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二氮嗪对软骨细胞氧化损伤的影响
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摘　要　目的：探讨二氮嗪对双氧水诱导的软骨细胞氧化损伤的影响。方法：取 ＳＤ乳鼠膝关节软骨细胞进行原代培养，将对数

生长期的软骨细胞分成５组，分别为阴性对照组（Ａ组），双氧水组（Ｂ组），Ｈ２Ｏ２＋０．１μｍｏｌ·Ｌ
－１二氮嗪组（Ｃ组），Ｈ２Ｏ２＋１．０

μｍｏｌ·Ｌ－１二氮嗪组（Ｄ组），Ｈ２Ｏ２＋１０μｍｏｌ·Ｌ
－１二氮嗪组（Ｅ组）；Ａ组细胞不做特殊处理，Ｂ组用０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１双氧水在３７

℃恒温箱内孵育４ｈ，Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ组预先分别用０．１μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＺ，１．０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＺ，１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＺ，１００μｍｏｌ·Ｌ－１在３７℃的恒

温箱孵育３０分钟，ＰＢＳ洗涤细胞，再用０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１双氧水在３７℃恒温箱内孵育４小时。分别检测ＡＢＣＤＥ各组细胞的细胞活

性，ＲＯＳ的量，细胞凋亡情况。结果：①ＭＴＴ法检测各组细胞活性，细胞活性率从大至小依次为 Ｄ组 ＞Ｃ组 ＞Ｅ组 ＞Ｆ组 ＞Ｂ组；

②用活性氧探针ＤＣＦＨ－ＤＡ检测各组细胞中的ＲＯＳ的量，ＲＯＳ产量从多至少依次为 Ｂ组 ＞Ｅ组 ＞Ｄ组 ＞Ｃ组 ＞Ａ组；③流式细

胞仪检测各组细胞凋亡情况，各组细胞凋亡率由大至小依次为 Ｂ组 ＞Ｅ组 ＞Ｄ组 ＞Ｃ组。④Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ检测各组软骨细胞中

ＨＩＦ１α蛋白的表达，各组软骨细胞中ＨＩＦ１α蛋白表达量依次为Ｃ组＞Ｄ组＞Ｅ组＞Ａ组＞Ｂ组。结论：二氮嗪可降低双氧水诱

导的软骨细胞的凋亡率，同时也降低双氧水诱导的软骨细胞ＲＯＳ的产生，并诱导软骨细胞产生ＨＩＦ１α蛋白，可能存在二氮嗪诱导

ＨＩＦ１α的表达，引起下游相关基因的转录，总体提高软骨细胞对氧化损伤的耐受力，阻碍自由基诱导的软骨细胞的凋亡。
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　　软骨细胞的氧化损伤是许多疾病的发生发展的
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重要原因之一，因为氧化损伤会导致软骨细胞形态和

功能改变，细胞骨架变形，分泌的胞外基质减少，胞内

的金属蛋白酶增加，可降解胞外基质，过多氧自由基

的产生破坏胞外胶原，导致胶原断裂，诱导细胞凋亡，

软骨细胞的凋亡及其分泌功能下降是骨性关节炎发
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生发展的重要原因之一［１］。Ｇｒｉｓｈｋｏ等［２］报道，骨关

节炎患者的软骨细胞比正常软骨细胞产生更多的活

性氧及活性氮，这些活性物质可导致软骨细胞线粒体

ＤＮＡ的损伤及线粒体 ＤＮＡ修复能力的下降，软骨细
胞活性和凋亡指数增加。有研究表明，二氮嗪（ｄｉ
ａｚｏｘｉｄｅ，ＤＺ）可轻度提高线粒体中活性氧的产生，活性
氧的生理信号可诱导细胞内线粒体产生更多的非偶

联蛋白，这些非偶联蛋白的增加可提高细胞对病理性

活性氧的耐受性，从而对抗细胞的氧化损伤［３］。此

外，ＤＺ是一种线粒体ＡＴＰ敏感性钾通道开放剂，可开
放线粒体膜上的钾通道，导致钾内流，线粒体膜去极

化，钙离子内流减少，线粒体钙超载减轻，从而使得胞

内病理性活性氧生成减少，提高细胞的存活率［４］。本

研究旨在研究ＤＺ对氧化损伤的软骨细胞的影响，探索
ＤＺ对抗软骨细胞氧化损伤的可能机制。

１　材料与方法
１．１　实验动物　２４ｈ内ＳＤ大鼠的乳鼠５只，由广东
省动物实验中心提供。实验动物合格证号：ＳＣＸＫ
（粤）２００８－０００２。
１．２　实验试剂与仪器　ＤＭＥＭ培养液、胎牛血清、胰
酶、Ⅱ型胶原酶、透明质酸酶、ＰＢＳ、凋亡试剂盒、活性
氧检测试剂盒、ＣＯ２培养箱、Ｏｌｙｍｐｕｓ倒置显微镜、流
式细胞仪、荧光显微镜。

１．３　软骨细胞的分离与培养　无菌操作下取出乳鼠
的关节软骨，并切成小块，用ＰＢＳ洗２次，透明质酸酶
消化１０ｍｉｎ，胰酶在３７℃下消化３０ｍｉｎ，Ⅱ型胶原酶
在３７℃下消化２ｈ，吸取上清液，２１００ｒ离心８ｍｉｎ，
弃上清，加入ＤＭＥＭ１０ｍＬ，混匀，６００ｒ离心１ｍｉｎ，吸
取上清液，２１００ｒ离心１０ｍｉｎ，弃上清，加入培养液，
混匀，接种在培养瓶内，置于 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱内
进行培养，５ｄ后首次换液，去掉未贴壁的细胞，以后
每隔３ｄ换１次液，当细胞铺满瓶底时，０．２５％的胰蛋
白酶消化细胞，按１∶３的比例进行传代。取第３代细
胞进行实验。

１．４　实验分组与干预　取生长良好的第３代软骨细
胞，以 １×１０６·ｃｍ－２的密度接种于６孔培养板上，分
３组，正常细胞组，无血清的培养基孵育４．５ｈ；双氧
水组，无血清的培养基孵育３０ｍｉｎ，双氧水孵育４ｈ；双
氧水＋ＤＺ组，ＤＺ孵育３０ｍｉｎ，双氧水孵育４ｈ。
１．５　观测指标和方法
１．５．１　形态学观察　倒置显微镜下观察细胞的生长

和形态。

１．５．２　软骨细胞的鉴定　阿利新蓝染色在倒置显微
镜下观察。

１．５．３　细胞活性检测　取对数生长期的软骨细胞
（第３代软骨细胞），以０．２５％胰酶消化，计数，接种
于９６孔培养板内，使每孔细胞密度为１×１０４个，每
组设１个平行孔并设不含细胞的空白对照，３７℃培
养２４ｈ，细胞贴壁后，分为６组，分别为阴性对照组
（Ａ），双氧水组（Ｂ），Ｈ２Ｏ２＋０．１μｍｏｌ·Ｌ

－１ＤＺ组

（Ｃ），Ｈ２Ｏ２＋１μｍｏｌ·Ｌ
－１ＤＺ组（Ｄ），Ｈ２Ｏ２＋１０μｍｏｌ

·Ｌ－１ＤＺ组（Ｅ），Ｈ２Ｏ２＋１００μｍｏｌ·Ｌ
－１ＤＺ组（Ｆ），

ＣＤＥＦ五组分别用０．１μｍｏｌ·Ｌ－１，１μｍｏｌ·Ｌ－１，１０

μｍｏｌ·Ｌ－１，１００μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＺ预处理３０ｍｉｎ后，ＢＣ
ＤＥＦ组分别加入０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２，吸掉上清液，
每孔加入 １００μＬ含 ＭＴＴ试剂的培养基，继续培养
４ｈ，然后在５９５ｎｍ的波长下检测。
１．５．４　凋亡的检测　分别收集 ＡＢＣＤＥ五组软骨细
胞。悬浮细胞离心（２０００ｒ离心５ｍｉｎ）收集；贴壁细
胞用不含ＥＤＴＡ的胰酶消化收集（注：胰酶消化时间
不易过长，否则容易引起假阳性）；用 ＰＢＳ洗涤细胞
二次（２０００ｒ离心５ｍｉｎ）收集１～５×１０５细胞；加入
５００μＬ的ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮细胞；加入１μＬＡｎｎｅｘ
ｉｎＶ－ＰＥ混匀；室温、避光、反应５～１５ｍｉｎ；在１ｈ
内，进行流式细胞仪的观察和检测。用流式细胞仪检

测，激发波长Ｅｘ＝４８８ｎｍ；发射波长Ｅｍ＝５７８ｎｍ。
１．５．５　活性氧的检测　去除６孔板内 ＣＤＥ三组的
细胞培养液，并设立阴性对照 Ａ和阳性对照 Ｂ，分别
加入等体积的浓度为１０μｍｏｌ·Ｌ－１的ＤＣＦＨ－ＤＡ探
针，能充分盖住细胞为宜，３７°细胞培养箱内孵育 ２０
ｍｉｎ。用无血清细胞培养液洗涤细胞３次，以充分去
除未进入细胞内的 ＤＣＦＨ－ＤＡ。在荧光显微镜上检
测，４８８ｎｍ激发波长，５２５ｎｍ发射波长。
１．５．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ检测各组软骨细胞中 ＨＩＦ１α蛋
白的表达　将培养的第３代软骨细胞于６孔板中，随
机取５孔，标记ＡＢＣＤＥ组分别做不同处理，处理后将
细胞重悬至细胞裂解液中，于低温离心，１００００ｒ离心
８ｍｉｎ，取上清液备用。１００ｍＬ·Ｌ－１聚丙烯酰胺凝胶
电泳分离蛋白后，将蛋白转移至ＮＣ膜，并置于含５％
脱脂乳的二羟单基氨单烷吐温—２０封闭缓冲液中封
闭后，加入相应 ＨＩＦ１α抗体（１∶１０００），４℃孵育过
夜。加入相应二抗，３７℃孵育１ｈ，化学发光法曝光
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后观察，β肌动蛋白为内参，采用 Ｂｉｏｉｍａｇｅ软件采集
信号和灰度扫描。

１．６　统计学方法　各项实验都进行了至少３次的独
立重复试验。所有数据应用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行统
计学分析，各组实验资料统计量以均数 ±标准差表
示，重复测量资料的方差分析比较不同组间的指标

变化趋势，两两比较采用 ｑ检验，流式细胞仪检测细
胞凋亡的实验数据采用秩和检验，两两比较采用ｑ检
验，检验水准α＝０．０５。

２　结　果
２．１　倒置显微镜观察　将原代软骨细胞传代３次，
传至第３代，第３代软骨细胞形态功能稳定，细胞呈
多角形，可稳定分泌Ⅱ型胶原和糖胺聚糖（图１）。正
常原代软骨细胞４８ｈ后完全贴壁，细胞大部分呈多
角形，圆形，椭圆形外观，约５ｄ后长满瓶底，疏密不
一，有些地方可见大量基质包绕结节样细胞群落。传

代后一般２４ｈ即可完全贴壁，第２代软骨细胞３ｄ即
可长满瓶底，以多角形多见，随着细胞的传代次数增

加，细胞的分泌和增殖能力下降，传代周期延长。

图１　Ｆ３代的软骨细胞组织细胞学倒置显微镜片　（×１００）

２．２　软骨细胞的鉴定　软骨细胞的鉴定可通过取材
部位、细胞形态和阿利新蓝染色三方面来进行表型的

鉴定。原代软骨细胞的取材是来源ＳＤ乳鼠关节软骨
组织；且镜下观所培养的细胞的形态以多角形为主，

符合软骨细胞的表型；软骨细胞能分泌糖胺聚糖等特

异性的物质，在阿利新蓝染料下可染成蓝色。图２中
细胞被染成浅蓝色，细胞核被染成蓝色，细胞质被染

成浅蓝色，证明此细胞具有分泌糖胺聚糖的能力，结

合该细胞的取材部位和细胞形态，即可鉴定实验所提

取的细胞是软骨细胞。实验还发现，用 ＤＺ预处理过
的软骨细胞在双氧水的作用下，其阿利新蓝染色深度

比未用ＤＺ处理的软骨细胞更深（图３、图４），可间接

反映，ＤＺ对抗氧化损伤的作用，可保护软骨细胞分泌
糖胺聚糖。

图２　Ｆ３代软骨细胞组织细胞学光镜片　（阿利新蓝染色　×１００）

图３　Ｃ组组织细胞学光镜片　（阿利新蓝染色　×５０）

图４　Ｂ组组织细胞学光镜片　（阿利新蓝染色　×５０）

２．３　ＤＺ预处理过氧化氢诱导的软骨细胞活性检测
结果　不同浓度ＤＺ预处理对过氧化氢诱导的软骨细
胞活性检测结果见表 １，０．１μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＺ组和 １

μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＺ组预处理可对抗过氧化氢诱导的软骨

细胞的损伤，而１０μｍｏｌ·Ｌ－１和１００μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＺ
组抗氧化损伤的能力不是很明显，可能是由于 ＤＺ浓
度过高产生细胞毒性作用，过度开放了软骨细胞线粒
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体膜上钾通道，引起线粒体的损伤，产生细胞毒作用。 各组在酶标仪上读出各组的ＯＤ值见表１。
表１　不同浓度ＤＺ对Ｈ２Ｏ２诱导的鼠关节软骨细胞活性影响

Ｂ组 Ｃ组 Ｄ组 Ｅ组 Ｆ组 Ｆ值 Ｐ值

细胞数 １×１０４ １×１０４ １×１０４ １×１０４ １×１０４

ＯＤ ０．４２±０．０３８ ０．６３±０．０４６ ０．７２±０．０３２ ０．４９±０．０２８ ０．４８±０．０１７ ９１．４３１ ０

不同浓度ＤＺ对Ｈ２Ｏ２诱导的鼠关节软骨细胞活性影响。各组数据采用方差分析比较，结果如表所示，差异有统计学意义。采用ｑ

检验进行两两比较，结果显示Ｃ组（ｑ＝１．７１０，Ｐ＝０．０２１）和Ｄ组（ｑ＝２．４３３，Ｐ＝０．００９）差异较显著；Ｅ组（ｑ＝０．３２２，ｐ＝０．０５９）和

Ｆ组（ｑ＝０．３１０，Ｐ＝０．０６）差异无统计学意义

２．４　ＤＺ对软骨细胞凋亡的影响　不同浓度的ＤＺ预
处理软骨细胞３０ｍｉｎ，０．２５μｍｏｌ·Ｌ－１双氧水处理４
ｈ，流式细胞仪检测软骨细胞的凋亡率见图５，实验发

现：０．１μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＺ组和１μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＺ组可对
抗软骨细胞早期凋亡，而１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＺ组对软骨
细胞的凋亡无明显的保护作用。

图５　各组鼠关节软骨细胞凋亡分布

流式细胞仪检测，左下象限为正常细胞，右下象限为早期凋亡细胞，右上象限为晚期凋亡，左上象限为死亡细胞

表２　流式细胞仪检测各组软骨细胞凋亡率（中值Ｍ±四分位间距Ｑ）

分组 正常细胞（％） 凋亡细胞（％） 死亡细胞（％）

Ａ组 ２１．０５０±１．９４０ １２．７１０±１．０８０ ６５．９３０±４．３８０

Ｂ组 ２７．０８０±０．７７０ ７．１７０±０．３３０ ６５．６２０±１．２８０

Ｃ组 ２０．７４０±１．８２０ ９．１３０±０．８８０ ６９．６５０±１．８６０

Ｄ组 １７．８０±１．４１０ １１．９３０±２．２１０ ７０．６８０±２．４５０
Ｈ值
Ｐ值

１６．１４３ １６．１４６ １３．０１１
０．００１ ０．００１ ０．００５

不同浓度的ＤＺ预处理软骨细胞３０ｍｉｎ，０．２５μｍｏｌ·Ｌ－１双氧水处理４ｈ，流式细胞仪检测软骨细胞的凋亡率及死亡率。各组数据

采用秩和检验比较，结果如表２所示，差异有统计学意义。通过将原始数据转换为秩，进行ｑ检验两两比较的结果显示，Ｂ组（ｑ＝

１２．２６５，Ｐ＝０．０００）和Ｃ组（ｑ＝７．６１０，Ｐ＝０．００３）差异显著，Ｄ组（ｑ＝０．２１３，Ｐ＝０．０８）差异无统计学意义

２．５　各组软骨细胞中的活性氧的检测　软骨细胞经
双氧水处理后，软骨细胞内的活性氧水平显著升高，

而经ＤＺ预处理过的软骨细胞，再次接受双氧水处理
后，活性氧的水平较低，甚至比正常软骨细胞的活性

氧低，间接反映ＤＺ具有保护软骨细胞对抗氧化损伤
的能力（图６）。

实验结果表明 Ｃ组和 Ｄ组有明显的对抗氧化损
伤的能力，而Ｅ组对抗氧化损伤的能力效果不明显。
实验表明适宜浓度的ＤＺ可以降低软骨细胞中活性氧
的水平，但ＤＺ浓度增大不一定会增强其的抗氧化损

伤的能力，反而增强其对细胞的毒性，实验还发现，

ＤＺ浓度超过１０μｍｏｌ·Ｌ－１时会增加其对软骨细胞的
毒性（表１），加速软骨细胞的死亡。
２．６　各组软骨细胞中 ＨＩＦ１α蛋白表达的比较　如
图所示，与Ａ组比较，Ｂ组ＨＩＦ－α蛋白表达明显下降
（ｑ＝１３．６５３，Ｐ＜０．０５），与Ｂ组比较，不同浓度ＤＺ预
处理的软骨细胞组中 ＨＩＦ－α蛋白表达明显上升（Ｐ
＜０．０５），差异有统计学意义。其中尤以 Ｃ组（ｑ＝
２．０７５，Ｐ＝０．０１０）和Ｄ组（ｑ＝１．８７８，Ｐ＝０．０１９）差异
显著。
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图６　鼠关节软骨细胞学荧光显微镜片　（ＤＣＦ荧光染色　×５０）

不同浓度的ＤＺ预处理软骨细胞３０ｍｉｎ，然后０．２５μｍｏｌ·Ｌ－１双氧水处理４ｈ，检测活性氧如图６所示，绿色荧光强度反应活性氧

产生的量（×５０）。由图可见，Ｄ组和Ｃ组产生的荧光强度明显比Ｂ组弱

图７　鼠关节软骨细胞ＨＩＦα蛋白的表达

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ检测不同浓度的 ＤＺ预处理软骨细胞 ＨＩＦα蛋白

表达的影响：各组数据采用方差分析比较，Ｆ＝２９４．０８，Ｐ＜０．

０００１，差异有统计学意义。采用 ｑ检验进行两两比较结果显

示，Ｃ组（ｑ＝２．０７５，Ｐ＝０．０１０）和 Ｄ组（ｑ＝１．８７８，Ｐ＝０．０１９）

差异显著

３　讨　论
３．１　氧自由基对软骨细胞的影响　近年来的研究表
明，骨关节炎的发生、发展与氧自由基代谢有一定关

系［５］。自由基是具有很强反应活性的基团，可增加氨

基酸、多肽和蛋白质对蛋白水解酶的敏感性 ，促进其

降解，使细胞膜发生脂质过氧化，是许多疾病发生的

基础。氧自由基包括超氧化物阴离子自由基、单线态

氧、羟自由基等。若细胞产生过多的自由基则会对细

胞生物膜、蛋白质和核酸等的损伤，引起软骨细胞的形

态、生长状态和功能改变，从而使得软骨基质合成减

少，甚至软骨细胞死亡。最后慢慢演变为骨关节炎。

３．２　ＤＺ对软骨细胞氧自由基的影响　近来研究表
明，ＤＺ可抑制ＭＰＰ＋诱导中脑神经元活性氧的过量
产生，同时稳定神经元线粒体膜电位和阻止线粒体细

胞色素 Ｃ释放，从而保护中脑神经元细胞［６］。ＤＺ是
线粒体钾通道（ｍｉｔｏＫＡＴＰ）激活剂，而 ｍｉｔｏＫＡＴＰ是
一个八聚体，由两部分组成，一部分是内向整流 Ｋ通
道由四个亚基组成活性氧，另一部分是磺酰胺类受体

由四个亚基组成［４］。激活 ｍｉｔｏＫＡＴＰ，可稳定线粒体

膜电位，降低细胞钙超载，促进线粒体氧化磷酸化［７］。

Ｍｉｎｎｅｒｓ等［３］报道激活ｍｉｔｏＫＡＴＰ，可轻度的抑制呼吸

链，导致生理性活性氧增加，激发线粒体活性氧信号

通路，使得线粒体形态和功能发生改变，上调线粒体

膜上非偶联蛋白数量，以抵抗病理性活性氧的氧化损

伤和缺氧损伤，提高细胞抗氧化损伤的能力。Ｋｕｋｒｅｊａ
等［８］报道开放线粒体钾通道可促使细胞中生理性活

性氧的增加，生理性活性氧可作为细胞第二信使激活

一系列的蛋白激酶，从而对抗细胞氧化损伤，稳定细

胞功能，提高细胞生存率。本实验证明 ＤＺ可降低软
骨细胞内病理性活性氧的产生，图６可见双氧水组软
骨细胞中病理性活性氧最多，细胞形态改变，实验中

细胞存活率最低，而０．１μｍｏｌ·Ｌ－１和１．０μｍｏｌ·Ｌ－１

的ＤＺ预处理组中软骨细胞病理性活性氧较少，大部
分软骨细胞在双氧水处理下仍保持原有形态，细胞存

活率高。由此可见，ＤＺ可对抗软骨细胞的氧化损伤，
提高细胞耐受抗氧化能力，可能的机制之一是 ＤＺ开
放软骨细胞的ｍｉｔｏＫＡＴＰ，促细胞产生生理性活性氧，
激活活性氧信号通路，从而提高细胞抗氧化能力，提

高细胞存活率。

３．３　二氮嗪对软骨细胞功能的影响　正常软骨细胞
可分泌糖胺聚糖（ＧＡＧ）和Ⅱ型胶原，ＧＡＧ是软骨组
织中胞外基质的重要组成部分之一，骨性关节炎患者

中，软骨组织中 ＧＡＧ减少，且软骨细胞分泌 ＧＡＧ能

力下降［１］。实验发现，ＤＺ预处理双氧水诱导的软骨

细胞产生的ＧＡＧ的含量比单纯的双氧水诱导的软骨
细胞ＧＡＧ含量多（图３、图４），间接反映，ＤＺ对软骨
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细胞的分泌功能有一定保护作用。

３．４　ＤＺ对软骨细胞凋亡的影响　软骨细胞的凋亡
是引起关节软骨退化的重要原因之一，而软骨细胞的

凋亡主要包括线粒体途径，死亡受体途径和内质网应

激反应性凋亡途径。其中在线粒体途径中，由于线粒

体代谢功能紊乱，释放细胞色素 Ｃ和促凋亡因子，激
活细胞凋亡酶信号通路，诱导软骨细胞凋亡，促进关

节软骨的退化，逐渐发展为骨关节炎［９］。邵素霞等［９］

研究发现ＤＺ可以降低双氧水诱导的骨骼肌成肌细胞
的凋亡率，并且可以促进骨骼肌成肌细胞的增殖。

Ｃｈｉｏ等［１０］研究表明 ＤＺ可以对抗双氧水所引起的成
骨细胞凋亡，提高成骨细胞的存活率。在本实验过程

中我们证明了ＤＺ可以降低双氧水诱导的软骨细胞的
凋亡率，提高细胞的抗氧化损伤的能力。双氧水组凋

亡率为１２．７１０±１．０８０％，０．１μｍＤＺ组早期凋亡率
为７．１７０±０．３３０％（表２），可见 ＤＺ预处理双氧水诱
导的软骨细胞，可降低软骨细胞的凋亡率，提升软骨

细胞抗氧化损伤能力。可能存在的机制之一是ＤＺ激
活ｍｉｔｏＫＡＴＰ，激活活性氧信号通路，稳定线粒体膜电
位，使得线粒体细胞色素 ｃ和凋亡诱导因子释放减
少，降低细胞凋亡率。Ｐａｔｅｌ等［１１］研究表明 ＤＺ可以
使缺血再灌注的ＰＣ１２细胞释放的细胞色素Ｃ和ＡＩＦ
减少，从而减少激活 ｃａｓｐａｓｅ３，减少细胞的凋亡。
ＨＩＦ１α是缺血缺氧条件下广泛存在人体组织的一种
转录因子，通过α亚基促进下游相关基因的转录和表
达，使这些基因参与无氧代谢 、红细胞生成 、血管形

成等低氧应答反应［１２］。本实验发现０．１μｍｏｌ·Ｌ－１

和１μｍｏｌ·Ｌ－１的 ＤＺ组所诱导的 ＨＩＦ１α蛋白比对
照组明显上升（图７），可能存在ＤＺ诱导ＨＩＦ１α的表
达，引起下游相关基因的转录，总体提高软骨细胞对

氧化损伤的耐受力，阻碍自由基诱导的软骨细胞的

凋亡。

综上所述，ＤＺ可通过降低软骨细胞线粒体内的
病理性活性氧的增加，稳定线粒体膜电位，提高软骨

细胞抗氧化损伤的能力，降低软骨细胞的凋亡率。而

骨性关节炎患者的软骨细胞内病理性活性氧产生过

度，导致线粒体膜通透性转换孔开放，细胞色素 Ｃ和
凋亡诱导因子的释放，诱发软骨细胞的凋亡。此外，

骨性关节炎软骨细胞功能下降，细胞外基质分泌减少

及破坏，而ＤＺ可阻断氧自由基过度产生，阻止软骨细
胞凋亡及功能下降，预防关节炎发生。
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