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人参皂甙 Ｒｇ１与钛微粒对大鼠颅骨成骨细胞的影响
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摘　要　目的：探讨人参皂甙Ｒｇ１与钛微粒对大鼠颅骨成骨细胞的影响，为人工关节假体松动的防治提供新思路。方法：收集、

纯化新生ＳＤ大鼠颅骨成骨细胞，筛选钛微粒，配制钛微粒浸提液，进行内毒素检测后，将培养的第 ３代成骨细胞以 １×１０５

个·ｍＬ－１的密度传代接种于５组培养液中，即正常组（含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基）、钛微粒组（体积比为０．１％的钛微粒混

悬液＋含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基）、钛＋高Ｒｇ１组（体积比为０．１％的钛微粒混悬液＋终浓度为１００μｇ·ｍ－１的人参皂苷

Ｒｇ１＋含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基）、钛＋中 Ｒｇ１组（体积比为０．１％的钛微粒混悬液 ＋终浓度为５０μｇ·ｍ－１的人参皂苷

Ｒｇ１＋含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基）、钛＋低 Ｒｇ１组（体积比为０．１％的钛微粒混悬液 ＋终浓度为２５μｇ·ｍ－１的人参皂苷

Ｒｇ１＋含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基）。连续培养２４ｈ后，观察成骨细胞形态；采用酶联免疫吸附法检测细胞培养液中前列腺

素Ｅ２、肿瘤坏死因子α、白细胞介素６、白细胞介素１及白细胞介素１受体拮抗剂的浓度；采用实时荧光定量法检测成骨细胞中环

氧化酶２ｍＲＮＡ、肿瘤坏死因子αｍＲＮＡ的表达；采用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ法检测成骨细胞中环氧化酶２蛋白的表达。结果：５组成骨

细胞培养液前列腺素Ｅ２光密度值的差异有统计学意义（Ｆ＝２４４．８９５，Ｐ＝０．０００）；钛微粒组、钛＋高Ｒｇ１组、钛＋中Ｒｇ１组均高于

正常组［（５３．３６２±０．３０７），（４１．０４８±０．４３１），（３８．９９８±０．２３４），（３１．６８７±０．４６６），Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００］；钛＋高Ｒｇ１

组、钛＋中Ｒｇ１组、钛＋低Ｒｇ１组（３２．５０１±０．１２４）均低于钛微粒组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；钛＋低Ｒｇ１组低于钛＋高

Ｒｇ１组、钛＋中Ｒｇ１组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；钛＋高Ｒｇ１组高于钛＋中Ｒｇ１组（Ｐ＝０．０００）；正常组与钛＋低Ｒｇ１组比较，差异无

统计学意义（Ｐ＝０．１６８）。５组成骨细胞培养液肿瘤坏死因子 α光密度值的差异有统计学意义（Ｆ＝７２．３４０，Ｐ＝０．０００）；钛微粒

组、钛＋高Ｒｇ１组、钛＋中Ｒｇ１组、钛＋低Ｒｇ１组均高于正常组［（５０．１２１±０．５３２），（４９．６７５±０．３３６），（４６．４３１±０．２４５），（４２．５２１

±０．５１３），（４０．０５５±０．４７１），Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１］；钛＋中Ｒｇ１组、钛＋低Ｒｇ１组低于钛微粒组（Ｐ＝０．０００，

Ｐ＝０．０００）；钛 ＋低 Ｒｇ１组低于钛 ＋高 Ｒｇ１组、钛 ＋中 Ｒｇ１组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；钛 ＋高 Ｒｇ１组高于钛 ＋中 Ｒｇ１组（Ｐ＝

０．０００）；钛微粒组与钛＋高Ｒｇ１组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．２３０）。５组成骨细胞培养液白细胞介素６光密度值的差异有统

计学意义（Ｆ＝８０．４４９，Ｐ＝０．０００）；钛微粒组、钛 ＋高 Ｒｇ１组、钛 ＋中 Ｒｇ１组、钛 ＋低 Ｒｇ１组均高于正常组［（８０．５３７±０．８８３），

（７０．９７５±０．９４５），（６８．１５４±０．７４５），（６３．３３５±０．８４５），（５７．５５０±０．６１０），Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００］；钛 ＋高、

中、低Ｒｇ１组均低于钛微粒组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；钛＋低Ｒｇ１组低于钛 ＋高、中 Ｒｇ１组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００）；钛

＋高Ｒｇ１组高于钛＋中Ｒｇ１组（Ｐ＝０．０３９）。５组成骨细胞培养液白细胞介素１光密度值的差异有统计学意义（Ｆ＝３８．４８３，Ｐ＝

０．０００）；钛微粒组、钛＋高Ｒｇ１组、钛＋中Ｒｇ１组、钛＋低Ｒｇ１组均高于正常组［（８３．１０６±４．４１３），（５９．５０６±１．２９４），（５６．８８１±

３．５６１），（４５．０８１±３．４５９），（３７．５７９±３．５２６），Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００］；钛＋高、中、低 Ｒｇ１组均低于钛微粒组

（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），钛＋低Ｒｇ１组低于钛＋高、中Ｒｇ１组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），钛＋中Ｒｇ１组与钛＋高Ｒｇ１组相

比，差异无统计学意义（Ｐ＝０．１８７）。５组成骨细胞培养液白细胞介素１受体拮抗剂光密度值的差异有统计学意义（Ｆ＝４９２．７２４，

Ｐ＝０．０００）；钛微粒组、钛 ＋高 Ｒｇ１组、钛 ＋中 Ｒｇ１组、钛 ＋低 Ｒｇ１组均低于正常组［（６４．１１１±１．３６４），（１１６．３５１±５．４３２），

（２２９．７６８±３．５４５），（２０７．２０３±２．４３６），（２６８．０１９±３．８７１），Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００］；钛 ＋高、中、低 Ｒｇ１组均

高于钛微粒组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），钛＋中Ｒｇ１组高于钛＋高、低Ｒｇ１组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），钛＋高Ｒｇ１组低于

钛＋低Ｒｇ１组（Ｐ＝０．０００）。５组成骨细胞中βａｃｔｉｎ、环氧化酶２、肿瘤坏死因子α荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ部分扩增曲线和各基因的溶

解曲线表现为单一的溶解峰，均为特异性扩增。５组成骨细胞环氧化酶 ２ｍＲＮＡ表达的差异有统计学意义（Ｆ＝８８６．９３０，

Ｐ＝０．０００）；与钛微粒组相比，钛 ＋高 Ｒｇ１组、钛 ＋中 Ｒｇ１组、钛 ＋低 Ｒｇ１组及正常组环氧化酶 ２ｍＲＮＡ的表达较弱

［（０．７３４±０．０６５），（０．６２１±０．０３２），（０．５１７±０．０４２），（０．３８６±０．０１５），Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００］；钛 ＋高、中、
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低Ｒｇ１组的表达均较正常组强（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；钛＋低Ｒｇ１组较钛＋高、中Ｒｇ１组弱（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），钛

＋中Ｒｇ１组较钛＋高Ｒｇ１组弱（Ｐ＝０．０００）。５组成骨细胞肿瘤坏死因子 αｍＲＮＡ表达的差异有统计学意义（Ｆ＝１６３５．８７８，Ｐ＝

０．０００）；与钛微粒组（１．０００±０．０００）相比，钛＋高Ｒｇ１组、钛＋中Ｒｇ１组、钛＋低Ｒｇ１组及正常组肿瘤坏死因子αｍＲＮＡ的表达较

弱［（０．８２３±０．０７８），（０．７６４±０．１０７），（０．５４３±０．０４２），（０．３９９±０．０４７），Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）］；钛＋高、

中、低Ｒｇ１组均较正常组强（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；钛＋低Ｒｇ１组较钛＋高、中 Ｒｇ１组弱（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；钛 ＋

高Ｒｇ１与钛＋中Ｒｇ１组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．０５７）。５组成骨细胞中环氧化酶２蛋白表达的差异有统计学意义（Ｆ＝

８８６．９３０，Ｐ＝０．０００）；与钛微粒组（０．８５４±０．０６７）相比，钛＋高Ｒｇ１组、钛＋中Ｒｇ１组、钛＋低Ｒｇ１组及正常组环氧化酶２蛋白的

表达较弱［（０．７７４±０．０４５），（０．６３４±０．０５４），（０．４３３±０．０３２），（０．３０４±０．０５８），Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００］；钛

＋高、中、低Ｒｇ１组均较正常组强（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；钛＋高Ｒｇ１组较钛＋中Ｒｇ１组、钛＋低Ｒｇ１组强（Ｐ＝０．０１０，

Ｐ＝０．０００）；钛＋中Ｒｇ１组较钛＋低Ｒｇ１组强（Ｐ＝０．００２）。结论：成骨细胞与钛微粒共培养后，钛微粒能促进成骨细胞分泌炎症

因子，人参皂甙Ｒｇｌ干预可减弱钛微粒对成骨细胞的刺激、抑制炎症因子的表达，这可能是人参皂甙Ｒｇｌ抑制假体周围骨吸收，防

治人工关节假体松动的作用机制。但人参皂甙Ｒｇ１对成骨细胞产生影响的具体作用机制及药物剂量效应关系还有待进一步研究。
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　　人工关节置换能有效地重建病变关节的功能，但
随着在体内使用时间的延长，关节假体可因磨损、碰

撞或腐蚀产生大量金属微粒［１－２］，金属微粒可刺激成

骨细胞通过自分泌或旁分泌作用产生炎症因子白细

胞介素１（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１，ＩＬ－１）、白细胞介素６（ｉｎｔｅｒ
ｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－６）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ
－α，ＴＮＦ－α）、前列腺素Ｅ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２，ＰＧＥ－２）、
环氧化酶２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ－２）等，这些炎症因
子使成骨细胞自身功能受限、骨基质合成减少、增殖

分化能力减弱，进而可引起假体周围骨质疏松，造成

假体松动［３－５］。人参皂甙的主要有效成分 Ｒｇ１（分子
式Ｃ４２Ｈ７２Ｏ１４）能抑制ＣＯＸ－２的表达，减少ＩＬ－１、ＩＬ－６

的分泌，抑制炎症反应［６－８］。本实验旨在探讨人参皂

甙Ｒｇ１与钛（ｔｉｔａｎｉｕｍ，Ｔｉ）微粒对大鼠颅骨成骨细胞
的影响，为关节假体松动的防治提供新思路。

１　材料与仪器
１．１　实验材料　人参皂甙Ｒｇ１单体（纯度＞９８％，芜
湖甙尔塔医药科技有限公司，批号２００８－０３３）；Ｔｉ微
粒（北京有色金属公司）；鲎试剂（天津一瑞生物工程

有限公司）；内毒素检测用水、内毒素标准品（中国药

物生物制品检定所）；ＰＧＥ－２、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、白细胞介
素１受体拮抗剂（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＩＬ－１ｒａ）、酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍ
ｍｕｎｏａｄｓｏｒｄｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒（上海西唐公司）；
ＴＲＩｚｏｌ试剂、ＷｅｓｔｅｒｎＢｒｅｅｚｅ免疫检测试剂盒、ＳＹＢＲａ
ＰｒｅｍｉｘｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ－ＵＤＧ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；
内参βａｃｔｉｎ聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＰＣＲ）引物（博尚生物技术有限公司）；反转录试剂盒
（日本 ＴａＫａＲａ公司）；ＣＯＸ－２抗体（美国 Ａｂｃａｍ公
司）；βａｃｔｉｎ抗体（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司）；聚偏二
氟乙烯膜（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）（美国Ａｍｅｒ
ｓｈａｍ公司）。
１．２　实验仪器　９６００ＤＮＡ扩增仪（美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ
公司），７５００型实时定量ＰＣＲ仪（美国ＡＢＩ公司）。

２　方　法
２．１　成骨细胞的收集、纯化及鉴定　新生 ＳＤ大鼠１
只，由福建医科大学动物房提供，合格证号：ＳＣＸＫ
（闽）２００４－０００２。处死后取出颅骨，刮除骨膜及软组
织，用磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）
漂洗２～３次。将洗净的颅骨剪成 １ｍｍ×１ｍｍ×
０．０５ｍｍ大小的碎片，用含 ０．１％Ⅰ型胶原酶和

０．２５％胰蛋白酶的混合消化液预消化２０ｍｉｎ，弃去消
化液，再加入０．１％Ⅰ型胶原酶溶液，３７℃下消化骨
片３０ｍｉｎ，每隔１０ｍｉｎ摇晃１ｍｉｎ，收集消化液，重复
操作３次。将收集的消化液以１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５
ｍｉｎ后（离心半径２５ｃｍ），用完全培养基配制成细胞
悬液，移进培养瓶中，在３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度下培
养，次日换液，以后每２天换全液１次，直至细胞长成
融合状态后进行传代。重氮盐法碱性磷酸酶（ａｌｋａ
ｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＰ）染色见胞浆内含紫蓝色颗粒，鉴
定为成骨细胞（图１）。

图１　大鼠颅骨成骨细胞ＡＰ染色结果

２．２　Ｔｉ微粒混悬液制备　采用梯度离心法筛选出直
径约１μｍ的Ｔｉ微粒（图２）。用无水乙醇浸泡２４ｈ
后，０．２５％硝酸溶液７０℃浸泡３ｈ，再用消毒后的

图２　扫描电镜下的Ｔｉ微粒（×４０）
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ＰＢＳ反复清洗，然后用 ＰＢＳ配制成体积比为０．１％的
Ｔｉ混悬液（４．５×１０７个·ｍＬ－１），高温消毒后备用。

取５ｍＬＴｉ混悬液，置于３７℃水浴箱中温育２４ｈ后，
１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ（离心半径２５ｃｍ），取上清
液（浸提液）作为内毒素检测样品。

２．３　内毒素检测
２．３．１　鲎试剂灵敏度复核试验　将内毒素工作标准
品用内毒素检查用水溶解，在旋涡混合器上混合１５
ｍｉｎ后，制备成浓度分别为 ０．１２ＥＵ·ｍＬ－１、０．０６

ＥＵ·ｍＬ－１、０．０３ＥＵ·ｍＬ－１、０．０１５ＥＵ·ｍＬ－１的稀释
液，每稀释一步置旋涡混合器上混合３０ｓ。每一浓度
水平设平行管４支，每管加入内毒素工作标准品稀释
液０．１ｍＬ、待复核高灵敏度鲎试剂０．１ｍＬ。设阴性
对照管 ４支，加入鲎试剂 ０．１ｍＬ、内毒素检查用水
０．１ｍＬ。封口膜封口后，轻轻摇匀，连同试管架垂直
放入（３７±１）℃水浴恒温器中孵育６０ｍｉｎ。反应终
点浓度的几何平均值，即为鲎试剂灵敏度的测定值

λｃ＝ｌｇ－１（∑Ｘｓ／４）。
２．３．２　干扰试验　依据美国药典（ＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｐｈａｒ
ｍａｃｏｐｏｅｉａ，ＵＳＰ）标准，Ｔｉ微粒内毒素限值取 ０．０６
ＥＵ·ｍＬ－１。用内毒素检查用水稀释内毒素标准工作

品，制备成最终浓度分别为 ０．１２ＥＵ·ｍＬ－１、０．０６

ＥＵ·ｍＬ－１、０．０３ＥＵ·ｍＬ－１、０．０１５ＥＵ·ｍＬ－１的内毒
素标准对照液，每一浓度水平设３支平行管。随机取３
份Ｔｉ浸提液，每份０．１ｍＬ，用内毒素检查用水进行稀
释，每份均稀释为０．１２ＥＵ·ｍＬ－１、０．０６ＥＵ·ｍＬ－１、

０．０３ＥＵ·ｍＬ－１、０．０１５ＥＵ·ｍＬ－１４个浓度水平，每
一浓度水平设平行管３支。将标准对照液反应管与
样品稀释液反应管均放入（３７±１）℃水浴恒温器中
水浴６０ｍｉｎ，取出后，测定反应终点浓度的几何平均
值（Ｅｔ）。
２．３．３　内毒素检测　根据干扰试验结果，确定样品
对鲎试验是否存在干扰，如无干扰，则采用凝胶法进

行内毒素检测。取鲎试剂５支，其中３支作Ｔｉ浸提液
检测管，１支作阴性对照管，１支作阳性对照管。阴性
对照管加入检查用水０．２ｍＬ，阳性对照管加入检查
用水０．１ｍＬ、浓度为２λ的内毒素溶液０．１ｍＬ，Ｔｉ浸
提液检测管加入检查用水０．１ｍＬ、Ｔｉ浸提液０．１ｍＬ。
封闭管口，摇匀，放入３７℃恒温器中孵育６０ｍｉｎ，取
出后将反应管缓缓倒转１８０°，管内凝胶不变形，不从
管壁滑脱者为阳性，记录为（＋）；凝胶不能保持完整，

并从管壁滑脱者为阴性，记录为（－）。
２．４　人参皂甙干预　将培养的第３代鼠颅骨成骨细
胞以１×１０５个·ｍＬ－１的密度分别传代接种于５组培

养液中，正常组（含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基）、
Ｔｉ微粒组（体积比为０．１％的Ｔｉ微粒混悬液＋１０％胎
牛血清的ＤＭＥＭ培养基）、Ｔｉ＋高 Ｒｇ１组（体积比为

０．１％的Ｔｉ微粒混悬液＋终浓度为１００μｇ·ｍ－１的人

参皂苷Ｒｇ１＋含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基）、Ｔｉ
＋中Ｒｇ１组（体积比为０．１％的Ｔｉ微粒混悬液＋终浓

度为５０μｇ·ｍ－１的人参皂苷Ｒｇ１＋含１０％胎牛血清

的ＤＭＥＭ培养基）、Ｔｉ＋低Ｒｇ１组（体积比为０．１％的
Ｔｉ微粒混悬液 ＋终浓度为 ２５μｇ·ｍ－１的人参皂苷

Ｒｇ１＋含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基），连续培养
２４ｈ。
２．５　炎症因子检测
２．５．１　ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养液中ＰＧＥ－２、ＴＮＦ－α、
ＩＬ－６、ＩＬ－１、ＩＬ－１ｒａ的浓度　人参皂甙干预２４ｈ后，在
９６孔板上每组设２个重复孔，每孔加入细胞培养液、
ＥＬＩＳＡ试剂盒内的标准品各 １００μＬ，３７℃温育 ３０
ｍｉｎ后，先后加入酶标耦合液、底物、终止液各５０μＬ，
于４５０ｎｍ波长读取光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。
２．５．２　实时荧光定量 ＳＹＢＲＧＲＥＥＮ法检测成骨细
胞中ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ、ＴＮＦ－αｍＲＮＡ的表达　ＣＯＸ－２引
物：上游 ５’ＴＣＧＧＴＧＧＡＧＡＧＧＴＧＴＡＴＣＣＴ３’，下游 ５’
ＴＧＣＴＧＧＴＴＴＧＧＡＡＣＡＧＴＣＧ３’，产物 长 度 ２２７ｂｐ。
ＴＮＦ－α引物：上游５’ＣＴＣＡＧＣＣＴＣＴＴＣＴＣＡＴＴＣＣＴ３’，
下游 ５’ＣＴＧＣＴＴＧＧＴＧＧＴＴＴＧＣＴＡＣ３’，产物长度 ２０７
ｂｐ。内参 βａｃｔｉｎ引物：上游 ５’ＡＧＧＣＴＧＴＧＴＴＧＴＣ
ＣＣＴＧＴＡ３’，下游 ５’ＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ３’，产
物长度１９３ｂｐ。采用Ｔｒｉｚｏｌ法分别提取５组成骨细胞
的总ＲＮＡ，加入溴芬兰进行琼脂糖凝胶电泳，通过凝
胶图像分析系统对条带进行分析。检验ＲＮＡ无降解
后，测定ＲＮＡ的吸光度值，计算出 ＲＮＡ的浓度，根据
浓度计算出体积后取ＲＮＡ５００ｎｇ，按试剂盒步骤进行
反转录。反转录后在 ＡＢＩ７５００上按照试剂说明进行
ｍＲＮＡ扩增，得到扩增曲线与 ＣＴ值。将得到的各组
ＴＮＦ－α、ＣＯＸ－２及βａｃｔｉｎ基因的ＣＴ值分别代入３者
各自的标准曲线，换算出 ＴＮＦ－α、ＣＯＸ－２及 βａｃｔｉｎ
的起始模板量。以βａｃｔｉｎ作为参比基因对所有样品
进行ＲＮＡ校正，用 ＴＮＦ－α、ＣＯＸ－２基因的定量结果
除以βａｃｔｉｎ定量结果得到校正值，以 Ｔｉ微粒组的校
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正值作为“１”，计算出其他各组的相对量，进行组间相
对量的比较。

２．５．３　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ法检测成骨细胞中 ＣＯＸ－２
蛋白的表达　提取成骨细胞的总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋
白浓度，以每泳道３０μｇ蛋白上样，进行１２％十二烷
基磺酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳，然后将凝胶上的蛋
白转印至ＰＶＤＦ膜，用封闭液室温封闭３０ｍｉｎ。将与
ＣＯＸ－２蛋白融合表达的标签抗体按１∶５０００比例稀
释，封闭膜１ｈ。漂洗膜６次，１ｍｉｎ２次、２０ｍｉｎ２次、
５ｍｉｎ２次，每次用洗液４０ｍＬ。用 ＡＰ标记的二抗室
温封闭膜３０ｍｉｎ，洗膜６次（方法如前）。将 ＡＰ化学
发光底物与膜一起在室温下孵育５ｍｉｎ，暗室中 Ｘ线
片曝光、显影。应用Ｐｈｏｒｅｔｉｘ１Ｄ生物电泳图像分析系
统分析胶片中的目的条带，计算机自动读取并记录每

条条带的ＯＤ值。
２．６　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件处理数
据。５组细胞培养液中 ＰＧＥ－２、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１、
ＩＬ－１ｒａＯＤ值的比较采用单因素方差分析；５组成骨细
胞间ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ、ＴＮＦ－αｍＲＮＡ及ＣＯＸ－２蛋白表

达ＯＤ值的比较采用单因素方差分析，组间两两比较
采用ｑ检验；检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　内毒素检测结果　实测鲎试剂的灵敏度为０．０６
ＥＵ·ｍＬ－１，在标示值的０．５λ～２．０λ之间（包括０．５λ
和２λ）可用于内毒素检测。干扰试验结果为 Ｅｓ＝
０．０６，位于０．５λ～２．０λ，Ｅｔ＝０．７１～０．８５，位于０．５Ｅｓ
～２Ｅｓ，故认为 Ｔｉ微粒浸提液对鲎试剂与内毒素反应
不产生干扰作用。内毒素检查结果显示，Ｔｉ微粒浸提
液中内毒素含量 ＜０．０６ＥＵ·ｍＬ－１，样品内毒素含量
符合ＵＳＰ标准。
３．２　成骨细胞形态学观察结果　倒置相差显微镜下
见各组贴壁细胞逐渐展开，呈梭形、三角形或不规则

多边形，传３代后细胞增殖迅速，细胞胞体膨大，具有
数量不等的细长突起，核大，多为圆形或椭圆形，居中

或偏于细胞一侧，Ｔｉ微粒周围可见成骨细胞贴附
（图３）。在显微镜下随机选５个视野，每个视野计数
１００个细胞，成骨细胞平均纯度为９０．２％，符合培养
要求。

图３　倒置相差显微镜下各组成骨细胞形态（×１００）

３．３　５组鼠颅骨细胞培养液中ＰＧＥ－２、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、
ＩＬ－１、ＩＬ－１ｒａ检测结果　各组成骨细胞培养液中 ＰＧＥ
－２ＯＤ值的差异有统计学意义（Ｆ＝２４４．８９５，Ｐ＝
０．０００）；Ｔｉ微粒组、Ｔｉ＋高Ｒｇ１组、Ｔｉ＋中Ｒｇ１组均高

于正常组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｔｉ＋高
Ｒｇ１组、Ｔｉ＋中Ｒｇ１组、Ｔｉ＋低 Ｒｇ１组均低于 Ｔｉ微粒
组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｔｉ＋低 Ｒｇ１组
低于Ｔｉ＋高 Ｒｇ１组、Ｔｉ＋中 Ｒｇ１组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
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０．０００）；Ｔｉ＋高 Ｒｇ１组高于 Ｔｉ＋中 Ｒｇ１组（Ｐ＝
０．０００）；正常组与Ｔｉ＋低 Ｒｇ１组比较，差异无统计学
意义（Ｐ＝０．１６８）。各组成骨细胞培养液中 ＴＮＦ－

αＯＤ值的差异有统计学意义（Ｆ＝７２．３４０，Ｐ＝
０．０００）；Ｔｉ微粒组、Ｔｉ＋高 Ｒｇ１组、Ｔｉ＋中 Ｒｇ１组、Ｔｉ
＋低Ｒｇ１组均高于正常组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．００１）；Ｔｉ＋中Ｒｇ１组、Ｔｉ＋低Ｒｇ１组低于
Ｔｉ微粒组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｔｉ＋低 Ｒｇ１组低于
Ｔｉ＋高Ｒｇ１组、Ｔｉ＋中Ｒｇ１组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；
Ｔｉ＋高Ｒｇ１组高于 Ｔｉ＋中 Ｒｇ１组（Ｐ＝０．０００）；Ｔｉ微
粒组与 Ｔｉ＋高 Ｒｇ１组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝
０．２３０）。各组成骨细胞培养液中 ＩＬ－６ＯＤ值的差异
有统计学意义（Ｆ＝８０．４４９，Ｐ＝０．０００）；Ｔｉ微粒组、Ｔｉ
＋高Ｒｇ１组、Ｔｉ＋中 Ｒｇ１组、Ｔｉ＋低 Ｒｇ１组均高于正
常组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｔｉ
＋高、中、低Ｒｇ１组均低于 Ｔｉ微粒组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｔｉ＋低Ｒｇ１组低于Ｔｉ＋高、中Ｒｇ１

组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００）；Ｔｉ＋高 Ｒｇ１组高于 Ｔｉ＋中
Ｒｇ１组（Ｐ＝０．０３９）。各组成骨细胞培养液中ＩＬ－１ＯＤ
值的差异有统计学意义（Ｆ＝３８．４８３，Ｐ＝０．０００）；Ｔｉ
微粒组、Ｔｉ＋高Ｒｇ１组、Ｔｉ＋中 Ｒｇ１组、Ｔｉ＋低 Ｒｇ１组
均高于正常组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００）；Ｔｉ＋高、中、低 Ｒｇ１组均低于 Ｔｉ微粒组（Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），Ｔｉ＋低Ｒｇ１组低于Ｔｉ＋
高、中Ｒｇ１组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），Ｔｉ＋中 Ｒｇ１组
与 Ｔｉ＋高 Ｒｇ１组相比，差异无统计学意义（Ｐ＝
０．１８７）。各组成骨细胞培养液中ＩＬ－１ｒａＯＤ值的差异
有统计学意义（Ｆ＝４９２．７２４，Ｐ＝０．０００）；Ｔｉ微粒组、
Ｔｉ＋高Ｒｇ１组、Ｔｉ＋中Ｒｇ１组、Ｔｉ＋低Ｒｇ１组均低于正
常组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｔｉ
＋高、中、低Ｒｇ１组均高于 Ｔｉ微粒组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００），Ｔｉ＋中Ｒｇ１组高于Ｔｉ＋高、低Ｒｇ１
组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），Ｔｉ＋高 Ｒｇ１组低于 Ｔｉ＋低
Ｒｇ１组（Ｐ＝０．０００）。（表１）

表１　５组鼠颅骨成骨细胞培养液中ＰＧＥ－２、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１、ＩＬ－１ｒａ的ＯＤ值

组别 ＰＧＥ－２ ＴＮＦ－α ＩＬ－６ ＩＬ－１ ＩＬ－１ｒａ
正常组 ３１．６８７±０．４６６ ４０．０５５±０．４７１ ５７．５５０±０．６１０ ３７．５７９±３．５２６ ２６８．０１９±３．８７１
Ｔｉ微粒组 ５３．３６２±０．３０７ ５０．１２１±０．５３２ ８０．５３７±０．８８３ ８３．１０６±４．４１３ ６４．１１１±１．３６４
Ｔｉ＋高Ｒｇ１组 ４１．０４８±０．４３１ ４９．６７５±０．３３６ ７０．９７５±０．９４５ ５９．５０６±１．２９４ １１６．３５１±５．４３２
Ｔｉ＋中Ｒｇ１组 ３８．９９８±０．２３４ ４６．４３１±０．２４５ ６８．１５４±０．７４５ ５６．８８１±３．５６１ ２２９．７６８±３．５４５
Ｔｉ＋低Ｒｇ１组 ３２．５０１±０．１２４ ４２．５２１±０．５１３ ６３．３３５±０．８４５ ４５．０８１±３．４５９ ２０７．２０３±２．４３６

３．４　５组鼠颅骨成骨细胞中 ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ、ＴＮＦ－

αｍＲＮＡ检测结果　５组成骨细胞 βａｃｔｉｎ、ＣＯＸ－２、

ＴＮＦ－α荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ部分扩增曲线和各基因的

溶解曲线表现为单一的溶解峰，均为特异性扩增。５

组成骨细胞ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ表达的差异有统计学意义

（Ｆ＝８８６．９３０，Ｐ＝０．０００）；与 Ｔｉ微粒组相比，Ｔｉ＋高

Ｒｇ１组、Ｔｉ＋中Ｒｇ１组、Ｔｉ＋低Ｒｇ１组及正常组ＣＯＸ－

２ｍＲＮＡ的表达较弱（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｔｉ＋高、中、低 Ｒｇ１组均较正常组

强（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｔｉ＋低 Ｒｇ１组

较Ｔｉ＋高、中 Ｒｇ１组弱（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），Ｔｉ＋

中Ｒｇ１组较Ｔｉ＋高 Ｒｇ１组弱（Ｐ＝０．０００）。５组成骨

细胞中ＴＮＦ－αｍＲＮＡ表达的差异有统计学意义（Ｆ＝

１６３５．８７８，Ｐ＝０．０００）；与Ｔｉ微粒组相比，Ｔｉ＋高 Ｒｇ１

组、Ｔｉ＋中 Ｒｇ１组、Ｔｉ＋低 Ｒｇ１组及正常组 ＴＮＦ－

αｍＲＮＡ的表达较弱（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｔｉ＋高、中、低 Ｒｇ１组均较正常组

强（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｔｉ＋低 Ｒｇ１组

较Ｔｉ＋高、中 Ｒｇ１组弱（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｔｉ＋
高Ｒｇ１与Ｔｉ＋中 Ｒｇ１组比较，差异无统计学意义（Ｐ
＝０．０５７）。（表２）
表２　５组鼠颅骨成骨细胞中ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ、ＴＮＦ－αｍＲＮＡ的表达

组别 ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ ＴＮＦ－αｍＲＮＡ
正常组 ０．３８６±０．０１５ ０．３９９±０．０４７
Ｔｉ微粒组 １．０００±０．０００ １．０００±０．０００
Ｔｉ＋高Ｒｇ１组 ０．７３４±０．０６５ ０．８２３±０．０７８
Ｔｉ＋中Ｒｇ１组 ０．６２１±０．０３２ ０．７６４±０．１０７
Ｔｉ＋低Ｒｇ１组 ０．５１７±０．０４２ ０．５４３±０．０４２

３．５　５组鼠颅骨成骨细胞中ＣＯＸ－２蛋白检测结果　

５组成骨细胞ＣＯＸ－２蛋白表达的差异有统计学意义
（Ｆ＝８８６．９３０，Ｐ＝０．０００）；与 Ｔｉ微粒组（０．８５４±

０．０６７）相比，Ｔｉ＋高 Ｒｇ１组、Ｔｉ＋中 Ｒｇ１组、Ｔｉ＋低
Ｒｇ１组及正常组ＣＯＸ－２蛋白的表达较弱［（０．７７４±

０．０４５），（０．６３４±０．０５４），（０．４３３±０．０３２），（０．３０４
±０．０５８），Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０００］；Ｔｉ＋高、中、低 Ｒｇ１组均较正常组强（Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｔｉ＋高Ｒｇ１组较Ｔｉ＋中
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Ｒｇ１组、Ｔｉ＋低Ｒｇ１组强（Ｐ＝０．０１０，Ｐ＝０．０００）；Ｔｉ＋
中Ｒｇ１组较Ｔｉ＋低Ｒｇ１组强（Ｐ＝０．００２）。（图４）

图４　５组鼠颅骨成骨细胞中ＣＯＸ－２蛋白的表达

４　讨　论
ＰＧＥ－２是一种重要的炎症介质，是 ＣＯＸ－２诱导

下花生四烯酸的代谢产物，成骨细胞在 ＣＯＸ－２作用
下释放ＰＧＥ－２，可刺激破骨细胞的成熟和分化，导致
溶骨。金属微粒可能先刺激成骨细胞生成 ＣＯＸ－２，
进而诱导或促进 ＰＧＥ－２、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１等细胞
因子的产生和释放［９－１０］。而ＩＬ－１会促进成骨细胞内

ｃＡＭＰ合成增加，ＧＴＰ酶活性增强，进而诱导成骨细胞

产生ＰＧＥ２、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α等细胞因子［４，１１］。本实验结

果显示，在含有Ｔｉ微粒的成骨细胞培养液中ＣＯＸ－２、
ＰＧＥ－２、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１、ＩＬ－６的表达明显增强，证实 Ｔｉ
微粒能刺激成骨细胞分泌ＰＧＥ－２、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１、ＩＬ－６
等炎症细胞因子。

ＩＬ－１ｒａ能与ＩＬ－１受体特异结合，可抑制 ＩＬ－１诱
导成骨细胞分泌 ＰＧＥ２和组织降解酶类［１２－１３］。本实

验结果显示，５组成骨细胞培养液中 ＩＬ－１的表达以
Ｔｉ微粒组最强，进行人参皂甙 Ｒｇ１干预的 ３组 ＩＬ－
１ＯＤ值处于正常组和 Ｔｉ微粒组之间，而 ＩＬ－１ｒａ的表
达情况则与之相反，提示经人参皂甙 Ｒｇ１干预后，成
骨细胞培养液中ＩＬ－１ｒａ的表达增强，可抑制 ＩＬ－１的
生物活性，减少ＴＮＦ、ＰＧＥ－２等炎症因子的表达。

人参皂甙具有抗炎、抗氧化等作用，其中 Ｒｇ１可
抑制 ＣＯＸ－２、ＰＧＥ－２、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１、ＩＬ－６的表

达［６－８，１４－１５］。本实验结果显示，经过２４ｈ的培养，含

有人参皂甙Ｒｇｌ的成骨细胞培养液中 ＰＧＥ－２、ＴＮＦ－

α、ＩＬ－１、ＩＬ－６的表达均明显弱于 Ｔｉ微粒组，经人参皂
甙Ｒｇｌ干预培养的成骨细胞中 ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ、ＴＮＦ－

αｍＲＮＡ的表达及ＣＯＸ－２蛋白的表达亦弱于 Ｔｉ微粒
组，提示人参皂甙 Ｒｇ１可减弱 Ｔｉ微粒对成骨细胞的

刺激，抑制炎症因子的表达。浓度为５０μｇ·ｍ－１的
人参皂苷Ｒｇ１可使细胞的形态和恶性特征发生逆转，

诱使非正常细胞细胞向正常细胞转化［１６－１８］。本实验

选取２５μｇ·ｍ－１、５０μｇ·ｍ－１、１００μｇ·ｍ－１３个浓度

的人参皂苷Ｒｇ１对与Ｔｉ微粒共培养的鼠颅骨成骨细
胞进行干预，结果发现低剂量Ｒｇ１对炎症因子表达的

抑制作用较高剂量Ｒｇ１强。
本研究结果表明，成骨细胞与 Ｔｉ微粒共培养后，

Ｔｉ微粒能促进成骨细胞分泌炎症因子，人参皂甙 Ｒｇｌ
干预可减弱 Ｔｉ微粒对成骨细胞的刺激、抑制炎症因
子的表达，这可能是人参皂甙 Ｒｇｌ抑制假体周围骨吸
收，防治人工关节假体松动的作用机制。但人参皂甙

Ｒｇ１对成骨细胞产生影响的具体作用机制及药物剂
量效应关系还有待进一步研究。
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ｒｏｓｉｓ：ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｔａｔｉｎｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＭｅｄＣｈｅｍ，２００７，

１４（２）：２４３－２４８．

［７］　胡霞敏，严常开，胡先敏．人参皂苷Ｒｇ１对大鼠脑缺血再

灌注损伤细胞凋亡的影响［Ｊ］．中国临床药理学与治疗

学，２００６，２０（１）：１９２－１９６．

［８］　ＬｉＹＮ，ＷｕＹＬ，ＪｉａＺＨ，ｅｔａｌ．ＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＣＯＸ－２ａｎｄ

ｉＮＯＳａｇｇｒａｖａｔｅｓｖａｓｃｕｌａｒｌｅｓｉｏｎａｎｄａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｇｉｎ

ｓｅｎｏｓｉｄｅ［Ｊ］．ＪＥｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２００８，１１９（２）：３０５－３１１．

［９］　ＤｉｃｋｅｎｓＤＳ，ＫｏｚｉｅｌｓｋｉＲ，ＫｈａｎＪ，ｅｔａｌ．Ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ－２

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐｅｄｉａｔｒｉｃｓａｒｃｏｍａｓ［Ｊ］．ＰｅｄｉａｔｒＤｅｖＰａｔｈｏｌ，

２００２，５（４）：３５６－３６４．

［１０］韩建国，王丽，韩斐斐，等．老年牙周病患者牙槽骨吸收

与ＩＬ－６、ＴＮＦ－α、ＰＧＥ－２水平相关性研究［Ｊ］．徐州医学

院学报，２０１１，３１（６）：３９２－３９４．
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