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!!'摘要(!目的!观察大骨节病糖代谢紊乱对软骨细胞外基质成分胶原和蛋白多糖*细胞凋亡以及氧化应激物

质产生的作用#揭示糖代谢异常对大骨节病软骨细胞功能的影响)方法!正常培养基和高浓度葡萄糖!高糖"培养

基分别体外培养的大骨节病软骨细胞和正常软骨细胞#进行细胞增殖和形态学观察#检测软骨细胞培养基中葡萄

糖的浓度#采用实时荧光定量T,R!@RB=T,R"*甲苯胺蓝染色等方法检测两组软骨细胞/型胶原和蛋白多糖的表

达#流式细胞术检测细胞凋亡和活性氧积累)结果!大骨节病软骨细胞生长速度和增殖能力低于正常软骨细胞)

高糖环境下正常软骨细胞和大骨节病软骨细胞对葡萄糖的代谢量基本相同!T('%'(")高糖造成的糖代谢紊乱使

得大骨节病软骨细胞/型胶原和蛋白多糖的表达量均降低!T%'%'(")同时#高糖培养下#大骨节病软骨细胞的凋

亡率和细胞内活性氧的含量均增加!T%'%'(")结论!紊乱的糖代谢降低大骨节病软骨细胞/型胶原和蛋白多糖

的表达#增加细胞凋亡和氧化应激反应#从而影响软骨细胞的功能)

'关键词(!大骨节病! 糖代谢! 细胞功能
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!!大骨节病是一种慢性地方性畸形性骨关节

病
-! ".#其发病过程中存在软骨细胞功能改变#主要

表现有关节软骨和生长板软骨深层细胞坏死*软骨细

" 国家自然科学基金!O7%)!('"*&&"*中国博士后科学基金资

助项目!O7%"'!&U(?")'("和中央高校基金科研业务费专项资金资

助

# 通信作者#<=+43>$G2A23C4/(È;2%.12%A/

胞过度凋亡*软骨细胞外基质降解*线粒体功能障碍

和氧化应激等
-" $.#但其发生机制尚未阐明)糖代谢

是体内物质利用和能量产生的主要通路#对于细胞和

机体的生命活动具有至关重要的作用#并且糖代谢中

的三羧酸循环联系着脂质*蛋白和核酸的代谢)因此

糖代谢异常可能会影响其他物质的代谢过程#进而导

致细胞功能的改变)已有大骨节病血清代谢组学研

究结果提示大骨节病中存在糖代谢异常#为了进一步
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探讨糖代谢异常在大骨节病软骨细胞功能调节中的

作用#本研究拟利用高质量浓度葡萄糖干预体外培养

的大骨节病软骨细胞#通过检测软骨细胞在高糖环境

中对葡萄糖的摄取量#从细胞水平进一步验证大骨节

病中是否存在糖代谢紊乱现象&通过检测高糖干预对

软骨细胞外基质!/型胶原和蛋白多糖"表达*细胞凋

亡和活性氧!RS5"含量的影响#揭示糖代谢紊乱对大

骨节病软骨细胞功能的影响)

1!材料与方法

1%1!关节软骨组织来源

&例大骨节病患者6男性"例#女性$例#年龄

!(?%*e$%*"岁7均来自陕西省大骨节病病区#符合

/大骨节病临床诊断标准0!Y5+B"'*="'!'")&例

健康对照6男性#例#女性#例#年龄!((%!e&%'"

岁7来自陕西省非大骨节病病区的正常捐赠者)所

有研究对象均排除其它骨关节疾病和系统疾病并且

经过捐赠人的知情同意#在膝关节置换手术或外伤

处理手术中获取研究对象的关节软骨组织)

1%/!主要仪器与试剂

,S" 培养箱和酶标仪!美国B-.8+7公司"&流

式细胞仪!美国Q.A;7/M3AI3/97/公司"&RB=T,R

仪 !美国 Q37=R41 公司")MU<U+\!" 培养基*

MU<U+高糖培养基*胎牛血清*青霉素和链霉素双

抗溶液!JC,>7/.公司"&胰蛋白酶*/型胶原酶*二

甲基亚砜及甲苯胺蓝!美国530+4公司"&葡萄糖测

定试剂盒!北京普利莱基因技术有限公司"&ROL逆

转录试剂盒*5PQR荧光定量T,R试剂盒和T,R

引物设计合成 !大连 B4X4R4 公司"&,48K7EC=

J"M,\ML活性氧检测试剂盒!美国F/H3;870./公

司"&L//.E3/5=\FB,+TF双染细胞凋亡检测试剂

盒!南京建成生物工程有限公司")

1%6!实验方法

1%6%1!软骨细胞培养及形态学观察!将获取的软

骨组织置于含青霉素!!''N+V"和链霉素!!''+0+

V"的磷酸盐缓冲液!TQ5"中切成#)(++#
左右小

块#'%"(̂ 胰蛋白酶孵育!()"'+3/#TQ5浸洗#

次#'%"̂ /型胶原酶#*m孵育))!'-)收集软骨

细胞#以!!)("h!'( +Vf!
将细胞接种于"(A+"

培

养瓶内#置于#*m*体积分数为(̂ ,S" 培养箱中

培养#此培养细胞为原代细胞)以后每#1更换培

养液#待原代细胞融合率达到)(̂ )?'̂ 时#由原

培养瓶内分离稀释后传到新的培养瓶#进行一次分

离再培养称之为传一代!T!")T!软骨细胞用于以

下所有细胞实验)软骨细胞培养过程中#通过倒置

光学显微镜观察大骨节病和正常对照软骨细胞形

态#利用细胞计数法计数细胞数量并绘制软骨细胞

的生长曲线)

1%6%/!高糖干预软骨细胞后培养基中葡萄糖质量

浓度的检测!实验分为正常软骨细胞c MU<U+

\!"组*正常软骨细胞cMU<U+高糖组*大骨节病

软骨细胞c MU<U+\!"组和大骨节病软骨细胞c

MU<U+高糖组)以!h!'(+孔的密度将两种软骨

细胞 接 种 于 & 孔 板#分 别 用 MU<U+\!" 和

MU<U+高糖!$(''+0+V"培养基培养)配制葡萄

糖标准品#酶标仪(*'/+波长检测吸光度#绘制标

准曲线#分别计算软骨细胞培养"$-*$)-**"-和

?&-后培养基中葡萄糖的质量浓度)糖代谢越旺

盛#培养基中剩余的葡萄糖质量浓度越低)

1%6%6!实时荧光定量T,R!@RB=T,R"检测软骨细胞

/型胶原和蛋白多糖 +ROL的表达!实验分组同

!l#l")待T!细胞融合率达到)'̂ )?'̂ 时#使用

B8367>提取细胞总ROL#逆转录合成AMOL&/型胶

原*蛋白多糖和管家基因/0TF$!内参"引物序列见

表!)在荧光定量T,R仪上进行变性*退火*延伸&反

应条件为$?(m##'9&&'m##'9&?(m#(9#$'个循

环)应用分析软件R7;78=W./.处理所得数据#"f22,;

法计算目的基因+ROL相对表达水平)

表1!c87CP>8引物序列

7'EK,1!P:#<,:9A?:c87CP>8

W./. \78G4819.@2./A.!(w=#w" R.H.89.9.@2./A.!(w=#w"

/0TF$ W,L,,WB,LLWW,BWLWLL, BWWBWLLWL,W,,LWBWWL

BC:./A7>>40./ ,BWW,B,,,LL,L,BW,,LL,WB, B,,BBBWWWBBBW,LL,WWLBBWB

L008.A4/ ,B,L,BW,,,LL,BL,,, ,L,WLBW,,BBB,L,,L,

1%6%3!软骨细胞中蛋白多糖的检测!实验分组同

!%#%")待T!细胞融合率达到('̂ )&'̂ 时#制备

细胞爬片$圆形盖玻片经过泡酸*高压灭菌后置于

!"孔板中#接种细胞#置于体积分数为 (̂ ,S"*

#*m恒温培养箱内培养)取'%!0甲苯胺蓝溶解

在!''+V双蒸水中#滤纸过滤杂质成分制成甲苯

胺蓝溶液)细胞爬片用体积分数为$̂ 多聚甲醛溶

液固定!(+3/#TQ5清洗"次&甲苯胺蓝溶液浸染

细胞爬片#'9#弃掉甲苯胺蓝溶液#双蒸水轻轻冲

洗&取出细胞爬片#晾干#中性树胶封片#显微镜下观

"""
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察拍照)蛋白多糖甲苯胺蓝染色可见细胞呈蓝紫

色)

1%6%N!细胞凋亡检测!实验分组同!%#%")待T!

细胞融合率达到)'̂ )?'̂ 时#使用凋亡检测试剂

盒#流式细胞术方法检测细胞凋亡)'%"(̂ 胰酶加

'%'"̂ <MBL!B+<"消化收集细胞于!'+V离心管

中&!'''8++3/离心(+3/#弃上清#预冷TQ5重悬

和洗涤#!'''8++3/离心(+3/#弃去上清&TQ5重

悬细胞#并使其浓度为!h!'& +Vf!)加入(-V

L//.E3/5=\FB,+TF和!-VTF工作液!!''-0+

+V"#室温避光染色!(+3/)细胞悬液加于(+V

流式管中#流式细胞仪测定#利用,.>>a2.9;软件进

行参数获取和资料分析)

1%6%5!细胞内RS5检测!实验分组同!%#%")待

T!细胞融合率达到*'̂ ))'̂ 时#使用,48K7EC=

J"M,\ML试剂盒检测细胞内RS5含量)弃掉细

胞培养液#TQ5清洗细胞"次&,48K7EC=J"M,\ML

工作液避光#*m孵育细胞#'+3/#移除液体#TQ5

清洗细胞"次&!'-0++V MLTF室温避光孵育

!'+3/&使用荧光显微镜直接观察#绿色荧光标识

RS5)B+<消化细胞并收集液体于离心管&细胞悬

液加于(+V流式管中#流式细胞仪测定荧光强度#

利用,.>>a2.9;软件进行参数获取和资料分析)

1%3!统计学方法

在每项实验中各样本均重复#次实验或设置#

个复孔)符合正态分布的数据采用D检验#不符合

正态分布的数据采用非参数检验#!b'%'()

/!结果

/%1!软骨细胞生长及其形态学观察

大骨节病软骨细胞生长比正常软骨细胞慢#正

常软骨细胞在接种后第?天起进入对数生长期#第

!*天后开始缓慢增殖#进入平稳期)大骨节病软骨

细胞在接种后第!!天起进入对数生长期#第!*天

后开始缓慢增殖#进入平稳期)大骨节病软骨细胞

增殖能力低于正常软骨细胞#自接种后第!#天起大

骨节病软骨细胞与正常软骨细胞数目差异有统计学

意义!T%'%'(")见图!)

图1!正常和大骨节病软骨细胞生长曲线

J#D1!7%,D:?H=%$&:*,9?A(?:<'K'(-F̂ B$%?(-:?$G=,9

"T%'%'(#nT%'%'!#H9%/78+4>A-7/187AC;.94;;-.94+.

;3+.:73/;

!!原代软骨细胞刚接种时为球形#"-后开始下

沉#!"-后开始贴壁##&-后大部分细胞贴壁#并开

始分裂增殖)此时细胞呈饱满多角形#表面颗粒少&

细胞汇合成片后#分泌一些细胞外基质#具有折光

性)一般(1左右细胞体积开始增大#向四周伸出

粗大的突起#细胞形状呈长梭形*多边形*三角形等#

细胞表面出现较多深色颗粒状分泌物)细胞密度随

着培养时间的延长缓慢增加#正常软骨细胞"周时

开始汇合#大骨节病软骨细胞生长较为缓慢#至#周

左右才能接触汇合#且大骨节病软骨细胞体积小于

正常软骨细胞)两种软骨细胞传代培养后生长明显

加快#!h!'(+Vf!
接种于"(A+"

培养瓶#!)"-大

部分细胞即可贴壁#!)"周铺满瓶底融合生长)见

图")

/%/!软骨细胞的葡萄糖代谢

结果见表")MU<U+\!"培养时#大骨节病软

图/!光学显微镜下正常和大骨节病软骨细胞形态) /̀00

J#D/!L?:<'K'(-F̂ B$%?(-:?$G=,9&(-,:=%,?@=#$'K<#$:?9$?@,T /̀00

L#Q$T83+48C/78+4>!L"4/1XQM!Q"A-7/187AC;.9A2>;28.1D78!"-&,#M$T83+48C/78+4>!,"4/1XQM!M"A-7/187AC;.9A2>;28.1

D78"G..I9

#""



四川大学学报!医学版" 第$?卷

表/!不同时间点软骨细胞培养液中的葡萄糖质量浓度"!̀ 106<D"Y"#)#\$

7'EK,/!7%,$?($,(=:'=#?(9?ADK&$?9,#(-#AA,:,(=$&K=&:,<,-#&<9$?(-#=#?(,-EG=#<,"!̀ 106<D"Y"#)#\$

B3+.+- )
MU<U+\!"

O78+4> XQM
T

MU<U+-30-0>2A79.

O78+4> XQM
T

' & #%"'e' #%"'e' ('%'( $%('e' $%('e' ('%'(

"$ & "%?'e'%"# "%)(e'%"! ('%'( #%)&e'%"' #%?(e'%!? ('%'(

$) & "%*?e'%!) "%($e'%"& %'%'( #%&"e'%!? #%&*e'%"* ('%'(

*" & "%((e'%"$ "%#'e'%!? %'%'( #%!*e'%"& #%"(e'%"# ('%'(

?& & "%!"e'%"' !%*)e'%"( %'%'( "%(*e'%!) "%((e'%"( ('%'(

骨细胞在培养$)-及以后对葡萄糖的代谢多于正

常软骨细胞!T%'%'("#而高糖培养时不同时点大

骨节病软骨细胞和正常软骨细胞对于葡萄糖的代谢

量基本相同!T('%'(")

/%6!高糖对软骨细胞外基质!#型胶原和蛋白多

糖"表达的影响

由图#可见#正常条件!MU<U+\!"培养"下#

大骨节病软骨细胞/型胶原和蛋白多糖的 +ROL

表达与正常软骨细胞表达量的比值分别为'%&&

!Tb'%'!("和'%*$!Tb'%'"#"&高糖培养条件下#

大骨节病软骨细胞/型胶原和蛋白多糖的 +ROL

表达量与正常软骨细胞表达量的比值分别为'%&'

!T%'%''!"和'%*!!Tb'%'!""#即高糖增大了这

两个基因在大骨节病软骨细胞和正常软骨细胞中的

表达差异)

图6!软骨细胞#型胶原和蛋白多糖<8L;的表达

J#D6!7%,<8L;,U@:,99#?(K,*,K9?A=G@,#$?KK'D,('(-'DD:,$'(#(

$%?(-:?$G=,9

"T%'l'(#""T%'%''!

!!甲苯胺蓝染色结果显示!图$"#正常培养基和

高糖培养基两种环境下#大骨节病软骨细胞中甲苯

胺蓝染色程度均低于正常软骨细胞&对于大骨节病

软骨细胞和正常软骨细胞#在正常培养基培养环境

中甲苯胺蓝染色程度均高于高糖培养环境)这与蛋

白多糖在+ROL水平的表达一致)

/%3!高糖对软骨细胞凋亡的影响

流式细胞术检测结果表明#MU<U+\!"培养

下#大骨节病软骨细胞总凋亡率为"'%)$̂ #正常软

骨细胞总凋亡率为$%'#̂ #大骨节病软骨细胞凋亡

图3!软骨细胞蛋白多糖的表达)甲苯胺蓝染色! /̀00!!!图N

细胞内8Q"的>':E?UGCX/B>JB;荧光染色) /̀00

J#D3!7%,,U@:,99#?(?A'DD:,$'(#($%?(-:?$G=,9T7?K&#-#(,EK&,

9='#(#(D! ` /00 ! ! ! J#D N ! O(=:'$,KK&K': 8Q" K,*,K#(

$%?(-:?$G=,9T>':E?UGCX/B>JB;9='#(#(D! /̀00

L#,$O78+4>A-7/187AC;.9&Q#M$XQMA-7/187AC;.9&L#Q$

MU<U+\!"&,#M$MU<U+-30-0>2A79.

$""
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率较高!T%'%''!"&高糖培养后两种软骨细胞的凋

亡率均增加#分别为"*%((̂ 和!'%("̂ #大骨节病

软骨细胞凋亡率仍较高!Tb'%''#"&且高糖培养下

两种软骨细胞的凋亡率均高于MU<U+\!"培养下

的细胞凋亡率!T%'%'(")

/TN!高糖对软骨细胞8Q"产生的影响

,48K7EC=J"M,\ML荧光染色图片中#蓝色荧

光为MLTF荧光#标识细胞核#绿色荧光为M,\荧

光#标识RS5)荧光探针检测细胞内RS5显示!图

("#L*Q*,*M各组的M,\荧光依次增强#即RS5

含量依次增多)在正常培养和高糖培养条件下#大

骨节病软骨细胞中的RS5含量均高于正常软骨细

胞#且分别为正常软骨细胞的!%*'倍!Tb'%'")"

和!%#*倍!Tb'%'"$"&高糖培养增加软骨细胞中

RS5的含量#正常软骨细胞和大骨节病软骨细胞中

RS5含量分别增加至正常培养时的!%(!倍!Tb

'l'#*"和!%""倍!Tb'%'$!")

6!讨论

本研究结果显示#大骨节病中葡萄糖代谢异常

影响软骨细胞功能)体外培养的大骨节病软骨细胞

生长速度和增殖能力均低于正常软骨细胞!T%

'l'("#反映了大骨节病软骨细胞中细胞代谢能力下

降)MU<U+\!"培养时#大骨节病软骨细胞对于

葡萄糖的代谢量明显多于正常软骨细胞!T%

'l'("&高糖干预培养时#大骨节病和正常软骨细胞

在高糖环境中对葡萄糖的代谢本应延缓正常培养下

的趋势!即大骨节病软骨细胞的葡萄糖代谢量多于

正常软骨细胞"#但两者的代谢量却基本相同!T(

'l'(")此结果说明#相比正常软骨细胞#大骨节病

软骨细胞对于外环境中葡萄糖质量浓度变化的适应

性调控能力降低)软骨细胞处于无氧环境#葡萄糖

是其主要的能源物质#为软骨细胞细胞外基质合成

和细胞内环境稳定提供能源
-(.)当葡萄糖代谢发生

紊乱时#必将影响软骨细胞的功能)

葡萄糖及其衍生的糖类!如硫酸氨基葡萄糖"在

软骨的发育*稳定*修复和重塑中具有重要作用#糖

代谢的紊乱必将引起软骨组织及软骨细胞功能的改

变)微环境中葡萄糖质量浓度的改变会对作为软骨

细胞结构基础的细胞外基质产生影响)大骨节病关

节软骨表层已经发生软骨细胞的1去分化2和细胞外

基质降解#以/型胶原合成减少和新合成.和3型

胶原为特点#同时伴随蛋白多糖的降解-& *.)本研

究亦显示#大骨节病软骨细胞中蛋白多糖和/型胶

原的表达低于正常软骨细胞&高糖干预后#大骨节病

软骨细胞/型胶原和蛋白多糖的表达量进一步下

降)因此得出#大骨节病软骨细胞中葡萄糖的堆积

对于/型胶原和蛋白多糖具有毒性作用#可以阻碍

两者的合成或加速两者的丢失)/型胶原合成不足

或降解丢失后#其网状结构被破坏#无法阻挡蛋白多

糖聚合大量水而产生的膨胀力量#关节软骨组织出

现肿胀#肿胀的软骨对负荷的承受力显著下降)

许多细胞类型中都可见葡萄糖的转运和代谢修

饰与程序性细胞死亡有关)本研究证实#紊乱的葡

萄糖代谢和细胞凋亡有关#不论是对于正常软骨细

胞还是大骨节病软骨细胞#高糖均可诱导细胞凋亡)

同样有研究证实#高糖通过氧化应激途径诱导细胞

凋亡
-) ?.)葡萄糖可通过以下几条途径诱导细胞的

凋亡$!葡萄糖代谢障碍或剥离使得LBT衰竭#轻

微的LBT衰竭激活线粒体途径的细胞死亡#严重

的LBT衰竭就会导致细胞坏死
-!'.&"葡萄糖代谢

障碍或剥离导致氧化应激&#糖代谢通过缺氧诱导

因子!JF\"=!0诱导:(#信号通路的细胞死亡
-!!.)

软骨细胞死亡已是公认的骨关节病中细胞外基质障

碍的重要影响因素#也是大骨节病的重要病理特征

和发病机制)

紊乱的糖代谢与RS5的产生以及氧化应激有

关
-!".#高糖环境下#RS5产物的含量增多)一方面#

高糖使得运送进细胞的代谢底物增多#物质的过负

荷压制电子传递链#线粒体氧化磷酸化解耦联过程

失衡#线粒体去极化产生大量的RS5&另一方面#高

糖条件下线粒体的形态变化是高糖产生RS5过负

荷的另一个途径
-!# !(.)暴露于高糖环境中#线粒体

被裂变遭受快速的碎片化#呼吸链活性提高#线粒体

去极化#诱导产生更多的RS5
-!&.)RS5本身也是

一种凋亡启动信号)另外#高糖暴露产生过量的

RS5对于软骨细胞的毒性作用还体现在RS5对于

软骨细胞蛋白多糖和胶原蛋白降解的诱导#以及软

骨组织的老化方面)

综上所述#大骨节病中紊乱的糖代谢影响软骨

细胞功能#抑制大骨节病软骨细胞表达/型胶原和

蛋白多糖#并增加细胞凋亡和氧化应激反应)上述

结果为了解大骨节病软骨损伤的机制提供了有力的

依据)
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