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作用机制及肝脏损害和神经行为学改变之间是否

存在一定关联性，这些都值得我们进一步研究。 
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双醋瑞因对 IL-1β诱导软骨细胞损伤的保护作用 
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州 325000) 
 

摘要：目的  探讨双醋瑞因对白介素-1β(IL-1β)诱导软骨细胞损伤的保护作用。方法  通过Ⅱ型胶原酶消化 SD 大鼠软骨，

获得软骨细胞，10 ng·L1 IL-1β 诱导软骨损伤 48 h 的同时，1，10，100 µmol·L1 双醋瑞因也干预 48 h。MTT 法检测双醋

瑞因对 IL-1β 诱导的骨关节炎软骨细胞活力的修复作用；Griess 法检测 IL-1β 诱导的骨关节炎软骨细胞上清 NO 水平；

Western blot 分析炎症因子环氧化酶-2(cyclooxygenase-2，COX-2)，核因子-κB (NF-κB)信号通路相关蛋白 p65，pp65 的含
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量变化。结果  MTT 法显示双醋瑞因(1，10，100 µmol·L1)可改善 IL-1β 诱导的大鼠软骨细胞的活力，且呈现剂量依赖

关系。Griess 法检测结果表明双醋瑞因能抑制 IL-1β 诱导的骨关节炎软骨细胞上清 NO 含量上升。Western blot 结果显示

双醋瑞因能抑制 IL-1β 诱导的骨关节炎软骨细胞炎症因子 COX-2 含量上升；并且抑制核因子 p65 磷酸化。结论  双醋瑞

因能够抑制 IL-1β 诱导的软骨细胞炎症，可能是通过 NF-κB 信号通路来实现的。  

关键词：双醋瑞因；骨关节炎；软骨细胞；炎症  
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Protective Effect of Diacerein on Interleukin-1β-induced Rat Chondrocytes Injury 
 

YE Saiyin1, ZHU Guanghui2*, WANG Zhe2, WU Min1(1.Pharmacy Department, The People’s Hospital of Lucheng, 

Wenzhou 325000, China; 2.Pharmacy Department, The 2nd Affiliated Hospital of Wenzhou Medical University, Wenzhou 325000, 
China)  

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the protective effect of diacerein on interleukin-1β-induced rat chondrocytes injury. 
METHODS  Chondrocytes were isolated from the knee joints of Sprague-Dawley rats by enzymatic digestion. Rat 

chondrocytes were co-treated with IL-1β(10 ng·mL1) and diacerein(1, 10, 100 µmol·L1) for 48 h. The viability of chondrocytes 
was detected by MTT assay. The level of NO was assayed by Griess method. Inflammation related protein 
cyclooxygenase-2(COX-2) was assayed by Western blot. Finally, the expression of nuclear factor kappa B(NF-κB) p65 and p65 

phosphorylation were detected by Western blot. RESULTS  MTT assay demonstrated diacerein(1, 10, 100 µmol·L1) could 
protect IL-1β-induced chondrocytes viability. Diacerein also inhibited the increasing levels of NO in IL-1β-induced chondrocytes. 
Western blot assays presented diacerein could suppress IL-1β-induced increasing levels of COX-2. What’s more, diacerein 
inhibited NF-κB p65 phosphorylation induced by IL-1β in rat chondrocytes. CONCLUSION  Diacerein exertes anti- 
inflammation in IL-1β-induced rat chondrocytes, which might be related to NF-κB signal pathway.  
KEY WORDS: diacerein; ostearthritis; chondrocytes; inflammation  

 

骨关节炎(osteoarthritis，OA)是一种多发于老

年人的慢性退行性骨关节疾病，以关节软骨退行

性病变和关节周围骨质增生为主要病理特征，主

要与年龄、性别、遗传因素及种族有关，而软骨

病变是骨关节炎的中心环节[1-3]。在 OA 病理过程

中，会产生大量炎症因子如白介素-1β(IL-1β)、NO

等，进一步降解细胞外基质，破坏软骨细胞，加

剧 OA 进程[4]。现治疗 OA 药物主要分为非特异性

和特异性药物，非特异性药物只能缓解症状，无

法改善病情，如非甾体抗炎药物等；而特异性药

物不仅能抗炎镇痛，还能缓解基质降解，如双醋

瑞因，一种新型的 IL-1β 抑制剂，可治疗 OA[5-6]，

但其作用机制尚不清楚。本研究主要探讨双醋瑞

因是否可以抑制 IL-1β 诱导的骨关节炎软骨细胞

炎症及其可能作用机制。 

1  仪器与材料 

1.1  药品与试剂   

双醋瑞因(阿拉丁公司，含量≥95%，批号：

D102099-250MG)；IL-1β(PeproTech 公司，批号：

211-11B)；兔 pp65 抗体(批号：AN371)、鼠抗 p65(批

号：AN365)、β-actin(批号：AA128)、NO 检测试

剂盒(批号：S0021)均由碧云天生物技术研究所提

供；BCA 试剂盒(北京康为世纪生物科技有限公

司 ， 批 号 ： w20130094) ； 兔 抗 - 环 氧 化 酶 -2 

(cyclooxygenase-2，COX-2，批号：BA3708，武汉

博士德生物工程有限公司)；二型胶原酶(Gibco 公

司，批号：17100-017)；DMEM/F-12 培养基(Hyclone

公司，批号：H10397)。 

1.2  动物   

SD 大鼠，♂，体质量(100±20)g，购自上海斯

莱克实验动物有限公司，合格证号：SCXK(沪) 

2007-0005。室内温度控制在(23±2)℃，大鼠自由

饮食和摄水。 

1.3  仪器   

LRH-150B 型 CO2 培养箱(美国 Shel Lab 公

司 ) ； Eclipse TS100 倒 置 显 微 镜 (Nikon) ；

ChemiDocTM XRS 凝胶成像系统(美国 Bio-Rad 公

司)；Tecan Infinite F200/M200 型多功能酶标仪(瑞

士 TECAN 集团公司)。 

2  方法 

2.1  大鼠软骨细胞的制备[7]   

无菌环境下，小心刮取 SD 大鼠双侧膝关节胫

骨坪、股骨髁状突及髌骨内侧透明软骨，充分漂

洗软骨小块，用眼科剪剪碎至 1 mm3 大小。将软
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骨碎片转移至小锥形瓶中，依次用 0.25%的胰蛋白

酶及 0.2%的胶原酶分别消化 30 min 及 2 h。胶原

酶消化时每隔 20 min 振摇 1 min。将消化液经 200

目筛网过滤，以便得到单细胞悬液，1 000 r·min1

离心 10 min。用 DMEM/F-12 培养基重悬细胞[含

20%新生牛血清 (newborn calf serum，NCS)，

100 U·mL1 青霉素，100 U·mL1 链霉素]，将细胞

悬液转移至干净无菌的细胞培养瓶中，37 ℃和5% 

CO2 培养箱中培养，约 48 h，细胞绝大部分贴壁，

弃去未贴壁的细胞，更换新鲜的培养基继续培养，

约 4~5 d 细胞开始融合，实验使用第 2~3 代细胞。 

2.2  软骨细胞活力检测(MTT 法)  

将第 2~3 代的软骨细胞，用 0.25%的胰蛋白酶

消化细胞，用含 10% NCS 的 DMEM/F-12 培养基

调细胞浓度为 1×105·mL1，接种于 96 孔细胞培

养板，37 ℃和 5% CO2 培养箱中培养 24 h，使细

胞充分贴壁。加入 DMEM/F-12(含 10 ng·mL1 

IL-1β及不同浓度的双醋瑞因)培养基，至 37 ℃，

5% CO2 条件下培养 48 h，每孔加 MTT(5 mg·mL1) 

20 μL，继续培养 4 h 后，小心吸出培养上清，每

孔加入 DMSO 150 μL，待结晶充分溶解后，酶标

仪 570 nm 处测定 OD 值。 

2.3  软骨细胞上清 NO 的测定   

将第 2~3 代的软骨细胞，用 0.25%的胰蛋白酶

消化细胞，用含 10% NCS 的 DMEM/F-12 培养基

调细胞浓度为 1×105·mL1，接种于 96 孔细胞培

养板，37 ℃和 5% CO2 培养箱中培养 24 h，使细

胞充分贴壁。加入 DMEM/F-12 培养基 ( 含

10 ng·mL1 IL-1β 及不同浓度的双醋瑞因 )，至

37 ℃，5% CO2 条件下培养 48 h，取培养上清液

100 μL，加入 96 孔板，每孔再加入 Griess 试剂

100 μL，反应 10 min，用酶标仪于 540 nm 处测吸

光度值。以不同浓度的亚硝酸钠按同样检测方法

绘制标准曲线，计算上清液的 NO 含量。 

2.4  Western blot 法  

收集处理过的样本，加入预冷的 RIPA 裂解液

裂解，冰浴 30 min，每隔 10 min 震荡 5 s，以

1×104 r·min1 4 ℃离心 15 min，获得蛋白样品。

用 BCA 试剂盒检测蛋白浓度。以每孔(30~50 ng)

蛋白上样，跑 SDS 凝胶电泳，后湿法转膜，以 5%

脱脂奶粉室温封闭 1 h，加入一抗(p65，pp65，

COX-2，1∶100)4 ℃孵育过夜。次日 TBST 漂洗

3 次，加二抗，室温孵育 1 h，后漂洗 3 次。在膜

上滴加 ECL 曝光液，在凝胶成像系统中曝光。用

“Quantity one”软件对各抗体条带灰度值进行统计。 

2.5  统计学分析   

数据以 sx  表示，采用方差进行分析， 

P<0.05 表示 2 组间差异有统计学意义。 

3  结果 

3.1  双醋瑞因对 IL-1β诱导的软骨细胞活力的影响 

双醋瑞因(1，10，100 µmol·L1)对 IL-1β 诱导

的大鼠软骨细胞的活力具有保护作用，且呈剂量

依赖关系。结果见图 1。 

 
图 1  双醋瑞因对 IL-1β诱导的软骨细胞活力的影响 
与模型组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。  

Fig. 1  The effect of diacerein on IL-1β-induced chon- 
drocytes injury by MTT assay  
Compared with model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

3.2  双醋瑞因对软骨细胞上清 NO 含量的影响   

双醋瑞因(1，10，100 µmol·L1)能抑制 IL-1β

诱导的大鼠软骨细胞上清 NO 水平的上升，且呈现

剂量依赖关系。结果见图 2。 

 
图 2  双醋瑞因对软骨细胞上清 NO 含量的影响 
与模型组比较，1)P<0.01。 

Fig. 2  Effect of diacerein  on NO level in IL-1β-treated 
chondrocytes 
Compared with model group, 1)P<0.01. 

3.3  双醋瑞因对骨关节炎软骨细胞炎症的影响   

IL-1β 能诱导软骨细胞的炎症因子 COX-2 含

量升高，而双醋瑞因(1，10，100 µmol·L1)能剂量

依赖性的减弱 IL-1β 诱导的软骨细胞炎症因子

COX-2 含量升高。结果见图 3。 
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图 3  双醋瑞因对骨关节炎软骨细胞炎症的影响 prorein 
与模型组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Fig. 3  Diacerein suppressed the level of the pro-inflammatory 
mediator COX-2 in IL-1β-induced chondrocytes 
Compared with model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

3.4  双醋瑞因通过核因子-κB(nuclear factor-κB，

NF-κB)通路影响骨关节炎软骨细胞炎症   

IL-1β能诱导软骨细胞核内 pp65 表达量上升，

而双醋瑞因(1，10，100 µmol·L1)抑制核内 pp65

表达，给药或造模对软骨细胞核内 p65 表达量影

响都不大。结果见图 4。 

 
图 4  双醋瑞因通过 NF-κB 通路影响骨关节炎软骨细胞炎症 
与模型组比较，1)P<0.01。 

Fig. 4  Diacerein inhibited inflammation in IL-1β-induced 
chondrocytes by NF-κB signalling 
Compared with model group, 1)P<0.01. 

4  讨论 

IL-1β等炎症因子可作为骨关节炎体外造模的

诱导剂[7-8]。本实验结果提示 IL-1β 会降低软骨细

胞活力，双醋瑞因(1，10，100 µmol·L1)可一定程

度上抑制软骨细胞活力的下降。 

NF-κB 是一类能与多种基因启动子或增强子

部位 κB位点发生特异性结合并促进其转录的蛋白

质。它可以调控多种基因，如细胞因子、趋化因

子、免疫因子、转录因子等，从而发挥多种生物

学功能，包括参与炎症反应。在 OA 中，NF-κB

的激活能加速软骨细胞的凋亡和炎症介质的释

放。NF-κB 抑制剂可治疗胶原酶引起的关节炎肿

胀，因此抑制 NF-κB 的活性成为治疗 OA 的新靶

点[7-9]。NF-κB 的激活，促使 NF-κB p65 磷酸化，

并在细胞核内大量表达，促使炎症基因的大量表

达，进一步加剧 OA。本实验表明 IL-1β 能诱导软

骨细胞核内 pp65 表达量上升，而双醋瑞因(1，10，

100 µmol·L1)抑制核内 pp65 表达，对于 p65 表达

影响不大。 

NO 是一种性质不稳定的自由基，在 NO 合酶

的催化下，由左旋精氨酸末端的胍基氮氧化而产

生。NO 普遍存在于各种细胞内，作为细胞间信号

分子，可介导多种生理病理过程[10]。越来越多的

临床研究证实，NO与OA的发病机制密切相关[11]。

COX-2 为前列腺素合成和起始步骤的关键酶，正

常细胞内 COX-2 表达甚微，当有炎症细胞因子刺

激时即迅速表达，导致炎症的产生[12-13]。本实验

结果表明 IL-1β 能诱导软骨细胞的炎症因子 NO，

COX-2 含量升高，而双醋瑞因(1，10，100 µmol·L1)

能减弱 IL-1β 诱导的这种变化。 

综上所述，双醋瑞因能够抑制 IL-1β诱导的软

骨细胞炎症，可能是通过 NF-κB 信号通路来实现

的，但其详细机制还有待后续的研究。 
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谷氨酰胺对慢性阻塞性肺疾病患者外周血单个核细胞中 P38MAPK 及

IL-17 的影响 
 

吴伟 1，黄美健 2*，张云霞 2，董洪英 2，梁斌 2，冷报浪 2，王洪峰 2
(1.安徽医科大学杭州临床学院，杭州 310009；2.

杭州市第三人民医院呼吸科，杭州 310009) 
 
摘要：目的  通过观察谷氨酰胺(glutamine，Gln)对慢性阻塞性肺疾病(chronic obstructive pulmonary disease，COPD)患者

外周血单个核细胞(peripheral blood mononuclear cell，PBMC)中 P38 丝裂原活化蛋白激酶(P38 mitogen-activated protein 

kinases，P38MAPK)活性和白介素 17(IL-17)水平的影响，探讨 Gln 在 COPD 患者治疗中的抗炎作用。方法  选择 32 例

COPD 患者在 COPD 急性加重期(acute exacerbation of chronic obstructive pulmonary disease，AECOPD)和经治疗后转为稳

定期(stable chronic obstructive pulmonary disease，SCOPD)的 PBMC 各 32 例为研究对象，各分为 Gln 组和空白对照组，

并选择 16 例健康体检者的 PBMC 为健康对照组。采用实时定量荧光 PCR(RT-PCR)法检测 5 组 PBMC 中 P38MAPK、IL-17

的基因表达水平。结果  AECOPD 空白对照组、SCOPD 空白对照组 P38MAPK、IL-17 的表达水平均高于健康对照组(P<0.01

或 P<0.05)，且 AECOPD 空白对照组高于 SCOPD 空白对照组(P<0.05)；AECOPD Gln 组 P38MAPK、IL-17 的表达水平高

于健康对照组(P<0.05)，而 SCOPD Gln 组 P38MAPK、IL-17 的表达水平与健康对照组比较差异无统计学意义；AECOPD 

Gln 组、SCOPD Gln 组 P38MAPK、IL-17 的表达水平分别低于其对应的空白对照组(P<0.01 或 P<0.05)。结论  Gln 可抑

制 COPD 患者炎细胞中 P38MAPK 通路的活化并下调 IL-17 的表达水平。 

关键词：肺疾病；慢性阻塞性；谷氨酰胺；P38 丝裂原活化蛋白激酶；白介素-17 

中图分类号：R969.4       文献标志码：B       文章编号：1007-7693(2015)12-1452-05 

DOI: 10.13748/j.cnki.issn1007-7693.2015.12.010 

 
Effect of Glutamine on P38MAPK and IL-17 Expression in PBMC of Patients with Chronic Obstructive 
Pulmonary Disease 
 
WU Wei1, HUANG Meijian2*, ZHANG Yunxia2, DONG Hongying2, LIANG Bin2, LENG Baolang2, WANG 
Hongfeng2(1.Hangzhou Clinical College Affiliated to Anhui Medical University, Hangzhou 310009, China; 2.Department of 

Respiratory, Third People’s Hospital of Hangzhou, Hangzhou 310009, China) 

                              

作者简介：吴伟，男，硕士生    Tel: (0571)87823137    E-mail: powelwu@163.com    *通信作者：黄美健，女，硕导，主任医师    Tel: 

(0571)87823137    E-mail: hmeijian@163.com 




