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OPA1通过激活Parkin介导的线粒体自噬保护IL-1β
诱导的软骨细胞损伤*

张凯 康旭鹏 郝帅 高正超 段亮 段大鹏

(西安医学院附属医院·陕西省人民医院骨科,陕西 西安710068)

  【摘要】 目的 研究视神经萎缩蛋白1(OPA1)过表达激活Parkin介导的线粒体自噬对白细胞介素-1β(IL-1β)诱导

的人软骨细胞损伤的保护作用。方法 将C28/I2细胞分别用 Ad-OPA1、Ad-null、siRNA及si-OPA1转染后,用IL-1β
(5ng/mL)处理细胞24h,Westernblot分析OPA1在软骨细胞中的表达,MTT法检测软骨细胞活力,流式细胞术检测

细胞凋亡率。然后采用 Westernblot分析测定半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3(Caspase-3)、B细胞淋巴瘤-2(Bcl-2)和Bcl-2
关联X蛋白单克隆抗体(BAX)蛋白的表达,以及Ⅱ型胶原蛋白(CollagenⅡ)、聚集蛋白聚糖(Aggrecan)、基质金属蛋白

酶13(MMP-13)蛋白的表达。同时检测软骨细胞中活性氧(ROS)表达水平及谷胱甘肽过氧化物酶(GPX)、超氧化物歧

化酶(SOD)的活性,JC-1探针检测膜电位(ΔΨM),线粒体ATP试剂盒测三磷酸腺苷(ATP)含量,并采用RT-qPCR检

测线粒体动力学标志物PGC-1α、MFN1和Drp1的mRNA表达,采用 Westernblot检测P62、LC3B的表达水平及线粒

体自噬标记物Beclin-1、LAMP1、PINK1、Parkin和USP30在软骨细胞中的表达。分别用Ad-OPA1和Parkin-siRNA转

染C28/I2细胞,Westernblot检测Parkin、P62、LAMP1、Beclin-1、PINK1、USP30、cle-Caspase3、聚集蛋白聚糖、Ⅱ型胶原

和 MMP-13的蛋白表达,检测软骨细胞中靶蛋白的表达水平、ROS水平、SOD活性、膜电位去极化、软骨细胞活力、测细

胞凋亡率。结果 IL-1β处理腺病毒转染的细胞后,Westernblot结果显示OPA1的蛋白表达显著降低,而Ad-OPA1可

提高OPA1的表达;MTT结果提示,OPA1的过表达增加了被IL-1β抑制的细胞活力;流式细胞术结果提示OPA1的过

表达抑制软骨细胞凋亡。进一步的 Westernblot结果提示OPA1显著降低了Caspase3和BAX的蛋白水平,并上调软

骨细胞中Bcl-2的表达。同时可上调CollagenⅡ和Aggrecan的表达,降低 MMP-13的表达。OPA1过表达降低了ROS
表达,增加了GPX和SOD的活性,并增强ΔΨM 及 ATP(被IL-1β降低)的含量。RT-qPCR结果显示,OPA1可增加

PGC-1α及 MFN1的mRNA表达,下调Drp1的mRNA表达。Westernblot结果显示,OPA1下调P62、USP30的表达,

上调LC3B及线粒体自噬指标Beclin-1、LAMP1、PINK1和Parkin的 表 达。Parkin-siRNA转 染C28/I2细 胞 后 发 现,

OPA1诱导的Parkin表达显著下调;Parkin-siRNA 提高ROS、P62、USP30、Caspase3及 MMP-13表达,降低了GPX和

SOD的活性、ΔΨM、ATP的含量、调胶原II、聚集蛋白聚糖LC3B及线粒体自噬指标Beclin-1、LAMP1、PINK1和Parkin
的蛋白表达。此外,Parkin-siRNA显著降低了细胞活力,提高了软骨细胞凋亡率。结论 OPA1通过Parkin介导的线

粒体自噬,并进一步保护软骨细胞免受损伤和ECM降解,从而减轻IL-1β诱导的线粒体功能障碍和氧化应激,实现对骨

关节炎(OA)关节软骨的保护作用。
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OPA1protectsIL-1β-inducedchondrocyteinjurybyactivating
parkin-mediatedmitophagy

ZHANGKai,KANGXupeng,HAOShuai,GAOZhengchao,DUANLiang,DUANDapeng
(DepartmentofOrthopedics,ShaanxiProvincialPeople'sHospital,Xi'an710068,China)

  【Abstract】 Objective ToinvestigatetheprotectiveeffectofoverexpressionofOpticAtrophyProtein1(OPA1)on
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interleukin-1β(IL-1β)-induceddamageinhumanchondrocytesthroughParkin-mediatedmitophagy.Methods C28/I2
cellsweretransfectedwithAd-OPA1,Ad-null,siRNA,andsi-OPA1,respectively,andthentreatedwithIL-1β(5ng/

ml)for24hours.WesternblotwasusedtoanalyzetheexpressionofOPA1inchondrocytes,MTTassaywasusedtode-
tectcellviability,andflowcytometrywasusedtomeasuretheapoptosisrate.Westernblotwasalsousedtomeasurethe
expressionofCaspase-3,B-celllymphoma-2(Bcl-2),andBcl-2associatedXprotein(BAX),aswellastheexpressionof
CollagenⅡ,Aggrecan,andMatrixmetalloproteinase13(MMP-13).Additionally,thelevelsofreactiveoxygenspecies
(ROS),glutathioneperoxidase(GPX),andsuperoxidedismutase(SOD)activityweredetected.JC-1probewasusedto
measuremitochondrialmembranepotential(ΔΨM),andmitochondrialATPkitwasusedtomeasureadenosinetriphos-

phate(ATP)content.RT-qPCRwasusedtodetectthemRNAexpressionofmitochondrialdynamicsmarkersPGC-1α,

MFN1,andDrp1.WesternblotwasusedtomeasuretheexpressionlevelsofP62,LC3B,andmitophagymarkersBeclin-

1,LAMP1,PINK1,Parkin,andUSP30inchondrocytes.C28/I2cellsweretransfectedwithAd-OPA1andParkin-siR-
NA,andWesternblotwasusedtodetecttheproteinexpressionofParkin,P62,LAMP1,Beclin-1,PINK1,USP30,

cleaved-caspase3,Aggrecan,CollagenⅡ,andMMP-13.Theexpressionlevelsoftargetproteins,ROSlevels,SODac-
tivity,membranepotentialdepolarization,cellviability,andapoptosisratewerealsomeasured.Results AfterIL-1β
treatmentofadenovirus-transfectedcells,WesternblotresultsshowedasignificantdecreaseinOPA1proteinexpression,

whileAd-OPA1increasedOPA1expression.MTTresultsindicatedthatOPA1overexpressionenhancedcellviabilityin-
hibitedbyIL-1β.FlowcytometryresultsshowedthatOPA1overexpressioninhibitedchondrocyteapoptosis.Further
WesternblotresultsshowedthatOPA1significantlyreducedtheproteinlevelsofCaspase3andBAXandupregulatedBcl-

2expressioninchondrocytes.OPA1alsoupregulatedCollagenⅡandAggrecanexpressionwhilereducingMMP-13ex-

pression.OPA1overexpressiondecreasedROSlevels,increasedGPXandSODactivity,andenhancedΔΨMandATP
content(whichwerereducedbyIL-1β).RT-qPCRresultsshowedthatOPA1increasedthemRNAexpressionofPGC-1α
andMFN1whiledownregulatingDrp1mRNAexpression.WesternblotresultsshowedthatOPA1downregulatedP62
andUSP30expressionandupregulatedLC3BandmitophagymarkersBeclin-1,LAMP1,PINK1,andParkin.After
transfectionofC28/I2cellswithParkin-siRNA,OPA1-inducedParkinexpressionwassignificantlydownregulated.Par-
kin-siRNAincreasedROS,P62,USP30,Caspase3,andMMP-13expression,whilereducingGPXandSODactivity,

ΔΨM,ATPcontent,CollagenⅡ,Aggrecan,LC3B,andmitophagymarkersBeclin-1,LAMP1,PINK1,andParkin

proteinexpression.Additionally,Parkin-siRNAsignificantlyreducedcellviabilityandincreasedchondrocyteapoptosis
rate.Conclusion OPA1protectschondrocytesfromdamageandextracellularmatrix(ECM)degradationthroughParkin-

mediatedmitophagy,therebyalleviatingIL-1β-inducedmitochondrialdysfunctionandoxidativestress,andprovidinga

protectiveeffectonOAarticularcartilage.
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  在骨关节炎(Osteoarthritis,OA)进展过程中,线
粒体功能障碍加剧了氧化应激,从而导致基质金属蛋

白酶增加和ECM降解,破坏了关节软骨的结构,最终

导致软骨细胞死亡[1-2]。线粒体以三磷酸腺苷(Aden-
osinetriphosphate,ATP)的形式为各种重要的细胞过

程提供能量,在维持细胞微环境中发挥着至关重要的

作用[3]。在退行性疾病中,线粒体自噬水平与一系列

病理过程密切相关,包括线粒体功能障碍、氧化应激、
细胞凋亡[4]。研究表明,线粒体自噬在OA的发病机

制中起着重要作用[5-6]。视神经萎缩蛋白1(Opticat-
rophyprotein1,OPA1)是一种动态蛋白相关的GTP
酶,调节线粒体融合[7]。据报道,OPA1参与线粒体的

多种细胞内生理和生化过程,如分裂和融合、线粒体

自噬和氧化应激[8]。研究表明,OPA1在各种疾病中

通过增强线粒体自噬来保护细胞免受损伤[9],线粒体

自噬减少会导致线粒体功能障碍和氧化应激,从而导

致细胞凋亡和ECM 产生[10]。本研究拟设计 OPA1
过表达激活线粒体自噬对白细胞介素-1β(Interleukin-
1β,IL-1β)诱导的软骨细胞损伤的保护作用,现报告

如下。

1 材料与方法

1.1 细胞培养和处理 OA软骨组织收集自关节置

换术的OA患者(15例,45~65岁;平均55.9岁),正
常软骨组织来自从15例因外伤截肢且无OA病史的

患者。该研究获得了所有个体参与者的知情同意,并
得到了陕西省人民医院伦理委员会的批准。C28/I2
软 骨 细 胞 由 北 京 Bnbio 股 份 有 限 公 司 提 供

(BNCC339995),在含有10%胎牛血清和1%青霉素/
链霉 素 的 Dulbecco 改 良 培 养 基 (DMEM;Gibco,

GrandIsland,NJ,USA)中培养,置于37℃、5%CO2
的培养箱中。取对数生长期的细胞,离心后将其密度

调整为5×104/mL,并接种在96孔板中,用1ng/mL、
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5ng/mL、10ng/mL、50ng/mL的IL-1β在37℃下处

理细胞过夜。

1.2 细胞转染 OPA1腺病毒(Ad-OPA1)的构建由

苏州赛亚生物技术有限公司进行。扩增 OPA1的全

长完整编码 DNA序列(CDS)并插入腺病毒中构建

Ad-OP1载体。使用含有空质粒的腺病毒(Ad-null)
作为对照。

1.3 MTT实验 使用MTT测定试剂盒检测软骨细

胞活力。将C28/I2软骨细胞培养至对数生长期,制
成单细胞悬液,计数后(5×104 个细胞/mL)接种在96
孔板中,孵育24h后,每孔加入20μLMTT培养4h,
去上清,每孔加入150μLDMSO,终止反应。水平震

荡10min。酶联免疫检测仪于570nm 处测量细胞

活力。

1.4 细胞凋亡分析 采用 AnnexinV/PI双染色法,
取对数期生长的C28/I2软骨细胞,0.25%胰酶消化

后制成细胞悬液,以105/mL细胞密度接种于细胞培

养板中,在用IL-1β培养过夜后,将用不同质粒转染的

软骨细胞分为不同组别,在室温下黑暗中孵育15min。
然后通过流式细胞术分析细胞凋亡。

1.5 RT-qPCR检测mRNA表达 使用TRIzol试剂

(美国赛默飞世尔科技公司)从C28/I2软骨细胞中提

取总RNA。通过逆转录反应合成cDNA,使用 miR-
NA 特 异 性 TaqManTM MicroRNA 试 剂 盒 检 测

miRNA。使 用 FastStart UniversalSYBR Green
mastermix 进 行 定 量 PCR 进 行 定 量 逆 转 录 PCR
(RT-qPCR),以GAPDH为内部参考。

1.6 Westernblot检测蛋白表达 将软骨细胞在

RIPA裂解缓冲液(美国Sigma公司)中裂解15min,
通过BCA蛋白浓度检测试剂盒(北京索莱宝科技有

限公司)检测细胞裂解物中的总蛋白浓度。然后通过

10%SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳分离总蛋白,然后转移

到PVDF膜上,并在室温下用5% 脱脂乳封闭1h。
将膜与一级抗体在4℃下孵育过夜,然后将膜与山羊

抗兔HRP抗体(美国Sigma公司)孵育。OPA1(1∶
100,#ab42364)、P62(1∶1000,#ab56416)抗体购自

美国Abcam公司,B细胞淋巴瘤-2(B-celllymphoma-
2,Bcl-2)(1∶10000,#3498)、Bcl-2关联X蛋白单克

隆抗体(monoclonalantibodytoBcl-2associatedX
protein,BAX)(1∶1000,#2772)和半胱氨酸天冬氨

酸蛋白酶-3(Cysteinylaspartatespecificproteinase3,

Caspase-3)(1∶100000,#9661)购自美国CST公司。
胶原Ⅱ(1∶1000,#sc-52658)、基质金属蛋白酶13
(Matrixmetalloproteinase13,MMP-13)(1∶1000;#
sc-515284)和GAPDH(1∶1000和#sc-47724)购自美

国SantaCruz公司。

1.7 软骨细胞中活性氧(Reactiveoxygenspecies,

ROS)水平、谷胱甘肽过氧化物酶(Glutathioneperoxi-
dase,GPX)和 超 氧 化 物 歧 化 酶 (SuperoxideDis-
mutase,SOD)活性的检测 使用相应的商业试剂盒

(BioSite,法国)检测ROS表达水平及 GPX、SOD的

活性。具体实验步骤按照制造商的说明进行。

1.8 线粒体膜电位 ΔΨM 用JC1-1线粒体膜电位

测定试剂盒(科明生物,中国)进行检测。用不同质粒

转染的C28/I2细胞用IL-1β(5ng/mL)处理24h,然
后将细 胞 与JC-1(5μM)在37 ℃ 的 条 件 中 孵 育

20min,并用PBS洗涤。通过流式细胞仪(BDBiosci-
ences,SanJose公司,美国)分析线粒体膜电位。

1.9 ATP含量测定 根据制造商的说明,使用ATP
测定试 剂 盒(KA0806,Sigma公 司)检 测 细 胞 中 的

ATP含量,使用紫外-可见分光光度计(UV-1700,日
本)测定570nm处ATP的吸光度水平。

1.10 统计学分析 采用SPSS22.0软件进行统计

分析,所有数据以(􀭺x±s)表示。两组之间的差异采用

t检验,单因子方差分析用于评估多组之间的差异。

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 OPA1过表达对IL-1β诱导的软骨细胞凋亡和

ECM降解的影响 为研究OPA1对IL-1β诱导的软

骨细胞中细胞OPA1蛋白表达的影响,分别用OPA1
腺病毒(Ad-OPA1)、含有空质粒的腺病毒(Ad-null)、

siRNA 和 OPA1siRNA(si-OPA1)转 染。Western
blot结果显示,IL-1β处理后,Ad-OPA1升高 OPA1
蛋白的表达,而si-OPA1抑制 OPA1蛋白的表达(图

1A、1B)。MTT检测结果显示,OPA1的过表达增加

了细胞活力,而 OPA1的沉默降低了细胞活力(图

1C)。流式细胞仪检测结果提示,Ad-OPA1转染抑制

了IL-1β处理的软骨细胞的凋亡率,而si-OPA1增加

细胞凋亡率(图1D)。Westernblot结果显示,OPA1
过表达显著降低了CAS-3和BAX的蛋白水平,并上

调了IL-1β诱导的软骨细胞中 Bcl-2的表达,而si-
OPA1作用相反(图1E)。此外,在被IL-1β处理的细

胞中,作为ECM形成指标的CollagenⅡ和Aggrecan
的表达被 Ad-OPA1升 高,而IL-1β诱 导 的 细 胞 中

ECM降解标记物 MMP-13的上调因OPA1过表达而

减少,si-OPA1作用则相反(图1F)。

2.2 OPA1过表达对软骨细胞氧化应激和线粒体功

能障碍的影响 检测结果表明,IL-1β显著增加了

ROS在软骨细胞中的表达,而在OPA1过表达后,

ROS的 增 加 减 少(图2A)。与Ad-null相 比,Ad-
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图1 OPA1过表达对IL-1β诱导的软骨细胞凋亡和ECM 降解的影响

Figure1 EffectofOPA1overexpressiononIL-1β-inducedchondrocyteapoptosisandECMdegradation

OPA1显著增加了IL-1β处理的细胞中GPX和SOD
的活性(图2B、2C)。此外,OPA1的过表达增强了被

IL-1β减少的ΔΨM(图2D),同时增加了因IL-1β减少

的ATP含量(图2E)。OPA1在软骨细胞中过表达

后,由IL-1β下调的PGC-1α的mRNA表达升高。而

IL-1β降低细胞中 MFN1的 mRNA表达,上调Drp1
的表达,这可被 OPA1过表达所逆转,表明 OPA1改

善了IL-1β受损的线粒体动力学(图2F)。
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图2 OPA1的过表达减轻了IL-1β诱导的软骨细胞氧化应激和线粒体功能障碍

Figure2 OverexpressionofOPA1alleviatedIL-1β-inducedoxidativestressandmitochondrialdysfunctioninchondrocytes

2.3 OPA1过表达对IL-1β处理的软骨细胞线粒体

自噬的影响 为研究OPA1在IL-1β诱导的氧化应激

和线粒体功能障碍中的机制,我们研究了OPA1和线

粒体自噬在这一过程中的作用。结果证实,自噬底物

P62的表达被IL-1β上调,在OPA1过表达后降低(图

3A和3B)。自噬形成的标志物LC3BI表达/LC3BII

表达的比率被IL-1β处理下调,而OPA1过表达可显

著提高(图3C)。结果显示,IL-1β降低了线粒体自噬

指标 Beclin-1、LAMP1、PINK1和 Parkin的蛋白表

达,同 时 提 高 了 USP30的 表 达,这 些 作 用 均 可 被

OPA1过表达不同程度逆转了(图3D-H)。此外,线
粒体自噬抑制剂bafilomycin可显著减弱了OPA1过
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表达对IL-1β诱导的软骨细胞的影响,雷帕霉素显著

激活了IL-1β引起的线粒体自噬抑制(图3)。这些结

果表明,OPA1通过介导线粒体自噬来调节IL-1β刺

激的软骨细胞损伤。
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图3 OPA1的过表达对IL-1β处理的软骨细胞的线粒体自噬

Figure3 OverexpressionofOPA1enhancesmitochondrialautophagyinchondrocytestreatedwithIL-1β

2.4 Parkin介导的线粒体自噬参与OPA1对IL-1β
诱导的软骨细胞损伤和ECM 降解的抑制作用 为

了阐明OPA1在线粒体自噬中的作用机制,我们研究

了OPA1与Parkin信号传导通路之间的关系。结果

表明,在Parkin沉默后,IL-1β诱导的细胞中ROS的

产生进一步显著积累,软骨细胞中的SOD 活性和

ΔΨM因Parkin的沉默而降低。同时,Parkin-siRNA
显著降低了细胞活力,并提高了软骨细胞的凋亡率。
此外,Parkin敲低上调了Caspase3和 MMP-13的表

达,并下调了胶原II和聚集蛋白聚糖的表达。重要的

是,si-Parkin可逆转Ad-OPA1的抑制作用。总之,结
果表明,OPA1/USP30/Parkin轴通过介导线粒体自

噬过程调节IL-1β诱导的软骨细胞损伤。见图4。

3 讨论

OPA1在线粒体形状变化、线粒体自噬和细胞存

活中起着至关重要的作用,OPA1的蛋白水解裂解通

过破坏线粒体融合和增强病理条件下细胞的凋亡敏

感性而导致细胞损伤。然而,OPA1在OA软骨细胞

中的作用尚未得到研究。本研究发现 OA患者软骨

组织中OPA1的表达降低,进一步的研究发现,用IL-
1β模拟OA微环境中的体外病理状态下,OPA1在软

骨细胞中的表达可被IL-1β下调。因此,推测 OPA1
可能会影响IL-1β诱导的OA软骨细胞功能异常。

OA的主要病理特征是软骨退变,主要包括关节

软骨细胞的异常代谢、凋亡及细胞外基质的降解。既

往研究表明证实 OA 病情严重程度与软骨细胞凋亡

密切相关,凋亡在OA进展中发挥了重要作用,OA软

骨细胞凋亡率明显增加[11]。本研究使用IL-1β在人

OA软骨细胞中诱导炎症损伤,以模拟OA细胞模型。

MTT实验结果表明,OPA1的过表达可增加细胞活

力,沉默可降低细胞活力。流式细胞仪检测结果提

示,OPA1的过表达可抑制IL-1β处理的软骨细胞的

凋亡率,这说明OPA1可通过抑制IL-1β诱导的软骨

细胞凋亡,从而延缓OA的进展。
软骨细胞外基质退变是 OA病理改变的核心环

节,OA 典 型 特 征 是 软 骨 ECM 降 解 加 速,这 是 由

ECM的分解代谢和合成代谢的平衡调节失衡造成

的[12]。在异常炎症介质刺激下,MMPs被激活,最终

导致Ⅱ型胶原与蛋白聚糖的降解增加,软骨发生退

变。在本研究中,为了验证OPA1在体外IL-1β处理

的软骨细胞模型中的作用,在IL-1β诱导的软骨细胞

中进行了OPA1的过表达或沉默。本研究的结果表

明,OPA1可减轻IL-1β诱导的细胞凋亡和ECM代谢

失衡,并通过增加抗氧化酶活性和降低ROS水平来

减轻IL-1β诱导的氧化应激。

  正常的线粒体功能对维持细胞内氧化应激和细

胞 存活很重要。在OA的发展过程中,功能失调的线

粒体会导致氧化应激,并进一步导致软骨细胞功能障
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图4 Parkin介导的线粒体自噬参与OPA1对IL-1β诱导的软骨细胞氧化应激、线粒体功能障碍和细胞损伤的抑制作用

Figure4 Parkin-mediatedmitophagyparticipatesinOPA1-suppressedoxidativestress,mitochondrialdysfunction,andcelldamageIL-1β-inducedchon-

drocytes

碍,包括细胞凋亡和降解[13-14]。线粒体自噬抑制引发

的损伤线粒体积聚是氧化应激的主要来源,会增加线

粒体 ROS和 MDA 的积累,同时抑制超氧化酶歧化

物SOD将超氧化物歧化为过氧化氢的过程。在本研

究中,为了验证OPA1在体外IL-1β处理的软骨细胞

模型中的作用,在IL-1β诱导的软骨细胞中进行了

OPA1的过表达或沉默。本研究结果表明,OPA1减

轻了IL-1β诱 导 的 细 胞 凋 亡 和 ECM 代 谢 失 衡。

OPA1过表达通过增加抗氧化酶活性和降低ROS水

平来减轻IL-1β诱导的氧化应激。随后的实验表明,

OPA1通过增强IL-1β破坏的线粒体膜电位、ATP产

生、PGC-1α和MFN1的表达以及减少Drp1的表达来

改善线粒体功能障碍。已证明 PGC-1α、MFN1和

Drp1参与线粒体生物发生的调节[15]。因此,上述研

究结果表明,OPA1可改善线粒体功能障碍和氧化

应激。
线粒体自噬已被证明在病理条件下影响线粒体

的生物发生、氧化应激和细胞凋亡[16]。越来越多的证

据表明,线粒体自噬的参与在OA的发病机制中起着

至关重要的作用[17-18]。增强的线粒体自噬可以消除

功能失调的线粒体,减少病理应激刺激的软骨细胞中

的氧化应激,从而保护软骨细胞免受细胞凋亡和ECM
降解[19-20]。本研究中,细胞中的自噬水平被IL-1β抑

制,这与以往的研究一致[10,21]。为了探讨OPA1减轻

软骨细胞功能障碍的机制,本研究探讨 OPA1与IL-
1β处理的软骨细胞自噬的关系,结果表明软骨细胞中

OPA1的 过 表 达 通 过 提 高 线 粒 体 自 噬 相 关 蛋 白

LC3B、Parkin、LAMP1和Beclin-1的表达来增强IL-
1β抑制的线粒体自噬水平。

据报道,Parkin依赖的线粒体自噬在OA发病过

程中 对 线 粒 体 功 能 障 碍 和 细 胞 凋 亡 具 有 抑 制 作

用[14,19]。当线粒体受损时,PINK1会在受损线粒体

的外膜上聚集,并激活Parkin,后者通过泛素化修饰

线粒体蛋白,为自噬体识别和降解受损线粒体提供标

记。P62识别泛素化标记后,借助与LC3B的结合,促
进受损线粒体与自噬体的融合,进而实现受损线粒体

的选择性降解。为了研究Parkin介导的线粒体自噬

是否参与OPA1减轻软骨细胞功能障碍的机制,本研

究用Parkin-siRNA转染软骨细胞。结果表明,敲除

Parkin可加重线粒体功能障碍和氧化应激,并促进

IL-1β诱导的软骨细胞凋亡和ECM降解。与此同时,

OPA1对IL-1β诱导的软骨细胞线粒体功能障碍、氧
化应激、细胞凋亡和ECM 降解的保护作用可被Par-
kin沉默所逆转。因此,本研究认为 OPA1可通过激

活Parkin,Parkin通过泛素化修饰线粒体蛋白,为自

噬体识别和降解受损线粒体提供标记,Parkin招募自噬

受体蛋白p62,p62与自噬体上的LC3结合,以触发自噬

溶酶体形成,最终吞噬并降解功能失调的线粒体。
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4 结论

OPA1通过增强Parkin介导的线粒体自噬,抑制

IL-1β诱导的人软骨细胞凋亡,抑制细胞外基质降解,
减轻了线粒体功能障碍和氧化应激,从而实现对OA
关节软骨的保护作用。
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