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·基础研究·

独活寄生汤含药血清抑制白细胞介素１β诱导的
软骨细胞炎症反应的作用机制研究

何晓娟１，林平冬１，马玉环１，翁霞萍１，郑文伟１，李西海１，林洁２，付长龙２，邵翔２，叶蕻芝２，刘献祥１

（１．福建中医药大学，福建　福州　３５０１２２；
２．福建省中西医结合老年性疾病重点实验室，福建　福州　３５０１２２）

摘　要　目的：探讨独活寄生汤含药血清抑制白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１ｂｅｔａ，ＩＬ－１β）诱导的软骨细胞炎症反应的作用机制。

方法：将１０只２月龄雄性ＳＤ大鼠随机分为正常组和独活寄生汤组，独活寄生汤组以９．３ｇ·ｋｇ－１剂量的独活寄生汤灌胃，正常组

给予等量生理盐水灌胃；每日灌胃２次，连续１周；末次灌胃后，经腹主动脉取血，分别制备独活寄生汤含药血清及空白血清，低温

保存备用。截取６只４周龄ＳＤ大鼠膝关节软骨，采用酶消化法分离并培养软骨细胞，光学显微镜下观察软骨细胞形态，并用Ⅱ型

胶原酶免疫组化鉴定。取生长良好的第２代软骨细胞，采用ＭＴＴ法检测含药血清培养２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２ｈ后的软骨细胞活性，

采用酶联免疫吸附法测定不同浓度ＩＬ－１β干预后软骨细胞的基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）－１３含量。将培养

好的第２代软骨细胞随机分为空白血清组、模型组、独活寄生汤含药血清组，其中空白血清组以含１０％空白血清的培养基（ｄｕｌ

ｂｅｃｃｏｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）培养；模型组加入浓度为１５ｎｇ·ｍＬ－１的ＩＬ－１β干预２４ｈ后，采用含１０％空白血清的ＤＭＥＭ

培养；独活寄生汤含药血清组加入浓度为１５ｎｇ·ｍＬ－１的ＩＬ－１β干预２４ｈ后，采用含１０％独活寄生汤含药血清的ＤＭＥＭ培养；３

组均连续培养４８ｈ，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测软骨细胞中Ｇ蛋白偶联信号传导系统关键调控因子的蛋白表达情况。结果：①软骨

细胞形态及免疫组化鉴定结果。第２代软骨细胞胞浆丰富，细胞周围可见具有折光性的细胞外基质，细胞长势呈“铺路石”状，胞

浆呈棕黄色阳性染色。②独活寄生汤含药血清培养不同时间后的软骨细胞活性。含药血清培养２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２ｈ后的软骨细

胞活性比较，差异有统计学意义（１．０１±０．０１，１．０３±０．０２，１．０７±０．０１，１．０２±０．０２，Ｆ＝８．３００，Ｐ＝０．００８）。含药血清培养２４ｈ

时的软骨细胞活性低于培养４８ｈ时的软骨细胞活性（ｔ＝－４．６４８，Ｐ＝０．００２）；与培养３６ｈ、７２ｈ时的软骨细胞活性比较，差异无

统计学意义（ｔ＝－１．５４９，Ｐ＝０．１６０；ｔ＝－０．７７５，Ｐ＝０．４６１）。③不同浓度ＩＬ－１β干预后的ＭＭＰ－１３含量。在含ＩＬ－１β浓度为

０ｎｇ·ｍＬ－１、５ｎｇ·ｍＬ－１、１０ｎｇ·ｍＬ－１、１５ｎｇ·ｍＬ－１、２０ｎｇ·ｍＬ－１、２５ｎｇ·ｍＬ－１的ＤＭＥＭ中培养２４ｈ后软骨细胞ＭＭＰ－１３含量

比较，差异有统计学意义［（０．０７±０．０１）ｎｇ·ｍＬ－１，（０．０８±０．０１）ｎｇ·ｍＬ－１，（０．０９±０．０１）ｎｇ·ｍＬ－１，（０．１０±０．０１）ｎｇ·ｍＬ－１，

（０．０８±０．０１）ｎｇ·ｍＬ－１，（０．０６±０．０１）ｎｇ·ｍＬ－１，Ｆ＝６．８２３，Ｐ＝０．００１］。未经ＩＬ－１β干预时的软骨细胞ＭＭＰ－１３含量与浓度

为５ｎｇ·ｍＬ－１、２０ｎｇ·ｍＬ－１、２５ｎｇ·ｍＬ－１的 ＩＬ－１β干预后软骨细胞 ＭＭＰ－１３含量比较，差异均无统计学意义（ＬＳＤ－ｔ＝

－２．０４９，Ｐ＝０．０５５；ＬＳＤ－ｔ＝－２．０８３，Ｐ＝０．０５２；ＬＳＤ－ｔ＝０．４９６，Ｐ＝０．６２６）；浓度为１０ｎｇ·ｍＬ－１、１５ｎｇ·ｍＬ－１的ＩＬ－１β干预后

软骨细胞ＭＭＰ－１３含量高于未经ＩＬ－１β干预时的软骨细胞ＭＭＰ－１３含量（ＬＳＤ－ｔ＝－３．４１２，Ｐ＝０．００３；ＬＳＤ－ｔ＝－４．２１６，Ｐ＝

０．００１）；浓度为１０ｎｇ·ｍＬ－１的ＩＬ－１β干预后软骨细胞ＭＭＰ－１３含量与浓度为１５ｎｇ·ｍＬ－１的ＩＬ－１β干预后软骨细胞ＭＭＰ－

１３含量比较，差异无统计学意义（ＬＳＤ－ｔ＝－０．８０４，Ｐ＝０．４３２）。④软骨细胞中Ｇ蛋白偶联信号传导系统关键调控因子的蛋白表

达。空白血清组、模型组和独活寄生汤含药血清组的Ｇαｓ、Ｇαｑ、Ｇαｏ和Ｇαｉ蛋白表达量比较，组间差异均有统计学意义［（０．８１±

０．０９）ｋＤａ，（０．３１±０．０７）ｋＤａ，（０．７８±０．１３）ｋＤａ，Ｆ＝２３．６６９，Ｐ＝０．００１；（０．２２±０．０４）ｋＤａ，（０．１４±０．０２）ｋＤａ，（０．２０±０．０２）ｋＤａ，

Ｆ＝６．５００，Ｐ＝０．０３１；（０．２５±０．０２）ｋＤａ，（０．１２±０．０１）ｋＤａ，（０．１８±０．０３）ｋＤａ，Ｆ＝２７．２１４，Ｐ＝０．００１；（０．２１±０．０２）ｋＤａ，（０．２６±

０．０２）ｋＤａ，（０．１９±０．０３）ｋＤａ，Ｆ＝６．８８２，Ｐ＝０．０２８］；空白血清组 Ｇαｓ、Ｇαｑ、Ｇαｏ蛋白表达量高于模型组（ＬＳＤ－ｔ＝６．１３４，Ｐ＝

０．００１；ＬＳＤ－ｔ＝７．３７０，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝３．４６５，Ｐ＝０．０１３），Ｇαｉ蛋白表达量低于模型组（ＬＳＤ－ｔ＝２．５７２，Ｐ＝０．０４２）；模型组

Ｇαｓ、Ｇαｑ、Ｇαｏ蛋白表达量低于独活寄生汤含药血清组（ＬＳＤ－ｔ＝５．７６６，Ｐ＝０．００１；ＬＳＤ－ｔ＝３．４０１，Ｐ＝０．０１４；ＬＳＤ－ｔ＝２．５９９，

Ｐ＝０．０４１），Ｇαｉ蛋白表达量高于独活寄生汤含药血清组（ＬＳＤ－ｔ＝３．６０９，Ｐ＝０．０１１）。结论：独活寄生汤含药血清可以抑制ＩＬ－

１β诱导的软骨细胞炎症反应，其作用机制可能与Ｇ蛋白偶联信号传导系统的调控有关，但其具体作用靶点有待进一步深入研究。

关键词　骨关节炎；软骨细胞；独活寄生汤；软骨退变；Ｇ蛋白偶联信号通路；白细胞介素１β；基质金属蛋白酶１３；炎症反应；动物

实验

基金项目：国家自然科学基金项目（８１３７３８１８）

通讯作者：刘献祥　Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｘｉａｎｘｉａｎｇ＠１６３．ｃｏｍ
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　　 骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是一种致病因素复
杂的慢性进行性关节疾病，以软骨退变、骨赘生成、软

骨下骨重塑及关节内炎症反应为主要病理特点［１］。

Ｇ偶联信号传导系统是一类具有重要作用的细胞跨
膜信号传导系统，能传递生物信息至所有细胞类型，

介导大量生理反应［２］。Ｇ蛋白偶联信号传导系统包

括 Ｇ蛋白偶联受体（Ｇｐｒｏｔｅｉｎ－ｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＧＰＣＲ）、Ｇ蛋白和效应器分子，其中 Ｇ蛋白能够激活

丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号通路，进而诱导白细胞介素１β（ｉｎ

ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１ｂｅｔａ，ＩＬ－１β）等炎症因子的产生，促进基
质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰ）的表
达，使软骨基质降解，导致关节软骨退变。ＯＡ的病因

较为复杂，且病情反复难以治愈，独活寄生汤作为临

床治疗ＯＡ的常用药，可减轻患者炎症反应，改善患

者临床症状，对ＯＡ肝肾亏虚型具有显著疗效。已有
研究发现，独活寄生汤能够下调ＭＭＰ水平，有效地抑

制炎性细胞因子释放，其含药血清亦具有延缓 ＯＡ退

变的作用［３－４］。本实验旨在探讨独活寄生汤含药血

清抑制 ＩＬ－１β诱导的软骨细胞炎症反应的作用机

制，以期为独活寄生汤治疗ＯＡ提供理论依据。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　２月龄雄性 ＳＤ清洁级大鼠１０只、４
周龄雄性ＳＤ清洁级大鼠６只，购自上海斯莱克实验
动物有限责任公司，由福建中医药大学实验动物中心

提供，实验动物合格证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１２－０００１。实
验方案通过医学动物实验伦理委员会批准。

１．２　实验药物　独活寄生汤方药组成：独活９ｇ，细
辛３ｇ，桑寄生、牛膝、杜仲、秦艽、防风、肉桂、川芎、当

归、芍药、干地黄、人参、茯苓、甘草各６ｇ组成，上述
药物均购于福建中医药大学承创堂。准确称取上述

药物后，将其置于３Ｌ圆底烧瓶中，加入８倍药量体

积的蒸馏水，加热回流提取３次，每次２ｈ，真空旋转

蒸发浓缩，浓缩至含生药量为９．３ｇ·ｍＬ－１的药液，

４℃条件下储存备用。
１．３　实验试剂　Ⅱ型胶原酶（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；

ＭＭＰ１３酶联免疫吸附法（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏａｄ
ｓｏｒｄｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒（美国 Ｃｌｏｕｄ－Ｃｌｏｎｅ

公司）；ＭＴＴ试剂盒、ＩＬ－１β诱导剂（美国 Ｓｉｇｍａ公
司）；二氨基联苯胺（Ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色试

剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公司）；ＲＩＰＡ裂解
液（强）、二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白浓

度测定试剂盒（碧云天生物技术公司）；聚偏二氟乙烯

膜（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公

司）；一抗ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ（ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司），

一抗Ｇαｓ、Ｇαｉ、Ｇαｑ、Ｇαｏ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），二抗羊抗
兔（北京中杉金桥生物技术有限公司）。

１．４　实验仪器　ＥＬｘ－８００酶标仪（美国Ｂｉｏ－ｔｅｋ公
司）；化学发光成像系统（美国Ｂｉｏ－ＲＡＤ公司）；光学

显微镜（日本ＯＬＹＭＰＵＳ公司）。

２　方　法
２．１　动物分组　将１０只２月龄清洁级雄性ＳＤ大鼠

随机分为正常组、独活寄生汤组，每组５只。
２．２　含药血清制备　大鼠给药剂量按人和动物药物

等效剂量换算公式［５］计算，独活寄生汤组以９．３ｇ·ｋｇ－１

剂量的独活寄生汤灌胃，正常组给予等量生理盐水

灌胃。每日灌胃２次，连续１周。采血前禁食１２ｈ，
末次灌胃后０．５～１ｈ，采用１０％水合氯醛进行腹腔

注射麻醉，无菌条件下经腹主动脉取血，室温下静置

１～２ｈ后，４℃下用离心机离心 １５ｍｉｎ（转速

３０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心半径 ｒ＝８．４ｃｍ），吸取上层血

清，５６℃水浴灭活３０ｍｉｎ后，用直径０．２２μｍ微孔
滤膜过滤除菌，分装，于 －２０℃的环境下保存备用。

２．３　软骨细胞分离、培养及鉴定　取６只４周龄清
洁级雄性ＳＤ大鼠，采用１０％水合氯醛麻醉处死，无

菌条件下截取膝关节软骨，采用酶消化法分离软骨细

胞并进行原代、传代培养及鉴定。将装有软骨细胞的

培养瓶置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养，４８ｈ后更

换培养液，此为原代软骨细胞，之后每２ｄ更换一次

培养液，细胞长满至培养瓶底８０％ ～９０％时，传第１
代软骨细胞，继续培养并传代，获得第２代软骨细胞。

取长势良好的第２代软骨细胞，接种于含盖玻片的６
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孔板中，爬片，加入２ｍＬ含１０％胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏ
ｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）的培养基（ｄｕｌｂｅｃｃｏｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅ
ｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）培养４８ｈ，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，
磷酸盐缓冲液（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）洗 ３
次；０．５％曲拉通 Ｘ－１００处理１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；
３％Ｈ２Ｏ２ 处理 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３次；羊血清封闭
６０ｍｉｎ，吸干封闭液，一抗 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ（１∶２００）孵育
（阴性对照组不加一抗 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ），以 ＰＢＳ代替，
４℃过夜；ＰＢＳ洗３次，二抗室温孵育１ｈ，再用 ＰＢＳ
洗３次，ＤＡＢ显色１０ｍｉｎ后自来水漂洗；苏木素复染
４５ｓ后自来水荡洗，晾干，中性树脂封片，光学显微镜
下观察软骨细胞形态。

２．４　独活寄生汤含药血清培养不同时间后的软骨细
胞活性检测　采用ＭＴＴ法。取生长良好的第２代软
骨细胞按５×１０４个·ｍＬ－１的密度接种于９６孔板（每
孔１００μＬ），细胞贴壁后更换含１０％独活寄生汤含药
血清的培养液分别培养２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２ｈ，每个时
间段设 １２个复孔。弃培养液，每孔加入 １００μＬ的
１％ ＭＴＴ溶液，３７℃孵育４ｈ，弃ＭＴＴ溶液，加１５０μＬ
的二甲基亚砜，充分振荡１０ｍｉｎ。用酶标仪以４９０ｎｍ
波长下测定各孔的吸光度，观察细胞活性。

２．５　不同浓度ＩＬ－１β干预后软骨细胞ＭＭＰ－１３含
量检测　采用 ＥＬＩＳＡ法。取生长良好的第２代软骨
细胞按５×１０４个·ｍＬ－１的密度接种于６孔板（每孔
２ｍＬ），细胞贴壁后弃培养液，加入含 ＩＬ－１β浓度为
０ｎｇ·ｍＬ－１、５ｎｇ·ｍＬ－１、１０ｎｇ·ｍＬ－１、１５ｎｇ·ｍＬ－１、
２０ｎｇ·ｍＬ－１、２５ｎｇ·ｍＬ－１的不含 ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ，置
于３７℃、５％ＣＯ２培养箱内培养。分别收集培养２４ｈ
后的细胞上清液，按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书处理细胞
上清液样品，用多功能酶标仪以４５０ｎｍ波长检测样
品中ＭＭＰ－１３的浓度。
２．６　软骨细胞分组　将培养好的第２代软骨细胞以
５×１０４个·ｍＬ－１接种于６孔培养板中，每孔２ｍＬ。
细胞贴壁后，将细胞随机分为空白血清组、模型组、

独活寄生汤含药血清组，其中空白血清组以含１０％
空白血清的 ＤＭＥＭ 培养；模型组加入浓度为
１５ｎｇ·ｍＬ－１的ＩＬ－１β干预２４ｈ后，采用含１０％空
白血清的 ＤＭＥＭ培养；独活寄生汤含药血清组加入
浓度为１５ｎｇ·ｍＬ－１的 ＩＬ－１β干预２４ｈ后，采用含
１０％独活寄生汤含药血清的 ＤＭＥＭ培养；３组均连
续培养４８ｈ。

２．７　软骨细胞中Ｇ蛋白偶联信号传导系统关键调控

因子的蛋白表达检测　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法。于６孔

培养板内以不同浓度 ＩＬ－１β干预各组软骨细胞后，

每孔细胞用ＰＢＳ洗１次，弃去ＰＢＳ，加入２００μＬ蛋白

裂解液（ＲＡＰＩ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１），将培养板置于４℃

冰箱，裂解细胞３０ｍｉｎ，每隔１０ｍｉｎ晃动１次；细胞裂

解完毕后，用细胞刮刀轻轻将裂解物刮下，收集并转

移入１．５ｍＬ的环氧树脂（ｅｐｏｘｙｅｐｏｘｉｄｅ，ＥＰ）管，离心

３０ｍｉｎ（转速１４０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心半径８．４ｃｍ），吸

取上清至另一干净的 ＥＰ管，得到总蛋白。ＢＣＡ法测

定蛋白浓度，按照定量结果，每孔上样２０μｇ，以１２％

十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶进行电泳分离，将

蛋白湿转至 ＰＶＤＦ膜上，转膜结束后用 ＴＢＳＴ荡洗

ＰＶＤＦ膜，加封闭液，室温下摇床上封闭２ｈ，４℃下分

别加入一抗孵育（分别孵育 Ｇαｓ、Ｇαｉ、Ｇαｑ、Ｇαｏ、β－

ａｃｔｉｎ）过夜，用ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；然后加入

二抗，室温摇床孵育１ｈ，用 ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０

ｍｉｎ；加入适量ＥＣＬ显影液反应１ｍｉｎ，曝光、显影。应

用ＩｍａｇｅＬａｂ图像处理软件分析目的蛋白和内参β－

ａｃｔｉｎ条带灰度值，计算机自动读取并记录每条条带的

灰度值。

２．８　数据统计学分析　采用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件对

所得数据进行统计学处理，独活寄生汤含药血清培养

不同时间软骨细胞活性的比较采用重复测量资料的

方差分析，不同浓度ＩＬ－１β干预软骨细胞２４ｈ后的

ＭＭＰ－１３含量的比较以及３组大鼠软骨细胞中Ｇ蛋

白偶联信号传导系统关键调控因子蛋白表达量的组

间比较均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　原代软骨细胞呈圆球形悬浮于

培养液中［图１（１）］；培养２４ｈ后，软骨细胞基本贴

壁；培养第３天后软骨细胞分裂增殖加快，呈三角形

或多角形［图１（２）］；培养第７天，软骨细胞核清晰，

可见１～２个核仁［图１（３）］。传代后细胞生长速度

加快，第１代软骨细胞主要呈圆形或椭圆形，具有细

胞密度依赖性［图１（４）］；第２代软骨细胞胞浆丰富，

细胞周围可见具有折光性的细胞外基质，细胞长势呈

明显的“铺路石”状［图１（５）］；第３代软骨细胞生长

速度相对减慢，细胞开始呈长梭形变化［图１（６）］。
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图１　显微镜下大鼠膝关节软骨细胞形态（×２００）

３．２　软骨细胞鉴定结果　第２代软骨细胞胞浆被染
成棕黄色，细胞生长密集的地方比细胞相互接触较少

的地方棕黄色深，细胞外也能见到棕黄色（图２）。
３．３　独活寄生汤含药血清培养不同时间后的软骨细
胞活性　独活寄生汤含药血清培养不同时间第２代

软骨细胞活性比较，差异有统计学意义。培养 ２４ｈ
时的软骨细胞活性低于培养４８ｈ时的软骨细胞活性
（ｔ＝－４．６４８，Ｐ＝０．００２）；与培养３６ｈ、７２ｈ时的软骨
细胞活性比较，差异无统计学意义（ｔ＝－１．５４９，Ｐ＝
０．１６０；ｔ＝－０．７７５，Ｐ＝０．４６１）。见表１。

图２　第２代软骨细胞Ⅱ型胶原免疫组化染色结果（×２００）

表１　独活寄生汤含药血清培养不同时间后的软骨细胞活性　ｘ±ｓ

培养时间 ２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ ７２ｈ Ｆ值 Ｐ值
软骨细胞活性 １．０１±０．０１ １．０３±０．０２ １．０７±０．０１ １．０２±０．０２ ８．３００ ０．００８

３．４　不同浓度ＩＬ－１β干预后软骨细胞ＭＭＰ－１３含
量　不同浓度ＩＬ－１β干预软骨细胞２４ｈ后 ＭＭＰ－
１３含量比较，差异有统计学意义。未经 ＩＬ－１β干预

时的软骨细胞 ＭＭＰ－１３含量与浓度为５ｎｇ·ｍＬ－１、
２０ｎｇ·ｍＬ－１、２５ｎｇ·ｍＬ－１的ＩＬ－１β干预后软骨细胞
ＭＭＰ－１３含量比较，差异均无统计学意义（ＬＳＤ－ｔ＝
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－２．０４９，Ｐ＝０．０５５；ＬＳＤ－ｔ＝－２．０８３，Ｐ＝０．０５２；
ＬＳＤ－ｔ＝０．４９６，Ｐ＝０．６２６）；浓度为 １０ｎｇ·ｍＬ－１、
１５ｎｇ·ｍＬ－１的ＩＬ－１β干预后软骨细胞ＭＭＰ－１３含
量高于未经 ＩＬ－１β干预时的软骨细胞 ＭＭＰ－１３含
量（ＬＳＤ－ｔ＝－３．４１２，Ｐ＝０．００３；ＬＳＤ－ｔ＝－４．２１６，

Ｐ＝０．００１）；浓度为１０ｎｇ·ｍＬ－１的ＩＬ－１β干预后软
骨细胞ＭＭＰ－１３含量与浓度为１５ｎｇ·ｍＬ－１的 ＩＬ－
１β干预后软骨细胞ＭＭＰ－１３含量比较，差异无统计
学意义（ＬＳＤ－ｔ＝－０．８０４，Ｐ＝０．４３２）。见表２。

表２　不同浓度白细胞介素１β干预软骨细胞２４ｈ后的基质金属蛋白酶１３含量

白细胞介素１β浓度
（ｎｇ·ｍＬ－１）

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ Ｆ值 Ｐ值

基质金属蛋白酶１３含量
（ｘ±ｓ，ｎｇ·ｍＬ－１）

０．０７±０．０１ ０．０８±０．０１ ０．０９±０．０１ ０．１０±０．０１ ０．０８±０．０１ ０．０６±０．０１ ６．８２３ ０．００１

３．５　软骨细胞中Ｇ蛋白偶联信号传导系统关键调控
因子的蛋白表达　空白血清组、模型组和独活寄生汤
含药血清组的 Ｇαｓ、Ｇαｑ、Ｇαｏ和 Ｇαｉ蛋白表达量比
较，组间差异均有统计学意义；空白血清组Ｇαｓ、Ｇαｑ、
Ｇαｏ蛋白表达量高于模型组（ＬＳＤ－ｔ＝６．１３４，Ｐ＝
０．００１；ＬＳＤ－ｔ＝７．３７０，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝３．４６５，

Ｐ＝０．０１３），Ｇαｉ蛋白表达量低于模型组（ＬＳＤ－ｔ＝
２．５７２，Ｐ＝０．０４２）；模型组 Ｇαｓ、Ｇαｑ、Ｇαｏ蛋白表达
量低于独活寄生汤含药血清组（ＬＳＤ－ｔ＝５．７６６，Ｐ＝
０．００１；ＬＳＤ－ｔ＝３．４０１，Ｐ＝０．０１４；ＬＳＤ－ｔ＝２．５９９，
Ｐ＝０．０４１），Ｇαｉ蛋白表达量高于独活寄生汤含药血
清组（ＬＳＤ－ｔ＝３．６０９，Ｐ＝０．０１１）。见表３。

表３　３组大鼠软骨细胞中Ｇ蛋白偶联信号传导系统关键调控因子蛋白表达量的比较　ｘ±ｓ，ｋＤａ

组别 Ｇαｓ Ｇαｑ Ｇαｏ Ｇαｉ
空白血清组 ０．８１±０．０９ ０．２２±０．０４ ０．２５±０．０２ ０．２１±０．０２
模型组 ０．３１±０．０７ ０．１４±０．０２ ０．１２±０．０１ ０．２６±０．０２

独活寄生汤含药血清组 ０．７８±０．１３ ０．２０±０．０２ ０．１８±０．０３ ０．１９±０．０３
Ｆ值 ２３．６６９ ６．５００ ２７．２１４ ６．８８２
Ｐ值 ０．００１ ０．０３１ ０．００１ ０．０２８

４　讨　论
软骨细胞包埋于致密的软骨基质中，Ⅱ型胶原是

软骨基质的主要成分之一，它的合成与分泌是衡量软

骨细胞是否维持分化表型的特征性指标。软骨细胞

通过Ⅱ型胶原免疫荧光染色后，可见软骨细胞胞浆呈

棕黄色，胞外基质也有黄色颗粒出现，胞核不着色，说

明体外培养的软骨细胞和软骨基质中均有Ⅱ型胶原

表达，表明体外分离、培养的第２代关节软骨细胞具

有典型生物学特性［６－７］。第２代软骨细胞胞浆丰富，

细胞周围可见具有折光性的细胞外基质，细胞长势呈

明显的“铺路石”状，具有良好的软骨细胞形态学特

征，故而本实验选择第２代代关节软骨细胞进行后续

实验。

用于体外细胞培养的含药血清浓度一般认为不

应超过２０％［８］。我们前期实验研究表明，独活寄生

汤含药血清对体外培养的软骨细胞的最佳干预浓度

为１０％［９］。本实验采用时间梯度法优化独活寄生汤

对软骨细胞的最佳干预时间，结果显示１０％的独活寄

生汤含药血清作用时间为４８ｈ时，对软骨细胞活性促

进作用相对最明显，故而可以选择４８ｈ作为１０％独活

寄生汤含药血清对软骨细胞的较佳培养时间。

ＩＬ－１β是一种常见的促炎细胞因子，其主要作

用包括刺激激活其他炎症介质，在诱导软骨细胞炎症

以及凋亡过程中具有重要作用［１０］。体外培养的软骨

细胞正常状态下无一氧化氮产生，加入外源性 ＩＬ－

１β后能够刺激软骨细胞产生诱导型一氧化氮合酶，

继而产生大量一氧化氮引起细胞脂质过氧化，调节细

胞凋亡基因，诱导软骨细胞凋亡［１１－１２］。ＩＬ－１β可通

过调节ｍＲＮＡ表达，诱导炎症介质如 ＭＭＰｓ的产生，

促进软骨退变并抑制软骨修复［１３－１４］；同时能抑制软

骨细胞Ⅱ型前胶原ｍｉＲＮＡ的表达及Ⅱ型胶原和蛋白

多糖的合成，促进软骨和滑膜组织中胶原酶和蛋白聚

糖酶的表达，导致胶原纤维网状结构破坏，软骨基质

降解，最终加剧关节软骨退变。因此本实验选择ＩＬ－

１β作为软骨细胞炎症模型建立的诱导剂，以 ＭＭＰ－

１３为检测指标，采用ＥＬＩＳＡ法优化 ＩＬ－１β诱导软骨

细胞炎症模型的量效关系，结果显示以浓度为

１５ｎｇ·ｍＬ－１的ＩＬ－１β刺激软骨细胞２４ｈ后，软骨细
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胞产生ＭＭＰ－１３的浓度最大。
ＧＰＣＲ是一大类偶联受体家族，具有７个跨膜 α

螺旋的识别特征，在信号转导过程中，细胞外信号通

过激活的跨膜受体和跨膜功能蛋白的协助作用将信

息传达入细胞内，传至细胞内的信号激活 Ｇ蛋白，结
合离子通道，形成第２信使激活后续酶系统，通过不
同信号通路产生不同的生物学效应［１５－１６］。ＭＡＰＫ有
多个亚家族，其中ｐ３８ＭＡＰＫ、细胞外信号调节蛋白激
酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）和 ｃ－
Ｊｕｎ氨基末端激酶（ｃ－ＪｕｎＮ－ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）
这３条信号通路与 ＯＡ密切相关，且 ｐ３８ＭＡＰＫ和
ＪＮＫ信号转导通路是参与调控炎症反应的重要信号
通路［１７］。哺乳动物细胞的 ＧＰＣＲｓ能够特异性激活

ＥＲＫ、ＪＮＫ和 ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路［１８］。活化的 ＭＡＰＫ
磷酸化转录子，会引起相关基因转录，产生一系列致

炎因子、趋化因子、ＭＭＰｓ等，继而影响软骨细胞的正
常代谢活动，使软骨细胞正常结构以及功能被改变、

导致软骨细胞凋亡、软骨基质降解，致使软骨退变。

本研究结果显示，在ＩＬ－１β诱导的ＯＡ软骨细胞中，
Ｇαｓ、Ｇαｑ、Ｇαｏ蛋白表达水平下调，Ｇαｉ蛋白表达水平
上调。用独活寄生汤含药血清干预ＩＬ－１β诱导的ＯＡ
软骨细胞，发现Ｇαｓ、Ｇαｑ及Ｇαｏ蛋白表达水平明显上
升，Ｇαｉ蛋白表达水平明显下降。这提示，独活寄生汤
含药血清调控Ｇ蛋白偶联信号传导通路，调节相关Ｇ
蛋白的表达，抑制软骨细胞炎症反应的进一步发展。

本研究结果显示，独活寄生汤含药血清可以抑制

ＩＬ－１β诱导的软骨细胞炎症反应，其作用机制可能
与Ｇ蛋白偶联信号传导系统的调控有关，但其具体作
用靶点有待进一步深入研究。在以后的研究中，我们

将以Ｇ蛋白偶联信号传导系统介导的 ＭＡＰＫ信号通
路为切入点，检测ＭＡＰＫ信号通路中丝裂原细胞外信
号调节激酶、ＥＲＫ等基因蛋白的表达，进一步为独活
寄生汤的临床应用提供科学性的实验依据。
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