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刺五加苷 B 对 IL-1β 诱导的骨关节炎软骨细胞凋亡的影响 
    

胡蔚 1，毛强 2*[1.中国科学院大学宁波华美医院，浙江 宁波 315010；2.浙江中医药大学附属第一医院(浙江省中医院)，杭州 310006] 
 

摘要：目的  探究刺五加苷 B(acanthopanax B，ACA-B)对 IL-1β 诱导的骨关节炎软骨细胞凋亡的影响。方法  取 SD 大

鼠软骨细胞随机分成 5 组，分别为对照组(PBS)、模型组(IL-1β)、ACA-B 低剂量组(IL-1β+1×10−8 mol·L–1 ACA-B)、ACA-B
中剂量组(IL-1β+1×10−7 mol·L−1 ACA-B)、ACA-B 高剂量组(IL-1β+1×10−6 mol·L−1 ACA-B)；CCK8 法检测不同浓度的 ACA-B
对软骨细胞增殖的影响，以及对 IL-1β 处理的软骨细胞活性的影响；采用 Hoechst 33342 染色观察软骨细胞核凋亡情况；

采用 qRT-PCR 法检测凋亡相关基因的 mRNA 表达水平；采用 Western blotting 法检测凋亡相关蛋白的表达情况。结果  当

ACA-B 浓度为 1×10−6 mol·L–1 或 1×10−7 mol·L–1 时，能够显著促进软骨细胞增殖。与模型组相比，ACA-B 各组细胞活力

明显增加；Hoechst 33342 染色结果显示，ACA-B 能够明显改善 IL-1β 诱导的软骨细胞核碎裂，萎缩现象，抑制细胞凋亡；

与模型组比较，ACA-B 加药组细胞中 Bax、Caspase-3、Caspase-8、Caspase-9 的 mRNA 及蛋白水平显著降低，Bcl-2 的

mRNA 及蛋白水平显著升高。结论  刺五加苷 B 能够有效抑制 IL-1β 诱导的骨关节炎软骨细胞凋亡。 
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Effect of Acanthopanax B on IL-1β-induced Apoptosis of Osteoarthritic Chondrocytes 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of acanthopanax B(ACA-B) on IL-1β-induced apoptosis of osteoarthritic 
chondrocytes. METHODS  SD rat chondrocytes were randomly divided into 5 groups: control group (PBS), model group 
(IL-1β), ACA-B low-dose group (IL-1β+1×10−8 mol·L−1 ACA-B), ACA-B medium dose group (IL-1β+1×10−7 mol·L−1 ACA-B), 
and ACA-B high-dose group (IL-1β+1×10−6 mol·L−1 ACA-B); CCK8 assay was used to determine the effects of different 
concentrations of ACA-B on chondrocytes proliferation and IL-1β-treated chondrocytes activity; Hoechst 33342 staining was 
used to observe the apoptosis of cartilage nucleus; mRNA expression levels of apoptosis-related genes were detected by 
qRT-PCR; The expression of apoptosis-related proteins was detected by Western blotting. RESULTS  ACA-B could 
significantly promote chondrocyte proliferation when the concentration was 1×10−6 mol·L−1 or 1×10−7 mol·L−1. Compared with 
model group, the cell activity of ACA-B groups were significantly increased. The results of Hoechst 33342 staining showed that 
ACA-B could significantly improve the nuclear fragmentation and atrophy of cartilage induced by IL-1β, and inhibit apoptosis. 
Compared with the model group, the mRNA and protein levels of Bax, Caspase-3, Caspase-8 and Caspase-9 in the ACA-B 
intervention group were significantly decreased, while the mRNA and protein levels of Bcl-2 were significantly increased. 
CONCLUSION  ACA-B can effectively inhibit IL-1β-induced apoptosis of osteoarthritis chondrocytes. 
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骨性关节炎(osteoarthritis，OA)是一类多发于

中老年人的致残性关节疾病，其主要病变特点为

关节软骨退行性变、滑膜炎和继发性骨赘形成[1-2]。

流行病学分析和研究发现，软骨细胞的凋亡及

IL-1β 等炎症因子的过度表达是导致关节软骨的退

行性病变和 OA 发生的主要病理过程[3]。目前医学

上对 OA 主要以药物治疗为主，包含抗炎药及解热

镇痛药物等, 在一定程度上可改善患者关节活动

度、使其临床症状得到改善，但对 OA 退变进程无

法减缓或逆转，且长期使用不良反应显著[4-5]。 
刺 五 加 为 五 加 科 植 物 刺 五 加 [Acanthopanax 

senticosus (Rupr.et Maxim.) Harms]的干燥根和根茎

或茎，其化学成分主要包括苷类、黄酮类、木脂素

类、多糖类等[6]。现代药理学研究表明，刺五加具

有保护中枢神经系统和心脑血管系统的作用，还有

抗肿瘤、抗衰老、抗炎、提高机体免疫力以及明显

的抗疲劳作用[7]。有研究报道，刺五加注射液灌洗

治疗膝骨关节炎疗效确切，能减轻患者膝关节的肿
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胀、疼痛等症状[8]，也能够减缓甚至阻断实验性兔

膝关节 OA 的病变进展[9]。刺五加苷 B(acanthopanx 
B，ACA-B)，是刺五加的主要苷类成分之一。近年

来，有研究发现 ACA-B 在抗运动型疲劳及对抗细

胞损伤方面具有一定的成效[10-11]，然而，其在治

疗炎症相关疾病方面却鲜有报道。本研究利用

IL-1β 诱导软骨细胞，模拟 OA 炎症内环境，探讨

ACA-B 是否可以抑制 IL-1β 诱导的软骨细胞凋亡。 
1  材料 
1.1  动物  

12 只 SPF 级新生 24 h SD 大鼠，♂，购买于

上海斯莱克实验动物有限责任公司，动物生产许

可证号为 SCXK(沪)2013-0018；饲养于浙江中医

药大学实验动物研究中心屏障系统内，动物使用

许可证号为 SYXK(浙)2013-0184，饲养条件室温

(23±2)℃，相对湿度 60%~70%。本研究所涉及的

动物操作均符合浙江中医药大学动物中心管理规

定和相关伦理学要求。 
1.2  药物与试剂 

ACA-B( 中 国 药 品 生 物 制 品 检 定 ， 批 号 ：

20180803)；DMEM 培养基、胎牛血清(美国 Gibco
公司，批号：C1294600BT，10270-104)；Trizol
试剂、Ⅱ型胶原酶(美国 Sigma 公司，批号：B3046，

B2622)；CCK-8 试剂盒(中国碧云天公司，批号：

D7609N)；Bcl-2、Bax、Caspase-3、Caspase-8、

Caspase-9(美国 CST 公司，批号：3498T，14796S，

9662S，9502T，9522S)； IL-1β(美国 PeproTech
公司，批号：00045979)；反转录试剂盒 Prime Script 
RT Reagent Kit 和 SYBR PrimeScript miRNA 
RT-PCR Kit(日本 Takara 公司，批号：CK3403A，

CD2653A)。 
1.3  仪器 

SW-CJ-1FD 超净工作台(苏州净化设备有限公

司)；X715 XK-8 型转移脱色摇床(江苏新康医疗器

械 有 限 公 司 ) ； PowerPac Basic 电 泳 仪 ( 美 国

BIO-RAD 公司)；3300 Mini 化学发光成像系统(中
国 CLinX 公司)；移液枪(多规格)(德国 Eppendorf
公司)；ERD-4C 荧光倒置显微镜(北京世纪科信科

学仪器有限公司)；Infinite M200 PRO 型多功能酶

标仪(奥地利 TECAN 公司)；7500 荧光定量 PCR 仪

(美国 ABI 公司)。 
2  方法 
2.1  软骨细胞的分离与培养 

取 12 只 SPF 级 SD 大鼠，用 10%水合氯醛麻 

醉处死，无菌条件下刮取股骨髁及胫骨平台的关

节软骨，用无菌磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤 3 次，剪

碎后加入 0.25%胰蛋白酶置于培养箱消化 1 h，再

加 0.2%Ⅱ型胶原酶继续消化 4 h，收集上清液并以

1 000 r·min−1离心 8 min，弃掉上清液，加入完全

培养基，重悬，接种于细胞培养皿内，置于 37 ℃、

5% CO2 恒温箱内进行培养，培养 3 d 后更换培养

基，而后每 2 天换液 1 次，当细胞长至 95%以上

时，用 0.25%胰蛋白酶消化，按 1︰4 的比例传代，

传至第 3 代细胞进行实验。 
2.2  分组及处理 
2.2.1  不同浓度 ACA-B 对软骨细胞增殖的影响  
取对数生长期的第 3 代软骨细胞，分成 6 组，分别

为 PBS 对照组，ACA-B 1×10–8，1×10–7，1×10–6，

1×10–5，1×10–4 mol·L−1组。在 37 ℃恒温箱内培养

8 h，吸掉上清液，每孔加入 100 μL 含 CCK8 试

剂的完全培养基，继续培养 4 h，用酶标仪在

450 nm 波长下检测吸光度。 
2.2.2  不同浓度 ACA-B 对 IL-1β 处理的软骨细胞

活性的影响  将培养至第 3 代的软骨细胞分为 5
组，分别为对照组(PBS)、模型组(IL-1β)、ACA-B
低剂量组(IL-1β+1×10−8 mol·L−1 ACA-B)、ACA-B
中剂量组(IL-1β+1×10−7 mol·L−1 ACA-B)、ACA-B
高剂量组(IL-1β+1×10−6 mol·L−1 ACA-B)。IL-1β 浓

度为 10 mg·L−1，IL-1β 与 ACA-B 共培养 24 h，采

用 CCK8 试剂检测不同浓度 ACA-B 对 IL-1β 处理

的软骨细胞活性的影响。 
2.2.3  Hoechst 33342 染色观察软骨细胞核凋亡情

况  将细胞铺于 6 孔板内培养，待软骨细胞长至

60%，按“2.2.2”分组后处理，IL-1β 与 ACA-B
共培养 24 h，每组设置 3 个复孔，继续培养 24 h
后用 PBS 洗 2 遍，然后用 4%的多聚甲醛固定细胞

10 min，弃去多聚甲醛后用 PBS 洗涤 3 次，加入

0.5 μg·mL−1的 DAPI 染液孵育 10 min(避光)，PBS
洗 涤 3 次 后 ， 用 荧 光 显 微 镜 拍 照 观 察 细 胞 核 
情况，独立实验重复 3 次。 
2.2.4  qRT-PCR 检测软骨细胞中相关凋亡基因的

表达   使用 Trizol 试剂从各组细胞株中提取总

RNA。按照反转录试剂盒 Prime Script RT Reagent  
Kit 和 SYBR PrimeScript miRNA RT-PCR Ki 试剂盒

说明书要求进行逆转录和 qRT-PCR，以 GAPDH 
为内参，结果用 2−ΔΔCt 方法计算。各基因引物序列

见表 1。 
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表 1  各基因引物序列 
Tab. 1  Primer sequence of each gene 

基因名称 上游引物 下游引物 

Bcl-2 5’-AGTGGATCGGTCTGAATGACAGGA-3’ 5’-AGAAGTTGTCAGGCTGGTTTGGA-3’ 

Bax 5’-TGGTTGCCCTTTTCTACTTTG-3’ 5’-GAAGTAGGAAAGGAGGCCATC-3’ 

Caspase-3 5’-TGCGGCGTTACACGACCTT-3’ 5’-CAAAGCCAGTGGCACTCATTCTC-3’ 

Caspase-8 5’-CTGACAAGCCTGAATAAA-3’ 5’-TAATGACAATCTCGGACTC-3’ 

Caspase-9 5’-CCAAATCCTCCAGAACCA-3’ 5’-GAACTAACAGGCAAGCAGC-3’ 

 
2.2.5  Western blotting 法检测凋亡相关蛋白的表达

情 况   提 取 转 染 后 的 各 组 细 胞 蛋 白 ， Western 
blotting 检测各蛋白表达水平。细胞裂解液裂解并

提取蛋白，BCA 法检测蛋白浓度，经 SDS 聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离后转印，5%脱脂奶粉封闭，封闭

后加入相应一抗 4 ℃摇床过夜，第 2 天加入相应二

抗，室温孵育 2 h 后 TBST 洗膜 3 次。ECL 浸泡后

用化学发光荧光成像系统对图像进行扫描和分析。 
2.3  统计学处理 

实验结果用 SPSS 22.0 统计软件进行分析，数

据均以 x s 表示，采用两独立样本 t 检验统计学

方法，当 P<0.05 时具有统计学意义。 
3  结果 
3.1  CCK-8 法检测不同浓度 ACA-B 对软骨细胞增

殖的影响 
1×10−7，1×10−6 mol·L−1的 ACA-B 处理组细胞

增殖水平明显高于 PBS 对照组，具有显著性差异

(P<0.05 或 P<0.01)，且 ACA-B 浓度为 1×10−6 mol·L−1

时，软骨细胞增殖作用最强，而当浓度提高到≥

1×10−5 mol·L−1时，其促增殖作用降低。结果见图 1。 
 

 
 

图 1  不同浓度 ACA-B 对软骨细胞增殖的影响 
与 PBS 对照组相比，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Fig. 1  Effects of ACA-B at different concentrations on 
chondrocyte proliferation 
Compared with the PBS control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 
 

3.2  不同浓度 ACA-B 对 IL-1β 诱导的软骨细胞活

性的影响 
低、中、高浓度的 ACA-B(1×10−8，1×10−7，

1×10−6 mol·L−1)对 IL-1β 诱导的软骨细胞活性的影

响见图 2。与对照组相比，模型组细胞活力明显降

低(P<0.01)；与模型组细胞相比，ACA-B 加药组均

能显著提高 IL-1β 诱导的软骨细胞活性(P<0.01)。 
 

 
 

图 2  不同浓度的 ACA-B 对 IL-1β 诱导的软骨细胞活性的

影响 
与对照组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.01。 
Fig. 2  Effects of different concentrations of ACA-B on 
IL-1β-induced chondrocyte activity 
Compared with the control group, 1)P<0.01; compared with the model 
group, 2)P<0.01. 
 

3.3  Hoechst 33342 染色观察软骨细胞核凋亡情况 
对照组软骨细胞核完整，色泽均匀。模型组

软骨细胞细胞核体积缩小，细胞核碎裂、萎缩、

染色深。而用不同浓度的 ACA-B 处理 IL-1β 诱导

的软骨细胞可见其核破坏较轻，细胞核也较完整，

各 ACA-B 加药组可明显减轻 IL-1β 诱导的软骨细

胞核的破坏，表明 ACA-B 具有抑制 IL-1β 诱导的

软骨细胞凋亡的作用。结果见图 3。 
3.4  qRT-PCR 检测各组软骨细胞中凋亡相关基因

的表达 
用 IL-1β 处理后的模型组软骨细胞，与对照组

相比，胞内的凋亡基因 Bax、Caspase-3、Caspase-8、

Caspase-9 含量显著升高，抗凋亡基因 Bcl-2 表达

显著降低(P<0.05 或 P<0.01)；而经 ACA-B 处理后

的软骨细胞，与模型组相比，Bax、Caspase-3、

Caspase-8、Caspase-9 基因表达水平显著减少，抗

凋 亡 基 因 Bcl-2 的 含 量 显 著 增 高 (P<0.05 或

P<0.01)，间接反映 ACA-B 具有抑制细胞凋亡，保

护软骨细胞功能的作用。结果见表 2。
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图 3  Hoechst 33342 染色检测软骨细胞核凋亡情况 
Fig. 3  Hoechst 33342 staining assay was used to detect the apoptosis of cartilage nucleus 
 

表 2  IL-1β 诱导的软骨细胞中凋亡相关基因的相对表达量( x s ) 
Tab. 2  Relative expression of apoptosis-related genes in IL-1β-induced chondrocytes ( x s ) 

组别 Bcl-2 Bax Caspase-3 Caspase-8 Caspase-9 
对照组 1.00±0.01 1.00±0.02 1.00±0.01 1.00±0.01 1.00±0.01 
模型组 0.40±0.012) 2.10±0.031) 3.30±0.082) 3.40±0.032) 3.00±0.022) 
ACA-B 低剂量组 0.60±0.083) 1.30±0.033) 2.10±0.053) 2.30±0.053) 2.10±0.023) 

ACA-B 中剂量组 0.90±0.013) 1.20±0.024) 1.70±0.033) 1.60±0.044) 1.60±0.034) 
ACA-B 高剂量组 0.60±0.053) 1.40±0.013) 1.70±0.033) 2.00±0.063) 1.90±0.063) 

注：与对照组相比，1)P<0.05，2)P<0.01；与模型组相比，3)P<0.05，4)P<0.01。 
Note: Compared with the control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with the model group, 3)P<0.05, 4)P<0.01. 
 

3.5  Western blotting 法检测凋亡相关蛋白的表达

情况 
Western blotting 结果显示，与对照组相比，经

IL-1β 处理的模型组软骨细胞凋亡蛋白 Bax、

Caspase-3、Caspase-8、Caspase-9 表达显著增加，

抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达显著降低(P<0.01)，见图 4。

而经不同浓度的 ACA-B 干预后，与模型组相比，

软骨细胞中凋亡蛋白 Bax、Caspase-3、Caspase-8、

Caspase-9 的表达明显减弱，抗凋亡蛋白 Bcl-2 的

表达增强(P<0.05 或 P<0.01)。可见 ACA-B 是通过

抑制 IL-1β 诱导的大鼠软骨细胞凋亡途径，从而保

护软骨细胞不受破坏。 
 

 
图 4  软骨细胞中凋亡相关蛋白表达情况 
与对照组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.05，3)P<0.01。 
Fig. 4  Expression of apoptosis-related proteins in chondrocytes 
Compared with the control group, 1)P<0.01; compared with the model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 
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4  讨论 
OA 是一种以关节软骨的退行性变为特征表

现的慢性致残性关节疾病[12-13]，一般认为 OA 是

生物力学和生物化学因素共同作用导致的软骨细

胞、细胞外基质、滑膜、软骨下骨的代谢紊乱所

致[14]。正常关节软骨主要是由 99%的软骨基质及

1%的软骨细胞组成，在 OA 患者中，通过病理染

色可以发现关节软骨表面空陷窝增加，软骨细胞

数量明显减少，细胞核大量凋亡，且软骨纤维化

频率与软骨细胞减少的变化一致[15-16]。研究发现，

OA 患者关节软骨细胞凋亡率明显高于正常关节[17]，

表明软骨细胞的凋亡在 OA 关节软骨降解中起十分

关键的作用。因此，寻找抑制软骨细胞凋亡的效应

分子作为 OA 的治疗靶点，可能会为 OA 的治疗提

供新的治疗途径。 
IL-1β 作为 OA 病理进展过程的关键炎症细胞

因子，不仅能刺激软骨细胞合成和分泌 MMPs，

抑制软骨Ⅱ型胶原及蛋白聚糖的表达，而且还能介

导其他炎症因子诸如前列腺素 E2(PGE2)、NO、

IL-6 等的表达，产生强大的促炎作用，最终导致

关节退化和关节功能障碍，被认为是 OA 病理进展

过程中关键的机制之一，因此，IL-1β 诱导细胞凋

亡常被用于 OA 体外模型的建立[18-19]。软骨细胞

凋亡在 OA 发生发展过程中发挥至关重要的作用。

OA 软骨细胞的表型改变、数量减少以及软骨厚度

变薄等因素均与软骨细胞凋亡存在密切联系[20]，

在 OA 的发生发展过程中存在软骨细胞凋亡，而软

骨细胞凋亡可进一步加剧关节退变，因此，抑制

OA 软骨细胞凋亡已成为 OA 非手术治疗药物开发

的关键所在。 
本研究利用 IL-1β 诱导软骨细胞，模拟 OA 炎

症内环境，研究 ACA-B 对 IL-1β 诱导的 OA 软骨

细胞凋亡的影响。实验结果表明，不同浓度的

ACA-B 对软骨细胞具有一定的促增殖作用，其中

1×10−6 mol·L−1浓度下的 ACA-B 对软骨细胞的促

增殖作用最强，并且与 ACA-B 对 IL-1β 诱导的软

骨细胞凋亡的保护作用相一致，说明 ACA-B 具有

抑制软骨细胞凋亡的作用。 
为了进一步阐明 ACA-B 抑制凋亡的分子机

制，本研究从分子和蛋白的角度探究凋亡相关因

子的含量变化。半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶

(Caspase)活化及起效是细胞凋亡的中枢环节，它

可以裂解凋亡抑制物，破坏细胞结构和调节多种

蛋白功能；Bcl-2、Bax、Caspase-3、Caspase-8、

Caspase-9 均 是 细 胞 凋 亡 的 重 要 调 控 因 子 [21] 。

Caspase 作 为 软 骨 细 胞 凋 亡 的 重 要 执 行 者 ， 
Caspase-9 活化时，能够激活 Caspase-3，降解多种

蛋白底物，引发 Caspase 级联反应导致软骨细胞凋

亡。Bcl-2 具有抑制多种因素引起软骨细胞凋亡的

作用[22]，Bax 与 Bcl-2 相互拮抗，当 Bcl-2 高表达

时能形成 Bcl-2 同源二聚体起到抑制软骨细胞凋

亡的作用；Bax 高表达时，促进异源二聚体形成，

抑制 Bcl-2 抗凋亡功能，同时也能够促进形成 Bax
同源二聚体，引发 Caspase 介导的软骨细胞凋亡[23]。

本研究中 Hoechst 33342 染色结果证明 ACA-B 可

明 显 减 轻 IL-1β 诱 导 的 软 骨 细 胞 核 的 破 坏 。

qRT-PCR 和 Western blotting 结果表明 ACA-B 能够

显著抑制 Bax、Caspase-3、Caspase-8、Caspase-9
的 mRNA 及蛋白表达水平，上调 Bcl-2 的 mRNA
及蛋白表达水平。这些结果进一步证明 ACA-B 能

够抑制 IL-1β 诱导的软骨细胞凋亡。 
综上所述，ACA-B 能够通过下调凋亡相关因

子 Bax、Caspase-3、Caspase-8、Caspase-9 的表达，

上调抗凋亡因子 Bcl-2 的表达，进而抑制 IL-1β 诱

导的 OA 软骨细胞凋亡。这为开发安全有效的治疗

OA 药物奠定了理论基础。 
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