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摘要# 目的!研究 #’倒捻子素对骨关节炎 "89S+82DS:D3S39% E?$ 软骨细胞增殖和凋亡的影响& 方法!先分离培养人原
代E?软骨细胞% 分别给予 .’ #$’ "$ "18,A_的#’倒捻子素处理后 "(’ (-’ &" :运用C**法检测细胞增殖情况( 流
式细胞仪检测细胞凋亡情况( b+9S+D; W,8S法检测基质金属蛋白酶 # "12SD3\1+S2,,8ZD8S+3;29+’#% CC@’#$’ CC@’%’
CC@’#%’ 过氧化物酶体增殖激活物受体!"Z+D8\3981+ZD8,3V+D2S8D’27S3R2S+> D+7+ZS8D!% @@?L!$’ @@?L$’ 过氧化物酶
增殖激活受体 !共激活子’## "Z+D8\3981+ZD8,3V+D2S8D’27S3R2S+> D+7+ZS8D!7827S3R2S8D’##% @cG’##$ 及肿瘤坏死因子’#
"S<18D;+7D8939V27S8D’#% *HY’#$ 的表达( 0_nB?法检测细胞培养上清中的%型胶原蛋白 "78,,2T+;’%$’ 蛋白多糖
"ZD8S+8T,472;9% @c$’ 白细胞介素’#&"3;S+D,+<[3;’#&% n_’#&$ 及 n_’/ 含有量& 结果!#’倒捻子素可显著促进细胞增
殖% 抑制细胞凋亡( 显著促进 G8,,2T+;’%和 @c的产生( 显著抑制 CC@’#’ CC@’%’ CC@’#% 的表达( 显著促进
@@?L!’ @@?L$’ @cG’##的表达% 抑制 *HY’#的表达& 此外% #’倒捻子素还可显著抑制 n_’#&和 n_’/ 的产生&
结论!#’倒捻子素可通过增加@@?L$’ @@?L!的表达% 促进E?软骨细胞增殖% 抑制细胞凋亡和炎性反应% 从而延缓
关节软骨的破坏和退变&
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!!骨关节炎 "89S+82DS:D3S39% E?$ 是一种退行性
关节疾病% 在老年人中的发病率较高% 严重影响了
他们的生活质量% 但其病因及发病机制尚未完全明
确,#’"- & 大多数研究认为% E?是年龄’ 创伤’ 肥
胖’ 炎症’ 遗传易感性等多种因素共同作用% 导致
软骨细胞’ 细胞外基质及软骨下骨三者降解和合成
偶联失衡所致,%’.- & 正常的关节软骨主要由软骨细
胞和细胞外基质组成% 其中细胞外基质除了水之
外% 主要成分是蛋白多糖 "@D8S+8T,472;9% @c$ 和
%型胶原 "78,,2T+;’%$ ,/- % 而软骨细胞的主要功
能是维持软骨的完整性及关节软骨的负重功能% 并
且维持软骨损伤及重塑,&- &

山竹 >%&.1)1% (%)2*3’%)% _6又名莽吉柿’ 凤
果倒捻子等% 为藤黄科藤黄属种间杂交异源多倍体
植物,-- & 现代药理学研究表明% 山竹果壳提取物
中的#’倒捻子素 "#’12;T89S3;$ 具有抗菌’ 抗氧
化’ 抗癌’ 抗炎等多种生理活性,)’##- % 而其在骨关
节炎发生发展过程中的作用却鲜有报道% 因此% 本
研究旨在研究 #’倒捻子素对骨关节炎软骨细胞增
殖’ 凋亡的影响及其具体作用机制&
%K材料与方法
#M#!主要材料及试剂!#’倒捻子素 "纯度"
)-!% 货号 @$%")$ 购买于纯优生物科技有限公
司% 使用时用 FCBE溶解稀释为目标浓度& 胰蛋
白酶 "货号 )$$"’$&’&$’ 胎牛血清 "货号Y"(("$’
FC0CAY#" 培养基 "货号 .#((.G$’ FCBE "货号
F"/.$ $’ ?;;+\3; ’̂Yn*GA@n " 货 号 ?@E?Y’
.$*B*$ 均购买于 B3T12公司( 四甲基偶氮唑盐
"C**% 货号 ")-’)%’#$ 购买于上海生工生物工程
有限公司( %型胶原酶 "货号 #&#$#$#.$ 购买于
美国c3W78公司( CC@’# "货号2W%-)")$’ CC@’%
"货 号 2W.%$#. $’ CC@’#% " 货 号 2W%)$#" $’
@@?L! " 货 号 2W"$)%.$ $’ @@?L$ " 货 号
2W#%&&"($’ @cG’## "货号2W.((-#$’ *HY’# "货
号2W)&%)$ 等一抗购买于 ?W721公司( G8,,2T+;’
% 0_nB?试剂盒 "货号 Q_#)#$- $’ 蛋白多糖
0_nB?试剂盒 "货号 Q_#)%(&$ 均购买于江莱生物
公司( n_’#& "货 号 --’&"/#’-- $’ n_’/ "货 号
aCB"#%PB$ 0_nB?试剂盒购买于美国 n;R3SD8T+;
公司&
#M"!标本!"$ 例标本来源于兰州大学第二医院骨
科收治的人工膝关节置换E?患者的软骨组织% 患
者年龄在 /$ k/. 岁之间% 所有标本均获得患者知
情同意&

#M%!软骨细胞的分离及培养!在无菌条件下% 将
标本去掉多余的纤维结缔组织并剪成 # 11% 大小%
经@aB 清洗后% 加入 $M".!胰蛋白酶进行消化%
于 %& f消化 %$ 13;( 弃掉上清% 加入 . 倍体积的
$M"! %型胶原酶% 于 %& f培养消化 / :% 每隔
( :收集一次细胞& 将消化后的细胞悬液用 "$$ 目
滤网过滤% # $$$ DA13; 离心后弃掉上清% 再用含
#$!胎牛血清的完全培养基洗涤 " 次% 以 # e
#$.1_j#接种于培养瓶中% 于 %& f’ .! GE" 培养
箱中继续培养% 待细胞长至融合度 -$!时传代&
#M(!C**法检测细胞增殖!将软骨细胞以 # e
#$& 1_j#密度接种于 )/孔板中% 每孔各 #$$ "_& "( :
后% 弃掉培养液% 加入终浓度为 .’ #$’ "$ "18,A_
的#’倒捻子素分别处理% 空白对照组则加入等量
的FCBE溶液% 每组均设 . 个重复孔& 于处理后的
第 "(’ (-’ &" 小时% 分别向各孔加入 .$$ TA_的
C**"$ "_% %& f继续培养 ( : 后% 加入 #.$ "_
的FCBE溶液% 最后于酶标仪上检测各孔 ()$ ;1
处的吸光度&
#M.!流式细胞仪检测细胞凋亡!实验分组为空白
对照组’ . "18,A_#’倒捻子素处理组’ #$ "18,A_
#’倒捻子素处理组’ "$ "18,A_#’倒捻子素处理
组’ "$ 118,A_硫酸氨基葡萄糖处理组 "阳性对照
组$% 将处于对数期生长的细胞以. e#$( 1_j#密度
接种于 ". 71" 培养瓶中% 每组均设 % 瓶细胞& 用
含 #$!胎牛血清的 FC0CAY#" 培养基进行培养%
待细胞长至 -$!融合度时% 分别加入终浓度为 .’
#$’ "$ "18,A_的#’倒捻子素进行处理% 空白对照
组加入等量的FCBE溶液% 阳性对照组则加入终浓
度为 "$ 118,A_的硫酸氨基葡萄糖& 处理 (- : 后%
先用@aB清洗细胞% 再加入 $M".!胰酶轻轻吹打至
悬浮状态% 加入 #$$ "_缓冲液’ . "_?;;+\3; ’̂
Yn*G及 $M. "TA1_@n% ( f避光反应#. 13;后% 于
流式细胞仪上检测细胞凋亡情况&
#M/!b+9S+D; W,8S法检测相关蛋白表达!按照
.#M./ 项下方法处理细胞 (- : 后% 收集细胞% 提
取总蛋白& 取 %$ 1T总蛋白进行 BFB’@?c0凝胶电
泳% 然后转至 @̂FY膜上% 经 .!脱脂奶粉封闭
后% 加入相应的一抗 ( f孵育过夜& 待检测分子的
一抗及稀释比例如下! 2;S3’CC@’# "# r. $$$ 稀
释$( 2;S3’CC@’% "# r# $$$ 稀释$( 2;S3’CC@’#%
"# r.$$ 稀释$( 2;S3’@@?L!"# r# $$$ 稀释$( 2;S3’
@@?L$ "# r# $$$ 稀释$( 2;S3’@cG’## "# r# $$$
稀释$( 2;S3’*HY’# "# r# $$$ 稀释$& 二抗室温孵
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育 # :后% 利用0G_液显影% 扫描仪中成像&
#M&!0_nB?法检测 G8,,2T+;’%! @c! n_’#&" n_’/
等的含有量!按照 .#M./ 项下方法处理细胞 (- :
后% 取细胞上清液% 利用相应 0_nB?试剂盒说明
书测定G8,,2T+;’%’ @c’ n_’#&% n_’/ 含有量&
#M-!统计分析!所有数据均以平均数 g标准差
"Dg3$ 表示& 数据采用 B@BB #%M$ 软件进行统计
学分析% 组间比较采用单因素方差分析% ,h$M$.
代表差异具有统计学意义&
LK结果
"M#!#’倒捻子素促进 E?软骨细胞增殖!C**检
测结果表明% 与空白对照组相比较% E?软骨细胞
经不同浓度的 #’倒捻子素处理 (-’ &" : 后% 其细
胞增殖能力显著上升 ",h$M$.$% 且 #$ "18,A_
#’倒捻子素的促进作用更为显著% 与阳性对照硫酸
氨基葡萄糖处理后结果相似% 如图 # 所示&
"M"!#’倒捻子素抑制 E?软骨细胞凋亡!为了进
一步了解#’倒捻子素对 E?软骨细胞凋亡的影响%
本研究利用流式细胞仪检测了 #’倒捻子素处理细
胞后 (- :的凋亡情况& 结果显示% 与空白对照组相
比较% .’ #$’ "$ "18,A_的#’倒捻子素可显著抑制
E?软骨细胞凋亡 ",h$M$.$% 细胞凋亡率分别下
降至 ""M%!’ ..M#!’ (%M-!% 且 #$ "18,A_的
!!!

注! 与空白对照组比较%!,h$M$.

图 %KA==法检测!4倒捻子素对C!软骨细胞增殖的影响
T(8Q%K)**+,-’*!4/268’.-(6’6-5+R0’7(*+02-(’6’*C!

,5’6&0’,9-+./+2.V0+&:9 A==

#’倒捻子素的抑制作用最为明显% 与阳性对照硫酸
氨基葡萄糖处理后结果相似% 如图 " 所示&
"M%!#’倒捻子素促进 E?软骨细胞培养上清液中
G8,,2T+;’%! @c的产生!为了进一步研究 #’倒捻
子素对E?软骨细胞的作用% 检测其对 E?软骨细
胞中 G8,,+T+’%’ @c表达的影响& 0_nB?结果表
明% 与空白对照组相比较% .’ #$’ "$ "18,A_的
#’倒捻子素可显著促进G8,,+T+’%’ @c含有量的产
生 ",h$M$.$% 且 #$ "18,A_的 #’倒捻子素的促
进作用最为明显% 如图 % 所示&

注! 与空白对照组比较%!,h$M$.

图 LK流式细胞仪检测!4倒捻子素对C!软骨细胞凋亡的影响
T(8QLK)**+,-’*!4/268’.-(6’6-5+2R’R-’.(.’*C!,5’6&0’,9-+./+2.V0+&:9 *7’1,9-’/+-09

"M(!#’倒捻子素抑制 E?软骨细胞 CC@9的表达
!b+9S+D; W,8S检测结果表明% 与空白对照组相比
较% .’ #$’ "$ "18,A_的 #’倒捻子素可显著抑制
CC@’#’ CC@’%’ CC@’#% 的表达 ",h$M$.$% 且
#$ "18,A_的#’倒捻子素抑制作用最为显著% 如图

( 所示&
"M.!#’倒捻子素抑制 E?软骨细胞上清液中 n_’
#&! n_’/ 的产生!为了研究 #’倒捻子素对 E?软
骨细胞炎症因子的影响% 本研究用 0_nB?法检测
了不同浓度#’倒捻子素处理 E?软骨细胞 (- : 后

$#
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注! 与空白对照组比较%!,h$M$.

图 MK)F@$!法检测!4倒捻子素对?’7728+64"’ "[含有量的影响
T(8QMK)**+,-.’*!4/268’.-(6’6-5+,’6-+6-.’*?’7728+64" 26&"[/+2.V0+&:9 )F@$!

注! 与空白对照组比较%!,h$M$.

图 PKJ+.-+06:7’-法检测!4倒捻子素对AA".表达的影响
T(8QPK)**+,-’*!4/268’.-(6’6-5++UR0+..(’6’*AA".

/+2.V0+&:9 J+.-+06:7’-

!!!!

n_’#&’ n_’/ 的含有量变化& 结果显示% 与空白对
照组相比较% .’ #$’ "$ "18,A_的 #’倒捻子素可
显著抑制 n_’#&’ n_’/ 的产生 ",h$M$. $% 且
#$ "18,A_的#’倒捻子素的抑制作用最为显著% 如
图 . 所示&
"M/!#’倒捻子素促进 @@?L$! @@?L!的表达!
b+9S+D; W,8S检测结果显示% #’倒捻子素可显著促
进@@?L$’ @@?L!’ @cG’##的表达% 抑制 *HY’#
的表达% 且 #$ "18,A_#’倒捻子素的作用最为显
著% 如图 / 所示&
MK讨论

E?是以关节软骨退变为主要表现的常见慢性
疾病% 软骨细胞凋亡的增加和功能异常所导致的蛋
白聚糖代谢紊乱是 E?的特征之一& 大量研究表
明% 中药可缓解骨关节炎的发生% 如牛膝总皂苷含
药血清可显著促进兔软骨细胞增殖并抑制凋亡,#"- (

注! 与空白对照组比较%!,h$M$.

图 XK)F@$!法检测!4倒捻子素对@F4%#’ @F4S 含有量的影响
T(8QXK)**+,-.’*!4/268’.-(6’6-5+,’6-+6-.’*@F4%#26&@F4S /+2.V0+&:9 )F@$!
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注! 与空白对照组比较%!,h$M$.

图 S K J+.-+06:’7-法检测 !4倒捻子素对 ""!>$’
""!>%及其下游基因表达的影响

T(8QSK )**+,-.’*!4/268’.-(6’6-5++UR0+..(’6.’*
""!>$% ""!>%26&-5+(0&’16.-0+2/ 8+6+.
/+2.V0+&:9 J+.-+06:7’-

黄连素可抑制 E?软骨细胞的凋亡,#%- ( 淫羊藿苷
可以促进大鼠软骨细胞增殖% 抑制细胞凋亡,#(- &
本研究表明% #’倒捻子素可显著促进 E?软骨细胞
的增殖% 抑制细胞凋亡的发生% 且 #$ "18,A_#’倒
捻子素作用最强% 与硫酸氨基葡萄糖作用相似& 此
外% #’倒捻子素可显著促进 E?软骨细胞中 G8,,2’
T+;’%’ @c的生成% 进一步修复退变的 E?软骨&
研究表明% 软骨局部基质金属蛋白酶的异常增高可
导致软骨细胞外基质合成与降解失衡& 其中%
CC@’# 和 CC@’#% 可降解软骨细胞中的%型胶原(
CC@’% 可降解蛋白多糖’ 糖蛋白和各型胶原,#.’#&- &
本研究结果表明% #’倒捻子素可显著抑制 CC@’#’
CC@’%’ CC@’#% 的表达% 表明它可通过抑制
CC@9的表达% 减轻金属蛋白酶对软骨基质的降解
和破坏% 从而对软骨细胞发挥一定的保护作用& 因
此% #’倒捻子素可能在延缓骨关节炎软骨退变中发
挥重要的作用&

在 E?的发生发展过程中% 炎性因子扮演着
非常重要的角色& n_’#&是存在于骨关节软骨中
的重要炎性细胞因子% 它一方面可抑制软骨基质
的合成% 加快胶原和蛋白多糖的降解( 一方面还
可诱导软骨细胞凋亡,#-- & n_’/ 则可刺激蛋白酶及

前列腺素 0" 的产生% 促进软骨退变及抑制软骨
修复% 导致关节软骨进行性破坏,#)’"$- & 许多研究
表明% #’倒捻子素具有显著的抗炎作用% 可通过
抑制 *HY’#和 *cY’&的表达% 从而在顺铂诱导的
肾脏毒性中发挥保护肾脏的作用,"#- & 本实验结果
表明% #’倒捻子素可显著抑制 E?软骨细胞中 n_’
#&和 n_’/ 的产生% 并可通过减轻 E?软骨细胞的
炎症反应% 进而发挥一定的保护作用&

研究显示% @@?L$ 参与细胞增殖及炎性反应
过程% 如激活@@?L$ 可诱导内皮细胞增殖,""- ( 缺
乏@@?L$可导致卫星细胞的减少% 损害骨骼肌再
生,"%- & 而 @@?L!则参与了 E?的发生与发展% 在
抗炎和抗凋亡中发挥重要的作用,"(- % 如 @@?L!缺
失的E?软骨细胞更易发生凋亡’ 软骨基质的降解
及炎性反应,".- & @@?L$ 受体激动剂 _#/.$(# 可抑
制*HY’#诱导的小鼠近曲小管上皮细胞的炎症反
应,".- & 此外% G:83等,"/-研究表明在高脂饮食诱导
的肥胖小鼠中% #’倒捻子素可通过激活 @@?L!通
路调节脂肪肝和肥胖& 而本研究显示% #’倒捻子素
可显著促进@@?L$’ @@?L!及下游基因@cG’##的
表达% 抑制*HY’#的表达&

综上所述% #’倒捻子素可通过促进 @@?L$’
@@?L!的表达% 进而促进E?软骨细胞增殖% 抑制
细胞凋亡% 并抑制炎性反应% 在一定程度上可延缓
关节软骨的破坏和退变% 为该成分应用于E?治疗
提供一定的理论基础&
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