
hyperplasia ( BPH) in rats by establishing a metabolic syndrome model in SD rats and to investigate the expression
of Ⅱ type 5α-reductase ( SＲD5A2) ． Methods SD rats model of metabolic syndrome was established by high-fat
and high-sugar feeding method; after treatment with metformin for 40 d，rats were sacrificed and prostatic tissue，

fasting blood glucose( FBG) ，fasting blood insulin( FINS) ，homeostasis model assessment of insulin resistance( HO-
MA-IＲ) ，body weight，prostate tissue weight and prostate index were obtained． Immunohistochemistry and Western
blot were used to detect the expression of SＲD5A2 in prostate tissue． Ｒesults Metabolic syndrome was induced by
high-fat diet successfully，significant increase in FINS and HOMA-IＲ( P ＜ 0. 05 ) were found in high-fat diet than
normal diet，and prostatic hyperplasia occurred in this model，significant increase in weight，prostate weight and
prostate index ( P ＜ 0. 05) were found in this SD rats model． However，insulin sensitizer significantly improved in-
sulin resistance，hyperplasia degree of prostate and high expression of SＲD5A2 protein in high fat and sugar fed rats
( P ＜ 0. 05) compared with that of the high-fat diet treatment rats． The expression of SＲD5A2 in hyperplastic pros-
tate tissue was increased，and was positively associated with the degree of hyperplasia of prostate． Conclusion Met-
abolic syndrome induced by high-fat and high-glucose feeding is an important influencing factor of benign prostatic
hyperplasia in rats． Insulin sensitizer can treat benign prostatic hyperplasia caused by metabolic syndrome．
Key words metabolic syndrome; benign prostatic hyperplasia; metformin; SＲD5A2
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乙酰唑胺对 IL -1β诱导的大鼠关节软骨
细胞凋亡的影响及机制研究

陈伟娜1，李春梅1，朱仲珍1，蔡 莉2，李 荣1

摘要 目的 探讨水通道蛋白 1 ( AQP1 ) 抑制剂乙酰唑胺

( AZ) 对 IL-1β 诱导的大鼠关节软骨细胞凋亡的影响及机

制。方法 分离培养大鼠关节软骨细胞主要采用胰酶 － 胶

原酶法，IL-1β诱导软骨细胞凋亡，AZ 体外处理 IL-1β 刺激

的关节软骨细胞，MTT 法检测细胞增殖，hoechst 33258 染色、
Annexin V-FITC /PI 双染和 rhodamine-123 染色检测细胞凋

亡，Western blot 法检测 AQP1、Bcl-2、Bax、Caspase3、IκBα、p-
IκBα、NF-κB p65 和 p-NF-κB p65 的蛋白表达。结果 AZ
( 12. 5、25、50 μmol /L) 剂量依赖性地提高 IL-1β 诱导的软骨

细胞增殖; AZ 可以抑制 IL-1β 诱导的大鼠关节软骨细胞凋

亡，表现为减少细胞凋亡形态学改变、降低软骨细胞凋亡率

和提高软骨细胞线粒体膜电位; 与正 常 组 比 较，IL-1β 组

AQP1 蛋白表达增加，Bcl-2 蛋白表达降低，Bax 和 Caspase3
蛋白表达升高，IκB 蛋白表达下降，p-IκBα 和 p-NF-κB p65
蛋白表达增加; 与 IL-1β 组比较，AZ 抑制 AQP1 表达，提高

Bcl-2 表达，降低 Bax 和 Caspase3 表达，抑制 IκBα 的降解和
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磷酸化，并减少 p-NF-κB p65 蛋白表达。结论 AZ 体外能

抑制 IL-1β诱导的关节软骨细胞凋亡。该项结果可能与下

调 Caspase3 和 Bax( 均为促凋亡基因) 表达、上调 Bcl-2( 抗凋

亡基因) 表达及抑制 NF-κB 炎症通路活化有关。
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类风湿性关节炎( rheumatoid arthritis，ＲA) 是一

种自身免疫性疾病，主要以慢性滑膜炎症、软骨和骨

质破坏为特征。ＲA 关节软骨细胞功能异常，丧失

了合成、修复软骨基质的能力而导致软骨损伤，软骨

损伤与 ＲA 严重程度和预后密切相关，保护软骨功

能可以有效降低 ＲA 致残率［1］。迄今为止，水通道

蛋白( aquaporins，AQPs) 已在哺乳动物中鉴定和克

隆出 13 种 AQPs ( AQP0 ～ 12) 亚型，顾名思义，都是

与水通透性相关的膜蛋白。研究［2 － 4］表明 AQP1 在

ＲA 疾病进展中发挥重要作用: AQP1 在 ＲA 患者滑

膜和关节软骨组织中均表达升高，AQP1 能调节软

骨细胞体积和基质合成，与 ＲA 软骨损伤、关节积
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液、滑膜炎症和关节肿胀等密切相关，调控 AQP1 的

表达和功能可能是 ＲA 的潜在治疗靶点。该研究使

用炎症因子白介素( intertleukin，IL) -1β 诱导大鼠关

节软骨细胞致其损伤作为软骨细胞凋亡的体外模

型，观察 AQP1 抑制剂乙酰唑胺( acetazolamide，AZ)

对 IL-1β 诱导的软骨细胞凋亡的影响，并从影响凋

亡相关基因表达和 NF － κB 通路探讨其可能机制，

为防治 ＲA 尤其是保护 ＲA 关节软骨提供新的思

路。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 Sprague-Dawley 大鼠( 安徽医科大

学实验动物中心) ，清洁级，雄性，2 ～ 3 周龄，100 ～
120 g。
1． 2 药物与试剂 AZ、Ⅱ型胶原酶( 美国 Sigma 公

司) ; IL-1β ( 美 国 PeproTech 公 司) ; Ｒhodamine-123
( 北京索莱宝科技公司) ; Annexin V-FITC /PI 凋亡检

测试剂盒( 上海贝博生物公司) ; MTT、Hoechst 33258
染色液( 上海碧云天生物技术研究所) ; 所有抗体购

自美国 Cell Signaling 公司。
1． 3 软骨细胞的分离培养与鉴定 参考文献［5］方

法，分离大鼠膝关节表面软骨，37 ℃下胰酶和 0. 2%
Ⅱ型胶原酶分别消化 30 min 和 3 h; 200 目滤网过

滤，1 500 r /min 离心 10 min，PBS 清洗，收集细胞;

加入含 10% 胎牛血清的 DMEM 吹打均匀后移入培

养瓶，培养 48 h，换液，除去未贴壁细胞，当原代培养

的细胞连成片时进行消化传代。本实验中所用细胞

为传 1 ～ 3 代的关节软骨细胞，采用光镜下观察细胞

形态、Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色和蛋白多糖甲苯

胺蓝染色等进行软骨细胞的鉴定。
1． 4 MTT 法检测细胞增殖 收集大鼠关节软骨细

胞，制成单细胞悬液，接种于 96 孔板( 密度 5 × 108 /
L) ，分为 6 组: 正常组，IL-1β 诱导组( 终浓度 10 mg /
L，浓度参考文献［6］) ，AZ 体外给药组( 终浓度分别

为 12. 5、25、50、100 μmol /L) 。每孔 100 μl，37 ℃、
5% CO2 培养 48 h 贴壁，弃去培养液。正常组不做

处理，仅加入 DMEM 培养液培养 44 h，IL-1β 诱导组

加入含 IL-1β 的 DMEM 培养液培养 44 h，各给药组

加入含 IL-1β 和不同浓度 AZ 的 DMEM 培养液培养

44 h，每孔细胞均加入 10 μl MTT( 5 g /L) 继续孵育

4 h 后，再加入 150 μl DMSO 溶解细胞内结晶，室温

振荡溶解，用酶标仪在 570 nm 测定吸光度值 ( 即

A570值) 。
1． 5 Hoechst 33258 染色观察细胞凋亡 将关节软

骨细胞以 2 × 108 /L 的细胞密度接种于 6 孔板( 孔内

预置无菌爬片) ，分为正常组、IL-1β诱导组和 3 组 AZ
给药组( 12. 5、25、50 μmol /L) ，每孔2 ml 细胞悬液，培

养 48 h 后弃去培养液，IL-1β 组加入含 IL-1β 的培养

基培养 24 h，各给药组加入含 10 mg /L IL-1β 和不同

浓度 AZ 的培养液培养 24 h，PBS 洗涤，4% 多聚甲醛

固定，0. 1% TritonX 通透，滴加 Hoechst 33258 染液

( 10 mg /L) 避光染色30 min，荧光显微镜下观察拍照。
1． 6 Annexin V-FITC /PI 双染法检测细胞凋亡率

各组细胞经相应处理后，吸取上清液至离心管，贴

壁细胞用胰酶消化后将细胞转入对应离心管，离心，

收集细胞，PBS 洗涤，加入 400 μl Annexin V 结合液

悬浮细胞，加入 5 μl Annexin V-FITC 染色液，4 ℃避

光孵育 15 min，再加入 10 μl PI 染色液 4 ℃ 孵育 5
min，流式细胞仪检测，采用 WinMDI 软件进行分析。
1． 7 Ｒhodamine-123 染色观察细胞凋亡 按前述

方法进行细胞爬片和药物处理，PBS 洗涤，加入含

Ｒhodamine-123( 终浓度 10 μmol /L) 的 DMEM 培养

液，37 ℃孵育 30 min，PBS 洗涤，4% 多聚甲醛固定

15 min，PBS 洗涤，封片，荧光显微镜下观察拍照。
选取 5 个不同的视野，用 ImageJ 图片分析软件对各

视野平均荧光强度进行分析统计。
1． 8 Western blot 检测相关蛋白 ① 各组细胞经

相应处理后，加入 400 μl 含磷酸酶抑制剂及 PMSF
的裂解液，在冰上振动裂解约 20 ～ 30 min; ② 裂解

结束后，利用刮棒将细胞刮至一侧，将细胞碎片移至

1． 5 ml 离心管中，先涡旋 10 次再 12 000 r /min 离心

取上清液于新的 EP 管中; ③ 取适量上清液加入蛋

白上样缓冲液( 4 ∶ 1 ) ，摇匀，100 ℃ 煮沸 10 min，冷

却待用; ④ SDS-PAGE 电泳分离样品，转膜( PVDF
膜) ，配置 5%脱脂牛奶封闭 3 h，加入一抗孵育过夜

( 4 ℃ ) ，二抗孵育 1 h;⑤ 使用 ECL 发光试剂盒在显

影仪中显影，采用 ImageJ 图片分析软件对蛋白条带

灰度值进行分析处理。
1． 9 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行分析，

数据以 珋x ± s 表示，组间比较采用 One-Way ANOVA
检验，P ＜ 0. 05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2． 1 软骨细胞的鉴定 主要通过观察细胞形态变

化、蛋白多糖及Ⅱ型胶原的表达，进行关节软骨细胞

的鉴定。如图 1A 所示，传 1 代的细胞形态以梭形

为主，细胞质丰富，细胞周围可见具有折光性的细胞

外 基质( extracellularmatrix，ECM ) 。Ⅱ型胶原免疫
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图 1 大鼠关节软骨细胞的培养和鉴定 × 200

A: 传 1 代软骨细胞光镜观察; B: II 型胶原免疫细胞化学染色鉴定; C: 甲苯胺蓝染色鉴定

细胞化学染色鉴定显示: 软骨细胞胞质被染成棕色，

密集生长处染色较深，表明Ⅱ型胶原存在表达( 图

1B) 。甲苯胺蓝染色结果显示: 细胞质被染成浅蓝

色，胞核被染成深蓝色，有时可见双核，表明存在蛋

白多糖的表达( 图 1C) 。上述实验结果表明培养的

细胞与关节软骨细胞特征一致。
2． 2 AZ 对 IL-1β诱导的软骨细胞增殖的影响

MTT 法检测 AZ 体外对 IL-1β 诱导的关节软骨细胞

增殖的影响。如图 2 所示，IL-1β 诱导组软骨细胞

的增殖反应明显低于正常组( F = 14. 03，P ＜ 0. 01) ，

与 IL-1β 诱导组相比，AZ ( 12. 5、25、50、100 μmol /
L) 体外给药能不同程度地提高 IL-1β 诱导的软骨细

胞增殖反应，其中 25、50 和 100 μmol /L 差异有统计

学意 义，考 虑 到 50 μmol /L AZ 的 作 用 优 于 100
μmol /L，且 AZ 在 12. 5 ～ 50 μmol /L 表现出剂量依

赖性( r = 0. 731，P ＜ 0. 01) ，因此选择 12. 5、25 和 50
μmol /L 3 个 AZ 浓度进行下一步研究。
2． 3 Hoechst 33258 染色观察 AZ 抑制 IL-1β诱导

的软骨细胞凋亡 Hoechst 33258 作为一种特异性

DNA 染料，通过其染色荧光强度能反应细胞凋亡情

况。如图 3 所示，正常组软骨细胞的细胞核多数呈

现均匀的蓝色荧光; IL-1β 诱导组软骨细胞可见较

多的染色质固缩、聚集和核碎裂，呈现出典型凋亡形

态学改变，表明 IL-1β 诱导组软骨细胞存在异常凋

亡过程; AZ 体外给药组仅有少量的软骨细胞出现凋

亡形态学改变，提示 AZ 对 IL-1β 诱导的软骨细胞具

有抗凋亡作用。
2． 4 Annexin V-FITC /PI 双染检测 AZ 抑制 IL-1β
诱导的软骨细胞凋亡 如图 4 所示，在双变量散点

图上，FITC － /PI + ( 左上象限) 表示死细胞，FITC + /
PI + ( 右上象限) 表示中晚期凋亡细胞，FITC － /PI －

( 左下象限) 表示活细胞，FITC + /PI － ( 右下象限) 表

示早期凋亡细胞，右上和右下象限的细胞占全部细

胞的比例代表细胞凋亡率 ( % ) ，定量分析结果表

明，与正常组( 9. 20 ± 0. 94) % 相比，IL-1β诱导组关

图 2 AZ 对 IL-1β诱导的关节软骨细胞增殖的影响

1: 正常组; 2: IL-1β 诱导组; 3: AZ 12. 5 μmol /L; 4: AZ 25 μmol /

L; 5: AZ 50 μmol /L; 6: AZ 100 μmol /L; 与正常组比较: ##P ＜ 0. 01; 与

IL-1β 诱导组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

图 3 Hoechst 33258 染色观察 AZ 抑制 IL-1β诱导的关节软骨细胞凋亡 × 100

A: 正常组; B: IL-1β 诱导组; C: AZ 12. 5 μmol /L; D: AZ 25 μmol /L; E: AZ 50 μmol /L
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图 4 Annexin-V FITC /PI 双染检测 AZ 抑制 IL-1β诱导的关节软骨细胞凋亡

A: 正常组; B: IL-1β 诱导组; C: AZ 12. 5 μmol /L; D: AZ 25 μmol /L; E: AZ 50 μmol /L; 与正常组比较: ##P ＜ 0. 01; 与 IL-1β 诱导组比较: * P ＜

0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

节软骨细胞的凋亡率( 33. 18 ± 3. 06) % 明显增高( F
= 34. 19，P ＜ 0. 01 ) ，AZ( 12. 5、25、50 μmol /L) 能剂

量依赖性地降低 IL-1β 诱导的软骨细胞凋亡率( r =
－ 0. 855，P ＜ 0. 01 ) ，其中 AZ ( 25、50 μmol /L) 的差

异有统计学意义。
2． 5 Ｒhodamine-123 染色检测 AZ 抑制 IL-1β 诱

导的软骨细胞凋亡 线粒体能够在细胞凋亡过程中

起枢纽作用，其膜电位的下降是凋亡级联反应中最

早期事件。Ｒhodamine-123 作为亲脂性阳离子荧光

染料在结合到线粒体基质后，其荧光的变化说明线

粒体内膜电负性的相应改变。如图 5 所示，正常组

软骨细胞线粒体染色分布均匀，荧光强度强; IL-1β
诱导组软骨细胞线粒体对 Ｒhodamine-123 的摄取能

力降低，荧光强度弱; 半定量分析结果表明，与 IL-
1β 诱导组相比，不同剂量 AZ 处理组软骨细胞的荧

光强度有不同程度的提高( F = 37. 41，P ＜ 0. 01) ，其

中 AZ( 25、50 μmol /L) 差异有统计学意义。
2． 6 AZ 对 IL-1β 诱导的软骨细胞中 AQP1 和凋

亡相关基因蛋白表达的影响 Western blot 法检测

AQP1、Bax、Bcl-2 和 Caspase3 蛋白表达并进行统计

学分析( 图 6 ) 。IL-1β 组软骨细胞中 AQP1 蛋白表

达增高，AZ 体外给药可以抑制 AQP1 蛋白表达( F =
11. 99，P ＜ 0. 01 ) ; 同时，与正常组比较，IL-1β 组的

Bcl-2 蛋白表达显著下降( F = 30. 10，P ＜ 0. 01 ) ，而

Bax 和 Caspase3 蛋 白 表 达 明 显 升 高 ( F = 50. 13、
167. 88，P ＜ 0. 01) ，与 IL-1β 组比较，AZ 体外能够提

高 Bcl-2 蛋白表达，并且降低 Bax 和 Caspase3 蛋白

表达，这可能与 AZ 抑制 IL-1β 诱导的软骨细胞凋亡

的作用密切相关。
2． 7 AZ 对 IL-1β诱导的软骨细胞中 NF-κB 信号

通路的影响 Western blot 法检测 NF-κB 信号通路

相关蛋白表达并进行统计学分析( 图 7) 。与正常组

比较，IL-1β 组 IκB 蛋白表达下降( F = 172. 03，P ＜
0. 01) ，而 p-IκBα 和 p-NF-κB p65 蛋白表达增加( F
= 56. 19、61. 84，P ＜ 0. 01 ) ，与 IL-1β 组比较，AZ 体

外可以有效抑制 IκBα 的降解和磷酸化，并显著减

少 p-NF-κB p65 蛋白表达，而各组细胞中 NF-κB p65
的蛋白表达水平无明显改变( F = 0. 49，P ＞ 0. 01 ) ，

表明 AZ 体外给药降低 IL-1β 诱导的关节软骨细胞

凋亡可能通过抑制 NF-κB 信号通路的活化实现。
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图 5 Ｒhodamine-123 染色检测 AZ 抑制 IL-1β诱导的关节软骨细胞凋亡 × 100

A: 正常组; B: IL-1β诱导组; C: AZ 12. 5 μmol /L; D: AZ 25 μmol /L; E: AZ 50 μmol /L; 与正常组比较: ##P ＜0. 01; 与 IL-1β诱导组比较: ＊＊P ＜0. 01

图 6 AZ 对 IL-1β诱导的软骨细胞中 AQP1 和凋亡相关基因蛋白表达的影响

A: 各组细胞中 AQP1、Bcl-2、Bax 和 Caspase3 蛋白表达的典型条带图; B: 蛋白表达的半定量分析统计图; 1: 正常组; 2: IL-1β 诱导组; 3: AZ

12. 5 μmol /L; 4: AZ 25 μmol /L; 5: AZ 50 μmol /L; 与正常组比较: ##P ＜ 0. 01; 与 IL-1β 诱导组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

图 7 AZ 对 IL-1β诱导的软骨细胞中 NF-κB 信号通路的影响

A: 各组细胞中 IκBα、p-IκBα、NF-κB p65 和 p-NF-κB p65 蛋白表达典型条带图; B: 蛋白表达的半定量分析统计图; 1: 正常组; 2: IL-1β 诱导

组; 3: AZ 12. 5 μmol /L; 4: AZ 25 μmol /L; 5: AZ 50 μmol /L; 与正常组比较: ##P ＜ 0. 01; 与 IL-1β 诱导组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
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3 讨论

软骨细胞作为关节软骨中的唯一细胞类型，维

持软骨组织乃至关节的内环境稳定。ＲA 患者关节

软骨细胞存在过度凋亡，引发关节软骨 ECM 迅速而

广泛的损失，抑制软骨细胞凋亡有望成为 ＲA 治疗

的新方法［7 － 9］。在 ＲA 患者滑液和血清中 IL-1β 是

最重要的促炎细胞因子，其通过参与抑制Ⅱ型胶原、
蛋白多糖的合成以及诱导软骨细胞的凋亡、刺激基

质金属蛋白酶的产生从而导致软骨 ECM 降解诱发

关节软骨损伤。现今，IL-1β 诱导建立关节软骨细

胞的凋亡模型已被广泛应用［6，10］。所以本研究以

IL-1β 诱导分离培养的大鼠关节软骨细胞使其凋

亡，观察 AZ 体外对 IL-1β 诱导的关节软骨细胞凋亡

的影响，并探讨其可能机制。
大量研究表明，碳酸苷酶抑制剂 AZ 可以显著

降低 AQP1 介导的水通透性［11］，并能够直接抑制

AQP1 的表达进而发挥抑制肿瘤转移和血管生成的

能力［12］，故 AZ 可以作为合适的 AQP1 抑制剂，与既

往报道一致; 本研究显示 AZ 体外给药能够有效抑

制 IL-1β 诱导组软骨细胞中 AQP1 蛋白表达。参考

既往文献中 AZ 的体外给药剂量，本研究采用 MTT
法观察了 AZ( 12. 5、25、50、100 μmol /L) 对 IL-1β 诱

导的软骨细胞增殖的影响，结果显示 AZ 在 12. 5 ～
50 μmol /L 浓度范围内能剂量依赖性地提高 IL-1β
诱导的软骨细胞增殖反应。Hoechst 33258 染色结

果表明，IL-1β 组软骨细胞呈现出典型的凋亡形态

学改变如染色质固缩和核碎裂，而 AZ 组多数细胞

呈现均匀蓝色荧光，凋亡细胞数相对减少。Annex-
in-V FITC /PI 双染法结果表明，与正常组相比，IL-
1β 诱导组的细胞凋亡率显著增高，AZ 体外给药可

以剂量依赖性地降低 IL-1β 诱导的软骨细胞凋亡

率。Ｒhodamine-123 染色结果表明，IL-1β 诱导组软

骨细胞的荧光强度弱，不同剂量 AZ 处理组软骨细

胞的荧光强度有不同程度的提高。上述结果提示

IL-1β 诱导的关节软骨细胞存在明显的细胞凋亡过

程，AZ 体外能够有效抑制其过度凋亡。
细胞凋亡是一种为维持内环境稳定的细胞自主

性死亡，多种癌基因和抑癌基因都参与了对凋亡的

调控。Bcl-2 基因家族中的 Bcl-2 和 Bax 是细胞凋亡

的重要调节因子，Bax 介导线粒体细胞色素 C 的释

放促进细胞凋亡，而 Bcl-2 与促凋亡蛋白形成异源

二聚物抑制细胞凋亡［13］。作为级联反应中的关键

蛋白酶，Caspase3 调控各条凋亡通路，是凋亡的最终

执行者，抑制 Caspase3 活性或功能可减少细胞凋

亡［14］。文献［7，15］报道指出 ＲA 软骨组织中 Bcl-2 蛋

白表达降低，Caspase3 蛋白表达升高，与 ＲA 关节软

骨细胞的异常凋亡过程密切相关。在本研究中，IL-
1β 诱导组中 Bcl-2 ( 抗凋亡基因) 蛋白表达显著下

调，而 Bax 和 Caspase3( 促凋亡基因) 蛋白表达明显

升高，AZ 体 外 可 以 上 调 Bcl-2 表 达、下 调 Bax 和

Caspase3 表达，表明 AZ 能够通过调控凋亡相关基

因的表达进而发挥其抗凋亡作用。
NF-κB 信号通路异常活化在 ＲA 的发生和发展

过程中发挥重要作用，参与 ＲA 滑膜炎症和关节软

骨损伤［16］。在静息状态时，胞质中的 NF-κB p65 与

IκB 结合形成无活性的二聚体; 在应激状态时，IκB
磷酸化并迅速降解，NF-κB p65 与 IκB 分离，活化的

NF-κB p65 进入细胞核，导致众多促炎介质的产生。
与既往文献［10］报道一致，IL-1β 诱导组软骨细胞存

在 NF-κB 信号通路的过度活化，表现为 IκB 蛋白表

达下降，而 p-IκBα 和 p-NF-κB p65 蛋白表达增加。
余涵 等［17］报道 AZ 体内给药可以抑制慢性癫痫大

鼠海马组织中 NF-κB 信号通路的活化，与之相似，

在本研究中，AZ 体外给药可以提高 IκB 蛋白的表达

水平，降低 p-IκBα 和 p-NF-κB p65 的蛋白表达水

平，提示 AZ 可以抑制 IL-1β 诱导的关节软骨细胞

NF-κB 信号通路活化，可能与其抗凋亡作用密切相

关。
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Effect of acetazolamide on IL-1β-induced apoptosis in rat
articular chondrocytes and its mechanism

Chen Weina，Li Chunmei，Zhu Zhongzhen，et al
( School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the effects and mechanisms of acetazolamide ( AZ) ，an aquaporin 1 ( AQP1)

inhibitor，on IL-1β-induced apoptosis in rat articular chondrocytes． Methods Articular chondrocytes were isolated
and cultured by trypsin and collagenase digestion method． IL-1β was used to induce chondrocytes apoptosis in vitro．
Different doses of AZ were added to IL-1β-treated chondrocytes． The cell proliferation was detected by MTT assay．
The cell apoptosis was evaluated by hoechst 33258 staining，flow cytometry analysis and rhodamine-123 staining．
Protein levels of AQP1，Bcl-2，Bax，Caspase3，NF-κB p65，p-NF-κB p65，IκBα and p-IκBα were assayed by
Western blot． Ｒesults AZ ( 12. 5，25，50 μmol /L) increased the proliferation of IL-1β-induced chondrocytes
with a dose-dependent manner． AZ could inhibit the IL-1β-induced rat articular chondrocyte apoptosis，manifested
by reducing apoptosis morphological changes，decreasing the rate of chondrocyte apoptosis and increasing mitochon-
drial membrane potential． Compared with normal group，increased AQP1 protein level，reduced Bcl-2 protein level
and increased protein levels of Bax and Caspase3 were observed in IL-1β-induced group． In addition，IκB expres-
sion in IL-1β-induced group was lower than normal group，whereas p-IκBα and p-NF-κB p65 protein levels of IL-
1β-induced group were higher than normal group． Compared with IL-1β-induced group，AZ decreased AQP1 ex-
pression，increased Bcl-2 expression and down-regulated the expressions of Bax and Caspase3． Moreover，AZ in-
hibited the degradation and phosphorylation of IκBα and reduced p-NF-κB p65 protein level． Conclusion AQP1
inhibition by AZ can decrease chondrocytes apoptosis induced by IL-1β，which might be related to up-regulating
Bax and Caspase3( all pro-apoptotic genes) ，down-regulating Bcl-2( anti-apoptotic gene ) ，and inhibiting the acti-
vation of NF-κB inflammatory pathway．
Key words acetazolamide; aquaporin 1; rheumatoid arthritis; articular chondrocytes; apoptosis; NF-κB pathway
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