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ＡＴＧ５通过细胞自噬调控Ⅱ型胶原表达的实验研究
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　　［摘要］　目的　探究自噬相关蛋白 ＡＴＧ５通过影响自噬功能调控软骨细胞中Ⅱ型胶原的表达水
平。方法　ＧＥＯ数据库下载１３例人软骨组织样本的转录组数据分析ＡＴＧ５和ＣＯＬ２Ａ１表达的相关性。
雷帕霉素（Ｒａｐａｍｙｃｉｎ，Ｒａｐａ）和巴佛洛霉素Ａ１（ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１，ＢａｆＡ１）处理人软骨细胞 Ｃ２８／Ｉ２，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ及免疫荧光检测Ⅱ型胶原（ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ，ＣＯＬ２）的表达水平。构建人源 ＣＯＬ２Ａ１启动子质粒，双荧光
素酶报告实验检测过表达ＡＴＧ５对ＣＯＬ２Ａ１启动子转录活性的影响。ｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３自噬双标腺病毒
动态监测过表达和敲低ＡＴＧ５后自噬流的变化。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测过表达或敲低ＡＴＧ５后Ｒａｐａ及ＢａｆＡ１
对ＣＯＬ２、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ表达水平的影响。结果　ＧＥＯ数据库相关性分析结果显示在人软骨组织中
ＡＴＧ５和ＣＯＬ２Ａ１的ｍＲＮＡ表达呈现正相关；Ｒａｐａ和ＢａｆＡ１分别显著促进和抑制 Ｃ２８／Ｉ２细胞 ＣＯＬ２的
表达（Ｐ＜０．０５）；成功构建人源 ＣＯＬ２Ａ１启动子质粒，并用双荧光素酶报告实验证实过表达 ＡＴＧ５上调
ＣＯＬ２Ａ１启动子转录活性（Ｐ＜０．０１）；自噬双荧光病毒处理后，过表达 ＡＴＧ５组 ＬＣ３ＧＦＰ荧光淬灭（Ｐ＜
０．０１），自噬激活；敲低ＡＴＧ５后，ＬＣ３ＧＦＰ荧光增强（Ｐ＜０．０５），自噬抑制；Ｒａｐａ促进过表达ＡＴＧ５上调
的ＣＯＬ２和ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ的表达（Ｐ＜０．０５），ＢａｆＡ１显示与 Ｒａｐａ相反的作用（Ｐ＜０．０５）。结论　过表达
ＡＴＧ５上调Ⅱ型胶原的表达，且ＡＴＧ５调控Ⅱ型胶原的表达依赖于细胞自噬。
　　［关键词］　骨关节炎；软骨细胞；Ⅱ型胶原；细胞自噬；ＡＴＧ５
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　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是一种多发于中老年
人群的关节疾病，常发病于膝、脊柱、髋、踝等负重大、

活动多的关节，严重危害中老年人的身心健康［１－３］。

ＯＡ的病理特点为关节软骨变性破坏，其中软骨细胞
损伤和细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的进行
性降解是主要的病理特征［４－５］。软骨细胞外基质主要

由蛋白多糖和胶原组成，其中Ⅱ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ，
ＣｏｌⅡ）是维持软骨组织完整性和刺激软骨细胞生长和
再分化的主要功能蛋白［６］。研究表明Ⅱ型胶原表达
水平的下调会加速骨关节炎的进程，因此，维持Ⅱ型胶原
的正常表达对于预防和治疗骨关节炎至关重要［７－８］。

　　细胞自噬是一种普遍存在的细胞生存机制，通过
将细胞内需要水解的细胞质大分子和衰老细胞器输送

到溶酶体进行降解和循环，以维持细胞的正常稳

态［９］。已有研究表明，在骨关节炎患者的损伤软骨组

织中，自噬水平下调，ＵＬＫ１、ＬＣ３等自噬标志物的表达
降低，同时软骨细胞凋亡增加，说明自噬水平与骨关节

炎的发生和发展密切相关［１０］。同时，自噬作为真核细

胞的一种自我修复的保护机制，正常激活可以一定程

度上促进软骨合成代谢，缓解细胞焦亡，为软骨细胞的

生长提供有益的微环境，缓解骨关节炎的进程［１１］。

　　研究报道 ＡＴＧ５是自噬过程中的一个关键基因，
它与 ＡＴＧ１２／１６Ｌ、ＬＣ３等自噬相关蛋白共同参与自噬
小体的延伸，推动自噬的进程［１２］。研究发现，软骨细

胞特异性敲除 ＡＴＧ５基因会导致软骨细胞活力下降，
增殖速度减慢，更多的软骨细胞死亡，细胞外基质中蛋

白多糖和胶原的分解增加，Ⅱ型胶原的表达下调［１３］。

这些结果表明，ＡＴＧ５通过调节软骨细胞的代谢和细
胞外基质的合成在软骨细胞中发挥着重要的生理功

能。本研究旨在探讨ＡＴＧ５是否可以调控Ⅱ型胶原的
表达，以及该调控过程与细胞自噬的关系，更好地理解

骨关节炎的发病机制，有望为骨关节炎的临床诊疗提

供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　重组腺病毒ＡｄｓｉＡＴＧ５及ｐｃＤＮＡＡＴＧ５质粒由本
实验室前期构建［１４］。ＲＰＭＩ１６４０、ＤＭＥＭ高糖培养基、
胎牛血清购自Ｇｉｂｃｏ；抗体：ＧＡＰＤＨ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、ＬＣ３Ｂ、
ＡＴＧ５购自武汉三鹰生物技术有限公司（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）；
自噬激动剂和抑制剂：雷帕霉素（Ｒａｐａｍｙｃｉｎ，Ｒａｐａ）
（Ｓｏｌａｒｂｉｏ）、巴佛洛霉素 Ａ１（ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１，ＢａｆＡ１）
（Ｓｅｌｌｅｃｋ）、ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ ｍｉｘ（Ｖａｚｙｍｅ）、ＰＶＤＦ膜
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）、Ｔｒｉｚｏｌ（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、八连管（Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、ＲＩＰＡ裂解液（强）（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）、ＤＨ５α感受
态细胞（ＴａＫａＲａ）、逆转录ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＭＣＥ）、质粒
提取试剂盒（Ｏｍｅｇａ）、ｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３自噬双标腺病
毒（汉恒生物）、双荧光素酶报告检测试剂盒 Ｄｕａｌ
Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ）。
１．２　方法
１．２．１　ＡＴＧ５和ＣＯＬ２Ａ１相关性的数据库分析　　使
用 ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＯｍｎｉｂｕｓ数据库（ＧＥＯｄａｔａｂａｓｅ，
ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ／ｇｅｏ／） 中 的

ＧＳＥ１００２４［１５］和ＧＳＥ１８３９５４［１６］表达矩阵数据。这些数
据包含１３例来自正常软骨组织样本的表达值信息。
进一步分析ＡＴＧ５和ＣＯＬ２Ａ１的ｍＲＮＡ表达值之间的
相关性，探究它们之间的可能关联。使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ９软件对数据进行统计分析，计算它们之间的相
关系数和显著性水平。

１．２．２　细胞培养　　人软骨细胞 Ｃ２８／Ｉ２由美国纽约
大学医学院刘传聚教授惠赠，２９３Ｔ人胚肾细胞由本实
验室保存。将Ｃ２８／Ｉ２细胞培养在含１０％胎牛血清的培

９２８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１７）



养基中，置于温度为３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，待细
胞生长至８５％密度时进行传代培养，用于后续实验。
１．２．３　免疫荧光　　Ｃ２８／Ｉ２细胞贴壁生长后约８５％
密度时，加入胰酶消化并将细胞接种至细胞爬片，待细

胞贴壁后加入Ｒａｐａ作用６ｈ、ＢａｆＡ１作用２４ｈ后加入
４％多聚甲醛固定细胞，依次进行０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００通
透１０ｍｉｎ，ｄｄＨ２Ｏ水洗，ＣＯＬ２一抗４℃过夜（１∶２００），
ｄｄＨ２Ｏ水洗，荧光二抗室温避光孵育 ４ｈ，ｄｄＨ２Ｏ水
洗，ＤＡＰＩ避光孵育 ５ｍｉｎ，抗荧光衰减封片剂封片后，
共聚焦显微镜下拍摄结果［１７－２１］。

１．２．４　自噬双荧光病毒实验　　Ｃ２８／Ｉ２细胞贴壁生
长后约８５％密度时，加入胰酶消化并将细胞接种至细
胞爬片，待细胞贴壁后加入自噬双标腺病毒（ｍＲＦＰ
ＧＦＰＬＣ３）感染Ｃ２８／Ｉ２细胞６ｈ后换液，２４ｈ后显微镜
下观察到红绿荧光说明病毒感染成功，观察不同处理后

ＬＣ３ＧＦＰ荧光强度，当自噬溶酶体形成后，酸性环境使
ＧＦＰ荧光淬灭，而ｍＲＦＰ荧光不受影响，自噬溶酶体呈
现红色荧光。将ＬＣ３ＧＦＰ与ｍＲＦＰ荧光强度的比值进
行统计分析，反映ＬＣ３进入自噬溶酶体的水平。
　　细胞分组如下。①Ｒａｐａ激活软骨细胞自噬验证：
Ｒａｐａ激活软骨细胞自噬分为０、６、１２ｈ组。加入Ｒａｐａ
（２５μｍｏｌ／Ｌ）分别作用于 Ｃ２８／Ｉ２细胞 ０、６、１２ｈ时观
察ＬＣ３ＧＦＰ荧光强度［１７］。②ＢａｆＡ１抑制软骨细胞自
噬验证：ＢａｆＡ１抑制软骨细胞自噬分为０、１２、２４、３６、４８ｈ
组。加入ＢａｆＡ１（５００ｎｍｏｌ／Ｌ）分别作用于Ｃ２８／Ｉ２细胞
０、１２、２４、３６、４８ｈ时观察ＬＣ３ＧＦＰ荧光强度［１７］。③过
表达ＡＴＧ５激活软骨细胞自噬：过表达ＡＴＧ５与自噬激
活剂、抑制剂共处理分为ＮＣ组（对照组）、ｐｃＤＮＡＡＴＧ５
组、ｐｃＤＮＡＡＴＧ５＋Ｒａｐａ组、ｐｃＤＮＡＡＴＧ５＋ＢａｆＡ１组。用
ｐｃＤＮＡＡＴＧ５质粒转染细胞，６ｈ更换完全培养基后加
入Ｒａｐａ（２５μｍｏｌ／Ｌ）处理６ｈ、ＢａｆＡ１（５００ｎｍｏｌ／Ｌ）处理
２４ｈ后观察 ＬＣ３ＧＦＰ荧光强度［１７］。④敲低 ＡＴＧ５抑
制软骨细胞自噬：ＡｄｓｉＡＴＧ５与自噬激活剂、抑制剂共
处理分为ＮＣ组（对照组）、ＡｄｓｉＡＴＧ５组、ＡｄｓｉＡＴＧ５＋
Ｒａｐａ组、ＡｄｓｉＡＴＧ５＋ＢａｆＡ１组。用ＡｄｓｉＡＴＧ５腺病毒感
染细胞，２４ｈ后显微镜下观察到荧光说明病毒感染成功，
加入 Ｒａｐａ（２５μｍｏｌ／Ｌ）处理６ｈ、ＢａｆＡ１（５００ｎｍｏｌ／Ｌ）
处理２４ｈ后观察ＬＣ３ＧＦＰ荧光强度［１７］。

１．２．５　ｐＧＬ３ＣＯＬ２Ａ１启动子重组质粒的构建　　在
ＮＣＢＩ查询人 ＣＯＬ２Ａ１基因启动子序列（ＧｅｎｅＩＤ：
１２８０），根据 ＣＯＬ２Ａ１基因启动子区１２６７→＋２８５区间
的编码序列设计引物，扩增ＣＯＬ２Ａ１基因启动子，目的
片段大小约为１５００ｂｐ，琼脂糖凝胶电泳鉴定片段大
小后切胶回收。将 ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ载体质粒进行双酶切
（ＭｌｕⅠ、ＢｇＩⅡ），酶切后的 ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ载体质粒为

４８１８ｂｐ，将上述回收的 ＰＣＲ产物片段（１５００ｂｐ）连
接入线性化载体，转化涂板后挑取单克隆菌落，加 ＬＢ
培养基３７℃摇床培养１２～１６ｈ，提取质粒送北京擎科
生物科技有限公司进行测序验证。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白表达　　接种
Ｃ２８／Ｉ２细胞于 ６孔板中，待细胞长满约 ８５％密度时，
按１．２．４细胞分组作相应处理，ＲＩＰＡ裂解液提取细胞
蛋白，ＳＤＳＰＡＧＥ胶分离，３００ｍＡ恒流，１０３／ｍｉｎ转移
目的蛋白至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，ａｎｔｉ
ＧＡＰＤＨ（１∶７５００），其余一抗（１∶１０００）４℃过夜，
ＴＢＳＴ洗膜，孵育二抗羊抗兔（１∶１００００）室温 ２ｈ，
ＴＢＳＴ洗膜，ＥＣＬ显影。
１．２．７　ｑＰＣＲ检测　　Ｃ２８／Ｉ２细胞接种于６孔板中，
待密度约 ８５％时转染 ｐｃＤＮＡＡＴＧ５质粒，４８ｈ后加
ＴＲＩｚｏｌ裂解细胞提取ＲＮＡ，将ＲＮＡ参照试剂盒说明书
逆转录为 ｃＤＮＡ，进行 ｑＰＣＲ实验。ＣＯＬ２正义链：５′
ＴＧＧＡＣＧＡＴＣＡＧＧＣＧＡＡＡＣＣ３′，反义链：５′ＧＣＴＧＣＧ
ＧＡＴＧＣＴＣＴＣＡＡＴＣＴ３′；ＧＡＰＤＨ正义链：５′ＧＧＡＧＣＧ
ＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ３′，反义链：５′ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡ
ＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ３′。
１．２．８　荧光素酶活性检测　　２９３Ｔ细胞接种于
１２孔板，待细胞贴壁生长约７０％密度时使用ＰＥＩ进行
转染，设置 ４组，每组 ３个复孔，分别为阴性对照组
（ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ质粒：５００ｎｇ）；阳性对照组（ｐＧＬ３ｃｏｎｔｒｏｌ
质粒：５００ｎｇ）；ＣＯＬ２Ａ１组（ｐＧＬ３ＣＯＬ２Ａ１质粒：５００ｎｇ）；
ＡＴＧ５＋ＣＯＬ２Ａ１组（ｐＧＬ３ＣＯＬ２Ａ１质粒、ｐｃＤＮＡＡＴＧ５
质粒各５００ｎｇ）；ＡＴＧ５＋ＢａｆＡ１＋ＣＯＬ２Ａ１组（质粒用量
同ＡＴＧ５＋ＣＯＬ２Ａ１组，转染后加入 ＢａｆＡ１处理细胞
２４ｈ）。所有实验组和对照组细胞转染 ２４ｈ后，按照
试剂盒说明加入裂解液室入温裂解１０ｍｉｎ，离心２０ｓ
（１２０００ｒ／ｍｉｎ），吸取上清液至新的 ＥＰ管中，避光下
依次加入 ＬＡＲⅡ和 Ｓｔｏｐ＆ Ｇｌｏ Ｒｅａｇｅｎｔ使用
ＰｒｏｍｅｇａＧｌｏＭａｘ Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ单管发光检测仪进行
检测，得到的ＲＬＵｓ为荧光比值，反映样品荧光素酶的
活性，即启动子的活性。

１．３　统计学分析
　　数据处理软件为ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９。计量资料表示
为 珋ｘ±ｓ，采用独立样本ｔ检验及单因素方差分析的方法，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。所有实验独立重复３次。

２　结果

２．１　人软骨组织样本中 ＡＴＧ５和 ＣＯＬ２Ａ１表达呈正
相关

　　ＧＥＯ数据库相关性分析结果显示，在 １３例人软
骨组织样本中ＡＴＧ５和ＣＯＬ２Ａ１的ｍＲＮＡ表达水平呈
现正相关（ｒ２＝０．６２３２，Ｐ＜０．０５）。

０３８１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图１　人正常软骨组织样本中ＡＴＧ５和ＣＯＬ２Ａ１基因表达值
相关性分析

２．２　软骨细胞中ＡＴＧ５上调ＣＯＬ２Ａ１的表达水平
　　为了探究 ＡＴＧ５是否调控Ⅱ型胶原的表达，在
Ｃ２８／Ｉ２细胞中转染ｐｃＤＮＡＡＴＧ５过表达质粒，免疫荧
光结果显示相较于对照组（ＮＣ），过表达 ＡＴＧ５后
ＣＯＬ２荧光强度明显升高（Ｐ＜０．０１），敲低ＡＴＧ５表达

后ＣＯＬ２荧光强度显著下降（Ｐ＜０．０１，图 ２Ａ、Ｂ）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示过表达 ＡＴＧ５成功，且显著促进
ＣＯＬ２的表达（图２Ｃ、Ｄ）；腺病毒 ＡｄｓｉＡＴＧ５成功感染
Ｃ２８／Ｉ２细胞且敲低 ＡＴＧ５的表达后，相较于对照组
（ＮＣ），ＣＯＬ２的表达水平也随之下降（图２Ｅ、Ｆ）。
２．３　软骨细胞中激活自噬后ＣＯＬ２表达水平上升
　　为了探究 ＡＴＧ５对 ＣＯＬ２表达的调控作用与细胞
自噬的关系，利用 ｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３自噬双标腺病毒对
自噬流进行定量分析，结果显示在加入 Ｒａｐａ处理６ｈ
和１２ｈ后，ＬＣ３ＧＦＰ荧光均发生淬灭，自噬小体和溶
酶体融合成为自噬溶酶体，自噬激活（Ｐ＜０．０１，图３Ａ、
Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 ＣＯＬ２、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ 表达
水平随Ｒａｐａ激活自噬的作用时间延长同步升高（Ｐ＜
０．０１，图 ３Ｃ）。免疫荧光结果再次证实，与对照组
（ＮＣ）相比，Ｒａｐａ处理 ６ｈ激活自噬后，ＣＯＬ２的荧光
强度显著增强（Ｐ＜０．０１，图３Ｄ、Ｅ）。
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Ａ：免疫荧光检测Ｃ２８／Ｉ２细胞中转染ｐｃＤＮＡＡＴＧ５质粒及ＡｄｓｉＡＴＧ５腺病毒后ＣＯＬ２的表达水平；Ｂ：ＣＯＬ２荧光
强度的定量分析；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｃ２８／Ｉ２细胞转染 ｐｃＤＮＡＡＴＧ５质粒后 ＣＯＬ２的表达水平；Ｄ：ＣＯＬ２表达水
平的定量分析；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｃ２８／Ｉ２细胞转染ＡｄｓｉＡＴＧ５腺病毒后ＣＯＬ２的表达水平；Ｆ：ＣＯＬ２表达水平
的定量分析；ａ：Ｐ＜０．０１

图２　ＡＴＧ５调控ＣＯＬ２Ａ１的表达水平

１３８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１７）
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Ａ：自噬双荧光病毒实验检测Ｒａｐａ刺激 Ｃ２８／Ｉ２细胞６、１２ｈ后 ＬＣ３ＧＦＰ荧光强度；Ｂ：ＬＣ３ＧＦＰ／ｍＲＦＰ相对荧光
强度定量分析；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｒａｐａ刺激 Ｃ２８／Ｉ２细胞６、１２ｈ后 ＣＯＬ２、ＬＣ３的表达水平；Ｄ：免疫荧光检测
Ｒａｐａ刺激Ｃ２８／Ｉ２细胞６ｈ后ＣＯＬ２的表达水平；Ｅ：ＣＯＬ２荧光强度的定量分析；ａ：Ｐ＜０．０１

图３　自噬激活剂Ｒａｐａ处理软骨细胞后ＣＯＬ２的表达水平

２．４　软骨细胞中抑制自噬后ＣＯＬ２表达水平下降
　　利用 ｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３自噬双标腺病毒对自噬流
进行追踪，在加入自噬抑制剂 ＢａｆＡ１处理 １２ｈ和
２４ｈ后，ＬＣ３ＧＦＰ荧光显著增强，提示自噬抑制（Ｐ＜
０．０１，图４Ａ、Ｂ）。进一步在 Ｃ２８／Ｉ２细胞中加入自噬
抑制剂ＢａｆＡ１处理不同时间后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示
随ＢａｆＡ１处理时间延长，自噬逐渐被抑制，ＣＯＬ２表达
水平同步降低（图４Ｃ）。免疫荧光结果显示，与对照组
（ＮＣ）相比，在加入 ＢａｆＡ１抑制自噬后，ＣＯＬ２的荧光
强度明显减弱（Ｐ＜０．０１，图４Ｄ、Ｅ）。
２．５　软骨细胞中过表达 ＡＴＧ５上调 ＣＯＬ２的转录与

表达依赖于细胞自噬

　　为了进一步探究 ＡＴＧ５对 ＣＯＬ２转录与表达的调
控与自噬的关系，成功构建了人 ＣＯＬ２Ａ１启动子质粒
并验证其具有转录活性。双荧光素酶实验结果显示，

共转染ｐｃＤＮＡＡＴＧ５过表达质粒和ＣＯＬ２Ａ１启动子质
粒组的荧光强度显著高于单独转染ＣＯＬ２Ａ１启动子质
粒组（Ｐ＜０．０１），表明过表达 ＡＴＧ５明显上调 ＣＯＬ２Ａ１
启动子的转录，而加入 ＢａｆＡ１抑制自噬后 ＣＯＬ２Ａ１转

录活性下降（Ｐ＜０．０１，图５Ａ）。ｑＰＣＲ结果显示，转染
ｐｃＤＮＡＡＴＧ５过表达质粒后上调 ＣＯＬ２的 ｍＲＮＡ水平
（Ｐ＜０．０１），加入 ＢａｆＡ１抑制细胞自噬的同时，进一步
抑制了ＡＴＧ５过表达对ＣＯＬ２的上调作用（Ｐ＜０．０５，图
５Ｂ），说明 ＡＴＧ５上调 ＣＯＬ２Ａ１的转录和 ｍＲＮＡ表达
依赖于细胞自噬。

　　利用 ｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３自噬双标腺病毒追踪自噬
流，结果显示过表达 ＡＴＧ５后 ＬＣ３ＧＦＰ荧光发生淬灭
（Ｐ＜０．０１），提示自噬激活，Ｒａｐａ进一步使绿色荧光发
生淬灭（Ｐ＜０．０５），说明 Ｒａｐａ促进过表达 ＡＴＧ５激活
的自噬；而自噬抑制剂 ＢａｆＡ１联合 ｐｃＤＮＡＡＴＧ５处理
组相较于过表达ＡＴＧ５组，绿色荧光增强，提示 ＢａｆＡ１
通过抑制溶酶体功能抑制自噬，进而抑制过表达

ＡＴＧ５激活的自噬（Ｐ＜０．０１，图 ６Ａ、Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果显示，相较于 ＮＣ组，过表达 ＡＴＧ５能够明显上调
ＣＯＬ２和ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ的表达（Ｐ＜０．０１）；Ｒａｐａ进一步
促进过表达 ＡＴＧ５上调的 ＣＯＬ２和 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ的表
达（Ｐ＜０．０５）；而自噬抑制剂 ＢａｆＡ１则抑制 ＡＴＧ５上调
的ＣＯＬ２、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ的表达（Ｐ＜０．０１，图６Ｃ、Ｄ）。

２３８１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：自噬双荧光病毒实验检测ＢａｆＡ１刺激Ｃ２８／Ｉ２细胞１２、２４、３６、４８ｈ后ＬＣ３ＧＦＰ荧光强度；Ｂ：ＬＣ３ＧＦＰ／ｍＲＦＰ相
对荧光强度定量分析；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＢａｆＡ１刺激 Ｃ２８／Ｉ２细胞 １２、２４、３６、４８ｈ后 ＣＯＬ２、ＬＣ３的表达水平；
Ｄ：免疫荧光检测ＢａｆＡ１刺激Ｃ２８／Ｉ２细胞２４ｈ后ＣＯＬ２的表达水平；Ｅ：ＣＯＬ２荧光强度的定量分析；ａ：Ｐ＜０．０１

图４　自噬抑制剂ＢａｆＡ１处理软骨细胞后ＣＯＬ２的表达水平

３３８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１７）
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Ａ：双荧光素酶实验　１：ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ；２：ＣＯＬ２Ａ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ；３：ｐｃＤＮＡＡＴＧ５＋ＣＯＬ２Ａ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ；４：ｐｃＤＮＡＡＴＧ５＋
ＢａｆＡ１＋ＣＯＬ２Ａ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ；５：ｐＧＬ３ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ｑＰＣＲ检测过表达ＡＴＧ５及联合ＢａｆＡ１处理后ＣＯＬ２的ｍＲＮＡ表达水
平　１：ＮＣ；２：ｐｃＤＮＡＡＴＧ５；３：ｐｃＤＮＡＡＴＧ５＋ＢａｆＡ１；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１

图５　ＡＴＧ５促进人ＣＯＬ２Ａ１启动子转录活性的双荧光素酶活性实验
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１：ＮＣ；２：ｐｃＤＮＡＡＴＧ５；３：ｐｃＤＮＡＡＴＧ５＋Ｒａｐａ；４：ｐｃＤＮＡＡＴＧ５＋ＢａｆＡ１；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：自噬双荧光病毒实验检测过表达 ＡＴＧ５后 ＬＣ３的荧光水平；Ｂ：ＬＣ３ＧＦＰ／ｍＲＦＰ相对荧光强度定量分析；
Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测过表达ＡＴＧ５及联合Ｒａｐａ处理后ＣＯＬ２、ＬＣ３的表达水平；Ｄ：ＣＯＬ２表达水平的定量分析

图６　人软骨细胞Ｃ２８／Ｉ２中过表达ＡＴＧ５增强自噬并上调ＣＯＬ２表达

２．６　软骨细胞中敲低 ＡＴＧ５的表达抑制自噬进而下
调ＣＯＬ２的表达

　　细胞感染自噬双标腺病毒后，敲低 ＡＴＧ５的表达
水平使自噬小体的延伸及 ＬＣ３聚集受阻，ＬＣ３ＧＦＰ绿
色荧光减弱（Ｐ＜０．０５），自噬流受阻；ＡｄｓｉＡＴＧ５联合

Ｒａｐａ，相较于ＮＣ对照组和ｓｉＡＴＧ５单处理组，ＬＣ３ＧＦＰ
绿色荧光淬灭（Ｐ＜０．０５），自噬部分激活；ｓｉＡＴＧ５联合
自噬抑制剂ＢａｆＡ１处理组相较于单独 ｓｉＡＴＧ５处理组
荧光差异不显著（图７Ａ、Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，
ＡｄｓｉＡＴＧ５重组腺病毒敲低 ＡＴＧ５的表达水平后，相

４３８１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



较于ＮＣ组，敲低ＡＴＧ５（ｓｉＡＴＧ５）能够明显抑制ＡＴＧ５、
ＣＯＬ２和 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ的表达；Ｒａｐａ联合 ＡｄｓｉＡＴＧ５
处理时上调 ＡＴＧ５表达，同时上调 ＣＯＬ２和 ＬＣ３Ⅱ／
ＬＣ３Ⅰ的表达（Ｐ＜０．０１）；ＢａｆＡ１＋ＡｄｓｉＡＴＧ５处理后，
在抑制ＡＴＧ５表达的同时下调ＣＯＬ２的表达（Ｐ＜０．０１，
图７Ｃ、Ｄ）。

３　讨论

　　骨关节炎在全球范围内的患者超过２．４亿人，具
有一定的致残率，目前的治疗手段主要是非甾体抗炎

药或关节内注射透明质酸，但只能起到抗炎止痛的作

用，因软骨再生较为困难，目前尚无一种具有明确治疗

效果的药物［１，２２－２３］。本文所研究的 ＡＴＧ５是自噬过程
中不可或缺的一个关键基因，ＡＴＧ５与ＡＴＧ１２ＡＴＧ１６Ｌ
结合，参与自噬小体的形成及先天抗病毒免疫应答的

负调控、淋巴细胞发育和增殖、脂肪细胞分化和凋亡等

多种生物学过程［９，２４］。有研究表明，细胞自噬能够影

响软骨细胞中Ⅱ型胶原的形成、胞外分泌、成熟等过
程［２５］。

　　本文旨在研究自噬相关蛋白ＡＴＧ５对软骨细胞中
Ⅱ型胶原基因表达的调控作用。首先我们通过 ＧＥＯ
数据库中的芯片数据发现ＡＴＧ５的表达与 ＣＯＬ２Ａ１存
在正相关，提示ＡＴＧ５可能调控ＣＯＬ２Ａ１的表达水平。
为了进一步证实这一分析结果，本研究采用免疫荧光

和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等技术，在软骨细胞中分别过表达
ＡＴＧ５和抑制ＡＴＧ５的表达，逐一观察其对ＣＯＬ２Ａ１表
达的影响。实验结果显示在软骨细胞中过表达 ＡＴＧ５
能够上调 ＣＯＬ２的表达水平，反之抑制 ＡＴＧ５的表达
使ＣＯＬ２表达水平下调。此外，自噬双荧光和免疫印
迹等实验进一步证实自噬激活可以上调 ＣＯＬ２的表
达，而自噬的抑制则下调ＣＯＬ２的表达。此外，已有研
究表明 ＡＴＧ５能够调控 ＮＦкＢ、ｐ５３等转录因子的活
性，其中 ＡＴＧ５会与 ｐ６５结合抑制 ＮＦкＢ介导的炎症
反应，当ＡＴＧ５表达下调，软骨细胞的早期自噬被抑
制，自噬小体的生成受阻，ＬＣ３无法聚集和进入自噬溶
酶体，溶酶体无法水解细胞内衰老的细胞器或局部细

胞质，进而激活ＮＦкＢ，细胞内ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦɑ等致
炎因子水平上升［２６－２７］。同时，ＡＴＧ５表达下调可以通过
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１：ＮＣ；２：ＡｄｓｉＡＴＧ５；３：ＡｄｓｉＡＴＧ５＋Ｒａｐａ；４：ＡｄｓｉＡＴＧ５＋ＢａｆＡ１；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：自噬双荧光病毒实验检测敲低 ＡＴＧ５后 ＬＣ３的荧光水平；Ｂ：ＬＣ３ＧＦＰ／ｍＲＦＰ相对荧光强度定量分析；
Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测敲低ＡＴＧ５及联合ＢａｆＡ１处理后ＣＯＬ２、ＬＣ３的表达水平；Ｄ：ＣＯＬ２表达水平的定量分析

图７　人软骨细胞Ｃ２８／Ｉ２中敲低ＡＴＧ５的表达抑制自噬并下调ＣＯＬ２表达

５３８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１７）



调控ＢＭＰ、Ｗｎｔ等其他信号通路减少Ⅱ型胶原和蛋白
多糖的合成，上调多种基质降解金属酶的表达，进而引

发骨关节炎［２６，２８－２９］。本实验进一步证实 ＡＴＧ５上调
ＣＯＬ２Ａ１的转录与表达依赖于细胞自噬；同时，我们发
现敲低ＡＴＧ５抑制细胞自噬和 ＣＯＬ２Ａ１的表达，Ｒａｐａ
可以上调 ｓｉＡＴＧ５抑制的自噬与 ＣＯＬ２Ａ１表达，提示
ＡＴＧ５调控自噬和ＣＯＬ２Ａ１表达的途径并非特异性调
节途径，软骨细胞中还存在其他独立于 ＡＴＧ５的替代
途径参与调节自噬和ＣＯＬ２Ａ１的表达。再次证实了自
噬的发生可以通过独立于 ＡＴＧ５的替代途径补偿产
生，与内质网应激共同组成真核细胞的保护机制，调控

细胞的增殖、分化、凋亡、生长等生物学功能［３０］。文献

报道这一补偿途径可能涉及ＵＬＫ１的磷酸化和ＬＣ３修
饰的缺失［３１－３２］。

　　Ⅱ型胶原是软骨细胞外基质中占比最多的胶原蛋
白，最初在软骨细胞内合成Ⅱ型前胶原（ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎⅡ，
ＰＣⅡ），在高尔基体经分泌小泡包被，经过与质膜的
融合分泌至细胞外，再通过聚合、二硫键等共价交联成

胶原纤维的骨架，再结合蛋白聚糖等成分使软骨具有

一定的弹性，起到缓冲、维持软骨组织完整性的作

用［３３］。已有研究表明，敲除 ＡＴＧ５会导致 Ｃａｓｐａｓｅ介
导的软骨细胞死亡，引发更严重的骨关节炎［３４］。软骨

细胞自噬会在一定程度上通过控制 ＥＣＭ中Ⅱ型胶原
的分泌水平来调节骨生长，ＩＬ１８处理软骨细胞后，软
骨细胞自噬下调，Ⅱ型胶原和蛋白聚糖表达水平下降，
这与我们的结论一致［３５］。

　　综合本研究实验结果，ＡＴＧ５对于软骨细胞中Ⅱ
型胶原的表达起到了积极的促进作用；ＡＴＧ５调控Ⅱ
型胶原的表达依赖于细胞自噬；软骨合成过程中胶原

的合成、分泌及成熟可能与自噬相关，具体机制还有待

进一步探讨和验证。
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