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摘  要 

目的：本研究旨在观察T型钙离子通道(Cav3)阻滞剂对骨关节炎大鼠模型中软骨退变的治疗效果，并对其

缓解退变的机制进行初步探讨。方法：对大鼠进行前交叉韧带横断(ACLT)诱导关节退变，造模后第3天
开始予以Cav3阻滞剂TTA-Q6膝关节注射治疗，一周两次，每次100 μM，ACLT对照组以及假手术组予以

生理盐水注射治疗，造模后30天和60天检查相应膝关节软骨病理学改变，使用免疫荧光染色测定软骨中

二型胶原蛋白(Collagen II)和十型胶原蛋白(Collagen X)的表达。结果：ACLT大鼠软骨退变进行性加重，

予以TTA-Q6治疗后，ACLT + TTA-Q6组软骨退变情况得到缓解，并且治疗后，软骨细胞十型胶原蛋白合

成降低，二型胶原蛋白合成增高。结论：Cav3通道阻滞剂可以缓解软骨退变，这一作用可能是通过减轻

软骨细胞肥大实现的。 
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Abstract 
Objective: The aim of this study was to observe the therapeutic effect of T-type calcium channel 
(Cav3) blocker on cartilage degeneration in rat model of osteoarthritis, and to explore the mecha-
nism of alleviating the degeneration. Methods：Anterior cruciate ligament transection (ACLT) in-
duced joint degeneration was performed on rats, Cav3 blocker TTA-Q6 was injected into knee joint 
twice a week, 100 μm each time, ACLT control group and sham operation group were injected with 
normal saline, and the corresponding pathological changes of knee joint cartilage were examined 30 
and 60 days after modeling. The expression of Collagen II and Collagen X in cartilage was determined 
by immunofluorescence staining. Results: The cartilage degeneration of ACLT rats was progressively 
aggravated. After treatment with TTA-Q6, the cartilage degeneration of ACLT + TTA-Q6 group was 
alleviated, and after treatment, Type 10 collagen synthesis of chondrocytes was decreased and type 
2 collagen synthesis was increased. Conclusion: Cav3 channel blockers can alleviate cartilage degen-
eration, which may be achieved by alleviating chondrocyte differentiation. 
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1. 引言 

骨关节炎(OA)是一种常见的退行性疾病，是导致残疾的主要原因，以慢性疼痛和关节软骨损伤、滑

膜炎、软骨下骨重塑和骨赘形成等全关节疾病为特征。由于人口老龄化和全球范围内肥胖的流行，骨关

节炎的患病率正稳步上升，据估计，全球有 3.03 亿成年人受到影响，在中国，大约有 6120 万人患有骨

关节炎，目前尚无治疗药物可用[1]。国际骨性关节炎治疗指南推荐的药物仅能缓解症状，长期使用这些

药物往往伴随着显著的副作用，例如对乙酰氨基酚引起的胃肠道症状和阿片类药物的药物成瘾[2] [3]，急

需开发一种针对 OA 病理生理机制的治疗药物。 
经过多年的深入研究，骨关节炎的病理生理机制已取得一定进展，软骨细胞作为软骨组织内唯一的细

胞类型，表达和分泌大量的细胞外基质(ECM)维持软骨正常功能。当骨关节炎发生后，软骨细胞合成和分

解代谢的平衡被破坏，加速了软骨的破坏[4]。II 型胶原是关节软骨中最主要的胶原蛋白，由其形成的胶原

纤维网架结构，直接对关节软骨组织起到支撑作用[5]。而在 OA 的发生发展过程中，软骨细胞外基质降解

增加，II 型胶原的 mRNA 表达减少，目前通过调节胶原蛋白的表达来治疗或缓解 OA 的研究主要集中在增

加 II 型胶原的表达和抑制其降解方面，研究发现丁酸钠、奈比洛尔、西洛他唑、马钱子苷等可以通过抑制

II 型胶原的降解，减缓 OA 进展[6]-[9]；氨基葡萄糖、富含血小板的血浆、血小板溶解产物(PL)、体外间充

质干细胞衍生的细胞外囊泡等与软骨修复的生长有关系，可以促进软骨细胞中 II 型胶原的表达，从而保护

OA 中被破坏的软骨细胞，延缓 OA 的进展[10]-[12]。II 型胶原基质的暴露与降解将引起局部生物力学环境

的改变进而间接影响软骨细胞功能，促进软骨细胞向肥大软骨细胞方向转变，肥大软骨细胞分泌的 X 型胶

原通过形成网格状结构与 II 型胶原纤维发生联系，对关节软骨的众多特性产生影响，进而影响关节软骨的

正常生理功能[13]。因此，预防软骨细胞肥大对缓解软骨组织退变具有重要的意义。 
近年来，钙离子通道在 OA 中的作用受到广泛关注，离子信号是软骨细胞对各种机械刺激模式反应
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的最早的细胞事件之一[14]。根据离子通道的门控机制，离子通道可分为电压门控、配体门控和机械门控

[15]。钙是一种普遍存在的第二信使，在机械转导中激活多条细胞内信号通路具有重要作用。最新的研究

证实，患者服用辣椒素受体 TRPV1 (一种机械门控钙离子通道)拮抗剂 mavatrep 4 小时后爬楼梯疼痛显著

降低，并且功能活动和关节僵硬得到了明显缓解[16]，在大鼠中，瞬时受体电位通道香草素 5 (TRPV5)
介导钙离子内流诱导软骨细胞凋亡[17]。这些都充分证明了钙离子阻滞剂在治疗 OA 中的潜力。但目前为

止，尚未见探讨 T 型钙离子通道(Cav3)对骨关节炎软骨的相关研究，本研究通过建立 ACLT 骨关节炎大

鼠模型，研究 Cav3 阻滞剂对软骨退变的影响，并对其机制进行初步讨论。 

2. 方法 

2.1. 实验动物 

选取清洁健康雄性Sprague Dawley (SD)大鼠30只体质量(180 ± 20) g，由青岛大学实验动物中心提供。

大鼠分笼饲养，饲养环境温度保持在(23 ± 1)℃，白天(12 h)~黑夜(12 h)循环照明，大鼠自由摄食、饮水。

实验前对大鼠进行适应性饲养 7 天，本研究经青岛大学动物保护和使用委员会批准，所有手术均在异氟

烷气体麻醉下进行，并尽一切努力最大限度地减少实验动物的疼痛、痛苦和死亡。 

2.2. ACLT 模型的建立和治疗 

为了构建 OA 模型，大鼠经异氟烷麻醉后右后肢备皮消毒，OA 组大鼠膝关节内侧做一个纵向约 3 cm
的切口，沿髌骨韧带向上轻开一个小口，剪开肌肉，屈膝，将髌骨外翻。暴露交叉韧带后，切断前交叉

韧带，然后进行抽屉实验，确认前交叉韧带是否完全断离，逐层缝合伤口。假手术组(Sham 组)做相同的

皮肤切口，打开关节囊但不切断前交叉韧带。手术后腹腔注射 4 万单位青霉素持续 3 天以预防术后感染。

术后 3 天，将 OA 大鼠随机分配为两组：OA 组和治疗组。治疗组与假手术组、OA 组分别于关节腔注射

TTA-Q6 100 μM 或相应量的生理盐水，每周 2 次，TTA-Q6 试剂购买于 MedChemExpress 公司。手术后 4
周和 8 周，解剖膝关节进行进一步研究。 

2.3. 番红 O 固绿染色 

收集分离完毕的大鼠右后肢膝关节，4%多聚甲醛固定 48 小时，用 EDTA 脱钙液脱钙 1 个月，依次进

行脱水透明，浸蜡包埋，之后将包埋好的蜡块固定于切片机上，切成 5 微米的薄片。再依次进行二甲苯脱

蜡、由高浓度到低浓度酒精，最后入蒸馏水水合、入新鲜配置的 weigert 染液染色 5 min，水洗，酸性分化

液分化 15 秒，在固绿染色液内浸染 5 min，快速用弱酸溶液洗涤 10~15 秒，入番红染色液浸染 5 min。按

95%乙醇 2~3 秒、无水乙醇 2~3 秒，无水乙醇 1 分钟脱水。100%二甲苯(各 2 min)透明处理，光学树脂封固。 

2.4. 免疫组织荧光染色 

采用标准方案进行免疫染色。切片在枸橼酸钠中煮沸 10 min 回收抗原，用 3%过氧化氢孵育 10 min，
抑制内源性过氧化物酶活性。在室温下用 3%山羊血清孵育 30 min，用以下一种一抗在 4℃下孵育过夜：

胶原 X Antibody，胶原 II Antibody，1:50 比例的 IgG 对照，再用荧光染料偶联的二抗，避光室温孵育 1 h，
DAPI 染核后封片，荧光显微镜下观察。 

2.5. 统计 

采用 GraphPad Prism 8.0 软件(GraphPad software, CA, USA)进行数据分析。采用两因素重复测量方差

分析(RMANOVA)评价疼痛阈值，免疫组织化学染色采用单因素方差分析组间差异。以 P < 0.05 为差异有

统计学意义。 
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3. 结果 

3.1. Cav3 对 ACLT 大鼠软骨退变的影响 

为了解 Cav3 通道阻滞剂对 OA 大鼠骨关节炎的影响，对大鼠膝关节病理变化情况进行研究，结果

见图 1。我们分别在 4 周和 8 周时收集了 OA 大鼠的膝关节，发现假手术组大鼠膝关节未见明显病理改

变，表面软骨完整，平滑，未见明显组织增生。而 OA 组随着时间的推移，软骨组织发生进行性退变，

关节软骨表面逐渐被侵蚀，显示出裂缝和裂隙，伴随着基质的丢失和软骨细胞的肥大，经阻滞剂治疗

后软骨退变有了明显缓解，我们采用了国际骨关节炎研究协会(OARSI)评分进行了量化，同样证明了上

述结果。 
 

 
Figure 1. The cartilage degeneration of each group was observed with the staining of saffranine O solid green (×100) and 
OARSI score 
图 1. 番红 O 固绿染色(×100)观察各组软骨退变情况和 OARSI 评分 

3.2. Cav3 膝关节注射治疗降低软骨细胞十型胶原蛋白的合成并促进二型胶原蛋白的合成 

与 Sham 组相比，ACLT 组的大鼠膝关节中 II 型胶原表达量在第 60 天显著下调(P < 0.0001)，而 X 型

胶原表达明显增高，说明软骨退变严重并伴有软骨分化，而治疗后胶原 II 表达升高，胶原 X 表达降低，

代表软骨退变有所缓解。详见图 2 和图 3。 
 

 
Figure 2. Immunofluorescence (×100) was used to examine the expression of collagen X in knee joint of rats in each group 
图 2. 免疫荧光(×100)检查各组大鼠膝关节中胶原 X 的表达情况 

https://doi.org/10.12677/acm.2024.1482188


唐一杰，于腾波 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2024.1482188 114 临床医学进展 
 

 
Figure 3. Immunofluorescence (×100) was used to examine the expression of collagen II in knee joint of rats in each group 
图 3. 免疫荧光(×100)检查各组大鼠膝关节中胶原 II 的表达情况 

4. 讨论 

软骨细胞对机械刺激的感觉对软骨的动态平衡和骨关节炎的发展至关重要。软骨细胞机械转导通路

中最早的反应涉及钙内流和线粒体功能障碍(裂变和嵴结构的消失)等变化[18] [19]，这些变化发生在几秒

钟到几分钟内。对这些事件的深入了解可以阐明早期干预预防骨性关节炎的新的治疗靶点。本研究中，

我们建立了大鼠膝骨关节炎模型，通过注射 Cav3 钙离子通道阻滞剂阻止软骨细胞钙离子内流，观察其对

软骨退变的治疗情况，并且我们还检查了软骨组织中 II 型胶原和 X 型胶原的表达情况，初步探究了钙离

子通道阻滞剂治疗软骨退变的机制。 
电压门控钙离子通道(Cav)，是跨膜离子通道蛋白家族的一员，其通道的开闭受到膜电位变化的控制，

其活动对于将细胞表面的电信号与细胞内的生理事件耦合是至关重要的。通过电生理学，已经证实了 L
型和 N 型电压门控钙离子通道在软骨细胞上表达并调节肢体发育过程中的软骨生成[20]，但其在 OA 中

的作用和机制尚未得到充分的解释。在本研究中，我们选择了 T 型电压门控钙离子通道作为研究对象，

其生理功能为介导 Ca2+内流，响应胞膜去极化，以其快激活、快失活、慢去活的特性区别于其他类型通

道。值得注意的是，在 OA 过程中，另一些钙离子通道可能通过不同方式发挥作用。TRPV5，一种机械

门控钙离子通道，其开放导致的 Ca2+内流可通过钙调蛋白/钙/钙调蛋白依赖激酶Ⅱ通路激活软骨细胞自噬，

缓解骨关节炎[21]。在小鼠中，TRPV4 的缺失导致严重的类骨关节炎表现，但在年龄相关的小鼠模型中，

软骨中 TRPV4 的缺失阻止了骨关节炎的发生[22]。这提示我们，由于响应的生理信号不同，不同钙离子

通道，尽管可能在电生理上相似，也可能产生不同的效应。需要更多的研究区别这些钙离子通道所响应

的信号，以及这些钙离子通道是否存在关联。 
本研究证实了 Cav3 钙离子通道阻滞剂能有效缓解骨关节炎中的软骨退变，有利于二型胶原的合成，

维持细胞外基质正常的结构和功能，同时，缓解了软骨细胞的肥大，对维持正常的软骨细胞功能有重要

的意义。 

5. 结论 

综上所述，在本研究中，我们发现了 Cav3 钙离子通道阻滞剂能缓解骨关节炎中的软骨退变，注射钙

离子通道阻滞剂可提高软骨中二型胶原的表达并通过预防软骨肥大，降低十型胶原的表达。 
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