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鹰嘴豆素 A对骨关节炎的体外作用机制研究

何 鹏，李秀成，何争珍，周显臣　（三峡大学中医医院/宜昌市中医医院骨伤科，湖北 宜昌 443000）

［摘 要］　目的　通过体外实验探讨鹰嘴豆素A（BCA）对骨关节炎的作用机制。方法　提取大鼠原代软骨细胞进行培养，随

后将其分为对照组(不加诱导剂及干扰剂)、模型组[10 ng/mL白细胞介素-1β（IL-1β）诱导]和BCA组（10 ng/mL IL-1β诱导+0、3、6、12、
24、48 μmol/L BCA干预）。采用四甲基偶氮唑蓝（MTT）法进行细胞活性评估，衰老β-半乳糖苷酶（SA-β-gal）染色观察细胞衰老情况，

酶联免疫吸附（ELISA）法检测细胞内炎症因子和氧化应激指标，蛋白免疫印迹法检测相关蛋白水平，运用分子对接技术验证BCA与

Nrf2之间的亲和力。结果　MTT法筛选BCA浓度后，选择 6、12、24 μmol/L BCA进行后续实验。与对照组相比，模型组软骨细胞活

性及过氧化氢酶（CAT）、超氧化物歧化酶（SOD）活性明显减弱（P<0. 05），SA-β-gal阳性细胞数显著增加，肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、

白细胞介素-6（IL-6）、丙二醛（MDA）表达水平明显升高（P<0. 05），细胞内Ⅱ型胶原蛋白（COL2A1）、蛋白多糖（ACAN）表达水平明显

降低（P<0. 05）。与模型组相比，BCA组上述情况均出现明显逆转（P<0. 05）。此外，BCA可以显著减弱核因子κB抑制因子α（IκB-α）
的降解和NF-κBp65的核转位，并促进Nrf2在细胞核中的表达和人血红素氧化酶 1（HO-1）在全细胞中的表达（P<0. 05）。分子对接

研究结果则进一步证实BCA与Nrf2具有极高的亲和力。结论　BCA可通过调控Nrf2/NF-κB信号通路体外抑制骨关节炎软骨细胞

氧化应激及炎症反应，缓解关节损伤。
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Study on mechanism of action of biochanin A on osteoarthritis in vitro
HE Peng，LI Xiu-cheng，HE Zheng-zhen，ZHOU Xian-chen　（Department of Orthopedics，China Three Gorges University Tradi⁃
tional Chinese Medicine Hospital/Yichang Hospital of Traditional Chinese Medicine，Yichang Hubei 443000，China）

Abstract: Objective　To investigate the mechanism of action of biochanin A （BCA） on osteoarthritis through in vitro experiments.
Methods　Primary rat chondrocytes were extracted and cultured，and then divided into the control group（without inducer or interferant），the 
model group ［10 ng/mL interleukin-1β （IL-1β） induction］，and the BCA group （10 ng/mL IL-1β induction+0，3，6，12，24，48 μmol/L BCA 
intervention）. Cell activity was detected by methyl thiazolyl tetrazolium （MTT） method. Senescence-associated β-galactosidase （SA-β-gal） 
staining was used to observe cell senescence. Intracellular inflammatory factors and oxidative stress indexes were detected by enzyme-linked 
immunosorbent assay （ELISA），the levels of related proteins were detected by Western blot，and the affinity between BCA and Nrf2 was 
verified by molecular docking technology. Results　After screening the concentration of BCA with MTT，6，12 and 24 μmol/L BCA were 
selected for subsequent experiments. Compared with the control group，the chondrocyte activity and the activities of catalase （CAT） and 
superoxide dismutase （SOD） in the model group were significantly decreased （P<0. 05）. The number of SA-β-gal positive cells and expres⁃
sion levels of tumor necrosis factor-α （TNF-α），interleukin-6 （IL-6），and malondialdehyde （MDA） increased significantly （P<0. 05）. The 
expression levels of type II collagen （COL2A1） and aggrecan （ACAN） were significantly decreased （P<0. 05）. Compared with the model 
group，the above conditions were significantly reversed in the BCA group （P<0. 05）. In addition，BCA could significantly reduce the degrada⁃
tion of inhibitor kappa B alpha （IκB-α） and nuclear translocation of NF-κBp65，and promote the expression of Nrf2 in the nucleus and the 
expression of human heme oxygenase-1 （HO-1） in whole cells （P<0. 05）. The results of molecular docking further confirmed that BCA had 
the highest affinity with Nrf2. Conclusion　BCA can inhibit oxidative stress and inflammation of osteoarthritis chondrocytes by regulating 
Nrf2/NF-κB signaling pathway in vitro，and alleviate joint injury.

Keywords: biochanin A； nuclear factor erythroid derived 2-like 2； NF-κB signaling pathway； oxidative stress； inflammatory response

骨关节炎是一种不可逆转的慢性退行性疾病，在

老年人中表现出很高的发病率和致残率[1]。其明确病

因尚不清楚，目前的研究多认为未解决的慢性炎症以

及氧化应激是关节软骨破坏和骨关节炎产生的关键

原因[2-3]。为了防止骨关节炎诱导的软骨降解，通过保

留软骨细胞的抗氧化功能来恢复氧化还原平衡是一

种有前景的策略。鹰嘴豆素 A（biochanin A，BCA）是

从黄芪、红三叶草、大豆和许多其他植物中提取的一

种异黄酮类植物雌激素，具有抗炎、抗氧化、抗真菌、

抗肿瘤、神经保护和保肝等药理作用[4-6]。已有研究

发现，BCA 可通过抑制核因子 κB（nuclear factor κB，

NF-κB）的激活，在骨质疏松症中发挥抗炎作用[7]。此

外，BCA还可通过核因子-E2相关因子 2（nuclear factor 
erythroid derived 2-like 2，Nrf2）/system xc-/谷胱甘肽过

氧化物酶 4信号通路清除自由基，防止脂质过氧化，调

节骨关节炎进展过程中的铁稳态[8]。基于上述研究，

我们推测BCA具有显著的抗骨关节炎作用，但是BCA
对过氧化关节炎软骨细胞的保护作用和机制尚不清

楚。此外，已有研究证实，在氧化应激和炎症过程中，

涉及 Nrf2 和 NF-κB 的转录途径之间存在广泛的串扰

机制[9]。因此，本研究通过体外实验探讨 BCA 在软骨

细胞氧化应激和骨关节炎进展中的作用，尤其是对

Nrf2/NF-κB信号通路的影响，从而为BCA的临床应用

提供新的证据支持。

1　材料与方法

1. 1　主要材料

BCA标准品（纯度：HPLC≥98%，规格：20 mg）购自

北京普非生物科技有限公司。重组人白细胞介素-1β
（interleukin-1β，IL-1β）购自上海碧云天生物技术有限

公司；四甲基偶氮唑蓝（methyl thiazolyl tetrazolium，

MTT）比色法试剂盒购自深圳子科生物科技有限公司；

细胞衰老 β - 半乳糖苷酶（senescence-associated β -

galactosidase，SA-β-gal）染色试剂购自北京百奥莱博科

技有限公司；过氧化氢酶(catalase，CAT)、超氧化物歧化

酶 (superoxide dismutase，SOD)、丙 二 醛 (malondialde⁃
hyde，MDA)、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，

TNF-α）和白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）酶联免疫

吸附（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）试剂

盒购自上海中乔新舟生物科技有限公司；核蛋白提取

试剂盒购自上海联迈生物工程有限公司；一抗Ⅱ型

胶原蛋白（collagen type II alpha 1，COL2A1）、蛋白多糖

（aggrecan，ACAN）、核因子 κB 抑制因子 α（inhibitor 
kappa B alpha，IκB- α）、人 血 红 素 氧 化 酶 1（heme 
oxygenase-1，HO-1）、NF-κBp65以及Nrf2兔抗单克隆抗

体，兔抗 GAPDH 抗体、核纤层蛋白 B（Lamin B）抗体，

辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）标记的

山羊抗鼠免疫球蛋白 G（immunoglobulin G，IgG）二抗

均购自英国Abcam公司。
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1. 2　方法

1. 2. 1　原代SD大鼠软骨细胞分离及培养　　从浙江

中医药大学动物实验研究中心购买 SPF 级 8~10 周龄

SD 大鼠 5 只[体质量（230±20）g]，动物生产许可证号：

SCXK（浙）2021-0003。将动物饲养于三峡大学实验动

物中心，动物使用许可证号：SYXK（鄂）20100010。适

应性饲养7 d后，在无菌条件下处死健康SD大鼠，收集

膝关节和股骨头软骨。PBS洗涤后，将软骨切成小块

放入含乙二胺四乙酸胰蛋白酶（0. 25%）的消化液中消

化 2 h，置于含有 10%胎牛血清和 1%抗生素的 DMEM
培养基中，在 5%CO2、37 ℃的潮湿环境中培养，每 2 d
更换 1次培养基，当细胞密度为 80%~90%时进行胰蛋

白酶消化，并按照 1∶3的比例传代培养，取第二代软骨

细胞用于以下实验。本研究经三峡大学中医医院伦

理委员会批准[伦审（2023）第08号]。
1. 2. 2　细胞分组　　实验开始前配制 BCA 溶液，取

2. 84 mg的BCA，使用 1 mL二甲基亚砜溶液溶解，得到

终浓度为 2×103 μmol/Ｌ的母液，用 0. 22 μm 微孔过

滤，-20 ℃保存。将细胞随机分为对照组、模型组和

BCA 组。对照组不加任何诱导剂及干扰剂，正常生

长；模型组加入 10 ng/mL IL-1β 进行培养；BCA 组用

10 ng/mL IL-1β诱导，并给予不同浓度（0、3、6、12、24、
48 μmol/L）BCA进行药物干预。

1. 2. 3　细胞活性检测　　各组细胞以 1×104/mL密度

接种到 96 孔板内，分别将细胞培养 0、12、24、48 h，弃
去细胞上清液，加入 20 μL MTT，于 37 ℃、5%CO2细胞

培养箱中避光孵育 2 h，使用酶标仪检测 450 nm 波长

处吸光度（A450 nm）值。

1. 2. 4　SA-β-gal 染色　　各组细胞以 1×104/mL 密度

接种到 6孔板内，培养 24 h后弃细胞培养液，PBS洗涤

1次，加入 1 mL SA-β-gal染色固定液室温固定 15 min。
弃去固定液后用 PBS 洗涤细胞，每孔加入 1 mL 
SA-β-gal 染色工作溶液，在 37 ℃恒温培养箱中孵育

过夜。

1. 2. 5　ELISA检测　　各组细胞培养 48 h后取上清，

采用 ELISA 试剂盒检测 TNF-α、IL-6、MDA、SOD、CAT
水平。操作严格按照试剂盒说明书进行。

1. 2. 6　蛋白免疫印迹法　　用 RIPA 裂解液裂解细

胞，按需求分别提取总蛋白[检测 COL2A1、ACAN]、细
胞质蛋白 [检测 IκB-α、HO-1]和细胞核蛋白 [检测

NF-κBp65、Nrf2]。沸水浴 5 min使蛋白变性，分别取等

量蛋白于 10%SDS-PADE 凝胶中进行电泳分离，转移

到PVDF膜上。5%脱脂牛奶封闭后洗膜，分别加入一

抗COL2A1（1∶1 000）、ACAN（1∶1 000）、IκB-α（1∶1 000）、

HO-1（1∶2 000）、NF-κBp65（1∶1 000）、Nrf2（1∶500）、

GAPDH（1∶200）、Lamin B（1∶100），4 ˚C 孵育过夜。

TBST 洗涤后加入二抗（1∶1 000），结合 1 h 后显影，凝

胶成像系统分析目的蛋白，以GAPDH或Lamin B为内

参，Image J软件对蛋白条带进行半定量分析。

1. 2. 7　分子对接与综合评分　　分子对接使用

Discovery Studio 2. 5 软件进行。首先，对蛋白质靶标

的X射线晶体结构进行预处理，向模型中添加氢气，并

使用 CHARMM（https://www. charmm. org/）优化其方向

力场能量最小化，使用Discovery Studio工具筛选蛋白活

性位点，基于CDOCKER能量评分对分子对接结果进行

评价。

1. 3　统计学分析

利用 SPSS 24. 0 软件对数据进行统计学分析，符

合正态分布且方差齐性的数据以均数±标准差（x̄±s）表

示，多组间差异比较采用单因素方差分析，进一步两

两比较采用 LSD-t检验。P<0. 05 为差异具有统计学

意义。

2　结果

2. 1　BCA对骨关节炎软骨细胞活性的影响

当 BCA 浓度为 0、3、6、12、24 μmol/L，作用时间为

24 h 时，其对软骨细胞活性无显著影响（P>0. 05）；当

BCA 浓度为 48 μmol/L、作用时间为 24 h时，对软骨细

胞活性有显著影响（P<0. 05），见图 1a。当BCA浓度为

24 μmol/L、作用时间不超过 48 h 时，其对软骨细胞活

性无显著影响（P>0. 05），见图 1b。因 3 μmol/L浓度改

变较小，与 6 μmol/L相比，引起的变化不明显，最终选

择 6、12、24 μmol/L BCA 进行后续实验。与对照组相

比，模型组软骨细胞活性受到显著抑制（P<0. 05）；与

模型组比较，使用 12、24 μmol/L BCA 干预后，软骨

细胞活性明显增强（P<0. 05），见图1c。
2. 2　BCA 对骨关节炎软骨细胞衰老和细胞外基质

（extracellular matrix，ECM）合成的影响

软骨细胞 SA-β-gal染色显示，与对照组相比，模型

组和6 μmol/L BCA干预后的SA-β-gal阳性细胞数量显

著增加，而 12、24 μmol/L BCA 干预后 SA-β-gal阳性细

胞数量分别为（27±3）个和（14±3）个，较模型组 [（59±
14）]个有所减少，说明 12、24 μmol/L BCA 可以部分逆

转 IL-1β 诱导的软骨细胞衰老，见图 2a。Western blot
和 ELISA 实验结果显示，与对照组相比，模型组

COL2A1 和 ACAN 蛋白表达量明显降低（P<0. 05），而

细 胞 培 养 上 清 中 IL-6 和 TNF- α 水 平 显 著 升 高

（P<0. 05）；与模型组相比，12、24 μmol/L BCA 干预后

COL2A1 和 ACAN 蛋白表达量升高（P<0. 05），而 IL-6
和TNF-α水平降低（P<0. 05），见图2b、c。
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2. 3　BCA对骨关节炎软骨细胞氧化应激水平的影响

与对照组比较，模型组骨关节炎软骨细胞培养上

清中 MDA 水平升高（P<0. 05），CAT、SOD 活性减弱

（P<0. 05）；而与模型组比较，12、24 μmol/L BCA 干预

后 MDA 水平明显降低（P<0. 05），SOD、CAT 活性显著

增强（P<0. 05），见图3。

2. 4　BCA 对骨关节炎软骨细胞 Nrf2/NF-κB 信号通路

的影响

Western blot 结果显示，与对照组相比，模型组

IκB-α表达水平显著降低（P<0. 05），NF-κBp65表达水

平显著升高（P<0. 05）；与模型组相比，6、12、24 μmol/L 
BCA 干预后 IκB- α 表达水平显著升高（P<0. 05），

a：不同浓度（0、3、6、12、24、48 μmol/L）BCA作用24 h时对软骨细胞活性的影响；b：24 μmol/L BCA作用不超过48 h时对软骨细胞活性的

影响；c：各组软骨细胞活性比较    △：与0、3、6、12、24 μmol/L BCA浓度相比，P<0.05；*：与对照组相比，P<0.05；#：与模型组相比，P<0.05
图1　MTT法测定BCA对软骨细胞活性的影响

a：软骨细胞 SA-β-gal染色（蓝色：阳性细胞）；b：Western blot检测软骨细胞中 COL2A1和 ACAN蛋白表达；c：ELISA法检测培养上清中

IL-6、TNF-α水平    *：与对照组相比，P<0. 05，#：与模型组相比，P<0. 05
图2　BCA对软骨细胞衰老和ECM相关因子表达的影响

*：与对照组相比，P<0.05，#：与模型组相比，P<0.05
图3　BCA对软骨细胞氧化应激因子表达的影响
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NF-κBp65 表达水平显著降低（P<0. 05），见图 4a。分

子对接筛选结果显示，针对Nrf2的BCA获得了最高的

CDOCKER 能量分数（13 kcal/mol），这意味着 BCA 与

Nrf2具有极高的亲和力，见图 4b。Western blot结果显

示，与对照组相比，模型组HO-1、Nrf2表达水平均显著

升高（P<0. 05）；与模型组相比，6、12、24 μmol/L BCA
干预后的HO-1、Nrf2表达水平均进一步升高（P<0. 05），

见图4c。
3　讨论

骨关节炎可导致严重的不适、活动受限和残疾，

是一种广泛影响关节且无法治愈的退行性疾病[10-11]，
临床上尚无针对该病的有效治疗方案。作为一种治

疗性药物，BCA显示出抑制各种组织炎症的潜力。本

研究结果表明，BCA可通过介导Nrf2抑制NF-κB通路

来减缓骨关节炎的进展。这一发现可为未来骨关节

炎的治疗提供参考。

关节软骨是由软骨细胞及ECM组成的结缔组织，

基质通过包裹软骨细胞作为软骨关节机械支撑的润

滑剂，软骨细胞凋亡在退行性变和关节软骨退化中起

着重要作用[4-7]。BCA来源于天然植物，具有广泛的药

理作用和较高的治疗开发潜力。本研究将分离的软

骨细胞暴露于一系列有效且无害的BCA浓度下，以探

讨其对骨关节炎的作用。结果表明，BCA 能够抑制

IL-1β刺激的软骨细胞中ECM的过度分解代谢和合成

代谢不足。ECM由胶原蛋白、蛋白聚糖、纤维蛋白、水

和矿物质组成，占软骨干重的 90%，ECM 降解和破坏

造成的异常负荷环境会导致细胞功能障碍和炎症[12]。
COL2A1是关节软骨的主要结构蛋白，IL-1β、TNF-α和

IL-6是骨关节炎发病中最重要的炎症介质，是大量不

同信号通路的激活剂，可激活其他细胞因子和病理过

程[13-14]。本研究中，BCA 浓度为 12、24 μmol/L时，可以

部分逆转软骨细胞衰老，并促进 COL2A1 和 ACAN蛋

白表达，降低 IL-6和 TNF-α水平，表明由 IL-1β引发的

ECM 抑制分解现象可被 BCA 缓解，抑制炎症反应，有

效缓解软骨细胞损伤。另外，氧化应激反应的水平可

a：NF-κBp65蛋白在细胞核中的表达和 IκB-α蛋白在细胞质中的表达；b：BCA与 Nrf2结合的示意图；c：Nrf2蛋白在细胞核中的表达和

HO-1蛋白在细胞质中的表达    *：与对照组相比，P<0. 05，#：与模型组相比，P<0. 05
图4　BCA对 IL-1β诱导的软骨细胞Nrf2/NF-κB通路的影响
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反映骨关节细胞损伤程度[15-16]。在本研究中，BCA 干

预可促进 IL-1β诱导的软骨细胞模型中 SOD和CAT释

放，抑制MDA表达，提示BCA对骨关节炎软骨细胞模

型免疫反应具有调控作用，可降低细胞内氧化应激水

平，延缓骨关节炎软骨退变。

多项研究表明，骨关节炎的进展过程涉及 Nrf2/
NF-κB通路的调节，该通路可调控软骨细胞的凋亡及

炎症反应，也在氧化还原系统中发挥重要作用[1,17-18]。
Nrf2是介导抗炎症和抗凋亡的重要转录因子，正常生

理条件下，Nrf2 与 Keap1 结合形成聚合物，受到刺激

后，Keap1的半胱氨酸残基被修饰，导致Nrf2在细胞核

中释放和积累，与抗氧化反应元件结合，启动各种抗

炎和抗凋亡基因的转录和表达，最后转录 HO-1 和谷

胱甘肽 S-转移酶，启动活性氧自由基清除系统以保护

细胞免受氧化应激诱导的损伤并维持氧化还原稳

态[17,19]。此外，Nrf2 相关信号对其他转录因子（如

NF-κB）具有负调控作用，也揭示了Nrf2信号可以影响

代谢，与其抗氧化应激和减少炎症的作用密切相关[17]。
IL-1β刺激可启动 IκB激酶磷酸化，并通过传递NF-κB
信号进一步调节下游基因表达，诱导NF-κBp65易位，

从而导致一系列炎症反应[1,20]。本研究首先证实了

BCA 可以显著减弱 IκB-α 的降解和 NF-κBp65 的核转

位，然后通过分子对接筛选，发现 BCA 与 Nrf2 具有极

高的亲和力，提示 BCA 可能对 Nrf2 产生影响。本研

究结果显示，IL-1β诱导后，Nrf2蛋白从细胞质进入细

胞核；而 BCA 干预后，Nrf2在细胞核中的表达和 HO-1
在细胞质中的表达升高，这进一步证明了 BCA 与

Nrf2/NF-κB信号通路可能密切相关。

综上，本体外实验证实了 BCA 在 IL-1β 诱导的软

骨细胞中具有抗炎、抗氧化作用，可降低软骨细胞炎

症因子水平，抑制 ECM 降解及氧化应激反应，从而缓

解软骨细胞损伤，其作用机制可能与介导 Nrf2 抑制

NF-κB 通路有关。本研究的不足之处在于仅展示了

BCA对Nrf2/NF-κB信号通路部分关键因子的影响，未

通过体内实验及临床试验进行验证，今后仍需大量实

验研究证实BCA在骨关节炎中的潜在作用。
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