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重楼皂苷 I 通过抑制自噬减轻磷酸三钙磨损颗粒诱导成骨细胞损伤的实验
研究 

， ， ， ， ， ，   * 

绍兴文理学院医学院 生理学教研室，浙江 绍兴  312000 

摘  要：目的  观察重楼皂苷 I（PPI）对磷酸三钙（TCP）磨损颗粒诱导的成骨细胞损伤的影响，并探讨其调控机制。方法  

通过消化法从 SD 大鼠颅骨中获得原代成骨细胞，应用碱性磷酸酶（ALP）染色鉴定成骨细胞。TCP 磨损颗粒（0.1 mg/mL）

与成骨细胞共孵育 48 h 制备成骨细胞损伤模型，实验随机分为对照组、模型组和 PPI（30、100 μg/mL）组。CCK-8 和化学

比色法分别测定成骨细胞活力和上清液中乳酸脱氢酶（LDH）水平；实时荧光定量 PCR 法检测成骨细胞中 ALP、I 型胶原

（Collagen I）和 Runt 相关转录因子 2（RUNX2）mRNA 水平；Annexin-V/PI 染色经流式细胞术定量分析成骨细胞凋亡情况；

应用茜素红 S 染色观察成骨细胞矿化结节形成；Western blotting 法检测成骨细胞中 Bcl-2、Bax、cleaved Caspase-3、Atg5、p62

和微管相关蛋白 1 轻链 3（LC-3）蛋白的表达。结果  与对照组比较，模型组成骨细胞活性降低，特征蛋白 ALP、Collagen I、

RUNX2 mRNA 水平及矿化结节形成显著减少，LDH 释放量、细胞凋亡和 Bax、cleaved Caspase-3、Atg5 和 LC-3 等蛋白表

达及 LC-3II/LC-3I 值明显增加，而 Bcl-2 和 p62 蛋白表达显著减少；与模型组比较，PPI 各组成骨细胞活性升高，ALP、Collagen 

I 和 RUNX2 mRNA 水平和矿化结节形成明显增加，LDH 释放和细胞凋亡显著减少，Bax、cleaved Caspase-3、Atg5 和 LC-3

蛋白表达及 LC-3II/LC-3I 值也明显减少，而 Bcl-2 和 p62 蛋白表达显著增加。结论  PPI 可通过抑制自噬的活化而减轻 TCP

磨损颗粒诱导的成骨细胞损伤。 
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Polyphyllin I alleviates osteoblasts injuries induced by TCP wear particles in vitro 

via inhibition of autophagy 
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Abstract: Objective  To observe the effect of polyphyllin I (PPI) on osteoblasts injuries induced by tricalcium phosphate (TCP) wear 

particles in vitro, and explain its regulation mechanisms. Methods  Primary osteoblasts obtained from the calvaria of neonatal SD rat 

by the series of digestion were identified with ALP staining. The osteoblasts were treated with TCP wear particles (TCP, 0.1 mg/mL) for 

48 h to establish an in vitro injuries model of the calvarial osteoblasts. The experiment was randomly divided into control group, model 

(TCP, 0.1 mg/mL) group, PPI (30 μg/mL) group and PPI (100 μg/mL) group. CCK-8 and chemical colorimetry were used to examine 

cell viability and lactic dehydrogenase (LDH) content in culture media; Real-time PCR was performed to detect mRNA levels of ALP, 

Collagen I and RUNX2 in osteoblasts; The flow cytometry was used to examine apoptosis of osteoblasts using Annexin V/PI double 

staining; When the osteoblasts were treated for 14 d, mineral nodules formation was observed with alizarin S staining; Western blot was 

applied to examine proteins expression of Bax, Bcl-2, cleaved Caspase-3, Atg5, p62, and microtubule associated protein 1 light chain3 

(LC-3). Results  Compared with control group, model group showed that the cell viability of osteoblasts, mRNA levels of ALP, 

Collagen I and RUNX2, and mineral nodules formation were significantly decreased; LDH content, percentage of apoptosis and 

proteins expression of Bax, cleaved Caspase-3, Atg5, LC-3 and the ratio of LC-3II/LC-3I were obviously increased in calvarial 

osteoblasts, whereas proteins expression of Bcl-2 and p62 was remarkably decreased. Compared with model group, PPI groups  
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indicated that cell viability of osteoblasts, mRNA levels of ALP, Collagen I and RUNX2, and mineral nodules formation were 

dramatically increased; LDH content, percentage of apoptosis, protein expressions of Bax, cleaved Caspase-3, Atg5, and LC-3 and the 

ratio of LC-3II/LC-3I were obviously decreased, but Bcl-2 and p62 expression were obviously increased. Conclusion  PPI alleviates 

osteoblasts injuries induced by TCP wear particles via inhibition of autophagy. 
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聚乙烯（PE）、金属钛（Ti）和磷酸三钙（TCP）

人工关节假体植入体内后经过长期磨损、碰撞会产

生大量的 PE、Ti 和 TCP 等磨损颗粒，这些微米

粒径的颗粒可抑制成骨细胞的增殖与分化及新骨

形成 [1-2]。此外，这些磨损颗粒还能诱导成骨细胞

凋亡，释放白细胞介素-6（IL-6）、IL-18 和前列腺

素 E2（PGE2）等炎症因子[3-6]，后者可促进破骨细

胞分化及假体周围骨吸收[7-8]。以上研究结果表明，

磨损颗粒可抑制成骨细胞活性，并诱导其凋亡及功

能损伤，导致假体周围的骨吸收大于骨形成，最终

造成假体周围骨溶解及关节晚期松动。而抑制磨损

颗粒诱导的成骨细胞损伤及凋亡可阻止假体周围骨

溶解及关节松动。 

重楼又名七叶一枝花 Paris polyphylla Smith，

为百合科植物。文献报道重楼具有消肿止痛、抗病

毒、抗肿瘤、抗氧化和抗炎作用[9-11]，同时对蛇虫

咬伤、跌打损伤、惊风抽搐等也有显著疗效。重楼

皂苷 I（polyphyllin I，PPI）是从重楼干燥根茎中提

取出来的甾体皂苷类化合物。吴志等 [12]研究显示

PPI 可促进大鼠颅骨成骨细胞增殖和分化，增加成

骨碱性磷酸酶（ALP）活性和骨保护素（OPG）水

平，促进成骨细胞活性。但是，PPI 对 TCP 磨损颗

粒诱导的成骨细胞损伤的影响及机制目前尚不明

确。本研究应用 TCP 磨损颗粒诱导成骨细胞损伤体

外实验模型，观察 PPI 对 TCP 磨损颗粒诱导的成骨

细胞损伤的影响，阐明自噬参与调控机制，为 PPI

防治假体周围骨溶解和关节松动提供一种新的方法

和新的治疗靶点。 

1  材料 

1.1  实验动物 

SPF 级 1 日龄 SD 大鼠，购于浙江省军事医学

科学院实验动物中心，实验动物许可证号 SCXK

（浙）2014-0001，合格证号 1712060013。 

1.2  药品与试剂 

TCP 磨损颗粒由浙江大学化学系馈赠；PPI（批

号 B21668，质量分数≥98%）购自上海源叶生物有

限公司；低糖 DMEM 培养基、胎牛血清（FBS）购

自美国 Gibco 公司；CCK-8 试剂盒、BCA 试剂盒、

RIPA 裂解液、SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒和乳酸脱

氢酶（LDH）释放检测试剂盒购于上海碧云天生物

技术研究所；茜素红 S 染液购自 Solarbio Life 

Sciences公司；AnnexinV/PI凋亡检测试剂盒、TRIzol

和超敏 ECL 化学发光检测试剂盒购于杭州联科生

物技术有限公司；ALP、Runt 相关转录因子 2

（RUNX2）、I 型胶原（Collagen I）、GADPH 引物由

上海生工生物工程股份有限公司合成；兔抗 Bax 抗

体、兔抗 Bcl-2 抗体、兔抗 cleaved Caspase-3 抗体、

兔抗 Atg5 抗体、兔抗微管相关蛋白 1 轻链 3（LC-3）

抗体、兔抗 p62 抗体及小鼠抗 β-actin 抗体等均购于

美国 Cell Signaling 公司；PVDF 膜购于美国

Millipore 公司。 

1.3  仪器 

JEM-2010 透射电子显微镜（TEM，日本电子

株式会社）；Zetasizer Nano ZS90 激光动态光散射

（DLS）分析仪（英国马尔文公司）；AB104S 电子

分析天平（德国 Sartorius 公司）；5430R 台式高速

冷冻离心机（美国 Eppendorf 公司）；Elx800 全波长

酶标仪（美国 BioTek 公司）；IX70 荧光显微镜（日

本 Olympus 公司）；蛋白垂直系统（美国 Bio-Rad

公司）；转膜仪和凝胶成像分析系统（北京六一仪器

厂）；Applied Biosystems7500 实时荧光定量 PCR（美

国 ABI 公司）。 

2  方法 

2.1  TCP 磨损颗粒形态观察与粒径分析 

采用悬滴法制备样品，TEM（200 kV 加速电压）

观察 TCP 磨损颗粒形态。称取一定量的 TCP 磨损

颗粒粉末，溶于 PBS（pH 7.4）中制成 TCP 磨损颗

粒溶液（1 mg/mL），将该溶液用移液器注入到 U 型

毛细管样品池内，应用 DLS 分析仪检测 TCP 磨损

颗粒的粒径分布。 

2.2  TCP 磨损颗粒的准备 

将 TCP 磨损颗粒置于 70%乙醇溶液，室温震荡

浸泡 48 h 后去除乙醇。干燥后用取 30 mg 玻璃纸分

装，将颗粒置于 250 ℃恒温箱中 3 h。采用鲎试剂

法检测 TCP 磨损颗粒表面内毒素含量小于该试剂

盒的最低检测线，即排除内毒素污染。 
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2.3  成骨细胞的分离、培养与鉴定 

取 1 日龄 SD 大鼠断头处死，剥离颅盖骨置于

PBS 液中，去除软组织，PBS 冲洗 2 次后剪碎；经

0.25%胰蛋白酶消化 15 min，II 型胶原酶（1 mg/mL）

置于 37 ℃继续消化 90 min 后转入离心管。离心

（1 000 r/min，10 min）后，倾去上清液获取成骨细

胞，应用 ALP 染色鉴定成骨细胞[13]。 

2.4  CCK-8 法确定 PPI 给药质量浓度 

取 3～5 代成骨细胞（1×103 个/mL）接种于 96

孔培养板中培养 24 h，加入 PPI（1、3、10、30、

100 μg/mL）孵育 48 h 后，加入 CCK-8（20 μL/孔）

温室避光孵育 1 h，充分振摇后，置于酶标仪测定

490 nm 处吸光度（A）值，筛选出 PPI 的毒性剂量，

并确定其最佳干预质量浓度。 

2.5  TCP 磨损颗粒诱导成骨细胞损伤模型制备 

取 3～5 代成骨细胞（1×103 个/mL）接种于 96

孔、24 孔或 6 孔培养板中孵育 24 h 后，倾去培养基，

加入 TCP 磨损颗粒（0.1 mg/mL）继续共孵育 48 h

制备成骨细胞体外损伤模型。 

2.6  倒置显微镜观察成骨细胞形态改变 

取 3～5 代成骨细胞（1×103 个/mL）接种于 96

孔培养板中培养 24 h，对照组每孔加入常规培养基

继续培养 48 h。模型组每孔加入 TCP 磨损颗粒（0.1 

mg/mL）后继续培养 48 h。PPI 组每孔加入含有 PPI

（30、100 μg/mL）的培养基预孵育 4 h 后，加入 TCP

磨损颗粒（0.1 mg/mL）继续培养 48 h。PBS 清洗后

置于倒置显微镜下观察成骨细胞形态变化。 

2.7  CCK-8 法检测成骨细胞活性 

细胞接种、分组及处理同“2.6”项。然后加入

CCK-8（20 μL/孔），室温避光孵育 1 h 后测定 490 nm

处 A 值，计算 PPI 对 TCP 磨损颗粒诱导损伤的成骨

细胞活性的影响。 

2.8  化学比色法检测上清液中 LDH 水平 

取 3～5 代成骨细胞（1×103 个/mL）接种于 6

孔培养板中常规培养 24 h，分组及处理同“2.6”项。

收集上清液，应用 LDH 试剂盒检测上清液中 LDH

水平。 

2.9  流式细胞术检测成骨细胞凋亡 

取 3～5 代成骨细胞（1×103 个/mL）接种于 24

孔培养板中培养 24 h，分组及处理同“2.6”项。通

过消化获取成骨细胞，经 1 000 r/min 离心 10 min

去除培养基，PBS 清洗 2 次。然后加入 5 μL Annexin 

V-FITC/10 μL 碘化丙啶（PI），避光 37 ℃温育 15 

min。最后加入 PBS（200 μL）并混匀后上流式细

胞仪检测各组成骨细胞凋亡情况。FITC 的激发波

长为 488 nm，检测发射波长为 575 nm。 

2.10  实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测 

取 3～5 代成骨细胞（1×103 个/mL）接种于 24

孔培养板中培养 24 h，分组及处理同“2.6”项。利

用 TRIzol 法提取总 RNA，反转录后应用 Applied 

BiosystemTM SYBRTM 试剂盒进行 qRT-PCR 检测。

设置程序：95 ℃、5 min 预变性，95 ℃、30 s 变性，

56 ℃、30 s 退火，72 ℃、40 s 延伸，45 个循环，

37 ℃、30 s。导出扩增曲线，记录 Ct值，采用 2−ΔΔCt

测定 mRNA 相对表达水平，引物序列见表 1。 

表 1  qRT-PCR 引物序列 

Table 1  Sequence of qRT-PCR primers 

基因 序列 (5’→3’) 

ALP 正向：CCTAGACACAAGCACTCCCACTA 

 反向：GTCAGTCAGGTTGTTCCGATTC 

Collagen I 正向：AGGGCTCCAACGAGATCGAGATCCG 

 反向：TACA GGAAGCAGACAGGGCCAACGTCG 

RUNX2 正向：TCTGACTGGAAGAGCGGAGAG 

 反向：GAGTGGGGAACACACAGGTCT 

GADPH 正向：CGGCAAGTTCAACGGCACAGTCAAGG  

 反向：ACGACATACTCAGCACCAGCATCACC  

 

2.11  茜素红 S 染色观察矿化结节形成 

取 3～5 代成骨细胞（1×103 个/mL）接种于 35 

mm 培养皿中培养 24 h，采用 PPI（30、100 μg/mL）

预孵育 4 h 后，加入 TCP 磨损颗粒（0.1 mg/mL）

分别继续孵育 14 d，隔日换药 1 次。14 d 后取出培

养皿经 PBS 清洗 3 次，加入 4%多聚甲醛固定 10 

min。弃固定液，PBS 清洗 3 次后与 0.1%茜素红 S

染色液 37 ℃水浴 30 min，PBS 清洗后置于显微镜

下观察矿化结节形成情况。对橘红染色且边界较清

晰，短径大于 100 μm 的结节进行计数，比较各组

矿化结节形成。 

2.12  Western blotting 检测蛋白表达 

取 3～5 代成骨细胞（1×103 个/mL）接种于 24

孔培养板中培养 24 h，分组及处理同“2.6”项。去

除上清液后每孔加入 RIPA 裂解液（80 μL）冰上裂

解 30 min。经 13 000 r/min 离心 15 min，取上清液，

利用 BCA 试剂盒检测各组蛋白浓度。蛋白煮沸 10 

min，冷却后每孔加入 30 μg 蛋白，12% SDS-PAGE

分离蛋白，电泳完成后将蛋白转移到 PVDF 膜上，
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经 10%脱脂奶粉常温封闭 2 h 后，分别加入兔抗 Bax

抗体（1∶1 000）、兔抗 Bcl-2 抗体（1∶1 000）、兔

抗 cleaved Caspase-3（1∶1 000）抗体、兔抗 Atg5

抗体（1∶1 000）、兔抗 LC-3 抗体（1∶1 000）、兔

抗 p62 抗体（1∶1 000）和小鼠抗 β-actin 抗体（1∶

1 000），4 ℃孵育过夜。次日用 TBST 洗涤 3 次后加

入HRP标记的二抗（TBST配制），室温孵育2 h，TBST

清洗 3 次后加入 ECL 显色液，通过凝胶成像系统扫

描分析各蛋白表达的变化。 

2.13  统计学分析 

所有数据均采用 ±x s 表示，GraphPad Prism 5.0

软件进行分析，各组采用单因素方差（One-way 

ANOVA）分析，并用 Newman-Keuls 检验进行组间

比较。 

3  结果 

3.1  TCP 磨损颗粒的形态及粒径分析 

TEM 观察和 DLS 分析显示，TCP 磨损颗粒形

状不规则，且容易发生凝聚，其直径数微米不等，

平均粒径为 1.997 μm（图 1）。 

3.2  成骨细胞的鉴定与形态观察 

ALP 是成骨细胞的标志性酶，通过对其染色来

鉴定成骨细胞。ALP 染色后显微镜下可见成骨细胞 

 

 

 

  

 

图 1  TCP 磨损颗粒 TEM 观察 (A) 与 DLS 分析 (B) 

Fig. 1  TEM of TCP wear particles (A) and DLS assay (B) 

多呈多角形或梭形，细胞核被染成紫蓝色（图 2）。 

3.3  PPI 对 TCP 磨损颗粒诱导的成骨细胞形态和

活性的影响 

如图 3 所示，PPI 质量浓度在 1～100 μg/mL 可促

进成骨细胞增殖，增加细胞活性，其中 30、100 μg/mL

对成骨细胞活性影响最为显著（P＜0.05、0.01）。因

此，本研究选取 30、100 μg/mL 为干预剂量，研究 PPI

对 TCP 磨损颗粒诱导的成骨细胞损伤的影响。 

细胞活性检测与形态观察发现，与对照组比较，

模型组成骨细胞活性显著降低，上清液中 LDH 水

平明显升高（P＜0.01，图 4），细胞数减少，形态

皱缩明显（图 5）。与模型组比较，PPI 各组成骨细

胞活性均明显升高，LDH 释放量显著降低（P＜

0.05、0.01），且细胞数明显增加，细胞略有皱缩。

其中 PPI 100 μg/mL 组对成骨细胞活性和形态的影

响更为显著。 

3.4  PPI 对 TCP 磨损颗粒诱导的成骨细胞凋亡的

影响 

与对照组比较，模型组成骨细胞凋亡显著增加，

其凋亡率为对照组的 6.10 倍（图 6），并伴随抗凋亡

基因 Bcl-2 表达明显下调，凋亡相关基因 Bax 显著 

 

图 2  成骨细胞 ALP 染色 (×200) 

Fig. 2  Calvarial osteoblasts stained with ALP (× 200) 

 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

图 3  PPI 对成骨细胞活性的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 3  Effect of PPI on cell viability of osteoblasts ( x ±s, n = 3) 
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与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01，下图同 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group, same as below figures 

图 4  PPI 对 TCP 磨损颗粒诱导的成骨细胞活性 (A) 和 LDH 释放 (B) 的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 4  Effect of PPI on cell viability (A) and LDH release (B) of osteoblasts caused by TCP wear particles ( x ±s, n = 3) 

 

图 5  PPI 对 TCP 磨损颗粒诱导的成骨细胞形态的影响 

Fig. 5  Effect of PPI on changes in cell morphology caused by TCP wear particles in osteoblasts 

 

 

 

 

图 6  PPI 对 TCP 磨损颗粒诱导的成骨细胞凋亡的影响 ( x ±s, n = 4) 

Fig. 6  Effect of PPI on apoptosis caused by TCP wear particles in osteoblasts ( x ±s, n = 4)

上调，Bcl-2/Bax 值降低，且 Caspase-3 活化明显增

加（P＜0.01，图 7）。与模型组比较，PPI 各组成骨

细胞凋亡、Caspase-3 活化减少，Bcl-2/Bax 值明显

升高，PPI 30、100 μg/mL 组细胞凋亡率分别为模型

组的 78.89%和 46.85%（P＜0.05、0.01）。 

3.5  PPI 对 TCP 磨损颗粒诱导的成骨细胞功能的

影响 

与对照组比较，模型组成骨细胞中 ALP、

Collagen I、RUNX2 mRNA 水平明显降低，矿化结

节形成显著减少（P＜0.01），见表 2 和图 8。与模 
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图 7  PPI 对 TCP 磨损颗粒诱导的成骨细胞凋亡相关蛋白表达改变的影响 ( x ±s, n = 4) 

Fig. 7  Effect of PPI on expressions of apoptotic proteins caused by TCP wear particles in osteoblasts ( x ±s, n = 4) 

表 2  PPI 对 TCP 磨损颗粒诱导的成骨细胞 ALP、Collagen 

I、RUNX2 mRNA 表达的影响 ( x ±s, n = 3) 

Table 2  Effect of PPI on mRNA expressions of ALP, 

Collagen I and RUNX2 in osteoblastic induced by TCP wear 

particles ( x ±s, n = 3) 

组别 ρ/(μg∙mL−1) 
mRNA 相对表达量 

ALP Collagen I RUNX2 

对照 — 1.00±0.09 1.00±0.08 1.00±0.07 

模型 — 0.42±0.03** 0.63±0.04** 0.55±0.05** 

PPI  30 0.67±0.07# 0.72±0.06# 0.78±0.04# 

 100 0.84±0.06## 0.79±0.07## 0.91±0.03## 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group 

型组比较，PPI 各组成骨细胞中上述蛋白的 mRNA

水平、矿化结节数明显增加（P＜0.05、0.01），其

中 PPI 100 μg/mL 抑制 TCP 磨损颗粒诱导的成骨细

胞功能损伤作用更强。 

3.6  PPI 对 TCP 磨损颗粒诱导的成骨细胞自噬的

影响 

与对照组比较，模型组成骨细胞中自噬相关蛋

白Atg5和LC-3表达水平及LC-3II/LC-3I显著增加，

而 p62 蛋白表达水平明显降低（P＜0.01，图 9）。

与模型组比较，PPI 各组成骨细胞中 Atg5、LC-3 及

LC-3II/LC-3I 水平显著降低，p62 表达水平显著升高

（P＜0.05、0.01）。 

   

 

图 8  PPI 对 TCP 磨损颗粒诱导的矿化结节的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 8  Effect of PPI on mineralized nodules formation caused by TCP wear particles in osteoblasts ( x ±s, n = 3) 

4  讨论 

TCP 由钙和磷组成，其成分与骨基质的无机成

分相似，是一种具有良好生物相容性的生物活性材

料，目前被普遍用做临床骨缺损修复的人工关节材

料。但是，TCP 关节假体植入体内后经过长期磨损、

碰撞会产生大量的 TCP 磨损颗粒，这些颗粒可被假

体周围的巨噬细胞、成骨细胞和骨细胞吞噬，并损

伤这些组织细胞，但其具体的损伤效应和机制目前

尚不明确。本研究发现 TCP 磨损颗粒可抑制体外培

养的成骨细胞增殖和分化，诱导成骨细胞凋亡，下

调成骨细胞特征蛋白 ALP、Collagen I、RUNX2 

mRNA 水平，减少矿化结节的形成，这表明 TCP

磨损颗粒可诱导成骨细胞凋亡及功能损伤，并抑制

成骨细胞的活性，与 Ti、CoCrMo、CoCr、TiAl6V4

和 ZrO2 等磨损颗粒对成骨细胞的影响结果基本一

致[1-6]。此外，上述磨损颗粒还可诱导成骨细胞释放

PGE2、IL-6 和 IL-18 等因子[4,6]，促进破骨细胞活化

及骨溶解。提示成骨细胞在磨损颗粒诱导假体周围

骨溶解中发挥重要的作用，是防治假体周围骨溶解

和关节松动的另一种靶细胞。 

PPI 是从百合科植物的重楼干燥根茎中分离出

来的一种皂苷类化合物，具有促进成骨细胞增殖、 
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图 9  PPI 对 TCP 磨损颗粒诱导的成骨细胞自噬活化的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 9  Effect of PPI on activation of autophagy caused by TCP wear particles in osteoblasts ( x ±s, n = 3) 

分化，诱导成骨细胞的成骨分化作用[12]。刘永立等[14]

报道重楼总皂苷可通过增强胶原三股螺旋重复蛋白

1（collagen triple helix repeat containing 1，CTHRC1）

的 mRNA 水平及其蛋白表达，参与调控骨形态发生

蛋白 2（bone morphogenetic protein 2，BMP2）相关

信号通路，加速成骨细胞的增殖分化过程。本实验

研究了 PPI对TCP磨损颗粒诱导的成骨细胞增殖和

分化的影响，结果表明 PPI 可显著抑制 TCP 磨损颗

粒诱导的成骨细胞活性的降低、功能的损伤。本研

究中 PPI（100 μg/mL）促进成骨细胞增殖、分化作

用稍弱于同剂量 PPI 对正常成骨细胞的影响[12]，其

原因可能是 TCP 磨损颗粒对成骨细胞的损伤所致。

另外，本研究还发现 PPI 能显著阻止 TCP 磨损颗粒诱

导的成骨细胞凋亡，但是其具体机制目前尚不清楚。 

自噬又称 II 型程序化细胞死亡，以出现自噬体

为基本特征[15]。自噬的发生受自噬标志蛋白 Atg5、

p62 和 LC-3 等的严格调控。LC3 是参与自噬调节的

关键蛋白，存在 LC3I 和 LC3II 2 种形式，自噬发生

时 LC3I 的 C 端经过脂化形成 LC3II，参与自噬体的

形成[16]，LC-3II 向 LC-3I 的转化水平可反应自噬水

平。p62 是自噬降解的一种选择性底物蛋白，自噬

上游基因的表达增强或者下游降解被阻断均会导致

p62 的聚集，最终 p62 进入成熟的自噬体内，并在

自噬体内降解。因此，p62 的水平与自噬负相关[17]。

而 Atg5 则是自噬上游的关键蛋白，Atg5 与 Atg12

结合后与外膜结合，促进自噬体膜的延伸，最终形

成自噬体[18]。目前有关自噬与磨颗粒诱导的成骨细

胞凋亡之间的关系研究很少。Wang 等 [19]报道

CoCrMo 颗粒诱导的小鼠颅骨溶解模型中成骨细胞

自噬，增加 LC-3I 向 LC-3II 的转化，且自噬抑制剂

3-甲基腺嘌呤（3-MA）明显阻止该颗粒诱导的小鼠

假体周围骨细胞凋亡。Zhang 等[20]研究表明 Ti 颗粒

可诱导成骨细胞凋亡和自噬，上调 Beclin-1 和 LC-3

表达，增加 LC-3II/LC-3I。与之类似，本研究结果

也显示 TCP 磨损颗粒可诱导成骨细胞发生自噬，显

著上调 Atg5 和 LC-3 的表达，LC-3I 向 LC-3II 的转

换明显，并下调 p62 蛋白表达，与成骨细胞的损伤

程度呈正相关。以上研究结果提示自噬参与了磨损

颗粒诱导的成骨细胞凋亡，促进假体周围骨溶解和

关节松动。 

PPI 干预可显著减弱 TCP 磨损颗粒诱导的成骨

细胞自噬，下调 Atg5 和 LC-3 蛋白表达水平、减少

LC-3I 向 LC-3II 的转换，并增加 p62 蛋白的表达，

其趋势与 PPI 对成骨细胞形态、活性、分化及凋亡

等指标的影响趋势一致，这提示 PPI 可通过减轻自

噬而抑制 TCP 磨损颗粒诱导的成骨细胞凋亡及损

伤，进而阻止假体周围骨溶解和关节松动。但是，

PPI 对 TCP 磨损颗粒诱导体内成骨细胞损伤的影响
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以及体外、体内实验结果是否一致还需要利用小鼠

假体周围骨溶解模型进一步研究，对比 PPI 对 TCP

磨损颗粒诱导体外、体内成骨细胞损伤效应，并对

相关机制进行深入探讨。 
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