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　　【摘要】　目的　探讨酸敏感离子通道（ＡＳＩＣｓ）与酸诱导的大鼠佐剂性关节炎（ＡＡ）关节软骨细胞 Ｃａ２ ＋

运动的关系。 方法　雄性 ＳＤ大鼠 １２只，分为正常组（n ＝６）和 ＡＡ模型组（n ＝６）。 模型组大鼠制备 ＡＡ模
型，体外培养 ＡＡ关节软骨细胞，应用 Ｃａ２ ＋荧光指示剂 Ｆｌｕｏ唱３／ＡＭ孵育培养的细胞，激光共聚焦显微镜检测
有、无细胞外液以及 ＰＣＴＸ对细胞外 ｐＨ ６畅０ 酸作用所致 ＡＡ关节软骨细胞内 Ｃａ２ ＋荧光强度动态及 Ｃａ２ ＋浓度

（［Ｃａ２ ＋］ ｉ）变化。 结果　在无细胞外钙环境中，酸未引起 ＡＡ关节软骨细胞 Ｃａ２ ＋变化，平均荧光值为４５畅６３ ±

１６畅３８。 而在胞外液有 Ｃａ２ ＋的情况下，ｐＨ ６畅０可引起 ＡＡ 关节软骨细胞 Ｃａ２ ＋短暂性升高（１４９畅５６ ±２５畅３９ ），
与无钙组比较明显增加（P＜０畅０１）；ＰＣＴＸ对 ｐＨ ６畅０诱导 ＡＡ关节软骨细胞 Ｃａ２ ＋内流明显抑制作用（６０畅８５ ±
２８畅７３，P＜０畅０１）。 结论　ＡＳＩＣｓ参与酸诱导的经 ＡＡ关节软骨细胞 Ｃａ２ ＋内流，可能与关节软骨破坏有关。
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　　类风湿关节炎（ＲＡ）是一种自身免疫性疾病，其主
要病理特点是滑膜细胞增生，衬里层增厚，多种炎性细
胞浸润，血管翳的形成以及软骨和骨组织的破坏，最终

导致关节畸形和功能丧失。 关节软骨和骨组织的破坏
是致残的根本原因，因此积极寻找导致关节软骨破坏
及骨组织病理生理改变的关键环节是防治该病的

重点
［１］ 。
酸敏感离子通道（ａｃｉｄ唱ｓｅｎｓｉｎｇ ｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌｓ，ＡＳＩＣｓ）

是一类由胞外酸化所激活的阳离子通道，属于 Ｄｅｇ／
ＥｎａＣ家族中的一个成员，主要通透 Ｎａ ＋

和 Ｃａ２ ＋［２］ 。 目
前，已发现了 ６个 ＡＳＩＣｓ 亚基，它们在外周和中枢神经
系统中广泛表达。 另有研究结果表明，ＡＳＩＣｓ 能够对某
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些病理反应如局部缺血、炎症、癫痫等产生响应［３］ 。 值
得注意的是，在这些病理反应中共同的特点是组织酸
化，激活的 ＡＳＩＣｓ导致胞外 Ｃａ２ ＋内流并激发各种病理

生理效应。 我们在前期研究发现大鼠关节软骨细胞中
有 ＡＳＩＣｓ的表达［４］ ，并在大鼠佐剂性关节炎（ＡＡ）中高
表达［５］ 。 进一步研究发现通过抑制 ＡＡ 大鼠关节软骨
细胞 ＡＳＩＣｓ的表达，能明显升高 ＡＡ大鼠关节软骨细胞
基质成分Ⅱ型胶原和蛋白多糖聚糖体表达量，提示抑
制关节软骨细胞 ＡＳＩＣｓ 的表达对关节软骨具有保护作
用

［６］ 。 本实验拟在此基础上观察阻断 ＡＡ 大鼠关节软
骨细胞 ＡＳＩＣｓ 关节软骨细胞内细胞内 Ｃａ２ ＋浓度

（［Ｃａ２ ＋］ ｉ）的改变，旨在探讨 ＡＳＩＣｓ 介导 ＡＡ 大鼠关节
软骨细胞损伤的分子机制，为 ＲＡ治疗及寻找其治疗新
靶点提供实验依据。

材料与方法

一、材料
１．动物的选择及分组：Ｓｐｒａｇｕｅ唱Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，

雌雄不限，体重（１６０ ±２０）ｇ，由安徽医科大学实验动物
中心提供。 合格证号：皖医实动准字第 ０１ 号。 将大鼠
随机分成模型组（n ＝６）和正常组（n ＝６）。 实验室温
度控制在 ２０ ～２５ ℃，湿度在 ５０％～６０％，自由饮水。

２．药品与主要试剂：医用卡介苗（上海生物制品
研究所产品）；弗氏完全佐剂（卡介苗 ８０ ℃灭活后，与
高压灭菌的液状石蜡充分碾磨、混匀配成 １０ ｇ／Ｌ 的乳
剂）；胎牛血清（杭州四季青生物材料研究所产品）；
ＤＭＥＭ培养粉、胰蛋白酶、Ⅱ型胶原酶、Ａｍｉｌｏｒｉｄｅ（美国
Ｓｉｇｍａ公司产品）；Ｆｌｕｏ唱３／ＡＭ，Ｆ唱１２７（美国 Ｂｉｏｔｉｕｍ 公司
产品）；Ｐｓａｌｍｏｐｏｅｕｓ ｃａｍｂｒｉｄｇｅｉ，ＰＣＴＸ（美国 Ｙａｒｎｅｌｌ ＡＺ
公司产品）。

３．主要仪器与设备：电子天平 ＪＴ１２００１（上海精天
电子仪器厂产品）；电热恒温水浴锅（ＧＳＹ唱８ 北京市医
疗设备厂意成公司产品）；高速离心机 ＴＧＬ唱１６Ｈ（珠海
黑马医学仪器有限公司产品）；水套式 ＣＯ２ 培养箱 ｓｈａｌ唱
ｌａｂ２３２３（广州南方生化医学仪器有限公司产品）；电子
显微镜 ＸＤＳ唱１Ｂ（重庆光电仪器总公司产品）；洁净工作
台 ＳＷ唱ＣＪ唱１Ｆ（苏净集团苏州安泰空气技术有限公司产
品）；激光共焦显微镜（Ｌｅｉｃａ ＳＰ５，德国徕卡公司产品）。
二、方法
１．ＡＡ大鼠模型的诱导：大鼠左侧后足跖皮内注射

弗氏完全佐剂（即为卡介苗 ８０ ℃、１ ｈ灭活后与高压灭
菌的液状石蜡充分碾磨混匀配成 １０ ｍｇ／ｍｌ 的乳剂）
０畅１ ｍｌ致炎，造成 ＡＡ大鼠模型。

２．关节软骨取材与培养：２６ ｄ后，大鼠于麻醉下断
头处死，浸入 ０ ～４ ℃的 ０畅１％苯扎氯铵液中浸泡消毒

１０ ｍｉｎ，于膝关节正中纵行切开皮肤，分离肌肉，充分暴
露膝关节。 无菌条件下取双侧后肢膝，髋关节面软骨，
置于 Ｄ唱Ｈａｎｋｓ 液中漂洗 ２ 次，并用眼科剪将软骨剪碎
至 １ ｍｍ３ 大小，继续用 Ｄ唱Ｈａｎｋｓ 液漂洗 ２ 次。 吸去漂
洗液，加入 ０畅２５％胰蛋白酶溶液，并置入 ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 孵箱中消化 ３０ ｍｉｎ，中途振荡几次。 吸出胰蛋白
酶溶液，加入 ０畅３％Ⅱ型胶原酶溶液，置入 ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 孵箱中继续消化 ３ ｈ。 每隔 １ ｈ更换Ⅱ型胶原酶溶
液 １ 次。 用离心管收集各次消化液，２０００ ｒ／ｍｉｎ 离心
１０ ｍｉｎ，去除上清液。 用加了青霉素及链霉素的 Ｈａｎｋｓ
液洗 １ 次，以同样方法再离心 １ 次。 过 １２０ 目筛目，去
除上清液。 用含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液制成细胞悬
液。 将细胞悬液接种于 ２４ 孔培养板（１ ｍｌ）及 ９６ 孔培
养板中。 置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 孵箱中培养 ４８ ｈ。 倒置
显微镜下观察并照相。 原代细胞长满后传代培养。 用
于实验的软骨细胞为第 １ ～２代的传代细胞。

３．关节软骨细胞内［Ｃａ２ ＋］ ｉ 的测定：取培养板中
的盖玻片，Ｈａｎｋｓ 液冲洗 ２ 遍，用 １００ μｌ 的 Ｆｌｕｏ唱３／ＡＭ
与 Ｆ唱１２７ 混合工作液（１０ μｍｏｌ／Ｌ Ｆｌｕｏ唱３／ＡＭ，０畅０２％ Ｆ唱
１２７）滴于盖玻片上，３７ ℃避光孵育 ４０ ｍｉｎ，Ｈａｎｋｓ液再
次冲洗玻片 ３遍，洗去多余染料，保留少许 Ｈａｎｋｓ 液平
衡细胞 １０ ｍｉｎ，于 １０ ｍｉｎ内进行细胞内［Ｃａ２ ＋］ ｉ 检测。
当测定在有钙液下细胞内［Ｃａ２ ＋］ ｉ 时，将 Ｈａｎｋｓ 换为
Ｄ唱Ｈａｎｋｓ液。 预先向培养皿中加入１ μｍｏｌ／Ｌ ｔｈａｐｓｉｇａｒ唱
ｇｉｎ和 １０ μｍｏｌ／Ｌ ＭＫ８０１ 的台式液分别耗竭 Ｃａ２ ＋池内

的钙离子以及阻断钙离子通道，将细胞置于激光共聚
焦显微镜下动态扫描 ２０ ｓ，用微量加样器将已经调好
的 ｐＨ值（ｐＨ ６畅０）的细胞外液加注到盖玻片上，镜下取
８ ～９ 个细胞，动态观察胞内钙荧光强度变化。 另一组
预先向培养皿中加入 ２５ ｎｇ／ｍｌ ＰＣＴＸ，实验时加入已调
好的 ｐＨ值（ｐＨ ６畅５）的细胞外液，镜下取８ ～９个细胞，
动态观察胞内钙荧光强度变化。 利用激光共聚焦显微
镜系统（Ｚｅｉｓｓ ＬＳＭ唱５１０，Ｇｅｒｍａｎｙ）扫描记录细胞内荧光
强度，每 ６ ｓ扫描 １ 次，共 １０ ｍｉｎ，激发波长为 ４８８ ｎｍ、
发射波长 ５０５／５５０ ｎｍ。 利用 ＣＬＳＭ所配备的数据与图
像处理软件定量分析细胞荧光强度值。
三、统计学分析
数据分析应用 ＳＳＰＳ １１畅０ 软件处理，结果以均数±

标准差（珋x ±s）表示，组间差异的比较采用 t 检验，以
P ＜０畅０５为差异具有统计学意义。

结　　果

１．无钙液中（Ｄ唱Ｈａｎｋｓ液）细胞外酸对 ＡＡ关节软
骨细胞［Ｃａ２ ＋］ ｉ 的影响（图 １）：当细胞外液为 Ｄ唱Ｈａｎｋｓ
缓冲液时，ｐＨ ６畅０ 的细胞外液未能引起 ＡＡ 关节软骨
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细胞内 Ｃａ２ ＋
荧光强度明显改变。

２．细胞外酸对 ＡＡ 关节软骨细胞［Ｃａ２ ＋］ ｉ 的影响
（图 ２）：在正常含钙液中，ｐＨ ６畅０ 的细胞外液能明显增
强 ＡＡ关节软骨细胞内 Ｃａ２ ＋荧光强度，荧光强度随时

间缓慢下降，停止加药后，荧光强度继续下降。
３．ＰＣＴＸ对 ＡＡ关节软骨细胞［Ｃａ２ ＋］ ｉ 的影响：为

了进一步证实 ＡＳＩＣｓ介导 ＡＡ 关节软骨细胞 Ｃａ２ ＋内流

产生的影响，采用的 ＡＳＩＣｓ 特异性阻断剂 ＰＣＴＸ，观察
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其对细胞 ［Ｃａ２ ＋］ ｉ 的影响。 预先向培养皿中加入
２５ ｎｇ／ｍｌ ＰＣＴＸ后再加入已调好的 ｐＨ ６畅０ 的细胞外液
可引起 Ｃａ２ ＋荧光有较弱升高（图 ３Ａ～３Ｃ）。 ｐＨ ６畅０ 组
关节软骨细胞 Ｃａ２ ＋

平均荧光值增高明显（１４９畅５６ ±
２５畅３９），与无钙液组（４５畅６３ ±１６畅３８）比较，差异有统计
学意义（P ＜０畅０１）。 ＰＣＴＸ 处理组能明显抑制 ｐＨ ６畅０
诱导的 Ｃａ２ ＋

平均荧光值（６０畅８５ ±２８畅７３，P ＜０畅０１）（图
３Ｄ）。

讨　　论

近年来因 ＡＳＩＣｓ具有广泛的生理学功能和重要的
病理学意义而备受关注，它在体内广泛表达，除了对
Ｎａ ＋有通透性以外，ＡＳＩＣ１ａ 同聚体通道对 Ｃａ２ ＋也有一

定的通透性。 ＡＳＩＣｓ 与突触可塑性、长时程增强、学习
记忆、痛觉、传导等密切相关，许多病理情况都伴随有
组织酸化如炎症、脑缺血、癫痫等，局部酸化导致大量
ＡＳＩＣｓ被激活，细胞外大量 Ｃａ２ ＋

内流，引起细胞的损
伤［７］ 。 Ｘｉｏｎｇ 等［８］用膜片钳技术在皮层培养物的完整

细胞上记录到 ＡＳＩＣｓ电流，并证明在一定的 ｐＨ 范围内
局部缺血通常会引起 ＡＳＩＣｓ 电流激活。 用特异性阻滞
剂 ＰＣＴＸ发现，其不仅特异性阻断 ＡＳＩＣ１ａ介导的电流，
而且还能特异性抑制细胞内 Ｃａ２ ＋

的超载，使脑缺血病
灶模型的梗死容积显著减小。
本次实验研究了 ＡＳＩＣｓ 对酸诱导的 ＡＡ 关节软骨

细胞［Ｃａ２ ＋］ ｉ 的影响。 本次结果显示，在正常含钙液
中，ｐＨ ６畅０ 的细胞外液能明显升高 ＡＡ 关节软骨 Ｃａ２ ＋

荧光强度，而对无钙液缓冲中，酸性细胞外液对
［Ｃａ２ ＋］ ｉ 几乎无影响，提示关节软骨细胞中的 ＡＳＩＣｓ 可
能参与酸诱导细胞 Ｃａ２ ＋

内流。 为了证实 ＡＳＩＣｓ对 Ｃａ２ ＋

内流的参与，实验观察了 ＡＳＩＣｓ特异性阻断剂 ＰＣＴＸ对
关节软骨细胞 Ｃａ２ ＋内流的影响。 结果表明，ＰＣＴＸ使关
节软骨细胞内对酸引起的 Ｃａ２ ＋

内流的抑制率明显减

小，进一步说明 ＡＳＩＣｓ 参与关节软骨细胞 Ｃａ２ ＋
内流

过程。
成熟软骨细胞本身的代谢非常活跃，维持关节软

骨的正常代谢，在软骨形成、代谢以及修复中起着极其
重要的作用。 软骨细胞能够感受周围环境的变化而不

断调整细胞外基质的代谢活动。 适当的 ｐＨ 值会促进
关节软骨细胞和胞外基质的代谢，而不适当的 ｐＨ 值
（ｐＨ＜６畅４）影响关节软骨细胞的代谢［９］ 。 １９７７ 年 Ｋａｉ唱
ｓｅ和 Ｅｄｅｌｍａｎ 在研究糖皮质激素诱导未成熟胸腺凋亡
过程中，首先发现细胞凋亡与［Ｃａ２ ＋］ ｉ 升高有关。 另有
研究发现的胞内 Ｃａ２ ＋

水平升高主要与胞膜离子通道开

放导致 Ｃａ２ ＋
内流相关，因此，胞外 Ｃａ２ ＋

内流可能是凋

亡所必需的
［１０］ 。 本实验结果提示，ＡＳＩＣｓ 可能参与关

节软骨细胞酸性病理环境下的代谢过程，激活的 ＡＳＩＣｓ
导致 Ｃａ２ ＋

内流，引起软骨细胞的代谢异常甚至凋亡，导
致关节炎关节软骨破坏，但确切的机制有待进一步
研究。
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