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骨关节炎（OA）是临床常见病，其病理特征包

括关节软骨的结构破坏和弹性逐渐丧失、软骨下骨

增厚、骨赘形成[1]，严重影响了患者的生活质量。核

因子（NF）-κB是OA炎症的主要调节因子，可被白

细胞介素（IL）-1β、脂多糖（LPS）、肿瘤坏死因子

（TNF）-α异常激活从而诱导促炎介质例如一氧化

氮（NO）、前列腺素E2（PGE2）的产生，促进软骨基

质降解和进行性破坏以及炎症性疼痛[2]。

中药骨碎补具有活血、补肾强骨、续伤止痛功

效，可用于治疗骨痿、骨痹等关节屈伸不利或伴关节

疼痛的疾病，疗效显著[3]。骨碎补的主要活性成分可

促进骨组织修复、改善骨代谢，可通过阻断NF-κB信

号通路，抑制炎症因子及基质金属蛋白酶的表达延缓

椎间盘退变过程[4]。柚皮苷是中药骨碎补的代表性

成分，其在结肠炎、肝炎、肺炎等多种炎症疾病中发

挥对正常组织的保护作用并可抑制软骨细胞炎性反

应及骨关节炎进展[5-7]，其对骨质疏松症等骨科疾病

的治疗作用已得到证实并多有研究，但能否用于治疗

OA目前鲜有报道。本研究采用LPS诱导软骨细胞的

炎症反应，建立软骨细胞炎症模型，观察柚皮苷对细

胞损伤的保护作用，并从炎症蛋白表达和炎症因子释

放的角度探索柚皮苷的抗炎作用及其可能的机制。

1 实验材料

1.1  实验细胞  正常人关节软骨细胞系C28/I2购自

上海哈灵生物技术有限公司，细胞培养采用含1%青

霉素链霉素双抗、10%胎牛血清的高糖DMEM培养

基，于37 ℃、5% CO2进行培养传代。

1.2  主要试剂  柚皮苷（货号：B21594，上海源叶

生物科技有限公司，纯度≥98%），高糖DMEM培养

基（货号：8122011，南京迈博生物科技有限公司），

胎牛血清（货号：40130ES76，上海翌圣生物科技有

限公司），青霉素-链霉素、胰蛋白酶（货号：C100C5、

C100C1，苏州新赛美生物科技有限公司），LPS（货

号：L2880，Sigma公 司），cck-8（cell  counting  kit-8）

试剂盒（货号：K1018，APExbio公司），TNF-α、IL-6、

PGE2  酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒（货号：

ml077385、ml058097、ml057929，上海酶联生物科技

有限公司），NO ELISA试剂盒（货号：S0021S，上海碧

云天生物技术有限公司），IκBα、p-IκBα、p-p65抗

体（货号：T55026、TP56280、TP56372，上海Abmart医

药科技有限公司），诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、环

氧酶（COX）-2、p65、β-actin抗体（货号：18985-1、
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摘  要  目的：观察柚皮苷对软骨细胞炎症损伤的影响，探索柚皮苷通过干预核因子（NF）-κB信号通路缓解软骨细胞

炎症损伤的作用机制。方法：体外培养人软骨细胞，加入细胞培养板，分为正常组、模型组和柚皮苷低、中、高剂量组，除正常

组外，其余各组细胞均使用脂多糖（LPS）诱导细胞损伤，柚皮苷各剂量组分别给予不同浓度的柚皮苷（2.5、5、10 μmol/L）进

行干预。使用cck-8（cell  counting  kit-8）法检测各组细胞活力，酶联免疫吸附测定法（ELISA法）检测各组细胞上清中炎症

介质白细胞介素（IL）-6、肿瘤坏死因子（TNF）-α、一氧化氮（NO）、前列腺素E2（PGE2）水平，蛋白免疫印迹法（Western  blot

法）检测细胞内环氧酶（COX）-2、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、IκBα、p-IκBα、p65、p-p65蛋白的表达。结果：模型组软

骨细胞活力较正常组明显降低（P＜0.01），柚皮苷中、高剂量组软骨细胞活力明显高于模型组（P＜0.01）。模型组软骨细胞上

清中IL-6、TNF-α、NO、PGE2等炎症介质含量均明显高于正常组（P＜0.01），柚皮苷各剂量组软骨细胞上述指标较模型组有

不同程度的降低，以柚皮苷中、高剂量组降低更为明显（P＜0.05，P＜0.01）。模型组软骨细胞COX-2、iNOS蛋白表达明显高于

正常组（P＜0.01，P＜0.05），p-IκBα/IκBα、p-p65/p65比值明显高于正常组（P＜0.05，P＜0.01）；柚皮苷中、高剂量组软骨

细胞上述指标水平或比值均显著低于模型组（P＜0.05，P＜0.01）。柚皮苷各剂量对上述指标的改善作用均表现出一定的剂

量依赖性。结论：柚皮苷可以缓解软骨细胞炎症损伤，其机制可能与调控NF-κB通路有关。
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12375-1、P1045、ZB-2301，武汉三鹰生物技术有限

公司），辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔IgG二抗（货

号：ZB-2301，北京中杉金桥生物技术有限公司）。

1.3  主 要 仪 器  SW-CJ-1FD型 超 净 工 作 台（苏

州净化设备有限公司），低温超高速离心机（美国

Thermo  Scientific公司），Infinite  M200型全自动酶标

仪（瑞士TECAN公司），垂直电泳系统、转膜印迹系

统、全自动化学发光凝胶成像仪（美国BIO-RAD公

司），超低温冰箱（美国Thermo  Scientific公司）。

2 实验方法

2.1  细胞分组、造模与给药  前期研究发现，柚皮

苷浓度在20 μmol/L时对正常软骨细胞活力产生

明显影响，使细胞活力显著降低，表现出较强的细

胞毒性；在2.5、5、10 μmol/L浓度时对正常细胞活

力影响不明显。鉴于上述结果，本实验选取2.5、5、

10 μmol/L作为柚皮苷干预细胞的低、中、高剂量。

将软骨细胞分为正常组、模型组和柚皮苷低、中、

高剂量组，将各组细胞加入细胞培养板，待细胞贴壁

后，除正常组外，其余各组细胞加入10 μg/mL  LPS，柚

皮苷低、中、高剂量组同时分别加入2.5、5、10 μmol/L

柚皮苷，作用24 h。

2.2  cck-8法检测细胞活力  细胞加入96孔细胞培

养板（5×103个/孔），按2.1项下方法分组、造模与给药，

每组设4个复孔，药物作用24 h后每孔加入10 μL  cck-8

试剂，2 h后于450 nm处检测吸光度，计算细胞活力。

2.3  ELISA法 检 测细胞 上清中IL-6、TNF-α、NO、

PGE2水平  细胞加入96孔细胞培养板（5×103个

/孔），按2.1项下方法分组、造模与给药，药物作用

24 h后收集上清液，300×g离心5 min，吸取上清液

200 μL，参照相应ELISA试剂盒说明书，分别检测各组

细胞上清中IL-6、TNF-α、NO、PGE2水平。

2.4  蛋白免疫印迹法（Western

blot法）检测细胞NF-κB通路关

键蛋白表达  细胞加入6孔细胞

培 养 板（2×105个/孔），按2.1项

下方法分组、造模与给药，药物作

用24 h后提取细胞总蛋白。采用

BCA法进行蛋白定量，以β-actin

为内参，加样，PAGE凝胶电泳，

PVDF膜 转 印，5%BSA封 闭2 h，

TBST清洗3次；分别加入1∶1000稀释的炎症蛋白

（iNOS、COX-2）一抗、NF-κB通路蛋白（p-IκBα、

IκBα、p-p65、p65）一抗和1∶10 000稀释的β-actin

抗体，于4℃孵育过夜；次日取出复温，TBST清洗3

次，加入山羊抗兔二抗，室温摇床孵育1 h，TBST清洗

3次，ECL化学发光。使用Image  Lab软件分析各条带

灰度值，用β-actin均一化处理，计算蛋白相对表达量。

p-IκBα/IκBα和p-p65/p65可反映蛋白磷酸化活化的

情况，本研究对磷酸化蛋白和总蛋白进行均一化处理

后再做其比值，以明确NF-κB通路蛋白活化的情况。

2.5  统计学方法  实验数据采用GraphPad  Prism  9

软件进行统计分析，本研究所有数据均符合正态

分布，以均值±标准差（x-±s）表示，组间比较采用

t-test，多组间比较采用单因素方差分析。以P＜0.05

为差异有统计学意义。

3 实验结果

3.1  各组软骨细胞活力比较  模型组软骨细胞活

力较正常组明显降低（P＜0.01），柚皮苷中、高剂

量组软骨细胞活力明显高于模型组（P＜0.01），柚

皮苷高剂量组软骨细胞活力明显高于中、低剂量组

（P＜0.05，P＜0.01）。详见表1。

表1  各组软骨细胞活力比较（x-±s）
组别 样本数 细胞活力

正常组 4 1.01±0.01

模型组 4 0.60±0.04△△

柚皮苷低剂量组 4 0.64±0.03

柚皮苷中剂量组 4 0.72±0.03**#

柚皮苷高剂量组 4 0.77±0.02**##▲

注： 与正常组比较，△△P＜0.01；与模型组比较，**P＜0.01；
与柚皮苷低剂量组比较，#P＜0.05，##P＜0.01；与

柚皮苷中剂量组比较，▲P＜0.05。

3.2  各组软骨细胞上清中IL-6、TNF-α、NO、PGE2
水平比较  模型组软骨细胞上清中IL-6、TNF-α、

NO、PGE2水平显著高于正常组（P＜0.01），提示LPS

可以诱导软骨细胞炎症反应。柚皮苷各剂量组软骨

细胞上清中上述指标水平均较模型组有不同程度的

降低，且表现出一定的剂量依赖性。详见表2。

3.3  各组软骨细胞中炎症相关COX-2、iNOS蛋白表

达比较  模型组软骨细胞中COX-2、iNOS蛋白表达

明显高于正常组（P＜0.01，P＜0.05）；柚皮苷中、高

剂量组软骨细胞中上述蛋白表达明显低于模型组

（P＜0.01，P＜0.05），柚皮苷各剂量对上述蛋白表达

的抑制作用表现出一定的剂量依赖性。详见表3、图1。

表2  各组软骨细胞上清中IL-6、TNF-α、NO和PGE2水平比较（x-±s）
组别 样本数 IL-6/（pg/mL） TNF-α/（pg/mL） NO/（pmol/mL） PGE2/（pg/mL）

正常组 3 31.70±1.60 33.48±1.22 35.66±2.43 43.38±4.13

模型组 3 156.97±5.08△△ 158.27±13.79△△ 153.82±10.71△△ 577.41±36.11△△

柚皮苷低剂量组 3 133.62±5.77* 143.22±4.75 126.41±7.80** 443.19±9.80*

柚皮苷中剂量组 3 117.14±2.26**# 130.85±3.15*# 108.74±6.41** 320.79±8.24**##

柚皮苷高剂量组 3 74.18±6.22**##▲▲ 81.18±12.42**##▲▲ 82.56±4.42**▲▲ 199.98±23.72**▲▲

注： 与正常组比较，△△P＜0.01；与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与柚皮苷

低剂量组比较，#P＜0.05，##P＜0.01；与柚皮苷中剂量组比较，▲▲P＜0.01。
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表3  各组软骨细胞COX-2、iNOS蛋白水平比较（x-±s）
组别 样本数 COX-2 iNOS

正常组 3 1.00±0.00 1.00±0.00

模型组 3 1.71±0.09△△ 1.90±0.37△

柚皮苷低剂量组 3 1.65±0.15 1.29±0.11

柚皮苷中剂量组 3 1.19±0.05**## 1.13±0.07*

柚皮苷高剂量组 3 0.91±0.17**##▲ 0.98±0.07*#

注： 与正常组比较，△P＜ 0.05，△△P＜ 0.01；与模型

组比较，*P＜ 0.05，**P＜0.01；与柚皮苷低剂量组

比较，#P＜ 0.05，##P＜ 0.01；与柚皮苷中剂量组比

较，▲P＜ 0.05。

图1  各组软骨细胞中COX-2、iNOS蛋白电泳图

3.4  各 组 软 骨 细 胞 中NF-κB通 路 蛋 白 表 达 比

较  模型组软骨细胞p-IκBα/IκBα、p-p65/p65比值

明显高于正常组（P＜0.05，P＜0.01），柚皮苷中、高剂

量组软骨细胞上述比值均明显低于模型组（P＜0.05，

P＜0.01），柚皮苷各剂量对于上述指标的改善作用表

现出一定的剂量依赖性。详见表4、图2。

表4  各组软骨细胞p-IκBα/IκBα、p-p65/p65比值比较（x-±s）
组别 样本数 p-IκBα/IκBα p-p65/p65

正常组 3 1.00±0.00 1.00±0.00

模型组 3 2.13±0.60△ 1.49±0.07△△

柚皮苷低剂量组 3 1.14±0.25 1.22±0.20

柚皮苷中剂量组 3 0.99±0.28* 0.97±0.22*

柚皮苷高剂量组 3 0.88±0.23* 0.90±0.16**

    注： 与正常组比较，△P＜ 0.05，△△P＜ 0.01；与模型

组比较，*P＜ 0.05，**P＜0.01。

图2  各组软骨细胞p-IκBα、IκBα、p-p65、p65蛋白电泳图

4 讨论

OA是一种常见的关节病，其特征是关节软骨的

变性和炎症。软骨细胞中NF-κB的异常激活介导了

OA炎症的发生和发展并且与软骨分化和软骨破坏

有关[8]。NF-κB是一种与炎症因子产生、细胞增殖、

细胞外基质交联和细胞凋亡密切相关的转录因子，

参与多种炎症的信号转导，在细胞中最常见的作用

形式为NF-κB  p65及NF-κB  p50[9]。正常情况下，

p65与其抑制蛋白IκBα结合，使NF-κB通路失活，

当受到炎症信号刺激后，处于细胞质中的IκBα降

解，促使p65易位入核并磷酸化[10-11]，磷酸化的p65可

促进大量炎症因子如iNOS、COX-2的表达，已被证明

是导致OA发生和进展的重要因素[12-13]。

LPS作为炎症刺激因子，能够有效激活NF-κB

信号通路[14-15]，因此本研究选取LPS作为炎症诱导因

子来构建C28/I2软骨细胞炎症模型。本研究结果证

实了LPS可引起软骨细胞活力下降，软骨细胞中iNOS

和COX-2等炎症相关蛋白表达增加，细胞上清中

IL-6、TNF-α、NO、PGE2等炎症介质水平升高，同时

可使NF-κB通路的信号蛋白表达增多，提示经LPS

诱导细胞损伤时该NF-κB信号通路活化。

本研究结果表明，中药骨碎补代表性成分柚皮

苷在安全浓度范围内可显著逆转LPS诱导的软骨细

胞活力下降，抑制其IL-6、TNF-α、NO、PGE2等炎

症介质的释放，下调软骨细胞iNOS和COX-2的表达，

说明其可抑制软骨细胞炎症反应，且其抑制作用具

有一定的剂量依赖性。由于NF-κB在软骨细胞炎症

改变中的重要作用，我们进一步观察了柚皮苷对于

NF-κB通路蛋白表达的影响，以p-IκBα/IκBα和

p-p65/p65反映蛋白磷酸化活化的程度，结果表明：

在安全浓度范围内的柚皮苷可剂量依赖性地影响

NF-κB信号通路中关键蛋白的磷酸化活化，这可能

是其发挥抗炎效应的重要机制。

本研究初步探索了柚皮苷缓解软骨细胞炎症反

应的作用及其机制，这对于提高中药的科技内涵、指

导临床合理用药具有重要意义，同时亦有利于发现

新的组分中药，推进中药现代化进程。今后拟进一

步研究柚皮苷作用于NF-κB信号通路的具体环节和

机制，以期为OA的治疗提供新靶点、新策略。
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慢性疲劳综合征（chronic  fatigue  syndrome，CFS）

是指疲劳感持续或反复出现6个月以上，休息后不能

缓解为主要表现的慢性疾病，伴或不伴有头痛、肌痛

等躯体症状，可出现抑郁、焦虑、失眠等症状[1-2]。最

新数据显示，全球CFS患病率为1%，好发于儿童及成

人，其中女性患病率高于男性[3]。我国CFS发病率呈逐

年上升趋势，集中于30～40岁人群[4]。目前西医治疗

CFS多采用心理干预和认知治疗，主要运用抗病毒、抗

抑郁、免疫抑制、镇痛、改善睡眠等手段以减轻症状，

但不良反应较多，患者依从性差，疗效欠佳。

根据CFS临床表现可将其归属于中医学“虚

劳”“郁证”等范畴，其病因多与先天禀赋不足、后天

逍遥散及其类方治疗慢性疲劳综合征研究进展

徐秋露    韩秀珍    李  悦    商洪涛

（南京中医药大学附属医院，江苏南京 210029）

摘  要  随着社会发展、生活节奏的加快，慢性疲劳综合征（CFS）发病率呈逐年上升趋势，已成为世界范围内公共卫

生领域的热点和难点问题。逍遥散出自《太平惠民和剂局方》，具有疏肝解郁、健脾养血之功效。临床及实验研究证实，逍

遥散及其类方不仅能缓解CFS患者疲劳状态，还可以改善患者负面情绪、提高睡眠质量，且不良反应较少，其作用机制与调

控神经递质含量及下丘脑-垂体-肾上腺轴、抑制炎症因子、抗氧化应激及调节肠道菌群有关。虽然逍遥散及其类方治疗

CFS机制研究已取得一定进展，但其抗氧化应激、调节肠道菌群等机制研究尚不完善，未来可从以上方面进行研究，为治疗

CFS和开发新药提供更广阔的思路和方法。
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