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　　［摘要］　目的　探讨白藜芦醇（ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ，ＲＥＳ）对软骨前体细胞 ＡＴＤＣ５肥大化的影响及其可能
机制。方法　通过ＣＣＫ８法研究不同浓度 ＲＥＳ对 ＡＴＤＣ５细胞活性的影响。建立软骨肥大化诱导体
系，根据活性实验的安全浓度，设立对照组（０μｍｏｌ／Ｌ）和ＲＥＳ组（１μｍｏｌ／Ｌ）。ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法确定肥大化相关因子ＲＵＮＸ２、ＭＭＰ１３和ＣＯＬＸ表达变化；甲苯胺蓝和免疫组化分析细胞外基质粘多
糖及ＣＯＬＸ、ＲＵＮＸ２表达；利用ｑＲＴＰＣＲ检测软骨细胞肥大化经典通路 ＷＮＴ、ＩＨＨ和 ＦＧＦ中相关因子
的表达变化。结果　ＲＥＳ安全使用浓度为１μｍｏｌ／Ｌ；与对照组相比，在肥大化诱导１４ｄ后，ＲＥＳ组
ＡＴＤＣ５细胞肥大化水平明显提升；ＲＥＳ组肥大化相关基因表达量在３、７、１４ｄ时明显增加；ＷＮＴ和ＩＨＨ
途径中促肥大化因子 βｃａｔｅｎｉｎ和 ＧＬＩ２的表达水平在 ＲＥＳ组较对照组升高，而 ＧＬＩ３表达水平下降。
ＦＧＦ途径中ＰＩ３Ｋ的表达水平较对照组没有变化。结论　ＲＥＳ通过激活 βｃａｔｅｎｉｎ及 ＧＬＩ２，抑制 ＧＬＩ３，
促进ＲＵＮＸ２表达，实现促进ＡＴＤＣ５肥大化的目的。
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　　骨组织的形成有膜内成骨和软骨内成骨两种形
式，其中软骨内成骨在骨骼发育过程中起主要作

用［１］。了解软骨内成骨过程有助于理解人类骨骼疾

病、骨损伤及骨修复的病理生理机制。间充质干细胞

在膜内成骨过程中直接形成骨组织，而在软骨内成骨

的过程中，骨髓间充质干细胞经历了分化为软骨细胞

的中间过程。软骨内成骨开始于骨髓间充质干细胞聚

集，之后骨髓间充质干细胞向软骨分化。软骨细胞成

熟、增殖，并排列成生长板结构，成熟的软骨细胞会继

续分化呈现肥大化表型。最后，肥大化软骨细胞发生

终末分化继而凋亡。在此期间，血管组织侵入软骨细

胞肥大化区域，新的骨组织替代肥大化软骨组织，形成

骨骼［２］。因此，软骨细胞肥大化在软骨内成骨过程中

作用显著，寻求促进软骨细胞肥大化的方法，有助于利

用“软骨内成骨”途径修复骨缺损。

　　白藜芦醇（ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ，ＲＥＳ）是一种植物源非黄酮
类多酚化合物。作为一种天然抗氧化剂，ＲＥＳ已被用
于心血管保护［３］和癌症的治疗［４］。近年来，在骨组织

中对ＲＥＳ的研究越发广泛［５－６］。在骨骼系统中，ＲＥＳ
有促进纵骨生长的潜力［７］。也有研究发现，ＲＥＳ通过
抑制ＰＰＡＲγ通路，减少脊髓损伤小鼠骨流失［８］。这些

结果提示ＲＥＳ在成骨过程中具有重要作用。而其对
软骨细胞的作用，尤其是软骨细胞肥大化的影响尚少

见报道。因此，本研究利用软骨细胞肥大化诱导培养

体系，探讨ＲＥＳ对ＡＴＤＣ５细胞肥大化进程的影响，并
对其可能机制进行了初探。

１　材料与方法

１．１　细胞及细胞培养
　　ＡＴＤＣ５细胞株购于中科院上海细胞所。使用含
９０％ＤＭＥＭ／Ｆ１２，１０％ＦＢＳ培养基，于３７℃，５％ＣＯ２孵
箱中培养 ＡＴＤＣ５细胞。待 ＡＴＤＣ５细胞融合率达到
９０％时传代。诱导 ＡＴＤＣ５肥大化分化时，将 ＡＴＤＣ５
细胞铺于６孔板中，待细胞贴壁８ｈ后，使用含地塞米
松１％，１００ｎｇ／ＬＴ３的软骨肥大化诱导培养基［９］，并

置于３７℃，５％ＣＯ２孵箱中培养１４ｄ。在软骨培养体
系中，设置对照组（０μｍｏｌ／ＬＲＥＳ）及ＲＥＳ组（１μｍｏｌ／Ｌ
ＲＥＳ），每２天更换新鲜肥大诱导培养基及ＲＥＳ。
１．２　ＣＣＫ８细胞活力检测
　　将 ＡＴＤＣ５细胞以２×１０３个／孔接种于 ９６孔板。
待细胞贴壁后，换以不同浓度（０、０．１、０．５、１、５、１０、
２０μｍｏｌ／Ｌ）ＲＥＳ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）培养基培养 ２４和
４８ｈ。将 １０μＬＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８，Ｄｏｊｉｎｄｏ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）加入每孔，于３７℃孵育４ｈ。使用分光光

度计读取４５０ｎｍ波长下每孔光密度值。以无细胞，含
ＣＣＫ８溶液孔作为空白对照。根据试剂盒使用手册计
算细胞增殖与光密度之间对应关系。

１．３　ｑＲＴＰＣＲ
　　使用ＴＲＩｚｏｌ（ＴａＫａＲａＢｉｏ）提取培养于６孔板中细
胞总 ｍＲＮＡ，并进行浓度测定。使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ（ＴａＫａＲａＢｉｏ）逆转录每份样品 １μｇ总
ｍＲＮＡ。检测软骨及肥大化软骨细胞相关基因 ＣｏｌＸ、
ＭＭＰ１３、ＲＵＮＸ２以及βｃａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ表达水平，并使
用 ＧＡＰＤＨ为内参基因。引物由华大基因合成，序列
见表１。

表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列

基因　 引物序列　　　　

ＧＡＰＤＨ
正义链：５′ＧＴＴＧＴＣＴＣＣＴＧＣＧＡＣＴＴＣＡ３′

反义链：５′ＧＧＴＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴＴＡ３′

ＣＯＬＸ
正义链：５′ＣＴＴＴＣＴＧＧＧＡＴＧＣＣＧＣＴＴＧＴ３′

反义链：５′ＧＧＧＴＣＧＴＡＡＴＧＣＴＧＣＴＧＣＣＴＡ３′

ＭＭＰ１３
正义链：５′ＴＴＧＡＴＧＣＣＡＴＴＡＣＣＡＧＴＣＴＣＣＧ３′

反义链：５′ＣＡＣＧＧＧＡＴＧＧＡＴＧＴＴＣＡＴＡＴＧＣ３′

ＲＵＮＸ２
正义链：５′ＣＣＡＡＣＴＴＣＣＴＧＴＧＣＴＣＣＧＴＧ３′

反义链：５′ＡＴＡＡＣＡＧＣＧＧＡＧＧＣＡＴＴＴＣＧ３′

βｃａｔｅｎｉｎ
正义链：５′ＧＡＧＴＣＴＧＡＡＧＴＣＧＧＧＡＣＣＡＣ３′

反义链：５′ＧＡＴＣＧＴＣＧＧＣＴＧＧＡＡＣＡＣ３′

ＧＬＩ２
正义链：５′ＧＴＣＡＣＣＡＡＧＡＡＡＣＡＧＣＧＴＡＡ３′

反义链：５′ＧＡＴＧＧＣＴＴＴＧＡＴＡＴＧＴＡＧＧＣ３′

ＧＬＩ３
正义链：５′ＡＣＡＧＣＴＣＴＡＣＧＧＣＧＡＣＴＧ３′

反义链：５′ＧＣＡＴＡＧＴＧＡＴＴＧＣＧＴＴＴＣ３′

ＰＩ３Ｋ
正义链：５′ＣＴＣＡＣＧＣＡＧＧＡＣＡＣＴＴＴＧ３′

反义链：５′ＧＴＴＧＧＴＧＧＧＴＴＧＴＴＧＧＴＴ３′

１．４　甲苯胺蓝及免疫组化染色
　　肥大化诱导 ＡＴＤＣ５细胞１４ｄ后，使用４℃ ＰＢＳ
清洗细胞 ２次，使用 ４％多聚甲醛固定 ３０ｍｉｎ，再用
４℃ ＰＢＳ清洗 ２次。使用 １％甲苯胺蓝染料（Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ）对细胞染色室温孵育３０ｍｉｎ，后使用 ＰＢＳ清
洗２次。免疫组化样品在固定后使用 Ｈ２Ｏ２（ＺＳＧＢ
ＢＩＯ），山羊血清（ＺＳＧＢＢＩＯ）各孵育 １０ｍｉｎ。使用对
应一抗（Ａｂｃａｍ）在合适浓度于４℃过夜。然后按免疫
组化试剂盒使用手册进行操作，并使用 ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ
６．０进行图像分析。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
　　肥大化诱导培养 ＡＴＤＣ５细胞达３、７、１４ｄ时，使
用４℃ＰＢＳ清洗细胞２次后，用 ＲＩＰＡ（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）裂解
液于４℃冰上裂解３０ｍｉｎ。使用 ＢＣＡ试剂盒（Ｂｅｙｏ
ｔｉｍｅ）检测各细胞裂解液蛋白浓度。使用８％ ＳＤＳ丙
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烯酰胺凝胶，以２０μｇ／孔上样并转膜于０．２μｍＰＶＤＦ
膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）。使用５％脱脂奶粉封闭膜２ｈ，并按照
各目的蛋白分子量大小进行剪膜。分别使用 ＣＯＬＸ、
ＲＵＮＸ２一抗（Ａｂｃａｍ），于 ４℃过夜孵育，后用二抗
（Ａｂｃａｍ）室温孵育２ｈ。洗净二抗后，使用ＤＡＢ（Ｂｅｙｏ
ｔｉｍｅ）试剂盒显影。
１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件。数据以珋ｘ±ｓ表示。两
组间使用双尾，非成对ｔ检验进行差异性分析。

２　结果

２．１　ＣＣＫ８检测ＲＥＳ对ＡＴＤＣ５细胞活性的影响
　　通过 ＣＣＫ８法分析不同浓度（０、０．１、０．５、１、５、
１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）ＲＥＳ对ＡＴＤＣ５细胞活性的影响（图１）。
结果显示，ＲＥＳ浓度低于１μｍｏｌ／Ｌ时，其对 ＡＴＤＣ５活
性没有影响。而ＲＥＳ浓度高于５μｍｏｌ／Ｌ时，ＡＴＤＣ５活
力受到抑制（２４ｈ，Ｐ＜０．０１；４８ｈ，Ｐ＜０．０５）。所以本
实验中采取１μｍｏｌ／ＬＲＥＳ作为实验安全浓度。
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Ａ：培养２４ｈ；Ｂ：培养４８ｈ；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与 ＲＥＳ
组比较

图１　不同浓度ＲＥＳ对ＡＴＤＣ５细胞活性的影响

２．２　ＲＥＳ抑制ＡＴＤＣ５细胞胞外粘多糖表达情况
　　通过甲苯胺蓝染色的方法检测细胞外粘多糖含量
变化。与对照组（０．１５３±０．０１１）相比，使用含１μｍｏｌ／Ｌ
ＲＥＳ（０．１１１±０．０５６）肥大化诱导培养基的 ＡＴＤＣ５细

胞表达更少（Ｐ＝０．０３）的胞外粘多糖（图 ２）。提示
ＲＥＳ促进了ＡＴＤＣ５肥大化进程，从而减少细胞外粘多
糖表达。

!

"

Ａ：对照组；Ｂ：ＲＥＳ组
图２　甲苯胺蓝染色观察肥大诱导１４ｄ细胞外粘多糖变化

２．３　ＲＥＳ促进ＡＴＤＣ５细胞肥大化相关基因表达情况
　　为了进一步阐明ＲＥＳ促进肥大化过程的机制，采
用ｑＲＴＰＣＲ方法检测了肥大化软骨细胞相关基因的
表达水平。ＲＥＳ处理组在３、７、１４ｄＲＵＮＸ２、ＣＯＬＸ和
ＭＭＰ１３表达水平均高于对照组（图３Ａ～Ｃ）。但随时
间推移，肥大化相关基因表达较对照组增势减缓。结

果提示，ＲＥＳ在促进软骨细胞肥大化早期作用更为
明显。

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了肥大化相关蛋白 ＲＵＮＸ２和
ＣＯＬＸ在蛋白水平含量的变化。与ｍＲＮＡ表达水平类
似，在含有ＲＥＳ肥大化诱导培养３、７、１４ｄ后，其蛋白
表达量较对照组均有提升（图３Ｄ）。免疫组化检测了
ＲＥＳ组与对照组１４ｄＲＵＮＸ２和 ＣＯＬＸ的表达变化。
结果显示，ＲＥＳ组 ＲＵＮＸ２和 ＣＯＬＸ表达水平更高（图
３Ｅ）。提示，ＲＥＳ提高了ＡＴＤＣ５细胞肥大分化水平。
２．４　ＲＥＳ通过上调 βｃａｔｅｎｉｎ和 ＧＩＬ２信号促进 ＡＴ

ＤＣ５细胞肥大化
　　在 Ｔ３存在的肥大化诱导培养基中，ＲＥＳ明显促
进了ＡＴＤＣ５细胞的肥大化进程。通过 ｑＲＴＰＣＲ的方
法检验了软骨细胞肥大向分化过程中涉及的经典信号

通路。发现在ＲＥＳ组中 βｃａｔｅｎｉｎ的表达水平分别在
３、１４ｄ明显上升（图４Ａ）。结果提示，ＲＥＳ通过促进
ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ途径中 βｃａｔｅｎｉｎ的表达，促进 ＡＴＤＣ５
肥大分化。另外，ＲＥＳ组中 ＧＬＩ２的表达水平在第３、
７、１４天均高于对照组，而ＧＬＩ３表达水平与之相反（图
４Ｂ、Ｃ）。由此推测，ＲＥＳ激活了 ＩＨＨ通路，从而促进
细胞整体向肥大化分化。而在检测促进软骨细胞肥大

化通路中关键因子ＰＩ３Ｋ时，发现ＰＩ３Ｋ表达在３、７、１４ｄ
均没有变化（图４Ｄ）。这一结果提示，ＰＩ３Ｋ分子可能
未参与ＲＥＳ介导的ＡＴＤＣ５细胞肥大化过程。
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图３　ＡＴＤＣ５细胞肥大化相关基因变化
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图４　ｑＲＴＰＣＲ检测ＷＮＴ、ＩＨＨ及ＦＧＦ途径相关分子表达
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３　讨论

　　ＲＥＳ作为一种天然多酚类物质，在多种细胞模型
中被证实具有抗炎［１０］和抗氧化［１１］的作用。因此，研

究人员认为 ＲＥＳ具有治疗多种疾病的潜力，其中，包
括骨组织相关疾病［７－８］。本实验中，我们发现 ＲＥＳ能
促进ＡＴＤＣ５细胞的肥大化进程，使之软骨内成骨能力
增强。这个现象与早期研究发现 ＲＥＳ饲雌兔能促进
骨发育［７］现象一致。在诱导 ＡＴＤＣ５细胞肥大化的过
程中，ＲＥＳ促进 ＲＵＮＸ２基因表达。作为受转录因子
ＲＵＮＸ２直接调控的下游基因［１２］，ＣＯＬＸ的表达量在
ＲＵＮＸ２表达升高时增加。ＲＥＳ促进软骨细胞肥大化
标志蛋白ＣＯＬＸ表达的现象，提示 ＲＥＳ能够促进细胞
肥大化进程。同样，ＲＵＮＸ２蛋白水平的提升，进一步
促进了ＭＭＰ１３的表达。ＭＭＰ１３能够降解构成软骨细
胞外基质主要成分的Ⅰ型、Ⅱ型胶原［１３］。在本实验

中，ＭＭＰ１３表达量上升可能是 ＲＥＳ组在诱导１４ｄ后
细胞外粘多糖含量下降的原因。但也有研究指出，

ＲＥＳ能抑制ｈＭＳＣ软骨分化期间 ＭＭＰ１３表达［１４］。提

示，ＲＥＳ参与了整个软骨内成骨过程，促进了软骨分化
的同时，也加速了成熟软骨肥大化进程。

　　前期的诸多研究已证明 ＷＮＴ［１５］、ＩＨＨ［１６］以及
ＦＧＦ［１７］途径在调控软骨细胞肥大化过程中的关键作
用。在生长板中，成熟的软骨细胞肥大向分化过程时

表达ＷＮＴ５Ａ和 ＷＮＴ５Ｂ。而 Ｗｎｔ５ａ－／－小鼠表现为严
重的软骨肥大化停滞［１８］。选择性激活小鼠成熟软骨

细胞内 ＷＮＴ下游分子 βｃａｔｅｎｉｎ的表达，可以得到肥
大型软骨细胞［１９］，说明 βｃａｔｅｎｉｎ在成熟软骨细胞肥
大分化过程中扮演重要角色。本研究发现 ＲＥＳ组 β
ｃａｔｅｎｉｎ表达量上升，因此我们认为 ＲＥＳ通过激活
ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ途径中βｃａｔｅｎｉｎ的表达促进软骨细胞
肥大化。此外，ＷＮＴ信号通路还与 ＦＧＦ信号通路共
同调控软骨细胞肥大化［１７］。有研究指出，在兔软骨细

胞中，ＲＥＳ通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径促进ＣＯＬⅡ表达维持软
骨形态［２０］。但在诱导软骨细胞肥大化过程中检测

ＦＧＦ信号通路中关键因子ＰＩ３Ｋ分子表达时，没有发现
ＰＩ３Ｋ表达变化。推测，ＲＥＳ促肥大化的过程中可能没
有通过 ＦＧＦ／ＰＩ３Ｋ途径。前期的研究表明，ＩＨＨ－／－小
鼠表现出软骨内成骨进程受阻［１６］。在调控软骨细胞

肥大化过程中，ＩＨＨ信号通路下游的 ＧＬＩ２和 ＧＬＩ３分
子扮演相反的角色。Ｏｈｂａ等［２１］发现抑制子形式ＧＬＩ３
（Ｇｌｉｒｅｐ）抑制 ＲＵＮＸ２转录功能，而 ＧＬＩ２分子却受到

ＩＨＨ下游信号分子 ＳＭＯ调控，生成 ＧＬＩ２Ａ以促进
ＲＵＮＸ２表达［２２］。这与本研究中的发现一致，推测

ＲＥＳ也通过激活ＩＨＨ途径内 ＧＬＩ２，同时抑制 ＧＬＩ３达
到促进ＡＴＤＣ５细胞肥大化的目的。在后续的研究中，
将采用干扰相关基因的方法，进一步论证此推测。

　　总之，本研究证明了 ＲＥＳ可加速 ＡＴＤＣ５细胞肥
大化进程。ＲＥＳ有望作为一种潜在药物，应用于基于
软骨内成骨的骨损伤修复过程中。
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