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建立软骨细胞铁过载模型及损伤机制

文题释义：

铁过载：是由于人体缺乏排出多余铁的有效途径，衰老、基因突变、膳食铁摄入、慢性输血等诸多危险因素会导致机体进行性和病理性铁

超负荷，引起器官、细胞的广泛受损。

氧化应激：是指体内氧化与抗氧化作用失衡的一种状态，也是自由基在体内产生的一种负面作用，被认为是导致衰老和疾病的一个重要因素。

摘要

背景：目前尚不清楚过量的铁是如何参与关节炎发病的，研究铁过载参与关节炎发展的潜在机制可以为关节炎的治疗提供新的方向。

目的：通过枸橼酸铁铵和软骨细胞共培养构建软骨细胞的铁过载模型，观察在铁过载环境下对软骨细胞存活、铁沉积、氧化应激以及线粒

体损伤的影响。

方法：采用酶消化法提取C57BL/6J小鼠膝关节软骨细胞，加入不同浓度(100，250，500，1 000，2 000 μmol/L)的枸橼酸铁铵干预软骨细

胞，分别培养24，48，72 h，建立铁过载软骨细胞模型，采用CCK-8法分析细胞活力变化，钙黄绿素AM法测定细胞内铁含量，筛选出后续

实验组所用枸橼酸铁铵浓度；采用荧光探针DCFH-DA染色检测活性氧水平，以JC-1为荧光探针检测线粒体膜电位变化，并通过实时定量荧

光PCR和Western blot检测Ⅱ型胶原、基质金属蛋白酶3和13的表达水平。

结果与结论：500和1 000 μmol/L浓度枸橼酸铁铵与软骨细胞共培养48 h可成功建立软骨细胞铁过载模型。枸橼酸铁铵能够诱导软骨细胞内

铁过载，且铁过载会破坏线粒体功能，增加细胞内活性氧的水平，软骨细胞的功能活性受损，分泌Ⅱ型胶原、聚集蛋白聚糖等基质成分的

能力下降，导致关节软骨自身修复难度进一步加大，这为今后进一步研究铁过载对软骨细胞的损伤机制以及探索治疗铁过载性关节炎的有

效治疗药物奠定基础。
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①使用枸橼酸铁铵进行软骨细胞铁过载模

型构建，比较不同的浓度梯度及干预时间

对造模的影响，进一步精确了软骨细胞铁

过载模型的造模方案。

④铁过载导致关节软骨自身修复难度进一

步加大，该研究为进一步分析铁过载对软

骨细胞的损伤机制以及探索治疗铁过载性

关节炎的有效治疗药物奠定基础。

② 500 和 1 000 μmol/L 浓度枸橼酸

铁铵与软骨细胞共培养 48 h 可成功

建立软骨细胞铁过载模型。

③铁过载会破坏线粒体功能，增加

细胞内活性氧水平，软骨细胞的功

能活性受损，分泌Ⅱ型胶原、聚集

蛋白聚糖等基质成分的能力下降。
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0   引言   Introduction
膝骨关节炎是一类多发于中老年人的关节退行性疾病

[1]
，

随着年龄的上升以及肥胖等因素，其发病也逐年上升
[2]
。最新

流行性病学调查显示 70 岁以上老年群体的膝关节炎发病率高

达 40%，给家庭和社会带来了极大的经济负担
[3-4]

。膝关节炎

在病理性改变上，以渐进性的关节软骨损伤、软骨下骨病变、

滑膜炎症、骨赘形成等为主
[5]
。在临床上则主要表现为关节活

动受限、红肿发热、刺痛或酸痛不适，活动后加剧等；严重

者甚至出现关节畸形
[6]
。目前大多学者针对关节炎的基础研究

主要集中在干细胞、细胞因子等方面，而临床研究主要集中

在关节软骨手术修补或生物制剂治疗，疗效离预期仍有差距。

尽管靶向生物制剂治疗取得了一定进展，但由于治疗效果有

限原因，在膝骨关节炎中仍未得到深入应用。因此需要继续

深入探索关节炎的发病机制，从而带来新的更高效治疗策略。

膝骨关节炎的典型特征是滑膜组织炎症和关节软骨的进

行性丧失。软骨细胞是软骨中唯一负责产生细胞外软骨基质

( 包括Ⅱ型胶原蛋白和蛋白聚糖 ) 的细胞类型，它们在维持软

骨功能方面发挥重要作用
[7]
。膝骨关节炎的发病机制目前尚

不清楚，既往研究表明炎症是加重关节炎进展的重要诱因之

一
[8]
，白细胞介素 1β 是主要促炎因子，抑制软骨细胞外基质

的合成
[9]
。越来越多研究发现膝骨关节炎的疾病进展与机体

中铁过载有关，而且促炎细胞因子在铁过载诱导关节炎进展

中可能参与了铁稳态的调控，为此研究者们积极探讨铁在关

节炎发病机制中的潜在作用
[10]
。关节滑膜和软骨中大量的铁

沉积是铁代谢异常疾病的常见并发症，同时也是膝骨关节炎

发展的重要病理过程
[11]
，如常见的遗传性血色病是一种以慢

性全身性铁过载发展的疾病，由 HFE 基因突变引起，其特征

是许多组织 ( 包括骨骼、肝脏、心脏、肾脏和大脑 ) 的全身铁

超负荷。据统计患有血色病的患者发生骨关节炎的概率高达

56%[12]
。为了进一步探究铁超负荷是否与骨关节炎的发病率相

关，CAMACHO 等
[13]

在 HFE 基因敲除的动物模型上做了进一

步验证，发现部分半月板切除术引起动物模型关节不稳定后，

患有血色病的小鼠会比野生型小鼠发生更严重的膝骨关节炎。

Abstract
BACKGROUND:  It is unclear how excessive iron is involved in the development of arthritis, and investigating the potential mechanisms by which iron overload 
is involved in the development of arthritis could provide new directions for the treatment of arthritis.
OBJECTIVE: To establish an iron overload model of chondrocytes by co-culture of ferric ammonium citrate and chondrocytes, and to observe the effects of iron 
overload on chondrocyte survival, iron deposition, oxidative stress, and mitochondrial damage. 
METHODS: The chondrocytes of C57BL/6J mouse knee joint were extracted by enzyme digestion and cultured with ferric ammonium citrate (100, 250, 500,  
1 000 and 2 000 μmol/L) chondrocytes for 24, 48 and 72 hours to establish chondrocyte models of iron overload. Cell viability was measured by cell counting 
kit-8. Content of iron was determined by Calcein-AM, and ferric ammonium citrate concentration was screened for subsequent experiments. Then, the level of 
reactive oxygen species was detected by fluorescence probe DCFH-DA and the change of mitochondrial membrane potential was detected by JC-1. Real-time 
quantitative PCR and western blot assays were used to detect the expression levels of type II collagen, matrix metalloproteinases 3 and 13. 
RESULTS AND CONCLUSION: The iron overload model could be successfully established in chondrocytes co-cultured with ferric ammonium citrate at the 
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除了遗传和代谢功能障碍，临床研究表明与年龄相关的退行

性骨关节炎和创伤性关节炎的关节中也观察到滑液中铁浓度

升高和大量铁晶体沉积
[14]
。铁过载在老年人的组织中很常见，

多项针对老年人膝骨关节炎的独立临床研究发现，血清铁蛋

白水平高的人患膝骨关节炎的风险将较正常患者增加 4 倍，

并且血清铁蛋白水平与膝关节影像学检查严重程度呈正相 

关
[15-16]

。综上，过量的铁可能是促进膝骨关节炎发生的另一种

危险因素，其机制或许和软骨细胞的损伤程度相关，但具体

的发病机制目前尚不明确。既往大量研究证实铁代谢紊乱会

引起各类组织器官病变，而对关节炎发生发展中软骨细胞的

铁代谢研究相对较少
[17]
。该研究在体外培养小鼠原代软骨细

胞，并用枸橼酸铁铵建立软骨细胞铁过载模型，以观察铁过

载对软骨细胞活力、功能及活性氧水平及线粒体的影响。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   细胞学体外实验，所有数据比较采用单因素方差

分析，对于两组之间样本比较采用 t 检验，对于多组样本之

间比较采用 Turkey 检验。

1.2   时间及地点   实验于 2022 年 3-6 月在广州中医药大学岭

南医学研究中心中医骨伤科学实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   选择出生一两天的C57BL/6J小鼠乳鼠 10只，

仅用于提取小鼠软骨细胞，购置于广州中医药大学实验动物

中心，实验动物合格证号：SCXK( 粤 )2018-0034。

实验方案经广州中医药大学第一附属医院动物实验伦理

委员会批准，批准号为 TCMF1-2021029。实验过程遵循了国

际兽医学编辑协会《关于动物伦理与福利的作者指南共识》

和本地及国家法规。实验动物在麻醉下进行所有的手术，并

尽一切努力最大限度地减少其疼痛、痛苦和死亡。

1.3.2   实验试剂与仪器   白细胞介素 1β 购自美国 PeproTech

公司；枸橼酸铁铵购自美国 Sigma 公司；DMEM/F12 培养

基和胎牛血清均购自 Gibco 公司；甲苯胺蓝染色试剂购自 

Solarbio 公司；CCK-8 试剂购自 Biosharp 公司；TRIzol 试剂
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购自美国 Invitrogen 公司；反转录试剂盒、SYBR green qPCR

试剂盒均购自中国艾科瑞生物公司；RIPA 试剂、凝胶制备

试剂盒、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、Calcein-AM、JC-1 和

活性氧检测试剂盒均购自上海碧云天生物技术公司；Ⅱ型

胶原抗体 ( 货号：ab62352)、基质金属蛋白酶 13 抗体 ( 货
号：ab52947)、基质金属蛋白酶 3 抗体 ( 货号：ab80588)、
GAPDH 抗体 ( 货号：ab8245)、羊抗兔 / 鼠二抗 ( 货号：

ab6721) 均购自北京博奥森生物技术有限公司；CFX96 实时

荧光定量 PCR 仪、ChemiDoc MP 成像仪购自美国 Bio-Rad 公

司；BD FACSCelesta 流式细胞仪购自美国 BD 公司；Multiskan 
Go 酶标仪购自美国 Thermo 公司；Leica DMI3000 B 倒置荧光

显微镜购自德国 Leica 公司。

1.4   实验方法   
1.4.1   原代软骨细胞分离培养与鉴定   原代软骨细胞分离自

C57BL/6J 小鼠，取出生一两天的 C57BL/6J 小鼠乳鼠，无菌环

境下用手术器械取适量软骨组织，加入 0.25% 胰酶置于 37 ℃ 

摇床 90 r/min 消化 30 min，300×g 离心 15 min，倒掉胰酶，

用含 2% 双抗的 PBS 清洗 2 遍，使用含 0.05% Ⅱ型胶原酶的

DMEM/F12 培养基 37 ℃摇床消化，60 r/min 放置八九个小时，

待管底基本不见关节软骨后，吹打混匀，用 70 或 100 μm 

的细胞筛过滤上清，1 000 r/min 离心 5 min，弃上清，再用

含体积分数为 10% 胎牛血清的 DMEM/F12 培养液重悬沉淀，

接种至 T25 培养瓶，37 ℃恒温、体积分数为 5%CO2 饱和湿

度培养箱内培养，待细胞达到 90%密度后再用胰酶消化传代。

取第 1 代软骨细胞进行鉴定，将其以 1×105
密度接种于 24

孔板上，待细胞培养 48 h 后，吸去培养基，PBS 清洗 2 次后

使用甲苯胺蓝染色液染色 5 min，PBS 清洗 2 次后镜检。以

下实验均使用第 1 代软骨细胞。

1.4.2   实验分组与软骨细胞关节炎铁过载模型建立   ①空白

对照组：在细胞培养过程中仅给予含有体积分数为 10% 胎牛

血清的 DMEM/F12 培养基处理；②阳性对照组：在细胞培养

过程中给予含有体积分数为 10% 胎牛血清的 DMEM/F12 培

养基和 10 μg/L 白细胞介素 1β 处理；③铁过载组：细胞培养

过程中给予含有体积分数为 10% 胎牛血清的 DMEM/F12 培

养基和 100，250，500，1 000，2 000 μmol/L 枸橼酸铁铵处理。

1.4.3   CCK-8 法检测软骨细胞活力   取第 1 代软骨细胞，将其

以 5×103
密度接种于 96 孔板上，待细胞培养 24 h 后，按照

实验分组换液并添加相应培养基，细胞在培养箱中分别培养

24，48，72 h，每孔加入 CCK-8 试剂 10 μL，避免在孔中生成

气泡，然后置于细胞培养箱中避光孵育 2 h，再通过酶标仪

测定 490 nm 波长吸光度值，重复实验 3 次，以确定枸橼酸

铁铵的实验浓度及培育时间。

1.4.4   细胞内的铁含量检测   为检测细胞内铁含量，通过 

Calcein-AM 标记各组细胞，用荧光显微镜观察荧光强度。取第 1

代软骨细胞，以每孔 1×105
细胞的密度种入 24 孔板中，待细胞

培养 24 h 后，按照实验分组换液并加入相应培养基，培养 48 h

后弃去培养基，加入 0.5 μmol/L 用 PBS 稀释的 Calcein-AM， 

在细胞培养箱中干预 30 min 后，PBS 清洗 3 次，洗去过多的 

Calcein-AM，然后置于荧光显微镜下观察拍照，激发波长 488 nm、 

发射波长 525 nm。不稳定铁池水平与平均荧光强度呈反比，

荧光淬灭率越高，表明进入细胞内的铁越高。

1.4.5   细胞内的活性氧水平检测   荧光探针 DCFH-DA 可以

进行细胞内活性氧水平检测。取第 1 代软骨细胞，以每孔

3×105
细胞的密度种入 6 孔板中，待细胞培养 24 h 后，按照

实验分组换液并加入相应培养基，培养 48 h 后用无血清的

DMEM/F12 清洗 2 次，然后加入 10 μmol/L DMEM/F12 稀释

的 DCFH-DA 避光孵育 20 min，再用无血清培养基清洗 2 次，

加入无血清培养基置于荧光显微镜下观察。由于 DCFH-DA 自

身并无荧光，且可以自由穿过细胞膜，可以被细胞内的酯酶

水解生成 DCFH，而 DCFH 不能通透细胞膜，从而使探针很

容易被装载到细胞内，细胞内的活性氧可以氧化无荧光的

DCFH 生成有荧光的 DCF，检测 DCF 的荧光强度就可以知道

细胞内活性氧的水平。为了量化细胞内活性氧水平，收集细

胞并使用 FACSCelesta 流式细胞仪评估平均荧光强度。

1.4.6   细胞线粒体膜电位检测   JC-1 荧光探针是一种广泛用于

检测线粒体膜电位的理想荧光探针。取第 1 代软骨细胞，以

每孔 3×105
细胞的密度种入 6 孔板中，待细胞培养 24 h 后，

按照实验分组换液并加入相应培养基，培养 48 h 后弃去 6 孔

板内的培养基，用无血清培养基洗涤 2 次，每孔加入 1 mL 
JC-1 染色工作液，充分混匀后置于细胞培养箱中 37 ℃孵育

20 min，孵育结束后，吸除上清，用 JC-1染色缓冲液洗涤 2次，

加入 2 mL 无血清细胞培养基，荧光显微镜观察。当线粒体

膜电位较高时，JC-1 可以产生红色荧光，在线粒体膜电位较

低时，JC-1 呈现绿色荧光，这样就可以非常方便地通过荧光

颜色的转变来检测线粒体膜电位的变化。

1.4.7   实时定量荧光 PCR   取第 1 代软骨细胞，以每孔 5×105

细胞的密度种入 6 孔板中，待细胞培养 24 h 后，按照实验分

组换液并加入相应培养基，培养 48 h 后 PBS 清洗 1 次，随

后加入 Trizol 试剂提取细胞总 RNA，使用 NanoDrop2000 对

提取的 RNA 进行定量分析，然后用反转录试剂盒反转录 RNA

以获得 cDNA。以 cDNA 为模板，使用 SYBR Green 法、CFX96
(Bio-Rad)qPCR 仪检测目标基因表达量，采用 2-ΔΔCt

法进行定

量分析。18 s 作为内参对照，每个样品至少重复 3 次。引物

序列见表 1。

表 1 ｜引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences

基因 引物序列 Forward (5’‒3’) 引物序列 Reverse (5’‒3’)

Ⅱ型胶原 ATT CCT GGA GCC AAA GGA TCT GCT TGA AGC CAG CAA TAC CAG GTT CAC
基质金属蛋白酶 13 GCT GGA CTC CCT GTT G TCG GAG CCT GTC AAC T
基质金属蛋白酶 3 ATG CCC ACT TTG ATG ATG ATG AAC CCA CGC CTG AAG GAA GAG ATG
18s TGG TTG CAA AGC TGA AAC TTA AAG AGT CAA ATT AAG CCG CAG GC

1.4.8   Western blot   取第 1 代软骨细胞，以每孔 5×105
细

胞的密度种入 6 孔板中，待细胞培养 24 h 后，按照实验

分组换液并加入相应培养基，培养 48 h 后 PBS 清洗细胞

1 次，随后加入 RIPA 裂解缓冲液提取细胞总蛋白，使用 

Bio-Rad 电泳系统进行 SDS-PAGE 凝胶的配置、蛋白样本的上
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样 ( 上样量为 20 μg) 和凝胶电泳，接着依次采用硝酸纤维素

膜 ( 德国 GE 品牌，Lot#A19478273)、5% 脱脂牛奶进行蛋白

印迹的转膜与封闭，随后 4 ℃环境过夜孵育Ⅱ型胶原、基

质金属蛋白酶 3、基质金属蛋白酶 13 和 β-actin 蛋白抗体，

第 2 天用 TBST 冲洗硝酸纤维素膜，其中条带Ⅱ型胶原、基

质金属蛋白酶 3、基质金属蛋白酶 13 与山羊抗兔二抗 (1 ∶ 

1 000) 孵育 2 h，条带 β-actin 与山羊抗小鼠二抗 (1 ∶ 1 000)

孵育 2 h，使用 ECL 显影后放入 Bio-Rad 凝胶成像系统进行成

像，并使用 ImageJ 软件进行条带定量，使用内参 β-actin 的

结果进行参照，分析数据。

1.5   主要观察指标   ①软骨细胞造模后 24，48，72 h 后细胞

活力；②软骨细胞造模 48 h 后细胞内钙黄绿素平均荧光强

度；③软骨细胞造模 48 h 后细胞内活性氧水平；④软骨细胞

造模 48 h 后细胞内线粒体膜电位；⑤实时荧光定量 PCR 和

Western blot 观察软骨细胞造模 48 h 后细胞外基质相关基因

和蛋白表达。

1.6   统计学分析   所有数据采用 SPSS 19.0 统计学软件处理，测

定数值均使用 x-±s 表示，均值比较采用单因素方差分析，对于

两组之间样本比较采用 t 检验，对于多组样本之间比较采用

Turkey 检验。P < 0.05 为差异有显著性意义。文章统计学方法

已经通过广州中医药大学第一附属医院生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   软骨细胞鉴定结果   甲苯胺蓝染色可见软骨细胞内细胞

核呈紫蓝色，见图 1。
2.2   软骨细胞活力的变化   培养 24 h 时，阳性对照组相比空

白对照组差异无显著性意义；加入不同浓度的枸橼酸铁铵后，

细胞活力较空白对照组略有降低，其中 100 和 250 μmol/L

组与空白对照组相比差异无显著性意义 (P > 0.05)，而 500， 

1 000 和 2 000 μmol/L 组与空白对照组相比差异有显著性意义 

(P < 0.05)。培养 48 h 时，加入不同浓度的枸橼酸铁铵后，细胞

活力较空白对照组降低，其中 250，500，1 000 和 2 000 μmol/L 

组与空白对照组相比差异有显著性意义 (P < 0.05)，500， 

1 000 和 2 000 μmol/L 组与阳性对照组相比差异也有显著性

意义 (P < 0.05)。培养 72 h 时，各浓度枸橼酸铁铵组与空白

对照组相比，细胞活力均明显下降，差异有显著性意义 (P < 

0.05)，1 000，2 000 μmol/L 组与阳性对照组相比差异也有显

著性意义 (P < 0.05)，见图 2。
2.3   软骨细胞内铁含量的变化    为了评估软骨细胞内的不稳

定铁池，用枸橼酸铁铵预处理原代小鼠软骨细胞，荧光染料

钙黄绿素用于评估软骨细胞中亚铁吸收过程。如图 3 所示，

不同浓度枸橼酸铁铵预处理后荧光强度较空白对照组显著降

低，表明软骨细胞中铁浓度升高。

以荧光强度相对最低即不稳定铁池相对水平最高、细胞

相对活力小于空白对照组和阳性对照组，大于 50% 为原则，

选取干预 48 h，枸橼酸铁铵浓度为 500，1 000 μmol/L 为后

续实验的铁过载组，细胞活力分别是 73% 和 68%。

2.4   软骨细胞内活性氧水平的变化   为了更好地了解铁过

载是否能够促进软骨细胞活性氧的产生，根据 2.3 结果，

用 500，1 000 μmol/L 枸橼酸铁铵处理软骨细胞 48 h，并与

DCFH-DA 孵育以评估活性氧水平。流式细胞术分析表明，枸

橼酸铁铵以剂量依赖的方式促进活性氧的产生，见图 4，且

与白细胞介素 1β 处理的炎症环境下相比，枸橼酸铁铵处理

增加软骨细胞内活性氧累积程度更大。

2.5   软骨细胞内线粒体膜电位的变化   线粒体膜电位的崩溃

代表线粒体功能障碍，因此通过检测线粒体膜电位的水平来

检测线粒体的功能。如图 5 所示，枸橼酸铁铵处理后显著增

加了 JC-1 单体的绿色荧光强度，且以剂量依赖方式增加荧光

强度，表明铁过载对线粒体功能有不利影响，导致线粒体膜

电位降低。图 5B 示，与单纯炎症环境相比，铁过载加剧了

对软骨细胞线粒体功能障碍的不利影响。

2.6   铁过载增加软骨细胞外基质降解   为了评估铁流入对软

骨细胞的不利影响，用不同浓度枸橼酸铁铵处理软骨细胞。

如图 6 所示，PCR 检测白细胞介素 1β 处理 48 h 后观察到基质

金属蛋白酶 3 和 13 的过量产生，Ⅱ型胶原明显减少。在枸橼

酸铁铵处理 48 h 后观察到基质金属蛋白酶 3 和 13 较空白对照

组显著过量产生，Ⅱ型胶原与空白对照组相比显著减少。如

图 7 所示，Western blot 也观察到类似的结果。1 000 μmol/L 枸

橼酸铁铵处理较使用白细胞介素 1β 的传统造模方法可以进

一步促进基质降解酶产生，并减少Ⅱ型胶原蛋白的表达。

3   讨论   Discussion
软骨细胞和其合成分泌的细胞外基质组成了关节软骨，包裹

软骨细胞的基质起着润滑软骨及为关节提供机械支撑的作用
[18-19]

。

尽管软骨细胞仅占软骨总体积的很小一部分，但它在维持基质

完整性方面起着重要作用
[20]
。大量研究证实软骨细胞过度凋亡

是软骨退变的重要原因
[21-22]

，因此寻找减少和控制软骨细胞损

伤的有效手段对于探索膝骨关节炎新的治疗靶点至关重要。

铁是机体必需的微量元素之一，它除了是构成血红素

必不可少的成分外，还参与细胞的增殖和分化，并通过调

控氧化 - 还原反应参与机体的能量代谢等多种重要生理过

程
[23-25]

。而当体内铁过载时，将会引起器官、细胞的广泛受

损，因此如何维持铁稳态对正常细胞的发展是至关重要的。

目前，氧化应激和线粒体功能障碍被证明是膝骨关节炎发展

的重要因素
[26-28]

，当发生铁过载时可促进机体内的脂质过氧

化物的大量堆积，导致细胞发生膜脂过氧化、线粒体功能障

碍、核酸和蛋白损伤，最终损伤细胞的结构和功能
[28-31]

。铁

代谢和活性氧形成的主要场所位于线粒体中，铁通过参与线

粒体氧化呼吸链，从而促进活性氧的产生
[32]
。活性氧水平的

增加可能会损害线粒体和其他结构，导致细胞死亡。受损的

线粒体反过来又会产生过量的活性氧，导致胶原蛋白生成减

少和基质降解酶分泌增加
[33]
。最近的临床研究发现铁过载与

膝骨关节炎的发病率和进展之间存在密切联系
[34]
。综上，这

些可能是铁过载导致软骨细胞损伤的重要机制。然而，迄今
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图 1 ｜软骨细胞甲苯胺蓝染色

(×100)
Figure 1 ｜ Toluidine blue staining of 
chondrocytes (×100)

图注：与空白对照组相比，
aP < 

0.05(n=3)
图 2 ｜不同浓度枸橼酸铁铵干预不

同时间后对软骨细胞活力的影响

Figure 2 ｜ Effects of different 
concentrations of ferric ammonium 
citrate on chondrocyte viability after 
different time of intervention.

图注：与空白对照组比较，
aP < 0.000 1。 

FAC：枸橼酸铁胺

图 7 ｜铁过载增加软骨细胞外基质

降解酶相关蛋白表达

Figure 7 ｜ Iron overload increases 
the expression of proteins associated 
with extracellular matrix degradation 
enzymes in chondrocytes

A

B 图注：图 A 可见 JC-1 检测线粒体膜电

位的荧光图 (×100)；B 为 JC-1 单体的荧

光定量分析。FAC：枸橼酸铁胺。与空

白对照组比较，
aP < 0.001，与阳性对照

组比较，
bP < 0.001(n=3)

图 5 ｜软骨细胞内线粒体膜电位的变化

Figure 5 ｜ Changes in mitochondrial 
membrane potential in chondrocytes 
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图注：图 A 可见钙黄绿素标记的

软骨细胞内不稳定铁池的荧光图

(×100)；B 为荧光定量分析。
aP < 

0.01，bP < 0.000 1(n=3)
图3｜不同浓度枸橼酸铁铵 (FAC)
干预后对软骨细胞内钙黄绿素平

均荧光强度的影响

Figure 3 ｜ Effects of different 
concentrations of ferric 
ammonium citrate on average 
fluorescence intensity of calcein 
in chondrocytes FA
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图 4 ｜软骨细胞铁过载模型活性氧 (ROS) 生成明显增加

Figure 4 ｜ Reactive oxygen species level is significantly increased in the 
chondrocyte model of iron overload
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为止没有证据清楚表明铁在膝骨关节炎发病机制中的作用，

铁参与膝骨关节炎的发生和进展的机制仍然未知。因此构建

铁过载环境下诱导软骨细胞损伤和死亡的模型是深入了解膝

骨关节炎病理生理机制的重要步骤。在该研究中，选择枸橼

酸铁铵构建软骨细胞的铁过载模型，软骨细胞用不同浓度

(100，250，500，1 000，2 000 μmol/L) 的枸橼酸铁铵分别培

养 24，48，72 h，以探索建立软骨细胞铁过载模型的条件。

通过钙黄绿素实验发现，枸橼酸铁铵可以诱导软骨细胞

内铁含量的升高，且随着枸橼酸铁铵浓度升高能够促进铁内
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图 6 ｜铁过载增加软骨细胞外基质降解酶相关基因表达

Figure 6 ｜ Iron overload increases the expression of genes associated with 
extracellular matrix degradation enzymes in chondrocytes
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流并加重软骨细胞发生铁过载的状态。进一步观察表明随着

枸橼酸铁铵浓度增加，Calcein 的平均荧光强度逐渐减弱，表

明在共培养阶段的枸橼酸铁铵浓度越高，其细胞内铁沉积越

明显，这与 ZHANG 等
[35]

的结果一致，其发现铁可能通过影

响铁调节蛋白参与了铁稳态的调节。但是当枸橼酸铁铵浓度

达到 2 000 μmol/L 时 Calcein 的平均荧光强度过于低下，说

明此时细胞内铁含量达到很高水平，结合该浓度下软骨细胞

活力指标，作者认为该浓度下的枸橼酸铁铵对软骨细胞造成

了不可逆的损伤，不适宜做后续实验模型。

空白对照组

阳性对照组

FAC 500 μmol/L 组

FAC 1 000 μmol/L 组
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研究原著

促炎细胞因子如白细胞介素 1β 和肿瘤坏死因子 α 是膝

骨关节炎炎症的主要成分，在膝骨关节炎原发性软骨损伤中

起关键作用
[36]
，常用于体外构建软骨细胞关节炎模型。随着

铁过载作为膝骨关节炎的致病条件越来越受到人们关注，因

此建立铁过载的体外细胞模型变得非常重要。该研究显示当

枸橼酸铁铵浓度超过 500 μmol/L 时软骨细胞活力开始逐渐下

降，这表明当枸橼酸铁铵大于该浓度时软骨细胞对其较为敏

感，可作为构建铁过载细胞模型的浓度选择。同时过量的铁

也促进了软骨细胞的基质降解酶基质金属蛋白酶 3 和 13 的

表达并抑制了胶原蛋白的合成。

然而，软骨细胞中的铁是如何促进关节软骨细胞的病理

转变仍然未知。在体内过量的铁会发生芬顿 (Fenton) 反应从

而产生过量活性氧，活性氧诱发的氧化应激反应是机体内自

由基产生的一种负面效应，会对软骨细胞的正常新陈代谢行

为造成不利影响，导致软骨细胞发生功能障碍和变性进而导

致细胞凋亡和老化
[37]
。这与作者的研究结果相符，随着铁浓

度的增高，细胞内铁含量增加导致细胞内活性氧水平明显升

高，与 KUANG 等
[38]

发现过量的游离铁可作为催化剂产生大

量活性氧并导致脂质过氧化物的累积相符。与此同时形成恶

性循环，线粒体膜电位下降，线粒体受损，而损坏的线粒体

又释放更多的活性氧，最终导致软骨细胞死亡。 

综上所述，该研究首先通过观察不同浓度的枸橼酸铁铵

对软骨细胞内铁含量水平及细胞生长情况的影响，并以此为

基础进一步探究不同浓度的铁是否影响软骨细胞活性氧水平

和线粒体膜电位，成功建立软骨细胞铁过载模型，为今后进

一步研究铁过载对软骨细胞的损伤机制以及探索治疗铁过载

性关节炎的有效治疗药物奠定基础。除此之外，该研究还在

体外证明了铁对软骨细胞的损伤机制可能与活性氧的累积造

成线粒体损伤相关，不过未来仍需要深入研究铁过载导致软

骨细胞死亡的确切机制及对其进行干预，这有可能成为保护

软骨细胞的重要环节，也为解决铁过载所致的膝骨关节炎提

供了一个新的切入点。
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