
　　基金项目：浙江省中医药管理局科技项目（２０１６ＺＡ１８５）

作者单位：３１３０００　湖州市中心医院（浙江大学湖州医院）骨科与

康复科

通讯作者：李雄峰，电子信箱：ｗｕ．ｆｅｎｇｆｅｎｇ＠ｏｕｔｌｏｏｋ．ｃｏｍ

补肾壮筋汤含药血清介导的 Ｓｏｘ９基因高表达对
ＩＬ－１β诱导的大鼠软骨细胞损伤的保护机制研究
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摘　要　目的　评估补肾壮筋汤（ＢＺＤ）含药血清介导的 Ｓｏｘ９基因高表达对 ＩＬ－１β诱导的大鼠软骨细胞损伤的保护作用。

方法　传代培养的第 ２代大鼠软骨细胞随机分为 ３组，即对照组不予任何干预，模型组给予 ＩＬ－１β（１０μｇ／ｍｌ）刺激软骨细胞

２４ｈ，ＢＺＤ组予 ＩＬ－１β（１０μｇ／ｍｌ）刺激软骨细胞 ２４ｈ后，加入 ＢＺＤ含药血清（４００μｇ／ｍｌ）。ＢＺＤ干预 ７２ｈ后收集所有软骨细胞进

行分析。结果　与对照组比较，模型组软骨细胞活性明显下降（Ｐ＝０．０００），软骨细胞 Ｓｏｘ９、蛋白聚糖 ａｇｇｒｅｃａｎ及胶原蛋白Ⅱ的基

因及蛋白水平均明显下降（Ｐ＝０．０００）；与模型组比较，ＢＺＤ组增强了软骨细胞活性（Ｐ＜０．０５），软骨细胞 Ｓｏｘ９、蛋白聚糖 ａｇｇｒｅｃａｎ

及胶原蛋白Ⅱ的基因及蛋白水平均明显上升（Ｐ＜０．０５）。结论　ＢＺＤ在 ＩＬ－１β诱导的大鼠软骨细胞损伤中可能通过过表达

Ｓｏｘ９起保护作用。
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　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是老年人最常见的
关节炎，可引起关节慢性疼痛并可导致残疾。口服非

甾体抗炎药可快速缓解早期的症状，但不能明显延缓

疾病的进程，且这类药物长期服用有很多不良反应，

特别是消化道的不良反应
［１］
。因此，寻找更加可靠

的药物替代方案一直是 ＯＡ治疗的目标［２］
。

祖国医学认为，ＯＡ属于“骨痹”、“痹症”等范畴。

《素问·上古天真论》曰：“丈夫……七八肝气衰，筋

不能动，天癸竭，精少，肾脏衰，形体皆极”。可见其

多因肝肾亏虚、筋脉失养而发病。补肾壮筋汤（ＢＺＤ）
出自清代钱秀昌《伤科补要》，其中熟地黄、山茱萸填

精益髓、滋补肝肾，续断、杜仲补肝肾、强筋骨，五加

皮、茯苓健脾利湿，青皮理气，白芍、当归补血活血，牛

膝补肝肾、强筋骨。诸药合用，起到补益肝肾，强筋壮

骨的功效，是我国著名的 ＯＡ治疗成方。临床试验显
示，ＢＺＤ可显著改善 ＯＡ患者的症状和体征［３，４］

。

然而，ＢＺＤ作用的分子机制仍不清楚，可能是非
常复杂和多方面的。Ｌｉｎ等［５］

研究发现，ＢＺＤ可增强

·６９·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｊｕｌｙ２０２０，Ｖｏｌ．４９Ｎｏ．７　　



衣霉素 （ＴＭ）刺激的软骨细胞活力，抑制由内质网应
激介导的 ＴＭ诱导的 ＳＤ大鼠软骨细胞凋亡。ＳＲＹ－
ｂｏｘ９（Ｓｏｘ９）基因在软骨发育中起重要作用，是软骨
间充质细胞向软骨细胞分化的关键转录因子。此外，

它还参与调节软骨细胞分化的各个阶段
［６］
。先前的

研究表明，Ｓｏｘ９的过表达可促进软骨修复［７］
。因此，

本研究目的是确定 ＢＺＤ是否可通过提高 Ｓｏｘ９的表
达来保护 ＯＡ细胞模型中的软骨细胞，并阐明其潜在
的机制。

材料与方法

１．材料：４周龄雄性 ＳＤ大鼠 １６只，购自上海斯
莱克实验动物有限公司，实验动物许可证号：２０１７－
０００８，饲养在浙江中医药大学动物实验中心清洁级
（ＳＰＦ）动物房中，其中 ４只用于制备 ＢＺＤ含药血清，
１２只用于分离软骨细胞。其他主要材料：ＤＭＥＭ培
养基、澳洲胎牛血清、胰蛋白酶购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；
胶原蛋白Ⅱ多克隆抗体（１４２ｋＤａ，Ａｂ３４７１２）、Ｓｏｘ９多
克隆抗体 （７０ｋＤａ，Ａｂ１８５９６６）购自英国 Ａｂｃａｍ公司，
稀释度分别为１∶５０００和 １∶１０００；蛋白聚糖 Ａｇｇｒｅｃａｎ
单抗（２５０ｋＤａ，ＮＢ６００－５０４）购自美国 Ｎｏｖｕｓ公司，稀
释度为１∶１００；ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公
司。本研究经浙江中医药大学科研伦理学委员会批

准，批准文号２０１７１２３。
２．方法：（１）ＢＺＤ含药血清的制备：ＢＺＤ是中药

饮片，由浙江中医药大学实验室提供，含 １０味中药，
包括熟地黄、山茱萸、续断、杜仲、五加皮、白芍、当归、

茯苓、青皮、牛膝，其最终浓度为 １ｇ／ｍｌ（相当于原料
的干重）。ＢＺＤ（１８．５ｇ／ｋｇ，相当于成人 １次的剂量）
连续给药７天（每天２次）。最后 １次给药 ２ｈ后，处
死大鼠（ｎ＝４），从颈动脉取血。血样在 ４℃下凝血
２ｈ，上清液 １５００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，５６℃失活 ３０ｍｉｎ，
过滤后 －８０℃保存。（２）软骨细胞分离和培养：从大
鼠膝关节软骨中分离、培养软骨细胞（ｎ＝１２），并按
先前已报道的方法进行鉴定

［４］
。将软骨细胞先用

０１％胰蛋白酶预消化 ３０ｍｉｎ，再用 １．５ｍｇ／ｍｌ的胶原
酶Ⅱ消化１６ｈ，离心后收集细胞。分离的软骨细胞在
１０％胎牛血清的培养基中进行培养和传代，同时加入
青霉素１００Ｕ／ｍｌ、链霉素 １００μｇ／ｍｌ，放在 ３７℃含 ５％
二氧化碳的孵育器中。（３）实验分组：选取第 ２代
（Ｐ２）软骨细胞用于实验，因为它们已经被证明是胶
原蛋白Ⅱ含量丰富，能表现出典型的软骨细胞形
态

［３，４］
。软骨细胞随机分为 ３组，即对照组，Ｐ２软骨

细胞不予任何干预；模型组，ＩＬ－１β（１０μｇ／ｍｌ）刺激

Ｐ２软骨细胞２４ｈ；ＢＺＤ组，ＩＬ－１β（１０μｇ／ｍｌ）刺激 Ｐ２
软骨细胞２４ｈ，然后加入 ＢＺＤ含药血清（４００μｇ／ｍｌ）。
ＢＺＤ干预 ７２ｈ后收集所有软骨细胞进行分析。（４）
软骨细胞活性测定：采用 ＭＴＴ比色法检测 ＢＺＤ对软
骨细胞活性的影响。ＢＺＤ给药 ７２ｈ后，３组细胞中各
加入０．５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ溶液，３７℃孵育４ｈ，弃上清液，将
晶体溶解在 １００μｌ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶液中。使
用酶标仪（美国 Ｈｅｒｃｕｌｅｓ公司）在 ５７０ｎｍ处读取吸光
度。（５）Ｓｏｘ９、蛋白聚糖 ａｇｇｒｅｃａｎ、胶原蛋白Ⅱ蛋白水
平的测定：采用细胞裂解液（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ∶Ｃｏｃｋｔａｉｌ＝
１００∶１∶２）于冰上裂解细胞，ＢＣＡ法检测蛋白浓度。
取１５０μｇ蛋白经 １０％ ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳
后，转移至 ＰＶＤＦ膜上。采用 ５％ ＢＳＡ室温封闭
４０ｍｉｎ，蛋白一抗冰上过夜孵育，二抗室温孵育
６０ｍｉｎ，采用双色红外激光成像系统采集图像。每组
重复３次。（６）Ｓｏｘ９、蛋白聚糖 ａｇｇｒｅｃａｎ（Ａｃａｎ）、胶原
蛋白Ⅱ（Ｃｏｌ２ａ１）基因水平的测定：采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取
软骨细胞总 ＲＮＡ，超微量核酸分析仪检测总 ＲＮＡ的
浓度与纯度。采用美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司试剂盒进行荧
光定量 ＰＣＲ检测，按照试剂盒说明书操作。反应步
骤：９５℃ ５ｍｉｎ，９５℃ １０ｓ，５８℃ １ｍｉｎ，共 ３０个循环。
以２－ΔΔＣＴ表示相对表达量。Ｓｏｘ９引物序列：上游引物
５′－ＧＣＧＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＣＴＣ－３′，下游引物５′－
ＴＣＴＧＧＴＧＧＴＣＧＧＴＧＴＡＧＴＣＡＴＡＣＴＧ－３′。Ａｃａｎ引物
序列：上游引物 ５′－ＣＣＡＧＴＣＴＡＣＣＣＡＧＣＡＣＣＣＴＡ－
３′，下游引物 ５′－ＴＣＡＧＧＧＡＣＴＴＧＧＣＴＧＴＴＴＣＴ－３′。
Ｃｏｌ２ａ１引物序列：上游引物 ５′－ＧＧＣＴＣＣＣＡＧＡＡ
ＣＡＴＣＡＣＣＴＡ－３′，下游引物 ５′－ＧＣＣＣＴＣＡＴＣＴＣＣＡ
ＣＡＴＣＡＴＴ－３′。内参基因 Ｇａｐｄｈ引物序列：上游引物
５′－ＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＴＧ－３′，下游引物
５′－ＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＡ－３′。

３．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ２２．０统计学软件对数
据进行统计分析，数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。
组间差异采用方差分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

结　　果
１．分离培养的大鼠软骨细胞的形态及其鉴定：

倒置显微镜下观察分离培养的原代软骨细胞，结果显

示培养 ９～１２ｈ部分细胞贴壁，培养至 ２４ｈ绝大部分
细胞贴壁，细胞开始伸展，细胞体积较小，呈多角形，

均匀散在生长（图１Ａ）。３天左右细胞汇合成单层铺
满整个培养瓶底部。４天左右首次传代后增殖速度
加快，隔天可再次传代，呈明显的“铺路石”样（图
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１Ｂ）。传至第 ６代，细胞呈长梭型，开始老化。第 ７
代后细胞呈梭状平铺，折光差，部分细胞脱落，生长速

度减慢，传代周期延长，软骨细胞表型退化。由于Ⅱ
型胶原的合成与分泌是软骨细胞维持其分化表型的

特定指标。细胞鉴定结果显示，培养的软骨细胞胞质

中Ⅱ型胶原的棕黄色颗粒较多，呈强阳性表达，可见
典型的软骨细胞形态（图１Ｃ）。

图 １　原代培养的大鼠软骨细胞贴壁后的细胞形态及其鉴定（×２００）
Ａ．贴壁２４ｈ细胞形态；Ｂ．贴壁４天细胞形态；Ｃ．胶原蛋白Ⅱ免疫组化染色

　

　　２．ＩＬ－１β诱导的软骨细胞损伤：对照组表现为
基本正常的软骨细胞形态（图 ２Ａ），模型组出现软骨

细胞的肥大和萎缩等软骨细胞损伤的征象（图 ２Ｂ），
ＢＺＤ组软骨细胞形态学的损伤较模型组减轻（图２Ｃ）。

图 ２　倒置相差显微镜下软骨细胞形态（×２００）
Ａ．对照组；Ｂ．模型组；Ｃ．ＢＺＤ组

　

　　３．软骨细胞活性：与对照组比较，模型组中软骨
细胞活性显著降低（Ｐ＝０．０００），ＢＺＤ组和模型组比
较，软骨细胞活性增强（Ｐ＜０．０５），详见图３。

图 ３　软骨细胞活性比较

与对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

　

４．Ｓｏｘ９、蛋白聚糖 ａｇｇｒｅｃａｎ和胶原蛋白Ⅱ的基因
和蛋白表达：与对照组比较，模型组 Ｓｏｘ９、蛋白聚糖
ａｇｇｒｅｃａｎ和胶原蛋白Ⅱ的基因和蛋白表达水平均显

著降低 （Ｐ＝０．０００）。在 ＢＺＤ组，Ｓｏｘ９、蛋白聚糖和
胶原蛋白Ⅱ的基因和蛋白表达水平较模型组均显著
升高（Ｐ＜０．０５，图４、图５）。

图 ４　Ｓｏｘ９、蛋白聚糖 ａｇｇｒｅｃａｎ和胶原蛋白Ⅱ
基因表达水平

与对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

　

讨　　论
关节软骨的破坏和丢失是 ＯＡ的一个主要特征。

软骨细胞是软骨中唯一的细胞，嵌入在广泛的细胞外
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图 ５　Ｓｏｘ９、蛋白聚糖 ａｇｇｒｅｃａｎ和胶原蛋白Ⅱ蛋白表达水平
Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法；Ｂ．蛋白表达水平半定量分析；

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

　

基质（ＥＣＭ）中，ＥＣＭ主要由胶原和蛋白多糖组成，关
节软骨中的胶原主要为Ⅱ型，关节软骨的主要蛋白多
糖为 ａｇｇｒｅｃａｎ［８］。Ｓｏｘ９是一种转录因子，它对许多软
骨细胞 ＥＣＭ基因的表达至关重要，并在软骨细胞分
化过程中发挥作用

［７］
。ＢＺＤ在中国长期被用于 ＯＡ

患者的治疗，临床研究表明，ＢＺＤ可改善 ＯＡ患者的
症状

［３，４］
。然而，ＢＺＤ在 ＯＡ中的分子机制尚不明确，

研究发现 ＢＺＤ通过刺激 ＳＤ大鼠的细胞周期进程促
进软骨细胞增殖

［９］
。也有研究表明，补肾壮筋汤可清

除氧自由基，促进软骨细胞增殖，抑制软骨细胞凋亡，

抑制滑膜炎症，提高软骨细胞抗异常应力水平
［１０］
。

本研究结果显示，ＢＺＤ提高了 ＩＬ－１β诱导的软
骨细胞 Ｓｏｘ９、蛋白聚糖 ａｇｇｒｅｃａｎ和胶原蛋白Ⅱ的表
达，从而促进软骨细胞的活性。Ｓｏｘ９是一种重要的
转录因子，参与多种器官和组织的发育，尤其是软骨

形成。值得注意的是，Ｓｏｘ９可转录激活许多软骨特
异性结构成分和调节因子的基因

［１１］
。在正常软骨细

胞中，Ｓｏｘ９调控蛋白聚糖ａｇｇｒｅｃａｎ和胶原蛋白Ⅱ的表
达

［１１］
。正常的关节软骨依赖于合成和分解细胞因子

之间的平衡。ＩＬ－１β是促炎性细胞因子和分解代谢
的关键因子，导致金属基质蛋白酶的产生、减少胶原

蛋白Ⅱ和蛋白聚糖 ａｇｇｒｅｃａｎ的表达［１２］
。在最近的研

究中，ＩＬ－１β被用来建立 ＳＤ大鼠软骨细胞的细胞
ＯＡ模型。本研究在ＩＬ－１β的影响下，软骨细胞出现
Ｓｏｘ９、胶原蛋白Ⅱ和ａｇｇｒｅｃａｎ的快速减少。重要的

是，ＢＺＤ可缓解 ＩＬ－１β的作用，进一步支持 ＢＺＤ在
Ｓｏｘ９的信号通路的作用。

综上所述，本研究结果支持使用 ＢＺＤ作为一种
有效的药物治疗 ＯＡ。它可能通过参与关节软骨结构
和功能的 Ｓｏｘ９及其靶基因的正向调控，刺激细胞增
殖。但是，ＢＺＤ对动物模型和 ＯＡ患者 Ｓｏｘ９信号通
路的调控还有待于进一步研究。
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