／Ｓ限制点，进入 Ｓ期继而完成增殖周
期，从而有效促进软骨细胞增殖。

透骨消痛胶囊的含药血清能促进软骨细胞Ｇ１期

正性调节因子ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ的表达，从而促进软骨
细胞增殖，这可能是透骨消痛胶囊在临床上治疗 ＯＡ
具有较好疗效的部分机理，而有关透骨消痛胶囊治疗

ＯＡ的具体作用机制还需作更进一步的深入研究，以
便为临床应用提供理论依据。
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