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柚皮苷对骨关节炎软骨破坏的保护作用研究 *
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摘要 目的：考察柚皮苷对骨关节炎软骨破坏的保护作用。方法：将 60只 7周龄雄性 SD大鼠随机分为假手术组、模型组和柚皮苷

组，每组 20只。模型组和柚皮苷组大鼠通过切断右膝关节的前交叉韧带建立骨关节炎模型，建模后，柚皮苷组大鼠每天灌胃 200

mg / kg的柚皮苷溶液，共灌胃 4周。通过番红 O/固绿染色和 OARSI评分评估大鼠的关节软骨损伤程度。通过免疫组织化学染色

检测软骨组织中 p-I资B琢和 NLRP3的表达。通过用 IL-1茁体外诱导 SW1353细胞来模拟骨关节炎软骨细胞的病理微环境，并分别

应用 NF-资B抑制剂(PDTC)或 NLRP3抑制剂(CY-09)处理 SW1353细胞。通过 RT-PCR和Western blot检测细胞中 NF-资B、NL-
RP3、caspase-1、IL-6、IL-10、IL-18、MMP13和 ADAMTS-5的表达。通过 Annexin V-FITC/PI法检测细胞凋亡。结果：与模型组相比，

柚皮苷组的 OARSI评分显著降低（2.63 vs 0.94, P<0.05）。柚皮苷组的 p-I资B琢和 NLRP3蛋白表达水平显著低于模型组（P<0.05）。
与 IL-1茁组相比，IL-1茁+柚皮苷组的 SW1353细胞中 NF-资B、NLRP3、caspase-1、IL-6、IL-18、MMP13和 ADAMTS-5的表达水平均

显著降低，而 IL-10显著升高（P<0.05）。PDTC和 CY-09对 NF-资B和 NLRP3信号通路相关分子的调控作用与柚皮苷一致。与

IL-1茁组相比，IL-1茁+柚皮苷组、IL-1茁+PDTC组和 IL-1茁+CY-09组的细胞凋亡率均显著降低（P<0.05）。结论：柚皮苷可在体内和
体外抑制骨关节炎的进展，柚皮苷对骨关节炎的治疗作用部分依赖于对 NF-资B和 NLRP3信号通路的抑制。
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Protective Effect of Naringin on Cartilage Destruction in Osteoarthritis*

To investigate the protective effect of naringin on cartilage destruction in osteoarthritis. Sixty

7-week-old male SD rats were randomly divided into a sham group, a model group and a naringin group, with 20 rats in each group. The

osteoarthritis model was established in the model group and naringin group by cutting the anterior cruciate ligament of the right knee. Af-

ter modeling, rats in naringin group were given 200 mg/kg naringin solution daily for 4 weeks. The degree of articular cartilage damage

in rats was assessed by saffron O/fast green staining and OARSI score. The expression of p-I资B琢 and NLRP3 in cartilage tissue was de-

tected by immunohistochemical staining. The pathological microenvironment of osteoarthritis chondrocytes was simulated by inducing

SW1353 cells with IL-1茁 in vitro, and SW1353 cells were treated with NF-资B inhibitor (PDTC) or NLRP3 inhibitor (CY-09), respectively.

The expressions of NF-资B, NLRP3, caspase-1, IL-6, IL-10, IL-18, MMP13 and ADAMTS-5 were detected by RT-PCR and Western blot.

Apoptosis was detected by Annexin V-FITC/PI method. Compared with the model group, the OARSI score of the naringin group

was significantly reduced (2.63 vs 0.94, P<0.05). The expression levels of p-I资B琢 and NLRP3 proteins in the naringin group were signifi-

cantly lower than those in the model group (P<0.05). Compared with IL-1茁 group, the expression levels of NF-资B, NLRP3, caspase-1,
IL-6, IL-18, MMP13 and ADAMTS-5 in SW1353 cells of IL-1茁+naringin group were significantly reduced, while IL-10 significantly in-
creased (P<0.05). PDTC and CY-09 have the same regulatory effect on NF-资B and NLRP3 signaling pathway related molecules as

naringin. Compared with the IL-1茁 group, the apoptosis rates in the IL-1茁+naringin group, the IL-1茁+PDTC group, and the

IL-1茁+CY-09 group were significantly reduced (P<0.05). Naringin can inhibit the progression of osteoarthritis in vitro and in

vivo. The therapeutic effect of naringin on osteoarthritis depends in part on the inhibition of NF-资B and NLRP3 signaling pathways.
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前言

骨关节炎（osteoarthritis, OA）在全世界范围内具有较高的

发病率，其发病人群主要为中老年人，因此也是一种与年龄有

关的退行性关节疾病。骨关节炎的特征是滑膜炎、软骨退化和

骨赘形成，严重时可导致患者行动障碍或残疾 [1]。柚皮苷

(Naringin)是一种多功能生物类黄酮，主要来自葡萄柚和其他柑

橘类水果，据报道，柚皮苷具有抗氧化、清除自由基、抗衰老、抗

炎等作用[3,4]。骨关节炎的发病过程中伴随着多种炎性细胞因子

的异常表达以及相关炎症信号通路的活化。例如，肿瘤坏死因

子 -琢（tumor necrosis factor-琢,TNF-琢）的高表达可加重骨关节炎
的进展，核转录因子 NF-资B（nuclear transcription factor-资B, NF-
资B）信号通路及其下游分子的激活可导致软骨降解和破坏[5]。

其他研究者已经报道了柚皮苷在糖尿病心肌病、椎间盘退变中

对 TNF-琢和 NF-资B信号通路的抑制作用[6]，最近研究显示，柚

皮苷在关节炎动物模型中发挥了关节保护作用。张昀等研究发

现，柚皮苷能通过阻断一氧化氮生成和抑制 caspase信号通路

抑制人骨关节炎软骨细胞凋亡[7]。Xu等人研究发现，在骨关节

炎大鼠模型中，柚皮苷可通过减少前列腺素 E2（PGE2）、一氧

化氮（NO）、白介素 6（IL-6）和肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）的产生
发挥抗炎作用[8]。但柚皮苷在软骨降解和骨关节炎发生过程中

的作用机制仍有待进一步研究。此外，核苷酸结合寡聚化结构

域样受体蛋白 3（nucleotide-binding oligomerization domain-like

receptor protein 3, NLRP3）炎症体信号通路参与介导骨关节炎

的发病过程[9]。本研究旨在考察柚皮苷对骨关节炎大鼠模型的

潜在治疗作用，及其对软骨细胞生物学行为的影响，以期为骨

关节炎发生的分子机制及临床治疗提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

SD大鼠来自西安交通大学医学部实验动物中心(SYXK

(陕)2018-001)；60只 7周龄雄性 SD大鼠体重为 220~260 g，平

均为 233.32± 14.58 g。将大鼠饲养在标准环境控制室中，室温

25℃、湿度 55%、光照 12 h光暗循环，不限制饮食。

柚皮苷购自美国 Sigma公司，纯度为 98%。多聚甲醛、乙二

胺四乙酸、番红 O /固绿染色试剂购自北京索莱宝科技有限公

司；p-I资B琢一抗、山羊抗兔二抗购自美国 Santa Cruz Biotechol-

ogy公司；NLRP3、caspase-1、IL-6、IL-10、IL-18和 GAPDH一抗

购自英国 Abcam公司；二氨基联苯胺（DAB）购自武汉艾美捷

科技有限公司；NF-资B抑制剂(PDTC)购自上海碧云天生物技

术有限公司；NLRP3抑制剂(CY-09)、细胞凋亡检测试剂盒(An-

nexin V-FITC/PI)购自北京百奥莱博科技有限公司；人软骨肉瘤

细胞 SW1353购自美国 ATCC；IL-1茁购自上海烜雅生物科技
有限公司；DMEM培养基购自上海一研生物科技有限公司；

IL-1茁 购自美国 Sigma-Aldrich 公司；RNeasy试剂盒德国 Qia-

gen公司；苏木精 -伊红（HE）染色试剂盒、SYBR Green I染料

购自北京凯瑞基生物科技有限公司；ImProm-II (TM)反转录系

统购自美国 Promega公司；RIPA缓冲液购自北京普利莱基因

技术有限公司公司；BCA试剂盒测定蛋白质浓度购自上海碧

云天生物技术有限公司公司；5%牛血清白蛋白购自吉诺生物

医药技术有限公司公司；ECL化学发光检测试剂盒购自南京诺

唯赞生物科技有限公司公司。

1.2 方法

1.2.1 骨关节炎模型的建立 将大鼠随机分为假手术组、模型

组和柚皮苷组，每组 20只。对大鼠进行麻醉后，按照先前报道

的方法切断大鼠右膝关节的前交叉韧带进行骨关节炎模型的

建立[10]。模型组和柚皮苷组大鼠进行建模，假手术组大鼠进行

相同的手术操作，但不切断前交叉韧带。建模后，柚皮苷组大鼠

每天灌胃 200 mg/kg的柚皮苷溶液，共灌胃 4周。假手术组和

模型组大鼠灌胃等体积的生理盐水。给药完成后，处死大鼠并

分离膝关节组织。

1.2.2 苏木精 -伊红（HE）染色 实验完成后分离各组大鼠膝

关节组织，石蜡包埋，制作 4 滋m厚切片，根据制造商说明书采
用苏木精 -伊红（HE）染色试剂盒进行染色。

1.2.3 番红 O/固绿染色 将大鼠膝关节组织在 4%多聚甲醛

溶液中固定 3天，在 10%乙二胺四乙酸中脱钙 2周，然后梯度

乙醇脱水并石蜡包埋，切成 5 滋m厚切片。按照生产商说明，将
切片用番红 O/固绿染色。切片用Weigert染色 5 min，然后酸

性分化液分化 15 s，清洗后用固绿染液染色 5 min，用弱酸溶液

洗涤 15 s，番红 O溶液孵育 5 min。然后将切片脱水，透明，中性

树胶封片。通过国际骨关节炎研究协会（OARSI）评分评估各组

大鼠的关节软骨损伤程度[11]。

1.2.4 免疫组织化学染色 将大鼠软骨组织制备 4 滋m厚石蜡
切片，然后在二甲苯中脱蜡并用梯度乙醇脱水。在柠檬酸钠缓

冲液中回收抗原后，将切片与 p-I资B琢（1:1000）和 NLRP3（1:

1000）一抗在 4℃孵育过夜。用 PBS洗涤 3次后，将切片与生物

素化的山羊抗兔二抗（1:500）在 37℃下孵育 30 min，然后用

PBS洗涤 3次。将切片用二氨基联苯胺（DAB）进行着色 3 min。

在光学显微镜下随机选择 5个视野计数阳性染色细胞。

1.2.5 人软骨肉瘤细胞 SW1353 的培养 人软骨肉瘤细胞

SW1353在添加了 10%胎牛血清的 DMEM培养基中于 37%和

5% CO2条件下培养，3 天传代 1 次。通过用 IL-1茁体外诱导
SW1353细胞来模拟骨关节炎软骨细胞的病理微环境。将一部

分细胞用 10 ng/mL的 IL-1茁处理 24 h。然后收集 IL-1茁诱导的
SW1353细胞用于后续实验。SW1353细胞分为 5组，即对照组

（Control，未用药物处理）、IL-1茁 诱导组（IL-1茁）、IL-1茁 诱导 +

柚皮苷组（IL-1茁+Naringin）、IL-1茁诱导 +NF-资B抑制剂 PDTC

处理组（IL-1茁+PDTC）、IL-1茁诱导 +NLRP3抑制剂 CY-09处

理组（IL-1茁+CY-09）。将 IL-1茁诱导的细胞分别应用 10 滋mol/L
柚皮苷、100 滋mol/l的 NF-资B抑制剂(PDTC)或 100 滋mol/L的
NLRP3抑制剂(CY-09)处理 48 h。

1.2.6 RT-PCR 使用 RNeasy试剂盒从大鼠关节软骨组织

或 SW1353细胞中提取总 RNA，并使用 ImProm-II(TM)反转录

系统生成第一链 cDNA。使用 SYBR Green I 染料进行实时

PCR。设计引物序列，将目的基因标准化为 GAPDH。通过 2-△ △ Ct

法计算基因相对表达。见表 1。

1.2.7 Western blot 使用含蛋白酶抑制剂的 RIPA缓冲液裂

解软骨组织或 SW1353细胞。使用 BCA试剂盒测定蛋白质浓

度。将 30 滋g蛋白在 10%SDS-PAGE电泳并转移到 PVDF膜

上，将膜在 5%牛血清白蛋白中室温封闭 2 h。然后将膜与
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p-I资B琢（1:500）、NLRP3（1:500）、caspase-1（1:1000）、IL-6（1:
500）、IL-10 （1:1000）、IL-18 （1:1000）、MMP13 （1:500）、

ADAMTS-5（1:500）和 GAPDH（1:1000）一抗在 4℃下孵育过

夜。TBST洗涤后，将膜与 HRP标记的山羊抗兔二抗 IgG（1:

1000）室温下孵育 1 h。高敏型 ECL化学发光检测试剂盒进行

显影。GAPDH作为内参，ImageJ软件用于量化条带密度。

1.2.8 细胞凋亡检测 使用细胞凋亡检测试剂盒(Annexin

V-FITC/PI)在流式细胞仪上测定细胞凋亡。用 0.1%胰蛋白酶消

化 SW1353细胞并加入结合缓冲液（pH 7.4、2.5 m CaCl2、140

mMNaCl、10 mMHEPES、0.1%BSA）中，浓度为 105个细胞/mL。

100 滋L细胞悬液中加入 10 滋L Annexin V，冰上孵育 15 min

后，将 10 滋L PI溶液和 380 滋L结合缓冲液加到细胞悬液中。通
过流式细胞仪检测染色细胞数量。

1.3 统计学分析

使用 SPSS 21.0软件分析所有数据。数据均表示为平均

值± 标准差。使用 t检验或单因素方差分析（ANOVA）及 Tukey

事后检验进行组间比较。P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠的膝关节大体观察及 HE染色

解剖大鼠膝关节胫骨平台表面软骨，结果显示，假手术组

软骨表面光滑，边缘平整，无凹痕或损伤。模型组软骨表面有凹

陷（蓝色箭头），说明前十字韧带切除后由于关节不稳而引起了

软骨磨损。柚皮苷治疗组的凹陷较浅，说明柚皮苷能修复软骨

表面的损伤。见图 1。

HE染色结果显示，假手术组大鼠关节组织形态正常，排列

规则，未见明显病变。模型组关节软骨层发生缺损，排列紊乱，炎

性细胞浸润明显。而柚皮苷组关节病变程度明显减轻。见图 2。

Primer name Primer sequence (5'-3')

NF-资B2
F: AACAGACACAGATCTCCTCA

R: AAGTCCCTCATTCGGTGATC

NLRP3
F: GGCGCTGCTTTTCTGTGG

R: TTGGTGGAGACCGCTCTTG

IL-6
F: AAGGCAGGATGAAGCGGTTC

R: TTACCAGGTCAAGTCCGGG

IL-10
F: ATGACCAATACTAATGGATGCA

R: AAGATAAGGCTGCGTGTAACTG

IL-18
F: GCCAACGTCGAACCCAATTC

R: CGGGATAGCTGGTTACAAGTCACAC

MMP13
F: GCGAATTTCACGTCGAACCCC

R: CGGGACCCAAGTTACACAC

ADAMTS-5
F: GCCAATATCTGTTGGGAACGTCC

R: GTACACCAAACAGCTGGACAC

GAPDH
F: AATCCCTGATCCCGCATAAC

R: AGATAGCTGAGTTTGACGTTGC

表 1 引物序列信息

Table 1 Primer sequence information

图 1 大鼠膝关节观察

Fig.1 Rat knee joint observation

图 2 大鼠膝关节组织 HE染色

Fig.2 HE staining of rat knee joint tissue
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2.2 柚皮苷减弱骨关节炎大鼠的软骨退变

番红 O/固绿染色结果显示，假手术组大鼠膝关节软骨结

构正常，而模型组大鼠膝关节软骨出现番红 O失染现象，局部

结构破坏严重。柚皮苷组的膝关节软骨退变情况明显减轻。与

假手术组相比，模型组大鼠的 OARSI评分显著提高（0.54 vs

2.63, P<0.05）。而与模型组相比，柚皮苷组的 OARSI评分显著

降低（2.63 vs 0.94, P<0.05）。见图 3。

图 3 柚皮苷减弱骨关节炎大鼠的软骨退变

Fig.3 Naringin attenuated cartilage degeneration in osteoarthritis rats

Note: A: Saffron O / fast green staining (× 100); B: OARSI score; Compared with the sham group, *P<0.05; Compared with the model group, #P<0.05.

2.3 柚皮苷抑制骨关节炎大鼠软骨组织中 p-I资B琢 和 NLRP3

的表达

免疫组织化学染色显示，模型组大鼠软骨组织中 p-I资B琢
和 NLRP3主要为阳性表达，而柚皮苷组的阳性染色细胞明显

减少（P<0.05）。Western blot结果也证实，模型组的 p-I资B琢和
NLRP3蛋白表达水平显著高于假手术组，而柚皮苷组的 p-I资-
B琢和 NLRP3蛋白表达水平显著低于模型组（P<0.05）。见图4。

图 4 柚皮苷抑制骨关节炎大鼠软骨组织中 p-I资B琢和 NLRP3的表达

Fig.4 Naringin inhibited the expression of p-I资B琢 and NLRP3 in cartilage tissue of osteoarthritis rats

Note: A: Immunohistochemical staining (× 200); B: Western blot result; Compared with the sham group, *P<0.05;
Compared with the model group, #P<0.05.

2.4 柚皮苷通过抑制软骨细胞中 NF-资B和 NLRP3炎性体信号

通路减轻软骨细胞损伤

RT-PCR结果显示，与对照组 SW1353细胞相比，IL-1茁诱
导组细胞中 NF-资B2、NLRP3、caspase-1、IL-6、IL-18、MMP13和

ADAMTS-5的mRNA表达水平均显著升高，而 IL-10显著降低

（P<0.05）。然而，与 IL-1茁组相比，IL-1茁+柚皮苷组的NF-资B2、NL
RP3、caspase-1、IL-6、IL-18、MMP13 和 ADAMTS-5 的 mRNA

表达水平均显著降低，而 IL-10显著升高（P<0.05）。Western

blot结果与 RT-PCR一致，NF-资B和 NLRP3 信号通路相关分

子的蛋白表达也表现出相同的变化趋势。见图 5。

此外，本研究还分别应用 NF-资B抑制剂 PDTC和 NLRP3

抑制剂 CY-09来处理 IL-1茁诱导的 SW1353细胞，结果与柚皮

苷对 NF-资B和 NLRP3信号通路相关分子的调控作用一致。说

明柚皮苷是通过调控 NF-资B和 NLRP3信号通路来抑制软骨

退变及炎症反应。见图 6和图 7。

2.5 柚皮苷通过抑制软骨细胞中 NF-资B和 NLRP3炎性体信号

通路抑制细胞凋亡

细胞凋亡检测结果显示，与对照组相比，IL-1茁 组的
SW1353细胞的凋亡率显著升高（P<0.05），而与 IL-1茁组相比，
IL-1茁+柚皮苷组、IL-1茁+PDTC组和 IL-1茁+CY-09组的细胞凋
亡率均显著降低（P<0.05）。见图 8。
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图 5 柚皮苷对 SW1353细胞中 NF-资B和 NLRP3炎性体信号通路相关分子表达的影响

Fig.5 Effect of naringin on the expression of NF-资B and NLRP3 inflammasome signaling pathway-related molecules in SW1353 cells

Note: Compared with the control group, *P<0.05; Compared with the IL-1茁 group, #P<0.05.

图 6 NF-资B抑制剂 PDTC对 SW1353细胞中 NF-资B和 NLRP3炎性体信号通路相关分子表达的影响

Fig.6 Effect of NF-资B inhibitor PDTC on the expression of NF-资B and NLRP3 inflammasome signaling pathway-related molecules in SW1353 cells

Note: Compared with the control group, *P<0.05; Compared with the IL-1茁 group, #P<0.05.

图 7 NLRP3抑制剂 CY-09对 SW1353细胞中 NF-资B和 NLRP3炎性体信号通路相关分子表达的影响

Fig.7 Effect of NLRP3 inhibitor CY-09 on the expression of NF-资B and NLRP3 inflammasome signaling pathway-related molecules in SW1353 cells

Note: Compared with the control group, *P<0.05; Compared with the IL-1茁 group, #P<0.05.

3 讨论

软骨细胞凋亡和细胞外基质降解是骨关节炎的主要病理

变化[12,13]，虽然目前包括物理、药物、手术等治疗方法已经广泛

开展，但通常无法达到治愈效果[14,15]，因此急需要开发新的药物

来治疗骨关节炎。柚皮苷(Naringin)是一种在芸香科柑橘属植物

的干燥果皮中提取的淡黄色双氢黄酮类化合物[16]。柚皮苷的化

学式为 4,5,7- 三羟基黄烷酮 -7- 鼠李糖苷，分子式为

C27H32O14，分子量为 80.53，在 1928年 Asahina和 Inubuse首

次阐明柚皮苷的化学结构 [17]。柚皮苷是一种多功能生物类黄

酮，主要来自葡萄柚和其他柑橘类水果，据报道，柚皮苷具有抗

衰老、抗炎、抗凋亡、抗癌、抗氧化、降血糖、清除自由基和心脏
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图 8 柚皮苷通过抑制 SW1353细胞中 NF-资B和 NLRP3炎性体信号通路抑制细胞凋亡

Fig.8 Naringin inhibited apoptosis by inhibiting NF-资B and NLRP3 inflammasome signaling pathways in SW1353 cells

Note: Compared with the control group, *P<0.05; Compared with the IL-1茁 group, #P<0.05.

和心血管保护作用[18-21]。最近研究显示，柚皮苷在关节炎动物模

型中发挥了关节保护作用[3,4]，柚皮苷对多种疾病的治疗机制涉

及抑制炎症、氧化应激损伤等方面，然而尚不清楚柚皮苷对骨

关节炎的治疗机制。

本研究通过切断大鼠右膝关节的前交叉韧带建立了骨关

节炎模型，然后应用柚皮苷治疗大鼠 4周，番红 O /固绿染色

证实了柚皮苷对骨关节炎大鼠膝关节软骨组织的保护作用，

OARSI评分结果也说明柚皮苷明显减轻了大鼠的关节软骨损

伤程度。为了考察柚皮苷在治疗骨关节炎中的确切机制，本研

究采用免疫组织化学染色检测了大鼠软骨组织中 p-I资B琢 和
NLRP3的表达。由于 NF-资B信号通路是炎症反应的典型途径，
NF-资B信号通路的激活可调节炎性细胞因子、基质降解酶和其
他因子的释放。通常情况下，NF-资B与其抑制蛋白 I资B琢以无活
性形式存在于细胞质中，当 NF-资B信号通路激活后，活化的
NF-kB转位到核内与其相关的 DNA基序基序结合并诱导靶基

因的转录[22,23]。NF-资B信号通路的激活可导致软骨破坏，其他研
究发现柚皮苷在糖尿病心肌病、椎间盘退变中对 NF-资B信号
通路具有抑制作用[6]。Ran等人研究发现，复方五味子素 B可通

过 NF-资B信号通路来发挥治疗骨关节炎的作用 [24]。本研究发

现，骨关节炎大鼠软骨组织中 p-I资B琢的表达水平显著升高，而
柚皮苷可显著降低 p-I资B琢的表达。提示柚皮苷可能通过抑制
NF-资B信号通路的激活来发挥关节软骨保护作用。

核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3（NLRP3）炎症体

信号通路参与介导骨关节炎的发病过程，NLRP3炎性体通过

调节促炎性细胞因子和降解酶的释放参与各种关节炎疾病的

发生发展[25]。例如，兔膝骨性关节炎模型关节软骨中 NLRP3的

水平显著升高 [26]。 NLRP1 和 NLRP3 参与介导脂多糖

（Lipopolysaccharide, LPS）诱导的成纤维样滑膜细胞的凋亡，抑

制 NLRP1和 NLRP3可明显抑制凋亡相关细胞因子的表达[27]。

最近的研究报道，姜黄素或雌二醇主要通过抑制 NLRP3炎性

体信号通路来抑制炎症反应并发挥关节保护作用[28]。本研究发

现，骨关节炎大鼠软骨组织中 NLRP3的表达水平显著升高，而

柚皮苷可显著降低 NLRP3的表达。提示柚皮苷可能通过抑制

NLRP3炎性体信号通路来抑制炎症反应。

炎症在骨关节炎的发生发展中起着重要作用，多项研究均

报道了骨关节炎、类风湿关节炎、滑膜炎中的促炎细胞因子如

TNF琢、IL-6和 IL-1茁的水平明显升高[29]。因此，早期阻断炎症途

径可能有助于抑制骨关节炎疾病的进展。张昀等[7]应用不同浓

度的柚皮苷处理骨关节炎软骨细胞 24 h，然后应用炎症因子混

合液（IL-1茁 5 ng/ml和 TNF-琢 20 ng/ml）共作用 24 h，发现柚皮

苷显著减轻了炎症因子诱导的软骨细胞凋亡，并且抑制了一氧

化氮（NO）的合成和 caspase信号通路的激活。该研究说明

caspase信号通路的抑制可减少软骨细胞凋亡。殷方明等人[30]应

用柚皮苷治疗胶原诱导小鼠关节炎症模型 20 d，发现柚皮苷可

通过抑制对 HIF-1琢 上游的炎症因子 IL-6、TNF-琢 及下游的
CXCR4来降低胶原诱导小鼠炎症反应。然而，张昀等[7]和殷方

明等[30]的研究并未深入探讨柚皮苷对调控 caspase或炎症因

子 IL-6、TNF-琢的信号通路的影响，并且检测指标较少。
多项研究证实，IL-1茁可在体外诱导骨关节炎，并诱导软骨

细胞中 aggrecan 和 collagen II的下调 [31]，而 aggrecan 和 colla-

gen II是关节软骨细胞外基质的主要组分，对关节软骨的结构

和功能具有重要作用[32]。为了进一步揭示柚皮苷对软骨破坏的

保护作用及对炎症反应的调控机制，本研究在体外用 IL-1茁处
理 SW1353细胞来模拟骨关节炎软骨细胞的炎症微环境。观察

到 IL-1茁诱导的 SW1353细胞中 NF-资B和 NLRP3信号通路相

关分子（caspase-1、IL-6、IL-10、IL-18、MMP13 和 ADAMTS-5）

的表达水平发生明显变化。caspase-1在多种疾病中参与介导细

胞凋亡和细胞焦亡，可导致细胞溶解和胞浆内含物释放到细胞

外环境。caspase-1介导的细胞凋亡和细胞焦亡在多发性硬化、

视网膜炎、神经系统疾病等多种疾病中起调节作用，抑制 cas-

pase-1的表达可降低慢性关节炎的关节病理改变[33]。此外，cas-

pase-1是 NLRP3的下游靶基因。IL-6和 IL-18是促炎细胞因

子，而 IL-10是抗炎细胞因子。MMP-13参与骨关节炎软骨退

变，其对 collagen II具有强大的水解作用[34]。ADAMTS-4是与
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关节疾病相关的 ADAMTS 家族聚集蛋白聚糖酶 [35]。敲除

ADAMTS-4会减弱由炎症介质引起的软骨细胞中 aggrecan的

降解，从而发挥骨关节炎保护作用 [36]。 IL-6、IL-10、IL-18、

MMP13和 ADAMTS-5均是 NF-资B 信号通路的下游靶基因。
为了证实柚皮苷对骨关节的保护作用是否通过 NF-资B和 NL-

RP3信号通路介导，本研究分别应用 NF-资B抑制剂 PDTC和

NLRP3 抑制剂 CY-09 来处理 IL-1茁 诱导的 SW1353 细胞，结

果与柚皮苷对 NF-资B和 NLRP3信号通路相关分子的调控作

用一致。证实了柚皮苷是通过调控 NF-资B和 NLRP3信号通路

来抑制软骨退变及炎症反应。另外，细胞凋亡与骨关节炎的发生发

展密切相关，软骨细胞凋亡是骨关节炎的主要病理特征[37,38]。本

研究发现柚皮苷处理通过抑制 NF-资B和 NLRP3信号通路显

著阻滞了 IL-1茁诱导的软骨细胞凋亡
虽然目前已经有许多学者研究了柚皮苷的药用价值，然而

柚皮苷在骨关节炎方面的研究较少，且大多数研究集中在体外

细胞层面，缺乏柚皮苷在体内对骨关节炎治疗方面的数据。因

此，本研究从体内和体外两个方面探讨了柚皮苷治疗骨关节炎

的潜在价值。另外，目前关于柚皮苷对 NLRP3信号通路的调控

方面的文献鲜见报道。本研究表明柚皮苷可在体内和体外抑制

骨关节炎的进展。柚皮苷对骨关节炎的治疗作用部分依赖于对

NF-资B和 NLRP3信号通路的抑制。因此，柚皮苷在治疗骨关节

炎方面具有较高的潜在应用价值。在接下来的研究中，需要进

一步比较柚皮苷与常用骨关节炎治疗药物在治疗骨关节炎方

面的优势和劣势。
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