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#软骨细

胞的可能作用及潜在机制(方法"采用膝关节内侧副韧带切断法建立大鼠
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模型"
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法检测
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模型大鼠软骨组
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#表达的影响(结果"

PJ

模型大鼠软骨组织较正常大鼠软骨组织
F9Q%+'&

表达明显下调!

4

#
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#(与正

常软骨细胞相比"
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诱导后软骨细胞存活率降低!

4

#

","+

#"

AOA'
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#"炎症因子
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#&转染
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诱导的软骨细胞存活率明显升高!

4

#

","+

#"

AOA'

表达下

调"

J_2#

%

[<;%!
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大鼠软骨组织
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表达较正常软骨组织明显降低&上调
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表达体外可促进软骨细胞增殖"拮抗
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诱导的软骨细胞损伤"可能与其下
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骨关节炎!
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PJ

#是一组由关节

边缘处的骨骼变化%关节软骨完整性异常及关节软

骨和软骨下骨退化引起的异质性症候群"与多种炎

性介质%细胞因子等致病因素密切相关"是老年人

群普遍存在的慢性疾病"严重影响患者生活质量"

对社会经济也造成了巨大的负担)

#%!

*

(

PJ

的发病

机制复杂"软骨细胞在细胞外基质!

G?A

#中的异常

增殖%迁移导致的关节软骨愈合%修复能力异常可

能是其主要的致病原因)

&

*

"这也是目前最主要的治

疗靶标(

微小
Q7J

!

F9<10Q7J

'

F9Q7J

'

F9Q

#是长度

在
!#

%

!+

个核苷酸的内源性非编码小
Q7J

"可通

过对靶基因
FQ7J

进行切割或翻译抑制"导致蛋白

质表达下调"进而调控细胞增殖%凋亡等多个生物

学过程)

'
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(研究)
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*表明"一系列的
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#可能参

与了
PJ

的发生发展"且与基质金属蛋白酶!

AAC

#

或血管细胞黏附分子
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的表达相关(

A9Q%+'&

对
AAC(

有调控作用"可能参与调节

软骨细胞
G?A

的平衡)
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*

"与骨肉瘤肿瘤细胞的糖

酵解和增殖亢进有关)

##

*

"但目前关于其在
PJ

中的

作用及机制尚不明确(因此"本研究基于大鼠
PJ

模型及体外细胞实验探讨
F9Q%+'&

对大鼠
PJ

模

型软骨细胞的可能作用及机制"为
PJ

的临床防治

提供参考靶标(

8

!

材料与方法

#,#

!
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公司&胰蛋白酶%青
%

链霉素%胎牛血清购自

浙江天杭生物科技股份有限公司&

F9Q%+'&F9F9<H

及相应阴性对照%转染试剂购自上海吉玛基因化学

科技有限公司&

AEE

%二甲基亚砜!

OA-P

#购自美

国
-9

D

F8

公司"

EQMN0;

试剂%

QE%C?Q

试剂盒和反

转录试剂盒购自日本
E8]8Q8

公司&

[?J

蛋白定量

试剂盒%鼠双微体基因
'
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#单克隆抗体及辣根过氧化物酶标记的二

抗均购自美国
J5<8F

公司(
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动物分组及
PJ

模型的建立
!

&"

只健康
-O

大鼠购自济南金丰实验动物有限公司"许可证号$

-?R]

!鲁#

!"#'""")

(大鼠常规饲料喂养"随机均

分为
PJ

模型组及正常对照组!

"b#+

#"正常对照组

大鼠不做特殊处理"

PJ

模型组大鼠采用
",+̀

水合

氯醛!

",&+

D

'

#""

D

#腹腔注射麻醉后切断膝关节内

侧副韧带"建立
PJ

模型"术后每天对两组大鼠肌内

注射青霉素
!f#"

'

S

'

_

D

"共
&4

(

#

周后"每天驱赶

PJ

模型组及正常对照组大鼠跑步
&"F9:

(

#,&

!

软骨细胞的原代培养及
F9Q%+'&F9F9<H

的转

染
!

无菌条件下取正常大鼠双侧膝关节软骨"切下

组织一部分用于
Q7J

抽提"另一部分置于含双抗

的磷酸盐缓冲液清洗"

&""f

8

离心
#"F9:

"弃上清"

!"̀

胎牛血清
OAGA%=#!

培养基
&(g

%适当湿度%

+̀ ?P

!

培养(转染前
#4

"将待转染细胞以
!f

#"

+

'

<F

! 的密度接种于
#!

孔板"待细胞融合达

)"̀

%

$"̀

时"按
U9

/

0>3<28F9:3!"""

转染试剂盒

说明书方法进行转染
F9Q%+'&F9F9<H

及相应阴性

对照!

F9Q%+'&%7?

#"验证转染效率后行后续实验(

#,'

!

AEE

法检测软骨细胞增殖能力
!

取对数生

长期待测软骨细胞"

*)

孔板中每孔接种
+"""

个细

胞"每组设
)

个复孔"同时设立无细胞的空白对照(

细胞转染
F9Q%+'&F9F9<H

后"

#":

D

'

UMU%#
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处理
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"每孔加入
+
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D

'

FUAEE

溶液
!"

'

U

"孵育
'@

后弃上清"加入
OA-P!""

'

U

'孔"振荡
#"F9:

"酶

标仪读取光密度!

:

'*"

#值"重复
&

次(
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Q38;%29F3C?Q

检测软骨细胞凋亡相关基因

及炎症因子基因的表达
!

原代软骨细胞培养于
)

孔

板"不转染'转染
F9Q%+'&F9F9<H

或
F9Q%+'&%7?

'$@

后"加入
#":

D
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UMU%#
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连续培养
!'@

"

EQMN0;

法提取细胞总
Q7J

"反转录合成
<O7J

后行
138;%

29F3C?Q

检测待测基因表达水平"严格按说明书进

行操作"待测基因及内参序列如表
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(反应条件$

*+g
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循环!
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++g
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"

#+H
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"
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)"g

"

#F9:
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J[M(+""

实时定量
C?Q

系统进行

实验"收集荧光信号"绘制熔解曲线"以
!

o

--

?2法进

行相对定量分析相关基因的表达水平(

#,)

!

\3H231:

印迹法检测软骨细胞凋亡相关蛋白

的表达
!

原代软骨细胞培养于
)

孔板"不转染'转染

F9Q%+'&F9F9<H

或
F9Q%+'&%7?'$@

后提取待测

细胞总蛋白"

[?J

蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度(

将各组蛋白与上样缓冲液!

;0849:

D

5.>>31

#充分混合

后
#""g

变性
+F9:
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#凝

胶上样孔"进行电泳和转膜"

+̀

脱脂奶粉
&(g

封闭

#@

(加入按使用说明稀释后的待测一抗
'g

过夜(

E[-E

缓冲溶液清洗后加入辣根过氧化物酶标记的

羊抗鼠
M

D

K

!

#p#"""

稀释#(

&(g

孵育
#@

"

E[-E

缓冲液清洗后以
G?U

发光液显影"自动凝胶成像系

统采集图像"以
KJCOX

作为内参分析
AOA'

%

J_2#

%

[<;%!

等蛋白的表达水平(

表
8

!

D",.G'(0"!@D

引物序列

基
!

因 引物序列!

'k%(k

#

F9Q%'&(

!

上游引物
??JK?EJ?J?EKKK?JK?JK?JJEE?J

EKEEE

!

下游引物
?E?JJ?EKKEKE?KEKKJ

S"

!

上游引物
K?K?KE?KEKJJK?KEE?

!

下游引物
KEK?JKKKE??KJKKE

AOA&

!

上游引物
EKKKJKJJ?EJ?EKKKJ?KE

!

下游引物
E??EKEK?KJKJ?KJKJKE

J_2!

!

上游引物
KJKK??KE?JK??J?JKE?EKKJEK

!

下游引物
KJKK??KE?JK??J?JKE?EKKJE

[<;%#

!

上游引物
?EKKEKKJ?JJJE?K?E?EK

!

下游引物
KKE?EK?EKJ??E?J?EEKEK

E7=%

)

!

上游引物
?K?EJ?KJ??K??JKJEEK

!

下游引物
J?J??KEE?J??JK?JJKE?

MU%"

!

上游引物
??EE?KKE??JKEEK??EE?E

!

下游引物
??JKEK??E?EEEK?EK?EEE?

KJCOX

!

上游引物
KJJKKEKJJKKE?KKJKE?

!

下游引物
KJJKJEKKEKJEKKKJEEE?

!!

AOA&

$鼠双微体基因
&

!

F.19:340.5;3F9:.23&

#&

J_2!

$蛋白
激酶

[!

!

/

10239:_9:8H3[!

"

C][!

#&

[<;%#

$

[

细胞淋巴瘤'白血病
%#

!

[<3;;;

6

F

/

@0F8

'

;3._3F98%#

#&

E7=%

)

$肿瘤坏死因子
%

)

!

2.F01

:3<10H9H>8<201%

)

#&

MU%"

$白细胞介素
%"

!

9:231;3._9:%"

#

#,(

!

统计学处理
!

采用
-C--!","

统计软件"计

量资料以
'

0a%

表示"组间比较采用
J7P̂ J

单因素

方差分析"方差齐性用
U-O

法"方差不齐采用

O.::322

-

H;&

法"检验水准!

)

#为
","+

(

>

!

结
!

果

!,#

!

A9Q%+'&

在
PJ

模型大鼠软骨组织及
MU%#

*

诱导的软骨细胞中的表达变化
!

结果!图
#

#表明$

大鼠
PJ

模型组软骨组织
F9Q%+'&

表达较正常对

照组明显降低"差异有统计学意义!

4

#

","+

#&与未

接受
MU%#

*

诱导的软骨细胞相比"

MU%#

*

诱导后的软

骨细胞
F9Q%+'&

表达水平降低"差异有统计学意义

!

4

#

","+

#(

图
8

!

:4

模型大鼠软骨组织及

ROG8

#

诱导的软骨细胞中
0(DGIH?

的表达

"

4

#

$,$'

与对照组!细胞#相比

!,!

!

软骨细胞
F9Q%+'&

转染效率验证
!

结果!图

!

#表明$

F9Q%+'&%7?

转染组软骨细胞
F9Q%+'&

表

达与对照组差异无统计学意义&

F9Q%+'&%F9F9<H

转

染组软骨细胞
F9Q%+'&

表达较对照组明显升高

!

4

#

","+

#(

图
>

!

转染后不同组别软骨细胞
0(DGIH?

的表达

"

4

#

$,$'

与对照组相比&

"."

"

'

0/%

!,&

!

上调
F9Q%+'&

表达对软骨细胞增殖能力的影

响
!

结果!图
&

#表明$与正常对照软骨细胞相比"转

染
F9Q%+'&F9F9<H

后软骨细胞增殖率明显提升"差

异有统计学意义!

4

#

","+

#&与正常对照软骨细胞

相比"

MU%#

*

诱导可导致软骨细胞增殖能力下降

!

4

#

","+

#"转染
F9Q%+'&F9F9<H

上调
F9Q%+'&

表达

后可逆转
MU%#

*

对细胞增殖的抑制作用!

4

#

","+

#(

!,'

!

上调
F9Q%+'&

表达对骨关节炎软骨细胞凋亡

相关基因表达的影响
!

结果!图
'

#表明$与正常对

照软骨细胞相比"

F9Q%+'&F9F9<H

转染细胞
AOA'

!&#
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FQ7J

表达下调"

J_2#

%

[<;%!FQ7J

表达上调"差

异有统计学意义!

4

#

","+

#&与正常对照软骨细胞

相比"

MU%#

*

诱导后细胞
AOA'FQ7J

表达上调"

J_2#

%

[<;%!FQ7J

表达下调"差异有统计学意义

!

4

#

","+

#&转染
F9Q%+'&F9F9<H

可减轻
MU%#

*

诱

导的
AOA'

%

J_2#

%

[<;%!FQ7J

表达变化!

4

#

","+

#(

图
?

!

上调
0(DGIH?

表达对软骨细胞增殖能力的影响

!!

"

4

#

$,$'

与对照组相比"

$

4

#

$,$'

与
MU%!

*

组相比&

".

"

"

'

0/%

图
H

!

上调
0(DGIH?

表达对软骨细胞
CJCH

%

4L'8

%

P&.G>0D94

表达的影响

!!

"

4

#

$,$'

与对照组相比"

$

4

#

$,$'

与
MU%!

*

组相比&

".

"

"

'

0/%

!,+

!

上调
F9Q%+'&

表达对
MU%#

*

诱导的软骨细胞

炎症相关基因表达的影响
!

结果!图
+

#表明$与正

常对照组相比"

MU%#

*

诱导后软骨细胞炎症因子

E7=%

)

%

MU%)FQ7J

表达上调!

4

#

","+

#&转染

F9Q%+'&F9F9<H

上调
F9Q%+'&

表达可减轻
MU%#

*

诱

导的
E7=%

)

%

MU%)FQ7J

表达变化!

4

#

","+

#(

图
I

!

上调
0(DGIH?

表达对软骨细胞炎症

相关基因表达的影响

!!

"

4

#

$,$'

与对照组相比"

$

4

#

$,$'

与
MU%!

*

组相比&

".

"

"

'

0/%

!,)

!

上调
F9Q%+'&

表达对骨关节炎软骨细胞凋亡

相关蛋白表达的影响
!

结果!图
)

#表明$与正常对

照组相比"转染
F9Q%+'&F9F9<H

软骨细胞
AOA'

表达下降"

J_2#

%

[<;%!

表达上升!

4

#

","+

#&与正常

对照组相比"

MU%#

*

诱导后软骨细胞
AOA'

表达上

升"

J_2#

%

[<;%!

表达下降!

4

#

","+

#&转染
F9Q%+'&

F9F9<H

上调
F9Q%+'&

表达可减少
MU%#

*

诱导的

AOA'

%

J_2#

%

[<;%!

蛋白表达的变化(

图
W

!

上调
0(DGIH?

表达对骨关节炎软骨细胞

凋亡相关蛋白表达的影响

!

$对照组&

#

$

F9Q%'&(%F9F9<H

&

(

$

MU%!

*

&

&

$

F9Q%'&(%F9F9<H*

MU%!

*

?

!

讨
!

论

本研究结果表明
F9Q%+'&

在骨软骨炎大鼠软

骨组织中表达明显下降"提示
F9Q%+'&

正常表达可

能对维持软骨细胞的正常生理功能有重要意义(

A9Q%+'&

功能获得性实验发现"

F9Q%+'&

可促进软

骨细胞增殖!

4

#

","+

#"减轻
MU%#

*

诱导的增殖抑制

作用!

4

#

","+

#"提示
F9Q%+'&

表达抑制可能是
PJ

的分子生物学病因之一"

F9Q%+'&

表达水平的监测

对于
PJ

的发生及病情评估有潜在的临床价值(外

源性
F9Q%+'&

补充对于缓解骨关节炎发展具有积

极意义(

软骨细胞异常凋亡是骨关节炎进展的重要原

因之一"

AOA'

可定位于凋亡的关键细胞器线粒

体"激活
EC+&

线粒体凋亡途径"还可结合并抑制抗

凋亡蛋白
[<;%!

功能"促进细胞色素
?

的释放"产生

促凋亡作用)

#!

*

(

J_2#

则可调控
FEPQ

信号通路"

减少细胞凋亡)

#&

*

(

A9Q%+'&

过表达的软骨细胞与

对照细胞相比"

AOA'

表达降低"

[<;%!

%

J_2#

表达

升高(在
MU%#

*

诱导下"

F9Q%+'&

表达可减少促凋

亡蛋白
AOA'

的释放"提高凋亡抵抗蛋白
[<;%!

%

J_2#

的水平(在后续研究中"还需借助生物信息学

分析及荧光素酶报告实验研究证实
F9Q%+'&

对

AOA'

%

J_2#

%

[<;%!

是否存在直接的调控作用(

PJ

发病过程中"炎症因子的过表达与
PJ

的

#&#

?@9:3H3L0.1:8;0>?;9:9<8;A349<9:3

"

!"#$

"

0̂;,!+

"

70,!

!!

中国临床医学
!

!"#$

年
'

月
!

第
!+

卷
!

第
!

期
!



严重程度密切相关"大量炎症因子释放不仅会造成

软骨细胞损伤"还可影响软骨细胞分化%诱导
G?A

降解)

#'%#+

*

(

MU%#

*

诱导软骨细胞时"发现炎症因子

E7=%

)

%

MU%)

表达明显上升!

4

#

","+

#"提示
MU%#

*

可造成软骨细胞炎症损伤"而
F9Q%+'&

过表达时"

E7=%

)

%

MU%)

表达被抑制!

4

#

","+

#"提示
F9Q%+'&

可能还有减轻炎症损伤的作用(

综上所述"

PJ

大鼠软骨组织与正常软骨组织

相比
F9Q%+'&

表达明显下调(过表达
F9Q%+'&

可

促进软骨细胞增殖"下调
AOA'

蛋白表达"上调

J_2#

%

[<;%!

蛋白表达"导致炎症因子
E7=%

)

%

MU%)

表达降低"可拮抗
MU%#

*

诱导的增殖抑制%促凋亡蛋

白上调%抗凋亡蛋白下调%促炎症因子产生作用"具

有潜在的临床应用价值(
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