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摘要　 目的　 建立过度复制诱导原代小鼠软骨细胞衰老模

型及小鼠自然衰老模型，研究 ＫＡＴ７ 在软骨细胞及组织衰老

中的作用。 方法　 二型胶原酶消化法获取小鼠膝关节软骨

细胞，使用甲苯胺蓝染色及 Ｃｏｌ Ⅱ染色鉴定小鼠软骨细胞；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和细胞免疫荧光法检测不同代次小鼠软骨细胞

衰老信号相关蛋白及 ＫＡＴ７ 表达水平，ＳＡ⁃β⁃Ｇａｌ 染色确定细

胞衰老情况。 取 ２２ 月龄老龄小鼠与 ２ 月龄年轻小鼠关节

ＨＥ 染色、番红 Ｏ⁃固绿染色比较小鼠关节病理情况；免疫组

化观察小鼠关节组织中 ＫＡＴ７ 和 ｐ５３ 的表达情况。 结果 　
与对照组相比，衰老的小鼠软骨细胞 ＫＡＴ７ 蛋白及 ｐ２１、ｐ５３
表达水平显著升高，ＫＡＴ７ 抑制剂 ＷＭ⁃３８３５ 可抑制衰老软骨

细胞 ＫＡＴ７ 和 ｐ２１ 的蛋白表达。 ＳＡ⁃β⁃Ｇａｌ 染色可见，第八代

（Ｐ８）较第一代（Ｐ１）软骨细胞阳染明显增加。 与年轻小鼠软

骨组织相比，老龄小鼠软骨组织呈现近骨性分布，软骨表面

完整性降低，肥大软骨细胞数量显著增多，ＫＡＴ７ 和 ｐ５３ 细胞

阳染增加。 结论　 ＫＡＴ７ 在软骨细胞衰老模型及老龄小鼠软

骨组织中表达升高，提示 ＫＡＴ７ 可能与软骨细胞衰老相关。
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　 　 骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是一种与衰老相关

的关节退行性疾病，是世界范围内常见的致残性疾

病，临床缺少有效治疗药物。 ＯＡ 的发展不仅与炎

症或软骨基质的合成和降解失衡有关，关节组织中

衰老细胞数量的增加也发挥着重要作用；年龄相关

的线粒体功能障碍与氧化应激也可诱导关节组织细

胞衰老［１ － ２］。 尽管 ＯＡ 的确切机制不明，但衰老的

一些特征在 ＯＡ 疾病进程中发挥重要作用。 细胞衰

老是衰老的标志之一，衰老细胞表达衰老生物标志

物 ｐ５３ 和 ｐ２１，并表现出衰老相关的 β⁃半乳糖苷酶

活性增加［３］。 基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 的全基因组筛选

确定赖氨酸乙酰转移酶 ７（ ｌｙｓｉｎｅ ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ７，
ＫＡＴ７ ／ ＨＢＯ１） 是细胞衰老的驱动因素［４］。 有研

究［５ － ６］证实，软骨细胞衰老与 ＯＡ 疾病发展进程密

切相关，深入阐明 ＫＡＴ７ 是否参与软骨细胞衰老对

于了解 ＯＡ 病理机制具有重要作用。 该研究拟建立

过度复制诱导原代小鼠软骨细胞衰老模型及小鼠自

然衰老模型，研究 ＫＡＴ７ 在软骨细胞及软骨组织衰

老中的作用，为治疗或预防 ＯＡ 提供新的思路。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验动物　 雌性 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠购于

安徽省实验动物中心［许可证号：ＳＣＸＫ（皖）２０２０⁃
００１］，饲养于 ＳＰＦ 环境设施中 ［许可证号： ＳＹＸＫ
（皖）２０２０⁃００１］，自由饮食；对照组（１３ ～ １５ ｇ）、实验

组（２２ ～ ２４ ｇ）各 ７ 只。
１． １． ２　 主要试剂　 Ⅱ型胶原酶购自美国 Ｓｉｇｍａ 公

司；小鼠超敏二步法免疫组化检测试剂购自中杉金

桥；β⁃ａｃｔｉｎ 抗体购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司；ＫＡＴ７ 抗体、
ｐ２１ 抗体购自美国 Ａｂｃａｍ 公司；ｐ５３ 抗体购自武汉

三鹰生物技术有限公司；ＳＡ⁃β⁃Ｇａｌ 染色试剂盒购自

碧云天生物技术有限公司。
１． １． ３　 主要仪器　 激光共聚焦显微镜（型号：徕卡

ＴＣＳ ＳＰ８）、组织原位细胞扫描分析仪（型号：Ｐａｎ⁃
ｎｏｒａｍｉｃ ＭＩＤＩ） 购于济南丹吉尔电子有限公司。
１． ２　 实验方法

１． ２． １ 　 软 骨 细 胞 的 分 离 与 培 养 　 从 １０ 日龄

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 幼鼠的膝骨软骨中分离出原代软骨细胞。
将小鼠 ＣＯ２ 梯度处死后，无菌条件下获取双侧股骨

及胫骨软骨，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，剪碎为 １ ｍｍ３ 左右的软

骨碎片后用巴氏吸管转移至 １５ ｍｌ 离心管中，离心

去除上层 ＰＢＳ，用 １％二型胶原酶重悬，３７ ℃消化 ６
ｈ 后用 ２２ μｍ 细胞滤器过滤消化液，离心弃上清液，
加入 １０％血清的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基重悬细胞，后将

细胞悬液转移至预先加有培养基的 ２５ ｃｍ２ 的培养

瓶中 ３７ ℃培养。 小鼠软骨细胞培养在添加有 １０％
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胎牛血清的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基中，培养条件为 ３７
℃、５％ ＣＯ２。
１． ２． ２　 软骨细胞的鉴定　 以甲苯胺蓝染色与二型

胶原（Ｃｏｌ Ⅱ）免疫荧光染色进行软骨细胞鉴定。 采

用细胞爬片技术，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。
复温后滴加荧光二抗，室温下孵育 ２ ｈ，ＤＡＰＩ 染色 ８
ｍｉｎ，滴加抗荧光淬灭剂，指甲油封片。 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． ２． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测软骨细胞衰老信号蛋白

ｐ５３、ｐ２１ 及 ＫＡＴ７ 的表达 　 收集第八代软骨细胞

（Ｐ８）及加入 ＷＭ⁃３８３５ 干预的 Ｐ８ 软骨细胞，提取细

胞总 蛋 白， 电 泳、 转 膜、 封 闭， 分 别 加 入 ＫＡＴ７
（１ ∶ １ ０００）、ｐ５３（１ ∶ １ ０００）、ｐ２１（１ ∶ １ ０００）等一抗

孵育 过 夜； 分 别 加 二 抗 （ ＫＡＴ７ 与 ｐ２１ 为 兔 抗

１ ∶ １０ ０００；ｐ５２ 为鼠抗１ ∶ １ ０００） ３７ ℃ 孵育 ２ ｈ，洗
膜，显影。 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析灰度值并进行统计分

析。
１． ２． ４　 免疫荧光检测软骨细胞 ＫＡＴ７ 的表达 　 收

集 Ｐ８ 软骨细胞及加入 ＷＭ⁃３８３５ 干预的 Ｐ８ 软骨细

胞，多聚甲醛固定，免疫染色通透液（ＴｒｉｔｉｏｎＸ⁃１００）
通透，使用与二抗相同来源的宿主血清封闭后加

ＫＡＴ７（１：５００）一抗过夜；次日弃去一抗加入兔荧光

二抗（１ ∶ ２００）孵育 ２ ｈ，ＤＡＰＩ 染色 ８ ｍｉｎ，滴入抗荧

光淬灭剂，指甲油封片。
１． ２． ５　 病理学检测　 取经 １０％福尔马林室温固定

的软骨组织，脱钙后，石蜡纵向包埋，切片后进行

ＨＥ ，番红 Ｏ⁃固绿染色，镜下观察组织病理学改变。
１． ２． ６　 免疫组织化学方法检测 ｐ５３、ＫＡＴ７ 在软骨

组织样本中的表达水平　 软骨组织样本经处理后，
脱钙包埋切片，分别用乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｄｉａｍ⁃
ｉｎｅ ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）抗原修复液和 ３％过氧化

氢进行抗原修复并阻断内源性过氧化物的干扰，加
入 ＫＡＴ７（１ ∶ ２００）、ｐ５３ （１ ∶ ５００）一抗 ４ ℃ 孵育过

夜，第 ２ 天室温复温后 ＰＢＳ 洗涤，按照通用二步法

免疫组化试剂盒（ＰＶ⁃９０００）中说明书步骤：加入一

抗增强液孵育 ３０ ｍｉｎ，增强酶标山羊抗小鼠 ／兔 ＩｇＧ
聚合物室温孵育 ２０ ｍｉｎ，加入适量新鲜配制的 ＤＡＢ
显色液约 ３ ｍｉｎ，苏木精复染后封片并在波片扫描仪

下观察。
１． ３　 统计学处理 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ （９. ０ 版） 进行

统计分析。 数值结果以 �ｘ ± ｓ 表示，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。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 软骨细胞的形态学观察　 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，可见成簇现象。
２． ２　 软骨细胞的鉴定　 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；Ⅱ型胶

原（ Ｃｏｌ Ⅱ）免疫荧光染色阳性软骨细胞可见细胞

均有红色阳染情况（图 １）。

图 １　 小鼠软骨细胞鉴定 × １００
Ａ：甲苯胺蓝染色；Ｂ：Ｃｏｌ Ⅱ染色

２． ３　 过度复制对小鼠软骨细胞 ｐ５３、ｐ２１ 及 ＫＡＴ７
蛋白表达的影响及染色结果 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显

示（图 ２），与第一代（Ｐ１）软骨细胞相比， Ｐ８ 软骨细

胞 ｐ５３、ｐ２１ 及 ＫＡＴ７ 的蛋白表达水平升高，差异有

统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ＳＡ⁃β⁃Ｇａｌ 染色可见，Ｐ８ 软

骨细胞中 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 阳性的软骨细胞数高于对照组

（图 ３）。
２． ４　 ＷＭ⁃３８３５ 对 Ｐ８ 软骨细胞 ＫＡＴ７ 和 ｐ２１ 表达

的影响　 结果显示，Ｐ８ 软骨细胞 ＫＡＴ７ 蛋白表达量

明显升高， １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＷＭ⁃３８３５ 作用 ４８ ｈ 可降低

ＫＡＴ７ 和 ｐ２１ 的蛋白表达，差异有统计学意义（图
４）。 细胞免疫荧光结果也表明，与 Ｐ１ 软骨细胞相

比，Ｐ８ 软骨细胞 ＫＡＴ７ 荧光强度（红色）增强，ＷＭ⁃
３８３５ 体外可降低 ＫＡＴ７ 荧光强度（图 ５）。
２． ５　 不同年龄软骨组织的病理变化　 显微镜下检

查可见，年轻小鼠软骨组织中无异常分化细胞，软骨

细胞分布较均匀，大小和形态一致；老龄小鼠软骨组

织呈现近骨性分布，软骨细胞数量减少，空泡化明

显，软骨表面完整性降低，关节表面不平整（图 ６）。
２． ６　 不同年龄小鼠软骨组织中 ＫＡＴ７ 和 ｐ５３ 的表

达　 免疫组化法检测年轻小鼠（２ 月龄）与老龄小鼠
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图 ２　 过度复制软骨细胞衰老蛋白及 ＫＡＴ７ 的影响

与 Ｐ１ 比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 过度复制软骨细胞　 ＳＡ⁃β⁃Ｇａｌ 染色 × ４０
Ａ：Ｐ１ 软骨细胞；Ｂ：Ｐ８ 软骨细胞；蓝色：衰老阳染细胞；箭头：代

表性细胞

（２２ 月龄）软骨组织 ＫＡＴ７ 和 ｐ５３ 表达水平，结果显

示 ２２ 月龄小鼠软骨组织中 ＫＡＴ７ 和 ｐ５３ 表达水平

相比于 ２ 月龄明显升高。

３　 讨论

　 　 细胞衰老是衰老的标志之一，软骨细胞在衰老

的过程中具有许多衰老细胞的特征。 衰老细胞的慢

性积累与年龄相关的疾病有关，其中骨性关节炎是

一种常见的关节疾病，晚期骨性关节炎患者的软骨

中大量存在衰老细胞。 尽管当软骨细胞衰老而停止

分裂时，它们仍然保持代谢活性，分泌多种炎症细胞

因子、趋化因子、生长因子和许多更可溶和不可溶的

蛋白酶，这些蛋白酶被称为衰老相关分泌表型

（ＳＡＳＰ）；ＳＡＳＰ 改变组织微环境，影响周围细胞和组

织炎性因子浸润，进而促进关节炎的发生［７］。
ＫＡＴ７（ＨＢＯ１ 或 ＭＹＳＴ２）是一种乙酰化 Ｈ３ 和

Ｈ４ 组蛋白的组蛋白乙酰转移酶；它由一个 Ｎ⁃末端

结构域和一个 Ｃ⁃末端 ＭＹＳＴ 结构域组成，这是乙酰

辅酶 ａ 结合和乙酰化所必需的［８］。 ＨＢＯ１ 在调节许

多关键的细胞行为和生理功能方面至关重要，包括

基因转录、蛋白质泛素化、免疫调节、干细胞多能性、
自我更新维持和胚胎发育等。 已有研究［４］ 证实，
ＫＡＴ７ 是人间充质前体细胞衰老的有力驱动因素，
对于肝细胞和人间充质前体细胞衰老具有明显的促

进作用，使用 ＫＡＴ７ 抑制剂 ＷＭ⁃３８３５ 可延缓肝细胞

和人间充质前体细胞的衰老；ＫＡＴ７ 还是 ＭＳＣｓ 衰老

的驱动因素，有文献［９］ 通过体外研究发现衰老

ＭＳＣｓ 中 ＫＡＴ７ 表达量上升，且 β⁃胡萝卜素可通过调

节 ＫＡＴ７ ⁃ Ｐ１５ 信号轴抑制衰老。 ＯＡ 是一种与年龄

图 ４　 ＷＭ⁃３８３５ 抑制对衰老软骨细胞 ＫＡＴ７ 及 ｐ２１ 表达的影响（ｎ ＝ ３）

与 Ｐ８ 比较： ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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图 ５　 ＷＭ⁃３８３５ 体外对 Ｐ８ 软骨细胞 ＫＡＴ７ 荧光强度的影响 × ４００
Ａ： Ｐ１ 软骨细胞；Ｂ：Ｐ８ 软骨细胞；Ｃ：Ｐ８ 软骨细胞 ＋ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＷＭ⁃３８３５；１：ＤＡＰＩ；２：ＫＡＴ７；３：Ｍｅｒｇｅ；蓝色：ＤＡＰＩ 染色；红色：ＫＡＴ７ 阳性染色

图 ６　 不同年龄软骨组织的病理变化 × １００
Ａ：ＨＥ 染色；Ｂ：番红 Ｏ⁃固绿染色；１：２ 月龄；２：２２ 月龄

相关性极高的关节疾病，软骨组织和软骨细胞是否

发生衰老过程，ＫＡＴ７ 是否参与了软骨组织衰老，尚
未见文献报道。

本研究中，与 Ｐ１ 小鼠原代软骨细胞相比，Ｐ８ 软

骨细胞的 ｐ５３、 ｐ２１ 和 ＫＡＴ７ 蛋白表达水平升高，
ＳＡ⁃β⁃Ｇａｌ 也显示阳染增多；ＷＭ⁃３８３５ 作为一种 ＫＡＴ７

图 ７　 不同年龄小鼠软骨中的 ＫＡＴ７ 和 ｐ５３ 的表达 × １００
Ａ：ＫＡＴ７ 染色；Ｂ：ｐ５３ 染色；１：２ 月龄；２：２２ 月龄

抑制剂，可结合在 ＫＡＴ７ 乙酰辅酶 Ａ 的结合位点上

使 ＫＡＴ７ 失活［１０］，体外使用 ＷＭ⁃３８３５（１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）
可以降低 Ｐ８ 软骨细胞中 ＫＡＴ７ 和衰老标志物 ｐ２１
的表达。 这些结果提示，Ｐ８ 软骨细胞产生了“复制

性衰老”， ＫＡＴ７ 在小鼠软骨细胞衰老模型中发挥促

进作用。 比较不同年龄小鼠的关节组织显示，与年

·６９２· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４；５９（２）



轻小鼠相比，老龄小鼠软骨组织呈现近骨性分布，空
泡化严重，软骨表面完整性降低，ｐ５３ 和 ＫＡＴ７ 表达

明显上调，提示 ＫＡＴ７ 与老龄小鼠的软骨组织衰老

密切相关。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和细胞免疫荧光确定在衰

老软骨细胞中 ＫＡＴ７ 表达升高；在衰老小鼠软骨组

织切片中使用免疫组化和免疫荧光的方法同样证明

与年轻小鼠相比，衰老小鼠软骨组织中 ＫＡＴ７ 表达

上调，说明 ＫＡＴ７ 与衰老息息相关。
　 　 综上所述，本研究在成功建立小鼠原代软骨细

胞产生复制性衰老模型及小鼠自然衰老模型的基础

上，明确了 ＫＡＴ７ 在软骨细胞衰老过程中的作用，
ＫＡＴ７ 或可成为软骨衰老新的标志物。
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