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  [摘 要] 目的 观察钙敏感受体(CaR)调节瞬时感受器电位通道6(TRPC6)介导的自噬对软骨细胞超

氧化物歧化酶(SOD)、NADPH氧化酶-2(NOX2)的影响。方法 2023年7月将出生3~5
 

d
 

SD大鼠关节软骨

用胶原酶消化后进行传代培养,取第3代培养的细胞接种于96孔板,用白细胞介素-1β(10
 

ng/mL)诱导软骨细

胞,分为对照组、CaR(10
 

μg/L)组、U73122(5
 

μg/L)组和CaR(10
 

μg/L)+U73122(5
 

μg/L)组,共培养24
 

h后

应用酶联免疫吸 附 试 验 检 测 各 组 上 清 液SOD、NOX2水 平,采 用 实 时 定 量-聚 合 酶 链 反 应 检 测 各 组SOD、

NOX2、人自噬基因Beclin-1
 

mRNA表达,Western-blot检测SOD、NOX2、Beclin-1蛋白表达。结果 原代关

节软骨细胞在显微镜下呈三角形或不规则形或多角形,分布稀疏,培养24
 

h后可见贴壁生长;第3代软骨细胞

显示其蓝染的细胞核,细胞间质及细胞质内偶见紫红色异染颗粒;细胞核染成蓝色,细胞质区呈棕黄色。对照

组软骨细胞上清液SOD水平,SOD、Beclin-1
 

mRNA及其蛋白相对表达量,NOX2
 

mRNA相对表达量均明显

低于CaR(10
 

μg/L)组,NOX2水平、NOX2蛋白相对表达量均明显高于CaR(10
 

μg/L)组,差异均有统计学意

义(P<0.05);U73122(5
 

μg/L)组和CaR(10
 

μg/L)+U73122(5
 

μg/L)组软骨细胞上清液SOD水平,SOD、

Beclin-1
 

mRNA及蛋白相对表达量均明显低于对照组,NOX2水平、NOX2
 

mRNA及蛋白相对表达量均明显

高于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 CaR通过TRPC6介导的自噬降低软骨细胞氧化应激水

平,可能是延缓骨关节炎发生、发展的重要机制。
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[Abstract] Objective To

 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

calcium-sensing
 

receptor
 

(CaR)
 

regulating
 

TRPC6-medi-
ated

 

autophagy
 

on
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD)
 

and
 

NADPH
 

oxidase
 

2
 

(NOX2)
 

in
 

chondrocytes.Methods 
The

 

articular
 

cartilage
 

of
 

3-5
 

day
 

old
 

SD
 

rats
 

was
 

digested
 

with
 

collagenase
 

and
 

subcultured.The
 

third-gen-
eration

 

cultured
 

cells
 

were
 

inoculated
 

into
 

96-well
 

plates
 

and
 

induced
 

with
 

interleukin-1β
 

(10
 

ng/mL).The
 

chondrocytes
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

group,CaR
 

(10
 

μg/L)
 

group,U73122
 

(5
 

μg/L)
 

group
 

and
 

CaR
 

(10
 

μg/L)
 

+
 

U73122
 

(5
 

μg/L)
 

group.After
 

24
 

hours
 

of
 

co-culture,the
 

levels
 

of
 

SOD
 

and
 

NOX2
 

in
 

the
 

superna-
tant

 

of
 

each
 

group
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.Real-time
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

SOD,NOX2
 

and
 

Beclin1
 

mRNA
 

in
 

each
 

group,and
 

West-
ern-blot

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

SOD,NOX2
 

and
 

Beclin-1
 

protein.Results The
 

primary
 

articular
 

chondrocytes
 

were
 

triangular
 

or
 

irregular
 

or
 

polygonal
 

under
 

the
 

microscope,and
 

the
 

distribution
 

was
 

sparse.
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After
 

24
 

hours
 

of
 

culture,adherent
 

growth
 

was
 

observed.The
 

third
 

generation
 

of
 

chondrocytes
 

showed
 

blue-
stained

 

nuclei,occasionally
 

purple-red
 

heterochromatic
 

granules
 

in
 

the
 

intercellular
 

substance
 

and
 

cytoplasm.
The

 

nucleus
 

was
 

stained
 

blue,and
 

the
 

cytoplasmic
 

region
 

was
 

brownish
 

yellow.The
 

level
 

of
 

SOD
 

in
 

the
 

super-
natant

 

of
 

chondrocytes,the
 

relative
 

expression
 

of
 

SOD,Beclin-1
 

mRNA
 

and
 

protein,and
 

the
 

relative
 

expres-
sion

 

of
 

NOX2
 

mRNA
 

in
 

the
 

control
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

CaR
 

(10
 

μg/L)
 

group.
The

 

level
 

of
 

NOX2
 

and
 

the
 

relative
 

expression
 

of
 

NOX2
 

protein
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

CaR
 

(10
 

μg/L)
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

levels
 

of
 

SOD,the
 

relative
 

expression
 

of
 

SOD,Beclin-1
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

the
 

supernatant
 

of
 

chondrocytes
 

in
 

the
 

U73122
 

(5
 

μg/L)
 

group
 

and
 

CaR
 

(10
 

μg/L)
 

+
 

U73122
 

(5
 

μg/L)
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

levels
 

of
 

NOX2,the
 

relative
 

expression
 

of
 

NOX2
 

mRNA
 

and
 

protein
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion CaR
 

re-
duces

 

the
 

level
 

of
 

oxidative
 

stress
 

in
 

chondrocytes
 

through
 

TRPC6-mediated
 

autophagy,which
 

may
 

be
 

an
 

im-
portant

 

mechanism
 

to
 

delay
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

osteoarthritis.
[Key
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dismutase; NADPH
 

oxidase-2

  骨关节炎(OA)是最常见累及中老年人运动系统

的一种慢性退行性疾病之一[1],其病因尚未完全明

确。目前,有研究表明,OA的发生、发展与软骨细胞

氧化应激反应和自噬水平降低有关[2-3]。钙敏感受体

(CaR)是调节机体钙稳态的主要受体之一[4],细胞外

钙是第一个被确认的通过激活 CaR而起作用的物

质[5],其发挥生物活性与瞬时感受器电位离子通道蛋

白(TRP)有关[6],钙离子(Ca2+)内流主要通道是瞬时

感受器电位通道(TRPC)[7],TRPC6基因突变或过表

达能引起胞内Ca2+信号通路异常,影响Ca2+内流,继
而调控细胞增殖、凋亡和自噬等重要的生理活动[8-9]。
氧化应激被认为是软骨细胞损伤的最重要的始动因

素之一,氧化应激可自发激活细胞自噬信号通路,在
营养缺乏和氧化应激等异常生理情况下使TRPC6表

达增加,导致Ca2+内流,增强细胞自噬功能[10-11]。本

研究从细胞水平观察了CaR调节TRPC6介导的自

噬对软骨细胞中超氧化物歧化酶(SOD)及 NADPH
氧化酶-2(NOX2)的影响,旨在为进一步探索 OA的

发病机制和治疗方案提供一定的理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞 2023年7月将出生3~5
 

d
 

SD大鼠关

节软骨用胶原酶消化后进行传代培养,取第3代培养

的细胞接种于96孔板,采用白细胞介素-1β(10
 

ng/

mL)诱导软骨细胞。本研究获湖北科技学院第一附

属医院伦理委员会批准(2024-01-101)。

1.1.2 主要试剂和仪器 CaR抗体(Sigma-Aldrich,
美国)、TRPC6抑制剂 U73122(Gibco,美国)、核蛋白

及细胞质蛋白提取试剂盒、十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺电泳液、十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺RIPA裂解液

(Sigma-Aldrich,美国)、蛋白上样缓冲液和凝胶配制

试剂盒、蛋白质免疫印迹(Western-blot)转膜液、胎牛

血清(Gibco,美国)、软骨细胞培养基(Gibco,美国)、
酶联免疫吸附试验(ELISA)检测试剂盒

 

(Boster
 

Bio,
中国)、聚合酶链反应(PCR)Master

 

Mix、Trizol试剂

盒(Biyuntian,中国)、Olympus光学显微镜(Olym-
pus,日本)等。

 

1.2 方法

1.2.1 软骨细胞培养、鉴定及分组 参照文献[6]软
骨细胞培养方案,将出生3~5

 

d
 

SD大鼠放入75%酒

精浸泡30
 

s,镊子夹出,放入15
 

cm的无菌培养皿中;
快速剪头处死,分离后肢膝关节,保留软骨,分离出透

明状关节软骨,漂洗3次。然后剪成1
 

mm×1
 

mm×
1

 

mm的小组织块;将剪好的组织块用镊子转移至无

菌15
 

mL离心管中,加入3
 

mL
 

0.25%胰蛋白酶-乙二

胺四乙酸,37
 

℃消化30
 

min;1
 

500
 

r/min离心5
 

min;加入0.25%Ⅱ型胶原酶3
 

mL,37
 

℃消化90
 

min;3
 

mL完全培养基终止消化,混匀后过细胞筛;

1
 

000
 

r/min离心5
 

min,弃上清液;每管加入4
 

mL杜

氏改良Eagle培养基高糖+20%胎牛血清+1%P/S
培养基,混匀后加入6孔板中;37

 

℃、5%二氧化碳培

养90
 

min,以致软骨细胞贴壁,轻晃培养液后吸取上

清液至新培养皿中继续培养,显微镜下观察软骨细胞

状态。培养软骨细胞4~6
 

d传代,3、6
 

d显微镜下拍

照。传代后用杜氏改良Eagle培养基高糖+10%胎牛

血清+1%P/S培养,使用第2代软骨细胞。采用甲

苯胺蓝染色和Ⅱ型胶原免疫组织化学(免疫组化)鉴
定软骨细胞并计数,以1∶3(5×105 个/mL)进行传

代培养。将软骨细胞分为对照组、CaR(10
 

μg/L)组、

U73122(5
 

μg/L)组和 CaR(10
 

μg/L)+U73122(5
 

μg/L)组,分别用生理盐水、CaR(10
 

μg/L)、U73122
(5

 

μg/L)、CaR(10
 

μg/L)+U73122(5
 

μg/L)培养
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24
 

h。

1.2.2 ELISA检测各组上清液SOD、NOX2水平 
按ELISA试剂盒说明书检测各组软骨细胞培养上清

液SOD、NOX2水平。

1.2.3 实时定量-PCR检测各组SOD、NOX2、人自

噬基因Beclin-1
 

mRNA表达 取第2代培养的软骨

细胞,按 Trizol试剂盒说明书提取各组软骨细胞总

RNA,测定RNA纯度及浓度。按反转录试剂盒说明

书合成cDNA。应用SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqⅡ试剂盒

(Perfect
 

Real-Time,TaKaRa,日本)进行实时定量-
PCR检测。应用FTC-2000实时定量-PCR系统(Bio-
technology,美国)分析SOD、NOX2、Beclin-1

 

mRNA
相对表达量,PCR体系:Mix

 

12.5
 

μL,上、下游引物各

0.5
 

μL,cDNA
 

1.0
 

μL,剩余用无 RNA 酶水补足

25.0
 

μL。引物序列见表1。

表1  引物序列

名称 上游引物 下游引物

SOD CCAACCGATAGTGAAAGACACGT CTCATTGCCTCCCTTCCCCAAGT

NOX2 GTGTGTGAATGCCAGAGTCG TTCAAAGTAAGACCTCCGAATGG

Beclin-1 ATGGAGGGGTCTAAGGCGTC TCCTCTCCTGAOTTAGCCTCT

GAPDH AGGTCGGTGTGAACGGATTTG GGGGTCGTTGATGGCAACA

1.2.4 Western-blot检测各组SOD、NOX2、Beclin-1
蛋白表达 (1)提取各组软骨细胞总蛋白:取培养的

第2代软骨细胞,调整细胞浓度至2×106 个/mL接

种到培养瓶中,消化、收集、离心、重悬、计数,放入培

养箱中继续培养过夜。第2天取出培养板,去培养

液,加入新培养液,收集细胞至1.5
 

mL离心管中,用
1×磷酸盐缓冲液洗1~2次,加入200

 

μL
 

RIPA液,
吹打细胞使其充分裂解;4

 

℃、7
 

200
 

r/min离心10
 

min,取上清液至新离心管中,取10
 

μL稀释5倍进行

蛋白定量(BCA法蛋白定量),剩下的标本中加入蛋白

上样缓冲液,95
 

℃水浴5
 

min,变性其蛋白。(2)采用

Western-blot法检测各组软骨细胞中SOD、NOX2、

Beclin-1蛋白相对表达量:按蛋白分子大小分别配制

4%的浓缩胶和10%的分离胶,取出变性后的蛋白样

品,上样量每孔10
 

μL,量少的用1×buffer缓冲液补

齐,用微量加样枪吸取软骨细胞样品,缓慢加入样品。
稳流35

 

mA/板电泳60
 

min,当loading或溴酚蓝快跑

出胶时结束电泳。转膜,将用洗涤液漂洗3
 

min后硝

酸纤维素膜进行封闭;将抗体倒入孵育盒中,再将膜

浸入对应的抗体中,4
 

℃孵育过夜。第2天用1×

TBST缓冲液洗3次,每次5~10
 

min。用10
 

cm×
10

 

cm杂交袋进行二抗孵育60
 

min,漂洗液冲洗3
次,每次10

 

min。用Bio-Rad成像分析软件分析并计

算各组检测蛋白与内参(β-actin)的光密度比值,即各

组蛋白相对表达量。

1.3 统计学处理 应用SPSS20.0统计软件进行数

据分析,计量资料以x±s表示,多组间比较,方差不

齐时采用
 

Kruskal-Wallis
 

H
 

非参数检验,方差齐时采

用单因素方差分析(one-way
 

ANOVA);组间多重比

较,方差齐时采用LSD 检验,方差不齐时采用Dun-
nett's

 

T3检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 软骨细胞鉴定及形态学观察 原代关节软骨细

胞在显微镜下呈不规则形、多角形或三角形、分布稀

疏,培养24
 

h后可见贴壁生长的、轮廓较清楚的软骨

细胞。见图1A。第3代软骨细胞采用甲苯胺蓝染色显

示其蓝染的细胞间质、细胞核及细胞质内偶见紫红色异

染颗粒。见图1B。软骨细胞的细胞质区呈棕黄色、细
胞核染成蓝色。见图1C。软骨细胞分泌Ⅱ型胶原是其

主要典型特征,培养的软骨细胞可用于本研究。

  注:A.倒置显微镜下软骨细胞;B.甲苯胺蓝染色;C.Ⅱ型胶原免疫组化染色。

图1  软骨细胞鉴定及形态学观察
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2.2 各组软骨细胞上清液SOD、NOX2水平比较 
对照组软骨细胞上清液SOD水平明显低于CaR(10

 

μg/L)组,NOX2水平明显高于CaR(10
 

μg/L)组,差
异均有统计学意义(P<0.05);U73122(5

 

μg/L)组和

CaR(10
 

μg/L)+U73122(5
 

μg/L)组软骨细胞上清液

SOD水平均明显低于对照组,NOX2水平明显高于对

照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表2。
表2  各组软骨细胞上清液SOD、NOX2水平比较

   (x±s,ng/mL)

组别 SOD NOX2
 

对照组
 

45.458±2.631 48.368±2.593

CaR(10
 

μg/L)组 59.714±4.739a 41.566±2.637a

U73122(5
 

μg/L)组 29.353±2.286a 62.146±4.937a

CaR(10
 

μg/L)+U73122(5
 

μg/L)组 35.351±3.362a 55.265±3.326a

F 76.952 103.677
  

P 0.037 0.002

  注:与对照组比较,aP<0.05。

2.3 各组软骨细胞上清液 SOD、NOX2、Beclin-1
 

mRNA相对表达量比较 对照组软骨细胞上清液

SOD、Beclin-1、NOX2
 

mRNA相对表达量均明显低于

CaR(10
 

μg/L)组,差异均有统计学意义(P<0.05);

U73122(5
 

μg/L)组和 CaR(10
 

μg/L)+U73122(5
 

μg/L)组软骨细胞上清液NOX2
 

mRNA相对表达量

明显高于对照组,SOD、Beclin-1
 

mRNA相对表达量

均明显低于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。
见表3。

表3  各组软骨细胞上清液SOD、NOX2、Beclin-1
 

   mRNA相对表达量比较(x±s)

组别 SOD NOX2 Beclin-1
 

对照组 0.338±0.011 0.259±0.015 0.424±0.014

CaR(10
 

μg/L)组 0.469±0.026a 0.408±0.025a 0.736±0.035a

U73122(5
 

μg/L)组 0.168±0.015a 0.672±0.042a 0.205±0.017a

CaR(10
 

μg/L)+U73122
(5

 

μg/L)组
0.215±0.012a 0.542±0.026a 0.302±0.012a

F 98.753 153.547 129.672

P 0.032 0.002 0.003

  注:与对照组比较,aP<0.05。

2.4 各组软骨细胞上清液SOD、NOX2、Beclin-1蛋

白相对表达量比较 对照组软骨细胞上清液SOD、

Beclin-1蛋白相对表达量均明显低于CaR(10
 

μg/L)
组,NOX2蛋白相对表达量明显高于CaR(10

 

μg/L)
组,差 异 均 有 统 计 学 意 义 (P <0.05);U73122
(5

 

μg/L)组和CaR(10
 

μg/L)+U73122(5
 

μg/L)组

SOD、Beclin-1蛋 白 相 对 表 达 量 明 显 低 于 对 照 组,

NOX2蛋白相对表达量明显高于对照组,差异均有统

计学意义(P<0.05)。见表4、图2。
表4  各组软骨细胞上清液SOD、NOX2、Beclin-1

   蛋白相对表达量比较(x±s)

组别 SOD NOX2 Beclin-1
 

对照组
 

0.265±0.007 0.287±0.012 0.307±0.009

CaR(10
 

μg/L)组 0.568±0.015a 0.403±0.013a 0.409±0.017a

U73122(5
 

μg/L)组 0.126±0.005a 0.116±0.004a 0.137±0.007a

CaR(10
 

μg/L)+U73122
(5

 

μg/L)组
0.143±0.008a 0.139±0.008a 0.158±0.009a

F 132.730 173.590
 

206.340

P 0.002 0.018 0.029

  注:与对照组比较,aP<0.05。

图2  各组软骨细胞上清液SOD、NOX2、Beclin-1蛋白

相对表达量的 Western-blot检测情况

3 讨  论

  OA是一种常见的慢性关节疾病,多发于中老年

人,造成关节活动障碍,影响日常生活,但其机理不

明[12-15]。膝关节是OA最常受累部位之一。目前,有
研究表明,OA的发生、发展与异常氧化应激反应和软

骨细胞自噬水平降低有关[2]。软骨细胞稳定的机体

钙水平依赖于CaR的调节,通过激活CaR可发挥细

胞外钙的生物作用,游离Ca2+自由通过依赖细胞膜上

TRPC,其是Ca2+内流的主要通道[7,16]。TRPC6基因

突变或过表达影响Ca2+ 内流,使细胞内Ca2+ 浓度或

Ca2+细胞内外分布异常,继而调控细胞凋亡、增殖和

自噬等重要的生理活动[17-19]。OA患者在局部及全身

炎症因子刺激下或软骨细胞微环境改变的情况下软

骨细胞出现自噬和氧化应激的异常[20-21],在细胞水平

研究其自噬机制必须使培养的软骨细胞稳定传代。
本研究观察到大鼠关节软骨细胞在传代培养过程中

可保持表型的稳定,培养的软骨细胞在显微镜下呈不

规则形、多角形、个别近似圆形,分布稀疏,培养24
 

h
后80%~85%软骨细胞贴壁生长,轮廓清楚、折光性

较好。培养的第2、3代软骨细胞成对数增殖。本研
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究用Ⅱ型胶原免疫组化和甲苯胺蓝染色对软骨细胞

进行鉴定发现,培养的细胞具有软骨细胞的典型特

征,可供用于进一步的研究。
有学者认为,氧化应激异常是OA软骨细胞损伤

的最重要的始动因素之一[10,22],氧化应激可激活细胞

自噬信号通路,营养缺乏和氧化应激刺激使 TRPC6
表达增加,导致Ca2+内流,增强细胞自噬[23-24]。本研

究采用 TRPC6抑 制 剂 U73122观 察 了 CaR 调 节

TRPC6介导的自噬对软骨细胞氧化应激的影响,结
果显示,应用U73122可降低软骨细胞上清液SOD水

平,减少氧化应激对软骨细胞带来的损伤。本研究还

发现,CaR可明显促进自噬Beclin-1
 

mRNA及蛋白的

表达,因此,推测 OA 患者软骨退变的发生可能与

CaR水平下降有关。Beclin-1蛋白相对表达量增加的

同时氧化应激代表物质SOD 水平也升高,当使用

U73122抑制TRPC6活性则SOD
 

mRNA及蛋白相

对表达 量 均 明 显 降 低,而 软 骨 细 胞 上 清 液 NOX2
 

mRNA及蛋白相对表达量升高,提示氧化应激可能与

软骨细胞的自噬活性存在关联,但使用 CaR 联合

U73122共培养软骨细胞后SOD
 

mRNA及蛋白相对

表达量较单纯应用U73122组升高,提示CaR可能活

化了其他的自噬网络,其具体是什么通路尚有待于进

一步研究。
自噬是关节软骨细胞维持稳态发挥正常生物学

功能不可或缺的生物效应,随着年龄的增长或全身/
局部微环境的改变(慢性炎症的刺激),机体改变了

Ca2+的分布或流向,可能会出现自噬的丧失或自噬抑

制,导致软骨细胞异常死亡或凋亡,致使OA的发生、
发展[25-26]。国内学者CHENG等[27]发现,在复制的

OA动物模型中维持软骨细胞的自噬可显著降低软骨

细胞的 Mankin评分;国外有学者发现,在动物体内关

节腔局部激活软骨细胞的自噬,在一定程度上可缓解

OA的严重程度或病情进展[28]。近年来,关于自噬机

制的探讨是OA基础研究的一个热点[2,29],激活或维

持一定程度的软骨细胞自噬水平可能是防治 OA的

一个潜在机制。本研究检测了自噬过程中最重要的

Beclin-1
 

mRNA及蛋白相对表达量,用CaR与软骨细

胞共培养发现,Beclin-1
 

mRNA及蛋白相对表达量明

显高于对照组,同时应用 U73122与软骨细胞共培养

发现,Beclin-1
 

mRNA及蛋白相对表达量均明显低于

对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。上述研究

结果在一定程度上揭示了CaR可调节 TRPC6介导

的软骨细胞自噬。有研究表明,间充质干细胞联合

CaR应用治疗OA可激活更多的血管内皮生长因子,
从而触发磷酸肌醇-3激酶/蛋白激酶B/哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白信号通路参与自噬[30-31]。软骨细胞自

噬的缺失是导致软骨细胞功能障碍甚至凋亡的一个

关键机制,CaR可调节TRPC6介导的软骨细胞自噬,
进而调控软骨细胞正常生理功能,在软骨细胞自噬与

CaR和细胞膜上TRPC之间存在着复杂的调控网络,
可能会增强或减弱某些信号通路的作用,进而影响自

噬与软骨细胞的功能。
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