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·基础论著· 

IL-1β 对小鼠软骨细胞中 c-myc 蛋白表达的

影响 

王宁  龙迪  孟晓娜 

【摘要】  目的  通过观察不同浓度 IL-1β 对软骨细胞 c-myc 蛋白表达的影响，探讨 IL-1β 在骨关节炎

软骨损伤中的作用及机制并寻找有效治疗骨关节炎的方法。方法  选用 20 只 C57BL/6 小鼠，体外进行关节

软骨细胞的分离及原代培养；将原代培养的软骨细胞分为 4 组：A 组为空白对照组，采用含 10% FBS 的

RPMI-1640 常规培养基培养；B、C、D 组为 IL-1β 处理组，分别用含有 1、10 和 100 ng/ml IL-1β 的常规培

养基培养，12 h 后进行实验分析。采用 Western blot 和流式细胞仪检测法，观察各组 c-myc 蛋白表达情况及

细胞凋亡情况。结果  原代培养细胞 24 h 后开始贴壁，呈圆形或多角形，传至第 4 代、第 5 代细胞体积变

大，逐渐成为梭形，甲苯胺蓝染色为软骨细胞内见蓝紫色异染颗粒。与对照组相比较，不同浓度 IL-1β 处理

组软骨细胞 c-myc 蛋白表达水平逐渐增高，呈剂量依赖性（P＜0.05）；与对照组相比较，不同浓度 IL-1β
处理组软骨细胞凋亡率逐渐增高，呈剂量依赖性（P＜0.05）。结论  实验体外分离小鼠关节软骨，可成功

获得高纯度，且传至 3 代以内活性率超过 90%的软骨细胞；IL-1β 可以按照剂量依赖方式上调软骨细胞 c-myc
蛋白的表达，同时增加软骨细胞凋亡率，说明 IL-1β 可能通过 c-myc 蛋白诱导软骨细胞凋亡。 

【关键词】  软骨细胞；  白细胞介素 1β；  印迹法，蛋白质；  流式细胞术；  分离培养   
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【Abstract】  Objective  Through the investigation on the effect of IL-1β on c-myc protein expression in 
chondrocytes of mouse, to explore the role and mechanism of IL-1β in osteoarthritic cartilage injury and to find an 
effective method for the treatment of osteoarthritis. Methods  Chondrocytes were isolated from twenty C57BL/6 
mice and cultured in vitro; the primary cultured chondrocytes were divided into 4 groups: A group, which was the 
control group, was cultured in conventional medium (RPMI-1640 containing 10% FBS); B, C, D groups, which 
were the IL-1β-treated groups, were cultured in conventional culture medium containing 1, 10 and 100 ng/ml IL-1β, 
respectively. After 12 h culture, experimental analysis were performed. Western Blot and flow cytometry method 
were used to observe the expression changes of c-myc protein and the apoptosis rate of each group. Results  After 24 h, 
the primary cultured cells started to be adherent with rounded or polygonal shapes; Volume of cells began to be 
exaggerated at 4th or 5th cell passage, spindle-shaped. The blue-violet iso dye particles could be seen in the cells 
by toluidine blue staining; Compared with control group, the c-myc protein levels were gradually increased in a 
dose-dependent manner(P＜0.05) when the cells were treated with IL-1β of different concentrations; compared 
with control group, the apoptosis rate of chondrocytes challenged to IL-1β of different concentrations were 
increased significantly, in a dose-dependent manner(P＜0.05). Conclusion  Chondrocytes can be successfully 
obtained with high purity and the viability of them is 90% above at 3rd cell passage; c-myc protein can be 
up-regulated by IL-1β in a dose dependent manner and simultaneously the apoptosis rate are also increased 
correspondingly, indicating that chondrocyte apoptosis could be induced by IL-1β through c-myc protein changes. 
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骨关节炎（osteoarthritis）是以关节软骨退行性变、

关节边缘、软骨下骨继发性骨质增生为病理特征的慢

性致残性疾病，是人类最常见的关节疾病之一，严重

威胁着中老年人健康。然而，关于骨关节炎的病因、

发病机制至今尚不十分明确。 
研究表明，白细胞介素 1（interleukin-1，IL-1）是

骨关节炎中主要的炎性因子之一，可以引起关节软骨

基质的降解，并起到快速促炎作用，加剧骨吸收[1]。

IL-1β 可以抑制软骨细胞增殖，促进细胞释放其他炎性

因子[2]、抑制与软骨细胞表型分化相关的基因表达[3]。

IL-1β 能够诱导软骨细胞凋亡[4]，进一步加重关节软骨

的破坏。 
软骨损伤和退变首先表现为软骨细胞代谢的改

变，较 X 线变化早 3～5 年[5]。随着分子生物学技术的

发展，细胞凋亡（apoptosis）在骨关节炎发病机制中的

意义有了较为深入的研究，骨关节炎者软骨组织细胞

凋亡明显。多个实验利用多种方式通过对骨关节炎患

者及正常人关节标本的研究发现，软骨损伤后出现软

骨退变且同时存在凋亡，凋亡在骨关节炎发病机制中

起重要作用且与骨关节炎预后相关[6]。c-myc 基因是细

胞原癌基因，位于人 8q24，由 3 个外显子和 2 个内含

子组成。c-myc 的表达产物 c-myc 蛋白可诱导细胞凋

亡。在类风湿关节炎和骨关节炎的病损软骨中 c-myc
的表达和原位末端标记的阳性细胞与疾病的程度密切

相关[7]。 
目前，对 c-myc 在骨关节炎疾病中表达的情况与 

IL-1β 之间的关系研究未见报道，同时软骨细胞的培养

也是多年来人们研究的热点之一，因此，本实验采用

胰蛋白酶和Ⅱ型胶原酶结合消化法分离 C57BL/6 小鼠

关节软骨细胞，建立了一种简便易行的软骨细胞体外

分离、培养、鉴定体系，以获取高纯度、高活性的关

节软骨细胞。采用 Western blot 方法通过观察不同浓度

IL-1β 对软骨细胞 C-Myc 蛋白表达的影响，应用流式

细胞术检测 IL-1β 处理后各组软骨细胞凋亡情况，将细

胞凋亡与 c-myc 表达情况建立起联系，探讨 IL-1β 在

骨关节炎软骨损伤中的作用及机制并寻找有效治疗骨

关节炎的方法，为继续研究关节损伤的发病、诊断、

治疗提供重要依据。  

材料与方法 

一、材料 
1. 实验动物：1 周龄 C57BL/6 小鼠 20 只（由

中国医科大学实验动物部提供），雌雄不分，体质

量（18±2）g。 
2. 主要试剂和仪器：DMEM 培养基，胰蛋白酶和

Ⅱ型胶原酶（Sigma），0.4%台盼蓝染色液（Gibco），

青霉素、链霉素（山东鲁抗医药有限公司），胎牛血

清（Gibco），倒置显微镜（Olympus），超净台（苏

州净化仪器厂），CO2培养箱（美国 REVCO），垂直

电泳槽、电泳仪（上海天能公司），兔抗小鼠 IL-1β
一抗（北京博奥森公司），兔抗小鼠 c-myc 一抗（北

京博奥森公司），多克隆鼠抗人 GAPDH 一抗（Sigma），
辣根过氧化物酶（HRP）标记羊抗兔二抗（武汉博士

德公司） 
二、方法 
1. 关节软骨细胞的分离与培养：分别脱颈处死 20

只小鼠。无菌条件下用骨剪截取双侧膝关节。置于无

菌平皿中，刮除周围滑膜组织，D-Hanks 液冲洗。手

术刀片削下关节表面的肌肉软骨，用眼科剪刀剪成约

2 mm×2 mm×2 mm 的碎块，D-Hanks 液漂洗 3 次。

将组织块移入锥形瓶，再加入 5 ml 0.25%胰蛋白酶，

于 37 ℃恒温振荡消化 30 min，弃上清，D-Hanks 液洗

3 次，再加入 5 ml 0.2%Ⅱ型胶原酶，继续行 37 ℃恒温

振荡消化，经连续观察可见，消化 3 h 后，肉眼仍然可

见锥形瓶中有少许组织块，又经过振荡消化，已看不

到组织块，即得到细胞悬液，此时时间为 4.5 h。这其

中每隔 1 h 收集 1 次细胞，以防止因消化时间过久而降

低活性[8]。将细胞悬液移入 15 ml 离心管，1200 r/min，
离心 8 min，弃上清，D-Hanks 液洗 3 次，以 150 目尼

龙网过滤至无菌培养瓶。加含体积分数为 10%胎牛血

清、100 U/ml 青霉素、100 U/ml 链霉素的 DMEM 培养

基。 
2. 关节软骨细胞的培养及观察：将消化所得的细

胞悬液以（2～3）×106 个细胞/ml 接种于 25 cm2 培养

瓶中，共接种 3 瓶，每瓶加 5 ml 含 10% FBS 的

RPMI-1640 细胞培养基，置 37 ℃，5% CO2，饱和湿

度培养箱中培养，24 h 后，细胞逐渐贴壁，隔日换液 1
次。待倒置显微镜观察软骨细胞汇合成片，长满大部

分培养瓶壁后，倾去培养液，D-Hanks 液洗细胞，加

入 0.25%胰蛋白酶 2 ml，室温静置 5～10 min，在倒置

显微镜下观察到细胞重新变成圆形或多边形，个别细

胞开始浮游，加入 D-Hanks 液终止消化，吹打细胞使

其形成软骨细胞悬液，1200 r/min 离心 8 min，收集细

胞，接种培养，于 37 ℃，5% CO2培养箱继续培养。 
3. 检测关节软骨细胞的活细胞率：健康的正常细

胞能够排斥台盼蓝，死亡的细胞可被台盼蓝染成蓝色。

取 0.18 ml 细胞悬液加入至含有 20 μl 的 0.4%台盼蓝染

色液的离心管中，混匀，吸出滴于血球计数板，3 min
内分别计数活细胞、死亡细胞数量。按公式：活细胞率

（%）＝活细胞总数/（活细胞总数+死细胞总数）×
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100%。 

4. 不同浓度的 IL-1β 作用：将传代培养的软骨细

胞弃去培养液，D-Hanks 液冲洗 2 遍，0.25%胰蛋白酶

消化传代至平底 24 孔培养板，贴壁后，更换含 IL-1β 1、
10、100 ng/ml 的培养基，每一浓度作用 1 孔，另设 1
孔空白对照组，继续作用至 12 h，进行后续实验。 

5.  Western blot 法检测 c-myc 蛋白表达：裂解液裂

解细胞，11 000 r/min 离心 20 min，取上清。蛋白定量

将样品都稀释至 3 μg/μl，各取 20 μl 蛋白样品进行

SDS-PAGE 电泳，转至 PVDF 膜，TBS 洗 2 次，每次

5 min，5% BSA 封闭过夜，加入兔抗小鼠 c-myc（1∶
500）室温孵充 4 h，TBS 洗 3 次，每次 10 min，加入

HRP 标记的羊抗兔Ⅱ抗（1∶10 000），室温孵育 2 h，
TBS 洗 30 min 后，发光仪发光。抗小鼠 GAPDH 作为

内参。Quantity one 图像分析系统进行蛋白条带灰度分

析，测目标蛋白和内参 GAPDH 蛋白的电泳条带灰度

积分，以二者比值代表目标蛋白的相对表达量，分析

结果。以上实验重复三次。  
6. 采用流式细胞术（FCM）检测细胞凋亡：收集

各组细胞，吹打成单细胞悬液移入 FCM 检测专用试

管，1200 r/min 离心 10 min，弃上清，如此重复 2 次，

将细胞重悬于 200 μl 结合缓冲液，加入 10 μl AnnexinⅤ- 
FITC 和 5 μl 的 PI，轻轻混匀，避光反应 15 min，加入

300 μl 结合缓冲液，1 h 内上流式细胞仪行细胞凋亡检

测，CellQuest 软件进行分析。以上实验重复三次。 
三、统计学方法 
应用 SPSS 12.0 统计软件进行分析处理，实验数据

均以均数±标准差（ x s± ）表示，组间比较采用单因

素方差分析 （One-Way ANOVA），以 P＜0.05 为差

异有统计学意义。 

结    果 

1. 分离、培养的细胞形态观察：分离的软骨细胞

有较强的折光性，倒置显微镜下观察，细胞 24 h 后开

始贴壁生长，呈圆形或多角形，圆形的细胞核居细胞

中央且胞质丰富。随着培养时间的延长，个别细胞开

始浮游。传代后 2～8 h 第 1 代细胞贴壁，且增殖速度

加快，3～4 d 铺满培养瓶。如图 1 所示。关节软骨细

胞的活细胞率经检测，消化所得的活细胞占总细胞比

例约为 90%，活细胞比例很高，可继续进行实验。 
2. 不同浓度的 IL-1β正向调节 c-myc基因的表达：

Western blot 结果显示，与对照组相比，IL-1β 以剂量

依赖方式对 c-myc 基因蛋白水平可正向调节，浓度在

100 ng/ml 时，表达量最明显（图 2）。 
3. 流式细胞仪定量分析 c-myc 基因蛋白表达：不

同浓度 IL-1β 作用 12 h 下的细胞凋亡率分别为 3.20%
±1.12%、8.12%±2.34%、14.03%±5.67%，与空白对

照组正常培养情况下细胞自发凋亡率（1.14%±1.03%）

比较，差异均有统计学意义（P＜0.01）。并随着 IL-1β
浓度的增加凋亡细胞率显著增加（图 3，表 1）。 

表 1  不同浓度 IL-1β 对软骨细胞凋亡率的影响（%， x s± ） 

IL-1β 凋亡率 

0 ng/ml(A 组)  1.14±1.03 

1 ng/ml(B 组)  3.20±1.12a 

10 ng/ml(C 组)  8.12±2.34ab 

100 ng/ml(D 组) 14.03±5.67abc 

注：与 A 组相比较，aP＜0.05；与 B 组相比较，bP＜0.05；与 C 组相比

较，cP＜0.05 
 

讨    论 

关节软骨可减轻关节反复滑动中关节的摩擦，具

有润滑及耐磨损的特性，并且吸收机械性震荡。传统

的观念认为是因为这样如此反复而长期、严重的关节

利用导致了不可避免的关节炎症，而现代观念认为骨

关节炎在机械损伤基础上还有生物因素所致，最终导

致组织结构与力学性质的丧失。因此，体外培养软骨

细胞研究其生物学性状则成了关键，并且许多分子生

物学技术广泛适用于小鼠。本实验采用，0.25%胰蛋白

酶和 0.2%Ⅱ型胶原酶联合搅拌消化法，4.5 h 可获取大

量高活性、高纯度的 C57BL/6 小鼠关节软骨细胞。 
原代软骨细胞贴壁较慢，24～36 h 才逐渐贴壁，

其分裂增殖也相对较慢；而传代后贴壁和增殖的速度

会很快增加，一般在 8 h 左右。有研究表明这可能与原

代细胞在消化分离时受到一定的机械或化学性的损害

有关。 
已经有证据表明，IL-1 在软骨细胞的降解、退变

过程中起到最重要的分解作用[9]。IL-1 是一种有效的

基质金属蛋白酶（MMP）诱导剂，能促使 MMP 产生，

而 MMP 对基质的溶解作用明显[10]。有研究[11-12]报道

滑膜关节腔内注射 IL-1 可引发蛋白多糖的降解和软骨

细胞的破坏，可抑制软骨细胞合成具有透明软骨细胞

变性，引起软骨缺损和软骨的生物力学改变。鉴于以

上原因，IL-1 被用于诱导骨关节炎模型的产生[13]。 
原癌基因 c-myc 位于人 8q24，由 3 个外显子和 2

个内含子组成，它的表达与细胞增殖、分化和凋亡相

关[14]。c-myc 的主要作用是参与转录，而在转录过程

中可以是激活启动而诱导细胞周期进程和分化，也可

以是抑制启动而阻止细胞分化产生凋亡，这与 c-myc
蛋白分子结构中诱导增殖和凋亡的活性结构区重叠有

关[15]。文献[16]报道 IL-1β 可以明显抑制髁状突软骨细
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胞的生长，并且呈剂量效应关系，但有关 IL-1β 诱导体

外培养小鼠的软骨细胞凋亡，应用流式细胞仪的方法

进行检测的研究尚未见报道。实验结果显示，正常对

照组透明软骨细胞仅可见少量的凋亡细胞，而实验组

IL-1β 1、10、100 ng/ml 作用后凋亡细胞表达逐渐增多，

提示了 IL-1β 与 c-myc 表达之间的剂量一致关系，进一

步证实了 IL-1β 可以通过细胞凋亡机制对软骨细胞产

生影响，但其对软骨细胞凋亡的具体作用以及离体培

养细胞环境与体内环境之间存在差异对于实验结果的

影响，有待进一步研究。软骨组织的正常代谢凋亡的

发生，依赖于癌基因之间的平衡。因此，相关的研究

有待于进一步探讨，了解细胞凋亡相关基因参与凋亡

过程的机制，找到相应的控制方法，将对于我们更好

地预防、治疗骨关节炎产生积极影响。本实验中通过

Western blot 及流式细胞仪分析中均有 c-myc 蛋白的阳

性表达，并且存在一定的剂量依赖关系。至于是何种

诱导凋亡的信号和 c-myc 协同导致细胞凋亡还需进一

步实验研究。 
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