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摘要　 目的　 建立肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）诱导的大鼠软

骨细胞焦亡模型并评价模型的特点。 方法　 两步酶消化法

获取大鼠膝关节软骨细胞，倒置相差显微镜观察大鼠软骨细

胞的形态结构，甲苯胺蓝染色、Ⅱ型胶原（Ｃｏｌ Ⅱ）免疫组化

染色鉴定大鼠软骨细胞，用不同质量浓度 ＴＮＦ⁃α（５、１０、２０、
４０ ｎｇ ／ ｍｌ）诱导建立大鼠软骨细胞的焦亡模型，以 ＴＮＦ⁃α（０
ｎｇ ／ ｍｌ）为对照组。 ＣＣＫ⁃８ 法检测大鼠软骨细胞活力，Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠软骨细胞焦亡信号相关蛋白，确定最佳刺

激浓度，ＥＬＩＳＡ 法检测细胞培养上清液中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的水

平，免疫荧光检测大鼠软骨细胞 ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ（ＧＳＤＭＤ）表达，
扫描电镜观测大鼠软骨细胞焦亡的形态学改变。 结果　 与

对照组相比，大鼠软骨细胞的活力随着 ＴＮＦ⁃α 浓度升高而

逐渐下降，并且核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 ３
（ＮＬＲＰ３）、半胱天冬酶 １（ｃａｓｐａｓｅ⁃１）、ＧＳＤＭＤ、磷酸化核转录

因子⁃κＢ ｐ６５（Ｐ⁃ｐ６５）蛋白的表达增加。 ＴＮＦ⁃α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）可
诱导大鼠软骨细胞基质金属蛋白酶⁃１３（ＭＭＰ⁃１３）表达上调，
Ｃｏｌ Ⅱ表达减少，ＧＳＤＭＤ 荧光表达增强，培养上清液中 ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃１８ 水平增加，关节软骨细胞肿胀，显微结构破坏。 结

论　 成功建立大鼠软骨细胞焦亡模型。 ＴＮＦ⁃α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）体
外可致大鼠软骨细胞肿胀死亡，显微结构破坏，软骨基质降

解，焦亡信号活化。
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　 　 骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ＯＡ）是一种以关节软

骨退变和关节腔炎症为主要病理变化的慢性关节退

变疾病［１］。 软骨细胞作为软骨组织中唯一的细胞

类型，其功能的改变在 ＯＡ 中发挥着不可替代的关

键作用［２］。 细胞焦亡又称细胞炎性坏死，是一种由

ｇａｓｄｅｒｍｉｎ 蛋白介导的细胞程序性坏死［３］，表现为细

胞不断胀大直至细胞膜破裂，导致细胞内容物释放

进而激活强烈的炎症反应。 最近研究认为，细胞焦

亡与 ＯＡ 病理进展密切相关，如焦亡在滑膜变化中

起关键作用［４］，与 ＯＡ 疼痛的病理机制相关［５］，并且

会加剧软骨的退化［６］。 已有关于细胞焦亡方面的

研究多集中于 ＯＡ 滑膜细胞、巨噬细胞，软骨细胞的

相关研究较少。
　 　 基于细胞焦亡在 ＯＡ 发生发展过程中的作用，
探索建立软骨细胞焦亡的细胞模型，对进一步阐明

ＯＡ 的病理机制，评价和筛选 ＯＡ 治疗药物具有重要

意义。 肿瘤坏死因子 α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，
ＴＮＦ⁃α）是参与 ＯＡ 的重要促炎性细胞因子，可驱动

炎症级联反应、诱导大量炎症和分解代谢因子产

生［７］。 该研究拟采用两步酶消化法收集大鼠软骨

细胞进行体外培养，以不同质量浓度 ＴＮＦ⁃α 诱导，
模拟 ＯＡ 微环境，筛选出稳定的软骨细胞焦亡体外

模型，为进一步阐明 ＯＡ 发生机制、筛选治疗 ＯＡ 的

药物并评价其疗效及作用机制提供支持。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物 　 雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠，体质量约

１２０ ｇ，安徽省实验动物中心提供，合格证号：ＳＣＸＫ
（皖）２０１７⁃００１。 本实验已通过安徽医科大学临床药

理研究所动物实验伦理审查委员会批准（编号：ＰＺ⁃
２０２０⁃０４４）。
１． ２　 主要试剂　 Ⅱ型胶原酶购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；
大鼠 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 酶联免疫试剂盒购自上海酶联公

司；ＴＮＦ⁃α 购自美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司；抗磷酸化核转

录因子⁃κＢ ｐ６５ （Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５， Ｐ⁃ｐ６５）抗体

及抗 ｐ６５ 抗体为美国 ＣＳＴ 公司产品；抗半胱天冬酶

１（ｃａｓｐａｓｅ⁃１）抗体及抗 ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ（ＧＳＤＭＤ）抗体

为美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司产品；抗核苷酸结合寡聚化

结构域样受体蛋白 ３ （ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ａｎｄ ｏｌｉ⁃
ｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，
ＮＬＲＰ３）抗体及抗 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体为美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司

产品；抗基质金属蛋白酶 １３ （ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ⁃
ａｓｅ⁃１３， ＭＭＰ⁃１３）抗体及抗Ⅱ型胶原（ ｔｙｐｅ Ⅱ ｃｏｌｌａ⁃
ｇｅｎ， Ｃｏｌ Ⅱ）抗体为美国 Ｎｏｖｕｓ 公司产品。
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１． ３　 主要仪器　 全波长多功能酶标仪（型号： Ｉｎｆｉ⁃
ｎｉｔｅ Ｍ１０００ Ｐｒｏ，瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司）；荧光及化学发光成

像系统（型号： ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ ＬＡＳ ４０００，美国 ＧＥ 公司）；
激光共聚焦显微镜（型号：ＴＣＳ ＳＰ８）、倒置 ＬＥＤ 显微

镜（型号：ＤＭｉｌ）（德国徕卡公司）；场发射扫描电子显

微镜（型号：ＧｅｍｉｎｉＳＥＭ ３００，德国蔡司公司）。
１． ４　 实验方法　
１． ４． １　 软骨细胞的分离、培养　 使用手术刀片缓慢

刮取大鼠膝关节软骨，无菌眼科剪将关节软骨剪碎

至体积为 １ ｍｍ ×１ ｍｍ ×１ ｍｍ 大小，加入 ０. ２５％胰

蛋白酶置于 ３７ ℃摇箱消化 ４０ ｍｉｎ，用含血清的培养

基终止胰酶消化后，加入 ０. ２％ Ⅱ型胶原酶于３７ ℃
摇箱内继续消化 ２ ｈ，结束后将消化液吹散混匀，离
心后 ＰＢＳ 重悬，再离心，加入完全培养基分散细胞

后转移到普通培养瓶中培养，４８ ｈ 后首次换液。 待

细胞长满后进行传代处理，三代以内原代软骨细胞

用于后续实验。
１． ４． ２　 软骨细胞鉴定　 以甲苯胺蓝染色与 Ｃｏｌ Ⅱ
免疫组织化学染色进行软骨细胞鉴定。 采用爬片技

术，细胞贴壁后取出盖玻片，４ ％ 多聚甲醛固定 ２０
ｍｉｎ，３ ％过氧化氢室温下孵育 １０ ｍｉｎ，５％ ＢＳＡ 封闭

１０ ｍｉｎ，滴加 Ｃｏｌ Ⅱ一抗，４ ℃过夜。 复温后滴加生

物素标记的二抗，室温下孵育 ３０ ｍｉｎ。 ＤＡＢ 显色，
苏木精复染，梯度乙醇脱水，中性树胶封片。 倒置相

差显微镜下观察并拍照记录。 对于甲苯胺蓝染色，
固定后用甲苯胺蓝染色 ５ ｍｉｎ，梯度乙醇脱水后常温

干燥，中性树胶封片。
１． ４． ３　 ＣＣＫ⁃８ 法检测软骨细胞的活力　 制备细胞

悬液，９６ 孔板每孔加入５ ０００个细胞，过夜，细胞充分

贴壁，给予 ＴＮＦ⁃α（０、５、１０、２０、４０ ｎｇ ／ ｍｌ）不同浓度

刺激，其中 ＴＮＦ⁃α（０ ｎｇ ／ ｍｌ）为对照组。 ４８ ｈ 后每孔

加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８，避光孵育 １. ５ ｈ，酶标仪测定 ４５０
ｎｍ 处吸光度 Ａ 值。 细胞活力（％ ） ＝ ［ （Ａ刺激组 －
Ａ空白组） ／ （Ａ对照组 － Ａ空白组）］ × １００％ 。
１． ４． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测软骨细胞焦亡信号蛋白、

ＭＭＰ⁃１３ 及 Ｃｏｌ Ⅱ的表达　 收集 ＴＮＦ⁃α（０、５、１０、２０、
４０ ｎｇ ／ ｍｌ）不同浓度刺激后的细胞，提取细胞总蛋

白，电泳，转膜，封闭，分别加入 Ｐ⁃ｐ６５、ｐ６５、ＮＬＲＰ３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、ＭＭＰ⁃１３、Ｃｏｌ Ⅱ、β⁃ａｃｔｉｎ 等一抗

孵育过夜，加二抗 ３７ ℃孵育 ２ ｈ，洗膜显影。 ＩｍａｇｅＪ
软件分析灰度值并进行统计分析。
１． ４． ５　 ＥＬＩＳＡ 检测软骨细胞培养上清液中 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃１８ 的水平　 收集 ＴＮＦ⁃α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ ）刺激组和对

照组的细胞培养上清液，ＥＬＩＳＡ 法测定 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８
的浓度。
１． ４． ６　 免疫荧光检测软骨细胞 ＧＳＤＭＤ 表达 　 将

软骨细胞以 ＴＮＦ⁃α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）处理 ４８ ｈ 后，采用爬

片技术以 ４％多聚甲醛固定 ２０ ｍｉｎ，用 ５％ＢＳＡ 封闭

１ ｈ，加入抗 ＧＳＤＭＤ 抗体 ４ ℃孵育过夜，加入二抗室

温孵育 １. ５ ｈ，以 ＤＡＰＩ 染核 １０ ｍｉｎ，用抗荧光淬灭

剂封片，激光共聚焦显微镜拍照。
１． ４． ７　 扫描电镜观测软骨细胞的形态学改变　 将

软骨细胞以 ＴＮＦ⁃α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）处理 ４８ ｈ 后，采用爬

片技术以 ２. ５％戊二醛固定，乙醇梯度脱水、临界点

干燥、镀膜、扫描电镜观察细胞形态。
１． ５ 　 统计学处理 　 计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，使用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件进行统计分析，两组间比较

采用独立样本 ｔ 检验，多组间均数比较采用单因素

方差分析，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 软骨细胞形态学观察　 经过两步酶消化法分

离得到的原代软骨细胞为球形，呈悬浮状态，大小均

一，具有较强的折光性。 贴壁后的软骨细胞大部分

呈圆形、椭圆形或短梭形，培养 ４ ｄ 后，软骨细胞呈

不规则的卵圆形或多角形，可见成簇现象。 细胞基

本爬满瓶底后，此时软骨细胞多为圆形，胞体丰满，
胞质均匀，核大而圆并且互相连接成“铺路石”样结

构。 传代后细胞贴壁时间较原代细胞缩短，增殖速

度加快（图 １）。

图 １　 不同培养时间的大鼠软骨细胞形态　 × ５０
Ａ：培养 ４ ｄ；Ｂ：培养 １０ ｄ；Ｃ：培养 １５ ｄ
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２． ２　 软骨细胞鉴定　 ３ 代内的阳性软骨细胞甲苯

胺蓝染色可见细胞内有蓝紫色异染颗粒，Ｃｏｌ Ⅱ免

疫组织化学染色可见胞浆呈棕黄色。 分离培养后二

者均为阳性的软骨细胞比例约为 ９８％ 。 见图 ２。

图 ２　 大鼠软骨细胞鉴定　 × １００
Ａ：甲苯胺蓝染色；Ｂ：Ｃｏｌ Ⅱ染色

２． ３　 不同浓度 ＴＮＦ⁃α对细胞活力的影响　 以不同

浓度 ＴＮＦ⁃α 处理软骨细胞 ４８ ｈ，ＣＣＫ⁃８ 检测结果显

示（图 ３），随着 ＴＮＦ⁃α 浓度增加，软骨细胞活力逐

渐下降。 与对照组比较，ＴＮＦ⁃α（２０、４０ ｎｇ ／ ｍｌ）可抑

制软骨细胞活力（Ｆ ＝ ４. ４７４，Ｐ ＜ ０. ０５）。
２． ４　 不同浓度 ＴＮＦ⁃α对软骨细胞焦亡信号蛋白的

影响　 图 ４ 结果显示，ＴＮＦ⁃α（５、１０、２０、４０ ｎｇ ／ ｍｌ）均
可促进软骨细胞 Ｐ⁃ｐ６５、ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ
的蛋白表达，且随着浓度增加，蛋白表达水平逐渐升

高。 ＴＮＦ⁃α（５ ｎｇ ／ ｍｌ） 组 Ｐ⁃ｐ６５、ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、
ＧＳＤＭＤ 的蛋白表达与对照组比较差异均无统计学

意义。 ＴＮＦ⁃α（１０ ｎｇ ／ ｍｌ）组 Ｐ⁃ｐ６５、ＮＬＲＰ３ 的蛋白表

达与对照组比较差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ
＜ ０. ０１）。 而 ＴＮＦ⁃α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ） 和 ＴＮＦ⁃α（４０ ｎｇ ／
ｍｌ）处理的焦亡信号蛋白表达均存在显著性差异（Ｐ
＜０. ０５ 或 ０. ０１）。 结合 ＣＣＫ⁃８ 结果，选择 ＴＮＦ⁃α 浓

度为 ２０ ｎｇ ／ ｍｌ 进行后续实验。
２． ５　 ＴＮＦ⁃α对软骨细胞 ＭＭＰ⁃１３ 和 Ｃｏｌ Ⅱ表达的

影响　 为进一步了解 ＴＮＦ⁃α 对软骨细胞胶原代谢

的影响，实验检测了 ＴＮＦ⁃α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）刺激软骨细

胞后 ＭＭＰ⁃１３ 和 Ｃｏｌ Ⅱ的表达水平。 图 ５ 结果显

示，ＴＮＦ⁃α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）可提高软骨细胞 ＭＭＰ⁃１３ 水平

（ ｔ ＝ ４. ３３７，Ｐ ＜ ０. ０５） ，降低 Ｃｏｌ Ⅱ的表达 （ ｔ ＝
４. ２８７，Ｐ ＜ ０. ０５ ）。 结果提示 ＴＮＦ⁃α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）破

坏了软骨细胞内的基质平衡。

图 ３　 不同浓度 ＴＮＦ⁃α对细胞活力的影响（ｎ ＝ ３）

与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ６　 ＴＮＦ⁃α对软骨细胞培养上清液中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃
１８ 水平的影响　 ＥＬＩＳＡ 结果显示，与对照组细胞培

养上清液中的 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 水平相比， ＴＮＦ⁃α （２０
ｎｇ ／ ｍｌ）刺激可上调关节软骨细胞培养上清液中促

炎细胞因子 ＩＬ⁃１β［（１０. ２１０ ± ０. ５１２） ｖｓ （２４. ６８０ ±
０. ４４９ ）， ｔ ＝ ２１. ２３０， Ｐ ＜ ０. ００１ ］ 和 ＩＬ⁃１８ 水 平

［（４０. ０００ ± ３. ４０８） ｖｓ （９６. ３６０ ± ５. ５９８），ｔ ＝ ８. ５９９，
Ｐ ＜ ０. ０１］。 结果提示 ＴＮＦ⁃α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）可促进软骨

细胞内炎症因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的释放。

图 ４　 ＴＮＦ⁃α对软骨细胞焦亡信号蛋白的影响（ｎ ＝ ３）

Ａ：ＧＳＤＭＤ ／ β⁃ａｃｔｉｎ；Ｂ：ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ β⁃ａｃｔｉｎ；Ｃ：ＮＬＲＰ３ ／ β⁃ａｃｔｉｎ；Ｄ：Ｐ⁃ｐ６５ ／ ｐ６５；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ５　 ＴＮＦ⁃α对软骨细胞 ＭＭＰ⁃１３ 和 Ｃｏｌ Ⅱ表达的影响（ｎ ＝ ３）

　 　 Ａ：ＭＭＰ⁃１３ ／ β⁃ａｃｔｉｎ；Ｂ：Ｃｏｌ Ⅱ ／ β⁃ａｃｔｉｎ；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ７ 　 ＴＮＦ⁃α 对软骨细胞 ＧＳＤＭＤ 表达的影响 　
ＧＳＤＭＤ 定位于细胞质中，炎症环境下细胞膜上亦有

表达。 与对照组软骨细胞相比，ＴＮＦ⁃α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）
刺激后的关节软骨细胞 ＧＳＤＭＤ 荧光表达增强。 见

图 ６。
２． ８　 ＴＮＦ⁃α对软骨细胞焦亡形态学的影响　 扫描

电镜结果（图 ７）显示，对照组软骨细胞结构完整，

ＴＮＦ⁃α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）刺激后关节软骨细胞肿胀变形，
细胞膜穿孔并破裂，显微结构破坏。 结果提示 ＴＮＦ⁃
α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）可诱导软骨细胞发生焦亡形态学变

化。

３　 讨论

　 　 在经典的焦亡信号中，危险信号可刺激细胞膜

上的模式识别受体并与之结合，形成由 ＮＬＲＰ３、凋
亡相关斑点样蛋白和效应分子 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 组成的

ＮＬＲＰ３ 炎症小体［８］，这些炎症小体激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 后

进一步切割 ＧＳＤＭＤ 产生膜孔，导致细胞肿胀并最

终溶解，释放大量的促炎细胞因子，如 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８
等，这些致炎性细胞因子又进一步促进了焦亡的发

生［９］。 近年来研究［６］ 表明，ＯＡ 患者的 ＮＬＲＰ１ 和

ＮＬＲＰ３ 表达水平显著升高；在 ＯＡ 患者的软骨中，未
及时被吞噬的凋亡小体，可连同软骨钙化的增加通

过继发性细胞焦亡加重 ＯＡ［１０］，这些研究提示细胞

焦亡与 ＯＡ 的发生、发展过程密切相关。
　 　 在本研究中，采用两步酶消化法提取的大鼠软

骨细胞，细胞形态特征明显，甲苯胺蓝和 Ｃｏｌ Ⅱ染色

为阳性，且纯度达到 ９８％ 以上，提示软骨细胞提取

分离成功。 ＴＮＦ⁃α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）可抑制大鼠软骨细胞

活力，致细胞穿孔破裂、显微结构破坏，其焦亡特征

性信号分子 Ｐ⁃ｐ６５、ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ＧＳＤＭＤ 表

达水平上升，且培养上清液中ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８水平升

图 ６　 ＴＮＦ⁃α刺激对软骨细胞 ＧＳＤＭＤ 表达的影响　 × ６３０
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图 ７　 扫描电镜下软骨细胞的形态变化　 × １ ０００
Ａ：对照组；Ｂ：ＴＮＦ⁃α 组

高。 这些结果表明，ＴＮＦ⁃α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）可以成功诱

导大鼠软骨细胞焦亡模型。 细胞外基质丢失被认为

是 ＯＡ 软骨损伤的主要原因之一［１１ － １２］。 在基质组

成中，Ｃｏｌ Ⅱ与其它胶原蛋白及非胶原蛋白结合，形
成稳定的网状结构，为软骨提供拉伸强度［１３］。 在炎

症过程中，ＮＦ⁃κＢ 途径的激活抑制了软骨细胞合成

代谢，并诱导基质金属蛋白酶的表达［２］。 ＴＮＦ⁃α（２０
ｎｇ ／ ｍｌ）通过激活 ＮＦ⁃κＢ 信号促进大鼠软骨细胞

ＭＭＰ⁃１３ 表达升高，诱导 Ｃｏｌ Ⅱ降解，导致了软骨细

胞基质破坏。
　 　 综上所述，ＴＮＦ⁃α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）可模拟炎症微环境

诱导大鼠软骨细胞焦亡发生。 该模型可广泛用于研

究 ＯＡ 发病机制及体外筛选治疗 ＯＡ 的潜在药物。
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ｍｉＲ⁃１３８ 调控 ＴｒｋＡ⁃ＴＲＰＶ１ 信号通路对 ＫＯＡ 模型
大鼠软骨损伤的影响

杨　 砥，徐远坤

摘要　 目的　 探究 ｍｉＲ⁃１３８ 调控 ＴｒｋＡ⁃ＴＲＰＶ１ 信号通路对膝

骨性关节炎（ＫＯＡ）模型大鼠软骨损伤的影响。 方法　 选取

４０ 只健康 ＳＤ 大鼠，随机分为正常组、模型组、沉默组、过表

达组，分别进行干预。 对比各组大鼠行为学、软骨组织学评

分，检测关节液中炎性因子［肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）、白介

素（ＩＬ）⁃１、ＩＬ⁃６］及软骨组织中骨代谢标志物［基质金属蛋白

酶（ＭＭＰ⁃１３）、Ⅱ型胶原（Ｃｏｌ Ⅱ）］、ＴｒｋＡ、ＴＲＰＶ１、ｍｉＲ⁃１３８ 表

达水平，分析 ｍｉＲ⁃１３８ 对 ＫＯＡ 大鼠软骨损伤的影响。 结果

　 与正常组相比，模型组、沉默组、过表达组大鼠行为学、软
骨组织学评分升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；与过表达组相比，模型组、沉
默组大鼠行为学、软骨组织学评分升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与正常

组相比，模型组、沉默组、过表达组大鼠 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６ 水

平及 ＭＭＰ⁃１３、ＴｒｋＡ、ＴＲＰＶ１ 表达升高，Ｃｏｌ Ⅱ、ｍｉＲ⁃１３８ 表达

降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；与过表达组相比，模型组、沉默组大鼠 ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６ 水平及 ＭＭＰ⁃１３、ＴｒｋＡ、ＴＲＰＶ１ 表达升高，Ｃｏｌ Ⅱ、
ｍｉＲ⁃１３８ 表达降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 ｍｉＲ⁃１３８ 可缓解 ＫＯＡ
模型大鼠软骨损伤，其机制或与 ＴｒｋＡ⁃ＴＲＰＶ１ 信号通路的抑

制相关。
关键词　 酪氨酸激酶 Ａ⁃顺势感受器电位香草受体 １ 信号通

路；ｍｉＲ⁃１３８；膝骨关节炎；软骨损伤
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　 　 膝骨性关节炎（ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）作为慢

性退行性骨关节疾病，多发于中老年群体，以膝关节

疼痛及活动障碍为主要表现［１］。 流行病学调查显

示，ＫＯＡ 已成为全球公认的主要致残原因，且近年

来 ＫＯＡ 发病呈年轻化发展趋势，故有效预防 ＫＯＡ
对人类健康具有重要裨益［２ － ３］。 目前，ＫＯＡ 发病机

制尚未完全阐明。 有学者［４ － ５］ 指出， ｍｉＲ⁃１３８ 在

ＫＯＡ 患者关节液中呈低表达，提示其可能参与 ＫＯＡ
的发生发展，造成软骨损伤，但其具体作用机制尚不

明确。 基于此，该文建立 ＫＯＡ 模型，通过 ＴｒｋＡ⁃ＴＲ⁃
ＰＶ１ 信号通路调控 ｍｉＲ⁃１３８，探究 ｍｉＲ⁃１３８ 对 ＫＯＡ
大鼠软骨损伤的影响。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料　
１． １． １ 　 实验动物 　 选取 ４０ 只健康 ＳＤ 大鼠，体质

量 ２０３ ～ ２５２（２２７. ５０ ± ２０. ８２）ｇ，由科文斯医药研发

（上海）有限公司提供，实验动物许可证号：ＳＹＸＫ
（沪）２０２１⁃０００１。 实验动物处置严格遵守实验动物

管理与保护的有关规定，饲养环境恒温（２１. ５０ ±
２. ００）℃，相对湿度 ４２％ ～ ５０％ 左右，自由饮水摄

食，１２ ｈ ／ １２ ｈ 黑夜光照循环，以维持基础状态。
１． １． ２　 主 要 试 剂 　 ＴｒｋＡ 一抗 （兔来源， 批号：
ａｂ７６２９１）、二抗（抗兔，批号：ａｂ１５００７８）购自北京义
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