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【摘要】  目的　比较骨质疏松症脂肪干细胞（osteoporosis adipose-derived stem cells，OP-ASCs）和正常脂肪干细胞

（control adipose-derived stem cells，Ctrl-ASCs）成骨能力的差异，并探究RNA甲基化转移酶14（methyltransferase-like 14，

Mettl14）以及Notch信号分子1（Notch signaling molecule 1，Notch1）的表达水平。方法　去势法（OVX）构建骨质疏松症

SD大鼠动物模型（OP组），同时设立对照组（Ctrl组）。Micro-CT、HE和Masson染色鉴定骨质疏松症模型是否构建成功。贴

壁法分离培养出OP-ASCs和Ctrl-ASCs。茜素红、阿利辛蓝和油红O染色检测OP-ASCs和Ctrl-ASCs三向分化能力，流式细

胞术检测OP-ASCs和Ctrl-ASCs表面抗原CD29、CD44、CD90、CD31、CD34、CD45鉴定脂肪干细胞（adipose-derived stem

cells，ASCs）。茜素红染色及Runt相关转录因子2（Runt-related transcription factor 2，Runx2）mRNA和蛋白的表达比较OP-

ASCs和Ctrl-ASCs成骨能力的差异。实时荧光定量PCR、Western blot探究OP-ASCs和Ctrl-ASCs的Mettl14、Notch1在

mRNA和蛋白水平上的表达差异。结果　Micro-CT、HE和Masson染色显示OP组胫骨较Ctrl组骨小梁数量减少，间距增大，

证明OP组建模成功。三向分化及流式细胞检测结果证明成功分离培养ASCs。成骨诱导后，茜素红染色显示OP-ASCs矿

化结节较Ctrl-ASCs数量少、分布散在；OP-ASCs中Runx2表达较Ctrl-ASCs低（P<0.05）。OP-ASCs的Mettl14以及Notch1表

达较Ctrl-ASCs低（P<0.05）。结论　OP-ASCs成骨能力较Ctrl-ASCs低，OP-ASCs的Mettl14表达降低，Notch信号通路受到抑

制。为进一步研究OP-ASCs成骨分化过程中Mettl14和Notch1的具体作用机制奠定了基础。
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【Abstract】   Objective　To investigate the differences in the osteogenic capacity of osteoporotic adipose-derived
stem cells (OP-ASCs) and normal control adipose-derived stem cells (Ctrl-ASCs), and to examine the expression levels of
RNA methyltransferase like 14 (Mettl14) and the Notch signaling molecule 1 (Notch1). Methods　The osteoporosis (OP)
model of SD rats was established with ovariectomy (OVX). Micro-CT, HE staining and Masson staining were performed
to identify the successful establishment of the OP model, OP-ASCs and Ctrl-ASCs were isolated and cultured adherently.
Then, the three-way differentiation capacity of the adipose-derived stem cells (ASCs) was determined through alizarin red
staining,  alcian  blue  staining  and oil  red  O staining  and flow cytometry was  conducted to  examine the  surface  antigens
CD29, CD44, CD90, CD31, CD34, and CD45. Alizarin red staining and comparison of the mRNA and protein expression
of  Run-related  transcription  factor  2  (Runx2) were  done to  explore  the  differences  in  osteogenic  potential  of  OP-ASCs
and  Ctrl-ASCs. Real-time  PCR  and  Western  blot  were  performed  to  explore  the  expression  differences  of  Mettl14  and
Notch1  at  mRNA  and  protein  levels  between  OP-ASCs  and  Ctrl-ASCs. Results　Micro-CT,  HE  and  Masson  staining
results showed that the number of trabecular bone decreased and the spacing increased in the tibias of the osteoporosis
group (OP group) compared with those of the control group (Ctrl group), indicating that the OP model was established
successfully. Three-way differentiation and flow cytometry results confirmed the successful isolation and culture of ASCs.
After osteogenic induction, alizarin red staining showed that OP-ASCs had fewer number and more scattered distribution
of  mineralized  nodules  than  Ctrl-ASCs  did.  The  expression  of  Runx2  in  OP-ASCs  was  lower  than  that  in  Ctrl-
ASCs (P<0.05).  Mettl14  as  well  as  Notch1  showed  lower  expression  in  OP-ASCs  than  they  did  in Ctrl-ASCs (P<0.05).
Conclusion　The  osteogenic  capacity  of  OP-ASCs  was  lower  compared  with  that  of  Ctrl-ASCs,  Mettl14  expression  of
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OP-ASCs was decreased compared with that of Ctrl-ASCs, and the Notch signaling pathway was inhibited in OP-ASCs.
The study helps build the foundation for further investigation in the specific mechanisms of Mettl14 and Notch1 during
osteogenic differentiation of OP-ASCs.

【Key words】　　Osteoporotic rat　　Adipose-derived stem cells　　Osteogenic differentiation　　RNA
methylation　　Mettl14　　Notch signaling pathway　　

  

骨质疏松症（osteoporosis，OP）是一种慢性进展性疾

病，OP患者具有高骨折风险，且骨折或骨缺损后难以愈

合[1]。研究OP病因、发病机制，最终达到预防和治疗OP，

具有重大的经济和社会价值[2-3]。

真核细胞RNA上的化学修饰广泛参与细胞各种生

命活动，这些化学修饰以甲基化为主，其中针对mRNA

内部修饰丰富度最高的腺苷酸N 6的甲基化修饰（N 6 -

methyladenosine，m 6A）研究较为深入，有研究表明，

m6A甲基化可能对骨质疏松症的发生和发展起到重要

作用 [4 - 6 ]。m6A甲基化修饰由甲基转移酶复合体、脱甲

基酶和功能管理者组成 [ 7 - 8 ]。R N A甲基化转移酶1 4

（methyltransferase like 14，Mettl14）是Writers重要成员，能

促进RNA底物的结合和增强复合物的稳定性。骨质疏松

症脂肪干细胞（osteoporosis adipose-derived stem cells，

OP-ASCs）成骨能力改变可能与Mettl14表达改变有关。

Notch信号通路是进化上高度保守的一类级联通路，

通过与其他信号分子之间相互作用，影响干细胞的增殖、

分化和凋亡等细胞过程。有研究提出Notch信号通路通

过影响成骨细胞和破骨细胞的增殖、分化从而调节骨代

谢[9-11]。但Notch调节骨吸收的机制尚不完全清楚。我们

推测OP-ASCs成骨能力改变可能与Notch信号通路有关。

因此本研究拟通过去势法构建OP大鼠模型，探究

OP-ASCs和正常脂肪干细胞（control adipose-derived stem

cells，Ctrl-ASCs）成骨能力的差异及Mettl14和Notch信号

分子1（notch signaling molecule 1，Notch1）在大鼠OP-

ASCs中的表达水平变化。 

1     材料和方法
 

1.1    主要材料与仪器 

1.1.1    动物　SPF级SD雌性大鼠26只，许可证号：SYXK

（川）2018-065，体质量（180±10） g，购于西南医科大学动

物实验中心。 

1.1.2    主要试剂　CD29，APC（美国eBioscience公司）；PE

Mouse Anti-Rat CD31，PECY7 Mouse Anti-Rat CD90，

PECY5 Mouse Anti-Rat CD45，FITC Mouse Anti-Rat

CD44H（美国BD公司）；CD34抗体（ICO115）PE (美国

Santa cruz公司)；Runx2抗体（美国Abcam公司）；Notch1抗

体（中国优宁维公司）；Mettl14抗体（中国爱博泰克公司）；

OriCell™ SD大鼠脂肪干细胞成骨诱导分化培养基试剂

盒，SD大鼠脂肪间质干细胞成脂诱导分化培养基，SD大

鼠脂肪间质干细胞成软骨诱导分化完全培养基（中国赛

业公司）。 

1.1.3    仪器　倒置相差显微镜（日本OLYMPUS IX 710公

司）；免疫荧光倒置相差显微镜，正置荧光显微镜（日本

OLympus公司）；qPCR仪（美国Thermo公司）；SDS-

PAGE电泳仪（美国Bio-rad公司）等。 

1.2    实验方法 

1.2.1    实验分组和OP大鼠动物模型的构建　将26只

S D大鼠随机均分为骨质疏松症组（O P组）和对照组

（Ctrl组），每组13只。OP组采用切除双侧卵巢法（即去势

法，OVX）构建OP模型：注射适量1%戊巴比妥（40 mg/kg）

于大鼠腹腔麻醉。剃毛消毒后于大鼠背部约肋缘下1 cm、

脊柱旁1.5 cm剪开，找到卵巢并结扎，摘除卵巢组织，缝合

伤口。对照组仅切除卵巢周围等量脂肪组织。 

1.2.2    影像学和组织学检测　建模12周后，从OP组和

Ctrl组中分别随机取6只大鼠腹腔注射过量1%戊巴比妥

（40 mg/kg）处死，其中3只大鼠双侧股骨胫骨送至西南医

科大学附属医院核医学科行Micro-CT检查〔检测指标为

骨体积分数，即选取的骨体积（bone volume，BV）与总体

积（total volume，TV）之比（BV/TV）值、骨小梁数量

（trabecular number，Tb.N）值、骨小梁分离度（trabecular

separation，Tb.Sp）值〕；剩下3只大鼠的双侧股骨胫骨固

定，脱钙，制成石蜡切片，行HE和Masson染色。根据两组

骨组织在影像图和切片图下骨小梁数目和分离度的差异

来判断OP大鼠模型是否建立成功。 

1.2.3    细胞的分离培养　建模12周后，在OP组与Ctrl组

各取1只大鼠用上述同种方法处死，剪取脂肪组织培养脂

肪干细胞（adipose-derived stem cells，ASCs），贴壁法分离

并培养ASCs，做好组别标记，分别于P0代7 d和P1代5 d时

光镜下观察并采图。 

1.2.4    流式细胞术鉴定ASCs表面抗原　选取P3代对数生

长期细胞制成细胞悬液，加入流式管中并离心，去上清

液，重悬，加入鉴定抗体，避光孵育，空白对照不加试剂。

孵育后重悬，离心，去上清液，再重悬，上机检测OP-ASCs

和Ctrl-ASCs是否表达表面抗原CD29、CD44、CD90、

CD31、CD34、CD45。 
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1.2.5    细胞多向分化能力检测　选取P2代对数生长期

ASCs细胞，制成细胞悬液。

成骨能力检测：悬液按5×104细胞/孔接种于6孔板，

12 h后，培养基更改为成骨诱导液（SD大鼠脂肪间质干细

胞成骨诱导分化基础培养基175 mL，成骨诱导分化专用

血清20 mL，双抗2 mL，谷氨酰胺2 mL，抗坏血酸400 μL，

β-甘油磷酸钠2 mL，地塞米松20 μL，按比例混合后吸取适

量加入孔板），每3 d换液，2周后，吸尽成骨诱导液，PBS漂

洗3次，加入体积分数4%的多聚甲醛固定20 min，PBS漂

洗2次，以1 mL/孔加入茜素红染液，静置3～5 min。吸尽

染液后，用PBS洗3次，倒置显微镜下观察并采图。

成脂能力检测：悬液按1×105～2×105细胞/孔接种于

6孔板。12 h后，培养基更改为成脂诱导A液（SD大鼠脂肪

间质干细胞成脂诱导分化基础培养基A 175 mL，专用胎

牛血清20 mL，谷氨酰胺2 mL，双抗2 mL，胰岛素400 μL，

3-异丁基-1-甲基黄嘌呤200 μL，罗格列酮200 μL，地塞米

松200 μL，按比例混匀后吸取适量加入孔板中），3 d后换

为B液（SD大鼠脂肪间质干细胞成脂诱导分化基础培养

基B 175 mL，专用胎牛血清20 mL，双抗2 mL，谷氨酰胺

2 mL，胰岛素400 μL，按比例混匀后吸取适量加入孔板

中），1 d后再次换为A液，A、B液交替处理3周后，吸尽成

脂诱导液，PBS漂洗3次，加入体积分数4%的多聚甲醛固

定20 min，PBS漂洗2次。加入油红O染液，静置30 min。

吸尽染液后，用PBS洗3次。倒置显微镜下观察并采图。

成软骨能力检测：悬液按3×105～4×105细胞/管转移

到15 mL离心管，加入500 μL 成软骨诱导分化培养基

（SD大鼠脂肪间质干细胞成软骨诱导分化基础培养基

194 mL，地塞米松20 μL，抗坏血酸600 μL，胰岛素转铁蛋

白硒2 mL，丙酮酸钠200 μL，脯氨酸200 μL，转化生长因子

β3 2 mL，按比例混匀后吸取适量加入孔板中），拧松管盖

正置放于37 ℃、体积分数为5%CO2的孵育箱，48 h后出现

细胞团块，换液时轻弹管壁使细胞团块脱落。每3 d换

液。持续诱导3～4周，福尔马林固定软骨球，石蜡包埋处

理，切片，行阿利辛蓝染色。正置荧光显微镜下进行采图。 

1.2.6    qPCR检测两组脂肪干细胞Runx2、Mettl14 和

Notch1的mRNA表达差异　成骨诱导5 d后，提取细胞总

RNA，逆转录得到cDNA，在96孔板中加入实验试剂并混

匀。每个样本平行设计3个副孔，设置好反应程序，以

GAPDH为内参，进行qPCR反应。之后分析扩增基因的熔

解曲线、扩增曲线，用GraphPadPrism6.0软件分析实验结

果，目的基因表达量按2−ΔΔCt法计算。PCR引物由上海生

工生物工程股份有限公司和成都擎科梓熙生物技术有限

公司设计并合成。各引物序列见表1。 

1.2.7    Western blot检测两组脂肪干细胞Runx2、Mettl14

和Notch1的蛋白表达差异　成骨诱导5 d后，行全蛋白提

取，检测并调整蛋白样品浓度，制胶并上样进行SDS-

PAGE电泳，结束后将凝胶和PVDF膜进行转膜并用脱脂

牛奶封闭，然后将膜放入一抗溶液孵育，洗膜，加入二抗

溶液孵育，再洗膜。膜于ECL发光液中泡置后进行曝

光。以GAPDH为内参蛋白，将目的蛋白条带灰度值与内

参蛋白条带灰度值作为目的蛋白相对表达量。用Image

J和GraphPad Prism6.0软件分析实验结果。 

1.3    统计学方法

采用配对t检验进行两组比较实验的统计，P<0.05为

差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    OP大鼠模型建立情况

Micro-CT检测发现 OP组大鼠胫骨的BV/TV值及

Tb.N值比Ctrl组低， Tb.Sp值比Ctrl组高（P均<0.05）。见

图1。HE染色和Masson染色显示（图2），OP组胫骨相较

Ctrl组的骨皮质变薄，骨髓腔增大，骨小梁减少。结合

Micro-CT结果，证明OP大鼠动物模型建立成功。 

2.2    ASCs分离培养

分离培养的细胞培养至P0代7 d时，呈束状或旋涡

状；传代培养至P1代5 d时，细胞呈放射状或旋涡状排列，

有立体感（图3）。 

2.3    ASCs细胞表面抗原流式鉴定结果

两组ASCs P3代对数生长期细胞表面抗原CD29、

CD44、CD90均阳性表达，CD31、CD34、CD45几乎无阳

性表达，结果符合ASCs表面抗原的特征。见图4。 

2.4    ASCs细胞多向分化能力鉴定结果

分离培养出的ASCs P2代细胞成骨诱导2周后，茜素

红染色可见矿化结节（图5A），P2代细胞成软骨诱导3～

4周后，阿利辛蓝染色石蜡切片可见蓝色软骨细胞基质

表 1    Runx2、Mettl14、Notch1、GAPDH引物序列

Table 1    Primer sequences of Runx2, Mettl14, Notch1 and GAPDH

Primer Sequences (5′-3′)

Runx2 F: GAACCAAGAAGGCACAGAC

R: AATGCGCCCTAAATCACTG

GAPDH F: TCTTTGCTTGGGTGGGT

R: GGGTCTGGCATTGTTCT

Mettl14 F: AGTTTGGGAGCTGAGAGTG

R: GTATCATAGGAAGCCCTGCA

Notch1 F: AGGCTCTGCCGACATCA

R: AGGAAGGGGTGCTCTGG
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（图5B），P2代细胞成脂诱导3周后，油红O染色可见脂滴

形成（图5C）。结合细胞流式检测结果，可证明所分离的

细胞为ASCs。 

2.5    成骨诱导2周后两组细胞成骨能力比较

成骨诱导2周后，经茜素红染色可见，OP组较Ctrl组

矿化结节数量少，且分布散在 (图6)。 

2.6    成骨诱导5 d后，两组ASCs细胞Runx2、Mettl14 和

Notch1的mRNA和蛋白表达

OP组Runx2、Mettl14、Notch1在mRNA水平与蛋白

水平表达（图7、图8、图9）均低于Ctrl组，差异均有统计学

意义（P<0.05）。 
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图 1  对照组和骨质疏松组大鼠胫骨Micro-CT扫描结果 （n=3）

Fig 1  Micro-CT analysis of the tibias of the control group and the osteoporosis group (n=3)

BV/TV: Bone volume/total volume; Tb.N: Trabecular number; Tb.Sp: Trabecular separation.
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图 2  对照组与骨质疏松组的HE染色和Masson染色

Fig 2  The images of HE staining and Masson staining of control group
and osteoporosis group

 

Ctrl
group

OP
group

P0 P1

40 μm 40 μm

40 μm 40 μm

 
图 3  对照组和骨质疏松组脂肪干细胞光镜下的细胞形态

Fig 3  The images of cell morphology of Ctrl-ASCs and OP-ASCs under
light microscope

 426 四川大学学报（医学版） 第 52卷



3     讨论

OP是一种系统性骨病，临床表现通常为骨小梁疏

松、骨质变脆[12-14]。由于OP病程较长，原因复杂，临床人

体实验风险过高，因此构建实验动物模型是研究OP发病

机制、治疗方法的基础。其中OVX建立的OP大鼠模型是

经典模型[15]。所以本研究采用去势法建立OP大鼠模型，

在术后12周，Micro-CT显示OP组胫骨的骨小梁数目和体

积较Ctrl组低；HE、Masson染色表明OP组胫骨的骨皮质

变薄，骨髓腔增大，骨小梁减少，符合OP的临床表现和诊

断依据[16]，表明本研究采用的去势法成功构建OP大鼠模型。

OP患者的骨重建能力有限，其骨缺损或骨折的修复

重建一直是困扰临床的难题。近年来，组织工程骨受到

更多学者的关注，ASCs作为骨组织工程的种子细胞之一，

具有来源丰富、成骨向分化能力强等优点，在治疗OP患

者骨缺损的组织工程骨修复研究中具有良好的应用前

景[17]。但取材过程中掺杂血管，在原代培养的细胞中也

存在杂细胞，ASCs的纯度和干性需要鉴定，有文献报道采

用流式细胞术鉴定细胞的表面抗原是一种有效的细胞类

别检测方法[18]。因此本研究共选取CD29、CD44、CD90、

CD31、CD34、CD45这6个表面抗原进行检测，结果显示两

组分离培养出的ASCs均为CD29、CD44、CD90阳性表

达，CD31、CD34、CD45阴性表达，结合三向分化潜能的

检测结果提示本研究成功分离培养ASCs并且其纯度较高。

Runx2是转录因子RunxX家族成员之一，是干细胞骨

向分化过程的产物，参与了骨代谢调控以及成骨细胞的

分化，对骨组织的形成和重建十分重要。研究表明，骨形
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图 4  对照组（A）和骨质疏松组（B）脂肪干细胞表型流式鉴定结果

Fig 4  Surface antigen flow cytometry identification of Ctrl-ASCs (A) and OP-ASCs (B)

A B C40 μm 10 μm 40 μm

图 5  对照组脂肪干细胞三向分化能力镜下观

Fig 5  The three-way differentiation of Ctrl-ASCs under microscope

A: Alizarin red staining (osteogenic capability); B: Alcian blue staining (chondrogenic capability); C: Oil red O staining (adipogenic capability).

Ctrl group OP group
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B
10 μm 10 μm

图 6  对照组和骨质疏松症组脂肪干细胞成骨诱导2周茜素红染色肉眼观

（A）和镜下观（B）

Fig 6  The picture of alizarin red staining of control group and
osteoporosis group ASCs on 2 weeks osteogenic induction by way
of macroscopic observation (A) and microscopic observation (B)
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态发生蛋白（bone morphogenetic proteins，BMPs）和环状

Runt相关转录因子2（circular runt-related transcription

factor 2，circRunx2）可诱导Runx2的表达刺激成骨细胞增

殖而诱导骨形成 [19-20 ]。本研究检测OP-ASCs Runx2在

mRNA和蛋白水平表达均低于Ctrl-ASCs。OP-ASCs和

Ctrl-ASCs成骨诱导后行茜素红染色显示OP组矿化结节

数量较少。结果表明OP组ASCs成骨能力较Ctrl组低。

m6A广泛存在于mRNA上的碱基修饰，在翻译中有监

管作用，并响应相应的mRNA翻译[21-24]。研究表示，m6A修

饰不仅参与骨组织的生长，而且W r i t e r s和E r a s e r s

能够调节成骨与成脂分化间的关系，其中Writers的表达

与干细胞成骨分化潜能呈正相关[4]。本研究检测Mettl14

的表达发现，相较于Ctrl-ASCs，OP-ASCs的Mettl14表达下

降，结合相关文献研究结果[25-26]，我们推测OP-ASCs的成

骨能力下降与Mettl14表达改变有关，可通过调节OP-

ASCs Mettl14表达来观测其成骨能力的改变。

Notch信号通路是决定干细胞命运的通路之一，在调

节细胞增殖、分化、凋亡等方面十分重要 [27-29]。有研究报

道，被Notch2细胞内结构域激活的Notch信号会抑制骨髓

间充质干细胞原代培养物中的成骨细胞的分化[9]。本研

究检测Notch1表达发现，OP-ASCs的Notch1表达下降，

Notch信号通路被抑制，猜想OP-ASCs的成骨能力下降可

能与Notch1表达改变有关，可调节Notch通路来改变

Notch1的表达，进而观测其成骨能力的改变。

有研究报道，在膀胱肿瘤起始细胞中，调节Mettl14的

表达会引起Notch1表达量的改变，从而影响膀胱肿瘤起

始细胞的自我更新，而膀胱肿瘤起始细胞可以驱动膀胱

肿瘤的发生和转移[30]。结合本研究结果，OP-ASCs成骨能

力下降的原因可能是其Mettl14表达下降，抑制Notch信号

通路，导致成骨能力的降低。Mettl14如何与Notch信号通

路相互作用调控OP-ASCs成骨能力，需要进一步探究。

综上所述，本研究建立了OP大鼠模型，成功分离培

养Ctrl-ASCs和OP-ASCs，证明了相对于Ctrl-ASCs，OP-ASCs

的成骨能力下降，OP-ASCs的Mettl14表达下降，Notch信
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图 7  成骨诱导5 d后，对照组和骨质疏松组 Runx2在mRNA水平（A）和蛋白水平（B）的表达（n=3）

Fig 7  The mRNA (A) and protein (B) expression of Runx2 in the Ctrl-ASCs and OP-ASCs after osteogenic induction for 5 d (n=3)
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图 8  成骨诱导5 d后，对照组和骨质疏松组Mettl14在mRNA水平（A）和蛋白水平（B）的表达（n=3）

Fig 8  The mRNA (A) and protein (B) expression of Mettl14 in the Ctrl-ASCs and OP-ASCs after osteogenic induction for 5 d (n=3)
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图 9  成骨诱导5 d后，对照组和骨质疏松组Notch1在mRNA水平（A）和蛋白水平（B）的表达（n=3）

Fig 9  The mRNA (A) and protein (B) expression of Notch1 in the Ctrl-ASCs and OP-ASCs after osteogenic induction for 5 d (n=3)
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号通路受到抑制。为进一步研究OP-ASCs成骨分化过程

中Mettl14和Notch1的具体调控机制奠定了实验基础。

* * *
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