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【摘要】  目的　研究与成骨细胞共培养对软骨细胞低氧诱导因子（hypoxia-inducible factor, HIF）-1通路的影响及其机

制。方法　采用胰酶消化法从新生小鼠膝关节及颅骨处分别提取软骨细胞和成骨细胞。使用6孔板（培养软骨细胞）和

Transwell小室（培养成骨细胞）构建两种细胞的共培养体系。使用qRT-PCR分析共培养24 h后软骨细胞中HIFs及其靶基因

丙酮酸脱氢酶激酶1（pyruvate dehydrogenase kinase 1, PDK1）的mRNA表达变化；Western blot用于检测共培养48 h后软骨细

胞中HIFs、PDK1蛋白表达以及丝裂原活化蛋白激酶（mitogen activated protein kinase, MAPK）信号通路的改变；活性氧

（reactive oxygen species, ROS）染色以显示共培养48 h后软骨细胞ROS生成变化。结果　qRT-PCR和Western blot结果表明，

软骨细胞和成骨细胞共培养后软骨细胞中HIF-1α的基因和蛋白表达水平上升（P<0.05）；HIF-1靶基因PDK1的基因和蛋白

水平同样上调（P<0.05）；ROS染色显示与成骨细胞共培养使软骨细胞ROS生成减少；Western blot检测到共培养软骨细胞的

细胞外信号调节激酶（extracellular signal-regulated kinase, ERK）1/2和p38信号增强（P<0.05）。结论　与成骨细胞共培养增

强了软骨细胞ERK1/2和p38信号，上调了软骨细胞的HIF-1通路。
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【Abstract】   Objective　 To study the effect of co-culturing chondrocytes with osteoblasts on hypoxia-inducible
factor  (HIF)-1  pathway  of  chondrocytes  and  its  mechanism. Methods　Chondrocytes  and  osteoblasts  were  separately
extracted from the knee joint and skull of newborn mice by trypsin digestion. The co-culturing system of osteoblasts and
chondrocytes  was  constructed  by  using  Transwell  inserts  to  culture  the  osteoblasts  and  6-well  plate  to  culture  the
chondrocytes.  We  used  qRT-PCR  to  examine  changes  in  the  mRNA  expression  of  HIFs  and  its  target  gene  pyruvate
dehydrogenase kinase 1 (PDK1) in chondrocytes co-cultured for 24 h.  Western blot  was used to analyze changes in the
protein  expression  of  HIFs  and  PDK1  and  the  changes  in  the  activation  of  mitogen  activated  protein  kinase  (MAPK)
signaling pathway after the cells were co-cultured for 48 h. Reactive oxygen species (ROS) staining was done to show the
changes  of  ROS production  in  chondrocytes  co-cultured  for  48  h. Results　The  results  of  qRT-PCR and  Western  blot
showed  upregulated  levels  of  HIF-1α  gene  and  protein  expression  (P<0.05)  in  the  chondrocytes  after  they  were  co-
cultured with osteoblasts. The gene and protein expression levels of PDK1, the target gene of HIF-1, were also upregulated
(P<0.05).  ROS  staining  showed  that  co-culturing  of  chondrocytes  with  osteoblasts  decreased  ROS  production  in
chondrocytes. Western blot revealed that extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2 and p38 signaling of co-cultured
chondrocytes  were  enhanced  (P<0.05). Conclusion　Co-culturing  with  osteoblasts  enhanced  the  ERK1/2  and  p38
signaling of chondrocytes and upregulated the HIF-1 pathway of chondrocytes.
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近年来，骨关节炎（osteoarthritis, OA）的发病率一直

居高不下，而其主要发病机制尚未可知[1]。在生理状态

下，软骨细胞处于相对缺氧的环境中，保持稳定的表型和

较低的代谢活性。然而，OA的软骨细胞代谢表型会发生

一系列改变。低氧诱导因子（hypoxia-inducible factor,

HIF）系统存在于所有哺乳动物细胞中，是细胞和机体在

低氧适应性反应中至关重要的调控因子[2-3]，由一个α亚基

（氧不稳定）和一个β亚基（氧稳定）异源二聚构成。常氧

时，肿瘤抑制蛋白VHL（pVHL）通过泛素-蛋白酶体途径

靶向水解HIF-α；而低氧时，pVHL功能受到抑制，HIF-α免

于被水解并入核与HIF-β二聚化，激活靶基因的转录表达[4]。

哺乳动物的HIF-α有3种亚型，HIF-1α和HIF-2α在结构和

功能上最为相似，而HIF-3α存在许多剪接变异体，其中一

些以显性-负性方式抑制HIF-1α和HIF-2α的活性[5]。丙酮

酸脱氢酶激酶1（pyruvate dehydrogenase kinase1, PDK1）

由HIF-1通过上述途径靶向诱导表达[6]，使线粒体中的丙
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酮酸脱氢酶（pyruvate dehydrogenase, PDH）的E1α亚基失

活，抑制三羧酸循环[7]。PDK1可以通过这种方式减少线

粒体中氧化磷酸化的通量。线粒体有氧呼吸是产生细胞

内活性氧（reactive oxygen species, ROS）的最主要途径[8]。

ROS包括自由基超氧化物（O2
－）、羟基（OH－）、非自由基

过氧化氢（H2O2）以及氧负离子（O－）等[9]。持续、过量的

ROS会导致线粒体膜电位降低、结构破坏，细胞氧化损伤

甚至凋亡[10-11]。

目前普遍认为，OA波及患者关节中的所有组织结

构，并最终引起关节软骨的退化[12]。关节软骨中仅存在

软骨细胞一种细胞类型，而软骨下骨中有成骨细胞、破骨

细胞及骨细胞等多种细胞类型，它们可以通过软骨和软

骨下骨间的微裂缝、血管通道等结构与软骨细胞进行信

息交流和物质交换[12]。许多体内和体外研究已经证实，

成骨细胞可以通过直接接触或旁分泌路径调节软骨细胞

的代谢方式 [ 1 3 - 1 4 ]，然而，我们对成骨细胞对软骨细胞

HIFs及氧稳态的调控知之甚少。因此，本实验构建了小

鼠原代成骨细胞和软骨细胞的体外共培养系统，以研究

成骨细胞对软骨细胞HIFs的影响及调控机制。 

1     材料和方法
 

1.1    主要试剂及仪器

6孔板、0.4 μm Transwell小室购自美国康宁公司；玻

底培养皿购自无锡耐思生命科技股份有限公司；胎牛血

清、DMEM培养基、α-MEM培养基、Ⅰ型胶原酶、Ⅱ型胶

原酶购自美国Gibco公司；青链霉素、含EDTA的胰蛋白

酶、4′，6-二氨基-2-苯基吲哚（DAPI；D9542）购自美国

Sigma公司；高纯总RNA快速提取试剂盒购自无锡百泰克

生物技术有限公司；cDNA合成试剂盒、qRT-PCR试剂盒

购自美国MBI公司；qRT-PCR引物由北京擎科生物科技

有限公司设计及提供； ROS检测试剂盒、RIPA裂解液

（强）、BCA蛋白浓度测定试剂盒、Western一抗稀释液、

SDS-PAGE凝胶配置试剂盒购自上海碧云天生物技术有

限公司；HRP化学发光剂、PVDF电转移膜购自美国

Millipore公司；一抗HIF-1α（#ab2185）、HIF-2α（#ab199）、

HIF-3α（#ab2165）、PDK1（#ab110025）、细胞外信号调节

激酶（extracel lular  s ignal-regulated kinase ,  ERK）

1/2（#184699）、p-ERK1/2（#201015）购自英国Abcam公司；

一抗β - a c t i n（# 2 0 0 0 6 8 - 8 F 1 0）、p 3 8（# 3 4 0 6 9 7）、p -

p38（#310091）、c-Jun氨基末端激酶（c-Jun N-terminal

k inase ,  JNK）（#380556）、p-JNK（#381100）、二抗

（#511103、#511203）购自成都正能生物技术有限责任公

司；激光共聚焦显微镜、体视显微镜、倒置显微镜购自日

本Olympus公司；酶标仪购自美国Thermo Fisher公司；凝

胶成像仪购自英国Bio-rad公司。 

1.2    原代成骨细胞、原代软骨细胞的纯化和培养

动物实验按照我国《实验动物福利伦理审查指南

（GB/T 35892-2018）》要求，规范落实实验动物福利伦理。

从新生C57小鼠（2～3日龄，购自四川大学实验动物中心）

分离原代关节软骨细胞和颅骨成骨细胞。处死小鼠，消

毒，然后用眼科剪从暴露的膝关节表面除去膝关节表皮，

剥离软骨组织。用同样的方法从小鼠头骨分离原代成骨

细胞的组织片。将两种组织用PBS洗涤4次并切成小块，

在0.25%胰蛋白酶溶液中消化30 min。然后除去含有胰

蛋白酶的上清液，用0.15%Ⅱ型胶原酶处理软骨组织，

0.25%Ⅰ型胶原酶处理成骨组织，消化过夜。然后将两种

胶原酶处理溶液与含10%胎牛血清的DMEM（高葡萄糖

DMEM，0.1 mmol/L非必需氨基酸，4 mmol/L L-谷氨酰

胺，1%青霉素-链霉素溶液）1∶1混合，将混合物1 000 r/min

离心5 min。除去上清液，并将两种细胞与完全培养基混

合（含10%胎牛血清的DMEM用于软骨细胞，含10%胎牛

血清的α-MEM用于成骨细胞）。将获得的细胞悬浮液接

种在培养瓶中，37 ℃、体积分数为5%CO2环境下培养。 

1.3    构建共培养体系

本研究采用非接触式共培养方法。成骨细胞被接种

在孔径为0.4 μm的Transwell小室中，软骨细胞被接种在

6孔板中。用含2%胎牛血清的DMEM和α-MEM替换原培

养基饥饿16 h，然后将培养基替换为含1%胎牛血清的

D M E M和α - M E M培养基。同时，将有成骨细胞的

Transwell小室放入有软骨细胞的6孔板中进行非接触共

培养（Co-culture group）。将仅加入含1%胎牛血清的α-

MEM培养基的Transwell小室放入有软骨细胞的6孔板中

作为对照组（Mono-culture group）。 

1.4    qRT-PCR检测mRNA表达

共培养24 h后用高纯总RNA快速提取试剂盒提取软

骨细胞RNA并纯化、定量，之后用cDNA纯化试剂盒将

RNA逆转录获得cDNA。使用实时荧光定量PCR仪进行

qRT-PCR，以β-actin作为内参，检测软骨细胞HIF-1α、

HIF-2α、HIF-3α和PDK1的mRNA表达。各基因的引物序

列见表1。qRT-PCR反应体系为25 μL，含有1 μL cDNA。

每次循环包括变性94 ℃ 30ｓ，退火55 ~ 65 ℃ 30ｓ，延长

72 ℃ 30ｓ，循环次数25 ~ 28次。采用2−ΔΔCt法进行基因表

达的相对定量。 

1.5    Western blot检测蛋白表达

共培养48 h后，使用RIPA裂解液提取软骨细胞总蛋

白，用BCA试剂盒进行蛋白浓度定量后100 ℃水浴加热
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5 min使蛋白变性。使用SDS-PAGE凝胶将蛋白电泳分离

后转移至PVDF膜上，4 ℃条件下一抗（HIF-1α，HIF-2α，

HIF-3α，PDK1，ERK1/2，p-ERK1/2，p38，p-p38，JNK，p-JNK，1∶

1 000）孵育过夜。然后加入相应的二抗（山羊抗兔IgG-

HRP，1∶5 000；山羊抗鼠IgG-HRP，1∶5 000），以β-actin

（1∶1 000）作为内参，室温孵育2 h后用TBST洗涤，最后用

HRP化学发光液曝光显影。用Image J软件（美国NIH公

司）对条带进行定量分析。以目的蛋白与内参蛋白条带

光密度值的比值作为目的蛋白的相对表达量。 

1.6    ROS检测

将软骨细胞接种在激光共聚焦显微镜专用的玻底培

养皿中培养12 h，再按1.3所述方法与成骨细胞共培养

48 h。对照组Transwell小室中仅加入含1%胎牛血清的

α-MEM培养基。根据ROS检测试剂盒使用说明书配制染

液，对软骨细胞进行荧光染色45 min后用PBS洗涤3次，用

DAPI将细胞核染色10 min。染色结束后用PBS洗涤3次，

立即用激光共聚焦显微镜观察软骨细胞绿色荧光的分布

和强度。用Image J软件统计单个细胞平均荧光强度。 

1.7    统计学方法

以上实验均重复3次，每次重复实验均设置3组平行

对照。组间差异使用单因素方差分析（ANOVA）进行比

较，两两差异采用t检验，P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    与成骨细胞共培养上调软骨细胞HIF-1α表达

本实验构建了一种共培养体系，软骨细胞被接种于

6孔板中，成骨细胞被接种于0.4 μm Transwell 小室中，置

于6孔板上方，进行非接触式共培养（图1A）。

表 1    本实验中qRT-PCR的引物序列

Table 1    Primer pairs for qRT-PCR used in the study

mRNA Primer sequence Product length/bp

HIF-1α (NM_001313920.1) Forward: 5′-CGTTCCCTTGCTCTTTGTGG-3′ 106
Reverse: 5′-TAAACGTAAGCGCTGACCCA-3′

HIF-2α (NM_010137.3) Forward: 5′-GCCTGACTAACCGCCACAGA-3′ 74
Reverse: 5′-ACACCGCTGCCATATCACAAA-3′

HIF-3α (NM_001162950.1) Forward: 5′-CAGCGCGTGAGGTCGAA-3′ 167
Reverse: 5′-ATTGTGAGGCGCATGATGGA-3′

PDK1 (NM_001360002.1) Forward: 5′-TCTGCGACAAGAGTTGCCTG-3′ 114
Reverse: 5′-TGGATATACCAACTTTGCACCA-3′

β-actin (NM_007393.5) Forward: 5′-TGAGCTGCGTTTTACACCCT-3′ 198
Reverse: 5′-GCCTTCACCGTTCCAGTTTT-3′

 

A

C D

BChondrocytes 0.4 μm Transwell insert Mono-cu
ltu

re

Co-cu
ltu

re

Osteoblasts
β-actin

0

0.5

1.0

1.5
*

Re
la

tiv
e 

ex
pr

es
sio

n 
of

 m
RN

A
(f

ol
d 

of
 c

on
tr

ol
)

Co-culture
Mono-culture *

Co-culture
Mono-culture

0

0.5

1.0

Re
la

tiv
e 

ex
pr

es
sio

n 
of

 p
ro

te
in

HIF-1α HIF-2α HIF-3α HIF-1α HIF-2α HIF-3α

HIF-1α

HIF-2α

HIF-3α

97

118

72

42

(Mr, ×103)

 
图 1  与成骨细胞共培养上调软骨细胞HIF-1α表达

Fig 1  Co-culturing with osteoblasts upregulated HIF-1α expression in chondrocytes

A: Schematic diagram of non-contact coculture system; B: Western blot; C: qRT-PCR (n=3, *P<0.05); D: Quantitative analysis was performed to confirm the

variation of proteins in B (n=3, *P<0.05).
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见图1B～1D。qRT-PCR结果显示，与成骨细胞共培

养24 h后，软骨细胞HIF-1α mRNA表达增加（P<0.05），而

HIF-2α和HIF-3α mRNA表达无明显变化。Western blot

结果显示，与成骨细胞共培养48 h后，共培养组软骨细胞

HIF-1α蛋白表达量高于对照组（P<0.05），而两组间HIF-

2α和HIF-3α蛋白表达水平无明显差异。以上结果表明，

HIF-1α在共培养软骨细胞中表达增加。 

2.2    与成骨细胞共培养增加软骨细胞PDK1表达

qRT-PCR结果表明（图2），与成骨细胞共培养24 h后，

软骨细胞PDK1 mRNA表达量增加（P<0.01）。Western

blot结果显示，与成骨细胞共培养48 h后，共培养组软骨

细胞PDK1蛋白水平高于对照组软骨细胞（P<0.05）。以上

结果表明，共培养软骨细胞的PDK1表达增加。 

2.3    与成骨细胞共培养减少软骨细胞ROS生成

结果显示（图3），在与成骨细胞共培养48 h后，软骨细

胞的ROS生成显著减少。单独培养的软骨细胞中可以观

察到成簇的点状绿色荧光，而共培养的软骨细胞只有均

匀分布的弥散状绿色荧光。定量分析显示共培养组单个

软骨细胞的平均荧光强度显著降低（P<0.001）。 

2.4    与成骨细胞共培养上调软骨细胞ERK1/2和p38信号通路

使用Western blot分别检测ERK1/2、p38和JNK的表

达变化，结果显示（图4）共培养软骨细胞p-ERK和p-p38的

表达增加（P<0.05），而对于JNK信号通路，只检测到

JNK表达的增加（P<0.05），p-JNK并未观察到明显差异。

以上结果表明，与成骨细胞共培养48 h后，软骨细胞的

ERK1/2和p38信号通路上调，JNK信号通路无明显变化。
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图 2  与成骨细胞共培养增加软骨细胞PDK1表达

Fig 2  Co-culturing with osteoblasts increased the expression of PDK1 in chondrocytes

A: qRT-PCR (n=3, **P<0.01); B: Western blot; C: Quantitative analysis was performed to confirm the variation of proteins in B (n=3, *P<0.05).
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图 3  与成骨细胞共培养减少软骨细胞ROS生成

Fig 3  Co-culturing with osteoblasts reduced ROS production of chondrocytes

A: Representative immunofluorescence images by CLSM showing the ROS production of chondrocytes (ROS: arrows; nucleus: blue); B: Quantitative analysis was

performed to confirm the variation of proteins in A (n=3, ***P<0.001).
 
 

3     讨论

OA常常累及骨关节中的所有组织，其中包括关节软

骨和软骨下骨。软骨下骨中的成骨细胞、破骨细胞和骨

细胞等通过微裂缝、血管通道等结构与关节软骨中的软

骨细胞进行物质交换和信息交流。许多研究已经证实，

成骨细胞可以调控软骨细胞的代谢方式 [12 ]。在本实验

中，我们使用Transwell小室实现了成骨细胞和软骨细胞
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的共培养，以研究成骨细胞对软骨细胞的影响。

软骨细胞作为关节软骨中唯一的细胞类型，生活在

缺乏血管与淋巴管的相对低氧的环境中，所以维持细胞

内的氧稳态对软骨细胞正常存活和发挥生理功能至关重

要。有研究表明，HIF-1是软骨细胞应对低氧的适应性反

应中不可或缺的调节因子[15-16]。在低氧状态下，HIF-1α稳

定表达，并进入细胞核与HIF-1β形成异源二聚体，诱导靶

基因转录表达，从而调节细胞的氧稳态。PDK1可以通过

这种方式被HIF-1靶向调控，其蛋白翻译表达后定位于线

粒体内膜，通过失活PDH阻断了丙酮酸进入线粒体呼吸

链，从而抑制有氧呼吸[17-18]。ROS是线粒体有氧呼吸的副

产物，在持续低氧状态下，由于缺少O2作为电子传递链最

终的电子载体，ROS将会大量累积，严重危害线粒体功能

及细胞存活。

在本实验中，为了探究共培养对软骨细胞低氧适应

性反应的作用，我们检测了软骨细胞HIFs家族的基因表

达变化。qRT-PCR结果表明，共培养软骨细胞HIF-1α

mRNA水平升高，而HIF-2α和HIF-3α没有明显差异，提示

共培养可能通过HIF-1通路调控软骨细胞的氧稳态。

Western blot结果同样表明共培养增强了HIF-1α蛋白的表

达，初步印证了这一假设。

为了进一步验证共培养软骨细胞中HIF-1通路的变

化并检验上调的HIF-1α是否参与了靶基因的调控，我们

检测了PDK1 mRNA水平变化，发现与成骨细胞共培养后

软骨细胞PDK1 mRNA表达量明显提升，证明共培养软骨

细胞中HIF-1的反式激活活性增强。而Western blot的结

果则证明共培养软骨细胞的PDK1蛋白表达量同样增加，

再一次证实了我们的假设。

本实验通过对软骨细胞的ROS荧光染色，观察到与

成骨细胞共培养后，软骨细胞生成的ROS显著减少，提示

线粒体功能被抑制，导致有氧呼吸减弱。这与PDK1的检

测结果相吻合，即共培养软骨细胞PDK1表达量增加，抑

制了线粒体的有氧呼吸，使ROS生成减少。综上所述，可

以认为共培养通过HIF-1通路调控软骨细胞氧稳态这一

假设成立。

接下来，为了阐明激活HIF-1通路的上游信号，我们

重点研究了丝裂原活化蛋白激酶（mitogen activated

protein kinase, MAPK）信号通路[19]。其中，ERK1/2信号被

认为是调控HIF-1的潜在信号通路，因为它被证实通过控

制HIF-1α的反式激活结构域上调HIF-1的反式激活活

性[20-21]。因此，我们首先检测了软骨细胞ERK1/2信号的蛋

白变化。Western blot检测结果证实共培养的软骨细胞

中p-ERK1/2的表达量明显高于单独培养的软骨细胞，表

明ERK1/2信号通路被上调。除了ERK1/2，p38/MAPK也

是激活软骨细胞中HIF-1的潜在信号通路[22-23]。研究表

明，p38参与了小鼠胚胎成纤维细胞和前列腺癌细胞中

HIF-1通路的激活[24-25]。因此，我们用Western blot检测了

软骨细胞中p38的表达。结果显示，共培养软骨细胞中p-
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图 4  与成骨细胞共培养上调软骨细胞ERK1/2和p38信号

Fig 4  Co-culturing with osteoblasts activated ERK1/2 and p38 signaling in chondrocytes

*P<0.05, n=3.
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p38的表达增加，提示p38信号的激活。作为经典MAPK

信号通路的另一个成员，JNK信号也被报道调控HIF-1通

路[23]。而Western blot显示虽然共培养软骨细胞JNK的蛋

白表达略高于对照组，但p-JNK的水平差异并无统计学

意义。

综上所述，本实验通过构建小鼠原代成骨细胞和软

骨细胞的共培养体系，研究了成骨细胞与软骨细胞共培

养对软骨细胞HIF-1通路的调控及其机制。研究发现，共

培养激活了软骨细胞的ERK1/2和p38信号，从而上调了

HIF-1α的表达，靶向增强了PDK1的表达，减少ROS生

成。即共培养通过调控HIF-1通路维持软骨细胞的氧稳

态。然而关于共培养调控软骨细胞HIF-1通路对软骨细

胞代谢表型（有氧呼吸、无氧呼吸等）的具体调控机制仍

有待进一步研究。

* * *
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