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尼古丁抑制 ＭＩＡ 诱导的骨关节炎软骨细胞凋亡

韩贵宾ꎬ张　 寿ꎬ孙薇薇ꎬ钟海波ꎬ陈建强ꎬ范忠诚

(海口市人民医院骨科中心ꎬ海口　 ５７０２０８)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨尼古丁抑制碘乙酸钠(ＭＩＡ)诱导的骨关节炎软骨细胞凋亡ꎮ 方法　 酶消化法分离大鼠

原代软骨细胞ꎬ并用 １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ꎬ１０ － ５ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁处理细胞 ４８ ｈꎬ随后实验分为 ５ 组ꎬ除正常组外ꎬ其余 ４ 组

皆用 ４ μＭ ＭＩＡ 处理 ２４ ｈꎬ并给予尼古丁ꎮ ＭＴＴ 法检测各组软骨细胞活力ꎻＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 流式双染细胞术检

测各组软骨细胞凋亡ꎻ分光光度法检测各组软骨细胞中含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶(Ｃａｓｐａｓｅ ３)活性ꎻ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析磷脂酰肌醇 ３ 激酶(ＰＩ３Ｋ) /蛋白激酶 Ｂ(ＡＫＴ)激活状况及下游靶分子 ＢａｘꎬＢｃｌ￣２ 的表达情况ꎮ
结果 １０ － ７ꎬ１０ － ６ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁显著促进大鼠软骨细胞活力(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ１０ － ５ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁显著降低大鼠软骨细胞活

力(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ１０ － ８ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁对大鼠软骨细胞活力无影响(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁能剂量依

赖性的提高 ＭＩＡ 诱导的大鼠软骨细胞活力ꎬ并抑制 ＭＩＡ 诱导的大鼠软骨细胞凋亡及 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ
１０ － ７ꎬ１０ － ６ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁能提高 ＰＩ３Ｋ 表达及 ＡＫＴ 磷酸化水平ꎬ并下调促 Ｂａｘ 表达ꎬ上调 Ｂｃｌ￣２ 表达(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
结论　 一定剂量尼古丁能显著的抑制 ＭＩＡ 诱导的大鼠软骨细胞凋亡ꎬ可能与 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路有关ꎮ

【关键词】 　 关键词 尼古丁ꎻ骨关节炎ꎻ软骨细胞ꎻ凋亡
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ
ｉｏｄｏａｃｅｔａｔｅ (ＭＩＡ). Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｒａｔ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈ １０ － ８ꎬ １０ － ７ꎬ １０ － ６ꎬ １０ － ５ｍｏｌ / Ｌ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｆｏｒ ４８ ｈ. Ｔｈｅ ｃａｓｅｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｎｏｒｍａｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡ ２４ ｈꎬ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ １０ － ８ꎬ １０ － ７ꎬ １０ － ６ ｍｏｌ /
Ｌ ｎｉｃｏｔｉｎｅ. Ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ. Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｗａｓ ｅｘａｍｅｄ ｂｙ
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ ｆｌｏｗ ｄｕａｌ￣ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ３ (Ｃａｓｐａｓｅ ３) ｗａｓ
ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｙ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３ ｋｉｎａｓｅ (ＰＩ３Ｋ) / ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ (ＡＫＴ)
ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｏｗｎ￣ｓｔｒｅａｍ ｍｏｌｅｃｕｌｅ Ｂａｘꎬ Ｂｃｌ￣２ ｗａｓ ａｓｓａｙｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 １０ － ７ꎬ １０ － ６ｍｏｌ / Ｌ ｎｉｃｏｔｉｎｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ’ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ １０ － ５ｍｏｌ / Ｌ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ’ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ １０ － ８

ｍｏｌ / Ｌ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｄｉｄｎ‘ｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ’ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ (Ｐ > ０􀆰 ０５). １０ － ８ꎬ １０ － ７ꎬ １０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｃｏｕｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ



ＭＩＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ’ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ＭＩＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ’ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＭＩＡ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ ３ ( Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ １０ － ７ꎬ １０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｃｏｕｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＩ３Ｋ ａｎｄ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＫＴ (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ ｉｎ ＭＩＡ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ｒａｔ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ (Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｃｏｕｌｄ ｅｘｅｒｔ ａｎｔｉ￣ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＭＩＡ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ｒａｔ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｎｉｃｏｔｉｎｅꎻ Ｏｓｔｅａｒｔｈｒｉｔｉｓꎻ Ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓꎻ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 骨关节炎( ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＯＡ)是一种慢性退行

性骨关节疾病ꎬ其中软骨病变是骨关节炎的中心环

节[１]ꎮ 软骨细胞是软骨中唯一细胞结构ꎬ一旦软骨

细胞死亡ꎬ只能缓慢再生甚至无法再生ꎬ而软骨细

胞的死亡又破坏了胞外基质合成及降解的平衡ꎬ从
而进一步加剧 ＯＡ[２]ꎮ 软骨细胞的凋亡受多种信号

通路调节ꎬ其中包括 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴꎬ此通路的持续激

活ꎬ能使软骨细胞维持增殖活力ꎬ并调节下游靶基

因 ＢａｘꎬＢｃｌ￣２ 及 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 的表达[３]ꎮ
一定剂量尼古丁能显著促进包括软骨细胞在

内的多种细胞的增殖活力ꎮ 如 Ｌｉｕ 等[４]报道在碘乙

酸钠(ＭＩＡ)诱导的骨关节炎大鼠中ꎬ尼古丁通过与

乙酰胆碱受体 α７ 结合ꎬ从而改善大鼠大体及病理

形态ꎬ并抑制大鼠软骨细胞凋亡ꎮ Ｚｈｅｎｇ 等[５] 通过

ＭＴＴ 及 ＤＡＰＩ 实验证实 １０ － ７Ｍ 尼古丁能显著抑制白

介素￣１β(ＩＬ￣１β)诱导的大鼠软骨细胞凋亡ꎮ 但尼古

丁对于软骨细胞凋亡的抑制作用机制尚未见报道ꎬ
因此本文旨在考察尼古丁是否能过通过 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ
信号通路从而阻断 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞凋亡ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 药品和试剂

尼古丁购自美国 ｓｉｇｍａ 公司ꎬ批号:４４０８ꎻ兔抗

ＢａｘꎬＢｃｌ￣２ꎬ ＰＩ３Ｋꎬ ＡＫＴꎬ ｐ￣ＡＫＴꎬ ＧＤＡＰＨ 抗体购自

Ｅｐｉｔｍｉｃｓ 公司ꎻＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 流式双染细胞ꎬ
Ｃａｓｐａｓｅ ３ 检测试剂盒购自南京凯基生物技术有限

公司ꎻ胎牛血清ꎬＤＭＥＭ / Ｆ￣１２ 培养基ꎬ二型胶原酶ꎬ
四甲基偶氮唑盐(ＭＴＴ)购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎮ
１􀆰 ２　 大鼠软骨细胞的制备[６]

无菌环境下ꎬ刮取 １００ ｇ 左右 ＳＤ 大鼠(购于上

海斯莱克实验动物有限公司 【 ＳＣＸＫ (沪 ２０１２ －
０００２】)双侧膝关节胫骨坪、髌骨内侧透明软骨ꎬ剪
碎至 １ ｍｍ３ 大小ꎮ 依次用 ０􀆰 ２５％ 的胰蛋白酶及

０􀆰 ２％的胶原酶消化ꎮ 得到单细胞悬液ꎬ用 ＤＭＥＭ /
Ｆ￣１２ 培养基重悬细胞(含 ２０％ 胎牛血清ꎬ１００ Ｕ / ｍＬ
青霉素ꎬ１００ Ｕ / ｍＬ 链霉素)ꎬ在 ３７℃和 ５％ ＣＯ２ 培

养箱中培养ꎬ约 ５ ~ ６ ｄ 细胞开始融合ꎬ实验使用第 ２

~ ３ 代细胞ꎮ
１􀆰 ３　 软骨细胞活力检测(ＭＴＴ 法)

将第 ２ ~ ３ 代软骨细胞进行消化ꎬ并调整细胞浓

度为 １ × １０５ 个细胞 / ｍＬꎬ接种ꎬ于 ３７ ℃和 ５％ ＣＯ２

培养箱中培养 ２４ ｈꎮ 加入含 ５％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ / Ｆ￣１２(含 ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡ 及 １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ꎬ
１０ － ５ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁)培养基ꎬ继续培养 ２４ ｈꎬ每孔加

ＭＴＴ(５ ｍｇ / ｍＬ)２０ μＬꎬ４ ｈ 后ꎬ弃上清ꎬ并每孔加入

ＤＭＳＯ １５０ μＬꎬ１０ ｍｉｎ 后ꎬ酶标仪 ５７０ ｎｍ 处测定 ＯＤ
值ꎬ以 ＯＤ 值代表细胞活力ꎮ
１􀆰 ４　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 流式细胞法检测软骨细胞

凋亡

将第 ２ ~ ３ 代软骨细胞进行消化ꎬ调整细胞浓度

为 ２ × １０５ 个细胞 / ｍＬꎬ接种ꎬ于 ３７℃和 ５％ ＣＯ２ 培

养箱中培养 ２４ ｈꎮ 加入含 ５％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ /
Ｆ￣１２ 培养基、尼古丁 (终浓度为 １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６

ｍｏｌ / Ｌ)和 ＭＩＡ(终浓度为 ４ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ继续培养 ４８ ｈ
后ꎬ按照 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 细胞凋亡检测试剂盒

说明书的方法ꎬ用 ０􀆰 ２５％ 的胰蛋白酶(不含 ＥＤＴＡ)
消化ꎬＰＢＳ 洗涤ꎬ２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ收集细胞ꎻ
加入 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ ５００ μＬ 悬浮细胞ꎬ随后加入

Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ ５ μＬ 混匀后ꎬ加入 ＰＩ ５ μＬꎬ混匀ꎬ于
室温避光反应 ５ ~ １５ ｍｉｎꎬ在 １ ｈ 内进行流式细胞仪

检测ꎮ
１􀆰 ５　 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性检测

将第 ２ ~ ３ 代软骨细胞进行消化ꎬ调整细胞浓度

为 ２ × １０５ 个细胞 / ｍＬꎬ接种ꎬ于 ３７ ℃和 ５％ ＣＯ２ 培

养箱中培养 ２４ ｈꎮ 加入含 ５％ 小牛血清的 ＤＭＥＭ /
Ｆ￣１２ 培养基、尼古丁 (终浓度为 １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６

ｍｏｌ / Ｌ)和 ＭＩＡ(终浓度为 ４ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ继续培养 ４８
ｈꎮ 按 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 分光光度法检测试剂盒进行检测ꎮ
１􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ

收集处理过的样本ꎬ加入裂解液裂解ꎬ离心ꎬ获
得蛋白样品ꎮ 用 ＢＣＡ 试剂盒检测蛋白浓度ꎮ 蛋白

上样ꎬ跑 ＳＤＳ 凝胶电泳ꎬ转膜ꎬ封闭ꎬ加入一抗 ４℃孵

育过夜ꎮ 次日加二抗孵育后曝光ꎮ 用 “ Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ”软件对各蛋白条带灰度值进行统计ꎮ

１４中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



１􀆰 ７　 统计学分析

数据以 ｘ－ ± ｓ 表示ꎬ采用方差分析ꎬ分析组间差

异的显著性ꎮ Ｐ < ０􀆰 ０５ 时表示两组间差异在统计学

上有显著性意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 尼古丁对大鼠软骨细胞活力的影响

如图 １ 所示ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁能显著提

高软骨细胞活力ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ
而 １０ － ５ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁对软骨细胞活力具有显著抑

制作用ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ１０ － ８ ｍｏｌ /
Ｌ 尼古丁对软骨细胞活力影响不大(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ

注:与正常组比较ꎬａａＰ < ０􀆰 ０１ꎮ

图 １　 尼古丁对大鼠软骨细胞活力的影响

Ｎｏｔｅ:Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａａＰ < ０􀆰 ０１.

Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｏｎ ｒａｔ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ

２􀆰 ２　 尼古丁对 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞活力的影响

如图 ２ 所示ꎬ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡ 显著抑制软骨细胞

活力ꎬ而 １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁能显著提高

ＭＩＡ 诱导的软骨细胞活力ꎬ差异均具有统计学意义

(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ
２􀆰 ３　 尼古丁对 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞凋亡的影响

如图 ３ 所示ꎬ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡ 显著促进软骨细胞

凋亡ꎬ而 １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁能显著抑制

ＭＩＡ 诱导的软骨细胞凋亡ꎮ
２􀆰 ４　 尼古丁对 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ
信号通路的影响

如图 ４ 所示ꎬ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡ 显著抑制 ＰＩ３Ｋ 表

达和 ＡＫＴ 的磷酸化程度ꎬ而 １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ
尼古丁能提高 ＰＩ３Ｋ 表达ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁

能提高 ＡＫＴ 磷酸化水平ꎬ差异均具有统计学意义

(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ５　 尼古丁对 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞 Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ￣２
表达的影响

如图 ５ 所示ꎬ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡ 显著提高 Ｂａｘ 表

达ꎬ抑制 Ｂｃｌ￣２ 表达ꎬ而 １０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁能

注:与正常组比较ꎬａａＰ < ０􀆰 ０５ꎻ与模型组比较ꎬ
ｂＰ < ０􀆰 ０５ꎬｂｂＰ < ０􀆰 ０１ꎮ

图 ２　 尼古丁对 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞活力的影响

Ｎｏｔｅ:Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａａＰ < ０􀆰 ０１ꎻ

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂｂＰ < ０􀆰 ０１.

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｏｎ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒａｔ
ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＭＩＡ

下调 Ｂａｘ 表达ꎬ上调 Ｂｃｌ￣２ 表达ꎬ差异均具有统计学

意义(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ
２􀆰 ６　 尼古丁对ＭＩＡ 诱导的软骨细胞 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活
性的影响

如图 ６ 所示ꎬ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡ 显著提高软骨细胞

Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性ꎬ而 １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁能

显著抑制 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性ꎬ差
异均具有统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ

３　 结论

Ｙｉｎｇ 等[７]研究结果表明 １０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古

丁能促进骨髓干细胞增殖并向软骨细胞分化ꎬ并随

着时间延长能逐渐诱导二型胶原蛋白的表达ꎬ而
１０ － ５ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁可显著的抑制骨髓干细胞增殖ꎮ
Ｓｃｈｒａｕｆｓｔａｔｔｅｒ 等[８]报道 １０ － ５ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁会导致人

间充质干细胞的凋亡ꎮ 说明不同剂量尼古丁对细

胞增殖活力影响具有显著差异ꎬ本实验研究表明

１０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁能显著提高软骨细胞活力ꎬ
而 １０ － ５ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁对软骨细胞活力具有显著抑

制作用ꎬ与上述报道一致ꎬ说明在一定浓度范围内

尼古丁对大鼠软骨细胞增殖具有显著促进作用ꎮ
而多种因素可引起软骨细胞损伤乃至死亡ꎬ如软骨

表面应力异常ꎬ细胞因子(如 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 等)的作

用ꎬＮＯ、能量代谢抑制剂(如 ＭＩＡ)等ꎮ 其中 ＭＩＡ 为

糖酵解途径中 ３￣磷酸甘油醛脱氢酶抑制剂ꎬ通过抑

制细胞能量代谢而导致细胞因供养不足而死亡[９]ꎮ
ＭＩＡ 体外刺激 ２４ ｈꎬ亦能造成大鼠软骨细胞的死

２４ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



注:与正常组比较ꎬａａＰ < ０􀆰 ０５ꎻ与模型组比较ꎬｂｂＰ < ０􀆰 ０１ꎮ Ａ:正常组ꎻＢ:模型组(４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡ)ꎻ

Ｃ:１０ － ８ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁 ＋ ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡꎻＤ:１０ － ７ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁 ＋ ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡꎻＥ:１０ － ６ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁 ＋ ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡꎮ

图 ３　 尼古丁对 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞凋亡的影响

Ｎｏｔｅ:Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａａＰ < ０􀆰 ０１ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂｂＰ < ０􀆰 ０１. Ａ: ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ

Ｂ: ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ: １０ －８ｍｏｌ / Ｌ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ＋４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡꎻ Ｄ: １０ －７ｍｏｌ / Ｌ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ＋４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡꎻ Ｅ: １０ －６ｍｏｌ / Ｌ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ＋４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡ.

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＭＩＡ

亡[１０ － １１]ꎮ 本实验亦表明 ＭＩＡ 诱导 ２４ ｈ 会降低软骨

细胞活力ꎬ并使细胞凋亡显著ꎮ 且 １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６

ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁能显著抑制 ＭＩＡ 诱导的细胞凋亡作

用ꎬ与 Ｚｈｅｎｇ 等[５]观点一致ꎮ
正常生理状态下ꎬ关节软骨细胞凋亡与增殖处

于动态平衡ꎬ而在 ＯＡ 等病理状态下ꎬ软骨细胞凋亡

占主要方面ꎬ且关节软骨细胞凋亡的异常会引起

ＯＡꎮ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路在 ＯＡ 软骨细胞凋亡的发

生发展过程中起着重要的作用[３]ꎮ ＰＩ３Ｋ 是一种胞

内磷脂酰肌醇激酶ꎬ具有脂类激酶活性和蛋白激酶

活性ꎬ其代谢产物 ４ꎬ５￣二磷酸磷脂酰肌醇(ＰＩＰ２)和
１ꎬ４ꎬ５￣三磷酸肌醇(ＰＩＰ３)可以激活 ＡＫＴ 蛋白上的

丝氨酸或苏氨酸磷酸化位点ꎬ从而调节细胞增殖和

凋亡相关基因的表达ꎮ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路调节众

多靶分子表达ꎬ如 ＢａｘꎬＢｃｌ￣２ꎬＣａｓｐａｓｅ ３ 等ꎬ调节软

骨细胞凋亡活动[３]ꎮ ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 加入到

３４中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



图 ４　 尼古丁对 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号

通路的影响与正常组比较ꎬａａＰ < ０􀆰 ０５ꎻ
与模型组比较ꎬｂｂＰ < ０􀆰 ０１

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｏｎ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｒａｔ
ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＭＩＡ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａａＰ < ０􀆰 ０１ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂｂＰ < ０􀆰 ０１

大鼠胫骨软骨细胞中ꎬ使软骨细胞凋亡数目增多ꎬ
且软骨细胞生长缓慢[１２]ꎮ 胰岛素生长因子￣１ 通过

激活兔软骨细胞 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路拮抗软骨细胞

凋亡ꎬ而 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 加入使软骨细胞凋

亡数目增加[１３]ꎮ 这些提示 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 途径是抗软

骨细胞凋亡作用的重要途径ꎮ 并且李舒洁等[１４] 研

究表明ꎬＭＩＡ 促使大鼠软骨细胞凋亡的同时ꎬ伴随

着 ＡＫＴ 磷酸化水平的降低ꎬＢａｘ 表达量的提高及

Ｂｃｌ￣２ 表达量的降低ꎮ 本研究也发现ꎬ在 ＭＩＡ 诱导

的 ＯＡ 软骨细胞中ꎬＰＩ３Ｋ 表达及 ＡＫＴ 磷酸化程度下

降ꎬ而 １０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁显著促进 ＰＩ３Ｋ 表达

及 ＡＫＴ 磷酸化ꎮ Ｎｉｓｈｉｏｋａ 等[１５] 研究结果也表明尼

古丁可通过激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路来抵抗肺癌细

胞凋亡ꎮ 说明尼古丁可通过 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路来

抵抗 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞凋亡ꎮ
软骨细胞的凋亡受凋亡基因的严格控制ꎬ如

图 ５　 尼古丁对 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞 Ｂａｘ 及

Ｂｃｌ￣２ 表达的影响与正常组比较ꎬ
ａａＰ < ０􀆰 ０５ꎻ与模型组比较ꎬｂｂＰ < ０􀆰 ０１

Ｆｉｇ. ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｉｎ
ｒａｔ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＭＩＡ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ
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