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金雀异黄酮对依托泊苷诱导软骨细胞衰老的
保护作用及其机制

王金虹 1，2，陈天宇 1，2，毛丽芳 1，2，赵英杰 1，2，周仁鹏 1，2，胡 伟 1，2，鲁 超 1，3

（1 安徽医科大学药学科学学院，合肥 230032；2 安徽医科大学第二附属医院药物临床试验

研究中心，合肥 230601；3 安徽理工大学第一附属医院药物临床试验研究中心，淮南 232007）
摘要 目的　探究金雀异黄酮（Gen）对依托泊苷（etoposide）诱导的软骨细胞衰老的保护作用及其机制。方法　采用不同浓度

的 Gen 和 etoposide 处理 C28/I2 细胞系，CCK-8 法检测细胞活力。用 etoposide 诱导 C28/I2 软骨细胞衰老模型，Gen 进行干预。采

用衰老相关 β-半乳糖苷酶（SA-β-gal）染色法检测软骨细胞的衰老阳性率及染色特征。采用蛋白质印迹法（Western blot）、逆转

录-定量聚合酶链反应（RT-qPCR）和免疫荧光染色法检测过氧化物还原酶 6（Prdx6）、细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 1 A
（p21）、细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 2A（p16）表达。使用谷胱甘肽过氧化物酶试剂盒测定谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）活

性。通过分子对接验证 Gen 与 Prdx6 的直接结合。最后采用 Prdx6-siRNA 沉默实验明确 Prdx6 的功能必要性。结果　与 etopo⁃
side 组相比，Gen+etoposide 组 C28/I2 软骨细胞活性升高（P<0. 01）、软骨细胞衰老相关蛋白 p21、p16 表达降低（P<0. 01，P<
0. 05）、软骨细胞衰老相关基因 p21、p16 的表达降低（P<0. 01）、软骨细胞衰老相关蛋白 p21、p16 的荧光强度降低（P<0. 05， P<
0. 01），SA-β-gal 阳性细胞比例降低（P<0. 01）。与 Control 组相比，etoposide 组 Prdx6 表达降低（P<0. 05）；与 etoposide 组相比，

Gen+etoposide 组 Prdx6 表达升高（P<0. 01）。与 Control 组相比，si-Prdx6 组 GPx 活性降低（P<0. 01）；与 si-Prdx6 组相比，si-Prdx6+
Gen 组 GPx 活性升高（P<0. 05）。分子对接结果显示，Gen 与 Prdx6 活性位点存在氢键相互作用。Prdx6 敲低后 Gen+etoposide+
si-Prdx6 组软骨细胞衰老相关基因 p21、p16 的表达和软骨细胞衰老相关蛋白 p21、p16 的荧光强度升高 （均 P<0. 01）。结论　

Gen 可通过上调 Prdx6 表达，抑制 etoposide 诱导的 C28/I2 软骨细胞衰老。研究为软骨细胞衰老相关疾病的预防与治疗提供了

潜在药物。
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软骨细胞是关节软骨组织内唯一细胞类型，对

细胞外基质合成更新及软骨组织稳态维系至关重

要［1］。软骨细胞衰老是软骨退行性疾病的核心驱动

因素，可破坏细胞代谢与关节微环境平衡、抑制组

织修复能力［2］。靶向干预衰老软骨细胞信号通路可

延缓病变进程［3］。氧化应激通过活性氧损伤细胞结

构，激活衰老信号通路，加速软骨衰老［4］。过氧化物

还原酶 6（peroxiredoxin 6， Prdx6）作为过氧化物还原

蛋白家族的多功能酶，在抗氧化防御中作用关键［5］。

研究［6–7］表明 Prdx6 调控衰老与代谢性肌少症的交

互作用，还可介导细胞外囊泡对骨关节炎软骨细胞

的保护作用。金雀异黄酮（genistein， Gen）是异黄酮

类的非甾体植物雌激素［8］。Gen 具有抗炎、抗氧化

和免疫调节等功能［9–10］。不同剂量 Gen 可抑制骨关

节炎模型大鼠关节疼痛与炎症，减轻软骨细胞凋亡

及软骨破坏［11–12］。但 Gen 是否通过调控 Prdx6 发挥

抗软骨细胞衰老作用尚未明确。该文拟探究 Gen 对

依托泊苷（etoposide）诱导的软骨细胞衰老的保护作

用及机制，为软骨退行性疾病防治提供潜在靶点与

理论依据。

1　材料与方法

1. 1　材料　

1. 1. 1　细胞株　 软 骨 细 胞 系（C28/I2）购 自 美 国

ATCC 公司。

1. 1. 2　试 剂　 Gen（CAS 编 号 ：446-72-0，纯 度 ≥ 
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98%）购自上海麦克林生化科技股份有限公司；eto⁃
poside（CAS 号：33419-42-0，纯度：99. 62%）购自美

国 MedChemExpress 公司；胎牛血清（货号：086-450）
购自南京维森特生物技术有限公司；RIAP 裂解液、

β-半乳糖苷酶（β-galactosidase， SA-β-gal）检测试剂

盒及胰酶（货号：P0013B、C0602、C0201）购自上海碧

云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ；CCK-8 试 剂 盒（货 号 ：

C0005）购 自 美 国 Target MOL 公 司 ；抗 Prdx6 抗 体

（anti-peroxiredoxin 6 antibody）、抗细胞周期蛋白依

赖性激酶抑制剂 1A 抗体、抗细胞周期蛋白依赖性激

酶 抑 制 剂 2A 抗 体（ 货 号 ：ab73350、ab288213、

ab270058）购自美国 Abcam 公司；β-actin 内参抗体、

Western blot 辣根酶标记山羊抗兔 IgG 和辣根酶标记

山羊抗小鼠 IgG（货号：TA-09、ZB-2301、ZB-2305）购

自北京中杉金桥生物技术有限公司。

1. 2　主要仪器　二氧化碳培养箱（型号：371Steri-
Cycle）购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；酶标

仪（型号：800TS）购自美国 BioTek 公司；荧光倒置显

微镜（型号：AxioVert. A1）购自德国 ZEISS 公司；电

泳仪（型号：EpS 300）购自上海天能科技有限公司；

高速冷冻离心机（型号：5424 R）购自德国 Eppendorf
公司；超净工作台（型号：SW-CJ-1FD）购自苏州净化

设备有限公司；实时荧光定量 PCR 仪（型号：CFX 
Connect）购自美国 Bio-Rad 公司。

1. 3　方法　

1. 3. 1　细胞培养　软骨细胞培养采用含 10% 胎牛

血 清 和 1% 双 抗（青 霉 素 -链 霉 素 混 合 液）的 高 糖

DMEM 培养基，于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中进

行。待细胞贴壁生长至培养瓶底铺满时，使用胰蛋

白酶消化液进行传代处理，获得的细胞用于后续实

验研究。

1. 3. 2　药物处理　将 1. 69 mg Gen 和 11. 77 mg eto⁃
poside 分 别 溶 于 1 mL DMSO 得 6. 25 mmol/L 和 20 
mmol/L 储备液（−20 ℃避光）；用时取 1 μL 或 0. 25 μL
储备液直接加至 1 mL 完全培养基，混匀即得 6. 25 
μmol/L Gen 或 5 μmol/L etoposide 工作液，联合组则

两个储备液按 1 μL+0. 25 μL 同管稀释至 1 mL；弃原

培 养 基 后 12 孔 板 每 孔 加 1 mL 工 作 液 ，37 ℃、5% 
CO₂ 孵育 24 h，全程避光。

1. 3. 3　CCK-8 法检测细胞活力　首先在 96 孔板中

接种适量细胞悬液，每孔 100 μL，加入相应药物处

理 24 h，待细胞贴壁生长。检测前，每孔加入 10 μL 
CCK-8 试剂，轻轻振荡使试剂与培养基充分混匀，避

免产生气泡。将培养板置于培养箱中避光孵育 1~4 
h，待溶液显色反应达到稳定状态后，采用酶标仪在

450 nm 波长下测定吸光度。

1. 3. 4　细胞衰老 SA-β-gal 检测　将加药处理好的

24 孔板细胞吸弃培养液，用 PBS 润洗 3 次后，加 1 mL
含 2% 多聚甲醛的固定液室温固定 15 min，再用 PBS
漂洗 3 次。吸净后加现配染色工作液，封口膜密封，

于 37 ℃、5% CO2 培养箱避光孵育 12~16 h。染色完

成后若不立即观察，可移除染色液，加 PBS 于 4 ℃保

存。观察时用普通光学显微镜计数蓝色颗粒沉积

的衰老阳性细胞，计算其占总细胞数的百分比来量

化细胞衰老水平。

1. 3. 5　实时定量逆转录聚合酶链反应（reverse 
transcription quantitative polymerase chain reaction，

RT-qPCR）检测　将加药处理好的 6 孔板软骨细胞，

使用 TRIzol 试剂提取总 RNA，测定 RNA 浓度并评估

纯度。通过逆转录反应将 RNA 成 cDNA。在 mRNA
表达水平检测中，采用两步式 PCR 扩增策略对目标

基因进行特异性扩增。经扩增完成后，运用相对定

量 算 法 ，精 准 测 算 mRNA 的 相 对 表 达 丰 度 。 RT-

qPCR 合成的基因序列见表 1。

1. 3. 6　Western blot 定量分析　将加药处理的 6 孔

板软骨细胞，用蛋白裂解液提取蛋白并进行 SDS-

PAGE 电泳。电泳完成后，再转移到聚偏二氟乙烯

膜上用 5 %脱脂牛奶封闭。然后使用 TBST 洗膜，加

特异性一抗于 4 ℃湿盒过夜，次日加入对应种属的

二抗（如山羊抗兔/鼠 IgG）进行孵育。最后采用增强

化学发光或显色底物可视化免疫复合物，利用 Im⁃
ageJ 软件量化条带灰度值，获取目标蛋白相对表

达量。

1. 3. 7　免疫荧光染色　将加药处理好的 24 孔板软

骨细胞，用 PBS 洗涤 3 次，4 %多聚甲醛固定 30 min。

以含 0. 2% Triton X-100 溶液通透细胞膜，1% BSA
封闭液孵育 1 h。加特异性一抗于 4 ℃湿盒过夜，次

日避光用 Alexa Fluor 488 二抗孵育 1 h，DAPI 复染细

胞核 10 min，滴抗荧光淬灭剂封片后，立即用荧光显

表1　RT-qPCR引物序列

Tab. 1　Sequences of primers for RT-qPCR

Gene
Gapdh

Prdx6

p16

p21

Forward primer （5′-3′）

CAGGAGGCATTGCTGATGAT
GACTCATGGGGCATTCTCTTC
GGAAGGTCCCTCAGACATC
GACATCTCAGGGCCGAAAAC

Revers primer （5′-3′）

GAAGGCTGGGGCTCATTT
CAAGCTCCCGATTCCTATCATC
GCGCTACCTGATTCCAATTC
GAATGAAGGCTAAGGCCAGAAGA
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微镜观察采集图像。

1. 3. 8　Prdx6-siRNA 转染　当接种达到 70% ~80%
细胞密度的 C28/I2 软骨细胞 6 孔板，吸弃培养液，用

PBS 洗涤细胞。配制转染体系：取 Opti-MEM 培养基

分别稀释 LipofectamineTM 3000 试剂和 Prdx6-siRNA
或阴性对照 siRNA，将二者混匀，继续孵育 15~20 
min 形成复合物。把复合物逐滴加入含无血清培养

基的细胞孔中，轻轻晃动培养板。放置培养箱转染

6 h 后更换为完全培养基，加入药物后继续培养即可

开展后续实验。

1. 3. 9　 Gen 分 子 与 Prdx6 蛋 白 的 对 接　 利 用

Autodock 进行分子对接实验，并利用 Pymlol 和 Lig⁃
plus 进行结果可视化，展示 Gen 分子与 Prdx6 蛋白相

互作用。

1. 4　统计学处理　采用 Graphpad prism 8. 0 软件分

析数据，计量资料以 x̄±s 表示，多组间差异比较采用

单因素方差分析，两组间差异的比较采用 t 检验，以

P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　Gen对 etoposide诱导的C28/I2软骨细胞细胞

活力的影响　CCK-8 法分析结果显示，使用不同浓

度的 etoposide（1、5、10、20、50 μmol/L）处理 C28/I2 软

骨细胞 24 h 后，与 Control 组相比，5 μmol/L 及以上

浓度组细胞活性降低，故确定 5 μmol/L 为造模浓度

（t=5. 39，P<0. 01），见图 1A。用不同浓度 Gen 处理

C28/I2 软骨细胞 24 h 后，与 Control 组相比，Gen 的浓

度在 25 μmol/L 以下，不影响细胞活性，当 Gen 的浓

度≥50 μmol/L 则细胞活性下降，提示 25 μmol/L 为

Gen 的安全浓度上限（t=12. 07，P<0. 01），见图 1B。

通过使用 5 μmol/L etoposide 与不同浓度 Gen（6. 25、

12. 5、25、50、100 μmol/L）共 处 理 C28/I2 软 骨 细 胞

24 h 后 ，与 etoposide 组 相 比 ，Gen + etoposide 组 当

Gen 的浓度达到 6. 25 μmol/L 时，细胞活性提高。因

此 ，取 6. 25 μmol/L 浓 度 Gen 用 于 后 续 研 究（t=
18. 60，P<0. 01），见图 1C。

2. 2　Gen对 etoposide诱导的C28/I2软骨细胞细胞

衰老的影响　为明确 Gen 对 etoposide 诱导的 C28/I2
软骨细胞衰老的影响，采用 etoposide 诱导建立 C28/
I2 软骨细胞衰老，通过多种方法检测衰老相关指

标。Western blot 检测结果显示：与 Control 组相比，

etoposide 组衰老标志物 p21、p16 的蛋白表达升高（t=
8. 89，P<0. 01；t=2. 45，P<0. 05）；与 etoposide 组 相

比，Gen+etoposide 组衰老标志物 p21、p16 的蛋白降

低（t=4. 70，P<0. 01；t=7. 24，P<0. 05），见图 2A-2C。

RT-qPCR 法结果显示：与 Control 组相比，etoposide
组衰老标志物 p21、p16 的基因表达升高（t=8. 85、

7. 93，均 P<0. 01）；与 etoposide 组 相 比 ，Gen+etopo⁃
side 组 衰 老 标 志 物 p21、p16 的 基 因 表 达 降 低（t=
3. 94、6. 05，均 P<0. 01），见图 2D、2E。免疫荧光法

结果显示：与 Control 组相比，etoposide 组衰老标志

物 p21、p16 的荧光强度升高（t=5. 61、30. 38，均 P<
0. 01）；与 etoposide 组相比，Gen+etoposide 组衰老标

志物 p21、p16 的荧光强度降低（t=2. 78、P<0. 05；t=
13. 25，P<0. 01），见图 2F、2G。SA-β-gal 染色结果显

示：与 Control 组相比，etoposide 组衰老细胞阳性率

升高（t=14. 61，P<0. 01）；与 etoposide 组相比，Gen+
etoposide 组衰老细胞阳性率降低（t=5. 90，P<0. 01），

见图 2H。以上结果提示 Gen 能有效抑制 etoposide
诱导的软骨细胞衰老。

2. 3　Gen对衰老软骨细胞中 Prdx6表达的影响　

Western blot 检 测 C28/I2 软 骨 细 胞 衰 老 相 关 蛋 白

图 1　Gen对 etoposide诱导的C28/I2软骨细胞细胞活力的影响

Fig. 1　The effects of Gen on the viability of etoposide-induced C28/I2 chondrocytes
  A： The effects of different concentrations of etoposide on the viability of C28/I2 chondrocytes detected by CCK-8 assay； B： Cytotoxicity of different 
concentrations of Gen on C28/I2 chondrocytes detected by CCK-8 assay； C： Viability of C28/I2 chondrocytes treated with Gen combined with etoposide 
detected by CCK-8 assay； **P<0. 01 νs Control group；# P<0. 05，## P<0. 01 νs etoposide group.   
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Prdx6 的表达水平，结果显示，与 Control 组相比，eto⁃
poside 组 Prdx6 的蛋白表达降低（t=4. 36，P<0. 05）；

与 etoposide 组相比，Gen+etoposide 组 Prdx6 的蛋白

升高（t=5. 50，P<0. 01），见图 3A。RT-qPCR 结果显

图2　Gen对 etoposide诱导的C28/I2软骨细胞细胞衰老的影响

Fig. 2　The effects of Gen on etoposide-induced senescence of C28/I2 chondrocytes
A-C： Western blot analysis of p21 and p16 protein expression in C28/I2 cells in each group； D，E： RT-qPCR detection of p21 and p16 mRNA lev⁃

els； F，G： Immunofluorescence staining showing the fluorescence intensity of p21 and p16    ×200； H： Statistical analysis of the positive rate of senes⁃
cent cells by SA-β-gal staining    ×200； a： Control group； b： etoposide group； c： Gen group； d： Gen + etoposide group； *P<0. 05，**P<0. 01 νs Con⁃
trol group；#P<0. 05，##P<0. 01 νs etoposide group.
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示：与 Control 组相比，etoposide 组 Prdx6 的基因表达

降低（t=13. 77，P<0. 01）；与 etoposide 组相比，Gen+
etoposide 组 Prdx6 的 基 因 表 达 升 高（t=4. 58，P<
0. 01），见图 3B。谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione 
peroxidase，GPx）活性实验结果显示：与 Control 组相

比，si-Prdx6 组 GPx 活性降低（t=5. 04，P<0. 01）；与

si-Prdx6 组相比，Gen+si-Prdx6 组 Prdx6 的 GPx 活性

提升（t=3. 55，P<0. 05），见图 3C。分子对接实验结

果显示，Gen （PubChem CID：5280961）与 Prdx6（Uni⁃
Prot ID：P30041）蛋白对接有氢键，结合能−25. 104 
kJ/mol，证实 Gen 可能结合 Prdx6。见图 3D-3G。综

上，Gen 可升高 Prdx6 表达和恢复过氧化物酶活力，

从而抑制 etoposide 诱导的软骨细胞衰老。

2. 4　敲低 Prdx6 后 Gen 对软骨细胞衰老的影响　　

通过转染 Prdx6-siRNA 敲低 Prdx6。RT-qPCR 实验

结 果 显 示 ：与 si-NC 对 照 组 相 比 ，si-Prdx6 转 染 组

Prdx6 mRNA 水平降低，证实敲低模型构建成功（t=
5. 59，P<0. 01），见图 4A。采用 RT-qPCR 检测各组

细胞 p21 和 p16 的表达，结果显示：与 Control 组相

比，etoposide 组 p21、p16 表达量升高（t=15. 73、6. 62，

均 P<0. 01）；与 etoposide 组相比，Gen+etoposide+si-
NC 组 p21、p16 表 达 量 降 低（t=3. 51，7. 11 均 P<
0. 01）；与 Gen+etoposide+si-NC 组 相 比 ，Gen+etopo⁃

side+si-Prdx6 组 中 p21、p16 的 mRNA 表 达 升 高（t=
4. 33、7. 12，均 P<0. 01），见图 4B、4C。免疫荧光染

色法检测各组细胞 p21 和 p16 的表达，结果显示：与

Control 组相比，etoposide 组 p21、p16 表达量升高（t=
10. 75、29. 96，均 P<0. 01）；与 etoposide 组相比，Gen+
etoposide+si-NC 组 p21、p16 表 达 量 降 低（t=7. 01、

15. 48，均 P<0. 01）；与 Gen+etoposide+si-NC 组相比，

Gen+etoposide+si-Prdx6 组中衰老标志物 p21、p16 的

荧 光 强 度 上 升（t=4. 05、t=7. 35，均 P<0. 01），见 图

4D、4E。提示敲低 Prdx6 可以逆转 Gen 抑制软骨细

胞衰老的作用，加剧软骨细胞衰老。

3　讨论

衰老是一个复杂的、多方面的过程，靶向 DNA
损伤及其与衰老的机制联系，将为开发统一的干预

措施以抵消与年龄相关的功能障碍和疾病提供合

乎逻辑的理论依据［13］。etoposide 作为 DNA 损伤的

拓扑异构酶Ⅱ抑制剂，能够抑制蛋白酶体相关基因

的表达，致使泛素-蛋白酶体系统功能受损，蛋白酶

体活性降低会引发错误蛋白的积累，进而导致氧化

应激增强以及细胞稳态失衡，会加速细胞衰老进

程［14］。目前有研究［15］已证实，软骨细胞衰老已被确

定为细胞外基质代谢失调的关键事件。当衰老软

图3　Gen对衰老软骨细胞中Prdx6表达的影响

Fig. 3　The effects of Gen on Prdx6 expression in senescent chondrocytes
  A： Western blot analysis of Prdx6 protein expression in C28/I2 cells in each group； B： RT-qPCR detection of Prdx6 mRNA levels； C： Determina⁃
tion of GPx activity using a GPx assay kit； D： Overall view of molecular docking between Gen and Prdx6； E： Gen embedded in the active binding region 
of Prdx6 protein； F： The Genistein-Prdx6 complex maintained conformational stability through multiple hydrogen bond interactions； G： 2D interaction 
diagram showing that Gen bound to Prdx6； a： Control group； b： etoposide group； c： Gen group； d： Gen + etoposide group； e： si-Prdx6 group； f： si-
Prdx6+ Gen group； *P<0. 05， ** P<0. 01 νs Control group； ##P<0. 01 νs etoposide group； &P<0. 05 νs si-Prdx6 group.   
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骨细胞在骨关节组织中积累时，增加骨关节炎等退

行性疾病的发生风险。通过靶向调控衰老相关关

键信号通路，抑制氧化应激增强并纠正细胞稳态失

衡，有助于治疗骨关节退行性疾病。

氧化应激状态下，过量活性氧可诱导软骨细胞

脂质过氧化水平升高，进而加速软骨基质降解、促

图4　敲低Prdx6后Gen对软骨细胞衰老的影响

Fig. 4　Impact of genistein on chondrocyte senescence after Prdx6 knockdown
  A： RT-qPCR detection of prdx6 mRNA levels； B，C： RT-qPCR detection of p21 and p16 mRNA levels； D，E： Immunofluorescence staining show⁃
ing the fluorescence expression intensity of p21 and p16    ×200； a： si-NC group； b：si-Prdx6 group； c： Control group； d： etoposide group； e： Gen + 
etoposide + si-NC group； f： Gen + etoposide+si-Prdx6 group； △△P<0. 01 νs si-NC group； **P<0. 01 νs Control group； ##P<0. 01 νs etoposide group； 
&&P<0. 01 νs Gen+etoposide+si-NC group.   
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进软骨细胞衰老［16］。研究［9］表明，Gen 可通过抑制

氧化应激信号通路，减少软骨细胞内脂质过氧化反

应的发生。本研究中，为深入探究 Gen 的抗软骨细

胞衰老机制，采用 etoposide 诱导 C28/I2 软骨细胞构

建衰老模型。经鉴定，模型构建成功后，衰老标志

物 p21 和 p16 表达显著上调；而 Gen 处理后衰老标志

物 p21 和 p16 表达显著下降，证实 Gen 有效抑制软骨

细胞衰老。

Prdx6 作为过氧化物还原蛋白家族中具有双重

酶活性的独特成员，在调控细胞氧化还原稳态、线

粒 体 能 量 代 谢 及 抗 凋 亡 信 号 通 路 中 发 挥 关 键 作

用［17］。本研究中，etoposide 诱导 C28/I2 软骨细胞衰

老中 Prdx6 表达下降，加入 Gen 干预后，Prdx6 表达上

升。通过 GPx 试剂盒检测结果显示，敲低 Prdx6 后

GPx 活性降低；加 Gen 处理后，GPx 活性提升。结合

分子对接实验呈现的 Gen 与 Prdx6 催化结构域特异

性结合现象，证明 Gen 可靶向 Prdx6。然后进一步探

究 Prdx6 在 Gen 抗软骨细胞衰老过程中的作用，研究

采用 Prdx6-siRNA 介导的基因敲低实验。结果显

示，Prdx6 敲低后衰老标志物 p21、p16 的表达量分别

升高，表明敲低 prdx6 可以逆转 Gen 对软骨细胞衰老

的抑制作用。因此推测 Gen 可能是通过上调 Prdx6
和 GPx 活性，维持软骨细胞氧化还原稳态抑制软骨

细胞衰老。

综上所述，Gen 可以抑制 etoposide 诱导 C28/I2
软骨细胞衰老，其作用机制在于能够靶向 Prdx6 并

上调 Prdx6 表达，提升 GPx 活性，维持软骨细胞氧化

还原稳态，最终显著下调衰老标志物 p21 与 p16 的

表达水平；而 Prdx6 作为介导 Gen 抗软骨细胞衰老效

应的关键靶点，Prdx6 基因沉默会显著削弱 Gen 的保

护作用。这些结果初步阐明了 Gen 通过靶向调控

Prdx6 抑制软骨细胞衰老的作用机制。后续研究中

一方面完成定点突变或热位移实验以完善分子机

制证据链，另一方面构建动物疾病模型，在体内验

证 Gen 的软骨保护作用。
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Protective effect and mechanism of genistein on 
etoposide-induced chondrocyte senescence

Wang Jinhong1，2， Chen Tianyu1，2， Mao Lifang1，2， Zhao Yingjie1，2， Zhou Renpeng1，2， Hu Wei1，2， Lu Chao1，3

（1 School of Pharmacy， Anhui Medical University， Hefei     230032； 2 Drug Clinical Trial Research Center， 
The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University， Hefei     230601； 3 Drug Clinical Trial Research 

Center， The First Affiliated Hospital of Anhui University of Science and Technology， Huainan     232007）

Abstract Objective　To investigate the protective effect of genistein （Gen） on etoposide-induced chondrocyte se⁃
nescence and its underlying mechanism. Methods　The C28/I2 cell line was treated with different concentrations 
of Gen and etoposide， and the cell viability was detected by the CCK-8 assay.  The senescence model of C28/I2 
chondrocytes was induced by etoposide， with Gen intervention.  Senescence-associated β-galactosidase （SA-β-gal） 
staining was performed to detect the senescence-positive rate and staining characteristics of chondrocytes.  The ex⁃
pressions of peroxiredoxin 6 （Prdx6）， cyclin-dependent kinaseto clarify the functional necessity of Prdx6. Results　
Compared with the etoposide group， the C28/I2 chondrocyte viability significantly increased （P<0. 01）， the expres⁃
sion ofsenescence-associated proteins p21 and p16 decreased （P<0. 01， P<0. 05）， the expression of senescence-

associated genes p21 and p16 reduced （both P<0. 01）， the fluorescence intensity of senescence-associated proteins 
p21 and p16 was diminished （P<0. 05， P<0. 01）， and the proportion of SA-β -gal-positive cells decreased （P<
0. 01） in the Gen+etoposide group.  Compared with the Control group， the expression of Prdx6 was downregulated 
in the etoposide group （P<0. 05）.  Compared with the etoposide group， the expression of Prdx6 was upregulated in 
the Gen+etoposide group （P<0. 01）.  Compared with the Control group， the GPx activity significantly decreased in 
the si-Prdx6 group （P<0. 01）.  Furthermore， compared with the si-Prdx6 group， the GPx activity increased in the 
si-Prdx6+Gen group （P<0. 05）.  Molecular docking results revealed that Gen formed hydrogen bond interactions 
with the active site of Prdx6.  After Prdx6 knockdown， the expression of senescence-associated genes p21 and p16 
and the fluorescence intensity of senescence-associated proteins p21 and p16 both increased in the Gen+etoposide+
si-Prdx6 group （both P<0. 01）. Conclusion　 Gen can inhibit etoposide-induced senescence of C28/I2 chondro⁃
cytes by upregulating the expression of Prdx6.  This study provides potential drug targets and experimental basis for 
the prevention and treatment of chondrocyte senescence-related diseases.
Key words genistein； Prdx6； chondrocytes； senescence； molecular docking； etoposide
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