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黄芪甲苷对人膝骨关节炎退变关节软骨细胞基质金属

蛋白酶 －１及基质金属蛋白酶 －３ｍＲＮＡ表达的影响
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（１．南京中医药大学，江苏　南京　２１００４６；２．江苏省苏州市中医医院，江苏　苏州　２１５００９；
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摘　要　目的：研究黄芪甲苷对人膝骨关节炎退变关节软骨细胞基质金属蛋白酶 －１及基质金属蛋白酶 －３ｍＲＮＡ表达的影响。

方法：取膝骨关节炎患者膝关节软骨进行细胞培养，将培养的软骨细胞分离传代后取第３代细胞，通过ＨＥ染色、甲苯胺蓝染色和

Ⅱ型胶原免疫荧光染色进行软骨细胞鉴定，并进行基质金属蛋白酶－１和基质金属蛋白酶－３免疫荧光染色。观察软骨细胞退变

情况后将其分为６组，Ａ组不进行干预；Ｂ组加入２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１黄芪甲苷；Ｃ组加入５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１黄芪甲苷；Ｄ组加入７５ｍｍｏｌ·Ｌ－１

黄芪甲苷；Ｅ组加入１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１黄芪甲苷；Ｆ组加入５００ｍｍｏｌ·Ｌ－１黄芪甲苷。分别于培养开始后４ｈ、８ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ５个

时间点，采用实时荧光定量聚合酶链式反应检测各组退变软骨细胞内基质金属蛋白酶－１和基质金属蛋白酶－３ｍＲＮＡ表达的情

况。结果：①形态观察。原代细胞中梭形细胞和多角形细胞并存，细胞核偏于细胞的一侧而贴近细胞膜，细胞纤丝较长。ＨＥ染

色细胞质为红色，胞膜呈蓝色；甲苯胺蓝染色细胞质和胞膜均呈深蓝色；Ⅱ型胶原染色阳性为绿色荧光，细胞核采用４’，６－二脒

基－２－苯基吲哚复染，在不同波段荧光激发下，胞浆和胞膜可见清晰绿色荧光，细胞核区域未见明显绿色荧光，证明培养细胞表

达特征性基因Ⅱ型胶原，主要分布在胞浆和细胞膜上，证明所培养的细胞为软骨细胞。基质金属蛋白酶－１和基质金属蛋白酶－

３免疫荧光染色可见清晰绿色荧光，软骨细胞以多角形多见。②基质金属蛋白酶－１ｍＲＮＡ表达。不同时间点间软骨细胞基质金

属蛋白酶－１ｍＲＮＡ表达水平有差异（Ｆ＝１１．０２７，Ｐ＝０．０００）；不同组间软骨细胞基质金属蛋白酶－１ｍＲＮＡ表达水平有差异（Ｆ＝

１０２．３４５，Ｐ＝０．０００），Ａ组高于Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组、Ｅ组（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００），Ｆ组高于Ａ组、Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组、

Ｅ组（Ｐ＝０．００９；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００）；时间因素和组间因素存在交互效应（Ｆ＝８．２５８，Ｐ＝０．０００）。③基质

金属蛋白酶－３ｍＲＮＡ表达。不同时间点间软骨细胞基质金属蛋白酶－３ｍＲＮＡ表达水平有差异（Ｆ＝１２．３１６，Ｐ＝０．０００）；不同组

间软骨细胞基质金属蛋白酶－３ｍＲＮＡ表达水平有差异（Ｆ＝６６．１１２，Ｐ＝０．０００），Ａ组高于 Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组、Ｅ组（Ｐ＝０．００８；Ｐ＝

０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００），Ｆ组高于Ａ组、Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组、Ｅ组（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００）；时间因

素和组间因素存在交互效应（Ｆ＝１４．８４６，Ｐ＝０．０００）。结论：低浓度的黄芪甲苷能通过抑制退变软骨细胞合成基质金属蛋白酶－

１和基质金属蛋白酶－３，延缓软骨细胞退变；浓度过高则会促进退变软骨细胞合成基质金属蛋白酶－１和基质金属蛋白酶－３，加

速软骨细胞退变。
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ｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（Ｆ＝１０２．３４５，Ｐ＝０．０００），ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｇｒｏｕｐＡｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｇｒｏｕｐＢ，Ｃ，Ｄ，Ｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｐ＝０．０００；

Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００）ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｇｒｏｕｐＦｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｇｒｏｕｐＡ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｐ＝

０．００９；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００）；ｔｈｅｒｅｗａｓｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｉｍｅｆａｃｔｏｒａｎｄｇｒｏｕｐｉｎｇｆａｃｔｏｒ（Ｆ＝８．２５８，Ｐ＝

０．０００）．③ＭＭＰ－３ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ：ｔｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎＭＭＰ－３ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（Ｆ＝１２．３１６，Ｐ＝０．０００）；ｔｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎＭＭＰ－３ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｇｒｏｕｐｓ（Ｆ＝６６．１１２，Ｐ＝０．０００），ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｇｒｏｕｐＡｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｇｒｏｕｐＢ，Ｃ，Ｄ，Ｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｐ＝０．００８；Ｐ＝

０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００）ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｇｒｏｕｐＦｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｇｒｏｕｐＡ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝

０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００）；ｔｈｅｒｅｗａｓｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｉｍｅｆａｃｔｏｒａｎｄｇｒｏｕｐｉｎｇｆａｃｔｏｒ（Ｆ＝１４．８４６，Ｐ＝０．０００）．

Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＬｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣｃａｎｄｅｌａｙｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＭＭＰ－１ａｎｄ

ＭＭＰ－３ｉｎｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｄｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ，ｗｈｉｌｅｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣｃａｎａｃｃｅｌｅｒａｔｅｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｐｒｏｍｏ

ｔｉｎｇｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＭＭＰ－１ａｎｄＭＭＰ－３．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ｋｎｅｅ；Ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ；ＡｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ；Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１；Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ３

　　膝骨关节炎（ｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）是一种常

见的与老龄化相关的退行性关节病，以膝关节软骨退

变为主要特征。关节软骨由软骨细胞组成，软骨细胞

的变性与凋亡在骨关节炎的发生发展中起着关键作

用［１－２］。越来越多的研究表明，软骨局部基质金属蛋

白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰｓ）异常增高可导

致软骨细胞外基质合成与降解失衡，使软骨逐渐出现

糜烂、溃疡等一系列退行性改变［３］。芪藤汤是全国名

老中医龚正丰教授治疗膝骨关节炎的经验方，临床疗

效显著。为探讨该方中君药黄芪的主要成分黄芪甲

苷对ＫＯＡ的防治作用，笔者通过实验观察了黄芪甲

苷对人 ＫＯＡ退变关节软骨细胞 ＭＭＰ－１ｍＲＮＡ和

ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ表达的影响，现总结报告如下。

１　材料与仪器
１．１　软骨组织　１５例标本来源于上海中医药大学

附属龙华医院骨伤科、上海交通大学附属第六人民医

院骨科、苏州市中医医院骨伤科同期收治的人工膝关

节置换３期［４］患者的软骨组织。所有患者知情同意，

实验经过３家医院伦理委员会共同论证通过。

１．２　实验仪器　ＥｓｐｅｃＢＮＡ－３１１型培养箱、Ｏｌｙｍ

ｐｕｓＵ－ＲＦＣＴ５０倒置显微镜、ＬＸＪ－Ｉ型低温离心机、

恒温摇箱、ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ３０００型四通道荧光实时定量聚

合酶链式反应仪；ＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒＰｅｒｓｏｎａｌ型基因扩

增仪。

１．３　实验药物与试剂　黄芪甲苷（１３０６５９－２００８０９），

购自中国药品生物制品检定所；０．２５％胰蛋白酶、高糖

ＤＭＥＭ、胎牛血清，购自杭州四季青公司；ＴＲｉｚｏｌ试剂、

逆转录酶，购自北京天根生化科技有限公司；伊红试

剂、苏木素试剂、甲苯胺蓝试剂，购自上海太阳生物技

术有限公司；兔抗Ⅱ型胶原单克隆抗体，购自上海日

初生物科技有限公司；免疫组织化学试剂盒，购自

武汉博士德公司；ＭＭＰ－１、ＭＭＰ－３基因引物及内

参照 β－ａｃｔｉｎ引物序列，购自华大基因生物技术有限

公司。
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２　方　法
２．１　细胞培养　将从１５例患者膝关节所取的软骨
组织放入盛有ＰＢＳ液的培养皿中，清除表面血污及附
着的其他组织，再用含青霉素钠和庆大霉素双抗液的

ＰＢＳ液冲洗数次后移入超净台。将软骨组织剪碎至
１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ，均匀敷贴于半径为５ｃｍ的培养
皿底壁上（组织块约占培养皿底面积的１／３），加入体
积分数为 ２０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，置于 ３７

℃、体积分数５％的ＣＯ２培养箱中培养。细胞贴壁后
换液，以后隔天换液 １次。待细胞长满培养皿底壁
７０％～８０％后，弃旧培养液，用无菌镊子移除组织块，
再用ＰＢＳ液清洗３次，加入适量０．２５％胰蛋白酶，室
温下振荡２～５ｍｉｎ。镜下观察贴壁细胞逐渐脱落，变
成圆形，个别细胞开始浮游后，加入新培养液，吹打混

匀，以１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，收集细胞，按１∶２比例
传代，细胞数量充足时取第３代传代细胞进行实验。
２．２　细胞染色
２．２．１　ＨＥ染色及甲苯胺蓝染色　将盖玻片放置于６
孔板内，以每孔１×１０５的浓度将传代的第３代软骨细

胞等量接种于６孔板内的盖玻片上，在２ｍＬ含有２０％
ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基中培养３ｄ后，改用无血清培养
基培养过夜。然后每５ｍｉｎ用ＰＢＳ冲洗盖玻片１次，冲
洗２次后加入４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，每５ｍｉｎ以ＰＢＳ
冲洗１次，共３次。ＨＥ染色及甲苯胺蓝染色２ｈ，每
５ｍｉｎ蒸馏水冲洗１次，共３次，镜下观察并照相记录。
２．２．２　Ⅱ型胶原免疫荧光染色　细胞培养固定方法
同上。ＰＢＳ清洗３次，室温下用体积分数１０％的正常
山羊血清孵育１ｈ，ＰＢＳ清洗干净。再加入兔抗Ⅱ型
胶原单克隆抗体（１∶１００），４℃孵育过夜。次日用
ＰＢＳ彻底清洗后，加入带异硫氰酸荧光素标记的山羊
抗兔多克隆抗体（１∶１００）避光孵育１ｈ，以４’，６－二
脒基－２－苯基吲哚（４’，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎ
ｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染色法进行细胞核标记，然后用ＰＢＳ漂洗
３０ｍｉｎ，封固，荧光显微镜下观察并照相记录。
２．２．３　ＭＭＰ－１及ＭＭＰ－３免疫荧光染色　细胞培
养固定方法同上。ＰＢＳ清洗３次，室温下用体积分数
１０％正常山羊血清孵育１ｈ，ＰＢＳ清洗干净。再加入
兔抗ＭＭＰ－１（或 ＭＭＰ－３）型单克隆抗体（１∶１００），
４℃孵育过夜。次日用ＰＢＳ彻底清洗后，加入带异硫
氰酸荧光素标记的山羊抗兔多克隆抗体（１∶１００）避光
孵育１ｈ，以ＤＡＰＩ染色法进行细胞核标记，然后用ＰＢＳ

漂洗３０ｍｉｎ，封固，荧光显微镜下观察并照相记录。
２．３　分组方法　将第３代传代细胞等量接种于５个６
孔板中，每５孔为１组，分别加入不同浓度的黄芪甲苷
进行干预：Ａ组不进行干预；Ｂ组加入２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１黄

芪甲苷；Ｃ组加入５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１黄芪甲苷；Ｄ组加入

７５ｍｍｏｌ·Ｌ－１黄芪甲苷；Ｅ组加入１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１黄

芪甲苷；Ｆ组加入５００ｍｍｏｌ·Ｌ－１黄芪甲苷。分别于
培养开始后４ｈ、８ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ５个时间点，采用
实时荧光定量聚合酶链式反应法检测各组 ＭＭＰ－
１ｍＲＮＡ及ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ表达情况。
２．４　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件对所得
数据进行统计分析，各组软骨细胞 ＭＭＰ－１ｍＲＮＡ和
ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ表达水平的比较采用重复测量资料的
方差分析，检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　形态观察　原代细胞中梭形细胞和多角形细胞
并存，细胞核偏于细胞的一侧而贴近细胞膜，细胞纤

丝较长。ＨＥ染色细胞质为红色，胞膜呈蓝色
［图１（１）］，甲苯胺蓝染色细胞质和胞膜均呈深蓝色
［图１（２）］，证明所培养细胞分泌和合成蛋白聚糖；Ⅱ
型胶原染色阳性为绿色荧光，细胞核采用 ＤＡＰＩ（蓝
色）复染，在不同波段荧光激发下，胞浆和胞膜可见清

晰绿色荧光，细胞核区域未见明显绿色荧光，证明培

养细胞表达特征性基因Ⅱ型胶原，主要分布在胞浆和
细胞膜上［图１（３）］，证明所培养的细胞为软骨细胞。
ＭＭＰ－１和 ＭＭＰ－３免疫荧光染色可见清晰绿色荧
光，软骨细胞以多角形多见［图１（４）、图１（５）］。
３．２　ＭＭＰ－１ｍＲＮＡ表达　不同时间点间软骨细胞
ＭＭＰ－１ｍＲＮＡ表达水平有差异；不同组间软骨细胞
ＭＭＰ－１ｍＲＮＡ表达水平有差异，Ａ组高于 Ｂ组、Ｃ
组、Ｄ组、Ｅ组（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝
０．０００），Ｆ组高于 Ａ组、Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组、Ｅ组（Ｐ＝
０．００９；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００）；
时间因素和组间因素存在交互效应（表１）。
３．３　ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ表达　不同时间点间软骨细胞
ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ表达水平有差异；不同组间软骨细胞
ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ表达水平有差异，Ａ组高于 Ｂ组、Ｃ
组、Ｄ组、Ｅ组（Ｐ＝０．００８；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝
０．０００），Ｆ组高于 Ａ组、Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组、Ｅ组（Ｐ＝
０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００）；
时间因素和组间因素存在交互效应（表２）。
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图１　软骨细胞染色

表１　软骨细胞ＭＭＰ－１ｍＲＮＡ表达水平

组别
测量时间点

４ｈ ８ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
合计 Ｆ值 Ｐ值

Ａ组 １．００±０．０３ １．０２±０．０６ １．１３±０．０３ １．２９±０．１６ １．３７±０．１３ １．１６±０．１７ ９．６５３ ０．００２

Ｂ组 １．０２±０．０２ １．００±０．０２ ０．９１±０．０４ ０．９３±０．０６ １．０１±０．０５ ０．９７±０．０６ ５．３０５ ０．０１５

Ｃ组 ０．９９±０．０５ ０．９８±０．０３ ０．８２±０．０２ ０．８５±０．０４ ０．８８±０．０６ ０．９０±０．０８ １１．４１０ ０．００１

Ｄ组 １．１２±０．０３ １．０８±０．０４ ０．９１±０．０３ ０．９０±０．０７ ０．９６±０．０２ ０．９９±０．１０ ２２．５６７ ０．０００

Ｅ组 ０．９７±０．０７ １．００±０．０１ ０．９４±０．０４ １．０７±０．０３ １．０８±０．０５ １．０１±０．０７ ７．３４４ ０．００５

Ｆ组 １．０６±０．０４ １．０３±０．０５ １．２４±０．１２ １．２２±０．１３ １．５２±０．２１ １．２１±０．２０ ５．２８４ ０．０４４

合计 １．０３±０．０１ １．０２±０．０１ ０．９９±０．０１ １．０４±０．０２ １．１４±０．０２ １１．０２７ ０．０００

Ｆ值

Ｐ值

６．３３５ ３．１２５ ４３．２２１ １２．９３９ １１．８６０ １０２．３４５

０．００４ ０．０４９ ０．０００ ０．０００ ０．００８ ０．０００
Ｆ＝８．２５８，Ｐ＝０．０００

表２　软骨细胞ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ表达水平

组别
测量时间点

４ｈ ８ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
合计 Ｆ值 Ｐ值

Ａ组 １．００±０．０１ ０．９９±０．０３ ０．９９±０．０１ １．２３±０．０９ １．０７±０．１１ １．０７±０．１１ ６．８８０ ０．０３４

Ｂ组 １．０４±０．０２ １．０３±０．０４ １．００±０．０１ １．０６±０．０２ １．０４±０．０３ １．０４±０．０３ １．５２９ ０．２６７

Ｃ组 １．０５±０．０３ １．０７±０．０３ ０．９８±０．０１ ０．９８±０．０３ １．０１±０．０４ １．０１±０．０４ ７．６３２ ０．００４

Ｄ组 １．０７±０．０３ １．０６±０．０３ ０．９９±０．０３ ０．８３±０．０５ ０．９７±０．１０ ０．９７±０．１０ ２３．０２３ ０．０００

Ｅ组 ０．９７±０．０１ １．０１±０．０２ １．０１±０．０４ １．０２±０．０３ ０．９９±０．０４ ０．９９±０．０４ ５．０００ ０．０１８

Ｆ组 ０．９２±０．０５ １．０２±０．０２ ０．９６±０．０６ １．５４±０．２０ １．１６±０．２７ １．１６±０．２７ １０．６４４ ０．０１７

合计 １．０１±０．０１ １．０３±０．０１ ０．９９±０．０１ １．１１±０．０２ １．０８±０．０１ １２．３１６ ０．０００

Ｆ值

Ｐ值

１１．２７７ ３．０８６ ０．６８０ １１．３７７ １１．３５９ ６６．１１２

０．００８ ０．０５１ ０．６５７ ０．００６ ０．００７ ０．０００
Ｆ＝１４．８４６，Ｐ＝０．０００
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４　讨　论
目前ＫＯＡ的发病机制尚不完全清楚，但从病理

角度来看，它是一种以关节软骨退变和关节周围骨质

增生为特征的慢性进行性骨关节病，是力学和生物学

因素共同作用下软骨细胞、细胞外基质以及软骨下骨

三者降解与合成偶联失衡的结果［５］。因此，关节软骨

细胞生存所依赖的细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，
ＥＣＭ）降解异常是导致软骨退变的另一个重要原
因［６］。ＥＣＭ是一种处于不断变化中的物质，ＭＭＰｓ在
维持其合成和降解的动态平衡中发挥着重要作用［７］。

ＭＭＰ－１是成纤维细胞型胶原酶，可切割包括Ⅱ型胶
原在内的多种细胞外胶原。它在正常软骨中很难被发

现，但在ＯＡ软骨中的含量较高，其作用对象主要是新
合成的Ⅱ型胶原，可使Ⅱ型胶原裂解，软骨发生破坏和缺
损，导致ＯＡ［８］。ＭＭＰ－３主要来源于软骨细胞，其作
用底物主要是基质中的蛋白多糖、糖蛋白和各型胶原。

在实验性 ＯＡ的早期，它可降解蛋白多糖Ⅸ型胶原。
ＭＭＰ－３除可直接降解蛋白多糖的核心外，还可激活
ＭＭＰ－１，加速胶原的病理性降解，也可使与透明质酸
相连的可聚蛋白多糖由于网络的松解而丢失。Ｈａｕｓｓｅｒ
等［９］的研究发现，ＯＡ患者关节液中ＭＭＰ－３水平显著
高于健康人关节液水平。李桂叶等［１０］的研究也发现，

ＯＡ兔血清中ＭＭＰ－３水平明显升高。
黄芪始载于《神农本草经》，古代写作黄耆。李时

珍在《本草纲目》中释其名曰：“耆，长也。黄耆色黄，

为补药之长，故名。”现代研究表明，黄芪有增强免疫

力、扩张血管、改善微循环、强心、抗细胞衰老及保护

肾脏的作用［１１］。自１９８１年北川勋首次从黄芪中分
离出黄芪甲苷以来，关于其在 ＯＡ发病中的作用及机
理的研究一直持续至今。

本研究结果显示，２５～１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的黄芪甲
苷可以降低软骨细胞 ＭＭＰ－１ｍＲＮＡ和 ＭＭＰ－
３ｍＲＮＡ的表达水平，而５００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的黄芪甲苷可
以促进软骨细胞ＭＭＰ－１ｍＲＮＡ和 ＭＭＰ－３ｍＲＮＡ的
表达。这提示低浓度的黄芪甲苷能通过抑制退变软

骨细胞合成基质金属蛋白酶 －１和基质金属蛋白酶
－３，延缓软骨细胞退变；浓度过高则会促进退变软骨
细胞合成基质金属蛋白酶 －１和基质金属蛋白酶 －
３，加速软骨细胞退变。这与芪藤汤中黄芪用量为１５
～６０ｇ相一致，为芪藤汤对 ＫＯＡ的防治作用及其机
制提供了充分的理论依据。

５　参考文献
［１］　ＲｏａｃｈＨＩ，ＡｉｇｎｅｒＴ，ＫｏｕｒｉＪＢ．Ｃｈｏｎｄｒｏｐｔｏｓｉｓ：ａｖａｒｉａｎｔｏｆ

ａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ？［Ｊ］．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，

２００４，９（３）：２６５－２７７．

［２］　ＤｅｌＣａｒｌｏＭＪｒ，ＬｏｅｓｅｒＲＦ．Ｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．

ＣｕｒｒＲｈｅｕｍａｔｏｌＲｅｐ，２００８，１０（１）：３７－４２．

［３］　ＭａｌｅｍｕｄＣＪ，ＧｏｌｄｂｅｒｇＶＭ．Ｆｕｔｕｒｅｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓｆｏｒｒｅｓｅａｒｃｈ

ａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＢｉｏｓｃｉ，１９９９，４：

Ｄ７６２－Ｄ７７１．

［４］　刘威，赵印震，卢博．分期治疗膝关节骨性关节炎［Ｊ］．四

川中医，２００７，２５（８）：９１－９２．

［５］　ＨａｒｄｉｎｇｈａｍＴ．Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｍｅｃｈａ

ｎｉｓｍｓｉｎｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＲｈｅｕｍａｔｏｌＲｅｐ，２００８，１０

（１）：３０－３６．

［６］　ＢｕｃｋｗａｌｔｅｒＪＡ，ＭａｒｔｉｎＪＡ．Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＡｄｖＤｒｕｇＤｅ

ｌｉｖＲｅｖ，２００６，５８（２）：１５０－６７．

［７］　ＴｅｔｌｏｗＬＣ，ＡｄｌａｍＤＪ，ＷｏｏｌｌｅｙＤＥ．Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ

ａｎｄｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｏｆ

ｈｕｍａｎｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃｃａｒｔｉｌａｇｅ：ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓｗｉｔｈｄｅｇｅｎｅｒａ

ｔｉｖｅｃｈａｎｇｅｓ［Ｊ］．ＡｒｔｈｒｉｔｉｓＲｈｅｕｍ，２００１，４４（３）：５８５－５９４．

［８］　管剑龙，施桂英．基质金属蛋白酶与骨关节炎［Ｊ］．中华

风湿病学杂志，２０００，４（１）：５４－５５．

［９］　ＨａｕｓｓｅｒＨＪ，ＤｅｃｋｉｎｇＲ，ＢｒｅｎｎｅｒＲＥ，ｅｔａｌ．Ｔｅｓｔｉｃａｎ－１，ａｎ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｐｒｏ－ＭＭＰ－２ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，ｉｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｃａｒｔｉ

ｌａｇｅ［Ｊ］．ＯｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓＣａｒｔｉｌａｇｅ，２００４，１２（１１）：８７０－８７７．

［１０］李桂叶，张荣富，潘琳，等．骨关节炎兔血清中软骨寡聚

基质蛋白和基质金属蛋白酶 －３水平［Ｊ］．中华内科杂

志，２０１１，５０（５）：４１６－４１９．

［１１］雷载权，陈松育，高学敏．中药学［Ｍ］．上海：上海科学技

术出版社，１９９５：２８０．

（２０１１－１２－２３收稿　２０１２－０５－０２修回




















）

·作者须知·

论著类文章的书写要求

论著类文章要求附结构式中、英文摘要及关键词。摘要包括目的、方法、结果、结论四要素，关键词尽量采用最新《中文医学

主题词表》（ＣＭｅＳＨ）中所列的词。摘要中不要使用英文缩写，如ＯＡ；摘要中也不能标注参考文献。
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