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姜黄素对 H2O2 诱导软骨细胞自噬的调控

曹舒兴 1，宋永周 1，李  明 1，张洪亮 1，赵立辉 2，马  维 1

文题释义：
姜黄素：是一种从姜黄中提取的多酚，作为添加剂广泛用于日常食物中，它具有抗炎和抗氧化的功能，有望治疗一系列与慢性炎症相关的
疾病，包括癌症、心血管疾病、代谢综合征、阿尔茨海默病、骨关节炎以及其他常见病和衰老疾病。
自噬：是一种保守的分解代谢过程，在人类退行性疾病中起着重要的作用。自噬通过对受损蛋白和功能失调细胞器的降解，实现能量循
环，以维持某些应激条件下细胞代谢的稳态。

摘要
背景：姜黄素对骨关节炎具有良好的治疗作用，但具体机制还不清楚；研究表明自噬的激活可降低骨关节炎的严重程度。
目的：探讨姜黄素对H2O2诱导软骨细胞自噬的调控作用。
方法：体外培养C57小鼠关节软骨细胞，分为对照组、模型组以及姜黄素不同剂量组(10，20，40，80 μmol/L)。模型组给予H2O2(1 mmol/L)
处理，模拟骨关节炎体内氧化应激状态；姜黄素组中不同浓度姜黄素与软骨细胞培养48 h后，加入H2O2，24 h后收集细胞进行检测。CCK-8
法检测各组细胞活力；酶联免疫吸附法检测炎症因子白细胞介素6和肿瘤坏死因子α水平； TUNEL染色检测凋亡状况；流式细胞法检测各组
细胞凋亡率；Western-blot法检测凋亡相关蛋白(活化半胱天冬酶3、Bax/Bcl-2)、细胞自噬相关蛋白(Beclin-1、LC3-Ⅱ/Ⅰ蛋白)及自噬相关信
号通路蛋白(蛋白激酶B、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白)的表达情况；实时荧光定量PCR检测软骨基质降解相关基因(基质金属蛋白酶13、血小
板结合蛋白基序的解聚蛋白样金属蛋白酶5、Ⅱ型胶原蛋白α1、软骨蛋白聚糖)的表达水平。
结果与结论：①与模型组相比，姜黄素干预后软骨细胞的活力明显升高(P < 0.05)；炎症因子表达明显下降(P < 0.05)，凋亡率明显下降(P < 
0.05)，凋亡相关标志物活化半胱天冬酶3以及Bax/Bcl-2比值显著下降(P < 0.05)，自噬相关标志物LC3-Ⅱ/Ⅰ和Beclin-1表达水平显著升高(P < 
0.05)，蛋白激酶B、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白的表达水平显著降低(P < 0.05)；②实时荧光定量PCR显示，基质金属蛋白酶13和血小板结合蛋
白基序的解聚蛋白样金属蛋白酶5 mRNA表达降低，Ⅱ型胶原蛋白α1和软骨蛋白聚糖mRNA表达升高(P < 0.05)；③提示姜黄素通过促进自噬
降低H2O2诱导的软骨细胞凋亡，这种作用可能与蛋白激酶B/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白信号通路有关。
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缩略语：磷脂酰肌醇3-激酶：phosphatidylinositol-3-kinase，PI3K；蛋白激酶B：protein kinase B，Akt；哺乳动物雷帕霉素靶蛋白：the 
mammalian target of Rapamycin，mTOR
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Abstract
BACKGROUND: Curcumin has a good therapeutic effect on osteoarthritis, but the specific mechanism is still unclear. Activation of autophagy can reduce the 
severity of osteoarthritis. 
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研究原著

文章快速阅读：
文章特点—
△自噬随年龄的增加而减少可能是骨关节炎发生发展的原因之一，自噬的激活可降低骨关节炎的严重程度。

PI3K/AKT/mTOR 信号通路的失活在延缓骨关节炎的进展中发挥了什么作用？有报道称姜黄素可以有效抑制软骨
细胞产生的炎症及分解代谢介质。那么利用姜黄素的生物化学特点及其在关节组织中的生物学作用，是否有
助于开发临床安全及口服治疗关节疾病的药物？

△基于以上考虑，结合膝骨关节炎小鼠细胞模型，确定姜黄素对H2O2诱导软骨细胞的自噬调控作用及其相关机制。

细胞模型

(1) 取小鼠软骨细胞体
外培养；

(2) H2O2 处理模拟骨关
节炎状态，分为 3
组：对照组、模
型组和姜黄素组。

(1) 不同浓度姜黄素与软骨细胞培养后收集细胞
进行指标检测；

(2) CCK-8 法检测各组细胞活力；酶联免疫吸附法
检测炎症因子含量；TUNEL 染色及流式检测
凋亡状况；Western-blot 法检测凋亡相关蛋白
及自噬相关信号通路蛋白水平；实时荧光定
量 PCR 检测软骨基质降解相关基因的表达。

姜黄素通过促进自
噬降低 H2O2 诱导的
软骨细胞凋亡，这
种作用可能与蛋白
激酶 B/ 哺乳动物雷
帕霉素靶蛋白信号
通路有关。

姜黄素干预 研究结论
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0   引言   Introduction
骨关节炎是造成疼痛和残疾的一种进行性退行性疾病，

影响着全世界数百万人，其特征是关节软骨退化、软骨下骨

改变以及滑膜炎症
[1-4]

。尽管骨关节炎的发病率很高，但目

前还没有治愈或有效的治疗方法来阻止或逆转疾病的进展。

骨关节炎的常规治疗是控制症状 ( 例如疼痛 )，主要使用对

乙酰氨基酚或非类固醇抗炎药
[5-6]

，然而这些药物在长期使

用过程中会引起严重的胃肠道和心血管不良事件。因此，人

们迫切需要食品或食品衍生产品，即所谓的营养药品，来为

骨关节炎提供有效和安全的治疗。

姜黄素是一种从姜黄中提取的多酚，作为添加剂广泛用

于日常食物中，如咖喱等
[7]
，具有抗炎和抗氧化的功能，是

一种很有前途的治疗性食品材料。姜黄素有望治疗一系列与

慢性炎症相关的疾病，包括癌症、心血管疾病、代谢综合征、

阿尔茨海默病、骨关节炎以及其他常见病和衰老疾病
[8-10]

。

此外，有报道称姜黄素可以有效抑制软骨细胞产生的炎症及

分解代谢介质
[11]
。由于骨关节炎和相关滑膜关节的骨关节疾

病以炎症为特征，那么更好地了解姜黄素的生物化学及其在

关节组织中的生物学作用，可能有助于开发临床安全及口服

治疗关节疾病的药物。

自噬是一种保守的分解代谢过程，在人类退行性疾病

中起着重要的作用。自噬通过对受损蛋白和功能失调细胞器

的降解，实现能量循环，以维持某些应激条件下细胞代谢的

稳态
[12-13]

。已有多项研究报道，自噬可能在软骨细胞或纤维

软骨细胞的退行过程中具有保护作用
[14]
。自噬随年龄的增加

而减少可能是骨关节炎发生发展的原因之一，自噬的激活可

降低骨关节炎的严重程度
[15]
。有报道称骨关节炎小鼠膝关

节衰老与软骨细胞中自噬的失活和凋亡的激活有关
[16]
，磷

脂酰肌醇 3- 激酶 (phosphatidylinositol-3-kinase，PI3K)/ 蛋白

激酶 B(protein kinase B，Akt)/ 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 (the 

mammalian target of Rapamycin，mTOR) 信号通路的失活可以缓

解这一现象
[17]
，因此 PI3K/AKT/mTOR 信号通路的失活被认为

可以延缓骨关节炎的进展。然而，姜黄素对骨关节炎的治疗

作用仍不十分清楚，此次实验利用 H2O2 诱导软骨细胞模拟体

内骨关节炎软骨细胞状态，之后采用姜黄素共培养，探究姜

黄素对软骨细胞自噬及相关 PI3K/AKT/mTOR信号通路的影响。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   细胞体外培养实验，两组间比较采用 t 检验，多

组比较采用方差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2020 年 8 月至 2021 年 2 月在河北

医科大学第二医院骨科完成。

1.3   材料   选用体质量 20-25 g 的雄性 2 月龄 C57 小鼠，购

自南京模式生物公司，许可证号：SCXK( 冀 )2018-1-003。

试剂及仪器：姜黄素 (Sigma)；胰蛋白酶、Ⅱ型胶原酶、

胎牛血清、DMEM(Thermofisher)；3-MA(Sigma)；NanoDrop 2000

分光光度计 (Thermo Fisher Scientific)；动物手术器械 (RWD)。
1.4   方法

1.4.1   软骨细胞的分离和培养   将 C57 小鼠的膝关节软骨组

织切成小于 1 mm 的碎片，用 0.25 g/L 胰蛋白酶消化，然后

用 2 g/L 的胶原酶Ⅱ孵育 8 h，未消化的组织用 180 μm 细胞

过滤器过滤，1 500 r/min 离心 10 min，锥虫蓝染色，检测细

胞活力。在添加体积分数 10% 胎牛血清 (100 U/mL 青霉素和

0.1 g/L链霉素 )的DMEM中培养软骨细胞，细胞培养于37 ℃、

体积分数 5% 的 CO2 培养箱中。此次实验设立对照组、模型

组 (1 mmol/L H2O2 诱导 )、姜黄素 10，20，40，80 μmol/L 组，

姜黄素组的处理过程是在 H2O2 处理前 48 h 进行不同浓度姜

黄素预处理，筛选出最适浓度用于后续实验。在自噬检测部

分，在姜黄素处理前 2 h 给予自噬抑制剂 3-MA 5 mmol/L 进

行处理，其余各组不额外添加 3-MA，以上各组处理 24 h 后

收集细胞进行测试。

1.4.2   流式细胞检测   将细胞培养于 6 孔板中，每孔细胞数

105
个，按上述步骤处理 24 h 后收集细胞，用 200 μL 的结合

缓冲液 (BD Biosciences，San Diego，CA，USA) 重悬。然后加

入 5 μL Annexin V-FITC，37 ℃暗箱孵育 15 min，再加入 10 μL 

PI，冰上暗箱孵育 10 min。采用绿色和红色荧光通道流式细

胞术检测 annexin-V 阳性细胞数量，并计算凋亡细胞百分比。

每个独立的实验重复 3 次。

OBJECTIVE: To investigate the regulatory effect of curcumin on hydrogen peroxide (H2O2)-induced autophagy in chondrocytes. 
METHODS: C57 mouse articular chondrocytes were cultured in vitro and randomly divided into control group, model group (treated with H2O2) and curcumin 
low-, medium- and high-dose groups (10, 20, 40, 80 μmol/L). Model group was treated with H2O2 (1 mmol/L) to simulate oxidative stress in osteoarthritis. In 
the different curcumin groups, chondrocytes were treated with different concentrations of curcumin for 48 hours, followed by addition of H2O2. Twenty-four 
hours later, the cells were collected for detection. Cell counting kit-8 assay was used to detect cell viability in each group. Interleukin-6 and tumor necrosis 
factor-α levels were detected by ELISA. TUNEL staining was used to detect cell apoptosis. The apoptosis rate of each group was detected by flow cytometry. The 
expression levels of cleaved caspase-3, Bax/Bcl2, Beclin1, LC3-II/I, protein kinase B (Akt) and mammalian target of rapamycin (mTOR) were detected by western 
blot. The expression of cartilage matrix degradation related genes, including matrix metalloproteinase 13, ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 
1 motif 5, type II collagen α1, and Aggrecan, were detected by qRT-PCR.
RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the model group, the activity of chondrocytes was significantly increased after curcumin intervention (P < 
0.05). The expression of inflammatory cytokines was significantly decreased (P < 0.05). Apoptosis was significantly decreased (P < 0.05). Apoptosis-related 
markers, cleaved caspase-3 and Bax/Bcl2 ratio, were significantly decreased (P < 0.05). The expression of autophagy-related markers, LC3-I/II and Beclin1, was 
significantly increased (P < 0.05). The expression levels of Akt and mTOR were significantly decreased (P < 0.05). qRT-PCR showed that the mRNA expressions 
of matrix metalloproteinase 13 and ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 5 were decreased, while the expressions of type II collagen α1 
and Aggrecan were increased (P < 0.05). It is suggested that curcumin can reduce the H2O2-induced apoptosis in chondrocytes by promoting autophagy, and 
this effect may be related to the Akt/mTOR signaling pathway.
Key words: curcumin; osteoarthritis; chondrocyte; autophagy; hydrogen peroxide
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1.4.3   CCK-8 实验   采用 CCK-8 法测定细胞活力 (Dojindo，
Japan)。将细胞种到 96 孔板中，每孔 7 000 个细胞，孵育   

24 h，每孔加入 CCK-8 液体，避光 37 ℃孵育 1 h，用酶标仪

在 450 nm 和 630 nm 的双波长下读取吸光度 (A) 值，以测定

细胞活力。每个独立实验重复 3 次。

1.4.4   实时荧光定量 PCR   使用 TRIzol 从软骨细胞中提取

总 mRNA，RNA 质量和浓度的测定使用 NanoDrop 2000 测量

(Thermo Fisher Scientific)。实时定量 PCR 使用试剂盒 (Takara，

中国大连 ) 进行，重复 3 次。根据以下循环条件进行扩增： 

95 ℃ 5 min，40 个循环，95 ℃ 20 s，退火和延伸 72 ℃ 20 s。
β-actin 为内参基因。每个独立实验重复 3 次。引物序列如下：

Ⅱ型胶原蛋白 α1 上游引物：TGC CAG AGT CTC GTT CGT 

TAT C，下游引物：GTT CAA GCT GCC CGT CTC CTC ATC；

基质金属蛋白酶 13 上游引物：TCC CTG GAA TTG GCA 

ACA AAG，下游引物：GCA TGA CTC TCA CAA TGC GAT TAC；

软骨蛋白聚糖上游引物：TTC CAC CAG TGC GAT GCA G，

下游引物：TGG TGT CCC GGA TTC CGT A；

血小板结合蛋白基序的解聚蛋白样金属蛋白酶 5 上游

引物：AAG GGC ACA GGC TAC TAT GTG GTC，下游引物：CAA 

TAA TGC CGT CAC ATC CAG TTC；
GAPDH 上游引物：GTC TTC ACC ACC ATG GAG AAG，下

游引物：GTT GTC ATG GAT GAC CTT GGC。
1.4.5   Western blot   使用含有蛋白酶抑制剂混合物的 RIPA 裂

解缓冲液从软骨细胞中提取胞浆蛋白，等量的蛋白质在 SDS-

PAGE 凝胶上分离并电泳。蛋白质被转移到聚偏二氟乙烯膜

上，并在室温下用 5% 脱脂牛奶封闭 4 h。膜与一抗孵育过夜，

用 TBST 洗膜后，与酶标二抗室温孵育 2 h。最后用 TBST 冲洗

膜，使用 Gel Doc 2000 成像仪检测化学发光信号。所有一抗

和二抗均购自 Abcam，活化半胱天冬酶 3 (Abcam，ab32042，
1 ∶ 1 000)，Bax(Abcam，ab32503，1 ∶ 1 000)，Bcl-2

(Abcam，ab32124，1 ∶ 1 000)，Beclin-1 (Abcam，ab210498，
1 ∶ 1 000)，LC3- Ⅱ / Ⅰ (Abcam，ab192890，1 ∶ 1 000)，
Akt(Abcam，ab8805，1 ∶ 1 000)，mTOR(Abcam，ab134903，
1 ∶ 1 000)，二抗 (Abcam，ab64261)。利用 Image J(Fiji) 软件计

算半定量蛋白灰度值。

1.4.6   酶联免疫吸附法   细胞按照上述步骤处理 24 h 后，采

集上清 , 按照酶联免疫吸附试剂盒说明书的提示按步骤检测

白细胞介素 6(Sigma，RAB0306)、肿瘤坏死因子 α(Sigma，
RAB1089) 水平。

1.5   主要观察指标   各组细胞处理 24 h 后，CCK-8 法检测细

胞活力，酶联免疫吸附法检测炎症因子白细胞介素 6 和肿瘤

坏死因子 α 的分泌水平，流式细胞仪检测细胞凋亡情况，

Western-blot 法检测蛋白表达情况，实时荧光定量 PCR 检测

软骨基质降解相关基因的表达水平。

1.6   统计学分析   用 SPSS 22.0 软件进行统计学分析，数据采

用 x-±s 形式表示，采用 t 检验分析两组间差异，多组比较采用

方差分析检验，对于 Western blot 和 TUNEL 染色分析，采用单

因素方差分析来比较差异，P < 0.05 认为差异有显著性意义。

2   结果   Results 
2.1   姜黄素改善 H2O2 诱导的软骨细胞的细胞活性并抑制其

炎症反应   与对照组相比，模型组软骨细胞存活率明显降低   

(P < 0.05)；经姜黄素 (40 μmol/L 和 80 μmol/L) 处理后，与模

型组相比，明显提高了细胞存活率 (P < 0.05)，见表 1。

表 1 ｜姜黄素对 H2O2 诱导的软骨细胞存活率的影响              (x-±s)
Table 1 ｜ The effect of curcumin on the survival rate of chondrocytes 
induced by H2O2

组别 存活率 (%)

对照组 99.50±5.25
模型组 49.74±5.36a

姜黄素组 10 μmol/L 组 51.23±2.36
姜黄素组 20 μmol/L 组 53.02±2.49
姜黄素组 40 μmol/L 组 75.76±3.24b

姜黄素组 80 μmol/L 组 87.07±2.51c

表注：与对照组相比，
aP < 0.01；与模型组相比，

bP < 0.05，cP < 0.01

通过酶联免疫吸附实验检测炎症因子白细胞介素 6 和肿

瘤坏死因子 α 的分泌水平发现，姜黄素可明显抑制 H2O2 诱

导的软骨细胞的炎症反应 (P < 0.05)，见图 1A，B。

2.2   姜黄素抑制 H2O2 诱导的软骨细胞凋亡   采用 TUNEL 染色

和流式细胞术检测姜黄素对 H2O2 诱导的软骨细胞凋亡的影

响，TUNEL 染色的细胞核含有缺口 DNA，这是细胞凋亡的早

期特征。对照组细胞 TUNEL 染色为阴性，见图 1C。

2.3   姜黄素促进 H2O2 诱导的软骨细胞的自噬作用   自噬是正

常软骨的另一种保护机制，为了探讨姜黄素对自噬的影响，

检测了自噬相关指标，结果表明仅模型组的 LC3- Ⅱ / Ⅰ比值

明显低于对照组 (P < 0.05)；姜黄素 40 μmol/L 预处理组的软骨

细胞 LC3- Ⅱ / Ⅰ显著升高 (P < 0.05)；与姜黄素 40 μmol/L 预处

理组软骨细胞相比，自噬抑制剂 3-MA 预处理的软骨细胞 LC3-

Ⅱ / Ⅰ比值降低 (P < 0.05)，见图 2A，B。此外 3-MA 预处理的

细胞存活率明显低于姜黄素处理的细胞 (P < 0.05)，见图 2C。

为了进一步研究细胞凋亡与自噬的相互作用，检测了自

噬抑制剂 3-MA 处理后细胞凋亡水平，结果表明，模型组软

骨细胞凋亡率显著升高 (P < 0.05)，姜黄素 40 μmol/L 组的软

骨细胞凋亡率显著降低 (P < 0.05)。3-MA 预处理后，与姜黄

素 40 μmol/L 组比较凋亡显著增加 (P < 0.05)，见图 2D，E。

为了阐述姜黄素的抗凋亡作用，检测了凋亡相关的标记

物，结果显示，在模型组中，姜黄素处理后活化半胱天冬酶

3 和 Bax/Bcl-2 的表达水平显著降低 (P < 0.05)，而自噬抑制剂

(3-MA) 处理后，细胞凋亡率升高 (P < 0.05)，见图 2F，G。

此外，还通过实时荧光定量 PCR 检测了不同组软骨细胞

中软骨基质降解相关基因的 mRNA 水平。结果表明，姜黄素

预处理后基质金属蛋白酶 13 和血小板结合蛋白基序的解聚蛋

白样金属蛋白酶 5 mRNA 表达降低，Ⅱ型胶原蛋白 α1 和软骨

蛋白聚糖 mRNA 表达升高 (P < 0.05)；而自噬抑制剂 (3-MA) 则

逆转了这种表达趋势 (P < 0.05)，见图 2H，I。

2.4   姜黄素介导的自噬作用与 Akt/mTOR 通路有关   见图 3。   
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图注：图 A，B 为酶联免疫吸附法检测肿瘤坏死因子

α 和白细胞介素 6 的表达水平，与对照组相比，
aP < 

0.05；与模型组相比，
bP < 0.05。图 C 为 TUNEL 染色

(×60)，凋亡细胞为绿色，核为蓝色。综合考虑效用

及经济因素，下文均选用 40 μmol/L 姜黄素进行后续

实验

图 1 ｜姜黄素抑制炎症因子释放和细胞凋亡

Figure 1 ｜ Curcumin inhibits the release of 

inflammatory factors and cell apoptosis

图注：各图片中姜黄素组的浓度均为 40 μmol/L。图 A 示 Western blot 分析各组磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 (p-mTOR)、磷酸化蛋白激酶 B(p-Akt)
和 p-P70S6K 蛋白表达水平，与对照组相比，

aP < 0.01；与模型组相比，
bP < 0.01；图 B 示通过使用尼古丁激活蛋白激酶 B(Akt)/ 哺乳动物雷帕霉素靶

蛋白 (mTOR) 信号通路，探讨姜黄素对软骨细胞自噬的调控作用是否依赖 Akt/mTOR 通路。通过单因素方差分析来确定各组之间的差异，与对照组相

比，
cP < 0.01；与尼古丁组相比，

dP < 0.01
图 3 ｜姜黄素介导的自噬作用与 Akt/mTOR 通路有关

Figure 3 ｜ Curcumin-mediated autophagy is related to the Akt/mTOR pathway

图注：各图片中姜黄素组的浓度均为 40 μmol/L。图 A 示 Western blot 检测各组原代软骨细胞自噬相关标志物的相对蛋白表达；B 为 Western blot
蛋白水平半定量灰度值统计图；C 示 CCK-8 法检测不同处理的原代软骨细胞活性；D 示流式细胞术检测各组原代软骨细胞凋亡比例；E 为细胞凋亡

比例统计图。F 为 Western blot 检测活化半胱天冬酶 3 和 Bax/Bcl-2 蛋白的相对表达；G 为 Western blot 蛋白水平半定量灰度值统计图；H 为实时荧

光定量 PCR 检测基质金属蛋白酶 13、血小板结合蛋白基序的解聚蛋白样金属蛋白酶 5 的相对 mRNA 水平；I 为 RT-PCR 检测Ⅱ型胶原蛋白 α1、软

骨蛋白聚糖的相对 mRNA 水平。采用单因素方差分析比较各组之间的差异，与对照组相比，
aP < 0.01；与模型组比较，

bP < 0.01；与姜黄素组相比，
cP < 0.05，dP < 0.01
图 2 ｜姜黄素促进 H2O2 诱导软骨细胞的自噬作用

Figure 2 ｜ Curcumin promotes autophagy in chondrocytes induced by H2O2
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mTOR、Akt、p-P70s6k 在模型组的表达水平较高，姜

黄素处理后 mTOR、Akt、p-P70s6k 的表达水平较模型组显著

降低 (P < 0.05)，见图 3A。Akt 和 mTOR 的磷酸化位点分别为

Ser473 和 Ser2448，为了确定姜黄素对软骨细胞自噬的调控是

否依赖于 Akt/mTOR，使用尼古丁 (Abcam，N-008，10-7 mol/L)

去激活 Akt/mTOR 信号通路。用尼古丁在姜黄素治疗前预处

理软骨细胞 2 h，Western blot 检测 LC3- Ⅱ的表达，从图中可

以看出，姜黄素对软骨细胞凋亡的调控作用依赖于 Akt/mTOR

信号通路，见图 3B。

3   讨论   Discussion
骨关节炎是一种常见的以关节功能障碍为主要病因的

衰老性骨骼肌疾病，是全球性致残因素之一
[18]
。关节软骨退

行性变被认为是骨关节炎的主要诱因，目前任何药物都无法

逆转这种病理状态。据报道，氧化应激是导致骨关节炎的重

要因素之一，过量的氧化应激可能最终导致软骨细胞死亡
[19]
。

因此，此次实验采用 H2O2 诱导小鼠膝关节初级软骨细胞来

模拟体内骨关节炎环境，结果发现，经过 H2O2 处理的软骨

细胞细胞活性降低，炎症因子分泌增加，细胞凋亡增加，自

噬降低。

自噬是一种维持细胞内稳态的生理过程，在自噬相关基

因的调控下由溶酶体对功能失调的细胞器和生物大分子进行

降解
[12]
。通过对细胞应激的反应，自噬是细胞凋亡的保护机

制。例如，细胞的基本功能可以由自噬降解的细胞内成分产

生的 ATP 来维持，通过减少不必要或功能失调的成分来保护

细胞免受损伤
[13]
。因此，它在预防癌症、神经退化、心肌病、

糖尿病、肝病、自身免疫疾病和感染等疾病方面发挥着关键

作用。自噬已被证实在各种物理事件中发挥重要作用，据报

道，自噬参与了维持软骨内平衡的功能，自噬调节因子在骨

关节炎动物模型或人关节软骨中下调，并伴有软骨细胞凋亡

增加
[20-21]

。在人类自噬基因中，Beclin-1 和 LC3 是自噬通路

的主要调控因子和标记物
[22]
，Beclin-1 可以与Ⅲ型磷脂酰肌

醇形成复合物，使自噬小泡成核；LC3- Ⅰ转化为 LC3- Ⅱ，在

自噬激活过程中黏附在自噬小体的膜上。在此次实验中，发

现姜黄素处理后的软骨细胞凋亡减少，自噬相关蛋白上调，

猜测自噬可能是姜黄素在 H2O2 刺激下诱导软骨细胞的自我

保护过程。为了证实这一点，作者采用了自噬抑制剂 3-MA，

采用姜黄素、H2O2 和 3-MA 共处理软骨细胞后，细胞凋亡明

显增加，细胞自噬受到抑制；Western blot 分析证实，H2O2

刺激下凋亡标志物活化半胱天冬酶 3 表达上调，姜黄素处理

后表达下调；Bcl-2 作为 Bcl 家族成员具有抗凋亡作用，H2O2

诱导的软骨细胞中 Bcl-2 的表达降低，而姜黄素预处理可以

逆转 Bcl-2 的表达。上述结果表明姜黄素在 H2O2 刺激下通过

激活软骨细胞自噬，抑制软骨细胞凋亡来进行自我保护，这

与 LI 等 [23]
提出的通过激活自噬抑制凋亡来治疗骨关节炎的

观点是一致的。

mTOR 是一种重要的自噬调节因子，mTOR 复合物 1 

(mTORC1) 由生长因子、能量水平和营养状态介导，通过

PI3K/AKT/mTOR 信号通路调控自噬过程。据报道，自噬相关

蛋白 13 在营养充足的情况下被 mTOR 复合物 1 高度磷酸化，

高磷酸化的自噬相关蛋白 13 与自噬相关蛋白 1 激酶的亲和

力降低，导致自噬相关蛋白 1 激酶活性下降，最终抑制自噬

过程。相反，在营养匮乏的情况下，mTOR 复合物 1 的功能

被抑制，自噬相关蛋白 13 被去磷酸化，自噬相关蛋白 1 激

酶与自噬相关蛋白 13 紧密结合，促进自噬相关蛋白 1 激酶

的活性，最终诱导自噬
[24]
。已有文献表明，雷帕霉素等生物

活性成分对骨关节炎的治疗作用与通过调控 Akt/mTOR 信号

通路增加自噬有关
[25]
。同样，此次研究表明，模型组中 Akt/

mTOR 通路被激活，自噬减少，LC3 和 Beclin-1 下调。此外，

此次研究结果进一步验证了姜黄素对自噬的影响，表现为

自噬增加 (LC3 和 Beclin-1)，凋亡减少 ( 活化半胱天冬酶 3 和

Bax/Bcl-2)，软骨基质降解减少 ( 基质金属蛋白酶 13、血小板

结合蛋白基序的解聚蛋白样金属蛋白酶 5、Ⅱ型胶原蛋白 a1

和软骨蛋白聚糖 )。这些结果在自噬抑制剂的作用下得到了

进一步证实，3-MA 存在时，这些标记物的表达水平发生了

逆转。

综上所述，此次研究证实了姜黄素可通过促进自噬降低

H2O2 诱导的软骨细胞凋亡，这种作用可能通过 Akt/mTOR 信

号通路实现，将为姜黄素治疗骨关节炎提供理论支持和治疗

靶点。然而，在此次研究中尚有不足：第一，AKT/mTOR 通

路是否姜黄素的直接下游通路还未阐明，在今后的研究中将

通过各种分子生物学手段干预该通路重要分子靶点，以明确

此问题；第二，仍需要进一步动物实验支持此次研究的发现，

因此，这将是下一步的研究内容。
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