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抑制环氧合酶 －２表达对软骨细胞发育成熟的影响

王灿，司文腾

（郑州市骨科医院，河南　郑州　４５００５２）

摘　要　目的：探讨抑制环氧合酶－２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ－２，ＣＯＸ－２）表达对软骨细胞发育成熟的影响及其作用机制。方法：①分析

温度对ＳＶ４０病毒大Ｔ抗原介导永生化小鼠软骨细胞（ｍｏｕｓｅｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄｂｙＳＶ４０ｌａｒｇｅＴａｎｔｉｇｅｎ，ＭＣＴ）发育成熟的影

响。将ＭＣＴ在温度３２℃、ＣＯ２浓度８％的细胞培养箱内进行培养，待ＭＣＴ汇合率至８０％时，分别置于３２℃下（３２℃培养组）和

３７℃下（３７℃培养组）继续培养。培养７２ｈ后，采用相差倒置显微镜观察细胞形态学变化；采用ＣＩＡＳ大恒细胞图像分析系统测

量细胞长径、短径，并计算细胞体积；提取各复孔中ＭＣＴ的ＲＮＡ，逆转录后采用实时定量ＰＣＲ检测ＭＣＴ中ＣＯＸ－２、胶原蛋白α－

１（Ｘ）［Ｃｏｌｌａｇｅｎａｌｐｈａ－１（Ｘ）ｃｈａｉｎ，ＣＯＬ１０Ａ１］的ｍＲＮＡ表达水平；提取各复孔中 ＭＣＴ的总蛋白，采用蛋白质印迹法检测 ＭＣＴ中

ＣＯＸ－２、ＣＯＬ１０Ａ１的蛋白表达水平。②筛选ＣＯＸ－２抑制剂ＮＳ－３９８的最佳抑制浓度。将ＭＣＴ在温度３２℃、ＣＯ２浓度８％的细

胞培养箱内进行培养，待ＭＣＴ汇合率至８０％时，按照ＮＳ－３９８终浓度为０．２μｍｏｌ·Ｌ－１、１μｍｏｌ·Ｌ－１、２μｍｏｌ·Ｌ－１、１０μｍｏｌ·Ｌ－１、

２０μｍｏｌ·Ｌ－１、２５μｍｏｌ·Ｌ－１、３０μｍｏｌ·Ｌ－１、４０μｍｏｌ·Ｌ－１、５０μｍｏｌ·Ｌ－１、６０μｍｏｌ·Ｌ－１将ＭＣＴ分为１０个干预组，分别加入等体

积不同浓度的ＮＳ－３９８，空白对照组加入等体积的二甲亚砜。于３７℃下培养２４ｈ后，提取各复孔中ＭＣＴ的ＲＮＡ，逆转录后采用

实时定量ＰＣＲ检测ＭＣＴ中ＣＯＸ－２的ｍＲＮＡ表达量，比较和筛选ＮＳ－３９８对ＣＯＸ－２表达的最佳抑制浓度。③分析ＮＳ－３９８最

佳抑制浓度对ＭＣＴ发育成熟的影响。以②中ＮＳ－３９８最低浓度为对照，分析 ＮＳ－３９８最佳抑制浓度对 ＭＣＴ发育成熟的影响。

将ＭＣＴ在温度３２℃、ＣＯ２浓度８％的细胞培养箱内进行培养，待ＭＣＴ汇合率至８０％时，按照ＮＳ－３９８终浓度为０．２μｍｏｌ·Ｌ
－１、

４０μｍｏｌ·Ｌ－１将ＭＣＴ分为０．２μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组和４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组，分别加入等体积不同浓度的 ＮＳ－

３９８，移至温度３７℃、ＣＯ２浓度８％的细胞培养箱内继续培养。培养７２ｈ后，采用①中方法测量细胞体积，检测ＭＣＴ中 ＣＯＸ－２、

ＣＯＬ１０Ａ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。采用Ｐｅｒｓｏｎ相关分析法分析 ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ表达量、ＣＯＬ１０Ａ１ｍＲＮＡ表达量与 ＭＣＴ细胞

体积的相关性。结果：①温度对ＭＣＴ发育成熟的影响。３２℃培养组ＭＣＴ表现为持续增殖状态，３７℃培养组ＭＣＴ表现为肥大状

态。３７℃培养组ＭＣＴ细胞体积大于３２℃培养组［（２３３６．１９±２４．６９）μｍ３，（１１９５．２７±１３．２８）μｍ３，ｔ＝７０．４８８，Ｐ＝０．０００］，ＣＯＸ－２、

ＣＯＬ１０Ａ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达量均高于 ３２℃培养组（ＣＯＸ－２：２．０９±０．２６，１．３３±０．３５，ｔ＝３．０１９，Ｐ＝０．０３９；２．３７±０．２６，

１．５８±０．１９，ｔ＝４．２４９，Ｐ＝０．０１３；ＣＯＬ１０Ａ１：２．３２±０．３４，１．４１±０．２１，ｔ＝３．９４４，Ｐ＝０．０１７；２．５６±０．２８，１．５９±０．１７，ｔ＝５．１２９，Ｐ＝

０．００７）。②ＣＯＸ－２抑制剂ＮＳ－３９８的最佳抑制浓度。３７℃下培养２４ｈ后，１１组ＭＣＴ中ＣＯＸ－２的ｍＲＮＡ表达量比较，差异有

统计学意义（１．００±０．１１，０．８９±０．０９，０．８１±０．０８，１．２４±０．１３，０．６３±０．０６，０．６９±０．０７，０．７１±０．０７，０．７０±０．０６，０．４３±０．０４，

０．８５±０．０９，０．８４±０．０８，Ｆ＝３８．０７４，Ｐ＝０．０００）。４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组ＭＣＴ中ＣＯＸ－２的ｍＲＮＡ表达量低于对照组和

其他浓度ＮＳ－３９８干预组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝

０．００１）。③ＮＳ－３９８最佳抑制浓度对ＭＣＴ发育成熟影响的分析结果。培养７２ｈ后，４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组ＭＣＴ细胞体

积小于０．２μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组［（９９５．６４±１０．９８）μｍ３，（２０１１．０７±２０．５２）μｍ３，ｔ＝７０．４８８，Ｐ＝０．０００］，ＣＯＸ－２、

ＣＯＬ１０Ａ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达量均低于０．２μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组（ＣＯＸ－２：０．３９±０．０４，０．９９±０．０９，ｔ＝１５．９８８，Ｐ＝

０．０００；１．５３±０．１６，３．９７±０．４０，ｔ＝９．８１０，Ｐ＝０．０００；ＣＯＬ１０Ａ１：０．４９±０．０５，１．０１±０．１１，ｔ＝１１．２５８，Ｐ＝０．０００；１．０９±０．１２，

２．７４±０．２９，ｔ＝９．１０６，Ｐ＝０．００１）。Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析结果表明，ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ表达量与ＣＯＬ１０Ａ１ｍＲＮＡ表达量、ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ

表达量与ＭＣＴ细胞体积、ＣＯＬ１０Ａ１ｍＲＮＡ表达量与 ＭＣＴ细胞体积均呈正相关（ｒ＝０．５５２，Ｐ＝０．０１１；ｒ＝０．６５８，Ｐ＝０．００１；ｒ＝

０．５９０，Ｐ＝０．００３）。结论：抑制ＣＯＸ－２表达能够抑制软骨细胞发育成熟，其作用机制与ＣＯＬ１０Ａ１表达下调有关。

关键词　内生软骨瘤病；软骨细胞；环氧合酶２；环氧合酶２抑制剂
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ＣＯＸ－２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＳ－３９８．ＭＣＴｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎａｃｅｌｌｉｎｃｕｂａｔｏｒａｔ３２℃ ｗｉｔｈ８％ ＣＯ２．Ｗｈｅｎｃｅｌｌｃｏｎｆｌｕｅｎｃｅｒｅａｃｈｅｄ８０％，ＭＣＴｓ

ｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ１０ｇｒｏｕｐｓ，ａｄｄｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｖｏｌｕｍｅｏｆＮＳ－３９８ｗｉｔｈｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ０．２，１，２，１０，２０，２５，３０，４０，５０，ａｎｄ

６０μｍｏｌ／Ｌ．Ａｎｅｑｕａｌｖｏｌｕｍｅｏｆｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅｗａｓａｄｄｅｄｔｏｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅａｔ３７℃ ｆｏｒ２４ｈ，ｔｈｅＲＮＡｓｏｆＭＣＴｓ

ｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｄｕｐｌｉｃａｔｅｄｗｅｌｌｓ．ＴｈｅＣＯＸ－２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＭＣＴｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｆｔｅｒｒｅｖｅｒｓｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＮＳ－３９８ｏｎＣＯＸ－２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄａｎｄｓｃｒｅｅｎｅｄｏｕｔ．③Ｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅ

ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＮＳ－３９８ｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈａｎｄｍａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＴｓ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎ

ｔｒａｔｉｏｎｏｆＮＳ－３９８ｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈａｎｄｍａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＴｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｗｉｔｈｔｈｅｌｏｗｅｓｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＮＳ－３９８ｉｎ② ａｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ．ＭＣＴｓ

ｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎａｃｅｌｌｉｎｃｕｂａｔｏｒａｔ３２℃ ｗｉｔｈ８％ ＣＯ２．Ｗｈｅｎｃｅｌｌｃｏｎｆｌｕｅｎｃｅｒｅａｃｈｅｄ８０％，ＭＣＴｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ０．２μｍｏｌ／ＬＮＳ－

３９８ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄ４０μｍｏｌ／ＬＮＳ－３９８ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｖｏｌｕｍｅｏｆＮＳ－３９８ａｔｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｄｄ

ｅｄ．Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ，ＭＣＴｓｃｏｎｔｉｎｕｅｄｔｏｃｕｌｔｕｒｅｉｎａｎｉｎｃｕｂａｔｏｒａｔ３７℃ ｗｉｔｈ８％ ＣＯ２．Ａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅｆｏｒ７２ｈ，ｃｅｌｌｖｏｌｕｍｅｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｔｈｅ

ｍｅｔｈｏｄａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎ①，ａｎｄｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＯＸ－２ａｎｄＣＯＬ１０Ａ１ｉｎＭＣＴｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅ

ｔｗｅｅｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＯＸ－２ａｎｄＣＯＬ１０Ａ１ａｎｄＭＣＴｖｏｌｕｍｅｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＰｅｒｓｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：①Ｅｆｆｅｃｔｏｆ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈａｎｄｍａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＴｓ．ＴｈｅＭＣＴｓｉｎｔｈｅ３２℃ ｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｓｕｓｔａｉｎｅｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｗｈｉｌｅｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅ

３７℃ ｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ．ＴｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆＭＣＴｓｉｎｔｈｅ３７℃ ｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐｗａｓｌａｒｇｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ３２℃ ｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ

（２３３６．１９±２４．６９ｖｓ１１９５．２７±１３．２８μｍ（３），ｔ＝７０．４８８，Ｐ＝０．０００），ａｎｄｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＸ－２ａｎｄ

ＣＯＬ１０Ａ１ｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ３２℃ ｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ（ＣＯＸ－２：２．０９±０．２６ｖｓ１．３３±０．３５，ｔ＝３．０１９，Ｐ＝０．０３９；２．３７±０．２６ｖｓ

１．５８±０．１９，ｔ＝４．２４９，Ｐ＝０．０１３；ＣＯＬ１０Ａ１：２．３２±０．３４ｖｓ１．４１±０．２１，ｔ＝３．９４４，Ｐ＝０．０１７；２．５６±０．２８ｖｓ１．５９±０．１７，ｔ＝５．１２９，

Ｐ＝０．００７）．②ＯｐｔｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＣＯＸ－２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＳ－３９８．Ａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅａｔ３７℃ ｆｏｒ２４ｈ，ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＸ－２ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ１１ＭＣＴｇｒｏｕｐｓ（１．００±０．１１，０．８９±０．０９，０．８１±０．０８，１．２４±０．１３，０．６３±

０．０６，０．６９±０．０７，０．７１±０．０７，０．７０±０．０６，０．４３±０．０４，０．８５±０．０９，０．８４±０．０８，Ｆ＝３８．０７４，Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＣＯＸ－２ｉｎＭＣＴｓｏｆｔｈｅ４０μｍｏｌ／ＬＮＳ－３９８ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｏｔｈｅｒＮＳ－３９８ｉｎｔｅｒ

ｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１）．

③ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＮＳ－３９８ｏｎＭＣＴｇｒｏｗｔｈａｎｄｍａｔｕｒａｔｉｏｎ．Ａｆｔｅｒ７２ｈｏｆｃｕｌｔｕｒｅ，ｔｈｅＭＣＴｖｏｌｕｍｅｉｎｔｈｅ

４０μｍｏｌ／ＬＮＳ－３９８ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗａｓｓｍａｌｌｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ０．２μｍｏｌ／ＬＮＳ－３９８ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（９９５．６４±１０．９８ｖｓ

２０１１．０７±２０．５２μｍ（３），ｔ＝７０．４８８，Ｐ＝０．０００），ａｎｄｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＸ－２ａｎｄＣＯＬ１０Ａ１ｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔ

ｉｎｔｈｅ０．２μｍｏｌ／ＬＮＳ－３９８ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（ＣＯＸ－２：０．３９±０．０４ｖｓ０．９９±０．０９，ｔ＝１５．９８８，Ｐ＝０．０００；１．５３±０．１６ｖｓ３．９７±

０．４０，ｔ＝９．８１０，Ｐ＝０．０００；ＣＯＬ１０Ａ１：０．４９±０．０５ｖｓ１．０１±０．１１，ｔ＝１１．２５８，Ｐ＝０．０００；１．０９±０．１２ｖｓ２．７４±０．２９，ｔ＝９．１０６，Ｐ＝

０．００１）．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰｅａｒｓｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＣＯＸ－２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈＣＯＬ１０Ａ１ｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄＭＣＴｖｏｌｕｍｅ，ａｎｄＣＯＬ１０Ａ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈＭＣＴｖｏｌｕｍｅ（ｒ＝０．５５２，Ｐ＝０．０１１；ｒ＝０．６５８，

Ｐ＝０．００１；ｒ＝０．５９０，Ｐ＝０．００３）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＣＯＸ－２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｇｒｏｗｔｈａｎｄｍａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆｃｈｏｎｄｒｏ

ｃｙｔｅｓ，ａｎｄｔｈｅｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｉｓａｔｔｒｉｂｕｔｅｄｔｏｔｈｅｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＣＯＬ１０Ａ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｅｎｃｈｏｎｄｒｏｍａｔｏｓｉｓ；ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ；ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２；ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

　　内生软骨瘤病是正常软骨内成骨障碍导致的一
种发育异常，以长骨干骺端圆形或柱状软骨性肿块为

主要病理特征。该病较为罕见，多发生于儿童和青少

年。目前，内生软骨瘤病的病因尚未明确，可能与胚

胎期遗留的骨骼内成软骨细胞未正常发育成熟有

关［１］。内生软骨瘤病尚无特效治疗方法，新型靶向治
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疗药物的研发成为研究的主要方向［２－３］。环氧合

酶－２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ－２，ＣＯＸ－２）是一种诱导酶，与
前列腺素的合成关系密切，在炎症反应和肿瘤发生发

展中扮演着重要的角色［４－６］。有研究发现，ＣＯＸ－２
在膜内成骨以及软骨内成骨过程中发挥重要作

用［７－９］。为了进一步探讨 ＣＯＸ－２与软骨细胞发育
成熟的相关机制，我们开展了此项研究，现报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验材料　ＳＶ４０病毒大 Ｔ抗原介导永生化小
鼠软骨细胞（ｍｏｕｓｅｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄｂｙＳＶ４０
ｌａｒｇｅＴａｎｔｉｇｅｎ，ＭＣＴ）由北京中源合聚生物科技公司
提供。

１．２　实验试剂　ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、胰蛋白酶
（美国Ｇｉｂｃｏ公司），链霉抗生物素蛋白 －过氧化物酶
（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ－ｐｅｒｏｓｉｄａｓｅ，ＳＰ）法免疫组化试剂盒（北
京中杉金桥生物技术有限公司），免疫荧光染色试剂

盒（江苏凯基生物技术股份有限公司），ＴＲＩｚｏｌ试剂
（美国ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司），外源性人端粒酶逆转
录酶、实时定量ＰＣＲＳＹＢＲＰＲｅｍｉｘＥＸＴａｑ试剂盒、羊
抗兔ＣＯＸ－２一抗（上海生工生物工程技术服务有限
公司），ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天生物
技术有限公司），山羊抗鼠胶原蛋白 α－１（Ｘ）［Ｃｏｌｌａ
ｇｅｎａｌｐｈａ－１（Ｘ）ｃｈａｉｎ，ＣＯＬ１０Ａ１］一抗、辣根过氧化
物酶标记免疫球蛋白 Ｇ二抗（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司），ＣＯＸ－２抑制剂 ＮＳ－３９８（美国
ＡＰＥｘＢＩＯ公司）。
１．３　实验仪器　细胞培养箱（美国赛默飞公司），超
净工作台（上海三发科学仪器有限公司），荧光半定量

ＰＣＲ仪、蛋白电泳系统（美国 ＢＩＯ－ＲＡＤ公司），凝胶
成像系统（美国ＧＥＮＥ公司）。

２　方　法
２．１　实验方法
２．１．１　分析温度对 ＭＣＴ发育成熟的影响　分别于
２块６孔板中加入等量的含８％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培
养基，取等量的 ＭＣＴ接种于培养基中，放置于温度
３２℃、ＣＯ２浓度 ８％的细胞培养箱内进行培养。待
ＭＣＴ汇合率至 ８０％时，将 １块 ６孔板继续在温度
３２℃、ＣＯ２浓度８％的细胞培养箱内进行培养（３２℃
培养组），将另１块６孔板放置于温度３７℃、ＣＯ２浓
度８％的细胞培养箱内进行培养（３７℃培养组）；每隔
１ｄ更换１次培养基。培养７２ｈ后，吸去培养基，用

ＰＢＳ清洗３次，加入胰蛋白酶消化后收集 ＭＣＴ；采用
ＳＰ法进行染色后，于倒置显微镜下观察细胞形态，并
采用ＣＩＡＳ大恒细胞图像分析系统测量细胞长径、短
径，计算细胞体积［１０］；每个复孔随机选取４个视野，

每个视野下随机测定２０个细胞的数据。分别提取各
复孔中ＭＣＴ的ＲＮＡ，逆转录后采用实时定量 ＰＣＲ检
测ＭＣＴ中ＣＯＸ－２、ＣＯＬ１０Ａ１的 ｍＲＮＡ表达水平；提
取各复孔中 ＭＣＴ的总蛋白，采用蛋白质印迹法检测
ＭＣＴ中ＣＯＸ－２、ＣＯＬ１０Ａ１的蛋白表达水平。
２．１．２　筛选ＮＳ－３９８的最佳抑制浓度　取一定量的
ＭＣＴ接种与６孔板内，于温度３２℃、ＣＯ２浓度８％的
细胞培养箱内进行培养，待细胞汇合率至８０％时，按
照ＮＳ－３９８终浓度为０．２μｍｏｌ·Ｌ－１、１μｍｏｌ·Ｌ－１、

２μｍｏｌ·Ｌ－１、１０μｍｏｌ·Ｌ－１、２０μｍｏｌ·Ｌ－１、２５μｍｏｌ·Ｌ－１、

３０μｍｏｌ·Ｌ－１、４０μｍｏｌ·Ｌ－１、５０μｍｏｌ·Ｌ－１、６０μｍｏｌ·Ｌ－１

将ＭＣＴ分为１０个干预组，分别加入等体积不同浓度
的ＮＳ－３９８，空白对照组加入等体积的二甲亚砜。空
白对照及每个浓度梯度各做１块６孔板（６个复孔）。
将６孔板置于温度３７℃、ＣＯ２浓度８％的细胞培养箱
内进行培养。培养 ２４ｈ后，提取各复孔中 ＭＣＴ的
ＲＮＡ，逆转录后采用实时定量 ＰＣＲ检测 ＭＣＴ中
ＣＯＸ－２的ｍＲＮＡ表达量，比较和筛选 ＮＳ－３９８抑制
ＭＣＴ中ＣＯＸ－２表达的最佳浓度。
２．１．３　分析ＮＳ－３９８最佳抑制浓度对 ＭＣＴ发育成
熟的影响　以２．１．２中ＮＳ－３９８最低浓度为对照，分
析ＮＳ－３９８最佳抑制浓度对 ＭＣＴ发育成熟的影响。
取一定量的ＭＣＴ接种于６孔板内，于温度３２℃、ＣＯ２
浓度８％的细胞培养箱内进行培养，待细胞汇合率至
８０％时，按照 ＮＳ－３９８终浓度为 ０．２μｍｏｌ·Ｌ－１、

４０μｍｏｌ·Ｌ－１将 ＭＣＴ分为０．２μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８

干预组和４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组，分别加入等
体积不同浓度的ＮＳ－３９８，每组各做１块６孔板（６个
复孔）。将６孔板置于温度３７℃、ＣＯ２浓度８％的细
胞培养箱内进行培养。培养７２ｈ后，采用２．１．１中方
法测定 ＭＣＴ的细胞体积，检测 ＭＣＴ中 ＣＯＸ－２、
ＣＯＬ１０Ａ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。
２．２　数据统计方法　采用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件对所
得数据进行统计学分析。２种不同温度培养组 ＭＣＴ
细胞体积及ＣＯＸ－２、ＣＯＬ１０Ａ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达
量的组间比较均采用 ｔ检验；１１种 ＮＳ－３９８浓度组
ＭＣＴ中ＣＯＸ－２的ｍＲＮＡ表达量的比较采用单因素
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方差分析，组间两两比较均采用 ＬＳＤ－ｔ检验；ＣＯＸ－
２ｍＲＮＡ表达量、ＣＯＬ１０Ａ１ｍＲＮＡ表达量与 ＭＣＴ细
胞体积的相关性分析采用 Ｐｅｒｓｏｎ相关分析。检验水
准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　温度对ＭＣＴ发育成熟影响的分析结果　３２℃
培养组ＭＣＴ表现为持续增殖状态，３７℃培养组ＭＣＴ
表现肥大状态（图１）。３７℃培养组ＭＣＴ细胞体积大
于３２℃培养组［（２３３６．１９±２４．６９）μｍ３，（１１９５．２７±
１３．２８）μｍ３，ｔ＝７０．４８８，Ｐ＝０．０００］，ＣＯＸ－２、ＣＯＬ１０Ａ１
的ｍＲＮＡ和蛋白表达量均高于３２℃培养组（表１）。
３．２　ＮＳ－３９８最佳抑制浓度的筛选结果　３７℃下
培养２４ｈ后，１１组ＭＣＴ中ＣＯＸ－２的ｍＲＮＡ表达量
比较，差异有统计学意义（Ｆ＝３８．０７４，Ｐ＝０．０００）。
４０μｍｏｌ·Ｌ－１－３９８干预组 ＭＣＴ中 ＣＯＸ－２的 ｍＲ
ＮＡ表达量低于对照组和其他浓度 ＮＳ－３９８干预组
（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝
０．００２，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００１，
Ｐ＝０．００１）。见表２。
３．３　ＮＳ－３９８最佳抑制浓度对 ＭＣＴ发育成熟影响
的分析结果　培养７２ｈ后，４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干
预组ＭＣＴ细胞体积大于０．２μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预

组［（９９５．６４±１０．９８）μｍ３，（２０１１．０７±２０．５２）μｍ３，ｔ＝
７０．４８８，Ｐ＝０．０００］，ＣＯＸ－２、ＣＯＬ１０Ａ１的 ｍＲＮＡ和
蛋白表达量均低于０．２μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组
（表３）。Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析结果表明，ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ
表达量与ＣＯＬ１０Ａ１ｍＲＮＡ表达量、ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ表
达量与 ＭＣＴ细胞体积、ＣＯＬ１０Ａ１ｍＲＮＡ表达量与
ＭＣＴ细胞体积均呈正相关（ｒ＝０．５５２，Ｐ＝０．０１１；ｒ＝
０．６５８，Ｐ＝０．００１；ｒ＝０．５９０，Ｐ＝０．００３）。

４　讨　论
ＣＯＸ－２是前列腺素合成过程中的一个重要限速

酶，介导炎症因子、血管内皮生长因子的生成与释放，

与关节炎性病变相关［１１］。徐永明等［１２］研究发现，

ＣＯＸ－２在力学诱导的大鼠终板软骨细胞退变模型中
高表达。Ｓｕｎ等［１３］研究发现，ＣＯＸ－２基因缺失型小
鼠在骨折愈合过程中表现出明显的修复障碍，认为

ＣＯＸ－２与骨折愈合存在显著的相关性。骨折愈合过
程涉及的膜内成骨与软骨内成骨在机制上类似［１４］。

随着ＣＯＸ－２抑制剂被发现，探究 ＣＯＸ－２与骨关节
疾病的关系成为研究的热点［１５］。张先启［１６］研究发

现，抑制ＣＯＸ－２的表达能够通过调控相关细胞因子
的表达抑制软骨细胞发育成熟。Ｌｉ等［１７］研究也发

现，抑制ＣＯＸ－２的活性能够有效降低骨折愈合过程

图１　培养７２ｈ后２组ＳＶ４０病毒大Ｔ抗原介导永生化小鼠软骨细胞免疫组化染色图片（×１００）

表１　培养７２ｈ后２组ＳＶ４０病毒大Ｔ抗原介导永生化小鼠软骨细胞环氧合酶－２、胶原蛋白α－１（Ｘ）ｍＲＮＡ

和蛋白的表达结果

组别
样本量／
孔

环氧合酶－２（ｘ±ｓ）
ｍＲＮＡ 蛋白

胶原蛋白α－１（Ｘ）（ｘ±ｓ）
ｍＲＮＡ 蛋白

３７℃培养组 ６ ２．０９±０．２６ ２．３７±０．２６ ２．３２±０．３４ ２．５６±０．２８

３２℃培养组 ６ １．３３±０．３５ １．５８±０．１９ １．４１±０．２１ １．５９±０．１７

ｔ值 ３．０１９ ４．２４９ ３．９４４ ５．１２９

Ｐ值 ０．０３９ ０．０１３ ０．０１７ ０．００７
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表２　３７℃下培养２４ｈ后１１组ＳＶ４０病毒大Ｔ抗原介导永生化小鼠软骨细胞环氧合酶－２ｍＲＮＡ表达结果

组别 样本量／孔 环氧合酶－２ｍＲＮＡ（ｘ±ｓ）
空白对照组 ６ １．００±０．１１

０．２μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组 ６ ０．８９±０．０９
１．０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组 ６ ０．８１±０．０８
２．０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组 ６ １．２４±０．１３
１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组 ６ ０．６３±０．０６
２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组 ６ ０．６９±０．０７
２５μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组 ６ ０．７１±０．０７
３０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组 ６ ０．７０±０．０６
４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组 ６ ０．４３±０．０４
５０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组 ６ ０．８５±０．０９
６０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组 ６ ０．８４±０．０８

表３　ＮＳ－３９８干预下培养７２ｈ后２组ＳＶ４０病毒大Ｔ抗原介导永生化小鼠软骨细胞环氧合酶－２、

胶原蛋白α－１（Ｘ）ｍＲＮＡ和蛋白的表达结果

组别
样本量／
孔

环氧合酶－２（ｘ±ｓ）
ｍＲＮＡ 蛋白

胶原蛋白α－１（Ｘ）（ｘ±ｓ）
ｍＲＮＡ 蛋白

４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组 ６ ０．３９±０．０４ １．５３±０．１６ ０．４９±０．０５ １．０９±０．１２
０．２μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＳ－３９８干预组 ６ ０．９９±０．０９ ３．９７±０．４０ １．０１±０．１１ ２．７４±０．２９

ｔ值 １５．９８８ ９．８１０ １１．２５８ ９．１０６
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．００１

中软骨内成骨的速度。然而，目前对于 ＣＯＸ－２与软
骨细胞发成熟的机制尚未完全明确。

ＣＯＬ１０Ａ１在肥大型软骨细胞中特异性高表达，
ＣＯＬ１０Ａ１表达与软骨细胞发育成熟关系密切［１８－１９］。

李娜［２０］研究发现，ＣＯＬ１０Ａ１表达上调与体外软骨内

成骨细胞模型中软骨细胞肥大相关。多项研究［２１－２３］

发现，ＣＯＬ１０Ａ１是正常软骨内成骨过程中肥大型软
骨细胞的重要标志基因，而 ＣＯＸ－２是 ＣＯＬ１０Ａ１基
因的候选调控转录因子。本研究显示，ＭＣＴ在３２℃
下培养表现为增殖状态，在３７℃下培养表现为肥大
状态，３７℃培养组ＭＣＴ中ＣＯＸ－２、ＣＯＬ１０Ａ１的ｍＲ
ＮＡ和蛋白表达量均高于３２℃培养组，提示肥大状态
下的ＭＣＴ中ＣＯＸ－２和ＣＯＬ１０Ａ１的表达均升高。相
关性分析结果显示，ＣＯＸ－２ｍＲＮＡ表达、ＣＯＬ１０Ａ１
ｍＲＮＡ表达及细胞体积之间均呈正相关；提示ＣＯＸ－２
和ＣＯＬ１０Ａ１均参与了 ＭＣＴ的发育成熟。我们通过
设计ＮＳ－３９８药物浓度梯度实验，发现ＮＳ－３９８终浓
度为４０μｍｏｌ·Ｌ－１时，ＭＣＴ中 ＣＯＸ－２的 ｍＲＮＡ表
达量最低，提示该浓度下ＮＳ－３９８对ＣＯＸ－２的抑制
作用最强。我们进一步研究发现，在３７℃下，ＮＳ－
３９８最佳抑制浓度能够显著抑制 ＭＣＴ中 ＣＯＸ－２的
ｍＲＮＡ和蛋白的表达，进而下调 ＣＯＬ１０Ａ１的 ｍＲＮＡ
和蛋白表达，且能同时抑制细胞的发育成熟。

本研究结果表明，抑制ＣＯＸ－２表达能够抑制软
骨细胞发育成熟，其作用机制与 ＣＯＬ１０Ａ１表达下调
有关。但本研究仅探究了 ＣＯＸ－２与 ＣＯＬ１０Ａ１的关
系，尚未纳入细胞成熟发育过程中的其他基因。因

此，ＣＯＸ－２与软骨细胞发育成熟的分子机制尚需进
一步深入研究。
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