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α-倒捻子素改善大鼠软骨细胞的凋亡和炎症反应的作用机制

孟晓源，安梦宇，王志刚，马 乐　（新疆维吾尔自治区人民医院骨科中心关节运动病区，新疆 乌鲁木齐 830001）

［摘 要］　目的　探索α-倒捻子素（α-MG）对脂多糖（LPS）诱导的体外大鼠软骨细胞骨关节炎（OA）和巨噬细胞M1型极化的

影响。方法　用 LPS诱导大鼠软骨细胞体外 OA模型。将大鼠软骨细胞和巨噬细胞分为对照组（正常培养）、LPS组（使用 1 μg/mL 
LPS刺激 24 h）、LPS+α-MG组（使用 40 μmol/L α-MG联合 1 μg/mL LPS刺激细胞 24 h）、LPS+α-MG+si-NC组（使用 70 μg/mL si-NC转染

并联合 40 μmol/L α-MG 及 1 μg/mL LPS 共同刺激细胞 24 h）、LPS+α-MG+si-BDNF 组（使用 70 μg/mL si-BDNF 转染并联合 40 μmol/L 
α-MG及 1 μg/mL LPS共同刺激细胞 24 h）。CCK-8法检测各组软骨细胞和巨噬细胞增殖活性，流式细胞术检测软骨细胞的凋亡和巨

噬细胞极化。ELISA法检测各组软骨细胞中白细胞介素（IL）-1β、IL-6、肿瘤坏死因子（TNF）-α水平。Western blot检测软骨细胞和巨

噬细胞中BDNF、PI3K、Akt表达。结果　在软骨细胞中，与对照组比较，LPS组的细胞增殖率降低，细胞凋亡率增加，BDNF、PI3K、Akt
蛋白表达下调，而 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平上调（P<0. 05）；与 LPS 组比较，LPS+α-MG 组细胞增殖率增加，细胞凋亡率降低，BDNF、
PI3K、Akt蛋白表达上调，而 IL-1β、IL-6、TNF-α水平下调（P<0. 05）；与 LPS+α-MG+si-NC组比较，LPS+α-MG+si-BDNF组细胞增殖率

降低，细胞凋亡率增加，BDNF、PI3K、Akt蛋白表达下调，而 IL-1β、IL-6、TNF-α水平均升高（P<0. 05）。在巨噬细胞中，与对照组比较，

LPS组细胞增殖率降低，M1型细胞比例增加，而BDNF、PI3K、Akt蛋白表达下调（P<0. 05）；与 LPS组比较，LPS+α-MG组细胞增殖率

增加，M1型细胞比例降低，而BDNF、PI3K、Akt蛋白表达上调（P<0. 05）；与 LPS+α-MG+si-NC组比较，LPS+α-MG+si-BDNF组细胞增

殖率降低，M1型细胞比例增加，而BDNF、PI3K、Akt蛋白表达水平下调（P<0. 05）。结论　α-MG通过激活BDNF/PI3K/Akt信号通路

抑制巨噬细胞M1型极化，改善大鼠软骨细胞的凋亡和炎症。
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Mechanism of alpha-mangostin improving apoptosis and inflammatory response in rat chondrocytes
MENG Xiao-yuan，AN Meng-yu，WANG Zhi-gang，MA Le　（Joint Movement Ward of Orthopedic Center，People's Hospital of 
Xinjiang Uygur Autonomous Region，Urumqi Xinjiang 830001，China）

Abstract: Objective　 To explore the effects of alpha-mangostin （α -MG） on the in vitro osteoarthritis （OA） in rat chondrocytes 
induced by lipopolysaccharide （LPS） and the M1 polarization of macrophages. Methods　An in vitro OA model of rat chondrocytes was 
induced by LPS.  Both rat chondrocytes and macrophages were divided into the control group （normal culture），LPS group （stimulated with 
1 μg/mL LPS for 24 hours），LPS+α-MG group （stimulated with 40 μmol/L α-MG combined with 1 μg/mL LPS for 24 hours），LPS+α-MG 
si-NC group （transfected with 70 μg/mL si-NC and stimulated with 40 μmol/L α -MG and 1 μg/mL LPS for 24 hours），and LPS+α -MG+
si-BDNF group （transfected with 70 μg/mL si-BDNF and stimulated with 40 μmol/L α-MG and 1 μg/mL LPS for 24 hours）.  CCK-8 assay 
was used to detect the proliferative viability of chondrocytes and macrophages in each group，and flow cytometry was used to detect the apoptosis 
of chondrocytes and the polarization of macrophages.  ELISA was used to detect the levels of interleukin（IL）-1β，IL-6，and tumor necrosis 
factor （TNF）-α of chondrocytes in each group.  Western blot was used to detect the expression of BDNF，PI3K，and Akt in chondrocytes and 
macrophages. Results　In chondrocytes，compared with the control group，the LPS group had decreased cell proliferation rate，increased cell 
apoptosis rate，down-regulated expression of BDNF，PI3K and Akt proteins，and up-regulated levels of IL-1β，IL-6 and TNF-α （P<0. 05）； 
compared with the LPS group，the LPS+ α -MG group showed increased cell proliferation rate，decreased cell apoptosis rate，up-regulated 
expression of BDNF，PI3K and Akt proteins，and down-regulated levels of IL-1β，IL-6 and TNF- α （P<0. 05）； compared with the LPS+
α-MG+si-NC group，the LPS+ α -MG si-BDNF group demonstrated decreased cell proliferation rate，increased cell apoptosis rate，down-

regulated expression of BDNF，PI3K and Akt proteins，and increased levels of IL-1β，IL-6 and TNF-α （P<0. 05）.  In macrophages，compared 
with the control group，the LPS group had decreased cell proliferation rate，increased proportion of M1 cells，and down-regulated expression of 
BDNF，PI3K and Akt proteins （P<0. 05）； compared with the LPS group，the LPS+ α -MG group showed increased cell proliferation rate，
decreased proportion of M1 cells，and up-regulated expression of BDNF，PI3K and Akt proteins （P<0. 05）； compared with the LPS+α-MG+
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si-NC group，the LPS+α-MG+si-BDNF group showed decreased cell proliferation rate，increased proportion of M1 cells，and down-regulated 
expression of BDNF，PI3K and Akt proteins （P<0. 05）. Conclusion　α -MG inhibits the M1 polarization of macrophages to improve the 
apoptosis and inflammation of rat chondrocytes by activating the BDNF/PI3K/Akt signaling pathway.

Keywords: alpha-mangostin； BDNF/PI3K/Akt signaling pathway； macrophage polarization； chondrocytes； apoptosis； inflammatory 
response

骨关节炎（osteoarthritis,OA）是一种严重的退行性

疾病，随着年龄的增长而不断恶化，其主要特征是关

节软骨退变和关节炎症反应[1]。软骨细胞的炎症变化

和凋亡在 OA 的发病过程中起重要作用[2]。目前，OA
的分子机制仍未明确，寻找更好的治疗靶点以开发有

效的治疗方案具有重要意义。近年来，越来越多的研

究证实，巨噬细胞的极化状态对炎症反应的调节至关

重要[3-5]。在OA中，M1型巨噬细胞的极化状态增加会

促进炎症因子释放，进而加剧疾病进展[6]。因此，抑制

M1 型巨噬细胞的极化可能成为治疗 OA 的一个重要

策略。

近年来，食源性植物和中草药中的化学物质，如

白藜芦醇、丹酚酸B和姜黄素都具有治疗OA的潜在价

值[7-9]。α-倒捻子素（alpha-mangostin,α-MG）是从山竹

中纯化得到的主要酮类单体化合物，其具有抗炎、抗

氧化和抗菌的作用[10-11]。研究表明，α-MG已广泛用于

治疗皮肤感染、痢疾和慢性伤口等[12]，但其是否能通过

调节软骨细胞凋亡和巨噬细胞极化对OA发挥作用尚

未明确。值得注意的是，脑源性神经营养因子（brain 
derived neurotrophic factor, BDNF）/磷脂酰肌醇 3-激酶

（phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K）/蛋白激酶B（protein 
kinase B, Akt）信号通路在调控细胞存活、增殖和炎症

反应中扮演关键角色，并与软骨细胞退变 OA 病理进

程密切相关[13-15]。本研究旨在研究 α -MG 对脂多糖

（lipopolysaccharide, LPS）诱导的体外大鼠软骨细胞

OA 模型和巨噬细胞 M1型极化的影响，并基于 BDNF/
PI3K/Akt信号通路初步探讨其潜在机制。

1　材料与方法

1. 1　试剂与耗材

α-MG（纯度：HPLC≥98%）购自浙江博迈科生物医

药研发有限公司。大鼠软骨细胞购自赛百慷（上海）

生物技术股份有限公司。大鼠巨噬细胞RMa-bm购自

深圳豪地华拓生物科技有限公司。Annexin V-FITC/PI
细胞凋亡试剂盒、胎牛血清、LPS、ECL试剂、白细胞介

素（interleukin， IL）-6、IL-1β 和肿瘤坏死因子（tumor 
necrosis factor, TNF）-α 的 ELISA 试剂均购自上海碧云

天生物科技有限公司。DMEM 和 1% 青霉素-链霉素

购自美国Gibco公司。沉默BDNF的小干扰RNA重组

质粒（si-BDNF）及其阴性对照（si-NC）均购自上海吉玛

公司。Lipofectamine 3000 试剂购自美国 Invitrogen 公

司。放射免疫沉淀裂解缓冲液、BCA蛋白定量试剂盒

购自美国 ThermoFisher公司。兔抗GAPDH、兔抗藻红

蛋白（phycoerythrin, PE）偶联的 F4/80 抗体、兔抗异硫

氰酸荧光素偶联的诱导型一氧化氮合酶（inducible 
nitric oxide synthase, iNOS）抗 体 、兔 抗 BDNF、兔 抗

PI3K、兔抗 Akt 的一抗和 IgG 偶联的二抗均购自美国

Cell Signaling Technology公司。

1. 2　大鼠软骨细胞和巨噬细胞的培养

将大鼠软骨细胞置于添加 10% 胎牛血清的

DMEM中，然后在 37 ℃、5% CO2的湿润培养箱中培养，

每2 d换1次培养基。大鼠巨噬细胞RMa-bm置于添加

10%胎牛血清和 1%青霉素-链霉素的DMEM中，然后

于 37 ℃、5% CO2的湿润培养箱中培养，每 1. 5 d换 1次

培养基。取对数生长期的细胞进行后续实验。

1. 3　细胞分组

将软骨细胞和巨噬细胞分为对照组、LPS组、LPS+
α -MG 组、LPS+ α -MG+si-NC 组、LPS+ α -MG+si-BDNF
组，其中对照组用新鲜培养基培养，LPS组使用1 μg/mL 
LPS 刺激 24 h[16]，LPS+α-MG 组使用 40 μmol/L α-MG[17]

联合 1 μg/mL LPS 刺激细胞 24 h，LPS+α-MG+si-NC 组

使用 70 μg/mL si-NC[18] 转染细胞并联合 40 μmol/L 
α-MG及 1 μg/mL LPS共同刺激细胞 24 h，LPS+α-MG+
si-BDNF 组 严 格 按 照 生 产 商 提 供 的 说 明 书 使 用

70 μg/mL si-BDNF[18]转染细胞并联合 40 μmol/L α-MG
及1 μg/mL LPS共同刺激细胞24 h。
1. 4　CCK-8法检测细胞的增殖活力

分别取生长状态良好的软骨细胞和巨噬细胞，以

5×104个/孔接种至 96 孔板中，按照 1. 3 中的方法处理

各组细胞 24 h 后，每孔加入 10 μL 的 CCK-8 试剂继续

在细胞培养箱中孵育 2 h，然后根据试剂盒说明书在微

板测量仪上测量每孔在450 nm波长处的吸光度值。

1. 5　流式细胞术检测软骨细胞的凋亡情况和巨噬细

胞的极化

根据Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂说明书检

测各组软骨细胞的凋亡率。软骨细胞用胰酶消化，在

流式细胞仪室中收集，调整浓度为 1×105/mL。在暗环
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境下，将 5 μL Annexin V-FITC 和 10 μL PI加入流动管

中混合，保持反应 15~30 min，然后采用流式细胞术检

测细胞凋亡率。

选择 PE 偶联的 F4/80 抗体和异硫氰酸荧光素偶

联的 iNOS抗体标记巨噬细胞群。根据抗体说明书在

流式细胞仪中分析 F4/80+/iNOS+的细胞亚群（即 M1型

巨噬细胞亚群）所占比例。

1. 6　ELISA检测软骨细胞中炎症因子水平

各组软骨细胞在干预 24 h后，取上清液，4 ℃下以

1 000 r/min离心 5 min；然后根据 ELISA试剂盒说明书

检测上清液中 IL-6、IL-1β和TNF-α水平。

1. 7　Western blot 检测软骨细胞和巨噬细胞中 BDNF、
PI3K、Akt的表达

用磷酸盐缓冲盐溶液清洗软骨细胞和巨噬细胞

3次，然后加入含有 1%蛋白酶和磷酸酶抑制剂的放射

免疫沉淀裂解缓冲液，在冰上反应约 20 min后提取总

蛋白，然后以 15 000 r/min 于 4 ℃下离心 30 min，弃沉

淀，用 BCA 法测定蛋白浓度。采用 15%SDS-PAGE 凝

胶进行电泳，然后将条带转移到PVDF膜上。5%牛血

清白蛋白封闭膜 1 h，然后加入 BDNF（1∶500）、PI3K
（1∶800）、Akt（1∶1 000）一抗于4 ℃孵育过夜；加入对应

的 IgG二抗孵育 2 h，并用含 Tween-20的 Tris缓冲盐溶

液清洗 3 次，每次 5 min；加入 ECL 试剂后在凝胶成像

系统中对膜进行显色。以 GAPDH 作为内参蛋白，利

用 Image J软件分析蛋白条带的灰度值。

1. 8　统计学分析

使用 Graphpad Prism v. 5. 0 软件进行分析。计量

数据以均数±标准差（x̄±s）表示，2 组间的差异采用

独立样本 t检验，多组间比较采用单因素方差分析

（ANOVA）和 Dunnett事后检验。所有实验重复 3 次。

以P<0. 05为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　α-MG激活BDNF/PI3K/Akt信号通路

在软骨细胞和巨噬细胞中，与对照组比较，LPS组

BDNF、PI3K、Akt 蛋白表达水平均下调（P<0. 05）；与

LPS 组比较，LPS+α-MG 组的 BDNF、PI3K、Akt 蛋白表

达水平均上调（P<0. 05）；与LPS+α-MG+si-NC组比较，

LPS+α -MG+si-BDNF 组的 BDNF、PI3K、Akt 蛋白表达

水平均下调（P<0. 05），见图1。
2. 2　α-MG 通过激活 BDNF/PI3K/Akt信号通路增强软

骨细胞的增殖活性

与对照组比较，LPS 组软骨细胞的增殖率降低

（P<0. 05）；与LPS组比较，LPS+α-MG组软骨细胞的增

殖率增高（P<0. 05）；与 LPS+ α -MG+si-NC 组比较，

LPS+ α -MG+si-BDNF 组 软 骨 细 胞 的 增 殖 率 降 低

（P<0. 05），见图2。
2. 3　α-MG 通过激活 BDNF/PI3K/Akt信号通路抑制软

骨细胞凋亡

与对照组比较，LPS 组软骨细胞的凋亡率增高

（P<0. 05）；与LPS组比较，LPS+α-MG组软骨细胞的凋

亡率降低（P<0. 05）；与 LPS+ α -MG+si-NC 组比较，

LPS+ α -MG+si-BDNF 组 软 骨 细 胞 的 凋 亡 率 增 高

（P<0. 05），见图3。
2. 4　α-MG 通过激活 BDNF/PI3K/Akt信号通路抑制软

骨细胞的炎症反应

与对照组比较，LPS 组软骨细胞中 IL-1β、IL-6、
TNF- α 水平均升高（P<0. 05）；与 LPS 组比较，LPS+
α -MG 组软骨细胞中 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平均降低

（P<0. 05）；与LPS+α-MG+si-NC组比较，LPS+α-MG+si-
BDNF 组软骨细胞中 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平均升高

（P<0. 05），见图4。
2. 5　α-MG 通过激活 BDNF/PI3K/Akt信号通路促进巨

噬细胞的增殖和M1型极化

与对照组比较，LPS 组巨噬细胞增殖率降低，M1
型巨噬细胞比例增加，差异均有统计学意义（P<0. 05）；

与LPS组比较，LPS+α-MG组巨噬细胞增殖率增加，M1
型巨噬细胞比例降低，差异均有统计学意义（P<0. 05）；

与LPS+α-MG+si-NC组比较，LPS+α-MG+si-BDNF组巨

噬细胞增殖率降低，而M1型巨噬细胞比例增加，差异

均有统计学意义（P<0. 05），见图5。
3　讨论

软骨细胞是关节软骨中唯一的驻留细胞，负责维

持软骨细胞外基质中的合成代谢和分解代谢之间的

平衡[19-20]。然而，软骨细胞自我修复和再生的能力较

差。已有研究证明，软骨细胞的增殖、凋亡和炎症反

应在OA的进展中起着关键作用[21]。目前，已有许多药

物用于治疗 OA，如类固醇和非甾体抗炎药、透明质

酸、氨基葡萄糖和软骨素等[22]。然而，这些药物仍无法

阻止OA的进展。

越来越多的研究调查了植物来源天然化合物对

人类疾病的治疗效果[23-24]。这些植物来源药物具有潜

在的治疗效果和较少的副作用，已成为治疗 OA 的理

想药物。α-MG 是山竹果皮的主要成分，已被证实具

有抗凋亡、抗炎和抗氧化作用[25]，其在抗肠道菌群紊

乱[26]以及抗肿瘤[27]中具有重要作用，但其是否还有其

他药理作用值得深入研究。在一项研究 OA 的报道
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中，α-MG（10 mg/kg）可抑制 IL-1β 刺激下软骨细胞中

M1极化标志物 iNOS 的表达，并下调炎症反应相关蛋

白 NF-κB 的磷酸化和 p65 的核易位，且 α-MG 处理后

OA 的软骨退行性改变明显减轻[28]。本研究亦证实了

α-MG抑制了 LPS诱导的大鼠软骨细胞炎症反应和凋

亡，表明 α -MG 可能延缓 OA 的进展。本研究发现，

α-MG 激活了 LPS 抑制的软骨细胞和巨噬细胞中的

BDNF/PI3K/Akt 信号通路，从而抑制 LPS 诱导下大鼠

软骨细胞的凋亡，增强软骨细胞和巨噬细胞的增殖活

力，减少软骨细胞中 IL-1β、IL-6、TNF-α 的分泌，抑制

了巨噬细胞的 M1 型极化。这表明 α -MG 可通过

BDNF/PI3K/Akt 信号通路对大鼠软骨细胞发挥抗凋

*：与对照组比较，P<0.05；#：与 LPS 组比较，P<0.05；△：与 LPS+
α-MG组比较，P<0.05；□：与LPS+α-MG+si-NC组比较，P<0.05

图2　各组软骨细胞的增殖率变化

*：与对照组比较，P<0.05；#：与 LPS 组比较，P<0.05；△：与 LPS+
α-MG组比较，P<0.05；□：与LPS+α-MG+si-NC组比较，P<0.05

图3　各组软骨细胞凋亡率的变化

a~d：Western blot 检测软骨细胞中 BDNF、PI3K、Akt 的蛋白表达水平；e~h：Western blot 检测巨噬细胞中 BDNF、PI3K、Akt 蛋白表

达水平　*：与对照组比较，P<0.05；#：与 LPS 组比较，P<0.05；△：与 LPS+α-MG 组比较，P<0.05；□：与 LPS+α-MG+si-NC 组比较，

P<0.05
图1　各组软骨细胞和巨噬细胞中BDNF/PI3K/Akt信号通路蛋白表达
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亡、促增殖并抑制炎症的作用。

软骨细胞凋亡在 OA 发病中起着关键作用，目前

主流的观点是 IL-1β 水平增加触发了软骨细胞凋亡，

导致软骨进一步退行性改变[29]。也有研究认为，IL-1β
激活了 OA 软骨细胞炎症反应，增加软骨细胞炎性损

伤[19]，这是OA最突出的特征之一。为验证α-MG处理

是否抑制 IL-1β 对 OA 软骨细胞炎症反应和炎性损伤

的促进作用，本研究进行了流式细胞术和 ELISA分析

发现，α-MG 处理后可显著抑制 IL-1β 等促炎因子分

泌，同时降低软骨细胞凋亡率。本研究采用沉默

BDNF 的方法抑制软骨细胞中 BDNF/PI3K/Akt 信号通

路后，显著逆转了α-MG对 IL-1β等促炎因子以及软骨

细胞凋亡的作用。这提示α-MG通过激活软骨细胞中

BDNF/PI3K/Akt信号通路缓解了 LPS诱导下软骨细胞

的凋亡和炎症反应，表明α-MG可作为抑制OA中软骨

细胞凋亡和炎症的潜在药物。

越来越多的证据表明，巨噬细胞在 OA 的进展中

必不可少[30-31]。M1型巨噬细胞分泌大量促炎因子（如

IL-1β、IL-6、TNF-α），从而加重滑膜炎和软骨细胞的退

变[5]。因此，巨噬细胞可能是OA治疗的新靶点。本研

究发现，LPS 诱导可使巨噬细胞增殖率降低，并促进

M1型巨噬细胞比例增加；而α-MG处理后巨噬细胞增

殖率显著增加，而M1型巨噬细胞比例降低；当抑制巨

噬细胞中BDNF/PI3K/Akt信号通路后，α-MG的作用部

分消失。这提示 α-MG 可能通过激活 BDNF/PI3K/Akt
信号通路降低M1型巨噬细胞比例，从而减轻OA中的

炎症反应。以上结果表明，α-MG 具有抑制巨噬细胞

M1型极化的作用，BDNF/PI3K/Akt信号通路的激活在

其中具有关键作用。

本研究具有一定局限性，尚未在体内进行验证，

且可能存在其他未被发现的分子机制。因此，未来的

研究应在体内验证α-MG对OA的治疗作用，进行更全

面的研究分析其分子机制，以明确 α-MG 的作用原理

和潜在的治疗价值。

综上所述，α-MG 在大鼠软骨细胞中具有显著的

抗凋亡作用，其可能通过激活 BDNF/PI3K/Akt 信号通

路实现；此外，其还能抑制大鼠巨噬细胞 M1 极化，从

而改善因巨噬细胞极化失衡引起的炎症环境，这为其

作为OA的潜在治疗药物提供了科学依据。
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