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［摘　要］目的：研究Ｗｎｔ信号通路激活剂 Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１在人骨髓间充质干细胞（ｈＢＭＳＣ）成骨分化中的作用。
方法：用０、５、１０、２０μｇ／ＬＲｓｐｏｎｄｉｎ１处理ｈＢＭＳＣ，利用荧光素酶实验检测Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１对ｈＢＭＳＣ中Ｗｎｔ信号通
路的作用，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１对Ｗｎｔ信号通路下游靶基因βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达的影响；在成骨分化培养
基中添加２０μｇ／ＬＲｓｐｏｎｄｉｎ１诱导ｈＢＭＳＣ成骨分化，检测 Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１对早期成骨分化指标 ＡＬＰ活性及成骨分
化晚期钙沉积、成骨分化标志物ＯＳＸ、ＯＣＮ和成骨分化关键转录因子ＲＵＮＸ２表达的影响。结果：Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１增
强ｈＢＭＳＣ中Ｗｎｔ信号通路，Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１增强 ＡＬＰ活性和钙沉积，促进 ＯＳＸ、ＯＣＮ及 ＲＵＮＸ２的表达。结论：Ｒ
ｓｐｏｎｄｉｎ１增强ｈＢＭＳＣ中Ｗｎｔ信号通路的作用，促进ｈＢＭＳＣ成骨分化。
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　　骨缺损是临床上常见的骨骼系统疾病，严重危
害患者的生活质量。人骨髓间充质干细胞（ｈｕｍａｎ

ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＢＭＳＣ）是成
骨细胞的前体细胞，具有自我更新能力和多向分化
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潜能，在体外可定向分化为骨细胞，是骨再生工程

理想的种子细胞，具有重要的临床应用前景［１］。

Ｒｓｐｏｎｄｉｎｓ是一个在多种生物中广泛表达的分泌
蛋白家族，人类 ＲＳＰＯ家族包括四个家族成员，即
Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１、Ｒｓｐｏｎｄｉｎ２、Ｒｓｐｏｎｄｉｎ３和 Ｒｓｐｏｎｄｉｎ４［２］。
研究发现，Ｒｓｐｏｎｄｉｎｓ主要是通过激活Ｗｎｔ信号通
路发挥其生物学功能［３］。由于Ｗｎｔ信号在骨发生
中发挥着重要作用，经典 Ｗｎｔ信号通路的激活能
够促进 ＢＭＳＣ成骨分化，抑制成脂分化［４］。因此

推测Ｒｓｐｏｎｄｉｎｓ在体外能够通过调控Ｗｎｔ信号通
路促进人 ＢＭＳＣ成骨分化。为了验证这一推测，
本研究选取了 Ｒｓｐｏｎｄｉｎｓ家族成员 Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１，
检测了其对人 ＢＭＳＣＷｎｔ信号通路和成骨分化的
作用。

１　材料方法

１．１　材料
ＴＯＰｆｌａｓｈ质粒和ｐＲＬＳＶ４０质粒由本实验室保

存，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂和 ＲＮＡ提取试剂
ＴＲＩｚｏｌ为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，双荧光素酶活性检
测试剂盒和反转录试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＭ定量 ＰＣＲ试剂为大连宝生
物公司产品，βｃａｔｅｎｉｎ、ＲＵＮＸ２、ＯＳＸ和 ＯＣＮ抗体
购自ＣＳＴ公司，Ｔｕｂｕｌｉｎ抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，
碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）检测试剂
盒购自南京建成生物研究所，茜素红Ｓ（ＡｌｉｚｒｉｎＲｅｄ
Ｓ）为 Ｓｉｇｍａ公司产品，αＭＥＭ培养基购自 Ｇｉｂｃｏ
公司，胎牛血清为杭州四季青公司产品。

１．２　ＢＭＳＣ的分离、培养和成骨诱导
经伦理委员会批准和本人签署知情同意书，

ｈＢＭＳＣ取自一位３２岁健康男性志愿者，采用密度
梯度离心法获取 ｈＢＭＳＣ，并在加有双抗的含１０％
胎牛血清的αＭＥＭ培养基中培养。实验使用第４
代ｈＢＭＳＣ。将ｈＢＭＳＣ接种至孔板中，待细胞密度
约６０％时加入成骨诱导分化液（１０％胎牛血清的
αＭＥＭ培养基中加入１０ｍｍｏｌ／Ｌβ磷酸甘油钠、
５０ｍｇ／Ｌ维生素Ｃ和０１μｍｏｌ／Ｌ地塞米松），每３ｄ
换液一次。使用０、５、１０、２０μｇ／ＬＲｓｐｏｎｄｉｎ１处理
细胞，观察其对 Ｗｎｔ信号通路的作用是否具有剂
量依赖效应。其余实验所用的 Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１浓度均
为２０μｇ／Ｌ。
１．３　荧光素酶活性检测

将ｈＢＭＳＣ接种至１２孔培养板中，细胞密度长

至７０％左右时使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂转
染ＴＯＰｆｌａｓｈ质粒和ｐＲＬＳＶ４０质粒，转染２４ｈ后使
用２０μｇ／Ｌ的Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１处理细胞２４ｈ，收集细胞
后按照双荧光素酶活性检测试剂盒说明书检测细

胞荧光素酶活性，每组样品含有３个重复，相对荧
光素酶活性为萤火虫荧光素酶活性值／海肾荧光素
酶活性值。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
收集细胞，提取蛋白，蛋白定量后加入５×ＳＤＳ

沸水浴５ｍｉｎ，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳、转膜，使用５％的脱
脂奶粉封闭，１ｈ后加入相应一抗４℃孵育过夜，
ＴＢＳＴ洗膜３次后加入辣根过氧化物酶偶联的二
抗，孵育２ｈ后用 ＴＢＳＴ洗膜３次，加入 ＥＣＬ发光
剂显色３ｍｉｎ后压片显影。
１．５　ＡＬＰ活性检测

ＢＭＳＣ成骨分化４ｄ，吸除培养板中的培养液，
ＰＢＳ洗２遍后，按试剂盒说明书进行 ＡＬＰ活性检
测，用酶标仪测出各孔吸光度值，同时采用ＢＣＡ法
检测细胞内总的蛋白量，用以校正 ＡＬＰ活性。重
复３次。
１．６　钙盐沉积实验

ｈＢＭＳＣ成骨分化 １４ｄ，弃去培养基后使用
ＰＢＳ洗２遍，戊二醛固定，使用 ｄｄＨ２０清洗３次后
加入０．４％茜素红Ｓ，光镜下观察监测，待出现红色
物质堆积时弃去染液，使用 ｄｄＨ２０终止反应和洗
涤，显微镜下拍照。为了定量检测钙盐沉积，染色

后加入冰乙酸在摇床上孵育 ３０ｍｉｎ，刮下后于
８５℃水浴１０ｍｉｎ，冰上５ｍｉｎ，高速离心后１５ｍｉｎ，
取４００加入１０％ＮＨ４ＯＨ，将 ｐＨ调到４．５后，用酶
标仪于４０５ｎｍ处测吸光度值。
１．７　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

按ＴＲＩｚｏｌ试剂盒说明书提取细胞 ＲＮＡ，反转
录后进行 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ按照
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ试剂盒说明书进行，反应体系
如下：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ１０μＬ、ｃＤＮＡ１μＬ、上游
引物１μＬ、下游引物１μＬ，加Ｈ２Ｏ７μＬ补至２０μＬ，
反应在ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司的７９００ＨＴＦａｓｔＲｅ
ａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｙｓｔｅｍ上进行，每一样品均设３个重复
孔，以ＧＡＰＤＨ作为内参。ＲＵＮＸ２引物序列：Ｆｏｒ
ｗａｒｄ ＴＣＴＴＡＧＡＡＣＡＡＡＴＴＣＴＧＣＣＣＴＴＴ、 Ｒｅｖｅｒｓｅ
ＴＧＣＴＴＴＧＧＴＣＴＴＧＡＡＡＴＣＡＣＡ。ＯＳＸ 引 物 序 列：
ＦｏｒｗａｒｄＣＣＴＣＣＴＣＡＧＣＴＣＡＣＣＴＴＣＴＣ，ＲｅｖｅｒｓｅＧＴＴ
ＧＧＧＡＧＣＣＣＡＡＡＴＡＧＡＡＡ。ＯＣＮ引物序列：Ｆｏｒ
ｗａｒｄＡＧＣＡＡＡＧＧＴＧＣＡＧＣＣＴＴＴＧＴ，ＲｅｖｅｒｓｅＧＣＧＣ
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ＣＴＧＧＧＴＣＴＣＴＴＣＡＣＴ。ＧＡＰＤＨ引物序列：Ｆｏｒｗａｒｄ
ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ，ＲｅｖｅｒｓｅＧＡＧＡＴＧＧＴ
ＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ。
１．８　统计学分析

所有数据均使用ＳＰＳＳ统计软件进行统计学分
析，数据以均值 ±标准差表示，组间比较采用 ｔ检
验，Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。

２　结果
２．１　Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１对 ｈＢＭＳＣＷｎｔ信号通路的影响

双荧光素酶报告基因检测系统结果显示 Ｒ
ｓｐｏｎｄｉｎ１能够以剂量依赖的方式激活 Ｗｎｔ信号通
路，见图 １Ａ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示 Ｒ
ｓｐｏｎｄｉｎ１能够以剂量依赖的方式增强 Ｗｎｔ信号通
路下游靶基因βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达，见图１Ｂ。

注：Ａ为荧光素酶实验结果，Ｂ为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

图１　Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１对ｈＢＭＳＣ中Ｗｎｔ信号通路的影响
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＲｓｐｏｎｄｉｎ１ｏｎＷｎｔｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｏｆｈＢＭＳＣ

２．２　Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１对ｈＢＭＳＣ成骨分化的影响
Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１显著促进了 ＡＬＰ活性，钙沉积，见

图 ２。Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１显 著 促 进 了 ＯＳＸ、ＯＣＮ 和
ＲＵＮＸ２ｍＲＮＡ和蛋白的表达，见图３。

注：Ａ为ＡＬＰ活性，Ｂ为钙盐沉积的定量，Ｃ为显微镜下钙盐沉积；（１）两组比较，Ｐ＜０．０５

图２　Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１对ｈＢＭＳＣ成骨分化的影响
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＲｓｐｏｎｄｉｎ１ｏｎｈＢＭＳＣｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
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（１）两组比较，Ｐ＜０．０５

图３　Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１对ｈＢＭＳＣ中ＯＳＸ、ＯＣＮ和ＲＵＮＸ２表达的影响
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＲｓｐｏｎｄｉｎ１ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＳＸ，ＯＣＮａｎｄＲＵＮＸ２ｉｎｈＢＭＳＣ

３　讨论

ｈＢＭＳＣ是一种具有自我更新能力和多向分化
潜能的成体干细胞，因其具有分离培养容易、增殖

能力强和多向分化能力的优点成为再生医学和组

织工程领域研究最为深入的种子细胞之一。ｈＢＭ
ＳＣ是成骨细胞的前体细胞，在体外可以定向分化
为骨细胞，其过程受到多种信号通路的调控，包括

ＢＭＰｓ／Ｓｍａｄ、ＭＡＰＫ和Ｗｎｔ信号通路等［５］。

Ｗｎｔ信号通路包括经典和非经典２种。经典
的Ｗｎｔ信号通路：即 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，Ｗｎｔ
配体（如Ｗｎｔ３ａ）与受体ＦＺＤ和辅助受体ＬＲＰ结合
后抑制ＡＰＣ复合物对 βｃａｔｅｎｉｎ的降解，使 βｃａｔｅ
ｎｉｎ在细胞内富集并入核与 Ｔｃｆ／Ｌｅｆ形成转录激活
复合物，促进下游基因的转录［６］。非经典的 Ｗｎｔ
信号通路：Ｗｎｔ配体（如 Ｗｎｔ１１）与受体 ＦＺＤ和辅
助受体 ＲＯＲ２／ＲＹＫ结合后，激活下游 ＪＮＫ、
ＣａＭＫＩＩ、ＰＫＣ信号通路。研究发现经典的 Ｗｎｔ信
号通路和非经典的 Ｗｎｔ信号通路在 ｈＢＭＳＣ成骨
分化过程中均发挥着重要的作用［７］。Ｑｉｎ等［４］发

现使用 Ｗｎｔ３ａ激活经典的 Ｗｎｔ信号通路，能够显
著增强ｈＢＭＳＣ中 ＡＬＰ活性，同时抑制脂滴形成，
进一步研究证实了经典的 Ｗｎｔ信号通路能够通过
促进ＲＵＮＸ２的表达从而促进ｈＢＭＳＣ的成骨分化。
研究发现在间充质干细胞敲除 βｃａｔｅｎｉｎ基因，能
够抑制成骨分化，进一步说明了经典的 Ｗｎｔ信号

通路在ｈＢＭＳＣ成骨分化过程中发挥着重要的作
用［８］。Ｆｕ等［９］发现非经典 Ｗｎｔ／ＪＮＫ通路也能促
进ｈＢＭＳＣ的成骨分化能力。

Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１是Ｗｎｔ信号通路的激活剂，既能激
活经典的Ｗｎｔ信号通路，也可以激活非经典的Ｗｎｔ
信号通路［１０］。由于经典的Ｗｎｔ信号通路和非经典
的Ｗｎｔ信号通路在 ｈＢＭＳＣ成骨分化过程中均发
挥着重要的作用，因此 Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１能够促进 ｈＢＭ
ＳＣ的成骨分化能力。本研究结果证实了该推测，
Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１对早期成骨分化指标 ＡＬＰ活性和成骨
分化晚期钙沉积都有显著的增强作用，进一步在分

子水平上证明 Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１能够促进成骨分化标志
物ＯＳＸ和 ＯＣＮ的表达，并初步证明对 ＲＵＮＸ２表
达的促进作用可能是Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１促进ｈＢＭＳＣ成骨
分化的原因。
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细胞比率和表达强度均没有明显增高。以上结果

显示，通过导入 ＮＦκＢＯＤＮＤｅｃｏｙ构建的耐受性
ＤＣ具有稳定的耐受表型。

Ⅱ型胶原常被用来建立类风湿性关节炎的动
物模型，建立的动物模型与人类风湿性关节炎表现

最为相似［９］。获得抗原特异性的耐受性ＤＣ疫苗，
在ＤＣ培养体系中加入 ＮＦκＢＯＤＮＤｅｃｏｙ后第６
天时，又加入ＢⅡＣ共孵至第８天，使其对ＢⅡＣ完
成摄取和表达，制备负载了ＢⅡＣ的耐受性 ＤＣ，称
为ＢⅡＣＤｅｃｏｙＤＣ。结果显示，ＢⅡＣＤｅｃｏｙＤＣ形
态与单纯ＤｅｃｏｙＤＣ无明显区别，且负载 ＢⅡＣ后
细胞表面ＣＤ８０和ＣＤ８６的表达仍然保持与Ｄｅｃｏｙ
ＤＣ相似的水平，负载抗原之后并未影响 ＤｅｃｏｙＤＣ
表面ＣＤ８０和 ＣＤ８６的相对低表达状态，此结果有
望将ＮＦκＢＯＤＮＤｅｃｏｙ构建的耐受性 ＤＣ负载 Ｂ
ⅡＣ抗原后应用于 ＢⅡＣ所致的大鼠 ＲＡ模型研
究，进一步在体内实验中探讨该疫苗的治疗效果及

机制。
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