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小白菊内酯通过抑制 Piezo1 表达对机械牵张应力作用下软骨

细胞凋亡的影响及其机制
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［［摘 要］］   目的目的：：探讨小白菊内酯 （PTL） 通过调控机械敏感性离子通道蛋白 1 （Piezo1） 表达对机

械牵张应力作用下软骨细胞凋亡的影响，并阐明其相关作用机制。方法方法：：按照拉伸性变量将软骨细胞

分为 0%、5%、10%、15% 和 20% 拉伸组。另取软骨细胞，分为对照组、20% 拉伸组、20% 拉伸+ 
5 μmol·L-1 PTL 组、20% 拉伸+10 μmol·L-1 PTL 组和 20% 拉伸+20 μmol·L-1 PTL 组。使用 Piezo1 
短发夹 RNA （shRNA） 干扰慢病毒 （sh-Piezo1） 或 shRNA-NC 慢病毒感染软骨细胞，将软骨细胞分

为 sh-Piezo1 组和 sh-NC 组，另设置空白对照组。另将软骨细胞分为 20% 拉伸组、20% 拉伸+PTL 组、

20% 拉伸+sh-Piezo1 组和 20% 拉伸+sh-Piezo1+PTL 组。Hoechst 33258 荧光染色观察各组细胞核形

态表现，流式细胞术检测各组细胞凋亡率，分光光度法检测各组细胞中含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白酶

（Caspase）-3 活 性 ， CCK-8 法 检 测 各 组 细 胞 增 殖 率 ， Fluo-4/AM 荧 光 探 针 法 检 测 各 组 细 胞 中 钙 离 子

（Ca2+） 水平，实时荧光定量 PCR （RT-qPCR） 法检测各组细胞中 Piezo1 mRNA 表达水平，Western 
blotting 法检测各组细胞中 Piezo1 蛋白表达水平。结果结果：：Hoechst 33258 荧光染色观察，随着拉伸量逐

渐增加，0%、5%、10%、15% 和 20% 拉伸组软骨细胞细胞核呈碎块状致密浓染的软骨细胞数量逐

渐增加。流式细胞术检测，与 0% 拉伸组比较，5%、10%、15% 和 20% 拉伸组软骨细胞凋亡率均明

显 升 高 （P<0. 01）； 与 对 照 组 比 较 ， 20% 拉 伸 组 软 骨 细 胞 中 细 胞 凋 亡 率 明 显 升 高 （P<0. 05）； 与

20% 拉 伸 组 比 较 ， 20% 拉 伸 +5 μmol·L-1 PTL 组 、 20% 拉 伸 +10 μmol·L-1 PTL 组 和 20% 拉 伸 + 
20 μmol·L-1 PTL 组软骨细胞细胞凋亡率均明显降低 （P<0. 05）；与 20% 拉伸组比较，20% 拉伸+ 
PTL 组和 20% 拉伸+ sh-Piezo1 组软骨细胞凋亡率均明显降低 （P<0. 05）。分光光度法检测，与 0%
拉伸组表示，5%、10%、15% 和 20% 拉伸组软骨细胞中 Caspase-3 活性均明显升高 （P<0. 01）；与

对照组比较，20% 拉伸组软骨细胞中 Caspase-3 活性明显升高 （P<0. 05）；与 20% 拉伸组比较，20%
拉伸+5 μmol·L－1 PTL 组、20% 拉伸+10 μmol·L－1 PTL 组和 20% 拉伸+20 μmol·L－1 PTL 组软骨细

胞中 Caspase-3 活性均明显降低 （P<0. 05）；与 20% 拉伸组比较，20% 拉伸+PTL 组和 20% 拉伸+ 
sh-Piezo1 组软骨细胞中 Caspase-3 活性均明显降低 （P<0. 05）。CCK-8 法检测，与 0 μmol·L－1 PTL 组

比 较 ， 40. 00、 80. 00 和 160. 00 μmol·L-1 PTL 组 软 骨 细 胞 增 殖 率 均 明 显 降 低 （P<0. 05）， 提 示

20. 00 μmol·L-1 PTL 为最高无毒性作用浓度。Fluo-4/AM 荧光探针法检测，与对照组比较，20% 拉

伸组软骨细胞中 Ca2+水平明显升高 （P<0. 05）；与 20% 拉伸组比较，20% 拉伸+5 μmol·L－1 PTL 组、

20% 拉 伸 +10 μmol·L－1 PTL 组 和 20% 拉 伸 +20 μmol·L－1 PTL 组 软 骨 细 胞 中 Ca2+ 水 平 均 明 显 降 低

（P<0. 05）；与 20% 拉伸组比较，20% 拉伸+PTL 组和 20% 拉伸+sh-Piezo1 组软骨细胞中 Ca2+水平

均明显降低 （P<0. 05）。RT-qPCR 法检测，与空白对照组和 sh-NC 组比较，sh-Piezo1 组软骨细胞中

Piezo1 mRNA 表达水平明显降低 （P<0. 05）。Western blotting 法检测，与对照组比较，20% 拉伸组

软骨细胞中 Piezo1 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05）；与 20% 拉伸组比较，20% 拉伸+5 μmol·L－1 
PTL 组、20% 拉伸+10 μmol·L－1 PTL 组和 20% 拉伸+20 μmol·L－1 PTL 组软骨细胞中 Piezo1 蛋白表
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达水平均明显降低 （P<0. 05）；与空白对照组和 sh-NC 组比较，sh-Piezo1 组软骨细胞中 Piezo1 蛋白表

达 水 平 明 显 降 低 （P<0. 05）。 结 论结 论 ：：PTL 可 抑 制 高 强 度 周 期 性 机 械 牵 张 应 力 诱 导 的 软 骨 细 胞 凋 亡 ，

其作用机制可能与抑制 Piezo1 介导 Ca2+内流引起的细胞凋亡有关。

［［关键词］］   小白菊内酯； 机械敏感离子通道蛋白 1； 机械牵张应力； 软骨细胞； 细胞凋亡

［［中图分类号］］   R681. 3 ［［文献标志码］］   A

Effect of parthenolide on apoptosis of chondrocyte under 
mechanical stretch stress by inhibiting Piezo1 expression 

and its mechanism
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（1. Department of Orthopedic Trauma， NO.4 Hospital， Wuhan City， Hubei Province， Wuhan 430030， China；
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ABSTRACT  Objective：To discuss the effect of parthenolide （PTL） on the apoptosis of the chondrocytes 
under mechanical stretch stress by regulating the expression of piezo type mechanosensitive ion channel 
component 1（Piezo1）， and to clarify the related mechanism.  Methods： The chondrocytes were divided 
into 0%， 5%， 10%， 15%， and 20% stretch groups according to the stretch variable.  Additionally， the 
chondrocytes were divided into control group， 20% stretch group， 20% stretch+5 μmol·L-1 PTL group， 
20% stretch+10 μmol·L-1 PTL group， and 20% stretch+20 μmol·L-1 PTL group.  The Piezo1 short 
hairpin RNA （shRNA） interference lentivirus （sh-Piezo1） or shRNA-NC lentivirus were used to infect the 
chondrocytes， and the chondrocytes were divided into sh-Piezo1 group and sh-NC group，  and also set up 
blank control group.  The chondrocytes were also devided into 20% stretch group， 20% stretch+PTL 
group， 20% stretch+sh-Piezo1 group， and 20% stretch+sh-Piezo1+PTL group.  Hoechst 33258 
fluorescence staining was used to observe the morphology of the nuclear in various groups； flow cytometry 
was used to detect the apoptotic rates of the cells in various groups； spectrophotometry was used to detect the 
cysteinyl aspartate specific proteinase（Caspase）-3 activities in the cells in various groups； CCK-8 method 
was used to detect the proliferation rates of the cells in various groups； Fluo-4/AM fluorescent probe 
method was used to detect the calicium ion（Ca2+ ） levels in the cells in various groups； real-time 
fluorescence quantitative PCR（RT-qPCR ） method was used to detect the expression levels of Piezo1 
mRNA in the cells in various groups； Western blotting method was used to detect the expression levels 
of Piezo1 protein in the cells in various groups.  Results： The Hoechst 33258 fluorescence staining resuts 
showed that as the increasing of stretch， the number of the chondrocytes with fragmented and densely 
stained nuclei in 0%， 5%， 10%， 15%， and 20% stretch groups were gradually increased.  The flow 
cytometry results showed that compared with 0% stretch group， the apoptotic rates of the chondrocytes in 
5%， 10%， 15%， and 20% stretch groups were significantly increased （P<0. 01）； compared with 
control group， the apoptotic rate of the chondrocytes in 20% stretch group was significantly increased （P<
0. 05）；  compared with 20% stretch group， the apoptotic rates of the chondrocytes in 20% stretch+ 
5 μmol·L-1 PTL group， 20% stretch+10 μmol·L-1 PTL group， and 20% stretch+20 μmol·L-1 PTL 
group were significantly decreased （P<0. 05）； compared with 20% stretch group， the apoptotic rates of 
chondrocytes in 20% stretch+PTL group and 20% stretch+sh-Piezo1 group were significantly decreased 

（P<0. 05）.  The spectrophotometry results showed that compared with 0% stretch group， the Caspase-3 
activities in the chondrocytes in 5%， 10%， 15%， and 20% stretch groups were significantly increased （P<
0. 01）； compared with control group， the Caspase-3 activity in the chondrocytes in 20% stretch group was 
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significantly increased （P<0. 05）； compared with 20% stretch group， the Caspase-3 activities in  the 
chondrocytes in 20% stretch+5 μmol·L-1 PTL group， 20% stretch+10 μmol·L-1 PTL group， and 20% 
stretch+20 μmol·L-1 PTL group were significantly decreased （P<0. 05）.  Compared with 20% stretch 
group， the Caspase-3 activities in the chondrocytes in 20% stretch+PTL group and 20% stretch+ 
sh-Piezo1 group were significantly decreased （P<0. 05）.  The CCK-8 method results showed that 
compared with 0 μmol·L-1 PTL group， the proliferation rates of the chondrocytes in 40. 00， 80. 00， and 
160. 00 μmol·L-1 PTL groups were significantly decreased （P<0. 05）， indicating that 20. 00 μmol·L-1 
PTL was the maximum non-toxic concentration.  The Fluo-4/AM fluorescent probe method results showed 
that compared with control group ， the Ca2+ level in the chondrocytes in 20% stretch group was 
significantly increased （P<0. 05）； compared with 20% stretch group， the Ca2+ levels in the chondrocytes 
in 20% stretch+5 μmol·L-1 PTL group， 20% stretch+10 μmol·L-1 PTL group， and 20% stretch+ 
20 μmol·L-1 PTL group were significantly decreased （P<0. 05）； compared with 20% stretch group， the 
Ca2+ levels in the chondrocytes in 20% stretch+PTL group and 20% stretch+sh-Piezo1 group were 
significantly decreased （P<0. 05）.  The RT-qPCR results showed that compared with blank control group 
and sh-NC group， the expression level of Piezo1 mRNA in the chondrocytes in sh-Piezo1 group was 
significantly decreased （P<0. 05）.  The Western blotting results showed that compared with control 
group， the expression levels of Piezo1 protein in the chondrocytes in 20% stretch group was significantly 
increased （P<0. 05）； compared with 20% stretch group， the expression levels of Piezo1 protein in the 
chondrocytes in 20% stretch+5 μmol·L-1 PTL group， 20% stretch+10 μmol·L-1 PTL group， and 20% 
stretch+20 μmol·L-1 PTL group were significantly decreased （P<0. 05）； compared with blank control 
group and sh-NC group， the expression level of Piezo1 protein in the chondrocytes in sh-Piezo1 group was 
significantly decreased （P<0. 05）.  Conclusion： PTL can inhibit the apoptosis of the chondrocyte 
induced by high-intensity cyclic mechanical stretch stress ， and its mechanism may be related to 
inhibiting the Piezo1-mediated Ca2+ influx-induced apoptosis.
KEYWORDS Parthenolide； Piezo type mechanosensitive ion channel component 1； Mechanical 
stretch stress；Chondrocytes；Apoptosis

骨关节炎是一种非炎症性的退行性关节病，患

者行动过程中会引发关节疼痛和僵硬，其生活质量

受到严重影响 ［1-2］。骨关节炎发病机制复杂，机械

负荷是其发展过程中的重要因素之一。适度机械负

荷能促进软骨细胞生长发育，增强细胞合成代谢。

但过度机械负荷会导致软骨细胞凋亡，进而引发软

骨细胞丢失和骨关节炎发生 ［3］。因此，抑制过度机

械负荷后软骨细胞的凋亡是防治骨关节炎的关键。

机 械 敏 感 性 离 子 通 道 蛋 白 1 （piezo type 
mechanosensitive ion channel component 1， Piezo1）

是一种机械敏感性离子通道蛋白，可感受细胞膜机

械 力 的 变 化 ， 包 括 压 缩 、 拉 伸 、 重 力 和 流 体 剪 切

等 ， 通 过 增 强 钙 离 子 （calcium ion，Ca2+） 内 流 改

变 膜 电 位 进 而 将 胞 外 机 械 信 号 转 化 为 胞 内 生 物 信

号，参与调节发育、肿瘤发生和骨重塑等多种细胞

生命进程 ［4-6］。然而，过度的机械应力刺激可导致

Piezo1 高 表 达 ， 造 成 Ca2+ 大 量 内 流 ， 引 起 细 胞 凋

亡 。 陈 墨 龙 等 ［7］ 发 现 ： 过 度 机 械 牵 拉 应 力 通 过 激

活 Piezo1 和 下 游 需 钙 蛋 白 酶 2 （calpain 2，

CAPN2） /B 细 胞 淋 巴 瘤 2 相 关 X 蛋 白 （B-cell 
lymphoma-2-associated X protein， BAX） /含 半 胱

氨酸的天冬氨酸蛋白酶 （cysteinyl aspartate specific 
proteinase， Caspase）-3 通 路 诱 导 肌 腱 细 胞 凋 亡 。

WANG 等 ［8］ 发 现 ：Piezo1 在 小 鼠 骨 关 节 炎 模 型 和

机械牵张应力作用下的人软骨细胞模型中高表达，

抑制其表达可降低 Ca2+水平并上调谷胱甘肽过氧化

物 酶 4 （glutathione peroxidase 4， GPX4） 表 达 ，

从 而 减 少 小 鼠 骨 关 节 炎 程 度 和 人 软 骨 细 胞 凋 亡 水

平 。 Piezo1 可 能 是 治 疗 机 械 性 骨 关 节 炎 的 潜 在 靶

点。小白菊内酯 （parthenolide，PTL） 是一种倍半

萜烯内酯类天然产物，来源于艾菊和观光木等药用

植物，具有抗肿瘤、抗病毒、抗炎和抗动脉粥样硬

化等多种重要的药理活性，临床上常用于治疗偏头

痛、发热和类风湿性关节炎等 ［9］。研究 ［10-11］ 发现：

PTL 可 通 过 抗 炎 途 径 发 挥 改 善 膝 骨 关 节 炎 模 型 动

物 关 节 损 伤 的 作 用 。 然 而 ， PTL 与 Piezo1 的 关 系
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及其对高强度的机械牵张应力作用下软骨细胞凋亡

的 影 响 尚 未 完 全 阐 明 。 本 研 究 探 讨 PTL 对 机 械 牵

张应力作用下软骨细胞中 Piezo1 的调控作用及干扰

Piezo1 对 细 胞 凋 亡 的 影 响 ， 并 阐 明 其 相 关 作 用 机

制，为骨关节炎的治疗提供参考。

1 材料与方法  

1. 1　　细胞细胞、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　永生化人关节软骨细

胞 及 其 专 用 培 养 液 购 自 上 海 康 朗 生 物 科 技 有 限 公

司 。 4% 多 聚 甲 醛 固 定 液 、 Hoechst 33258 染 色 液 、

Caspase-3 活 性 检 测 试 剂 盒 和 Ca2+ 荧 光 探 针

（Fluo-4/AM） 购自上海碧云天生物技术有限公司，

PTL 购 自 美 国 MCE 公 司 ， CCK-8 检 测 试 剂 盒 和

Annexin Ⅴ -FITC/PI 细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒 购 自 翌

圣生物科技 （上海） 股份有限公司，Piezo1 抗体购

自美国 ThermoFisher Scientific 公司，GAPDH 抗体

购自武汉爱博泰克生物科技有限公，Piezo1 引物、

Piezo1 短 发 夹 RNA （short hairpin RNA， shRNA）

干扰慢病毒 （sh-Piezo1，滴度：3. 12×108 TU·mL－1）

及其阴性对照慢病毒 （shRNA-NC，滴度：1. 36×
108 TU·mL-1） 由 上 海 和 元 生 物 技 术 有 限 公 司 提

供 。 张 力 系 统 （型 号 ： Flexcell-5000） 购 自 美 国

Flexcell 公 司 ， CO2 培 养 箱 （型 号 ： 311） 和 化 学

发 光 成 像 系 统 （ 型 号 ： CL750） 购 自 美 国

ThermoFisher   Scientific 公 司， 倒 置 荧 光 显 微 镜

（型号：CKX41） 购自日本 Olympus 公司，流式细

胞仪 （型号：FACSCtoⅡ） 购自美国 BD 公司，多

功 能 酶 标 仪 （ 型 号 ： HH34000000） 购 自 美 国

Perkinelmer 公司。

1. 2　　细胞培养细胞培养　　永生化人关节软骨细胞采用专用

培养液置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，待细胞

密 度 生 长 至 90% 时 ， 弃 去 培 养 基 ， 加 入 磷 酸 盐 缓

冲 液 （phosphate buffered saline， PBS） 清 洗 1 次 ，

加入 1 mL 胰蛋白酶室温消化 2 min，待大部分细胞

变圆脱落后，加入 2 mL 软骨细胞专用培养液终止

消化，收集细胞离心后分瓶培养并用于后续实验。

1. 3　　慢病毒感染慢病毒感染　　收集对数生长期软骨细胞，以

每孔 1×105个细胞的密度接种至 6 孔细胞培养板，置

于培养箱中过夜。以病毒感染复数 200 加入 64. 1 mL 
sh-Piezo1 或 147. 1 μL shRNA-NC 慢 病 毒 ， 将 细 胞

分为 sh-Piezo1 组和 sh-NC 组，另设置空白对照组。

同时，加 入 5 mg·L-1 Polybrene 促 进 病 毒 感 染，

8 h 后更换新鲜培养液继续培养，72 h 后收集细胞

进行后续检测。

1. 4　　周期性机械牵张应力刺激细胞周期性机械牵张应力刺激细胞　　取对数生长

期人软骨细胞，按照每孔 1×105 个细胞的密度接种

于 6 孔细胞培养板中，待细胞生长至约 80% 融合度

时，采用 Flexcell-5000 张力系统对软骨细胞进行周

期性机械拉伸 ［4］，以 3 s 受力和 3 s 放松为 1 个周期，

进行机械拉伸，频率设置为 0. 5 Hz，拉伸性变量为

5%~20%，拉伸 36 h。

1. 5　　细胞分组和处理细胞分组和处理　　按照拉伸性变量将软骨细

胞分为 0%、5%、10%、15% 和 20% 拉伸组。另取

软骨细胞，分为对照组、20% 拉伸组、20% 拉伸+ 
5 μmol·L－1 PTL 组、20% 拉伸+10 μmol·L-1 PTL 组

和 20% 拉伸+20 μmol·L-1 PTL 组。其中对照组不

作任何处理；20% 拉伸组软骨细胞给予拉伸性变量

为 20% 的 周 期 性 机 械 牵 张 应 力 刺 激 36 h； 20% 拉

伸 +5 μmol·L-1 PTL 组 、 20% 拉 伸 +10 μmol·L-1 
PTL 组和 20% 拉伸+20 μmol·L-1 PTL 组软骨细胞

在 20% 拉伸的基础上分别给予 5、10 及 20 μmol·L-1 
PTL 处理。

另取软骨细胞，将其分为 20% 拉伸组、20% 拉

伸+PTL 组、20% 拉伸+sh-Piezo1组和 20% 拉伸+ 
sh-Piezo1+PTL 组 。 其 中 20% 拉 伸 +PTL 组 软 骨

细 胞 进 行 拉 伸 性 变 量 为 20% 的 周 期 性 机 械 牵 张 应

力刺激 36 h，同时给予 20 μmol·L-1 PTL；20% 拉

伸 +sh-Piezo1 组 软 骨 细 胞 感 染 sh-Piezo1 慢 病 毒 后

再 进 行 拉 伸 性 变 量 为 20% 的 周 期 性 机 械 牵 张 应 力

刺 激 36 h 处 理 ； 20% 拉 伸 +sh-Piezo1+PTL 组 软

骨 细 胞 感 染 sh-Piezo1 慢 病 毒 后 再 进 行 拉 伸 性 变 量

为 20% 的周期性机械牵张应力刺激和 20 μmol·L-1 
PTL 干预 36 h。

1. 6　　Hoechst 33258 荧光染色观察各组细胞核形态荧光染色观察各组细胞核形态

表现表现　　取对数生长期软骨细胞，以每孔 3×104 个细

胞的密度接种至 6 孔细胞培养板，置于培养箱中过

夜，给予拉伸性变量为 0%~20% 的周期性机械牵

张应力刺激 36 h。取出培养板，经 4% 多聚甲 醛 固

定 液 室 温 固 定 10 min ， PBS 缓 冲 液 清 洗 3 次 ，

每孔加入 500 μL Hoechst 33258 染色液，室温避光

孵 育 5 min， PBS 缓 冲 液 清 洗 3 次 ， 荧 光 显 微 镜 观

察细胞核形态表现。

1. 7　流式细胞术　流式细胞术检测各组细胞凋亡率检测各组细胞凋亡率　　收集各组

细胞，加入 400 μL Annexin Ⅴ-FITC 结合液重悬细

胞，加入 5 μL Annexin Ⅴ-FITC 染色液，轻轻吹打

混匀，再加入 10 μL PI 染色液，轻轻吹打混匀，室

温 （20 ℃~25 ℃） 避光孵育 20 min，采用流式细胞
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仪检测细胞凋亡率。细胞凋亡率=凋亡细胞数/总

细胞数×100%。

1. 8　　 分 光 光 度 法 检 测 各 组 细 胞 中分 光 光 度 法 检 测 各 组 细 胞 中 Caspase--3 活 性活 性　　

 收集各组细胞，PBS 缓冲液清洗 1 次，加入 100 μL
裂 解 液 于 冰 上 裂 解 15 min， 4 ℃ 、 20 000 g 离 心

10 min， 取 上 清 ， 参 照 Caspase-3 活 性 检 测 试 剂 盒

检 测 说 明 书 操 作 ， 同 时 设 置 标 准 品 组 。 采 用 酶 标

仪检测波长 405 nm 处吸光度 （A） 值，根据标准品

A 值和标准品浓度绘制标准曲线，计算各组细胞中

Caspase-3 活 性 。 Caspase-3 活 性 = 实 验 孔 A 值/对

照孔 A 值。

1. 9　　CCK--8 法检测各组细胞增殖率法检测各组细胞增殖率　　收集对数生

长期软骨细胞，以每孔 3×103 个细胞的密度接种至

96 孔 细 胞 培 养 板 中，置 于 培 养 箱 中 过 夜。给予 0、

1. 25、2. 50、5. 00、10. 00、20. 00、40. 00、80. 00 和

160. 00 μmol·L-1 PTL 处 理 36 h， 并 设 置 空 白 孔 ，

提前 4 h 取出培养板，每孔加入 10 μL CCK-8 工作

液 ， 37 ℃ 孵 育 4 h， 采 用 多 功 能 酶 标 仪 检 测 波 长

450 nm 处 A 值 。 细 胞 增 殖 率 = ［ （实 验 孔 A
值 － 空 白 孔 A 值） / （对 照 孔 A 值 － 空 白 孔 A
值）］ ×100%。

1. 10　　 Fluo--4/AM 荧 光 探 针 法 检 测 各 组 细 胞 中荧 光 探 针 法 检 测 各 组 细 胞 中

Ca2+ 水平水平　　收 集 各 组 细 胞 ， PBS 缓 冲 液 清 洗 3 次 ，

加 入 500 μL 1 μmol·L-1 Fluo-4/AM 工 作 液 ， 37 ℃
避光孵育 45 min，PBS 缓冲液清洗 3 次，流式细胞

仪检测细胞中 Fluo-4 荧光强度，以 Fluo-4 荧光强度

代表细胞中 Ca2+水平。

1. 11　　 实 时 荧 光 定 量实 时 荧 光 定 量 PCR（（real--time fluorescence 

quantitative PCR，，RT--qPCR））法 检 测 各 组 细 胞 中法 检 测 各 组 细 胞 中

Piezo1 mRNA 表 达 水 平表 达 水 平　　 收 集 各 组 细 胞 ， 加 入

TRIzol 裂 解 液 ， 于 冰 上 提 取 总 RNA。 多 功 能 酶 标

仪检测 RNA 浓度，逆转录试剂盒将 RNA 逆转录为

cDNA 并扩增。以 β-actin 为内参，采 用 2－ △△Ct 法 计

算 Piezo1 mRNA 表 达 水 平 。 引 物 序 列 ： Piezo1 F 
5'-ATCGCCATCATCTGGTTCCC-3'， R 5'-TGG- 
TGAACAGCGGCTCATAG-3'； β -actin F 5'-GC-

CGCCAGCTCACCAT-3'，  R 5'-TCGTCGCCC-

ACATAGGAATC-3'。反应条件：95 ℃预变性 5 min，

95 ℃、10 s，60 ℃、30 s，共 40 次循环。

1. 12　　 Western blotting 法 检 测 各 组 细 胞 中法 检 测 各 组 细 胞 中 Piezo1

蛋白表达水平蛋白表达水平　　收集各组细胞，加入 RIPA 裂解液，

冰上孵育 30 min 提取总蛋白，4 ℃、12 000 r·min－1

离 心 5 min 收 集 上 清 ， 金 属 浴 煮 沸 10 min。 采 用

BCA 蛋 白 检 测 试 剂 盒 测 定 蛋 白 浓 度 ， 每 组 细 胞 取

30 μg 蛋 白 上 样 、 电 泳 和 转 膜 处 理 后 ， 50 g·L-1 脱

脂奶粉室温孵育 1 h，加入 Piezo1 抗体 （1∶1 000）

和 β-actin （1∶10 000） 抗体 4 ℃孵育过夜，TBST 溶

液清洗 3次，加入 HRP标记的羊抗兔二抗 （1∶5 000）

室温孵育 1 h，滴加显影液，凝胶成像仪显影。采

用 Image J 软件分析蛋白条带灰度值，计算目的蛋

白表达水平。目的蛋白表达水平=目的蛋白条带灰

度值/β-actin 蛋白条带灰度值。

1. 13　　统计学分析统计学分析　　使用 SPSS 26. 0 统计软件进行

统计学分析。各组细胞凋亡率、细胞增殖率、细胞

中 Ca2+ 水 平 、 Caspase-3 活 性 和 Piezo1 mRNA 及 蛋

白表达水平均符合正态分布，以 x±s 表示，多组间

样本均数比较采用单因素方差分析，组间样本均数

两两比较采用 LSD-t 检验。以 P<0. 05 为差异有统

计学意义。

2 结  果  

2. 1　　各组软骨细胞核形态表现各组软骨细胞核形态表现　　凋亡细胞的细胞

核 呈 致 密 浓 染 或 呈 碎 块 状 致 密 浓 染 ， 荧 光 亮 度 增

强。随着拉伸量逐渐增加，0%、5%、10%、15%
和 20% 拉 伸 组 软 骨 细 胞 的 细 胞 核 呈 碎 块 状 致 密 浓

染的软骨细胞数量逐渐增加。见图 1。

A B C D E

Red arrows showed apoptotic cells. A ：0% stretch group ；B ：5% stretch group ；C ：10% stretch group ；D ：15% stretch group ；E：20% 
stretch group.

图图 1　　Hoechst 33258 染色观察软骨细胞核形态表现染色观察软骨细胞核形态表现（（×100））

Fig. 1　　Morphology of nuclear in chondrocytes in various groups observed by Hoechst 33258 staining（（×100））
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2. 2　　 各 组 软 骨 细 胞 凋 亡 率各 组 软 骨 细 胞 凋 亡 率　　 与 0% 拉 伸 组 比 较 ，

5%、10%、15% 和 20% 拉伸组软骨细胞凋亡率均

明显升高 （P<0. 01）。与对照组比较，20% 拉伸组

软 骨 细 胞 中 细 胞 凋 亡 率 明 显 升 高 （P<0. 05）； 与

20% 拉伸组比较，20% 拉伸+5 μmol·L－1 PTL 组、

20% 拉 伸 +10 μmol·L － 1 PTL 组 和 20% 拉 伸 + 
20 μmol·L－1 PTL 组软骨细胞细胞凋亡率均明显降

低 （P<0. 05）。与  20% 拉伸组 （36. 36%±2. 61%）

比较，20% 拉伸  + PTL 组 （18. 80%±1. 41%） 和

20% 拉伸+sh-Piezo1 组 （11. 34%± 2. 49%） 软 骨

细胞凋亡率均明显降低 （P<0. 05）；与 20% 拉伸+ 
sh-Piezo1 组 比 较 ， 20% 拉伸+sh-Piezo1+PTL 组

（11. 86%±2. 17%） 软骨细胞凋亡率差异无统计学

意义 （P>0. 05）。见图 2~6。

PI

A

Annexin Ⅴ-FITC

PI

Annexin Ⅴ-FITC

PI

Annexin Ⅴ-FITC

PI

Annexin Ⅴ-FITC

PI

Annexin Ⅴ-FITC

B C D E

A：0% stretch  group；B：5% stretch group；C：10% stretch group；D：15% stretch group；E：20% stretch group.
图图 2　流式细胞术检测周期性机械牵张应力作用后各组软骨细胞凋亡率　流式细胞术检测周期性机械牵张应力作用后各组软骨细胞凋亡率

Fig. 2　　Apoptotic rates of chondrocytes in various groups after treated with cyclic mechanical distraction stress detected 

by flow cytometry

PI

A

Annexin Ⅴ-FITC Annexin Ⅴ-FITC Annexin Ⅴ-FITC

PI

Annexin Ⅴ-FITC Annexin Ⅴ-FITC

B C D E

A ：Control group ；B ：20% stretch group ；C ：20% stretch+5 μ mol · L-1 PTL group ；D ：20% stretch+10 μ mol · L-1 PTL group ；

E ：20% stretch+20 μmol·L-1 PTL group.
图图 3　流式细胞术检测　流式细胞术检测 PTL 联合周期性机械牵张应力作用后各组软骨细胞凋亡率联合周期性机械牵张应力作用后各组软骨细胞凋亡率

Fig. 3　　Apoptotic rates of chondrocytes in various groups after treated with PTL combined with cyclic mechanical 

distraction stress detected by flow cytometry

PI

A

Annexin Ⅴ-FITC Annexin Ⅴ-FITC Annexin Ⅴ-FITC

PI

Annexin Ⅴ-FITC

B C D

PI PI

A：20% stretch group；B：20% stretch+PTL group；C：20% stretch+sh-Piezo1 group；D：20% stretch+sh-Piezo1+PTL group.
图图 4　流式细胞术检测慢病毒感染后各组软骨细胞凋亡率　流式细胞术检测慢病毒感染后各组软骨细胞凋亡率

Fig. 4　　Apoptotic rates of chondrocytes in various groups after infection of lentivirus detected by flow cytometry
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2. 3　　各组软骨细胞中各组软骨细胞中 Caspase-3 活性活性　　与 0% 拉伸

组比较，5%、10%、15% 和 20% 拉伸组软骨细胞

中 Caspase-3 活 性 均 明 显 升 高 （P<0. 01）。 与 对 照

组比较，20% 拉伸组软骨细胞中 Caspase-3 活性明

显 升 高 （P<0. 05）； 与 20% 拉 伸 组 比 较 ，20% 拉

伸 +5 μmol·L－1 PTL 组 、 20% 拉 伸 +10 μmol·L－1 
PTL 组和 20% 拉伸+20 μmol·L－1 PTL 组软骨细胞

中 Caspase-3 活性均明显降低 （P<0. 05）。与 20%
拉 伸 组 比 较 ， 20% 拉 伸 +PTL 组 和 20% 拉 伸 + 

sh-Piezo1 组 软 骨 细 胞 中 Caspase-3 活 性 均 明 显 降 低

（P<0. 05），20% 拉伸+sh-Piezo1+PTL 组软骨细

胞中 Caspase-3 活性差异无统计学意义 （P>0. 05）。

与 20% 拉 伸 +sh-Piezo1 组 比 较 ， 20% 拉 伸 + 
sh-Piezo1+PTL 组 软 骨 细 胞 中 Caspase-3 活 性 差 异

无统计学意义 （P>0. 05）。见图 7~9。

2. 4　　各组软骨细胞增殖率各组软骨细胞增殖率　　与 0 μmol·L－1 PTL 组

比较，1. 25、2. 50、5. 00、10. 00 和 20. 00 μmol·L－1 
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图图 5　周期性机械牵张应力作用后各组软骨细胞凋亡　周期性机械牵张应力作用后各组软骨细胞凋亡率率

Fig. 5　　 Apoptotic  rates  of  chondrocytes  in  various 

groups after treated with cyclic mechanical distraction 

stress
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图图 6　　PTL 联合周期性机械牵张应力作用后各组软骨联合周期性机械牵张应力作用后各组软骨

细胞凋亡率细胞凋亡率

Fig. 6　　 Apoptotic rates of chondrocytes in various 

groups after treated with PTL combined with cyclic 

mechanical distraction stress
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图图 7　 周 期 性 机 械 牵 张 应 力 作 用 后 各 组 软 骨 细 胞 中　 周 期 性 机 械 牵 张 应 力 作 用 后 各 组 软 骨 细 胞 中

Caspase--3 活性活性

Fig. 7　　Activities of in Caspase--3 in chondrocytes in 

various groups after treated with cyclic mechanical 

distraction stress
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图图 8　　PTL 联合周期性机械牵张应力作用后各组软骨联合周期性机械牵张应力作用后各组软骨

细胞中细胞中 Caspase--3 活性活性

Fig. 8　　 Activities of Caspase--3 in chondrocytes in 

various groups after treated with PTL combined with 

cyclic mechanical distraction stress
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PTL 组软骨细胞增殖率差异均无统计学意义 （P>
0. 05）， 40. 00、 80. 00 和 160. 00 μmol·L－1 PTL 组

软 骨 细 胞 增 殖 率 均 明 显 降 低 （P<0. 05），提 示

20. 00 μmol·L － 1 PTL 为 最 高 无 毒 性 作 用 浓 度 。

见 图 10。

2. 5　　 各 组 软 骨 细 胞 中各 组 软 骨 细 胞 中 Ca2+ 水 平水 平　　 与 对 照 组 比 较 ，

20% 拉伸组软骨细胞中 Ca2+水平升高 （P<0. 05）；

与 20% 拉伸组比较，20% 拉伸+5 μmol·L－1 PTL 组、

20% 拉 伸 +10 μ mol·L － 1 PTL 组 和 20% 拉 伸 + 
20 μmol·L － 1 PTL 组 软 骨 细 胞 中 Ca2+ 水 平 均 明 显

降低 （P<0. 05）。与 20% 拉伸组比较，20% 拉伸+ 
PTL 组 和 20% 拉 伸 +sh-Piezo1 组 软 骨 细 胞 中 Ca2+

水平均明显降低  （P<0. 05），20% 拉伸+sh-Piezo1+
PTL 组软骨细胞中 Caspase-3 活性差异无统计学意

义 （P>0. 05）； 与 20% 拉 伸 +sh-Piezo1 组 比 较 ，

20% 拉 伸 +sh-Piezo1+PTL 组 软 骨 细 胞 中 Ca2+ 水

平差异无统计学意义 （P>0. 05）。见图 11~14。

2. 6　　各组细胞中各组细胞中 Piezo1 mRNA 表达水平表达水平　　与空白

对 照 组 （0. 99±0. 03） 和 sh-NC 组 （0. 95±0. 05）

比 较 ， sh-Piezo1 组 软 骨 细 胞 中 Piezo1 mRNA 表 达

水平 （0. 20±0. 08） 明显降低 （P<0. 05）。

2. 7　　各组软骨细胞中各组软骨细胞中 Piezo1 蛋白表达水平蛋白表达水平　　与对

照 组 比 较 ， 20% 拉 伸 组 软 骨 细 胞 中 Piezo1 蛋 白 表

达水平明显升高 （P<0. 05）；与 20% 拉伸组比较，

20% 拉  伸  + 5 μmol·L － 1 PTL 组 、 20% 拉  伸 + 
10 μmol·L － 1 PTL 组 和 20% 拉 伸 +20 μmol·L － 1 
PTL 组 软 骨 细 胞 中 Piezo1 蛋 白 表 达 水 平 均 明 显 降

低 （P<0. 05）。 与 空 白 对 照 组 （0. 43±0. 05） 和

sh-NC 组 （0. 42±0. 06） 比 较 ， sh-Piezo1 组 软 骨
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图图 9　慢病毒感染后各组软骨细胞中　慢病毒感染后各组软骨细胞中 Caspase--3 活性活性

Fig. 9　　Activities of Caspase--3 in chondrocytes in various 

groups after infection of lentivirus
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图图 10　　PTL 联合周期性机械牵张应力作用后各组软骨联合周期性机械牵张应力作用后各组软骨

细胞增殖率细胞增殖率

Fig. 10　　Proliferation rates of chondrocytes in various 

groups  after treated  with  PTL  combined  with  cyclic 

mechanical distraction stress
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图图 11　　Fluo--4/AM 荧光探针法检测荧光探针法检测 PTL 联合周期性机械牵张应力作用后各组软骨细胞中联合周期性机械牵张应力作用后各组软骨细胞中 Ca2+水平水平

Fig. 11　　 Levels of Ca2+ in chondrocytes in various groups after treated with PTL combined with cyclic mechanical 

distraction stress detected by Fluo--4/AM fluorescence probe method
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细 胞 中 Piezo1 蛋 白 表 达 水 平 （0. 07±0. 03） 明 显

降 低 （P<0. 05）， 提 示 软 骨 细 胞 中 Piezo1 基 因

表 达 被 成 功 干 扰。见图 15 和 16。

3 讨  论  

研究 ［12］ 显示：机械负荷过高诱导的软骨细胞

凋亡是诱发骨关节炎的因素之一，长期从事体力劳

动 人 群 、 肥 胖 人 群 及 运 动 员 关 节 长 期 受 到 过 度 负

荷 ， 更 易 导 致 关 节 炎 。 CHANG 等 ［13］ 发 现 ： 过 度

的机械负荷会通过 DAN 结构域 BMP 拮抗剂家族成

员 1 （DAN domain BMP antagonist family member 1，

gremlin-1） /核 因 子 κB （nuclear factor kappa-B，

NF-κB） 途径促进小鼠骨关节炎发展。ZHAO 等 ［14］

发现：机械超负荷诱导的微小 RNA （microRNAs，

miR）-325-3p 表 达 水 平 降 低 可 促 进 软 骨 细 胞 衰 老 ，

加剧小关节退变。伍伟挺等 ［15］ 发现：高负荷周期

性机械应力可能通过激活内质网应激通路加速软骨

细胞凋亡，促进软骨细胞炎症反应。本研究结果显

示：在体外培养的软骨细胞中，周期性机械牵张应

力可明显诱导软骨细胞凋亡，并上调 Piezo1 表达。

PTL 和 干 扰 Piezo1 基 因 表 达 均 可 抑 制 周 期 性 机 械

牵 张 应 力 诱 导 的 软 骨 细 胞 凋 亡 ， 同 时 抑 制 Ca2+ 内

流 ， 提 示 PTL 在 周 期 性 机 械 牵 张 应 力 介 导 的 软 骨

细胞凋亡的作用和机制，可能为骨关节炎临床治疗

提供新方向。

Piezo1 是机械敏感离子通道蛋白，其参与肿瘤

细胞、肌腱细胞和软骨细胞等多种细胞机械负荷诱

导的凋亡进程 ［7，16-17］。Piezo1 在软骨细胞中稳定表

达，不仅可以通过丝裂原活化蛋白激酶 （mitogen-

activated protein kinase，MAPK） /细胞外调节蛋白

激酶 1/2 （extracellular regulated protein kinases 1/2，

ERK1/2） 的经典 MAPK 信号通路参与细胞凋亡过

程，还可介导机械刺激下 Ca2+内流，维持细胞内游

离 Ca2+ 和 结 合 钙 动 态 平 衡 ［18］。 过 度 机 械 负 荷 可 激

活 Piezo1 介导细胞内 Ca2+超载，导致线粒体呼吸功

能障碍及内质网应激，从而启动 Caspase 级联反应，

进而诱导细胞凋亡 ［19-20］。因此，下调 Piezo1 表达可

能抑制胞内 Ca2+超载增强软骨细胞机械负载的抵抗

阈值，促进细胞活性，从而改善骨关节炎。本研究

结果显示：干扰 Piezo1 基因表达可抑制周期性机械

牵张应力诱导的软骨细胞凋亡，并降低细胞内 Ca2+

水 平 ， 提 示 Poezo1 激 活 介 导 Ca2+ 超 载 是 周 期 性 机

械牵张应力诱导软骨细胞凋亡的关键因素。

PTL 来 源 于 药 草 短 舌 匹 菊 的 倍 半 萜 内 酯 ， 具

有抗炎、抗病毒和抗肿瘤等药理作用。朱芳晓等 ［21］
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图图 12　　PTL 联合周期性机械牵张应力作用后各组软骨联合周期性机械牵张应力作用后各组软骨

细胞中细胞中 Ca2+水平水平

Fig. 12　　 Levels of Ca2+ in chondrocytes in various 

groups after treated with PTL combined with cyclic 

mechanical distraction stress
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图图 13　　Fluo--4/AM 荧光探针法检测慢病毒感染后各组软骨细胞中荧光探针法检测慢病毒感染后各组软骨细胞中 Ca2+水平水平

Fig. 13　　Levels  of  Ca2+  in  chondrocytes  in  various  groups  after  infection of  lentivirus  detected  by  Fluo--4/AM 

fluorescence  probe method
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发 现 ： PTL 可 减 轻 兔 骨 关 节 炎 症 状 ， 可 能 是 通 过

抑制血清和关节腔肿瘤坏死因子 α （tumor necrosis 
factor   alpha， TNF- α） 和   白   细   胞   介   素   1β

（interleukin-1β， IL-1β） 等 炎 症 因 子 分 泌 实 现 的 。

LIU 等 ［10］ 发 现 ： Piezo1 可 抑 制 促 炎 细 胞 因 子 的 产

生，并对胶原诱导的大鼠关节炎的进展表现出保护

作用。然而，高强度的机械牵张应力被认为是导致

骨 关 节 炎 的 重 要 外 界 致 病 因 素 ， 但 PTL 对 高 强 度

的机械牵张应力作用下软骨细胞凋亡的影响尚未完

全 阐 明 。 本 研 究 结 果 显 示 ： PTL 可 以 有 效 抑 制 周

期性机械牵张应力诱导的软骨细胞凋亡，并下调细

胞中 Piezo1 表达，同时降低软骨细胞中 Ca2+水平和

Caspase-3 活 性 ， 而 在 Piezo1 基 因 沉 默 的 软 骨 细 胞

中 加 入 PTL 干 预 后 ， 并 未 进 一 步 抑 制 周 期 性 机 械

牵张应力诱导的软骨细胞凋亡，提示 PTL 通过调控

Piezo1 表达，发挥抑制周期性机械牵张应力诱导软

骨细胞凋亡的作用。

综 上 所 述 ， 周 期 性 机 械 牵 张 应 力 可 通 过 调 控

Piezo1 介导 Ca2+超载促进软骨细胞凋亡，PTL 可通

过下调 Piezo1 表达降低细胞中 Ca2+水平，进而抑制

软骨细胞凋亡。

利益冲突声明：

所有作者声明不存在利益冲突。

作者贡献声明：

马旋参与研究选题、数据收集整理和论文撰写，杨开

祥参与实验操作，邓海参与数据统计学分析，黄玉成参与

论文审校和指导。

[参考文献]

［1］ EMAMI A， NAMDARI H， PARVIZPOUR F， et al. 
Challenges in osteoarthritis treatment［J］. Tissue Cell， 

20%  st
retch

300 000

200 000

100 000

0

L
ev

el
 o

f 
C

a2+

20%  st
retch+PTL

20%  st
retch+sh-Piezo1

20%  st
retch+

sh-Piezo1+PTL

*

*

*

*P<0.05 compared with 20% stretch group.
图图 14　慢病毒感染后各组软骨细胞中　慢病毒感染后各组软骨细胞中 Ca2+水平水平

Fig. 14　　 Levels of Ca2+ in chondrocytes in various 

groups after infection of lentivirus

1.5

1.0

0.5

0E
xp

re
ss

io
n 

le
ve

l 
of

 P
ie

zo
1 

pr
ot

ei
n

△

*

△

△

1        2       3        4        5

287 000

42 000

Mr

Piezo1

β-actin

B

A

Contro
l

20%
 st

ret
ch

20%
 st

ret
ch

+

5 μm
ol·L

－
1  P

TL

20%
 st

ret
ch

+

10 μm
ol·L

－
1  P

TL

20%
 st

ret
ch

+

20 μm
ol·L

－
1  P

TL

Lane 1：Control group；Lane 2：20% stretch group；Lane 3：

20% stretch+5 μmol·L－1 PTL group；Lane 4：20% stretch+
10 μmol·L－1 PTL group；Lane 5：20% stretch+20 μmol·L－1 
PTL group. *P<0.05 compared with control group； △P<0.05 
compared with 20% stretch group.
图图 15　 各 组 软 骨 细 胞 中　 各 组 软 骨 细 胞 中 Piezo1 蛋 白 表 达 电 泳 图蛋 白 表 达 电 泳 图（（A））和和

直条图直条图（（B））

Fig. 15　　 Electrophoregram（（A）） and histogram（（B）） of 

expressions  of  Piezo1  protein  in  chondrocytes  in 

various groups after treated with PTL combined with 

cyclic mechanical distraction stress

287 000

42 000

Mr

Piezo1

β-actin

1                 2               3

Lane 1：Blank control group；Lane 2：Sh-NC group；Lane 3：

Sh-Piezo1 group.
图图 16　　Western blotting 法检测各组软骨细胞中法检测各组软骨细胞中 Piezo1

蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图

Fig. 16　　 Electrophoregram of expressions of Piezo1 

protein in chondrocytes in various groups detected by 

Western blotting method
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