
the cell group，the expression of TGF-β1，α-SMA and Smad2 /3 protein increased gradually with gefitinib group
and olfinic acid + gefitinib group，and the time was significantly higher． In the blank group，the expression of
Smad7 protein gradually decreased，and the time points were significantly lower than the blank group． The differ-
ence was statistically significant ( P ＜ 0. 01) ． The expressions of TGF-β1，α-SMA and Smad2 /3 in the oleic acid +
gefitinib group were significantly lower than those in the gefitinib group，but still higher than the blank group． The
expression of Smad7 protein was significantly higher than that in the gefitinib group． The fentanyl group was still
lower than the blank group，and the difference was statistically significant ( P ＜ 0. 01 ) ． In the animal group，the
bleomycin group，gefitinib + bleomycin group，gefitinib + bleomycin + oleic acid group were prolonged with time，
TGF-β1，α-SMA and Smad2 The expression of Smad2 /3 protein was gradually increased，and the expression of
Smad7 protein was gradually decreased at each time point，and the expression of Smad7 protein was gradually lower
than that of the blank group． The difference was statistically significant ( P ＜ 0. 01) ． The expressions of TGF-β1，
α-SMA and Smad2 /3 protein in gefitinib + bleomycin + oleic acid group were significantly lower than those in ge-
fitinib + bleomycin group，but still higher than that in blank group，the expression of Smad7 protein was significant-
ly higher than that of gefitinib + bleomycin group，but it was still lower than the blank group，and the difference was
statistically significant ( P ＜ 0. 01 ) ． Conclusion Oribolic acid inhibits gefitinib-induced pulmonary fibrosis by
regulating the expression of TGF-β1，α-SMA and Smad2 /3，Smad7 proteins．
Key words abecholic acid; gefitinib; bleomycin; pulmonary fibrosis; mechanism study
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乳铁蛋白对 IL - 1β诱导人骨关节炎
滑膜成纤维细胞 MMPs、COX - 2、PGE2 产生的影响

崔冠军1，程 超2，单文山1，王 俊1，万云鹏1，李 磊1，尹宗生1

摘要 目的 探讨乳铁蛋白( LF) 对白介素-1β( IL-1β) 诱导
人骨关节炎 ( OA ) 滑膜成纤维细胞中基质金属蛋白酶
( MMPs) 、环氧化酶-2( COX-2) 、前列腺素 E2 ( PGE2 ) 产生的
影响。方法 分离并培养人 OA 滑膜成纤维细胞，取 3 ～ 4
代的细胞进行实验，应用细胞免疫荧光技术来鉴定细胞性

质，采用 CCK8 法检测不同浓度乳铁蛋白对 OA 滑膜成纤维
细胞活性的影响，用实时定量 PCＲ( ＲT-PCＲ) 和 Western blot
法检测乳铁蛋白对 IL-1β 诱导人 OA 滑膜成纤维细胞中
MMPs和 COX-2 表达的影响，用 ELISA 法测量 PGE2 表达的
影响。结果 CCK8 结果显示，在一定浓度范围内 LF 对滑
膜成纤维细胞活性无明显影响，差异无统计学意义; ＲT-
PCＲ、Western blot和 ELISA结果提示 LF对 IL-1β诱导人 OA
滑膜成纤维细胞中 MMPs、COX-2、PGE2 产生具有抑制作用。
结论 LF 能够抑制 IL-1β 诱导人 OA 滑膜成纤维细胞中
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骨关节炎( osteoarthritis，OA) 是一种进行性关节
退变疾病，其主要特征是合成代谢失衡与细胞外基

质降解［1］。在 OA 病理生理过程中，滑膜病变起着
重要的作用［2］。滑膜组织主要功能细胞为滑膜成
纤维样细胞( fibroblast-like synoviocytes，FLS) ［3］，它
能够被炎症细胞因子白介素-1β( interleukin 1 beta，
IL-1β) 活化，产生与 OA 相关的基质金属蛋白酶 1
( matrix metalloproteinase-1，MMP-1) 和基质金属蛋白
酶 13 ( matrix metalloproteinase-13，MMP-13 ) ［4］。另
外，IL-1β也能够通过上调 FLS 中环加氧酶-2 ( cy-
clooxygenase-2，COX-2) 的表达来诱导前列腺素 E2
［prostaglandin E( 2 ) ，PGE2］的产生，从而在 OA 发
病机制中起关键作用［5］。PGE2 能够增加基质金属

·9911·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2019 Aug; 54( 8)



蛋白酶( matrix metalloproteinases，MMPs) 和其他分
解代谢物质的产生来影响关节组织的结构和功

能［6］。乳铁蛋白( lactoferrin，LF) 作为一种铁结合性
糖蛋白，具有抗菌、抗病毒、抗癌、抗氧化、抗炎等作
用［7］。因此，本实验依据乳铁蛋白抗炎的特性，来
研究 LF 对 IL-1β 诱导的人 OA 滑膜细胞 MMP1、
MMP13、COX-2、PGE2 产生的影响，为 OA 治疗方法
提供参考。

1 材料与方法

1． 1 试剂与仪器 乳铁蛋白( 上海西宝生物技术
公司) ; 胎牛血清( 美国 clark 公司) 、DMEM 高糖培
养基( 美国 Hyclone 公司) ; 胰酶细胞消化液( 上海
Beyotime公司) ; 链霉素 －青霉素( 上海 Beyotime 公
司) ; CCK-8 试剂( 七海生物技术公司) ; TＲIzol Ｒea-
gent( 美国 ambion公司) ; PCＲ 试剂盒( 南京 Vazyme
公司) ; MMP-1、MMP-13、COX-2、GAPDH 引物序列
( 上海生工生物工程有限公司) ; MMP1、MMP13、
COX-2 抗体( 武汉 Elabscience公司) ; 波形蛋白( Vi-
mentin，VM) 抗体( 上海 Beyotime 公司) ; Goat Anti-
Ｒabbit IgG( H + L) ( Alexa Fluor594 conjugated) ( 武
汉 Elabscience公司) ; 辣根过氧化物酶标记的山羊
抗兔 IgG( 北京中杉金桥生物技术有限公司) ; 酶标
仪( 武汉优尔生科技股份公司) ; 基因扩增仪( 型号:

TC-XP，杭州博日科技有限公司) ; 凝胶成像扫描系
统( 美国 ＲAD公司) 。
1． 2 OA 滑膜组织来源 滑膜取自 2017 年 11 月
～ 2018 年 6 月安徽医科大学第一附属医院关节外
科 OA行膝关节置换的患者。研究对象都填写了书
面知情同意书，本研究经该院伦理委员会审核批准

通过。
1． 3 方法
1． 3． 1 OA滑膜成纤维细胞分离、培养与鉴定 应
用组织块法培养 FLS，手术中无菌条件下取下标本，
然后在无菌操作台下用剪刀去除滑膜组织中脂肪、
肌肉以及韧带组织等。用高压的( 含双抗) PBS 冲
洗几遍组织，尽可能的将血性和脂肪颗粒冲洗干净。
用剪刀剪成 1 mm ×1 mm × 1 mm碎片，而后用无菌
巴氏管将滑膜组织均匀的贴在 25 cm3 的培养瓶中，

随后将培养瓶缓慢竖起，向培养瓶中缓慢加入约 3
ml含 20% FBS DMEM 高糖( 含双抗) 培养基，垂直
放入含 5%CO2、37 ℃培养箱内，大约 3 ～ 6 h 后，将
培养基缓慢翻转放平，使培养基浸没组织，避免将组

织冲掉，最后再置入培养箱中继续培养。第 2 天用

巴氏管将未贴壁的滑膜组织除去。根据培养瓶培养
基的颜色和细胞状况换液，每隔 2 ～ 3 d 换 1 次培养
液，如果细胞内有较多杂质可用无菌 PBS 轻轻冲洗
1 ～ 2 遍。等细胞铺满培养瓶后进行传代，用 0. 25%
的胰蛋白酶( 不含 EDTA) 进行消化后传代。经过 3
～4 次传代以后，FLS纯度达到 99%左右［8］。另外，
根据成纤维细胞表达 VM 的特性，应用细胞免疫荧
光技术进行定性鉴定。选取第 3 ～ 4 代的细胞用于
本实验研究。
1． 3． 2 CCK8 法检测 LF 对 FLS 活性的影响 FLS
被接种于 96 孔板，每孔 100 μl ( 含约 8 × 103 个细
胞) 。细胞分组: 调零组、空白对照组、LF 处理组
( LF质量浓度为 10、50、100、200、400 μg /ml) 。置于
37 ℃、5% CO2 培养箱中孵育 24 h 后，弃各孔培养
基，向每孔加入 90 μl含上述 LF处理浓度的 DMEM
高糖培养基，而后再加入 10 μl的 CCK8 溶液继续孵
育 4 h。用酶标仪测定 450 nm 处的吸光度，该实验
重复 3 次。
1． 3． 3 实验分组及细胞处理 将实验分为 3 组，分
别是空白对照组、诱导组、诱导加治疗组。取 3 ～ 4
代的细胞进行实验，将消化下来的细胞悬液以每孔
2 × 105 个细胞均匀的接种于 6 孔板中，12 ～ 24 h 后
细胞基本铺满板底后，空白对照组不加任何药物，诱

导组加入 IL-1β( 10 ng /ml) ，诱导加治疗组加入 IL-
1β( 10 ng /ml) 和乳铁蛋白( 100、200、400 μg /ml) 。
将以上各组置于 5%CO2、37 ℃培养箱中培养 24 h，
24 h后收集上述细胞和上清液。
1． 3． 4 OA滑膜成纤维细胞蛋白和 ＲNA 的提取和
检测 收集上述处理的细胞，应用 ＲIPA 裂解法和
TＲIzol法提取 FLS总蛋白和总 ＲNA。以 GAPDH 作
为内参，采用 Western blot和 ＲT-PCＲ法检测细胞中
MMP1、MMP13、COX-2 蛋白和 mＲNA的表达情况。
1． 3． 5 应用 ELISA法检测 PGE2 的表达情况 取 3
～ 4 代细胞，以每孔约 2 × 105 个细胞均匀的接种到
6 孔板中，等细胞铺满板底 80%后。根据上述实验
分组进行处理，处理过后置培养箱中继续培养 24 h，
24 h后用 PGE2 的 ELISA试剂盒检测细胞上清液中
PGE2 含量。
1． 4 统计学处理 采用 GraphPad Prism 软件进行
数据分析。计量资料数据以 珋x ± s 表示，多组间比较
采用单因素方差分析，组间比较采用 t 检验，以 P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 人 FLS的分离与培养 经组织块法培养 4 ～ 7
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d后开始爬出少量长梭型细胞，细胞呈放射状分布
生长，期间混杂较多圆形的滑膜巨噬细胞。14 d 后
基本爬满培养瓶，进行传代，传到 3 代后视野中基本
见不到滑膜巨噬细胞且滑膜成纤维细胞已表现出成

纤维样细胞的典型形态，从形态上观察基本都为成

纤维样细胞，细胞形态规则，呈梭形，核呈椭圆形位

于细胞中央，细胞状态良好，见图 1。

图 1 滑膜成纤维细胞
A: 原代细胞 × 100; B: 第三代细胞 × 100

2． 2 滑膜成纤维细胞的鉴定 根据成纤维细胞特
异性表达 VM的特性，应用细胞免疫荧光方法染色
结果显示所有细胞胞质均呈红色，DAPI复染后细胞
核呈蓝色，证明所培养细胞为成纤维细胞，见图 2。

图 2 滑膜成纤维细胞免疫荧光鉴定结果
A: 多聚甲醛固定的普通白光 × 100; B: DAPI 荧光染色 × 400;

C: Vimentin蛋白免疫荧光 × 400; D: B、C 组合图 × 400

2． 3 CCK8 检测 LF 对 FLS 活性的影响 CCK8
结果显示: 不同浓度的 LF( 10、50、100、200、400 μg /
ml) 对 FLS活性与空白对照组比较，各组之间均无
明显差异( F = 0. 84，P ＞ 0. 05 ) ，见图 3。表明在一

定浓度范围内 LF( 0 ～ 400 μg /ml) 不影响 FLS 的活
性。

图 3 LF对 FLS活性的影响

2． 4 LF 对 IL-1β 诱导人 OA 滑膜成纤维细胞
MMP1、MMP13、COX-2 mＲNA 的影响 ＲT-PCＲ
结果提示，与空白对照组比较，IL-1β 诱导组 FLS 中
MMP1、MMP13、COX-2 mＲNA的表达有显著差异( P
＜ 0. 01) ，IL-1β 诱导组与 IL-1β + LF 组( 200 μg /
ml) 比较显示，LF 对 IL-1β 导致的滑膜成纤维细胞
中 MMP1、MMP13、COX-2 mＲNA的表达差异有统计
学意义( P ＜ 0. 01 ) 。组间比较差异有统计学意义
( FMMP1 = 21. 05，FMMP13 = 317. 1，FCOX-2 = 74. 59，P ＜
0. 01，见图 4。

图 4 MMP1、MMP13、COX-2 mＲNA在 FLS中的表达

与空白对照组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与 IL-1β 诱导组比较: ## P ＜

0. 01

2． 5 LF 对 IL-1β 诱导人 OA 滑膜成纤维细胞
MMP1、MMP13、COX-2 蛋白水平表达的影响 用
WB技术测定结果提示: IL-1β( 10 ng /ml) 诱导组与
空白对照组比较，IL-1β 组中 MMP1、MMP13、COX-2
蛋白的表达差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) ，而 IL-1β
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图 5 MMP1、MMP13、COX-2 蛋白在 FLS中的表达

与空白对照组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 01; 与 IL-1β诱导组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

诱导组与 IL-1β + LF( 200 μg /ml) 组比较，LF 对 IL-
1β诱导的 OA 滑膜成纤维细胞中 MMP1、MMP13、
COX-2 蛋白表达差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，各
组间比较差异有统计学意义( FMMP1 = 204. 6，FMMP13

= 61. 83，FCOX-2 = 653. 7，P ＜ 0. 01) ，见图 5。
2． 6 乳铁蛋白对 IL-1β诱导人 OA 滑膜成纤维细
胞 PGE2 表达的影响 用 ELISA 试剂盒测量上述
处理的细胞上清液结果提示: 与空白对照组比较，

IL-1β诱导组细胞产生的 PGE2 明显升高，而用 IL-
1β + LF( 200 μg /ml) 组的细胞产生 PGE2 相对于只
用 IL-1β 明显降低( P ＜ 0. 05 ) ，各组间比较差异有
统计学意义( F = 90. 44，P ＜ 0. 01) 。见图 6。
2． 7 不同剂量的 LF 对 IL-1β诱导人 OA 滑膜成
纤维细胞MMPs、COX-2、PGE2 表达的影响 应用
Western blot和 ＲT-PCＲ 法分别测量按上述方法处
理的细胞中的 MMPs、COX-2 蛋白和 mＲNA 表达水
平，用 ELISA法测量 PGE2 表达水平。结果提示: 与
空白对照组比较，IL-1β 诱导组中 MMPs、COX-2、
PGE2 的表达明显差异，差异有统计学意义( P ＜
0. 05) ; 与 IL-1β诱导组相比，在一定浓度范围内，LF
对 IL-1β诱导人 OA滑膜成纤维细胞MMPs、COX-2、
PGE2 的表达呈剂量依赖性，差异有统计学意义( F

= 3. 625，P ＜ 0. 05) 。见图 7。

图 6 PGE2 在细胞上清液中表达情况

与空白对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; IL-1β诱导组比较: ##P ＜ 0. 01

3 讨论

OA 是最普遍的关节炎疾病，是导致残疾的主
要原因，其主要特征在于关节软骨的组成、结构和功
能的显著改变，然而 OA病变不只是软骨的病变，还
有关节其他组织病变，如滑膜、脂肪垫、软骨下骨以
及半月板和韧带等细胞和结构的变化，其中滑膜病
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图 7 LF对 IL-1β诱导的 FLS中MMPs、

COX-2、PGE2 在基因和蛋白水平表达的影响
A: 各组细胞中 MMP1、MMP13、COX-2 基因表达的情况; B: 各组

细胞 PGE2 表达的情况; C: 各组细胞中 MMP1、MMP13、COX-2 蛋白

表达的典型条带图; D: MMP1、MMP13、COX-2 蛋白表达灰度值统计

图; 1: 空白对照组; 2: IL-1β诱导组; 3、4、5: LF( 100、200、400 μg /ml)

+ IL-1β( 10 ng /ml) 组; 与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01;

与 IL-1β诱导组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

变对 OA进展起到重要作用［9］。在与滑膜病变相关
的多种炎症介质中，MMP1、MMP13、COX-2 以及

PGE2 都对滑膜的病变起到重要作用，它们能够促
进 OA的病变。MMP-1 属于 MMPs 中的胶原酶亚家
族，能够降解软骨基质中主要组成成分Ⅱ 型胶原，
同 MMP1 一样，MMP13 也属于胶原酶，它又称为胶
原酶 3，它能够水解Ⅰ、Ⅱ型胶原且作用比 MMP1 更
强［10］。因此滑膜细胞中 MMP1 和 MMP13 大量产生
对 OA关节结构中细胞外基质的损害增加，加速了
软骨破坏，进而导致 OA 病变的加速。炎症细胞因
子 IL-1β能够激活滑膜细胞中MMP-1 和MMP-13 的
产生［4］。此外，IL-1β 也能诱导滑膜细胞中环氧化
酶的产生来促进一氧化氮、PGE2 的分泌，而 PGE2
的合成受 COX-2 的影响。PGE2 是一种多效性炎症
介质［11］，它能够增加 MMPs和其他分解代谢物质的
产生进而影响关节组织结构和功能。因此它们能够
作为 OA治疗的靶点。
乳铁蛋白作为一种多效性分子，主要存在于牛

奶、唾液、眼泪、支气管和肠分泌物以及嗜中性粒细
胞颗粒中且在炎症的情况下明显升高［7］。目前，已
经在多种组织和细胞中研究它的抗菌、抗炎和免疫
调节活性［7］。Togawa et al［12］研究发现 LF能够抑制
结肠炎中 IL-1β 的产生。本研究表明 LF 在人滑膜
中的生物学效应能够抑制 IL-1β 诱导滑膜细胞中多
种基质降解酶以及炎症介质的产生。OA 滑膜细胞
在炎症细胞因子［如 IL-1β、肿瘤坏死因子-α ( tumor
necrosis factor-alpha，TNF-α) 等］作用下上调 MMPs
( 如 MMP-1、MMP-13) 。MMPs能够促进关节胶原降
解［13］，导致 OA软骨的病变。本研究还表明，LF 能
够对人 OA滑膜起到有效的抗炎作用。LF对 OA滑
膜被炎症细胞因子刺激的抗炎能力揭示了其在预防

和治疗滑膜炎的潜力。在 OA 滑膜成纤维细胞中
IL-1β通过上调 COX-2 表达来诱导 PGE2 的产生从
而在 OA发病机制中起关键作用［6］。PGE2 能够增
加 MMPs和其他分解代谢物质的产生，导致软骨降
解、基质合成的抑制和软骨细胞凋亡。因此，如果能
够降低 OA 滑膜细胞中 COX-2 和 PGE2 的产生，那
么这可能改善 OA的症状。Ｒasheed et al［14］发现 LF
能够抑制 OA 软骨细胞中 COX-2 和 PGE2 的产生。
在 OA滑膜细胞中，本研究表明 LF 也能够抑制 IL-
1β诱导 OA 滑膜细胞中促炎介质 COX-2 和 PGE2
的产生而且呈剂量依赖性。综上所知，LF 对 IL-1β
诱导人 OA滑膜细胞产生的炎症介质所导致的分解
代谢和致炎作用具有明显的抑制作用。因此，LF 可
能对 OA具有保护作用，它可能成为预防或治疗退
行性关节疾病的调节分子，但是具体的作用机制仍
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需要进一步研究。
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Effects of lactoferrin on the production of MMPs，COX-2 and
PGE2 in human osteoarthritis synovial fibroblasts induced by IL-1β

Cui Guanjun1，Cheng Chao2，Shan Wenshan1，et al
( 1Dept of Joint Surgery，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;
2Dept of Orthopaedics，The Fourth Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the effects of lactoferrin( LF) on interleukin-1β( IL-1β) -induced osteoarthri-
tis( OA) synovial fibroblast matrix metalloproteinases ( MMPs) and cyclooxygenase-2 ( COX-2 ) ，prostaglandin E2
( PGE2) ． Methods Human OA synovial fibroblasts were isolated and cultured，and cells of 3 to 4 passages were
used for experiments，and cell immunofluorescence technique was used to identify the cell properties． CCK8 method
was used to detect different concentrations of lactoferrin on OA synovial fibroblasts． The effects of lactoferrin on the
expression of MMPs and COX-2 in human OA synovial fibroblasts induced by IL-1β were detected by real-time
quantitative PCＲ( ＲT-PCＲ) and Western blot． The effect of PGE2 expression was measured by ELISA． Ｒesults
The results of CCK8 showed that LF had no significant effect on synovial fibroblast activity within a certain concen-
tration range，and the difference was not statistically significant． The results of ＲT-PCＲ，Western blot and ELISA
indicated that LF inhibited the production of MMPs，COX-2 and PGE2 in human OA synovial fibroblasts induced
by IL-1β． Conclusion LF can inhibit IL-1β-induced human OA synovial fiber formation． The expression of
MMPs，COX-2 and PGE2 in cells has a protective effect on OA．
Key words Lactoferrin; IL-1β; osteoarthritis; synovial; matrix metalloproteinases; cyclooxygenase-2; prostaglandin
E2
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