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摘要：目的  探讨 Dishevelled (Dvl)和 β-catenin 在骨关节炎(osteoarthritis，OA)关节软骨细胞自然退变中的表达情况。方

法  将膝关节置换的 OA 患者关节软骨细胞进行体外分离培养，采用自然传代的方法建立关节软骨退变模型。倒置显微

镜观察 P2、P6 代关节软骨细胞的形态，流式细胞仪检测软骨细胞的凋亡情况。利用 Q-PCR 及 Western blot 法检测 Dvl2

和 β-catenin 基因和蛋白的表达情况。结果  成功分离并进行体外培养 OA 患者关节软骨细胞。P2 代关节软骨细胞呈三角

形或多角形；P6 代时形态则变为梭形，并出现明显的纤维化。P6 代时凋亡率(16.34%)显著高于 P2 代的凋亡率(8.63%)。

P2 代 Dvl2 的 mRNA 相对表达量为 P6 代的 3.629 倍(P=0.004)，蛋白表达量为 P6 代的 2.548 倍(P=0.03)，β-catenin 的 mRNA

相对表达量为 P6 代的 5.087 倍(P=0.001)，蛋白表达量为 P6 代的 4.4 倍(P=0.003)。结论  OA 关节软骨细胞在体外自然退

变过程中，凋亡增多，Dvl2 及 β-catenin 表达则呈下降趋势。Dvl 及 Wnt/β-catenin 在软骨细胞中的功能有待进一步研究。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the expression changes of dishevelled (Dvl) and β-catenin in natural degeneration 
process of osteoarthritis(OA) articular cartilage. METHODS  The articular chondrocytes from the patients with OA who 
underwent knee replacement were isolated and cultured in vitro. Using natural passage way to create a model of articular 
cartilage degeneration. The morphological of articular cartilage cells were observed under inverted microscope and the apoptosis 
of chondrocytes were detected by flow cytometry. Use Q-PCR and Western blot to test the genes and proteins expression of Dvl2 
and β-catenin. RESULTS  Successfully isolated and cultured OA articular chondrocytes in vitro. The articular chondrocytes of 
P2 generation was triangular or polygonal; morphological was fusiform of P6 generation, and appeared significant fibrosis. 
Apoptosis rate of P6 generation was significantly higher than P2 generation(16.34% vs 8.63%). P2 generation’s Dvl2 mRNA 
relative expression levels was P6 generation’s 3.629-fold (P=0.004), and protein expression levels was 2.548-fold(P=0.03); 
β-catenin mRNA relative expression levels was P6 generation’s 5.087-fold (P=0.001), and protein expression levels was 4.4-fold 
(P=0.003). CONCLUSION  In the process of OA articular chondrocytes natural degeneration in vitro, apoptosis is increased 
and Dvl2 and β-catenin expression are declining. The function of Dvl and Wnt/β-catenin in chondrocytes requires further study. 
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骨关节炎(osteoarthritis，OA)为慢性退行性病

变，以关节软骨破坏、滑膜炎及骨赘形成为主要

病理改变，关节软骨的退变为主要因素。早期对

于 OA 发病机制的研究多集中在生物力学及炎症

因子方面，随着对 OA 认识的深入，与退变相关的

基因及信号通路逐渐成为研究的热点[1]。Wnt 信号

通路调控着软骨细胞的增殖、分化以及细胞表型

的维持[2]，在软骨的形成及退变中发挥着重要的调

控作用，因此也成为近年来研究的热点。 

Dishevelled (Dvl)和 β-catenin 都是 Wnt 通路

中关键蛋白，当胞外 Wnt 蛋白与胞膜上的 Frizzled

及 LRP-5/6 结合后，激活 Dvl 蛋白；Dvl 抑制 Axin
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上的 GSK-3β，导致 β-catenin 去磷酸化后大量聚

集并入核，发挥调节下游基因转录的作用[3]。虽然

目前已有一些关于 β-catenin 与软骨退变的研究，

但结论随着软骨部位、种属来源、疾病模型不同

而不同。另外，目前还没有关于 Dvl 在 OA 患者关

节软骨中的表达及与退变关系的研究。为了探究

Dvl及Wnt/β-catenin通路在OA关节软骨病变中可

能发挥的作用，本研究收集了膝关节置换 OA 患者

的关节软骨，体外分离培养后通过自然传代方式

建立 OA 关节软骨体外退变模型。通过对 OA 关节

软骨自然退变模型 Dvl 和 β-catenin 基因及蛋白表

达情况的检测，探讨了 Wnt 信号通路在 OA 的发

生发展中的作用。 

1  材料与方法 

1.1  OA 患者关节软骨细胞分离与培养 

膝关节组织均取自上海长海医院关节外科行

膝关节置换的 OA 患者。手术室获取标本后迅速移

至超净台，用刀片将关节面软骨组织刮下，一部

分留作病理检查(HE 染色)，一部分置于含 10%双

抗的 PBS 中清洗 3 次。将洗净的软骨置于 2 mLEP

管中，用眼科剪将滑膜组织剪至 2~3 mm³，加入

0.5 g·L1 的Ⅱ型胶原酶置于 37 ℃温箱。每 6~8 h

用 200 目滤网收集细胞离心后加入含 10%FBS 的

DMEM(Gibco)培养，2~3 d 换液。待细胞长满皿底

后进行传代。镜下观察记录关节软骨细胞形态变

化并拍照。另外，用相同方法提取 SD 大鼠关节

软骨细胞作为正常对照，进行形态及生长特性的

对比。 

1.2  关节软骨细胞鉴定 

首先通过 HE 染色对获取的关节软骨进行病

理检查，确定标本为关节软骨组织后再对Ⅱ型胶

原酶消化获得的软骨细胞进行Ⅱ型胶原免疫荧光

检测，从而对软骨细胞进行鉴定。将培养至 2~3

代的软骨细胞传至放有灭菌玻片的 48 孔板中，待

细胞贴壁融合至 50%左右时，固定液常温固定细

胞 30 min，加入适量穿膜液清洗玻片 2~3 次。Ⅱ

型胶原一抗 4 ℃孵育过夜后，再用穿膜液清洗玻

片 2~3 次，加入二抗 37 ℃孵育 30 min，清洗后加

入 DAPI 然后封片。荧光显微镜下进行观察。 

1.3  流式细胞仪检测关节软骨细胞凋亡 

给 P2、P6 代关节软骨细胞更换新鲜培养基，

24 h 后收集上清，用胰酶将细胞消化后加入完全

培养基终止消化，与收集的上清一起 1 500 r·min1

离心 5 min。吸掉培养基后用 PBS 重悬并洗 2 遍。

弃掉培养基后用 200 µL Buffer 重悬细胞，加入

5 µL Annexin V-APC 进行染色，室温避光放置

15 min。上机检测前加入 5 µL PI 染剂，然后使用

流式细胞仪进行凋亡检测。 

1.4  Q-PCR检测 Dvl2 和 β-catenin 基因的相对表达 

用 PBS 将细胞洗 3 遍，加入适量 Trizol(Life)

提取总 RNA，利用反转录试剂盒(TaKaRa)将 RNA

反转为 cDNA。采用 SYBR Green(TaKaRa)反应体

系进行目的基因 Q-PCR 的检测(LightCycler 480 高

通量 Q-PCR 仪)。用所得 CP 值计算 2ΔΔCt 然后计

算目的 mRNA 的相对表达量。上述实验使用至少

3 位 OA 患者的关节软骨细胞进行重复。所用引物

序列为：Dvl2 5-CTGCCCACTTTCTCCTACCAAT 

-3(正向)，5-CCATCGCTAGTCCCACTTGCT-3(反

向 ); β-catenin 5′-GCCAAGTGGGTGGTATAGAG 

-3′(正向)和 5′-GCTGGGTATCCTGATGTGC-3′(反

向 ); GAPDH 5-CATGAGAAGTATGACAACAGC 

CT-3(正向)，5-AGTCCTTCCACGATACCAAAGT 

-3(反向)。引物均由上海生工代为合成。 

1.5  Western blot 法检测 Dvl2 和 β-catenin 蛋白的

表达 

用 PBS 将 2 位 OA 患者的关节软骨细胞洗 3

遍，加入适量裂解液及蛋白酶抑制剂，冰上放置

10 min后于 4 ℃离心机 12 000 r·min1离心 10 min，

取上清。取少量上清用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒

测定蛋白浓度。电泳转膜后将 PVDF 膜放入 5% 

BSA 室温封闭 2 h 后于摇床上用 TBST 洗膜

5 min×3 次。一抗 4 ℃摇床孵育过夜后用 TBST

洗膜 5 min×3 次，加入二抗室温孵育 2 h。洗膜后

显影，根据内参条带灰度值调整上样量，重复实验。 

1.6  统计学方法 

Q-PCR 及凋亡部分使用至少 3 位 OA 患者的

关节软骨细胞进行重复验证。而 Western blot 部分

则采用 2 位 OA 患者的关节软骨细胞进行重复。获

得的数据采用 SPSS 18 进行统计分析。采用两独

立样本 t 检验进行数据比较，以 P<0.05 为具有统

计学差异。 

2  结果 

2.1  关节软骨细胞形态及鉴定 

OA 患者关节软骨 HE 染色见软骨细胞增生变

性及基质的黏液样变。酶消化后 SD 大鼠膝关节软

骨细胞呈球形，24 h 即有大量细胞贴壁。72 h 后
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细胞变为圆形或椭圆形，并可成簇重叠生长，Ⅱ

型胶原免疫荧光阳性。OA 患者关节软骨多为三角

形或多角形，也有一些呈梭形，Ⅱ型胶原免疫荧

光也为阳性。结果见图 1。 

 
图 1  关节软骨 HE 染色(左图 200×，右图 400×)及细胞

形态(200×) 
A关节软骨；B细胞形态(24 h)；C细胞形态(72 h)。 

Fig. 1  HE staining (left 200×, right 400×) and cell 

morphology of articular cartilage(200×) 
Aarticalar cartilage; Bcell morphology(24 h); Ccell morphology(72 h). 

2.2  自然退变关节软骨细胞形态及凋亡的变化 

OA 关节软骨细胞传至 P2、P3 时，细胞倍增

加快，细胞又呈三角形或多角形，也可出现成簇

现象。随着体外传代次数的增加，显微镜下可见

关节软骨细胞由三角形或多角形逐渐变为梭形，

并出现明显的纤维化。见图 2。 

流式细胞仪检测 P2 代的凋亡率为 8.63%，传

至 P6 代时凋亡率则增至 16.34%。提示随着体外传

代次数的增加，关节软骨细胞出现凋亡增加现象。 

2.3  自然退变关节软骨细胞 Dvl2 及 β-catenin 表

达的变化 

Q-PCR 结果提示，随着体外传代次数的增加，

Dvl2 及 β-catenin 的 mRNA 相对表达量均显著下

降。P2 代 Dvl2 的 mRNA 相对表达量为 P6 代的

3.629 倍(P=0.004)；P2 代 β-catenin 的 mRNA 相对

表达量为 P6 代的 5.087 倍(P=0.001)。结果见图 3。 

Dvl2及 β-catenin蛋白表达的变化与 mRNA水

平变化一致。 P2 代 Dvl2/GAPDH 灰度值为

0.999±0.043 ， P6 代 Dvl2/GAPDH 灰度值为

0.391±0.004，P2 代蛋白表达量为 P6 代的 2.548

倍 (P=0.03)；P2 代 β-catenin/GAPDH 灰度值为

0.371±0.002，P6 代 β-catenin/GAPDH 灰度值为

0.084±0.001，P2 代 β-catenin 蛋白表达量为 P6 代

的 4.4 倍(P=0.003)，结果见图 3。提示自然退变关

节软骨细胞 Dvl2 及 β-catenin 表达呈下降趋势。 

 
图 2  OA 关节软骨细胞形态(200×)及凋亡的变化   

Fig. 2  Changes in articular cartilage cell morphology(200×) 

and apoptosis 

 
图 3  关节软骨细胞 Dvl2 及 β-catenin 表达的变化 

Fig. 3  Changes in Dvl2 and β-catenin expression of 
articular cartilage 

3  讨论 

虽然 OA 关节软骨经过体外分离培养，其所处

的微环境发生了很大变化，但是体外自然传代模

型一定程度上依然可以反映 OA 进展中关节软骨

的退变过程。随着关节软骨细胞体外传代次数的

增加，其生物学特性和表型都会出现明显的变化[4]。
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本研究在未予任何干预的情况下只是通过简单的

体外自然传代方法，建立了关节软骨退变模型，

并发现 OA 关节软骨细胞在自然传代的过程中出

现凋亡增加，Dvl2、β-catenin 基因及蛋白表达量

明显下降。 

关节软骨细胞凋亡与软骨退变及 OA 发生发

展关系密切，且有多条信号通路的参与 [5-6]。但

Wnt/β-catenin 通路与凋亡关系研究还相对较少。

在 Col2a1-ICAT 转基因小鼠模型中，β-catenin 被抑

制后小鼠出现 OA 样的软骨退变及软骨细胞凋亡

增加 [7]。小鼠的关节软骨细胞中凋亡抑制基因

Bcl-2 和 Bcl-x 表达较少，而凋亡基因 caspase 9

和 caspase 3/7 则表达增多。本研究中随着软骨细

胞退变和凋亡增加，β-catenin 表达下降与上述现

象一致。提示 Wnt/β-catenin 通路在维持软骨生长

及功能方面具有重要的作用。但另外一项研究提

示，β-catenin 下游重要的转录因子 TCF4 过表达后

软骨细胞凋亡明显增加[8]。郑权等[9]研究发现在终

板软骨细胞体外自然退变模型中，β-catenin 表达逐

渐增高，Wnt/β-catenin 通路也呈激活状态。上述研

究提示 Wnt/β-catenin 在软骨凋亡和退变的调控作

用比较复杂，随着软骨部位、种属来源不同而不

同，还需要进一步深入研究。对 Wnt/β-catenin 通

路进行简单的上调或者下调并不是一个好的治疗

策略，需要对其重要组份和具体蛋白进行深入研究。 

Dvl 是 Wnt 通路中游重要的调控蛋白，尽管

其在成骨细胞和破骨细胞中已经有了一些研究[10]，

但目前还缺少关于 Dvl 在软骨中功能的相关研究。

在本研究的关节软骨退变模型中 Dvl 与 β-catenin

变化一致，即随着传代次数的增加 Dvl 表达呈现

明显的下降趋势。提示 Dvl 依赖 Wnt/β-catenin 通

路发挥一部分调控软骨生长的作用。但是，由于 3

个特殊结构域的存在，Dvl 可以与几十种蛋白相互

作用，其功能也要比 β-catenin 复杂的多。研究发

现Dvl不仅可以与P65相互作用抑制NF-κB通路[11]，

还可以与 ZNRF3/RNF43 相互作用从而抑制 Wnt

通路自身[12]。为了进一步挖掘 Dvl 对关节软骨细

胞及 OA 的影响，本课题组已经将 Dvl2 过表达慢

病毒质粒转染入 OA 关节软骨细胞后进行了转录

组测序工作。希望通过后续深入的研究能够对 Dvl

在关节软骨中的作用有更深的理解。 

总之，Dvl 及 Wnt/β-catenin 通路在关节软骨

中发挥着重要而精细的调控作用，还需要在不同

疾病、种属、部位中进行全面深入的研究。对其

功能的深入研究也将为我们提供全新的视角去认

识 OA 等软骨退变性疾病的发生、发展，从而为相

关疾病的治疗提供新的思路和方法。 
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