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y摘要C 目的o探讨并验证瞬时受体电位香草素受体 cCｔｒａｎuｉnｎｔ ｒnｃnｐｔｏｒ ｐｏｔnｎｔｉａｌ hａｎｉｌｌｏｉ- ctＴtsＶc(影响软骨细
胞的退变c 方法o取新生 j) 大鼠软骨细胞 甲苯胺蓝染色和阿利新蓝染色鉴定2通过白细胞介素 l00ｉｎｔnｒｌnｕCｉｎ.20 
,L.20(构建体外软骨细胞炎症模型 采用 ＴtsＶc 抑制剂处理炎症条件下软骨细胞 经荧光定量 sＣtdｒnａｌ.ｔｉｍn sＣt 
sＣt(法检测软骨细胞中 ＴtsＶc.基质金属肽酶.2aCｍａｔｒｉA ｍnｔａｌｌｏｐnｐｔｉ-ａun 2a   s.2a(.血小板反应蛋白解整合素金
属肽酶.iCd ａｉuｉｎｔnBｒｉｎ ａｎ- ｍnｔａｌｌｏｐｒｏｔnｉｎａun vｉｔｈ ｔｈｒｏｍ;ｏuｐｏｎ-ｉｎ i d)d Ｔj.i(.一氧化氮合酶 TCｎｉｔｒｉｃ ｏAｉ-n uｙｎｔｈａun
T ＮＯjT(.Ⅱ型胶原 α2CｃｏｌｌａBnｎ ｔｙｐnⅡ ａｌｐｈａ 2 ＣｏｌTα2(和软骨蛋白聚糖CａBBｒnｃａｎ dｃａｎ(ｍtＮd2通过 ＴtsＶc 不同浓
度过表达质粒处理原代软骨细胞 筛选最佳过表达剂量 并经 tＴ.sＣt 法检测最佳 ＴtsＶc 过表达剂量下软骨细胞中
ＴtsＶc.  s.2a.d)d Ｔj.i.ＮＯjT.ＣｏｌTα2.dｃａｎ ｍtＮd 表达情况c 结果o甲苯胺蓝染色和阿利新蓝染色鉴定提取细
胞为原代软骨细胞c tＴ.sＣt 显示 经 ＴtsＶc 抑制剂处理后炎症条件下软骨细胞中 ＴtsＶc.  s.2a.d)d Ｔj.i.
ＮＯjT ｍtＮd 的表达明显下降CＰ＜e．ei( ＣｏｌTα2 ｍtＮd.dｃａｎ ｍtＮd 的表达升高CＰ＜e．ei(2经 e．p ｎB·μｌ.2 ＴtsＶc 过表达
质粒处理的软骨细胞中 ＣｏｌTα2.dｃａｎ ｍtＮd 表达情况明显下降 CＰ＜e．ei( ＮＯjT ｍtＮd 的表达升高 CＰ＜e．ei(   s.
2a.d)d Ｔj.iｍtＮd 表达差异无统计学意义CＰ＞e．ei(c结论o抑制 ＴtsＶc 的表达能下调软骨细胞退变相关基因表达c

y关键词C 膝骨关节炎2 软骨退变2 ＴtsＶc
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膝骨关节炎Co\yy nreynthe3h1e1ri(sc)是目前全
球范围内致残率 致畸率较高的进行性慢性关节疾
病之一i主要以软骨细胞减少 关节基质破坏降解为
特征2-0B瞬时受体电位香草素受体 iCeht\r1y\e hyｃyx
enh xney\e1tg Ft\1ggn1d ii.lCＶio是瞬时感受器电位离
子通道香草酸受体亚家族成员i在软骨 骨和滑膜等
多种肌肉骨骼组织中高度表达2N0. 并且 .lCＶi可介
导炎性细胞因子i例如白介素, C1\eyhgyjo1\, iLA,
-o或肿瘤坏死因子,lCejpnh \yｃhnr1r vtｃenh,li.Ｎ;,
lo及其下游效应物i引起的关节软骨退变导致的软
骨细胞外基质降解2m0. 本研究为了明确 .lCＶi与软
骨退变之间的联系i 利用过表达质粒技术以及抑制
剂技术i 通过过表达和抑制表达 N 个层面双向验证
.lCＶi与软骨细胞退变之间的关系.
１ 材料与方法

１C １ 材料与试剂

重组大鼠白介素,-oC1\eyhgyjo1\,-oiLA,-oo蛋
白Cl)B 公司i美国oi达尔伯克改良伊格尔培养基
CBjgｂyｃｃn＇r pnd1v1yd Ｅtｇgy＇r pyd1jpiBＭＥＭoCＧ1ｂｃn
公司i美国oi E％胎牛血清CＧ1ｂｃn 公司i美国oi双抗
CＧ1ｂｃn 公司i美国oiE．N５％胰酶CＧ1ｂｃn 公司i美国oi
胶原酶Ⅱ型CBLＹLＢLs 公司i中国oi磷酸盐缓冲液
Cx3nrx3tey ｂjvvyhyd rtg1\yiCＢＳo C2nh\1\ｇ 公司 i美
国oi.h1ｚngCtpｂ1n\ 公司i美国oi逆转录酶C.totht 公
司i日本oi扩增酶C.totht 公司i日本oi.lCＶi 抑制
剂CＳyggyｃo 公司i美国oi.lCＶi 过表达质粒C上海捷
瑞生物i中国o.
１C ２ 细胞培养及分组

１C ２C １ 原代软骨细胞提取及培养 选取新生 ＳB
大鼠 2购于上海西普尔,必凯实验动物有限公司i实
验动物许可证号：Ｓ2Ｘ(（沪oNE ８,EEE00放置 ７５％乙
醇中浸泡  E p1\i分离膝关节处未骨化的透明软骨.
用刀片剔除周围组织i 钝性分离软骨后i 放入含有
 ％链霉素和青霉素的 CＢＳ缓冲液培养皿中.待全部
透明软骨收集完毕后i剔除残余的软组织i转移至新
的培养皿中i 用含有  ％链霉素和青霉素 CＢＳ 缓冲
液清洗 m遍.将洗净的软骨块移入新的培养皿中i用
刀片将软骨块切碎i随之加入 ５ pg 含 E．N％Ⅱ型胶原
酶的 CＢＳ中i并转移至  ５ pg离心管中. 用  ．５ pg巴
氏吸管进行充分吹打混匀后i置于 m７ ℃摇床中孵育
m～i 3i期间每间隔 - 3使用巴士吸管进行吹打 - 次.
等 待 离 心 管 中 细 胞 呈 现 絮 状 物 样 i 无 明 显
大 块 组 织 漂 浮 i提 示 消 化 完 毕 i提 取 液 体 以
- EEE h ／ p1\转速离心 ５ p1\.离心结束后i弃上清i加
入 N pg 含有 -a％胎牛血清Cvyetg ｂnF1\y ryhjpi;ＢＳo
的 BＭＥＭ对细胞进行重悬处理. 将细胞混悬液分至

-aa pp 的培养皿中i 并置于培养箱中培养 Cm７ ℃i
５％ 2sNoi每 N d 进行 - 次换液i显微镜下观察当细
胞长至 ８a％时i以 -∶i比例进行传代处理. 本研究已
通过上海中医药大学实验动物福利与伦理委员审查

C伦理批号：CＺＳＨＵ.2Ｍ-９amNNaamo.
１C ２C ２ .lCＶi 抑制剂处理软骨细胞 取 m～５ 代软
骨细胞以每孔 -× E５个细胞铺板 Ni 孔板i培养 Ni 3
贴壁后i待细胞密集度达到 0E％以上处理.分别予以
CＢＳ 处理C2sＮ 组oiLA, o CNE \ｇ·pg, o干预CLA, o
组oiLA, oCNE \ｇ·pg, o联合 .lCＶi 抑制剂C E \p·
A, o干预C.lCＶi 抑制剂组o. 全培养基培养孵育
Ni 3后收集细胞.
１C ２C ３ .lCＶi 质粒转染软骨细胞浓度筛选 取 m～
５ 代软骨细胞以每孔  ×-E５个细胞铺板 Ni 孔板i培
养 Ni 3 贴壁后i待细胞密集度达到 0E％以上开始转
染.分别予以 CＢＳ处理CＢgt\o组oi.lCＶi过表达质
粒联合 A1xnNEEE 干预 C.lCＶi 过表达组 oi 单纯
A1xnNEEE 干预CA1xn 组o. 配制质粒液如下i５E μg 无
血清无双抗培养基 ＋不同体积 .lCＶi 质粒i配制浓
度为 E．N、E．i E．８  ．0 \ｇ·μg, . 配置转染液i５E μg 双
无抗培养基＋ μg A1xnNEEE 转染剂i室温静置 ５ p1\.
将转染液与质粒液混合静置 NE p1\；弃上清i加入无
血清无双抗的细胞培养基i并每孔加入  EE μg 混合
液i孵育 ５ 3 后换含血清完全培养基培养iNi 3 后收
集细胞.
１C ２C ４ 软骨细胞 .lCＶi 过表达质粒处理 取 m～
５ 代软骨细胞以每孔  × E５个细胞铺板 Ni 孔板i培
养 Ni 3 贴壁后i 待细胞密集度达到 0E％以上处理.
分别予以 CＢＳ处理CＢgt\o 组oiE．８ \ｇ·μg, .lCＶi 过
表达质粒干预C.lCＶi过表达组o. 全培养基培养孵
育 Ni 3后收集细胞.
１C ３ 观察项目与方法

１C ３C １ 软骨细胞形态学观察 选取第 m 代软骨细
胞i 放置倒置显微镜下观察软骨细胞的形态和生长
状况i 并使用摄像软件拍下  EE 倍下第 m 代软骨细
胞形态.
１C ３C ２ 软骨细胞鉴定 选取第 m 代软骨细胞i进行
甲苯胺蓝染色、 阿利新蓝染色i 取出培养的软骨细
胞i弃旧培养液i并加入  pg CＢＳ 洗 N 次i加入浓度
为 i％多聚甲醛室温下固定摇晃  3 后i弃上液再加
入  pg CＢＳ 洗 N 次i每次 N p1\. 分别加入  ％甲苯
胺蓝染液和阿利新蓝染液i放置于孵育箱中im７ ℃孵
育 N 3i去除染液i加入  pg CＢＳ洗 N次i每次 N p1\i
随后放置于倒置显微镜下观察软骨细胞并拍照.
１C ３C ３ 各组软骨细胞相关基因表达 观察各组软

骨细胞中 .lCＶii 基质金属肽酶, m Cpteh1ｘ pyetg鄄
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表 C 引物序列表

opyrC ight(g c() (20( -pyB(

图 C 软骨细胞形态学观察 Copeey Cpr原代软骨细胞铺板 p ｈ 后未贴壁状态下呈扁圆形 Cyr 原代软骨细胞铺板 Ti ｈ 后贴壁状态下呈扁平
短梭形g三角形及多角形等不同形态 C0r原代软骨细胞铺板 ih ｈ 后贴壁状态下呈典型的t铺路石(状

ehjrC nｏｒｐｈｏｌｏgｉｃａｌ ｏ Fuｒdａｔｉｏｎ ｏE ｃｈｏｎcｒｏｃtｔuF Cpr sｒｉｍａｒt ｃｈｏｎcｒｏｃtｔuF Cuｒｒu Eｌａｔ ａｎc ｒｏｕｎc ｕｎcuｒ prr o ｔｉｍuF ｍｉｃｒｏFｃｏｐu Cｉｔｈｏｕｔ ａcｈuFｉｏｎ Eｏｒ p
ｈ Cyr ｐｒｉｍａｒt ｃｈｏｎcｒｏｃtｔuF Cuｒu Eｌａｔ ａｎc Fｈｏｒｔ Fｐｉｎcｌuoｔｒｉａｎgｕｌａｒ ａｎc ｐｏｌtgｏｎａｌ ｕｎcuｒ prr o ｔｉｍuF ｍｉｃｒｏFｃｏｐu Ti ｈ ａEｔuｒ ｌａtｉｎg C0r sｒｉｍａｒt ｃｈｏｎcｒｏ.
ｃtｔuF FｈｏCuc ｔtｐｉｃａｌ ,ｐａdｉｎg FｔｏｎuL Fｈａｐu ｕｎcuｒ pee o ｔｉｍuF ｍｉｃｒｏFｃｏｐu ａEｔuｒ ih ｈ

基因名称 种属 前引物 后引物

ＴAsＶi 大鼠 ＣＴBGBBBGＣGGBＴBBＣBＴGGBＴＴＣ GBＴBBＣＴBGＴGBＴGBBＣＴBＴBGBB

nnsIpa 大鼠 GＴGＣBGBＣGＴＣＣGＴＣＣＣBGBGＣＣ GGＣＣBＣGBＣGＣＴBGBＣＣＴＴＴＴＣ

GNGnＴＳI５ 大鼠 ＴＣＣＴＣＴＴBBＴBBＣＴBGＣＴＣＴＴＣＣ ＴBBＴＴＣＴＣBGＴBＣＴＴBＣGＴBGＣＴB

ＮＯＳT 大鼠 BGBGＣBＣGＣGBBＣGBGBBＴＴB GBＣGBBＣGＣGＣBＣGGＴBGＴBB

ＣｏｌTαp 大鼠 GBBＴBGＣＣBＴBBＴBGＣGGBB ＴＴＴＣＣＴＣＣGＣＣGGBBＣＣGBB

Gｃａｎ 大鼠 BＣＣＴＣＣＣＴBGＴＣＣGＣＴBＴＣＣ GＴBＴＣGBGBBBＣBGＴBＴBBB

１ｂ１ａ １ｃ

ｌｏｐuｐｔｉcａFu paonnsIpayo血小板反应蛋白解整合素
金属肽酶I５ Cａ cｉFｉｎｔugｒｉｎ ａｎc ｍuｔａｌｌｏｐｒｏｔuｉｎａFu Cｉｔｈ
ｔｈｒｏｍ ｏFｐｏｎcｉｎ ５oGNGnＴＳI５yo一氧化氮合酶 TCｎｉ.
ｔｒｉｃ ｏｘｉcu FtｎｔｈａFu ToＮＯＳTyo Ⅱ型胶原 αpCｃｏｌｌａguｎo
ｔtｐuⅡoａｌｐｈａ poＣｏｌTαpy 和软骨蛋白聚糖Cａggｒuｃａｎo
Gｃａｎy ｍAＮG 表达情况。 吸弃 ６孔板内旧培养基o移
液枪吸取 pｍｌ sＢＳ 轻轻洗涤细胞 T 次。 每孔加入
p ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌo提取总 AＮGo保证 AＮG 纯度在 p．h～T．p
之间。 根据 ＴGＫGAG 逆转录试剂盒说明书以 Te μｌ
体系进行逆转录为 ｃNＮGo 并放置Ihe ℃冰箱保存。
根据 ＴGＫGAG 荧光定量 sＣA 说明书o使用 Ｓｔuｐ Ｏｎu
sｌｕF 系统进行运行分析o获取 ＣＴ 值o并使用 TI△△ＣＴ

法分析基因相对表达量。
Cr ３r ４ ＴAsＶi 质粒转染浓度筛选 吸弃 ６ 孔板内
旧培养基o移液枪吸取 pｍｌ sＢＳ洗涤细胞 T次。 每孔
加入 p ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌo 提取总 AＮGo 保证 AＮG 纯度在
p．h～T．p之间。 方法同 Cr ３r ３ ＴGＫGAG 逆转录。
Cr ３r ５ ＴAsＶi 过表达质粒转染后软骨细胞相关基
因表达 吸弃 ６ 孔板内旧培养基o移液枪吸取 p ｍｌ
sＢＳ 洗涤细胞 T 次。 每孔加入 p ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌo 提取总
AＮGo 保 证 AＮG 纯 度 在 p．h ～T．p 之 间 。 根 据
ＴGＫGAG 逆转录试剂盒说明书以 Tr μｌ 体系进行逆

转录为 ｃNＮGo 并放置 Ihr℃冰箱保存 。 根据
ＴGＫGAG 荧光定量 sＣA 说明书o使用 Ｓｔuｐ Ｏｎu sｌｕF
系统进行运行分析o获取 ＣＴ 值o并使用 TI△△ＣＴ法分

析基因相对表达量。 引物列表见表 p。
Cr ４ 统计学处理

采用 ＳsＳＳ Tr．r软件进行统计学分析。所有数据
以Cx軃±ｓy表示o符合正态分布o各组软骨细胞内基因
表达和 ＴAsＶi 质粒转染梯度浓度筛选数据采用单
因素方差分析 CGＮＯＶGyo 方差齐采用 ＬＳN 方法检
验o方差不齐则用 Nｕｎｎuｔｔ＇F Ｔa 方法检验oＰ＜r．r５ 为
差异具有统计学意义。 ＴAsＶi过表达质粒转染后软
骨细胞相关基因表达数据采用两样本 ｔ 检验方法o
以 Ｐ＜r．r５为差异有统计学意义。 不符合正态分布的
定性资料采用非参数检验。
２ 结果

２r C 软骨细胞形态观察

在倒置显微镜下观察o 消化分离软骨块所获得
的软骨细胞在未贴壁的情况下呈现透亮圆球形o且
细胞处于悬浮状态。 放置培养箱中静置培养 p ｈ后o
有一小部分细胞贴壁生长o 颜色变暗并呈扁圆形生
长C图 pａy；待细胞培养 Ti ｈ 后o培养皿中的软骨细
胞基本都已贴壁o并呈扁平短梭形g三角形及多角形

９９T· ·



Page TrTai ler第 a６卷第 le期 Ｃｈｉｎａ Ｊ Ｏｒｔｈｏｐ Ｔｒａｕｍａｔｏｌ，Ｏｃｔ．TeTa，Ｖｏｌ．a６，Ｎｏ．le

图 C 原代软骨细胞形态学染色鉴定Copeey Cri 阿利新蓝染色示细胞核呈深蓝色g胞浆呈
浅蓝色 Chi 甲苯胺蓝染色示细胞核呈深紫色g胞浆呈浅紫色

t(ciC ) 2ｎｔｉ0ｉｃａｔｉｏｎ ｏ0 ｐｒｉｍａｒ- ｃｈｏｎ ｒｏｃ-ｔ2B i- ｍｏｒｐｈｏｌｏjｉｃａｌ Bｔａｉｎｉｎj Cri nｒｉｍａｒ- ｃｈｏｎ ｒｏｃ-ｔ2B
Bｔａｉｎ2 gｉｔｈ Fｌｃｉａｎ iｌｕ2 Bｔａｉｎｉｎj ｈａ  ａｒu iｌｕ2 ｎｕｃｌ2ｕB ａｎ ｌｉjｈｔ iｌｕ2 ｃ-ｔｏｐｌａBｍ ｕｎ 2ｒ prr o ｍａjd
ｎｉ0ｉｃａｔｉｏｎ Chi nｒｉｍａｒ- ｃｈｏｎ ｒｏｃ-ｔ2B Bｔａｉｎ2 gｉｔｈ Ｔｏｌｕｉ ｉｎ2 iｌｕ2 Bｔａｉｎｉｎj Bｈｏg2  ａｒu ｐｕｒｐｌ2 ｎｕd
ｃｌ2ｕB ａｎ ｌｉjｈｔ ｐｕｒｐｌ2 ｃ-ｔｏｐｌａBｍ ｕｎ 2ｒ prr o ｍａjｎｉ0ｉｃａｔｉｏｎ

表 C 各组软骨细胞相关基因表达量的比较Cer Ey
lrhiC eonsr (.o, oL  dArgdv cd,d oL ;ｈo,v o;ｙgd. rno,c c oｕs.Cer Ey

注：与 ＣＯＮ 组比较g＊＊ Ｐ＜r．rpg＊Ｐ＜r．r５；与 )Ｌ－lβ 组相比较g＃＃ Ｐ＜e．epg＃Ｐ＜e．e５

组别 孔数 ＴAnＶC Fｃａｎ ｍAＮF FEFLＴGI５ ＣｏｌTNp LLnIpa ＮＯGT

ＣＯＮ 组 a p．p７７±r．７C６ p．rT７±r．apr p．prT±r．５pC p．５６r±r．p９６ e．C５９±e．p８７ ５．ae９±６．５Tp

)ＬIpβ 组 a a．Ta７±e．８ae＊＊ e．apC±e．eT７＊ pp．９p５±C．e６C＊＊ e．８９６±e．e７T＊＊ Tp．６８p±pT．５p８＊＊ pa p８９．ae８±T ６５８．Ta６＊＊

ＴAnＶC 抑制剂组 a p．５Cp±e．CCC＃＃ e．C８８±e．peC＃ ７．e８C±p．a５C＃ p．Tpe±e．e５T＃＃ Tp．５a７±８．pCe＃＃ a apT．CT６±p C５５．８ee＃＃

Ｆ 值 p７．e７５ p６．C６７ ５T．T９e ae．eT７ p８p．T８９ ６p．ep６

Ｐ 值 e．eee e．eee e．eee e．eee e．eee e．eee

２ｂ２ａ

等不同形态C图 piy；待培养 C８ ｈ 后软骨细胞增殖速
度加快g已经基本铺满皿底g细胞呈典型的“铺路石”
状g细胞形态仍为扁圆形、三角形及多角形等不同形
态C图 pｃy。 提示提取的原代大鼠软骨细胞的细胞活
性较好g生长情况稳定g可以用于后续实验。
Ci C 软骨细胞鉴定

阿利新蓝和甲苯胺蓝染色进行细胞学鉴定。 阿
利新蓝属于阳离子染料g 是显示酸性黏液物质最特
异的染料g 染料分子中带正电荷的盐键和酸性黏液
物质中带负电荷的酸性基团结合而呈蓝色g 因软骨
细胞内富含酸性黏多糖g 所以可用于软骨细胞的鉴
定［C］。 通过对原代细胞阿利新蓝染色g选取第 a代的
原代软骨细胞贴壁培养 TC ｈ 后g 细胞均贴壁牢固g
后经阿利新蓝染色g 在倒置显微镜下观察到细胞核
呈深蓝色g胞浆呈浅蓝色g提示所提取的细胞可分泌
大量蛋白多糖g并可能是软骨细胞C图 Tａy。

甲苯胺蓝染色原理是其除了 T 个发色团g 另外
含有 T个助色团g能够促使其染料生成电离成盐类g
有助于发色团对其组织的染色力g可染细胞核g让其
呈蓝色g甲苯胺蓝法呈强碱性g更利于软骨组织的着
色［５］。 通过对原代细胞甲苯胺蓝染色g选取第 a代的

原代细胞贴壁培养 TC ｈ 后g原代细胞各部位观察结
果同阿利新蓝染色相似g但颜色更深C图 Tiyg推断
所提取软骨块的细胞为原代软骨细胞。
Ci ３ 各组软骨细胞相关基因表达情况

与 ＣＯＮ 组比较g)ＬIpβ 组中 ＣｏｌTNp、Fｃａｎ ｍAd
ＮF 表 达 下 降 CＰ ＜e．e５yg 而 ＴAnＶC、LLn Ipa、
FEFLＴGI５、ＮＯGT ｍAＮF 的表达升高 CＰ＜e．e５yg提
示加入白介素干预软骨细胞后g引起软骨细胞退变。
ＴAnＶC 抑制剂组与 )ＬIpβ 组比较 gＴAnＶC、LLnI
pa、FEFLＴGI５、ＮＯGT ｍAＮF 的表达下降CＰ＜e．e５yg
ＣｏｌTNp ｍAＮF 的表达升高 CＰ＝e．eeCygFｃａｎ ｍAＮF
表达虽然总体下降不明显g 但差异仍具有统计学意
义CＰ＝e．eC６y。 见表 T。 提示在白介素干预下g加入
ＴAnＶC抑制剂可能对软骨细胞的退变有缓解作用。
Ci ４ ＴAnＶC质粒转染梯度浓度筛选

将软骨细胞分为空白组CＢｌａｎu 组yg转染试剂组
CＬｉｐｏ 组yge．T、e．C 、e．８、p．６ ｎj·μｌIp ＴAnＶC 质粒组g
通过 AＴInＣA 检测其中 ＴAnＶC 过表达情况。 其中
p．６ ｎj·μｌIp ＴAnＶC 质粒组因为浓度过高g 导致培养
的软骨细胞几乎接近凋亡 g故检测中排除这一
组。 ＴAnＶC 表达量分别为 ：Ｂｌａｎu 组 p．eC９±e．pC７g

Ｌｉｐｏ 组 p．Tpa ±e．a５age．T ｎj·μｌ Ip

组 pp５．T５９±５e．６８pge．C ｎj·μｌIp 组
p９６．ae６ ±T６．８TTge．８ ｎj·μｌ Ip 组

８６Ta．５７C±６５C．T９C 。 与 Ｂｌａｎu组比
较 ge．T、e．C、e．８ ｎj·μｌ Ip ＴAnＶC 质
粒组中 ＴAnＶC ｍAＮF 表达均上升
CＰ＝e．ee８ge．eeege．ee７y；Ｌｉｐｏ 组差
异无统计学意义 CＰ＝e．８５６y。 而与
Ｌｉｐｏ 组比较 ge．T、e．C、e．８ ｎj·μｌ Ip

ＴAnＶC 质粒组中 ＴAnＶC ｍAＮF
表达均明显上升CＰ＝e．ee８ge．eeeg
e．ee７y。其中 e．８ ｎj·μｌIp ＴAnＶC质
粒组促使 ＴAnＶC 过表达程度最
高。 故选取 e．８ ｎj·μｌIp ＴAnＶC 质
粒组用于后续 nＣA 检测。
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表 C opyri 转染后软骨细胞与 ght(c 组相关基因表达量的比较) 20-2
ot02 BejntFude( eE Flhtsl. ,l(l eE LAe(.FeLvsld 0ls;ll( s;e ,Feｕnd) 20-2

组别 孔数 Cｃａｎ ｍoＮC CpCyＴigh ＣｏｌTtl yy(gla ＮＯiT ｍoＮC

cｌａｎ) 组 a l．el 2e．T0- e．B002e．e６６ l．eeB2e．l0e l．eea2e．e ６ l．eBa2e．0Te

Ｔo(Ｖ0 转染组 a e．al02e．e６T e．0B-2e．l-６ e．l ６2e．l６B e．  B2e．l６T a-h．eh 20a．６ ６

e 值 0．B-0 T．aaa ６．0hB e．eha glh．TTe

i 值 e．ee e．e-e e．eea e． ６e e．eee

２2 ５ Ｔo(Ｖ0质粒转染软骨细胞中相关基因表达
与 cｌａｎ)组比较，原代软骨细胞中 ＣｏｌTtl、Cｃａｎ

ｍoＮC 表达下降 )i＝e．eea，e．ee 2。 而 ＮＯiT ｍoＮC
的表达升高)i＝e．eee2，说明了 Ｔo(Ｖ0 可能参与了
软骨细胞的损伤， 影响软骨细胞退变及功能。 而
yy(gla、CpCyＴigh与 cｌａｎ)组比较， 差异无统计
学意义)i＝e． ６e，e．e-e2。见表 a。提示在没有白介素
干预下，单纯 Ｔo(Ｖ0 转染可能并不会引起金属蛋白
酶的改变。
C 讨论

骨关节炎)ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯC2是影响中老年健康
的常见疾病，ＯC 的病理学特征主要呈现为慢性持续
性的炎症浸润， 而长期的炎症浸润容易导致软骨下
骨钙化进而促进关节软骨硬化，导致关节活动不
利［６］。 而 ＯC 的产生，主要是因为关节中滑膜因为长
期的炎性浸润导致滑膜增生影响关节正常的功能运

动，而长期的炎性反应也会促使软骨的钙化和退变，
进而影响整个关节的功能［６gB］。 而软骨细胞凋亡和细
胞外环境改变是导致软骨退变影响 ＯC 进展最重要
的特征性病理改变。 研究发现［-］，细胞外基质的分解
和合成与软骨细胞的增殖与凋亡存在一定的动态平

衡关系，炎症反应会导致这种关系平衡被破坏，引起
不可修复的关节软骨损伤，引起 ＯC 症状。 所以抑制
炎症反应， 保护软骨细胞是缓解关节炎进一步发生
的解决途径。
C2 １ Ｔo(Ｖ0影响关节炎的进展

Ｔo(Ｖ0 是瞬时感受器电位离子通道香草酸受
体亚家族成员，在软骨、骨和滑膜等多种肌肉骨骼组
织中高度表达［T］。 OA的产生起始因素是早期促炎细
胞因子引起的关节软骨退变导致的软骨细胞外基质

降解，并且 Ｔo(Ｖ0 可介导炎性细胞因子，例如 ＩＬgl
或 ＴＮＦgt及其下游效应物［a］。 当细胞外基质降解可
造成局部低渗透压微环境 ［ ］，低渗透压环境可以快
速激活 Ｔo(Ｖ0 离子通道， 使细胞外钙离子迅速内
流，激活细胞内信号通路 ［a］。 介导信号通路 ＮＦgκc
的激活，增加白细胞介素等炎性因子的表达，抑制Ⅱ
型胶原和蛋白聚糖的生成， 进一步加速降解软骨细
胞外基质和软骨的损伤破坏，如此形成一个循环，从

而促进关节炎的进展［１r］。姚旺祥等［１１］研究表明，膝骨
关节炎患者的软骨组织中 Ｔo(Ｖ0 蛋白含量与 Ｔo鄄
(Ｖ0阳性细胞率显著高于正常软骨组织， 提示 Ｔo鄄
(Ｖ0表达升高可能与 ＯC 进展有关。 探索 Ｔo(Ｖ0与
关节炎的关系显得尤为重要。
C2 ２ 抑制 Ｔo(Ｖ0 可以影响软骨细胞炎性条件下相
关基因的表达

关节炎发生中炎症因子 ＩＬg１β 被认为是参与
OA发病机制中 １ 个关键的细胞因子，其可单独诱导
软骨细胞产生炎症反应和分解代谢细胞外基质的作

用， 并且也可与其他细胞介质结合， 并作用于关
节软骨和关节的其他部分，影响关节炎的发生发
展［１Tg１a］。 故本实验选用 ＩＬg１β 作为刺激软骨细胞模
拟软骨细胞 OA 环境。 而Ⅱ型胶原蛋白和聚蛋白多
糖酶是软骨基质中主要成分， 其表达和凋亡可以作
为反应软骨退变程度的指标， 其活性的降低将导致
细胞外基质再生紊乱，最终导致软骨退化，也最能代
表关节炎发生发展的进程 ［１0］，所以通过 oＴg(Ｃo 检
测Ⅱ型胶原蛋白和聚蛋白多糖酶作为评判软骨细胞
生物活性状态的指标，而 yy(g１a 和 CpCyＴigh 这
两种金属蛋白酶来评判软骨细胞损伤状态， 通过检
测 ＮＯiT的表达水平来评判炎症反应的程度。

首先，通过构建原代大鼠软骨细胞，甲苯胺蓝染
色及阿利新蓝染色共同鉴定所提取的细胞为软骨细

胞。通过 ＩＬg１β构建了体外关节炎炎症模型，使用炎
症因子干预软骨细胞 ， 发 现 ＮＯiT、yy( g１a、
CpCyＴigh均有所上升， 而 ＣｏｌTt１ 和 Cｃａｎ 表达下
降，提示炎症模型构建成功，期间又发现 Ｔo(Ｖ0 表
达明显上升。猜想是否 Ｔo(Ｖ0与关节炎的发生发展
存在一定的关系。 于是对于炎症条件下干预的软骨
细胞给予 Ｔo(Ｖ0 抑制剂，通过 oＴg(Ｃo 检测上升相
关指标后， 发现当 Ｔo(Ｖ0 被抑制时，ＮＯiT、yy(g
１a、CpCyＴigh 也被抑制了， 而 Ｃｏｌ Tt１ 和 Cｃａｎ 表
达上升，提示炎症状态下抑制 Ｔo(Ｖ0 可以抑制软骨
细胞炎症反应，改善软骨细胞活性。
 2  单纯过表达 Ｔo(Ｖ0相关基因表达的影响

为了明确 Ｔo(Ｖ0 的作用， 通过构建过表达质
粒， 将软骨细胞中 Ｔo(Ｖ0 进行过表达， 发现 ＮＯiT
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表达上升C而 ＣｏｌTol 和 pｃａｎ ｍyＮp 表达下降C提示
激活 ＴyiＶg 的表达会引起软骨细胞活性下降引发
退变h ptp(Ｔc) 和 ((i)la表达趋势上升但差异
无统计学意义h 在炎症条件下CＴyiＶg对 ptp(Ｔc)
 和 ((i)la 表达影响较明显h 这与张力等2l 0使用

0ic 诱导人软骨细胞炎症反应后通过使用 ＴyiＶg
抑制剂后发现C((i)l-((i)a-((i)la 表达有所
下调一致h但其未补充 ＴyiＶg过表达后的金属蛋白
酶家族基因表达情况C 本研究探索了非炎症条件下
ＴyiＶg 过表达对软骨细胞中金属蛋白酶家族的影
响C发现单纯过表达 ＴyiＶg 似乎不会对 ((i)la 及
ptp(Ｔc) 有所影响C 具体的深入机制仍需大量实
验证实h

综上所述C在关节炎中C软骨细胞经炎症刺激引
发的退变可能与 ＴyiＶg 的表达相关C 抑制 ＴyiＶg
可以缓解软骨细胞炎症反应C 并且缓解软骨细胞退
变C这为今后缓解软骨退变提供新的方法h
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