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摘要 目的：探讨髓系细胞表达激发受体分子 1(triggering receptor expressed on myeloid cells 1，TREM1)对软骨细胞线粒体动力学

及细胞凋亡的影响，以期为骨关节炎治疗提供新的研究方向。方法：使用白细胞介素 -1茁（Interleukin-1茁，IL-1茁）刺激 ATDC5小鼠

软骨细胞以模拟骨关节炎软骨细胞炎症，qPCR检测白介素 -6（IL-6）表达以验证炎性软骨细胞诱导情况，同时检测目标基因

TREM1的表达。为观测抑制 TREM1对炎性软骨细胞的影响，将细胞分为对照组、IL-1茁组及 IL-1茁+LR12（TREM1抑制剂）组，分

别通过Mito-Tracker染色、TUNEL染色观察三组细胞的线粒体动力学和凋亡情况。接着探究过表达 TREM1对正常 ATDC5软骨

细胞的影响，设置空载质粒组、TREM1过表达组及过表达 TREM1+LR12处理组，使用 Mito-Tracker染色及 TUNEL染色检测三

组细胞线粒体动力学和凋亡情况。此外，PCR Array检测过表达 TREM1对软骨细胞代谢的影响。结果：与对照组相比，IL-1茁组
IL-6基因表达增加，表明炎性软骨细胞造模成功；TREM1在 IL-1茁处理后的骨关节炎细胞中表达升高，使用 TREM1抑制剂

（LR12）处理可有效抑制 TREM1的表达，且能明显抑制软骨细胞的炎性因子 IL-6的表达。IL-1茁组软骨细胞的线粒体动力学失衡
和凋亡增加，而 IL-1茁+LR12组上述情况得到改善。另外，与空载质粒组相比，过表达 TREM1组出现线粒体动力学失衡和凋亡增

加，但在 TREM1+LR12组软骨细胞中线粒体失衡和凋亡增加得到缓解。此外，PCR Array发现过表达 TREM1可引起 ATDC5细

胞的代谢紊乱。结论：TREM1可一定程度损害软骨细胞线粒体动力学平衡及促进细胞凋亡，靶向 TREM1可能为骨关节炎治疗提

供新的方向。
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Effects of TREM1 on the Mitochondrial Dynamics
and Apoptosis of Chondrocytes*

This study aims to investigate the influence of triggering receptor expressed on myeloid cells 1 (TREM1)

expression on the mitochondrial dynamics and apoptosis of chondrocytes in order to propose a novel direction for the treatment of

osteoarthritis in the future. Murine chondrocyte ATDC5 cells were stimulated with interleukin-1茁 (IL-1茁) to mimic

osteoarthritis-like chondrocyte inflammation, and interleukin-6 (IL-6) expression was detected by qPCR to validate the inflammatory

chondrocyte model. The expression of the target gene TREM1 was also detected by qPCR. To observe the effect of TREM1 inhibition on

inflammatory chondrocytes, the cells were divided into the control group, IL-1茁 group and IL-1茁+LR12 (TREM1 inhibitor) group.

Mito-Tracker staining and TUNEL staining were used to observe the mitochondrial dynamics and apoptosis of the cells. The effects of

TREM1 overexpression on normal ATDC5 chondrocytes were then investigated. The cells were divided into the vector group, TREM1

overexpression group, and TREM1 overexpression+LR12 group. Mito-Tracker staining and TUNEL staining were used to detect

mitochondrial dynamics and apoptosis in all three groups. In addition, PCR Array was used to detect the effects of TREM1

overexpression on chondrocyte metabolism. Compared with the control group, the expression of IL-6 was increased in the IL-1茁
group, indicating successful establishment of inflammatory chondrocytes. TREM1 expression was also elevated in IL-1茁-treated
chondrocytes. However, treatment with an inhibitor of TREM1 (LR12) effectively inhibited the expression of TREM1 and significantly

inhibited the expression of the inflammatory cytokine IL-6 in chondrocytes. The mitochondrial dynamics imbalance and apoptosis of

chondrocytes were increased in the IL-1茁 group compared with the control group, while the above conditions were ameliorated in the

IL-1茁+LR12 group. In addition, imbalanced mitochondrial dynamics and increased apoptosis were observed in the TREM1

overexpression group compared with the vector group, which were alleviated in the TREM1 overexpression+LR12 chondrocytes. In
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前言

骨关节炎（Osteoarthritis，OA）是一种以关节软骨破坏为特

征的最常见的关节疾病[1]。骨关节炎的治疗效果仍不尽人意，亟

待发现新的治疗方向。线粒体动力学与多种退行性疾病有关，

并参与 OA的发生发展[2]。线粒体动力学平衡对于细胞中线粒

体的功能至关重要，维持软骨细胞线粒体动力学稳定对骨关节

炎具有重要的保护作用[3, 4]。

髓系细胞表达的触发受体 1 (Triggering receptor expressed

on myeloid cells 1，TREM1)是一种与炎症反应相关的免疫球蛋

白超家族激活受体，被激活后可通过 TLR4/NF-资B信号通路触
发和放大炎症反应，引起各种炎性相关疾病如炎症性肠病和类

风湿性关节炎等[5]。TREM1在 OA软骨组织及软骨细胞中表达

显著上调，提示 TREM1可作为 OA的治疗靶点之一[6，7]。本研

究通过在体外使用白介素 -1茁(interleukin-1茁, IL-1茁)刺激软骨
细胞，观察过表达或抑制 TREM1表达对于骨关节炎软骨细胞

的线粒体动力学及凋亡的影响，以期为治疗 OA提供新的治疗

思路。

1 材料与方法

1.1 材料

小鼠软骨细胞 ATDC5细胞购自上海中科院细胞库。胎牛

血清、DMEM及 Opti-MEM培养液购自美国 Gibco公司；青 /

链霉素溶液（100伊）、0.25%胰酶、Mito-Tracker Red线粒体红色

荧光探针、TUNEL细胞凋亡检测试剂盒及 DAPI染色液购自

上海碧云天公司；CCK-8试剂盒购自日本同仁公司；IL-1茁 购
自美国 R&D公司；LR12购自上海生工生物工程公司；Lipofec-

tamine 3000 及 TRIzol 购自美国 Invitrogen 公司；逆转录及

qPCR试剂盒购自上海新贝生物公司；小鼠 PCR array检测板

购自上海沃吉基因公司；TREM1过表达质粒购自上海和元生

物公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养、转染 小鼠软骨细胞 ATDC5细胞使用含

10 %胎牛血清、1 %青 /链霉素的 DMEM培养液，于含有 5 %

CO2的 37℃恒温培养箱中培养，每隔 2-3天进行换液。当细胞

融合至 80%时传代。收集对数生长期的 ATDC5细胞接种至 6

孔板中，依照说明书使用 Lipofectamine 3000 将空载质粒和

TREM1过表达质粒转染入细胞内，6-8小时后进行换液，继续

培养以用于后续实验。

1.2.2 实验分组 本研究采用的分组如下：1）Control组: 正常

培养的 ATDC5细胞；2）IL-1茁组: 10 ng/mL IL-1茁刺激 24 h的

ATDC5细胞；3）IL-1茁+LR12组: 10 ng/mL IL-1茁刺激 24 h，同

时加入 50 滋g/mL LR12 处理的 ATDC5 细胞；4）OE-NC 组:转

染空载质粒 48 h 的 ATDC5 细胞；5）OE-TREM1 组 : 转染

TREM1过表达质粒 48 h的 ATDC5细胞；6）OE-TREM1+LR12

组:转染 TREM1过表达质粒 48 h，同时加入 50 滋g/mL LR12处

理的 ATDC5细胞。

1.2.3 CCK-8实验 收集对数生长期的 ATDC5 细胞接种至

96 孔板中，每孔约 1 伊104 个细胞。分别用不同浓度
（0，25，50，100，200 滋g/mL）LR12 处理不同时间(24，48 h)后每

孔加入 10 滋LCCK-8溶液 37℃孵育 2 h，用酶标仪检测 450 nm

吸光度。

1.2.4 qPCR实验 使用 TRIzol法提取 ATDC5细胞总 RNA，

反转录成 cDNA进行实时荧光定量 PCR检测，运用 2-△ △ CT法

分析基因表达情况，所用引物序列如下：

IL-6:F:5'-TACCACTTCACAAGTCGGAGGC-3',

R:5'-CTGCAAGTGCATCATCGTTGTTC-3';

TREM1: F:5'-CCTGTTGTGCTCTTCCATCCTG-3',

R:5'-CGGGTTGTAGTTGTGTCACTGG-3';

GAPDH: F:5'-CATCACTGCCACCCAGAAGACTG-3',

R:5'-ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG-3';

茁-Actin: F: 5'-CATTGCTGACAGGATGCAGAAGG-3',
R:5'-TGCTGGAAGGTGGACAGTGAGG-3'。

1.2.5 PCR Array 根据说明书，使用 TRIzol法提取 ATDC5

细胞总 RNA，反转录成 cDNA后，使用小鼠 PCR Array板分析

基因表达情况。数据采用Wcgene Biotech软件进行分析。

1.2.6 Mito-Tracker染色和 TUNEL染色 根据说明书，分别

对 ATDC5细胞进行Mito-Tracker染色及 TUNEL染色。PBST

溶液洗涤细胞后，使用 DAPI对细胞核进行染色。使用激光共

聚焦显微镜（德国徕卡公司）拍摄图像。

1.3 统计学分析

使用 GraphPad Prism 9软件进行统计分析，所有数据按照

平均数依标准差表示。两组之间采用 t检验，多组之间采用单因

素方差分析。P<0.05被认为具有统计学差异。

2 结果

2.1 抑制 TREM1可缓解 IL-1茁诱导的软骨细胞炎症表达
为验证 TREM1基因在炎症软骨细胞的表达情况，使用

IL-1茁诱导 ATDC5细胞炎症反应，与对照组相比，IL-1茁处理
后软骨细胞 TREM1基因表达明显升高，炎症因子 IL-6的表

达也出现显著增加（P<0.05，见图 1A-B）。而 TREM1 抑制剂

LR12则显著降低了 IL-1茁诱导的软骨细胞 TREM1和 IL-6基

因的表达（P<0.05，见图 1A-B）。此外，CCK-8 实验结果表明

LR12对于软骨细胞无明显细胞毒性作用（见图 1C）。以上结

果表明在炎症软骨细胞中，TREM1表达增加，抑制其表达可

同时减少炎性因子表达，提示 TREM1可能在 OA发生发展中

addition, PCR Array results indicated that overexpression of TREM1 caused metabolic disturbances in ATDC5 cells.

TREM1, to a certain extent, increases imbalance of mitochondrial dynamics and apoptosis of chondrocytes. Targeting TREM1 may

provide a new direction for the treatment of osteoarthritis.

TREM1; Chondrocyte; Osteoarthritis; Mitochondrial Dynamics; Apoptosis
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图 2抑制 TREM1可缓解 IL-1茁诱导的软骨细胞线粒体动力学失衡和凋亡
Fig.2 Inhibition of TREM1 alleviates IL-1茁-induced imbalance of mitochondrial dynamics and apoptosis in chondrocytes

Note: *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

图 1抑制 TREM1可缓解 IL-1茁诱导的软骨细胞炎症表达
Fig.1 Inhibition of TREM1 alleviates IL-1茁-induced chondrocyte inflammation

Note: *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

产生不良影响。

2.2 抑制 TREM1可缓解 IL-1茁诱导的软骨细胞线粒体动力学
失衡和凋亡

我们使用 Mito-Tracker染色实验以观察软骨细胞线粒体

动力学状态。结果发现，IL-1茁处理后软骨细胞线粒体呈细小点
状，提示线粒体分裂增加，线粒体动力学失衡。而 TREM1抑制

剂 LR12处理后软骨细胞线粒体呈现细长而相互连接的形态

（见图 2A），线粒体动力学平衡重新恢复。线粒体通过改变其分

裂融合周期，调节凋亡相关蛋白表达进而启动细胞死亡，从而

对应激作出反应[8]。为进一步观察 TREM1是否同时影响软骨

细胞凋亡，我们采用了 TUNEL染色，结果显示与对照组相比，

软骨细胞经 IL-1茁处理后凋亡明显增加，而抑制 TREM1可明

显缓解 IL-1茁导致的软骨细胞凋亡（见图 2B-C，P<0.05）。
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图 3过表达 TREM1可促进软骨细胞线粒体动力学失衡和凋亡

Fig.3 Overexpression of TREM1 promotes imbalance of mitochondrial dynamics and apoptosis in chondrocytes

Note: *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

2.3 过表达 TREM1可促进软骨细胞线粒体动力学失衡和凋亡

为探索 TREM1基因对于软骨细胞线粒体动力学和凋亡

的直接作用，我们使用空载质粒、TREM1过表达质粒和 LR12

处理 ATDC5细胞。Mito-Tracker染色显示，与 OE-NC组相比，

OE-TREM1组软骨细胞线粒体形态呈细小点状，线粒体分裂明

显 增 加 ，出 现 线 粒 体 动 力学 失 衡 （见 图 3A）。 而

OE-TREM1+LR12组软骨细胞线粒体动力学平衡得到了一定

程度的恢复，线粒体呈现细长而相互连接的形态。此外，

TUNEL染色显示过表达 TREM1后软骨细胞凋亡明显增加，

而 LR12 处理可减少过表达 TREM1 引起的细胞凋亡（见图

3B-C，P<0.05）。我们进一步使用 PCR Array实验检测软骨细胞

凋亡及代谢相关基因，结果显示过表达 TREM1后凋亡相关基

因 BAX 表达增加，三羧酸循环相关基因 PFKL、PDHB 和

PDK2表达减少，糖酵解相关基因 ENO2和 PGK1表达增加，

提示线粒体代谢功能减弱（见图 3D，P<0.05），进一步证明
TREM1对于软骨细胞线粒体动力学失衡和凋亡的促进作用。

3 讨论

骨关节炎是一种退行性关节疾病，其临床表现主要为关节

疼痛肿胀、活动受限、僵硬和畸形，其病因包括年龄、创伤、肥

胖、劳损、关节先天性异常等多种因素。随着人口老龄化，OA

已成为一个日益严重的健康问题，影响到了 10-15%的 60岁以

上成年人，且女性发病率高于男性[9]。软骨细胞衰老和凋亡、细

胞外基质降解、滑膜炎症及软骨下骨功能障碍等是骨关节炎的

核心病理改变[10]。软骨细胞仅约占关节软骨的 5%，但在软骨稳

态中发挥核心作用[11]。Ansari等发现，在骨关节炎中，软骨细胞

在炎性刺激后会出现明显的线粒体动力学异常，并伴随代谢紊

乱及细胞凋亡等[12-14]。线粒体作为细胞的动力工厂，在许多重要

的细胞功能中发挥作用，包括细胞生长、周期、死亡和分化等。

线粒体功能障碍和代谢障碍已被确定为 OA起始和进展的标

志[15, 16]。IL-1茁是骨性关节炎最重要的炎症介质之一，且能损伤
软骨细胞的线粒体功能 [17，18]。本研究发现软骨细胞经过 IL-1茁
处理后出现 TREM1及炎症因子 IL-6 mRNA表达的显著升高。

LR12是一种 TREM1抑制多肽，在多种炎症性疾病中可显著

降低炎症因子的表达[19]。我们的研究发现与单纯 IL-1茁处理相
比，TREM1抑制剂(即 LR12)处理可减轻软骨细胞 TREM1及

IL-6的表达，表明 TREM1可能促进 IL-1茁刺激后的软骨细胞
炎症反应，提示 TREM1对 OA发生发展具有不良影响。

线粒体动力学指线粒体通过融合和分裂过程，引起其形

态、数目及分布动态变化的过程，进而影响细胞 ATP的产生、

代谢、内环境平衡、应激反应等[20-22]。线粒体动力学平衡是调节

线粒体结构、功能和细胞健康的关键机制，有利于维持线粒体

的结构和功能完整性，以应对不断变化的病理生理条件[23-27]。在

正常状态下，线粒体呈现规则有序的网状结构，以保证细胞能

量的供应[28]。Mito-Tracker染色表明 IL-1茁刺激后软骨细胞出
现线粒体动力学紊乱，分裂增加，即呈现小而点状的形态，抑制

表达 TREM1 后这种线粒体结构异常得到恢复；而过表达

TREM1后软骨细胞线粒体也出现动力学紊乱，在此基础上抑

制 TREM1可一定程度恢复正常的线粒体形态。另外，本研究

发现在过表达 TREM1后，软骨细胞有氧糖代谢基因表达减

少，无氧糖代谢基因表达增加，提示 TREM1可损害软骨细胞

代谢。以上结果说明 TREM1可促进软骨细胞线粒体动力学紊
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乱，进而影响代谢平衡。

线粒体作为动态的生物物理系统，其动力学变化在控制细

胞死亡和存活的生理和病理过程中发挥着重要的调节作用，当

出现线粒体动力学紊乱时，也会导致细胞的凋亡增加 [29-33]。

TUNEL染色结果显示 IL-1茁处理后软骨细胞凋亡明显增加，
TREM1抑制剂处理则可减轻 IL-1茁诱导的软骨细胞凋亡。此
外，TREM1抑制剂处理也可挽救过表达 TREM1导致的软骨

细胞凋亡。以上结果表明 TREM1可能通过破坏软骨细胞线粒

体动力学平衡以及促进软骨细胞凋亡，从而促进软骨炎症。

综上所述，本研究通过体外实验探讨了 TREM1对于软骨

细胞线粒体动力学及凋亡的影响，证明 TREM1可以促进软骨

细胞炎症因子表达、线粒体动力学失衡和凋亡，抑制 TREM1

表达对软骨细胞具有保护作用，具有一定的临床应用价值。但

本研究尚未进行深入的分子机制研究，未来需要进行进一步探

讨，从而为骨关节炎新的治疗靶点提供理论依据和研究思路。
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