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黄连碱对软骨细胞增殖及转化生长因子β１
ｍＲＮＡ基因的表达的影响
陈建武　 王晓娟

【摘要】　 目的　 观察黄连碱对Ｓｐｒａｇｕｅ Ｄａｗｌｅｙ大鼠关节软骨细胞体外增殖及转化生长因子
β１ｍＲＮＡ基因表达的影响，探讨其治疗骨关节炎的作用及可能机制。方法　 取ＳＤ大鼠关节软骨，
剪碎后，采用酶消化法原代分离培养软骨细胞，取处于对数生长期第３代细胞随机分组，实验组加入
含１０ μｍ黄连碱的培养基，对照组仅加入普通培养基。培养４８小时后在倒置显微镜下观察软骨细
胞形态，ＭＴＴ法检测黄连碱在１，３，５，７天对软骨细胞增殖影响，实时荧光定量ＰＣＲ分别检测培养７
天后实验组和对照组细胞转化生长因子β１ｍＲＮＡ表达。结果　 培养４８小时后实验组软骨细胞生
长密集程度明显优于对照组；ＭＴＴ检测也显示实验组细胞增殖情况优于对照组；培养７天后实验组
转化生长因子β１ｍＲＮＡ表达显著高于对照组。结论　 黄连碱能促大鼠软骨细胞增殖，并提高转化
生长因子β１ｍＲＮＡ的表达，提示这可能是其治疗骨关节炎的可能机制之一。
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　 　 骨性关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是临床最常见
的关节疾病之一，其最主要的病理性改变是进行性
关节软骨退变，从而导致周围骨质和关节滑膜发生
病理改变，骨性关节炎发展到终末期会导致关节畸
形而丧失功能［１］。关节软骨细胞的过度凋亡是骨
性关节炎发生发展的重要原因。软骨细胞是关节
软骨中唯一的细胞成分，各种细胞因子调节着软骨
细胞的增殖、分化及代谢，并始终贯穿于关节软骨
修复的过程中，目前国外研究已经证实转化生长因
子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｂｅｔａ １，ＴＧＦβ１）在
软骨细胞修复中起着重要的作用［２］。中药黄连为
毛茛科植物黄连Ｃｏｐｔｉｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｆｒａｎｃｈ的干燥根
茎，中医认为长期应用具有清热、燥湿、解毒、泻火
的功效。现代医学研究表明，黄连具有抗菌、抗炎、
抗肿瘤、抗糖尿病等作用，黄连碱是黄连主要活性
成分之一［３］。目前关于黄连碱对软骨细胞增殖影
响的研究报道较少。本研究采用体外软骨细胞共
培养的方法，观察黄连碱对大鼠关节软骨细胞的增
殖及转化生长因子β１的表达情况，初步探讨其治
疗骨关节炎的可能作用机制。
!

　 材料与方法
１ １　 动物与试剂

本研究采用的清洁级Ｓｐｒａｇｕｅ Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠
购置于兰州军区乌鲁木齐总医院实验动物中心；
ＤＭＥＭ培养基（赛业生物科技有限公司，广州，中
国）；０ ２５％胰蛋白酶、０ ２％Ⅱ型胶原酶、青链霉素
混合液（Ｇｉｂｃｏ，美国）；胎牛血清（ＦＢＳ）（赛默飞世尔
生物化学制品有限公司）；黄连碱（成都曼思特生物
科技有限公司，批号ＭＵＳＴ１００３０７１１）；ＰＢＳ（索莱宝
生物科技有限公司）；ＴＧＦβ１及ＧＡＰＤＨ引物均购
自上海生物工程有限公司；ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｏｇｅｎ公司，
加利福尼亚，美国）；ＲｅｖｅｒＴｒａ Ａｃｅ ｑＰＣＲ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ （ＴＯＹＯＢＯ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ，东京，日本）；ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ＭｉｘＰｌｕｓ（ＴＯＹＯＢＯ Ｌｉｆｅ
Ｓｃｉｅｎｃｅ，东京，日本）。
１ ２　 仪器与设备

恒温恒湿二氧化碳培养箱（型号ＤＨ８０１上海
三腾仪器有限公司，上海，中国）；酶联免疫检测仪
（型号ＲＪ１７ＤＧ５０３３Ａ中西集团，辽宁沈阳，中国）；
紫外分光光度计（Ｂｅｃｋｍａｎ ＤＵ５３０ Ｇｅｒｍａｎｙ）；实时
荧光定量ＰＣＲ系统（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ Ｃｏｍｐａｎｙ，
Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＵＳＡ）；洁净工作台（苏州安泰空气技术有

限公司）；倒置显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，东京，日本）。
１ ３　 大鼠膝关节软骨细胞的分离和培养

脱颈处死ＳＤ大鼠后，碘酊、７５％乙醇消毒、铺
巾，正中切口切开膝关节，用无菌刀片切取股骨髁、
滑车及髌骨表面的关节软骨并置于含双抗的ＰＢＳ
缓冲液无菌培养皿中，加盖移入超净工作台，首先用含
有双抗的ＰＢＳ缓冲液反复漂洗组织３次，采用无菌手
术器械去除黏附于软骨周围的血液及组织。将冲洗清
理干净的软骨用眼科剪剪碎并置入无菌瓶中，依次加
入０ ２５％胰蛋白酶、０ ２％Ⅱ型酶，在磁力搅拌条件下消
化，待无明显的软骨组织块时终止消化，取消化液置于
离心管于１５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心８分钟，弃上清，加入含
１０％胎牛血清ＤＭＥＭ培养基４ ｍｌ重悬细胞，接种到
２５ ｃｍ２ 培养瓶中，静置于恒温３７℃、ＣＯ２ 体积分数
５％的培养箱中培养，每隔三天更换１次培养液，按
时在倒置显微镜下观察、拍照，当细胞增殖至瓶底
８０％左右时按适当比例传代培养。
１ ４　 分组

实验组为１０ μｍ黄连碱与Ｐ３代大鼠软骨细胞
共培养；对照组为Ｐ３代大鼠软骨细胞普通培养基
培养。
１ ５　 观察指标及实验步骤
１ ５ １　 镜下观察软骨细胞生长情况及细胞形态　
实验组为含黄连碱（１０ μｍ）的１０％胎牛血清ＤＭＥＭ
培养液与大鼠关节软骨细胞（Ｐ３代）５ × １０４在六孔
板中共培养，对照组将大鼠关节软骨细胞５ × １０４在
含１０％胎牛血清ＤＭＥＭ培养液的六孔板中培养。
在３７℃饱和湿度及５％二氧化碳细胞孵育箱中分别
进行共培养和单独培养４８小时后观察细胞生长
情况。
１ ５ ２　 ＭＴＴ检测　 取形态良好并处于对数生长期
的３代软骨细胞，常规采用胰酶消化离心后，用含
１０％胎小牛血清的ＤＭＥＭ培养液将消化后获得的
细胞稀释并计数成２． ５ × １０６ ／ Ｌ后，接种于９６孔板
中每孔２００ μｌ，培养条件与既往培养条件一致。分
别在第１、３、５、７天时，实验组和对照组每个时间点
各取５个孔，每孔加ＭＴＴ溶液（５ ｍｇ ／ ｍｌ用ＰＢＳ配）
２０ μｌ。孵育４小时后终止培养，吸弃孔内培养上清
液，对于悬浮细胞离心后再吸弃培养上清液。分别
在孔中加入１５０ μｌ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），振荡１０分
钟，使结晶物充分融解。在酶联免疫监测仪上测定
各孔光吸收值，检测波长设定为４９０ ｎｍ并记录
结果［４］。
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１ ５ ３　 软骨细胞ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ检测　 将培养７天
后的细胞用胰酶消化后离心收集。移入匀浆器中
并加入１ ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌ，充分研磨后静置１５分钟，经氯仿
萃取、异丙醇沉淀、乙醇洗涤后加入３０ μｌ ＤＥＰＣ水
溶解提取总ＲＮＡ，用分光光度仪检测ＲＮＡ纯度及
浓度。反转录及扩增过程均按试剂盒说明书步骤
进行。反应条件为９５℃预变性６０秒，采用三步法
测定：９５℃ １５秒，５７℃３０秒，７２℃ ４５秒共计进行４０
个循环。ＴＧＦβ１引物：上游引物序列为５’ＴＴＣ
ＴＣＣ ＡＣＣ ＡＡＣ ＴＡＣ ＴＧＣ ＴＴＣ３’，下游引物序列为
５’ＧＧＴ ＧＴＣ ＣＡＧ ＧＣＴ ＣＣＡ ＧＡＴ３’。采用ＧＡＰＤＨ
作为内参照，根据荧光定量ＰＣＲ仪显示的ＣＴ值结
果，以对照组做参照通过２ΔΔＣｔ方法计算ＲＱ值并
统计分析两组的相对基因表达差异。
１ ６　 统计学分析

计量资料以均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示，所有统
计分析运用ＳＰＳＳ １８ ０统计软件进行处理。实验组
与对照组间比较采用两独立样本的ｔ检验，Ｐ ＜ ０ ０５
为差异具有统计学意义。
"

　 结果
２ １　 体外培养软骨细胞

实验组和对照组细胞在相同培养条件下培养
４８小时后，倒置显微镜１００倍显微视野下观察，两
组培养细胞均未发现污染及支原体感染迹象，黄连
碱共培养组软骨细胞密集程度明显高于对照组且
形态良好，见图１。
２ ２　 ＭＴＴ测定结果

两组细胞在体外培养对数生长期第１、３、５、７天
均呈明显上升趋势，细胞生长第１天两组无统计学
差异，实验组于第３、５、７天均高于对照组，组间差异

具有统计学意义（Ｐ ＜ ０ ０５）。说明与一定浓度的黄
连碱共培养液能够促进大鼠关节软骨细胞促增殖，
见表１。

表１　 软骨细胞体外培养ＭＴＴ检测结果

分组 ＯＤ值
第１天 第３天 第５天 第７天

实验组 ０ １５ ± ０ ０１ ０ １９ ± ０ ０３ａ ０ ３６ ± ０ ０４ａ ０ ４２ ± ０ ０４ａ

对照组 ０ １４ ± ０ ０２ ０ １５ ± ０ ０１ ０ ２６ ± ０ ０２ ０ ２７ ± ０ ０３

注：同一时间点实验组与对照组相比ａＰ ＜ ０ ０５

２ ３　 ｑＲＴＰＣＲ结果
提取ＲＮＡ并稀释１００倍后用分光光度仪检测

吸收波长在Ａ２６０及Ａ２８０的ＯＤ值，求得各样本的
Ａ２６０ ／ Ａ２８０比值在１ ８ ～ ２ ０ 之间，说明提取的
ＲＮＡ纯度较高。据Ａ２６０的ＯＤ值计算得ＲＮＡ浓
度。按照试剂盒说明书进行反转录及扩增后行荧
光定量，获得ＣＴ值，计算ＲＱ值。结果实验组ＴＧＦ
β１ ｍＲＮＡ的表达显著高于对照组，差异具有统计学
意义（Ｐ ＜ ０ ０５），见图２。
#

　 讨论
依据膝关节骨性关节炎的临床表现等疾病特

点，中医将其归入“痹证”范畴。《诸病源候论·风
痹证》曰：“风寒湿三气杂至，合而为痹，其状肌肉顽
厚或疼痛。”《黄帝内经》对痹症也进行了详细的阐
述，认为风、寒、湿邪气侵袭机体、经络、脏腑，闭阻
不散，从而导致关节疼痛、肿胀、僵直。可见风寒湿
邪在痹证发生发展过程中的起着至关重要的作用。
大量临床报道采用中医药方法治疗本病亦多从祛
风湿、止痹痛着手，且取得一定的疗效。而临床常
用的痹证验方干预骨关节炎软骨细胞的基础实验从

Ａ对照组　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ实验组
图１　 体外培养４８小时后软骨细胞形态
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Ａ对照组；Ｂ实验组
图２　 软骨细胞ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ表达ｑＲＴＰＣＲ检测结果

多方面证实祛风湿、止痹痛治法的有效性［５］。黄连
碱是属于异喹啉生物碱，这类生物碱主要包括小檗
碱、黄藤素、表小檗碱和木兰碱等［６］。这类生物碱
具有多种生物学活性，如抗糖尿病、抗炎和抗氧化
的作用［７９］。目前多数研究都关注于小檗碱的抑制
骨吸收作用［１０］。药代动力学研究发现口服黄连碱
也具有其生物学活性［１１１２］。日本学者研究发现黄
连碱能够有效抑制ＲＡＮＫＬ介导的ＮＦＡＴｃ１基因的
表达，从而抑制破骨细胞的增殖和其骨吸收的活
性［１３］。回顾文献发现与小檗碱和黄藤素相比，对黄
连碱的研究相对较少，因此在本研究中研究了黄连
碱对软骨细胞的影响。

ＴＧＦβ１是一类具有多种功能的细胞因子，广泛
存在在动物的正常组织细胞内，其中以骨组织中和
血小板中的含量最显著。目前研究发现ＴＧＦβ１是
目前多种调节软骨细胞增殖分化相关因子中作用
最强的，在关节软骨的生长和修复中起了关键的作
用。一方面，ＴＧＦβ１具有向软骨分化的诱导作用，
其可以诱导骨髓间充质干细胞像软骨细胞分化。
另一方面，ＴＧＦβ１具有促进软骨细胞增殖分化和分
泌细胞外基质的作用。其可以促进软骨细胞分泌
Ⅱ型胶原和蛋白多糖，这两种细胞外基质是构成关
节软骨的主要成分。本研究发现，采用含有黄连碱
的培养液体外培养软骨细胞能够显著的增加软骨
细胞ＴＧＦβ１的表达，从而增加软骨细胞外基质的
分泌。然而这种促进软骨细胞ＴＧＦβ１表达的机制
是否存在剂量依赖和时间依赖关系还需要在进一
步的研究中证实。除此以外，还有相关研究证实，
ＴＧＦβ１的表达增加能够显著抑制人软骨细胞金属
蛋白酶１ｍＲＮＡ基因的表达，刺激人软骨细胞金属
蛋白酶１组织抑制剂ｍＲＮＡ基因表达，金属蛋白酶

１表达的增高与人骨关节炎的形成具有密切关系。
另外有研究发现ＴＧＦβ１可以显著抑制软骨细胞凋
亡，其机制是通过ＴＧＦβ１信号传导时细胞膜上的
ＴＧＦβ受体Ⅰ和ＴＧＦβ受体Ⅱ共同参与，并通过受
体下游信号分子Ｓｍａｄ家族实现的，Ｓｍａｄ家族中
Ｓｍａｄ２和Ｓｍａｄ３可抑制软骨细胞的成熟过程，实际
上亦即ＴＧＦβ１可以阻止软骨细胞向成熟方向分
化，进而阻止其凋亡发生。

本研究发现，黄连碱能够在体外有效维持关节
细胞的形态并且促进软骨细胞的增殖，能够显著提
高关节软骨细胞的ＴＧＦβ１的表达。这可能是其治
疗骨关节炎的可能机制之一。然而，黄连碱是通过
何种机制促进软骨细胞增殖分化和ＴＧＦβ１的表达
还需要进一步的研究。
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