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%
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%

通讯作者#苏友新"

)-4

#

#%%"9"!#:::

"

;

"

/<=4

#

>?@3?A=B888CD3E/<=45.3/

,F(

#

#"

!

8::#G&'(+

!

!"#$

!

#!

!

#$H!

壮骨健膝方含药血清中药物成分骨碎补

柚皮苷对
(I

"

#!

诱导兔退变软骨细胞

&

.<J-34=B

"

K%7+LMN

'信号通路的影响

苏友新#闫#虎#陈宝军#张#庆#王艺茹#卢美丽#王雯婷#何#浈#盛#录

摘要#目的#观察壮骨健膝方含药血清中药物成分骨碎补柚皮苷!简称柚皮苷"对
(I

"

#!

诱导退变软骨

细胞中#

.<J-34=B

"

K%7+LMN

$通路相关信号因子小窝蛋白 $

#

!

.<J-34=B

"

#

"%磷酸化
K%7

!

K

"

K%7

"%磷酸化

核转录因子$

!

!

K

"

L)O

"

!

"%

(I

"

#!

及
)6O

"

"

等的影响&进一步探讨该方保护关节软骨的机制' 方法#!

#

"通

过高效液相$飞行时间质谱联用!

PMI&

"

)FOG+Q

"技术分析并获得壮骨健膝方含药血清中的原组方药物成

分柚皮苷(!

!

"取
$

周龄新西兰兔双侧膝关节软骨&建立兔关节软骨细胞体外培养体系&取第二代软骨细胞

用于后续实验'

+))

法检测柚皮苷对软骨细胞增殖的影响(免疫组化方法检测柚皮苷对
(I

"

#!

诱导后的软

骨细胞中
#

型胶原表达的影响(

*->E-1B 043E

法检测柚皮苷对
(I

"

#!

诱导后软骨细胞中
.<J-34=B

"

#

%

K

"

K%7

与
K

"

L)O

"

!

蛋白表达的影响(

R)

"

M&R

检测柚皮苷对
(I

"

#!

诱导后软骨细胞中
(I

"

#!

及
)6O

"

"/R6L

表达

的影响' 结果#!

#

"柚皮苷标准品溶液及壮骨健膝方含药血清离子流图中柚皮苷的出峰时间均为
!%

!

9

/=B

&分子量均在
97#

!

" S 97#

!

9 /GT

之间(!

!

"柚皮苷能促进软骨细胞的增殖&抑制
(I

"

#!

对软骨细胞
#

型

胶原表达的影响(!

%

"与模型组比较&柚皮苷能降低
(I

"

#!

诱导后软骨细胞中
.<J-34=B

"

#

%

K

"

K%7

%

K

"

L)O

"

!

等蛋白及
(I

"

#!

%

)6O

"

"/R6L

的表达!

M U"

!

"9

"&并接近正常组水平' 结论#壮骨健膝方含药血清中原组

方药物成分柚皮苷不仅能够促进软骨细胞的增殖&还可保护软骨细胞的功能&其机制可能与柚皮苷降低诱导

退变软骨细胞中
.<J-34=B

"

#

%

K

"

K%7

与
K

"

L)O

"

!

的表达&抑制#

.<J-34=B

"

K%7+LMN

$通路的活动&进而减少

通路下游
(I

"

#!

及
)6O

"

"/R6L

表达有关'

关键词#骨关节炎(含药血清(软骨细胞(壮骨健膝方(骨碎补柚皮苷

;VV-.E 3V 6<1=BW=B 3V ,1@B<1=< RD=T3/-

"

< &D=B->- +-X=.<4 &3/K3B-BE 3V YD?<BWW? '=<BA= R-.=K-

&3BE<=B=BW Q-1?/ 3B &<J-34=B

"

K%7+LMN Q=WB<4 M<EDZ<@ =B (I

"

#! (BX?.-X R<00=E ,-W-B-1<E-X

&D3BX13.@E->

#

Q[ \3?

"

A=B

"

\L6 P?

"

&P;6 ]<3

"

^?B

"

YLP6_ `=BW

"

*L6_ \=

"

1?

"

I[ +-=

"

4=

"

*L6_ *-B

"

E=BW

"

P; YD-B

"

<BX QP;6_ I?

#

R->-<1.D &-BE-1 V31 &D=B->- +-X=.<4 R-D<0=4=E<E=3B

"

O?

"

^=<B [B=J-1>=E@ 3V )1<X=E=3B<4 &D=B->- +-X=.=B-

"

O?TD3?

$

%9"#!!

%"

&D=B<

L]Q)RL&)

%

F0^-.E=J-

%

)3 30>-1J- ED- -VV-.E 3V B<1=BW=B 3V ,1@B<1=< RD=T3/-

"

< &D=B->- /-X=.<4

.3/K3B-BE 3V YD?<BWW? '=<BA= R-.=K-

$

Y'R

%

.3BE<=B=BW >-1?/ 3B .<J-34=B

"

K%7+LMN >=WB<4 V<.E31>

$

>?.D <> .<J-34=B

"

#

"

K

"

K%7

"

K

"

L)O

"

!

"

(I

"

#!

"

<BX )6O

"

"

%

=B (I

"

#!=BX?.-X 1<00=E X-W-B-1<E-X .D3BX13

"

.@E->

"

<BX V?1ED-1 E3 -AK431- =E> /-.D<B=>/ V31 K13E-.E=BW <1E=.?4<1 .<1E=4<W->5 +-ED3X>

%

6<1=BW=B 3V ,1@

"

B<1=< RD=T3/- Z<> 30E<=B-X <BX <B<4@T-X 0@ PMI&

"

)FOG+Q5 O3?1 Z--a> 34X 6-Z Y-<4<BX 1<00=E> Z-1-

a=44-X <BX ED-=1 0=4<E-1<4 aB-- ^3=BE> Z-1- =>34<E-X <>-KE=.<44@ 5 &,> Z-1- =>34<E-X <BX ED-B .?4E?1-X =B J=E13 5

)D- >-.3BX W-B-1<E=3B 3V &,> Z-1- ?>-X V31 4<E-1 -AK-1=/-BE5 )D- -VV-.E 3V B<1=BW=B 3B &,> K134=V-1<E=3B

Z<> X-E-.E-X 0@ +)) <>><@5 )D- -VV-.E 3V B<1=BW=B 3B ED- -AK1->>=3B 3V (I

"

#!

"

=BX?.-X .344<W-B # =B &,>

Z<> X-E-.E-X 0@ =//?B3D=>E3.D-/=.<4 /-ED3X5 )D- -VV-.E 3V B<1=BW=B 3B .<J-34=B

"

#

"

K

"

K%7

"

<BX K

"

L)O

"

!
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!!"#&%!

K13E-=B =B (I

"

#!

"

=BX?.-X &,> Z<> X-E-.E-X 0@ *->E-1B 043E5 )D- -VV-.E 3V B<1=BW=B 3B /R6L -AK1->>=3B 3V

(I

"

#!<BX )6O

"

"=B (I

"

#!

"

=BX?.-X &,> Z<> X-E-.E-X 0@ R)

"

M&R5 R->?4E>

#

)D- <KK-<1<B.- E=/- 3V B<1=BW

"

=B =B V43Z W1<KD> 3V B<1=BW=B >E<BX<1X >34?E=3B <BX Y'R .3BE<=B=BW >-1?/ Z<> !%

!

9 /=B

"

<BX ED- /34-.?4<1

Z-=WDE 1<BW-X 0-EZ--B 97#

!

" <BX 97#

!

9 /GT5 6<1=BW=B .3?4X K13/3E- ED- K134=V-1<E=3B 3V &,>

"

<BX =BD=0=E

ED- -VV-.E 3V (I

"

#!3B .344<W-B # =B &,>5 &3/K<1-X Z=ED ED- /3X-4 W13?K

"

B<1=BW=B .3?4X 1-X?.- ED- -A

"

K1->>=3B 3V .<J-34=B

"

#

"

K

"

K%7

"

K

"

L)O

"

!

"

(I

"

#!

"

<BX )6O

"

"=B (I

"

#!=BX?.-X &,>

$

M U"

!

"9

%"

ZD=.D Z<>

<KK13A=/<E- E3 ED- 4-J-4 3V ED- B31/<4 W13?K5 &3B.4?>=3B>

#

6<1=BW=B .3?4X B3E 3B4@ K13/3E- ED- K134=V-1<

"

E=3B 3V &,>

"

0?E <4>3 K13E-.E (I

"

#!

"

=BX?.-X &,>5 (E> /-.D<B=>/ /=WDE 0- <>>3.=<E-X Z=ED X-.1-<>=BW ED-

-AK1->>=3B 3V .<J-34=B

"

#

"

K

"

K%7

"

<BX K

"

L)O

"

! K13E-=B>

"

=BD=0=E=BW .<J-34=B

"

K%7+LMN >=WB<4 K<EDZ<@

"

<BX

V?1ED-1 1-X?.=BW /R6L -AK1->>=3B 3V (I

"

#!<BX )6O

"

" =B ED- X3ZB>E1-</ 3V .<J-34=B

"

K%7+LMN >=WB<4

K<EDZ<@5

N;\*FR,Q

%

3>E-3<1ED1=E=>

(

X1?W .3BE<=B=BW >-1?/

(

.D3BX13.@E-

(

YD?<BWW? '=<BA= R-.=K-

(

B<1=BW=B

3V ,1@B<1=< RD=T3/-

##课题组前期研究已证实壮骨健膝方含药血清具有

保护软骨细胞而抑制
(I

"

#!

的诱导退变作用"并明确

其机制可能与其降低软骨细胞中小窝蛋白"

#

$

.<J-3

"

4=B

"

#

%)磷酸化
K%7

$

K

"

K%7

%)活化转录因子
!

$

K

"

L)O

"

!

%等蛋白表达"抑制&

.<J-34=B

"

K%7+LMN

'通路的活

动"从而减少其下游白介素 $

#!

$

(I

"

#!

%)肿瘤坏死因

子$

"

$

)6O

"

"

%

/R6L

的表达有关*

#

+

, 但壮骨健膝

方含药血清中具体起作用的成分尚不明确, 本实验采

用经高效液相$飞行时间质谱联用$

PMI&

"

)FOG+Q

%

技术鉴定明确的含药血清中壮骨健膝方君药骨碎补有

效成分骨碎补柚皮苷$简称柚皮苷%对
(I

"

#!

诱导退变

的软骨细胞进行干预"通过观察其对细胞功能及其

&

.<J-34=B

"

K%7+LMN

'通路相关信号分子的影响"进

一步明确壮骨健膝方保护关节软骨的部分物质基础,

材料与方法

#

#动物#

%

月龄新西兰大白兔
!$

只"体重

#

!

7"

%

!

!

$" aW

$ 实 验 动 物 质 量 合 格 证 编 号#

!""8""##"#$8#

%及
$

周龄新西兰大白兔
#"

只"体重

"

!

$"

%

"

!

$$ aW

$实验 动 物 质 量 合 格 证 编 号#

!""8""##"#H%!

%"均为雄性"购自上海市松江区松联

实验动物场"由福建中医药大学动物实验中心提供,

实验动物许可证号码#

Q&bN

$沪%

!"##

$

""##

, 实验

对兔子的处理方法符合-关于善待实验动物的指导性

意见.

*

!

+

,

!

#药物#壮骨健膝方#由骨碎补
H W

#杜仲
H W

桑寄生
#9 W

#独活
H W

# 虫
9 W

#生地黄
#9 W

秦艽
H W

#鹿衔草
#" W

#肿节风
#9 W

#川牛膝
#" W

等组成"药物均购于福建中医药大学国医堂"委托福建

中医药大学药学院按既定的工艺加工成每毫升含生药

# W

的药液"于
$

&保存备用, 骨碎补柚皮苷标准品

$

!" /W

%购于福建省药品检验所,

%

#仪器与试剂#质谱仪$德国
]1?a-1

公司"型

号#

+=.13 )FO

"

` #

%(液相色谱仪$美国戴安公司"

型号#

[4E= +<E- %"""

标准型%(色谱柱$日本岛津
_I

公司"型号#

*3BX< Q=4 &#7 9 $/

"

$

!

:

'

#9" //

%(

(I

"

#!

$美国
Rc, Q@>E-/>

公司"货号
8:"$

"

R]

"

"#"

"

#" $WG

瓶%(

K

"

L)O

"

!

$美国
Rc, Q@>E-/>

公

司"货号
MMQ":$

"

#"" $IG

瓶%(

!

"

<.E=B

$美国
Q<BE<

&1?T ]=3E-.DB343W@

公司"货号
>.

"

#%":98

"

#"" $WG

瓶%,

$

#材料处理

$

!

#

#壮骨健膝方含药血清的制备及处理#普通

级健康
%

月龄新西兰大白兔
!$

只"按
!

(

#

的比例随

机分为空白血清组与含药血清组"按人与动物千克体

重折算的等效剂量*

%

+换算"空白血清组以生理盐水灌

胃*

!

!

H /IG

$

aW

!次%

!

"含药血清组以壮骨健膝方药

液灌胃*

!

!

H /IG

$

aW

!次%+"

# /I

壮骨健膝方药液

含生药
# W

"上)下午各
#

次"均连续灌胃
8

天"于末次

灌胃
% D

后腹主动脉采血"静置于
$

&冰箱
$ D

后

! 9"" 1 G/=B

离心
%" /=B

"分离血清"同组血清混合"

9:

&水浴灭活
%" /=B

"

"

!

!! $/

滤器过滤"分装" $

!"

&保存备用, 以生理盐水灌胃所得的血清为空白

血清(以壮骨健膝方药液灌胃所得的血清为含药血清,

取含药血清
:

!

$ /I

"按
#

(

$

的比例加入
#

!

: /I

的甲

醇"

$

&"

#! """ 1 G/=B

离心
!9 /=B

后取上清"

%8

&

水浴氮气吹干"用含
"

!

#d

甲酸的甲醇溶液复溶"超

声"涡旋混匀
! /=B

"取上清液"以微孔滤膜 $

"

!

!"

$/

% 滤过"备用,

$

!

!

#标准品溶液的制备#取壮骨健膝方中君药
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!

#!

骨碎补作为检测目标"根据-中国药典. $

!"#"

版%

*

$

+

精密称取其主要药物成分柚皮苷
!" /W

"溶于甲醇溶

液中"超声处理
%" /=B

"定容至终浓度
!" $WG/I

"精

密取上述溶液
# /I

"即为柚皮苷标准品溶液,

$

!

%

#软骨细胞分离与培养#取
$

周龄新西兰兔

双侧膝关节软骨"剪碎成
# //

% 小块"以
"

!

!d#

型

胶原酶
%8

&恒温水浴摇床中震荡消化"期间每隔

"

!

9 D

用移液枪轻轻吹打含有软骨碎粒的
#

型胶原酶

# S! /=B

"分别于
#!"

)

#7"

)

!$" /=B

时收集消化上

清液并加入新的
"

!

!d #

型胶原酶, 将每次收集的

消化上清液移至
#9 /I

离心管中"

# """ 1 G/=B

离心

9 /=B

使细胞沉淀"弃上清"加入低糖
,+;+ 9 /I

$含
#"dO]Q

%培养液"轻轻吹打使细胞重新悬浮后"

进行细胞计数"以
!

!

"

'

#"

9

G/I

的密度接种于底面积

为
!9 ./

!的培养瓶中"将培养瓶置于
%8

&"

9d &F

!

培养箱培养"每
!$ D

换培养液*

9

+

,

9

#

(I

"

#!

诱导软骨细胞退变#根据前期实验结

果"采用
#" BWG/I (I

"

#!

诱导第二代正常软骨细胞

$7 D

"经形态学观察)甲苯胺蓝染色及
#

型胶原免疫组

化染色鉴定可使软骨细胞产生退变*

:

+

, 正常软骨细

胞贴壁后"细胞均匀散在生长"呈梭型"生长速度快

$图
#L

%"

(I

"

#!

诱导后"细胞形态发生变化"呈长梭型

或不规则形态"生长速度减慢"传代时间延长 $图

#]

%,

##注#

L

为正常软骨细胞(

]

为退变软骨细胞

图
#

%

(I

"

#!

诱导软骨细胞产生退变#$ '

!""

%

:

#壮骨健膝方含药血清中柚皮苷检测#分别取

制备好的柚皮苷标准品溶液及壮骨健膝方含药血清各

# /I

"进行
PMI&

"

)FOG+Q

检测分析,

PMI&

"

)FOG

+Q

测定条件为#色谱柱#

*3BX< Q=4 &#7

$

$

!

:

'

#9" //

"

9 $/

%(流速#

"

!

$ /IG/=B

(柱温#

!9

&(流

动相#

L

为
"

!

#d

甲酸水溶液"

]

为
"

!

#d

甲酸乙腈溶

液(梯度洗脱程序如下#

" S 9 /=B

$

L

(

]

为
H9

(

9

%"

9

!

# S$9 /=B

$

L

(

]

为
:"

(

$"

%"

$9

!

# S99 /=B

$

L

(

]

为
H"

(

#"

%"

99

!

# S:" /=B

$

L

(

]

为
H9

(

9

%"每次进样

量为
#" $I

, 质谱条件为毛细管电压
% !"" 2

"离子源

温度为
#7"

&"脱溶剂气流量
% IG/=B

"负离子模式检

测"检测范围#

#""

%

# """ /GT

, 根据获得的总离子

流图"以出峰时间及分子量大小"使用
]1?a-1 ,<4

"

E3B=.>

公司数据分析
%

!

$

软件"对壮骨健膝方含药血

清中是否含有柚皮苷成分进行分析,

8

#柚皮苷对关节软骨细胞增殖及
#

型胶原表达

的影响

8

!

#

#

+))

法检测柚皮苷对关节软骨细胞增殖的

影响#用含体积分数
9

)

#"

及
!" /WGI

柚皮苷的

#"d

空白血清
,+;+

分别干预第二代软骨细胞"

+))

法观察柚皮苷对软骨细胞增殖的影响,

8

!

!

#免疫组织化学染色检测柚皮苷对
(I

"

#!

诱

导退变软骨细胞中
#

型胶原表达的影响#将第二代兔

软骨细胞接种到含细胞爬片的
:

孔板中"每孔约

9

'

#"

%个细胞"分为模型
L

组及模型
]

组"分别用体

积分数为
#"d

的空白血清加
#" BWG/I (I

"

#!

加

9 /WGI

柚皮苷)

#"d

空白血清加
#" BWG/I (I

"

#!

的

,+;+

培养液培养"

$7 D

后取出细胞爬片"

M]Q

清洗

9 /=B

'

%

次"

$d

多聚甲醛固定
%" /=B

"

M]Q

清洗

! /=B

'

%

次" 加
"

!

#d E1=E3B

"

M]Q

" 室 温 放 置

!" /=B

"然后用
%"d

的
P

!

F

!

室温孵育
#" /=B

"

M]Q

清洗
! /=B

'

%

次"滴加封闭血清"

%8

&孵育
"

!

9 D

后

甩掉多余液体"不洗"滴加适当比例的一抗工作液$

#

(

%""

%"

$

&冰箱过夜, 第二天用
M]Q

轻轻漂洗盖玻

片
9 /=B

'

%

次"加第二抗体"室温孵育
%" /=B

"加

QL]&

工作液"室温孵育
!" /=B

"

M]Q

清洗
9 /=B

'

%

次"加
!

滴新鲜配置的
,L]

工作液"室温下静置

9 /=B

后"镜下观察"待细胞出现黄褐色改变后"水洗"

晾干"封片并拍照,

7

#柚皮苷对软骨细胞中
K

"

L)O

"

!

)

K

"

K%7

)

.<J-

"

34=B

"

#

表达及
(I

"

#!

)

)6O

"

"/R6L

表达的影响

7

!

#

#分组及干预#取第二代软骨细胞"经
(I

"

#!

诱导退变后分为模型组和柚皮苷组"分别用体积分数

为
#"d

的兔空白血清)

#"d

兔空白血清加
9 /WGI

柚

皮苷的
,+;+

培养液培养, 未经
(I

"

#!

诱导退变的

为正常组"同步用含体积分数为
#"d

的空白血清

,+;+

培养液培养"

$7 D

后检测相关指标,

7

!

!

#

*->E-1B 043E

检测柚皮苷对兔软骨细胞

中
K

"

L)O

"

!

)

K

"

K%7

及
.<J-34=B

"

#

表达的影响#各

组干预
$7 D

后"弃培养液"收集软骨细胞并提取软

骨细胞的总蛋白"

*->E-1B 043E

法检测各组软骨细

胞中
K

"

L)O

"

!

)

K

"

K%7

及
.<J-34=B

"

#

等蛋白的表达,

](F

"

RL, =/<W- 4<0 J-1>=3B %

!

"

软件分析条带"计

算各组目的蛋白与相应
!

"

<.E=B

蛋白条带的光密度

比值,
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!

#!

!!"#'%!

7

!

%

#

R)

"

M&R

检测柚皮苷对软骨细胞中
(I

"

#!

及
)6O

"

"/R6L

表达的影响#各组干预
$7 D

后"弃

培养液"收集软骨细胞"

)1=T34

法提取总
R6L

"超微量

核酸蛋白测定仪检测提取的总
R6L

符合纯度和浓度

后"取
# $W R6L

逆转录成
.,6L

"以此
.,6L

为模

板行
R-<4 E=/- R)

"

M&R

扩增$见表
#

%"共
%9

个循

环, 用
_;I ,F&!"""

凝胶成像系统
`?<BE=E@ FB-

$:9

软件分析图像"计算各目的基因
/R6L

与
_LM

"

,P

条带的光密度比值,

表
#

%各目的基因的引物

基因名称 引物序列
9

)

"

%

)

产物长度

$

0K

%

退火温度

$&%

(I

"

#!

上游#

9

)"

&)_)&&)_&_)_L)_LLL_L

"

%

)

下游#

9

)"

&L_)____)_)&L&LL)&)_

"

%

)

%$$ 97

*

"

)6O

"

"

上游#

9

)"

&)&&)L&&&_LL&LL__)&L

"

%

)

下游#

9

)"

)_L_)&&)__LL_&&)&L_)

"

%

)

$$: :"

*

"

_LM,P

上游#

9

)"

))&LL&L_)_&&L&&&L&)&&)&)L

"

%

)

下游#

9

)"

)__LLL&)_)_LL_L____&L_L))

"

%

)

!87 :"

*

"

H

#统计学方法#采用
QMQQ #%5"

软件包进行分

析"计量实验数据以
A

+

>

表示"组间比较采用单因素

方差分析"

M U"

!

"9

为差异有统计学意义,

结##果

#

#壮骨健膝方含药血清中已知原组方药物成分

的鉴定结果$图
!

%#经过
PMI&

"

)FOG+Q

方法获得标

准品溶液及壮骨健膝方含药血清的离子流图并对其进

行分析比较"各离子流图中柚皮苷的出峰时间均为

!%

!

9 /=B

"标准品中柚皮苷的分子量为
97#

!

#7:$

/GT

"壮骨健膝方含药血清中柚皮苷的分子量为

97#

!

!"## /GT

$见图
!

%,

!

#柚皮苷对第二代兔关节软骨细胞增殖的影响

$图
%

%#用含体积分数为
9

)

#"

)

!" /WGI

柚皮苷的

#"d

空白血清
,+;+

培养液分别干预软骨细胞"

+))

法观测结果显示"与
#"

)

!" /WGI

柚皮苷比较"体

积分数为
9 /WGI

柚皮苷对软骨细胞增殖作用最

好$

M U"

!

"9

%,

%

#

9 /WGI

柚皮苷对
(I

"

#!

诱导后的第二代软骨

细胞中
#

型胶原表达的影响$图
$

%#

#

型胶原免疫组

织化学染色显示模型
L

组及模型
]

组第二代软骨细

胞胞浆均被染成棕黄色"其中可见黄褐色颗粒"细胞外

也可见到棕黄色染色, 与模型
]

组比较"模型
L

组第

二代软骨细胞不仅数量增多"而且经
#

型胶原免疫组

化染色后其阳性表达颜色变深,

##注#

L

#标准品溶液中柚皮苷出峰时间(

]

#壮骨健膝方含药

血清中柚皮苷的出峰时间(

&

#标准品溶液中柚皮苷的分子量(

,

#壮骨健膝方含药血清中柚皮苷的分子量

图
!

%标准品溶液及壮骨健膝方含药血清中

柚皮苷液相色谱图及离子流图

$

#

9 /WGI

柚皮苷对
(I

"

#!

诱导退变软骨细胞中

.<J-34=B

"

#

)

K

"

K%7

及
K

"

L)O

"

!

表达的影响$图
9

%



!!"#(%! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#!

月第
%$

卷第
#!

期
&'()*+

"

,-.-/0-1 !"#$

"

2345 %$

"

63

!

#!

##注#

L

为
9 /WGI

柚皮苷(

]

为
#" /WGI

柚皮苷(

&

为
!" /WGI

柚皮苷(

,

为
#"d

空白血清

图
%

%不同浓度柚皮苷对细胞增殖影响的比较

##注#

L

为模型
L

组(

]

为模型
]

组

图
$

%两组细胞
!

型胶原免疫组化

染色结果比较#$ '

!""

%

*->E-1B 043E

结果显示各组均可见
.<J-34=B

"

#

)

K

"

K%7

及
K

"

L)O

"

!

蛋白的表达, 与正常组比较"模型

组中各目的蛋白的表达均明显增高$

M U "

!

"9

%"与

模型组比较"柚皮苷能不同程度降低其表达 $

M U

"

!

"9

%,

9

#

9 /WGI

柚皮苷对
(I

"

#!

诱导退变软骨细胞中

(I

"

#!

)

)6O

"

"/R6L

表达的影响$图
:

%#

R)

"

M&R

检

测结果显示"各组均可见
(I

"

#!

)

)6O

"

"/R6L

的表达,

与正常组比较"模型组中
(I

"

#!

)

)6O

"

"/R6L

的表达

明显增高$

M U"

!

"9

%(与模型组比较"柚皮苷均能不同

程度地降低其表达$

M U"

!

"9

%,

讨##论

关节软骨的退变与破坏是骨关节炎$

3>E-3<1ED1=

"

E=>

"

FL

%最主要的病理环节, 软骨细胞是关节软骨组

织的唯一细胞"在维持关节软骨形态与功能中起重要

作用"软骨细胞的退化必然会诱发或加重关节软骨的

损伤与破坏"故保护软骨细胞是防治关节软骨退变的

关键, 近年来研究已证实
K%7+LMN

通路是软骨细

胞退化及关节软骨破坏过程中主要的信号传导途径之

一*

8

+

, 第一" 软骨细胞退变中
(I

"

#!

)

)6O

"

"

的过表达

伴有
K%7+LMN

信号通路的激活*

7

+

(第二"

K%7+LMN

信号通路激活后参与
++M>

的过表达"进而加剧了软

##注#

L

为各组软骨细胞中
.<J-34=B

"

#

)

K

"

K%7

及
K

"

L)O

"

!

的

电泳条带图(

]

)

&

)

,

分别为
K

"

L)O

"

!

)

K

"

K%7

及
.<J-34=B

"

#

与

!

"

<.E=B

电泳条带的光密度比值柱状图(与正常组比较"

#

M U

"

!

"9

(与模型组比较"

$

M U"

!

"9

(

#

为正常组(

!

为模型组(

%

为

柚皮苷组$下图同%

图
9

%各组软骨细胞中
.<J-34=B

"

#

)

K

"

K%7

及

K

"

L)O

"

!

表达比较

骨细胞的退变"如
P30-1W +

等*

H

+研究结果表明
FL

患者关节液中
++M

"

%

过表达"应用
K%7+LMN

信号

通路阻滞剂后可以显著降低
++M

"

%

的表达(第三"

K%7+LMN

信号通路激活后参与了
6F

途径和
O<>

途

径介导的关节软骨细胞凋亡*

#"

+

, 那么"在软骨退变过
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!

#!

!!"#)%!

##注#

L

为各组软骨细胞中
(I

"

#!

及
)6O

"

"/R6L

表达的电

泳条带图"

]

)

&

分别为
)6O

"

"

及
(I

"

#!/R6L

与
_LM,P

电泳

条带的光密度比值柱状图(与正常组比较"

#

M U "

!

"9

(与模型组

比较"

$

M U"

!

"9

图
:

%各组软骨细胞中
(I

"

#!

及
)6O

"

"/R6L

表达比较

程中
K%7+LMN

信号通路是如何被激活的呢/ 最近

研究证实软骨细胞的小窝蛋白
.<J-34=B

"

#

对软骨细

胞内
K%7+LMN

信号通路的激活具有重要作用"是

K%7+LMN

上游的关键信号分子,

,<= Q+

等*

##

+在

FL

患者关节软骨和由
(I

"

#!

及
P

!

F

!

诱导引起的大

鼠退变软骨细胞中发现
.<J-34=B

"

#

在
!$ D

内呈高表

达"后者又诱导
K%7+LMN

信号通路的激活"进一步

加剧了软骨细胞的早衰与退变, 以上研究表明在
FL

关节软骨细胞退变的过程中"

.<J-34=B

"

K%7+LMN

信

号通路的激活具有重要作用,

K%7+LMN

通路的激活

过程为外源性刺激如
(I

"

#!

等激活该通路上游信号分

子
.<J-34=B

"

#

表达"进而引起
K%7

蛋白的磷酸化"最

终使
.<J-34=B

"

K%7+LMN

通路激活"促进其下游

)6O

"

"

)

(I

"

#!

等的表达"诱发并加重软骨细胞的损伤

与退化, 因此"对该信号通路在软骨细胞退变过程的

研究"对于进一步阐明
FL

的发病机制与防治具有重

要意义,

壮骨健膝方有十多年临床治疗膝
FL

的应用经

验"主要针对膝
FL

&肝肾亏虚)风寒湿痹阻'的共性病

机"具有补益肝肾)蠲痹止痛之功效"疗效确切*

#!

"

#%

+

,

课题组前期研究已证实壮骨健膝方能改善膝
FL

患者

的症状"并有降低膝
FL

模型兔关节液中相关炎症因

子表达水平及保护关节软骨的效应*

#$

"

#9

+

"也在体外实

验证实该方含药血清能够抑制软骨细胞&

.<J-34=B

"

K%7+LMN

'通路中
.<J-34=B

"

#

)

K

"

K%7

及
K

"

L)O

"

!

蛋

白的表达"减少其下游
(I

"

#!

及
)6O

"

"/R6L

的表达

从而达到保护关节软骨的效果*

#

+

, 但对于该方保护

关节软骨细胞的物质基础尚不明确, 近年来中药复方

血清药理学的研究已经明确"在含药血清中起药理作

用的物质主要为原组方药物成分或其代谢产物*

#:

+

"根

据中药复方中已知的原组方药物成分来比对研究含药

血清中的药效物质及其功效已成为中药复方血清药理

学一个重要研究分支*

#8

+

, 高效液相 $飞行时间质谱

联用$

PMI&

"

)FOG+Q

%技术*

#7

"

#H

+不仅具有检测灵敏

度高)测定化合物离子范围宽的优点"而且还可以提供

高精密的分子量信息"因此被广泛应用于中药复方含

药血清中原组方药物成分的鉴别中*

!"

"

!#

+

, 由于壮骨

健膝方由众多药物组成"本实验首先对壮骨健膝方的

君药骨碎补进行研究, 应用
PMI&

"

)FOG+Q

技术对

标准品溶液及壮骨健膝方含药血清进行比对分析"结

果表明君药骨碎补主要成分柚皮苷为壮骨健膝方含药

血清中存在的原组方药物成分"该成分代谢进入血液

后可能会以原形的形式发挥作用"因此本课题对柚皮

苷进行进一步研究,

本研究中经
(I

"

#!

诱导退变的软骨细胞中
.<J-

"

34=B

"

#

)

K

"

K%7

)

K

"

L)O

"

!

等 蛋 白 及
(I

"

#!

)

)6O

"

"

/R6L

的表达明显增高"提示采用
(I

"

#!

对软骨细胞

诱 导 干 预 后 的 软 骨 细 胞 中 存 在 &

.<J-34=B

"

K%7+LMN

'通路的激活, 柚皮苷能够促进软骨细胞

的增殖"并能有效阻断
(I

"

#!

对软骨细胞
#

型胶原表

达的抑制"从而达到保护关节软骨细胞的效应(同时柚

皮苷能不同程度的降低
(I

"

#!

诱导退变的软骨细胞中

.<J-34=B

"

#

)

K

"

K%7

)

K

"

L)O

"

!

等蛋白及
(I

"

#!

)

)6O

"

"

/R6L

的表达"提示柚皮苷保护
(I

"

#!

诱导退变软骨

细胞的机制可能与抑制
(I

"

#!

诱导后软骨细胞中

&

.<J-34=B

"

K%7+LMN

'通路的激活有关, 根据$-中

国药典.$

!"#"

版%"柚皮苷为壮骨健膝方君药骨碎补

的主要药物成分, 在其代谢研究中"谢雁鸣等*
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+研究

发现骨碎补柚皮苷于大鼠胃肠道积累较多"以药物原
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!

#!

形的形式在血中保持时间较久"有较长的作用时间,

李运涛等*

!%研究表明骨碎补柚皮苷可促进软骨细胞

的增殖"显著提高
QF,

的活性"降低
6FQ

的活性"从

而保护软骨细胞免受肿瘤坏死因子等细胞因子的损

伤, 结合这些文献"提示柚皮苷可能是壮骨健膝方保

护关节软骨的有效物质之一,

因实验条件限制"本实验只探讨了壮骨健膝方含

药血清中柚皮苷保护
(I

"

#!

诱导退变关节软骨的效应

及机制"通过本实验建立的研究方法"后期还将借助

&

.<J-34=B

"

K%7+LMN

'通路继续开展壮骨健膝方含

药血清中其他原组方药物成分的研究,
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