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摘要：目的 探讨维甲酸对软骨细胞凋亡功能的影响及细胞内胰岛素样生长因子结合蛋白 )（-32?.-3;
.-@A BC6DEF G,5E6C H-3I-3B JC6EA-3 )，7/89:;)）的表达规律。方法 胰酶消化法体外培养兔的软骨细胞；全

反式维甲酸（>K<>）作用软骨细胞株；细胞免疫化学观察软骨细胞中!型胶原的合成和分泌变化；流

式细胞仪检测软骨细胞株细胞凋亡率；采用 <K;:L< 半定量分析软骨细胞中 7/89:;) +<M> 的表达；

应用 NA2EAC3 印迹杂交鉴定软骨细胞中 7/89:;) 蛋白质的表达。结果 % O %"P ) +6.Q& 剂量的 >K<> 作

用软骨细胞 ($ F，>K<> 抑制了软骨细胞中!型胶原的分泌；% O %"P ) +6.Q& 剂量的 >K<> 使软骨细胞

凋亡率增加 (#"R，出现明显亚二倍体峰（凋亡细胞峰），差异有统计学意义（! S "="#）；>K<> 使软骨

细胞中 7/89:;) +<M> 和蛋白质的表达分别增加了 %(’R和 %T#R，差异有统计学意义（! S "="#）。结

论 维甲酸负性调节软骨细胞分泌功能，促进软骨细胞凋亡；维甲酸可能通过调控靶基因 7/89:;) 的

基因转录和翻译，发挥对软骨细胞的促凋亡作用。
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骨性关节炎是一种老年人群中常见病，是以关

节软骨降解为特征的退行性关节疾病，病因迄今尚

未阐明。近年来研究表明，以软骨细胞为主的细胞

凋亡与骨关节炎的发生、发展密切相关［%］。在骨的

微环境中，有许多生长因子和代谢类物质参与调控

骨细胞的代谢，其中 7/82 家族重要成员胰岛素样

生长 因 子 结 合 蛋 白 )（ 732?.-3;.-@A BC6DEF G,5E6C
H-3I-3B JC6EA-3 )，7/89:;)）具有重要调节作用［(］。维

甲酸类物质是维生素 > 的衍生物，在调控多种组织

和细胞的形态发生、增殖分化及凋亡代谢等方面具
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有广泛的生物学活性。阐明细胞凋亡的发生机制、

基因与分子的调控，应从细胞凋亡入手。笔者于

!""# 年 $ 月至 !""% 年 $ 月进行动物及体外细胞实

验，探讨骨关节炎发生机制以及如何通过调控细胞

凋亡而有效地防治骨关节炎，观察维甲酸对软骨细

胞凋亡功能的调控作用及细胞内 &’()*+# 基因的表

达规律，为骨性关节炎的病因学研究及生物学治疗

提供干预靶点。

! 材料和方法

!"! 动物与试剂

实验动物为 , 月龄中国白兔，体重 -"" . 左右，

由本校动物实验中心提供（!级动物）。试剂!型胶

原酶、胎牛血清、胰蛋白酶、/010、23&456 378 抽

提试剂均为 ’9:;< 公司（美国）产品，四甲基偶氮噻

唑蓝（022）、!型胶原单抗、全反式维甲酸（=>> ?@=AB
@C?9A<9; =;9D，8238）、碘化丙锭（*@<E9D9FG 9<D9DC，*&）
均为 H9.G= 公司（美国）产品，0+06I 逆转录试剂盒

和 *J3 试剂为 *@<GC.= 公司（美国）产品，&’()*+#、"+
=;?9A 引物由上海生工生物工程有限公司合成，兔抗

鼠多克隆 &’()*+# 抗体为 H=A?= 公司（美国）产品，

’8*/K 为上海生物通公司产品。

!"# 方法

!"#"! 软骨细胞分离及培养：无菌条件下，取兔股

骨髁软骨，在 !"L胎牛血清的 /010 中漂洗，"M!L
!型胶原酶消化，$% N的 -L J5! 培养箱中消化 #
O，,-"" @PG9A 离心 - G9A，弃上清，过滤后在 !"L胎牛

血清的 /010 进行原代培养。

!"#"# 维甲酸诱导软骨细胞凋亡：软骨细胞常规培

养于 ,"L的 /010（含有 ,"L胎牛血清、,"" &QPG6
青霉素、,""#.PG6 链霉素），在 $% N、-L J5! 培养

箱中贴壁生长。培养 !R O 达对数生长期进行 8238
作用实验。8238 溶于 /0H5。实验分组：第 , 组为

对照组，加入等体积的 /0H5，/0H5 终体积不超过

"M,L，此浓度的 /0H5 对细胞生长无明显影响；第 !
组：给予 , S ,"T # G<>P6 8238。用药后 !R O 收集

细胞。

!"#"$ 细胞免疫化学检测!型胶原的变化：软骨细

胞培养致第 ," D、密度为 , S ,"R PG6 时，采用细胞爬

片技术，待细胞近汇合时取下载玻片，*) 浸泡 $ 次

（每次 - G9A）；$L过氧化氢室温下孵育 ," G9A，*)H
浸泡 $ 次（每次 - G9A），,"L正常山羊血清室温下封

闭 !" G9A 后，倾去血清，滴加 , U ,"" 的!型胶原单

抗，RN下过夜；*)H 浸泡 $ 次（每次 - G9A）；滴加 , U

$" 的二抗 $%N孵育 $" G9A 后，*)H 浸泡 $ 次（每次 -
G9A），滴加 , U$"" 的辣根酶标记链酶卵白素，$%N孵

育 $"G9A，再 *)H 浸泡 $ 次（每次 - G9A）；/8) 显色，

自来水冲洗，复染，封片。

!"#"% 流 式 细 胞 仪 检 测 软 骨 细 胞 凋 亡：收 集 经

8238 诱导培养的细胞，,""" @PG9A 离心 $ G9A，弃上

清，%"L酒精固定，离心弃酒精，悬于 RN *)H 过夜，

加 "M# G6 *& 染 液，避 光 染 色 $" G9A，应 用 )=;?<A
/9;V<AB<A (8JH;=A 流式细胞仪测定细胞周期。(6!+
K（*& 的荧光值）测定 /78 含量，采用 J166WFCB? 软

件进行细胞周期分析。

!"#"& 细胞总 378 提取及 32+*J3：按 2<?=> 378
&B<>=?9<A HXB?CG 说明，分别提取软骨细胞的总 378，

采用 0+06I 逆转录试剂盒说明将细胞总 378 的

G378 逆转录成 ;/78，引物为 5>9.< D2。*J3 体系：

!-#6 体系中 ;/78 !#6，, S *J3 缓冲液，,- GG<>P6
0.J>!，R 种 D72*B 各 !-#G<>P6，引物 -" EG<>P6，2=Y
酶 , Q。引物序列：&’()*+# 引物序列上游为 -Z+J2J
2JJ 2JJ 2’J JJ2 ’22 J28+$Z，下 游 引 物 -Z+J82
’’2 J8’ ’’2 22’ 2’J JJ+$Z，扩增片段 -[R :E；"+
=;?9A 上游引物：-Z+8’8 ’J2 8J’ 8’J 2’J J2’ 8J+
$Z，下游引物 -Z+8’2 8J2 2’J ’J2 J8’ ’8’ ’8+$Z，
扩增片段 !\\ :E。*J3 反应条件同前［$］。*J3 产物

进行 ,M"L琼脂糖凝胶电泳 , O，电压为 [" I，将凝

胶置 ’/H[""" 凝胶自动成像仪中，采用 ’C>B ]<@V+&/
软件进行图像扫描及灰度处理，分别对目的基因及

内对照"+=;?9A 的扩增产物进行半定量分析，目的基

因的 G378 表达量等于基因灰度值P"+=;?9A 灰度值。

!"#"’ 细胞总蛋白质提取及 ^CB?C@A 印迹杂交：细

胞裂解液裂解软骨细胞，超声波处理，,!""" @PG9A 离

心 ! G9A，取上清，测定总蛋白含量。已溶解于加样

缓冲液的总蛋白质经 ,"L H/H+聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离，,"" I 电泳转移至硝酸纤维膜上，-L脱脂

奶粉封闭液封闭 ! O，用 , U$"" 稀释 &’()*+# 抗体（兔

抗鼠多克隆抗体，H=A?= 公司，美国）进行 ^CB?C@A 蛋

白印迹杂交，R" N孵育过夜。, U $"" 稀释的二抗（碱

性磷酸酶偶联的羊抗小鼠 &.’，H=A?= 公司，美国）孵

育 ! O，采用 /8) 显色试剂盒显影并检测，以 ’8*/K
作为内对照，目的蛋白的表达量等于蛋白灰度值P
’8*/K 灰度值。

!"$ 统计学处理

32+*J3 和 ^CB?C@A 印迹杂交每个实验组检测 -
次，以!! _ " 表示，资料比较采用 # 检验，细胞凋亡率

采用方差分析（875I8）。
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! 结果

!"# 维甲酸对软骨细胞分泌及凋亡功能的影响

以 ! " !#$ % &’()* 剂量的 +,-+ 作用软骨细胞

./ 0，细胞内!型胶原的合成和分泌明显减少（图

!）；流式细胞仪检测软骨细胞凋亡，! " !#$ % &’()* 剂

量的 +,-+ 能够明显促进软骨细胞的凋亡，出现明

显亚二倍体峰（凋亡细胞峰），凋亡率增加 .1#2（表

!），差异有统计学意义（! 3 #4#1）。

!：对照组；.：实验组，! " !# $ % &’()* 的 +,-+ 作用软骨细胞 ./ 0

图 # 维甲酸对软骨细胞合成!型胶原的抑制作用（.## " ）

应用细胞免疫化学方法观察维甲酸对软骨细胞

合成!型 胶 原 的 影 响，以 ! " !#$ % &’()* 剂 量 的

+,-+ 作用软骨细胞 ./ 0，软骨细胞的数量及!型

胶原明显减少。

表 # 维甲酸对软骨细胞凋亡功能和 56789:% 表达的影响

;<’=> " ?>’>@’ABA（2） 56789:% &-C+ 56789:% ><’@DBE

F’E@<’( 1 % G . H1 # H!I G #H#% # H.. G #H#I

+,-+ 1 .! G JHI? # H/! G #H!!? # H%1 G #H.I?

注：实验组加入 ! " !# $ % &’()* 的 +,-+ 作用软骨细胞 ./ 0；两组

比较，? ! 3 #4#1

!"! 维甲酸对 567A 家族基因 56789:% 表达的调控

作用

实验组加入 ! " !#$ % &’()* 的 +,-+，证实软骨

细胞中有 56789:% &-C+ 的表达（图 .），而且显示 !
" !#$ % &’()* 的 +,-+ 作用软骨细胞 ./ 0 后，细胞内

的 56789:% &-C+ 的表达水平明显增加（图 . 及表

!），从而证实了 +,-+ 在转录水平对 56789:% 表达

的促进作用。本研究采用 KDA@D<E 印迹杂交分析测

定软骨细胞中 56789:% 蛋白质的表达规律，见图 J
和表 !，实验组以 ! " !#$ % &’()* 的 +,-+ 作用软骨

细胞 ./ 0，使 56789:% 蛋白质的表达增加 !L12，差

异有统计学意义（! 3 #4#1），进而表明在基因翻译

水平上，+,-+ 对 56789:% 的正性调控作用。

M：&?<ND<；!：对照组；.：实验组，! " !# $ % &’()* 的 +,-+ 作用软

骨细胞 ./ 0

图 ! +,-+ 对细胞内 56789:% &-C+ 表达的

正性调节作用（9O- 图）

!：对照组；.：实验组，! " !# $ % &’()* 的 +,-+ 作用软骨细胞 ./ 0

图 $ +,-+ 对细胞内 56789:% 蛋白质表达的

上调作用（KDA@D<E 印迹杂交图）

$ 讨论

维甲酸类物质是维生素 + 的衍生物，在调控多

种组织和细胞的形态发生、增殖分化、生长发育及细

胞凋亡代谢等方面具有广泛的生物学活性。+,-+
是维生素 + 衍生物在体内的自然存在形式，具有调

节组织代谢、干扰细胞生长、增殖及凋亡等重要生理

作用。维生素 + 经细胞内一系列脱氢酶的作用，生

成 +,-+，+,-+ 可以与受体结合参与基因表达的调

控，也可与胞浆维甲酸结合蛋白结合经 9/1# 氧化降

解［/］。本研究中，应用 +,-+ 作用体外培养的软骨

细胞，显示 ! " !#$ % &’()* 剂量的 +,-+ 促进了细胞

的凋亡，抑制了软骨细胞合成和分泌!型胶原，从而

证实 了 维 甲 酸 对 软 骨 细 胞 生 长 代 谢 的 负 性 调 节

作用。

软骨细胞的分化、增殖、分泌功能及凋亡，已被
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一些学者认为是骨骼发育、生长、重塑及维护关节功

能的关键环节［!］。在骨的微环境中，有许多生长因

子参与调控软骨细胞的代谢，其中 "#$% 具有重要

调节作用［&］。 "#$% 家族是由两种多肽（ "#$’"、"#$’
(）、两种受体及 & 种 "#$)*% 所构成；"#$% 的生物学

效应与 "#$)*% 关系密切。"#$)*% 可稳定 "#$% 的水

平，使其半衰期延长，但以剂量依赖方式抑制 "#$%
生物活性。"#$)*’& 蛋白 +’末端 #,-.-//, 结构可

以结合 "#$’( 并特异性地抑制其生物活性。"#$)*’
& 还通过 ,’末端 0123456 位点结合于细胞表面或细

胞外基质，可能参与细胞内特定的信号传导途径，发

挥负性调控细胞的增殖与凋亡、核糖体的合成、氨基

酸的摄入及利用等重要生理过程［7］。)5168169 等［:］

研究发现，"#$)*’& 转基因小鼠出现大脑与小脑发

育迟缓，生殖发育异常，且伴有体重降低等改变。本

研究显示 ; < ;=> & ?@ABC 浓度的维甲酸诱导软骨细

胞凋亡、负性调节软骨细胞代谢的过程中，"#$)*’&
在基因的转录和翻译水平的表达明显升高。因此我

们推测，作为维甲酸的靶基因，"#$)*’& 与软骨细胞

生长 代 谢 密 切 相 关，维 甲 酸 调 节 "#$ 家 族 成 员

"#$)*’& 的表达，可能是其参与软骨组织代谢的作

用机制之一。
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