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藁本内酯衍生物抑制大鼠软骨细胞凋亡和炎症的

作用及机制
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摘要      该研究探究藁本内酯衍生物(LIGc)对IL-1β(10 ng/mL)诱导大鼠软骨细胞凋亡和炎症的作

用及机制。将大鼠软骨细胞分为Control组、IL-1β组及LIGc高、中、低剂量组。除Control组外, 其余

组均采用IL-1β诱导建立软骨细胞炎症模型, LIGc高、中、低剂量组分别加入0.4、0.2、0.1 μmol/mL
的LIGc干预24 h。CCK-8检测LIGc对大鼠软骨细胞活性的影响; Hoechst 33258染色观察大鼠软骨

细胞凋亡情况; Western blot检测细胞中Bcl-2、Caspase-3、TLR4、NF-κB p65蛋白表达情况; RT-
qPCR检测COX-2、HMGB1 mRNA的表达水平。研究发现不同浓度LIGc对大鼠软骨细胞的存活

率无显著影响; 与Control组相比, IL-1β组细胞凋亡水平明显升高; Caspase-3蛋白表达水平显著升

高(P<0.01), Bcl-2蛋白表达水平显著降低(P<0.01)。COX-2、HMGB1 mRNA表达水平均显著升高

(P<0.01); TLR4、NF-κB p65蛋白表达水平显著升高(P<0.01)。LIGc干预使得细胞活力显著升高并

抑制细胞凋亡, Caspase-3蛋白表达水平显著降低(P<0.01), LIGc中、高剂量组Bcl-2蛋白表达水平显

著升高(P<0.01); COX-2、HMGB1基因表达水平均显著降低(P<0.01)。TLR4、NF-κB p65蛋白表达

水平显著降低(P<0.01)。因此，LIGc能够抑制IL-1β所致的软骨细胞凋亡和炎症反应, 其作用机制

可能与抑制TLR4/NF-κB通路相关。
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Abstract       This study investigated the effect and mechanism of LIGc (ligustilide cycloprolactam) on 
apoptosis and inflammation of rat chondrocytes induced by IL-1β (10 ng/mL). Rat chondrocytes were divided 
into Control group, IL-1β group and LIGc high-dose, medium-dose and low-dose groups. Chondrocyte in-
flammation model was established by IL-1β induction in other groups except Control group. LIGc high-dose, 
medium-dose and low-dose groups were treated with 0.4, 0.2 and 0.1 μmol/mL LIGc for 24 h respectively. The 
effect of LIGc on the activity of rat chondrocytes was detected by CCK-8. The apoptosis of rat chondrocytes was 
observed by Hoechst 33258 staining. The protein expressions of Bcl-2, Caspase-3, TLR4 and NF-κB p65 were 
detected by Western blot. The expression levels of COX-2 and HMGB1 mRNA were detected by RT-qPCR. It 
was found that different concentrations of LIGc had no significant effect on the survival rate of rat chondrocytes. 
Compared with the Control group, the apoptosis of IL-1β group was significantly increased. The expression level of 
Caspase-3 protein was significantly increased (P<0.01), and the expression level of Bcl-2 protein was significantly 
decreased (P<0.01). The expression levels of COX-2 and HMGB1 genes were significantly increased (P<0.01); 
the expression levels of TLR4 and NF-κB p65 protein were significantly increased (P<0.01). After LIGc interven-
tion, cell viability was significantly increased, cell apoptosis was inhibited, and the expression level of Caspase-3 
protein was significantly decreased (P<0.01), the expression level of Bcl-2 protein LIGc (0.4, 0.2 μmol/mL) was 
significantly increased (P<0.01); the expression levels of COX-2 and HMGB1 genes were significantly decreased 
(P<0.01). The expression levels of TLR4 and NF-κB p65 protein were significantly decreased (P<0.01). There-
fore, LIGc can inhibit the apoptosis and inflammatory response of chondrocytes induced by IL-1β, and its mech-
anism may be related to the inhibition of TLR4/NF-κB pathway.

Keywords       chondrocytes; LIGc (ligusticum cycloprolactam); IL-1β (interleukin-1β); apoptosis; inflamma-
tory response

骨关节炎(osteoarthritis, OA)是以关节软骨退变

和炎症反应为主的慢性疾病[1]。OA的患病率较高, 
不仅影响中老年人的生活质量而且还会增加额外的

医疗支出[2]。OA的发病机制尚未明确, 研究表明, 软
骨细胞凋亡是软骨退变的重要病理特征, 因此寻找

保护软骨细胞的药物逐渐成为研究热点。目前OA
治疗药物以非甾体类抗炎药为主, 但长期应用这些

会产生诸多副作用如消化道出血、肾功能不全等[3-4]。

因此, 需要寻找能够延缓OA软骨退变, 且副作用小的

可改善OA病情的药物(disease-modifying osteoarthritis 
drugs, DMOADs)。中药来源小分子化合物具有安全、

有效的优势, 可为延缓OA软骨退变和炎症提供新方

向。藁本内酯(Z-ligustilide, LIG)是中药当归主要药

效标记物, 在多种细胞中发挥抗炎、抗凋亡、保护细

胞、延缓退变等重要药理作用[5-6]。研究发现, 藁本

内酯能够延缓OA大鼠软骨细胞凋亡和炎症, 具备治

疗OA的研究和应用价值[7]。然而, 藁本内酯常温下

可以脱氢、氧化、降解, 化学结构不稳定导致成药性

差[8]。ZHANG等[9]通过在藁本内酯结构中引入手性

环丙内酰胺获得藁本内酯衍生物(ligusticum cyclo-

prolactam, LIGc)(图1), 其保留了藁本内酯活性, 同时

具有化学性质稳定、易于保存、制备流程标准化等

优势。本研究探讨LIGc对IL-1β诱导的软骨细胞凋

亡和炎症的作用及可能机制, 为防治OA提供实验依

据。

1   材料与方法
1.1   主要试剂 

LIGc由中国科学院兰州化学物理研究所西北特

色植物资源化学重点实验室柳军玺研究员制备, 相
对分子质量为247 g/mol, 纯度≥98%。大鼠软骨细

胞 (货号 : 2021061311501)购于北纳创联生物科技有

限公司。IL-1β(货号: H0921DMEM)购于Peprotech公
司。CCK-8试剂 (货号 : 20220507)购于NCM Biotech
公司。RIPA裂解液(货号: CR2101120)购于Servicebio
公司。RNAex Pro RNA提取试剂 (货号 : A3A2161)、
Evo M-MLV反转录预混型试剂盒 (货号 : A3A1403)、
SYBR Green Pro Taq HS预混型RT-qPCR试剂盒(货号: 
A3A1983)购于Accurate Biotechnology公司。B淋巴细

胞瘤-2(B-cell lymphoma-2, Bcl-2)(货号: GR3232704-
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8)、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3(cysteinyl aspartate 
specific proteinases 3, Caspase-3)(货号 : GR3241586-
5)、TLR4一抗(货号: GR271818-5)购于Abcam公司。

NF-κB p65一抗(货号: AH04138226)购于Bioss公司。

1.2   细胞分组及处理方法

大鼠软骨细胞用含10%胎牛血清的PRMI 1640
培养基于含有 5%二氧化碳的培养箱中培养 , 隔天

换液 1次。用浓度为 10 ng/mL的 IL-1β诱导建立大

鼠OA软骨细胞炎症模型。将细胞分为Control组、

IL-1β组、LIGc高剂量组 (0.4 μmol/mL)、LIGc中剂

量组 (0.2 μmol/mL)和LIGc低剂量组 (0.1 μmol/mL), 
除Control组外, 每组分别加入10 ng/mL的IL-1β处理

软骨细胞 , 30 min后加入0.4、0.2、0.1 μmol/mL的
LIGc, 孵育24 h后进行检测。

1.3   细胞活性检测 
将大鼠软骨细胞接种于96孔板中, 分别加入0、

0.05、0.1、0.2、0.4和0.8 μmol/mL的LIGc处理细胞

24 h后, 每孔加入10 μL CCK-8溶液(5 mg/mL), 混匀

后于37 °C、5% CO2培养箱内孵育2 h。采用酶标仪

测量波长为450 nm处的吸光度(D)值并计算细胞的

存活率。

1.4   Hoechst 33258染色观察细胞形态及凋亡情况

收集上述分组处理后的细胞, 4%多聚甲醛固定

10 min, PBS清洗2次, Hoechst 33258染色液覆盖细

胞, 室温染色5 min, PBS清洗5次, 于荧光显微镜下观

察细胞形态及荧光水平。

1.5   蛋白印迹(Western blot)检测Bcl-2、Caspase-3、
TLR4、NF-κB蛋白表达水平

RIPA液抽提细胞中蛋白并用BCA法检测抽提

蛋白浓度。取40 µg抽提蛋白缓冲液稀释后在99 °C
条件下煮沸5 min, 变性后进行SDS-PAGE电泳, 之后

将蛋白电转至PVDF膜上, 用含5%脱脂奶粉的PBST 
37 °C封闭 2 h, 再加入Bcl-2、Caspase-3、TLR4、

NF-κB、GAPDH(1000 1׃)一抗稀释液, 4 °C过夜孵育, 
第2天加入二抗室温孵育2 h, BCL发光液显影、曝光、

拍照, 用ImageJ软件对条带量化观察, 分析蛋白相对

内参GAPDH表达量。

1.6   实时荧光定量聚合酶链式反应(RT-qPCR)检测

HMGB1、COX2基因表达情况

在上述实验分组条件下收集细胞后用Trizol法
提取总RNA。采用反转录试剂盒反转录成cDNA, 
采用三步法进行PCR反应程序, 根据溶解曲线判断

扩增产物的特异性 , 共循环 40次。HMGB1上游引

物序列5′-CTG GTG ATG GAC GAG AGA GC-3′, 下
游引物序列5′-GGC AGA TTG GGT AGG GTC AC-
3′; COX2上游引物序列5′-GAT GAC GAG CGA CTG 
TTC CA-3′, 下游引物序列5′-CAA TGT TGA AGG 
TGT CCG GC-3′; GAPDH上游引物序列5′-GGG TCC 
CAG CTT AGG TTC AT-3′, 下游引物序列 5′-TAC 
GGC CAA ATC CGT TCA CA-3′。相对表达量用2–

ΔΔCt法分析。引物合成使用Primer Premier 5.0软件。

1.7   统计学分析

实验数据应用SPSS 22.0统计软件进行统计学

分析, 所有数据用均数±标准差(x
_
±s)表示, 组间计量

资料采用单因素方差分析, 以P<0.05为差异有统计

学意义。

2   结果
2.1   软骨细胞形态观察

显微镜观察大鼠软骨细胞, 细胞呈贴壁生长, 
细胞形态不一, 为三角形或者多角形, 细胞生长稳定

(图2)。
2.2   CCK-8检测不同浓度LIGc对大鼠软骨细胞活

力的影响

不同浓度的LIGc(0、0.05、0.1、0.2、0.4和
0.8 μmol/mL)作用于大鼠软骨细胞24 h后 , CCK-8检

图1   LIG与LIGc分子结构式

Fig.1   Molecular structural formula of LIG and LIGc
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测发现LIGc对大鼠软骨细胞活力影响无统计学意义

(P>0.05)。本文选择0.1、0.2、0.4 μmol/mL进行后

续实验(图3)。
2.3   Hoechst 33258染色观察LIGc对软骨细胞形态

及凋亡情况的影响

Hoechst 33258蓝色荧光染色液可透过正常细

胞膜, 当细胞凋亡DNA结构发生改变时, 膜上蛋白

泵功能受损, 这使得染色液不能被排出细胞外, 荧光

强度增强。与Control组细胞相比, IL-1β组软骨细胞

细胞核固缩深染呈亮蓝色, 软骨细胞出现典型的凋

亡特征; 与IL-1β组相比较, 不同剂量LIGc干预后荧

光明显减弱, 说明LIGc干预改善了IL-1β造成的细胞

凋亡损伤, 且这呈浓度依赖性(图4)。
2.4   LIGc对IL-1β诱导的软骨细胞Bcl-2和Caspase-3
蛋白表达的影响 

与Control组相比, IL-1β组软骨细胞Caspase-3蛋
白表达水平显著上调 (P<0.01), Bcl-2蛋白表达水平

显著下调(P<0.01)。与IL-1β组相比, LIGc(0.4、0.2、

0.1 μmol/mL)组Caspase-3蛋白表达水平显著下调

(P<0.01), LIGc(0.4、0.2 μmol/mL)组Bcl-2蛋白表达

水平显著上调(P<0.01)(图5A~图5C)。
2.5   LIGc对IL-1β诱导的软骨细胞环氧化酶2(cyclo-
oxygenase-2, COX-2)和HMGB1 mRNA表达的影响

与Control组相比 , IL-1β组大鼠软骨细胞HMGB1
和COX-2 mRNA表达水平均显著上调(P<0.01); 与IL-1β
组相比 , LIGc(0.4、0.2、0.1 μmol/mL)组COX-2 mRNA
表达水平均显著下调 (P<0.01), LIGc(0.4 μmol/mL)组
HMGB1 mRNA表达水平显著下调(P<0.01)（图6A和
图6B)。
2.6   LIGc对IL-1β诱导的软骨细胞TLR4/NF-κB通
路相关蛋白表达的影响

与Control组相比, IL-1β组大鼠软骨细胞TLR4和
NF-κB p65蛋白质表达水平均显著上调 (P<0.01)。与

IL-1β组相比 , LIGc(0.4、0.2、0.1 μmol/mL)组TLR4
和NF-κB p65蛋白质表达水平均显著降低 (P<0.01)
(图7A~图7C)。

图2   大鼠软骨细胞形态观察

Fig.2   Morphological observation of rat chondrocytes 
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图3   不同浓度LIGc对大鼠关节软骨细胞活力的影响

Fig.3   Effect of different concentrations of LIGc on viability of rat articular chondrocytes
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3   讨论 
随着人口老龄化的加剧, OA发病率仍有显著增

高趋势, 未来对治疗药物需求会越来越大[10-11]。非

甾体类抗炎药物能够缓解OA疼痛等症状, 但因其对

心血管及胃肠道有副作用, 故不利于中老年人长期

服用。因此, 探索缓解关节疼痛、修复软骨, 改善关

节功能的疾病修饰药物(DMOAD)成为OA研究的热

点[12]。研究发现, 中药单体能改善关节功能, 延缓软

骨退变, 在抗OA方面具有较好的研究前景[13]。

LIG是中药当归的主要活性成分, 属于天然苯

酞类化合物, 具有抗炎[14]、抗氧化应激[15]、保护软

骨细胞[16]等药理作用。但是, LIG属于天然苯酞类

化合物, 其常温环境不稳定的结构导致复合材料的

成药性能较差, 因此在OA创新药物的应用中受到限

图4   Hoechst 33258染色观察LIGc对软骨细胞凋亡的影响

Fig.4   Hoechst 33258 staining was used to observe the effect of LIGc on chondrocyte apoptosis
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图5   LIGc对IL-1β诱导的软骨细胞Caspase-3和Bcl-2蛋白表达水平的影响

Fig.5   The effect of LIGc on IL-1β-induced Caspase-3 and Bcl-2 protein expression in chondrocytes
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图6   LIGc对IL-1β诱导的软骨细胞HMGB1和COX-2基因表达水平的影响

Fig.6   Effect of LIGc on IL-1β-induced HMGB1 and COX-2 gene expression in chondrocytes
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制。ZHANG等[9]研究发现, LIGc保留了LIG活性, 同
时具有化学性质稳定、生物口服利用度高、毒副作

用小的优势, 为当归的高值利用和小分子药物开发

奠定基础。前期研究发现, LIGc对神经炎症疾病具

有药理活性[17]。然而, 关于其对OA的作用还未见报

道。本研究首次探讨LIGc对IL-1β诱导的软骨细胞

凋亡和炎症的影响。

在OA的发展过程中, 炎症因子在软骨细胞凋亡

中发挥重要作用, 其中IL-1β导致细胞膜通透性增强, 
释放凋亡相关分子导致软骨细胞凋亡[18-19]。Bcl-2
具有抑制细胞凋亡的作用, Caspase-3是引起细胞凋

亡的关键酶。本研究采用10 ng/mL的IL-1β建立软

骨细胞炎症损伤模型。研究发现, LIGc能抑制IL-1β
诱导的软骨细胞活力下降, 同时能抑制Caspase-3蛋
白表达(P<0.01), 促进Bcl-2蛋白表达(P<0.01), 抑制

软骨细胞凋亡。因此, LIGc抑制Caspase-3表达、促

进Bcl-2表达发挥保护软骨细胞的作用。高迁移率

蛋白B1(high mobility group box 1 HMGB1)作为OA
病理过程中重要的损伤相关分子模式分子 (damage- 
associated molecular pattern, DAMP)促进炎症因子

释放并导致细胞凋亡 [20-21]。炎症和关节疼痛等均与

COX-2有关, COX-2促进前列腺素E2(prostaglandin E2, 
PGE2)释放导致关节疼痛和软骨损伤 [22]。HMGB1和
COX-2在OA软骨细胞凋亡和炎症过程中具有重要

作用[23-24]。本研究显示, IL-1β促进HMGB1和COX2
基因表达明显升高, 与对照组间均有显著性差异。

因此, LIGc能抑制HMGB1和COX-2基因表达, 抑制

炎症反应保护软骨细胞。TLR4/NF-κB信号通路在

调控OA软骨退变和炎症过程中具有重要作用[25]。

NF-κB p65是与炎症反应关系密切的转录因子, 能

**P<0.01.
图7   LIGc对IL-1β诱导的软骨细胞TLR4和NF-κB p65蛋白表达水平的影响

Fig.7   Effect of LIGc on IL-1β-induced TLR4 and NF-κB p65 protein expression in chondrocytes
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够调控下游细胞因子的表达以及细胞凋亡过程[26]。

本研究发现, LIGc降低大鼠软骨细胞炎症模型中

TLR4、NF-κB p65的表达水平, 表明LIGc可能通过

TLR4/NF-κB通路来抑制软骨细胞凋亡。

综上所述, LIGc具有延缓IL-1β诱导的大鼠软骨

细胞炎症反应和保护软骨细胞的作用, 其机制可能

与TLR4/NF-κB信号通路相关。但需要进一步通过

体内实验研究LIGc对OA软骨组织的影响和作用机

制, 为进一步探索LIGc治疗OA的作用及机制提供新

依据。
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