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摘要　 目的 　 研究诱导多能干细胞来源的间充质干细胞

（ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ）体外对膝骨关节炎（ＫＯＡ）患者软骨基质的保

护作用及其部分机制。 方法　 收集 ＫＯＡ 患者关节置换手术

切除的软骨组织，分别进行组织和细胞实验。 软骨组织剪成

小块，随机分为对照组、白介素⁃１β（ ＩＬ⁃１β）诱导组和 ｉＰＳＣ⁃
ＭＳＣｓ 组。 除对照组外，各组软骨组织予以 ＩＬ⁃１β（１０ ｎｇ ／ ｍｌ）
刺激 ９６ ｈ，再与不同数量 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０４， １ × １０５， １ ×
１０６）细胞共培养 ７２ ｈ 后取出软骨组织进行石蜡包埋切片，
免疫组化法检测组织中带有血小板凝血酶敏感蛋白结构域

的解聚蛋白样金属蛋白酶家族（ＡＤＡＭＴＳ⁃４、ＡＤＡＭＴＳ⁃５）及

Ⅱ型胶原（ＣＯＬ２）表达，ＥＬＩＳＡ 法检测共培养上清中基质金

属蛋白酶 １３（ＭＭＰ１３）、白介素⁃６（ ＩＬ⁃６）、白介素⁃１０（ ＩＬ⁃１０）
水平，苏木精伊红（ＨＥ）染色检测离体软骨组织的病理改变。
分离 ＫＯＡ 患者软骨组织中软骨细胞，经 ＩＬ⁃１β（１０ ｎｇ ／ ｍｌ）刺
激 ４８ ｈ 后，将软骨细胞与不同数量 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０４， １ ×
１０５， １ × １０６）共培养 ７２ ｈ。 免疫荧光和蛋白免疫印迹法检测

软骨细胞中矮小相关转录因子 ２（ＲＵＮＸ２）、ＡＤＡＭＴＳ⁃４、ＡＤ⁃
ＡＭＴＳ⁃５ 的表达。 结果　 与对照组比较，ＩＬ⁃１β 可诱导软骨组

织 ＲＵＮＸ２、ＡＤＡＭＴＳ⁃４、ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 水平升高、ＣＯＬ２ 水平降

低，培养上清中 ＭＭＰ⁃１３、ＩＬ⁃６ 水平升高（Ｐ ＜ ０. ０５），ＩＬ⁃１０ 水

平减少（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＩＬ⁃１β 诱导组比较，不同数量 ｉＰＳＣ⁃
ＭＳＣｓ 共 培 养 可 降 低 上 清 中 ＭＭＰ⁃１３、 ＩＬ⁃６ 水 平， 降 低

ＲＵＮＸ２、ＡＤＡＭＴＳ⁃４、ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 的表达，促进 ＣＯＬ２ 表达，并
升高 ＩＬ⁃１０ 水平。 结论 　 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ 体外可抑制 ＡＤＡＭＴＳ⁃
４、ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 表达，减少软骨细胞外基质降解，起到关节软

骨保护作用。
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凝血酶敏感蛋白结构域的解聚蛋白样金属蛋白酶家族
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　 　 骨关节炎（Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）是一种慢性关节

疾病，一般认为关节软骨细胞外基质（ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘ， ＥＣＭ）合成和降解的失衡是引起关节软骨功

能下降的重要原因［１］。 在炎症等各种因素刺激下，
活化的软骨细胞通过合成和分泌蛋白酶如基质金属

蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ， ＭＭＰｓ）和具有血

栓反应蛋白基序的解聚素及金属蛋白酶（ ａ ｄｉｓｉｎｔｅ⁃
ｇｒｉｎ ａｎｄ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ｗｉｔｈ ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ ｍｏｔｉｆｓ，
ＡＤＡＭＴＳ）等促进了 ＥＣＭ 的分解代谢，ＥＣＭ 合成与

降解失衡，软骨细胞出现肥大、死亡等病理变化并最

终导致关节软骨钙化［２］。 间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙ⁃
ｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ， ＭＳＣ）在组织愈合和再生医学中发挥

着重要作用［３］。 骨髓、脐带、脂肪等不同来源的

ＭＳＣ 存在由于单一个体所能提供的数量有限、不同

供体的细胞增殖、分化以及外分泌能力差异较大，以
及伦理等诸多原因限制了 ＭＳＣｓ 在临床上的应

用［４］。 而自体体细胞重编程来源的诱导多能干细

胞（ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ｉＰＳＣ）分化而来的

ＭＳＣ（ｉＰＳＣ ｄｅｒｉｖｅｄ ＭＳＣｓ，ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ）展示了一种较

成体 ＭＳＣ 更强的增殖、分化及促进损伤组织再生的

能力，为细胞医疗临床转化开辟了新途径［５］。 现以

ＫＯＡ 患者膝关节软骨组织和细胞为对象，观察 ｉＰ⁃
ＳＣ⁃ＭＳＣｓ 体外对软骨组织和软骨细胞 ＥＣＭ 的保护

作用及其部分机制。

１　 材料与方法

１． １　 样本来源　 安徽医科大学第一附属医院骨科

收治的膝骨关节炎（ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ＫＯＡ）患者

行人工关节置换手术后的软骨组织，所有样本均经

患者知情同意。
１． ２ 　 细 胞 及 主 要 试 剂 　 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ （ 批 号：
２０２００９００５）由安徽中盛溯源生物科技有限公司提

供。 ＩＬ⁃１β（ＳＲＰ３０８３）购自美国 Ｓｉｇｍ⁃Ａｌｄｒｉｃｈａ 公司；
Ａｎｔｉ⁃ＲＵＮＸ２ ａｎｔｉｂｏｄｙ（ａｂ７６９５６）购自英国 Ａｂｃａｍ 公

司、 ＡＤＡＭＴＳ４ Ａｎｔｉｂｏｄｙ （ ＮＢＰ１⁃５４３６９ ）、 ＡＤＡＭＴＳ５
Ａｎｔｉｂｏｄｙ （ ＮＢＰ２⁃１５２８６ ）、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ Ａｎｔｉｂｏｄｙ
（ＮＢ６００⁃８４４）购自美国 Ｎｏｖｕｓ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ 公司。
１． ３　 方法

·２２５１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｓｅｐ；５８（９）



１． ３． １　 软骨组织处理及分组　 经知情同意，将临床

膝骨关节炎关节置换手术病人捐献的关节软骨组织

剪成直径约 ５ ｍｍ 厚 １ ｍｍ 的组织块，随机分为 ＫＯＡ
对照组、ＩＬ⁃１β（１０ ｎｇ ／ ｍｌ）诱导组和 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ ×
１０４， １ × １０５， １ × １０６）ｃｅｌｌｓ 共培养组，每组设 ３ 个复

孔。 将剪好的组织块置于 ２４ 孔板中，加入 １ ｍｌ 含
１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液，３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培

养 ４８ ｈ。 除 ＫＯＡ 对照组，每孔加入 ＩＬ⁃１β（终浓度

１０ ｎｇ ／ ｍｌ）培养 ９６ ｈ 后，加入不同数量 ｉＰＳＣ⁃ｉＭＳＣ，
继续培养 ７２ ｈ，分别收集组织块和培养上清液。
１． ３． ２　 软骨组织病理学检测　 收集的软骨组织经

多聚甲醛固定，ＥＤＴＡ 脱钙液脱钙后，石蜡纵向包

埋、切片进行 ＨＥ 染色，玻片扫描仪扫描全片观察组

织病理学改变。
１． ３． ３　 免疫组化法检测软骨组织中 ＡＤＡＭＴＳ⁃４、
ＡＤＡＭＴＳ⁃５、ＣＯＬ２ 的表达 　 软骨组织石蜡纵向包

埋切片后，置于烘箱 ６０ ℃烤片 ２ ｈ 梯度脱蜡处理后

０. ２５％ Ｔｒｉｔｏｎ⁃１００ 通透 ２０ ｍｉｎ，ＥＤＴＡ 抗原修复 １０
ｍｉｎ，３％ Ｈ２Ｏ２ 进行阻断，排除内源性过氧化物的干

扰，然后再滴加一抗于 ４ ℃环境下孵育并过夜。 次

日将切片复温后用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 遍，之后在滴加二抗

并孵育 ３０ ｍｉｎ，最后用 ＤＡＢ、苏木素染色，梯度脱水

后风干，中性树脂封片置于光镜下观察。 染色结果

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析量化。
１． ３． ４ 　 ＥＬＩＳＡ 法检测软骨组织体外培养上清液

ＭＭＰ⁃１３、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０ 水平 　 取软骨组织培养上清

液，按照 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒说明书操作检测各因子水

平。
１． ３． ５　 人软骨细胞的分离与培养　 将软骨组织剪

成约 １ ｍｍ３ 左右小块，转移至 ５０ ｍｌ 无菌离心管中，
０. ２５％胰蛋白酶 ３７ ℃消化 ４５ ｍｉｎ，吸弃胰酶，加入

含血清培养基终止消化，ＰＢＳ 清洗 ２ ～ ３ 遍，０. ２％
Ⅱ型胶原酶溶液 ３７ ℃恒温震荡消化至软骨组织块

基本消失为止（６ ～ ８ ｈ），吸取培养液于 １５ ｍｌ 离心

管中，４ ℃，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清液，加入

２. ５ ｍｌ 完全培养基，分散后转移至细胞培养瓶中培

养。 原代细胞覆盖 ８０％上时，采用 ０. ２５％胰蛋白酶

进行消化，传代培养按 １ ∶ ２ 比例。
１． ３． ６　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室共培养 　 用 ２ ～ ５ 代的软骨

细胞铺板，设置 ＫＯＡ 对照组、ＩＬ⁃１β（１０ ｎｇ ／ ｍｌ）诱导

组和 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０４， １ × １０５， １ × １０６ 个细胞）
共培养组。 待细胞长至 ５０％ ，用 ＩＬ⁃１β（１０ ｎｇ ／ ｍｌ）
刺激 ４８ ｈ 后（ＫＯＡ 对照组除外），加入相应不同数

量的 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ 共培养 ７２ ｈ，进行下一步实验。
１． ３． ７ 　 免疫荧光法检测软骨细胞中 ＲＵＮＸ２、ＡＤ⁃
ＡＭＴＳ⁃４、ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 的表达　 在 ２４ 孔板中放入细

胞爬片，每孔接种 １０５ 个软骨细胞，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 共培养

后弃去培基。 ＰＢＳ 洗涤 ２ ～ ３ 次，４％ 多聚甲醛固定

１０ ｍｉｎ，破膜，室温放置 ２０ ｍｉｎ，一抗 ４ ℃孵育过夜。
次日滴加荧光二抗避光孵育 １ ｈ 后，用 ＤＡＰＩ 染色液

进行细胞核染色。 取出爬片倒扣于滴有抗荧光淬灭

剂的载玻片上，指甲油封片，激光共聚焦显微镜下观

察 ＲＵＮＸ２、ＡＤＡＭＴＳ⁃４、ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 的表达。
１． ３． ８ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测软骨细胞中 ＲＵＮＸ２、
ＡＤＡＭＴＳ⁃４、ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 的蛋白表达　 细胞共培养

７２ ｈ 后，去除培养基，用 ＰＢＳ 清洗 ２ ～ ３ 次，加裂解

液冰上裂解 ３０ ｍｉｎ 后，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃ 离心 １０
ｍｉｎ，取上清。 测定蛋白浓度后确定上样量，１０％
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳结束后，进行转膜，室温封闭 １ ｈ。
ＴＰＢＳ 洗膜 ３ 次，一抗 ４ ℃过夜。 回收一抗，ＴＰＢＳ 洗

膜 ３ 次，室温孵育二抗 ２ ｈ，然后 ＴＰＢＳ 洗膜 ３ 次后，
采用超敏 ＥＣＬ 化学发光试剂盒，等比例混合后上机

显影。
１． ４　 统计学处理 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ（６. ０ 版）进行统

计分析，组间比较用 Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 分析，所有实验

数据采用 �ｘ ± ｓ 表示，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ 体外对 ＫＯＡ 患者关节软骨组织

病理的影响　 ＨＥ 染色结果显示，与对照组比较，ＩＬ⁃
１β 可诱导软骨组织中软骨细胞肿胀形变、核皱缩或

破裂死亡，组织表面不均匀和 ／或裂隙 ／裂纹形成，软
骨细胞数量和组织体积减少。 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０６

个细胞）与软骨组织共培养可改善 ＩＬ⁃１β 诱导的软

骨组织病理变化（图 １），软骨细胞死亡减少，分布较

均匀，大小和形态一致。
２． ２　 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ 体外对 ＫＯＡ 患者关节软骨组织

ＡＤＡＭＴＳ⁃４、ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 及 ＣＯＬ２ 表达的影响　 免

疫组化法检测软骨组织中 ＡＤＡＭＴＳ⁃４、ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 及

ＣＯＬ２ 的表达水平，结果显示，ＩＬ⁃１β 可诱导软骨组织

中 ＡＤＡＭＴＳ⁃４、ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 表达升高（Ｐ ＜ ０. ０１），而
ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ ×１０６ 个细胞）与软骨组织共培养后，可
降低组织中 ＡＤＡＭＴＳ⁃４、ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 表达水平（图 ２ ～
３，Ｐ ＜ ０. ０１）。 同时，ＩＬ⁃１β 诱导组中 ＣＯＬ２ 在软骨组

织中的表达量较对照组降低（Ｐ ＜ ０. ０１），ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ
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图 １　 检测 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ体外对 ＫＯＡ 患者关节软骨组织病理的影响 ＨＥ 染色 ×１０
１：对照组； ２：ＩＬ⁃１β 诱导组； ３：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０４）； ４：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０５）； ５：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０６）

图 ２　 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ对 ＫＯＡ 患者关节软骨组织 ＡＤＡＭＴＳ⁃４ 免疫组化表达 ×２０
　 　 １：对照组； ２：ＩＬ⁃１β 诱导组； ３：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０４ ）； ４：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０５ ）； ５：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０６ ）；与 ＩＬ⁃１β 诱导组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，
∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ对 ＫＯＡ 患者关节软骨组织 ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 免疫组化表达 ×２０
　 　 １：对照组； ２：ＩＬ⁃１β 诱导组； ３：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０４ ）； ４：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０５ ）； ５：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０６ ）；与 ＩＬ⁃１β 诱导组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，
∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ４　 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ对 ＫＯＡ 患者关节软骨组织 ＣＯＬ２ 免疫组化表达 ×１０
　 　 １：对照组； ２：ＩＬ⁃１β 诱导组； ３：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０４ ）； ４：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０５ ）； ５：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０６ ）；与 ＩＬ⁃１β 诱导组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，
∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ５　 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ体外对 ＫＯＡ 患者关节软骨组织 ＭＭＰ⁃１３、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１０ 分泌水平的影响

　 　 １：对照组； ２：ＩＬ⁃１β 诱导组； ３：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０４ ）； ４：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０５ ）； ５：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０６ ）；与 ＩＬ⁃１β 诱导组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，
∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

（１ × １０６ 个细胞）与软骨组织共培养可升高软骨组

织中 ＣＯＬ２ 表达水平（Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ４。
２． ３　 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ 体外对 ＫＯＡ 患者关节软骨组织

ＭＭＰ⁃１３、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１０ 分泌水平的影响　 Ｅｌｉｓａ 检

测组织培养上清，结果显示（图 ５），与对照组相比，
ＩＬ⁃１β 诱导组培养上清中 ＭＭＰ⁃１３、ＩＬ⁃６ 水平升高（Ｐ
＜０. ０５），而 ＩＬ⁃１０ 水平下降（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＩＬ⁃１β 诱

导组相比，ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ 共培养组可不同程度地降低

培养上清中 ＭＭＰ⁃１３、ＩＬ⁃６ 水平，升高 ＩＬ⁃１０ 水平。
２． ４ 　 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ 对软骨细胞中 ＲＵＮＸ２、 ＡＤ⁃
ＡＭＴＳ⁃４、ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 表达的影响 　 免疫荧光法检

测软骨组织中 ＲＵＮＸ２、ＡＤＡＭＴＳ⁃４、ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 的表

达水平，结果显示，ＩＬ⁃１β 可诱导软骨细胞中转录因

子 ＲＵＮＸ２（绿色）入核增加，ＡＤＡＭＴＳ⁃４、ＡＤＡＭＴＳ⁃５
（红色）表达水平升高，而 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０６）与软

骨组织共培养后，可降低 ＲＵＮＸ２、ＡＤＡＭＴＳ⁃４、ＡＤ⁃
ＡＭＴＳ⁃５ 表达水平（图 ６ － ８）。 同时，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 定
量分析也得到类似的结果，见图 ９。

３　 讨论

　 　 关节软骨基质中聚集蛋白聚糖 （ ａｇｇｒｅｃａｎ，
ＡＣＡＮ）是构成软骨基质的另一重要组成部分，可以

保持软骨的弹性、含水量和结构完整性，其与糖胺多

糖（ｇｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎｓ，ＧＡＧ）透明质酸形成巨大的

聚集体，吸水后膨胀的聚集体受另一种软骨成分

ＣＯＬ２网的束缚，这种复合结构赋予软骨基质抗压
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图 ６　 免疫荧光检测 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ体外对软骨细胞中 ＲＵＮＸ２ 表达的影响

１：对照组； ２：ＩＬ⁃１β 诱导组； ３：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０４）； ４：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０５）； ５：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０６）

图 ７　 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ体外对软骨细胞中 ＡＤＡＭＴＳ⁃ ４ 免疫荧光表达的影响

１：对照组； ２：ＩＬ⁃１β 诱导组； ３：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０４）； ４：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０５）； ５：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０６）

图 ８　 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ体外对软骨细胞中 ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 免疫荧光表达

１：对照组； ２：ＩＬ⁃１β 诱导组； ３：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０４）； ４：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０５）； ５：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０６）

图 ９　 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ体外对 ＫＯＡ 患者软骨细胞中 ＲＵＮＸ２、ＡＤＡＭＴＳ⁃４、ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 蛋白表达

　 　 １：对照组； ２：ＩＬ⁃１β 诱导组； ３：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０４ ）； ４：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０５ ）； ５：ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ（１ × １０６ ）；与 ＩＬ⁃１β 诱导组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，
∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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强度及减震性能［６］。 ＡＤＡＭＴＳｓ 家族中，ＡＤＡＭＴＳ４
和 ＡＤＡＭＴＳ５ 主要参与细胞外基质中Ⅱ型胶原

（ｔｙｐｅ Ⅱ ｃｏｌｌａｇｅｎ， ＣＯＬ２）的裂解，ＡＤＡＭＴＳ⁃４ 主要

在 ＫＯＡ 软骨中表达，而 ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 在 ＫＯＡ 和健康

软骨组织中都有表达，它们和基质金属蛋白酶 １３
（ＭＭＰ１３）分别是主要的聚集蛋白聚糖酶和胶原酶，
在 ＯＡ 软骨中高度表达并促进软骨 ＥＣＭ 降解［７］。
在 ＫＯＡ 软骨的实验模型中，发现沉默 ＡＤＡＭＴＡ⁃４
和 ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 的 ｓｉＲＮＡ 能减缓软骨的退化。 在实

验诱导的软骨变性模型中观察到 ＡＤＡＭＴＳ⁃４ ｍＲＮＡ
表达明显增强［８］。 本研究结果表明，ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ 共

培养可以抑制 ＫＯＡ 患者软骨组织和细胞中 ＡＤＡＭ⁃
ＴＡ⁃４ 和 ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 的表达，上调 ＥＣＭ 中 ＣＯＬ２ 的表

达，保护关节软骨基质结构稳定。
　 　 此外，ＲＵＮＸ２ 调控多种因素的精细平衡参与

ＯＡ 的发展，主要通过激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 和 ＴＧＦ⁃β
信号通路，调控软骨细胞外基质分解代谢因子的表

达，被确定为 ＯＡ 疾病的主要标志物，在 ＯＡ 小鼠模

型和人类患者中高度表达［９］。 作为 ＡＤＡＭＴＳ 的上

游信号，过表达 ＲＵＮＸ２ 可以上调 ＭＭＰ⁃１３ 和 ＡＤ⁃
ＡＭＴＳ⁃５ 的表达［１０］，导致细胞外基质及软骨下骨合

成和降解失衡。 研究结果发现，随着 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ 共

培养细胞数目的增加，软骨细胞中 ＲＵＮＸ２ 的表达

量逐渐降低，下游蛋白 ＡＤＡＭＴＡ⁃４ 和 ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 的

表达也随之降低。 因此， ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ 体外抑制 ＡＤ⁃
ＡＭＴＡ⁃４ 和 ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 保护骨关节炎患者软骨基

质，可能与 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣ 调节 ＲＵＮＸ２ 的表达有关。
　 　 同时，伴随 ＫＯＡ 的发生，软骨层退变脱落产生

的软骨碎片进入滑液，刺激滑膜出现炎症反应，导致

ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 等炎性介质分泌增加，又促进了 ＡＤ⁃
ＡＭＴＳ⁃４、ＭＭＰ⁃１３ 等酶的合成，使 ＣＯＬ２ 等软骨基质

进一步降解，出现了恶性循环。 本研究通过将不同

数量的 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ 体外与 ＫＯＡ 患者关节软骨组织

和细胞共培养发现，培养上清中 ＭＭＰ⁃１３ 和 ＩＬ⁃６ 表

达水平降低，而抗炎因子 ＩＬ⁃１０ 的表达水平显著升

高。
　 　 在 ＫＯＡ 的治疗中，ＭＳＣ 通过分泌细胞外囊泡

特别是外泌体作为生长因子、营养因子或信号因子，
既能促进自身分化为软骨细胞，也能提高软骨细胞

活性抑制其凋亡，还能影响免疫调节，发挥抗炎作

用［１１］。 作为干细胞的替代来源，ｉＰＳＣｓ 可以从患者

特异性成体细胞诱导而来，在形态、自我更新和分化

能力等方面与胚胎干细胞 （ＥＳＣｓ） 相似。 因为它们

是患者特异性的，ｉＰＳＣ 衍生的 ＭＳＣ （ｉＭＳＣ） 理论上

可以消除受体对免疫抑制的需要。 因此，自体 ｉＭ⁃
ＳＣｓ 可被视为 ＭＳＣｓ 取之不尽的来源，用于满足临床

需求。 此外，与 ＭＳＣｓ 相比，ｉＭＳＣｓ 已被证明在细胞

增殖、免疫调节、细胞因子谱、能够调节微环境的外

泌体生成和生物活性旁分泌因子分泌方面具有优

势［１２］。 另一方面，由于关节软骨是非血管化和细胞

化的结缔组织，当关节软骨出现分解和磨损时，没有

自我愈合的潜力［１３］。 课题组前期研究发现 ｉＰＳＣ⁃
ＭＳＣｓ 体内通过 ＫＯＡ 大鼠关节腔内注射，体外和

ＫＯＡ 患者软骨组织共培养，均可明显改善关节病

理，保护关节软骨，但对软骨基质保护作用的机制尚

未明确［１４， １５］。 因此，作为 ＫＯＡ 治疗的创新型细胞

药物，深入研究 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ 对 ＫＯＡ 的治疗作用及其

作用机制，为 ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ 最终在临床上应用提供实

验研究依据，早日服务临床 ＫＯＡ 患者，具有重要的

意义。
　 　 综上所述，ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣｓ 可以下调 ＲＵＮＸ２，抑制

ＡＤＡＭＴＳ⁃４ 和 ＡＤＡＭＴＳ⁃５ 的表达，从而抑制 ＥＣＭ 降

解，进而改善 ＫＯＡ 患者关节软骨损伤。 但由于

ＫＯＡ 发病机制及关节腔内微环境复杂， ｉＰＳＣ⁃ＭＳＣ
具体作用机制仍需进一步研究。
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