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【摘要】  目的　探讨羽扇豆醇（Lupeol）通过去乙酰化酶3（sirtuin 3, SIRT3）/雷帕霉素靶蛋白（mechanistic target of

rapamycin kinase, mTOR）通路调控自噬在骨关节炎（osteoarthritis, OA）软骨细胞衰老中的作用机制。方法　分离原代小

鼠膝关节软骨细胞，分为对照组，Lupeol（2.5、5、10、20、40 μmol/L）组，50 μmol/L叔丁基过氧化氢（tert-butyl hydroperoxide,

TBHP）组，TBHP+Lupeol组，TBHP+Lupeol+氯喹（chloroquine, CQ；自噬抑制剂，20 μmol/L）组，TBHP+Lupeol+si-NC组，

TBHP+Lupeol+si-SIRT3组。利用CCK-8、DCFH-DA探针、流式细胞术检测细胞增殖、活性氧（reactive oxygen species,

ROS）水平、细胞凋亡；利用β-gal染色评估细胞衰老；利用Western blot检测SIRT3、mTOR、衰老标志蛋白（p21和p16）、细胞

外基质（extracellular matrix, ECM）降解相关蛋白（aggrecan、collagen Ⅱ、ADAMTS5、MMP13）以及自噬相关蛋白

（LC3BⅠ、LC3BⅡ、P62）的表达；利用RT-qPCR检测衰老相关分泌表型（senescence-associated secretory phenotype, SASP；

包括IL-6、Cxcl10、MCP1、MMP3）的mRNA水平；利用免疫荧光检测LC3斑点；利用透射电镜观察自噬小体。将30只

C57BL/6雄性野生型小鼠分为（n=10）：Sham组、OA组、OA+Lupeol〔50 mg/(kg·d)，灌胃给药〕组，利用番红O-固绿染色评估

软骨损伤程度。结果　根据细胞活力测定结果，Lupeol的最佳处理浓度和时间选择为20 μmol/L和24 h。与TBHP组相比，

TBHP+Lupeol组细胞活力升高（P<0.05）；ROS产生、β-gal阳性细胞比例、p21和p16蛋白表达水平以及SASP mRNA水平降

低（P<0.05）；aggrecan和collagen Ⅱ蛋白水平升高、ADAMTS5和MMP13蛋白水平降低（P<0.05）；细胞凋亡减少（P<0.05）；

P62蛋白水平降低、LC3BⅡ/LC3BⅠ的比值升高、LC3B荧光斑点强度以及自噬小体数量增加（P<0.05）；SIRT3表达水平升

高、mTOR磷酸化水平降低（P<0.05）。CQ处理有效废除Lupeol对细胞活力和自噬的促进作用，对ROS水平、细胞衰老、

ECM降解、细胞凋亡的抑制作用（P<0.05）。沉默SIRT3逆转Lupeol对mTOR磷酸化水平的抑制作用和对自噬的促进作用

（P<0.05）。在体内，与OA组相比，OA+Lupeol组软骨变性减少、国际骨关节炎研究协会评分降低（P<0.05）；SIRT3表达水

平上调、mTOR磷酸化水平降低、LC3BⅡ/LC3BⅠ比值升高、MMP13蛋白水平以及SASP mRNA水平降低（P<0.05）。

结论　羽扇豆醇通过SIRT3/mTOR通路调节软骨细胞自噬以改善OA软骨细胞衰老。
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[Abstract]   Objective　To investigate the role of lupeol in mitigating chondrocyte senescence in osteoarthritis (OA)
by  regulating  autophagy  through  the  sirtuin  3  (SIRT3)/mechanistic  target  of  rapamycin  kinase  (mTOR)  pathway.
Methods　Knee  articular  chondrocytes  from primary-generation  mice  were  isolated  and  divided  into  different  groups,
including  a  control  group,  a  lupeol  group  (given  2.5,  5,  10,  20,  and  40  μmol/L  lupeol),  a  tert-butyl  hydrogen  peroxide
(TBHP) group (receiving 50 μmol/L TBHP), TBHP + lupeol group, TBHP + lupeol + chloroquine (CQ) group (receiving
20  μmol/L  CQ,  an  autophagy  inhibitor),  TBHP  +  lupeol  +  si-NC  group,  and  TBHP  +  lupeol  +  si-SIRT3 group.  Cell
proliferation, reactive oxygen species (ROS) levels, and apoptosis were determined by CCK-8, DCFH-DA probe, and flow
cytometry. Cell senescence was evaluated by β-gal staining. Western blot was used to determine the expressions of SIRT3,
mTOR,  senescence  marker  proteins  (p21  and  p16),  extracellular  matrix  (ECM)  degradation-related  proteins  (aggrecan,
collagen Ⅱ, ADAMTS5, and MMP13), and autophagy-related proteins (LC3BⅠ, LC3BⅡ, and P62). RT-qPCR was used
to determine the mRNA levels of senescence-associated secretory phenotypes (SASP), including IL-6, Cxcl10, MCP1, and 
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MMP3.  The  expression  of  LC3  was  detected  by  immunofluorescence.  Autophagosomes  were  observed  by  transmission
electron microscopy. A total of 30 male wild-type C57BL/6 mice were divided into different groups (n = 10), including a
Sham group, an OA group, and an OA + lupeol group receiving 50 mg/(kg·d) lupeol via gastric gavage. Cartilage damage
was  evaluated by safranin O-fast  green staining. Results　 Based on the  results  of  cell  viability  assay,  20  μmol/L lupeol
treatment  for  24  h  was  identified  as  the  optimal  intervention  concentration  and  duration.  Compared  with  that  in  the
TBHP group, cell viability was elevated in the TBHP + lupeol group (P < 0.05); ROS production, the proportion of β-gal-
positive cells, the protein expression levels of p21 and p16, and the mRNA levels of SASP were decreased (P < 0.05); the
protein levels of aggrecan and collagen Ⅱ were elevated and the protein levels of ADAMTS5 and MMP13 were decreased
(P < 0.05); apoptosis was reduced (P < 0.05); P62 protein levels were reduced and the LC3BⅡ/LC3BⅠ ratio, the intensity
of LC3B fluorescence spots, and the number of autophagosomes were increased (P < 0.05); the expression level of SIRT3
was elevated and the level of mTOR phosphorylation was reduced (P < 0.05) in the TBHP+Lupeol group. CQ treatment
effectively abolished the promotion effects of lupeol on cell viability and autophagy, and the inhibitory effects of lupeol on
ROS level, cell senescence, ECM degradation, and apoptosis (P < 0.05). Silencing of SIRT3 reversed the inhibitory effect of
lupeol  on  mTOR  phosphorylation  level  and  the  promotion  effect  of  lupeol  on  autophagy  (P <  0.05).  In  the in vivo
experiment,  compared  with  the  OA  group,  the  OA  +  lupeol  group  showed  reduced  cartilage  degeneration  and  lower
scores for the Osteoarthritis Research Society International grading system (P < 0.05). The OA + lupeol group also showed
up-regulated SIRT3 expression, reduced mTOR phosphorylation level, increased LC3BⅡ/LC3BⅠ ratio, reduced MMP13
protein  level,  and  reduced  mRNA  level  of SASP (P <  0.05). Conclusion　Lupeol  alleviates  chondrocyte  senescence  in
osteoarthritis by regulating autophagy through the SIRT3/mTOR pathway.
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骨关节炎（osteoarthritis, OA）是一种多发生于老年人

的关节退行性疾病，主要特征是软骨退化、滑膜炎症和软

骨下骨重塑，最终导致疼痛和功能障碍[1]。截至目前，用

于治疗OA的药物和治疗手段仍然缺乏[2]。因此，阐明其

发病机制，制定有效的治疗策略至关重要。

软骨细胞是关节软骨中唯一的细胞类型，负责产生

细胞外基质（extracellular matrix, ECM）分子。研究显示，

软骨细胞衰老在OA进展中发挥重要作用。衰老软骨细

胞可分泌大量炎症蛋白，统称为衰老相关分泌表型

（senescence-associated secretory phenotype, SASP），吸引

免疫细胞导致慢性炎症 [ 3 - 4 ]。由过量活性氧（reactive

oxygen species, ROS）引起的氧化应激被认为是导致细胞

衰老的重要因素[5]。自噬是使细胞适应应激条件来促进

细胞生存的重要机制。自噬通过调节细胞凋亡和细胞内

的抗氧化防御系统，使细胞能够更好地对抗氧化压力。

在OA小鼠膝关节中，随着软骨的逐步降解，自噬水平受

到抑制，细胞凋亡逐步增加[6-7]。因此，靶向自噬可作为延

缓或阻止OA进展的新策略。

羽扇豆醇（Lupeol）是一种天然存在的三萜类化合

物，广泛分布于蔬菜、水果和药用植物中。药理学研究表

明，Lupeol具有多种生物学作用，包括抗癌、抗菌、抗糖尿

病、抗过敏、抗氧化和抗炎 [8 ]。此外，Lupeol通过抑制

PI3K/AKT/mTOR通路促进视网膜母细胞瘤细胞的自噬

和凋亡[9]，提示Lupeol对自噬具有调控作用。Sirtuin家族

是NAD+依赖性蛋白脱乙酰酶，可调节多种生物细胞行为。

其中，SIRT3是调节线粒体生物发生和自噬的重要成员，

并参与衰老、代谢紊乱和肿瘤发生等生理病理过程[10-11]。

最近的一项研究表明，SIRT3通过促进自噬恢复减轻

OA诱导的软骨损伤[12]。基于此，本研究旨在探究Lupeol

是否通过调控SIRT3表达诱导软骨细胞自噬以对抗衰老，

从而延缓OA进展。 

1     材料与方法
 

1.1    实验动物

30只8周龄C57BL/6雄性野生型小鼠及6只5日龄

C57BL/6小鼠（雌雄各半）购自成都达硕实验动物有限公

司。将小鼠饲养在无特定病原体的环境中，提供水和食

物。所有动物实验方案均经河南省中医院（河南中医药

大学第二附属医院）伦理委员会批准 （豫中医伦审

202303012）。 

1.2    试剂与药物

Lupeol（L5632，纯度≥94%）和叔丁基过氧化氢（tert-

butyl hydroperoxide, TBHP, 458139）购自Sigma-Aldrich；

氯喹（chloroquine, CQ）购自Milwaukee；DMEM/F12

（11320033）、胎牛血清（10100147C）购自Gibco；青霉素/

链霉素（C0222）、RIPA（P0013B）、BCA蛋白检测试剂盒

（P0010S）购自上海碧云天生物；Annexin V-FITC/PI凋亡

检测试剂盒（HY-K1073）购自MedChemexpress；CCK-8

（C K 0 4）购自日本同仁公司；番红O -固绿染色试剂

（G1375）、衰老相关β-半乳糖苷酶（senescence-associated
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β-galactosidase, SA-β-gal）染色试剂盒（G1580）购自北京索

莱宝；ECL试剂（KGC4601-100）购自江苏凯基生物；总

RNA分离试剂盒购自北京安诺伦；RevertAid First Strand

cDNA合成试剂（K1622）购自Thermo Fisher；Forget-

MeNotTM EvaGreen® qPCR master mix（BTM-31041-1）购

自Biotium；NC siRNA和SIRT3 siRNA购自上海吉玛基因；

lipofectamine 3000试剂（L3000015）购自Invitrogen；聚集

蛋白聚糖（aggrecan）、Ⅱ型胶原（collagen Ⅱ）、具有血栓

反 应 蛋 白 1 型 基 序 的 A D A M 金 属 肽 酶 （ A D A M

metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 5,

ADAMTS5）、基质金属蛋白酶13（matrix metallopeptidase

13, MMP13）、周期蛋白依赖性激酶抑制剂2A（cyclin

dependent kinase inhibitor 2A, p16）、细胞周期蛋白依赖

性激酶抑制剂1A（cyclin dependent kinase inhibitor 1A,

p21）、选择性自噬接头蛋白p62/sequestosome 1（selective

autophagy junction protein p62/sequestosome 1, P62）、微

管相关蛋白1轻链3 β（microtubule-associated protein 1

light chain 3 beta, LC3B）、雷帕霉素靶蛋白（mechanistic

target of rapamycin kinase, mTOR）、去乙酰化酶3（sirtuin

3, SIRT3）抗体均购自Abcam。 

1.3    仪器

FACScan流式细胞仪购自美国Becton Dickinson；透

射电子显微镜购自日本Hitachi；荧光显微镜购自日本

Olympus；酶标仪购自瑞士Tecan。 

1.4    实验方法 

1.4.1    OA小鼠模型构建和给药

8周龄C57BL/6雄性野生型小鼠适应性饲喂一周后，

随机分为3组（每组10只）：假手术组（Sham组）、DMM组

（OA组）、DMM+Lupeol组（OA+Lupeol组）。利用2%戊巴

比妥（40 mg/kg）麻醉OA组和OA+Lupeol组小鼠后，通过

不稳定内侧半月板（destabilization of the medial meniscus,

DMM）手术建立小鼠骨关节炎模型。OA+Lupeol组小鼠

DMM术后每天通过灌胃给药Lupeol 50 mg/(kg·d)。

Sham组和DMM组小鼠每天通过灌胃给予相同剂量的生

理盐水。术后8周通过颈椎脱臼法处死各组小鼠，对其关

节进行组织学评估。 

1.4.2    组织学染色

将不同实验组小鼠的膝关节组织在体积分数为

4%多聚甲醛中固定48 h，脱钙21 d，然后包埋于石蜡中。

经膝关节内侧从矢状面连续切取4 μm厚的切片，并按照

说明书的要求进行番红O-固绿染色。膝关节组织学切片

根据国际骨关节炎研究学会（Osteoarthritis Research

Society International, OARSI）评分系统进行分级。一般

将切片分为0～6级：0级，正常软骨；0.5级，番红O染色轻

度丢失，无结构改变；1级，微小纤颤而无软骨丢失；2级，

垂直裂隙向下至表层以下的层；钙化软骨的垂直裂隙或

侵蚀影响关节面的2 5 %（3级）、2 5 %～5 0 %（4级）、

50%～75%（5级）和75%（6级）。 

1.4.3    小鼠原代软骨细胞分离

将新生C57BL/6小鼠通过颈椎脱臼法安乐死，并在无

菌条件下分离膝关节软骨。将软骨组织切成块（1 mm3），

在37 ℃下用2 mg/mL胶原酶Ⅱ（0.1%）消化4 h。将消化的

软骨组织悬浮在含10%胎牛血清和1%青霉素/链霉素的

DMEM/F12培养基中，并置于37 ℃含体积分数为5%CO2

的培养箱中培养。24 h后，更换培养基，收集第二代或第

三代软骨细胞用于后续实验。 

1.4.4    细胞分组处理

细胞分为以下几组：①对照组：用0.1%的DMSO处理

细胞24 h；②Lupeol组：分别用2.5、5、10、20、40 μmol/L的

Lupeol处理细胞24 h；③TBHP组：用50 μmol/L的TBHP处

理细胞24 h；④TBHP+不同浓度Lupeol组：用50 μmol/L的

TBHP处理细胞24 h后，再用2.5、5、10、20 μmol/L的

Lupeol处理细胞24 h；⑤TBHP+Lupeol不同作用时间组：

用50 μmol/L的TBHP处理细胞24 h后，再用20 μmol/L的

Lupeol处理细胞24 h、48 h；⑥TBHP+Lupeol+CQ组：用

50 μmol/L的TBHP处理细胞24 h，再用20 μmol/L的

Lupeol处理细胞24 h，随后用20 μmol/L的CQ处理细胞

6 h；⑦TBHP+Lupeol+si-NC/si-SIRT3组：按照制造商的说

明利用 l i p o f e c t a m i n e  3 0 0 0试剂将1 0 0  n m o l / L  N C

siRNA/SIRT3 siRNA转染细胞12 h，再用50 μmol/L的

TBHP处理24 h，随后用20 μmol/L的Lupeol处理24 h。 

1.4.5    细胞活力检测

采用CCK-8试剂盒检测细胞活力。将细胞在96孔板

中培养，并根据指示暴露于各种处理24 h。然后在每孔

加入10 μL CCK-8试剂，并在37 ℃孵育2 h。使用酶标仪

在450 nm处测量吸光度值。所有实验重复3次。 

1.4.6    ROS水平检测

使用荧光探针DCFH-DA根据厂家说明测定细胞内

ROS水平。简而言之，软骨细胞被种植在6孔板（3×105细

胞/孔），分组处理后，软骨细胞用PBS洗涤3次，在37 ℃避

光条件下加入10 μmol/L的DCFH-DA孵育0.5 h。用PBS洗

涤后，将细胞置于荧光显微镜下并记录图像。 

1.4.7    细胞凋亡检测

将细胞接种于6孔板中培养过夜，分组处理后收集细

胞，随后重悬于1×Annexin结合缓冲液中。在室温下加入

Annexin V-FITC（5 μL）和PI（5 μL）孵育15 min。然后通过
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FACScan流式细胞仪分析细胞凋亡。 

1.4.8    Western blot检测

利用含有1 mmol/L 蛋白酶抑制剂的RIPA裂解缓冲

液提取软骨细胞和组织中的总蛋白。采用BCA蛋白检测

试剂盒测定蛋白浓度。用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离蛋白，转移到聚偏二氟乙烯膜上。用5%脱

脂奶粉孵育2 h后，用适当的一抗在4 ℃孵育过夜。接下

来，将条带与各自的二抗在室温下孵育2 h，然后使用

ECL试剂进行可视化。最后，用Image Lab 3.0软件（Bio-

Rad）检测印迹强度。 

1.4.9    RT-qPCR检测

使用总RNA分离试剂盒提取RNA，并按照制造商的说

明使用RevertAid First Strand cDNA合成试剂盒将其反转

录为cDNA。采用CFX96TM实时PCR检测系统（Bio-Rad），

使用Forget-MeNotTM EvaGreen® qPCR master mix进行定

量PCR。使用2−∆∆Ct方法计算靶基因的表达水平。 

1.4.10    免疫荧光染色

将软骨细胞接种于放置盖破片的六孔板中，处理后，

利用体积分数为4%多聚甲醛固定。将细胞置于Triton X-

100（0.3%）中渗透15 min，随后在37 ℃下用10%山羊血清

封闭1 h。将细胞与anti-LC3（1∶200）在4 ℃孵育过夜，随

后在室温与荧光素标记的二抗（Alexa Fluor 488或Alexa

Fluor 594）在黑暗中孵育1 h。利用DAPI染色5 min标记

细胞核。使用荧光显微镜捕获图像，并测量荧光强度用

于定量分析。 

1.4.11    透射电子显微镜检测

将软骨细胞在2.5%戊二醛中固定过夜，在2%四氧化

锇中固定1 h，再用2%乙酸铀酰染色1 h。在分级浓度的

乙醇和丙酮溶液中脱水，将样品包埋在环氧树脂中，并切

成超薄切片（50～60 nm）。利用甲苯胺蓝染色以定位细

胞，并在透射电子显微镜下观察和拍照。 

1.4.12    β-gal染色

根据制造商的说明，使用SA-β-gal染色试剂盒检测软

骨细胞衰老。衰老细胞被染成蓝绿色。在显微镜下拍摄

SA-β-gal染色图像，并根据阳性细胞的比例对结果进行

量化。 

1.5    统计学方法

x̄± s结果以 表示，所有实验至少独立重复3次。采用

SPSS 22.0统计软件对数据进行分析。组间比较均采用单

因素方差分析和Tukey's post hoc检验。P<0.05为差异有

统计学意义。 

2     结果
 

2.1    Lupeol的实验浓度和作用时间筛选

与对照组相比， 2.5、5、10、20 μmol/L的Lupeol处理

均不改变小鼠原代软骨细胞的细胞活力（P>0.05），但

40  μmol/L的Lupeol处理可抑制细胞活力（P<0 .05，

图1A）。与对照组相比，TBHP组细胞活力下降（P<

0.01）；与TBHP组相比，用2.5、5、10 μmol/L的Lupeol处理

后不改变细胞活力（P>0.05），20 μmol/L的Lupeol处理后

会促进细胞活力（P<0.05，图1B）。与TBHP组相比，

20 μmol/L的Lupeol处理24 h和48 h均上调细胞活力

（P<0.05），但与Lupeol处理24 h组相比，Lupeol处理48 h组

细胞活力降低（P<0.05，图1C）。因此，后续实验中Lupeol

的处理浓度和处理时间选择为20 μmol/L和24 h。 

2.2    Lupeol缓解TBHP诱导的软骨细胞衰老和细胞外基

质降解

与对照组相比，TBHP组细胞活力下降（P<0.05，
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图 1  Lupeol的实验浓度和处理时间筛选

Fig 1  Selecting the experimental concentration and duration of lupeol treatment

A, Effects of different concentrations of lupeol on chondrocyte activity. B, Effects of different concentrations of lupeol on the activity of chondrocytes treated with

TBHP. C, Effect of lupeol treatment time on the activity of TBHP-treated chondrocytes. * P < 0.05, ** P < 0.01. n = 4.
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图2A），ROS水平（图2B）、β-gal阳性细胞比例（图2C）、

p21和p16蛋白表达水平（图2D和2E）、SASP（包括IL-6、

Cxcl10、MCP1、MMP3）的mRNA水平（图2F）均升高

（P<0.05），aggrecan和col lagen Ⅱ的蛋白水平降低

（P<0.05，图2G和2H），ADAMTS5和MMP13的蛋白水平

（图 2 G 和 2 H ）、细胞凋亡水平 （图 2 I 和 2 J ）均升高

（P<0.05）。与TBHP组相比，TBHP+Lupeol组细胞活力升

高（P<0.05，图2A），ROS水平（图2B）、β-gal阳性细胞比例

（图2C）、p21和p16蛋白表达水平（图2D和2E）、SASP的

mRNA水平（图2F）均降低（P<0.05），aggrecan和collagen

Ⅱ的蛋白水平上调（P<0.05，图2G和2H），ADAMTS5和

MMP13的蛋白水平（图2G和2H）、细胞凋亡水平（图2I和

2J）均下降（P<0.05）。 

2.3    Lupeol缓解TBHP诱导的软骨细胞自噬抑制

与对照组相比，TBHP组P62蛋白水平升高（P<0.05，

图3A和3B），LC3BⅡ /LC3BⅠ的比值降低（P<0.05，

图3A和3C），LC3B斑点荧光强度减弱（图3D），自噬小体

数量减少（图3E）。与TBHP组相比，TBHP+Lupeol组

P62蛋白水平降低（P<0.05，图3A和3B），LC3BⅡ/LC3BⅠ

的比值升高（P<0.05，图3A和3C），LC3B斑点荧光强度增
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图 2  Lupeol缓解TBHP诱导的软骨细胞衰老和细胞外基质降解

Fig 2  Lupeol alleviated TBHP-induced chondrocyte senescence and extracellular matrix degradation

A, Measurement of cell viability; B, determination of ROS level; C, β-gal staining; D and E, evaluatoin of p21 and p16 protein expression; F, determination of IL-6,

Cxcl10, MCP1, and MMP3 mRNA levels; G and H, evaluation of aggrecan, collagen Ⅱ, ADAMTS5, and MMP13 protein expression; I and J, evaluation of apoptosis. * P <

0.05 , ** P < 0.01. n = 4.
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强（图3D），自噬小体数量增加（图3E）。 

2.4    CQ拮抗Lupeol对TBHP诱导的软骨细胞衰老和

ECM降解的抑制作用

与TBHP+Lupeol组相比，TBHP+Lupeol+CQ组

LC3BⅡ/LC3BⅠ的比值降低（P<0.05，图4A和4B），p21和

p16的蛋白表达水平（图4A和4C）、β-gal阳性细胞比例

（图4D）、SASP（包括IL-6、Cxcl10、MCP1、MMP3）的

mRNA水平（图4E）、ROS水平（图4G）均升高（P<0.05），细

胞活力（图4F）、aggrecan和col lagen Ⅱ的蛋白水平

（图4H和4I）均下降（P<0.05），ADAMTS5和MMP13的蛋

白水平（图4H和4I）、细胞凋亡水平（图4J和4K）均升高

（P<0.05）。 

2.5    Lupeol通过SIRT3/mTOR通路诱导自噬

与对照组相比，TBHP组SIRT3的蛋白水平降低

（P<0.05，图5A和5B），磷酸化的mTOR（p-mTOR）的蛋白

水平升高（P<0.05，图5A和5C）。与TBHP组相比，TBHP+

Lupeol组SIRT3的蛋白水平升高（P<0.05，图5A和5B），p-

mTOR的蛋白水平降低（P<0.05，图5A和5C）。与TBHP+

Lupeol组相比，TBHP+Lupeol+si-SIRT3组SIRT3的蛋白水

平（图5D和5E）和LC3BⅡ/LC3BⅠ的比值（图5D和5G）均

降低（P<0.05），p-mTOR（图5D和5F）和P62（图5D和5H）

的蛋白水平均升高（P<0.05）。 

2.6    Lupeol抑制小鼠骨关节炎进展

番红O-固绿染色结果显示，OA小鼠关节软骨的番红

O染色减少，并出现软骨纤颤和软骨侵蚀，而Lupeol给药

减轻了软骨损伤（图6A）。与Sham组相比，OA组OARSI

评分升高（P<0.05，图6B），SIRT3的蛋白水平（图6C和

6 D）、L C 3 BⅡ / L C 3 BⅠ的比值（图6 C和6 E）均降低

（P<0.05），p-mTOR和MMP13的蛋白水平（图6C-6E）、

SASP（包括IL-6、Cxcl10、MCP1、MMP3）的mRNA水平

（图6F）均升高（P<0.05）。与OA组相比，OA+Lupeol组

OARSI评分降低（P<0.05，图6B），SIRT3的蛋白水平
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图 3  Lupeol缓解TBHP诱导的软骨细胞自噬抑制

Fig 3  Lupeol alleviated TBHP-induced inhibition of autophagy in chondrocytes

A-C, Determination of P62 and LC3B protein expression; D, immunofluorescence staining for LC3B; E, transmission electron microscope images. The arrow points

to the autophagosome. * P < 0.05. n = 4.
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（图6C和6D）、LC3BⅡ/LC3BⅠ的比值（图6C和6E）均升高

（P<0.05），p-mTOR和MMP13的蛋白水平（图6C～6E）、

SASP的mRNA水平（图6F）均降低（P<0.05）。 

3     讨论

OA是一种常见的退行性关节疾病，经常发生在65岁

以上的老年患者中，影响全球约16%的人口。OA主要表

现为软骨下骨重塑、关节炎症、骨赘形成和软骨变性[1]。

尽管OA是全球残疾和社会经济损失的主要原因，然而，

由于缺乏对OA发病机制的深入了解，目前仍然缺乏用于

治疗OA的药物[2]。

细胞衰老是指不可逆的细胞周期停滞状态，在这种

状态下，细胞对生长促进刺激产生耐药性。除了细胞周

期停滞外，衰老细胞还表现出某些共同特征，包括酸性溶

酶体β-gal活性增加，p21和p16的激活，以及SASP的分泌增

强，SASP包括各种促炎细胞因子、趋化因子和蛋白酶[13]。

软骨细胞是关节软骨中唯一的细胞类型，负责产生ECM

分子。研究显示，软骨细胞衰老促进OA进展。OA关节

软骨中SA-β-gal的表达与OA软骨病变呈正相关[14]。局部

清除衰老软骨细胞可减轻创伤后OA的发展[15]。此外，将
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图 4  CQ拮抗Lupeol对TBHP诱导的软骨细胞衰老和ECM降解的抑制作用

Fig 4  CQ antagonized the inhibitory effect of lupeol on TBHP-induced chondrocyte senescence and ECM degradation

A-C, Determination of LC3B, p21 and p16 protein expression; D, β-gal staining; E, assessment of IL-6, Cxcl10, MCP1, and MMP3 mRNA levels; F, assessment of ROS

level; G, measurement of cell viability; H-I, assessment of aggrecan, collagen Ⅱ, ADAMTS5, and MMP13 protein expression; J and K, assessment of apoptosis. * P < 0.05,
** P < 0.01. n = 4.
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衰老细胞移植到膝关节可诱导小鼠出现OA样状态 [16 ]。

因此，阐明软骨细胞衰老的分子机制将有助于发现新的

治疗策略，以减缓或阻止OA的进展。多种因素可诱导软

骨细胞衰老，包括持续的氧化应激。细胞内过量的ROS

可对DNA和蛋白质产生氧化损伤，促进衰老过程[5]。本研

究在体外实验中使用TBHP作为ROS供体来诱导软骨细

胞衰老，结果显示TBHP处理显著促进软骨细胞中ROS水

平。TBHP处理可促进软骨细胞衰老、ECM降解和细胞

凋亡。此外，TBHP处理通过下调LC3BⅡ/LC3BⅠ比值、

上调P62的表达以及阻碍自噬小体形成抑制软骨细胞自

噬活性，表明TBHP可能通过抑制软骨细胞自噬加速细胞

衰老和凋亡。

自噬是一种清除功能失调的细胞器和大分子的细胞

内稳态机制。大量证据表明，在OA动物模型中，激活自

噬可有效缓解OA的发生和发展[6, 17]。FBXO21通过磷酸化

ERK抑制软骨细胞自噬，以加速OA大鼠软骨退变 [1 7 ]。

受TGF-β/TAK1信号通路调控的FoxO1通过激活自噬在

OA小鼠中维持关节软骨的稳态[7]。在OA的致病因素下，

自噬通过降解受损的蛋白质和细胞器来保护软骨细胞免

于凋亡，并维持其细胞内稳态。因此，激活/恢复自噬可

能是预防OA发展的一种有前景的策略。据报道，自噬缺

陷参与了年龄相关性疾病的发病机制，并促进多种组织

的炎症。在衰老过程中，自噬逐渐减少并诱导衰老，最终

导致OA严重程度增加[18]。本研究结果显示，在氧化应激

诱导的软骨细胞衰老模型中，软骨细胞自噬活性降低，

ECM降解和细胞凋亡水平升高；Lupeol处理可增强自噬

活性，并抑制软骨细胞衰老、ECM降解和细胞凋亡。在

Lupeol的基础上添加自噬抑制剂CQ，Lupeol对软骨细胞

的保护作用被废除。此外，在OA小鼠模型中，软骨细胞

自噬活性也降低，表明激活自噬对于OA软骨细胞存活十

分重要。

Lupeol具有广泛的药理学活性，包括抗炎和抗氧

化。Lupeol已被证明可抑制12-O-十四烷酰基激素-13-乙

酸酯诱导的各种炎症反应[19]。Lupeol通过抑制活化的胶
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图 5  Lupeol通过SIRT3/mTOR通路诱导自噬

Fig 5  Lupeol induced autophagy through the SIRT3/mTOR pathway

A-C, Assessment of SIRT3, p-mTOR, and t-mTOR protein expression; D-H, assessment of SIRT3, p-mTOR, t-mTOR, P62, and LC3B protein expression. * P < 0.05,
** P < 0.01. n = 4.
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质细胞和炎症介质以及减少小鼠脑内Aβ的累积，对多种

刺激（如氧化应激、自由基生成和神经炎症）诱导的神经

损伤具有保护作用[20]。本研究利用不同浓度的Lupeol处

理软骨细胞，发现高浓度Lupeol（40 μmol/L）对软骨细胞

活力有损害。在TBHP刺激后，利用较低浓度的Lupeol处

理软骨细胞，发现仅20 μmol/L的Lupeol可缓解TBHP诱导

的细胞活力下降，表明Lupeol对软骨细胞活力的保护作

用有剂量依赖性。因此20 μmol/L的Lupeol被用于后续研

究。此外，在TBHP刺激后，利用20 μmol/L的Lupeol分别

处理软骨细胞24 h和48 h，细胞活力均升高且在24 h组最

高，表明Lupeol对软骨细胞活力的保护作用有一定的时

间依赖性。一些自噬调控剂已被证明参与OA进展。雷

帕霉素通过抑制mTOR信号通路激活自噬，以减轻OA小

鼠的软骨退化和滑膜炎症[21]。当归多糖通过激活ERK1/2

依赖的自噬显著改善了硝普钠诱导的软骨细胞凋亡，表

明当归多糖可能成为OA治疗的潜在补充治疗手段 [22 ]。

木犀草素给药通过诱导自噬减轻软骨细胞代谢紊乱并有

效缓解OA小鼠软骨丢失[23]。此外，Lupeol可参与自噬调

控，通过抑制PI3K/AKT/mTOR通路促进视网膜母细胞瘤

细胞的自噬和凋亡 [ 9 ]。Lupeol通过抑制Akt-mTOR

通路诱导自噬，从而抑制乳腺癌细胞的上皮-间充质转

化[24]。本研究结果显示Lupeol与当归多糖和木犀草素作

用类似，可在受损的软骨细胞中激活自噬以减轻细胞损

伤。本研究聚焦于TBHP诱导的软骨细胞氧化损伤，结果

发现Lupeol可减轻TBHP诱导的软骨细胞衰老和凋亡。

机制上，Lupeol通过促进SIRT3的表达和抑制mTOR的磷

酸化以激活自噬，这与雷帕霉素靶向mTOR通路激活自

噬有相似之处。据报道，Lupeol动物模型中显示出可忽

略不计的全身毒性，表明其在临床应用中有着良好的前

景[19]。本研究结果显示Lupeol通过灌胃给药可减轻OA小

鼠的软骨变性。Lupeol的低毒性和给药方式简单的优点

促使它具有成为治疗OA的新型药物的潜力，为未来的药

物开发提供了良好的前景。

SIRT3是调节线粒体生物发生的重要成员，并参与自

噬、衰老和代谢紊乱等几个重要的生理病理过程。最近

的一项研究表明，软骨SIRT3的表达随年龄的增长而下

降，在衰老软骨中恢复SIRT3的表达可通过挽救乙酰化依

赖的SOD2活性的抑制来提高软骨对氧化应激的抵抗力，
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图 6  Lupeol抑制小鼠骨关节炎进展

Fig 6  Lupeol inhibited the progression of osteoarthritis in mice

A, Image of saffranine O-fast green staining; B, scores for the Osteoarthritis Research Society International grading system; C-E, assessment of SIRT3, p-mTOR, t-

mTOR, MMP13, and LC3B protein expression; F, assessment of IL-6, Cxcl10, MCP1, and MMP3 mRNA levels. * P < 0.05. n = 10.
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从而减缓OA的发展[25]。此外，SIRT3可通过多种途径调

控mTOR的磷酸化从而激活自噬。SIRT3通过促进LKB1

的磷酸化，激活AMPK，降低mTOR的磷酸化，从而激活自

噬以保护鱼藤酮诱导的SH-SY5Y细胞损伤[26]。另一项研

究显示，SIRT3通过抑制PI3K/AKT/mTOR信号传导激活

自噬，进而缓解OA诱导的软骨变性 [12 ]。这些研究表明

SIRT3可能通过多种途径调控mTOR的磷酸化，从而激活

自噬，以在阻碍OA进展中发挥积极作用。本研究结果显

示，SIRT3的表达水平在氧化应激诱导的软骨细胞衰老模

型和DMM手术诱导的OA小鼠模型中均降低。Lupeol可

通过促进SIRT3表达抑制mTOR信号传导，进而促进软骨

细胞自噬激活，以减轻氧化损伤诱导的软骨细胞衰老和

凋亡，表明SIRT3在保护软骨细胞存活中发挥有益作用。

本研究还存在一些局限性。首先，本研究虽证明了

Lupeol通过激活自噬缓解软骨细胞氧化损伤，从而在

OA进展中发挥软骨保护作用，但Lupeol发挥作用的途径

可能不止这一条。其次，Lupeol主要通过SIRT3/mTOR通

路调控自噬，但不能排除其他途径的参与。因此，本研究

结果仅作为探索性结果。综上所述，本研究证明Lupeol

可通过调控SIRT3/ mTOR轴促进自噬激活，进而减轻氧

化应激诱导的软骨细胞衰老，从而减缓OA进展。
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