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摘　要　目的：探讨跳骨片含药血清抑制脂多糖诱导的软骨细胞炎症反应的作用机制。方法：将１０只８周龄雄性ＳＤ大鼠随机分

为跳骨片组和空白组，跳骨片组以０．３２ｇ·ｋｇ－１剂量的跳骨片灌胃，空白组给予等量生理盐水灌胃；每天灌胃１次，连续７ｄ；末次

灌胃１ｈ后，经腹主动脉取血，分别制备跳骨片含药血清和空白血清，低温保存备用。从１０只４周龄ＳＤ大鼠膝关节软骨中分离

软骨细胞并培养，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。将培养好的第２代软骨细胞随机分为空白血

清组、模型组、跳骨片含药血清组，其中空白血清组以含１０％空白血清的培养基（ｄｕｌｂｅｃｃｏｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）培养；模

型组以浓度为１０ｎｇ·ｍＬ－１的脂多糖和含１０％空白血清的ＤＭＥＭ培养；跳骨片含药血清组以浓度为１０ｎｇ·ｍＬ－１的脂多糖和含

１０％跳骨片含药血清的ＤＭＥＭ培养；３组均连续干预培养８ｈ，采用酶联免疫吸附法检测软骨细胞基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏ

ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）３、ＭＭＰ９含量，采用荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ法检测软骨细胞中 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路相关基因表达水平，采用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测软骨细胞中β－链蛋白（β－ｃａｔｅｎｉｎ）、卷曲蛋白－２（Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２）的蛋白表达量，采用免疫荧光检测法检测软骨

细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ、糖原合成酶激酶－３β（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｃｋｉｎａｓｅ－３β，ＧＳＫ－３β）、蛋白多糖１（ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｓ１，ＰＧＳ１）的蛋白表达

量。结果：①软骨细胞免疫组化鉴定结果。第２代软骨细胞胞浆及细胞膜呈棕黄色阳性染色，具有典型的软骨细胞生物学特征。

②软骨细胞ＭＭＰ３、ＭＭＰ９含量。脂多糖干预８ｈ后，空白血清组、模型组和跳骨片含药血清组的软骨细胞 ＭＭＰ３、ＭＭＰ９含量比

较，组间差异均有统计学意义［（３４．０１９±１．０３６）ｎｇ·ｍＬ－１，（４４．６４５±２．４７３）ｎｇ·ｍＬ－１，（３２．９４１±１．７９２）ｎｇ·ｍＬ－１，Ｆ＝３６．０６０，

Ｐ＝０．０００；（１．３４８±０．０３８）ｎｇ·ｍＬ－１，（１．５６２±０．１１２）ｎｇ·ｍＬ－１，（１．３３１±０．０１５）ｎｇ·ｍＬ－１，Ｆ＝１１．３１９，Ｐ＝０．０００］；模型组软骨

细胞ＭＭＰ３、ＭＭＰ９含量均高于空白血清组（ＬＳＤ－ｔ＝－７．０１６，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝－３．７６８，Ｐ＝０．００３）；跳骨片含药血清组软骨

细胞ＭＭＰ３、ＭＭＰ９含量均低于模型组（ＬＳＤ－ｔ＝７．６５２，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝４．０６６，Ｐ＝０．００２）；空白血清组软骨细胞ＭＭＰ３、ＭＭＰ９

含量与跳骨片含药血清组比较，差异均无统计意义（ＬＳＤ－ｔ＝０．６３５，Ｐ＝０．５４９；ＬＳＤ－ｔ＝０．２９９，Ｐ＝０．７７０）。③软骨细胞中 Ｗｎｔ／

β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路相关基因的表达。脂多糖干预８ｈ后，空白血清组、模型组和跳骨片含药血清组软骨细胞中 β－ｃａｔｅｎｉｎ、

ＧＳＫ－３β、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２、Ｗｎｔ－４、ＣＫＩ－ε基因表达量比较，组间差异均有统计学意义（１．０００±０．２７５，２．２５８±０．２０６，１．４３１±０．３０４，

Ｆ＝３６．７０９，Ｐ＝０．０００；１．０００±０．１３３，０．４１７±０．１０４，０．８４２±０．０９４，Ｆ＝２９．２５９，Ｐ＝０．０００；１．０００±０．１９１，１．７３７±０．２３８，１．４４５±

０．３３７，Ｆ＝７．０２７，Ｐ＝０．０１５；１．０００±０．３４１，３．８０１±０．５７９，１．８７６±０．３８８，Ｆ＝７１．９０３，Ｐ＝０．０００；１．０００±０．３０９，２．２０８±０．７０８，

１．４４１±０．４２１，Ｆ＝６４．１７８，Ｐ＝０．０００）；模型组软骨细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２、Ｗｎｔ－４、ＣＫＩ－ε基因表达量均高于空白血清组

（ＬＳＤ－ｔ＝－８．４３１，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝－３．７２３，Ｐ＝０．００５；ＬＳＤ－ｔ＝８．０６２，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝－１１．２３５，Ｐ＝０．０００），ＧＳＫ－３β

基因表达量低于空白血清组（ＬＳＤ－ｔ＝７．３９７，Ｐ＝０．０００）；跳骨片含药血清组软骨细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２、Ｗｎｔ－４、ＣＫＩ－ε

基因表达量均低于模型组（ＬＳＤ－ｔ＝５．５４１，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝１．４７７，Ｐ＝０．０１７；ＬＳＤ－ｔ＝８．０６２，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝６．８８２，Ｐ＝

０．０００），ＧＳＫ－３β基因表达量高于模型组（ＬＳＤ－ｔ＝－５．３８７，Ｐ＝０．０００）；空白血清组软骨细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｗｎｔ－４、ＣＫＩ－ε基

因表达量均低于跳骨片含药血清组（ＬＳＤ－ｔ＝－２．２８９，Ｐ＝０．０１８；ＬＳＤ－ｔ＝－３．６５８，Ｐ＝０．００５；ＬＳＤ－ｔ＝－４．３５２，Ｐ＝０．００２）；空

白血清组软骨细胞中ＧＳＫ－３β、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２基因表达量与跳骨片含药血清组比较，差异均无统计学意义（ＬＳＤ－ｔ＝２．００９，Ｐ＝

０．０７５；ＬＳＤ－ｔ＝－３．６５８，Ｐ＝０．０５１）。④软骨细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２的蛋白表达。脂多糖干预８ｈ后，空白血清组、模型

组和跳骨片含药血清组软骨细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２蛋白表达量比较，组间差异均有统计学意义（０．４４９±０．０６３，０．７４６±

０．１５６，０．５４９±０．０５６，Ｆ＝５．３２３，Ｐ＝０．０２６；１．３４８±０．０３８，１．５６２±０．１１２，１．３３１±０．０１５，Ｆ＝６．２９１，Ｐ＝０．０３４）；模型组软骨细胞

中β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２蛋白表达量高于空白血清组（ＬＳＤ－ｔ＝－１１．２３５，Ｐ＝０．００５；ＬＳＤ－ｔ＝－３．１０４，Ｐ＝０．０２１）；跳骨片含药

血清组软骨细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２蛋白表达量低于模型组（ＬＳＤ－ｔ＝６．８８３，Ｐ＝０．０３７；ＬＳＤ－ｔ＝３．０３９，Ｐ＝０．０２３）；空白
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血清组软骨细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达量低于跳骨片含药血清组（ＬＳＤ－ｔ＝－４．３５２，Ｐ＝０．００２）；空白血清组软骨细胞中

Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２蛋白表达量与跳骨片含药血清组比较，差异无统计学意义（ＬＳＤ－ｔ＝－０．０６５，Ｐ＝０．９５０）。⑤软骨细胞中 β－ｃａｔｅｎｉｎ、

ＧＳＫ－３β、ＰＧＳ１的蛋白表达。脂多糖干预８ｈ后，软骨细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ－３β、ＰＧＳ１蛋白染色明显，呈绿色；空白血清组、模

型组和跳骨片含药血清组软骨细胞中 β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ－３β、ＰＧＳ１蛋白表达量比较，组间差异均有统计学意义（０．０１４±０．００２，

０．０２９±０．００６，０．０１８±０．００２，Ｆ＝９．９１０，Ｐ＝０．０１３；０．３８０±０．０１１，０．２３７±０．０１５，０．２８７±０．００２，Ｆ＝５６．６３９，Ｐ＝０．０００；０．０３４±

０．００３，０．０２２±０．００２，０．０２９±０．００３，Ｆ＝２７．２３２，Ｐ＝０．００１）；模型组软骨细胞β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达量高于空白血清组（ＬＳＤ－ｔ＝

－４．１０３，Ｐ＝０．００６），ＧＳＫ－３β、ＰＧＳ１蛋白表达量低于空白血清组（ＬＳＤ－ｔ＝１．０４８，Ｐ＝０．０００；ｔ＝７．３６５，Ｐ＝０．０００）；跳骨片含药

血清组软骨细胞 β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达量低于模型组（ＬＳＤ－ｔ＝－３．５４８，Ｐ＝０．０１２），ＧＳＫ－３β、ＰＧＳ１蛋白表达量高于模型

组（ＬＳＤ－ｔ＝－３．６５７，Ｐ＝０．０１１；ＬＳＤ－ｔ＝－３．２７３，Ｐ＝０．０１７）；空白血清组软骨细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达量与跳骨片含药血清

组比较，差异无统计学意义（ＬＳＤ－ｔ＝－０．５５４，Ｐ＝０．５９９）；空白血清组软骨细胞中 ＧＳＫ－３β、ＰＧＳ１蛋白表达量高于跳骨片含药

血清组（ＬＳＤ－ｔ＝６．８２７，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝４．０９２，Ｐ＝０．０１０）。结论：跳骨片含药血清可以抑制脂多糖诱导的软骨细胞炎症反

应，延缓关节软骨退变。其作用机制可能与Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路的调控有关，其中 β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２、ＧＳＫ－３β、Ｗｎｔ－

４、ＣＫＩ－ε基因可能是该信号通路的重要靶点。但是由于引起ＯＡ的因素众多且跳骨片含药血清成分多且复杂，有待于进一步研

究证实。
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　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）以关节软骨退变、软
骨下骨重塑、骨赘形成、关节内炎症反应为主要病理

特征的慢性退行性关节疾病，是生物力学、生物学、基

因遗传等多种因素共同作用的结果［１］。炎症反应在
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ＯＡ的发生发展过程中起着重要作用。Ｗｎｔ／β－链蛋
白（β－ｃａｔｅｎｉｎ）信号通路对关节的形成、软骨细胞的
分化及关节软骨的退变等起着重要作用［２］。当 Ｗｎｔ／

β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路被激活时能够促进基质金属蛋
白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）的表达［３］。ＭＭＰ

是破坏关节软骨的主要酶，其中以 ＭＭＰ－１３的破坏
性最显著，其能够降解细胞外基质中的胶原及蛋白多

糖，是导致ＯＡ发生的重要原因之一。目前临床尚缺
乏有效治疗ＯＡ的方法，因此寻求一种经济、有效、不
良反应小的治疗方法已成为医学界的共识。本课题

组前期实验发现跳骨片水提物具有提高软骨细胞活

性的作用［４］。本实验旨在探讨跳骨片含药血清抑制

脂多糖诱导的软骨细胞炎症反应的作用机制，以期为

跳骨片治疗ＯＡ提供理论依据。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　４周和８周龄雄性 ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠
各１０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，实验动物许可证

号：ＳＣＸＫ（沪）２０１２－０００２。实验方案通过医学动物
实验伦理委员会批准。

１．２　实验药物与试剂　跳骨片（中国福州屏山制药
有限公司）；糖原合成酶激酶 －３β（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｃ
ｋｉｎａｓｅ－３β，ＧＳＫ－３β）、Ｗｎｔ－４、β－ｃａｔｅｎｉｎ、卷曲蛋
白－２（Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２）、ＣＫＩ－ε抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司）；ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、β－ａｃｔｉｎ抗体（美国 Ａｂｃａｍ公司）；
曲拉通、脂多糖（美国ｓｉｇｍａ公司）；水合氯醛（中国上
海士锋生物科技有限公司）；ＲＩＰＡ裂解液（强）、二喹
啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂
盒（中国碧云天生物技术有限公司）；ＭＭＰ－９酶联免
疫吸附法（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏａｄｓｏｒｄｅｎｔａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）试剂盒（美国 Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ公司）；ＭＭＰ－３、
ＭＭＰ－１３ＥＬＩＳＡ试剂盒（中国武汉云克隆科技有限公
司）；ＧＯＸＲＢＡＬＥＸＡＦＬＵＯＲ４８８、４′，６－二脒基－２－
苯基吲哚（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）、
蛋白多糖１（ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｓ１，ＰＧＳ１）抗体（美国Ｔｈｅｒｍｏ
公司）；ＡｃｅＱ ｑＰＣＲＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒
（中国诺唯赞生物科技有限公司）；ＤＡＢ显色试剂盒、
免疫组化试剂盒（中国武汉博士德生物工程有限公

司）；Ｔｒｉｚｏｌ（美国Ｌｉｆｅ公司）。
１．３　实验仪器　激光共聚焦显微镜（德国 ＺＥＩＳＳ公
司）；ＲＮＡ浓度测定仪（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；光学显微镜

（德国ＬＥＩＣＡ公司）；ＬＸ－８００酶标仪（美国Ｂｉｏ－ｔｅＫ公
司）；荧光定量ＰＣＲ仪（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）。

２　方　法
２．１　动物分组　将１０只８周龄ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠
随机分为跳骨片组和空白组，每组各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，将跳骨片成人（按体质量

６０ｋｇ计算）的临床用药剂量折算成大鼠的用药剂量。
跳骨片组以０．３２ｇ·ｋｇ－１剂量的跳骨片灌胃，空白组
给予等量生理盐水灌胃。每天灌胃１次，连续 ７ｄ。
末次灌胃１ｈ后，采用１０％水合氯醛进行腹腔麻醉，
无菌条件下行腹主动脉取血，室温下静置２ｈ后，用
离心机离心２０ｍｉｎ（转速３０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心半径ｒ＝
８．４ｃｍ），吸取上层血清，５６℃水浴灭活３０ｍｉｎ，用直
径０．２２μｍ无菌滤头过滤除菌，于 －８０℃的环境下
保存备用。

２．３　软骨细胞分离、培养与鉴定　取 １０只 ４周龄
ＳＰＦ级ＳＤ大鼠，采用１０％水合氯醛进行麻醉处死，无
菌条件下截取大鼠双侧膝关节；将其置于７５％的酒
精中消毒１５ｍｉｎ后，在超净台上用手术刀刮下胫骨
平台和股骨髁的关节软骨，置于培养皿中用磷酸盐缓

冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）洗３次；然后用刀
片将其切碎成约１ｍｍ３的小块，加入３ｍＬ０．２％的Ⅱ
型胶原酶，于 ３７℃培养箱中消化；每 ２ｈ吸取上清
液，用离心机离心５ｍｉｎ（转速１５００ｒ·ｍｉｎ－１，离心半
径ｒ＝８．４ｃｍ）；弃上清，将细胞重悬于含１０％胎牛血
清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）的培养液中，重复４～５次
至组织块被消化完全，此为原代软骨细胞；隔天更换

１次培养液，细胞长满至培养皿底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。取生长良好的第２代软骨细胞接种于６孔板
中，放入细胞爬片，加入２ｍＬ含１０％ＦＢＳ的培养液培
养４８ｈ，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；０．３％
曲拉通破膜 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３次；３％Ｈ２Ｏ２ 处理
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；５％ＢＳＡ封闭１ｈ；４℃下一抗Ｃｏｌ
ｌａｇｅｎⅡ孵育过夜（阳性组），而阴性对照组不进行一抗
ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ孵育；室温孵育二抗１ｈ，ＤＡＢ显色３ｍｉｎ后自
来水漂洗；苏木素复染３０ｓ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　软骨细胞分组和干预　将生长状态良好的第２
代软骨细胞以２×１０４个·ｍＬ－１接种于 ６孔培养板

·１１·　中医正骨２０１７年８月第２９卷第８期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０１７，Ｖｏｌ．２９，Ｎｏ．８　　　（总５７１）　　　
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中，每孔２ｍＬ。细胞贴壁后，将细胞随机分为空白血
清组、模型组、跳骨片含药血清组，其中空白血清组以

含１０％空白血清的培养基（ｄｕｌｂｅｃｃｏｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅ
ｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）培养；模型组以浓度为１０ｎｇ·ｍＬ－１

的脂多糖和含１０％空白血清的 ＤＭＥＭ培养；跳骨片
含药血清组以浓度为 １０ｎｇ·ｍＬ－１的脂多糖和含
１０％跳骨片含药血清的ＤＭＥＭ培养；３组均连续干预
培养８ｈ。
２．５　软骨细胞 ＭＭＰ－３、ＭＭＰ－９含量检测　采用
ＥＬＩＳＡ法。脂多糖干预８ｈ后，吸取各组细胞培养液，
４℃离心５ｍｉｎ（３０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心半径ｒ＝８．４ｃｍ），
取上清液，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
ＭＭＰ３、ＭＭＰ９的浓度。
２．６　软骨细胞中Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路相关基因
表达水平检测　采用荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ检测法。脂
多糖干预８ｈ后，各组软骨细胞用 ＰＢＳ洗涤２次，每
孔加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ试剂提取各组总 ＲＮＡ，测完浓度后
取２μｇ的总 ＲＮＡ，根据表 １条件进行逆转录。取
２μＬ的逆转录产物，按 ＡｃｅＱ ｑＰＣＲＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒说明书进行加样，使用荧光定量
ＰＣＲ仪进行荧光收集，其中引物序列见表２。以ＧＡＰ
ＤＨ为内参基因，并采用２－ΔΔＣｔ法计算各组间的基因
表达差异（Ｃｔ值为每个反应管内的荧光信号到达所
设定的阈值时所经历的循环数）。

表１　逆转录条件

步骤 温度（℃） 时间（ｍｉｎ）
第１步 ４２ ６０
第２步 ７０ ５
第３步 ４ 保存

表２　荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ实验所用引物序列

基因名称 序列（５＇－３＇）

ＧＡＰＤＨ 上游：ＡＣＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧ
下游：ＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＡＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣ

β－ｃａｔｅｎｉｎ
上游：ＡＧＧＣＡＣＴＧＧＧＧＣＴＴＣＡＴＣＴＧＡＣ
下游：ＧＣＣＴＴＣＣＡＴＣＣＣＴＴＣＣＴＧＣＴＴＡＧ

Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２ 上游：ＣＴＴＣＧＴＧＴＣＡＣＴＣＴＴＣＣＧＣＡＴＣ
下游：ＡＴＡＡＧＡＣＧＣＣＧＡＴＡＣＧＣＡＣＣＡＴ

Ｗｎｔ－４ 上游：ＡＴＧＧＡＧＣＣＧＡＴＣＣＧＧＴＣＣＡＧ
下游：ＣＡＣＣＡＴＧＣＡＣＣＴＣＴＣＣＣＡＧＣ

ＧＳＫ－３β
上游：ＧＡＧＧＣＡＡＴＣＧＣＡＣＴＧＴＧＴＡＧ
下游：ＡＧＧＴＡＧＡＧＴＴＧＧＡＧＧＣＴＧＡＴＧ

ＣＫＩ－ε
上游：ＡＴＣＡＧＣＧＡＧＡＡＧＡＡＧＡＴＧＴＣＡＡＣ
下游：ＴＡＧＧＡＧＴＡＧＴＣＡＧＧＴＴＴＧＴＣＡＴＣＧ

２．７　软骨细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２蛋白表达检
测　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法。脂多糖干预８ｈ后，各组软
骨细胞用ＰＢＳ洗３次，加入２００μＬ蛋白裂解液（ＲＡ
ＰＩ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１），４℃下裂解３０ｍｉｎ；细胞裂解完毕
后，用细胞刮刀轻轻将裂解物刮下，收集并转移入至环

氧树脂管中，４℃下离心３０ｍｉｎ（转速１４０００ｒ·ｍｉｎ－１，

离心半径ｒ＝８．４ｃｍ），吸取上清液获取总蛋白。根据
ＢＣＡ蛋白定量结果上样，以１０％十二烷基硫酸钠 －
聚丙烯酰胺凝胶电泳２．５ｈ，将蛋白转至聚偏二氟乙
烯膜上，转膜结束后用 ＴＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ；然
后用５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，４℃下分别孵育β－
ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２一抗过夜，ＴＢＳＴ洗 ３次，每次
１０ｍｉｎ，室温孵育二抗１ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ，
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，计算机读取并记录
每条条带的灰度值。

２．８　软骨细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ－３β、ＰＧＳ１的蛋白
表达检测　采用免疫荧光检测法。脂多糖干预 ８ｈ
后，吸去培养板中的培养液，用ＰＢＳ洗３次；加入冰甲
醇，４℃固定３０ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ；５％牛
血清白蛋白（ａｌｂｕｍｉｎｆｒｏｍｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＢＳＡ）封闭
１ｈ，分别加入β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ－３β、ＰＧＳ１一抗，４℃
孵育过夜，ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；抗兔荧光二抗
３７℃孵育１ｈ后，ＤＡＰＩ染色５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗５次，每次
５ｍｉｎ；荧光显微镜下观察，每个样品随机选取５个视
野（×２００），拍照并保存；采用Ｉｍａｇｅ－ＰｒｏＰｌｕｓ６．０软
件对图片进行图像分析，测出图像中阳性表达累积光

密度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）、目标组织区域
面积 （Ａｒｅａ），并计算出各图片的平均光密度
（ＯＤｍｅａｎ），计算公式如下：ＯＤｍｅａｎ＝ＩＯＤ／Ａｒｅａ。
２．９　数据统计学分析　采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件对
所得数据进行统计学处理。脂多糖干预８ｈ后３组大
鼠软骨细胞ＭＭＰ３、ＭＭＰ９含量，软骨细胞中Ｗｎｔ／β－
ｃａｔｅｎｉｎ信号通路相关基因表达水平，软骨细胞中β－
ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２、ＧＳＫ－３β、ＰＧＳ１的蛋白表达水平
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　软骨细胞鉴定结果　第２代软骨细胞胞浆及细
胞膜被染成棕黄色，具有典型的软骨细胞生物学特征

（图１）。
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图１　第２代软骨细胞Ⅱ型胶原免疫组化染色结果（×１００）

３．２　软骨细胞 ＭＭＰ３、ＭＭＰ９含量　脂多糖干预８ｈ
后，空白血清组、模型组和跳骨片含药血清组的软骨

细胞ＭＭＰ３、ＭＭＰ９含量比较，组间差异均有统计学意
义；模型组软骨细胞ＭＭＰ３、ＭＭＰ９含量均高于空白血
清组（ＬＳＤ－ｔ＝－７．０１６，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝
－３．７６８，Ｐ＝０．００３）；跳骨片含药血清组软骨细胞
ＭＭＰ３、ＭＭＰ９含量均低于模型组（ＬＳＤ－ｔ＝７．６５２，
Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝４．０６６，Ｐ＝０．００２）；空白血清组
软骨细胞ＭＭＰ３、ＭＭＰ９含量与跳骨片含药血清组比
较，差异均无统计意义（ＬＳＤ－ｔ＝０．６３５，Ｐ＝０．５４９；
ＬＳＤ－ｔ＝０．２９９，Ｐ＝０．７７０）。见表３。
表３　３组大鼠软骨细胞中ＭＭＰ３、ＭＭＰ９含量的比较

ｘ±ｓ，ｎｇ·ｍＬ－１

组别 ＭＭＰ３ ＭＭＰ９
空白血清组 ３４．０１９±１．０３６ １．３４８±０．０３８
模型组 ４４．６４５±２．４７３ １．５６２±０．１１２

跳骨片含药血清组 ３２．９４１±１．７９２ １．３３１±０．０１５
Ｆ值 ３６．０６０ １１．３１９
Ｐ值 ０．０００ ０．０００

ＭＭＰ：基质金属蛋白酶

３．３　软骨细胞中Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路相关基因
的表达　脂多糖干预８ｈ后，空白血清组、模型组和

跳骨片含药血清组软骨细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ－３β、
Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２、Ｗｎｔ－４、ＣＫＩ－ε基因表达量比较，组间差
异均有统计学意义；模型组软骨细胞中 β－ｃａｔｅｎｉｎ、
Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２、Ｗｎｔ－４、ＣＫＩ－ε基因表达量均高于空白
血清组（ＬＳＤ－ｔ＝－８．４３１，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝
－３．７２３，Ｐ＝０．００５；ＬＳＤ－ｔ＝８．０６２，Ｐ＝０．０００；
ＬＳＤ－ｔ＝－１１．２３５，Ｐ＝０．０００），ＧＳＫ－３β基因表达
量低于空白血清组（ＬＳＤ－ｔ＝７．３９７，Ｐ＝０．０００）；跳
骨片含药血清组软骨细胞中 β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２、
Ｗｎｔ－４、ＣＫＩ－ε基因表达量均低于模型组（ＬＳＤ－ｔ＝
５．５４１，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝１．４７７，Ｐ＝０．０１７；ＬＳＤ－
ｔ＝８．０６２，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝６．８８２，Ｐ＝０．０００），
ＧＳＫ－３β基因表达量高于模型组 （ＬＳＤ－ｔ＝
－５．３８７，Ｐ＝０．０００）；空白血清组软骨细胞中 β－
ｃａｔｅｎｉｎ、Ｗｎｔ－４、ＣＫＩ－ε基因表达量均低于跳骨片含
药血清组（ＬＳＤ－ｔ＝－２．２８９，Ｐ＝０．０１８；ＬＳＤ－ｔ＝
－３．６５８，Ｐ＝０．００５；ＬＳＤ－ｔ＝－４．３５２，Ｐ＝０．００２）；
空白血清组软骨细胞中ＧＳＫ－３β、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２基因表
达量与跳骨片含药血清组比较，差异均无统计学意义

（ＬＳＤ－ｔ＝２．００９，Ｐ＝０．０７５；ＬＳＤ－ｔ＝－３．６５８，Ｐ＝
０．０５１）。见表４。

表４　３组大鼠软骨细胞中Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路相关基因表达量的比较　ｘ±ｓ

组别 β－ｃａｔｅｎｉｎ ＧＳＫ－３β Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２ Ｗｎｔ－４ ＣＫＩ－ε
空白血清组 １．０００±０．２７５ １．０００±０．１３３ １．０００±０．１９１ １．０００±０．３４１ １．０００±０．３０９
模型组 ２．２５８±０．２０６ ０．４１７±０．１０４ １．７３７±０．２３８ ３．８０１±０．５７９ ２．２０８±０．７０８

跳骨片含药血清组 １．４３１±０．３０４ ０．８４２±０．０９４ １．４４５±０．３３７ １．８７６±０．３８８ １．４４１±０．４２１
Ｆ值 ３６．７０９ ２９．２５９ ７．０２７ ７１．９０３ ６４．１７８
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０１５ ０．０００ ０．０００

β－ｃａｔｅｎｉｎ：β－链蛋白；ＧＳＫ－３β：糖原合成酶激酶－３β；Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２：卷曲蛋白－２

３．４　软骨细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２的蛋白表达
脂多糖干预８ｈ后，空白血清组、模型组和跳骨片含

药血清组软骨细胞中 β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２蛋白表
达量比较，组间差异均有统计学意义；模型组软骨细
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胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２蛋白表达量高于空白血
清组（ＬＳＤ－ｔ＝－１１．２３５，Ｐ＝０．００５；ＬＳＤ－ｔ＝
－３．１０４，Ｐ＝０．０２１）；跳骨片含药血清组软骨细胞中

β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２蛋白表达量低于模型组
（ＬＳＤ－ｔ＝６．８８３，Ｐ＝０．０３７；ＬＳＤ－ｔ＝３．０３９，Ｐ＝

０．０２３）；空白血清组软骨细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达
量低于跳骨片含药血清组（ＬＳＤ－ｔ＝－４．３５２，Ｐ＝
０．００２）；空白血清组软骨细胞中Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２蛋白表达
量与跳骨片含药血清组比较，差异无统计学意义

（ＬＳＤ－ｔ＝－０．０６５，Ｐ＝０．９５０）。见表５、图２。
表５　３组大鼠软骨细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２蛋白

表达量的比较　ｘ±ｓ

组别 β－ｃａｔｅｎｉｎ Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２

空白血清组 ０．４４９±０．０６３ １．３４８±０．０３８

模型组 ０．７４６±０．１５６ １．５６２±０．１１２

跳骨片含药血清组 ０．５４９±０．０５６ １．３３１±０．０１５

Ｆ值 ５．３２３ ６．２９１

Ｐ值 ０．０２６ ０．０３４

β－ｃａｔｅｎｉｎ：β－链蛋白；Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２：卷曲蛋白－２

图２　３组大鼠软骨细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２蛋白表达

β－ｃａｔｅｎｉｎ：β－链蛋白；Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２：卷曲蛋白－２

３．５　软骨细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ－３β、ＰＧＳ１的蛋白
表达　脂多糖干预８ｈ后，软骨细胞核 ＤＡＰＩ染色明
显，呈蓝色；软骨细胞 β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ－３β、ＰＧＳ１蛋
白染色明显，呈绿色（图３）。空白血清组、模型组和跳
骨片含药血清组软骨细胞中 β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ－３β、
ＰＧＳ１蛋白表达量比较，组间差异均有统计学意义；模
型组软骨细胞 β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达量高于空白血清
组（ＬＳＤ－ｔ＝－４．１０３，Ｐ＝０．００６），ＧＳＫ－３β、ＰＧＳ１蛋
白表达量低于空白血清组（ＬＳＤ－ｔ＝１．０４８，Ｐ＝
０．０００；ｔ＝７．３６５，Ｐ＝０．０００）；跳骨片含药血清组软骨

细胞β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达量低于模型组（ＬＳＤ－ｔ＝
－３．５４８，Ｐ＝０．０１２），ＧＳＫ－３β、ＰＧＳ１蛋白表达量高
于模型组（ＬＳＤ－ｔ＝－３．６５７，Ｐ＝０．０１１；ＬＳＤ－ｔ＝
－３．２７３，Ｐ＝０．０１７）；空白血清组软骨细胞中 β－
ｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达量与跳骨片含药血清组比较，差异无
统计学意义（ＬＳＤ－ｔ＝－０．５５４，Ｐ＝０．５９９）；空白血
清组软骨细胞中 ＧＳＫ－３β、ＰＧＳ１蛋白表达量高于跳
骨片含药血清组（ＬＳＤ－ｔ＝６．８２７，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－
ｔ＝４．０９２，Ｐ＝０．００６）。见表６、图３。

表６　３组大鼠软骨细胞中β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ－３β、ＰＧＳ１蛋白表达量的比较　ｘ±ｓ

组别 β－ｃａｔｅｎｉｎ ＧＳＫ－３β ＰＧＳ１
空白血清组 ０．０１４±０．００２ ０．３８０±０．０１１ ０．０３４±０．００３
模型组 ０．０２９±０．００６ ０．２３７±０．０１５ ０．０２２±０．００２

跳骨片含药血清组 ０．０１８±０．００２ ０．２８７±０．００２ ０．０２９±０．００３
Ｆ值 ９．９１０ ５６．６３９ ２７．２３２
Ｐ值 ０．０１３ ０．０００ ０．００１

β－ｃａｔｅｎｉｎ：β－链蛋白；ＧＳＫ－３β：糖原合成酶激酶－３β；ＰＧＳ１：蛋白多糖１

４　讨　论
ＯＡ属于中医“痹证”范畴。中医学认为该病由

风、寒、湿热等外邪侵袭人体，痹阻经络，气血运行不

畅所导致，治宜舒筋活血、消肿止痛、祛风散寒除湿。

跳骨片中马钱子（制）、独活、冰片、羌活、乌药具有消

肿定痛的功效；骨碎补、狗脊具有补肝肾、强筋骨的功

效；三七、红花、土鳖虫具有舒筋活血、祛风散寒的作

用。诸药配伍，共奏补肝肾强筋骨、活血舒筋、祛风散

寒、消肿定痛的功效。

炎症在ＯＡ的发生发展过程中起着重要作用［６］。

ＭＭＰ主要由软骨细胞、滑膜细胞等细胞产生，是降解

软骨基质中最重要的酶，其中以 ＭＭＰ１３破坏性最为
显著。不同的 ＭＭＰ可通过相互作用降解细胞外基
质，也可以通过相互协同作用加速关节软骨的破坏。

ＭＭＰ９是一种以暴露胶原、破坏软骨基质、破坏胶原
形成的网状结构为主的酶［７］。ＭＭＰ３不仅可以降解
细胞外基质中的蛋白多糖、胶原等成分，同时也可以

激活ＭＭＰ９、ＭＭＰ１３，加速关节软骨破坏［８］，而选择性

抑制ＭＭＰ１３的活性可以降低Ⅱ型胶原的降解，延缓
关节软骨退变［９］。本实验结果显示，跳骨片含药血清

能降低脂多糖诱导的炎症软骨细胞 ＭＭＰ３、ＭＭＰ９表
达，这提示跳骨片可以有效降低炎性因子的表达以及
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图３　３组大鼠软骨细胞免疫荧光染色结果（×２００）

β－ｃａｔｅｎｉｎ：β－链蛋白；ＧＳＫ－３β：糖原合成酶激酶－３β；ＰＧＳ１：蛋白多糖１

抑制软骨基质降解而发挥保护关节软骨的作用。

Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路参与软骨退变，影响

ＯＡ的病理过程，是 ＯＡ软骨破坏病程中最重要的信

号通路。β－ｃａｔｅｎｉｎ作为 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路

中的重要组成成员之一，其表达水平高低对 ＯＡ发生

发展起着重要作用。当Ｗｎｔ通路被激活时，Ｗｎｔ与膜

受体Ｆｒｉｚｚｌｅｄ及低密度脂蛋白受体相关蛋白（ＬＲＰ５／

６）结合后进行信号转导；Ｆｒｉｚｚｌｅｄ促使胞浆中散乱蛋

白发生磷酸化，磷酸化的散乱蛋白抑制 ＧＳＫ－３β的

磷酸化，从而抑制 ＧＳＫ－３β对 β－ｃａｔｅｎｉｎ的磷酸化

降解作用，使未磷酸化β－ｃａｔｅｎｉｎ在胞质中积累并转

位入核，进入细胞核与转录因子 Ｔ细胞因子／淋巴增

强因子结合，促进 Ｗｎｔ下游通路某些靶基因的表达，

如ＭＭＰ［１０］。ＣＫＩ－ε能抑制 ＧＳＫ－３β对 β－ｃａｔｅｎｉｎ

的磷酸化降解，促使 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路的激

活［１１－１２］。当Ｗｎｔ
"β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路被激活时能

够提高炎症细胞因子白细胞介素 －１β、肿瘤坏死因

子－α表达，促进 ＭＭＰ的生成［１３］。Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ

信号通路过表达时可提高 ＭＭＰ及蛋白聚糖酶的表

达，促进 ＯＡ进程［１４］。因此，Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通

路是治疗ＯＡ的潜在药靶，其中β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－

２、ＧＳＫ－３β、Ｗｎｔ－４、ＣＫＩ－ε基因是该信号通路的重

要靶点。荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

显示，跳骨片含药血清能抑制炎症软骨细胞 β－ｃａｔｅ

ｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２、Ｗｎｔ－４、ＣＫＩ－ε表达，促进ＧＳＫ－３β
表达。同时免疫荧光染色结果显示，跳骨片含药血清

能够抑制 β－ｃａｔｅｎｉｎ在胞浆积累及核转位，促进

ＧＳＫ－３β、ＰＧＳ１蛋白表达，这进一步说明了跳骨片含

药血清可调控Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通过，抑制炎症反

应介导的软骨基质的降解，从而延缓关节软骨的

退变。

本研究结果显示，跳骨片含药血清可以抑制脂多

糖诱导的软骨细胞炎症反应，延缓关节软骨退变。其

作用机制可能与 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路的调控有

关，其中 β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ－２、ＧＳＫ－３β、Ｗｎｔ－４、

ＣＫＩ－ε基因可能是该信号通路的重要靶点。但是由
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于引起ＯＡ的因素众多且跳骨片含药血清成分多且
复杂，有待于进一步研究证实。
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·简　讯·

《中医正骨》２０１８年征订启事
　　《中医正骨》杂志［ＣＮ４１－１１６２／Ｒ，ＩＳＳＮ１００１－６０１５］是由国家中医药管理局主管、河南省正骨研究院与中华中医药学会
联合主办的中医骨伤科学术性期刊，也是《中国学术期刊影响因子年报》统计源期刊、全国中医药优秀期刊、波兰《哥白尼索

引》收录期刊，由我国中医药界首位“白求恩奖章”获得者、首批国家级非物质文化遗产项目———中医正骨疗法的代表性传承人

之一、洛阳平乐郭氏正骨第六代传人郭维淮主任医师担任主编，创刊于１９８９年。
《中医正骨》具有中医特色突出、临床实用性强、办刊定位准确、发行量大、图文并茂等特点，办刊宗旨是：突出中医骨伤特

色，反映学术进展，交流新经验，报道新成果，传递新信息，为促进中医骨伤科现代化服务。

该刊为月刊，大１６开本，８４页，国内外公开发行，每月２０日出版，铜版纸彩色印刷，每期定价 ＲＭＢ１５．００元，全年定价
ＲＭＢ１８０．００元。国内读者请继续到当地邮政分公司订阅，邮发代号：３６－１２９；国外读者请与中国国际图书贸易集团有限公司
联系（邮政编码：１０００４８，北京３９９信箱，国外代号：Ｍ４１８２）。创办近３０年的《中医正骨》杂志将继续坚持办刊宗旨，为广大读
者、作者提供更加充足、快捷的科技信息。
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