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摘要 目的 研究多能诱导干细胞来源的间充质干细胞

( iPSC-MSCs) 体外对膝骨关节炎( KOA) 患者关节软骨组织

的基质保 护 作 用 及 部 分 机 制。方 法 经 知 情 同 意，收 集

KOA 患者关节软骨，剪碎处理后加入 IL-1β( 10 ng /ml) 刺激

96 h，再分别加入不同数量的 iPSC-MSCs ( 1×105、1×106、1×

107 ) 细胞，在 37 ℃、5% CO2 培养箱内培养 3 d。另设 IL-1β
( 10 ng /ml) 诱导组和培养液对照组。硫酸软骨素含量测定

法检测软骨组织中糖胺聚糖含量，免疫组化法检测组织中Ⅰ
型胶 原、Ⅱ型 胶 原 表 达，ELISA 法 检 测 共 培 养 上 清 液 中

MMP13、IL-6、IL-10 水平，HE 染色检测离体软骨组织的病理

改变。结果 与对照组比较，IL-1β可诱导 KOA 软骨组织中

软骨细胞肿胀死亡，炎性细胞比例升高，Ⅰ型胶原水平升高、

Ⅱ型胶原水平降低，培养上清液中 MMP-13、IL-6 水平升高

( P＜0. 01) ，IL-10 和糖胺聚糖含量减少( P＜0. 01) ; 与 IL-1β
诱导组比较，iPSC-MSCs 不同细胞数共培养可降低上清液中

MMP-13、IL-6 水平和Ⅰ型胶原水平，促进Ⅱ型胶原表达，升

高软骨组织中糖胺聚糖含量和 IL-10 水平。结论 iPSC-
MSCs 体外可调节炎症因子水平，抑制软骨细胞基质降解，对

关节软骨组织具有保护作用。
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骨关节炎( osteoarthritis，OA) 是一种最常见的

关节疾病，关节软骨进行性退化和丧失，伴随整个关

节的结构和功能改变，包括滑膜、半月板( 在膝部) 、
关节周围韧带和软骨下骨［1］等，临床表现为缓慢发

展的关节疼痛、压痛、僵硬、关节肿胀、活动受限和关

节畸形等。现有临床治疗药物如非甾体抗炎药、注
射用玻璃酸钠、度洛西汀等，只能减轻局部肿胀、疼
痛等症状，不能有效改善关节软骨损伤，针对 OA 的

治疗仍然以对症治疗或施行关节置换手术为主［2］。
间充质干细胞 ( mesenchymal stem cells，MSC ) 治疗

OA 的临床试验研究中，大多数试验处于Ⅰ /Ⅱ期安

全性和有效性研究阶段［3］。因此，MSCs 用于治疗

OA 的安全性、有效性及其作用机制仍有待探索。
诱 导 多 能 干 细 胞 是 由 成 体 细 胞 经 转 录 因 子

( Oct4、Sox2、Klf4 和 c-Myc ) 导入重编程而来的细

胞，不但具备自我更新和多向分化潜能，还克服了胚

胎干细胞存在的伦理和免疫原性等问题。课题组前

期研究［4］显示，诱导多能干细胞来源的间充质干细

胞( iPSC-MSC) 可改善 OA 大鼠关节病理，具有软骨

保护作用。为进一步研究 iPSC-MSC 对软骨组织的

作用及其机制，该研究以膝关节 OA 手术患者的软

骨组织样本为对象，观察 iPSC-MSCs 体外对炎症因

子释放、软骨基质保护的作用，探讨 iPSC-MSCs 防

治关节软骨退变的可能机制。

1 材料与方法

1．1 材料

1．1．1 样本来源 经患者知情同意，收集安徽医科

大学第一附属医院收治的膝骨关节炎( knee osteoar-
thritis，KOA) 人工关节置换手术的关节软骨组织。
OA 患者纳入标准: ①符合中华医学会骨科学分会

制定的《骨关节炎诊治指南 ( 2007 年版) 》诊断标

准;②保守治疗无效需接受膝关节置换术;③意识清

楚，签署知情同意书。OA 患者排除标准: ①近 1 个

月内使用关节腔注射患者; ②合并严重心脑血管疾

病、肝肾功能不全或免疫系统疾病者;③有膝关节化

脓性感染、手术史者。
1．1．2 细胞与试剂 iPSC-MSCs( 批号: 202104001) 由

安徽中盛溯源生物科技有限公司提供，实验前均经

表型鉴定、计数和活力检查。白细胞介素( interleu-
kin，IL) -1β( SＲP3083) 购自美国 Sigma 公司; Human
IL-6 ELISA 试剂盒( Cat: #m1058097-J) 、Human IL-
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10 ELISA 试剂盒( Cat: #m1064299-J) 、Human MMP-
13 ELISA 试剂盒( Cat: #m1026259-J) 为上海酶联生

物 科 技 有 限 公 司 产 品; Ｒabbit Anti-Collagen Ⅰ
( abs120555) 、Mouse anti-Collagen Ⅱ( NB600-844) 购

自美国 Abcam 公司。
1．2 方法

1．2．1 样本处理 无菌环境下将 KOA 手术病人捐

献的关节软骨组织剪成直径约 6 mm，厚 1 mm 的组

织块，置于含 10%胎牛血清 DMEM 培养液的 24 孔

板中，37℃、5%CO2 培养 48 h。
1．2．2 分组及给药 将处理好的软骨组织块作为

实验对象，分为对照组、IL-1β 诱导组、iPSC-MSCs( 1
×105、1×106、1×107 ) 细胞共培养组。除对照组外，

各组加入 IL-1β( 终浓度 10 ng /ml) 培养 96 h，再向

iPSC-MSCs 各组加入相应数量细胞，对照组和 IL-1β
诱导组加入等体积细胞培养液，每组设 3 个复孔，37
℃、5% CO2 继续培养 72 h，培养完成后，分别收集

软骨组织块和培养上清液，培养上清液置于－80 ℃
冰箱待测; 软骨组织块一半用于糖胺聚糖 ( glyco-
saminoglycans，GAG) 检测，另一半置 10%福尔马林

固定，用于病理组织学检查。
1．2． 3 ELISA 法 检 测 软 骨 组 织 体 外 培 养 上 清 液

MMP-13、IL-6、IL-10 水平 将培养上清液解冻后，

3 000 r /min 离心 20 min，取上清液，按照 ELISA 试

剂盒说明书操作检测各因子水平。
1．2．4 病理学检测 取经 10%福尔马林室温固定

的软骨组织，脱钙后，石蜡纵向包埋、切片后进行

HE 染色，镜下观察组织病理学改变。
1．2．5 免疫组织化学方法检测Ⅰ型胶原、Ⅱ型胶原

在软骨组织样本中的表达水平 样本经处理后，脱

钙包埋切片，分别用乙二胺四乙酸( EDTA) 抗原修

复液和 3%过氧化氢进行抗原修复并阻断内源性过

氧化物的干扰，一抗 4 ℃孵育过夜，第二天室温复温

后磷酸缓冲盐溶液( PBS) 洗涤后，加二抗室温孵育

20 min，经染色封片后在显微镜下观察。
1．2．6 软骨组织糖胺聚糖( glycosaminoglycan，GAG)

水平检测 采用 DMMB( 1，9-二甲基二亚基蓝) 法。
取另一半组织培养块后立即测定其湿重。60 ℃ 干

燥 3 d 后测定其干重。将样本放入 1 ml PBS 缓冲液

中浸泡过夜。加入 10 μl 番木瓜酶液，60 ℃ 孵育 6
h。在 96 孔培养板中加入 10 μl 标准品及 10 μl 样

本溶液，再 加 入 20 μl DMMB 溶 液。1 min 后，以

PBS 作为空白对照调零，用酶标仪( Infinite M1000
Pro 全波长多功能酶标仪，瑞士 Tecan 公司) 在 690
nm 处测定各样品孔的吸光度( A) ，从硫酸软骨素标

准曲线上查出待测样品的浓度，结果以硫酸软骨素

( μg /mg) 软骨干重表示。
1．3 统计学处理 使用 GraphPad ( 6. 0 版) 进行统

计分析。数值结果以 珋x±s 表示。P＜0. 05 为差异有

统计学意义。

2 结果

2．1 iPSC-MSCs 体外对 OA 患者关节软骨组织病

理的影响 显微镜下检查可见，对照组软骨组织无

异常分化细胞，软骨细胞分布较均匀，大小和形态一

致; IL-1β 诱导组软骨组织出现大量软骨细胞肿胀

形变、核皱缩、破裂死亡，伴有炎性细胞浸润; iPSC-
MSCs( 1×106、1×107 ) 细胞共培养可抑制 IL-1β 诱导

的软骨组织细胞病变( 图 1) 。
2．2 iPSC-MSCs 体外对 OA 患者关节软骨组织Ⅰ
型胶原、Ⅱ型胶原表达的影响 免疫组化法检测软

骨组织中Ⅰ型胶原和Ⅱ型胶原表达水平，结果显示，

IL-1β 可诱导软骨组织Ⅰ型胶原水平表达升高，iP-
SC-MSCs( 1×106、1×107 ) 细胞与软骨组织共培养，可

降低 IL-1β 诱导的Ⅰ型胶原表达水平 ( 图 2 ) 。同

时，IL-1β 可降低软骨组织中Ⅱ型胶原含量，iPSC-
MSCs( 1×106、1×107 ) 与软骨组织共培养，可升高软

骨组织中Ⅱ型胶原表达水平( 图 3) 。
2．3 iPSC-MSCs 体外对 OA 患者关节软骨组织

GAG 水平的影响 表 1 结果显示，与对照组比较，

IL-1β 诱导组软骨组织 GAG 含量降低( P＜0. 05) ，

iPSC -MSCs ( 1×105、1×106、1×107 ) 细胞体外共培

图 1 iPSC-MSCs 体外对 OA 患者关节软骨组织病理的影响 ×50
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图 2 iPSC-MSCs 体外对 OA 患者关节软骨组织Ⅰ型胶原表达的影响 ×50

图 3 iPSC-MSCs 体外对 OA 患者关节软骨组织Ⅱ型胶原表达的影响 ×50

表 1 iPSC-MSCs 体外对 OA 患者关节软骨组织

GAG 水平的影响( n= 3，珋x±s)

组别 GAG( μg /mg)

对照 24．05±2．26
IL-1β诱导 10．34±0．69＊＊

iPSC-MSCs( 1×105 ) 12．28±0．96
iPSC-MSCs( 1×106 ) 15．22±1．47##

iPSC-MSCs( 1×107 ) 18．04±1．56##

与对照组比较: ＊＊P＜0. 01; 与 IL-1β诱导组比较: ##P＜0. 01

养均可升高软骨组织 GAG 水平( P＜0. 05) 。
2．4 iPSC-MSCs 体外对 OA 患者关节软骨组织

MMP-13、IL-6 和 IL-10 分泌水平的影响 检测 iP-
SC-MSCs 与 OA 患者软骨组织的共培养上清液，结

果显示( 表 2) ，与对照组比较，IL-1β 诱导组培养上

清液中 MMP-13、IL-6 水平升高( P＜0. 01) ，IL-10 水

平下降( P＜0. 01) ; 与 IL-1β 诱导组比较，iPSC-MSCs
( 1×105、1×106、1×107 ) 细胞共培养可不同程度地降

低培养上清液中 MMP-13、IL-6 水平，升高 IL-10 水

平。

表 2 iPSC-MSCs 体外对 OA 患者关节软骨组织 MMP-13、
IL-6 和 IL-10 分泌水平的影响( n= 3，珋x±s)

组别 MMP-13( ng /ml) IL-6( pg /ml) IL-10( pg /ml)
对照 104．44±2．09 1．45±0．08 286．00±3．65
IL-1β诱导 120．10±0．80＊＊ 93．87±4．57＊＊ 251．90±10．10＊＊

iPSC-MSCs( 1×105) 104．90±5．83## 88．11±7．52 297．86±9．80##

iPSC-MSCs( 1×106) 103．76±3．82## 54．33±1．20## 326．12±5．64##

iPSC-MSCs( 1×107) 108．31±0．41## 33．44±5．70## 293．47±17．04##

与对照组比较: ＊＊ P＜ 0. 01; 与 IL-1β 诱导组比较: # P＜ 0. 05，
##P＜0. 01

3 讨论

OA 作为临床常见的慢性炎症性疾病，主要临

床症状包括慢性疼痛、关节不稳定、僵硬、关节 畸形

和放射学关节间隙变窄［5］。关节软骨主要由组织

液、胶原( 主要是Ⅱ型胶原) 、蛋白聚糖和软骨细胞

组成。关节软骨的退行性变化的标志是蛋白多糖含

量减少和水含量增加［6］，由于关节软骨缺乏血液供

应，而且软骨细胞是高度分化的细胞，增殖和迁移能

力差［7－8］，因此运用干细胞治疗 OA 的疗法最近几年

有了很大的发展，如骨髓来源间充质干细胞、脂肪来

源间充质干细胞在治疗 OA 患者中起到了抗炎和软

骨保护作用［9－10］。然而，干细胞治疗仍有许多缺点

需要克服，包括肿瘤形成的风险、伦理问题和移植排

斥等。iPSCs 与胚胎干细胞相似，由患者特异性成

体细胞经诱导产生，具有在形态、自我更新和分化能

力方面的优势［11］。已有研究［12］指出，iPSC-MSCs 可

以有效抑制 OA 兔软骨中炎症因子 IL-1β 和 TNF-α
蛋白表达，通过单层培养使用 iPSC-MSCs 衍生的软

骨细胞，可以修复有缺陷的软骨。课题组前期研

究［4］显示通过关节腔内注射 iPSC-MSCs 可以改善

OA 大鼠关节病理，具有的软骨保护作用但对软骨

基质的保护作用机制尚未明确。
已有文献［13］表明，在 OA 患者和动物模型中

IL-6、IL-10 的水平分别提高和下降，IL-6 可以放大

炎症反应，加重软骨组织损伤，IL-10 诱导的 2 型巨

噬细胞亚型在组织重塑中起到作用。本研究观察了

不同细胞数量 iPSC-MSCs 体外对 KOA 患者关节软

骨组织炎症因子水平的影响，结果表明，iPSC-MSCs
共培养可降低促炎因子 IL-6 水平，升高抗炎因子

IL-10 水 平。因 此，iPSC-MSC 可 通 过 抑 制 IL-6 产

生、促进 IL-10 分泌，减轻关节软骨局部炎症，从而
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改善 OA 患者软骨组织损伤。
细胞外软骨基质( extracellular Cartilage Matrix ，

ECM) 合成和分解代谢是影响 OA 发生发展的一个

重要影响因素。OA 早期和晚期的滑膜炎与软骨的

改变有关，发炎的滑膜产生分解代谢和促炎因子，导

致产生多余的蛋白水解酶，最终导致软骨分解。其

中 MMP-13 是软骨退行性变化的关键酶，具有强大

的基质分解作用，可降解多种胶原，参与结缔组织的

重构，它被认为是 OA 发病过程中发生的退行性过

程的主要促成因素。OA 发生时，软骨组织Ⅰ型胶

原水平升高，Ⅱ型胶原水平下降。本研究进一步观

察了 iPSC-MSCs 对 OA 患者软骨组织 ECM 合成与

降解蛋白表达的影响，结果表明 iPSC-MSCs 可以上

调 ECM 中Ⅱ型胶原蛋白表达; 下调Ⅰ型胶原蛋白表

达，维持软骨基本结构。GAG 含量与软骨生物力学

特性存在高度相关性，已有研究［14］表明 GAG 含量

的降低会影响软骨的刚度和黏弹性，会导致更多的

关节软骨损伤。本研究结果表明，iPSC-MSCs 与关

节软骨组织共培养，与 IL-1β 诱导组降低 GAG 水平

相比，iPSC-MSCs( 1×105、1×106、1×107 ) 细胞可升高

软骨组织 GAG 水平，促进软骨基质的合成。目前以

MSC 移植作为 OA 的临床治疗仍然还处于起步阶

段，MSC 的不同种类、作用效果、作用机制以及安全

性等还不是非常明确。iPSC 来源的 MSCs 具有来源

简单、细胞质量可控、不涉及伦理学问题等优势，是

如今研究的热点。本实验主要观察 iPSC-MSCs 与

OA 患者软骨组织共培养对炎症导致软骨基质降解

保护作用的机制，证实 iPSC-MSCs 抑制炎症因子释

放，促进抗炎因子合成，抑制 ECM 降解。
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Matrix protective effect of iPSC-MSCs on articular cartilage
tissue of patients with osteoarthritis in vitro

Yuan Xiaoyang，Cheng Gang，Wu Yujiao，Zhang Feng，Xu Liang，Wei Wei，Yan Shangxue
( Institute of Clinical Pharmacology，Anhui Medical University，Key Laboratory of

Anti-inflammatory and Immune Medicine，Ministry of Education，Anhui Collaborative
Innovation Center for Anti-inflammatory and Immune Drugs，Hefei 230032)

Abstract Objective To study the protective effect of mesenchymal stem cells ( iPSC-MSCs) derived from pluri-
potent induced stem cells on the articular cartilage tissue of patients with knee osteoarthritis ( KOA) in vitro and its
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partial mechanism． Methods With informed consent，the articular cartilage of KOA patients was collected，shred-
ded and treated with IL-1β ( 10 ng /ml) to stimulate 96 h，and then different numbers of iPSC-MSCs ( 1×105，1×
106，1×107 ) cells were added and cultured for 3 d in a 37 ℃，5% CO2 incubator． In addition，IL-1β ( 10 ng /ml)

induction group and culture medium control group were set up． Chondroitin sulfate assay method was used to detect
glycosaminoglycan content in cartilage tissue，immunohistochemical method was used to detect the expression of
type Ⅰ collagen and type Ⅱ collagen in the tissue，and ELISA method was used to detect the level of MMP13，IL-
6 and IL-10 in the co-culture supernatant ，HE staining was used to detect the pathological changes of cartilage tis-
sue in vitro． Ｒesults Compared with the control group，IL-1β could induce swelling and death of chondrocytes in
the cartilage tissue of KOA，increase the proportion of inflammatory cells，increase the level of type I collagen，de-
crease the level of type Ⅱ collagen，and the level of MMP-13 and IL-6 in the culture supernatant significantly in-
creased ( P＜0. 01) ，and the content of IL-10 and glycosaminoglycan was significantly reduced ( P＜0. 01) ; com-
pared with the IL-1β induction group，the co-culture of iPSC-MSCs with different cell numbers could reduce the
MMP-13，IL-6 level and type I collagen level in the supernatant，promote the expression of type Ⅱ collagen，in-
crease glycosaminoglycan content and IL-10 level in cartilage tissue． Conclusion iPSC-MSCs can regulate the lev-
el of inflammatory factors in vitro，inhibit the degradation of chondrocyte matrix，and have a protective effect on ar-
ticular cartilage tissue．
Key words iPSC-MSCs; osteoarthritis; matrix protection
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miＲ-146a 通过调节 IＲAK1 影响急性胰腺炎炎症自噬机制的研究
郑传明，纪 忠，徐志鹏，杜召辉，窦贺贺，姜 海，王振杰

摘要 目的 探究 miＲ-146a 在急性胰腺炎中的作用及机

制。方法 用牛磺石胆酸 3 磷酸盐( TCLs) 刺激 AＲ42J 细胞

构建胰腺炎体外细胞模型，qPCＲ 及 ELISA 法检测细胞 miＲ-
146a、白细胞介素 1 受体相关激酶 1 ( IＲAK1) 以及炎症因子

白细胞介素 6 ( IL-6) 和肿瘤坏死因子 α ( TNF-α) 的表达变

化，Western blot 检测自噬相关分子 LC3 和 p62 的表达; 分别

过表达 miＲ-146a 和 IＲAK1，检测 IL-6、TNF-α、LC3 和 p62 等

分子的表达变化; 设计 IＲAK1 3’UTＲ 与 miＲ-146a 结合位点

突变质粒，通过荧光素酶报告基因实验探究 miＲ-146a 是否

可以直接靶向 IＲAK1。结果 TLCs 可以浓度依赖性地抑制

miＲ-146a 和诱导 IＲAK1 表达，并可促进 IL-6、TNF-α、LC3 和

抑制 p62 的表达。过表达 miＲ-146a 可在一定程度上阻断

TLCs 的作用; 荧光素酶报告基因结果显示，miＲ-146a 直接靶

向并负 性 调 控 IＲAK1 分 子。结 论 miＲ-146a 通 过 靶 向
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IＲAK1 抑制 TLCs 诱导的 AＲ42J 细胞炎症及自噬的发生。
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急性胰腺炎( acute pancreatitis，AP ) 是一种常见

的外科急腹症，其发病率和病死率都很高，目前对其

发病机制知之甚少，也没有特异性或有效的治疗方

法［1－2］。多项研究［3－4］表明，AP 的发病机制与自噬

失调和持续的炎症密切相关。中文名小 ＲNA ( mi-
croＲNA，miＲNA) 是长度为 18 ～ 25 nt 的单链非编码

小分子 ＲNA，近年来其在 AP 中的作用受到了广受

关注。相关研究［5－7］表明，miＲ-146a 在炎症和先天

性免疫应答中起着重要的调节作用，且有个别报

道［8］显示 miＲ-146a 有作为 AP 预后标志物的潜力，

但其在 AP 中的具体作用机制尚未见研究。该研究

利用牛磺石胆酸 3 磷酸盐 ( taurolithocholic acid 3-
sulphate，TLCs) 处理 AＲ42J 细胞建立 AP 模型，探究

miＲ-146a 在 AP 中的作用及机制，为 AP 的机制研

究提供新思路，更为 AP 精准诊疗提供潜在靶点。
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