
基于瞬时受体电位香草素亚家族４信号通路探讨
牛蒡子苷元对体外培养软骨细胞增殖及Ⅱ型胶原蛋白

和软骨蛋白聚糖表达的影响

陈世宣１，刘益杰１，胡笑遷１，张增乔１，李安琪１，厉坤鹏１，冯伟２

（１．上海中医药大学，上海　２０１２０３；２．上海市第七人民医院，上海　２０１１３７）

摘　要　目的：基于瞬时受体电位香草素亚家族４（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｖａｎｉｌｌｏｉｄ４，ＴＲＰＶ４）信号通路探讨牛蒡子苷元对体外

培养软骨细胞增殖及Ⅱ型胶原蛋白和软骨蛋白聚糖表达的影响。方法：自新生ＳＤ大鼠膝关节软骨组织提取软骨细胞，进行体外

培养，取第１代软骨细胞分别加入不同培养液进行干预。空白组仅加入常规培养液，牛蒡子苷元组加入含１０μｍｏｌ牛蒡子苷元的

培养液，牛蒡子苷元联合阻断剂组加入含１０μｍｏｌ牛蒡子苷元和１０μｍｏｌＧＳＫ２０５的培养液，激动剂组加入含１μｍｏｌ４α－ＰＰＤ的

培养液，阻断剂联合激动剂组加入含１０μｍｏｌＧＳＫ２０５和１μｍｏｌ４α－ＰＰＤ的培养液，阻断剂组加入含１０μｍｏｌＧＳＫ２０５的培养液。

分别于干预２４ｈ和７２ｈ后以ＣＣＫ－８法检测软骨细胞增殖情况，４８ｈ后以 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测软骨蛋白聚糖和Ⅱ型胶原蛋白水

平。结果：①软骨细胞增殖测定结果。干预２４ｈ后，６组的吸光度比较，差异有统计学意义（１．０３±０．７２，１．３２±０．１１，１．０１±

０．０５，１．３３±０．３４，１．０４±０．５０，１．１０±０．０６；Ｆ＝１８．３０９，Ｐ＝０．０００）。牛蒡子苷元组、激动剂组的吸光度均高于空白组（Ｐ＝０．０００，

Ｐ＝０．０００）；牛蒡子苷元联合阻断剂组、阻断剂联合激动剂组、阻断剂组的吸光度与空白组比较，组间差异均无统计学意义（Ｐ＝

０．６３２，Ｐ＝０．８４０，Ｐ＝０．１６４）；牛蒡子苷元组的吸光度高于牛蒡子苷元联合阻断剂组、阻断剂联合激动剂组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０００）；牛蒡子苷元组与激动剂组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．８３４）；牛蒡子苷元联合阻断剂组的吸光度低于激动剂组（Ｐ＝

０．０００），与阻断剂联合激动剂组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．４９８）；激动剂组的吸光度高于阻断剂联合激动剂组（Ｐ＝０．０００）。

干预７２ｈ后，６组的吸光度比较，差异有统计学意义（１．６６±０．０２，２．２１±０．０５，１．８４±０．０４，１．９２±０．０７，１．７１±０．１０，１．７４±０．０８；

Ｆ＝３７．６２９，Ｐ＝０．０００）。牛蒡子苷元组、牛蒡子苷元联合阻断剂组、激动剂组的吸光度均高于空白组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝

０．０００）；阻断剂联合激动剂组、阻断剂组与空白组比较，组间差异均无统计学意义（Ｐ＝０．３２６，Ｐ＝０．１０４）；牛蒡子苷元组的吸光度

高于牛蒡子苷元联合阻断剂组、激动剂组及阻断剂联合激动剂组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；牛蒡子苷元联合阻断剂组的

吸光度低于激动剂组（Ｐ＝０．０１０），与阻断剂联合激动剂组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．０９８）；激动剂组的吸光度高于阻断剂联

合激动剂组（Ｐ＝０．０００）。②软骨蛋白聚糖和Ⅱ型胶原蛋白水平测定结果。５组软骨细胞中软骨蛋白聚糖水平比较，差异有统计

学意义（１．００±０．００，２０．７４±５．０１，４．２０±０．６６，２２．８７±１．８２，２．０９±０．６３；Ｆ＝１９４．５４４，Ｐ＝０．０００）。牛蒡子苷元组、激动剂组的

软骨蛋白聚糖水平均高于空白组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；牛蒡子苷元联合阻断剂组、阻断剂联合激动剂组与空白组比较，组间差

异均无统计学意义（Ｐ＝０．１３６，Ｐ＝０．５９３）；牛蒡子苷元组的软骨蛋白聚糖水平高于牛蒡子苷元联合阻断剂组、阻断剂联合激动剂

组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；牛蒡子苷元组与激动剂组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．３０５）；牛蒡子苷元联合阻断剂组的软骨蛋白

聚糖水平低于激动剂组（Ｐ＝０．０００），与阻断剂联合激动剂组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．３１０）；激动剂组的软骨蛋白聚糖水平

高于阻断剂联合激动剂组（Ｐ＝０．０００）。５组软骨细胞中Ⅱ型胶原蛋白水平比较，差异有统计学意义（１．００±０．００，２．９４±０．１１，

１．９２±０．１７，２．０４±０．１２，０．７８±０．０９；Ｆ＝５８．７０１，Ｐ＝０．０００）。牛蒡子苷元组、牛蒡子苷元联合阻断剂组、激动剂组的Ⅱ型胶原蛋

白水平均高于空白组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；阻断剂联合激动剂组的Ⅱ型胶原蛋白水平低于空白组（Ｐ＝０．０３２）；牛蒡

子苷元组的Ⅱ型胶原蛋白水平高于牛蒡子苷元联合阻断剂组、激动剂组、阻断剂联合激动剂组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；

牛蒡子苷元联合阻断剂组的Ⅱ型胶原蛋白水平高于阻断剂联合激动剂组（Ｐ＝０．０００），与激动剂组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝

０．１９３）；激动剂组的Ⅱ型胶原蛋白水平高于阻断剂联合激动剂组（Ｐ＝０．０００）。结论：牛蒡子苷元可通过ＴＲＰＶ４信号通路促进体

外培养软骨细胞的增殖及软骨细胞中Ⅱ型胶原蛋白和软骨蛋白聚糖的表达。
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ａｒｃｔｉｇｅｎｉｎ－ｂｌｏｃｋｅｒｇｒｏｕｐａｎｄｂｌｏｃｋｅｒ－ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．４９８）．Ｔｈｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｂｌｏｃｋｅｒ－ａｇｏ

ｎｉｓｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００）．Ａｆｔｅｒ７２－ｈｏｕｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ｔｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ６ｇｒｏｕｐｓ（１．６６＋／－

０．０２，２．２１＋／－０．０５，１．８４＋／－０．０４，１．９２＋／－０．０７，１．７１＋／－０．１０，１．７４＋／－０．０８；Ｆ＝３７．６２９，Ｐ＝０．０００）．Ｔｈｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒ

ｉｎａｒｃｔｉｇｅｎｉｎｇｒｏｕｐ，ａｒｃｔｉｇｅｎｉｎ－ｂｌｏｃｋｅｒｇｒｏｕｐａｎｄａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００）．Ｔｈｅｒｅｗａｓ

ｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｂｌｏｃｋｅｒ－ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｇｒｏｕｐａｎｄｂｅｔｗｅｅｎｂｌｏｃｋｅｒｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ

（Ｐ＝０．３２６，Ｐ＝０．１０４）．Ｔｈｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎａｒｃｔｉｇｅｎｉｎｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏａｒｃｔｉｇｅｎｉｎ－ｂｌｏｃｋｅｒｇｒｏｕｐ，ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐａｎｄｂｌｏｃｋｅｒ

ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），ａｎｄｗａｓｌｏｗｅｒｉｎａｒｃｔｉｇｅｎｉｎ－ｂｌｏｃｋｅｒｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０１０）．

Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎａｒｃｔｉｇｅｎｉｎ－ｂｌｏｃｋｅｒｇｒｏｕｐａｎｄｂｌｏｃｋｅｒ－ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０９８），ａｎｄｔｈｅ

ａｂｓｏｒｂａｎｃｅｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｂｌｏｃｋｅｒ－ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎａｇｇｒｅｃａｎｌｅｖｅｌ

ｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ５ｇｒｏｕｐｓ（１．００＋／－０．００，２０．７４＋／－５．０１，４．２０＋／－０．６６，２２．８７＋／－１．８２，２．０９＋／－０．６３；Ｆ＝１９４．５４４，Ｐ＝

０．０００）．Ｔｈｅａｇｇｒｅｃａｎｌｅｖｅｌｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎａｒｃｔｉｇｅｎｉｎｇｒｏｕｐａｎｄａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）．Ｔｈｅｒｅｗａｓ

ｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎａｇｇｒｅｃａｎｌｅｖｅｌｂｅｔｗｅｅｎａｒｃｔｉｇｅｎｉｎ－ｂｌｏｃｋｅｒｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｇｒｏｕｐａｎｄｂｅｔｗｅｅｎｂｌｏｃｋｅｒ－ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋ

ｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．１３６，Ｐ＝０．５９３）．Ｔｈｅａｇｇｒｅｃａｎｌｅｖｅｌｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎａｒｃｔｉｇｅｎｉｎｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏａｒｃｔｉｇｅｎｉｎ－ｂｌｏｃｋｅｒｇｒｏｕｐａｎｄｂｌｏｃｋｅｒ－ａｇｏ

ｎｉｓｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎａｇｇｒｅｃａｎｌｅｖｅｌｂｅｔｗｅｅｎａｒｃｔｉｇｅｎｉｎｇｒｏｕｐａｎｄａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＝

０．３０５）．Ｔｈｅａｇｇｒｅｃａｎｌｅｖｅｌｗａｓｌｏｗｅｒｉｎａｒｃｔｉｇｅｎｉｎ－ｂｌｏｃｋｅｒｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００），ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎａｇｇｒｅｃａｎｌｅｖｅｌｂｅｔｗｅｅｎａｒｃｔｉｇｅｎｉｎ－ｂｌｏｃｋｅｒｇｒｏｕｐａｎｄｂｌｏｃｋｅｒ－ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．３１０）．Ｔｈｅａｇｇｒｅｃａｎｌｅｖｅｌｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎ

ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｂｌｏｃｋｅｒ－ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｙｐｅⅡｃｏｌｌａｇｅｎｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ

５ｇｒｏｕｐｓ（１．００＋／－０．００，２．９４＋／－０．１１，１．９２＋／－０．１７，２．０４＋／－０．１２，０．７８＋／－０．０９；Ｆ＝５８．７０１，Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅｔｙｐｅⅡｃｏｌｌａｇｅｎ

ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｉｎａｒｃｔｉｇｅｎｉｎｇｒｏｕｐ，ａｒｃｔｉｇｅｎｉｎ－ｂｌｏｃｋｅｒｇｒｏｕｐａｎｄａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０００，Ｐ＝０．０００），ａｎｄｗａｓｌｏｗｅｒｉｎｂｌｏｃｋｅｒ－ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０３２），ａｎｄｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎａｒｃｔｉｇｅｎｉｎｇｒｏｕｐ

ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏａｒｃｔｉｇｅｎｉｎ－ｂｌｏｃｋｅｒｇｒｏｕｐ，ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐａｎｄｂｌｏｃｋｅｒ－ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），ａｎｄｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎ

ａｒｃｔｉｇｅｎｉｎ－ｂｌｏｃｋｅｒｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｂｌｏｃｋｅｒ－ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｙｐｅⅡｃｏｌｌａｇｅｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｌｅｖｅｌｂｅｔｗｅｅｎａｒｃｔｉｇｅｎｉｎ－ｂｌｏｃｋｅｒｇｒｏｕｐａｎｄａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．１９３），ａｎｄｔｈｅｔｙｐｅⅡｃｏｌｌａｇｅｎｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ

ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｂｌｏｃｋｅｒ－ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ａｒｃｔｉｇｅｎｉｎｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏａｎｄ

ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｙｐｅⅡｃｏｌｌａｇｅｎｐｒｏｔｅｉｎａｎｄａｇｇｒｅｃａｎｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＴＲＰＶ４ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ；ａｒｃｔｉｉｎ；ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ；ＴＲＰＶ４；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅡ；ａｇｇｒｅｃａｎｓ

　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是一种慢性退行性
骨关节病，其病因复杂。目前很多学者认为，多种因

素引起的软骨细胞和细胞外基质功能与结构异常是

ＯＡ发生与发展的始动环节。瞬时受体电位香草素亚
家族４（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｖａｎｉｌｌｏｉｄ４，ＴＲＰＶ４）
信号通路是广泛存在于关节软骨中的力学信号感受

器，对维持关节软骨的正常功能具有重要作用。

ＯＡ属中医“痹证”范畴，石氏伤科理论认为其主
要病机为痰湿阻络。牛蒡子汤是石氏伤科治疗痰湿

阻络型ＯＡ的经验方，牛蒡子苷元是其君药牛蒡子中
的主要活性成分。本研究基于 ＴＲＰＶ４信号通路探讨
了牛蒡子苷元对体外培养软骨细胞增殖及Ⅱ型胶原
蛋白和软骨蛋白聚糖表达的影响。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　清洁级新生２４ｈ内 ＳＤ大鼠３只，
购自上海西普尔－必凯实验动物有限公司，实验动物
合格证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１３－００１６。
１．２　药物与试剂　牛蒡子苷元（纯度 ＞９９％）（上海
江莱生物科技有限公司）；改良型 ＲＰＭＩ－１６４０培养
基（Ｈｙｃｌｏｎｅ）；胎牛血清、Ｄ－Ｈａｎｋｓ液、０．２５％胰蛋白
酶（Ｇｉｂｃｏ）；Ⅱ型胶原抗体、软骨蛋白聚糖抗体（Ａｂ
ｃａｍ）；ＧＡＰＤＨ抗体和抗兔荧光二抗（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）；甲苯胺蓝染色液（Ｓｉｇｍａ）；ＤＡＰＩ（日本东
仁公司）；ＲＩＰＡ蛋白裂解液（中等强度）、１００ｍｍｏｌ
ＰＭＳＦ、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ蛋白上
样缓冲液、ＰＡＧＥ凝胶快速配制试剂盒、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电
泳液、转膜液、ＥＣＬ显影液（碧云天生物技术研究所）；
ＰａｇｅＲｕｌｅｒＰｒｅｓｔａｉｎｅｄＰｒｏｔｅｉｎＬａｄｄｅｒ（Ｔｈｅｒｍｏ）。
１．３　实验仪器　ＳＷ－ＣＪ－１ＦＤ超净工作台（上海博

迅实业有限公司医疗设备厂）；ＨＦ１５１ＣＯ２培养箱
（上海力申科学仪器有限公司）；３Ｋ１５低温高速台式
离心机 （Ｓｉｇｍａ）；Ｓｙｅｒｇｙ２酶标仪、ＰｏｗｅｒｐａｃＢａｓｉｃ
０４１ＢＲ电泳仪（ＢＩＯ－ＴＥＫ）；ＦｌｕｏｒＣｈｅｍＥ化学发光成
像仪（ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ）；ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ８ＭＰ激光共聚焦
显微镜（Ｌｅｉｃａ）。

２　方　法
２．１　软骨细胞分离和培养　将新生 ＳＤ大鼠脱颈处
死，置于７５％酒精中浸泡消毒１０ｍｉｎ，用 ＰＢＳ溶液清
洗３遍，分离膝关节软骨组织，Ｄ－Ｈａｎｋｓ液清洗 ３

遍。将膝关节软骨组织用无菌刀片尽量切碎，再转移

至１５ｍＬ离心管中，加入０．２５％胰蛋白酶 ５ｍＬ，于
３７℃恒温水浴锅中消化 ４０ｍｉｎ，弃上清液，加入
０．２％的Ⅱ型胶原酶５ｍＬ，３７℃恒温水浴锅中消化约
９０ｍｉｎ，弃上清液，加入１２ｍＬ含１０％胎牛血清的培

养液并转移至培养皿中，于３７℃、５％的 ＣＯ２培养箱

中培养，２ｄ换液１次。
２．２　ＣＣＫ－８法测定软骨细胞增殖情况　将生长状

态良好的第１代软骨细胞按每孔６×１０３个接种于９６

孔培养中板，设置空白组、牛蒡子苷元组、牛蒡子苷元

联合阻断剂组、激动剂组、阻断剂联合激动剂组、阻断

剂组，隔夜贴壁后弃上清液。空白组仅加入常规培养

液（含１０％胎牛血清、１％双抗和 ＲＰＭＩ－１６４０培养
基），牛蒡子苷元组加入含１０μｍｏｌ牛蒡子苷元的培
养液，牛蒡子苷元联合阻断剂组加入含１０μｍｏｌ牛蒡
子苷元和１０μｍｏｌＧＳＫ２０５的培养液，激动剂组加入
含１μｍｏｌ４α－ＰＰＤ的培养液，阻断剂联合激动剂组
加入含１０μｍｏｌＧＳＫ２０５和１μｍｏｌ４α－ＰＰＤ的培养
液，阻断剂组加入含１０μｍｏｌＧＳＫ２０５的培养液，４８ｈ
后换液１次。分别于干预２４ｈ、７２ｈ后吸弃培养液，
每孔加入１００μＬＣＣＫ－８母液与无血清培养基按１∶９
比例混合的液体，３７℃避光孵育２ｈ，以酶标仪检测
波长４９０ｎｍ下的吸光度。
２．３　甲苯胺蓝染色法观察软骨蛋白聚糖表达情况　
在６孔培养板中置入直径１４ｍｍ的圆形玻片，将第１

代软骨细胞以每块３×１０４个的密度接种于玻片上，

隔夜贴壁后分别加入常规培养液（含１０％胎牛血清、
１％双抗和 ＲＰＭＩ－１６４０培养基）（空白组）、含
１０μｍｏｌ牛蒡子苷元的培养液（牛蒡子苷元组）、含
１０μｍｏｌ牛蒡子苷元和１０μｍｏｌＧＳＫ２０５的培养液（牛
蒡子苷元联合阻断剂组）、含１μｍｏｌ４α－ＰＰＤ的培养
液（激动剂组）、含１０μｍｏｌＧＳＫ２０５和１μｍｏｌ４α－
ＰＰＤ的培养液（阻断剂联合激动剂组）。４８ｈ后弃上
清液，ＰＢＳ洗涤 ３遍，４％多聚甲醛溶液室温固定
３０ｍｉｎ，弃上清液，ＰＢＳ洗３次，１％甲苯胺蓝染液染色
６０ｍｉｎ，ＰＢＳ充分清洗，无水乙醇迅速漂洗１次，晾干
后拍照。

２．４　免疫荧光染色观察Ⅱ型胶原蛋白表达情况　将

第１代软骨细胞以每块５．４×１０４个的细胞密度接种
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于直径２５ｍｍ的激光共聚焦培养皿中，隔夜贴壁后分
别加入常规培养液（含１０％胎牛血清、１％双抗和ＲＰ
ＭＩ－１６４０培养基）（空白组）、含１０μｍｏｌ牛蒡子苷元
的培养液（牛蒡子苷元组）、含１０μｍｏｌ牛蒡子苷元和
１０μｍｏｌＧＳＫ２０５的培养液（牛蒡子苷元联合阻断剂
组）、含１μｍｏｌ４α－ＰＰＤ的培养液（激动剂组）、含
１０μｍｏｌＧＳＫ２０５和１μｍｏｌ４α－ＰＰＤ的培养液（阻断
剂联合激动剂组）。４８ｈ后弃上清液，ＰＢＳ清洗３遍，
４％多聚甲醛溶液室温固定３０ｍｉｎ，弃上清液，０．１％
Ｔｒｉｔｏｎ－ｘ１００室温透膜１０ｍｉｎ，５％ＢＳＡ室温封闭１ｈ，
加入兔抗大鼠Ⅱ型胶原抗体（１∶２００稀释），４℃孵育
过夜，ＴＢＳＴ清洗３遍，避光抗兔二抗（１∶１００稀释）室
温孵育１ｈ，ＤＡＰＩ室温避光染核２ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗涤３
遍，封片，激光共聚焦显微镜下观察并拍照。

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测软骨蛋白聚糖和Ⅱ型胶原

蛋白水平　将第１代软骨细胞按每孔１．８×１０５个接

种于６孔培养板中，隔夜贴壁后分别加入常规培养液
（含１０％胎牛血清、１％双抗和 ＲＰＭＩ－１６４０培养基）
（空白组）、含１０μｍｏｌ牛蒡子苷元的培养液（牛蒡子
苷元组）、含１０μｍｏｌ牛蒡子苷元和１０μｍｏｌＧＳＫ２０５
的培养液（牛蒡子苷元联合阻断剂组）、含 １μｍｏｌ
４α－ＰＰＤ的培养液（激动剂组）、含 １０μｍｏｌＧＳＫ２０５
和１μｍｏｌ４α－ＰＰＤ的培养液（阻断剂联合激动剂
组）。干预４８ｈ后弃上清液，用细胞刮刀将细胞从６
孔培养板中刮下，并分别转移至１．５ｍＬ的 ＥＰ管中，
加入中等强度 ＲＩＰＡ蛋白裂解液充分裂解，ＢＣＡ蛋白
定量法测定蛋白量，加入 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ蛋白上样缓冲
液，１００℃恒温水浴锅中变性１０ｍｉｎ，各组取相等量
的蛋白加样于８％的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶中电泳１．５ｈ，
之后转膜２ｈ，５％脱脂牛奶室温封闭１ｈ。各组分别
加入Ⅱ型胶原蛋白抗体（１∶５０００稀释）、软骨蛋白聚
糖抗体（１∶１０００稀释）和 ＧＡＰＤＨ（１∶２０００稀释），于
４℃层析柜中孵育过夜。ＴＢＳＴ洗膜 ５遍，加入抗兔
二抗（１∶２０００稀释）室温孵育２ｈ，加ＥＣＬ显影液并于
凝胶成像系统中显影、拍照，采用 Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０
软件分析各条带。

２．６　数据统计分析　采用 ＳＰＳＳ１８．０软件进行数据
统计分析。软骨细胞吸光度、软骨蛋白聚糖水平和Ⅱ
型胶原蛋白水平的组间总体比较均采用单因素方差

分析，组间两两比较均采用 ＬＳＤ－ｔ检验。检验水准

α＝０．０５。

３　结　果
３．１　软骨细胞增殖测定结果　干预２４ｈ后，６组的
吸光度比较，差异有统计学意义。牛蒡子苷元组、激

动剂组的吸光度均高于空白组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００）；牛蒡子苷元联合阻断剂组、阻断剂联合激动
剂组、阻断剂组的吸光度与空白组比较，组间差异均

无统计学意义（Ｐ＝０．６３２，Ｐ＝０．８４０，Ｐ＝０．１６４）；牛
蒡子苷元组的吸光度高于牛蒡子苷元联合阻断剂组、

阻断剂联合激动剂组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；牛蒡子
苷元组与激动剂组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝
０．８３４）；牛蒡子苷元联合阻断剂组的吸光度低于激动
剂组（Ｐ＝０．０００），与阻断剂联合激动剂组比较，差异
无统计学意义（Ｐ＝０．４９８）；激动剂组的吸光度高于
阻断剂联合激动剂组（Ｐ＝０．０００）。见表１。

干预７２ｈ后，６组的吸光度比较，差异有统计学
意义。牛蒡子苷元组、牛蒡子苷元联合阻断剂组、激

动剂组的吸光度均高于空白组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．００１，Ｐ＝０．０００）；阻断剂联合激动剂组、阻断剂组与
空白组比较，组间差异均无统计学意义（Ｐ＝０．３２６，
Ｐ＝０．１０４）；牛蒡子苷元组的吸光度高于牛蒡子苷元
联合阻断剂组、激动剂组及阻断剂联合激动剂组

（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；牛蒡子苷元联合
阻断剂组的吸光度低于激动剂组（Ｐ＝０．０１０），与阻
断剂联合激动剂组相比，差异无统计学意义（Ｐ＝
０．０９８）；激动剂组的吸光度高于阻断剂联合激动剂组
（Ｐ＝０．０００）。见表１。

表１　ＣＣＫ－８法测定的６组软骨细胞吸光度　ｘ±ｓ

组别
样本量
（孔）

干预２４ｈ后 干预７２ｈ后

空白组 ４ １．０３±０．７２ １．６６±０．０２
牛蒡子苷元组 ４ １．３２±０．１１ ２．２１±０．０５

牛蒡子苷元联合
阻断剂组

４ １．０１±０．０５ １．８４±０．０４

激动剂组 ４ １．３３±０．３４ １．９２±０．０７
阻断剂联合激动剂组 ４ １．０４±０．５０ １．７１±０．１０

阻断剂组 ４ １．１０±０．０６ １．７４±０．０８
Ｆ值 １８．３０９ ３７．６２９
Ｐ值 ０．０００ ０．０００

３．２　甲苯胺蓝染色结果　各组软骨细胞胞浆中均可
见蓝紫色异染颗粒，细胞核呈深蓝色，其中牛蒡子苷

元组和激动剂组阳性染色均强于空白组，阻断剂联合

激动剂组阳性染色弱于牛蒡子苷元组和牛蒡子苷元

联合阻断剂组（图１）。
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３．３　免疫荧光染色结果　各组软骨细胞胞浆中均可
见均匀的Ⅱ型胶原蛋白阳性染色，其中牛蒡子苷元组
和激动剂组阳性染色均强于空白组，阻断剂联合激动

剂组阳性染色弱于牛蒡子苷元组，阻断剂联合激动剂

组阳性染色弱于激动剂组（图２）。
３．４　软骨蛋白聚糖和Ⅱ型胶原蛋白水平测定结果　
５组软骨细胞中软骨蛋白聚糖水平比较，差异有统计

学意义。牛蒡子苷元组、激动剂组的软骨蛋白聚糖水

平均高于空白组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；牛蒡子苷元
联合阻断剂组、阻断剂联合激动剂组与空白组比较，

组间差异均无统计学意义（Ｐ＝０．１３６，Ｐ＝０．５９３）；牛
蒡子苷元组的软骨蛋白聚糖水平高于牛蒡子苷元联

合阻断剂组、阻断剂联合激动剂组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００）；牛蒡子苷元组与激动剂组比较，差异无统计

图１　５组软骨细胞中软骨蛋白聚糖表达情况（甲苯胺蓝染色　×２０）
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图２　５组软骨细胞中Ⅱ型胶原蛋白表达情况（免疫荧光染色　×６００）

蓝色为ＤＡＰＩ所染细胞核，红色为Ⅱ型胶原蛋白阳性染色

学意义（Ｐ＝０．３０５）；牛蒡子苷元联合阻断剂组的软
骨蛋白聚糖水平低于激动剂组（Ｐ＝０．０００），与阻断
剂联合激动剂组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝
０．３１０）；激动剂组的软骨蛋白聚糖水平高于阻断剂联
合激动剂组（Ｐ＝０．０００）。见图３、表２。
５组软骨细胞中Ⅱ型胶原蛋白水平比较，差异有

统计学意义。牛蒡子苷元组、牛蒡子苷元联合阻断剂

组、激动剂组的Ⅱ型胶原蛋白水平均高于空白组
（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；阻断剂联合激动
剂组的Ⅱ型胶原蛋白水平低于空白组（Ｐ＝０．０３２）；
牛蒡子苷元组的Ⅱ型胶原蛋白水平高于牛蒡子苷元
联合阻断剂组、激动剂组、阻断剂联合激动剂组（Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；牛蒡子苷元联合阻断
剂组的Ⅱ型胶原蛋白水平高于阻断剂联合激动剂组
（Ｐ＝０．０００），与激动剂组比较，差异无统计学意义
（Ｐ＝０．１９３）；激动剂组的Ⅱ型胶原蛋白水平高于阻
断剂联合激动剂组（Ｐ＝０．０００）。见图３、表２。

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测软骨蛋白聚糖和Ⅱ型胶原蛋白水平

（１）空白组　（２）牛蒡子苷元组　（３）牛蒡子苷元联合阻断剂

组　（４）激动剂组　（５）阻断剂联合激动剂组

４　讨　论
关节软骨由软骨细胞和细胞外基质组成，而软骨

细胞主要由胶原纤维和软骨蛋白聚糖聚合而成，构成

独特的网状结构以缓冲机械应力。软骨细胞是关节

表２　５组软骨细胞中软骨蛋白聚糖和Ⅱ型胶原蛋白

水平　ｘ±ｓ

组别
样本量
（孔）

软骨蛋白
聚糖

Ⅱ型胶原
蛋白

空白组 ３ １．００±０．００ １．００±０．００
牛蒡子苷元组 ３ ２０．７４±５．０１ ２．９４±０．１１

牛蒡子苷元联合
阻断剂组

３ ４．２０±０．６６ １．９２±０．１７

激动剂组 ３ ２２．８７±１．８２ ２．０４±０．１２
阻断剂联合激动剂组 ３ ２．０９±０．６３ ０．７８±０．０９

Ｆ值 １９４．５４４ ５８．７０１
Ｐ值 ０．０００ ０．０００

软骨中唯一的细胞，分散于细胞外基质中，负责感受、

整合、分析各种刺激，转换为细胞内信号并作出应答，

调控着细胞外基质中有机成分的合成与降解平衡。

因而，在以软骨退变为核心的疾病防治过程中，众多

学者都将软骨细胞作为首要治疗靶点［１］。不可否认，

细胞外基质在关节软骨发挥其生理功能中亦占有相

当重要的地位，细胞外基质中Ⅱ型胶原蛋白和软骨蛋
白聚糖的含量变化通常也被视为反映软骨细胞功能

的重要指标。因此，本研究将软骨细胞作为研究对

象，通过检测其增殖情况以观察药物对软骨细胞的影

响，通过检测Ⅱ型胶原蛋白和软骨蛋白聚糖的表达情
况以反映细胞外基质代谢的变化情况。

ＯＡ病因复杂，与肥胖、关节过度使用、创伤、遗传

因素及生物因素等有关［２］。目前，力学刺激对关节软

骨生物学特性的影响日益成为相关领域研究的热点

问题。研究发现，载荷作用于关节软骨会使其发生一

系列变化，如软骨内液体流动、激发动作电位、改变电

荷密度，以及软骨细胞发生形状、体积和渗透压的变
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化等。软骨细胞在感受上述变化后转换为细胞内信

号并引发级联反应，以适应长期的力学刺激。ＴＲＰＶ４
信号通路是广泛存在于关节软骨中的力学信号通路，

属于瞬时受体电位香草素亚家族中的一员，可被渗透

压、机械应力、热及化学刺激等多种理化刺激直接激

活［３］。研究发现，ＴＲＰＶ４基因位点突变与人类多种
关节软骨病变关系密切，如３型短躯干症、变形性骨
骼发育不良等［４－５］，其具体机制与 ＴＲＰＶ４突变后出
现关节软骨骨化、蛋白多糖丢失、软骨下骨骨量和钙

化半月板增加等有关［６］。Ｌｉｅｄｔｋｅ等［７］报道，ＴＲＰＶ４
信号通路具有细胞体积调节功能，这在关节肿胀的

ＯＡ早期维持软骨细胞内渗透压稳态和延缓疾病进程
中起到重要作用。ＴＲＰＶ４信号通路在促进干细胞向
软骨细胞分化中亦起着相当重要的作用［８］。

石氏伤科是海派中医骨伤科的代表，经过几代人

的努力，在运用中医药防治 ＯＡ方面积累了丰富的临
床经验。石氏伤科认为 ＯＡ的基本病机为痰湿阻络，
其化痰祛湿经典方牛蒡子汤在临床防治 ＯＡ方面取
得了良好的临床疗效［９］，方中牛蒡子具有祛痰化湿、

通行十二经络、利腰膝凝滞之气以滑利关节的功效，

为君药。牛蒡子苷元是牛蒡子的主要活性成分，我们

前期研究发现牛蒡子苷元可促进软骨细胞增殖，并可

较好地维持软骨细胞表型的稳定［１０］。本研究中，牛

蒡子苷元可促进软骨细胞增殖、上调Ⅱ型胶原蛋白和
软骨蛋白聚糖表达，其作用趋势与 ＴＲＰＶ４信号通路
特异性激活剂４α－ＰＰＤ一致，且可被 ＴＲＰＶ４信号通
路特异性阻断剂ＧＳＫ２０５阻断。

本研究的结果提示，牛蒡子苷元可通过 ＴＲＰＶ４
信号通路促进体外培养软骨细胞的增殖及软骨细胞

中Ⅱ型胶原蛋白和软骨蛋白聚糖的表达。牛蒡子苷
元促进体外培养软骨细胞Ⅱ型胶原蛋白和软骨蛋白
聚糖表达的具体作用机制，是通过激活 ＴＲＰＶ４通路
从而上调相关ｍＲＮＡ表达，还是抑制蛋白降解酶如基
质金属蛋白酶、解聚蛋白样金属蛋白酶，将是我们今

后研究的方向。
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