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摘要　 目的　 探究蒲公英甾醇（ＴＡＲ）对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 Ｃ２８ ／
Ｉ２ 软骨细胞铁死亡的作用。 方法　 用 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软

骨细胞系构建体外软骨细胞铁死亡模型，实验分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组、Ｅｒａｓｔｉｎ 组、ＴＡＲ 组、ＴＡＲ ＋ Ｅｒａｓｔｉｎ 组。 ＣＣＫ⁃８ 法检测细

胞活力；乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）试剂盒和 Ｃａｌｃｅｉｎ ／ ＰＩ 细胞活性与

细胞毒性检测试剂盒检测细胞毒性；流式细胞术检测脂质活

性氧（ＲＯＳ）含量；谷胱甘肽（ＧＳＨ）试剂盒检测细胞内 ＧＳＨ
含量；ＪＣ⁃１ 染色和 ＲＨ１２３ 染色检测线粒体膜电位；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测铁死亡关键指标酰基辅酶 Ａ 合成酶长链家族成

员 ４（ＡＣＳＬ４）和谷胱甘肽过氧化物酶 ４（ＧＰＸ４）蛋白表达变

化。 结果　 ＴＡＲ 可以恢复 Ｅｒａｓｔｉｎ 处理导致的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细

胞细胞活力降低以及减少 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的细胞毒性 （Ｐ ＜
０. ０１）；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，Ｅｒａｓｔｉｎ 处理后细胞内脂质 ＲＯＳ 水

平升高（Ｐ ＜ ０. ０１），ＧＳＨ 含量降低（Ｐ ＜ ０. ０１），而 ＴＡＲ 可以

减少脂质 ＲＯＳ 产生（Ｐ ＜ ０. ０１），增加 ＧＳＨ 含量（Ｐ ＜ ０. ０１）；
ＴＡＲ 可以恢复铁死亡的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞线粒体膜电位，减
少 ＡＣＳＬ４ 蛋白的表达（Ｐ ＜ ０. ０１），增加 ＧＰＸ４ 蛋白的表达（Ｐ
＜ ０. ０１）；此外，ＴＡＲ 可以恢复 ＩＬ⁃１β 刺激导致的软骨细胞活

力降低。 结论　 ＴＡＲ 可以抑制 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细

胞铁死亡，这一过程可能与调控 ＡＣＳＬ４、ＧＰＸ４ 蛋白表达有

关。
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　 　 骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是一种慢性退行性

关节疾病，涉及软骨及周围相关组织病变［１］。 软骨

细胞是关节软骨中唯一的细胞类型，与 ＯＡ 的发病

机制和发展密切相关。 铁死亡是一种铁依赖的，以
脂质过氧化、线粒体皱缩为主要特征的新型程序性

细胞死亡方式［２ － ３］。 近年来研究［４ － ５］ 显示，软骨细

胞铁死亡会促进 ＯＡ 发展，因此，抑制软骨细胞铁死

亡可能是 ＯＡ 防治的一种新的策略。 蒲公英甾醇

（ｔａｒａｘａｓｔｅｒｏｌ，ＴＡＲ）是一种从蒲公英中分离出的五环

三萜类化合物，具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等多种药

理作用。 ＴＡＲ 以剂量依赖性方式抑制脂多糖诱导

的 ＲＡＷ２４６. ７ 小鼠单核巨噬细胞中炎症因子的产

生［６］。 ＴＡＲ 可通过调控鸡原代肝细胞 Ｋｅａｐ１ ／ Ｎｒｆ２
信号通路提高其抗氧化能力，从而对黄曲霉毒素 Ｂ１
诱导的鸡原代肝细胞氧化损伤起到保护作用［７］。
研究［８ － ９］发现，ＴＡＲ 可抑制白细胞介素⁃１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕ⁃
ｋｉｎ １β，ＩＬ⁃１β）诱导的人软骨细胞中基质金属蛋白

酶⁃１３ 和环氧合酶⁃２ 的产生，并减轻 ＯＡ 大鼠关节软

骨组织的病理学改变，提示 ＴＡＲ 对 ＯＡ 具有一定的

保护作用。 但 ＴＡＲ 是否通过抑制软骨细胞铁死亡

来发挥对 ＯＡ 的保护作用，尚未见报道。 因此，该研

究利用铁死亡诱导剂 Ｅｒａｓｔｉｎ 建立人正常软骨细胞

（Ｃ２８ ／ Ｉ２）铁死亡模型，探讨 ＴＡＲ 对软骨细胞铁死亡

的影响及机制，从而为临床防治 ＯＡ 提供新的理论

依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 细胞株　 人正常软骨细胞系（Ｃ２８ ／ Ｉ２）购自

ＡＴＣＣ 细胞库。
１． １． ２　 试剂 　 ＴＡＲ（成都彼斯特生物科技有限公

司，货号： １０５９⁃１４⁃９，纯度 ≥９８％ ）； Ｅｒａｓｔｉｎ （美国

Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司，货号：Ｓ７２４）；ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清

（上海达希特尔生物科技有限公司，货号：Ｃ３１１３⁃
０５００、２２５１３４４）；胰酶、ＲＩＡＰ 裂解液、ＪＣ⁃１ 试剂盒、
Ｃａｌｃｅｉｎ ／ ＰＩ 试剂盒、ＣＣＫ⁃８ 试剂盒、谷胱甘肽（ ｇｌｕｔａ⁃
ｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）试剂盒、Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ １２３（上海碧云天生

物技术有限公司，货号： Ｃ０２０１、 Ｐ００１３Ｂ、 Ｃ２００３Ｓ、
Ｃ２０１５Ｓ、Ｃ００３８、Ｓ００５２、Ｃ２００７）；乳酸脱氢酶（ ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ） 试剂盒 （ 瑞士 Ｈｏｆｆｍａｎｎ Ｌａ⁃
Ｒｏｃｈｅ 公司，货号：０４７４４９３４００１）；ＢＯＤＩＰＹ ５８１ ／ ５９１
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Ｃ１１ 荧不探针（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，货号：Ｄ３８６１）；
小鼠抗 β⁃ａｃｔｉｎ 单克隆抗体、辣根酶标记山羊抗兔

ＩｇＧ （Ｈ ＋ Ｌ）、辣根酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ （Ｈ ＋ Ｌ）
（北京中杉金桥生物技术有限公司，货号：ＴＡ０９、ＺＢ⁃
２３０１、ＺＢ⁃２３０５）；鼠抗酰基辅酶 Ａ 合成酶长链家族

成员 ４（ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｃｙｌ ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ ｌｏｎｇ
ｃｈａｉｎ ｆａｍｉｌｙ， ｍｅｍｂｅｒ ４，ＡＣＳＬ４）单克隆抗体（美国

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司，货号：ＳＣ⁃３６５２３０）；兔抗谷胱甘肽过

氧化物酶 ４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４，ＧＰＸ４）单克隆

抗体（英国 Ａｂｃａｍ 公司，货号：ａｂ１２５０６６）；ＥＣＬ 发光

液（江苏亲科生物有限公司，货号： ＫＦ８００３）。
１． １． ３　 设备与仪器 　 细胞培养超净工作台（苏州

净化设备有限公司，型号：ｅＭＭｙ ＳＷ⁃ＣＪ⁃２Ｄ）；ＣＯ２ 培

养箱、流式细胞仪、酶标仪（美国赛默飞科技有限公

司，型号：３７１ ＣｙｔｏＦＬＥＸ、Ａ００⁃１⁃１１０２、８００ＴＳ）；电泳

仪、化学发光成像仪（上海天能电子有限公司，型
号：ＥＰＳ６００、ＦＩＮＥＤＯＸ６）；低温离心机（德国艾本德

股份公司，型号：５４１７Ｒ）； 超低温冰箱（青岛海尔股

份有限公司，型号：ＤＷ⁃８８Ｌ６２６）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞培养与分组处理　 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 细胞用含有

１０％胎牛血清和 １％ 青 － 链霉素双抗的高糖培养

基，在 ５％ ＣＯ２、３７ ℃环境中培养。 ２ ｄ 更换 １ 次培

养基，当细胞达到 ７０％ ～ ８０％ 汇合度时，将其用

０. ２５％胰酶消化后用于后续实验。 为了研究 Ｅｒａｓｔｉｎ
对软骨细胞活力的影响，将细胞分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和

Ｅｒａｓｔｉｎ 组（０. ２５、０. ５、１、２、４、６、８ μｍｏｌ ／ Ｌ）；为了研

究 ＴＡＲ 对软骨细胞活力的影响，将细胞分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组和 ＴＡＲ 组 （ ２. ５、 ５、 １０、 １５、 ２０、 ３０、 ４０、 ６０、 ８０
μｇ ／ ｍｌ）；为了研究 ＴＡＲ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软

骨细胞铁死亡的作用，将细胞分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、Ｅｒａｓ⁃
ｔｉｎ 组 （２ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和 Ｅｒａｓｔｉｎ ＋ ＴＡＲ 组 （２ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ｅｒａｓｔｉｎ ＋ ２. ５、 ５、 １０、 １５、 ２０、 ３０、 ４０、 ６０、 ８０ μｇ ／ ｍｌ
ＴＡＲ），确定 ＴＡＲ 最宜给药浓度，后续将细胞分为

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、Ｅｒａｓｔｉｎ 组（２ μｍｏｌ ／ Ｌ）、ＴＡＲ 组（１５ μｇ ／
ｍｌ）、ＴＡＲ ＋ Ｅｒａｓｔｉｎ 组（２ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ ＋ １５ μｇ ／ ｍｌ
ＴＡＲ）；为了进一步研究炎症状态下 ＴＡＲ 对软骨细

胞铁死亡的作用，将细胞分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＩＬ⁃１β 组

（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）、ＩＬ⁃１β ＋ Ｅｒａｓｔｉｎ 组（２０ ｎｇ ／ ｍｌ ＩＬ⁃１β ＋ ２
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ）、ＩＬ⁃１β ＋ ＴＡＲ 组（２０ ｎｇ ／ ｍｌ ＩＬ⁃１β ＋
１５ μｇ ／ ｍｌ ＴＡＲ）、ＩＬ⁃１β ＋ Ｅｒａｓｔｉｎ ＋ ＴＡＲ 组（２０ ｎｇ ／ ｍｌ
ＩＬ⁃１β ＋ ２ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ ＋ １５ μｇ ／ ｍｌ ＴＡＲ）。
１． ２． ２　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力　 细胞铺至 ９６ 孔板

中过夜，按照细胞分组加入相应药物处理细胞 ２４ ｈ

后，每孔加入 ＣＣＫ⁃８ 溶液 １０ μｌ，在 ３７ ℃培养箱继续

避光孵育 １ ｈ，用酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 处的吸光度，计
算细胞活力值。
１． ２． ３ 　 ＬＤＨ 法检测细胞毒性 　 细胞铺至 ２４ 孔板

中过夜，按照 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、Ｅｒａｓｔｉｎ 组、ＴＡＲ 组和 ＴＡＲ ＋
Ｅｒａｓｔｉｎ 组分组情况处理细胞 ２４ ｈ。 然后将 ５０ μｌ 上
清液转移到 ９６ 孔板中。 加入 ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 孵育

３０ ｍｉｎ，然后将 ５０ μｌ 上清液再次转移到 ９６ 孔板中。
根据 ＬＤＨ 试剂盒加入相应的检测试剂，用酶标仪检

测 ４９２ ｎｍ 和 ６２０ ｎｍ 处的吸光度。
１． ２． ４　 Ｃａｌｃｅｉｎ ／ ＰＩ 试剂盒检测细胞活性与细胞毒

性　 细胞铺至 １２ 孔板中过夜，按照 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、Ｅｒａｓ⁃
ｔｉｎ 组、ＴＡＲ 组和 ＴＡＲ ＋ Ｅｒａｓｔｉｎ 组分组情况处理细

胞 ２４ ｈ。 ＰＢＳ 洗涤细胞 １ 次，用 Ｃａｌｃｅｉｎ ／ ＰＩ 检测工

作液对细胞进行染色，３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎ。 然后用

ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，荧光显微镜观察并获得图像。
１． ２． ５ 　 流式细胞术检测脂质活性氧（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙ⁃
ｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ ）含量 　 细胞铺至 ６ 孔板中过夜，
按照 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、Ｅｒａｓｔｉｎ 组、ＴＡＲ 组和 ＴＡＲ ＋ Ｅｒａｓｔｉｎ
组分组情况处理细胞 ２４ ｈ。 ＰＢＳ 洗涤细胞 １ 次，加
入 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ ＢＯＤＩＰＹ ５８１ ／ ５９１Ｃ１１ 荧光探针在 ３７ ℃
下孵育 ３０ ｍｉｎ。 收集细胞并用流式细胞仪进行分

析。 数据用 Ｆｌｏｗ Ｊｏ 软件处理。
１． ２． ６　 ＧＳＨ 试剂盒检测 ＧＳＨ 含量　 细胞铺至 ６ 孔

板中过夜，按照 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、Ｅｒａｓｔｉｎ 组、ＴＡＲ 组和 ＴＡＲ
＋ Ｅｒａｓｔｉｎ 组分组情况处理细胞 ２４ ｈ。 ＰＢＳ 洗涤细胞

１ 次，用胰酶消化离心收集细胞，弃上清液加入细胞

沉淀 ３ 倍量的蛋白去除试剂 Ｓ 溶液。 然后利用液氮

和 ３７ ℃ 水浴对样品进行 ２ 次快速冻融。 ４ ℃、
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液用于总 ＧＳＨ 含

量测定，４１２ ｎｍ 处测量吸光度。 检测试剂配制按试

剂盒说明书进行。
１． ２． ７　 ＪＣ⁃１ 染色和 ＲＨ１２３ 染色检测线粒体膜电位

　 细胞铺至 １２ 孔板中过夜，按照 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、Ｅｒａｓｔｉｎ
组、ＴＡＲ 组和 ＴＡＲ ＋ Ｅｒａｓｔｉｎ 组分组情况处理细胞

２４ ｈ。 ＰＢＳ 洗涤细胞 １ 次，用 ＲＨ１２３ 染料或 ＪＣ⁃１ 染

料对细胞进行线粒体膜染色，３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎ。 然

后用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，荧光显微镜观察并获得图像。
１． ２． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达水平　 细胞铺至

６ 孔板中过夜，按照 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、Ｅｒａｓｔｉｎ 组、ＴＡＲ 组和

ＴＡＲ ＋ Ｅｒａｓｔｉｎ 组分组情况处理细胞 ２４ ｈ。 ＰＢＳ 洗

涤细胞 １ 次，加入 ＲＩＰＡ 裂解液在冰上裂解，加 ５ ×
ＳＤＳ 上样缓冲液，１００ ℃变性 １０ ｍｉｎ。 蛋白经 １０％
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳，移至 ＰＶＤＦ 膜上，５％ 脱脂牛
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奶封闭 ２ ｈ，与特异性一抗（ＡＣＳＬ４ １ ∶ ５００，ＧＰＸ４
１ ∶ １ ０００）４ ℃孵育过夜，二抗（１ ∶ ５ ０００）孵育 １ ｈ，
蛋白条带用 ＥＣＬ 溶液显色，化学发光成像仪显影。
使用 ＩｍａｇｅＪ 软件对条带进行量化分析。
１． ３　 统计学处理　 采用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件

进行统计分析，数据以 �ｘ ± ｓ 表示，组间差异采用单

因素方差分析。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞铁死亡模型构建　 用铁死亡

诱导剂 Ｅｒａｓｔｉｎ 构建人正常软骨细胞（Ｃ２８ ／ Ｉ２ 细胞）
铁死亡的体外模型。 ＣＣＫ⁃８ 结果显示（图 １），Ｅｒａｓ⁃
ｔｉｎ 以浓度依赖性方式降低细胞活力（Ｆ ＝ ６９. ８５，Ｐ
＜ ０. ０１）。 为保证有足够活力的细胞进行后续实

验，确定 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度的 Ｅｒａｓｔｉｎ 作为诱导 Ｃ２８ ／ Ｉ２
软骨细胞铁死亡的条件。

图 １　 不同浓度 Ｅｒａｓｔｉｎ 对 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞细胞活力的影响

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ２　 ＴＡＲ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞细胞

活力的影响　 用不同浓度的 ＴＡＲ 处理 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 细胞

２４ ｈ，通过 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞活力，发现 ０ ～ １５ μｇ ／ ｍｌ
的 ＴＡＲ 对细胞活力几乎无影响（图 ２Ａ）。 用 Ｅｒａｓｔｉｎ
和不同浓度的 ＴＡＲ 处理 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 细胞 ２４ ｈ，通过

ＣＣＫ⁃８ 检测细胞活力，结果显示 Ｅｒａｓｔｉｎ 组细胞活力

明显降低，而不同浓度的 ＴＡＲ 能够不同程度恢复

Ｅｒａｓｔｉｎ 导致的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 细胞活力的降低（Ｐ ＜ ０. ０５），
且浓度为 １５ μｇ ／ ｍｌ 的 ＴＡＲ 保护效果最好（图 ２Ｂ）。
根据以上实验结果，选用 １５ μｇ ／ ｍｌ ＴＡＲ 进行后续实

验。
２． ３　 ＴＡＲ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞细胞

毒性的影响　 ＬＤＨ 结果显示（图 ３Ａ），与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
比较，Ｅｒａｓｔｉｎ 处理会导致细胞毒性增加（Ｐ ＜ ０. ０１），
而 ＴＡＲ 可以降低 Ｅｒａｓｔｉｎ 导致的细胞毒性 （ Ｐ ＜
０. ０１）。 此外，Ｃａｌｃｅｉｎ ／ ＰＩ 染色结果显示 （图 ３Ｂ），
Ｅｒａｓｔｉｎ 处理后软骨细胞死亡明显增加，ＴＡＲ 可以明

显减少 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的软骨细胞死亡。
２． ４　 ＴＡＲ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞线粒

体膜电位的影响　 线粒体膜电位降低是铁死亡发生

的标志之一。 本研究通过 ＲＨ１２３ 染色（图 ４Ａ）和

ＪＣ⁃１ 染色（图 ４Ｂ）检测线粒体膜电位。 结果显示，
与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，Ｅｒａｓｔｉｎ 处理后细胞线粒体膜电位

明显下降，而 ＴＡＲ 可以恢复线粒体膜电位，提示

ＴＡＲ 可以减少软骨细胞铁死亡。
２． ５　 ＴＡＲ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞脂质

ＲＯＳ 产生和 ＧＳＨ 含量的影响　 流式结果显示（图
５Ａ、Ｂ），与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，Ｅｒａｓｔｉｎ 处理后细胞内脂

质 ＲＯＳ 水平明显升高（Ｐ ＜ ０. ０１），而 ＴＡＲ 处理可以

明显降低细胞内脂质 ＲＯＳ 水平 （Ｐ ＜ ０. ０１）。 ＧＳＨ
结果显示（图 ５Ｃ），与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，Ｅｒａｓｔｉｎ 处理明

显降低细胞内 ＧＳＨ 含量（Ｐ ＜ ０. ０１），而 ＴＡＲ 处理后

图 ２　 ＴＡＲ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞细胞活力的影响

　 　 Ａ：ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＴＡＲ 单独给药处理的细胞活力；Ｂ：ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＴＡＲ 和 Ｅｒａｓｔｉｎ 联合给药处理的细胞活力；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗ Ｐ ＜

０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｅｒａｓｔｉｎ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

·５５０１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４ Ｊｕｎ；５９（６）



图 ３　 ＴＡＲ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞细胞毒性的影响 × ２００
　 　 Ａ：ＬＤＨ 法检测 ＴＡＲ 和 Ｅｒａｓｔｉｎ 给药处理的细胞毒性；Ｂ：Ｃａｌｃｅｉｎ ／ ＰＩ 染色检测 ＴＡＲ 和 Ｅｒａｓｔｉｎ 给药处理的细胞死活和毒性；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：
Ｅｒａｓｔｉｎ 组；ｃ：ＴＡＲ 组；ｄ：ＴＡＲ ＋ Ｅｒａｓｔｉｎ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｅｒａｓｔｉｎ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ４　 ＴＡＲ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞线粒体膜电位的影响 × ２００
　 　 Ａ：ＴＡＲ 和 Ｅｒａｓｔｉｎ 给药处理的软骨细胞 ＲＨ１２３ 染色；Ｂ：ＴＡＲ 和 Ｅｒａｓｔｉｎ 给药处理的软骨细胞 ＪＣ⁃１ 染色；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：Ｅｒａｓｔｉｎ 组；ｃ：ＴＡＲ
组；ｄ：ＴＡＲ ＋ Ｅｒａｓｔｉｎ 组

可以明显恢复 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞内的 ＧＳＨ 含量（Ｐ ＜
０. ０１）。 结果提示，ＴＡＲ 可以抑制软骨细胞铁死亡，
恢复细胞氧化还原平衡。
２． ６　 ＴＡＲ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞铁死

亡相关蛋白表达的影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测铁死

亡标志蛋白 ＡＣＳＬ４ 和 ＧＰＸ４ 的表达水平。 结果显

示，Ｅｒａｓｔｉｎ 处理后 ＡＣＳＬ４ 的表达增加（Ｐ ＜ ０. ０５），
ＧＰＸ４ 的表达降低（Ｐ ＜ ０. ０５），ＴＡＲ 处理后可以降低

ＡＣＳＬ４ 的表达（Ｐ ＜ ０. ０１），增加 ＧＰＸ４ 的表达（Ｐ ＜
０. ０１）。 见图 ６。
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图 ５　 ＴＡＲ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞脂质 ＲＯＳ 产生和 ＧＳＨ 含量的影响

　 　 Ａ：流式细胞术定量分析；Ｂ：ＴＡＲ 和 Ｅｒａｓｔｉｎ 给药处理的各组细胞内 ＲＯＳ 阳性细胞比例；Ｃ：ＧＳＨ 试剂盒检测 ＴＡＲ 和 Ｅｒａｓｔｉｎ 给药处理的细胞

ＧＳＨ 含量；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：Ｅｒａｓｔｉｎ 组；ｃ：ＴＡＲ 组；ｄ：ＴＡＲ ＋ Ｅｒａｓｔｉｎ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｅｒａｓｔｉｎ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＴＡＲ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞铁死亡蛋白表达的影响

ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：Ｅｒａｓｔｉｎ 组；ｃ：ＴＡＲ 组；ｄ：ＴＡＲ ＋ Ｅｒａｓｔｉｎ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 Ｅｒａｓｔｉｎ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

２． ７　 ＴＡＲ 对 ＩＬ⁃１β诱导的 ＯＡ 细胞的保护作用　
ＣＣＫ⁃８ 结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＩＬ⁃１β 组细胞活

力显著降低（Ｐ ＜ ０. ００１），而 ＴＡＲ 处理可以减少 ＩＬ⁃
１β 诱导的细胞活力降低（Ｐ ＜ ０. ０１）。 此外，ＴＡＲ 还

可以恢复炎症状态下 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的软骨细胞活力

降低（Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ７。 以上结果表明 ＴＡＲ 对

ＯＡ 软骨细胞铁死亡有一定的保护作用。

３　 讨论

　 　 ＯＡ 是一种常见的关节软骨退行性疾病，目前

尚无有效的治疗方法。 近年来研究［１０］ 表明，软骨细

胞铁死亡与 ＯＡ 的发生密切相关，抑制软骨细胞铁

死亡可以减轻软骨细胞的破坏。 因此积极寻找 ＯＡ
软骨细胞铁死亡的发生机制以及抑制软骨细胞铁死

亡的药物至关重要。 ＴＡＲ 是一种五环三萜类化合

物，具有抗炎、抗氧化应激等多种药理作用，在多种

疾病中发挥作用。 虽然之前有文献报道 ＴＡＲ 对大

鼠骨关节炎的作用，但是 ＴＡＲ 在 ＯＡ 中的作用机制

尚不清楚，因此，本研究在铁死亡层面研究了 ＴＡＲ
对 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞的作用。

·７５０１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４ Ｊｕｎ；５９（６）



图 ７　 ＴＡＲ 对 ＩＬ⁃１β联合 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的软骨细胞细胞活力的影响

　 　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＩＬ⁃１β、ＴＡＲ 和 Ｅｒａｓｔｉｎ 给药处理的细胞活力；ａ：

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：ＩＬ⁃１β 组；ｃ：ＩＬ⁃１β ＋ Ｅｒａｓｔｉｎ 组；ｄ：ＩＬ⁃１β ＋ ＴＡＲ 组；ｅ：ＩＬ⁃

１β ＋ Ｅｒａｓｔｉｎ ＋ ＴＡＲ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗ Ｐ ＜

０. ００１；与 ＩＬ⁃１β 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＩＬ⁃１β ＋ Ｅｒａｓｔｉｎ 组比较：＆＆Ｐ ＜

０. ０１

　 　 本研究用 Ｅｒａｓｔｉｎ 构建了体外软骨细胞铁死亡

模型，发现在一定浓度范围内 ＴＡＲ 处理后可以明显

恢复 Ｅｒａｓｔｉｎ 导致的细胞活力降低，减少 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导

产生的细胞毒性，并且单独使用 ＴＡＲ 对软骨细胞活

力几乎无影响，这表明 ＴＡＲ 对软骨细胞铁死亡有一

定的保护作用。 线粒体膜电位降低是铁死亡的标志

之一，本研究显示 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导后线粒体膜电位下

降，而 ＴＡＲ 处理后可以恢复膜电位。 铁死亡的发生

依赖于脂质 ＲＯＳ 的积累，本研究结果显示，ＴＡＲ 处

理后可以减少脂质 ＲＯＳ 的产生，表明 ＴＡＲ 可以减

少软骨细胞铁死亡。 ＧＰＸ４ 被认为是预防铁死亡的

主要酶，ＧＰＸ４ 以 ＧＳＨ 为还原剂可以将有毒的脂质

氢过氧化物转化为无毒的脂质醇，维持细胞内氧化

还原稳态［１１］。 本研究结果显示，Ｅｒａｓｔｉｎ 处理后细胞

内 ＧＳＨ 含量降低，ＧＰＸ４ 蛋白表达下调，而 ＴＡＲ 处

理后，ＧＳＨ 含量升高，ＧＰＸ４ 蛋白表达上调，提示

ＴＡＲ 可以减轻软骨细胞铁死亡。 含不饱和脂肪酸

长链磷脂的脂质过氧化在铁死亡中起着重要作用，
这一过程由特定的酶激活驱动，包括 ＡＣＳＬ４ 和脂氧

合酶。 ＡＣＳＬ４ 是生产不饱和脂肪酸磷脂所必需的，
而脂氧合酶将不饱和脂肪酸磷脂氧化为相应的氢过

氧衍生物，即脂质过氧化物［１２］。 因此抑制 ＡＣＳＬ４
的表达可以减少细胞铁死亡。 本研究结果显示

ＴＡＲ 可以减少 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导产生的 ＡＣＳＬ４ 蛋白表达

增加，这提示 ＴＡＲ 可以抑制软骨铁死亡。 有文

献［１３］ 报道，冬虫夏草通过 ＳＬＣ７Ａ１１ ／ ＧＰＸ４ ／ ＡＣＳＬ４

通路抑制细胞铁死亡，对放射性直肠炎起到治疗作

用。 α⁃生育酚通过 ＧＰＸ４ ／ ＡＣＳＬ４ 信号通路抑制

ＨＴ２２ 细胞铁死亡，促进神经元细胞存活和运动功能

的恢复［１４］。 本研究结果显示 Ｅｒａｓｔｉｎ 组 ＡＣＳＬ４ 蛋白

表达上调，ＧＰＸ４ 蛋白表达下调，而 ＴＡＲ 处理后，
ＡＣＳＬ４ 的表达下调，ＧＰＸ４ 表达上调，由此推测，ＴＡＲ
可能通过激活 ＡＣＳＬ４ ／ ＧＰＸ４ 轴来抑制 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导

的软骨细胞铁死亡。 此外，本研究用 ＩＬ⁃１β 诱导软

骨细胞构建体外 ＯＡ 模型，结果显示 ＴＡＲ 可以恢复

ＩＬ⁃１β 刺激导致的软骨细胞活力降低，提示 ＴＡＲ 对

ＯＡ 具有一定的保护作用。 此外本研究在 ＩＬ⁃１β 的

基础上用 Ｅｒａｓｔｉｎ 处理模拟 ＯＡ 软骨细胞铁死亡，结
果发现 ＴＡＲ 可以恢复炎症状态下的铁死亡。 以上

结果表明 ＴＡＲ 对 ＯＡ 软骨细胞铁死亡具有保护作

用。
　 　 综上所述，本研究证明 ＴＡＲ 可以抑制 Ｅｒａｓｔｉｎ
诱导的软骨细胞铁死亡，并对软骨细胞具有保护作

用，这为 ＯＡ 的治疗提供了新的策略。 后续将继续

研究 ＴＡＲ 抑制软骨细胞铁死亡的具体机制以及构

建大鼠 ＯＡ 模型，在体内验证 ＴＡＲ 的软骨保护作

用。
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