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研究原著

人骨关节炎软骨细胞上调成骨细胞中骨保护素的作用途径

文题释义：
印度刺猬蛋白(Indian hedgehog protein，IHH)：是一种细胞信号蛋白，其是刺猬蛋白(Hedgehog protein，Hh)家族的成员之一，Hh在胚胎及
出生后器官发育中起到重要的调控作用。近年研究发现IHH在骨关节炎的发生和发展中也起到调控作用。 
OPG/RANKL比值：OPG能够通过结合RANKL阻断 RANKL与其受体RANK结合抑制破骨细胞成熟，进而抑制骨吸收，因此OPG和RANKL的相对
浓度和平衡决定了骨吸收和骨形成的平衡。当OPG的浓度高于RANKL时，骨吸收被抑制，有利于骨形成；相反，当RANKL的浓度高于OPG
时，骨吸收增加，导致骨丢失。

摘要
背景：研究发现上调的刺猬蛋白信号将导致骨关节炎标志物蛇毒蛋白Runx2、聚蛋白多糖酶5、COL10A1以及基质金属蛋白酶13的升高，而
抑制刺猬蛋白能减轻骨关节炎的严重程度。猜测骨关节炎软骨细胞能够通过印度刺猬蛋白(Indian hedgehog protein，IHH)信号通路影响成
骨细胞来影响骨的形成。
目的：探索人骨关节炎软骨细胞对软骨下成骨细胞的影响。
方法：收集骨关节炎患者的胫骨平台标本，使用酶解法提取软骨细胞，利用酶预消化+骨块法提取成骨细胞。采用甲苯胺蓝染色和免疫荧
光鉴定软骨细胞；采用碱性磷酸酶染色和免疫荧光鉴定成骨细胞，在海藻酸钠珠中以维持软骨细胞表型，将其与成骨细胞共培养，共培
养系统中分别加入IHH信号通路的抑制剂(Cyclopamine，10 nmol/L)和激活剂(Purmorphamine，10 nmol/L)，48 h后收集各组成骨细胞，利
用qRT-PCR检测成骨细胞中Gli1、骨保护素、Runx2、甲状旁腺激素相关肽、碱性磷酸酶、核因子κB受体活化因子配体(receptor activator of  
NF-kB ligand，RANKL)以及骨钙素等基因mRNA的表达；利用Western blot检测各处理组的成骨细胞中GLi1、骨保护素、RANKL蛋白的表达。
结果与结论：①与骨关节炎软骨细胞共同培养时，成骨细胞中GLi1、骨保护素、RUNX2的mRNA表达水平明显增加，而甲状旁腺激素相关
肽的mRNA表达水平相对降低(P < 0.05)；加入IHH抑制剂(Cyclopamine)后，IHH信号通路目的基因Gli1在mRNA和蛋白水平上表达均明显降低
(P < 0.05)，加入IHH信号通路激活剂(Purmorphamine)后，Gli1在mRNA及蛋白水平上表达均明显升高(P < 0.05)；骨保护素在实验中表现出与
Gli1相同的变化趋势。②成骨细胞骨保护素/RANKL比值测定结果显示，与骨保护素的趋势相同。③结果表明，人骨关节炎软骨细胞能够促
进成骨细胞中Gli1、骨保护素、Runx2等蛋白的表达；其中骨保护素的上调与IHH信号通路相关；骨关节炎软骨细胞能够通过IHH信号通路
上调成骨细胞骨保护素的表达进而上调骨保护素/RANKL的比值，这将有助于软骨下骨中的骨形成。 
关键词：骨关节炎；成骨细胞；软骨细胞；印度刺猬信号通路；骨保护素；核因子κB受体活化因子配体
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Abstract
BACKGROUND: Upregulation of hedgehog protein signaling can increase the expression of osteoarthritis markers, Runx2, a disintegrin and metalloproteinase 
with thrombospondin motifs, collagen type X alpha 1, and matrix metalloproteinase 13, while inhibition of hedgehog proteins attenuates the severity of 
osteoarthritis. It is speculated that osteoarthritic chondrocytes can influence bone formation by affecting osteoblasts through the Indian hedgehog protein (IHH) 
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0   引言   Introduction
在世界范围内，大约有 2.4 亿骨关节炎患者是有临床症

状的，轻则慢性疼痛，重则残疾甚至死亡，因此骨关节炎是

中老年人致残的最主要原因之一
[1-2]

。目前关于骨关节炎的

治疗主要以延缓患者病情进展为目的。在骨关节炎晚期，患

者关节活动大多受限，生活质量明显受到影响。尽管目前人

工关节置换术已经非常成熟，但人工关节置换术也存在很多

的问题，如：全膝关节置换术后患者满意度仅达到 80% 左右，

高额的手术费用及假体松动、假体感染等可影响假体使用寿

命。因此有必要进一步探索研究骨关节炎的发病机制，寻找

新的治疗手段。

过去骨关节炎主要被视为关节软骨疾病，大多数研究集

中在关节软骨退变、肥大、软骨基质降解等方面。然而越来

越多的证据表明骨关节炎是个全关节的疾病，尽管进行性的

软骨丢失和关节间隙狭窄是该病的特征，但软骨下骨改变以

及滑膜病变也参与其中
[2-3]

。

软骨下骨和软骨一起组成一个功能性的骨软骨单元，主

要起到减缓振荡及分散负荷作用；软骨下骨由致密的皮质板

( 软骨下骨板 ) 以及更接近骨髓腔的松质骨 ( 骨小梁 ) 组成
[4]
。

软骨下骨的主要生理作用是缓解运动或者负重产生的力量，

软骨下骨板 ( 皮质板 ) 可以为关节软骨提供坚硬的支撑；软

骨下骨板下方的松质骨比皮质板更多孔，体积、密度和刚度

更小，代谢更活跃，可以维持关节弹性，在关节负重时提供

减震作用。另外软骨下骨是一种两相的材料，包括提供刚度

的羟磷灰石晶体组成的无机成分和主要由Ⅰ型胶原蛋白、蛋

白聚糖、黏多糖类及水组成的提供弹性与柔软的有机成分。

两种成分通过特定的排列分散关节横向的负荷，保护表面覆

盖的关节软骨
[5]
。在骨关节炎中，这些组织的组成、功能特

性及结构发生了显著的变化。

关节软骨覆盖于软骨下骨，具有维持关节环境稳定的重

要功能，其主要包括浅表的非钙化软骨层和深面的钙化软骨

层。小分子物质能够从钙化软骨中渗透通过，也因此钙化软

骨在非钙化软骨 - 软骨下骨间相互的生理和病理功能上发挥

signaling pathway.
OBJECTIVE: To investigate the effect of human osteoarthritic chondrocytes on subchondral osteoblasts.
METHODS: Tibial plateau specimens from patients with osteoarthritis were collected. Chondrocytes were extracted using enzymatic digestion, and osteoblasts 
were extracted using enzymatic pre-digestion + bone block method. Chondrocytes were identified by toluidine blue staining and immunofluorescence and 
osteoblasts were identified by alkaline phosphatase staining and immunofluorescence. Chondrocytes were cultured in sodium alginate beads to maintain 
chondrocyte phenotype and co-cultured with osteoblasts. The co-culture system was added with IHH signaling pathway inhibitor (cyclopamine, 10 nmol/L) 
and activator (purmorphamine, 10 nmol/L) separately. After 48 hours of co-culture, osteoblasts from each group were collected, mRNA expressions of Gli1, 
osteoprotegerin, Runx2, parathyroid hormone-related peptide, alkaline phosphatase, receptor activator of nuclear factor-kB ligand (RANKL) and osteocalcin 
were detected by qRT-PCR, and protein expressions of GLi1, oseoprotegerin and RANKL in osteoblasts were detected by western blot.
RESULTS AND CONCLUSION: The mRNA expression levels of GLi1, osteoprotegerin and RUNX2 in osteoblasts were significantly increased, while the mRNA 
expression levels of parathyroid hormone-related peptide were decreased (P < 0.05) when co-cultured with human osteoarthritic chondrocytes. The mRNA 
and protein levels of Gli1 were significantly decreased after the addition of IHH signaling pathway inhibitor (cyclopamine) (P < 0.05), and the mRNA and 
protein levels of Gli1 were significantly increased after the addition of IHH signaling pathway activator (purmorphamine) (P < 0.05). Osteoprotegerin showed 
the same trend as Gli1 in the experiment. The osteoprotegerin/RANKL ratio followed the same trend as osteoprotegerin.  To conclude, human osteoarthritic 
chondrocytes can promote the expression of Gli1, osteoprotegerin, Runx2 and other proteins in osteoblasts. The upregulation of osteoprotegerin is related to 
the IHH signaling pathway. Osteoarthritic chondrocytes can up-regulate the expression of osteoprotegerin in osteoblasts through the IHH signaling pathway and 
thus up-regulate the osteoprotegerin/RANKL ratio, which will contribute to bone formation in subchondral bone.
Key words: osteoarthritis; osteoblast; chondrocyte; Indian hedgehog signaling pathway; osteoprotegerin; receptor activator of nuclear factor-kB ligand
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重要作用。软骨下骨和软骨是动态的受力结构，在关节的承

载中起着互补的作用。软骨下骨作为载体支持位于其上的关

节软骨，并将在关节所有的应力散开。当软骨下骨改变，可

使上覆的软骨受到异常的剪切力和张力，导致继发性软骨损

伤和退变。在关节软骨损伤或丧失后，传递到下层骨骼的应

力也将显著增加，进而诱导软骨下骨损伤
[6]
。除了上述的生

物力学作用，软骨下骨与软骨间还存在复杂的生物学交流。

当骨关节炎发生时，软骨下骨的骨平衡被破坏，软骨下骨与

软骨间通道增加，细胞因子、炎性因子则可经通道进入软

骨，干扰软骨细胞的代谢；此时软骨细胞代谢的因子也可能

影响软骨下骨
[7]
。SANCHEZ 等

[8]
将骨关节炎硬化区 (SC) 与非

硬化区 (N) 成骨细胞分别与软骨细胞共培养 4 d，发现与单独

培养软骨细胞相比，软骨细胞分泌的 SOX(SRY box gene)9 和

Ⅱ型胶原蛋白均减少，硬化区成骨细胞组下降更明显，说明

成骨细胞能够诱导软骨细胞的退化。另外非硬化区成骨细胞

促进软骨细胞中甲状旁腺激素相关肽 (parathyroid hormone 

related peptide，PTHrP) 及其受体 PTH-R 的表达，硬化区成骨

细胞抑制了 PTHrP 和 PTH-R 的表达，说明骨的形成减少，基

质降解增加。另外有研究发现体外人硬化区成骨细胞能明显

抑制软骨细胞聚集蛋白聚糖 mRNA 的表达以及蛋白的产生，

同时增加基质金属蛋白酶 13、基质金属蛋白酶 3蛋白的生成。

说明骨关节炎中成骨细胞能促进软骨细胞基质金属蛋白酶蛋

白的表达，抑制软骨细胞产生聚集蛋白聚糖蛋白，进而促进

软骨基质的降解和软骨的退化
[9]
。但关于骨关节炎中软骨细

胞如何影响成骨细胞，目前研究仍较少。

印度刺猬蛋白 (Indian hedgehog protein，IHH) 是刺猬蛋

白 (Hedgehog protein，Hh) 家族的成员之一，其能够与膜受体

Ptch1 结合，解除 Ptch1 对 Smoothened(smo) 蛋白的抑制，进

而上调 Gli 家族锌指蛋白 (Gli1/2) 的表达，进而调控下游相关

蛋白的表达
[10]
。过去 Ihh 信号通路的研究主要集中在胚胎及

出生后器官发育中的调控作用。近年的研究发现在软骨内成

骨过程中 IHH 也起到重要作用，如 IHH 可与 Runx2 相互调节，

促进成骨细胞增殖分化
[11]
；另外 MAEDA 等

[12]
在动物实验中
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发现通过组成型活性甲状旁腺激素 / PTHrP 受体的表达能部分

缓解 IHH 突变体中的出生后生长板异常 。而甲状旁腺功能亢

进 ( 甲状旁腺激素升高 ) 能增强核因子 κB 受体活化因子配体

(receptor activator of NF-kB ligand，RANKL) 产生，并且在体外

能活化成骨细胞蛋白激酶A来抑制骨保护素 (osteoprote-gerin，
OPG)分泌，进而通过OPG/RANKL系统增加破骨细胞的活性

[13]
。

因此 IHH 也可能通过影响 OPG/RANKL 系统进而影响骨重塑。

IHH 在健康的动物关节软骨中检测不到表达，同时在正

常成人的关节软骨中，也很难发现 IHH 的表达，但在骨关节

炎患者中却明显增加
[14-15]

。LIN 等
[11]

也发现上调的 Hh 信号

将导致骨关节炎标志物蛇毒蛋白 Runx2、聚蛋白多糖酶 5、
COL10A1 以及基质金属蛋白酶 13 的升高，而抑制 Hh 能减轻

骨关节炎的严重程度。

由此，猜测骨关节炎软骨细胞能够通过 IHH 信号通路影

响成骨细胞来影响骨的形成。为此研究设计如下实验：首先

从行关节置换的骨关节炎患者中获取标本；在体外提取人骨

关节炎的软骨细胞、成骨细胞，将两者共同培养，观察软骨

细胞对成骨细胞成骨能力的影响；同时通过加入 IHH 抑制剂

或 IHH 激活剂，检测 IHH 目的基因 Gli1 及相关蛋白的表达，

进而研究软骨细胞如何对软骨下成骨细胞产生影响。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   细胞实验观察。两组间比较采用独立样本 t 检验。

1.2   时间及地点   实验于 2020 年 9 月至 2021 年 3 月在安徽

医科大学第二附属医院科研实验中心完成。

1.3   材料

1.3.1   组织标本的收集及处理   从行全膝关节置换术的 8 例

骨关节炎患者中，收集手术中废弃的胫骨平台标本 ( 用于提

取成骨细胞及软骨细胞 )。该研究通过了安徽医科大学第二

附属医院医学研究伦理委员会批准，批件号：PJ-YX2020-024 

(F1)，审批时间：2020-09-03。在取得组织样本后 2 h 内在

无菌操作台中提取细胞。患者对治疗方案及标本的收集完全

知情同意，并签署了知情同意书。

在因骨关节炎需行全膝关节置换的患者中，收集没有高

血压、糖尿病、血友病等基础疾病的患者术中废弃的胫骨平

台标本。收集时应注意遵循严格的无菌操作，将标本放置在

无菌的标本袋中，并及时转入实验室内。在体积分数 75% 乙

醇充分消毒标本袋后，将标本转入无菌操作台中。在无菌操

作台中适当剪除胫骨平台上残留的韧带，之后使用生理盐水充

分冲洗胫骨平台标本，尽量去除其表面残留的关节液、血液等

杂质。清理完表面杂质后将标本放置在干净无菌的培养皿 ( 直

径 10 cm) 中，准备提取细胞。提供组织标本的患者一般资料

见表 1。
1.3.2   主要试剂和仪器   PBS(Hyclone，USA)；胰蛋白酶 (Gibco，
USA)；胶原酶Ⅱ、甲苯胺蓝、碱性磷酸酶测定试剂盒 (Solarbio，

中国 )；40 g/L 多聚甲醛 (Biosharp，中国 )；Ⅰ型胶原蛋白一

抗、Ⅱ型胶原蛋白一抗 (Abcam，UM)；Trizol 试剂 (Invitrogen， 

USA)；TaqMan 反转录试剂、SYBRgreen 试剂 (Takara， JPN)；
Eclipse ti 荧光显微镜 (Nikon，Tokyo，Japan)；Transwell( 美国

康宁公司 )；聚偏乙烯膜 (Millipore，USA)；GLi 1 抗体、OPG

抗体 (Affinity，美国 )、RANKL (Proteintech，美国 ) 抗体、 

Cyclopamine(环巴胺 )、Purmorphamine(2，6，9-三元取代嘌呤 )

(Selleck，USA)。   

1.4   方法   

1.4.1   人骨关节炎软骨细胞及成骨细胞的提取与培养   用 PBS

洗涤软骨组织 3 次，胰蛋白酶处理 30 min，然后用 0.2% 胶原

酶Ⅱ在 37 ℃体积分数 5%CO2 的培养箱中消化 16-20 h，后通

过 200 目细胞滤器离心，收集过滤的消化液，1 000×g 离心 

10 min，得到沉淀即为软骨细胞，沉淀经培养液 (α-MEM 培养

基 + 体积分数 10% 血清 +1% 双抗 ) 混匀，取部分细胞悬液用锥

虫蓝染色 ( 锥虫蓝终浓度 0.04%) 后在显微镜下进行计数。同时，

按照既往文献中的方法制备海藻酸盐珠
[9]
。然后将软骨细胞以

2×104/ 珠的密度包埋在海藻酸珠中培养，以维持其分化的表型。

将骨组织切成 1-3 mm 大小的小块，置于 50 mL 离心管

中，用 10-15 mL PBS 洗涤，摇匀 15 s，静置 30 s 后丢弃上清。

反复清洗，直到骨头变成乳白色，通常要清洗 3-5 次。胰酶

初步消化 10 min，胶原酶Ⅱ消化 30 min。然后将骨块种植于

10 cm 培养皿中，种植密度为 0.2-0.5 g/cm2
，加入 (DMEM-F12+

体积分数 10% 血清 +1% 双抗 ) 培养液培养。7 d 后第 1 次更换

培养基。当培养的原代细胞达到 80% 合度时，用 2 g/L 胰蛋白

酶处理传代培养。当传代后成骨细胞贴壁、状态稳定后，更

换为 (α-MEM 培养基 + 体积分数 10% 血清 +1% 双抗 ) 培养液

继续培养，实验中所有的培养细胞均在传至第 3 代之前使用。

1.4.2   甲苯胺蓝染色鉴定软骨细胞   将原代软骨细胞高密度

接种于 6 孔板 (2.5×104/cm2)，待细胞贴壁后，PBS 冲洗， 

40 g/L 多聚甲醛固定 15 min，然后甲苯胺蓝染色 20 min，洗

涤后在显微镜下观察。

1.4.3   碱性磷酸酶染色鉴定成骨细胞   根据制造商的说明，

使用碱性磷酸酶测定试剂盒进行碱性磷酸酶染色。用 PBS 冲

洗成骨细胞，并在 40 g/L 多聚甲醛固定 15 min。然后在避光

湿盒中染色 15 min，显微镜下观察。

1.4.4   免疫荧光鉴定软骨细胞和成骨细胞   成骨细胞和软

骨细胞接种于 6 孔载玻片 (2.5×104/ 孔 ) 中，培养 24 h。用 

40 g/L 多聚甲醛固定后，PBS 冲洗，使用 0.5%Triton X-100 室

温通透，PBS 冲洗，用 5% 牛血清白蛋白 - 磷酸盐缓冲盐水

表 1 ｜骨关节炎胫骨平台标本供者一般资料
Table 1 ｜ General information on donors of osteoarthritic tibial plateau 
specimens

患者编号 性别 年龄 ( 岁 ) K-L 评分

1 女 70 Ⅳ

2 男 63 Ⅳ

3 女 63 Ⅳ

4 女 68 Ⅳ

5 女 55 Ⅲ

6 女 64 Ⅳ

7 男 68 Ⅲ

8 男 63 Ⅲ
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(BSA-PBS) 封闭，封闭后滴入足量Ⅰ型胶原蛋白 ( 稀释比例为

1 ∶ 500) 或Ⅱ型胶原蛋白 ( 稀释比例为 1 ∶ 200) 一抗 4 ℃孵

育过夜。隔日，PBST 清洗，滴加荧光二抗，室温孵育 1 h。

使用 Eclipse ti 荧光显微镜捕获图像。

1.4.5   建立体外共培养体系   共培养体系使用孔径为 0.4 μm

的Transwell小室进行 [7，16]
。软骨细胞被放置在Transwell小室中，

每孔约 25 颗 ( 约 5×105
个细胞 )。成骨细胞放置在 6 孔板中培

养，当成骨细胞达到 80% 的融合 ( 大约 1×106) 时，将含有软

骨细胞的小室转移到 6 孔板中，构建共培养体系。在共培养

系统中加入 4 mL 培养液 (α-MEM+ 体积分数 10% 胎牛血清 +1%

双抗 )，软骨细胞与成骨细胞以约1∶2的比例一起共培养48 h。

分组处理：为探究软骨细胞对成骨细胞的作用以及 IHH

信号通路在其中扮演的角色。除了构建共培养体系，在实验

中还加入了 IHH 信号通路特异性的抑制剂与激活剂，在使用

药物 48 h 后测定成骨细胞中 Gli1 以及成骨相关基因的表达

情况。实验分组见表 2。

( 稀释比例为 1 ∶ 1 000)、OPG ( 稀释比例为 1 ∶ 1 000) 或
RANKL ( 稀释比例为 1 ∶ 500) 抗体在 4 ℃下孵育过夜。然后

将膜与二抗 ( 稀释比例为 1 ∶ 20 000) 孵育 1 h。最后，向膜

表面滴加超敏 ECL 显影液，置于显影仪的暗箱中进行曝光显

影及拍照。

1.5   主要观察指标   ①人软骨细胞和成骨细胞鉴定结果；②

成骨相关基因 mRNA 的表达；③ IHH 信号通路对 OPG/RANKL

的影响。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 22.0 进行统计学分析。qRT-PCR

数据采用 2-ΔΔCt
法计算相对表达值；蛋白印迹实验结果通过

Image J 读取灰度值；所有数据使用 x-±s 表示。两组间比较采

用独立样本 t 检验，P < 0.05 视为差异有显著性意义。文章

的统计学方法已经由安徽医科大学第二附属医院生物统计学

专家审核。

2   结果   Results 
2.1   提取细胞及构建共培养系统的流程   从手术室收集标本

后，快速转至实验室，无菌生理盐水、PBS 反复冲洗干净标

本后，从胫骨平台外侧区域 ( 图 1A) 分离提取人骨关节炎成

骨细胞与软骨细胞。酶解法提取软骨细胞后，除一部分细胞

2D 培养进行鉴定外，其余细胞采用海藻酸钠珠包埋后培养

( 图 1B)。将骨块用胰酶、胶原酶预消化后种植在培养皿中，

1 周左右可在倒置显微镜下看到成骨细胞从骨块中爬出 ( 图
1C)。建立软骨细胞 - 成骨细胞共培养体系时，将海藻酸钠

包埋的软骨细胞放在 0.4 μm 孔径的 Transwell 小室中，然后

将小室放在培养有成骨细胞的 6 孔板中 ( 图 1D)。
2.2   培养及鉴定人软骨细胞   从胫骨平台分离出软骨细胞后，

经细胞滤网过滤、离心后，将细胞高密度种植 ( 约 2.5×104/cm2) 

到培养板中。待细胞贴壁后显微镜下观察拍照 ( 图 2A)。使

用甲苯胺蓝对原代软骨细胞进行染色，可见软骨细胞呈紫红

色 ( 图 2B)。通过免疫荧光检测软骨细胞表达分泌Ⅱ型胶原

蛋白的情况，结果显示软骨细胞的细胞核呈蓝色，细胞胞浆

中可见散在的Ⅱ型胶原蛋白呈绿色 ( 图 2C-E)。
2.3   培养及鉴定人成骨细胞   待第 2 代成骨细胞长至 80% 融

合时，消化收集成骨细胞，将成骨细胞种植在 6 孔板中 ( 图
3A)。培养一段时间后，显微镜下观察细胞并拍照。碱性磷

酸酶染色可见成骨细胞成蓝紫色 ( 图 3B)。免疫荧光检测成

骨细胞表达分泌Ⅰ型胶原蛋白的情况，结果显示成骨细胞

核呈蓝色，细胞胞浆中可见散在的Ⅰ型胶原蛋白呈绿色 ( 图
3C-E)。
2.4   共培养下人软骨细胞促进成骨细胞 OPG、Runx2 等成骨

相关基因表达   与软骨细胞共培养 48 h 后，利用 qRT-PCR 检

测成骨细胞成骨基因的相对于内参基因 β-actin 的表达情况，

发现成骨细胞中 Gli1、OPG、Runx2 的 mRNA 均升高 (P < 0.05)，
PTHrP 的 mRNA 表达相对下降 (P < 0.05)。在与软骨细胞共

培养时，成骨细胞中 ALPL 的 mRNA 表达稍降低，骨钙素的

mRNA 表达稍增加，但差异无显著性意义 (P > 0.05)，见图 4。

表 2 ｜细胞实验分组
Table 2 ｜ Cell grouping

组别 处理方法 分组处理

1 2 3 4 5 6

Control 组 仅成骨细胞单独培养 + + + - - -

Co-culture 组 海藻酸钠珠包埋的软骨细胞与成骨细

胞共培养

- - - + + +

Cyclopamine 组 环巴胺，IHH 通路抑制剂，10 nmol/L - + - - + -

Purmorphamine 组 IHH 通路激活剂，10 nmol/L - - + - - +

表注：“－”代表非此组或未加该药物；“＋”代表是此组或添加此药物。

1.4.6   实时聚合酶链反应 (qRT-PCR) 检测成骨相关基因 mRNA

的表达   采用 Trizol RNA 分离法按照说明书提取 RNA。利用

TaqMan 反转录试剂将不含污染 DNA 的 RNA 样本反转录为

cDNA，再用 SYBRgreen 试剂进行 qRT-PCR。在实时 PCR 仪上

使用 cDNA 进行 RT-PCR，通过熔解曲线判断该引物扩增反应

的特异性，通过扩增曲线确定 CT 值，以 β-actin 作为内参通

过 2-ΔΔCt
法计算基因相对表达量。相关基因的上下游引物见

表 3。

表 3 ｜引物序列
Table 3 ｜ Primer sequences

基因 Forward Primer(5’-3’) Reverse Primer(5’-3’)

Gli 1 CCC CAA CTC CAC AGG CAT AC CAC AGA TTC AGG CTC ACG CT
Runx2 TGG CGC TGC AAC AAG ACC CT TCC ACT CCG GCC CAC AAA TC
PTHrP GGT TCA GCA GTG GAG CGT CG CTG CGA TCA GAT GGT GAA GGA A
ALPL TGC ATA ACA TCA GGG ACA TTG CCT GGC TTT CTC GTC ACT CT
OCN GTG CAG AGT CCA GCA AAG GT GGT CAG CCA ACT CGT CAC AG
OPG TGC AGT ACG TCA AGC AGG AG GCA AAC TGT ATT TCG CTC TGG
RANKL GAT GGC ACT CAC TGC ATT TAT TGT GCT ATC CAA CGA TAT
β-actin CCC TGG AGA AGA GCT ACG AG GGA AGG AAG GCT GGA AGA GT

表注：PTHrP 为甲状旁腺激素相关肽；ALPL 为组织非特异性碱性磷酸酶；OCN 为

骨钙素；OPG 为骨保护素；RANKL 为核因子 κB 受体活化因子配体。

1.4.7   Western blot 实验检测 Gli1、OPG、RANKL 蛋白水平   

提取成骨细胞总蛋白。按照 BCA 试剂盒说明书测定提取的

蛋白浓度，根据结果调整各组蛋白至相同浓度。将蛋白质通

过 SDS-PAGE 分离，然后转移到聚偏乙烯膜上。将膜与 GLi1 
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图注：图 A 为从胫骨平台外侧提取细胞；B 为海藻酸钠珠包埋软骨细胞；

C 为骨块法提取成骨细胞；D 为利用 Transwell 小室构建共培养体系。

图 1 ｜实验流程示意图

Figure 1 ｜ Experimental flow diagram

图注：与 Control 组相比，
aP < 0.05，bP < 0.01；与 Co-culture 组相比，

cP < 0.05，dP < 0.01。Control 组：仅成骨细胞单独培养；Co-culture：海

藻酸钠珠包埋的软骨细胞与成骨细胞共培养；- 代表非此组或未加该药

物；+ 代表是此组或添加此药物；Cyclopamine：IHH 信号通路抑制剂；

Purmorphamine：IHH 信号通路激活剂；OPG：骨保护素；RANKL：核因

子 κB 受体活化因子配体。

图 5 ｜不同处理条件 Gli1、OPG、RANKL 的 mRNA(A-D) 及蛋白 (E-H) 表达

Figure 5 ｜ The mRNA (A-D) and protein (E-H) levels of Gli1, osteoprotegerin, 
and RANKL under different treatment conditions

图注：图 A 为 2D 培养的软骨细胞；B 为甲苯胺蓝染色；C-E 为免疫荧

光检测软骨细胞Ⅱ型胶原蛋白表达。

图 2 ｜人软骨细胞的鉴定

Figure 2 ｜ Identification of human chondrocytes

图注：图 A 为 2D 培养下的成骨细胞；B 为碱性磷酸酶染色；C-E 为免

疫荧光检测成骨细胞Ⅰ型胶原蛋白表达。

图 3 ｜人成骨细胞鉴定

Figure 3 ｜ Identification of human osteoblasts

图 注：
aP < 0.05，bP < 0.01。Control 组： 仅 成 骨 细 胞 单 独 培 养； 

Co-culture：海藻酸钠珠包埋的软骨细胞与成骨细胞共培养。OPG：骨保

护素；PTHrP：甲状旁腺激素相关肽；ALPL：组织非特异性碱性磷酸酶；

OCN：骨钙素。
图 4 ｜ qRT-PCR 检测相关基因 mRNA 的表达

Figure 4 ｜ qRT-PCR detection of the mRNA expression of related genes
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2.5   IHH 信号通路对 OPG/RANKL 的影响   共培养时，成骨细

胞中 IHH 信号通路激活的目的基因 Gli1 的表达明显升高，提

示骨关节炎软骨细胞能够通过 IHH 信号通路影响成骨细胞。

为了进一步探究 IHH 信号通路的作用，使用了该通路的抑制

剂 (环巴胺，10 nmol/L)和激活剂 (Purmorphamine，10 nmol/L)，

两者通过作用在细胞膜受体 smo 蛋白，进而控制 IHH 下游基

因的表达。在使用药物 48 h 后测定成骨细胞中 Gli1 以及成

骨相关基因的表达情况，结果发现在使用激活剂后 Gli1 表达

相较于对照组显著升高，使用抑制剂后 Gli1 表达显著降低，

这说明加入激活剂或抑制剂能够特异性激活或抑制成骨细胞

中 IHH 的信号通路 ( 图 5A)。在 OPG、Runx2、PTHrP 等相关

检测基因里，仅 OPG 的 mRNA 表达趋势与 Gli1 完全一致，

当 IHH 信号通路被激活时，OPG 蛋白的 mRNA 表达显著升高；

当 IHH 信号通路被抑制时，OPG 蛋白的 mRNA 的表达显著降

低 ( 图 5B)。另外在 OPG 基因的表达被抑制时 RANKL 的表达

没有显著的升高；但 OPG 基因的表达增高时 RANKL 的表达

明显降低 ( 图 5B，C)，差异有显著性意义 (P < 0.05)。进一步

计算了 OPG/RANKL 的 mRNA 相对表达值，发现 OPG/RANKL

的mRNA的比值与OPG mRNA以及Gli1 mRNA的趋势相同 (图
5D)，最后使用 Western blot 检测了这些 mRNA 对应蛋白的表

达量，发现与 mRNA 的趋势一致 ( 图 5E-H)。这些结果表明

骨关节炎软骨细胞能够通过 IHH 信号通路上调骨关节炎成骨

细胞 OPG 的表达，从而进一步影响 OPG/RANKL 系统。
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3   讨论   Discussion
在此次研究中，首先将人类骨关节炎软骨细胞和成骨

细胞共培养，发现与软骨细胞共培养时，成骨细胞中 Gli1、
OPG、Runx2 等成骨相关基因的 mRNA 表达明显增高，PTHrP

的 mRNA 表达降低；然后通过添加 IHH 通路特异性抑制剂或

激活剂，发现这些基因中仅 OPG 依赖于 IHH 信号通路。这

提示在骨关节炎中，软骨细胞能够通过 IHH 信号通路促进成

骨细胞 OPG 的表达；由于 OPG 通常与 RANKL 一起研究，进

一步研究了各组中 RANKL 的表达情况，并计算了各处理条件

下 OPG/RANKL 的比值，发现在加入 IHH 信号通路抑制剂后，

RANKL 的表达未呈现出与 OPG 相反的趋势，但各组 OPG/

RANKL比值的变化趋势与OPG相同，这些结果阐释 2种可能：

一是除了 OPG 外，还有其他蛋白能够抑制 RANKL 的生成；

二是 IHH 信号通路能够通过 OPG 蛋白调节 OPG/RANKL 的比

值。由于与软骨共培养时，成骨细胞 OPG 及 OPG/RANKL 比

值均升高，加入 IHH 激活剂后，这两者进一步增高，而加入

IHH 抑制剂后，这两者均明显降低；这说明软骨细胞调节成

骨细胞 OPG 的表达与 IHH 信号通路有关。以上这些发现有

助于解释软骨和软骨下骨之间的串话机制。

在 20 世纪 60 年代，人们发现从软骨细胞的基质中分离

出来的软骨细胞和体外单层培养的软骨细胞发生了剧烈的形

态学变化
[17]
，正常的圆形软骨细胞向更扁平的多边形转变，

接近成纤维细胞
[17-18]

。这种现象最近被重新命名为“去分化”，

构成了软骨细胞生物学中的一个独特特征。去分化软骨细胞

的形态修饰伴随着蛋白质合成谱的深刻变化。骨细胞表型改

变是导致骨关节炎软骨内稳态丧失的重要机制
[19-20]

。异位肥

大的软骨细胞重新启动是骨关节炎软骨的特征：①肥大软骨

细胞标志物 ( 如Ⅹ型胶原蛋白、基质金属蛋白酶 13、破骨细

胞、IHH、CD36、碱性磷酸酶 ) 在骨关节炎软骨中表达上调；

②这些标志物的上调可直接参与骨关节炎中的基质钙化和降

解；③软骨细胞终末分化过程中的基因表达与实验性骨关节

炎相似
[21-22]

。异位去分化在骨关节炎软骨中可能不会发生。

然而，已证实的去分化软骨细胞标记物在骨关节炎软骨中上

调，并可显著参与骨关节炎软骨的纤维化或老化。此外，还

发现与骨关节炎相关的有害物质可以增强或加速去分化。在

体外诱导的软骨细胞向去分化成纤维细胞样表型的转变同样

也在骨关节炎软骨中原位发生
[23-24]

。与动物细胞或细胞系相

比，人原代细胞更能反映人体细胞的真实情况。然而，在缺

乏生理刺激的情况下，被剥夺细胞外基质的软骨细胞迅速失

去其特征表型，并倾向于在体外条件下去分化
[25]
。目前维持

软骨细胞表型的方法是高密度种植 (2.5×104/cm2)和3D培养
[26]
。

在此次研究中，将软骨细胞嵌入 3D 海藻酸钠珠中，以保持

其成熟的表型 [27-28]
。

目前大多数关于成骨细胞的研究采取的是骨间充质干细

胞诱导分化成骨细胞，该方法能够简单便捷的获取大量正常

的成骨细胞
[29]
。 在采用该方法的研究中，研究者通常使用

成骨细胞特异性标志物碱性磷酸酶作为骨间充质干细胞诱导

分化成功的标志，当加入成骨诱导液处理后，可检测到表达

碱性磷酸酶的细胞比例逐渐增高。由于此次研究主要集中在

骨关节炎患者膝关节软骨 - 软骨下骨界面，因此选择直接从

软骨下骨局部提取原代人成骨细胞。

对于原代人成骨细胞，既往研究中采用的主要提取方

法是骨块培养和酶消化法
[30-31]

。在此次实验中，首先按照以

往一些文献中的方法进行了尝试，发现酶消化法虽然能短时

间获取成骨细胞，但短时间内反复的消化离心，获得细胞活

性相对较差；而单纯骨块培养法存在细胞难以爬出以及爬出

时间较长。参考以往的方法，用胰蛋白酶和胶原酶依次消化

骨碎片，对消化后的骨碎片进行骨块培养，预消化后的骨块

种植培养的成功率较高，当成骨细胞散在聚集时，将其消化

后振荡，使其分布均匀，三四周可以看到 80% 原代成骨细胞

相互接触融合 ( 图 2A)。另外，既往报道中关于人成骨细胞

提取以及培养的方法均未明确统一，结合以往的研究，在此

次实验中使用了 DMEM-F12 以及 α-MEM 2 种培养基。其中

DMEM-F12 更有利于成骨细胞的增殖，而 α-MEM 培养基更

有利于成骨细胞的分化，因此，在前期培养原代成骨细胞中

采用了 DMEM-F12 进行培养，之后成骨细胞采用 α-MEM 培

养基 ( 与软骨细胞培养基相同 ) 培养一段时间后，收集用于

与软骨细胞共同培养。

成骨细胞是骨细胞的前体细胞，它们之间有着密切的联

系和相互作用。骨细胞主要介导骨组织对机械载荷的反应，

而成骨细胞主要调节骨的形成和矿化，在此次研究中发现当

与软骨细胞共培养时，成骨细胞标志物碱性磷酸酶的表达下

降 ( 碱性磷酸酶在骨细胞中不表达 ) ( 图 3D)，而骨细胞的标志

物骨钙素表达升高 ( 骨钙素在成骨细胞中不表达 )，尽管两者

的变化没有明显的统计学差异 ( 可能与共培养时间较短有关 )，

但这提示了与软骨细胞共培养时成骨细胞向骨细胞分化
[30]
。

骨 - 软骨界面的微环境系统具有独特的动态性，其特征

是多种细胞参与的持续重塑
[32]
。SANCHEZ 等

[33]
发现骨性关

节炎患者的软骨下骨成骨细胞表现出骨合成代谢分子的增加

以及成骨细胞表型的改变。NAKAOKA 等
[34]

共培养小鼠软骨

细胞和牛成骨细胞，发现小鼠软骨细胞能够以旁分泌方式促

进牛成骨细胞分化。在此次研究中发现与软骨细胞共培养可

以促进成骨细胞中成骨相关基因的表达 ( 图 3)。
OPG 于 1997 年首次发现，是肿瘤坏死因子受体超家族

的一员，因其具有抑制破骨细胞生成的作用又被称为破骨细

胞抑制因子
[35-36]

。目前关于 OPG 在骨转换中的作用有许多

研究报道，简而言之，骨转换的主要参与者是成骨细胞和破

骨细胞，其中破骨细胞是骨溶解的关键，OPG 则是调控破骨

细胞成熟分化的关键。在骨组织局部，成骨细胞产生的 OPG

充当诱饵受体，以同源二聚体的形式与同源三聚体 RANKL 结

合，从而阻止其与 RANK 结合以及随后的破骨细胞激活
[37]
。

OPG 的表达受到许多因子的调控，如骨形态发生蛋白 2、白

细胞介素 1β、白细胞介素 11、白细胞介素 18 可等以促进成

骨细胞分泌 OPG[38]
。在此次研究中，发现与骨关节炎软骨细
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胞共培养时，成骨细胞分泌了更多的 Gli1(IHH 通路的目的基

因 )和OPG。当加入 IHH抑制剂时，Gli1和OPG生成明显减少；

而加入 IHH 激活剂时，Gli1 和 OPG 的生成明显增多；这说明

软骨细胞能够 IHH 信号通路能够促进 OPG 的生成。

RANKL 也是 TNFR 家族的一员，于 1998 年首次发现
[39]
。

其可由成骨细胞系、免疫细胞以及一些癌细胞合成。在骨组

织局部，其主要由成骨细胞以膜蛋白的方式分泌，通过接

触位于破骨细胞表面的 RANK 受体，促进破骨细胞的成熟分

化
[40]
。由于 OPG 与 RANKL 均有成骨细胞分泌，且 OPG 能够

抵消 RANKL 的作用，因此 OPG/RANKL 的比值在骨转换中非

常重要；当两者比值减小时，骨溶解增加，当比值增大时，

骨合成增加
[41-42]

。在既往的研究中，人们发现骨关节炎早期

OPG/RANKL 比值减小，骨关节炎晚期 OPG/RANKL 比值增大，

这与骨关节炎早期以骨吸收为主、晚期以骨硬化为主有关，

这可以解释骨关节炎早期的骨吸收和晚期的骨硬化
[43]
。在此

次研究中，所有细胞都来自于晚期骨关节炎患者手术切除的

组织，在与软骨细胞共培养时，OPG mRNA 以及蛋白水平均

明显增高，尽管 RANKL 的 mRNA 及蛋白水平未呈现明显相反

的变化，但 OPG/RANKL 水平明显升高，这提示骨关节炎晚

期软骨可能促进软骨下骨硬化。对于实验中 RANKL 表达未呈

现出与 OPG 完全相反的趋势，比如加入 IHH 抑制剂后 OPG

明显降低，而 RANKL 未明显升高。作者认为可能原因是：由

于 IHH 能够促进成熟的成骨细胞分泌 RANKL，因此虽然 OPG

的表达被抑制时 RANKL 通常升高，但由于 IHH 也被抑制，因

此 RANKL 未呈现明显的升高
[44]
。实验结果提示 IHH 与 OPG

对成骨细胞 RANKL 表达的影响具有拮抗作用，且 OPG 对

RANKL 表达的影响更为明显。

IHH 是刺猬家族的一员，在长骨的发育和关节的形成中

起着关键作用
[45-46]

。Hh 配体与 Ptch1 结合释放 Smo 蛋白，

Smo 利用鞭毛内运输蛋白转运到纤毛，进而促进 Hh 靶基因

的表达
[47]
。在以前的研究中，IHH 被证明参与软骨 - 软骨下

骨的通讯。此次研究中发现在共培养中，成骨细胞中 IHH 信

号通路的目的基因 Gli1 的 mRNA 及蛋白水平明显增加
[48]
。

为了进一步研究 IHH 信号通路在成骨过程中的作用，向共培

养系统分别添加 IHH 信号通路特异性的抑制剂 (Cyclopamine)

或激活剂 (Purmorphamine)[49-50]
，结果发现，加入 IHH 特异

性抑制剂后，IHH 信号通路目的基因 Gli1 表达明显受到抑制；

当加入 IHH 特异性激活剂后，Gli1 表达明显增高，说明加入

特异性的激活剂或抑制剂后，IHH 信号通路明显被激活或者

抑制。当加入 IHH 激活剂或抑制剂后，发现 OPG 的 mRNA

及蛋白表达趋势与 Gli1 一致，且都具有显著差异。这提示软

骨细胞通过 IHH 信号通路促进成骨细胞 OPG 蛋白的表达。

另外实验中 OPG/RANKL 比值与 OPG、Gli1 水平变化趋势保

持一致。这些结果提示骨关节炎软骨细胞能够通过 IHH 信号

通路上调成骨细胞中 OPG 的表达以及 OPG/RANKL 比值，这

将有助于骨形成，可能是骨关节炎晚期软骨下骨出现硬化的

机制之一。

最后该研究也有一定的局限性：首先，研究只使用了

人骨关节炎软骨细胞和成骨细胞，未使用正常软骨细胞和成

骨细胞作为对照；其次，在预实验中通过 MTT 法检测了与

软骨细胞共培养时成骨细胞增殖的活性未发现明显变化，因

此研究主要集中在软骨细胞对成骨细胞成骨基因表达的影响

上；最后，尽管结果发现软骨细胞在体外能够通过 IHH 信号

通路上调成骨细胞 OPG 的表达，进而提高 OPG/RANKL 比值，

但进一步机制仍待进一步研究。

结论：实验提取培养了人骨关节炎的软骨细胞及成骨细

胞，研究发现人骨关节炎软骨细胞在体外能够促进成骨细胞

中Gli1(IHH信号通路的目的蛋白 )、OPG、Runx2等蛋白的表达；

加入 IHH 抑制剂与激活剂后，OPG 与 Gli1 呈现出相同的变化

趋势，这提示骨关节炎软骨细胞能够激活成骨细胞 IHH 信号

通路，上调成骨细胞OPG的表达进而上调OPG/RANKL的比值，

这将有助于软骨下骨中的骨形成。
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