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木犀草素在炎症微环境下调控
Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路促进骨髓间充质

干细胞成软骨分化的机制
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摘要:目的　 探讨炎症微环境作用下木犀草素对骨髓间充质干细胞 ( ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ

ＢＭＳＣｓ)成软骨分化以及对 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的影响ꎮ 方法　 通过网络药理学手段筛选木犀草素调控成软

骨分化的基因集ꎬ并绘制蛋白质互相作用(ｐｒｏｔｒｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎꎬ ＰＰＩ) 网络图ꎬ随后进行基因本体论(ｇｅｎｅ

ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)及京都基因与基因组百科全书(ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓꎬ ＫＥＧＧ)富集分析ꎬ筛选成

软骨分化相关靶基因与木犀草素进行分子对接处理ꎮ 采用细胞计数试剂盒￣８(ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ￣８ꎬ ＣＣＫ８)及细胞

增殖试验检测木犀草素对 ＢＭＳＣｓ 的细胞毒性ꎮ 将大鼠 ＢＭＳＣｓ 分为对照组(使用 ２ ｍＬ 成软骨分化诱导培养基培

养)、模型组[使用 ２ ｍＬ 含 １０ ｎｇ / ｍＬ 肿瘤坏死因子 ( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬ ＴＮＦ￣α)的成软骨分化诱导培养基构

建炎症微环境]、低剂量组(在模型组的基础上加入 ５ μｍｏｌ 木犀草素干预)及高剂量组(在模型组的基础上加入

１０ μｍｏｌ木犀草素干预)ꎬ诱导各组细胞成软骨分化ꎬ构建微团软骨细胞球ꎮ 对微团软骨细胞球包埋切片后进行组

织学(番红－固绿、甲苯胺蓝、阿利新蓝)染色ꎬ采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法检测各组软骨细胞球成软骨基因Ⅱ型胶原蛋白

(ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ⅱꎬ ＣＯＬ２)、 Ｓｒｙ 相关 ＨＭＧ 框转录因子 ９ ( ｓｒｙ￣ｂｏｘ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ９ꎬ ＳＯＸ９)、聚集蛋白聚糖

(ａｇｇｒｅｃａｎꎬ ＡＣＡＮ)表达量及 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路蛋白激酶 Ａ (ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ａꎬ ＰＫＡ)、环磷腺苷效应元件结

合蛋白( ｃＡＭＰ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＣＢＰ)、糖原合成酶激酶 ３β ( ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ３ ｂａｔｅꎬ

ＧＳＫ３β)、β￣连环蛋白(ｂｅｔａ￣ｃａｔｅｎｉｎꎬ β￣ＣＡＴＥＮＩＮ)、细胞髓细胞瘤病毒癌基因同源物( ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｙｅｌｏｃｙｔｏｍａｔｏｓｉｓ

ｖｉｒａｌ ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｈｏｍｏｌｏｇꎬ ｃ￣ＭＹＣ)、细胞周期蛋白 Ｄ１ (Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１)表达量ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 Ｗｎｔ / β￣

ｃａｔｅｎｉｎ信号通路蛋白 ＰＫＡ、ＣＢＰ、ＧＳＫ３β、β￣ＣＡＴＥＮＩＮ、ｃ￣ＭＹＣ、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 表达量ꎮ 结果　 共筛选出木犀草素调控

成软骨分化靶基因 ５４ 个ꎬ其中 ５３ 个参与 ＰＰＩ 网络图的构建ꎮ 靶基因涉及 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路正向调控及负

向调控等生物过程ꎬ木犀草素与Ⅱ型胶原 α１ 蛋白(ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ⅱ ａｌｐｈａ １ｃｈａｉｎꎬ ＣＯＬ２Ａ１)、ＳＯＸ９、ＡＣＡＮ 均可良

好对接ꎮ ５ μｍｏｌ、１０ μｍｏｌ 木犀草素无明显细胞毒性ꎮ 组织学染色显示ꎬ模型组软骨细胞球染色比对照组稀疏而

且无序ꎬ加入木犀草素干预后被明显逆转ꎮ 与对照组相比ꎬ模型组软骨细胞球中 ＣＯＬ２、ＳＯＸ９、ＡＣＡＮ、ＰＫＡ、ＣＢＰ、

ＧＳＫ３β、β￣ＣＡＴＥＮＩＮ、ｃ￣ＭＣ、ＣＹＣＬＩＮ Ｄ１ 的 ｍＲＮＡ 表达量明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬＧＳＫ３β 表达量明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ

Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路蛋白 ＰＫＡ、ＣＢＰ、β￣ＣＡＴＥＮＩＮ、ｃ￣ＭＹＣ、ＣＹＣＬＩＮ Ｄ１ 表达量明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬＧＳＫ３β 表

达量明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ加入木犀草素干预后被显著逆转ꎮ 结论　 在炎症微环境下ꎬ木犀草素可促进 ＢＭＳＣｓ 成

软骨分化ꎬ可能与激活 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路有关ꎮ

关键词:木犀草素ꎻ骨髓间充质干细胞ꎻ成软骨分化ꎻ炎症微环境ꎻＷｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路
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Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ
ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ

ＺＨＡＯ Ｃａｎｂｉｎ１ꎬ ＳＨＡＯ Ｊｉａｎｇ２ꎬ ＧＵＡＮ Ｄｏｎｇｈｕｉ２ꎬ ＱＩＮ Ｙｉｎｇ３ꎬ ＤＩＮＧ Ｑｉａｎｇ１ꎬ ＧＵＯ Ｌｉａｎｇ１ꎬ
ＷＡＮＧ Ｗｅｉｗｅｉ１ꎬ ＣＨＥＮ Ｗｅｉ１ꎬ ＹＡＮ Ｘｉａｏｌｏｎｇ４ꎬ ＺＥＮＧ Ｐｉｎｇ５

(１. Ｆｉｒｓｔ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｎａｎｎｉｎｇ ５３０２００ꎬ Ｇｕａｎｇｘｉꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｊｉｎａｎ ２５００１４ꎬ

Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓꎬ Ｊｉｎａｎ Ｃｈａｎｇｑｉｎｇ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｊｉｎａｎ ２５０３００ꎬ
Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ４. Ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔꎬ Ｊｉｎａｎ Ｃｈａｎｇｑｉｎｇ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ Ｐｅｏｐｌｅ̓ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ / Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｔｏｗｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ

Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｊｉｎａｎ ２５０３００ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
５. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓ ２ꎬ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ

Ｎａｎｎｉｎｇ ５３０２００ꎬ Ｇｕａｎｇｘｉꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｏｎ ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ (ＢＭＳＣｓ) ａｎｄ ｔｈｅ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ａｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｎｅｔ￣
ｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｇｅｎｅ ｓｅｔｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｆｏｒ ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ａ ｐｒｏｔｅｉｎ￣
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ (ＰＰＩ) ｎｅｔｗｏｒｋ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ (ＧＯ) ａｎｄ Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ
(ＫＥＧＧ) ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｅｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ
ｔｈｅｎ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｗｉｔｈ ｌｕｔｅｏｌｉｎ. Ｔｈｅ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｏｎ ＢＭＳＣｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ￣８ (ＣＣＫ８) ａｎｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ. Ｒａｔ ＢＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( ｃａｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ２ ｍＬ
ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ)ꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ [ｕｓｉｎｇ ２ ｍＬ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １０ ｎｇ / ｍＬ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α (ＴＮＦ￣α) ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ]ꎬ
ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ (５ μｍｏｌ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ａｎｄ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ (１０ μｍｏｌ ｌｕｔｅｏｌｉｎ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ) . Ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｍｉｃｒｏｍａｓｓ
ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｐｅｌｌｅｔｓ. Ａｆｔｅｒ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ａｎｄ ｓｅｃｔｉｏｎｉｎｇꎬ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃ ｓｔａｉｎｉｎｇ (Ｓａｆｒａｎｉｎ￣Ｏ / Ｆａｓｔ Ｇｒｅｅｎꎬ Ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ Ｂｌｕｅꎬ Ａｌｃｉａｎ
Ｂｌｕｅ) ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ. ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ ｇｅｎｅｓ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ⅱ (ＣＯＬ２)ꎬ
Ｓｒｙ￣ｂｏｘ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ９ (ＳＯＸ９)ꎬ ａｎｄ ａｇｇｒｅｃａｎ (ＡＣＡＮ)ꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ａ ( ＰＫＡ)ꎬ ｃＡＭＰ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ( ＣＢＰ)ꎬ ｇｌｙｃｏｇｅｎ
ｓｙｎｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ３β ( ＧＳＫ３β )ꎬ β￣ｃａｔｅｎｉｎ ( β￣ＣＡＴＥＮＩＮ )ꎬ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｙｅｌｏｃｙｔｏｍａｔｏｓｉｓ ｖｉｒａｌ ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｈｏｍｏｌｏｇ
(ｃ￣ＭＹＣ)ꎬ ａｎｄ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｍｏｌｅ￣
ｃｕｌｅｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ５４ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｆｏｒ ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄꎬ ５３ ｏｆ
ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ. Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓꎬ
ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｓｈｏｗｅｄ ｇｏｏｄ ｄｏｃｋｉｎｇ ｗｉｔｈ
ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ⅱ ａｌｐｈａ １ ｃｈａｉｎ (ＣＯＬ２Ａ１)ꎬ ＳＯＸ９ ａｎｄ ＡＣＡＮ. Ｌｕｔｅｏｌｉｎ ａｔ ５ μｍｏｌ ａｎｄ １０ μｍｏｌ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ. Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｓｐａｒｓｅｒ ａｎｄ ｍｏｒｅ ｄｉｓｏｒｇａｎｉｚｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｃａｒｔｉｌａｇｅ
ｐｅｌｌｅｔｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｂｙ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＯＬ２ꎬ ＳＯＸ９ꎬ ＡＣＡＮꎬ ＰＫＡꎬ ＣＢＰꎬ
β￣ＣＡＴＥＮＩＮꎬ ｃ￣ＭＹＣꎬ ａｎｄ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ ＧＳＫ３β ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ (Ｐ<０.０５) . Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＫＡꎬ ＣＢＰꎬ β￣ＣＡＴＥＮＩＮꎬ ｃ￣ＭＹＣꎬ ａｎｄ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｉｎ ｔｈｅ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ < ０. ０５)ꎬ ａｎｄ ＧＳＫ３β ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ < ０. ０５) ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａｌｌ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｂｙ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｉｎ
ａｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ ｐｏｓｓｉｂｌｙ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｌｕｔｅｏｌｉｎꎻ Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎻ Ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎻ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉ￣
ｒｏｎｍｅｎｔꎻ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 骨关节炎以关节软骨退行性病变为主要特征ꎬ
是常见的骨科疾病ꎬ膝关节骨性关节炎是其常见的

类型之一[１￣２]ꎮ 膝关节骨性关节炎病理学特点主要
是软骨关节面破坏、软骨下骨硬化等[３]ꎮ 在临床诊



赵灿斌ꎬ等.木犀草素在炎症微环境下调控 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路促进骨髓间充质干细胞成软骨分化的机制 １３　　　 　

疗中ꎬ膝关节骨性关节炎患者往往伴有关节疼痛、肿
胀、活动障碍ꎬ给患者的日常生活带来了一定的负
担ꎮ 膝关节骨性关节炎的发病因素较多ꎬ如年龄增
长、创伤、过度肥胖等[４]ꎮ 有研究发现ꎬ我国膝关节
骨性关节炎发病率与患者年龄密切相关ꎬ随着人口
老龄化的不断加重ꎬ膝关节骨性关节炎发病率逐年
上升[５]ꎮ

研究发现ꎬ诱导骨髓间充质干细胞(ｂｏｎｅ ｍａｒ￣
ｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＢＭＳＣｓ)成软骨分化ꎬ
修复软骨缺损区治疗膝关节骨性关节炎展现出巨大

的潜在价值与发展可能性[６]ꎮ 目前ꎬ有研究证实了

ＢＭＳＣｓ 成软骨分化治疗膝关节骨性关节炎的可行

性[７￣８]ꎮ 此外ꎬＷｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在干细胞成

软骨细胞过程中发挥着重要作用[９￣１０]ꎮ 另有研究发

现ꎬ在炎症微环境下ꎬＷｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路被明

显抑制[１１]ꎬ可能与 ＢＭＳＣｓ 在炎症环境下成软骨分

化受到抑制有关[１２]ꎮ
有研究报道ꎬ许多天然的中草药产品可以促进

ＢＭＳＣｓ 成软骨分化过程[１３]ꎮ 作为黄酮类化合物ꎬ
木犀草素存在于骨碎补、淫羊藿等多种天然中草药

中ꎬ具有抗菌、抗炎、抗氧化及抗肿瘤等多种功

效[１４￣１５]ꎮ 木犀草素在诸多生物过程中对 Ｗｎｔ / β￣
ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路有显著调控作用[１６￣１７]ꎮ 目前有关

木犀草素是否可以在炎症微环境下调控 Ｗｎｔ / β￣
ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路并促进 ＢＭＳＣｓ 成软骨分化的报道

较少ꎮ 本研究采用大鼠骨髓间充质干细胞( ｒａｔ ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ｒＢＭＳＣｓ)作为研究

对象ꎬ在体外环境下研究木犀草素在炎症微环境下

促进 ｒＢＭＳＣｓ 成软骨分化的相关机制ꎬ为天然中药

提取物促进 ＢＭＳＣｓ 成软骨分化ꎬ治疗膝关节骨性

关节炎提供理论支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 主要试剂与仪器

ｒＢＭＳＣｓ(商品号:ＲＡＳＭＸ￣０１００１)及大鼠骨髓

间充质干细胞成骨诱导分化试剂盒(商品号:ＲＡＸ￣
ＭＸ￣９００４１)购自中国广州赛业生物科技有限公司

(已通过出厂鉴定)ꎮ 木犀草素 (商品号: Ｓ３１３６６)购
自上海源叶生物科技有限公司ꎮ ＴＲＮｚｏｌ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ 总
ＲＮＡ 提取试剂(商品号:ＤＰ４２４)购自北京天根生化

科技有限公司ꎮ 番红固绿(骨组织)染液套装(商品

号:Ｇ１０５３)、甲苯胺蓝染液(商品号:Ｇ１０３２)、阿利

新蓝染液(商品号:Ｇ１０２７) 均购自武汉赛维尔生

物科技有限公司ꎮ 酶标仪 (型号:ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ
ＤＥＶＩＣＥＳ)生产于美国 ＣＭａｘ Ｐｌｕｓ 公司ꎮ 荧光定量

ＰＣＲ 仪(型号:ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６)生产于瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公

司ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 引物由武汉赛维尔生物科技有限公

司合成ꎬ具体序列见表 １ꎮ
表 １　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 引物序列信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ
名称 序列(５′￣３′) 名称 序列(５′￣３′) 长度 / ｂｐ
ＣＯＬ２￣Ｆ ＴＧＴＧＡＡＧＡＣＣＣＡＧＡＣＴＧＣＣＴ ＣＯＬ２￣Ｒ ＴＴＣＧＣＣＡＣＧＡＧＡＡＣＣＴＴＧＡＧ －９７８
ＡＣＡＮ￣Ｆ ＧＣＡＧＡＣＣＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＴＧＡ ＡＣＡＮ￣Ｒ ＧＴＴＧＧＴＴＴＧＧＡＣＧＣＣＡＣＴＴＣ －２７４
ＳＯＸ９￣Ｆ ＡＣＡＡＣＧＣＡＡＧＣＴＴＣＴＧＣＡＡＧ ＳＯＸ９￣Ｒ ＧＴＧＧＧＧＣＧＡＡＣＡＡＡＣＡＡＧＡＣ －３４７
β￣ＣＡＴＥＮＩＮ￣Ｆ ＧＣＣＧＴＴＣＧＣＣＴＴＣＡＴＴＡＴＧＧ β￣ＣＡＴＥＮＩＮ￣Ｒ ＧＧＴＧＴＣＣＴＧＡＴＧＴＧＣＴＣＧＴＡ －１９２
ＧＳＫ３β￣Ｆ ＧＡＣＡＣＡＣＣＴＧＣＣＣＴＣＴＴＣＡＡ ＧＳＫ３β￣Ｒ ＡＧＡＡＧＣＧＧＣＧＴＴＡＴＴＧＧＴＣＴ －１７７
ＰＫＡ￣Ｆ ＴＴＡＧＣＡＡＧＣＣＡＣＡＡＴＧＣＴＣＡＧ ＰＫＡ￣Ｒ ＣＣＡＣＡＴＡＧＣＴＣＧＧＡＡＡＣＣＣＡＴ －１１３
ＣＢＰ￣Ｆ ＴＧＴＧＧＡＧＧＧＣＴＴＧＴＡＧＣＡＴＴ ＣＢＰ￣Ｒ ＡＡＡＡＧＡＧＣＣＣＡＡＡＴＧＴＣＴＧＧＡ －２８２
ｃ￣ＭＹＣ￣Ｆ ＣＴＡＴＣＡＣＣＡＧＣＡＡＣＡＧＣＡＧＡＧ ｃ￣ＭＹＣ￣Ｒ ＡＡＣＡＴＡＧＧＡＣＧＧＡＧＡＧＣＡＧＡＧ －１３３
ＣＹＣＬＩＮ Ｄ１￣Ｆ ＣＣＡＧＡＧＧＣＧＧＡＴＧＡＧＡＡＣＡ ＣＹＣＬＩＮ Ｄ１￣Ｒ ＣＧＧＴＡＧＣＡＧＧＡＧＡＧＧＡＡＧＴＴ －１７９
β￣ＡＣＴＩＮ￣Ｆ ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ β￣ＡＣＴＩＮ￣Ｒ ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＧＴ －１５４

１.１.２　 网络药理学部分所使用数据库名称和对应

网址

数据库相关信息以及运营国家的相关信息见

表 ２ꎮ
表 ２　 文中所用数据库及其网址

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｄａｔａｂａｓｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ＵＲＬｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｒｔｉｃｌｅ
数据库 网址(运营国家) 数据库 网址(运营国家)
Ｐｕｂ Ｃｈｅｍ ｈｔｔｐｓ: / / ｐｕｂｃｈｅｍ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ(美国) Ｓｔｒｉｎｇ ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.ｏｒｇ(瑞士)

Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｗｗｗ.ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ.ｃｈ(瑞士) Ｏｍｉｃｓｈａｒｅ ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｏｍｉｃｓｈａｒｅ.ｃｏｍ / (中国)

Ｐｈａｒｍ Ｍａｐｐｅｒ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｌｉｌａｂ￣ｅｃｕｓｔ.ｃｎ / ｐｈａｒｍｍａｐｐｅｒ(中国) ＰＤＢ ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｒｃｓｂ.ｏｒｇ(美国)
Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｇｅｎｅｃａｒｄｓ.ｏｒｇ(以色列) ｇ:Ｐｒｏｆｉｌｅｒ ｈｔｔｐｓ:/ / ｂｉｉｔ.ｃｓ.ｕｔ.ｅｅ / ｇｐｒｏｆｉｌｅｒ / ｇｏｓｔ(爱沙尼亚)
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１.２　 方法
１.２.１　 网络药理学部分

１.２.１.１　 木犀草素、成软骨分化靶点筛选及交集分析
使用 Ｐｕｂｃｈｅｍ 数据库网站获取木犀草素 ２Ｄ 结

构的 ＳＤＦ 文件ꎬ并使用 Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 和
Ｐｈａｒｍ Ｍａｐｐｅｒ 工具进行药物靶点预测ꎬ运用 Ｇｅｎｅ
Ｃａｒｄｓ 数据库检索 ｃｈｅｎｇ 软骨分化相关靶点ꎮ 将三

者导入 Ｏｍｉｃｓｈｒｅ Ｔｏｏｌｓ 分析工具进行 ＶＥＮＮ 分析ꎬ
得到三者的交集靶点信息ꎮ
１.２.１.２ 　 构建蛋白质相互作用关系网络( ｐｒｏｔｅｉｎ￣

ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓꎬ ＰＰＩ)
通过 Ｓｔｒｉｎｇ 数据库将交集靶点基因绘制 ＰＰＩ 网

络图ꎬ并使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.８.０ 拓扑计算并优化 ＰＰＩ
网络图ꎮ
１.２.１.３　 基因本体论(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)和京都基

因与基因组百科全书(Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ
ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓꎬ ＫＥＧＧ)通路富集分

析及其分子对接
使用 ｇ:Ｐｒｏｆｉｌｅｒ 工具转化交集靶点基因名称为

ＥＮＳＧ ＩＤꎬ导入 Ｏｍｉｃｓｈａｒｅ 网站进行 ＧＯ 富集 (包括
生物过程、细胞成分、分子功能)和 ＫＥＧＧ 通路富

集ꎮ 从 ＰＰＩ 网络中筛选参与成软骨分化的相关靶
点ꎬ由 ＰＤＢ 数据库获取结构文件ꎬ并利用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ
４.２.６ 软件进行其与木犀草素的分子对接ꎬ最后通过

Ｐｙｍｏｌ ２.４.０ 软件进行可视化分析ꎮ
１.２.２　 实验验证部分

１.２.２.１　 采用 ＣＣＫ８ 法检测细胞毒性及细胞分组
取对数生长期的 ｒＢＭＳＣｓ 调配细胞悬液ꎬ接种

于 ９６ 孔板中ꎬ密度约 ５×１０３ 个细胞 /孔ꎮ 培养至细

胞贴壁ꎬ分别加入含有 ０、５、１０、２５、５０ μｍｏｌ 木犀草

素的成软骨分化诱导培养基 ２００ μＬ(为消除实验误
差ꎬ每组培养基中均含有 ０.１％ＤＭＳＯ 助溶)ꎮ 分别

干预 ２４、４８、７２ ｈꎬ弃除原培养基ꎬ加入 １ ∶１０ 现配的

新鲜 ＣＣＫ８ 测定工作液ꎬ３７ ℃孵育 １.５ ｈ 后ꎬ４５０ ｎｍ
波长的酶标仪下检测各组吸光度ꎬ筛选出对 ｒＢＭＳＣｓ
无明显毒性的木犀草素浓度ꎮ 将细胞分为对照组
(不做干预)、模型组 [使用含 １０ ｎｇ / ｍＬ 肿瘤坏死

因子 ( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)的完全培养

基构建炎症微环境]、低剂量组(在模型组的基础上
使用 ５ μｍｏｌ 木犀草素干预)和高剂量组(在模型组

的基础上使用 １０ μｍｏｌ 木犀草素干预)ꎬ实验分组用
于后续实验操作ꎮ
１.２.２.２　 采用克隆形成法检测细胞增殖的表达

取对数生长期的 ｒＢＭＳＣｓ 调配细胞悬液ꎬ接种

于 ６ ｃｍ 培养皿中ꎬ密度约 １×１０３ 个细胞 /孔ꎮ 各组

细胞干预 １０ ｄꎬ弃除原培养基ꎬ４％多聚甲醛固定

１５ ｍｉｎꎬ结晶紫染液染色并拍照ꎬ使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像

处理软件计算细胞增殖群落数量ꎮ
１.２.２.３　 微团软骨细胞球的构建及处理

取对数生长期的 ｒＢＭＳＣｓꎬ使用 １５ ｍＬ 离心管

调配细胞悬液ꎬ密度约 ３×１０５ 个细胞 /管ꎮ 采用改良

微团培养法诱导 ｒＢＭＳＣｓ 成软骨分化[１８]ꎮ 细胞分

组同 １.２.２.１ꎮ 干预 ２１ ｄꎬ直至离心管内出现细胞球ꎮ
将细胞球小心取出ꎬ采用 ４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎꎬ
脱水处理ꎬ进行包埋及切片处理ꎮ
１.２.２.４　 番红固绿、甲苯胺蓝及阿利新蓝染色

固绿染色:切片加入骨组织固绿染色液 １~５ ｍｉｎꎬ
水洗去多余染液ꎬ至软骨呈无色ꎬ１％盐酸乙醇浸泡
１０ ｓꎮ 番红染色:切片加入骨组织番红染色液１~５ ｓꎬ
分别使用无水乙醇快速脱水 ５、２、１０ ｓꎬ二甲苯透明
５ ｍｉｎꎬ中性树胶封片ꎮ 显微镜下观察染色情况ꎮ

甲苯胺蓝染色:切片入甲苯胺蓝染液 ２~５ ｍｉｎꎬ
使用 ０.１％的冰醋酸分化ꎬＰＢＳ 冲洗ꎬ终止反应ꎬ显微

镜下观察分化程度ꎬ加入二甲苯透明 ５ ｍｉｎꎬ中性树
胶封片ꎮ 显微镜下观察染色情况ꎮ

阿利新蓝染色:切片入阿利新蓝染液中染色
１０~１５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗ꎮ 使用核固红染液复染 ３ ｍｉｎꎬ
ＰＢＳ 冲洗ꎬ加入二甲苯透明 ５ ｍｉｎꎬ中性树胶封片ꎮ
显微镜下观察染色情况ꎮ
１.２.２.５　 采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法检测成软骨相关基因及

Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路相关基因的表达

取对数生长期的 ｒＢＭＳＣｓ 调配细胞悬液ꎬ构建
微团软骨细胞球(具体方式构建方式及细胞分组

方式同 １.２.２.３)ꎮ 干预完成后采用 ＴＲＮｚｏｌ Ｕｎｉ￣
ｖｅｒｓａｌ 总 ＲＮＡ 提取试剂于冰上提取各组软骨细胞

球ｍＲＮＡꎬ进行反转录及扩增ꎬ每个样品 ３ 个重复ꎬ
结果相对于 Ａｃｔｉｎ 校正ꎬ采用 ２－ΔΔＣＴ 法分析实验

数据ꎮ
１.２.２.６　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅ￣

ｎｉｎ 信号通路相关蛋白的表达

取对数生长期的 ｒＢＭＳＣｓ 调配细胞悬液ꎬ构建
微团软骨细胞球(具体方式构建方式及细胞分组方

式同 １.２.２.３)ꎮ 干预完成后提取各组细胞球蛋白ꎬ
采用 ＢＣＡ 法检测各组蛋白浓度ꎮ 确定各组蛋白上

样量为 ２５ μｇꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ进行转膜、封闭ꎮ
加入一抗ꎬ４ ℃过夜孵育ꎮ 其中一抗:蛋白激酶 Ａ
(ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ａꎬ ＰＫＡ)、ｃＡＭＰ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ 结
合蛋 白 ( ｃＡＭＰ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＣＢＰ)、糖原合成酶激酶 ３β(ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ
３ ｂｅｔａꎬ ＧＳＫ３β )、 β￣连 环 蛋 白 ( ｂｅｔａ￣ｃａｔｅｎｉｎꎬ
β￣ＣＡＴＥＮＩＮ)、细胞髓细胞瘤病毒癌基因同源物
(ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｙｅｌｏｃｙｔｏｍａｔｏｓｉｓ ｖｉｒａｌ ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｈｏｍｏｌｏｇꎬ
ｃ￣ＭＹＣ)、细胞周期蛋白 Ｄ１ (Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１)、β￣肌动蛋
白(ｂｅｔａ￣ａｃｔｉｎꎬ β￣ＡＣＴＩＮ)ꎮ 孵育完成后室温下二抗
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孵育 １ ｈꎬ进行显影处理ꎮ 将细胞质内蛋白质表达水
平相对于 β￣ＡＣＴＩＮ 标准化ꎬ细胞质核蛋白质表达水
平相对于 Ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ３ 标准化ꎮ Ｇｅｒｐｏｌ３２ ４.０ 软件对
条带进行分析ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 统计学软件ꎮ 计量资料正态
性采用 Ｓｈａｐｉｒｏ￣Ｗｉｌｋ 检验ꎮ 符合正态分布的资料
以 􀭰ｘ± ｓ 表示ꎬ组间比较采用单因素方差分析和
Ｔｕｋｅｙ 检验ꎮ 检验水准 α＝０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 网络药理学结果
２.１.１　 木犀草素、成软骨分化靶点筛选及交集分析

通过 Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 和 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 靶
点预测工具共得到木犀草素作用靶点 ３５０ 个ꎬ通过

Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ 数据库得到成软骨分化相关靶点 ９０２ 个ꎬ
两者取交集后最终得到 ５４ 个交集靶点ꎬ见图 １Ａꎮ
２.１.２　 蛋白质互相作用(ｐｒｏｔｒｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎꎬ

ＰＰＩ) 网络的构建
ＰＰＩ 网络图显示ꎬ在 ５４ 个交集靶点中ꎬ除丝氨酸羟

甲基 转 移 酶 １ ( ｓｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １ꎬ
ＳＨＭＴ１)之外ꎬ其他 ５３ 个靶点均参与 ＰＰＩ 网络图的构
建ꎮ ＰＰＩ 网络图中包含成软骨相关靶点聚集蛋白聚糖
(ａｇｇｒｅｃａｎꎬ ＡＣＡＮ)、Ⅱ型胶原 α１ 蛋白(ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅⅡ
ａｌｐｈａ １ｃｈａｉｎꎬ ＣＯＬ２Ａ１)、Ｓｒｙ 相关 ＨＭＧ 框转录因子 ９
(ｓｒｙ￣ｂｏｘ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ９ꎬ ＳＯＸ９)及 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅ￣
ｎｉｎ 信号通路相关靶点蛋白激酶 Ａ 催化亚基 α(ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｋｉｎａｓｅ Ａ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａꎬ ＰＲＫＡＣＡ)、糖原合成
酶激酶 ３β(ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ３ ｂｅｔａꎬ ＧＳＫ３β)
等ꎬ见图 １Ｂꎮ
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图 １　 木犀草素调控成软骨分化的网络药理学分析
Ａ:木犀草素与成软骨分化相关靶点的交集 ＶＥＮＮ 图ꎻ Ｂ:交集靶点的 ＰＰＩ 网络图ꎻ Ｃ:ＧＯ 富集分析及 ＫＥＧＧ 信号通路
富集分析相关气泡图ꎻ Ｄ:木犀草素与成软骨相关蛋白 ＳＯＸ９、ＣＯＬ２Ａ１、ＡＣＡＮ 分子对接可视化图像ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｂｙ ｌｕｔｅｏｌｉｎ
Ａ: Ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ＶＥＮＮ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ａｎｄ ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｔａｒｇｅｔｓꎻ Ｂ: ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｉｎ￣
ｔｅｒｓｅｃｔｉｎｇ ｔａｒｇｅｔｓꎻ Ｃ: Ｂｕｂｂｌｅ ｐｌｏｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ
Ｄ: Ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ａｎｄ ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＳＯＸ９ꎬ ＣＯＬ２Ａ１ꎬ
ａｎｄ ＡＣＡＮ.

２.１.３　 ＧＯ 与 ＫＥＧＧ 通路富集分析与分子对接

ＧＯ 富集分析显示ꎬ５４ 个交集靶点涉及 Ｗｎｔ / β￣
ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路正向调控及负向调控等生物过程ꎬ
受体复合体、细胞核区域等细胞成分ꎬ蛋白激酶活

性、蛋白质磷酸化结合等生物过程ꎮ ＫＥＧＧ 富集分

析显示ꎬ存在 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路富集ꎬ见图

１Ｃꎮ 分子对接显示ꎬ木犀草素可以与 ＰＰＩ 网络中成

软骨相关靶点(ＡＣＡＮ、ＣＯＬ２Ａ１、ＳＯＸ９)良好对结ꎬ
见图 １Ｄꎮ
２.２　 实验验证部分

２.２.１　 细胞毒性的表达

干预 ２４ ｈ 后ꎬ与木犀草素 ０ μｍｏｌ 相比ꎬ木犀草素

５、１０ μｍｏｌ 细胞活性明显上升(Ｐ<０.０５)ꎬ木犀草素

２５ μｍｏｌ细 胞 活 性 未 出 现 明 显 变 化ꎬ 木 犀 草 素

５０ μｍｏｌ细胞活性明显下降(Ｐ < ０. ０５)ꎮ 干预 ４８、
７２ ｈ 后ꎬ与木犀草素 ０ μｍｏｌ 相比ꎬ 木 犀 草 素 ５、
１０ μｍｏｌ细胞活性明显上升(Ｐ<０.０５)ꎬ木犀草素 ２５、
５０ μｍｏｌ 细胞活性明显下降(Ｐ<０.０５)ꎮ 见图 ２Ａꎮ
２.２.２　 各组细胞增殖数量的表达与微团软骨细胞

球的构建

与对照组相比ꎬ模型组细胞增殖群落数目明

显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ２Ｂꎮ 与模型组相比ꎬ低剂

量组与高剂量组细胞增殖群落数目明显升高(Ｐ<
０.０５)ꎬ见图 ２Ｃꎮ 在成软骨诱导培育 ２１ ｄ 后ꎬ各组

细胞聚集呈现细胞球体形态ꎬ见图 ２Ｄꎮ
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图 ２　 ＣＣＫ８、细胞增殖的表达及微团软骨细胞球的构建
Ａ:０、５、１０、２５、５０ μｍｏｌ 木犀草素干预 ＢＭＳＣｓ ２４、４８、７２ ｈ 后细胞的吸光度变化(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. 木犀草素 ０ μｍｏｌ)ꎻ Ｂ:各组
ＢＭＳＣｓ 增殖群落数目变化(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. 对照组ꎻ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ. 模型组)ꎻ Ｃ:细胞增殖实验细胞群落培养皿外观图ꎻ
Ｄ:显微镜下的微团软骨细胞球(１００×)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＣＣＫ８ꎬ Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｍａｓｓ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｓｐｈｅｒｅ
Ａ: Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ａｆｔｅｒ ２４ꎬ ４８ꎬ ａｎｄ ７２ ｈｏｕｒｓ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ０、５、１０、２５、５０ μｍｏｌ ｏｆ ｌｕｔｅｏｌｉｎ
(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ｌｕｔｅｏｌｉｎ ０ μｍｏｌ)ꎻ Ｂ: Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＢＭＳＣ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ (∗Ｐ<０.０５
ｖｓ. ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ. ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ)ꎻ Ｃ: Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｃｅｌｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｄｉｓｈ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ
ｉｍａｇｅꎻ Ｄ: Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏｍａｓｓ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｓｐｈｅｒｅ (１００×) .

２.２.３　 微团软骨细胞球组织学染色及成软骨相关

基因

番红固绿染色、甲苯胺蓝染色及阿利新蓝染色

均可成功着色ꎮ 与对照组相比ꎬ模型组微团软骨细

胞球内部细胞排列稀疏且无序ꎮ 与模型组相比ꎬ低
剂量组和高剂量组微团软骨细胞球内部细胞排列紧

密有序ꎬ见图 ３Ａꎮ 与对照组相比ꎬ模型组 ＣＯＬ２、
ＳＯＸ９、ＡＣＡＮ ｍＲＮＡ 表达量明显下降(Ｐ<０.０５)ꎬ与
模型组相比ꎬ低剂量组和高剂量组 ＣＯＬ２、ＳＯＸ９、
ＡＣＡＮ ｍＲＮＡ 相对表达量明显上升 ( Ｐ < ０. ０５)ꎬ
见图 ３Ｂꎮ
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图 ３　 微团软骨细胞球组织学染色及成软骨相关基因表达
Ａ:微团软骨细胞球番红固绿、甲苯胺蓝、阿利新蓝染色镜下图像(２００×)ꎻＢ:各组细胞球成软骨相关基因 ＣＯＬ２、ＳＯＸ９、
ＡＣＡＮ 表达量变化(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. 对照组ꎻ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ. 模型组)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｓｐｈｅｒｏｉｄｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ
Ａ: Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｓｐｈｅｒｏｉｄｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｓａｆｒａｎｉｎ￣Ｏ / Ｆａｓｔ ｇｒｅｅｎꎬ Ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ Ｂｌｕｅꎬ ａｎｄ Ａｌｅｘｉｎ Ｂｌｕｅ
(２００×)ꎻ Ｂ: Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ＣＯＬ２ꎬ ＳＯＸ９ꎬ ａｎｄ ＡＣＡＮｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ
ｓｐｈｅｒｏｉｄｓ (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ. ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ) .

２.２.４　 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路相关基因的 ｍＲＮＡ
及蛋白表达

与对照组相比ꎬ模型组 ＰＫＡ、ＣＢＰ、 β￣ＣＡＴＥ￣
ＮＩＮ、ｃ￣ＭＹＣ、ＣＹＣＬＩＮ Ｄ１ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达量

显著下降(Ｐ<０.０５)ꎬＧＳＫ３β ｍＲＮＡ 及蛋白表达量

显著上升(Ｐ<０.０５)ꎮ 与模型组相比ꎬ低剂量组和高

剂量组 ＰＫＡ、ＣＢＰ、 β￣ＣＡＴＥＮＩＮ、 ｃ￣ＭＹＣ、ＣＹＣＬＩＮ
Ｄ１ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达量显著上升(Ｐ < ０.０５)ꎬ
ＧＳＫ３β ｍＲＮＡ 及蛋白表达量显著下降(Ｐ<０.０５)ꎮ
见图 ４ꎮ
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图 ４　 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路相关基因的 ｍＲＮＡ 及蛋白的表达
Ａ:ＰＫＡ、ＣＢＰ、β￣ＣＡＴＥＮＩＮ、ｃ￣ＭＹＣ、ＣＹＣＬＩＮ Ｄ１ 及 ＧＳＫ３β 的 ｍＲＮＡ 表达量变化差异(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. 对照组ꎻ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ.
模型组)ꎻ Ｂ:ＰＫＡ、ＣＢＰ、 β￣ＣＡＴＥＮＩＮ、ｃ￣ＭＹＣ、ＣＹＣＬＩＮ Ｄ１ 及 ＧＳＫ３β 的蛋白表达量条带外观图以及变化差异(∗Ｐ<０.０５
ｖｓ. 对照组ꎻ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ. 模型组)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ
Ａ: ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＫＡꎬ ＣＢＰꎬ β￣ＣＡＴＥＮＩＮꎬ ｃ￣ＭＹＣꎬ ＣＹＣＬＩＮ Ｄ１ꎬ ａｎｄ ＧＳＫ３β (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ. ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ)ꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂａｎｄｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＰＫＡꎬ ＣＢＰꎬ β￣ＣＡＴＥＮＩＮꎬ ｃ￣ＭＹＣꎬ ＣＹＣＬＩＮ Ｄ１ꎬ ａｎｄ ＧＳＫ３β (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ. ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ) .

３　 讨　 论

随着病情的进展ꎬ 膝关节骨性关节炎患者膝关

节疼痛与功能受限不断加重ꎬ给患者的日常生活和

身心健康造成了一定的影响[１９]ꎮ 常见的西药类药

物治疗膝关节骨性关节炎疗效不稳定且伴有一定的

不良反应[２０]ꎮ 国内外研究表明ꎬ天然中药及其活性

提取物在治疗膝关节骨性关节炎方面有着显著优

势[２１￣２２]ꎮ 木犀草素作为天然中药提取的活性成分ꎬ
在抗炎方面的疗效已被广泛证实[２３]ꎮ 目前ꎬ有关木

犀草素是否可以在炎症微环境下通过促进 ＢＭＳＣｓ
成软骨分化治疗膝关节骨性关节炎的研究较少ꎮ 本

研究结果显示ꎬ５、１０ μｍｏｌ 木犀草素无明显细胞毒

性ꎬ且可促进炎症微环境下 ＢＭＳＣｓ 的体外增殖ꎮ

在正常情况下ꎬ软骨组织细胞外基质中含有大

量蛋白聚糖ꎬ硫酸化糖胺聚糖是其重要的组成部分ꎬ
番红固绿、甲苯胺蓝、阿利新蓝染液可以与硫酸化糖

胺聚糖结合使其着色[２４]ꎮ 本研究结果显示ꎬ微团软

骨细胞球均可良好着色ꎬ提示 ＢＭＳＣｓ 成功地向软

骨细胞分化ꎮ 软骨细胞球组织学染色显示ꎬ在炎症

微环境下ꎬ软骨细胞球内部细胞排列及染色稀疏且

无序ꎬ表明软骨细胞球中蛋白聚糖减少ꎬ加入木犀草

素后ꎬ这一现象被显著逆转ꎬ由此提示ꎬ木犀草素可

能通过在炎症微环境下促进 ＢＭＳＣｓ 成软骨分化增

加蛋白聚糖的生成ꎮ 本研究结果显示ꎬ在木犀草素

与成软骨分化的 ＰＰＩ 网络图中存在 ＣＯＬ２Ａ１、
ＳＯＸ９、ＡＣＡＮ 靶点ꎬ且三者度值均处于较高位置ꎬ靶
点可良好对接ꎮ 此外ꎬ在炎症微环境下ꎬ微团软骨细

胞球中成软骨相关基因 ＣＯＬ２、ＳＯＸ９、ＡＣＡＮ 显著



　 ２０　　　 山　 东　 大　 学　 学　 报　 (医　 学　 版) ６３ 卷 ７ 期　

下降ꎬ而加入木犀草素后三者均显著上升ꎬＣＯＬ２ 在

软骨细胞中发挥着重要作用ꎮ 研究表明ꎬＣＯＬ２ 表

达量与软骨细胞的凋亡关系密切ꎬ在炎症微环境下ꎬ
软骨细胞中 ＣＯＬ２ 表达量明显下降ꎬ软骨细胞凋亡

率上升ꎬ上调 ＣＯＬ２ 的表达可明显降低软骨细胞凋

亡率[２５]ꎮ ＣＯＬ２ 与软骨的发育过程也有密切关系ꎬ
有研究发现ꎬＣＯＬ２ 突变会导致软骨发育不全[２６]ꎮ
ＳＯＸ９ 与 ＡＣＡＮ 在 ＢＭＳＣｓ 成软骨分化与胶原基质

合成的过程中发挥着重要作用[２７￣２８]ꎬＳＯＸ９ 可上调

ＣＯＬ２ 表达ꎬ 加速 ＢＭＳＣｓ 成软骨分化进程[２９]ꎬ
ＡＣＡＮ 对软骨细胞有着重要的保护作用ꎬ上调

ＡＣＡＮ 的表达可抑制软骨细胞的炎性改变及凋

亡[３０]ꎮ 本研究结果显示ꎬ木犀草素可以上调炎症微

环境中 ＣＯＬ２、ＳＯＸ９ 与 ＡＣＡＮ 的表达ꎬ提示木犀草

素在促进 ＢＭＳＣｓ 成软骨分化ꎬ抑制软骨细胞其炎

症性改变及凋亡的过程中发挥重要作用ꎮ
本研究 ＧＯ 富集分析发现ꎬ存在基因参与 Ｗｎｔ

信号通路的正向调控和负向调控ꎬ在 ＫＥＧＧ 富集分

析中发现ꎬ存在基因富集于 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通

路ꎮ 研究表明ꎬＷｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在 ＢＭＳＣｓ
分化过程中发挥着重要作用[３１￣３２]ꎮ Ｗｎｔ 通路激活

可促进 ＢＭＳＣｓ 的体外增殖ꎬ且 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 可上调

ＰＫＡ 的表达激活 ＰＫＡ 位点磷酸化修饰ꎬ进而加强

ＳＯＸ９ 磷 酸 化 修 饰ꎬ 促 进 成 软 骨 分 化 进 程[３３]ꎮ
ＰＫＡ、ＣＢＰ、ｃ￣ＭＹＣ 及 ＣＹＣＬＩＮ Ｄ１ 表达量增加及

ＧＳＫ３β 表达量降低均提示着 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通

路的激活ꎬ在此过程中 β￣ＣＡＴＥＮＩＮ 表达量增加并

出现核转位ꎬ进而启动下游相关基因的转录[３４]ꎮ 本

研究 结 果 显 示ꎬ 在 炎 症 微 环 境 下ꎬ ＰＫＡ、 ＣＢＰ、
β￣ＣＡＴＥＮＩＮ、ｃ￣ＭＹＣ 及 ＣＹＣＬＩＮ Ｄ１ 表达量显著降

低ꎬＧＳＫ３β 表达量显著升高ꎬ提示在炎症微环境下
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