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熟地黄多糖调控 lncRNA
 

MEG3 对碘乙酸钠致
骨关节炎软骨细胞损伤的保护作用

杜晨飞1,韩　 磊2,范　 围3,李红旗4,郑福增1∗

(1.河南省中医院关节科,郑州　 450053;2.河南中医药大学骨伤学院,郑州　 450046;3.河南省中医院风湿病科,
郑州　 450053;4.河南省中医院创伤外科,郑州　 450053)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨熟地黄多糖(RGP)调控长链非编码 RNA(lncRNA)母系表达基因 3( MEG3)对碘乙酸钠

(MIA)诱导的骨关节炎(OA)软骨细胞凋亡的影响。 方法　 培养大鼠软骨细胞,不同浓度 MIA(0、1、2、4、8
 

μmol /
L)诱导建立软骨细胞损伤模型,并给予不同浓度 RGP(50、100、200、400、800

 

mg / mL)处理筛选合适的实验浓度。
实验分为正常组、MIA 组、RGP 组、RGP +si-NC 组、RGP +si-MEG3 组,Cell

 

Counting
 

Kit-8( CCK-8) 检测细胞活力;
Hoechst

 

33258 染色及流式细胞术检测细胞凋亡情况;实时荧光定量 PCR( RT-qPCR)检测细胞中 MEG3、金属蛋白

酶 13(MMP-13)、Ⅱ型胶原 α1(COL2A1)和蛋白聚糖(ACAN) mRNA 水平;蛋白免疫印迹( Western
 

blot)检测细胞中

磷脂酰肌醇 3 激酶( PI3K)、p-PI3K、丝 / 苏氨酸激酶( AKT)、p-AKT、BAX、BCL-2、caspase3 蛋白表达水平。 结果
 

MIA 以剂量依赖性方式降低软骨细胞活力,诱导细胞凋亡,并降低 MEG3 和 COL2A1
 

mRNA、ACAN
 

mRNA 水平,升
高 MMP-13

 

mRNA 水平(P<0. 05)。 100、200、400、800
 

mg / mL
 

RGP 可升高软骨细胞活力及 MEG3 水平(P<0. 05)。
与正常组相比,MIA 组细胞活力、MEG3、COL2A1

 

mRNA、ACAN
 

mRNA 和 p-PI3K / PI3K、p-AKT / AKT、BCL-2 蛋白水平

降低,细胞凋亡率、MMP-13
 

mRNA 和 BAX、caspase3 蛋白水平升高(P<0. 05);与 MIA 组相比,RGP 组细胞活力、
MEG3、COL2A1

 

mRNA、ACAN
 

mRNA 和 p-PI3K / PI3K、 p-AKT / AKT、 BCL-2 蛋白水平升高,细胞凋亡率、MMP-13
 

mRNA 和 BAX、caspase3 蛋白水平降低(P<0. 05);敲低 MEG3 可减弱 RGP 对 MIA 诱导的软骨细胞损伤的保护作

用。 结论　 RGP 可促进软骨细胞 ECM 合成,并抑制细胞凋亡,减轻 MIA 诱导的软骨细胞损伤,其作用机制可能与

上调 MEG3 表达,诱导 PI3K / AKT 通路活化有关。
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

Rehmannia
 

glutinosa
 

polysaccharide
 

( RGP )
 

on
 

apoptosis
 

of
 

osteoarthritis
 

(OA)
 

chondrocytes
 

induced
 

by
 

sodium
 

iodoacetate
 

( MIA)
 

via
 

the
 

regulation
 

of
 

long-chain
 

non-coding
 

RNA
 

(lncRNA)
 

maternal
 

expression
 

gene
 

3
 

(MEG3).
 

Methods　 Rat
 

chondrocytes
 

were
 

cultured
 

with
 

MIA
 

0,
 

1,
 

2,
 

4,
 

and
 

8
 

μmol / L
 

to
 

induce
 

chondrocyte
 

injury,
 

and
 

were
 

then
 

treated
 

with
 

RGP
 

50,
 

100,
 

200,
 

400,
 

and
 

800
 

mg / mL,
 

respectively,
 

to
 

detect
 

the
 

appropriate
 

experimental
 

concentration.
 

Rats
 

were
 

divided
 

into
 

a
 

normal
 

group,
 

MIA
 

group,
 

RGP
 

group,
 

RGP
+control

 

(NC)
 

small
 

interfering
 

RNA
 

( siRNA)
 

group,
 

and
 

RGP + si-MEG3
 

group.
 

Cell
 

viability
 

was
 

detected
 

by
 

Cell
 

Counting
 

Kit-8
 

(CCK-8)
 

assay
 

and
 

apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

Hoechst
 

33258
 

staining
 

and
 

flow
 

cytometry.
 

mRNA
 

levels
 

of
 

MEG3,
 

metalloproteinase
 

13
 

(MMP-13),
 

type
 

Ⅱ
 

collagen-α1
 

(COL2A1),
 

and
 

proteoglycan
 

(ACAN)
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction.
 

Protein
 

levels
 

of
 

PI3K,
 

phospho
 

( p)
 

PI3K,
 

serine / threonine
 

kinase
 

(AKT),
 

p-AKT,
 

BAX,
 

BCL-2,
 

and
 

caspase3
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results 　 MIA
 

decreased
 

chondrocyte
 

viability
 

and
 

induced
 

apoptosis
 

in
 

a
 

dose-dependent
 

manner,
 

decreased
 

MEG3,
 

COL2A1,
 

and
 

ACAN
 

mRNA
 

levels,
 

and
 

increased
 

MMP-13
 

mRNA
 

levels
 

(P<0. 05).
 

RGP
 

100,
 

200,
 

400,
 

and
 

800
 

mg / mL
 

increased
 

chondrocyte
 

viability
 

and
 

MEG3
 

levels
 

(P< 0. 05).
 

Cell
 

viability,
 

MEG3,
 

COL2A1,
 

and
 

ACAN
 

mRNA,
 

and
 

p-PI3K / PI3K,
 

p-AKT / AKT,
 

and
 

BCL-2
 

protein
 

levels
 

were
 

decreased
 

in
 

the
 

MIA
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

while
 

the
 

apoptosis
 

rate,
 

MMP-13
 

mRNA,
 

and
 

BAX
 

and
 

caspase3
 

protein
 

levels
 

were
 

increased
 

(P< 0. 05).
 

Cell
 

viability,
 

MEG3,
 

COL2A1,
 

and
 

ACAN
 

mRNA,
 

and
 

p-PI3K / PI3K,
 

P-AKT / AKT,
 

and
 

BCL-2
 

protein
 

levels
 

were
 

increased
 

in
 

the
 

RGP
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

MIA
 

group,
 

while
 

the
 

apoptosis
 

rate,
 

MMP-13
 

mRNA,
 

and
 

BAX
 

and
 

caspase3
 

protein
 

levels
 

were
 

decreased
 

(P<0. 05).
 

Knockdown
 

of
 

MEG3
 

weakened
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

RGP
 

on
 

MIA-induced
 

chondrocyte
 

injury.
 

Conclusions　 RGP
 

can
 

promote
 

the
 

synthesis
 

of
 

chondrocyte
 

extracellular
 

matrix
 

and
 

inhibit
 

cell
 

apoptosis
 

and
 

MIA-induced
 

chondrocyte
 

damage,
 

possibly
 

acting
 

via
 

a
 

mechanism
 

related
 

to
 

the
 

up-regulation
 

of
 

MEG3
 

expression
 

and
 

induction
 

of
 

PI3K / AKT
 

pathway
 

activation.
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　 　 软骨病变作为骨关节炎( osteoarthritis,OA) 发

生的重要一环,作为软骨唯一细胞的软骨细胞一旦

凋亡严重或死亡,则将致细胞再生缓慢,或无法再

生,加剧 OA[1-2] ,因此,对软骨细胞的保护是防治

OA 的重要途径。 目前,OA 的治疗,尤其是非甾体

抗炎药的治疗效果不佳,并且与胃肠道出血和心血

管损伤等不良反应有关[3] 。 因此,包括中药在内的

天然产物及其活性成分在缓解软骨细胞损伤中备

受关注。
中医治疗 OA 有着悠久的历史。 熟地黄是一种

在治疗 OA 的中药方剂(如右归丸[4] ) 中被广泛使

用的传统中药,具有温补肾阳、填精益髓的功效。
其 中 熟 地 黄 多 糖 ( Rehmannia

 

glutinosa
 

polysaccharide,RGP)是其主要成分之一,不仅具有

造血、抗氧化、提高机体免疫力作用,还具有抑制软

骨细胞凋亡的作用,对于改善 OA 有一定意义[5] 。
然而,关于 RGP 保护软骨细胞损伤的机制研究鲜有

报 道。 研 究 显 示, 磷 脂 酰 肌 醇 3 激 酶

( phosphoinositide-3-kinase, PI3K) / 丝 / 苏氨酸激酶

(serine / threonine
 

kinase,AKT) 通路可能是 RGP 改

善 OA 的作用靶点[6] 。 PI3K / AKT 通路对于软骨细

胞生长、抗软骨细胞凋亡以及基质重塑均具有重要

调控作用[7] 。
已有研究发现长链非编码 RNA ( long

 

non-
coding

 

RNA, lncRNA) 母系表达基因 3 ( maternally
 

expressed
 

gene
 

3,MEG3)在 OA 中低表达,影响细胞

增殖和凋亡, 为 OA 的重要分子靶标[8] 。 此外,
lncRNA

 

MEG3 被报道可通过激活 PI3K / AKT 通路

增强癫痫大鼠海马神经元细胞活力并抑制细胞凋

亡[9] 。 表明 lncRNA
 

MEG3 可调控 PI3K / AKT 通路

的活化。 基于以上研究,笔者推测 RGP 调控 PI3K /
AKT 通路影响 OA 进展的分子机制可能与 lncRNA

 

MEG3 有 关。 因 此, 本 研 究 采 用 碘 乙 酸 钠

(monosodium
 

iodoacetate, MIA) 诱导软骨细胞建立

OA 细胞模型[10] ,通过使用 RT-qPCR、 CCK-8 法、
Hoechst

 

33258 染色、流式细胞术及蛋白免疫印迹

(Western
 

blot)探究 RGP 对软骨细胞损伤的影响,
并探讨其机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 5 只健康 SD 大鼠购自北京维通利华[ SCXK
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(京)2021-0011],SPF 级,雄性,6 周龄,体重 200 ~
220

 

g。 在温度(24±1)℃及湿度(50±5)%条件下饲

养,定期通风环境,自由饮水摄食,昼夜交替各 12
 

h,
暂养 7

 

d,饲养于河南省中医院[ SYXK(豫) 2021 -
0018]。 本实验经河南省中医院动物伦理委员会批

准 ( PZ-HNSZYY-2021-050 ), 符 合 实 验 动 物 3R
原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 RGP ( 陕西慈缘生物技术有限公司, 纯度 >
90%);MIA(美国 Sigma 公司,货号:57858-5G-F);
细胞凋亡试剂盒( Hoechst 染色,上海索莱宝生物科

技有限公司,货号:G3680);引物购自上海生工生物

工程有限公司;si-NC、si-MEG3 由广州锐博生物有

限公司合成;一抗 PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT、BAX、
BCL-2、caspase3 及抗Ⅱ型胶原蛋白的兔多克隆抗体

( 英 国 abcam 公 司, 货 号 分 别 为: ab154598、
ab131067、 ab38449、 ab8805、 ab32503、 ab32370、
ab179517 及 ab34712)。 DMi1 倒置相差显微镜(德

国 Leica 公司);实时荧光定量 PCR 仪(美国应用生

物系统公司,型号:StepOne
 

TM);流式细胞仪(美国

贝克曼库尔特公司,型号:CytoFLEX);蛋白凝胶成

像仪(美国赛默飞世尔公司,型号:E-Gel
 

Imager)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 制备大鼠软骨细胞

　 　 大鼠软骨细胞提取方法参考文献[11] 提取,无菌

操作,将大鼠双侧膝关节胫骨坪及髌骨内侧透明软

骨刮取,用手术剪将软骨剪碎(1
 

mm3 ),消化后得单

细胞悬液,用含 20%胎牛血清和 100
 

U / mL 青链霉

素的 DMEM / F-12 培养液重悬,培养细胞传至第 2 ~
3 代,再进行后续实验。
1. 3. 2　 软骨细胞的鉴定

　 　 在倒置相差显微镜下观察不同培养日和不同

世代的软骨细胞形态并捕获图像。 应用Ⅱ型胶原

免疫组织化学鉴定第 2 代软骨细胞:将第 2 代软骨

细胞(调整细胞悬液浓度为 5×104 / mL)植入 6 孔板

中的无菌圆形盖玻片上。 将 6 孔板(2
 

mL 培养基 /
孔)中的软骨细胞培养 48

 

h,4%多聚甲醛室温固定

10 ~ 20
 

min,PBS 冲洗 2 次,每次 5
 

min,然后随机分

为两组:阳性组和阴性组;阳性组用 100
 

μL 抗Ⅱ型

胶原蛋白的兔多克隆抗体(稀释度 1 ∶ 200)处理,阴
性组用 100

 

μL
 

PBS 处理。 两组均在 4℃ 下孵育过

夜。 孵育后,在 37℃ 下,用二抗(稀释度 1 ∶ 200)处

理 1
 

h;使用 DAB 试剂盒显色,细胞核用苏木精染色

1
 

min。 脱水、透明并封片,在光学显微镜下观察并

比较两组细胞的染色情况。
1. 3. 3　 MIA 诱导建立软骨细胞损伤模型

　 　 取第 2 代软骨细胞,制备浓度为 3×105 / mL 的

细胞悬液,并以每孔 100
 

μL 的体积接种在 96 孔板

中。 细胞贴壁后,用含不同浓度 MIA ( 0、1、2、4、8
 

μmol / L)的培养基处理 24
 

h。 然后加入 CCK-8 溶液

(10
 

μL)孵育 2
 

h,酶标仪检测各孔光密度( optical
 

density,OD)值,均在 450
 

nm 处,细胞相对活力为实

验组与正常组 OD 值之比。
1. 3. 4　 分组及转染

　 　 实验分为正常组、MIA 组、50
 

mg / mL
 

RGP 组、
100

 

mg / mL
 

RGP 组、200
 

mg / mL
 

RGP 组、400
 

mg / mL
 

RGP 组、800
 

mg / mL
 

RGP 组。 软骨细胞置于 96 孔

板中,正常组含 10%胎牛血清的 DMEM / F-12 培养

液正常培养,其余各组添加终浓度为 4
 

μmol / L
 

MIA
处理 24

 

h[10] ,50
 

mg / mL
 

RGP 组、100
 

mg / mL
 

RGP
组、200

 

mg / mL
 

RGP 组、 400
 

mg / mL
 

RGP 组、 800
 

mg / mL
 

RGP 组分别另添加对应浓度 RGP,培养 24
 

h。 选择 200
 

mg / mL
 

RGP 组进行后续分组:正常组、
MIA 组、RGP 组(200

 

mg / mL
 

RGP)、RGP +si-NC 组

(200
 

mg / mL
 

RGP +si-NC)、RGP +si-MEG3(200
 

mg /
mL

 

RGP + si-MEG3 ) 组, RGP + si-NC 组、 RGP + si-
MEG3 组 添 加 200

 

mg / mL
 

RGP 基 础 上 用

Lipofectamine
 

2000 分别转染 si-NC、si-MEG3。 培养

24
 

h 后收集细胞进行后续实验。
1. 3. 5　 CCK-8 检测 RGP 对细胞活力的影响

　 　 将经过处理的各组软骨细胞接种在 96 孔板中,
步骤同 1. 3. 3 细胞相对活力检测方法。
1. 3. 6　 Hoechst

 

33258 染色

　 　 正常组、MIA 组、RGP 组、RGP +si-NC 组、RGP +
si-MEG3 组细胞置于 6 孔板中处理 24

 

h,参考细胞

凋亡试剂盒(Hoechst 染色)说明书方法,细胞爬片,
经固定、Hoechst 染色液染色,0. 9%

 

NaCl 洗片,添加

一滴抗淬灭封片剂封片,荧光显微镜在激发波长

350
 

nm、发射波长 460
 

nm 下观察,细胞核呈蓝色,每
张随机观察 3 个视野。
1. 3. 7　 流式细胞术检测细胞凋亡情况

　 　 软骨细胞置于 6 孔板中处理 24
 

h,按照 Annexin
 

V-FITC / PI 细胞凋亡检测试剂盒说明书,每孔 1×105

个细胞,经 0. 25%胰蛋白酶消化、磷酸缓冲液清洗

后离心 5
 

min,1000
 

r / min,收集细胞加入 Binding
 

Buffer 悬浮细胞(500
 

μL),后依次加入 Annexin
 

V-
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FITC
 

5
 

μL、PI
 

5
 

μL 混匀,反应 5 ~ 15
 

min(室温避

光),并在 1
 

h 内检测细胞凋亡(流式细胞仪)。
1. 3. 8　 RT-qPCR 检测细胞中MEG3、金属蛋白酶 13
(MMP-13)、 Ⅱ 型胶原 α1 ( COL2A1) 和蛋白聚糖

(ACAN)mRNA 水平

　 　 收集经过处理的各组软骨细胞,添加 TRIzol 试
剂,提取总 RNA 后合成 cDNA,在 RT-qPCR 仪上进

行扩增。 20
 

μL 上样体系:2×Mix
 

10
 

μL、ddH2O
 

8. 0
 

μL、50
 

ng / μL
 

cDNA
 

1
 

μL、上 / 下游引物 (均为 10
 

μmol / L)各 0. 5
 

μL。 设置反应条件为:95℃ 、60
 

s,
95℃ 、35

 

s,61℃ 、40
 

s,40 个循环。 MEG3、MMP-13、
COL2A1 和 ACAN

 

mRNA 表达水平进行定量分析,
2-ΔΔCt 法计算。 引物序列见表 1。

注:A:培养 0
 

d 的软骨细胞;B:培养 2
 

d 的软骨细胞;C:软骨细胞在 1 次传代后培养 2
 

d;D:软骨细胞在 2 次传代后培养 2
 

d。 E、F:通过 II 型胶

原免疫组织化学鉴定软骨细胞,阳性第 2 代软骨细胞的细胞质被染成棕色,阴性对照细胞未染色。

图 1　 大鼠软骨细胞的鉴定

Note.
 

A,
 

Chondrocytes
 

cultured
 

for
 

0
 

d.
 

B,
 

Chondrocytes
 

cultured
 

for
 

2
 

d.
 

C,
 

Chondrocytes
 

were
 

cultured
 

for
 

2
 

d
 

after
 

one
 

passage.
 

D,
 

Chondrocytes
 

were
 

cultured
 

for
 

2
 

d
 

after
 

two
 

passages.
 

E / F,
 

Chondrocytes
 

were
 

identified
 

by
 

type
 

II
 

collagen
 

immunohistochemistry,
 

cytoplasm
 

of
 

positive
 

2nd
 

generation
 

chondrocytes
 

was
 

stained
 

brown,
 

negative
 

control
 

cells
 

were
 

not
 

stained.

Figure
 

1　 Identification
 

of
 

rat
 

chondrocytes

表 1　 引物序列
Table

 

1　 Primer
 

sequences
基因

 

Genes 序列
  

Primer
 

sequences

MEG3
F:5’-TTGCAACCCTCCTGGAATAG-3’
R:5’-AGTCTTGGGTCCAGCATGTC-3’

ACAN
F:5’-GCAGACCAGGAGGATGTGAGG-3’
R:5’-GTTGACAAACTCCTGCTCCTCG-3’

COL2A1
F:5’-GCTCCCAGAACATCACCTACCA-3’

R:5’-ACCTGCTATTGCCCTCTGCC-3’

MMP-13
F:5’-ATTAAGGAGCATGGCGACTTCT-3’
R:5’-CCCAGGAGGAAAAGCATGAG-3’

β-actin
F:5’-CACCCGCGAGTACAACCTTC-3’
R:5’-GTCATCCATGGCGAACTGGT-3’

1. 3. 9　 Western
 

blot 检测细胞中蛋白表达水平

　 　 软骨细胞置于 6 孔板中处理 24
 

h,磷酸缓冲液

清洗细胞,冰上裂解 10
 

min 后离心 20
 

min,12
 

000
 

r / min,上清为总蛋白。 蛋白浓度采用 BCA 检测,每
孔上样 20

 

μg,凝胶电泳分离蛋白、PVDF 膜转膜,脱
脂奶粉 ( 5%) 孵育 2

 

h,温度室温,分别加入一抗

PI3K(1 ∶ 1000)、p-PI3K(1 ∶ 1000)、AKT(1 ∶ 500)、
p-AKT( 1 ∶ 500 )、 BAX ( 1 ∶ 1000 )、 BCL-2 ( 1 ∶
1000)、caspase3(1 ∶ 1000)、β-actin(1 ∶ 2000),孵育

过夜(4℃ );加入对应二抗(1 ∶ 2000) 孵育 1
 

h(室

温)。 ECL 显影并用蛋白凝胶成像仪拍照分析。
1. 4　 统计学方法

　 　 数据分析应用 SPSS
 

24,计量数据用平均数±标
准差(x-±s)表示,多组间单因素方差分析,组间两两

比较 SNK-q 检验。 P < 0. 05, 则为差异有统计学

意义。

2　 结果

2. 1　 鉴定大鼠软骨细胞

　 　 倒置相差显微镜下观察到,培养 0
 

d 的大鼠关

节软骨细胞呈球形,均匀悬浮在培养基中(图 1A)。
培养 2

 

d 后,大部分细胞贴附在培养瓶上,形状不规

则(图 1B)。 第 1 代和第 2 代软骨细胞在培养 2
 

d
后形态呈圆形或椭圆形变化(图 1C、1D)。 倒置相
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差显微镜下,阳性组软骨细胞胞质呈棕褐色 ( 图

1E),而阴性组软骨细胞的细胞质未染色(图 1F)。
由于第 2 代关节软骨细胞表现出典型的软骨细胞形

态和丰富的 II 型胶原蛋白,因此用于后续实验。
2. 2　 MIA 诱导的软骨细胞损伤模型的鉴定

　 　 与 0
 

μmol / L
 

MIA 组相比,2、4、8
 

μmol / L
 

MIA
组软骨细胞活力、MEG3 和 COL2A1

 

mRNA、ACAN
 

mRNA 水平降低,凋亡率、MMP-13
 

mRNA 水平升高

(P<0. 05),且呈剂量依赖性(图 2,表 2)。 其中,4
 

μmol / L
 

MIA 对软骨细胞活力的抑制作用接近半数

抑制浓度,因此选择 4
 

μmol / L
 

MIA 进行后续实验。

2. 3　 不同浓度 RGP 对软骨细胞活力及 MEG3 水

平的影响

MIA 组相对于正常组细胞活力及 MEG3 水平降

低(P<0. 05);与 MIA 组相比,100、200、400、800
 

mg /
mL

 

RGP 组细胞活力及 MEG3 水平升高(P<0. 05);
且 200

 

mg / mL
 

RGP 组、400
 

mg / mL
 

RGP 组和 800
 

mg / mL
 

RGP 组细胞活力及 MEG3 水平接近,差异无

统计学意义(P>0. 05),见表 3。 故选择 200
 

mg / mL
 

RGP 进行后续研究。
2. 4　 RGP 对软骨细胞活力的影响

　 　 与 正常组相比 , MIA 组细胞活力降低 ( P <

图 2　 软骨细胞凋亡情况(流式细胞术)
Figure

 

2　 Apoptosis
 

of
 

chondrocytes(flow
 

cytometry)

表 2　 不同浓度 MIA 作用下软骨细胞活力、细胞凋亡率及 mRNA 水平比较(x-±s,n= 6)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

chondrocyte
 

viability,
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

mRNA
 

levels
 

under
 

different
 

concentrations
 

of
 

MIA
MIA

(μmol / L)
细胞活力

Cell
 

viability
细胞凋亡率(%)
Cell

 

apoptosis
 

rate MEG3 MMP-13
 

mRNA COL2A1
 

mRNA ACAN
 

mRNA

0 1. 00±0. 08 3. 58±0. 51 1. 01±0. 10 0. 99±0. 11 1. 00±0. 09 1. 02±0. 12

1 0. 90±0. 09∗ 6. 12±0. 67∗ 0. 90±0. 08∗ 1. 24±0. 13∗ 0. 85±0. 08∗ 0. 79±0. 09∗

2 0. 72±0. 07∗# 12. 30±0. 89∗# 0. 52±0. 07∗ 1. 59±0. 16∗ 0. 67±0. 07∗ 0. 55±0. 07∗

4 0. 54±0. 06∗#△ 22. 79±1. 14∗#△ 0. 37±0. 05∗# 1. 82±0. 18∗# 0. 42±0. 05∗# 0. 31±0. 04∗#

8 0. 36±0. 05∗#△▲ 25. 08±1. 26∗#△▲ 0. 21±0. 04∗#△▲ 2. 03±0. 19∗#△▲ 0. 30±0. 04∗#△▲ 0. 20±0. 03∗#△▲

注:与 0
 

μmol / L
 

MIA 组相比,
 ∗P<0. 05;与 1

 

μmol / L
 

MIA 组相比,
 #P<0. 05;与 2

 

μmol / L
 

MIA 组相比,
 △P<0. 05;与 4

 

μmol / L
 

MIA 组相比,
 ▲P

<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

0
 

μmol / L
 

MIA
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

1
 

μmol / L
 

MIA
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

2
 

μmol / L
 

MIA
 

group,
 △P<

0. 05.
 

Compared
 

with
 

4
 

μmol / L
 

MIA
 

group,
 ▲P<0. 05.

表 3　 不同浓度 RGP 作用下细胞活力及 MEG3 水平比较(x-±s,n= 6)
Table

 

3　 Comparison
 

of
 

cell
 

viability
 

and
 

MEG3
 

level
 

under
 

different
 

concentrations
 

of
 

RGP
组别

 

Group
细胞活力

 

Cell
 

viability MEG3

正常
 

Normal 1. 01±0. 09 0. 99±0. 11

MIA 0. 57±0. 06∗ 0. 35±0. 04∗

50
 

mg / mL
 

RGP 0. 69±0. 07∗ 0. 46±0. 05∗

100
 

mg / mL
 

RGP 0. 80±0. 06∗# 0. 58±0. 06∗#

200
 

mg / mL
 

RGP 0. 91±0. 06∗#△▲ 0. 76±0. 08∗#△▲

400
 

mg / mL
 

RGP 0. 88±0. 08∗#△▲ 0. 79±0. 06∗#△▲

800
 

mg / mL
 

RGP 0. 87±0. 07∗#△▲ 0. 82±0. 05∗#△▲

注:与正常组相比,
 ∗P<0. 05;与 MIA 组相比,

 #P<0. 05;与 50
 

mg / mL
 

RGP 组相比,
 △P<0. 05;与 100

 

mg / mL
 

RGP 组相比,
 ▲P<0. 05。

Note.
 

Compared
 

with
 

normal
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

MIA
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

50
 

mg / mL
 

RGP
 

group,
 △P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

100
 

mg / mL
 

RGP
 

group,
 ▲P<0. 05.
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0. 05);与 MIA 组相比,RGP 组、RGP +si-NC 组细胞

活力升高(P<0. 05);分别与 RGP 组、RGP+si-NC 组

相比, RGP + si-MEG3 组细胞相对活力降低 ( P <
0. 05)。 见表 4。
2. 5　 RGP 对软骨细胞凋亡的影响

　 　 Hoechst
 

33258 染色结果显示,正常组细胞核染

色均匀;MIA 组许多细胞出现细胞核皱缩或裂解现

象;RGP 组和 RGP +si-NC 组可部分逆转 MIA 导致

的细胞核皱缩或裂解现象;RGP+si-MEG3 组细胞核

状态介于 MIA 组和 RGP 组之间。 见图 3。 流式细

胞术检测结果显示,与正常组相比,MIA 组细胞凋

亡率升高(P<0. 05);与 MIA 组相比,RGP 组、RGP+
si-NC 组细胞凋亡率降低(P < 0. 05);分别与 RGP
组、RGP +si-NC 组相比,RGP +si-MEG3 组细胞凋亡

率升高(P<0. 05)。 见图 4,表 4。
2. 6 　 RGP 对 软 骨 细 胞 中 MEG3、 MMP-13、
COL2A1 和 ACAN

 

mRNA 水平的影响

与正常组相比,MIA 组细胞中 MEG3、COL2A1
 

mRNA、ACAN
 

mRNA 水平降低,MMP-13
 

mRNA 水平

升高(P< 0. 05);与 MIA 组相比,RGP 组、RGP +si-
NC 组细胞中 MEG3、COL2A1

 

mRNA、ACAN
 

mRNA
水平升高,MMP-13

 

mRNA 水平降低(P< 0. 05);分
别与 RGP 组、RGP +si-NC 组相比,RGP +si-MEG3 组

细胞中 MEG3、COL2A1
 

mRNA、ACAN
 

mRNA 水平降

低,MMP-13
 

mRNA 水平升高(P<0. 05)。 见图 5。
2. 7　 RGP 对软骨细胞中 PI3K、p-PI3K、AKT、p-
AKT、BAX、BCL-2和 caspase3 蛋白水平的影响

　 　 与正常组相比,MIA 组细胞中 p-PI3K / PI3K、p-
AKT / AKT、BCL-2 蛋白水平降低(P < 0. 05),BAX、
caspase3 蛋白水平升高(P<0. 05);与 MIA 组相比,
RGP 组、RGP+si-NC 组细胞中上述蛋白指标明显改

善,呈相反趋势(P < 0. 05);RGP + si-MEG3 组逆转

RGP 组、 RGP + si-NC 组蛋白水平 ( P < 0. 05)。 见

图 6。
表 4　 5 组细胞相对活力及细胞凋亡率比较(x-±s,n= 6)

Table
 

4　 Comparison
 

of
 

cell
 

relative
 

vitality
 

and
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

5
 

groups
组别
Group

细胞活力
Cell

 

viability
细胞凋亡率(%)
Cell

 

apoptosis
 

rate
正常

 

Normal 1. 00±0. 12 3. 15±0. 31
MIA 0. 55±0. 07∗ 34. 15±6. 15∗

RGP 0. 87±0. 09∗# 10. 36±2. 15∗#

RGP+si-NC 0. 85±0. 08∗# 10. 42±2. 09∗#

RGP+si-MEG3 0. 66±0. 07∗#△▲ 23. 47±3. 20∗#△▲

注:与正常组相比,
 ∗P<0. 05;与 MIA 组相比,

 #P<0. 05;与 RGP 组相比,
 △P<0. 05;与 RGP+si-NC 组相比,

 ▲P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

normal
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

MIA
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

RGP
 

group,
 △P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

RGP+si-
NC

 

group,
 ▲P<0. 05.

图 3　 5 组细胞凋亡情况(Hoechst
 

33258 染色)
Figure

 

3　 Cell
 

morphology
 

of
 

5
 

groups
 

(Hoechst
 

33258
 

staining)

图 4　 5 组细胞凋亡水平

Figure
 

4　 Apoptosis
 

level
 

of
 

5
 

groups
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注:与正常组相比,
 ∗P<0. 05;与 MIA 组相比,

 #P<0. 05;与 RGP 组相比,
 △P<0. 05;与 RGP+si-NC 组相比,

 ▲P<0. 05。

图 5　 5 组细胞中 MEG3 水平及 MMP-13、COL2A1、ACAN
 

mRNA 水平比较

Note.
 

Compared
 

with
 

normal
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

MIA
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

RGP
 

group,
 △P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

RGP+si-NC
 

group,
 ▲P<0. 05.

Figure
 

5　 Comparison
 

of
 

MEG3
 

level
 

and
 

MMP-13,
 

COL2A1
 

and
 

ACAN
 

mRNA
 

levels
 

in
 

5
 

groups
 

of
 

cells

注:与正常组相比,
 ∗P<0. 05;与 MIA 组相比,

 #P<0. 05;与 RGP 组相比,
 △P<0. 05;与 RGP+si-NC 组相比,

 ▲P<0. 05。

图 6　 5 组细胞中 PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT、BAX、BCL-2 和 caspase3 蛋白表达情况

Note.
 

Compared
 

with
 

normal
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

MIA
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

RGP
 

group,
 △P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

RGP+si-

NC
 

group,
 ▲P<0. 05.

Figure
 

6　 Expression
 

of
 

PI3K,
 

p-PI3K,
 

AKT,
 

p-AKT,
 

BAX,
 

BCL-2
 

and
 

caspase3
 

proteins
 

in
 

5
 

groups
 

of
 

cells

3　 讨论

　 　 在正常情况下,关节软骨细胞凋亡与增殖处于

动态平衡,但病理情况下,软骨细胞凋亡占主导,可
引发 OA。 OA 会导致关节疼痛、肿胀、僵硬,出现明

显活动障碍,极大影响患者生活和工作质量。 细胞

因子 ( IL-1β、 TNF-α )、 NO、 能量代谢抑制剂 ( 如

MIA)等均可导致软骨细胞损伤或死亡;MIA 能通过

抑制细胞能量代谢导致软骨细胞因供养不足而死

亡;这些改变与人类 OA 的病理特征相似。 体外研

究证实,MIA 可促使软骨细胞凋亡和软骨基质降

解[12-13] 。 本研究发现,给予不同浓度 MIA 诱导后,
软骨细胞相对活力逐渐下降,细胞增殖受到抑制,
且 ACAN 和 COL2A1 的表达水平降低,MMP-13 表

达水平升高,呈剂量依赖性。 软骨细胞通过协调产

生和降解细胞外基质(ECM)来维持关节软骨,II 型

胶原蛋白(由 COL2A1 基因编码)和 ACAN 是关节

软骨 ECM 的主要成分[14] 。 MMPs 是一类参与 OA
进展的蛋白水解酶,可促进胶原蛋白 II 等软骨基质

成分的降解,其中 MMP-13 在 OA 进展中起主要作

用,其过度表达可破坏 ECM 合成和降解之间的平

衡[15] 。 以上研究表明,MIA 可成功诱导建立软骨细

胞损伤模型;其中,4
 

μmol / L
 

MIA 对软骨细胞活力

的抑制作用接近半数抑制浓度,因此选择 4
 

μmol / L
 

MIA 进行后续实验。 给予 RGP 处理后,随着其浓度

升高,细胞相对活力逐渐升高,提示 RGP 可以提高

软骨细胞活力,促进软骨细胞再生。
近年来许多基因药理学研究表明一些特异性

非编码 RNA(lncRNA / miRNA / circRNA)表达的改变

可影响机体对药物的反应,产生药物治疗效果的差

异。 MEG3 作为肿瘤抑制因子参与各种癌症发生,
且可抑制软骨细胞凋亡[16] 。 研究显示, MEG3 在
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OA 患者软骨组织中呈低表达,可通过靶向核苷酸

寡聚化域样受体 5 调控类风湿性关节炎[17] ,并可通

过调控血管生成参与 OA 的发生发展过程[18] 。 也

有学者探究 MEG3 调控 OA 的机制发现,MEG3 能

够促进 OA 软骨细胞增殖、抑制细胞凋亡和 ECM 降

解,从而实现对疾病的缓解[19] 。 在本研究中,给予

不同浓度 MIA 诱导后,软骨细胞中 MEG3 表达以浓

度依赖性的方式降低,添加 RGP 后 MEG3 水平升

高,提示 RGP 可能通过 MEG3 影响软骨细胞增殖、
凋亡、ECM 降解过程。

PI3K 具有脂类和蛋白的激酶活性,而且其代谢

产物可激活 AKT 上丝 / 苏氨酸磷酸化位点,从而调

节细胞增殖和凋亡相关基因表达[20] 。 软骨细胞的

增殖或凋亡可受多通路调控,如 PI3K / AKT 通路持

续激活可下调 BAX、caspase3,上调 BCL-2 的表达,
抑制细胞凋亡[21] 。 据报道,MEG3 通过调控 PI3K /
AKT 通路影响海马神经元凋亡过程[9] 。 林健静

等[22]研究显示,白藜芦醇可通过激活 PI3K / Akt 通

路,促进软骨细胞 ECM 合成,对关节软骨发挥保护

作用。 在本研究中,OA 模型细胞中 p-PI3K / PI3K、
p-AKT / AKT、BCL-2 蛋白水平明显下降, 而 BAX、
caspase3 蛋白水平则呈上升趋势,提示 MIA 诱导的

软骨细胞凋亡中 PI3K / AKT 通路被抑制。 添加

RGP 后,软骨细胞凋亡状况明显改善,细胞中 p-
PI3K / PI3K、 p-AKT / AKT、 BCL-2 蛋 白 水 平 升 高,
BAX、 caspase3 蛋白水平降低, 且 MEG3、 COL2A1

 

mRNA、ACAN
 

mRNA 水平升高,MMP-13
 

mRNA 水平

降低,表明 RGP 可上调 MEG3 表达,促进 PI3K / Akt
通路活化,进而促进软骨细胞 ECM 合成,并抑制

MIA 诱导的软骨细胞凋亡。
为了验证 RGP 是否通过 MEG3 激活 PI3K / Akt

通路对软骨细胞发挥保护作用,本研究在给予 RGP
处理的基础上,采用小分子干扰技术敲低 MEG3 表

达,结果发现,敲低 MEG3 后软骨细胞中 p-PI3K /
PI3K、 p-AKT / AKT、 BCL-2 蛋 白 水 平 和 COL2A1

 

mRNA、ACAN
 

mRNA 水平降低,BAX、caspase3 蛋白

水平和 MMP-13
 

mRNA 水平升高,细胞凋亡加剧,
RGP 对软骨细胞损伤的保护作用被明显减弱;提示

RGP 可能通过上调 MEG3 表达,诱导 PI3K / AKT 通

路活化,减轻 MIA 诱导的软骨损伤。
综上所述,RGP 可促进软骨细胞 ECM 合成,并

抑制细胞凋亡,减轻 MIA 诱导的软骨细胞损伤,其
作用机制可能与上调 MEG3 表达,进而诱导 PI3K /

AKT 通路激活有关。 本研究为 RGP 治疗 OA 提供

一定理论依据。 RGP 作为熟地黄主要成分,有必要

深入了解其功效,使其发挥最大药理活性。 本文仅

从体外细胞水平进行了初步研究,在未来的研究中

将结合体内研究进一步验证 RGP 的作用机制。
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