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姜黄素可能通过上调 Ｐｒｄｘ６ 蛋白表达抑制软骨细胞铁死亡
陈　 凡１，２，周富丽１，２，陈　 勇２，付万进２，周仁鹏２，胡　 伟２，鲁　 超１，３

摘要　 目的　 探究姜黄素（Ｃｕｒ）调控过氧化物酶 ６（Ｐｒｄｘ６）
蛋白表达在抑制 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 人正常软骨细胞系铁死亡中的作用

及可能机制。 方法 　 番红固绿和 ＨＥ 染色观察骨关节炎

（ＯＡ）大鼠膝关节病理学改变。 免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法
分析检测 Ｐｒｄｘ６、ＧＰＸ４ 蛋白在 ＯＡ 软骨组织中的表达。 用不

同浓度 Ｃｕｒ 处理 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞系，噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测

细胞活力，乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）检测细胞毒性。 流式细胞术检

测软骨细胞中脂质活性氧（ＲＯＳ）的产生，总谷胱甘肽（ＧＳＨ）
检测试剂盒检测软骨细胞中 ＧＳＨ 含量。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测

软骨细胞中 Ｐｒｄｘ６ 和铁死亡相关蛋白的表达。 分子对接技

术探究 Ｃｕｒ 分子与 Ｐｒｄｘ６ 蛋白之间的相互作用。 结果 　 ＯＡ
发病进程中，ＯＡ 大鼠和 ＯＡ 患者出现软骨损伤、软骨细胞数

量减少等病理学改变。 与正常人相比，ＯＡ 患者软骨组织中

Ｐｒｄｘ６、ＧＰＸ４ 蛋白表达降低。 进一步研究显示 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ｃｕｒ 可以抑制铁死亡诱导剂（Ｅｒａｓｔｉｎ）诱导的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细

胞系铁死亡，提高细胞活力，降低细胞毒性，抑制脂质 ＲＯＳ
的产生，提高细胞内 ＧＳＨ 含量，并增加 Ｐｒｄｘ６、 ＳＬＣ７Ａ１１、
ＦＴＨ、 ＧＰＸ４ 蛋白表达，降低 ＡＣＳＬ４ 蛋白表达。 此外，Ｃｕｒ 分
子与 Ｐｒｄｘ６ 蛋白分子对接过程中存在范德华力和 π 键相互

作用。 结论 　 姜黄素可能通过上调 Ｐｒｄｘ６ 蛋白表达抑制

Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞系铁死亡。
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　 　 骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是一种以软骨损伤

为主的常见关节疾病，其特征是关节软骨细胞外基

质（ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ， ＥＣＭ）降解、关节软骨退化

和骨赘的形成［１ － ２］。 铁死亡是一种铁离子依赖的，
以脂质活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ）累积，
线粒体皱缩为主要标志的新型程序性细胞死亡方

式，许多抑制或缓解脂质过氧化的药物均可抑制铁

死亡［３］，从而能够有效干预疾病的发展，因此成为

当前研究的热点。 姜黄素（ｃｕｒｃｕｍｉｎ，Ｃｕｒ）具有抗氧

化、抗菌以及与非甾体类抗炎药物类似的抗炎活性，
已经广泛应用于 ＯＡ 的治疗中［４］。 Ｃｕｒ 的抗氧化作

用与多种信号通路有关［５］，研究报道［６］ Ｃｕｒ 在调控

过氧化物酶 ６（ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ６，Ｐｒｄｘ６）表达在抑制内

质网应激和线粒体凋亡中发挥重要作用，但其在软

骨细胞铁死亡中的作用及机制目前尚不清楚。
Ｐｒｄｘ６ 作为过氧化物还原酶家族的一员，是发挥抗

氧化应激与维持细胞磷脂平衡的关键蛋白［７］。 因

此，本研究旨在探讨 Ｃｕｒ 调控 Ｐｒｄｘ６ 蛋白表达在抑

制软骨细胞铁死亡过程中的作用及可能的机制，为
ＯＡ 的防治提供新的靶点与策略。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 细胞株及实验动物　 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 人正常软骨细

胞系，由 ＡＴＣＣ 公司提供；ＳＤ 大鼠 ２０ 只，雄性，体质

量 １６０ ～ １８０ ｇ，鼠龄 ６ ～ ８ 周，由济南朋悦实验动物

繁育有限公司提供，合格证号：ＳＣＸＫ（鲁）２０１９０００３。
于温度（２２ ± ３）℃，湿度 ４０％ ～ ７０％ 条件下 １２ ｈ 光

·６０１２· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｄｅｃ；５８（１２）



照 １２ ｈ 黑暗交替饲养。
１． １． ２　 人膝关节软骨组织样本　 ２０１９ 年—２０２１ 年

临床收集正常人（５ 例）和 ＯＡ 患者（５ 例）置换下来

的膝关节软骨组织标本，排除因有膝关节感染性疾

病、类风湿性关节炎等其他疾病进行膝关节置换的

软骨标本。 本研究通过安徽理工大学生物医学研究

伦理委员会审核（伦理批号：２０２１０２０）。
１． １． ３ 　 药品和试剂 　 Ｃｕｒ（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司，货号：０８５１１）；Ｅｒａｓｔｉｎ（美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ 生物科技有

限公司，货号：Ｓ７２４２）；胎牛血清（ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，
ＦＢＳ） （美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 生命技术有限公司，货号：
Ｃ０２３５）；ＤＭＥＭ 高糖培养基（以色列 ＢＩ 生物科技公

司，货号：０６⁃１０５５⁃５７⁃１ＡＣＳ）；乳酸脱氢酶 （ ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）检测试剂盒（瑞士 Ｈｏｆｆｍａｎｎ⁃Ｌａ
Ｒｏｃｈｅ 有限责任公司，货号：１１６４４７９３００１）；噻唑蓝

（ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｂｌｕｅ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ） （上海碧云

天生物技术有限公司，货号：ＳＴ１５３７）；ＢＯＤＩＰＹ ５８１ ／
５９１ Ｃ１１ 荧光探针（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 生命技术有限公

司，货号：Ｄ３８６１）；总谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）检
测试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司，货号：
Ｓ００５２）；抗 ＳＬＣ７Ａ１１ 抗体（英国 ａｂｃａｍ 公司，货号：
ａｂ３０７６０１）；抗 ＧＰＸ４ 抗体（英国 ａｂｃａｍ 公司，货号：
ａｂ１２５０６６）；抗 Ｐｒｄｘ６ 抗体（江苏亲科生物研究中心

有限公司，货号：ＤＦ６７６５）；抗 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（北京中

杉金桥生物技术有限公司，货号：ＴＡ⁃０９）；抗 ＡＣＳＬ４
抗体（美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚｅ 公司，货号：ｓｃ⁃３６５２３０）；抗
ＦＴＨ 抗体（美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚｅ 公司，货号：ｓｃ⁃３７６５９４）。
１． １． ４　 仪器　 电泳仪（型号：ＥＰＳ ６００，上海天能电

子有限公司）；ＣＯ２ 培养箱（型号：３７１Ｓｔｅｒｉ⁃Ｃｙｃｌｅ，美
国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 科技公司）；酶标仪（型号：８００ＴＳ，
美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 科技公司）；流式细胞仪（型号：
ＣｙｔｏＦＬＥＸ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 科技公司）；倒置荧光

显微镜（型号：ＡｘｉｏＶｅｒｔ． Ａ１，德国 Ｃａｒｌ Ｚｅｉｓｓ 股份公

司）；超低温冰箱（型号：ＤＷ⁃８６Ｌ６２６，青岛海尔股份

有限公司）；化学发光分析仪（型号：ＦＩＮＥＤＯ Ｘ６，上
海天能电子有限公司）；离心机（型号：Ｎｏ． ５４１７Ｒ，
德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 股份公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 膝关节软骨组织染色

１． ２． １． １　 ＯＡ 大鼠模型的建立及组织切片 　 ２０ 只

ＳＤ 大鼠随机分为 ２ 组：正常大鼠组、ＯＡ 大鼠模型

组。 采用左膝前交叉韧带切除术 ＋内侧半月板摘除

术建立左膝 ＯＡ 模型。 取材后膝关节组织样本经

４％多聚甲醛固定，１０％ ＥＤＴＡ 溶液脱钙后进行组织

浸蜡、包埋、切片。 人膝关节软骨组织切片同大鼠。
１． ２． １． ２　 Ｓａｆｒａｎｉｎ Ｏ ／ Ｆａｓｔ Ｇｒｅｅｎ 染色　 大鼠膝关节

切片脱蜡水化后，按常规方法进行 Ｓａｆｒａｎｉｎ Ｏ ／ Ｆａｓｔ
Ｇｒｅｅｎ 染色，倒置荧光显微镜拍照保存。
１． ２． １． ３　 ＨＥ 染色　 大鼠膝关节切片脱蜡水化后，
按常规方法进行 ＨＥ 染色，倒置荧光显微镜拍照保

存。
１． ２． １． ４　 免疫组织化学染色　 大鼠和人软骨组织

切片脱蜡水化后孵育 Ｐｒｄｘ６ 和 ＧＰＸ４ 蛋白一抗（１ ∶
５０）过夜，３７ ℃孵育二抗（１ ∶ １５０） ３０ ｍｉｎ，ＤＢＡ 显

色 ３ ｍｉｎ，苏木精溶液复染 ２ ｍｉｎ，脱水封片后显微镜

下观察。
１． ２． ２　 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞系培养和传代　 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软

骨细胞系用含有 １０％胎牛血清和 １％双抗的 ＤＭＥＭ
培养基，在含有 ５％ ＣＯ２，温度为 ３７ ℃的条件下培

养，观察细胞贴壁情况至达到对数增长期， 用

０. ２５％胰酶进行消化传代分组，分为：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、
Ｅｒａｓｔｉｎ 组、Ｃｕｒ 组、Ｅｒａｓｔｉｎ ＋ Ｃｕｒ 组。
１． ２． ３　 ＭＴＴ 法检测细胞活力　 按 １. ２. ２ 项中分组

情况，在 ９６ 孔板中用 ２. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ 和不同浓

度 Ｃｕｒ （０、０. ３１２、０. ６２５、１. ２５、２. ５、５、１０、２０ 和 ４０
μｍｏｌ ／ Ｌ）分别处理 Ｅｒａｓｔｉｎ 组、Ｃｕｒ 组和 Ｅｒａｓｔｉｎ ＋ Ｃｕｒ
组的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞系 ８ ｈ，显微镜下观察细胞死

亡数量至 ５０％ 时，每孔加入 ＭＴＴ 检测液，孵育 ４ ｈ
后加入二甲基亚砜溶解，酶标仪选定波长 ４９０ ｎｍ 和

５７０ ｎｍ，测定吸光度值计算细胞活力，确定最宜 Ｃｕｒ
加药浓度为 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ。
１． ２． ４　 ＬＤＨ 法检测细胞毒性　 按 １. ２. ２ 项中分组

情况， 在 ２４ 孔板中用 ２. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ 和 ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｃｕｒ 处理 Ｅｒａｓｔｉｎ 组、Ｃｕｒ 组和 Ｅｒａｓｔｉｎ ＋ Ｃｕｒ
组 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞系 ８ ｈ，依据罗氏 ＬＤＨ 试剂盒使

用说明书，使用酶标仪测定波长在 ４９２ ｎｍ 和 ６２０
ｎｍ 处的吸光度，确定 ＬＤＨ 的释放值。
１． ２． ５　 流式细胞术检测脂质 ＲＯＳ　 按 １. ２. ２ 项中

分组情况，在 ６ 孔板中用 ２. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ 和 ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｃｕｒ 处理 Ｅｒａｓｔｉｎ 组、Ｃｕｒ 组和 Ｅｒａｓｔｉｎ ＋ Ｃｕｒ
组 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞系 ８ ｈ。 用 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ ＢＯＤＩＰＹ
５８１ ／ ５９１Ｃ１１ 探针染色 ３０ ｍｉｎ，胰酶消化并于 １ ５００
ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃离心 ５ ｍｉｎ 收集细胞沉淀，通过流式细胞

仪进行分析，数据用 ＦｌｏｗＪｏ 软件分析。
１． ２． ６　 总 ＧＳＨ 试剂盒检测 ＧＳＨ 含量　 按 １. ２. ２ 项

中分组情况，在 ６ 孔板中用 ２. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ 和

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｃｕｒ 处理 Ｅｒａｓｔｉｎ 组、Ｃｕｒ 组和 Ｅｒａｓｔｉｎ ＋
Ｃｕｒ 组 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞系 ８ ｈ。 胰酶消化并 １ ５００
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ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离心 ５ ｍｉｎ 收集细胞沉淀，实验按碧云

天生物的试剂盒使用说明进行。
１． ２． ７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＣＳＬ４、ＳＬＣ７Ａ１１、Ｐｒｄｘ６、
ＦＴＨ、ＧＰＸ４ 蛋白表达　 按 １. ２. ２ 项中分组情况，在 ６
孔板中用 ２. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ 和 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｃｕｒ 处理

Ｅｒａｓｔｉｎ 组、Ｃｕｒ 组和 Ｅｒａｓｔｉｎ ＋ Ｃｕｒ 组 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细

胞系 ８ ｈ。 用 ＲＩＰＡ 蛋白裂解液提取软骨细胞总蛋

白，根据不同的蛋白分子量在合适的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝

胶中进行电泳（分离胶 ８０ Ｖ ３０ ｍｉｎ，浓缩胶 １２０ Ｖ
６０ ｍｉｎ）。 再转移到聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上用

５％脱脂牛奶封闭，置于抗 ＡＣＳＬ４ （１ ∶ ５００ ）、抗

ＳＬＣ７Ａ１１（１ ∶ １ ０００）、抗 ＦＴＨ（１ ∶ ５００）、抗 ＧＰＸ４（１
∶ ５００）、抗 Ｐｒｄｘ６（１ ∶ １ ０００）一抗孵育过夜，用辣根

过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山羊抗兔 ／鼠 ＩｇＧ 二抗

（１ ∶ ５００）孵育 １ｈ，配制 ＥＣＬ 混合显影液平铺在膜

表面，化学发光分析仪中显影。 使用 ＩｍａｇｅＪ 软件对

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条带进行量化。
１． ２． ８　 Ｃｕｒ 分子与 Ｐｒｄｘ６ 蛋白的分子对接　 利用分

子对接技术 Ｂｉｏｖｉａ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ２０１６ 评价 Ｃｕｒ 分
子与 Ｐｒｄｘ６ 蛋白的对接，并展示 Ｃｕｒ 分子与 Ｐｒｄｘ６ 蛋

白相互作用的二维结构。
１． ３　 统计学处理 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 进行统

计分析。 实验数据以平均值 ± 标准差（�ｘ ± ｓ）表示。
多组间差异进行单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），两组间

比较采用 ｔ 检验。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 ＯＡ 大鼠关节软骨病理染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

法检测结果　 正常大鼠和 ＯＡ 大鼠 Ｓａｆｒａｎｉｎ Ｏ ／ Ｆａｓｔ
Ｇｒｅｅｎ 病理染色结果显示，正常大鼠关节软骨表面

完整、平滑，软骨细胞排列正常、数量正常、核染正

常，软骨基质着色鲜红；ＯＡ 大鼠模型关节面糜烂、
缺损、变形，软骨结构消失，软骨层进行性丧失或者

损坏，软骨细胞数量减少、排列紊乱、有簇集现象，软
骨基质着色变浅。 ＨＥ 病理染色结果显示正常大鼠

膝关节软骨表面光滑连续、无损伤，而 ＯＡ 大鼠模型

关节软骨的形态学出现明显的改变，关节软骨表面

不连续，软骨基质损伤、断裂，软骨组织被侵蚀，关节

表面轮廓发生典型的病理改变（图 １Ａ）。 免疫组织

化学染色观察 Ｐｒｄｘ６ 和铁死亡标志物 ＧＰＸ４ 蛋白在

ＯＡ 大鼠模型中的表达，结果显示 ＯＡ 大鼠模型关节

软骨中 Ｐｒｄｘ６ 和 ＧＰＸ４ 蛋白黄染变淡（图 １Ｂ）。 以

上结果说明 ＯＡ 发病进程中存在铁死亡。
２． ２　 Ｐｒｄｘ６ 和铁死亡标志物 ＧＰＸ４ 蛋白在 ＯＡ 患

者关节软骨中的表达情况 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果

显示与正常人相比，ＯＡ 患者中 Ｐｒｄｘ６（ ｔ ＝ ３. ３８，Ｐ ＜
０. ０１）和 ＧＰＸ４（ ｔ ＝ ３. ６６，Ｐ ＜ ０. ０１）蛋白表达明显降

低（图 ２Ａ、Ｂ）。 免疫组织化学染色观察 Ｐｒｄｘ６ 和铁

死亡标志物 ＧＰＸ４ 蛋白在 ＯＡ 患者中的表达，结果

显示 ＯＡ 患者关节软骨中 Ｐｒｄｘ６ 和 ＧＰＸ４ 蛋白黄染

变淡（图 ２Ｂ）。 以上结果进一步表明 ＯＡ 发病进程

中存在铁死亡，且 Ｐｒｄｘ６ 蛋白表达的降低可能与铁

死亡有关。
２． ３　 Ｃｕｒ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞系铁

死亡细胞活力和细胞毒性的影响 　 Ｅｒａｓｔｉｎ 和不同

浓度 Ｃｕｒ 处理 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞系 ８ ｈ，通过 ＭＴＴ 法

检测细胞活力，结果显示，与 Ｅｒａｓｔｉｎ 组比较，Ｃｕｒ 能

图 １　 ＯＡ 大鼠关节软骨组织中病理改变和 Ｐｒｄｘ６、ＧＰＸ４ 蛋白的表达情况

　 　 Ａ：光学显微镜下大鼠膝关节病理染色 × １００；Ｂ：免疫组化法检测 Ｐｒｄｘ６、ＧＰＸ４ 蛋白在 ＯＡ 软骨组织和正常软骨组织中的表达 × ２００；ａ：正
常大鼠组；ｂ：ＯＡ 大鼠模型组
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图 ２　 ＯＡ 患者软骨组织中 Ｐｒｄｘ６ 和 ＧＰＸ４ 的表达情况（ｎ ＝ ５）
　 　 Ａ，Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｐｒｄｘ６、ＧＰＸ４ 蛋白在正常人和 ＯＡ 患者软骨组织中的表达；Ｃ：免疫组化法检测 Ｐｒｄｘ６、ＧＰＸ４ 蛋白在 ＯＡ 软骨组织

和正常软骨组织中的表达 × ２００；ａ：正常人组；ｂ：ＯＡ 患者组；与正常人组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 Ｃｕｒ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的软骨细胞铁死亡细胞活力（ｎ ＝６）和细胞毒性（ｎ ＝４）的影响

　 　 Ａ：ＭＴＴ 法检测细胞活力；Ｂ：ＬＤＨ 法检测细胞毒性；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：Ｅｒａｓｔｉｎ 组；ｃ：Ｃｕｒ 组；ｄ：Ｅｒａｓｔｉｎ ＋ Ｃｕｒ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；
与 Ｅｒａｓｔｉｎ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

浓度依赖性抑制 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的关节软骨细胞活力

的降低，提高细胞活力，且在 Ｃｕｒ 浓度为 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
时保护效果显著（ ｔ ＝ ９. ００，Ｐ ＜ ０. ０１）（图 ３Ａ）。 ＬＤＨ
法检测细胞毒性，结果显示（图 ３Ｂ） Ｅｒａｓｔｉｎ 组关节

软骨细胞中 ＬＤＨ 释放增加（ ｔ ＝ ６. ７８，Ｐ ＜ ０. ０１），表
明 Ｅｒａｓｔｉｎ 增加了关节软骨细胞的毒性，而用 ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｃｕｒ 处理后可以明显降低软骨细胞 ＬＤＨ 的

释放（ ｔ ＝ ６. ５５，Ｐ ＜ ０. ０１），表明 Ｃｕｒ 可以降低 Ｅｒａｓｔｉｎ
所致的软骨细胞毒性。
２． ４　 Ｃｕｒ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞系铁

死亡脂质 ＲＯＳ 产生和ＧＳＨ 含量的影响　 流式细胞

术量化比较 ＦＩＴＣ⁃Ａ ＋脂质过氧化细胞最大百分比，
结果显示（图 ４Ａ、Ｂ） Ｅｒａｓｔｉｎ 处理后软骨细胞脂质

ＲＯＳ 明显增加（ ｔ ＝ ９. ６４，Ｐ ＜ ０. ０１），而 Ｃｕｒ 处理后能

明显降低脂质 ＲＯＳ 的水平 （ ｔ ＝ ４. ７６，Ｐ ＜ ０. ０１）。
ＧＳＨ 结果显示（图 ４Ｃ） Ｅｒａｓｔｉｎ 处理后软骨细胞内

ＧＳＨ 含量明显降低（ ｔ ＝ １１５. ２０，Ｐ ＜ ０. ０１），而 Ｃｕｒ
处理后软骨细胞内 ＧＳＨ 含量明显提高（ ｔ ＝ ９８. ６６，Ｐ
＜ ０. ０１）。
２． ５ 　 Ｃｕｒ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的 Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞系
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Ｐｒｄｘ６ 和铁死亡相关蛋白表达的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测结果显示在 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的软骨细胞铁死亡过

程中， Ｃｕｒ 处理可以降低软骨细胞 ＡＣＳＬ４ （ ｔ ＝
１１. ８７，Ｐ ＜ ０. ０１）蛋白表达，上调 ＳＬＣ７Ａ１１（ ｔ ＝ ５. １９，
Ｐ ＜ ０. ０１）、 Ｐｒｄｘ６ （ ｔ ＝ ３. ７７，Ｐ ＜ ０. ０５ ）、 ＦＴＨ （ ｔ ＝
４. １１，Ｐ ＜ ０. ０５）、ＧＰＸ４（ ｔ ＝ ８. ０６，Ｐ ＜ ０. ０１）蛋白表

达。 说明 Ｃｕｒ 可能通过上调 Ｐｒｄｘ６ 蛋白表达抑制

Ｃ２８ ／ Ｉ２ 软骨细胞系铁死亡。 见图 ５。
２． ６　 Ｃｕｒ 分子与 Ｐｒｄｘ６ 蛋白的分子对接情况　 通

过分子对接技术探究 Ｃｕｒ 分子与 Ｐｒｄｘ６ 蛋白的结合

情况，结果显示 Ｃｕｒ 分子可以与 Ｐｒｄｘ６ 蛋白结合，二
者之间存在相互作用力：范德华力； Ｃｕｒ 分子与

Ｐｒｄｘ６ 蛋白 １６３ 位 ＶＡＬ 缬氨酸残基有 Ｐｉ⁃Ｓｉｇｍａ 键结

合，与 ＬＹＳ１４４、ＬＥＵ１６７、ＡＬＡ１７１ 氨基酸残基有 Ｐｉ⁃
Ａｌｋｙｌ 键结合。 见图 ６。

３　 讨论

　 　 ＯＡ 因其病因和发病机制的复杂性，目前临床

上针对 ＯＡ 的预防和根治尚无有效的治疗药物和治

疗方法，因此ＯＡ发生发展的分子机制亟待深入探

图 ４　 Ｃｕｒ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的软骨细胞脂质 ＲＯＳ 水平和 ＧＳＨ 含量的影响（ｎ ＝ ３）
　 　 Ａ：流式细胞术检测细胞脂质 ＲＯＳ 的产生；Ｂ：总 ＧＳＨ 检测试剂盒检测细胞 ＧＳＨ 含量；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：Ｅｒａｓｔｉｎ 组；ｃ：Ｃｕｒ 组；ｄ：Ｅｒａｓｔｉｎ ＋ Ｃｕｒ
组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｅｒａｓｔｉｎ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ５　 Ｃｕｒ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的软骨细胞铁死亡 Ｐｒｄｘ６
和铁死亡蛋白表达的影响（ｎ ＝ ３）

　 　 ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：Ｅｒａｓｔｉｎ 组；ｃ：Ｃｕｒ 组；ｄ：Ｅｒａｓｔｉｎ ＋ Ｃｕｒ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比

较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｅｒａｓｔｉｎ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ６　 Ｃｕｒ 分子与 Ｐｒｄｘ６ 蛋白分子对接图

　 　 Ａ：Ｃｕｒ 分子与 Ｐｒｄｘ６ 蛋白对接三维结构图；Ｂ：Ｃｕｒ 分子与 Ｐｒｄｘ６

蛋白相互作用的二维结构图

究。 软骨细胞作为关节软骨中唯一的细胞类型，参
与软骨基质的合成［８］。 生理情况下，软骨细胞的分

化与死亡及软骨基质的合成和分解维持动态平衡。
而在 ＯＡ 的发病进程中，这种平衡被打破，关节组织

部位大量的炎症、氧化应激等因素诱发软骨细胞过

度死亡，进而引起关节功能的丧失。 ＯＡ 发病进程

中存在凋亡、自噬、坏死等类型的细胞死亡方式，然
而靶向抑制这些类型的细胞死亡并不能有效抑制软

骨损伤，提示 ＯＡ 病程中可能存在其他类型的细胞

死亡方式。 因此，对软骨细胞死亡方式及其调控机

制的研究将有助于 ＯＡ 的防治。
　 　 本研究表明 ＯＡ 患者和 ＯＡ 大鼠发病进程存在

铁死亡，Ｐｒｄｘ６ 蛋白表达的降低可能与铁死亡有关。
研究［９］报道 Ｃｕｒ 通过抑制 ＮＦ ⁃ κＢ 信号通路抑制软

骨细胞凋亡从而发挥软骨保护作用，且 Ｃｕｒ 在一些

癌细胞铁死亡中也发挥作用，但其在软骨细胞铁死

亡中的作用未见报道。 临床研究［１０］ 表明 ＯＡ 患者

血清中脂质 ＲＯＳ 较正常人明显增加，并伴有 ＧＳＨ
水平的降低。 本研究表明 Ｃｕｒ 处理减少了脂质 ＲＯＳ
的产生，提高了软骨细胞内 ＧＳＨ 含量。 铁死亡的发

生依赖于脂质 ＲＯＳ 的累积及其介导的脂质过氧化

反应［１１］，因此通过调控细胞内 ＲＯＳ 的水平及其下

游信号级联效应，能够干预细胞铁死亡的发生。
　 　 此外，本研究结果显示 Ｃｕｒ 处理后 ＡＣＳＬ４ 蛋白

表达降低，Ｐｒｄｘ６、ＳＬＣ７Ａ１１、ＦＴＨ、ＧＰＸ４ 蛋白表达增

加。 ＧＰＸ４ 能够利用 ＧＳＨ 将过氧化的脂质还原为无

毒性的脂醇，抑制 ＡＣＳＬ４ 可减少多不饱和脂肪酸整

合到磷脂上，且 ＳＬＣ７Ａ１１ 作为组成 Ｓｙｓｔｅｍ ｘｃ －的两

个亚基之一，可以促进胱氨酸合成 ＧＳＨ［１２］进而抑制

软骨细胞铁死亡。 Ｐｒｄｘ６ 作为一种过氧化还原蛋

白，它不仅结构独特，而且具有谷胱甘肽过氧化物酶

活性和钙非依赖性磷脂酶活性，其活性调控受到亚

细胞定位、底物结合及翻译后修饰等因素影响。 通

过不同活性功能参与多种疾病的发生与发展，在肿

瘤、炎性疾病及缺血性脑卒中等疾病中具有重要作

用。 研究［１３］ 结果显示在肿瘤细胞铁死亡过程中，
Ｐｒｄｘ６ 能够发挥清除脂质 ＲＯＳ 的功能，是一个新的

肿瘤细胞铁死亡的负性调控因子。 本研究结果显示

Ｃｕｒ 和 Ｐｒｄｘ６ 之间存在较强的相互作用，结合 Ｃｕｒ 对
软骨细胞铁死亡的抑制作用，表明 Ｃｕｒ 可能通过上

调铁死亡过程中 Ｐｒｄｘ６ 蛋白表达抑制软骨细胞铁死

亡。
　 　 综上所述，本研究表明 Ｃｕｒ 可能通过上调铁死

亡过程中 Ｐｒｄｘ６ 蛋白的表达，促进 Ｐｒｄｘ６ 清除脂质

ＲＯＳ，进而抑制 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的软骨细胞铁死亡。 后

续还需以 Ｐｒｄｘ６ 为靶点探讨其在 Ｃｕｒ 抑制软骨细胞

铁死亡发生发展中的作用及其可能的分子机制，为
ＯＡ 的防治提供新思路。
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