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荣筋拈痛方对膝关节软骨细胞外基质代谢的作用及机制

文题释义：

细胞外基质：是多细胞有机体细胞周围多种大分子组成的复杂网络，主要由胶原蛋白、非胶原蛋白、弹性蛋白、蛋白聚糖与氨基聚糖5类
物质组成。软骨细胞外基质具有保护软骨细胞免受机械应力破坏的作用。

摘要

背景：课题组前期动物实验研究表明，荣筋拈痛方可通过LncRNA GAS5/miR-21影响软骨基质分解和合成代谢，以达到防治膝骨关节炎的作

用。LncRNA GAS5/miR-21能否作为防治膝骨关节炎的靶点，仍需从细胞水平研究验证。

目的：从细胞水平探讨荣筋拈痛方防治膝骨关节炎的作用机制。

方法：①8周龄SPF级雄性SD大鼠40只，随机分组后给予生理盐水、荣筋拈痛方(0.45 g/mL)、盐酸氨基葡萄糖胶囊(0.015 g/mL)灌胃，制备

含药血清。②分离培养SD大鼠膝关节软骨细胞，采用白细胞介素1β干预软骨细胞，诱导退变软骨细胞模型，采用CCK-8法明确含药血清

干预软骨细胞的量效时效关系。③将第2代软骨细胞分为空白组(空白血清)、模型组(白细胞介素1β+空白血清)、治疗组(白细胞介素1β+荣
筋拈痛方含药血清)、对照组(白细胞介素1β+盐酸氨基葡萄糖胶囊含药血清)诱导干预48 h，Real-time PCR法和Western blot法检测各组软骨

细胞血清干预后LncRNA GAS5、miR-21、基质金属蛋白酶抑制物3(tissue inhibitor of metalloproteinases 3，TIMP-3)、基质金属蛋白酶(matrix 
metalloproteinase，MMP)3、MMP-9、MMP-13和解聚蛋白样金属蛋白酶5(a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs，
ADAMTS-5)基因及蛋白表达。④慢病毒转染软骨细胞过表达LncRNA GAS5，分为LncRNA GAS5空载体+空白血清组、LncRNA GAS5空载体+
荣筋拈痛方含药血清组、LncRNA GAS5过表达+空白血清组、LncRNA GAS5过表达+荣筋拈痛方含药血清组，各组干预后Real-time PCR检测

LncRNA GAS5、miR-21、TIMP-3、MMP-9、MMP-13、ADAMTS-5基因表达。

结果与结论：①荣筋拈痛方含药血清体积分数为10%、培养48 h；盐酸氨基葡萄糖胶囊含药血清体积分数为15%、培养48 h，能显著提高软骨

细胞活性；②干预48 h后，与模型组相比，荣筋拈痛方含药血清和盐酸氨基葡萄糖胶囊含药血清均能抑制LncRNA GAS5、MMP-3、MMP-9、 

MMP-13、ADAMTS-5基因和蛋白的表达(P < 0.05)，促进miR-21、TIMP-3基因和蛋白表达(P < 0.05)；③与空载体组相比，LncRNA GAS5过
表达组LncRNA GAS5、MMP-9、MMP-13、ADAMTS-5基因表达量明显升高(P < 0.05)，miR-21、TIMP-3基因表达量明显降低(P < 0.05)；与

LncRNA GAS5过表达+空白血清组相比，LncRNA GAS5过表达+荣筋拈痛方含药血清组MMP-9、MMP-13和ADAMTS-5 mRNA表达量均降低 

(P < 0.05)，miR-21、TIMP-3基因表达量升高(P < 0.05)；④结果表明，荣筋拈痛方通过调控LncRNA GAS5/miR-21，促进TIMP-3的表达，抑制

MMP-3、MMP-9、MMP-13、ADAMTS-5等表达，从而延缓退变软骨细胞外基质降解，起到防治膝骨关节炎的作用。
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0   引言   Introduction
膝骨关节炎发病的根本是软骨退变，其直接原因在于软

骨细胞和细胞外基质的平衡被打乱，即软骨细胞减少、细胞

外基质进行性降解
[1-2]

。细胞外基质合成和分解代谢的动态平

衡维持着正常关节的完整功能
[3-4]

。因此，在膝骨关节炎的预

防和治疗上，如何平衡细胞外基质的合成与分解代谢，是防

治膝骨关节炎的关键问题
[5-7]

。随着对长链非编码 RNA(long 

non-coding RNA，LncRNA) 的不断探索和研究，LncRNA 在各

类疾病中发挥的调控作用也逐渐被阐明
[8-10]

。越来越多的研

究发现，在与膝骨关节炎发生发展密切相关的软骨基质代谢

紊乱、软骨细胞增殖凋亡、关节炎症反应等方面，LncRNAs

均起重要的调控作用
[11-13]

。研究发现，LncRNA 生长停滞特

异性转录本 5(growth arrest-specific transcript 5，GAS5) 与膝

骨关节炎软骨基质的降解存在联系，并证实 LncRNA GAS5 表

达的改变可调节软骨基质的降解，说明 LncRNA GAS5 在膝

骨关节炎的发病机制中发挥着重要作用，LncRNA GAS5 通过

抑制胞外基质合成代谢，促进分解代谢，从而促进膝骨关节

炎发生
[14-18]

。miR-21-5p 可促进软骨合成代谢而促进软骨生

成，可能是膝骨关节炎中一种潜在的疾病修饰化合物
[19-20]

。 

LncRNA GAS5 可通过 miR-21 促进细胞外基质降解，加重膝骨

关节炎病理进展。

荣筋拈痛方源于陈可冀院士《清宫配方集成》
[21]
，具有

“补肝肾、壮筋骨、祛风湿、止痹痛”之功效，可对证治疗
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Abstract
BACKGROUND: Our previous animal experiments have shown that Rongjin Niantong Fang can affect the decomposition and anabolism of cartilage matrix 
through long non-coding RNA (LncRNA) growth arrest-specific transcript 5 (GAS5)/miR-21, thereby preventing and treating knee osteoarthritis. Whether 
LncRNA GAS5/miR-21 can be used as a target for the prevention and treatment of knee osteoarthritis still needs to be verified at the cellular level.
OBJECTIVE: To explore the mechanism of Rongjin Niantong Fang in the treatment of knee osteoarthritis at the cellular level. 
METHODS: (1) Forty 8-week-old SPF male Sprague-Dawley rats were randomly divided into blank serum group, Rongjin Niantong Fang-containing serum group, 
and glucosamine hydrochloride capsule-containing serum group. 0.9% normal saline, Rongjin Niantong Fang (0.45 g/mL), and glucosamine hydrochloride 
capsule (0.015 g/mL) were intragastrically given to the rats in the corresponding groups to collect drug containing serum. (2) Cells were treated with 
interleukin-1β to induce degenerative chondrocyte model. (3) Chondrocytes from the knee joint of Sprague-Dawley rats were isolated and cultured. Passage 
2 chondrocytes were obtained and divided into blank group (blank serum), and model group (interleukin-1β+blank serum), treatment group (interleukin-
1β+Rongjin Niantong Fang-containing serum), and control group (interleukin-1β+glucosamine hydrochloride capsule-containing serum). After 48 hours of 
intervention, the gene and protein expressions of LncRNA GAS5, miR-21, tissue inhibitor of metalloproteinases 3 (TIMP-3), matrix metalloproteinase (MMP)-
3, MMP-9, MMP-13, and a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs (ADAMTS-5) were detected by real-time PCR and western blot, 
respectively. (4) Chondrocytes were transfected with LncRNA GAS5 overexpression lentiviral vector. Then, the transfected cells were divided into LncRNA GAS5 
empty vector + blank serum group, LncRNA GAS5 empty vector + Rongjin Niantong Fang-containing serum group, LncRNA GAS5 overexpression + blank serum 
group, and LncRNA GAS5 overexpression + Rongjin Niantong Fang-containing serum group. The gene expressions of LncRNA GAS5, miR-21, TIMP-3, MMP-9, 
MMP-13, and ADAMTS-5 were detected using real-time PCR. 
RESULTS AND CONCLUSION: Culture with the serum containing 10% Rongjin Niantong Fang and 15% glucosamine hydrochloride capsule for 48 hours 
significantly increased the activity of chondrocytes. Compared with the model group, Rongjin Niantong Fang-containing serum and glucosamine hydrochloride 
capsule-containing serum could inhibit the gene expression of LncRNA GAS5, MMP-3, MMP-9, MMP-13, and ADAMTS-5 (P < 0.05) and promote the gene and 
protein expression of miR-21 and TIMP-3 (P < 0.05). Compared with the blank group, the gene expression of LncRNA GAS5, MMP-3, MMP-9, MMP-13, and 
ADAMTS-5 in the LncRNA GAS5 overexpression group increased significantly (P < 0.05), while the gene expression of miR-21 and TIMP-3 decreased significantly 
(P < 0.05). Compared with the LncRNA GAS5 overexpression+blank serum group, the gene expression of MMP-9, MMP-13, and ADAMTS-5 was significantly 
decreased in the LncRNA GAS5 overexpression+Rongjin Niantong Fang-containing serum group (P < 0.05), while the gene expression of miR-21 and TIMP-3 
were significantly increased (P < 0.05). To conclude, Rongjin Niantong Fang could delay the degradation of cartilage extracellular matrix by promoting TIMP-3 
expression and inhibiting the expression of MMP-3, MMP-9, MMP-13 and ADAMTS-5 through regulating LncRNA GAS5/miR-21, thereby preventing and treating 
knee osteoarthritis.
Key words: Rongjin Niantong Fang; chondrocyte; LncRNA GAS5; miRNA-21; matrix metabolism
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痹症日久、肝肾俱虚
[22-25]

。课题组前期计算机分子模拟研究

表明，荣筋拈痛方可能具有刺激关节软骨中蛋白多糖合成、

抗炎镇痛的作用
[26-28]

；荣筋拈痛方化合物能与治疗膝骨关节

炎靶点基质金属蛋白酶 (matrix metalloproteinase，MMP)1、 

MMP-3、诱导型一氧化氮合成酶、白细胞介素 1β、肿瘤

坏死因子 α 作用，提示荣筋拈痛方能有效延缓软骨基质

降解，抑制关节软骨退变
[29-33]

，但其效应的作用机制有待

深入研究。基于此，设计进行体外细胞实验，采用白细胞

介素 1β 诱导退变软骨细胞模型，给予荣筋拈痛方含药血

清干预后，Real-time PCR、Western blot 法检测退变软骨

细胞中 LncRNA GAS5、miR-21、基质金属蛋白酶抑制物 3 

(tissue inhibitor of metalloproteinases 3，TIMP-3)、MMP-3、 

MMP-9、MMP-13 和解聚蛋白样金属蛋白酶 5(a disintegrin  

and metalloproteinase with thrombospondin motifs， 

ADAMTS-5) 的表达，探讨荣筋拈痛方含药血清通过 LncRNAGAS5/

miR-21 影响退变软骨细胞外基质代谢的作用机制。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   体外细胞实验，先采用白细胞介素 1β 诱导退变软

骨细胞模型，含药血清干预后，Real-time PCR、Western blot

法检测退变软骨细胞中 LncRNA GAS5、miR-21、TIMP-3、
MMP-3、MMP-9、MMP-13 和 ADAMTS-5 的表达，探讨荣筋

拈痛方含药血清通过 LncRNA GAS5/miR-21 影响退变软骨细
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胞外基质代谢的作用机制。然后，拟设计细胞慢病毒感染实

验，过表达 LncRNA GAS5、含药血清干预后，Real-time PCR

法检测荣筋拈痛方含药血清对感染软骨细胞 LncRNA GAS5、
miR-21、TIMP-3、MMP-9、MMP-13 和 ADAMTS-5 的 影 响，

探讨荣筋拈痛方通过 LncRNA GAS5/miR-21 对软骨细胞外基

质代谢的影响。

1.2   时间及地点   实验于 2018 年 1 月至 2019 年 12 月在福建

中医药大学中西医结合研究院、福建中医药大学动物实验中

心完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   8 周龄雄性 SPF 级 SD 大鼠 40 只，用于含

药血清的制备。4 周龄雄性 SPF 级 SD 大鼠 42 只，用于原代

软骨细胞的分批提取。SD 大鼠由上海斯莱克实验动物有限

责任公司提供，合格证号：SCXK( 沪 )2019-0007。实验方案

经福建中医药大学动物实验伦理委员会批准 (FJTCM IACUC 

2020053)。实验过程遵循了国际兽医学编辑协会《关于动物

伦理与福利的作者指南共识》和本地及国家法规。实验动物

在戊巴比妥钠麻醉下进行所有的手术，并尽一切努力最大限

度地减少其疼痛、痛苦和死亡。

1.3.2   实验药物与试剂   荣筋拈痛方由牛膝、当归、独活、

羌活、防风、甘草组成，购于闽侯县上街致诚医药商店；盐

酸氨基葡萄糖胶囊 ( 香港澳美制药厂 )。白细胞介素 1β( 美

国 Sigma 公司，货号：Ⅰ 2393)；Ⅱ型胶原酶 ( 美国 Sigma 公

司，货号：V900892-100MG)；胎牛血清 ( 美国 Hyclone 公司，

货号：10099141C)；低糖 DMEM( 上海源培生物科技股份有

限公司，货号：H210811)；Trizol( 美国 Invitrogen 公司，货

号：15596018)；PrimeScript™ RT mRNA 反转录试剂盒 ( 日本

Takara 公司，货号：RR047A)；Mir-X™ miRNA 反转录试剂盒、

TB Green™ Premix Ex Taq™ Ⅱ试剂盒 ( 日本 Takara 公司，货号：

638316)；AceQqPCR SYBR Green Master Mix 试 剂 盒 ( 中 国

Vazyme 公司，货号：Q111-02)；LncRNA GAS5 过表达慢病毒 

LV-GAS5(45283-1) 及空载体病毒 CON238( 上海吉凯公司 )；
RIPA 裂解液、PMSF、BCA 蛋白浓度测定试剂盒 ( 碧云天生物

技术有限公司，货号：P0013B、ST506、P0012)；ADAMTS-5、
MMP-3、MMP-9、MMP-13、TIMP-3 一抗 ( 美国 abcam 公司，

货号：ab41037、ab52915、ab76003、ab39012、ab39184)； 

Anti-rabbit IgG HRP-linked Antibody 二抗 (CST 公司，货号：

7074s)；各指标相关引物委托福州尚亚生物技术有限公司设

计合成。

1.3.3   实验仪器   NanoDrop 2000 超微量分光光度计 (Thermo

公司 )；PCR 仪 (Bio-Rad 公司，型号：S1000)；实时荧光定量

基因扩增仪 ( 美国 AB 公司，型号：7500 Fast System)；高速

冷冻离心机 ( 德国 Eppendorf 公司，型号：5417R)；Olympus

荧光倒置显微镜 ( 日本太阳交易株式会社，型号：IX70)；凝

胶电泳系统 ( 美国 ThermoFisher 公司，型号：E-GEL)；小型

槽式转印系统、化学发光成像系统 ( 美国 Bio-Rad 公司，型号：

IX70ChemiDocXRS+)。

1.4   方法   

1.4.1   大鼠软骨细胞的获取
[34]   在动物房取材室，取 2 只 4

周龄 SPF 级 SD 大鼠，用 2% 戊巴比妥钠按 5 mL/kg 的剂量使

大鼠麻醉致死后，开始取材。无菌条件下从髋部、踝部游离

下肢，完整保留双膝关节，置入装有体积分数为 75% 乙醇

的无菌烧杯中，在超净工作台中无菌操作，先用生理盐水或

PBS 充分漂洗取材组织，用刀片切断肌肉、韧带打开膝关节，

分离切除滑膜、交叉韧带、半月板等，显露胫骨平台、股骨

髁表面的关节软骨，用尖刀片小心削下关节表面乳白色的弹

性软骨，不要切取过多而误带软骨下骨，PBS 漂洗 3 次，用

圆刀片将关节软骨尽量切碎，约至 1 mm3
大小，加入 0.2% 

Ⅱ型胶原酶 5 mL，用移液器转移至小锥形瓶中，置 37 ℃恒

温水浴摇床上消化 2 h 后，取出静置 5 min，吸上清经 200

目尼龙网筛过滤后，加入 15 mL EP 管中，1 000 r/min 离心

3 min，弃上清液，留下底部沉淀，加入 4 mL 含体积分数为

10% 胎牛血清的 DMEM 培养液，移液器吹打重悬细胞，接种

于 25 cm2
培养瓶中，置于 37 ℃、体积分数为 5% CO2 培养箱

中进行原代培养，即为原代细胞。若离心后，EP 管底部细胞

沉淀较多，可平均分为 2 瓶或 3 瓶培养。在原消化瓶中继续

加入 0.2% Ⅱ型胶原酶 5 mL，继续消化、处理 3 次，最后未

能消化的软骨小块及杂质丢弃，每 48 h 更换 1 次培养基，倒

置显微镜下观察细胞生长情况。

大鼠软骨细胞的培养及鉴定： 

细胞来源 4 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠胫骨平台、股骨髁表面的关节软骨

培养方法 Ⅱ型胶原酶消化法提取培养软骨细胞，胰酶消化法传代培养、纯化

软骨细胞

培养基 含体积分数为 10% 胎牛血清的 DMEM 培养液

培养时间 原代细胞培养 24 h 开始换液，之后每 48 h 更换 1 次培养基

细胞传代 待原代软骨细胞生长至 25 cm2
培养瓶底密集度 80%-90% 时进行传

代，加入 0.25% 胰蛋白酶 300-500 μL，配制成细胞浓度为 1×108 L-1

的细胞悬液，加入培养瓶培养，每瓶 4 mL，即为第 1 代软骨细胞，

48-72 h 传 1 代，获得稳定、纯化的第 2 代软骨细胞，进行后续实验

细胞鉴定 甲苯胺蓝染色法与Ⅱ型胶原蛋白免疫细胞化学染色法鉴定软骨细胞

伦理学批准 该实验经过福建中医药大学实验动物伦理委员会批准，批准文号：

FJTCM IACUC 2020053

1.4.2   含药血清制备   8 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠 40 只，采用

随机数字表法分为空白血清组 (20 只 )、荣筋拈痛方含药血清

组 (10 只 ) 和盐酸氨基葡萄糖胶囊含药血清组 (10 只 )，根据

“人和动物体表面积折算的等效剂量比率表”换算
[35-36]

，按 

10 mL/kg 分别给予生理盐水、荣筋拈痛方 (0.45 g/mL)、盐

酸氨基葡萄糖胶囊 (0.015 g/mL) 灌胃，连续 7 d[37-39]
。第 7 天

灌胃前禁食 12 h，灌胃 1，2，3 h 后腹主动脉采血制备含药

血清，血清室温静置 4 h，3 000 r/min 离心 15 min，吸取上

层血清，56 ℃水浴 30 min，0.22 μm 针头滤器过滤，-80 ℃ 

保存备用，按需取出用 DMEM 培养基配制相应浓度完全培

养基。
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CCK-8 法确定含药血清干预软骨细胞量效时效关系：取

生长良好的第 2 代软骨细胞，消化传代计数，用含体积分数

为 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基调配细胞悬液，细胞浓度

为 5×107 L-1
，接种于 96 孔板，每孔 100 μL。设 1 列为一组，

依次为 5%，10%，15% 不同体积分数干预组。设 1 个 96 孔

板为一个干预时间段，分为干预 24，48，72 h。接种 24 h 后，

分别将 96 孔板中的培养基换为 DMEM 培养基和不同体积分数

荣筋拈痛方含药血清或盐酸氨基葡萄糖胶囊含药血清。每干预

24 h，取 1 块板，避光条件下，每孔加入 CCK-8 溶液 10 μL，避

免产生气泡，37 ℃孵育 2 h 后，测定 450 nm 波长处吸光度值。

1.4.3   大鼠软骨细胞的干预   传至 2 代软骨细胞进行干预，

分为空白组 ( 空白血清 )、模型组 (10 ng/mL 白细胞介素 1β+

空白血清 )、治疗组 (10 ng/mL 白细胞介素 1β+ 体积分数为

10% 荣筋拈痛方含药血清 )、对照组 (10 ng/mL 白细胞介素

1β+ 体积分数为 15% 盐酸氨基葡萄糖胶囊含药血清 )，各组

干预 48 h 后，检测相关指标。

1.4.4   RNA 提取及 Real-time PCR 检测   Trizol 法提取总 RNA，

分别用 PrimeScript™ RT mRNA 反转录试剂盒和 Mir-X™ miRNA

反转录试剂盒反转录获得 cDNA，用 AceQqPCR SYBR Green 

Master Mix 试剂盒和 TB Green™ Premix Ex Taq™ Ⅱ试剂盒分

别上机检测各个指标的 CT 值，miR-21 以 U6 为内参，其余

以 β-actin 为内参，采用 2-ΔΔCt
法计算基因的相对表达量。具

体引物序列如下 (5’-3’)：LncRNA GAS5 上游引物：AAG GCA 

TGG CAA GCT CCA CAC，下游引物：TGT TCA AGC ATC CAT CCA 

GTC ACC；miR-21-5p 引 物：GCA CCG TTA GCT TAT CAG ACT 

GA；U6 上游引物：CTC GCT TCG GCA GCA CA，下游引物：

AAC GCT TCA CGA ATT TGC G；MMP-3 上 游 引 物：GGC ACC 

AGT CAA CCT CAA，下游引物：CCA TCT ACA CAG AGA CAG TTA 

CTT；MMP-9上游引物：GCT GCT CCA ACT GCT GTA，下游引物：

CAT CCA ATA AAT TCC TCT GTC CCT A；MMP-13 上游引物：GCT 

AAG GCA GAC ATA GTA AGT AGA T，下游引物：ACA CAT CAG 

TAA GCA CCA AGT；ADAMTS-5 上游引物：AGG GCA CTG GCT 

ATT ACG，下游引物：GTT CTC ACG CAC CTT CCT；TIMP-3 上

游引物：GCG TGT ATG AAG GCA AGA TGT A，下游引物：CAG 

GTG GTA GCG GTA ATT GAG；β-actin 上游引物：TCA CCC ACA 

CTG TGC CCA TCT ATG A，下游引物：CAT CGG AAC CGC TCA 

TTG CCG ATA G。
1.4.5   蛋白的提取及 Western blot 检测   用 RIPA 裂解液提

取总蛋白，BCA 法测定各组蛋白浓度，SDS-PAGE 凝胶电泳

蛋白，湿转法将胶上蛋白转至 PVDF 膜上，室温封闭 1 h，
ADAMTS-5、MMP-3、MMP-9、MMP-13、TIMP-3一抗孵育过夜，

TBST洗膜3次，每次10 min，室温孵育二抗1 h，TBST洗膜3次，

每次 10 min，然后于膜上均匀滴加 ECL 显影液进行曝光显影，

Image Lab 软件分析条带。

1.4.6   荣筋拈痛方含药血清干预过表达 LncRNA GAS5 的软骨

细胞   取细胞浓度为 5×107 L-1
的软骨细胞 2 mL 接种于 6 孔

板中加入慢病毒感染，分为 LncRNA GAS5 空载体 + 空白血清

组、LncRNA GAS5 空载体 + 体积分数为 10% 荣筋拈痛方含药

血清组、LncRNA GAS5 过表达 + 空白血清组、LncRNA GAS5

过表达 + 体积分数为 10% 荣筋拈痛方含药血清组，干预 48 h

后 Real-time PCR 检测各组 LncRNA GAS5、miR-21、TIMP-3、
MMP-9、MMP-13 和 ADAMTS-5 基因表达。

1.5   主要观察指标   ①体外细胞实验，Real-time PCR、Western 

blot 检测退变软骨细胞中 LncRNA GAS5、miR-21、TIMP-3、 

MMP-3、MMP-9、MMP-13 和 ADAMTS-5 的 表 达； ② 细 胞

慢病毒感染实验，Real-time PCR 检测慢病毒感染软骨细胞

中 LncRNA GAS5、miR-21、TIMP-3、MMP-9、MMP-13 和

ADAMTS-5 的表达。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 22.0 软件进行数据统计分析。

计量资料符合正态分布时以 x-±s 表示。符合正态分布的多

组间比较采用单因素方差分析；组间两两比较，方差齐采

用 LSD 检验，方差不齐采用 Games-Howell 检验。检验水准

α=0.05。文章统计学方法已经福建中医药大学统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   软骨细胞的生长情况及形态特点   软骨细胞培养过程中，

采用倒置相差显微镜观察其形态变化、生长情况等。原代软

骨细胞培养第 4 天，细胞已贴壁生长并开始分裂，多数呈多

角形或梭形，分裂增殖速度加快，形成伪足样突起，数个细

胞成簇成团分布，胞核为圆形或椭圆形，位于胞体中心，核

浆着色淡，核仁着色较深，见图 1A。第 1 代软骨细胞培养

第2天，细胞贴壁速度较原代软骨细胞快，大多数已贴壁生长，

细胞多呈梭形，形态结构均一，边界清晰，分布均匀，生长

状态良好，见图 1B。第 2 代软骨细胞培养第 2 天，细胞贴

壁速度较第 1 代软骨细胞快，已全部贴壁生长，呈梭形或三

角形，边界清晰，形态结构均一，生长状态良好，增殖速度

较快，细胞分泌基质的能力较强，见图 1C。
2.2   含药血清干预软骨细胞的采血时间与时效量效关系   

CCK-8 检测结果见图 2。从不同采血时间点看，与空白血清

相比，各体积分数含药血清干预细胞不同时间后的细胞活

性均升高 (P < 0.05)；其中 2 h 采血时间点细胞活性达到最高 

(P < 0.05)。从不同培养时间段看，各体积分数含药血清培养

细胞 24，48，72 h 时，细胞活性均升高 (P < 0.05)；其中培

养 48 h 时细胞活性达到最高 (P < 0.01)。从不同血清体积分

数看，体积分数为 10% 荣筋拈痛方含药血清培养细胞的活性

高于体积分数为 5%，15% 荣筋拈痛方含药血清 (P < 0.05)；

体积分数为 15% 的盐酸氨基葡萄糖胶囊含药血清培养细胞的

活性高于体积分数为 5%，10% 盐酸氨基葡萄糖胶囊含药血

清 (P < 0.05)。综合发现 2 h 采血、体积分数为 10% 荣筋拈痛

方含药血清、培养 48 h；2 h 采血、体积分数为 15% 盐酸氨

基葡萄糖胶囊含药血清、培养 48 h，对软骨细胞活性有明显

影响。

2.3   荣筋拈痛方含药血清对退变大鼠软骨细胞中 LncRNA 

GAS5、miR-21、TIMP-3 基因表达水平的影响    见图 3。
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图注：图 A 为原代培养第 4 天；B 为第 1 代培养第 2 天；C 为第 2 代培

养第 2 天

图 1 ｜倒置相差显微镜观察软骨细胞形态变化 (×200)
Figure 1 ｜ Morphological changes of chondrocytes observed by inverted 
phase contrast microscope (×200)

图注：图 A 为荣筋拈痛方含药血清时效量效关系；B 为盐酸氨基葡萄糖

胶囊含药血清时效量效关系。K 为空白血清；1，2，3 h 为采血时间点；

24，48，72 h 为干预细胞时间点；5%，10%，15% 为含药血清体积分数。

与空白血清相比，
aP < 0.05，bP < 0.01；与培养 24 h 相比，

cP < 0.05；与

体积分数 5% 相比，
dP < 0.05

图 2 ｜ CCK-8 法检测含药血清对软骨细胞活力的影响

Figure 2 ｜ Effect of drug containing serum on chondrocyte viability 
detected by cell counting kit-8 method

图注：与空白组相比，
aP < 0.05，bP < 0.01；与模型组相比，

cP < 0.05，dP < 
0.01。MMP：基质金属蛋白酶；ADAMTS-5：解聚蛋白样金属蛋白酶 5
图 5 ｜各组软骨细胞中 MMP-9、MMP-3、ADAMTS-5 和 MMP-13 蛋白的

表达

Figure 5 ｜ Expression of MMP-9, MMP-3, ADAMTS-5, and MMP-13 protein 
in chondrocytes

图注：与空白组相比，
aP < 0.05，bP < 0.01；与模型组相比，

cP < 0.05。
TIMP-3：基质金属蛋白酶抑制物 3
图 3 ｜各组软骨细胞中 LncRNA GAS5、miR-21、TIMP-3 基因的表达

Figure 3 ｜ Expression of LncRNA GAS5, miR-21, and TIMP-3 mRNA in 
chondrocytes 

图注：与空白组相比，
aP < 0.01；与模型组相比，

bP < 0.05，cP < 0.01。
MMP：基质金属蛋白酶；ADAMTS-5：解聚蛋白样金属蛋白酶 5
图 4 ｜各组软骨细胞中 MMP-3、MMP-9、MMP-13 和 ADAMTS-5 mRNA
的表达

Figure 4 ｜ Expression of MMP-3, MMP-9, MMP-13, and ADAMTS-5 mRNA 
in chondrocytes  

A B C

与空白组相比，模型组软骨细胞中 LncRNA GAS5 表达升

高，miR-21、TIMP-3 表达下降，差异均有显著性意义 ( 均 P < 

0.05)；与模型组相比，治疗组大鼠软骨细胞中 LncRNA GAS5

表达下降，miR-21、TIMP-3 表达升高，差异均有显著性意义 

(P < 0.05)；治疗组与对照组比较差异无显著性意义。

2.4   荣筋拈痛方含药血清对退变大鼠软骨细胞中 MMP-3、
MMP-9、MMP-13 和 ADAMTS-5 基因表达水平的影响   见图 4。

与空白组相比，模型组中 MMP-3、MMP-9、MMP-13、 

ADAMTS-5 基因表达升高，差异均有显著性意义 (P < 0.05)；

与模型组相比，治疗组中 MMP-3、MMP-9、MMP-13 和

ADAMTS-5 基因表达下降，差异均有显著性意义 (P < 0.05)。

治疗组与对照组差异无显著性意义。

2.5   荣筋拈痛方含药血清对退变大鼠软骨细胞中 MMP-3、
MMP-9、MMP-13 和 ADAMTS-5 蛋白表达水平的影响   见图 5。
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与空白组相比，模型组中 MMP-3、MMP-9、MMP-13、 

ADAMTS-5 蛋白表达升高，差异均有显著性意义 (P < 0.05)；

与模型组相比，治疗组 MMP-3、MMP-9、MMP-13、ADAMTS-5

蛋白表达下降，差异均有显著性意义 (P < 0.05)。治疗组与对

照组比较差异无显著性意义。

2.6   荣筋拈痛方含药血清对退变大鼠软骨细胞中 TIMP-3 蛋

白表达水平的影响   见图 6。
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达 + 体积分数 10% 荣筋拈痛方含药血清组 MMP-9、MMP-13

和 ADAMTS-5 mRNA 表达量均降低 (P < 0.05)。

3   讨论   Discussion
膝骨关节炎是慢性退行性骨关节疾病，以关节滑膜炎症、

软骨退变、软骨下骨硬化、骨赘形成等为主要病理特征
[1-3]

。

患者常出现行走或劳累后关节酸胀疼痛，甚至晨僵；病情反

复发作，逐渐加重，最终可能导致膝关节力线改变、畸形，

引起关节活动障碍，严重影响患者的生活质量，给家庭和社

会带来很大负担
[40]
。膝骨关节炎发病的根本是软骨退变，其

直接原因在于软骨细胞和细胞外基质的平衡被打乱，即软骨

细胞减少、细胞外基质进行性降解。因此，如何抑制软骨细

胞外基质降解，是防治膝骨关节炎的关键。中医学采用补肝

肾、强筋骨、活血、祛瘀、止痛等治法防治膝骨关节炎，以

达到补益肝肾、荣养关节、祛除外邪、缓解疼痛的目的，延

缓膝骨关节炎的进展。荣筋拈痛方源于陈可冀院士《清宫配

方集成》，课题组前期计算机分子模拟研究表明，荣筋拈痛

方可能具有刺激关节软骨蛋白多糖合成、抗炎镇痛的作用，

能有效延缓软骨基质降解，抑制关节软骨退变，但其效应的

作用机制有待深入研究。

该研究采用含药血清的方法干预退变软骨细胞，以明确

实验药物对软骨细胞外基质代谢的影响。基于血清药理学理

论，把荣筋拈痛方水提物、盐酸氨基葡萄糖胶囊水溶液，按

比率给予大鼠灌胃。药物经过新陈代谢，有效成分进入血液

循环，采集血清中含有该药物的有效成分。灌胃一定时间后，

采血、分离血清，使用前灭活，用含有药物的血清进行体外

细胞实验。在研究荣筋拈痛方的药效作用时，用含药血清进

行体外细胞实验，具有一定优势。一方面，该方法除了可以

验证中药有效成分的作用，还可反映出药物在实验动物体内

的新陈代谢产物及药物诱导的内源性成分的作用
[41]
。与直接

将受试药物作用于细胞的方法相比，含药血清法因条件可控

性强、重复性好，适用于中药复方的体外实验。由于中药复

方的药代动力学较为复杂，制备含药血清时，需要确定有效

的给药剂量、给药时间及采血时间，以更好地体现出中药药

效
[36，39]

。该研究分别以荣筋拈痛方水提物、盐酸氨基葡萄

糖胶囊水溶液临床等效剂量为灌胃量制备含药血清。因不同

药物的含药血清干预软骨细胞的有效浓度、时间不同，所以

在应用含药血清进行体外实验时，需要明确其有效的时效、

量效关系。该研究 CCK-8 法检测细胞活性结果表明，荣筋拈

痛方含药血清的最佳采血时间为 2 h，有效干预时间为 48 h，

有效体积分数为 10%。

该研究退变软骨细胞中 TIMP-3 的表达量明显降低；

MMP-3、MMP-9、MMP-13、ADAMTS-5 mRNA 和蛋白的表达

明显升高，说明退变软骨细胞外基质分解代谢增强，合成代

谢减弱，胞外基质出现降解，加速软骨细胞退变。由分解

代谢和合成代谢紊乱失衡所致的软骨细胞外基质降解是引起

软骨退变的重要病理变化
[42]
。在胞外基质代谢过程中，基

图注：与空白组相比，
aP < 0.01；与模型组相比，

bP < 0.05。TIMP-3：基

质金属蛋白酶抑制物 3
图 6 ｜各组软骨细胞中 TIMP-3 蛋白的表达

Figure 6 ｜ Expression of TIMP-3 protein in chondrocytes 

图注：与空载体组相比，
aP < 0.05，bP < 0.01；与 LncRNA GAS5 过表达 +

空白血清组相比，
cP < 0.05。MMP：基质金属蛋白酶；ADAMTS-5：解聚

蛋白样金属蛋白酶 5；TIMP-3：基质金属蛋白酶抑制物 3
图 7 ｜ LncRNA GAS5 过表达软骨细胞中 LncRNA GAS5、miR-21、TIMP-
3、MMP-9、MMP-13 和 ADAMTS-5 基因的表达

Figure 7 ｜ Expression of LncRNA GAS5, miR-21, TIMP-3, MMP-9, MMP-13, 
and ADAMTS-5 in LncRNA GAS5 overexpressed chondrocytes

与空白组相比，模型组中 TIMP-3 蛋白表达降低，差异

有显著性意义 (P < 0.05)；与模型组相比，治疗组 TIMP-3 蛋

白表达升高，差异有显著性意义 (P < 0.05)。治疗组与对照组

差异无显著性意义。

2.7   荣筋拈痛方含药血清对 LncRNA GAS5 过表达软骨细胞外

基质代谢的影响   见图 7。
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与空载体组相比，LncRNA GAS5 过表达组 LncRNA GAS5

表达量明显升高 (P < 0.01)；与 LncRNA GAS5 过表达 + 空白

血清组相比，LncRNA GAS5 过表达 + 体积分数 10% 荣筋拈痛

方含药血清组 LncRNA GAS5 表达量降低 (P < 0.05)。与空载

体组相比，LncRNA GAS5 过表达组 miR-21、TIMP-3 表达量降

低 (P < 0.05)；与 LncRNA GAS5 过表达 + 空白血清组相比，

LncRNA GAS5 过表达 + 体积分数 10% 荣筋拈痛方含药血清组

miR-21、TIMP-3 表达量升高 (P < 0.05)。与空载体组相比，

LncRNA GAS5 过表达组 ADAMTS-5 mRNA 表达量明显升高 (P <  

0.01)，MMP-9 和 MMP-13 mRNA 表达量升高 (P < 0.05)；与

LncRNA GAS5 过表达 + 空白血清组相比，LncRNA GAS5 过表
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质代谢酶如 MMPs、TIMPs、ADAMTS 和去整合素等物质发

挥重要作用。MMPs 作为破坏细胞外基质的蛋白酶，在膝骨

关节炎中表达均有所增加。MMPs 的活性受 TIMPs 的调控，

二者保持平衡以维持软骨正常的结构和功能
[43]
。荣筋拈痛

方含药血清对胞外基质代谢的影响，与对照含药血清无明显

差异，说明二者延缓胞外基质降解的效果相当。荣筋拈痛方

含药血清组与对照含药血清组 MMP-3、MMP-9、MMP-13、 

ADAMTS-5 mRNA 和蛋白的表达均有一定程度降低，TIMP-3  

mRNA 和蛋白的表达水平均有一定程度升高，说明荣筋拈

痛方含药血清能促进 TIMP-3 的表达，通过抑制 MMPs、
ADAMTS 的表达，抑制胞外基质分解代谢，从而延缓软骨细

胞退变。

该研究退变软骨细胞中 LncRNA GAS5 的表达明显升高，

miR-21 及其靶基因 TIMP-3 的表达量明显降低，说明 LncRNA 

GAS5 可能通过 miR-21 及其靶基因 TIMP-3 发挥其生物学功

能。同时，软骨细胞退变中，MMP-3、MMP-9、MMP-13、
ADAMTS-5 mRNA 和蛋白的表达明显升高，说明 LncRNA GAS5

可通过 miR-21 及 TIMP-3 调控软骨细胞外基质降解，促进软

骨细胞退变。在细胞外基质降解、软骨细胞退变凋亡、软骨

下骨的异常改变、炎症反应和血管新生等膝骨关节炎病理变

化、发生发展过程中，LncRNA 均起重要的调控作用
[11-12]

。

近年来许多研究证实，LncRNA 可通过 miRNA 调控 mRNA 表

达，也是维持或降解胞外基质的关键调控因子
[44-46]

。SONG

等
[14]

研究发现，骨关节炎软骨细胞中 LncRNA GAS5表达上调。

LncRNA GAS5 的过表达增加了 MMP-2、MMP-3、MMP-9、
MMP-13和ADAMTS-4等MMPs的表达水平，促进了细胞凋亡，

抑制了自噬反应。miR-21 是骨关节炎发病过程中 LncRNA 

GAS5 的调节因子。该实验中，LncRNA GAS5 过表达慢病毒

感染软骨细胞后，过表达软骨细胞中 LncRNA GAS5 的表达水

平明显升高，升高幅度可达空载体组的 8-10 倍。miR-21 及

其靶基因 TIMP-3 的表达量明显降低，而 MMP-9、MMP-13、
ADAMTS-5 表达量升高。LncRNA GAS5 是软骨细胞外基质代

谢的负向调控因子，过表达 LncRNA GAS5 可通过 miR-21 及

其靶基因 TIMP-3，增加 MMP-9、MMP-13 和 ADAMTS-5 的表

达，促进分解代谢，加速胞外基质降解。骨关节炎软骨组织

中 miR-21 的表达水平明显降低，LncRNA GAS5 的异位表达可

抑制 miR-21 的诱导，结果表明 LncRNA GAS5 作为 miR-21 的

负调节因子调控细胞外基质代谢，参与骨关节炎的发病。荣

筋拈痛方含药血清组与对照含药血清组 LncRNA GAS5 的表达

降低，miR-21 及其靶基因 TIMP-3 的表达量升高，说明荣筋

拈痛方含药血清可降低软骨细胞退变中 LncRNA GAS5 的表达

量，且 LncRNA GAS5 可能通过 miR-21 调控软骨细胞外基质

代谢。LncRNA GAS5 过表达的软骨细胞经荣筋拈痛方含药血

清干预后，LncRNA GAS5 的表达量降低；miR-21、TIMP-3 的

表达量升高，MMP-9、MMP-13、ADAMTS-5 的表达量降低，

说明荣筋拈痛方含药血清可通过 LncRNA GAS5、miR-21 及

TIMP-3 调控细胞外基质合成与分解代谢，延缓软骨细胞外基

质降解。

总之，荣筋拈痛方通过调控 LncRNA GAS5/miR-21，促进

TIMP-3 的表达，抑制 MMP-3、MMP-9、MMP-13、ADAMTS-5

等表达，从而延缓退变软骨细胞外基质降解，起到防治膝骨

关节炎的作用。
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