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　　摘要 　目的 :探讨兔体外软骨细胞不同代系间 Ⅱ型胶原 mRNA 表达的差异以及人参皂甙 Rb1 对第

2 代软骨细胞 Ⅱ型胶原表达的影响。方法 :在成功分离培养软骨细胞后 ,以细胞爬片法检测原代及第 2、

4 代软骨细胞 Ⅱ型胶原 mRNA 表达的差异。以浓度为 0101μmol·L - 1 ,011μmol·L - 1 ,1μmol·L - 1 ,

10μmol·L - 1 ,100μmol·L - 1的 Rb1 作用于贴壁 3 d 后的第 2 代病理软骨细胞 ,观察各浓度组软骨细胞

Ⅱ型胶原 mRNA 表达情况。结果 :原代、第 2 代、第 4 代软骨细胞 Ⅱ型胶原 mRNA 表达的强度依次下

降 ,适宜浓度的 Rb1 可增强第 2 代软骨细胞 Ⅱ型胶原的表达 ,维持软骨细胞的正常表型。结论 :兔软骨

细胞不同代系间 Ⅱ型胶原 mRNA 的表达存在一定差异 ,人参皂甙 Rb1 可能有利于第 2 代软骨细胞 Ⅱ型

胶原的表达。
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Abstract 　Objective :To study collagen ⅡmRNA expression of chondrocytes in different generations and

the effects of ginsenoside Rb1 on the expression of collagen ⅡmRNA of the second generation chondrocytes in

rabbits. Methods :After the rabbits’chondrocytes were cultured successfully ,the expressions of collagen ⅡmR2
NA of the first ,the second and the third generation chondrocytes were detected. Different density ginsenoside

Rb1 ,including 0101μmol·L - 1 ,011μmol·L - 1 ,1μmol·L - 1 ,10μmol·L - 1and 100μmol·L - 1 ,were exerted

to the second generation chondrocyte ,and then the expressions of collagen ⅡmRNA were observed. Results :

The expression intensity of collagen ⅡmRNA of the first ,the second and the third generation chondrocytes

decreased gradually. The ginsenoside Rb1 with suitable density could strengthen the expression of collagen Ⅱ

mRNA ,and restrain the expression of specific collagen Ⅱ. Conclusion :The expressions of collagen ⅡmRNA

in different generation chondrocytes is different . Ginsenoside Rb1 may be benefit to increase the expression of

collagen ⅡmRNA in the second generation chondrocytes.
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　　随着全球老龄人口的增加 ,骨关节炎 (osteoarthri2
tis ,OA) 的发病率也逐年上升。据美国流行病学调

查 ,55 岁以上人群中 50 %有 OA 放射学证据[1 ] 。软

骨细胞是 OA 的靶细胞之一 ,软骨细胞形态及其胶

原表型的异常 ,常作为软骨变性的标志之一。在我

们以前的实验中发现人参皂甙 Rb1 在适宜的浓度

时可促进体外软骨细胞的增殖 ,清除氧自由基 ,提高

SOD 活性[2 ] 。但 Rb1 单体对软骨胶原的作用是否

存在基因水平的改变 ,尚无直接的实验依据。本研

究以体外不同代系软骨细胞的 Ⅱ型胶原表达为基

础 ,检测人参皂甙 Rb1 对第 2 代软骨细胞 Ⅱ型胶原

表达的影响 ,从而阐述人参皂甙单体治疗骨关节炎

的机制。

1 　材料与方法

111 　主要组织材料 　兔原代、第 2 代、第 4 代软骨细

胞 (本课题已培养的软骨细胞) 。

112 　主要试剂及配方 　IL21α( Sigma 公司) ,原位杂

交专用盖玻片 ,多聚赖氨酸液 ,4 %多聚甲醛 (011M

·345·中国骨伤 2005 年 9 月第 18 卷第 9 期　China J Orthop & Trauma ,Sep . 2005 ,Vol. 18 ,No. 9



PBS ,p H 712～716) , 1 %多聚甲醛 ( 011M PBS , p H

712～716) ,20 %甘油缓冲液 ,3 %柠檬酸 (100 ml 蒸

馏水中加柠檬酸 310 g , PH 210 左右 ) , 2 ×SSC

(1 000 ml蒸馏水中加氯化钠 1716 g ,柠檬酸三钠

818 g) ,015 ×SSC 及 012 ×SSC (以 2 ×SSC 分别稀

释) ,原位杂交用 PBS ( 0102M phosphate 加 015M

NaCl ,p H 712～716) ,Collagen Type Ⅱ原位杂交检测

试剂盒 (博士德 ,NO :M K1172) 。

Collagen Ⅱ靶基因 mRNA 序列如下 :

5’2TCCCC A GTCG CTGGT GCTGC TGACG

CTGCT23’

5’2CA TCG ACA TG TCCGC CTTTG CTGGC

TTA GG23’

5’2CCCTG CA GTA CA TGC GGGCC GACCA

GGCA G23’

113 　软骨细胞原位杂交方法

11311 　细胞爬片法检测 　Collagen ⅡmRNA 表达 :

将盖玻片消毒灭菌后涂以多聚赖氨酸 ,以玻璃刀去

角以标志细胞生长面。将原代、第 2 代、第 4 代软骨

细胞分别种植于铺满盖玻片的培养皿中培养 ,条件

为 37 ℃和 5 %的 CO2 ,所用培养基为含 10 %胎牛血

清的 DMEM ,24 h 细胞贴壁后更换培养基继续培养

3 d (若制备病理软骨细胞则加入 1 ×104 U·L - 1的

IL21α诱导) 。终止培养后以 011M PBS 洗 2 min ×

3 次 ,4 %多聚甲醛及 011M PBS 室温固定 25 min

后 ,以中性树脂将盖玻片粘在载玻片上。以 30 %

H2O2 与纯甲醇混合液固定爬片 30 min ,在爬片上滴

加新鲜稀释的胃蛋白酶 , 室温消化 30 s 以暴露

mRNA核酸片段 ,原位杂交用 PBS 洗 5 min ×3 次 ,

以 1 %多聚甲醛及 011M PBS 室温固定爬片10 min ,

蒸馏水洗涤 3 次。按每张盖玻片 20μl 加预杂交液 ,

置于 39 ℃恒温箱 3 h ,吸取多余液体 ;按每张盖玻片

20μl 加入杂交液 ,39 ℃恒温箱杂交过夜 ;揭掉盖玻

片 ,以 37 ℃的 2 ×SSC 洗涤 5 min ×2 次 , 37 ℃的

015 ×SSC洗涤 15 min ×1 次 ,37 ℃的012 ×SSC洗涤

15 min ×1 次。滴加封闭液 37 ℃温度下孵育

30 min ;滴加生物素化鼠抗地高辛于 37 ℃温度下反

应 60 min ,原位杂交用 PBS 液洗 5 min ×4 次 ;滴加

SABC 液于 37 ℃温度下反应 20 min ;滴加生物素化

过氧化物酶后置于室温 20 min ,原位杂交用 PBS 洗

5 min ×4 次。使用 DAB 显色试剂显色 25 min ,必要

时苏木素复染 ,充分水洗 ;乙醇脱水 ,二甲苯透明 ,

再以盖玻片封片 ,显微镜下观察。

11312 　细胞爬片法检测 Rb1 对软骨细胞 Collagen

ⅡmRNA 表达的影响 　方法基本同 11311 ,将第2 代

软骨细胞按相同浓度分 3 组种植于铺着一张盖玻片

的培养皿中培养 24 h ,所用培养基仍为含 10 %胎牛

血清的 DMEM。正常组共 12 个培养皿 ,其培养基既

不加 IL21α,也不加 Rb1。IL21α对照组共 12 个培养

皿 ,其培养基加入含 1 ×104 的 IL21α。Rb1 试验组分

5 个组 ,每组 12 个培养皿 ,培养基中除含 1 ×104 的

IL21α外 ,各组分别加入终末浓度 0101μmol·L - 1 ,

011 μmol ·L - 1 , 1 μmol ·L - 1 , 10 μmol ·L - 1 ,

100μmol·L - 1的 Rb1 后继续培养 3 d。

114 　结果评定 　软骨细胞 Collagen ⅡmRNA 阳性

表达可在胞质内 ,也可在核内。本实验胞质或胞核

内出现棕黄色物 ,可判断为阳性。以 EMAL 200 真

彩图分析系统对原位杂交阳性染色强度 (灰度值) 进

行半定量测定。

115 　统计学处理 　采用 SPSS 1010 统计软件进行

分析 ,组间灰度值之间的比较采用χ2 检验 ,当 P <

0105 时 ,认为统计学上 ,差异有显著性意义。

2 　结果

211 　不同代兔软骨细胞中 Collagen ⅡmRNA 表达的

差异 　原代软骨细胞的 Ⅱ型胶原杂交试验中 ,胞浆

区着色最深 ,高倍镜下见染色均匀一致 (图 1) ;在第 2

代细胞的实验组中 , Ⅱ型胶原杂交也呈阳性反应 ,肉

眼观与原代差别不大 ,但从半定量图像分析来看 ,仍

有细微差别 (图 2) ;第 4 代软骨细胞 Ⅱ型胶原杂交偶

有阳性染色 (图 3) 。以未加 mRNA 探针为阴性对

照 ,阴性对照不着色 ,基本排除了探针非特异性吸附

的可能 (图 4) 。

212 　Rb1 对 IL21α诱导兔软骨细胞 Ⅱ型胶原表达的

影响 　与正常组相比 ,浓度为 1 ×104 U·L - 1的 IL21α

能抑制软骨细胞表达 Ⅱ型胶原 ( P < 0105) 。Rb1 各

浓度组分别与 IL21α组相比 ,浓度为 011μmol·L - 1

及 0101μmol·L - 1的 Rb1 能对抗 IL21α的抑制作用 ,

但差异无显著性意义 ( P > 0105) ;浓度为 1μmol·

L - 1的 Rb1 可明显对抗 IL21α的抑制作用 ( P <

0101) ;而浓度为 10 μmol·L - 1及 100 μmol·L - 1的

Rb1 反而加强 IL21α的抑制作用。Rb1 实验组中

1μmol·L - 1浓度组与其余 3 个浓度组相比 ,1μmol·

L - 1能明显促进软骨细胞 Ⅱ型胶原的表达 ( P <

0105) ,见表 1。

3 　讨论

人参皂甙是从人参中提取的主要有效成分 ,通
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表 1 　Rb1 对 IL21α诱导兔软骨细胞 Ⅱ型胶原表达的影响

Tab. 1 　The effect of ginsenoside Rb1 on the collagen Ⅱ

mRNA expression of chondrocytes

Group
IL21α

(U·L - 1)

Rb1

(μmol·L - 1)

Content of

collagen Ⅱ

( �x ±s ,U·ml - 1)

Normal group 0 0 3154 ±0167

IL21αcontrast group 1 ×104 0 1153 ±0120 ◇

Rb1 test group 1 ×104 1 ×10 - 2 1178 ±0127 ▲△

1 ×104 1 ×10 - 1 1176 ±0125 ▲△

1 ×104 1 ×100 3136 ±0160 3

1 ×104 1 ×101 1117 ±0114 ●△

1 ×104 1 ×102 1101 ±0113 ●△

注 :与正常组比较 , ◇P < 0105 ; Rb1 实验组与 IL21α对照组相比较 ,
3 P < 0101 , ▲P > 0105 , ●P > 0105 ;Rb1 实验组中 1μmol·L - 1浓度组

与其余 4 个浓度组相比 , △P < 0105。

Note : IL21αcontrast group compared to normal group , ◇P < 0105 ; Rb1

test group compared to IL21αcontrast group , 3 P < 0101 , ▲P > 0105 ,
●P > 0105. Among Rb1 test groups ,1μmol·L - 1 density group compared

to other four groups , △P < 0105.

过多层次、多模型、多指标的研究 ,其中人参皂甙

Rb1 已确定为人参的有效代表成分之一。以往的研

究认为 Rb1 有延缓衰老及抗凋亡作用 ,其延缓衰老

的机制与清除自由基、提高 SOD 活性有关 ,而其抗

凋亡作用与阻滞细胞膜上钙离子通道的活性、减轻

细胞内钙离子的积聚有关[3 ] 。但过去的研究多集中

在 Rb1 对心肌及神经细胞上 ,而对软骨作用的研究

在国内外尚属空白。本实验采用多相寡核苷酸探针

和高敏感标记技术 ,并配合敏感性加强型原位杂交

检测方法 ,对不同代的软骨细胞进行 Ⅱ型胶原 mR2
NA 原位杂交试验。在此实验中我们发现正常兔原

代及第 2 代体外培养软骨细胞主要合成 Ⅱ型胶原 ,

但在同一时间点上 ,表达 Ⅱ型胶原的能力是不相同

的。本实验中 Collagen ⅡmRNA 表达强度依次为 :

原代 > 第 2 代 > 第 4 代 ,这说明不同代系之间的细

胞表型是有差别的。当传代越多 ,这种差别越大 ,甚

至出现反分化情况 ,其详细机制值得进一步探讨。

以 IL21α诱导第 2 代软骨细胞 ,使其形成类似骨关节

炎的细胞病理变化 ,发现适宜浓度为 1μmol·L - 1的

Rb1 有对抗 IL21α的抑制软骨细胞合成 Ⅱ型胶原的

作用。其机制可能与 Rb1 与 IL21α竞争结合软骨细

胞膜上受体有关 ,而过大浓度出现了细胞毒作用 ,反

而促进了软骨细胞的表型改变。通过体外软骨细胞

病理变化的探讨 ,对于认识 OA 的发病机制及药物

的筛选均起到积极的推动作用。
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