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中药淫羊藿苷对 ＴＤＰ４３介导的骨关节炎
软骨细胞病变的作用机制
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摘要　目的：研究分析中药淫羊藿苷对ＴＤＰ４３介导的骨关节炎软骨细胞病变的作用机制，从而为临床有效治疗骨关节炎
软骨细胞病变提供参考依据。方法：选取并构建ＴＤＰ４３慢病毒转染人软骨细胞，并予以不同浓度的中药淫羊藿苷进行干
预。采用荧光定量ＰＣＲ检测不同组别人软骨细胞的 ＴＤＰ４３基因表达情况，采用流式细胞仪检测 ＴＤＰ４３慢病毒转染的
人软骨细胞加入中药淫羊藿苷前后细胞凋亡情况，通过连续细胞计数观察细胞增殖情况。分别比较３组人软骨细胞中靶
基因ＴＤＰ４３与Ⅰ型胶原蛋白α１表达情况，ＴＤＰ４３慢病毒转染的人软骨细胞加入中药淫羊藿苷前后细胞凋亡情况，加入
不同浓度中药淫羊藿苷培养后的软骨细胞计数水平。结果：ＴＤＰ４３慢病毒转染的人软骨细胞中ＴＤＰ４３基因表达水平为
（１６０２±１４５），比正常人软骨细胞、空白慢病毒转染的人软骨细胞的（１８６±０１３）、（１８８±０１２）高，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）；而３组Ⅰ型胶原蛋白α１基因表达差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。加入不同浓度的中药淫羊藿苷后 ＴＤＰ４３
慢病毒转染的人软骨细胞凋亡率相比加入中药淫羊藿苷前均降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。培养３ｄ后、６ｄ后、１２
ｄ后高浓度中药淫羊藿苷培养的软骨细胞计数比中浓度高，而中浓度中药淫羊藿苷培养的软骨细胞计数水平比低浓度
高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：ＴＤＰ４３可能在骨关节炎软骨细胞病变过程中发挥负调控作用，而中药淫羊藿苷
可通过改善上述过程，改善ＴＤＰ４３介导的骨关节炎软骨细胞病变。
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　　骨关节炎属于临床上较为常见的骨科疾病之
一，主要是指累及软骨以及软骨下骨的一种退行性

病变，主要表现为关节软骨的破坏、软骨下骨的吸收

以及关节边缘骨赘的形成等，对患者的生命质量造

成了严重影响［１］。因此，对于该病患者予以及时有

效的治疗显得尤为重要。有研究报道显示，炎性反

应是骨关节炎的重要因素之一，关节中的炎性细胞

在骨关节的发生、发展过程中起着至关重要的作用。

关节内结构的不稳以及软骨机械磨损等多种因素通

常会促进炎性反应递质的产生，并于关节内形成炎

性环境，引发炎性疼痛。随着炎性反应逐渐侵袭至

滑膜、软骨下骨、韧带等神经末梢丰富的组织时，炎

性反应递质的长期存在会对神经纤维产生刺激，从

而导致病灶周围末梢神经发生损伤。且受损的神经

可通过促进神经胶质细胞合成、分泌炎性反应递质，

从而加剧炎性反应，形成恶性循环。随着近年来相

关研究的逐渐深入，越来越多的学者发现炎性反应

会促进ＴＤＰ４３的合成，进一步导致细胞凋亡。针对
骨关节患者而言，如不给予及时有效的治疗，随着病

情的不断进展，会对患者的生命健康安全造成严重

影响。然而，临床上西医治疗效果并不十分理想，且

长期使用会引发一系列不良反应，对患者预后造成

不利影响。近年来，中医药在临床多种疾病的治疗

中展现了其独有的优势，尤其是应用在骨关节炎治

疗中，效果明显。其中淫羊藿始载于《神农木草经》

中，味辛甘，性温，入肝肾二经，具有补肾壮阳、祛风

除湿等效用，可用于阳痿遗精、风湿痹痛、麻木拘挛

以及筋骨瘘软等［２］。淫羊藿苷则是淫羊藿的有效成

分之一，广泛被应用于临床多种骨科疾病的治疗中，

具有抗氧化、促进蛋白质合成、增强机体免疫力，抑

制破骨细胞活性以及促进成骨细胞生长的作用［３］。

现代药理学证实，淫羊藿苷可通过促进淋巴细胞增

殖、抑制淋巴细胞过度凋亡以及激活免疫细胞等途

径发挥调节骨组织与骨细胞代谢的作用［４］。迄今为

止，临床上关于淫羊藿苷对ＴＤＰ４３介导的骨关节炎
软骨细胞病变的作用机制相关研究并不多见。我们

通过研究分析中药淫羊藿苷对ＴＤＰ４３介导的骨关节
炎软骨细胞病变的作用机制，旨在为临床有效治疗骨

关节炎软骨细胞病变提供参考依据。现报道以下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物细胞培养　购自美国 Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ公司的
人软骨细胞，并采用美国 Ｌｉｆｅ公司生产的 ＤＭＥＭ高
糖培养基予以培养，其中培养基包含１００ｍｇ／ｍＬ青

霉素（购自基诺生物医药技术有限公司）、１０％胎牛
血清（购自美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）以及１００ｍｇ／ｍＬ链霉
素。待人软骨细胞生长融合至８０％～９０％后，采用
０２５％的胰酶（购自基诺生物医药技术有限公司）予
以处理，胎牛血清终止后离心除去胰酶予以扩增培

养。本实验研究经伦理委员会审批（伦理审批号：

２０１８０６２３）
１１２　中药淫羊藿苷的制备　取１０ｍｇ的淫羊藿
苷粉末（购自陕西西安飞达生物技术有限公司，生产

批号：ＦＤ２０１１０４１５）加入１ｍＬ二甲亚砜（ＤＭＳＯ）中，
混匀后继续加入１０ｍＬ的细胞生长稀释液，再次混
匀后吸取１０μＬ的上述液体加入至１０ｍＬ的细胞营
养液中，得到浓度为１μｇ／ｍＬ的中药淫羊藿苷药液，
以０２２μｍ无菌滤器过滤除菌，放置于４℃条件下
保存待用。

１１３　试剂与仪器　１）Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（上海名劲生
物科技有限公司，货号：５００３０５０）；２）ＰＣＲ仪（购自
赛默飞公司的ＧｅｎｅＡｍｐ９７００型）；３）二氧化碳培养
箱（上海跃进医疗器械有限公司，型号：ＨＹＱＸⅢ）；
４）台式离心机（上海精密仪器仪表有限公司，型号：
Ｅ３３型）。５）ＰＩ（购自上海碧云天生物技术有限公
司）；６）流式细胞仪（购自美国贝克曼库尔特公司，
型号：ＤｘＦＬＥＸ型）；７）细胞计数仪（购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司，型号：Ｃｏｕｎｔｅｓｓ）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　１）ＴＤＰ４３表达载体与慢
病毒包装：采用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提取人外周血单个核
细胞的总 ＲＮＡ，并通过逆转录获取 ｃＤＮＡ，随后以
ＰＣＲ扩增技术获取野生型的ＴＤＰ４３目的基因，引物
序列如下：正义链：５，－ＧＡＧＧＡＴＣＣＣＣＧＧＧＴＡＣＣＧ
ＧＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＴＣＴＧＡＡＴＡＴＡＴＴＣＧＧＧＴＡＡＣ３。
反 义 链：５， － ＴＣＣＴＴＧＴＡＧＴＣＣＡＴＡＣＣＣＡＴＴＣ
ＣＣＣＡＧＣＧＡＧＡＡＧＡＣＴＴＡＧ３。ＰＣＲ反应条件如下：
９５℃１０ｍｉｎ预变性，９５℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，
共３５个循环，７２℃１０ｍｉｎ。将上述扩增完成的片段
经由胶回收处理，以 ＡｇｅＩ／ＡｇｅＩ分别双酶切 Ｌｖ
ＧＶ３５８ＧＦＰ。采用Ｔ４ＤＮＡ连接酶促进 ＴＤＰ４３目的
基因ＰＣＲ产物和酶切线性的质粒之间的连接反应，
待重组载体形成后，转化ＤＨ５α感受态细菌，通过菌
液ＰＣＲ检查阳性克隆后，予以酶切鉴定处理，并移
送相关公司进行测序。于６孔板上铺２９３Ｔ细胞，促
使其２４ｈ汇合率达至７０％，将制备获取的三质粒
ＤＮＡ溶液加入含有２５０μＬＤＭＥＭ的培养基中。此
外，取１０ｍｉｕｌ脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００与２５０μＬ
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ＤＭＥＭ的培养基混合，放置于室温条件下碱性５ｍｉｎ
的孵育。随后将上述２种溶液混合，放置于室温条
件下进行２０ｍｉｎ的孵育，将其加入至２９３Ｔ细胞中，
并放置于３７℃，二氧化碳浓度为５％的培养箱中培
养６ｈ。然后更换新的培养液，再次放置在上述条件
的培养箱中培养４８ｈ。采集上清病毒液，采用荧光
法测定所获取的ＴＤＰ４３ＬｖＧＶ３５８病毒液的病毒滴
度。２）ＴＤＰ４３慢病毒转染人软骨细胞：将人软骨细
胞接种于６孔板中，每孔细胞数为３×１０５，体系为
３ｍＬ，首先于ＤＭＥＭ／高糖中培养过夜，随后加入不
同ＭＯＩ值的慢病毒，混匀培养８～１２ｈ后更换新鲜
培养基，放置于３７℃、５％二氧化碳培养箱中培养，
以显微镜明确 ＧＦＰ荧光强度以及最佳转转染 ＭＯＩ
值。以最佳转染ＭＯＩ值进行慢病毒转染，获取转染
ＴＤＰ４３慢病毒与空载体 ＧＶ３５８慢病毒的人软骨细
胞，分别为３０例与２８例。见图１。

图１　慢病毒转染图
　　注：Ａ空白慢病毒转染明场（×１０倍）；Ｂ空白慢病毒转染暗场

（×１０倍）；ＣＴＤＰ４３慢病毒转染明场（×１０倍）；ＤＴＤＰ４３慢病毒

转染暗场（×１０倍）

１２２　干预方法　１）荧光定量 ＰＣＲ检测：所有人
软骨细胞培养７ｄ后采用Ｔｒｉｚｏｌ提取总ＲＮＡ，并通过
逆转录获取 ｃＤＮＡ，反应体系为 ２０μＬ，包括 ２０～
５０ｎｇ的ｃＤＮＡ，０２μｍｏｌ／Ｌ各引物以及１０μＬＧｏＴａｑ
ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ。反应条件为 ９５℃２ｍｉｎ，５５℃
３０ｓ，７２℃３０ｓ，４０个循环。采用Ｍｘ３００５ＰＴＭＤｅｔｅｃ
ｔｉｏｎＳｙｓｔｅｎｍ仪器进行检测。其中 ＴＤＰ４３引物如
下，正义链：５，－ＣＧＧＣＴＡＧＣＧＧＧＡＡＡＡＧＴＡＡ３，反
义链：５，－ＧＡＧＣＣＧＧＡＣＡＣＣＴＣＴＣＡＴＡＣ３，；Ⅰ型胶
原 α１引物如下，正义链：５，－ＧＧＣＡＡＣＣＴＣＡＡ
ＧＡＡＧＴＣＣＣ３，反 义 链：５，－ＧＴＧＣＡＧＣＣＡＴＣＣＡ

ＣＡＡＧＣ３。目的基因每个样本重复检测 ３次，以
２－△△Ｃｔ进行表示。２）中药淫羊藿苷干预：取 ＴＤＰ４３
慢病毒转染完成的人软骨细胞至６孔板中，放置于
ＤＭＥＭ／高糖中培养。将其随机分成３组，分别加入
不同浓度的淫羊藿苷进行干预，其中低浓度组、中浓

度组、高浓度组加入淫羊藿苷浓度分别为 １０ｎｇ／
ｍＬ、２０ｎｇ／ｍＬ、３０ｎｇ／ｍＬ。
１２３　检测指标与方法　比较３组人软骨细胞中
靶基因 ＴＤＰ４３与Ⅰ型胶原蛋白 α１表达情况，ＴＤＰ
４３慢病毒转染的人软骨细胞加入中药淫羊藿苷前
后细胞凋亡情况，加入不同浓度中药淫羊藿苷培养

后的软骨细胞计数水平。其中细胞凋亡情况的检

测：人软骨细胞分别在培养９ｄ后进行细胞凋亡的
检测分析：取２×１０５人软骨细胞采用ＰＢＳ重复洗涤
２次，重悬于 １００μＬ结合缓冲液中，加入 ５μＬ的
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ与５μＬ的ＰＩ，混匀后于室温条件下
染色１５ｍｉｎ，随后直接采用流式细胞仪进行检测。
软骨细胞增殖分析：对软骨细胞进行培养后，于显微

镜下观察其形态所发生的改变。并于共培养前后采

用胰酶消化，予以台酚蓝染色，采用细胞计数仪进行

检测，每次重复检测３次，取平均值。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件予以
数据分析，计数资料以百分率表示，进行 χ２检验。
计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，进行 ｔ检验。
多组间的计量资料比较采用方差分析，以 Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

２　结果
２１　３组人软骨细胞中靶基因 ＴＤＰ４３与Ⅰ型胶原
蛋白α１表达比较　ＴＤＰ４３慢病毒转染的人软骨细
胞中ＴＤＰ４３基因表达水平相比正常人软骨细胞、空
白慢病毒转染的人软骨细胞较高，差异有统计学意

义（Ｐ＜００５）；而３组Ⅰ型胶原蛋白 α１基因表达水
平相比均不明显，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
见表１。
２２　ＴＤＰ４３慢病毒转染的人软骨细胞加入中药淫
羊藿苷前后细胞凋亡比较　加入不同浓度的中药淫
羊藿苷后ＴＤＰ４３慢病毒转染的人软骨细胞凋亡率
相比加入中药淫羊藿苷前均较低，差异有统计学意

义（Ｐ＜００５）。见表２。
２３　加入不同浓度中药淫羊藿苷培养后的软骨细
胞计数比较　培养３ｄ后、６ｄ后、１２ｄ后高浓度中药
淫羊藿苷培养的软骨细胞计数水平比中浓度高，而中

浓度中药淫羊藿苷培养的软骨细胞计数水平比低浓

度高，３组差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表３。
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表１　３组人软骨细胞中靶基因ＴＤＰ４３与Ⅰ型胶原蛋白α１表达比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ＴＤＰ４３ Ⅰ型胶原蛋白α１
正常人软骨细胞（ｎ＝３０） １８６±０１３ １７２３２２±２３８３８

空白慢病毒转染的人软骨细胞（ｎ＝２８） １８８±０１２ １７０５４７±２４０１１
ＴＤＰ４３慢病毒转染的人软骨细胞（ｎ＝３０） １６０２±１４５ １７４６５７±２３７９５

Ｆ值 ２４３０５ １０３２
Ｐ值 ００００ ０６８３

　　注：与ＴＤＰ４３慢病毒转染的人软骨细胞比较，Ｐ＜００５

表２　ＴＤＰ４３慢病毒转染的人软骨细胞加入中药淫羊藿苷前后细胞凋亡比较（珋ｘ±ｓ，％）

加入中药淫羊藿苷 低浓度（ｎ＝１０） 中浓度（ｎ＝１０） 高浓度（ｎ＝１０）

加入中药淫羊藿苷前 ３１０±０２４ １０２３±２３０ ３８５３±１０３２
加入中药淫羊藿苷后 ２１５±０２０ ６２３±１０５ ４８７±０５７

Ｆ值 ９６１６ ５００３ １０２９８
Ｐ值 ００００ ００００ ００００

　　注：与加入中药淫羊藿苷前比较，Ｐ＜００５

表３　加入不同浓度中药淫羊藿苷培养后的软骨细胞计数比较（珋ｘ±ｓ，×１０５）

不同浓度 培养０ｄ 培养３ｄ 培养６ｄ 培养１２ｄ

低浓度（ｎ＝１０） ６０１±０２３ ３１６±０１５ ３３３±０１６ ３８７±０１８
中浓度（ｎ＝１０） ６０４±０２２ ４７２±０１８ ５４２±０１９ ６７９±０２８

高浓度（ｎ＝１０） ６０２±０２４ ５８７±０２１△ ６２４±０２６△ ８０１±０３３△

Ｆ值 ０４８３ １１３０５ １６７５４ ２０４８３
Ｐ值 ０７３６ ００００ ００００ ００００

　　注：与低浓度比较，Ｐ＜００５；与中浓度比较，△Ｐ＜００５

３　讨论
随着近年来我国人口老龄化问题的日益加重，

骨关节炎的发病率正呈逐年升高趋势，已成为严重

影响老年人膝关节以及髋关节慢性疼痛、残废的重

要原因［５６］。该病患者随着病程的逐渐延长，可能会

出现患肢关节肿胀、疼痛、无法站立等临床症状，病

情严重者甚至会死亡，给社会、经济的发展造成了极

大的影响［７８］。ＴＤＰ４３是普遍存在于人体的一种核
蛋白，属于１型ＴＡＲＤＮＡ元件的结合蛋白。药物诱
导细胞应急时会促使 ＴＤＰ４３于细胞质中累积，参
与了囊性纤维化跨膜转导调节因子存活与运动神经

元ＲＮＡ剪接的调控过程。ＴＤＰ４３在骨性关节炎炎
性反应导致的细胞应激中，可能具有一定的调节作

用，促进软骨细胞凋亡［９１０］。迄今为止，临床上关于

ＴＤＰ４３在骨性关节炎中的表达是否促进软骨细胞
病变的相关报道并不多见。中医认为，骨关节炎属

于“骨痹”“痹症”等范畴，其主要病因为肾精亏虚，

肾虚血瘀贯穿整个病理过程。因此，临床中医治疗

骨关节炎主要以补肾活血为主［１１１２］。中医学认为，

肾主骨，肾藏精，精生髓，髓养骨，骨生髓，因此补肾

之法可治关节软骨病变以及骨质疏松等［１３１４］。淫

羊藿苷对骨科疾病具有一定的调节作用，其可通过

促进钙、磷等物质在骨中的沉积增加骨密度，同时可

产生类似于雌激素的抗骨质疏松作用，且有效规避

了雌激素的弊端。研究报道表明，淫羊藿苷可通过

不同的作用机制，对不同的基因以及细胞因子产生

一定影响，促进成骨细胞的增殖以及分化［１５１８］。目

前，临床上关于淫羊藿苷对于 ＴＤＰ４３基因的作用
机制的相关研究较为少见。由此，我们通过研究分

析中药淫羊藿苷对 ＴＤＰ４３介导的骨关节炎软骨细
胞病变的作用机制，目的在于明确淫羊藿苷对 ＴＤＰ
４３介导的骨关节炎软骨细胞病变的作用机制，为临
床治疗骨关节炎提供新的靶点和思路。

本研究结果表明，ＴＤＰ４３慢病毒转染的人软骨
细胞中ＴＤＰ４３基因表达水平比正常人软骨细胞、
空白慢病毒转染的人软骨细胞高；而３组Ⅰ型胶原
蛋白α１基因表达水平比较，差异不明显。这提示了
ＴＤＰ４３基因转染人软骨细胞并不会对软骨细胞特
性产生较大影响。此外，加入不同浓度的中药淫羊

藿苷后ＴＤＰ４３慢病毒转染的人软骨细胞凋亡率比
加入中药淫羊藿苷前低，差异有统计学意义。提示

了ＴＤＰ４３慢病毒转染可能会增加人软骨细胞的凋
亡率。分析原因，可能与 ＴＤＰ４３在骨性关节炎所
引起的炎性反应以及细胞应激过程中发挥负面的调
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控作用有关。其中 ＴＤＰ４３促进软骨细胞凋亡的具
体分子机制可能与细胞应对不同应激反应，快速形

成应激颗粒有关。虽然目前体内促使 ＴＤＰ４３形成
应急颗粒的具体应急因素尚未完全明确，但在部分

细胞培养体系中，包括热休克、渗透应激以及内质网

应激等因素均能导致 ＴＤＰ４３阳性的应激颗粒形
成。而淫羊藿苷可能是通过调控 ＴＤＰ４３的相关信
号转导通路，抑制 ＴＤＰ４３的表达，促进了骨细胞的
增殖以和分化，并可在骨组织中发挥作用，促进骨形

成以及成骨细胞的生长，最终达到降低人软骨细胞

凋亡率的目的［１９２０］。而随着淫羊藿苷浓度的增加，

其药效也随之增强，因此其抑制软骨细胞凋亡的作

用也更加明显。另外，培养３ｄ后、６ｄ后、１２ｄ后高
浓度中药淫羊藿苷培养的软骨细胞计数水平比中浓

度高，而中浓度中药淫羊藿苷培养的软骨细胞计数

水平比低浓度高，３组间差异有统计学意义。这提
示了淫羊藿苷有利于提高软骨细胞计数，且存在剂

量依赖效应。究其原因，可认为淫羊藿苷是通过激

活Ｐ３８以及 ＥＲＫ１／２通路，从而促使细胞 Ｇ１期阻
滞，Ｐ３８通路的激活可对细胞周期的阻滞产生调节
作用，而ＥＲＫ１／２通路不仅在细胞周期中发挥着正
调节作用，同时可诱导 Ｇ１期阻滞起调节作用

［２１２３］。

因此，淫羊藿苷有利于关节软骨细胞的增殖，且随着

其浓度的增加，效果更加明显。

综上所述，中药淫羊藿苷可能通过改善 ＴＤＰ４３
在骨关节炎软骨细胞病变过程中的负调控作用，从

而有利于调节软骨细胞增殖，促进软骨细胞病变的

恢复。
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