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软骨中硫化氢含量及其对白介素 １β诱导的软骨
细胞基质金属蛋白酶１３表达的抑制作用
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［摘　要］目的：研究关节液及关节软骨中硫化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅ，Ｈ２Ｓ）及其合成酶的含量和变化，以及 Ｈ２Ｓ对白
介素１β（ｉｎｔｅｒｌｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）诱导的软骨细胞人基质金属蛋白酶１３（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１３，ＭＭＰ１３）表达的影
响。方法：收集在北京大学第一医院行膝关节手术（关节镜手术或膝关节置换术）患者的关节液及废弃的关节软
骨，用亚甲基蓝法检测关节液Ｈ２Ｓ的含量；从废弃的关节软骨中分离出相对正常的软骨细胞，用Ｈ２Ｓ分子探针方法
检测软骨细胞中的内源性 Ｈ２Ｓ，用免疫细胞化学方法检测软骨细胞中 Ｈ２Ｓ合成酶胱硫醚β合成酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅ
ｂｅｔａｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＢＳ）、胱硫醚γ裂解酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅｇａｍｍａｌｙａｓｅ，ＣＳＥ）、巯基丙酮酸硫转移酶（３ｍｅｒｃａｐｔｏｐｙｒｕｖａｔｅ
ｓｕｌｆｕｒｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＭＰＳＴ）；用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测Ｈ２Ｓ合成酶ＣＢＳ、ＣＳＥ、ＭＰＳＴ在不同退变程度的软骨组织中的含量。
培养相对正常的人软骨细胞至第三代，分为４组：（１）对照组：不加任何药物；（２）ＩＬβ组：单加５μｇ／Ｌ的 ＩＬ１β；
（３）ＩＬ１β＋Ｈ２Ｓ组：提前 ０．５ｈ加 ２００μｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＨＳ，再加 ５μｇ／Ｌ的 ＩＬ１β；（４）Ｈ２Ｓ组：单加 ２００μｍｏｌ／Ｌ的
ＮａＨＳ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组细胞ＭＭＰ１３蛋白、总核因子 κＢｐ６５（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢｐ６５，ＮＦκＢｐ６５）及磷酸化
ＮＦκＢｐ６５蛋白的含量，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测各组细胞ＭＭＰ１３基因的转录情况。结果：退变膝关节的关节液中Ｈ２Ｓ
含量为（１４．３±３．３）μｍｏｌ／Ｌ，Ｏｕｔｅｒｂｒｉｄｇｅ分级３级软骨组织中ＣＳＥ表达量显著高于Ｏｕｔｅｒｂｒｉｄｇｅ分级１级软骨组织
中的表达量（１．６７±０．０９ｖｓ．１．２６±０．１１，Ｐ＜０．０１），而ＣＢＳ与ＭＰＳＴ的表达量差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＩＬ
１β组ＭＭＰ１３的表达较正常对照组明显升高，且差异具有统计学意义（１．８７±０．６７ｖｓ．０．２２±０．１０，Ｐ＜０．０５），ＩＬ
１β＋Ｈ２Ｓ组ＭＭＰ１３的表达较ＩＬ１β组明显降低，且差异具有统计学意义（０．５５±０．１１ｖｓ．１．８７±０．６７，Ｐ＜０．０５），
Ｈ２Ｓ组 ＭＭＰ１３的表达较正常对照组差异无统计学意义。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法测量了药物干预实验中各组细胞
ＭＭＰ１３基因转录情况，结果显示 ＩＬ１β组 ＭＭＰ１３基因转录较正常对照组明显升高，且差异具有统计学意义
（３１．４０±０．３１ｖｓ．１．００±０．００，Ｐ＜０．０５），ＩＬ１β＋Ｈ２Ｓ组ＭＭＰ１３基因转录较ＩＬ１β组明显降低，且差异具有统计
学意义（２４．４１±１．２８ｖｓ．３１．４０±０．３１，Ｐ＜０．０５），Ｈ２Ｓ组 ＭＭＰ１３基因转录较正常对照组无显著性变化。ＩＬ１β
组总ｐ６５含量较正常对照组明显升高，且差异具有统计学意义（２．１３±０．０８ｖｓ．０．７３±０．０８，Ｐ＜０．０５），ＩＬ１β＋
Ｈ２Ｓ组总ｐ６５含量较ＩＬ１β组明显降低，且差异具有统计学意义（１．２４±０．１３ｖｓ．２．１３±０．０８，Ｐ＜０．０５），Ｈ２Ｓ组总
ｐ６５含量较正常对照组无显著性变化；ＩＬ１β组磷酸化 ｐ６５含量较正常对照组明显升高，且差异具有统计学意义
（１．３０±０．１３ｖｓ．０．１９±０．０４，Ｐ＜０．０５），ＩＬ１β＋Ｈ２Ｓ组磷酸化ｐ６５含量较 ＩＬ１β组明显降低，且差异具有统计学
意义（０．９２±０．２６ｖｓ．１．３０±０．１３，Ｐ＜０．０５），Ｈ２Ｓ组磷酸化ｐ６５含量较正常对照组无显著性变化。结论：Ｈ２Ｓ参与
了软骨退变，起到部分抑制细胞外基质降解酶ＭＭＰ１３的作用，从而实现对软骨细胞外基质的保护。
［关键词］硫化氢；骨关节炎；基质金属蛋白酶１３；软骨疾病
［中图分类号］Ｒ６８１．３　　［文献标志码］Ａ　　［文章编号］１６７１１６７Ｘ（２０１６）０２０１９４０９
ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１１６７Ｘ．２０１６．０２．００３

△ Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ’ｓｅｍａｉｌ，ｆｒｅｅｈｏｒｓｅ６６＠１６３．ｃｏｍ
网络出版时间：２０１６３１５　８：５４：１５　网络出版地址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／１１．４６９１．Ｒ．２０１６０３１５．０８５４．００２．ｈｔｍｌ

Ｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅｉｎｃａｒｔｉｌａｇｅａｎｄｉｔｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ
１３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｉｎｔｅｒｌｕｋｉｎ１β
ＰＡＮＬｉｐｉｎｇ１，ＣＡＯＹｏｎｇｐｉｎｇ１△，ＷＥＮＬｉｃｈｅｎｇ１，ＣＨＡＩＷｅｉｂｉｎｇ１，ＤＵＪｕｎｂａｏ２，ＪＩＮＨｏｎｇｆａｎｇ２，ＬＩＵＪｉａ２，ＹＡＮＧ
Ｘｉｎ１，ＭＥＮＧＺｈｉｃｈａｏ１，ＬＩＵＨｅｎｇ１，ＣＵＩＹｕｎｐｅｎｇ１，ＷＡＮＧＲｕｉ１，ＷＵＨａｏ１，ＺＨＯＵＸｉｎｇｔｏｎｇ１，ＬＩＸｉａｎｇ１，ＬＩＺｈｕｏ
ｙａｎｇ１，ＴＡＬＡＴＩＢＡＩＫＥ·Ｍａｉｍａｉｔｉｊｕｍａ１
（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓ，２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ，ＰｅｋｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＦｉｒｓｔＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００３４，Ｃｈｉｎａ）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｗｈｅｔｈｅｒｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅ（Ｈ２Ｓ）ｗａｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ（ＯＡ）ａｎｄｉｔｓｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍ，ｔｏｄｅｔｅｃｔＨ２Ｓａｎｄｉｔｓｓｙｎｔｈａｓｅｓｅｘ

·４９１·
北 京 大 学 学 报 （ 医 学 版 ）

ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＰＥＫＩＮＧＵＮＩＶＥＲＳＩＴＹ（ＨＥＡＬＴＨＳＣＩＥＮＣＥＳ）　Ｖｏｌ．４８　Ｎｏ．２　Ａｐｒ．２０１６



ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｋｎｅｅｃａｒｔｉｌａｇｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｄｉａｇｎｏｓｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆＯＡ，ａｎｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｅｎｅＭＭＰ１３ｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＩＬ１βｏｒＨ２Ｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｓｙｎｏｖｉａｌ
ｆｌｕｉｄｓｏｆｔｈｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆＯＡｈｏｓｐｉｔａｌｉｚｅｄｉｎＰｅｋｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＦｉｒｓｔＨｏｓｐｉｔａｌｗｅｒｅ
ｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｏｒｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆＨ２Ｓｃｏｎｔｅｎｔｕｓｉｎｇｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｌｕｅａｓｓａｙ．Ａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｓｏｆｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｈｏｕｎｄｅｒｗｅｎｔｋｎｅｅａｒｔｈｒｏｐｌａｓｔｙｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｏｒｔｈｅｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｎｏｒｍａｌｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ．Ｔｈｅ
ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｔｏｔｈｅＰ３ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄＨ２Ｓｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｒｏｂｅｓｗｅｒｅｕｓｅｄｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ
ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＨ２Ｓｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ．Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆＨ２Ｓｓｙｎｔｈａｓｅｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅβｓｙｎｔｈａｓｅ（ＣＢＳ），ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅγｌｙａｓｅ（ＣＳＥ），ａｎｄｍｅｒｃａｐ
ｔｏｐｙｒｕｖａｔｅｓｕｌｆｕｒｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＭＰＳＴ）ｉｎＯＡｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｑｕａｎｔｉｆｙｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣＳＥ，ＭＰＳＴ，ａｎｄＣＢＳｉｎｃａｒｔｉｌａｇｅｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｈｏｗｅｒｅｄｉａｇｎｏｓｅｄｗｉｔｈＯＡａｎｄ
ｕｎｄｅｒｗｅｎｔｋｎｅｅａｒｔｈｒｏｐｌａｓｔｙ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｎｏｒｍａｌｈｕｍａｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｔｏｐａｓｓａｇｅ３ａｎｄ
ｔｈｅｎｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ４ｇｒｏｕｐｓｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ：（１）ｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｎｏｒｅａｇｅｎｔｗａｓａｄｄｅｄ；
（２）ｔｈｅＩＬ１βｇｒｏｕｐ，５μｇ／ＬｏｆＩＬ１βｗａｓａｄｄｅｄ；（３）ｔｈｅＩＬ１β＋Ｈ２Ｓｇｒｏｕｐ，２００μｍｏｌ／ＬｏｆＮａＨＳ
ｗａｓａｄｄｅｄ３０ｍｉｎｂｅｆｏｒｅａｄｄｉｎｇ５μｇ／ＬｏｆＩＬ１β；（４）ｔｈｅＨ２Ｓｇｒｏｕｐ，２００μｍｏｌ／ＬｏｆＮａＨＳｗａｓａｄｄｅｄ．
ＴｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｅｎｅＭＭＰ１３ｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｗｉｔｈ
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＡｎｄｔｈｅｔｏｔａｌＮＦκＢｐ６５ａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＮＦκＢｐ６５
ｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＨ２Ｓｉｎｔｈｅｓｙｎｏｖｉａｌｆｌｕｉｄｏｆ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｋｎｅｅｗａｓ（１４．３±３．３）μｍｏｌ／Ｌ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＨ２Ｓａｎｄｉｔｓｓｙｎｔｈａｓｅｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
ＣＢＳ，ＣＳＥａｎｄＭＰＳＴｗｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｏｆｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ．ＣＳＥｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＧｒａｄｅ３
（ｄｅｆｉｎｅｄｂｙｏｕｔｅｒｂｒｉｄｇｅｇｒａｄｉｎｇ）ｃａｒｔｉｌａｇｅｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｏｆ
Ｇｒａｄｅ１ｃａｒｔｉｌａｇｅｔｉｓｓｕｅｓ（１．６７±０．０９ｖｓ．１．２６±０．１１，Ｐ＜０．０５）．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆ
ＣＢＳｏｒＭＰＳＴｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｍｏｎｇｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ１３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎ
ｔｈｅＩＬ１βｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ（１．８７±０．６７ｖｓ．０．２２±
０．１０，Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈａｔｉｎｔｈｅＩＬ１β＋Ｈ２ＳｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＩＬ１β
ｇｒｏｕｐ（０．５５±０．１１ｖｓ．１．８７±０．６７，Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈａｔｉｎｔｈｅＨ２Ｓｇｒｏｕｐｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆＭＭＰ１３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅＩＬ１βｇｒｏｕｐ
ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ（３１．４０±０．３１ｖｓ．１．００±０．００，Ｐ＜０．０５），
ａｎｄｔｈａｔｉｎｔｈｅＩＬ１β＋Ｈ２ＳｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＩＬ１βｇｒｏｕｐ（２４．４１±
１．２８ｖｓ．３１．４０±０．３１，Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈａｔｉｎｔｈｅＨ２Ｓｇｒｏｕｐｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｔｏｔａｌＮＦκＢｐ６５ｉｎｔｈｅＩＬ１βｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔ
ｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ（２．１３±０．０８ｖｓ．０．７３±０．０８，Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈａｔｉｎｔｈｅＩＬ１β＋Ｈ２Ｓｇｒｏｕｐ
ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＩＬ１βｇｒｏｕｐ（１．２４±０．１３ｖｓ．２．１３±０．０８，Ｐ＜０．０５），ａｎｄ
ｔｈａｔｉｎｔｈｅＨ２Ｓｇｒｏｕｐｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＮＦκＢｐ６５ｉｎＩＬ１βｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ
（１．３０±０．１３ｖｓ．０．１９±０．０４，Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈａｔｉｎＩＬ１β＋Ｈ２Ｓｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈａｎ
ｔｈａｔｉｎｔｈｅＩＬ１βｇｒｏｕｐ（０．９２±０．２６ｖｓ．１．３０±０．１３，Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈａｔｉｎｔｈｅＨ２Ｓｇｒｏｕｐｈａｄｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｈ２Ｓａｆｆｅｃｔｅｄｔｈｅ
ｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｂｙｐａｒｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ　Ｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅ；Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ；Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１３；Ｃａｒｔｉｌａｇｅｄｉｓｅａｓｅｓ

　　退行性骨关节病（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是一种导
致膝关节疼痛和功能障碍的退行性疾病，是６０岁以
上人群丧失劳动能力的主要原因之一［１］。关节软

骨退变是ＯＡ的主要特点之一，目前尚没有一种能
够治愈 ＯＡ的方法，终末期 ＯＡ患者往往只能通过
膝关节置换术来改善关节功能以提高生活质量。

既往研究表明，ＯＡ软骨退变的病生理机制主
要为软骨细胞的凋亡和细胞外基质的降解［２］，且该

软骨退变过程与炎症密切相关。Ｌｅｅ等［３］总结了一

系列炎症因子［如肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃ
ｔｏｒ，ＴＮＦ），白介素１β（ｉｎｔｅｒｌｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β），ＩＬ６，
ＩＬ８，信号通路传导介质核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
κＢｐ６５，ＮＦκＢｐ６５），细胞外调节蛋白激酶（ｅｘｔｒａ
ｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｈｎａｓｅ１／２，ＥＲＫ１／２），ｐ３８，
ｃｊｕｎＮ端激酶（ｃｊｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ），Ｔｏｌｌ
样受体及基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，

ＭＭＰ）１、３、９、１３，带有血小板凝血酶敏感蛋白样模
体的解整链蛋白金属蛋白酶４、５等］在 ＯＡ发病过
程中发挥的重要作用，其中，炎症因子 ＩＬ１β等可引
起软骨细胞凋亡及细胞外 ＭＭＰ的表达，从而引起
细胞外基质的降解，最终导致软骨退变，进而出现膝

关节疼痛及功能障碍。

硫化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅ，Ｈ２Ｓ）是继一氧化氮
（ＮＯ）和一氧化碳（ＣＯ）后在体内发现的第３个气体
信号分子。近年的研究表明，Ｈ２Ｓ是重要的炎症调
节因子，并参与蛋白修饰、调节离子通道、抗凋亡、抗

氧化等代谢过程，且广泛地存在于人体各个组织，在

心脑血管系统、消化系统疾病中发挥着重要作

用［４］。内源性 Ｈ２Ｓ通过人体必需氨基酸———半胱
氨酸在体内经酶催化生成，这些酶主要为胱硫醚β
合成酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅβｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＢＳ）、胱硫醚γ
裂解酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅγｌｙａｓｅ，ＣＳＥ）、３巯基丙酮酸

·５９１·潘利平，等　软骨中硫化氢含量及其对白介素１β诱导的软骨细胞基质金属蛋白酶１３表达的抑制作用



硫转移酶（ｍｅｒｃａｐｔｏｐｙｒｕｖａｔｅｓｕｌｆｕｒｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＭＰＳＴ），
并且其分布具有组织特异性［４］。

本研究通过检测气体信号分子 Ｈ２Ｓ及其合成
酶在不同退变程度的膝关节软骨组织中是否存在差

异，研究 Ｈ２Ｓ干预 ＩＬ１β诱导的软骨细胞 ＭＭＰ１３
的转录表达情况，以探讨气体信号分子 Ｈ２Ｓ是否参
与软骨退变过程及其可能机制，为进一步了解 ＯＡ
的发病机制及探讨新的防治方法提供方向。

１　资料与方法

１．１　病例资料
收集２０１４年２月至４月在北京大学第一医院

住院行膝关节手术（关节镜手术或膝关节置换术）

患者的膝关节液１４例，其中男性６例，女性８例，平
均年龄（４５．６±８．２）岁（３５～５９岁）。根据患者膝
关节Ｘ线片，用膝关节ＫＬ分级对患者膝关节退变
的严重程度进行分层。

收集２０１４年５月至９月在北京大学第一医院
因ＯＡ行膝关节置换术的患者的术中废弃关节软骨
１４例，其中 ６例［男性 ２例，女性 ４例，平均年龄
（６５．２±３．３）岁］软骨按照 Ｋｌａｇｓｂｒｕｎ等［５］的方法部

分改良后消化获取ＯＡ软骨细胞，余下的８例［男性
１例，女性７例，平均年龄（６９．１±４．５）岁］软骨分别
用于提取软骨组织内蛋白质。根据关节软骨 Ｏｕｔｅｒ
ｂｒｉｄｇｅ分级对软骨组织退变程度进行分层。

本试验获得北京大学第一医院临床研究伦理委

员会批准，研究对象均签署知情同意书。

１．２　实验方法
１．２．１　亚甲基蓝法测定关节液中Ｈ２Ｓ的含量

取关节液，４℃密闭条件下１０００ｒ／ｍｉｎ离心５
ｍｉｎ后取上清液，用亚甲基蓝法测定关节液内 Ｈ２Ｓ
含量：取离心后的关节液１００μＬ，加入５％（体积分
数）醋酸锌１００μＬ，震荡混匀后加入５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ
溶液１００μＬ，４℃最大转速（１２０００ｒ／ｍｉｎ）离心１０
ｍｉｎ后弃上清液，加去离子水５００μＬ冲洗，离心后
弃上清液。再加入 ５％醋酸锌溶液 １００μＬ、０．２％
Ｎ，Ｎ二甲基对苯胺 １００μＬ、１０％（体积分数）硫酸
铁铵１０μＬ充分震荡静置１０ｍｉｎ后吸取上清液液，
用分光光度计在波长６６５ｎｍ处检测光密度值（Ｄ）。
根据Ｈ２Ｓ浓度光密度值标准曲线计算上清液中
Ｈ２Ｓ含量，即为关节液中Ｈ２Ｓ含量。
１．２．２　关节软骨细胞的获取、培养及加药处理

将所取软骨块剪碎，加入０．２５％（体积分数）胰蛋
白酶溶液，在５％（体积分数）ＣＯ２、饱和湿度、３７℃细胞
培养箱中消化３０ｍｉｎ。加入含１０％（体积分数）胎牛血

清的杜尔伯科改良伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓｍｏｄｉｆｉｅｄ
Ｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）终止消化，离心弃上清液。在软
骨组织中加入含０．２５％Ⅱ型胶原酶的培养液，在５％
ＣＯ２、饱和湿度、３７℃细胞培养箱中消化３～５ｈ。培养
液的成分为ＤＭＥＭ、１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和
１００ｇ／Ｌ链霉素。每１５～３０ｍｉｎ搅拌一次，或使用磁力
搅拌器，消化至没有明显成形的软骨组织块存在为止，

加入含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ终止消化。２００目金属
滤网过滤消化液，收集滤液，离心弃上层液体，用细胞

培养液吹散混匀细胞，按１×１０５个／ｍＬ的密度接种于
培养瓶并置于５％ＣＯ２、饱和湿度、３７℃培养箱培养，
３ｄ换液，细胞达到８０％时传代。

取第三代软骨细胞，以同样的方法进行分组培养，

各组分别进行以下药物处理：（１）对照组：不加任何药
物；（２）ＩＬβ组：单加５μｇ／Ｌ的ＩＬ１β；（３）ＩＬ１β＋Ｈ２Ｓ
组：提前０．５ｈ加２００μｍｏｌ／Ｌ的ＮａＨＳ，再加５μｇ／Ｌ的
ＩＬ１β；（４）Ｈ２Ｓ组：单加２００μｍｏｌ／Ｌ的ＮａＨＳ。培养特
定时间后提取细胞蛋白或核苷酸。

１．２．３　Ｈ２Ｓ分子探针检测关节软骨细胞中的内源
性Ｈ２Ｓ

取第三代软骨细胞，爬片处理后用４％（体积分
数）多聚甲醛室温固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗后，加入终浓
度为１００μｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｓ分子探针（由北京大学医
学部汤新景教授提供）溶液［６］，３７℃避光 ３０ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗后封片用荧光显微镜照像。
１．２．４　免疫细胞化学方法检测关节软骨中 Ｈ２Ｓ合
成酶

取第三代软骨细胞，爬片处理后用０．３％（体积
分数）Ｔｒｉｔｏｎ处理细胞２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗后用４％（体积
分数）多聚甲醛固定细胞１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗后加３％（体
积分数）Ｈ２Ｏ２常温下避光孵育１２ｍｉｎ灭活内源性过
氧化物酶，ＰＢＳ洗后用ＢＳＡ封闭液常温封闭３０ｍｉｎ，
弃去勿洗。分别加入１∶１００的ＣＢＳ、ＣＳＥ、ＭＰＳＴ的鼠
来源的一抗，室温孵育１ｈ，４℃冰箱孵育过夜，ＰＢＳ洗
后加入复合辣根过氧化物酶ＨＲＰ抗鼠ＩｇＧ，３７℃孵
育１ｈ，ＰＢＳ洗后ＤＡＢ显色５～１０ｍｉｎ不等，苏木素复
染细胞核，若过染，可用１％（体积分数）ＨＣＬ褪色。
染色完成后封片，显微镜下观察。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法测定关节软骨中Ｈ２Ｓ合成
酶的表达量

用组织蛋白提取试剂盒提取软骨组织蛋白，用

Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［７］检测蛋白浓度。经 １０％（质量分数）
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，转至硝酸纤维素膜，

５％（质量分数）脱脂奶粉封闭，分别加入 ＣＢＳ
（１∶２０００）、ＣＳＥ（１∶８００）、ＭＰＳＴ（１∶２０００）、ＧＡＰＤＨ
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（１∶４０００）一抗，４℃孵育过夜。辣根过氧化物酶
ＨＲＰ标记的抗兔或抗鼠二抗室温孵育 １ｈ；加入
ＨＲＰ化学发光检测试剂，于暗室内曝光形成条带，
用ＡｌｐｈａＥａｓｅＦＣ软件行扫描灰度值。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法测定ＭＭＰ１３、总ｐ６５及磷
酸化ｐ６５含量

用蛋白提取试剂盒提取细胞蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
方法同前。所有一抗浓度分别为 ＭＭＰ１３１∶５００，
总ｐ６５１∶１０００，磷酸化ｐ６５１∶１０００，兔来源的二抗
稀释浓度均为１∶４０００。细胞实验结果重复３次。
１．２．７　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法测定 ＭＭＰ１３基因转录
水平

取第三代软骨细胞，加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ裂解细胞，
加０．２ｍＬ的氯仿震荡离心，取水相加入０．５ｍＬ的
异丙醇，离心弃去上清液，７５％（体积分数）的乙醇
清洗后自然干燥沉淀ＲＮＡ，ＤＥＰＣ水溶解 ＲＮＡ后测
量含量及纯度（纯度控制在 １．８～２．０）。取 Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ１μｇ，加入 ＲａｎｄｏｍＰｒｉｍｅｒＭｉｘ２μＬ，及 Ｎｕｃｌｅ
ａｓｅｆｒｅｅＨ２Ｏ，加至液体总量为８μＬ，短暂离心后，放
于６５℃保温５ｍｉｎ，然后冰浴５ｍｉｎ（消除 ＲＮＡ的
二级结构）。短暂离心将液体集中于管底，然后再

依次加入ＰｒｏｔｏＳｃｒｉｐｔⅡ ＲｅａｃｔｉｏｎＭｉｘ（２×）１０μＬ，
ＰｒｏｔｏＳｃｒｉｐｔⅡ ＲｅａｃｔｉｏｎＭｉｘ（１０×）２μＬ。轻轻混匀
后，先在２５℃保温５ｍｉｎ，然后４２℃保温１ｈ，再在
８０℃保温５ｍｉｎ，得到ｃＤＮＡ２０μＬ，选择２０μＬ的反
应体系，分别应用 ＭＭＰ１３以及 ＧＡＰＤＨ的上、下游
引物（ＭＭＰ１３Ｆ５′ＴＧＣＡＧＡＧＣＧＣＴＡＣＣＴＧＡＧＡＴ３′，
ＭＭＰ１３Ｒ５′ＡＧＡＣＴＧＣＡＴＴＴＣＴＣＧＧＡＧＣＣ３′，ＧＡＰ
ＤＨＦ５′ＧＡＣＡＴＧＣＣＧＣＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣ３′，ＧＡＰＤＨ
Ｒ５′ＡＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧＣＣＣＴＴＴＡＧＴ３′），对逆转录的
ｃＤＮＡ进行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应。反应体系为上、下
游引物（１０ｍｏｌ／Ｌ）各 １μＬ，模板 ｃＤＮＡ２μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ６μＬ，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１０μＬ。采用两步法进行
ＰＣＲ反应，反应条件：９５℃、１０ｍｉｎ，１个循环；９５
℃、１５ｓ；６０℃、１ｍｉｎ，４０个循环。反应结束后，采用
ＡＢＩ７３００ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ软件分析 ＰＣＲ过程，检测
样本的 Ｃｔ值，即 ＰＣＲ扩增过程中扩增产物荧光信
号超过基线值（进入指数增长期）时的循环数。以

ＧＡＰＤＨ为内参照基因，通过２－ΔΔＣｔ法进行相对定量
分析。细胞实验结果重复３次。
１．３　统计学分析

应用ＳＰＳＳ１７．０（ＩＢＭＳＰＳＳ，ＵＳ）软件进行数据
处理，多样本均数比较应用单因素方差分析（Ｏｎｅ
ＷａｙＡＮＯＶＡ），组间均数两两比较，方差齐者采用最
小显著差值法（ｌｅａｓｔＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＬＳＤ），

方差不齐时采用 Ｔａｍｂａｎｅ’ｓＴ２法。两样本均数比
较应用配对样本 ｔ检验（ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓａｍｐｌｅｓｔｔｅｓｔ）。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。计量资料均采用均
数±标准差表示。

２　结果

２．１　关节液Ｈ２Ｓ含量的测定

所取关节液的膝关节均有不同程度的退变，其

中ＫＬ分级１级６例，２级５例，３级３例。通过亚
甲基蓝法测量关节液 Ｈ２Ｓ的含量，发现退变膝关节
的关节液Ｈ２Ｓ浓度为（１４．３±３．３）μｍｏｌ／Ｌ。
２．２　软骨细胞内源性Ｈ２Ｓ及其合成酶的表达

Ｈ２Ｓ分子探针方法显示，体外培养的软骨细胞
胞浆内含有内源性Ｈ２Ｓ，免疫荧光下显示为蓝色（图
１）。应用免疫细胞化学方法，发现体外培养的软骨
细胞中有Ｈ２Ｓ合成酶ＣＢＳ、ＣＳＥ、ＭＰＳＴ的表达，且均
存在于细胞胞浆内（图２）。

ＴｈｅｂｌｕｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅＨ２Ｓｗｉｔｈｉｎｔｈｅｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ，ｗｈｉｌｅ
ｔｈｅｂｌａｃｋｈｏｌｅｉｎｔｈｅｃｅｎｔｅｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｉｔｓｎｕｃｌｅａｒ．

图１　软骨细胞中Ｈ２Ｓ分子探针的显色结果

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＲｅｓｕｌｔｏｆｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｒｅａｃｔｅｄｗｉｔｈＨ２Ｓ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｒｏｂｅ

　

２．３　不同退变程度的软骨组织中 Ｈ２Ｓ合成酶的表
达

根据Ｏｕｔｅｒｂｒｉｄｇｅ分级［８］，取１级和３级的软骨
块（图３），Ｏｕｔｅｒｂｒｉｄｇｅ１级软骨组织表面可见轻度
的水泡，软骨软化、肿胀；Ｏｕｔｅｒｂｒｉｄｇｅ３级软骨组织
可见直径大于１ｃｍ深溃疡，但无软骨下骨暴露。

用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测不同退变程度的软骨
组织中Ｈ２Ｓ合成酶的表达量，我们发现 Ｈ２Ｓ合成酶
ＣＳＥ在退变严重的软骨组织中呈高表达（图４）。在
Ｏｕｔｅｒｂｒｉｄｇｅ分级 １级软骨组织中 ＣＳＥ表达量为
１．２６±０．１１，在 Ｏｕｔｅｒｂｒｉｄｇｅ分级３级软骨组织中其
表达量为 １．６７±０．０９，二者差异具有统计学意义
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（Ｐ＜０．０１），而 ＣＢＳ与 ＭＰＳＴ的表达量差异无统计 学意义（Ｐ＞０．０５）。

Ｔｈｅｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｍｅｔｈｏｄ．Ｉｔｓｎｕｃｌｅａｒｗａｓｓｔａｉｎｅｄｂｌｕｅ，ｗｈｉｌｅｉｔｓｃｙｔｏｐｌａｓｍｗａｓｓｔａｉｎｅｄｙｅｌｌｏｗ．Ｔｈｅｙｅｌｌｏｗ
ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｎＡ，Ｂ，ａｎｄＣｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅｅｘｉｓｔｅｎｃｅｏｆＣＢＳ，ＣＳＥａｎｄＭＰＳＴ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄＤｗａｓｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｉｍａｇｅ．

图２　免疫细胞化学方法检测的软骨细胞中Ｈ２Ｓ合成酶的结果

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｈ２Ｓｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ
　

Ａ，ｔｈｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｃａｒｔｉｌａｇｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＯｕｔｅｒｂｒｉｄｇｅ１；Ｂ，ｔｈｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｃａｒｔｉｌａｇｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＯｕｔｅｒｂｒｉｄｇｅ３．

图３　不同退变程度的软骨组织的大体标本

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｇｒｏｓｓｓａｍｐｌｅｓｏｆｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｃａｒｔｉｌａｇｅ
　

２．４　各组细胞 ＭＭＰ１３蛋白含量及 ＭＭＰ１３基因
转录水平

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ方法测量药物干预实验中各组细
胞ＭＭＰ１３蛋白的表达量，结果显示ＩＬ１β组ＭＭＰ
１３的表达较正常对照组明显升高，且差异具有统
计学意义（１．８７±０．６７ｖｓ．０．２２±０．１０，Ｐ＜０．０５），
ＩＬ１β＋Ｈ２Ｓ组 ＭＭＰ１３的表达较 ＩＬ１β组明显降
低，且差异具有统计学意义（０．５５±０．１１ｖｓ．
１．８７±０．６７，Ｐ＜０．０５），Ｈ２Ｓ组 ＭＭＰ１３的表达较

正常对照组差异无统计学意义（图 ５）。Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ方法测量了药物干预实验中各组细胞 ＭＭＰ
１３基因转录情况，结果显示ＩＬ１β组ＭＭＰ１３基因
转录较正常对照组明显升高，且差异具有统计学

意义（３１．４０±０．３１ｖｓ．１．００±０．００，Ｐ＜０．０５），
ＩＬ１β＋Ｈ２Ｓ组 ＭＭＰ１３基因转录较 ＩＬ１β组明显
降低，且差异具有统计学意义（２４．４１±１．２８ｖｓ．
３１．４０±０．３１，Ｐ＜０．０５），Ｈ２Ｓ组 ＭＭＰ１３基因转
录较正常对照组差异无统计学意义（图６）。
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ＣＳＥ，ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅγｌｙａｓｅ；ＣＢＳ，ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅβｓｙｎｔｈａｓｅ；ＭＰＳＴ，ｍｅｒｃａｐｔｏｐｙｒｕｖａｔｅｓｕｌｆｕｒｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ＧＡＰＤＨ，ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏ
ｇｅｎａｓｅ．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＯｕｔｅｒｂｉｒｄｇｅ１．Ａ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＳＥｉｎｃａｒｔｉｌａｇｅｇｒａｄｅｄｉｎＯｕｔｅｒｂｒｉｄｇｅ３ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｇｒａｄｅｄ
ｉｎＯｕｔｅｒｂｉｄｇｅ１；Ｂ，ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆＣＢＳｗａｓｐｒｅｓｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｃａｒｔｉｌａｇｅｇｒａｄｅｄｉｎＯｕｔｅｒｂｒｉｄｇｅ３ａｎｄ１；Ｃ，ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆＭＰＳＴ
ｗａｓｐｒｅｓｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｃａｒｔｉｌａｇｅｇｒａｄｅｄｉｎＯｕｔｅｒｂｒｉｄｇｅ３ａｎｄ１．

图４　不同退变程度的软骨组织中Ｈ２Ｓ合成酶的表达（ｎ＝８）

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨ２Ｓｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅｖｅｒｉｔｉｅｓｏｆｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｃａｒｔｉｌａｇｅ（ｎ＝８）
　

ＭＭＰ１３，ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１３；ＩＬ１β，ｉｎｔｅｒｌｕｋｉｎ１β． Ｐ＜
０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ＩＬ１βｇｒｏｕｐ．

图５　Ｈ２Ｓ抑制ＩＬ１β诱导软骨细胞ＭＭＰ１３蛋白表达（ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｈ２ＳｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ１３ｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ
ｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈＩＬ１β（ｎ＝３）

　

２．５　各组细胞 ＮＦκＢ通路中总 ｐ６５及磷酸化 ｐ６５
含量

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ方法测量药物干预实验中各组细
胞总ＮＦκＢｐ６５蛋白及磷酸化ＮＦκＢｐ６５蛋白的含
量，结果显示 ＩＬ１β组总 ｐ６５含量较正常对照组明
显升高，且差异具有统计学意义（２．１３±０．０８ｖｓ．
０．７３±０．０８，Ｐ＜０．０５），ＩＬ１β＋Ｈ２Ｓ组总 ｐ６５含量
较 ＩＬ１β组明显降低，且差异具有统计学意义

（１．２４±０．１３ｖｓ．２．１３±０．０８，Ｐ＜０．０５），Ｈ２Ｓ组总
ｐ６５含量较正常对照组无显著性变化；ＩＬ１β组磷酸
化ｐ６５含量较正常对照组明显升高，且差异具有统
计学意义（１．３０±０．１３ｖｓ．０．１９±０．０４，Ｐ＜０．０５），
ＩＬ１β＋Ｈ２Ｓ组磷酸化 ｐ６５含量较 ＩＬ１β组明显降
低，且差异具有统计学意义（０．９２±０．２６ｖｓ．１．３０±
０．１３，Ｐ＜０．０５），Ｈ２Ｓ组磷酸化ｐ６５含量较正常对照
组无显著性变化（图７）。

ＭＭＰ１３，ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１３；ＩＬ１β，ｉｎｔｅｒｌｕｋｉｎ１β． Ｐ＜
０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ＩＬ１βｇｒｏｕｐ．

图６　Ｈ２Ｓ抑制ＩＬ１β诱导软骨细胞ＭＭＰ１３基因转录（ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｈ２ＳｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅＭＭＰ１３ｉｎ
ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈＩＬ１β（ｎ＝３）

　

·９９１·潘利平，等　软骨中硫化氢含量及其对白介素１β诱导的软骨细胞基质金属蛋白酶１３表达的抑制作用



ＩＬ１β，ｉｎｔｅｒｌｕｋｉｎ１β． Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＩＬ１βｇｒｏｕｐ．

图７　Ｈ２Ｓ抑制ＩＬ１β对ＮＦκＢｐ６５的激活作用（ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｈ２ＳｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮＦκＢｐ６５ｉｎｄｕｃｅｄ
ｗｉｔｈＩＬ１β（ｎ＝３）

　

３　讨论

软骨退变是 ＯＡ的重要病理改变，而细胞外基
质的降解是软骨退变的重要病理变化［２］，且炎症因

素在ＯＡ中的作用非常重要。目前，随着对 Ｈ２Ｓ认
识的逐渐深入，已经发现 Ｈ２Ｓ在急、慢性炎症以及
高血压病、肥胖、糖尿病、肾病、退行性脑病中起到重

要的调节作用［９］。但是，Ｈ２Ｓ是否参与软骨退变，关
节软骨是否合成内源性 Ｈ２Ｓ，是否表达内源性 Ｈ２Ｓ
合成酶，软骨细胞用于降解细胞外基质的 ＭＭＰｓ对
于Ｈ２Ｓ又有怎样的反应，国内外的相关研究都较
少。本实验深入探讨了关节液、关节软骨中 Ｈ２Ｓ及
其合成酶的含量和变化，研究 Ｈ２Ｓ对 ＩＬ１β诱导的
软骨细胞 ＭＭＰ１３表达情况的影响，以明确 Ｈ２Ｓ是
否参与ＯＡ的发病过程及其参与机制。

首先，本实验测量了关节液中 Ｈ２Ｓ含量，发现
退变膝关节的关节液含量为（１４．３±３．３）μｍｏｌ／Ｌ。
早在２０１０年，Ｗｈｉｔｅｍａｎ等［１０］运用亚甲基蓝法［１１－１３］

对关节液中Ｈ２Ｓ含量进行了测定，发现 ＯＡ关节液
中Ｈ２Ｓ含量为２５．１μｍｏｌ／Ｌ，类风湿性关节炎关节
液中Ｈ２Ｓ含量是ＯＡ关节液Ｈ２Ｓ含量的２倍多。我
们的检测结果与Ｗｈｉｔｅｍａｎ等［１０］的结果存在差异的

原因，可能与Ｈ２Ｓ易挥发的生理特性以及样本量偏
少导致的局限性相关，但该测量结果已证明关节液

中存在气体信号分子Ｈ２Ｓ。
其次，本实验探讨了关节软骨中 Ｈ２Ｓ及其合成

酶的存在，并研究了不同退变程度的软骨组织中

Ｈ２Ｓ合成酶含量的差异。利用 Ｈ２Ｓ分子探针技术，
本实验证实了软骨细胞中有内源性 Ｈ２Ｓ的产生。
内源性Ｈ２Ｓ的产生源自于Ｈ２Ｓ合成酶，我们利用免

疫细胞化学及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法，证明了软骨细胞中
Ｈ２Ｓ合成酶的存在，并发现 ＣＳＥ的表达随着关节软
骨退变程度的增加而增加，且差异具有统计学意义，

该结果与 Ｆｏｘ等［１４］的研究结果相一致。他们的研

究结果表明，在 ＴＮＦα，ＩＬ１β及 ＩＬ６等炎症刺激
下，软骨细胞中 ＣＳＥ的表达量明显升高，而 ＣＢＳ表
达差异无统计学意义。本研究则是从骨关节病的软

骨组织中得出了相似的结论，较体外试验的结果更

具有说服力。既往研究表明，内质网应激可上调

ＣＳＥ［１５－１６］，而内质网应激在 ＯＡ中起到重要作用。
ＴＮＦα可招募 ＳＰ１蛋白，激活的 ＳＰ１进入细胞核结
合到 ＣＳＥ启动子，从而上调 ＣＳＥ的表达［１７－１８］，而

ＴＮＦα同样在ＯＡ发病过程中起到重要作用。这些
研究结果表明，ＯＡ发病过程中随着疾病进展，ＣＳＥ
表达量在逐渐增加，无论是在 ＩＬ１β还是在其他与
ＯＡ相关的因素的刺激下，而 ＣＢＳ和 ＭＰＳＴ都不具
有这个特点。

再次，本实验研究了 Ｈ２Ｓ对 ＩＬ１β诱导的软骨
细胞 ＭＭＰ１３的影响。ＩＬ１β在 ＯＡ发病过程中起
到至关重要的作用，软骨细胞、成骨细胞、滑膜细胞、

单核细胞均可分泌 ＩＬ１β［１９－２２］。ＯＡ患者关节液、
滑膜、软骨及软骨下骨中 ＩＬ１β水平均升高［１９－２１］，

软骨细胞及成纤维样滑膜细胞表面的 ＩＬ１β受体也
明显升高［２３－２４］。高水平的 ＩＬ１β与软骨细胞膜上
的受体结合，通过信息传递系统将病变的信息输送

到细胞内，从而干扰了软骨细胞的正常代谢活动，如

改变软骨细胞正常结构和功能、促进软骨细胞凋亡

发生、降解软骨细胞基质和参与滑膜炎性病变及影

响骨代谢等，对 ＯＡ的发生和发展起着至关重要的
作用［２５］。既往已有较多的实验用 ＩＬ１β刺激软骨
细胞，以形成“ＯＡ样”的软骨细胞［２６－３０］。体外实验

中，ＩＬ１β可诱导软骨细胞凋亡及炎症与分解代谢
的多项指标，如一氧化氮、前列腺素２、ＩＬ６和ＭＭＰ
１３等［２６－３０］。本实验同样以 ＩＬ１β刺激正常软骨细
胞以建立ＯＡ软骨细胞模型，通过该模型的建立来
探讨Ｈ２Ｓ在软骨退变中可能的作用。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 Ｈ２Ｓ可部分抑制 ＩＬ１β
诱导的ＭＭＰ１３的表达，这项研究结果与既往在骨
和软骨细胞中的研究相似。Ｖａｃｅｋ等［３１］发现在骨

组织中，ＭＭＰｓ的活性随 Ｈ２Ｓ含量的增加而降低。
Ｂｕｒｇｕｅｒａ等［３２］、Ｈａ等［３３］发现在软骨细胞中硫氢化

钠能抑制 ＩＬ１β诱导 ＭＭＰｓ的表达。我们用 Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ检测了 ＭＭＰ１３基因的转录情况，发现
Ｈ２Ｓ是通过抑制 ＭＭＰ１３基因的转录过程来抑制
ＭＭＰ１３的蛋白合成的。ＭＭＰｓ作为降解细胞外基

·００２·
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质的蛋白酶家族，在软骨基质降解中起到重要作用。

ＭＭＰ１３作为ＭＭＰｓ的重要一员，受应激、炎症及分
化诱导的信号调节，在 ＯＡ发病过程中起到重要作
用。Ｇｏｌｄｒｉｎｇ等［３４］总结发现在 ＯＡ的不同阶段，
ＭＭＰ１３是一个关键基因，且与很多信号通路如ＮＦ
κＢ、ＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ等，及转录因子如 ＮＦκＢ、
ＨＩＦ２α、Ｉｈｈ及Ｒｕｎｘ２等相关。这些调节因子都直接
或间接影响到 ＭＭＰ１３的转录和活性。ＩＬ１β诱导
的ＭＭＰ１３的高表达是通过 ＮＦκＢ通路及 ＭＡＰＫ
通路实现的［３５］。既往有研究发现，Ｈ２Ｓ可通过抑制
ＭＡＰＫ及ＮＦκＢ通路来保护Ｈ９ｃ２心肌细胞［３６］和胃

上皮细胞的作用［３７］。我们进一步检测了软骨细胞

中总ＮＦκＢｐ６５及磷酸化 ＮＦκＢｐ６５的水平，结果
显示ＩＬ１β可诱导软骨细胞中总ＮＦκＢｐ６５及其磷
酸化水平的升高，Ｈ２Ｓ则可部分抑制该作用。这与
既往的在其他细胞中的研究结论相一致［３５－３６，３８］，且

Ｈａ等［３３］也在软骨细胞中发现了 Ｈ２Ｓ的类似作用，
因此，Ｈ２Ｓ对 ＭＭＰ１３的抑制作用同样可能是通过
ＮＦκＢ通路实现的，但这仍有待进一步研究证实。

本研究尚有一些不足之处：首先，本研究中用于

测量Ｈ２Ｓ含量的关节液样本量偏少，测量结果存在
一定的局限性；其次，本研究选择非负重区无明显退

变的关节软骨作为正常对照组，这与许多类似研究

中软骨细胞的来源相似，而在实际情况中，这些关节

软骨，特别是表层关节软骨，由于受年龄以及关节腔

内炎性因子等生物因素的影响仍会发生轻度的退

变。为尽可能取到相对正常的关节软骨，在研究过

程中我们选择无明显退变的关节软骨深层组织作为

正常对照组，而更精确的结果需要进一步的动物实

验研究来证明；再次，软骨细胞属低氧、低代谢细胞。

本实验将软骨细胞置于ｐＨ７．４、５％的ＣＯ２环境中进
行培养，虽然适于其生长，但未还原软骨细胞原始生

存状态。软骨细胞接种密度过低、长期单层培养或

经过反复传代（＞５代），其分化不稳定，细胞易与细
胞或基质间失去联系，细胞因子无法提供反馈调节，

细胞出现反分化，呈成纤维细胞样，合成Ⅱ型胶原及
分泌软骨基质的能力下降［３９］，因此，本实验中检测

用的软骨细胞均取自第三代细胞。

综上所述，退变膝关节的关节液 Ｈ２Ｓ含量为
（１４．３±３．３）μｍｏｌ／Ｌ，膝关节软骨组织中存在内源
性Ｈ２Ｓ及其合成酶，且Ｈ２Ｓ合成酶ＣＳＥ的表达随软
骨退变程度的增加而显著升高。体外实验表明，

Ｈ２Ｓ可能通过ＮＦκＢ通路部分抑制ＭＭＰ１３蛋白表
达与基因转录水平。这些结果表明 Ｈ２Ｓ参与软骨
退变过程，且发挥保护软骨，部分抑制细胞外基质降

解的作用，具体作用机制有待进一步研究。
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