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摘要　目的　构建白细胞介素１β（ＩＬ１β）诱导的大鼠关节软骨细胞（ＡＣｓ）炎症模型，研究炎症刺激下赖氨酸乙酰转移酶 ７
（ＫＡＴ７）的表达水平与 ＡＣｓ衰老之间的关系。方法　使用 Ⅱ 型胶原酶消化大鼠膝关节软骨获取原代 ＡＣｓ并鉴定；ＩＬ１β诱导
建立 ＡＣｓ炎症模型，分别通过感染腺相关病毒或转染小干扰 ＲＮＡ过表达或敲低 ＡＣｓ中 ＫＡＴ７的水平，另设阴性对照组。Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞的迁移能力；衰老相关 β半乳糖苷酶（ＳＡβＧａｌ）染色衰老细胞；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（ＷＢ）检测细胞内 ＫＡＴ７、ＩＩ
型胶原蛋白（ＣｏｌⅡ）、基质金属蛋白酶１３（ＭＭＰ１３）、肿瘤蛋白５３（ｐ５３）、周期蛋白依赖激酶抑制因子１Ａ（ｐ２１）蛋白表达；对阴
性对照组和 ＫＡＴ７过表达组细胞进行转录组测序，ＷＢ验证京都基因与基因组百科全书（ＫＥＧＧ）富集分析得到的相关信号通
路。结果　与对照组相比，ＩＬ１β刺激后大鼠ＡＣｓ的 ＳＡβＧａｌ染色阳性细胞数增多，ＣｏｌⅡ表达减少，ＭＭＰ１３和 ｐ５３表达增
加，细胞迁移能力降低，同时细胞内ＫＡＴ７的表达也增加。与阴性对照组相比，ＫＡＴ７过表达组细胞ＳＡβＧａｌ染色阳性细胞数
增多，ＣｏｌⅡ表达减少，ＭＭＰ１３、ｐ５３和ｐ２１表达增加，细胞迁移能力减弱。与阴性对照组相比，敲低炎症模型 ＡＣｓ内 ＫＡＴ７的
表达后细胞ＳＡβＧａｌ染色阳性细胞数减少，ＣｏｌⅡ表达增加，ＭＭＰ１３、ｐ５３和ｐ２１表达减少，细胞迁移能力增强。ＫＥＧＧ富集分
析结果显示，磷脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶Ｂ（ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ）信号通路呈活化状态，相较于阴性对照组，ＫＡＴ７过表达组细胞内磷
酸化ＡＫＴ（ｐＡＫＴ）／ＡＫＴ和磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｐｍＴＯＲ）／ｍＴＯＲ的相对蛋白表达水平增加，ＫＡＴ７敲低组细胞
内 ｐＡＫＴ／ＡＫＴ和ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ的相对蛋白表达水平降低。结论　高表达 ＫＡＴ７的大鼠 ＡＣｓ发生衰老并出现骨关节炎表
型，其机制可能与ＫＡＴ７激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路有关。
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　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是一种以关节软骨
退变为主要病理特征的关节疾病，与衰老、肥胖、创

伤和机械负荷等多种因素相关［１］。尽管ＯＡ与衰老
过程密切相关，但其具体发生机制尚不明确，可认为

是最初的刺激使部分细胞发生衰老，衰老细胞具有

衰老相关分泌表型（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｅｃｒｅｔｏｒｙ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ，ＳＡＳＰ），可释放炎症因子、趋化因子、生
长因子和蛋白酶，这些因子会影响正常细胞，促使它

们也进入衰老状态，进而导致整个微环境内的组织

病变［２］，引起 ＯＡ。一项基于全基因组 ＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９筛选技术的研究［３］发现赖氨酸乙酰转移酶７
（ｌｙｓｉｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ７，ＫＡＴ７）是新的衰老调控基
因。课题组前期研究［４］证明 ＫＡＴ７在过度复制的小
鼠关节软骨细胞（ａｒｔｉｃｕｌａｒｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ，ＡＣｓ）以及老
龄小鼠膝关节软骨组织中高表达，使用 ＫＡＴ７抑制
剂能有效缓解小鼠 ＡＣｓ的复制性衰老。本实验使
用白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）诱导建立
大鼠ＡＣｓ炎症模型，模拟ＯＡ患者ＡＣｓ所处环境，探
究炎性刺激下 ＫＡＴ７表达与 ＡＣｓ衰老之间的关系，
同时利用转录组测序技术寻找 ＫＡＴ７可能影响的下
游信号通路，在细胞层面阐明 ＫＡＴ７促进 ＡＣｓ衰老
的部分作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验细胞　大鼠原代 ＡＣｓ提取于４周龄 ＳＰＦ
级雄性ＳＤ大鼠，体质量约１２０ｇ，购自安徽医科大
学实验动物中心，许可证号：ＳＣＸＫ（皖）２０２２００１。
本实验已通过安徽医科大学临床药理研究所动物实
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验伦理审查委员会批准（批号：ＰＺ２０２３０２６）。为排
除过度复制对细胞衰老的影响，本实验只使用第３
代ＡＣｓ。
１．２　试剂与仪器　ＩＬ１β购自美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公
司；腺相关病毒（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）和小
干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）购自通用
生物（滁州）股份有限公司；甲苯胺蓝、结晶紫染液

购自北京索莱宝科技有限公司；衰老相关 β半乳糖
苷酶（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄβｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ，ＳＡβ
Ｇａｌ）染色试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公
司；ＫＡＴ７、ＩＩ型胶原蛋白（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅＩＩ，ＣｏｌⅡ）、
肿瘤蛋白５３（ｔｕｍｏｒｐｒｏｔｅｉｎｐ５３，ｐ５３）、磷酸化哺乳
动物雷帕霉素靶蛋白（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒ
ｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｐｍＴＯＲ）／ｍＴＯＲ、甘油醛３磷酸
脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）一抗购自武汉三鹰生物技术有限公司；基
质金属蛋白酶 １３（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１３，
ＭＭＰ１３）一抗购自美国 ＮＯＶＵＳ公司；周期蛋白依赖
激酶抑制因子 １Ａ（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
１Ａ，ｐ２１）一抗购自武汉爱博泰克生物科技公司；磷
酸化蛋白激酶Ｂ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ｐ
ＡＫＴ）／ＡＫＴ一抗购自美国 ＣＳＴ公司。光学显微镜
购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；化学发光成像仪购自美国
ＢｉｏＲａｄ公司。
１．３　实验方法
１．３．１　细胞的分离与培养　ＣＯ２处死大鼠后用剪
刀剪下膝关节，转移到超净台内含１％双抗的 ＰＢＳ
中进行后续操作。用手术器械刮下膝关节上的关节

软骨，剪碎后连同 ＰＢＳ离心，弃上清液，加入５ｍｇ／
ｍＬ的Ⅱ型胶原酶于培养箱中消化过夜。次日，在消
化液中加入含１０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培
养基终止消化，使用４０μｍ滤网过滤消化液，离心
后使用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养基混悬细胞沉淀，转移
到培养瓶中进行后续培养。

１．３．２　大鼠 ＡＣｓ的鉴定　待培养板内的细胞长至
６０％密度时停止培养，弃培养基，先用 ＰＢＳ清洗，
４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，再用０１％甲苯胺蓝染色
１ｈ，最后使用无水乙醇迅速清洗 １次，重新加入
ＰＢＳ，光学显微镜下观察拍摄。
１．３．３　大鼠炎症模型 ＡＣｓ的建立　以在６孔板内
培养的细胞为例，待细胞密度达到６０％时，弃培养
基，ＰＢＳ清洗后更换含 ＩＬ１β的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培
养基继续培养２４ｈ成模。
１．３．４　大鼠 ＡＣｓ内 ＫＡＴ７的过表达和敲低　以在

６孔板内培养的细胞为例，待细胞密度达到６０％ 时
对其进行 ＡＡＶ感染或 ｓｉＲＮＡ转染操作。感染时，
每孔加入０２μＬ滴度为１×１０１０的 ＡＡＶ，另加聚凝
胺辅助感染。转染时，每孔 １／４的培养基替换为
ＯｐｔｉＭＥＭ培养基，加入 ｓｉＲＮＡ和 Ｌｉｐ３０００进行转
染。感染或转染均设阴性对照（ＮＣ）组。蛋白质免
疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）实验验证细胞过表达
ＫＡＴ７（ｏｅＫＡＴ７）或敲低 ＫＡＴ７（ｓｉＫＡＴ７）是否成功。
１．３．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移能力　在Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ培养板下层加入含２０％胎牛血清的培养基，套
上小室。使用无血清培养基混悬细胞并加入相应试

剂，混匀后垂直滴加到小室中，放入培养箱中继续培

养。４８ｈ后取出培养板，用 ＰＢＳ清洗小室，４％多聚
甲醛固定２０ｍｉｎ，再用０１％ 结晶紫染色３０ｍｉｎ，最
后用ＰＢＳ清洗后倒置于光学显微镜下观察拍摄。
１．３．６　ＳＡβＧａｌ的检测　在含细胞爬片的培养板
中培养细胞，给药干预２４ｈ后弃培养基，先用 ＰＢＳ
清洗，再按试剂盒步骤用固定液固定１５ｍｉｎ，换染色
液置于３７℃ 温箱中染色４８ｈ，最后置爬片于载玻片
上使用光学显微镜观察拍摄。

１．３．７　ＷＢ检测相关蛋白的表达　将给药干预２４
ｈ的细胞于冰上裂解，收集裂解液离心取上清液，再
混入上样缓冲液通过金属浴使蛋白变性。制胶上样

时，先后经过电泳、转膜、封闭、孵育一抗、孵育二抗、

洗膜等操作后，在显影仪下曝光蛋白。

１．４　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｉｓｍ９５软件进
行分析操作，数值结果以 珋ｘ±ｓ表示。对于呈正态分
布的数据，两组间的比较使用 ｔ检验。以 Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　大鼠ＡＣｓ的形态与鉴定　如图１Ａ所示，经过
Ⅱ型胶原酶消化分离得到并培养至第 ３代的大鼠
ＡＣｓ贴壁后形态饱满，大小均匀，多近似圆形和短梭
形，成簇聚集，呈“铺路石”样排布。经甲苯胺蓝染

色后胞质变为浅蓝色，胞内遍布蓝紫色异染颗粒，细

胞核也被染为更深的蓝紫色（图１Ｂ）。
２．２　大鼠ＡＣｓ炎症模型的建立　如图２Ａ所示，经
不同浓度的 ＩＬ１β刺激后，大鼠 ＡＣｓ中ＳＡβＧａｌ染
色相比对照组均增强（均Ｐ＜０００１），提示衰老细胞
数增多。ＷＢ结果（图２Ｂ）显示，与对照组相比，不
同浓度的ＩＬ１β刺激均使大鼠ＡＣｓ中的ＣｏｌⅡ蛋白
表达减少（Ｐ＜００１、００５、００１），ＭＭＰ１３表达水平
增加（Ｐ＜０００１、００１、０００１），细胞衰老标志蛋白
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图１　大鼠 ＡＣｓ的形态与鉴定 ×１００

Ｆｉｇ．１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒａｔＡＣｓ×１００

　　Ａ：ＡＣｓｕｎｄｅｒｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ；Ｂ：ＡＣｓａｆｔｅｒｔｏｌｕｉｄｉｎｅｂｌｕｅ

ｓｔａｉｎｉｎｇ．

ｐ５３的表达水平也增加（Ｐ＜００１、００１、００５）。选

取２０ｎｇ／ｍＬ的 ＩＬ１β刺激组进行 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验，
结果（图２Ｃ）显示，经 ＩＬ１β刺激后，大鼠 ＡＣｓ活力
降低（Ｐ＜０００１），与对照组相比，细胞迁移能力降
低。同时，见图 ２Ｄ，与对照组相比，经不同浓度的
ＩＬ１β刺激后大鼠ＡＣｓ中ＫＡＴ７的表达均上升（均Ｐ
＜００５）。结合各项实验结果，选取浓度为 ２０ｎｇ／
ｍＬ的ＩＬ１β诱导建立ＡＣｓ炎症模型用于后续实验。
２．３　ｏｅＫＡＴ７对大鼠 ＡＣｓ衰老及ＯＡ表型的影响
　收集 ＡＡＶ感染后的细胞蛋白进行 ＷＢ实验（图
３Ａ），经ＡＡＶ感染的ＡＣｓ内 ＫＡＴ７表达水平比阴性
对照（ｏｅＮＣ）组显著上升（Ｐ＜０００１），提示细胞
ＫＡＴ７过表达成功。细胞ＳＡβＧａｌ染色结果（图

图２　ＩＬ１β对大鼠 ＡＣｓ衰老及 ＯＡ表型的影响

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＩＬ１βｏｎｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｎｄＯＡｐｈｅｎｏｔｙｐｅｉｎｒａｔｓＡＣｓ

　　Ａ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＩＬ１βｏｎＳＡβＧａｌｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｒａｔＡＣｓａｎｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ×２００；Ｂ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＩＬ１βｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｏｌⅡ，

ＭＭＰ１３ａｎｄｐ５３ｉｎｒａｔＡＣｓａｎｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ；Ｃ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＩＬ１βｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｒａｔＡＣｓａｎｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ×２００；Ｄ：Ｔｈｅ

ｅｆｆｅｃｔｓｏｆＩＬ１βｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＡＴ７ｉｎｒａｔＡＣｓａｎｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＩＬ１β（０ｎｇ／ｍＬ）

ｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
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３Ｂ）表明，ｏｅＫＡＴ７组细胞内 ＳＡβＧａｌ染色增强（Ｐ
＜００１），提示衰老细胞数量增加。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ结果
（图３Ｃ）显示，与 ｏｅＮＣ组相比，ｏｅＫＡＴ７可使大鼠
ＡＣｓ的迁移能力降低（Ｐ＜０００１）。ＷＢ结果（图
３Ｄ）显示，与 ｏｅＮＣ组相比，ｏｅＫＡＴ７组细胞内 Ｃｏｌ
Ⅱ 蛋白表达减少（Ｐ＜００５），ＭＭＰ１３、ｐ５３、ｐ２１蛋白
表达水平均得到上调（Ｐ＜０００１、００１、０００１）。
２．４　ｓｉＫＡＴ７对大鼠炎症模型 ＡＣｓ衰老及 ＯＡ表
型的影响　收集 ｓｉＲＮＡ转染后的细胞蛋白进行
ＷＢ实验（图４Ａ），经 ｓｉＲＮＡ转染的炎症模型 ＡＣｓ
内ＫＡＴ７表达水平相较阴性对照（ｓｉＮＣ）组下降（Ｐ
＜００５），提示细胞内ＫＡＴ７的表达的敲低。相比于
ＩＬ１β＋ｓｉＮＣ组，ｓｉＫＡＴ７减少了炎症模型 ＡＣｓ内
ＳＡβＧａｌ阳染细胞数（Ｐ＜００５）（图４Ｂ），同时 Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ实验显示使其迁移能力（图４Ｃ）得到提升（Ｐ
＜００１）。此外，ＷＢ结果（图４Ｄ）显示，ｓｉＫＡＴ７组
炎症模型ＡＣｓ内 ＣｏｌⅡ蛋白表达增加（Ｐ＜００１），
细胞内ＭＭＰ１３、ｐ５３、ｐ２１蛋白表达水平均降低（Ｐ＜
０００１、００５、０００１）。

２．５　ＫＡＴ７表达水平对大鼠 ＡＣｓ中 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ信号通路的影响　收集 ＡＡＶ感染获得的细
胞样本进行转录组测序，京都基因与基因组百科全

书 （ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ）富集分析显示大量基因富集到磷脂酰肌醇３
激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／ＡＫＴ信
号通路（图５Ａ），针对这一结果对此通路中 ｐＡＫＴ／
ＡＫＴ蛋白及下游靶蛋白 ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ进行 ＷＢ
检测，获得以下结果（图５Ｂ）：与 ｏｅＮＣ组相比，ｏｅ
ＫＡＴ７组细胞内 ｐＡＫＴ／ＡＫＴ和 ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ的
相对蛋白比值增加（均 Ｐ＜００１），提示ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ信号通路被激活；ｓｉＫＡＴ７可降低炎症模型
ＡＣｓ内ｐＡＫＴ／ＡＫＴ与ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ的相对蛋白比
值（均Ｐ＜００５），抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路。

３　讨论

　　衰老与ＯＡ发展进程中的炎症反应相互影响，
是导致 ＯＡ的重要原因。目前观点认为，细胞衰老
是细胞在多种压力下出现的一种自我保护机制，在

图３　ｏｅＫＡＴ７对大鼠 ＡＣｓ衰老及 ＯＡ表型的影响
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Ⅱ，ＭＭＰ１３，ｐ５３ａｎｄｐ２１ｉｎｒａｔＡＣｓａｎｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｏｅＮＣｇｒｏｕｐ．
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图４　ｓｉＫＡＴ７对大鼠炎性衰老模型 ＡＣｓ衰老及 ＯＡ表型的影响

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｉＫＡＴ７ｏｎｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｎｄＯＡｐｈｅｎｏｔｙｐｅｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｇｉｎｇｍｏｄｅｌｏｆｒａｔｓＡＣｓ
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ｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｍｏｄｅｌｏｆｒａｔＡＣｓａｎｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ×２００；Ｃ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｉＫＡＴ７ｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｒａｔＡＣｓｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｍｏｄｅｌａｎｄ

ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ×１００；Ｄ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｉＫＡＴ７ｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｏｌⅡ，ＭＭＰ１３，ｐ５３ａｎｄｐ２１ｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｍｏｄｅｌｏｆｒａｔＡＣｓａｎｄｓｔａ

ｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＩＬ１β＋ｓｉＮＣｇｒｏｕｐ．

多种生物学过程中具有积极作用，之后衰老细胞可

被免疫系统清除。随着年龄的增长或刺激的持续，

免疫系统清除衰老细胞的能力减弱，衰老细胞将在

组织环境中不断积聚［５］。细胞衰老后出现细胞周

期阻滞，影响到相关效应通路，表现为细胞核内 ｐ５３
和ｐ２１蛋白表达的增加，同时细胞活力下降，溶酶体
中ＳＡβＧａｌ增多，衰老细胞还会持续分泌 ＳＡＳＰ因
子，诱导周围环境组织的病变［６］。细胞衰老与表观

遗传变化也存在密切联系，ＫＡＴ７作为一种组蛋白
乙酰转移酶，它主要负责组蛋白 Ｈ３和 Ｈ４的乙酰
化，常作为癌症治疗靶点进行研究。此外，ＫＡＴ７还
能够影响胚胎发育、免疫调节、干细胞更新和蛋白质

泛素化等功能［７－８］。对 ＫＡＴ７的深入研究显示，人
类干细胞ＫＡＴ７失活能够延缓细胞衰老的表型，抑
制ＫＡＴ７表达可缓解小鼠肝细胞衰老，延长早衰小
鼠的寿命［３］；敲除或抑制 ＫＡＴ７能够减少心脏因衰

老而引起的炎症和氧化应激［９］；过表达 ＫＡＴ７可使
正常间充质干细胞衰老［１０］。以上研究在多种细胞

类型上证明了 ＫＡＴ７与细胞衰老的相关性，也表明
了ＫＡＴ７作为衰老靶点基因在多种衰老相关疾病治
疗上的潜力。本研究结果显示，ＩＬ１β刺激诱导的
炎症模型 ＡＣｓ发生衰老，出现 ＯＡ表型，细胞内
ＫＡＴ７表达增加。过表达 ＫＡＴ７后，大鼠 ＡＣｓ内衰
老标志蛋白ｐ５３和 ｐ２１表达增加，ＳＡβＧａｌ阳染细
胞增多，细胞发生衰老；细胞的迁移能力下降，成熟

软骨细胞更新受损软骨的能力减弱；ＳＡＳＰ因子
ＭＭＰ１３蛋白被大量表达，加速了软骨细胞外基质的
降解，其重要组分 ＣｏｌⅡ大量流失，ＡＣｓ出现 ＯＡ表
型。敲低炎症模型 ＡＣｓ中 ＫＡＴ７的表达后，大鼠
ＡＣｓ的衰老和ＯＡ表型都得到缓解。
　　转录组测序结果显示，过表达 ＫＡＴ７激活了很
多与炎症反应相关的通路：ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路、
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图５　ＫＡＴ７表达水平对大鼠 ＡＣｓ中 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路的影响

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＫＡＴ７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｎＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｒａｔｓＡＣｓ

　　Ａ：ＫＥＧＧｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ；Ｂ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＫＡＴ７ｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＡＫＴ／ＡＫＴ，ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲｉｎｒａｔＡＣｓａｎｄ

ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ；Ｐ＜００１ｖｓｏｅＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＩＬ１β＋ｓｉＮＣｇｒｏｕｐ

ＴＮＦ信号通路、ＩＬ１７信号通路、ＴＬＲ信号通路、ＮＦ
κＢ信号通路等，慢性炎症正是导致细胞衰老的重要
因素［６］。课题组选择了ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ这条经典信号通
路进行后续研究，该通路参与细胞存活、细胞生长和

细胞周期等多种进程［１１］，其下游靶蛋白ｍＴＯＲ更是
与衰老密切相关。ｍＴＯＲ激活可导致细胞代谢异
常，造成氧化应激，能抑制细胞自噬，使衰老细胞的

清除能力减弱，还会加速干细胞消耗阻碍衰老组织

的自我更新，使用雷帕霉素抑制 ｍＴＯＲ活性能够延
长包括哺乳动物在内的多种生物体寿命［１２］。本研

究中，过表达ＫＡＴ７使大鼠ＡＣｓ内ｐＡＫＴ／ＡＫＴ和ｐ
ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ的相对蛋白水平增加，激活了 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路，促进了ＡＣｓ衰老。敲低炎症
模型 ＡＣｓ内的 ＫＡＴ７表达水平后该通路又被抑制，
ＡＣｓ衰老得到延缓，ＯＡ表型亦缓解。
　　综上所述，本研究在细胞层面明确了炎性刺激
诱导的 ＡＣｓ衰老与 ＫＡＴ７表达水平之间的关系，证
明高表达ＫＡＴ７可促进大鼠ＡＣｓ衰老并导致ＡＣｓ出
现ＯＡ表型，且这种作用可能是通过激活 ＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路引起的。本研究还需进一步
补充，通过体内实验来验证ＫＡＴ７的上述作用，完善
结论。此外，还需深入研究 ＫＡＴ７影响 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ信号通路的具体分子机制以及对细胞自噬的
影响作用，以期获得 ＫＡＴ７促进细胞衰老的更多合
理解释。
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ＩｇＤ对急性髓系白血病细胞 Ｍｏｌｍ１３增殖与凋亡的影响
刘丹彦１，张　欣１，陈梦琴１，凌　夕１，董满玲１，吴甜甜１，王越业１，李　涛２，魏　伟１，吴育晶１

（１安徽医科大学临床药理研究所，抗炎免疫药物教育部重点研究室，合肥　２３００３２；
２安徽医科大学第一附属医院检验科，合肥　２３００３２）

摘要　目的　探讨免疫球蛋白Ｄ（ＩｇＤ）对人急性髓系白血病（ＡＭＬ）细胞株（Ｍｏｌｍ１３）活力、增殖、凋亡等功能的作用及其相关
机制。方法　收集ＡＭＬ患者和健康对照者外周血血清，ＥＬＩＳＡ法检测 ＡＭＬ患者和健康对照者外周血血清中 ｓＩｇＤ的表达情
况；体外设不同浓度的ＩｇＤ处理组，利用ＣＣＫ８、ＣＦＳＥ试剂和集落形成实验观察不同浓度的ＩｇＤ对Ｍｏｌｍ１３细胞活力、增殖的
影响，利用凋亡试剂盒检测不同浓度的ＩｇＤ对Ｍｏｌｍ１３细胞凋亡的影响，利用差异基因分析对 ＩｇＤ引起 Ｍｏｌｍ１３增殖的相关
机制进行初步探索。结果　ＡＭＬ患者血清中ｓＩｇＤ表达水平高于健康对照者（Ｐ＜０００１），一定浓度的ＩｇＤ可增加Ｍｏｌｍ１３细
胞的活力（Ｐ＜００５），促进Ｍｏｌｍ１３细胞的增殖（Ｐ＜００５），抑制Ｍｏｌｍ１３细胞的凋亡（Ｐ＜０００１）。结论　ＡＭＬ患者外周血
血清中ＩｇＤ的表达显著高于健康对照者，ＩｇＤ有促进Ｍｏｌｍ１３细胞的活力、增殖，减少凋亡的作用。
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　　急性髓系白血病（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓｌｅｕｋｅｍｉａ，
ＡＭＬ）是成人最常见的急性白血病，以髓系细胞异
常增殖、分化受阻及正常造血衰竭为特征，治疗选择

有限且预后不良。ＡＭＬ的发生发展与异常细胞的
免疫微环境密切相关，该环境通过影响免疫细胞功

能和诱导免疫紊乱促进白血病进展［１］。免疫球蛋
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白（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，Ｉｇ）是一类关键的免疫效应分
子，有研究发现，所有类别的免疫球蛋白都在成髓细

胞中表达，且患者血清 Ｉｇ水平升高与不良预后相
关［２］。其中，免疫球蛋白 Ｄ（ＩｇＤ）是免疫调节的重
要参与者，课题组前期研究［３］发现分泌型 ＩｇＤ（ｓｅ
ｃｒｅｔｅｄＩｇＤ，ｓＩｇＤ）在急性 Ｔ淋巴细胞白血病（Ｔｃｅｌｌ
ａｃｕｔｅｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ，ＴＡＬＬ）患者外周血血
清中的表达异常升高，并可在体外诱导人源 ＴＡＬＬ
细胞株增殖、抑制凋亡 。然而 ＩｇＤ在 ＡＭＬ细胞中
的表达及作用尚不明确。该研究通过观察 ＡＭＬ患
者和健康对照者外周血血清中 ＩｇＤ水平的表达差
异，检测ＩｇＤ对人源ＡＭＬ细胞株（Ｍｏｌｍ１３）活力、增
殖、凋亡的影响，探讨 ＩｇＤ对 ＡＭＬ细胞株 Ｍｏｌｍ１３
功能的影响及参与ＡＭＬ发生发展的部分机制。
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