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二氢杨梅素通过 ＲＯＳ ／ ｐ３８－ＭＡＰＫ 信号通路对
Ｈ２Ｏ２诱导骨关节炎软骨细胞增生、凋亡的影响
程瑛，陈慧娟，杨婷
（武汉市中医医院骨伤科，湖北 武汉 ４３００００）

【摘要】 目的：分析二氢杨梅素通过活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ，ＲＯＳ） ／ ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉ鄄
ｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ｐ３８－ＭＡＰＫ）通路对过氧化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２）诱导的骨关节炎软骨细胞增生、凋亡的影
响。 方法：取 ５ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，麻醉后颈椎脱臼法处死，提取并培养软骨细胞，传代后培养细胞，将对数生长期软骨
细胞分为对照组、Ｈ２Ｏ２组 （０．８ μｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｈ２Ｏ２）、 二氢杨梅素低浓度组 （０．８ μｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｈ２Ｏ２＋２０ μｍｏｌ·Ｌ－１二氢杨梅

素）、二氢杨梅素高浓度组（０．８ μｍｏｌ·Ｌ－１ 的 Ｈ２Ｏ２＋８０ μｍｏｌ·Ｌ－１ 二氢杨梅素）、ＲＯＳ 抑制剂 Ｎ－乙酰半胱氨酸（Ｎ－ａｃｅｔｙｌ鄄
ｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＮＡＣ）组（０．８ μｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｈ２Ｏ２＋５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＡＣ），噻唑蓝（ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）法测定软骨细胞活
性；Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 法测定软骨细胞凋亡率；２，７－二氯荧光素二乙酸酯 （２，７－ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＤＣＦＨ－ＤＡ）荧
光探针测定软骨细胞内 ＲＯＳ 水平；ｑＲＴ－ＰＣＲ 法测定Ⅱ型胶原 α１（ｔｙｐｅⅡｃｏｌｌａｇｅｎ α１，Ｃｏｌ２α１） ｍＲＮＡ 水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法测定 Ｃｏｌ２α１、ｐ－ｐ３８－ＭＡＰＫ ／ ｐ３８－ＭＡＰＫ、Ｂ 细胞淋巴瘤基因－２ （Ｂ ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ ｇｅｎｅ－２，Ｂｃｌ－２）、Ｂｃｌ－２ 相关 Ｘ 蛋白
（Ｂｃｌ－２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）蛋白表达。 结果：软骨细胞呈旋涡状纤维团，ＣＯＬ２α 表达阳性；与对照组相比，Ｈ２Ｏ２组

软骨细胞活力、 凋亡率、ＲＯＳ 荧光强度、ｐ－ｐ３８－ＭＡＰＫ ／ ｐ３８－ＭＡＰＫ、Ｂａｘ 蛋白表达升高，Ｃｏｌ２α１ ｍＲＮＡ 水平、Ｃｏｌ２α１、
Ｂｃｌ－２ 蛋白表达降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与 Ｈ２Ｏ２组相比，二氢杨梅素低浓度组、二氢杨梅素高浓度组、ＮＡＣ
组软骨细胞活力、 凋亡率、ＲＯＳ 荧光强度、ｐ－ｐ３８－ＭＡＰＫ ／ ｐ３８－ＭＡＰＫ、Ｂａｘ 蛋白表达降低，Ｃｏｌ２α１ ｍＲＮＡ 水平、Ｃｏｌ２α１、
Ｂｃｌ－２ 蛋白表达升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。 结论：二氢杨梅素可能通过抑制 ＲＯＳ ／ ｐ３８－ＭＡＰＫ 通路抑制软骨细
胞凋亡、炎性反应、氧化应激，二氢杨梅素可能是治疗骨关节炎的潜在药物。
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骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是一种退行性关节
病，常见表现为关节疼痛、僵硬，甚至致残［１－２］。 软骨
细胞的丢失会导致软骨退化、 滑膜炎症以及软骨下
囊肿的形成［３］。 因此抑制软骨细胞凋亡可能是治疗
ＯＡ 必不可少的步骤。 活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ，ＲＯＳ）
是 ＯＡ 发展的重要因素，高水平的 ＲＯＳ 会引发过氧
化、ＤＮＡ 损伤，加速软骨细胞丢失与组织损伤 ［４］，抑
制相关通路的激活可能为治疗 ＯＡ 的可行性方案，
ＲＯＳ 通路是经典的氧化应激通路， 在 ＯＡ 中有广泛
研究 ［５］，ＲＯＳ 可调控 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８
ｍｉｔｏｇｅｎ －ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ｐ３８ －ＭＡＰＫ）， 而
ｐ３８－ＭＡＰＫ通路参与细胞凋亡、炎症等一系列如 ＯＡ
发病相干机制［６－７］。 因此，本研究从 ＲＯＳ ／ ｐ３８－ＭＡＰＫ
通路角度入手分析 ＯＡ 的治疗有效药物以及机制。
二氢杨梅素是黄酮类物质， 具有清除自由基、 抗氧
化、抗肿瘤、抗炎、护肝等功效［８］。 周湘华等［９］研究显

示， 二氢杨梅素可抑制成骨细胞凋亡。 相关文献表
明， 二氢杨梅素可通过维持 ＳＩＲＴ３ 介导的线粒体稳
态来逆转软骨细胞变性，从而影响 ＯＡ 进展［１０］；杨梅
素（与二氢杨梅素结构相似）可通过阻碍软骨细胞凋
亡改善 ＯＡ 进展［１１］。 另外，在阿霉素诱导的心脏损伤
小鼠和 ＡＣ１６ 细胞中 ， 二氢杨梅素可抑制 ｐ３８－
ＭＡＰＫ活化和细胞内 ＲＯＳ的发生［１２］。 故本研究推测
二氢杨梅素可能通过调控 ＲＯＳ ／ ｐ３８－ＭＡＰＫ 通路影
响 ＯＡ 发展。 本研究将探讨二氢杨梅素对 ＯＡ 软骨
细胞凋亡的影响及其与 ＲＯＳ ／ ｐ３８－ＭＡＰＫ 通路的调
控关系。
１ 材料与方法

１． １ 主要试剂与仪器

二氢杨梅素、ＲＯＳ 抑制剂 Ｎ－乙酰半胱氨酸（Ｎ－
ａｃｅｔｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＮＡＣ） 购自上海源叶生物技术有限公
司 ，噻唑蓝 （ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）试剂 、
Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 试剂购自上海碧云天生物技术有限
公司，兔抗Ⅱ型胶原 α１（ｔｙｐｅⅡｃｏｌｌａｇｅｎ α１，Ｃｏｌ２α１）、
磷酸化 ｐ３８－ＭＡＰＫ （ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐ３８－ＭＡＰＫ，ｐ－
ｐ３８－ＭＡＰＫ）、ｐ３８－ＭＡＰＫ、Ｂ 细胞淋巴瘤基因－２（Ｂ
ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ ｇｅｎｅ －２，Ｂｃｌ －２）、Ｂｃｌ －２ 相关 Ｘ 蛋白
（Ｂｃｌ－２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、磷酸甘油醛脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ －ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）
一抗、羊抗兔二抗购自美国 ａｂｃａｍ 公司。 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ

ｉ３ｘ 酶标仪购自美谷分子仪器 （上海） 有限公司；
ＧＦＭ－５５０荧光显微镜购自上海光密仪器有限公司。
１． ２ 动物

ＳＰＦ 级别 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，３ 周龄， 购于广东莱
迪生物医药研究院有限公司，生产许可：ＳＹＸＫ（粤）
２０２２－００９６。 在室温（２５±２） ℃、湿度 ６０％条件下饲
养，１２ ｈ光照、１２ ｈ黑暗环境，小鼠自由饮食与喝水。
１． ３ 实验方法

１． ３． １ 原代细胞培养 取 ５ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，麻
醉后颈椎脱臼法处死，取小鼠双侧股骨头与膝关节，
去除软骨周围肌肉、血管，修剪为 ０．５ ｍｍ３ 小块，胰
蛋白酶消化 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗 ， 加入Ⅱ型胶原酶
（０．０２％），消化 ４ ｈ，ＲＰＭＩ－１６４０培养基终止消化。 离
心去上清（１ ０００ ｒ·ｍｉｎ－１ 离心 １０ ｍｉｎ），在 ２５ ｃｍ２ 培

养瓶内接种（每毫升 ３×１０５个），培养箱内培养，每 ３ ｄ
更换培养基，细胞密度为 ８０％时传代。取生长良好的
初代软骨细胞进行甲苯胺蓝染色， 免疫组化法检测
ＣＯＬⅡ表达，鉴定软骨细胞。
１． ３． ２ 分组 取对数生长期软骨细胞，调整细胞浓
度为每毫升 １×１０４个，将细胞分为对照组、过氧化氢
（ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２）组 ［１３］、二氢杨梅素低浓度
组、二氢杨梅素高浓度组 ［１４］、Ｎ－乙酰半胱氨酸（Ｎ－
ａｃｅｔｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＮＡＣ）组 ［１５］。 除对照组外 ，均采用
０．８ μｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｈ２Ｏ２处理软骨细胞， 对照组采用普
通培养基培养。二氢杨梅素低浓度组、二氢杨梅素高
浓度组分别在培养基内加入终浓度为 ２０、８０ μｍｏｌ·Ｌ－１

的二氢杨梅素，ＮＡＣ 组在培养基内加入终浓度为
５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮＡＣ。
１． ４ 观察项目与方法

１． ４． １ ＭＴＴ 法测定软骨细胞的活力 收集各组细

胞继续培养，培养 ４８ ｈ 后每孔加入 ２０ μｌ 的 ＭＴＴ 试
剂，继续培养 ４ ｈ，吸出培养基，每孔加入 １５０ μｌ 二
甲基亚砜溶液，振荡溶解，４９０ ｎｍ 处测定吸光度（Ａ）
值，计算细胞活力，细胞活力（％）＝Ａ 实验组 ／ Ａ 对照
组，每组设置 ６ 个复孔。
１． ４． ２ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 测定软骨细胞的凋亡 将各

组软骨细胞接种于 ２４ 孔板，去培养基，ＰＢＳ 清洗，加
入 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 试剂 ，于 ３７ ℃培养箱中孵育
１０ ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗 ３次，荧光显微镜下观察，计算细胞
凋亡率。
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表 １ 引物序列

Ｔａｂ．１ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

图 １ 软骨细胞鉴定（×２００） １ａ．软骨细胞甲苯胺蓝染色 １ｂ．软骨细胞 ＣＯＬ２α１ 蛋白表达
Ｆｉｇ．１ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ （×２００） １ａ． Ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ １ｂ． ＣＯＬ
２α１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ

表 ２ 各组软骨细胞活力比较

Ｔａｂ．２ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与对照组相比，ａＰ＜０．０５；与 Ｈ２Ｏ２组相比，ｂＰ＜０．０５。 下同。 ＮＡＣ 组，Ｎ－乙
酰半胱氨酸组，下同。

表 ３ 各组软骨细胞凋亡率比较

Ｔａｂ．３ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

基因 引物序列

Ｃｏｌ２α１ Ｆ：５′‐ＧＴＣＣＴＡＣＡＡＴＧＴＣＡＧＧＧＣＣＡ‐３′

Ｒ：５′‐ＡＣＣＣＣＴＣＴＣＴＣＣＣＴＴＧＴＣＡＣ‐３′

ＧＡＰＤＨ Ｆ：５′‐ＡＡＴＣＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧ‐３′

Ｒ：５′‐ＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣ‐３′

组别 孔数 细胞活力（x軃±ｓ） ／ ％

对照组 ６ １００．００±０．００

Ｈ２Ｏ２组 ６ ４３．６１±６．２３ａ

二氢杨梅素低浓度组 ６ ５９．７６±８．５２ｂ

二氢杨梅素高浓度组 ６ ７２．１８±１０．２７ｂ

ＮＡＣ 组 ６ ６８．７１±９．７５ｂ

Ｆ 值 ４０．９００

Ｐ 值 ＜０．０５

组别 孔数 细胞凋亡率（x軃±ｓ） ／ ％

对照组 ６ ５．２８±０．７６

Ｈ２Ｏ２组 ６ ２９．７７±４．２５ａ

二氢杨梅素低浓度组 ６ ２１．３０±３．０４ｂ

二氢杨梅素高浓度组 ６ １４．５９±２．０６ｂ

ＮＡＣ 组 ６ １５．３２±２．１３ｂ

Ｆ 值 ６６．９４２

Ｐ 值 ＜０．０５

１ｂ１ａ

１． ４． ３ 二律二氢荧光素－乙酰乙酸酯 （ＤＣＦＨ－ＤＡ）
荧光探针测定软骨细胞 ＲＯＳ 水平 将各组软骨细

胞接种于 ２４ 孔板，培养一定时间后，ＰＢＳ 清洗，加入
１０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＤＣＦＨ－ＤＡ 染液于 ３７℃培养箱内孵育
２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗，荧光显微镜下观察，计算 ＲＯＳ 荧
光强度。
１． ４． ４ ｑＲＴ－ＰＣＲ 测定软骨特异性基因的表达 提

取细胞总 ＲＮＡ，逆转录为 ｃＤＮＡ，进行扩增，测定程
序为 ９４ ℃预处理 ３ ｍｉｎ，９４ ℃ ２０ ｓ、５８ ℃ ３０ ｓ、７２ ℃
３０ ｓ、７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 Ｃｏｌ２α１ （内参 ＧＡＰＤＨ）水平以
２－△△Ｃｔ法确定。 引物序列见表 １。

１． ４． ５ 免疫印迹法检测软骨细胞蛋白表达 提取

各组软骨细胞总蛋白，测定蛋白浓度，加入蛋白质上
样缓冲液水浴使之变性，上样 ３０ μｇ 蛋白，ＳＤＳ－聚丙
烯酰胺凝胶行电泳，将等量蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜，封
闭 ２ ｈ，加入 Ｃｏｌ２α１ （１ ∶１ ０００）、ｐ －ｐ３８ －ＭＡＰＫ （１ ∶
１ ０００）、ｐ３８－ＭＡＰＫ（１∶１ ０００）、Ｂａｘ（１∶１ ０００）、Ｂｃｌ－２（１∶
１ ０００）、ＧＡＰＤＨ（１∶５ ０００），孵育过夜，清洗后加入二
抗（１∶５ ０００），室温孵育 ２ ｈ，清洗后 ＥＣＬ 显色，用 Ｉｍ鄄
ａｇｅ Ｊ软件进行灰度分析。
１． ５ 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２１．０ 软件进行统计学分析。 细胞活
力、 凋亡率、ＲＯＳ 荧光强度、Ｃｏｌ２α１ ｍＲＮＡ、Ｃｏｌ２α１
蛋白、ｐ－ｐ３８－ＭＡＰＫ ／ ｐ３８－ＭＡＰＫ、Ｂａｘ 蛋白、Ｂｃｌ－２ 蛋
白均属于定量资料，采用均数±标准差（x軃±ｓ）描述，多
组间比较采用单因素方差分析，组间比较采用 ＳＮＫ－
ｑ 检验，以 Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学
意义。
２ 结果

２． １ 软骨细胞鉴定

软骨细胞呈旋涡状纤维团 ，
Ｃｏｌ２α１表达阳性，见图 １。
２． ２ 各组软骨细胞活力情况

与对照组相比，Ｈ２Ｏ２组软骨细

胞活力降低， 差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；与 Ｈ２Ｏ２ 组相比，二氢杨
梅素低浓度组、二氢杨梅素高浓度

组、ＮＡＣ 组软骨细胞活力升高， 差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），见表 ２。

２． ３ 各组软骨细胞凋亡情况

与对照组相比，Ｈ２Ｏ２组软骨细胞凋亡率升高差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与 Ｈ２Ｏ２ 组相比，二氢杨
梅素低浓度组、 二氢杨梅素高浓度组、ＮＡＣ 组软骨
细胞凋亡率降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见
表 ３、图 ２。
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２ｃ

２ｄ ２ｅ

２ｂ２ａ

图 ２ 各组软骨细胞凋亡 Ｈｏｅｃｈｓｔ 图（×２００） ２ａ． 对照组 ２ｂ． Ｈ２Ｏ２组 ２ｃ． 二氢杨梅素低浓度组 ２ｄ． 二氢杨梅素高浓度组 ２ｅ． ＮＡＣ 组
Ｆｉｇ．２ Ｈｏｅｃｈｓｔ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×２００） ２ａ． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２ｂ． Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ ２ｃ． Ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａ鄄
ｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ２ｄ． Ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ２ｅ． ＮＡＣ ｇｒｏｕｐ

３ｂ３ａ ３ｃ

３ｅ３ｄ

图 ３ 各组软骨细胞 ＲＯＳ 荧光图（×４００） ３ａ． 对照组 ３ｂ． Ｈ２Ｏ２组 ３ｃ． 二氢杨梅素低浓度组 ３ｄ． 二氢杨梅素高浓度组 ３ｅ． ＮＡＣ 组
Ｆｉｇ．３ ＲＯＳ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×４００） ３ａ． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３ｂ． Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ ３ｃ． Ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ
３ｄ． Ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ３ｅ． ＮＡＣ ｇｒｏｕｐ

２． ４ 各组软骨细胞内 ＲＯＳ水平比较
与对照组相比，Ｈ２Ｏ２组软骨细胞 ＲＯＳ 荧光强度

升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与 Ｈ２Ｏ２组相比，
二氢杨梅素低浓度组、 二氢杨梅素高浓度组、ＮＡＣ
组 ＲＯＳ 荧光强度降低 ， 差异有统计学意义 （Ｐ＜
０．０５），见表 ４、图 ３。

２． ５ 各组软骨细胞软骨特异性基因水平比较

与对照组相比 ，Ｈ２Ｏ２ 组 Ｃｏｌ２α１ ｍＲＮＡ 水平 、
Ｃｏｌ２α１蛋白表达降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
与 Ｈ２Ｏ２组相比，二氢杨梅素低浓度组、二氢杨梅素
高浓度组、ＮＡＣ组 Ｃｏｌ２α１ ｍＲＮＡ水平、Ｃｏｌ２α１蛋白表
达升高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表 ５、图 ４。

３９９· ·
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注：Ａ，对照组；Ｂ，Ｈ２Ｏ２组；Ｃ，二氢杨梅素低浓度组；Ｄ，二氢杨梅素高浓度
组；Ｅ，ＮＡＣ 组。 下同。

图 ４ 各组软骨细胞 Ｃｏｌ２α１ 蛋白表达 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 图
Ｆｉｇ．４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｏｆ Ｃｏｌ２α１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ

图 ５ 各组软骨细胞 ｐ３８－ＭＡＰＫ 通路蛋白表达 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 图
Ｆｉｇ．５ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｏｆ ｐ３８－ＭＡＰＫ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｈｏｎ鄄
ｄｒｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ５ 各组软骨细胞 Ｃｏｌ２α１ 表达情况（x軃±ｓ）
Ｔａｂ．５ Ｃｏｌ２α１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐｓ

（x軃±ｓ）

组别 ｍＲＮＡ 蛋白

对照组 １．０１±０．１４ １．４２±０．２０

Ｈ２Ｏ２组 ０．２３±０．０３ａ ０．３５±０．０５ａ

二氢杨梅素低浓度组 ０．５２±０．０７ｂ ０．５５±０．０７ｂ

二氢杨梅素高浓度组 ０．７９±０．１１ｂ ０．７６±０．１０ｂ

ＮＡＣ 组 ０．８０±０．１１ｂ ０．７８±０．１１ｂ

Ｆ 值 ５４．８８９ ６９．８７２

Ｐ 值 ＜０．０５ ＜０．０５

表 ４ 各组软骨细胞 ＲＯＳ 水平比较（x軃±ｓ）
Ｔａｂ．４ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ａｍｏｎｇ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐｓ（x軃±ｓ）

组别 荧光强度 ／ ａ．ｕ．

对照组 ３．２６±０．４８

Ｈ２Ｏ２组 ７０．５６±１０．０８ａ

二氢杨梅素低浓度组 ５１．３７±７．３３ｂ

二氢杨梅素高浓度组 ３４．９４±４．９２ｂ

ＮＡＣ 组 ３７．８１±５．４１ｂ

Ｆ 值 ８１．７５６

Ｐ 值 ＜０．０５

表 ６ 各组软骨细胞凋亡和 ｐ３８－ＭＡＰＫ 通路蛋白表达情况
（x軃±ｓ）

Ｔａｂ．６ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｐ３８－ＭＡＰＫ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐｓ（x軃±ｓ）

组别
ｐ－ｐ３８－ＭＡＰＫ ／
ｐ３８－ＭＡＰＫ

Ｂａｘ Ｂｃｌ－２

对照组 ０．１５±０．０１ ０．３５±０．０３ ０．９５±０．０９

Ｈ２Ｏ２组 ０．７９±０．０８ａ １．２４±０．０９ａ ０．２０±０．０２ａ

二氢杨梅素低浓度组 ０．６１±０．０６ｂ ０．９７±０．０９ｂ ０．３８±０．０４ｂ

二氢杨梅素高浓度组 ０．５３±０．０５ｂ ０．７１±０．０７ｂ ０．５７±０．０５ｂ

ＮＡＣ 组 ０．５２±０．０５ｂ ０．６９±０．０６ｂ ０．５９±０．０６ｂ

Ｆ 值 １０８．２７８ １３０．３３６ １４４．７５９

Ｐ 值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

２． ６ 各组软骨细胞凋亡和 ｐ３８－ＭＡＰＫ 通路蛋白表
达情况

与对照组相比，Ｈ２Ｏ２组软骨细胞 ｐ－ｐ３８－ＭＡＰＫ ／
ｐ３８－ＭＡＰＫ、Ｂａｘ蛋白表达升高，Ｂｃｌ－２ 蛋白表达降低
（Ｐ＜０．０５）；与 Ｈ２Ｏ２组相比，二氢杨梅素低浓度组、二
氢杨梅素高浓度组 、ＮＡＣ 组 ｐ－ｐ３８－ＭＡＰＫ ／ ｐ３８－
ＭＡＰＫ、Ｂａｘ 蛋白表达降低，Ｂｃｌ－２ 蛋白表达升高，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表 ６、图 ５。
３ 讨论

３． １ 二氢杨梅素抑制 Ｈ２Ｏ２诱导的软骨细胞凋亡、
炎性反应、氧化应激

本研究成功从小鼠体内分离并培养软骨细胞，

呈旋涡状纤维团，ＣＯＬ２α１ 表达阳性，ＣＯＬ２α１ 可作
为软骨细胞鉴定的标志［１６］。 Ｈ２Ｏ２是膜脂过氧化的有

效介质。 Ｈ２Ｏ２对线粒体膜完整性的破坏导致半胱天

冬酶的释放， 而半胱天冬酶在细胞凋亡中起重要作
用。 因此，Ｈ２Ｏ２经常被用作氧化应激的诱导剂，以研
究细胞抗氧化剂在改善细胞损伤中的作用［１７］。 通过
０．８ μｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｈ２Ｏ２诱导软骨细胞，模拟 ＫＯＡ 软骨
损伤，此时软骨细胞增殖活性显著降低，凋亡率显著
升高，炎性因子水平也随之升高，软骨丢失是 ＯＡ 的
关键病理，在 ＯＡ 发生发展中占据关键地位。 二氢杨
梅素属于黄酮类化合物，研究显示，二氢杨梅素对急
性痛风性关节炎大鼠具有治疗作用， 可抑制大鼠血
清白细胞介素－１β（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β，ＩＬ－１β）、白细胞
介素（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－８，ＩＬ－８）、肿瘤坏死因子－α（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）水平［１８］；周湘华等［９］研究显

Ｃｏｌ２α１

ＧＡＰＤＨ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ

ｐ－ｐ３８－ＭＡＰＫ

ｐ３８－ＭＡＰＫ

Ｂａｘ

Ｂｃｌ－２

ＧＡＰＤＨ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ
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示， 二氢杨梅素可抑制地塞米松诱导的成骨细胞凋
亡；二氢杨梅素具有抑制氧化应激损伤的功效［１９］。炎
症反应、 氧化应激损伤均在 ＯＡ 进展中发挥作用，
ＲＯＳ 直接或间接破坏软骨细胞以及细胞外间质，影
响软骨细胞合成，同时，分泌促炎因子，进一步加重
软骨组织损伤［２０］。 本研究中经二氢杨梅素处理的模
型细胞，软骨细胞活力升高，凋亡率降低，ＲＯＳ 荧光
强度降低， 提示二氢杨梅素可保护软骨细胞免受氧
化应激以及炎症损伤，发挥对软骨细胞的保护作用。
本研究证明二氢杨梅素可能作为 ＯＡ 的治疗药物之
一，当然还有待进行体内实验验证。 Ｃｏｌ２α１ 是软骨
特异性基因，本研究中 Ｈ２Ｏ２诱导的软骨细胞 Ｃｏｌ２α１
ｍＲＮＡ 水平与 Ｃｏｌ２α１ 蛋白表达降低，表明受刺激的
软骨细胞正在经历退化过程，合成代谢活性减弱。然
而用二氢杨梅素处理的软骨细胞通过逆转 Ｈ２Ｏ２ 诱

导的 Ｃｏｌ２α１ ｍＲＮＡ 水平与 Ｃｏｌ２α１ 蛋白表达的下调
显示出保护作用， 这可能提示二氢杨梅素对软骨细
胞细胞外基质的产生有有益的作用。
３． ２ 二氢杨梅素通过抑制 ＲＯＳ ／ ｐ３８－ＭＡＰＫ 通路抑
制 Ｈ２Ｏ２诱导的软骨细胞凋亡、炎性反应、氧化应激

ＲＯＳ过量产生会引发氧化应激， 随后可通过激
活 ＭＡＰＫ 激酶或抑制 ＭＡＰＫ 磷酸酶等多种途径导
致 ｐ３８－ＭＡＰＫ 持续活化，ｐ３８－ＭＡＰＫ 存在于人体多
种组织，激活 ｐ３８ 可阻断 Ｃｏｌ２α１ 表达，使软骨支撑
力下降［２１］。 ｐ３８不仅可被 ＩＬ－１β刺激产生，还可促进
软骨中 ＩＬ－１８、环氧合酶－２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ－２，ＣＯＸ－
２）的合成，增加炎症介质的表达，如 ＩＬ－１β、ＴＮＦα［２２］；
ｐ３８－ＭＡＰＫ 可调控凋亡通路，促进 Ｂａｘ 蛋白表达，抑
制 Ｂｃｌ－２蛋白表达，促进细胞凋亡［２３］。 地塞米松通过
ＲＯＳ ／ ｐ３８－ＭＡＰＫ通路诱导软骨细胞凋亡［２４］。 以上研
究均显示 ＲＯＳ ／ ｐ３８－ＭＡＰＫ 通道可能参与软骨细胞
炎症、凋亡进程。 本研究中 Ｈ２Ｏ２诱导的软骨细胞 ｐ－
ｐ３８－ＭＡＰＫ ／ ｐ３８－ＭＡＰＫ、Ｂａｘ 蛋白表达升高 ，Ｂｃｌ－２
蛋白表达降低， 表明 ｐ３８－ＭＡＰＫ 通路在 ＯＡ 软骨细
胞中处于激活状态； 经二氢杨梅素处理后，ｐ－ｐ３８－
ＭＡＰＫ ／ ｐ３８－ＭＡＰＫ、Ｂａｘ 蛋白表达降低，Ｂｃｌ－２ 蛋白
表达升高，结合二氢杨梅素可降低软骨细胞 ＲＯＳ 荧
光强度， 提示二氢杨梅素可能通过抑制 ＲＯＳ ／ ｐ３８－
ＭＡＰＫ 通路抑制软骨细胞凋亡、 炎性反应、 氧化应
激。ＲＯＳ抑制剂可发挥与二氢杨梅素相同的作用，结
果进一步提示二氢杨梅素可能通过抑制 ＲＯＳ ／ ｐ３８－
ＭＡＰＫ通路抑制软骨细胞凋亡、炎性反应、氧化应激。

综上所述，二氢杨梅素可能通过抑制 ＲＯＳ ／ ｐ３８－
ＭＡＰＫ 通路抑制软骨细胞凋亡、 炎性反应、 氧化应
激，二氢杨梅素可能是治疗 ＯＡ 的潜在药物，但有待
体内验证。

利益冲突：所有作者声明不存在利益冲突。
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［２４］ ＨＵＡＮＧ Ｙ，ＣＡＩ Ｇ Ｑ，ＰＥＮＧ Ｊ Ｐ，ｅｔ ａｌ． Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ ｉｎｄｕｃｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－１３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏ鄄
ｃｙｔｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＮＯＸ４ ／ ＲＯＳ ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］． Ｊ Ｓｔｅｒｏｉｄ
Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ，２０１８，１８１：５２－６２．

（收稿日期：２０２３－０９－１８ 本文编辑：朱嘉）
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