
骨关节炎（osteoarthritis，OA）是一种全球性的、常

见的退行性关节疾病，目前，全世界有超过10%的人

口深受其扰，尤其多发于60岁以上的女性［1-3］。其作

为一种无法治愈的慢性可致残疾病，在老年群体中
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［摘 要］ 目的：探究胰岛素样生长因子结合蛋白7（insulin⁃like growth factor⁃binding protein 7，IGFBP7）对人脐带间充质干细

胞（human umbilical cord⁃derived mesenchymal stem cells，hUC⁃MSCs）软骨分化的影响。方法：用软骨诱导培养基高密度成球培

养hUC⁃MSCs，诱导成软骨分化，通过 real⁃time PCR和Western blot检测软骨分化标志基因Sox9的表达，甲苯胺蓝染色检测蛋白
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况；在hUC⁃MSCs中分别瞬时转染 IGFBP7的表达质粒和 siRNA以改变内源性 IGFBP7表达水平，然后成软骨诱导，采用甲苯胺

蓝染色，real⁃time PCR和Western blot检测 IGFBP7表达变化对于hUC⁃MSCs成软骨分化的影响。结果：在hUC⁃MSCs成软骨分

化过程中，IGFBP7 mRNA水平和蛋白水平表达均显著升高。与对照组相比，过表达 IGFBP7的 hUC⁃MSCs经成软骨诱导后，

Sox9表达量显著升高，甲苯胺蓝染色更深，软骨分化能力更强。反之，敲低 IGFBP7表达后，hUC⁃MSCs的软骨分化能力降低。

结论：IGFBP7促进人脐带间充质干细胞成软骨分化。
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the role and function of insulin⁃like growth factor⁃binding protein 7（IGFBP7）
in the chondrogenic differentiation of human umbilical cord⁃derived mesenchymal stem cells（hUC⁃MSCs）. Methods：Human umbilical
cord⁃derived mesenchymal stem cells（hUC⁃MSCs）were cultured in high⁃density pellets to establish a chondrogenic differentiation
model. Differences in cartilage differentiation were detected by alcian blue staining. hUC⁃MSCs was transfected with pCMV3⁃IGFBP7
or si⁃IGFBP7 to change the expression level of IGFBP7. The expression level of IGFBP7 was detected in chondrogenesis by real⁃time
PCR and Western blot. The chondrogenesis⁃related marker gene Sox9 was determined by real⁃time PCR and Western blot. Results：
IGFBP7 mRNA and protein expression significantly increased after induction of chondrogenic differentiation. The level of IGFBP7 in hUC
⁃MSCs transfected with pCMV3⁃IGFBP7 was significantly increased，while the level of IGFBP7 in the si⁃IGFBP7 group was significantly
reduced. Over ⁃ expression of IGFBP7 increased mRNA and protein level of Sox9 and promoted the differentiation of hUC⁃MSCs into
chondrocyte. On the contrary，suppression of IGFBP7 inhibited chondrogenic differentiation. Conclusion：IGFBP7 was a positive
regulator in the chondrogenic differentiation of hUC⁃MSCs.
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的致残率正在逐年上升。约26%的OA患者伴有严

重的关节疼痛，42%的人在日常活动方面受到明显

限制，生活质量大大降低［4］。

OA的致病因素多种多样，包括遗传因素、性

别、年龄、超重和肥胖、创伤和关节过度使用等［5］。

其病理特征是发生关节软骨的侵蚀，并伴有不同程

度的滑膜组织炎症［6-7］。关节疼痛和僵硬是OA最主

要的临床症状，这导致患者的日常活动能力严重受

损，生活质量显著下降。目前针对OA的治疗策略

主要是物理治疗和缓解疼痛，这使得非甾体类抗炎

药和阿片类药物被大量使用，但随之而来的不良反

应和药物依赖问题也值得被重视［8］。中晚期OA患

者常被建议进行关节置换手术，但是该种治疗方法

只能有限地减轻疼痛，而且部分患者无法接受良好

的术后康复物理治疗，这也使疗效大打折扣［9］。近

些年来，越来越多的研究者致力于研究软骨的修复与

再生，以期得到更好的治疗效果［10-12］。本研究的主要

目的是探究胰岛素样生长因子结合蛋白 7（insulin⁃
like growth factor⁃binding protein 7，IGFBP7）在软骨分

化中的调控作用，为软骨修复和OA的治疗提供新的

研究思路。

1 材料和方法

1.1 材料

DMEM 培养基（Gibco 公司，美国）；胎牛血清

（Science Cell公司，澳大利亚）；青霉素⁃链霉素溶液

（×100）、BCA蛋白浓度测定试剂盒（杭州碧云天公

司）；地塞米松、L⁃脯氨酸、抗坏血酸、丙酮酸（Sigma
公司，美国）；甲苯胺蓝、番红O、固绿染色剂、Fast⁃
start Universal SYBR Green Master（ROX）（上海翊

圣生物）；RNAiso plus 和 PrimeScriptTM RT Reagent
Kit with gDNA Eraser（Perfect Real Time）（TaKaRa公
司，日本）；Rabbit anti⁃Sox9 IgG、Rabbit anti⁃IGFBP7
IgG、Rabbit anti⁃β⁃actin IgG（Proteintech公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 成球培养诱导人脐带间充质干细胞（human
umbilical cord⁃derived mesenchymal stem cells，hUC⁃
MSCs）成软骨分化

hUC⁃MSCs在DMEM完全培养基中常规培养至

融合度70%~80%，收集细胞至15 mL离心管，计数，

2.5×105个/管，1 000 r/min离心 5 min。弃上清，轻轻

加入500 μL软骨诱导培养基（DMEM基本培养基加

入1×10-7 mol/L地塞米松，1% ITS、50 μmol/L维生素

C、1 mmol/L 丙酮酸钠，50 μg/mL脯氨酸、20 ng/mL

TGF⁃β和100 U/mL青霉素和100 μg/mL链霉素），注

意不要吹散细胞团，置于37 ℃ 5% CO2的细胞培养箱

中培养，每3 d换1次新鲜诱导液。

1.2.2 Real⁃time PCR
分别收集软骨诱导5 d和7 d的细胞团，吸弃培

养基，PBS轻洗 2遍，加入适量RNAiso plus，反复吹

打，使细胞充分裂解。提取总RNA后逆转录合成

cDNA。以 cDNA 为模板，使用 SYBR Green Master
Mix试剂进行 real⁃time PCR，检测目的基因的表达情

况。所用引物序列如表1所示。

1.2.3 Western blot
分别收集成软骨诱导5 d和7 d的细胞团，吸弃

培养基，PBS轻洗2遍，加入适量的含有蛋白抑制剂

的蛋白裂解液，反复冻融，使细胞充分裂解。根据

说明书，使用BCA蛋白浓度检测试剂盒测定蛋白浓

度。每孔30 μg蛋白经12% 的SDS⁃PAGE凝胶电泳

分离后，半干法转膜至 PVDF膜。用 TBST配制 5%
脱脂奶粉溶液封闭 2 h，加入相应一抗 4 ℃孵育过

夜。第2天用辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗室

温孵育 2 h，最后均匀滴加 ECL发光液于膜上，室

温孵育 1 min后在凝胶成像仪中曝片拍照。

1.2.4 甲苯胺蓝染色

通过甲苯胺蓝染色检测蛋白聚糖表达以确认软

骨分化过程中细胞外基质的沉积情况。将细胞团用

4%多聚甲醛固定，脱水，石蜡包埋，5 μm切片，用

0.1%甲苯胺蓝染色10 min，显微镜下观察。

1.3 统计学方法

所有数据均采用均数±标准差（x ± s）表示。两

组间比较采用双侧 Student’s t检验，所有结果均采

用 GraphPad Software 统计软件进行统计和绘图。

P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 诱导hUC⁃MSCs成软骨分化

为确保后续实验结果的可靠性，建立了成熟

表1 Real⁃time PCR引物

Table 1 Real⁃time PCR primers
引物

β⁃actin

hSox9

hIGFBP7

引物序列（5′→3′）
F：AGATGTGATCAGCAAGCAG
R：GCGCAAGTTAGGTTTTGTCA
F：CACGGAGCAGACGCACATC
R：GGCTGCACGTCGGTTTTGG
F：CGTGTGCGTGTGCAAGAGC
R：TATGGAAGGACCTTGCTCGC
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A：hUC⁃MSCs诱导成软骨分化 7 d后，甲苯胺蓝染色检测细胞外基质中蛋白聚糖表达情况（×10）；B、C：成软骨诱导 0、5、7 d后，real⁃time
PCR（B）和Western blot（C）检测 Sox9 的表达。两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01（n=3）。

图1 诱导人脐带间充质干细胞成软骨分化

Figure 1 Chondrogenic induction of human umbilical cord⁃derived mesenchymal stem cells

C

的软骨分化诱导体系。诱导 7 d 后，用甲苯胺蓝

染色检测细胞外基质中蛋白聚糖的表达情况。

与对照组相比，诱导组甲苯胺蓝染色更深，细胞

团更致密（图 1A）。同时在诱导分化过程中，与未

诱导组相比，软骨分化标志基因 Sox9在诱导 5 d
和 7 d后，mRNA和蛋白水平表达均显著升高（图

1B、C）。

2.2 IGFBP7在软骨分化过程中表达升高

Real ⁃ time PCR 和 Western blot 检测 IGFBP7 在

hUC⁃MSCs成软骨分化过程中的表达量变化。结果

表明在 hUC⁃MSCs成软骨分化过程中，IGFBP7表达

量在mRNA和蛋白水平均逐渐升高（图2）。

两组比较，*P < 0.01，**P < 0.001（n=3）。
图2 real⁃time PCR（A）和Western blot（B）检测 IGFBP7在软骨分化过程中表达上调

Figure 2 IGFBP7 was up⁃regulated during chondrogenic differentiation of hUC⁃MSCs by real⁃time PCR（A）and Western
blot（B）
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2.3 过表达 IGFBP7促进hUC⁃MSCs成软骨分化

为了进一步探究 IGFBP7在软骨分化过程中的

作用，在hUC⁃MSCs中过表达 IGFBP7，诱导7 d后，提

取RNA和蛋白。本实验选择在hUC⁃MSCs中瞬时转

染 IGFBP7 过表达质粒，以改变 hUC ⁃MSCs 中的

IGFBP7表达水平，real⁃time PCR和Western blot结果

确定 IGFBP7过表达效率（图3A、B）。转染后诱导软

骨分化7 d，IGFBP7过表达组甲苯胺蓝染色更深，表

明 IGFBP7过表达后hUC⁃MSCs向软骨分化程度更高

（图3C）。同时，real⁃time PCR和Western blot检测软

骨分化标志基因Sox9的表达情况，结果表明 IGFBP7
过表达组中Sox9在mRNA和蛋白水平表达均显著增

加（图3D、E）。以上结果说明过表达 IGFBP7可促进

hUC⁃MSCs成软骨分化，提高软骨分化能力。
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A、B：在hUC⁃MSCs中转染si⁃IGFBP7，48 h后 real⁃time PCR（A）和Western blot（B）检测 IGFBP7的表达；C：甲苯胺蓝染色检测蛋白聚糖表达情

况（×10）；D、E：real⁃time PCR（D）和Western blot（E）检测Sox9的表达。两组比较，*P < 0.001（n=3）。
图4 敲低 IGFBP7抑制人脐带间充质干细胞成软骨分化

Figuer 4 Down⁃regulation of IGFBP7 inhibited the chondrogenic differentiation of hUC⁃MSCs

2.4 敲低 IGFBP7表达抑制hUC⁃MSCs成软骨分化

在 hUC⁃MSCs中转染 IGFBP7的 siRNA干扰其

表达，48 h 后 real ⁃ time PCR 和 Western blot 检测

IGFBP7敲低效率，结果表明转染 siRNA后，IGFBP7
在 mRNA 和蛋白水平表达量均显著降低（图 4A、

B）。转染 siRNA后诱导软骨分化 7 d，IGFBP7敲低

组甲苯胺蓝染色较浅，细胞团松散（图 4C）。同时，

real⁃time PCR和Western blot结果表明，软骨分化标

志基因 Sox9在mRNA和蛋白水平表达均有所降低

（图4D、E）。以上结果说明 IGFBP7表达受到抑制会

抑制hUC⁃MSCs成软骨分化。

3 讨 论

OA作为当今难治疾病之一，最主要的病理过

程就是关节软骨细胞外基质过度降解，软骨组织结

构被破坏。当关节软骨受到损伤时，由于其特殊的

A B C

A、B：在hUC⁃MSCs中转染 IGFBP7 过表达质粒，48 h后 real⁃time PCR（A）和Western blot（B）检测 IGFBP7的表达；C：甲苯胺蓝染色检测细胞

外基质中蛋白聚糖表达情况（×10）；D、E：real⁃time PCR（D）和Western blot（E）检测Sox9的表达。两组比较，*P < 0.01，**P < 0.001（n=3）。
图3 过表达 IGFBP7促进人脐带间充质干细胞成软骨分化

Figuer 3 Up⁃regulation of IGFBP7 promoted the chondrogenic differentiation of hUC⁃MSCs
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生理结构，既无血管和神经组织包被，又没有淋巴

管提供营养［13］，且软骨组织中唯一的细胞类型——

软骨细胞是终末未分化细胞，增殖能力极弱，且缺

乏再生能力，所以大部分软骨损伤都难以自我修

复［14- 15］，这些特性让 OA 的治疗成为临床上的难

题。目前的研究热点逐渐集中于软骨组织的再生

疗法。其中利用基因手段促进间充质干细胞（mes⁃
enchymal stem cells，MSCs）向软骨细胞分化是最具

前景的治疗方案［16］。

MSCs作为干细胞家族的重要成员，具有免疫调

控、自我更新和多向分化潜能［17］。随着科学技术的

发展，干细胞治疗技术逐渐为许多尚无良好治疗手

段的疾病提供了新的治疗方向，是当前医学研究与

应用的热点。hUC⁃MSCs来源于新生儿脐带，具备

MSC多向分化和自我增殖的能力。同其他来源的

间充质干细胞相比，如骨髓间充质干细胞（bone
mesenchymal stem cells，BMSCs）和脂肪间充质干细

胞（adipose tissue⁃derived stromal cells，ADSC），hUC⁃
MSCs因来源无创（源于生产后废弃的脐带）、供体不

受额外损伤、无免疫原性等优点，故不会引起免疫

排斥反应、无社会伦理问题［18］。且 hUC⁃MSCs较其

他干细胞而言，增殖能力更强，体外诱导分化成功

率更高，因此更具有临床应用价值。

IGFBP7是一种分泌型糖蛋白，在机体内广泛表

达，可以与胰岛素样生长因子（insulin⁃like growth
factors，IGFs）结合，正向或负向调节 IGF信号通路，

也可独立发挥功能，参与调控细胞的生长分化、增

殖和凋亡以及组织重塑等重要生理过程［19-20］。正常

情况下，IGFBP7在尿液、血液、肾脏等组织中低表达，

当发生炎症时，在细胞内会被诱导大量表达［21］。

Wang 等［22］研究结果表明，急性肾损伤患者尿液中

和LPS诱导炎症的HK⁃2细胞中 IGFBP7水平显著升

高，IGFBP7沉默会抑制ERK1/2信号通路的激活，抑

制LPS诱发的细胞凋亡和细胞周期阻滞。还有研究

报道 IGFBP7可能对多发性骨髓瘤中的骨科疾病具

有保护作用［23］。IGFBP7在BMSCs成骨分化过程中

激活Wnt/β⁃catenin信号通路，促进成骨分化。但是

在软骨分化和骨关节炎的发生机制方面，迄今未见

关于 IGFBP7的研究。

在本研究中，为了检测软骨分化过程中 IGFBP7
的表达变化情况，对 hUC⁃MSCs进行诱导软骨分化

5 d和 7 d，结果表明，IGFBP7在软骨分化过程中表

达逐渐增加。因此推测 IGFBP7参与调控软骨分化

的过程。为了进一步探究 IGFBP7在软骨分化中的

作用，在 hUC⁃MSCs中过表达和敲低 IGFBP7表达，

同等条件下诱导转染后细胞成软骨分化，7 d后检测

相关指标。结果表明 IGFBP7高表达组的甲苯胺蓝

染色更深，软骨分化标志基因 Sox9表达量更高，促

进 hUC⁃MSCs向软骨分化；反之，IGFBP7敲低组甲

苯胺蓝染色浅，Sox9表达显著降低，软骨分化受到

抑制。

综上所述，IGFBP7在 hUC⁃MSCs软骨分化过程

中表达逐渐上升并发挥重要功能，可促进 hUC⁃
MSCs成软骨分化。本研究表明 ，IGFBP7可作为调

控 hUC⁃MSCs软骨分化的潜在靶点，值得进一步研

究和确认，这对于软骨再生和软骨发育相关疾病的

治疗和预防有重要意义。
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