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缺氧复氧对滑膜细胞 IGF-IGFBP-3以及线粒体的影响 *
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摘要 目的：探讨氧波动环境对原代成纤维样滑膜细胞(fibroblast-like synoviocyte, FLS)胰岛素样生长因子 -1(insulin growth factor-1,

IGF-1)、胰岛素样生长因子结合蛋白 -3(insulin-like growth factor binding protein-3, IGFBP-3)及线粒体的影响。方法：分离并鉴定正

常人滑膜细胞，再对滑膜细胞进行分组：对照组、缺氧 /再充氧(hypoxia/reoxygenation，H/R)干预组。采用实时定量 PCR检测滑膜

细胞中 IGF-1、IGFBP-3的 mRNA水平；Western blot检测滑膜细胞中 IGF-1、IGFBP-3的蛋白水平；流式细胞仪检测线粒体膜电位

(Mitochondrial membrane potential, MMP)以及线粒体通透性转换孔(Mitochondrial Permeability Transition Pore, MPTP)的变化。结果：

与对照组比较，H/R干预组的相对 IGF-1和 IGFBP-3的 mRNA水平和蛋白表达水平显著升高(P<0.05)，膜电位水平降低(P<0.05)，

线粒体通透性转换孔开放。结论：氧波动环境可促进 IGF-1和 IGFBP-3的表达及细胞线粒体损伤，其可能是骨关节炎(OA)发病的

重要机制之一。
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Effects of Hypoxia and Reoxygenation on IGF-1, IGFBP-3 and Mitochondria
in Synovial Cells*

To investigate the effects of oxygen-induced fluctuations on the expression of insulin-like growth factor-1

(IGF-1), insulin-like growth factor binding protein-3 -3, IGFBP-3 and the change of mitochondria. Synovial cells were isolated

and identified, which were divided into control group and Hypoxia/ Reoxygenation (H/R) intervention group. The mRNA levels of IGF-1

and IGFBP-3 in synoviocytes were detected by real-time quantitative PCR; The protein levels of IGF-1 and IGFBP-3 in synoviocytes

were detected by Western blot; The mitochondrial membrane potential and mitochondrial permeability transition pore was detected by

flow cytometry. Compared with the control group, the mRNA and protein levels of IGF-1 and IGFBP-3 in the H/R intervention

group were significantly increased (P<0.05); the membrane potential was significantly lower than that in the control group (P<0.05) and

openness of mitochondrial permeability transition pore. The fluctuating environment of oxygen can promote the expression

of IGF-1 and IGFBP-3 and the mitochondrial damage, which would be a possible mechanism of osteoarthritis(OA).
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前言

骨关节炎（Osteoarthritis, OA）是一类多见于中老年人的以

关节软骨慢性退变为主、继发关节缘骨赘和滑膜慢性炎症为特

征的关节疾病。滑膜作为 OA病损的靶组织，一直未予以重视。

滑膜是关节囊的内层，FLS是滑膜的主要成分，损伤条件下

FLS产生的炎性介质、氧自由基、细胞因子和蛋白酶等可以直

接作用于软骨细胞导致软骨退变[1]。缺氧 /复氧（H / R）是 OA

发病机制中的重要特征，体内关节器官常常处于动态波动氧分

压环境。正常运动过程中，关节经历组织缺氧与再充氧过程[2]；

生理条件下的缺氧再充氧过程可能对耐受低氧的软骨细胞作

用轻微，但会导致需氧的滑膜细胞呼吸功能障碍，使线粒体损

伤而产生自由基。本研究旨在模拟 OA病理状态的 "温和缺氧

"环境（O2浓度 40 mmHg），通过观察有氧代谢提供能量的滑膜

细胞中 IGF-线粒体损伤级联生物学效应，深入了解 OA的病

理生理发生机制，为后期的 OA防治提供前期理论工作基础。

1 材料和方法

1.1 主要试剂

DMEM/F12高糖培养基 (Hyclone)，胎牛血清（Gibco公

司），胰蛋白酶(武汉科瑞公司)青霉素 -链霉素双抗(杭州吉诺

生物医药技术有限公司)，RT-PCR 逆转录（Fermentas），SYBR
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GREEN PCR master(Roche)，RNA提取试剂 Trizol(武汉谷歌生

物科技有限公司)，SDS-PAGE凝胶制备试剂盒（武汉谷歌生物

科技有限公司），线粒体膜电位检测试剂盒 JC-1 ( Solaibio)，线

粒体通透性转换孔试剂盒（BestBio）,Vimentin、CD90/Thy-1、

IGF-1、IGFBP-3一抗 (Abcam)，IGF-1，IGFBP-3及内参 GAPDH

引物由武汉谷歌生物科技有限公司代为合成。

1.2 方法

1.2.1 FLS的分离培养 滑膜组织取自武汉大学人民医院骨

外科行关节镜下部分半月板切除术的患者。取出的滑膜组织保

存于无菌的生理盐水中，用冰盒运送至武汉大学人民医院中心

实验室，在超净台进行操作处理。将组织用无菌的 PBS漂洗数

次，除去脂肪和其他不相关组织，并以眼科剪剪成 1 mm3的碎

块后，放入培养瓶中。再加入用 DMEM高糖培养基配制的 II

型胶原酶 1 mg·mL-1约 2 mL 消化过夜。待消化完成后，以

1000 r·min-1离心 5 min，去掉上清液，将收集到的滑膜细胞和

残留组织块，以 DMEM/F12完全培养液（含 10%胎牛血清、1%

青霉素和链霉素双抗）重悬，接种至 25 cm2培养瓶，于饱和湿

度、5% CO2培养箱中培养。此后，每隔 24 h更换一次完全培养

液，连续培养 72 h。

1.2.2 FLS免疫荧光鉴定 将 FLSs用 4%多聚甲醛固定，用

PBS洗涤并用 Triton X-100和 5%BSA的溶液渗透 1 h。将滑膜

细胞与兔波形蛋白（Vimentin）和 CD90/Thy-1一抗于 4℃孵育

过夜，后用 PBS洗涤 3次，然后在室温下与 FITC和 CY3二抗

温育 2 h，最后用 DAPI复染。使用 Olympus显微镜拍摄图像，

并使用 Image J软件进一步分析。

1.2.3 缺氧 /再灌注(Hypoxia/reperfusion.H/R)干预的建立及实

验分组 实验分为对照组（正常人滑膜细胞组）及 H/R干预

组，H/R干预：通过调控多台常规细胞培养箱，分别设置常规培

养条件（37℃，5% CO2）以及缺氧培养条件（37℃，5%CO2，1%

O2），轮流将 FLS培养器皿置于缺氧条件 2 h，常规条件 2 h，重

复进行 3个循环。

1.2.4 RT-PCR 检测 FLS 的 IGF-1、IGFBP-3 mRNA 水平 用

Trizol提取 FLSs总 RNA，按照逆转录试剂盒说明书将总 RNA

逆转录成 cDNA。引物见表 1，qRT-PCR反应体系见表 2，采用

2-△ △ Ct法计算相对表达量。

表 1 实时定量 pcr分子引物

Table 1 Real-time PCR primers

gene sequence

IGF-1 sense 5'-CCCACAGGGTATGGCTCCAGCA-3'

antisense 5'-CTACATCCTGTAGTTCTTGTTTCCT-3'

IGFBP-3 sense 5'-CAGCTCCAGGAAATGCTAGTG-3'

antisense 5'-CTACGGCAGGGACCATATTC-3'

GAPDH sense 5'-TGGTATCGTGGAAGGACTCA-3'

antisense 5'-CCAGTAGAGGCAGGGATGAT-3'

表 2 RT-PCR反应体系

Table 2 RT-PCR reaction system

1.2.5 Western Blot分析 FLS的 IGF-1、IGFBP-3蛋白表达水平

消化离心收集 FLSs，用磷酸盐缓冲液（PBS）洗两遍，离心收集

细胞沉淀，加入一定量的裂解液于冰上裂解 30 min。裂解后于

4℃ 12000 rpm离心 15 min收集细胞总蛋白。加入一定量蛋白

上样缓冲液 100℃煮沸变性 15 min之后进行聚丙烯酰胺凝胶

电泳(12%, SDS-PAGE)。电泳完毕后将蛋白转移至 4.5 滋m聚偏
氟乙烯(PVDF)膜上。再将 PVDF膜经 5%脱脂奶粉室温封闭 1

h，加入 IGF-1、IGFBP-3一抗孵育过夜。孵育完毕后，将 PVDF

膜经 TBST缓冲液 (TRIS-HCL平衡盐缓冲液 +Tween) 清洗 3

次，再用二抗室温避光孵育 1 h。然后用 TBST缓冲液清洗条带

3次，采用 Odyssey红外激光成像系统进行扫膜，并用凝胶图象

的处理系统分析目标条带的分子量及光密度值。

1.2.6 流式细胞仪检测 FLS线粒体膜电位 消化离心收集细

胞，重悬于 0.5 mL细胞培养液中，加入 0.5 mL JC-1染色工作

液，颠倒数次混匀。于细胞培养箱中 37℃避光孵育 20 min。孵

育期间按照每 1 mL JC-1染色缓冲液（5× ）加入 4 mL蒸馏水

的比例，配制适量的 JC-1 染色缓冲液（1× ），并放置于冰浴。

37℃孵育结束后，600× g 4℃离心 3～4 min，沉淀细胞。离心

后，用 JC-1染色缓冲液（1× ）洗涤 2次。最后，加入 0.5 mL JC-1

染色缓冲液（1× ）重悬细胞，流式细胞仪分析。

1.2.7 流式细胞仪检测 FLS线粒体通透性转换孔 将 FLSs

制备成单细胞悬液使其密度为 1× 105/cell，向样品中加入 BB-

cellProbeTMCA1探针和淬灭剂并在 37℃避光孵育 15 min，孵

育结束后向每管中加入 3 mL MPTP染色 Buffer(1× )，离心收

集细胞，最后加入流式合适的染色缓冲液重悬细胞，流式分析

仪检测。

1.3 统计学分析

应用 SPSS20.0软件的 Student's t-test进行统计学分析，结

果用 x± s表示。检验水准 P=0.05，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 FLS原代培养及免疫荧光鉴定

Reagent Reacting dose (滋L)

SYBR Premix Ex TaqⅡ (2 × ) 12.5

PCR former primer 1.0

PCR reverse primer 1.0

cDNA template 2.0

DEPC-Treated Water 8.5

Total 25
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贴壁滑膜细胞呈梭形，生长状态良好（图 1A），免疫荧光鉴

定显示波形蛋白（Vimentin）和 CD90/Thy-1呈阳性（图 1B、C），

证明所培养的细胞为 FLS。

图 1 成纤维样滑膜细胞原代培养及免疫荧光鉴定

Fig.1 Primary culture of fibroblast-like synoviocytes and immunofluorescence identification

Note: A: FLS; B: Vimentin(+); C: CD90 / Thy-1(+).

2.2 缺氧复氧增强 FLS的 IGF-1、IGFBP-3表达

将 FLS分为对照组、H/R干预组，实时定量 PCR分析靶基

因 IGF-1、IGFBP-3的 mRNA表达水平，可发现 H/R干预组的

基因表达水平高于对照组（P<0.05:图 2A）。Western Blot检测

IGF-1、IGFBP-3 的蛋白表达水平，结果显示 H/R 干预之后，

IGF-1、IGFBP-3的蛋白表达水平增高（P<0.05:图 2B）。

图 2 H/R干预后 IGF-1、IGFBP-3基因和蛋白表达水平

Fig.2 Levels of IGF-1, IGFBP-3 Gene and Protein Expression after H/R Intervention

Note: Data were expressed as x± s, n=3. *P< 0.05, compared with the control group.

2.3 缺氧复氧降低 FLS线粒体膜电位

将 FLS分为对照组、H/R干预组，用流式细胞仪检测 FLS

线粒体膜电位，可发现与对照组比较，H/R干预组线粒体膜电

位水平降低，见图 3（P<0.05）。

图 3 成纤维样滑膜细胞线粒体膜电位

Fig.3 Fibroblast-like synoviocyte mitochondrial membrane potential
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2.4 缺氧复氧激活线粒体通透性转换孔

线粒体通透性转换孔参与凋亡过程中线粒体组分的释放，

并在细胞存活和凋亡中发挥重要作用。BBcellProbeTM CA1探

针是活细胞的荧光染料，可使包括线粒体在内的细胞质发出强

烈的绿色荧光。加入探针淬灭剂后，细胞质的荧光淬灭，仅留下

线粒体荧光。图 5显示，对照组线粒体荧光强度高于 H/R干预

组，表明 H / R组线粒体通透性转换孔开放率显着高于对照组

(P<0.05)。

图 4 成纤维样滑膜细胞线粒体通透性转换孔

Fig.4 Fibroblast-like synoviocytes mitochondrial permeability transition pores

3 讨论

骨关节炎是常见的以关节软骨慢性退变为特征的关节疾

病，其发生机理与衰老、创伤、过度劳损、肥胖、遗传、细胞因子

异常、关节营养的降低、自由基损伤、自身免疫损伤反应、生物

力学异常等多种因素有关[3]。随着社会人口老龄化进程的加速，

OA的发病率逐年升高，近年来，膝关节和髋关节骨性关节炎已

成为全球致残的第 11位主要原因[4,5]。OA病损不仅影响关节软

骨的完整性，还包括骨、韧带、肌肉、半月板及滑膜等组织[6]。滑

膜炎症在骨关节炎（OA）的发病机制和进展中起着重要作，即

使在 OA早期阶段既有滑膜炎症的参与。急性或者慢性损伤早

期可作用于正常滑膜，反复 H/R损伤（通过肿胀或者暂时性组

织缺氧）过程启动 ROS的生成，局部产生大量氧自由基参与细

胞内与细胞外氧化损伤反应，并最终出现持续性滑膜炎症。越

来越多的研究表明活化的成纤维细胞样滑膜细胞在 OA发病

机制中发挥重要作用，Cheneviergobeaux等[7]研究发现 H/R干

预可上调 OA关节滑膜细胞中一氧化氮合酶(iNOS)活性的证

据，从而使滑膜细胞一氧化氮（NO）产生增加，NO是滑膜炎中

的重要促炎介质。在正常情况下，FLS分泌的两种重要分子润

滑素和透明质酸（HA），有助于保护和维持关节软骨的完整性，

减少关节表面的摩擦[8,9]。损伤条件下 FLS产生的炎性介质、氧

自由基、细胞因子和蛋白酶等可以直接作用于软骨细胞导致软

骨退变[10-12]。

胰岛素样生长因子结合蛋白 -3（insulin-like growth factor

binding protein-3, IGFBP-3）与 OA 发病、病程进展相关。IGF-

BP-3是胰岛素样生长因子结合蛋白家族（insulin-like growth

factor binding proteins, IGFBPs）的一员，它以糖基化形式存在于

体内各类细胞中，可由多种细胞分泌。IGFBP-3被发现能通过

多种细胞信号通路诱导细胞凋亡。既往研究发现胰岛素样生长

因子 -1（insulin growth factor-1, IGF-1）与 IGF-1受体相结合，启

动酪氨酸激酶信号通路，激活下游的丝裂原激活蛋白酶

(MAPK)途径和磷脂酰肌醇 3激酶(PI3K)途径，从而促进细胞

的增殖、抑制细胞凋亡[13,14]。OA患者的关节液中存在 IGFBP-3

蛋白酶解的抑制因子，阻断了 IGFBP-3的水解，促进 OA病情

发展[15]。IGFBP可通过与 IGF-1受体竞争结合 IGF-1，从而抑制

IGF-1的生物活性，消除其促细胞增生的效应，加速细胞凋亡
[16]。然而，后续又有研究发现：即使定向阻断了 IGF-1与 IGF-1

受体的作用之后，IGFBP-3依然对细胞具有诱导凋亡的能力，

因此猜测 IGFBP-3可能主要是通过另一条 IGF非依赖作用途

径来诱导细胞凋亡[17]。

前期研究发现：软骨细胞凋亡与线粒体跨膜电位下降有

关。而跨膜电位的下降，可能与线粒体的膜通透性上升相关。线

粒体膜通透上升引起细胞色素 c外泄，后者通过结合 dATP，形

成复合物 Apaf-1，激活 Caspase9/3通路，诱导细胞调亡。IGF-

BP-3可通过与 RXR琢特异性结合，使 Nur77从细胞核易位至

线粒体表面而造成线粒体膜通透性上升，使线粒体释放细胞色

素 c，激活 Caspase-9/3，Caspase-3诱导细胞凋亡[18-20]。然而，前述

研究存有一些不足：组织缺氧是 OA病损过程中的重要事件，

此前的研究是在标准恒定氧分压的细胞培养环境中所完成，并

未考虑到组织缺氧在 OA病损中的作用。故我们模拟了滑膜细

胞生理状态下的 H/R环境，观察以有氧代谢提供能量的滑膜细

胞中 IGF-线粒体损伤级联生物学效应，结果发现在 H/R条件

下，滑膜细胞 IGF-1、IGFBP-3表达较对照组升高，线粒体膜电

位水平降低，线粒体通透性转换孔开放，从而导致滑膜细胞损

伤。本研究的不足在于未检测 H/R条件下活性氧（ROS）的产

生，及其对软骨细胞具体的作用机制。

本研究通过模拟正常关节缺氧复氧条件，证明滑膜细胞

IGF-1、IGFBP-3的 mRNA及蛋白表达水平均升高，线粒体跨膜
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膜电位下降，激活线粒体通透性转换孔，从而导致滑膜细胞损

伤，为后期实验提供了理论基础。至于在 H/R条件下 ROS的产

生，及其对软骨细胞的作用机制以待进一步研究。
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