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  摘 要:目的 研究艾拉莫德对骨关节炎(OA)软骨细胞模型凋亡及炎症反应的调控作用及机制。方法 
培养软骨细胞株ATDC5,采用10

 

ng/mL白细胞介素(IL)-1β刺激的方法建立OA软骨细胞模型,给予不同浓

度(0.6、1.2、1.8
 

mg/L)艾拉莫德处理,转染pcDNA质粒或pcDNA-Toll样受体4(TLR4)质粒。检测细胞增

殖活力(以A490 表示)、凋亡率,裂解型caspase-3(Cleaved
 

caspase-3)、TLR4、核因子-κB(NF-κB)p-p65表达水

平,肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、IL-6、IL-8水平。结果 模型组 A490 低于对照组,凋亡率、Cleaved
 

caspase-3、
TLR4、NF-κB

 

p-p65、TNF-α、IL-6、IL-8水平均高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05);不同浓度艾拉莫德

组A490 高于模型组,凋亡率、Cleaved
 

caspase-3、TLR4、NF-κB
 

p-p65、TNF-α、IL-6、IL-8水平均低于模型组,差

异有统计学意义(P<0.05)且上述调控作用呈浓度依赖性;在转染质粒的条件下,pcDNA-TLR4+1.8
 

mg/L
艾拉莫德组A490 低于pcDNA+1.8

 

mg/L艾拉莫德组,凋亡率、Cleaved
 

caspase-3、TLR4、NF-κB
 

p-p65、TNF-
α、IL-6、IL-8水平均高于pcDNA+1.8

 

mg/L艾拉莫德组,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 艾拉莫德通

过抑制TLR4/NF-κB通路改善OA软骨细胞模型的凋亡及炎症反应。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

regulatory
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

iguratimod
 

on
 

apoptosis
 

and
 

inflam-
matory

 

response
 

of
 

osteoarthritis
 

(OA)
 

chondrocyte
 

model.Methods Chondrocyte
 

line
 

ATDC5
 

was
 

cultured
 

and
 

stimulated
 

with
 

10
 

ng/mL
 

interleukin(IL)-1β
 

for
 

the
 

establishment
 

of
 

OA
 

model,treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

(0.6,1.2,1.8
 

mg/L)
 

of
 

iguratimod,and
 

transfected
 

with
 

pcDNA
 

plasmid
 

or
 

pcDNA
 

toll
 

like
 

receptor
 

4
 

(TLR4)
 

plasmid.Proliferation
 

activity(A490),apoptosis
 

rate,the
 

expression
 

level
 

of
 

cleaved
 

caspase-3,TLR4
 

and
 

nuclear
 

factor
 

-κB(NF-κB)
 

p-p65,the
 

contents
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α(TNF-α),IL-6
 

and
 

IL-8
 

were
 

detected.Results The
 

level
 

of
 

A490
 in

 

the
 

model
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

apoptosis
 

rate,the
 

expression
 

level
 

of
 

cleaved
 

caspase-3,TLR4
 

and
 

NF-κB
 

p-p65,the
 

contents
 

of
 

TNF-α,IL-6,IL-8
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

level
 

of
 

A490
 in

 

different
 

concentrations
 

of
 

iguratimod
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

model
 

group,and
 

the
 

apoptosis
 

rate,the
 

ex-
pression

 

level
 

of
 

cleaved
 

caspase-3,TLR4
 

and
 

NF-κB
 

p-p65,the
 

contents
 

of
 

TNF-α,IL-6,IL-8
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

group
 

(P<0.05).Under
 

the
 

condition
 

of
 

plasmid
 

transfection,the
 

level
 

of
 

A490
 in

 

pcDNA-
TLR4+1.8

 

mg/L
 

iguratimod
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

pcDNA+1.8
 

mg/L
 

iguratimod
 

group,and
 

the
 

apoptosis
 

rate,the
 

expression
 

level
 

of
 

cleaved
 

caspase-3,TLR4
 

and
 

NF-κB
 

p-p65,the
 

contents
 

of
 

TNF-α,IL-6,IL-8
 

were
 

highgr
 

than
 

those
 

in
 

pcDNA+1.8
 

mg/L
 

iguratimod
 

group(P<0.05).Conclusion Iguratimod
 

improves
 

ap-
optosis

 

and
 

inflammatory
 

response
 

of
 

OA
 

chondrocyte
 

model
 

by
 

inhibiting
 

TLR4/NF-κB
 

pathway.
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pathway
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  骨关节炎(OA)是一类以关节软骨退行性改变以

及继发性骨质增生、骨赘形成为特征的慢性骨关节疾

病,主要的临床症状是关节疼痛和活动受限,严重者会

发展为关节畸形。目前,OA主要的保守治疗方法是使

用非甾体类药物进行抗炎和镇痛,尚缺乏逆转关节软骨

损害的特异性手段[1-2]。艾拉莫德是一种新型的抗风湿

小分子药物,具有抑制炎症、调节免疫的生物学功能,临
床上用于类风湿关节炎的治疗能够有效抑制关节滑膜

中炎症反应及细胞凋亡的激活[3]。在OA的发病过程

中,关节软骨细胞炎症反应及细胞凋亡的异常激活是造

成软骨退行性改变重要的生物学因素[4],国内一项基础

研究报道艾拉莫德对白细胞介素(IL)-1β诱导的关节软

骨细胞基质水解具有改善作用[5],但该药物是否直接改

善OA发病过程中关节软骨细胞的炎症反应及细胞凋

亡尚不清楚。因此,本研究将以IL-1β刺激关节软骨细

胞的方式建立OA细胞模型,具体观察艾拉莫德对OA
细胞模型凋亡及炎症反应的调控作用及分子机制,旨在

为发现OA治疗的新药物提供实验依据。
1 材料与方法

1.1 细胞株 小鼠软骨细胞株 ATDC5购自美国

ATCC公司。
1.2 仪器与试剂 细胞培养箱购自英国 Herocell公

司,多功能酶标仪购自美国ABI公司,显微镜为日本

奥林巴斯公司产品,凝胶电泳仪及成像仪均为上海天

能公司产品。达尔伯克改良伊格尔培养基(DMEM)
及胎牛血清均购自美国Gibco公司,艾拉莫德片购自

海南先声药业有限公司,CCK8细胞增殖检测试剂盒

购自美国 MCE公司,IL-1β购自美国Sigma公司,

pcDNA质粒、pcDNA-TLR4质粒购自上海生工公司,
TUNEL细胞凋亡试剂盒购自上海碧云天公司,细胞

因子的酶联免疫吸附法(ELISA)试剂盒购自上海西

唐公司,兔抗小鼠裂解型caspase-3(Cleaved
 

caspase-
3)、Toll样受体4(TLR4)、核因子-κB(NF-κB)p-p65、

β-actin特异性一抗及山羊抗兔辣根过氧化物酶二抗

购自美国Abcam公司。
1.3 方法

1.3.1 细胞培养 ATDC5细胞在含有10%胎牛血

清的培养基中贴壁培养,每2
 

d更换1次培养基,当细

胞密度生长至80%~90%时进行胰蛋白酶消化并按

照1∶3的比例传代继续培养。
1.3.2 细胞分组 传代的ATDC5细胞接种在培养

板内进行分组,对照组用不含药物的培养基处理,模
型组用含有10

 

ng/mL
 

IL-1β的培养基处理,不同浓

度艾拉莫德组用含有10
 

ng/mL
 

IL-1β及不同浓度

(0.6、1.2、1.8
 

mg/L)艾拉莫德处理;pcDNA对照组

转染pcDNA质粒,pcDNA模型组在含有10
 

ng/mL
 

IL-1β的培养基中转染pcDNA 质粒,pcDNA+1.8
 

mg/L艾拉莫德组在含有10
 

ng/mL
 

IL-1β及1.8
 

mg/L艾拉莫德的培养基中转染pcDNA质粒,pcD-
NA-TLR4+1.8

 

mg/L艾拉莫德组在含有10
 

ng/mL
 

IL-1β及1.8
 

mg/L艾拉莫德的培养基中转染pcD-
NA-TLR4质粒。转染均采用脂质体法。每组做4个

复孔,均连续给药或转染48
 

h。
1.3.3 CCK8法检测细胞增殖活力 收集细胞,采用

CCK8法进行细胞增殖的检测,每孔加入10
 

μL试剂

盒检测液,继续培养2
 

h后在酶标仪上检测A490,并以

A490 表示细胞增殖活力。
  

1.3.4 TUNEL法检测细胞凋亡 收集细胞,用4%
多 聚 甲 醛 固 定 后 进 行 TUNEL 法 检 测,先 加 入

TUNEL染液进行染色,漂洗后加入DAPI染液进行

染色,最后用抗荧光猝灭封片液封片后在显微镜下随

机观察5个高倍视野,对TUNEL阳性细胞和DAPI
阳性细胞进行计数,计算细胞凋亡率=TUNEL阳性

细胞数/DAPI阳性细胞数×100%。
1.3.5 ELISA检测细胞因子水平 收集细胞培养

基,采用ELISA试剂盒检测肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、
IL-6、IL-8的水平。操作严格按照试剂盒说明书进行。
1.3.6 免疫印迹法检测蛋白表达水平 收集细胞,
加入裂解液、裂解细胞、提取蛋白,检测蛋白浓度后将

含有20
 

μg蛋白的样本加入聚丙烯酰胺凝胶,进行垂

直电泳及水平电转膜;取电转后的硝酸纤维素膜,5%
脱脂牛奶室温封闭1

 

h后Cleaved
 

caspase-3、TLR4、
NF-κB

 

p-p65特异性一抗4
 

℃孵育过夜;次日孵育二

抗后在凝胶成像仪中进行ECL显影,得到蛋白条带

并扫 描 灰 度 值,以 β-actin 为 内 参,计 算 Cleaved
 

caspase-3、TLR4、NF-κB
 

p-p65的表达水平。
1.4 统计学处理 采用SPSS23.0软件进行实验数

据的统计学处理,本文所有实验数据均为呈正态分布

的计量资料,以x±s表示,多组间比较采用单因素方

差分析,进一步两两比较采用LSD-t法。以P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 艾拉莫德对OA软骨细胞模型凋亡水平的影响

 与对照组比较,模型组A490 降低、凋亡率增加(P<
0.05);与模型组比较,不同浓度艾拉莫德组 A490 升

高、凋亡率降低(P<0.05)且艾拉莫德调节增殖活力

凋亡的作用呈浓度依赖。TUNEL染色见图1,A490

及凋亡率的比较见表1。
2.2 艾拉莫德对OA软骨细胞模型凋亡基因表达的

影响 与对照组比较,模型组Cleaved
 

caspase-3的表

达水平增加(P<0.05);与模型组比较,不同浓度艾拉

莫德组Cleaved
 

caspase-3的表达水平降低(P<0.05)
且艾拉莫德调节Cleaved

 

caspase-3表达的作用呈浓

度依赖,见图2。
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  注:A为对照组;B为模型组:C为0.6
 

mg/L艾拉莫德组;D为1.2
 

mg/L艾拉莫德组;E为1.8
 

mg/L艾拉莫德组。

图1  对照组、模型组、不同浓度艾拉莫德组细胞的TUNEL染色

表1  对照组、模型组、不同浓度艾拉莫德组A490 及

   凋亡率的比较(n=4,x±s)

组别
艾拉莫德浓度

(mg/L)
A490 凋亡率(%)

对照组 0 1.05±0.13 0.31±0.08

模型组 0 0.52±0.06* 6.79±0.81*

不同浓度艾拉莫德组 0.6 0.70±0.05# 4.51±0.56#

1.2 0.81±0.07# 3.32±0.44#

1.8 0.94±0.08# 1.84±0.22#

  注:与对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05。

2.3 艾拉莫德对OA软骨细胞模型炎症反应的影响

 与对照组比较,OA模型组TNF-α、IL-6、IL-8水平

增加(P<0.05);与OA组比较,不同浓度艾拉莫德组

组TNF-α、IL-6、IL-8水平降低(P<0.05)且艾拉莫

德调节组TNF-α、IL-6、IL-8水平的作用呈浓度依赖。

见表2。

  注:A为对照组;B为模型组;C为0.6
 

mg/L艾拉莫德组;D为1.2
 

mg/L艾拉莫德组;E为1.8
 

mg/L艾拉莫德组。与对照组比较,*P<

0.05;与模型组比较,#P<0.05。

图2  对照组、模型组、不同浓度艾拉莫德组Cleaved
 

caspase-3表达水平比较

表2  对照组、模型组、不同浓度艾拉莫德组TNF-α、IL-6、IL-8水平比较(n=4,x±s)

组别 艾拉莫德浓度(mg/L) TNF-α(ng/mL) IL-6(ng/mL) IL-8(pg/mL)

对照组 0 3.41±0.62 8.19±1.03 109.39±14.82

模型组 0 12.09±1.75* 26.57±2.84* 254.67±29.29*

艾拉莫德组 0.6 9.14±1.19# 20.03±2.57# 193.47±22.12#

1.2 7.58±0.93# 15.65±1.94# 152.38±15.86#

1.8 5.05±0.61# 11.35±1.47# 131.02±11.47#

  注:与对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05。

2.4 艾拉莫德对OA软骨细胞模型TLR4、NF-κB
 

p-
p65表达的影响 与对照组比较,模型组TLR4、NF-
κB

 

p-p65的表达水平增加(P<0.05);与OA组比较,
不同浓度艾拉莫德组TLR4、NF-κB

 

p-p65的表达水

平降低(P<0.05)且艾拉莫德调节TLR4、NF-κB
 

p-
p65表达的作用呈浓度依赖。见图3。
2.5 过表达TLR4对艾拉莫德抑制OA软骨细胞模

型TLR4、NF-κB
 

p-p65表达的影响 与pcDNA对照
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组比较,pcDNA模型组中 TLR4、NF-κB
 

p-p65的表

达水平增加(P<0.05);与pcDNA模型组比较,pcD-
NA+1.8

 

mg/L艾拉莫德组中 TLR4、NF-κB
 

p-p65
的表达水平降低(P<0.05);与pcDNA+1.8

 

mg/L
艾拉莫德组比较,pcDNA-TLR4+1.8

 

mg/L艾拉莫

德组中 TLR4、NF-κB
 

p-p65的表达水平增加(P<
0.05)。见图4。

  注:A为对照组;B为模型组;C为0.6
 

mg/L艾拉莫德组;D为1.2
 

mg/L艾拉莫德组;E为1.8
 

mg/L艾拉莫德组;与对照组比较,*P<

0.05;与模型组比较,#P<0.05。

图3  对照组、模型组、不同浓度艾拉莫德组TLR4、

NF-κB
 

p-p65表达水平比较

2.6 过表达TLR4对艾拉莫德降低OA软骨细胞模

型凋亡水平的影响 与pcDNA对照组比较,pcDNA
模型组A490 降低、凋亡率增加(P<0.05);与pcDNA
模型组比较,pcDNA+1.8

 

mg/L艾拉莫德组增殖活

力A490 增加、凋亡率降低(P<0.05);与pcDNA+
1.8

 

mg/L艾拉莫德组比较,pcDNA-TLR4+1.8
 

mg/
L艾拉莫德组增殖活力A490 降低、凋亡率增加(P<
0.05)。TUNEL染色见图5,A490 及凋亡率的比较见

表3。

  注:A为pcDNA对照组;B为pcDNA模型组;C为pcDNA+1.8
 

mg/L艾拉莫德组;D为pcDNA-TLR4+1.8
 

mg/L艾拉莫德组;与

pcDNA对照组比较,*P<0.05;与pcDNA模型组比较,#P<0.05;与

pcDNA+1.8
 

mg/L艾拉莫德组比较,△P<0.05。

图4  各组细胞TLR4、NF-κB
 

p-p65表达水平比较

  注:A为pcDNA对照组;B为pcDNA模型组;C为pcDNA+1.8
 

mg/L艾拉莫德组;D为pcDNA-TLR4+1.8
 

mg/L艾拉莫德组。

图5  各组细胞的TUNEL染色

表3  各组细胞A490 及凋亡率的比较(n=5,x±s)

组别 A490 凋亡率

pcDNA对照组 1.08±0.11 0.37±0.06

pcDNA模型组 0.49±0.04* 6.04±0.93*

pcDNA+1.8
 

mg/L艾拉莫德组 0.91±0.12# 2.06±0.31#

pcDNA-TLR4+1.8
 

mg/L艾拉莫德组 0.52±0.05△ 5.16±0.77△

  注:与pcDNA对照组比较,*P<0.05;与pcDNA模型组比较,#

P<0.05;与pcDNA+1.8
 

mg/L艾拉莫德组比较,△P<0.05。

2.7 过表达TLR4对艾拉莫德抑制OA软骨细胞模

型凋亡基因表达的影响 与pcDNA 对照组比较,
pcDNA模型组中cleaved

 

caspase-3的表达水平增加

(P<0.05);与pcDNA 模型组比较,pcDNA+1.8
 

mg/L艾拉莫德组中cleaved
 

caspase-3的表达水平降

低(P<0.05);与pcDNA+1.8
 

mg/L艾拉莫德组比

较,pcDNA-TLR4+1.8
 

mg/L艾拉莫德组中cleaved
 

caspase-3的表达水平增加(P<0.05)。见图6。
2.8 过表达TLR4对艾拉莫德抑制OA软骨细胞模

型炎症反应的影响 与pcDNA对照组比较,pcDNA
模型组TNF-α、IL-6、IL-8的水平增加(P<0.05);与
pcDNA模型组比较,pcDNA+1.8

 

mg/L艾拉莫德组

TNF-α、IL-6、IL-8的水平增加降低(P<0.05);与
pcDNA+1.8

 

mg/L艾拉莫德组比较,pcDNA-TLR4
+1.8

 

mg/L艾拉莫德组TNF-α、IL-6、IL-8的水平增

加(P<0.05)。见表4。
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表4  各组细胞TNF-α、IL-6、IL-8水平比较(n=5,x±s)

组别 TNF-α(ng/mL) IL-6(ng/mL) IL-8(pg/mL)

pcDNA对照组 3.72±0.56 8.75±1.25 117.24±15.09

pcDNA模型组 13.11±1.88* 28.11±2.94* 260.33±31.44*

pcDNA+1.8
 

mg/L艾拉莫德组 6.01±0.81# 12.58±1.77# 140.24±19.48#

pcDNA-TLR4+1.8
 

mg/L艾拉莫德组 11.85±1.52△ 30.18±3.48△ 252.31±22.94△

  注:与pcDNA对照组比较,*P<0.05;与pcDNA模型组比较,#P<0.05;与pcDNA+1.8
 

mg/L艾拉莫德组比较,△P<0.05。

  注:A为pcDNA对照组;B为pcDNA模型组;C为pcDNA+1.8
 

mg/L艾拉莫德组;D为pcDNA-TLR4+1.8
 

mg/L艾拉莫德组。与

pcDNA对照组比较,*P<0.05;与pcDNA模型组比较,#P<0.05;

与pcDNA+1.8
 

mg/L艾拉莫德组比较,△P<0.05。

图6  各组细胞cleaved
 

caspase-3表达水平的比较

3 讨  论

  软骨细胞是关节软骨内合成软骨基质的唯一细

胞,对于维持软骨正常的结构和功能具有重要意义。
软骨细胞在慢性炎症、机械应力的刺激下发生损伤会

导致关节软骨基质降解并逐步出现软骨退行性改变、
继发性骨质增生和骨赘形成等 OA特征性改变。因

此,保护关节软骨细胞是治疗OA的关键。但目前常

用的非甾体类药物、氨基葡萄糖、硫酸软骨素等药物

虽然能够起到抗炎镇痛、促进软骨基质修复的作用,
但无法直接保护软骨细胞、逆转软骨退行性变的作

用,寻找新的 OA治疗药物及手段具有迫切的临床

需求。
艾拉莫德是一种新型的类风湿关节炎治疗药物,

具有抑制炎症及免疫调节活性,相关的细胞实验证实

该药物用于处理类风湿关节炎滑膜细胞能够抑制炎

症反应和细胞凋亡[6-7]。近些年,陆续有学者报道了

艾拉莫德用于 OA治疗的价值。虽然该药品目前未

获得治疗OA的适应证,但国内一项随机对照研究将

艾拉莫德用于OA治疗,结果证实艾拉莫德显著减轻

疼痛、改善关节功能、抑制炎症反应[8];另一项细胞实

验证实艾拉莫德对 OA软骨细胞模型的细胞基质降

解具有抑制作用[5],提示艾拉莫德可能通过延缓或逆

转关节软骨退行性改变的途径发挥OA治疗价值,但
目前关于艾拉莫德对 OA发病过程中软骨细胞的保

护作用尚缺乏直接证据,这也使艾拉莫德用于OA治

疗缺乏足够的基础研究证据。
本研究设计了细胞实验,采用与既往其他学者相

同的10
 

ng/mL
 

IL-1β刺激的方式建立OA软骨细胞

模型并给予艾拉莫德干预[9-10]。OA软骨细胞模型出

现了细胞凋亡和炎症反应的激活,表现为增殖活力降

低,凋亡率及凋亡基因Cleaved
 

caspase-3表达水平、
多种炎症细胞因子水平增加,符合OA的特征。经艾

拉莫德干预后,OA软骨细胞模型的细胞凋亡和炎症

反应均受到抑制,细胞的增殖活力增加,凋亡率及凋

亡基因Cleaved
 

caspase-3表达水平、多种炎症细胞因

子水平均降低。以上结果表明艾拉莫德对 OA软骨

细胞模型的炎症反应和细胞凋亡具有抑制作用,这也

为艾拉莫德治疗 OA发挥软骨保护作用提供了直接

的细胞实验证据,也为今后使用艾拉莫德治疗OA积

累了基础研究资料。
艾拉莫德目前的适应证是用于类风湿关节炎的

治疗,多项相关的基础研究证实艾拉莫德减轻滑膜组

织炎症反应的作用与抑制TLR4/NF-κB通路的激活

有关[11-12]。OA的发生、发展同样涉及TLR4/NF-κB
通路的激活,该通路的激活显著促进软骨细胞的凋亡

及炎症反应[13-15]。本研究使用艾拉莫德对 OA软骨

细胞模型进行干预后TLR4及 NF-κB
 

p-p65的表达

水平均明显降低,提示艾拉莫德在OA治疗过程中可

能抑制软骨细胞的TLR4/NF-κB通路。进一步设计

拯救实验,在艾拉莫德处理的同时通过转染pcDNA-
TLR4质粒的方式增加TLR4及NF-κB

 

p-p65的表达

后,艾拉莫德减轻OA软骨细胞模型细胞凋亡和炎症

反应的作用被逆转,表明艾拉莫德通过抑制 TLR4/
NF-κB通路减轻 OA软骨细胞模型细胞凋亡和炎症

反应,这为深入认识艾拉莫德发挥OA治疗价值的分

子机制积累了实验数据。
综上所述,在10

 

ng/mL
 

IL-1β刺激所建立的OA
软骨细胞模型中,给予艾拉莫德干预能够减轻凋亡及

炎症反应,这一作用与抑制TLR4/NF-κB通路有关,
这为今后使用艾拉莫德治疗 OA、研究艾拉莫德的分
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子药理机制积累了细胞实验数据。TLR4下游包括

MyD88依赖途径和非 MyD88依赖途径,本文初步揭

示了艾拉莫德抗炎及抗凋亡的作用与抑制 TLR4/
NF-κB通路有关,但具体对 MyD88依赖途径和非

MyD88依赖途径调控作用尚不清楚,今后应进一步

探讨TLR4下游不同途径在艾拉莫德抗炎及抗凋亡

中的作用。
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