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柚皮苷结合骨髓间充质干细胞对软骨下骨重塑的影响

魏峰1 岳树锦2 陈婧3 李鹏洋1 赵久丽1 周连新1 韩志华1 权英1 叶超1△

[摘要] 目的:基于 Micro-CT扫描技术,观察柚皮苷结合骨髓间充质干细胞(BMSCs)对兔膝关节软骨

下骨重塑的影响。方法:将兔骨髓间充质干细胞进行体外增殖,兔膝关节进行关节损伤造模,将骨髓间

充质干细胞植入关节损伤处,并以柚皮苷汤或去离子水灌胃,分为假手术组、模型组、骨髓间充质干细胞

组、柚皮苷结合骨髓间充质干细胞组,于第12周后对修复组织进行 Micro-CT扫描检测(以软骨损伤修

复区域缺损处为中心,数据三维重建后,通过分析软件CTAnalyser量化数据),苏木精-伊红(HE)染

色,X型胶原免疫组化染色。结果:从骨体积分数、骨小梁厚度及骨小梁数量看,柚皮苷结合骨髓间充质

干细胞组高于模型组,且差异有统计学意义(P<0.05)。从骨表面积骨体积比及骨小梁分离度看,柚皮

苷结合骨髓间充质干细胞组低于模型组和骨髓间充质干细胞组,且差异有统计学意义(P<0.05)。膝

关节软骨下骨 Micro-CT检测三维影像学比较,模型组的骨小梁明显减少,骨髓间充质干细胞组的骨小

梁分布欠规律,柚皮苷结合骨髓间充质干细胞组的骨小梁数量增多,分布较密集,排列较规整。从 HE
染色看,柚皮苷结合骨髓间充质干细胞组可见软骨下骨修复处的骨小梁数量及密度增加,排列清晰。从

X型胶原免疫组化看,柚皮苷结合骨髓间充质干细胞组可见关节软骨损伤修复处的X型胶原表达明显

减少。结论:骨髓间充质干细胞具有促进兔膝关节损伤软骨下骨重塑的作用,加用柚皮苷能提高软骨下

骨重塑的质量和数量,减少关节软骨X型胶原的表达,该效果的产生可能与柚皮苷激活TGF-β/Smad
信号通路,促进骨髓间充质干细胞在软骨下骨处成骨方向的分化有关。
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EffectsofNaringinCombinedwithBoneMarrowMesenchymal
StemCellsonSubchondralBoneRemodeling
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Abstract Objective:Basedonmicro-CTscanningtechnology,theeffectofnaringincombinedwithbonemarrowmesenchymal
stemcells(BMSCs)onsubchondralboneremodelingwasobserved.Methods:Betweenrabbitbonemarrowmesenchymal
stemcellsinvitroproliferation,therabbitkneejointdefectbuilding,plantedbonemarrowmesenchymalstemcellsjoint

defect,andwithnaringinsoupordeionizedwatertofillthe

stomach,tosetupshamoperationgroup,modelgroup,bone

marrow mesenchymalstem cellsgroup,naringinbetween

bonemarrowmesenchymalstemcellsgroup,inthe12weeks

torepairtissueforMicro-CTscans,andlookforareasof

interestundertheROIthroughsettingupthequantitative

data.Results:IntermsofBV/TV,Tb.ThandTb.N,naring-

inbetweenbonemarrowmesenchymalstemcellsgroupwas

higherthanmodelgroup,andthedifferencewasstatistically
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significant(P<0.05).IntermsofBS/BV,Tb.Sp,naringinbetweenbonemarrowmesenchymalstemcellsgroupwaslow-
erthanmodelgroupandbonemarrowmesenchymalstemcellsgroup,andthedifferencewasstatisticallysignificant(P<
0.05).Accordingtothree-dimensionalimagingcomparisonofkneesubchondralboneMicro-CT,bonetrabeculaeinthe
modelgroupweresignificantlyreduced,whilebonetrabeculaeinthebonemarrowmesenchymalstemcellsgroupwerenot
regularlydistributed,whilebonetrabeculaeinthenaringinbetweenbonemarrowmesenchymalstemcellsgroupwerein-
creased,moredenselydistributed,andmoreorderlyarranged.HEstainingshowedthatnaringinbetweenbonemarrow
mesenchymalstemcellsgroupincreasedthenumberanddensityofbonetrabeculaeinsubchondralbonerepair,andthear-
rangementwasclear.AccordingtotheimmunohistochemistryoftypeXcollagen,naringinbetweenbonemarrowmesen-
chymalstemcellsgroupshowedasignificantdecreaseintheexpressionoftypeXcollagenattherepairsiteofarticular
cartilageinjury.Conclusion:BMSCscanpromotesubchondralboneremodelinginrabbitkneedefect.Theadditionofnarin-

gincanimprovethequalityandquantityofsubchondralboneremodeling,reducetheexpressionoftypeXcollagenofartic-
ularcartilage.ThiseffectmayberelatedtonaringinactivationTGF-β/Smadsignalingpathway.Stimulationisassociated
withpromotingosteogenicdifferentiationofbonemarrowmesenchymalstemcellsatsubchondralbonedefects.
Keywords: kneeosteoarthritis;subchondralbone;naringin;Micro-CTscanningtechnique;bonemarrow mesenchymal
stemcells

  软骨损伤是膝骨关节炎的主要病理特点,软骨

下骨重塑与软骨损伤的发生关系密切。软骨下骨在

受力时可以缓冲约30%的关节负荷[1]。前期研究发

现,柚皮苷(骨碎补的活性成分之一)结合骨髓间充

质干细胞(BMSCs)可提高兔膝关节软骨损伤的修复

质量[2],但该作用的发挥是否与改善软骨下骨重塑

有关值得深入研究。本研究构建关节软骨合并软骨

下骨损伤动物模型,应用柚皮苷结合骨髓间充质干

细胞干预,为补肾强骨中药治疗膝骨关节炎提供实

验依据,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物

本实验应用的实验动物为大耳白兔,合格证号为

SCXL(京)2011-0010,2~3个月龄,体重约2.5kg,清
洁级,由北京市昌扬西山养殖场提供。饲养环境:室温

为15~25℃,湿度为45%~60%,明暗各12h,遵守

实验动物伦理规范。

1.2 实验药物及试剂

柚皮苷汤配置方法:柚皮苷药物灌胃浓度(以动物

体重计算)为0.0084g/(kg·d),购于上海金穗生物

科技有限公司。浓度0.0084g/(kg·d)根据《中药药

理研究方法学》人兔剂量换算方法进行换算,以中药骨

碎补(柚皮苷为骨碎补的主要活性成分)为计算依据,
白兔剂量为60kg成人的等效剂量。各组兔均连续灌

胃12周。
主要试剂:柚皮苷(货号为10236-47-2,上海金穗

生物科技有限公司),苏木精-伊红(HE)染色试剂盒

(货号为G1120,北京索莱宝科技有限公司),Collagen
XRabbitpAb(货号为bs-0554R,北京博奥森生物技

术有限公司)。

1.3 方法

1.3.1 动物造模方法 动物造模按本课题组前期研

究基础进行手术[3],麻醉后用环钻在股骨髁滑车关节

面钻孔,深达软骨下骨。

1.3.2 动物分组及干预方法 将12只大耳白兔适应

性喂养1周,随机分为4组。1)假手术组:将关节囊切

开后缝合,不对膝关节进行处理。2)模型组:造模后,
去离子水灌胃。3)骨髓间充质干细胞组:造模后,在关

节损伤处植入骨髓间充质干细胞,去离子水灌胃。

4)柚皮苷结合骨髓间充质干细胞组:造模后,在关节损

伤处植入骨髓间充质干细胞,柚皮苷汤灌胃。

1.3.3 Micro-CT检查参数 各组于灌胃后第12周

麻醉后处死,解剖膝关节,进行取材和制备标本。从大

耳白兔取股骨远端标本,去除股骨上的软组织,予4%
多聚甲醛固定液固定,并用 Micro-CT扫描仪(西门

子,Inveon)进行影像学检查。根据标本的长轴进行扫

描,分析股骨远端的结构,扫描分辨率为10μm,管电

压为50kV,管电流为400μA。
选取股骨缺损造模处作为感兴趣区(ROI)进行分析,

通过ROI的建立量化下列数据,物理参数为:骨体积分数

(BV/TV)、骨表面积骨体积比(BS/BV)、骨小梁厚度

(Tb.Th)、骨小梁数量(Tb.N)、骨小梁分离度(Tb.Sp)。

1.3.4 关节软骨合并软骨下骨损伤标本的染色 应

用EDTA缓冲溶液进行膝关节标本脱钙,共计4周。
脱钙满意后,室温下应用4%甲缩醛固定,石蜡包埋。

1)关节软骨下骨损伤修复区域被切成4μm切片,进
行HE染色。2)关节软骨损伤修复区域被切成4μm
切片,进行X型胶原免疫组化染色。

1.4 统计学方法

相关数据应用SPSS19.0统计软件进行数据统计
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处理。计量资料以x±s形式表示,组间比较采用随机

区组设计的单因素方差分析,两两比较采用LSD法检

验,P<0.05差异有统计学意义。检验水准α=0.05,
参数估计的置信区间为95%。

2 结果

2.1 膝关节软骨下骨 Micro-CT检测骨体积分数和

骨表面积骨体积比的比较

从BV/TV数值看,骨髓间充质干细胞组高于模

型组,柚皮苷结合骨髓间充质干细胞组高于模型组和

骨髓间充质干细胞组,且差异有统计学意义(P<
0.05);从BS/BV数值看,柚皮苷结合骨髓间充质干

细胞组低于模型组及骨髓间充质干细胞组,且差异有

统计学意义(P<0.05),见表1。
表1 膝关节软骨下骨 Micro-CT检测BV/TV

和BS/BV的比较(x±s)

组别 (BV/TV)/% (BS/BV)/mm-1

假手术组 0.3652±0.0063 14.6334±0.8401
模型组 0.1689±0.0031 16.6995±0.1565

骨髓间充质

干细胞组
0.1881±0.00961) 15.5612±0.8474

柚皮苷结合骨髓

间充质干细胞组
0.2386±0.00901)2)14.1412±0.15471)2)

F 417.721 10.343
P <0.001 0.004

注:1)与模型组比较,P<0.05;2)与骨髓间充质干细胞组比

较,P<0.05。

2.2 膝关节软骨下骨 Micro-CT检测骨小梁厚度和

骨小梁数量的比较

从Tb.Th数值看,柚皮苷结合骨髓间充质干细胞

组高于模型组,且差异有统计学意义(P<0.05);从
Tb.N数值看,柚皮苷结合骨髓间充质干细胞组高于

模型组及骨髓间充质干细胞组,且差异有统计学意义

(P<0.05),见表2。
表2 膝关节软骨下骨 Micro-CT检测骨小梁厚度

和骨小梁数量的比较(x±s)

组别 Tb.Th/mm Tb.N/mm-1

假手术组 0.1346±0.0051 2.7685±0.1109
模型组 0.1249±0.0094 1.4079±0.1187

骨髓间充质

干细胞组
0.1352±0.0046 1.4431±0.0317

柚皮苷结合骨髓

间充质干细胞组
0.1389±0.00761) 1.6298±0.02041)2)

F 2.199 358.698
P 0.166 <0.001

注:1)与模型组比较,P<0.05;2)与骨髓间充质干细胞组比

较,P<0.05。

2.3 膝关节软骨下骨 Micro-CT检测骨小梁分离度

的比较

从Tb.Sp数值看,柚皮苷结合骨髓间充质干细胞

组低于模型组及骨髓间充质干细胞组,且差异有统计

学意义(P<0.05),见表3。
表3 膝关节软骨下骨 Micro-CT检测骨小梁分离度

的比较(x±s)

组别 Tb.Sp/mm
假手术组 0.2326±0.0067
模型组 0.5876±0.0096

骨髓间充质干细胞组 0.5289±0.04391)

柚皮苷结合骨髓间充质干细胞组 0.4798±0.00561)2)

F 139.296
P <0.001

注:1)与模型组比较,P<0.05;2)与骨髓间充质干细胞组比

较,P<0.05。

2.4 膝关节软骨下骨 Micro-CT 检测三维影像学

比较

Micro-CT显示,模型组的骨小梁明显减少,结构

严重紊乱,连接中断;骨髓间充质干细胞组的骨小梁分

布欠规律,数量不足,分布稀疏紊乱,间距增加;柚皮苷

结合骨髓间充质干细胞组的骨小梁数量增多,分布较

密集,排列较规整,但较之假手术组仍有疏松表现,见
图1。

2.5 柚皮苷结合骨髓间充质干细胞对关节软骨下骨

损伤HE染色的影响

模型组可见骨小梁结构稀疏,排列混乱,缺乏有效

的连接表现;骨髓间充质干细胞组可见逐步恢复的骨

小梁组织形态,但间距不等,结构欠清晰;柚皮苷结合

骨髓间充质干细胞组可见骨小梁数量及密度增加,排
列清晰,间距平均,结构比较稳定(见图2)。

2.6 柚皮苷结合骨髓间充质干细胞对关节软骨损伤

X型胶原免疫组化染色的影响

模型组和骨髓间充质干细胞组均可见软骨损伤修

复组织表达的X型胶原,模型组更为明显。柚皮苷结

合骨髓间充质干细胞组可见软骨损伤修复组织表达的

X型胶原表达明显减少(见图3)。

3 讨论

骨关节炎是一种慢性退行性疾病[4],其主要特点

包括软骨破坏损失、软骨下骨病变、骨赘形成等,是常

见的多因素关节疾病。作为骨关节炎的常见类型之

一,膝骨关节炎在我国的平均患病率约为15%,70岁

以上可达80%[5],是困扰中老年人群的常见骨伤科疾

病之一[6],其在治疗方面的基础和临床研究均得到了

越来越多的关注。

  膝骨关节炎是以软骨细胞、细胞外基质及软骨下

骨三者失衡引起的退行性骨关节疾病[7]。软骨下骨位

于关节软骨下方,由软骨下骨板和软骨下骨小梁组成,
和关节软骨作为紧密组合功能单位,维持关节内环境

的平衡[8]。软骨下骨结构、力学特性的变化均可使其
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图1 膝关节软骨下骨 Micro-CT检测三维影像学比较

图2 膝关节软骨下骨损伤 HE染色比较(比例尺为1000μm)

图3 膝关节软骨损伤X型胶原染色比较(比例尺为1000μm)

支撑的软骨结构和功能发生变化。软骨下骨代谢、骨
重塑与膝骨关节炎疾病存在密切关系[9]。减少软骨下

骨的骨量丢失可以减轻关节软骨的退变,被看作具有

潜力治疗膝骨关节炎的作用靶点[10]。
膝骨关节炎属于中医“膝痹”“痹证”的范畴,肝肾

不足是主要中医病机。《张氏医通》有“膝痛无有不因

肝肾虚者”的记载。肾精实满则骨坚髓壮,肝实充盈则

筋韧肉满。“补益肝肾法”是应用中医药疗法治疗膝骨

关节炎的关键治法之一,广泛应用于临床,其中骨碎补

是常用中药之一。研究发现骨碎补可刺激软骨细胞代

偿性增生,改善关节软骨的退行性变[11]。周荣魁等[12]

应用口服骨碎补总黄酮治疗膝骨关节炎,在临床症状

改善中具有满意疗效。张金虎等[13]发现在加用骨碎

补总黄酮后,膝骨关节炎患者在症状、骨代谢和炎症因

子方面,均取得了更优的治疗效果。柚皮苷是骨碎补

中黄酮类的主要成分之一[14]。
骨髓间充质干细胞来源于中胚层,在软骨缺损修

复中起到重要作用,具有分化为骨细胞、软骨细胞等多

方面作用,在再生修复中具有重要的作用[15]。本课题

组前期研究发现,应用骨髓间充质干细胞能修复兔膝

关节软骨缺损,加用柚皮苷口服后能促进软骨的修复

和提高软骨的修复质量[16]。复合应用基质载体时发

现,加用柚皮苷能提高软骨损伤修复质量,该效果的产

生可能与柚皮苷促进损伤处Sox-9的分泌有关[8]。

Micro-CT是一种3D成像技术,对于检测样本无破坏

性,分辨率可高达微米级别,其主要关注于软骨下骨缺

损区再生组织的内部显微结构。通过 Micro-CT扫描

技术可以评估软骨下骨的重塑情况,通过影像学评估

和量化,着重观察骨体积分数、骨表面积骨体积比等关

键指标。软骨下骨具有支撑关节软骨、减轻关节负荷

的重要作用,关节软骨退变的病因之一是软骨下骨的

退变[17]。软骨退化的进程与软骨下骨的骨重塑和硬

化密切相关,软骨下骨的病变可能是骨关节炎发病的

始发因素,在多项研究中均有发现[18]。柚皮苷结合骨

髓间充质干细胞对于关节软骨缺损的修复作用是否与

其对于软骨下骨的重塑作用有关,本研究进行了初步

探索。
骨体积分数是骨组织体积与总组织体积的比值,

骨表面积骨体积比能体现单位体积骨组织的面积大

小,骨髓间充质干细胞组上述两个指标虽较之模型组
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有所好转,但与假手术组指标的差距较大,说明骨髓间

充质干细胞在软骨下骨组织的再生过程中能发挥一定

的作用,加用柚皮苷药物后能促进软骨下骨重塑过程

中骨量增加,同时软骨下骨的骨组织面积也明显好转。
骨小梁分离度一般用于评价骨小梁空间形态结构,在
骨分解代谢大于骨合成代谢情况下数值出现增加。本

研究发现单纯植入骨髓间充质干细胞时未得到明显改

善,但加用柚皮苷后骨小梁分离度较模型组明显下降,
说明软骨下骨的骨小梁空间结构发生好转。上述影像

学特点在HE染色中得到了相应的证实。

X型胶原为膝骨关节炎软骨细胞肥大的标志物之

一,软骨变性与X型胶原的过表达有关[19]。本研究发

现应用柚皮苷结合骨髓间充质干细胞治疗后,关节软

骨损伤修复区域的X型胶原表达减少,说明柚皮苷发

挥关节软骨损伤修复作用与降低X型胶原表达的关

系密切。
结合本课题组前期研究结果(柚皮苷结合骨髓间

充质干细胞的治疗,可使得关节软骨损 伤 修 复 处

TGF-β2、TGF-β3蛋白表达增高),推测柚皮苷发挥治

疗作用的潜在机制可能是激活和持续调控 TGF-β/

Smad信号通路。TGF-β/Smad信号通路在调节软骨

细胞和骨细胞的活性方面作用重要,同时具有维持关

节软骨和软骨下骨体内平衡的功能。Findlay研究发

现软骨与软骨下骨之间存在信息的交通和串扰,其间

存在的孔隙可能是信息交换的路径。在关节炎疾病过

程中,处于软骨下骨板上的空隙增加,同时活化的

TGF-β可以促进间充质干细胞向骨重塑位点转移,耦
合骨吸收和骨形成[20]。从骨小梁厚度和骨小梁数的

比较看,单纯植入间充质干细胞时,其对于骨小梁厚度

并没有明显的促进修复作用,但复合应用柚皮苷时,上
述两指标均有明显好转,说明植入软骨下骨处的骨髓

间充质干细胞可能在柚皮苷的作用下,出现了定向的

成骨分化对软骨下骨的损伤进行修复,进而可以提高

膝骨关节炎的治疗效果。
本研究提示植入关节缺损处的骨髓间充质干细胞

对于软骨下骨具有修复作用,配合药物柚皮苷口服后,
促进软骨下骨重塑,能取得更好的修复效果。结合前

期研究基础,该作用的产生可能与柚皮苷激活 TGF-

β/Smad信号通路,刺激骨髓间充质干细胞在软骨下骨

缺损处成骨方面的分化有关,从组织学角度说明柚皮

苷产生的治疗作用具有物质基础。
本研究表明柚皮苷结合骨髓间充质干细胞对软骨

下骨有修复作用,下一步可以考虑深入研究以下方面:

1)柚皮苷诱导骨髓间充质干细胞成骨分化和成软骨分

化的不同作用特点;2)柚皮苷激活TGF-β/Smad信号

通路在骨髓间充质干细胞上的具体作用靶点;3)柚皮

苷诱导骨髓间充质干细胞对细胞分泌炎症因子浓度的

影响。
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