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摘要： 目的　 探究雷公藤多苷对 ＩＬ⁃１β 诱导的软骨细胞损伤的作用及其潜在的分子机制。 方法　 密度梯度分离法分离

ＳＤ 大鼠软骨细胞。 软骨细胞随机分为对照组、 模型组、 雷公藤多苷组 （ １０、 ５０ μｇ ／ ｍＬ 雷公藤多苷）、 ＬｉＣｌ 组

（５０ μｇ ／ ｍＬ雷公藤多苷＋２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＬｉＣｌ）， 加入 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＩＬ⁃１β 诱导软骨细胞 ２４ ｈ， 各给药组加入相应药物继续处理

２４ ｈ。 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞存活率， 试剂盒检测 ＬＤＨ 释放量及 ＧＡＧ 水平， 流式细胞仪检测细胞凋亡， ＥＬＩＳＡ 检测细胞培

养上清液中 ＣＯＸ⁃２、 ｉＮＯＳ 水平， ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＭＭＰ１３、 Ａｃａｎ、 Ｓｏｘ⁃９ ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｗｎｔ 通路 Ｗｎｔ３ａ 和

β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的表达。 结果　 雷公藤多苷单独作用对软骨细胞存活率及 ＬＤＨ 释放无影响。 与对照组比较， 模型组细

胞存活率降低， ＬＤＨ 释放量增加， 细胞凋亡率增加， ＧＡＧ 水平及 Ａｃａｎ、 Ｓｏｘ⁃９ ｍＲＮＡ 表达降低， ＣＯＸ⁃２、 ｉＮＯＳ 水平及

ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０ ０５）； 经雷公藤多苷 （５０ μｇ ／ ｍＬ） 干预后， 细胞存活率升高、 ＬＤＨ 释放量降低， 细胞

凋亡率降低， ＧＡＧ 水平及 Ａｃａｎ、 Ｓｏｘ⁃９ ｍＲＮＡ 表达升高， ＣＯＸ⁃２、 ｉＮＯＳ 水平及 ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０ ０５）； 而

将 Ｗｎｔ 通路激活剂作用之后， 雷公藤多苷对 ＩＬ⁃１β 诱导的软骨细胞上述作用全部被反转。 结论　 雷公藤多苷通过抑制

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路缓解 ＩＬ⁃１β 诱导的软骨细胞损伤。
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ｇｒｏｕｐ （５０ μｇ ／ ｍＬ ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ＋２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＬｉＣｌ）． Ｔｈｅ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＩＬ⁃１β ｆｏｒ
２４ ｈ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ ｆｏｒ ａｎｏｔｈｅｒ ２４ ｈ． Ｔｈｅ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｈａｄ ｔｈｅｉｒ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ１３， Ａｃａｎ ａｎｄ Ｓｏｘ⁃９ ｍＲＮＡ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ， ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｗｎｔ ｐａｔｈｗａｙ Ｗｎｔ３ａ ａｎｄ
⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． ＲＥＳＵＬＴＳ　 Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ａｌｏｎｅ ｈａｄ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ
ＬＤＨ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ，
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＬＤＨ ｒｅｌｅａｓｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＧＡＧ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ Ａｃａｎ， Ｓｏｘ⁃９ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ＣＯＸ⁃２， ｉＮＯＳ ａｎｄ ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ＜０ ０５）． Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ （５０ μｇ ／ ｍＬ）
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Ａｃａｎ， ＳＡＲＢＯＸ⁃９ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＣＯＸ⁃２， ｉＮＯＳ ａｎｄ ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ＜０ ０５）．
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Ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ Ｗｎｔ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ’ ｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ＩＬ⁃１β⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ＩＬ⁃１β⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｉｎｊｕｒｙ ｖｉａ Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ； ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ； Ｗｎｔ３ａ； β⁃ｃａｔｅｎｉｎ

　 　 创伤性关节炎是踝关节骨折治疗后容易发生的

一种并发症， 主要呈现出严重的肿胀和疼痛， 危害

踝关节的功能， 影响患者的身体健康和正常生

活［１］。 它主要表现为关节软骨的变性和破坏， 受

损的软骨组织修复与再生能力较弱， 因此创伤后造

成的软骨损伤及退变成为临床修复的难题［２］。 雷

公藤 多 苷 是 从 卫 矛 科 植 物 雷 公 藤 Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ
ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ Ｈｏｏｋ． ｆ． 中提取的一种水⁃氯仿提取物， 具

有较强的抗炎及免疫抑制作用［３⁃４］。 因此， 本研究

拟通 过 体 外 培 养 软 骨 细 胞 并 加 入 白 介 素 １β
（ＩＬ⁃１β） 模拟创伤性关节炎时软骨细胞的环境，
检测不同浓度雷公藤多苷对软骨细胞活性和功能的

影响， 以期为创伤性关节炎的治疗提供理论依据。
１　 材料

１ １　 动物　 ＳＤ 大鼠（雄性， ４ 周， 体质量 ６０～８０ ｇ）
购自河南省中医院中心实验室 （使用许可证号

ＳＹＸＫ （豫） ２０１６⁃０００９）。
１ ２　 药物与试剂　 雷公藤多苷片购于江苏美通制

药有限公司 （批号 １５１２０６， 规格 １０ ｍｇ ／片）， 加入

少量 ＤＭＥＭ 培养液充分溶解， 以 ０ ４５ μｍ 滤膜过

滤除菌， 用含 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液分别

稀释至 ５、 １０、 ２５、 ５０ μｇ ／ ｍＬ。 ＤＭＥＭ 低糖培养基

（ 批 号 Ｃ１１８８５５００ＢＴ ）、 胎 牛 血 清 （ 批 号

Ｃ２００１２５００ＢＴ）、 含 ５０ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素和 １００ μｇ ／ ｍＬ
链霉素的双抗 （批号 １５１４０⁃１２２）、 胰蛋白酶 （批
号 ２５２００⁃０５６ ） 购 于 美 国 Ｇｉｂｃｏ 公 司； 氯 化 锂

（ＬｉＣｌ） 溶液 （批号 Ｒ００４７３， 规格 １ ｍｏｌ ／ Ｌ） 购自

北京雷根生物技术有限公司， 蒸馏水稀释至

２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； ＣＣＫ⁃８ 细胞活性检测试剂盒 （批号

ＫＧＡ３１７）、 ＬＤＨ 检测试剂盒 （批号 ＫＧＴ０２４２４）、
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒 （ 批 号

ＫＧＡ１０１２） 购自江苏凯基生物技术股份有限公司；
Ｃｏｌ⁃Ⅱ （批号 ６９⁃９８６８７）、 葡萄糖氨基聚糖 （ｇｌｙｃｏ⁃
ｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎ， ＧＡＧ）（批号 ６９⁃９８５４７）、 ＣＯＸ⁃２ （批
号 ６９⁃３６２２８）、 ｉＮＯＳ （批号 ６９⁃９８７６２） ＥＬＩＳＡ 检测

试剂盒， ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒 （批号 ６９⁃９７６８２）
购自武汉默沙克生物科技有限公司； ＥＣＬ 显色剂

（批号 Ｐ００１８ＦＳ） 购于上海碧云天生物技术有限公

司； 兔抗鼠 ＭＭＰ１３ （批号 ａｂ２１９６２０）、 Ａｇｇｒｅｃａｎ

（Ａｃａｎ） （批号 ａｂ１８６４１４）、 Ｓｏｘ９ （批号 ａｂ１８５９６６）
单克隆抗体及辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 ＩｇＧ
（批号 ａｂ１７２７３０） 购于英国 Ａｂｃａｍ 公司。
２　 方法

２ １　 软骨细胞分离培养 　 将 ＳＤ 大鼠处死， 消毒

后剪开膝关节， 用刀片刮取关节表面软骨， 放入加

有 ＰＢＳ 的培养皿中， 清除表面血污及附着组织，
用 ＰＢＳ 溶液冲洗后， 将软骨剪切到 １ ｍｍ３ 大小的

组织块放入无菌培养皿内， 加入 ０ ２５％ 胰蛋白酶

在恒温摇箱中 ３７ ℃下摇荡消化 ３０ ｍｉｎ。 弃去上清

液， 加入 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的Ⅱ型胶原酶， 放入恒温摇箱

中 ３７ ℃下摇荡消化 ２～４ ｈ， 低温离心 ５ ｍｉｎ 后弃去

上清液， ＤＭＥＭ 培养液冲洗 ３ 次， 加入含有 １０％
胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基。 将含有完全培养基的

组织块均匀铺在培养瓶内， 再加入适量完全培养

基， 继续放在培养箱中静置培养， 每 ２～３ 天换液 １
次， 待组织块中软骨细胞长出后， 传代培养， 取第

３ 代软骨细胞进行后续实验。
２ ２　 分组、 造模及 ＣＣＫ⁃８ 检测软骨细胞存活率　
取第 ３ 代软骨细胞， 以 ２×１０３ ／孔接种于 ９６ 孔板

中， 分别用不同浓度雷公藤多苷 （０、 ５、 １０、 ２５、
５０ μｇ ／ ｍＬ） 处理 ２４ ｈ， 其中未加雷公藤多苷的细

胞组作为对照组， 每孔加入 ２０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 溶液， 用

加了相应量细胞培养液和 ＣＣＫ⁃８ 溶液但没有加入

细胞的孔作为空白对照， 继续孵育培养 ２～４ ｈ。 在

酶联免疫检测仪上检测 ４５０ ｎｍ 处的吸光度值

（ＯＤ）。 细胞存活率 ＝ ［ （ ＯＤ给药组 － ＯＤ空白组 ） ／
（ＯＤ对照组－ＯＤ空白组） ］ ×１００％ 。 第 ３ 代软骨细胞分

为对照组、 模型组 （１０ ｎｇ ／ ｍＬ ＩＬ⁃１β）、 雷公藤多

苷组 （ １０、 ５０ μｇ ／ ｍＬ 雷 公 藤 多 苷 ）、 ＬｉＣｌ 组

（５０ μｇ ／ ｍＬ雷公藤多苷 ＋ ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＬｉＣｌ）， 加入

１０ ｎｇ ／ ｍＬ ＩＬ⁃１β 诱导软骨细胞 ２４ ｈ， 给药组加入相

应药物继续处理 ２４ ｈ。 按上述 ＣＣＫ⁃８ 法， 检测各

组细胞存活率。
２ ３　 ＬＤＨ 释放率检测　 取第 ３ 代软骨细胞， 以 ５×
１０４ ／孔的浓度接种于培养瓶中， 按照 “２ ２” 项下

分组处理细胞， 根据 ＬＤＨ 检测试剂盒检测各组细

胞中 ＬＤＨ 释放量。 ＬＤＨ 释放率 ＝ ［细胞上清液中

ＬＤＨ 水平 ／ （细胞上清液 ＬＤＨ 水平＋细胞裂解液中
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ＬＤＨ 水平） ］ × １００％ ， 结果以实验组与对照组

ＬＤＨ 释放率的比值来表示。
２ ４　 流式细胞仪检测细胞凋亡检测　 取第 ３ 代软

骨细 胞， 按 照 “ ２ ２ ” 项 下 分 组 处 理 细 胞 后，
０ ２５％胰蛋白酶加入到各组的培养皿中消化收集细

胞， 按照 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋亡检测试剂盒的说

明书进行操作， 将细胞重悬后加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ
和 ＰＩ， 室温避光条件下分别孵育 １５、 ５ ｍｉｎ。 最

后， 通过流式细胞仪检测细胞凋亡。
２ ５　 检测细胞培养上清液中 ＣＯＸ⁃２ 和 ｉＮＯＳ 的水

平　 取第 ３ 代软骨细胞， 按照 “２ ２” 项下分组处

理细胞后， 收集细胞培养上清液， 按照 ＥＬＩＳＡ 试

剂盒说明书进行操作， 检测细胞培养上清液中

ＣＯＸ⁃２ 和 ｉＮＯＳ 的水平。
２ ６ 　 葡 萄 糖 氨 基 聚 糖 （ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎ，
ＧＡＧ） 水平检测　 取第 ３ 代软骨细胞， 按照 “２ ２”
项下分组处理细胞后， 换液时的培养液 １００ μＬ，
加入至含 １ ５ ｍＬ １ ５％ 阿利新蓝染液的试管内，
室温放置 １０ ｍｉｎ， 酶标仪在 ４９０ ｎｍ 波长处吸光度

值 （ＯＤ）。 以硫酸软骨素制作标准对照曲线， 计

算出各组细胞培养液 ＧＡＧ 水平。
２ ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达　 取第 ３ 代软骨细

胞， 按照 “２ ２” 项下分组处理细胞后， 收集细胞

总蛋白， ＢＣＡ 试剂盒检测蛋白浓度， 每孔上样量

为 ２０ μｇ， 进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳， 转移至 ＰＶＤＦ 膜，
将 ＰＶＤＦ 膜于 ５％ 脱脂奶粉 ４ ℃ 封闭过夜， 加入

Ｗｎｔ３ａ （１ ∶ ８００） 和 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 抗体 （ １ ∶ １ ０００）
４ ℃孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗涤， 加入辣根过氧化物酶

标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 摇床孵育 １ ｈ， 常规洗膜化学发

光试剂显色。 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件分析灰度值。
２ ８　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ 表达 　 取第 ３ 代软骨细

胞， 按照 “２ ２” 项下分组处理细胞后， 收集细胞

并提取总 ＲＮＡ， 按照 Ｍ⁃ＭＬＶ 逆转录试剂盒说明转

录 ｃＤＮＡ， 引物序列为 ＭＭＰ１３ （正向 ５′⁃ＣＴＴＣ⁃
ＣＣＡＡＣＣＧＴＡＴＴＧＡＴＧＣ⁃３′， 反向 ５′⁃ＴＴＴＧＧＡＡＧＡＣ⁃
ＣＣＡＧＴＴＣＡＧＡ⁃３′）； Ａｃａｎ （ 正 向 ５′⁃ＴＣＧＡＧＧＡＣＡ
ＧＣＧＡＧＧＣＣ⁃３′， 反 向 ５′⁃ＴＣＧＡＧＧＧＴＧＴＡＧＣＧＴＧ⁃
ＴＡＧＡＧＡ⁃３′）； Ｓｏｘ⁃９ （ 正 向 ５′⁃ＴＡＣＧＡＣＴＧＧＡＣ
ＧＣＴＧＧＴＧＣＣ⁃３′， 反 向 ５′⁃ＣＣＧＴＴＣＴＴＣＡＣＣＧＡＣＴ⁃
ＴＣＣＴＣＣ⁃３′）； ＧＡＰＤＨ （正向 ５′⁃ＡＴＧ ＴＴＣＧＴＣＡＴ⁃
ＧＧＧＴＧＴＧＡＡ⁃３′， 反向 ５′⁃ＧＧＴＧＣＴＡＡＧＣＡＧＴＴＧＧＴ⁃
ＧＧＴ⁃３′。 取 ｃＤＮＡ 进行扩增。 反应条件为预变性

９５ ℃、 ３０ ｓ； 变性 ６５ ℃、 ３ ｓ， 退火 ７２ ℃ ３０ ｓ， 共

４０ 个循环。 用 ２－ΔΔＣｔ法计算出各个 ｍＲＮＡ 的相对表

达量。
２ ９　 统计学分析　 应用 ＳＰＳＳ１７ ０ 统计软件进行统

计学分析， 所有细胞实验每组设 ３ 个复孔， 每个实

验独立实验重复 ３ 次， 计量资料以 （ ｘ± ｓ） 表示，
使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７ ０ 制图， 多组间比较用单因

素方差分析， 两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验， 以 Ｐ≤
０ ０５ 为差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 雷公藤多苷对 ＩＬ⁃１β 诱导软骨细胞增殖和毒

性影响　 ＣＣＫ⁃８ 检测结果表明， 与对照组比较， 雷

公藤多苷 （５、 １０、 ２５、 ５０ μｇ ／ ｍＬ） 作用之后， 软

骨细胞存活率及细胞内 ＬＤＨ 水平无变化 （图 １Ａ～
１Ｂ）。 与对照组比较， 模型组细胞存活率降低

（Ｐ＜０ ０５） ＬＤＨ 释放升高 （Ｐ＜０ ０５）； 与模型组

比较， 雷公藤多苷 （５０ μｇ ／ ｍＬ） 干预后， 细胞存

活率升高 （Ｐ＜０ ０５）， ＬＤＨ 释放降低 （Ｐ＜０ ０５）
（图 １Ｃ～１Ｄ）。
３ ２　 雷公藤多苷抑制 ＩＬ⁃１β 诱导的软骨细胞凋亡

　 流式细胞仪检测结果表明， 与对照组比较， 模型

组细胞凋亡率上升 （Ｐ＜０ ０５）， 而雷公藤多苷作用

之后， 细胞凋亡率降低 （Ｐ＜０ ０５）。 结果表明， 雷

公藤多苷可以降低 ＩＬ⁃１β 诱导的细胞凋亡。 见图 ２。
３ ３　 雷公藤多苷缓解 ＩＬ⁃１β 诱导的软骨细胞退化

及炎症反应　 与对照组比较， 模型组 ＧＡＧ 水平降

低， 而雷公藤多苷作用之后， 细胞中 ＧＡＧ 水平上

升 （图 ３Ａ， Ｐ ＜ ０ ０５）； 与对照组比较， 模型组

ＣＯＸ⁃２ 和 ｉＮＯＳ 水平升高， 而雷公藤多苷作用之

后， 细胞中 ＣＯＸ⁃２ 和 ｉＮＯＳ 水平降低 （图 ３Ｂ， Ｐ＜
０ ０５）； 与对照组比较， 模型组细胞中 ＭＭＰ１３
ｍＲＮＡ 升高， Ａｃａｎ、 Ｓｏｘ⁃９ ｍＲＮＡ 下降， 而雷公藤

多苷作用后， 细胞中 ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ 降低， Ａｃａｎ、
Ｓｏｘ⁃９ ｍＲＮＡ 上升 （图 ３Ｃ， Ｐ＜０ ０５）。 结果表明，
雷公藤多苷可以降低 ＩＬ⁃１β 诱导的软骨退化及炎症

反应。
３ ４　 雷公藤多苷抑制 ＩＬ⁃１β 诱导软骨细胞中 Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的激活 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明， 与

对照组比较， 模型组细胞中 Ｗｎｔ３ａ 和 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的

表达上调， 而雷公藤多苷作用之后细胞中 Ｗｎｔ３ａ
和 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 表达下降 （Ｐ＜０ ０５）， 见图 ４。 结果表

明雷公藤多苷可以抑制 ＩＬ⁃１β 诱导软骨细胞中

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的激活。
３ ５　 雷公藤多苷通过抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路缓解

ＩＬ⁃１β 诱导的软骨细胞损伤　 为了检测雷公藤多苷

是否通过抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路缓解 ＩＬ⁃１β 诱导
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

图 １　 雷公藤多苷对 ＩＬ⁃１β诱导软骨细胞增殖和毒性影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ＩＬ⁃１β⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ （ｎ＝３）

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

图 ２　 雷公藤多苷对 ＩＬ⁃１β诱导的软骨细胞凋亡的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ （ｎ＝３）

的软骨细胞损伤， 将 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路激动剂

ＬｉＣｌ 作用于雷公藤多苷干预的 ＩＬ⁃１β 诱导的软骨细

胞。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明， ＬｉＣｌ 作用之后细胞中

Ｗｎｔ３ａ 和 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的表达上升 （图 ５Ａ， Ｐ＜０ ０５）；
与雷公藤多苷组比较， ＬｉＣｌ 激动剂作用之后细胞存

活率降低 （Ｐ＜０ ０５）， ＬＤＨ 释放上升 （Ｐ＜０ ０５），
细胞凋亡率增加 （Ｐ＜ ０ ０５）， ＧＡＧ 水平及 Ａｃａｎ、
Ｓｏｘ⁃９ ｍＲＮＡ 降低 （ Ｐ ＜ ０ ０５）， ＭＭＰ１３ ｍＲＮＡ 及

ＣＯＸ⁃２、 ｉＮＯＳ 水平上升 （Ｐ＜ ０ ０５）， 均逆转了雷

公藤多苷对 ＩＬ⁃１β 诱导的细胞损伤的缓解作用。 结

果表明， 雷公藤多苷通过抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路

缓解 ＩＬ⁃１β 诱导的软骨细胞损伤。
４　 结论

关节软骨是固态的结缔组织， 由分布在其中的

特异性软骨细胞及大量的细胞外基质组成。 软骨基

质中含有水分、 蛋白多糖和胶原纤维， 还包括一些

３９８２

２０２０ 年 １１ 月

第 ４２ 卷　 第 １１ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． １１



注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

图 ３　 雷公藤多苷对 ＩＬ⁃１β诱导的软骨细胞退化及炎症反应的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１β⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ （ｎ＝３）

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

图 ４　 雷公藤多苷对 ＩＬ⁃１β诱导软骨细胞中 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｏｎ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ Ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ＩＬ⁃１β⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ （ｎ＝３）

脂肪、 蛋白质、 糖蛋白和无机盐等［５⁃６］。 创伤性关

节炎导致的软骨、 滑膜损伤及变性将导致关节功能

障碍， 其中炎症是创伤性关节炎病理变化过程中的

重要环节［７］。 因此， 本研究通过 ＩＬ⁃１β 诱导软骨细

胞模拟创伤性关节炎发生的软骨细胞环境， 探究雷

公藤多苷对创伤性关节炎软骨细胞的保护作用及其

潜在的分子机制。
雷公藤多苷具有抗炎、 抗肿瘤和免疫抑制等多

种生物功能， 其活性主要由二萜内酯、 生物碱和三

萜等多种有效成分协同产生。 在临床上， 雷公藤多

苷主要用于风湿性关节炎、 急性肾小球肾炎和强直

性脊柱炎等自身免疫性疾病和炎症性疾病的治

疗［８］。 有研究表明， 使用雷公藤多苷治疗关节炎

模型大鼠之后， 大鼠的足肿胀度、 关节炎症指数均

显著降低， 且其机制可能是雷公藤多苷上调了调节

性 Ｔ 细胞以及炎性细胞抑制因子白介素 １０ 水平［９］。

环氧合酶 （Ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃２， ＣＯＸ⁃２） 是前列腺素

合成和起始步骤的关键酶， 而前列腺素与滑膜、 软

骨破坏， 关节周围组织炎症等病变过程息息相

关［１０］。 诱导型一氧化氮合成酶 （ ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ， ｉＮＯＳ） 在软骨细胞损伤和退变中发

挥重要作用。 目前很多研究证实， ｉＮＯＳ 抑制剂的

应用有助于炎性软骨代谢的恢复。 ｉＮＯＳ 抑制剂能

抑制 ｉＮＯＳ 的表达， 减少软骨细胞产生 ＮＯ 的同时，
抑制基质金属蛋白酶 （ＭＭＰｓ） 和胶原酶的活性及

基因表达， 使软骨细胞合成蛋白多糖的能力逐渐恢

复， 并能抑制自由基和 ＩＬ⁃１β 诱发的软骨细胞凋

亡［１１⁃１２］。 葡萄糖氨基聚糖 （ＧＡＧ） 是软骨基质的

主要成分， 软骨基质合成关键基因 Ａｃａｎ、 Ｓｏｘ⁃９ 蛋

白等的水平均作为关节炎症中软骨损伤的指标受到

广泛的研究［１３⁃１４］。 另外， ＭＭＰ１３ 是唯一能够裂解

胶原分子中三维螺旋结构的酶， 对胶原具有特异
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注： 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５； 与雷公藤多苷组比较， ＄ Ｐ＜０ ０５。

图 ５　 雷公藤多苷通过抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路缓解 ＩＬ⁃１β诱导的软骨细胞损伤 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ ５　 Ａｌｌｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１β⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｖｉａ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ （ｎ＝３）

性， 软骨破坏中研究较多［１５］。 本研究表明， ＩＬ⁃１β
诱导之后， 软骨细胞的增殖活性降低， 细胞凋亡率

增加， ＣＯＸ⁃２， ｉＮＯＳ 的 表 达 水 平 提 高， ＧＡＧ、
Ａｃａｎ 和 Ｓｏｘ⁃９ 的水平降低， 而雷公藤多苷作用之后

细胞活性上升， 炎性相关 ＣＯＸ⁃２、 ｉＮＯＳ 的表达水

平降低， ＧＡＧ、 Ａｃａｎ 和 Ｓｏｘ⁃９ 的水平提高。 结果表

明， 雷公藤多苷能够保护 ＩＬ⁃１β 诱导的软骨损伤。
Ｗｎｔ 信号通路包含多种通路系统， 调节生细胞

形态与功能的分化与维持、 免疫、 应激等过程， 其

中典型的 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路在关节炎中具有至关

重要的作用［１６］。 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的激活增强肿

瘤坏死因子 （ ＴＮＦ） ⁃α 的分泌， 促进 ＭＭＰ 的生

成， 从而导致细胞外基质降解， 引起关节软骨破

坏。 有研究表明， 雷公藤多苷能够通过抑制 Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路延缓糖尿病肾病的进展［１７］。 为了检

测 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的抑制是否同样参与了雷公

藤多苷对 ＩＬ⁃１β 诱导的软骨细胞损伤的保护作用，
我们将 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的激活剂作用于雷公藤

多苷处理的软骨细胞损伤模型中， 结果表明，
Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的激活剂反转了雷公藤多苷对

ＩＬ⁃１β 诱导的软骨细胞的保护作用。
综上所述， 雷公藤多苷可能通过抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃

ｃａｔｅｎｉｎ 通路反转 ＩＬ⁃１β 诱导的软骨细胞活性降低、
ＬＤＨ 分 泌 和 细 胞 凋 亡 率 的 增 加， 以 及 ＧＡＧ、
ＭＭＰ１３、 Ａｃａｎ、 Ｓｏｘ⁃９ 水平的降低和 ＣＯＸ⁃２， ｉＮＯＳ
水平的上升等， 以期这一结果为创伤性关节炎的临

床治疗提供理论支持。
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摘要： 目的　 探讨膈下逐瘀汤对慢性盆腔炎大鼠 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号的影响。 方法　 ５０ 只成年未孕 ＳＤ 雌性大鼠随机分

为假手术组、 模型组及膈下逐瘀汤低、 中、 高剂量组， 每组 １０ 只。 苯酚胶浆法复制慢性盆腔炎大鼠模型， 造模 １ 周

后， 各组灌胃给药 ３ 周。 血液流变仪检测大鼠血液流变学变化， ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平，
ＨＥ 染色观察子宫内膜病理形态学， 免疫组化染色、 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测大鼠子宫组织中 ＴＬＲ４ 和 ＮＦ⁃κＢ 的表达。 结果　 与

假手术组比较， 模型组大鼠在不同切变率的情况下全血黏度及血浆黏度升高 （Ｐ＜０ ０１）， 血清中 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 及 ＴＮＦ⁃
α 水平升高 （Ｐ＜０ ０１）， 增加子宫炎细胞浸润， 促进大鼠子宫 ＴＬＲ４ 及 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的蛋白表达及 ＴＬＲ４ 及 ＮＦ⁃κＢ
ｍＲＮＡ 的表达。 膈下逐瘀汤降低慢性盆腔炎模型大鼠全血黏度及血浆黏度 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）； 降低大鼠血清中 ＩＬ⁃
１β、 ＩＬ⁃６ 及 ＴＮＦ⁃α 的水平 （Ｐ＜０ ０１）； 抑制大鼠子宫内的炎症， 改善大鼠子宫的病理组织学变化 （Ｐ＜０ ０１）； 降低慢

性盆腔炎模型大鼠子宫中 ＴＬＲ４ 及 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的蛋白表达 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１） 及 ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ （Ｐ＜０ ０５，
Ｐ＜０ ０１） 的表达。 结论　 膈下逐瘀汤通过抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号， 降低 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 炎症因子水平， 改善慢

性盆腔炎大鼠血瘀症状。
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