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摘要

目的：遗传因素是骨关节炎重要的病因和危险因素之一，且遗传易感因素在每个族群中的作用并不

能被复制到所有的族群中，本研究拟探讨血小板衍生因子-B的两个位点（rs1800817位点、rs2285094

位点）基因在新疆地区汉族人群和维吾尔族人群的群体中是否有基因突变的情况；rs1800817位点、

rs2285094 位点基因多态性与原发性膝骨关节炎的遗传相关性；通过本实验探讨新疆地区 PDGF-BB

基因多样性与膝关节骨性关节炎之间是否存在一定的联系。希望通过本试验研究对易患骨关节炎群

体能提供一个新的筛选位点，便于对新疆地区易感人群进行干预，延缓关节炎的发生。

方法：本实验在喀什地区三师医院、石河子大学第一附属医院、图木舒克市人民医院共选取研究对

象 519例汉族 266例（骨关节炎 80例，非骨关节炎 186例），维吾尔族 253例（骨关节炎 91例，非

骨关节炎 162例），给予知情同意后，采集血样 5 ml，通过 PCR/RFLP技术分析对所选对象的 PDGF-BB

位点(rs1800817位点、rs2285094位点)单核苷酸多态性基因型进行检测。用标准卡方检验（Standard chi

square test）分别比较 PDGF-BB（rs1800817位点、rs2285094 位点）基因多样性在汉族骨关节炎组和

汉族非骨关节炎组中是否存在差异；维吾尔族骨关节炎组和非骨关节炎组中是否存在差异。应用

logistic回归分析探究骨关节炎的危险因素和保护因素，并以OR和 95%可信区间(CI)表示相对风险度。

结果：本研究所选取的 519例实验对象全部符合制定的纳入标准，均计入后期结果分析。汉族骨关

节炎与非骨关节炎组、维吾尔族骨关节炎组与非骨关节炎组基因型均符合哈迪-温伯格（Hardy－

Weinberg）平衡定律，所选取的研究对象可以代表新疆地区的汉族和维吾尔族人群；PDGF-BB 的

rs2285094位点的 CC型、CT型在维吾尔族骨关节炎组和非骨关节炎组中的分布不同（X2=17.9，P＜

0.00）有统计学差异；汉族骨关节炎组与非骨关节炎组相比 PDGF-BB 的 rs1800817 位点的 GT 型、

GG型分布（X2=4.61，P=0.032）有统计学差异。

结论：PDGF-BB rs1800817位点基因型分布在汉族和维吾尔族中分布均有差异，rs2285094位点基因

型分布在维吾尔族中有明显差异。新疆地区维吾尔族和汉族的PDGF-BB rs1800817位点中的GT型和

GG型携带者可能会增加患骨关节炎风险；rs2285094位点中的CC型和CT型携带者可能会减低骨性关

节炎发病风险。

关键词：原发性膝骨关节炎；PDGF-BB；基因多态性；新疆地区；汉族；维吾尔族；易感性
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Abstract
Objective:Genetic factors are one of the important etiological and risk factors for osteoarthritis, and the

role of genetic susceptibility factors in each ethnic group cannot be replicated in all ethnic groups. The

genetic correlation between the rs1800817 locus and rs2285094 locus polymorphisms and primary knee

osteoarthritis was investigated by this experiment to determine whether there is an association between the

genetic diversity of PDGF-BB gene polymorphisms and knee osteoarthritis in Xinjiang. It is hoped that the

present study will provide a new screening locus for the osteoarthritis-prone population and facilitate the

intervention of the susceptible population in Xinjiang to delay the onset of arthritis.

METHODS:A total of 519 Han Chinese 266 (80 osteoarthritis, 186 non-osteoarthritis) and 253 Uyghur

(91osteoarthritis,162 non-osteoarthritis) subjects were selected from the Third Division Hospital in Kashgar,

the First Affiliated Hospital of Shihezi University and Tumushuk People's Hospital. The genotypes of

single nucleotide polymorphisms at the PDGF-BB locus (rs1800817 locus and rs2285094 locus) of the

selected subjects were detected by PCR/RFLP analysis. Standard chi square test was used to compare

whether the genetic diversity of PDGF-BB (rs1800817 locus, rs2285094 locus) differed in the Han

osteoarthritis group and the Han non-osteoarthritis group; and whether it differed in the Uyghur

osteoarthritis group and the non-osteoarthritis group, respectively. Logistic multi-factor regression analysis

was applied to explore the risk and protective factors for osteoarthritis, and the relative risk level was

expressed as OR and 95% confidence interval (CI).

RESULTS: All 519 subjects selected for this study met the inclusion criteria established and were counted

in the post-hoc outcome analysis. The genotypes of the Han Chinese osteoarthritis and non-osteoarthritis

groups and the Uyghur osteoarthritis and non-osteoarthritis groups were all consistent with the Hardy -

Weinberg law of equilibrium, and the subjects selected for the study were representative of the Han Chinese

and Uyghur populations in the Xinjiang region, the CC type at the rs2285094 locus of PDGF-BB, the CT

type in the Uyghur osteoarthritis group and the non-osteoarthritis group (X2=17.9, P<0.00) were

statistically different; the distribution of GT type and GG type at the rs1800817 locus of PDGF-BB in the

Han osteoarthritis group compared with the non-osteoarthritis group (X2=4.61, P=0.032) was statistically

different.

Conclusions: The genotype distribution of the PDGF-BB rs1800817 locus differed in both Han and

Uyghur ethnic groups, and the genotype distribution of the rs2285094 locus differed significantly in the

Uyghur ethnic group. Carriers of the GT and GG types at the PDGF-BB rs1800817 locus may be at

increased risk of osteoarthritis among Uyghurs and Han Chinese in Xinjiang; carriers of the CC and CT

types at the rs2285094 locus may be at reduced risk of developing osteoarthritis.

Keywords: primary knee osteoarthritis; PDGF-BB; gene polymorphism; Xinjiang region; Han Chinese;

Uyghur; susceptibility
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英文缩略词表

英文缩写 英文全称 中文全称

PDGF Platelet-derived growth factor 血小板衍生生长因子

SNP Single Nucleotide 单核苷酸多态性

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链反应

OA Osteoarthritis 骨关节炎

PKOA Primary knee osteoarthritis 原发性膝骨关节炎

AC Articular cartilage 关节软骨

BMI Body Mass Index 体重指数

Rpm Rotation per minute 每分钟转速

G Gram 克

Sec Second 秒

mL Milliliter 毫升

H Hour 小时

SD Standard deviation 标准差

μl Micro liter 微升

VEGF Vascular endothelial growth factor 血管内皮生长因子

HIF Hypoxia inducible factor 缺氧诱导因子

SLIT3 SLIT guidance ligand 3 神经轴突导向分子
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前言

（Introduction）

一、 骨关节炎的研究背景

目前在我国越来越多的中老年人被诊断为骨关节炎（OA），其中膝骨关节炎的发病

率在所有骨关节疾病中排第一位。在世界范围内 OA 也是最常见的关节疾病，在 60岁
及以上的人群中大约有 10%的男性和 18%的女性受到了影响。在美国的国家健康和营养

调查报告中指出 OA 影响了大约 37%的 60岁或以上人群[1]。近年来许多流行病学的调

查统计分析和大量的前瞻性研究发现，骨关节炎的发病率处于一种上升的趋势且患病年

龄处于下降的趋势。

人们对于骨关节炎的了解是一个漫长的研究和认知的过程，有许多因素（如年龄、

自由基、细胞因子、骨内压、性别、创伤和遗传等）影响骨关节炎的发展，但是对于骨

关节炎的病因和发病机制至今仍然不明。骨关节炎的病理特点是：关节软骨(AC )的损

伤，软骨下骨中的骨小梁结构改变，关节内骨质增生关节间隙变窄以及出现滑膜的炎症
[2, 3]。关于关节软骨的退变一直以来是骨关节炎的重要关注点，骨关节炎会导致关节疼

痛和功能障碍，AC 的退变最初被认为是导致骨关节疼痛并推进其病程发展唯一因素[4,

5]。然而，只针对信号传导机制的调控来减缓 AC 变性和退变可能不足以阻止疾病的进

展。近年来有研究发现在 OA 发生发展过程中关节软骨下骨也会出现一系列的病理改变
[6-9]。

遗憾的是目前还没有一种能彻底治愈骨关节炎的方法，目前的治疗方法主要有以下

几个方面：①以运动的方式治疗 OA ：一项 Cochrane 关于膝关节关节炎的综述发现，

运动可以减少疼痛，改善身体功能，并轻微改善生活质量。这种改善与先前评价非甾体

抗炎药(NSAIDs )的研究相似[10]，研究表明加强柔韧性和有氧运动以及水上运动[11]，可

以改善骨关节炎患者的疼痛和症状。②物理治疗技术：支具治疗可能对骨关节有一定的

作用，但还需要进一步的研究。③药物治疗：是目前 应用最广泛的治疗手段之一，非

甾体类抗炎药对 OA 的整体疼痛是有效的[12]，但是在非甾体类抗炎药之间的效果没有明

显的差异。④关节内治疗：通过向关节腔内注射类固醇类药物和透明质酸粘合剂来缓解

症状延缓病程。⑤手术治疗：当骨关节炎患者保守治疗无效或者严重影响到患者的生活

质量的时候所采取的最终手段。正是由于 OA 的高发病率、缺乏有效的治疗手段以及巨

大的医疗成本和社会负担才引发了人们对 OA 的研究。

二、 骨关节炎的发病机制

在过去的二十年中随着实验技术的发展和对膝关节骨性关节炎(KOA)这种疾病逐

渐深入的了解，在 OA的发病机制发生这个问题上发生比较大的变化。以往公认的发病

机制是首先由关节软骨变性，继而而引起的一种退行性骨关节疾病并逐渐累及整个关

节，包括软骨下骨、韧带、关节囊、滑膜及关节周围肌肉。并把软骨的退化作为是骨关



PDGF-BB基因多样性与新疆部分地区维、汉间骨关节炎相关性研究

2

节炎(OA)的一个标志。已阐明有几种细胞类型参与 OA 的病理过程，如软骨细胞、骨细

胞和软骨下骨中的成骨细胞、滑膜内衬细胞和滑膜中的单核细胞，OA的病理过程主要

是关节软骨发生改变。软骨下骨的改变可能先于软骨退化，并有助于骨关节炎(OA)的开

始和进展。

1.骨关节炎中的软骨下骨：软骨下骨是指位于钙化软骨下面的骨性成分，它是由软

骨下骨板和软骨下骨组成，软骨下骨是与钙化软骨相邻的骨性成分[13]。由于其多孔结构，

并通过动脉、静脉血管和神经通过连接通道，将软骨下的骨板提供了关节软骨和软骨下

小梁骨之间的连接，所以其被认为起到了支撑上覆的关节软骨的作用的同时将机械负荷

分散到关节表面。软骨下骨可将增加的负荷传递给关节软骨，从而促进软骨损伤。研究

发现软骨钙化层下方的 T2加权像的核磁中表现为非囊性、界限不清、高信号区，将这

种现象称为骨髓水肿[14]。在大部分的骨性关节炎患者中软骨侵蚀发生在骨性关节炎的浅

表区域，这表明骨性关节炎和骨性关节炎进展之间存在着潜在联系。破骨细胞作为基质

吸收细胞，在软骨下骨代谢中起“导体”作用，不仅参与骨吸收还参与 H型血管定位和

感觉神经支配。在软骨与骨相连接的周围区域中，抗酒石酸酸性磷酸酶阳性(TRAP+)细
胞比骨髓间隙的细胞表达组织蛋白酶 K (Ctsk)更低[15]，细胞核更少。破骨细胞亚型在诱

导盲端血管侧对侧吻合中起关键作用。这些所谓的“血管相关破骨细胞”对 H型血管表

现出高度的亲和力，并受到内皮细胞核因子-KB 配体(RANKL)受体激活因子表达的支

持，诱导 H型血管的吻合。软骨细胞的细胞外基质由近 70%-80%的水、胶原蛋白和蛋

白聚糖组成，由于蛋白聚糖的负电位，使其形成了一个类似于“电子屏障”的负电荷屏

障[16]。正是由于这种屏障的存在，才使正常的透明软骨内没有毛细血管。肥大的软骨细

胞来源的血管内皮生长因子(VEGF)可以被间充质基质细胞（mcs）和内皮细胞的招募[17]，

从而促进骨形成、血管神经支配和软骨吸收从而加速 OA的发展。

2.血管生成与软骨：透明软骨是一种非血管化组织，阻碍血管形成，但血管生成在

软骨骨化中起着关键作用[18]，提示血管可能与软骨的分解退化密切相关。肥大的软骨细

胞是 VEGF的主要来源，它的主要作用是软骨吸收、骨化和血管生成。来自成骨细胞的

VEGF可以招募破骨细胞，刺激成骨和血管生成。VEGF在关节间隙的作用可以通过拮

抗剂阻断，通过排斥血管侵袭来缓解软骨的降解与退化，加强无血管环境的维持。越来

越多的证据表明，在骨性关节炎软骨侵蚀的过程中软骨下骨中的血管形成比滑膜组织或

滑膜血管侵袭作用更大。Xie 等人的重要研究表明，破骨前细胞来源的 PDGF-BB在 H
型血管发生和骨重塑中发挥关键作用。

3.PDGF-BB与血管生成：PDGF-BB可以诱导一种血管生成的主要调节因子 VEGFA
的转录和分泌，在软骨内成骨过程中，肥大软骨细胞分泌 VEGF可以促进软骨的血管侵

袭[19]。在小鼠模型中 VEGF的缺失可以导致骨髓血管系统的减少和紊乱，其中包括向肥

厚软骨的毛细血管侵袭的延迟，并造成骨形成减少和肢体缩短。在体外研究表明 VEGFA
和 PDGF-BB 的时空信号在血管成熟过程起到了重要的作用。持续的 VEGFA信号通路

可通过与 Pdgrfb结合削弱 PDGF-BB信号通路，从而起到了抑制新生血管的生成的效果。
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三、 骨关节炎的基因筛选

近年来 OA 的遗传因素成为了研究热点，越来越多的研究者想要从基因多态性的遗

传学角度解释其与 OA 的关联。基因多态性是指生物在种群中存在同一物种不同个体上

通过基因表达不同的蛋白，从而使机体在功能、外观、性状等方面存在差异。本质上是

生物在遗传基因表达中发生了基因突变，如单基因突变、等位基因变换、基因重复序列

表达数差异等[20]。

虽然 OA 的病因学是复杂的，我们对其背后的分子过程的理解也很复杂。近年来随

着越来越多的新技术的应用，通过对 OA 的遗传学、基因组学的不断深入研究。已经发

现 OA 多种相关基因，通过筛选相关基因并对候选基因进一步研究二者之间关联性，如

白细胞介素 1基因、转化生长因子β基因、白细胞介素 7基因、白细胞介素 17基因、基

质金属蛋白酶 3基因、基质金属蛋白酶 13基因等。

近来在一些动物模型的实验研究中发现Osteoblasts 前体分泌的PDGF-BB与软骨下

骨中的血管生成和增生密切相关[21]支持了破骨细胞在 OA 病程中的重要作用[22]，已有研

究表明 PDGF-BB 基因多样性与 ACS 患者不稳定斑块的形成相关[23]、在退变增生肥厚

的黄韧带中表达较多[24]，但目前尚未有关 PDGF-BB 基因多样性在 OA 中的相关国内外

研究，本研究运用现代分子生物学技术发现带有 OA 易感基因的人群，再综合多方面因

素来判断人群患 OA 的风险，对风险性较高的人群有针对性的进行早期预防、明确诊断、

系统治疗。

四、研究价值及目的

本实验研究采用 PCR-RFLP 技术验证 PDGF-BB 的 rs1800817 位点、rs2285094 位

点基因型，同时考虑到新疆在我国西北边陲，处于亚洲内陆地区，与周边地区有山区隔

断，在气候、饮食、生活习惯较沿海及其他地区有较大差异性，并且新疆地区民族成分

混杂，各民族的文化背景和生活习惯均各不相同。此外，经济、文化、居住环境等条件

在新疆地区的汉族与维吾尔族之间也存在着较大的差异。目前关于新疆地区 PDGF-BB
基因多态性与骨关节炎之间的相关性的研究尚未报道。因此本次实验旨在探讨新疆地区

汉族与维族 PDGF-BB 基因多态性与骨关节炎的相关关系，并希望结果与不同地区、不

同种族在基因多态性方面的研究比对，对骨关节炎的高危患病群体的筛选、预防、诊疗

做出重要支持。
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材料及方法

（Materials and Method）

1. 材料

1.1病例采集

1.1.1 研究对象

本实验在喀什地区三师医院、石河子大学第一附属医院、图木舒克市人民医院共选

取研究对象 519例，其中汉族 266例（骨关节炎 80例，非骨关节炎 186例），维吾尔族

253例（骨关节炎 91例，非骨关节炎 162例），所有纳入者由同一实验人员告知其相关

实验目的，在获得受试者本人的同意后签署知情同意书，并通过填写“一般资料调查问

卷”来统计一般基线资料.在肘正中静脉处用采血针抽取外周静脉血 5mL，将所抽取的静

脉血存放在 EDTA抗凝管中，存放在-80℃超低温医用冰箱中备用。将所有采集的病例

分为四组：汉族骨关节炎组；汉族非骨关节炎组；维吾尔族骨关节炎组；维吾尔族非骨

关节炎组。

(1)汉族骨关节炎组：汉族骨关节炎患者 80例（其中男性 28例，女性 52例）。平均

年龄 57.66±8.66。
(2)汉族非骨关节炎组：汉族正常对照组 186例（其中男性 78例，女性 108例）。平

均年龄 55.61±7.56。
(3)维吾尔族骨关节炎组：维吾尔族膝骨关节炎患者 91 例（其中男性 42 例，女性

49例）。平均年龄 56.82±7.80。
(4)维吾尔族非骨关节炎组：维吾尔族正常对照组 162例（男性 63例，女性 99例）。

平均年龄 55.10±8.40。
1.1.2纳入标准:

(1)经过详细询问病史、查体、其他辅助影像学检查符合膝原发性骨性关节炎的诊断

标准；

(2)所有的研究对象都是新疆地区常住人口；

(3)年龄在 50岁以上的人群；

(4)符合条件被纳入的受试者均由本人在知情同意书上签字

1.1.3排除标准：各种因素所导致的继发性骨性关节炎（外伤因素导致的关节内及关节外

损伤、遗传性或先天发育的疾病、内分泌及代谢病、风湿性关节炎、类风湿性关节病、

地方性关节病、骨肿瘤、炎性膝关节病、有长期服用影响骨代谢药物史、其他关节疾病

等）。

1.2实验工具及试剂

1.2.1实验设备
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设备名称 生产厂家

EDTA抗凝管 江西瑞邦公司，中国

采血针 江西瑞邦公司，中国

负 20度冰箱 海尔公司，中国青岛

负 80度超低温医用冰箱 Thermo Fisher 科技公司，美国

移 液 器 （ 0.1-2.5μl, 2-20μl, 20-200μl,
100-1000μl）

Eppendorf 公司，德国

高速离心机 Thermo Fisher科技公司，美国

微量分光光度计 Thermo Fisher科技公司，美国

水平电泳系统（电泳槽、电源） BIO-RAD公司，美国

制胶板 BIO-RAD公司，美国

微波炉 Midea集团，中国

离心管收集盒 Thermo Fisher科技公司，美国

试管架 Thermo Fisher科技公司，美国

电子天平

漩涡振荡器

超净台

凝胶成像系统

常熟衡器厂，江苏

海门其林贝尔，江苏

博迅，上海

BIO-RAD公司，美国

恒温水浴箱 欧诺仪表公司，中国天津

1.2.2实验试剂

试剂名称 生产厂家

无水乙醇 富宇精细化工有限公司，天津

DEPC水 华迈科生物技术有限公司，北京

核酸染料

DNAmarker I
6xloading buffer
5xTBE buffer
2xPCR master Mix

Tiangen Biochemical Company，中国

Tiangen Biochemical Company，中国

Tiangen Biochemical Company，中国

生工生物工程（上海）股份有限公司

生工生物工程（上海）股份有限公司

血液 DNA基因组提取盒 Tiangen Biochemical Company，中国

琼脂糖粉 BIOWEST公司，西班牙

BsmI内切酶 Tiangen Biochemical Company，中国

DNA上样缓冲液 Tiangen Biochemical Company，中国

双蒸水 石河子大学医学院实验室制备

1.2.3外周血的采集和存放

所有纳入的实验者在了解实验流程后，在肘关节的肘正中静脉处采约 5ml静脉血，

用 EDTA管混匀，记录信息，放入试管架后存放于负 80度医用低温冰箱中保存。
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2. 实验方法

2.1 提取 DNA

2.1.1外周血的处理

将采集的静脉血从﹣80℃医用低温冰箱中取出，将装有静脉血的 EDTA抗凝管放在

工作台上，18℃-25℃彻底解冻后使用 1000μl加样枪吸取出 200μl静脉血至 1.5ml一次性

塑料离心管中，为了提高提取的 DNA 浓度，使外周血中的白细胞充分裂解，按 1:2.5
的比例向离心管中加入 500μl的裂解液 CL；将装有上述混合液体的 1.5ml塑料离心管至

于振动仪上震荡 2-3min，将裂解液与静脉血充分混合匀；将离心管至于已配平的离心机

11000rm离心 60s后移去上层清亮液体，用移液枪吸取 200μl GS缓冲液加入 1.5ml离心

管中后反复晃动震荡使 GB与剩余的液体充分混匀；用加样枪依次吸取 200μl缓冲液 GB
和 20μlP K的预混溶液加入装有上述混合溶液的 1.5ml一次性离心管中，充分震荡颠倒

混匀后，放入加温至 56℃的恒温水域锅中 10min，期间将离心管从水域锅中取出颠倒摇

匀 4-5次，直至液体在灯光下颜色透亮为止（若颜色未变清亮，可适当延长在水域锅中

的裂解时间）。将装有颜色清亮的离心管取出后放在操作台上降温 4-6min，用移液枪向

降温后的离心管中加入 350μl缓冲液 BD。
2.1.2 DNA 吸附

将上述所得溶液和絮状沉淀用移液枪加入 DNA提取盒中自带的一次性塑料吸附柱

CG2中(吸附柱 CG2放入收集管中),使用 12000rpm的离心机将上述混合液离心 30sec,用
移液枪将上层的上清废液吸出丢弃在集液盒中,将塑料吸附柱 CG2安装在一次性收集管

中。

2.1.3 DNA 的漂洗

使用微量移液枪吸出 600μl用无水乙醇按比例配比好的 PWB漂洗溶液加入一次性

塑料吸附柱（CG2）,使用 11000rpm的离心机离心半分钟,将收集管中离心出的液体倒入

废液收集盒中,将吸附柱CG2放入收集管中；继续向一次性塑料吸附柱CG2中加入 600μl
用无水乙醇配好的漂洗液 PWB,11000rpm离心机高速 30sec后倒出收集管中离心出的液

体至废液盒中,将吸附柱CG2放入收集管中。将CG2吸附柱及收集管放入离心机中 11000
rpm离心 1分钟后取出吸附柱，将吸附柱收集管拔出 1-2cm（便于漂洗液的散发）后放

在干净的工作台上室温放置数分钟。

2.1.4 DNA 的收集

把塑料吸附柱 CG2重新放入一个新的一次性塑料 1.5ml离心管中,用 100μ的加样枪

吸取 80μ的 TB 缓冲溶液加入一次性吸附柱 CG2 的中央吸附膜中 ,室温放置

3min,12000rpm离心 2min,将从吸附柱中离心下来的无色溶液收集到离心管中，将离心管

标号置于试管架上放入﹣20度冰箱中备用。
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2.2 DNA 浓度测定

将已提取好的 DNA 从－20℃冰箱中拿出放在洁净操作台上室温解冻，打开 DNA
浓度测定系统，用 DEPC 水将光度计上的污物洗净同时将基线调为 0-0.1；将 DNA 用

1μ的移液枪放入分光光谱仪中，分别测量 OD260（波长 260 nm 的吸光度的值）、OD280
（波长 280 nm 的吸光度的值）及 OD260/ OD280的比值。其中 OD260/ OD280的比值在

1.6-2.0之间视为所提取的 DNA浓度合格，可以用来在 DNA扩增中使用，比值小于 1.6
说明提取出的 DNA浓度较低，无法用于扩增。

2.3电泳凝胶的制备

用调零后的电子称取琼脂糖粉 1.2g后倒入小烧瓶中，将 20x的 TBE溶液稀释成 1x
的 TBE120ml；用量筒量取 120ml1xTBE 溶液倒入烧瓶中，将烧瓶放入微波炉中加热

2min，待琼脂糖粉完全溶入 TBE溶液中，用隔热手套将烧瓶取出置于洁净的操作台上，

待溶液温度降至约 70C°时，用加样枪向小烧瓶中加入 10μlGoldView核酸染料，顺时针

方向轻摇烧瓶直至染料完全溶于烧瓶中（在混匀核酸染料时动作要轻，避免产生气泡影

响后期制胶跑胶）；将配好的溶液沿着胶板壁缓慢倒入制胶盒中，用 1μ移液枪头吸去胶

板内液体表面气泡后将制胶盒平放至操作台上自然冷却 25-30min，将凝固后的凝胶取出

（用手平托，避免损坏凝胶）放入 20xTBE溶液中备用。

2.4 DNA扩增

2.4.1上、下游引物的设计与和合成

在 NCBI 里的 SNP上搜索血小板衍生生长因子-B(PDGF-B)的基因序列；再分别找

出 rs1800817位点的 DNA和 rs2285094位点的 DNA序列，交由生工生物工程（上海）

股份有限公司设计合成 rs1800817、rs2285094位点上、下游引物（见表 2-1）。

表 2-1.PCR 引物

位点 序列

rs2285094 位点 上游引物 CCA TGT GCT GAC CAC TTC AT

下游引物 GCC ACA TAA CAG GTC TGG CT

rs1800817 位点 上游引物 GGGCTGGTTCTTCATTCATTACCTT

下游引物 TGCAAGGGTCCAAAGTTCACT

2.4.2 PCR 扩增

使用移液枪将解冻好的 DNA 吸出 3μl、rs2285094 位点上、下游引物各 1μl、PCR
mix10μ、无酶水 5μl至离心管中组成共 20μl的反应体系；将 pcr管放入 96孔的梯度 PCR
仪里之后再设定 PCR 扩增反应条件：①预变性 94℃5min②变性 94℃ 30min③退火

62℃30smin④延伸 72℃27min⑤重复延伸 72℃5min⑥取出反应体系标记并放入﹣20℃
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冰箱中备用。用相同的方法进行 rs1800817位点 DNA扩增（见表 2-2）。
表 2-2.PCR 反应体系

名称和体积 来源

DNA 3μl 使用天根公司 DNA提取盒提取

DEPC水 5μl 天根生化公司

rs2285094位点上、下游引物各 1μl Sangon Biotech (Shanghai) Co., Ltd.

PCR mix10μ Sangon Biotech (Shanghai) Co., Ltd.

2.4.3凝胶加样

用微量加样枪吸出 6ul maker加入凝胶的第一个孔中（加样时应避免将将移液枪枪

头损坏凝胶），取 4ul DNA与 DNA上样缓冲液（loading buffer1ul）的混合液加入其他

凝胶孔内并做好记录。

2.4.4凝胶电泳

将完成加样的凝胶平放在水平电泳仪（用双蒸水清洗干净后）的电泳板上，向电泳

板内加入 TBE溶液进行电泳。电泳参数：电压 100—120V；电泳时间：35分钟。

2.4.5电泳凝胶成像

在电泳结束后，将电泳凝胶取出放在成像仪内，通过调整凝胶块位置合适后进行曝

光，将曝光后的图像保存并记录。

2.5 DNA 测序

将经过凝胶电泳过并通过凝胶成像系统确认 PCR 成功后的 DNA 样本标号记录，

送至博迈德(北京)基因技术有限责任公司进行 DNA双向测序。

2.6统计学处理

本研究利用 SPSS 22.0 软件进行统计分析。对样本人群的年龄、身高、体重等计量

资料进行正态性检验，符合正态分布的资料采用 X±S进行统计描述，对分类资料如性

别、是否吸烟、是否饮酒等采用 n 表示；采用哈迪-温伯格平衡定律（Hardy-Weinberg
equilibrium）方法对基因位点的基因型分布进行检验；对两组间计量资料的比较采用 t
检验，对计数资料的比较采用卡方检验；应用二分类 logistic回归模型对患 PKOA的相

关风险因素进行分析。其中以 P值<0.05作为差异具有统计学意义的标准。
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技术路线图



PDGF-BB基因多样性与新疆部分地区维、汉间骨关节炎相关性研究

10

结果

（Result）
3.1研究对象的基线资料比较

新疆地区的汉族骨性关节炎组与非骨性关节炎组、维吾尔族骨性关节炎组与非骨性

关节炎组的年龄、身高、体重、BMI 、性别、是否抽烟、是否喝酒（见表 3）进行比较，

各组间无统计学差异（P＞0.05）。性别、是否吸烟、是否饮酒、是否从事重体力劳动（见

表 3-1）进行比较，各组间无统计学差异（P＞0.05）。

3.2 PCR和基因测序结果

将所提取的汉族 PKOA 组和对照组、维吾尔族 PKOA 组和对照组的 DNA 分别加

入 PDGF-BB 的 rs1800817 位点引物 ；rs2285094位点的引物在 PCR 仪中扩增，将扩

增后的 DNA 行 2％琼脂糖凝胶电泳（电泳结果见图 e）。将扩增结果满意的 DNA 送至

北京博迈德基因公司公司行进行双向测序，分析受试者的 PDGF-BB 的 rs1800817、
rs2285094位点单核苷酸多态性（SNP ）比较。通过在基因库中 PDGF-BB 的 rs1800817
位点引物；rs2285094 位点的比较 SNP 中的 rs1800817 位点与实验中的 rs1800817 位点

比较有 GT、GG两种基因型；通过比较 SNP 中的 rs2285094位点与实验中的 rs2285094
位点比较有 CT、CC 两种基因型（见图 a-d）。

表 3-1 一般资料

汉族 维吾尔族

关节炎组 对照组 T/X2 P 关节炎组 对照组 t P

年龄 57.66±8.66 55.61±7.56 -1.94 0.053 56.82±7.80 55.10±8.40 -1.6 0.11

身高 165.25±8.02 168.85±8.20 1.47 0.14 166.71±9.76 166.65±9.07 -0.49 0.96

体重 69.63±5.06 68.92±8.76 -0.67 0.50 68.10±10.53 68.78±8.86 -0.25 0.80

BMI 25.26±1.69 24.87±1.90 -1.58 0.12 24.94±2.10 24.90±2.02 -0.16 0.88

性别
男 28 78

1.12 0.289
42 63

1.27 0.26
女 52 108 49 99

是否抽烟
是 60 133

0.34 0.56
62 115

0.23 0.63
否 20 53 29 47

是否喝酒
是 62 138

0.33 0.57
61 108

0.01 0.95
否 18 48 30 54

是否重体力劳动
是 70 162

0.01 0.93
79 140

0.01 0.93
否 10 24 12 22
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rs1800817位点 GT型 rs1800817位点 GG型

rs2285094位点 CT型 rs2285094位点 CC型

a b

c d
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注：图 a：rs1800817位点 GT型；图 b：rs1800817位点 GG型；图 c：rs2285094位点 CT型；图 d：rs2285094位点

CC型；图 e：引物在 PCR仪中扩增后的 DNA行 2％琼脂糖凝胶电泳的电泳结果。

3.3 PDGF-BB的 rs1800817位点、rs2285094位点基因多态性与维吾尔族骨

关节炎的相关性

维吾尔族骨关节炎组与非骨关节炎组相比 PDGF-BB 的 rs2285094位点的 CC型、

CT 型分布不同（X2=17.9，P＜0.05）差异有统计学差异；维吾尔族骨关节炎组与非骨

关节炎相比 PDGF-BB 的 rs1800817位点的 GT 型、GG 分布不同（X2=5.08，P＜0.05）
有统计学差异（见表 3-2）。说明维吾尔族携带 rs2285094位点的 CC 型、CT 型的个体

患原发性膝关节骨性关节炎的发病风险较大，维吾尔族携带 rs1800817位点的 GT 型、

GG 型的个体患原发性膝关节骨性关节炎的发病风险较大。

e
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表 3-2 维吾尔族骨关节组与非骨关节组的基因型分布

3.4 PDGF-BB的 rs1800817位点、rs2285094位点基因多态性与汉族 PKOA

的相关性

汉族 PKOA 组与对照组相比 PDGF-BB 的 rs2285094 位点的 CC 型、CT 型分布

（X2=0.001，P=0.98＞0.05）无统计学差异，汉族 PKOA组与对照组相比 PDGF-BB 的

rs1800817位点的 GT 型、GG 型分布（X2=4.61，P=0.032＜0.05）有统计学差异（见表

3-3）。
表 3-3 汉族骨关节炎组与非骨关节炎的基因型分布

3.5二分类 Logistic回归分析

经二分类 Logistic 回归分析，把性别、民族、年龄、基因型等因素作为自变量，骨

关节炎作为因变量（OA=1 NOA=0）。年龄、民族、rs1800817位点基因多态性是 OA 的

危险因素（OR＞1）；rs2285094位点的基因多样性时 OA 的保护因素（OR＜1），其中

民族是原发性膝关节骨性关节炎的危险因素，这可能与不同民族间的生活方式及饮食不

同关,。性别、BMI 、抽烟、饮酒、从事重体力劳动不是 OA 的危险因素（见表 3-4）。

组别 例数
Rs2285094 Rs1800817

CT CC X2 P GT GG X2 P

维族 OA 53 48 53
17.79 0.00

55 36
5.08 0.024

维族非 OA 42 116 42 74 88

组别 例数
Rs2285094 Rs1800817

CT CC X2 P GT GG X2 P

汉族 OA 80 44 36
0.001 0.98

62 28
4.61 0.032

汉族非 OA 186 102 84 103 83
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表 3-4 多因素 Logistic 回归分析

B S.E. Wals P OR 95%CI

下限 上限

年龄 0.037 0.015 5.805 0.016 1.037 1.007 1.069
民族 -0.797 0.209 14.52 0 0.451 0.299 0.679
性别 0.372 0.375 0.982 0.322 1.45 0.695 3.025
BMI 0.075 0.053 2.017 0.156 1.078 0.972 1.195

是否抽烟 -0.012 0.358 0.001 0.973 0.988 0.49 1.994
是否饮酒 0.364 0.351 1.076 0.3 1.439 0.724 2.86

是否重体力劳动 -0.334 0.363 0.847 0.358 0.716 0.351 1.459
CT_CC_094 -4.517 1.023 19.506 0 0.011 0.001 0.081
CT_CC_817 4.664 1.024 20.739 0 106.089 14.252 789.727

常量 -4.468 1.595 7.847 0.005 0.011
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讨论

（Discussion）
骨关节炎是全球最常见的关节疾病，其中 60岁以上的人群中骨患有骨关节炎的男

性约有 10%，女性约有 18%[25]。骨关节炎发病因素较多,包括高龄、较大的体重、外伤

导致的关节损伤、出生时关节异常、痛风、糖尿病、手术造成的医源性关节损伤和与荷

尔蒙相关的疾病等都已经被证明为 OA [26, 27]的高风险因素。骨性关节炎的病理生理特征

是滑膜炎症、细胞外基质破坏导致关节软骨退化、软骨下骨组织重塑。最近有研究指出

血管生成在组织修复和骨性关节炎的病理生理中也起着重要作用[28]。

目前，治疗骨关节炎尚未有有效的疾病调节剂[29, 30]，这主要是因为对 OA 的起始阶

段驱动病理过程的机制了解有限。Walsh 和Mapp PI 等人研究发现骨关节炎关节内的血

管生成（即从已有的血管中生成新血管）已被证明是促进 OA 进展的因素[31]。有文献指

出软骨下异常的化导致血管系统入侵骨软骨连接可以作为人类骨关节炎的一个标志[32]。

血小板源性生长因子在血管的生成中起到了重要作用，它最初是由 Ross [33]等人在

研究中发现这种刺激物的来源是血小板，并将这种因子命名为血小板源性生长因子，这

种因子可由巨噬细胞、内皮细胞和上皮细胞分泌[34]。研究发现 PDGF 家族包含有 A、B、
C、D 四种，分别为 PDGF-AA 、PDGF-BB 、PDGF-CC 及 PDGF-DD。PDGF-BB 主

要有促进血管收缩、细胞分裂和化学趋化性等作用。随着对 PDGF-BB 的研究深入，发

现 PDGF-BB 的基因多样性与多种疾病都有显著的关联。有研究表明 PDGF-BB 的基因

多样性与金属裸支架术后再狭窄有一定的关系[35]。Arora-Singh 和 Gourh 在研究中发现

PDGF-BB 中的 rs2285094 位点基因多样性与硬皮病的发生有一定的相关性[36, 37]近年来

Hui Xie 等人在实验研究中发现单核前破骨细胞分泌血小板衍生生长因子-BB
(PDGF-BB )异常增加并诱导软骨下骨血管生成可以促进骨关节炎的发展。在小鼠内侧半

月板(DMM )失稳的动物模型中发现，在小鼠的膝关节中早期出现异常的关节软骨下骨

血管的生成是发生在关节软骨损伤之前。在 OA 中损伤的软骨下骨中的单核前体破骨细

胞分泌过量的 PDGF-BB ，继而激活周细胞中血小板衍生生长因子受β(PDGFR-β )信号

后促进新血管形成。在选择性敲除破骨前细胞中的 PDGF-BB 的小鼠模型中，发现软骨

下骨血管生成减少，在一定程度上改善 DMM 引起的关节变性和软骨下神经支配；在破

骨前细胞中表达 PDGF-BB 的转基因小鼠模型中再现了病理性软骨下骨血管生成并自

发的发生关节变性和软骨下神经支配的现象。

由此可见，PDGF-BB 与骨关节炎的发生发展有着密切的关系。PDGF-BB的基因多

样性与骨关节炎是否也有一定的关系呢？在查阅相关国内外文献时我们发现尚未有关

于PDGF-BB 的基因多样性与OA 的研究报道，这也是本实验的创新点。本实验通过 t 检

验、卡方检验、二分类 logistic 回归模型等统计学方法分析 PDGF-BB 的 rs1800817位
点、rs2285094位点多样性与新疆地区汉族和维吾尔族膝骨性关节炎之间的关联。研究

结果表示 rs1800817位点基因型分布在汉族和维吾尔族中分布均有差异（X2=5.08，
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P=0.024＜0.05；X2=4.61，P=0.032＜0.05）；rs2285094位点基因型分布在汉族中无差异

（X2=0.01，P=0.98＞0.05）；rs2285094位点基因型分布在维吾尔族中有明显差异

（X2=17.79，P=0.00＜0.05）。通过多因素 logistic回归分析，年龄是骨性关节炎的危险

因素（OR=1.007＞1），这与以往的研究结果是一致的；民族是骨性关节炎的保护因素，

这可能是维吾尔族与汉族的生活习惯不同所造成的，这与沈明球等人的流行病学研究所

一致[38]。rs2285094位点中的 CC 型和 CT 型是骨性关节炎的保护因素（OR=0.011＜1）
这提示 rs2285094位点中的 CC 型和 CT 型携带者可能会减低新疆地区汉族和维吾尔族

人群骨性关节炎发病风险，但该位点的基因型分布在汉族人群中的分布无差异

（X2=0.01，P=0.98＞0.05）rs1800817位点中的 GT 型和 GG 型是骨性关节炎的危险因

素，这提示 rs1800817位点中的 GT 型和 GG 型携带者可能会增加新疆地区汉族和维吾

尔族人群骨性关节炎发病风险。但是这个结果可能与样本量的大小有关，存在一定局限

性。此外，PDGF-BB 基因多态性对膝关节骨性关节炎易感性可能为原发性膝骨性关节

炎的预防和治疗提供依据，因此有关结论尚需进一步验证。

本研究的局限与不足：

1.新疆地处亚欧大陆腹地，陆地边境线5600多公里，地域广阔，本实验在研究血小

板衍生生长因子-BB（PDGF-BB )的基因多样性时应多地域、多地区选取原发膝骨关节

炎的对照组和实验组。

2.本研究之所以选择汉族和维吾尔族两个人群是因为在新疆地区汉族和维吾尔族是

人口数目最多的两个民族，但是本实验的样本量稍有些少，可以通过增加使本来使研究

更具有代表性。

3.基因多样性影响原发性膝关节炎的发生、发展机制还需进一步进行更加深入的研

究，PDGF-BB 的基因多样性与OA 的相关研究还未见有类似的报道，本实验研究发现

rs1800817等位基因GT 型和GG 型可作为预测新疆地区汉族和维族OA 危险性的遗传

学标志，rs2285094等位基因CT型和CC型可作为是维族OA危险性的遗传学标志；但是

PDGF-BB 在OA 中作用机制还需更多的实验来验证。



PDGF-BB基因多样性与新疆部分地区维、汉间骨关节炎相关性研究

17

结论

（Conclusion）
1. PDGF-BB rs1800817位点基因型分布在汉族和维吾尔族中分布均有差异，rs2285094

位点基因型分布在维吾尔族中有明显差异。

2. 新疆地区维吾尔族和汉族的PDGF-BB rs1800817位点中的GT型和GG型携带者可能

会增加患骨关节炎风险；rs2285094位点中的CC型和CT型携带者可能会减低骨性关

节炎发病风险。
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综述

（Review）

H型血管与血管生成及其在骨关节炎中的作用

摘要：血管在骨骼生长、再生以及在骨重塑中都起到了十分重要的作用，众所周知血管

不仅为能骨组织提供必要的营养物质、氧气、生长因子、激素等物质，而且在最近有研

究发现血管在骨形成的调节中也起着重要的作用[1, 2]。在骨关节炎中，血管生成也参与

了软骨生长和矿化的重新启动。在以往的研究中认为只有肝素结合蛋白生长因子在血管

生成中起到了重要作用。近年来有研究发现一种低分子量的微血管细胞特异性因子，其

被称为内皮细胞促血管生成因子(ESAF)。ESAF除了具有血管生成活性外，还能激活中

性的前金属蛋白酶和激活活性的酶-抑制剂复合物。H型血管是由 Kusumbe等人分别在

生长板附近的骨小梁和骨皮质、骨膜和骨内膜表面发现了一种特殊的血管亚型。这些血

管因高表达 CD31和 Emcn而被称为 H型血管。血小板衍生生长因子 BB (PDGF-BB)、
神经轴突导向分子-3 (SLIT3)、缺氧诱导因子 1- α (HIF-1α)、Notch通路和血管内皮生长

因子(VEGF)等因子参与了血管生成和成骨的耦合。本篇综述主要从 H型血管在骨骼中

的形态、血管生成与骨关节炎以及新生血管在骨关节炎中的形态特征这几方面来介绍。

【关键词】 血管生成因子；骨关节炎；软骨下骨；H型血管；血小板衍生生长因子

[Abstract]: Blood vessels play a very important role in bone growth, regeneration and in bone
remodelling. It is well known that blood vessels not only provide essential nutrients, oxygen,
growth factors and hormones to capable bone tissue, but in recent studies it has been found
that blood vessels also play an important role in the regulation of bone formation [1, 2]. In
osteoarthritis, angiogenesis is also involved in the reinitiation of cartilage growth and
mineralisation. In previous studies only the heparin-binding protein growth factor was thought
to play an important role in angiogenesis. In addition to its angiogenic activity, ESAF also
activates neutral pre-metalloproteinases and activates active enzyme-inhibitor complexes.
h-vessels were identified by Kusumbe et al. A specific subtype of vessels was identified on
the surface. These vessels are referred to as H-vessels because of their high expression of
CD31 and Emcn. Factors such as platelet-derived growth factor BB (PDGF-BB), neuronal
axon guidance molecule-3 (SLIT3), hypoxia-inducible factor 1- α (HIF-1α), Notch pathway
and vascular endothelial growth factor (VEGF) are involved in the coupling of angiogenesis
and osteogenesis. This review focuses on the morphology of H-vessels in bone, angiogenesis
and osteoarthritis and the morphological features of neovascularisation in osteoarthritis.
Key words：Angiogenic factor; osteoarthritis; subchondral bone; H-vessel; platelet-derived
growth factor

现在普遍认为骨关节炎的过程不仅仅是一种退化过程，而是由多种细胞、因子及多
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种信号通路共同作用下所造成的。有研究表明在 OA 早期[3, 4]会发生软骨的钙化、新骨

的形成[5]、和新血管的穿透。事实上，骨新生血管增生和钙化的过程是相互联系的，难

以单独发生。本综述主要探讨目前对 H型血管调控信号通路和 H型血管如何调控成骨

的认识。进一步研究 H型血管的调节和功能，以及新生血管与骨关节炎的关系。

1.血管生成因子

自上世纪末血管生成对肿瘤生长的重要性就已被发现并被接受，但其参与 OA的病

程进展是一个最近新提出的概念[6, 7]。ESAF的发现是在 1979年从肿瘤提取物中分离出

一种低分子量的非蛋白质血管生成因子，同时也在人类的滑液中被发现了同样的因子[8]。

与肿瘤血管生成因子所不同的是肿瘤血管生成因子在当时报道的分子量为 8万道尔顿，

但是这种血管生成因子非常小，分子质量不到 600道尔顿，被命名为“上皮细胞促血管

生成因子(ESAF)”。ESAF的一个显著特性是它能够激活中性的前金属蛋白酶:原胶原酶、

原明胶酶，以及少量的前基质溶素[9]，这些酶在软骨和结缔组织的降解中起到了关键作

用。金属蛋白酶的组织通过分泌抑制剂来控制这些酶的活性，它与这些酶相互作用形成

非活性复合物。一直以来这些酶抑制剂复合物的再活化被认为是一个非生理学命题。然

而，最近的研究表明 ESAF可以解离这种酶-抑制剂复合物，从而使其恢复活性。这些发

现表明，ESAF在新血管形成中的作用可能是通过限制结缔组织的降解从而为新毛细血

管的渗透提供空间。

2.骨骼中的 H型血管

内皮细胞（ECs）在血管形成和血管生成过程中起着中心调控作用，在骨血管内排

列着具有特定形态、分子和功能特性的特化血管内皮细胞（ECs）。Kusumbe等人分别在

生长板附近的骨小梁和骨皮质、骨膜和骨内膜表面发现了一种高表达 CD31和 Emcn血
管亚型，将这些血管命名称为 H型血管。H型血管是一种直柱状的血管组织，在其远端
[10]H型血管相互连接。而骨干窦状血管在骨干骨髓腔内形成致密、高支化的毛细血管网

络，在这些血管膜表面 CD31和 Emcn为低表达，这些血管被称为 L型血管。富含营养

物质、氧气、生长因子和激素的血液从动脉和远端毛细血管动脉中流出，直接与 H型血

管相连。然后血液继续进入 L型窦网位于干骺端和骨干交界处，最终流入中央静脉回流

入血。H型血管还排列有密集的骨祖细胞，这些细胞可分化为成骨细胞和骨细胞[11]。在

干骺端和骨内膜[12]中，Runx2+早期骨祖细胞和胶原 1α+成骨细胞也密集排列在 CD31+
血管周围。骨祖细胞和成骨细胞在骨干窦 L型血管附近不存在。骨祖细胞与 H型血管

的接近为骨形成提供了一种成骨细胞资源，而高氧含量为满足骨形成的代谢需求提供了

必要的营养。H型血管在年幼的哺乳动物中靠近生长板的地方最为丰富。长骨的软骨内

成骨过程是发生在生长板上的长骨，是一种钙化骨不断替换软骨基质的过程，通过骨骼

的塑形变成相应的形状。在哺乳动物出生后和青春期的骨干骺端细胞提供促进 H型血管

的信号。破骨细胞和(或)破软骨细胞被认为可以移除软骨形成血管生长所需的腔隙。最

近，Romeo等人报道从 H型血管内皮因细胞（ECs）中释放的蛋白酶包括基质金属蛋白

酶-9 (MMP-9)，是软骨吸收导致骨纵向生长[13]所必需的。他们的研究结果表明，与血管
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相关的破骨细胞可以刺激内皮细胞帮助消化软骨板，从而帮助调节软骨内成骨的过程中

的血管生长。

3.影响耦合 H型血管生成和成骨的因素

H型血管的形成与成骨作用之间有着很大的关系，这表明内皮细胞和成骨细胞之间

存在这某种信号通路。在迄今为止的研究中已经发现了几种同时调控 H型血管形成和成

骨的因素。成骨细胞、成骨细胞、软骨细胞和内皮系细胞都可以分泌内皮因子，以达到

诱导 ECs 增殖、血管组装和稳定化，如 PDGF-BB 和 SLIT3[14, 15]。ECs 可以分泌出如

HIF-1α、Notch、VEGF等因子来促进血管的生成和稳定性，可能还有其他因素，但仍需

进一步的研究来证明。

3.1PDGF-BB
H型血管的生成是与骨形成紧密结合的，这表明内皮细胞和成骨细胞之间存在分子

通讯。到目前为止，已经发现了几个调节H型血管形成和成骨的因素。PDGF- BB是PDGF
家族中的趋化和有丝分裂因子，在促进内皮祖细胞、间充质干细胞等多种间充质细胞的

迁移、增殖和分化以促进血管生成和成骨过程中起关键作用[16-19]。Xie等证实 PDGF-BB
在骨造型[14]和重塑过程中均能促进 H型血管和骨的形成。他们指出破骨前细胞(骨吸收

性破骨细胞的未成熟前体)是骨髓和外周血中 PDGF-BB的主要来源。这一发现支持了之

前的一篇报道，即 PDGF-BB是由不成熟的、非吸收性破骨细胞[20]分泌的。破骨前细胞

来源的 PDGF- BB通过结合其受体 PDGF受体β (PDGFRβ)，并触发丝裂原激活激酶和磷

酸肌醇-3激酶的 Akt信号级联[21]，从而促进了间充质干细胞和骨髓来源的内皮祖细胞的

迁移和分化。Gao等人在实验中发现巨噬细胞/单核细胞在成骨的过程中可分化为骨膜抗

酒石酸酸性磷酸酶(TRAP+)单核细胞并分泌 PDGF-BB，诱导骨膜源性细胞(PDC)骨膜蛋

白表达并将其募集至骨膜骨表面，支持成骨和 H型血管形成[22]。有趣的是，在两种不同

类型的 PDCs实验中，虽然这一信号机制在幼龄生长的小鼠和成年小鼠中都存在，巢蛋

白+的 PDCs主要在骨发育过程中被发现，而瘦素受体+的 PDCs对成年小鼠的骨稳态至

关重要。总的来说，破骨细胞前分泌的 PDGF-BB在耦合血管生成和成骨过程中起着重

要的调节作用。这一发现为破骨前细胞和 H型血管之间的交流提供了证据，并确定了一

个修饰 H型血管的骨特异性细胞靶点。

3.2神经轴突导向分子-3
神经轴突导向分子-3（SLIT3）是最初在中枢神经系统[23]中被识别的三种 SLIT 配体

中的一个，它们在中枢神经系统中通过受体介导轴突引导信号的传递[24]。多项研究表明，

SLIT3 也在神经系统之外的其他组织中表达。同时也参与其他的生理功能如血管生成
[25-27]和干细胞介导等方面[28]。最近的研究表明，SLIT3可以促进 H型血管的形成和骨的

形成[15, 29]。Xu等人研究发现，成骨细胞来源的 SLIT3作为促血管生成因子间接增加 H
型 ECs数量，从而促进骨形成。在多个成骨细胞谱系细胞(骨钙素、骨钙素和牙本质基

质酸性磷蛋白 1表达细胞)中，SLIT3 基因缺失显示骨骼中 H型 ECs减少、成骨细胞活

性降低、骨形成减弱，这提示了成骨细胞和 H型 ECs[15]之间存在着串联关系。通过骨折
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模型进一步证实成骨细胞来源的 SLIT3 是 H 型血管的形成和骨形成的重要因素。在

SLIT3 缺陷的小鼠模型中骨折修复速度减慢，而缺乏连接蛋白 Schnurri3(成骨细胞活性

抑制因子)[15]的小鼠模型中骨折愈合的速度加快。在小鼠绝经后治疗骨质疏松模型中，

使用外源性 SLIT3 促进骨折愈合和防止骨丢失，通过增加 H型血管形成。这些发现为

成骨细胞源性信号指示 H型血管开始骨生长提供了第一个证据。几乎同时，Kim等人发

现破骨细胞衍生的 SLIT3 将骨吸收与骨形成结合在一起。他们报道了来自成熟破骨细胞

的 SLIT3刺激成骨细胞在骨重塑部位的招募和增殖，并增强了成骨[29]。小鼠组织蛋白酶

K (Ctsk)表达细胞中 Slit3的缺失与 H型血管显著减少和低骨量相关，这也导致了破骨形

成的增强。这些发现提示破骨细胞中的 SLIT3 可能通过上调血管生成间接促进成骨。但

是 SLIT3的主要来源还需进一步的实验证明。SLIT3 在骨髓微环境中可能有多种来源。

另外，在两项使用 cre 遗传模型研究中发现 SLIT3在骨细胞表达上有重叠[15, 29]，这说明

骨细胞可能是 SLIT3的来源之一。无论细胞来源如何，SLIT3都是一种有效诱导 H型血

管和骨的形成的调节因子。在绝经后骨质疏松症[30]小鼠模型中，重组 SLIT3与甲状旁腺

激素一样有效地增强骨折愈合和抑制骨丢失。因此，作用在 SLIT3 信号通路的靶向药物

为血管靶向骨合成代谢治疗、骨质疏松症和骨折愈合提供了一种潜在的方法。

3.3 HIF-1α
HIF是一种转录因子，主要作用是介导细胞对组织中的氧含量发生变化时做出一系

列的反应，并控制生理性和病理性新血管的生成[31, 32]。HIF 异质二聚体由三个α-亚基

(HIF-1α，HIF-2α和 HIF-3α)和一个β亚基组成。缺氧可调节 HIF-1α的表达和活性。由于

成骨细胞的高代谢需要氧气，因此成骨细胞和附近的 ECs可能在成骨过程中相对缺氧时

HIF-1α的表达增加。HIF-1α活性上调使缺氧组织中 VEGF的表达增多，使 HIF-1α对于伤

口再生和肿瘤血管化[33]到了重要作用。同样，HIF-1α在骨形成和再生过程中也起着关键

作用。Kusumbe等人证明内皮性 HIF-1α是干骺端 H型血管形成的重要启动子。H型 ECs
在幼龄小鼠中的 HIF-1α高表达，随着小鼠年龄的增长而降低 HIF-1α的表达量，并与 H
型 ECs的减少和年龄依赖性骨丢失有关。ECs中缺氧信号的激活导致 H 型血管数量增

加，增强软骨内血管生成和骨的形成[12]。特异性的 EC-HIF-1α缺失导致骨祖细胞的显著

减少，与骨小梁形成的减少相关。特异性失活 von hipel - lindau (Vhl) E3泛素连接酶[34]

基因，该基因在稳定内皮细胞中的 HIF-1α，增强 H型血管生成和增加 osterix+骨祖细胞。

成骨细胞也依赖于 HIF-1α信号。在成骨细胞中 Vhl缺失，导致成骨细胞 HIF-1α的过表

达，也增加了血管生成和成骨[35]。然而，HIF-1α在血管生成和成骨耦合中的作用可能仅

局限于年轻小鼠，因为在报道中指出仅在 3-4周龄小鼠中表达，并在[36]晚期消失。甲磺

酸去铁胺可促进 HIF-1α活性和[37]的稳定性，显著增加 H型血管和成骨骨祖细胞和成骨

细胞，从而导致骨形成的增加。综上所述，这些研究结果有力地表明，HIF-1α信号在 H
型血管调控、在血管生成与成骨中起着至关重要的作用[31, 38, 39]。

4. H型血管在骨骼疾病中的应用

近年来，已发现 H 型血管在多种骨病中发生改变，并与病理生理学有关。针对 H
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型血管形成和调控的药物已在动物疾病模型中被证明是骨关节炎、骨质疏松症、骨折延

迟愈合、骨坏死和骨转移的潜在治疗靶点。

4.1 H型血管与骨关节炎

骨关节炎(Osteoarthritis, OA)是一种以进行性关节软骨退变、关节面和软骨下骨血管

侵犯、异常软骨下骨重塑为特征的慢性疾病[40, 41]。Lu 等证明，激活关节软骨细胞中雷

帕霉素复合物(mTORC)的机制靶点可促进 VEGF分泌进入软骨下骨，刺激 H 型血管形

成。软骨下血管生成与成骨的结合导致软骨下骨硬化、囊肿和骨赘的形成，加速了骨性

关节炎进展。抑制软骨细胞 mTORC可减弱 H型软骨下血管形成和 OA进展[42]。在小鼠

模型中，雷帕霉素对 mTORC的药理抑制降低了 OA的严重程度，这可能部分通过抑制

病理血管生成起作用。最近，H型血管被报道消化软骨基质[13]，这可能是 OA软骨变性

的另一机制。这些发现导致了一个问题：抑制 H 型 ECs 是否可能减缓 OA 进展。

halofginone 通过间接抑制MMP-2和直接抑制 TGFβ信号通路抑制血管生成，有效减少

异常 H型血管的形成从而减轻关节软骨退变和软骨下骨硬化[43]。

4.2 H血管与骨折愈合

在骨折愈合过程中，软骨为新骨形成奠定了基础。因此，软骨吸收在骨折愈合过程

中的重要作用[44]。Romeo等人最近的一项研究报道 H型血管在骨发育和再生[13]过程中

发挥着关键的软骨基质取代骨的作用。这就引出了一个问题，促进 H型血管在局部骨折

区域的生成是否能促进骨折的修复。事实上，在小鼠骨折模型[15]中，重组 SLIT3通过增

加 H型血管的形成，有效地加速了骨折愈合。这是一种很有前途的治疗方法，特别是对

于大约 5%的骨折发生的延迟愈合或不愈合[45]。脊柱融合术是一种将两个或多个椎体固

定连接的方式来治疗脊柱不稳的外科手术[46, 47]，并需要类似的骨折修复机制。有报道称，

低强度脉冲超声可以通过增加 H 型血管生成和脊柱融合过程中成骨细胞的数量来促进

脊柱融合[48]。

4.3 H血管与老年性/绝经后骨质疏松症

对于绝经后的老年妇女来说，骨质疏松症的特点是骨骼脆性增加、微结构退化，低

骨密度、骨折风险的增加[49]。在去卵巢小鼠(模拟绝经后骨质疏松症)和老年小鼠(模拟老

年骨质疏松症)模型中发现 H型血管减少。H型血管随年龄下降与血管分泌素、促成骨

因子和骨祖细胞减少有关、与年龄相关的骨丢失有关[10, 50]。Wang等报道 H型血管的形

成是老年人和骨质减少患者骨质丢失的重要指标[51, 52]。PDGF-BB 浓度在去卵巢小鼠模

型中降低，可能是因为失去了对破骨前细胞分化为具有更少的破骨前细胞[21]的成熟破骨

细胞的抑制。Harmine是一种β-卡波林生物碱，通过增强破骨前细胞 PDGF-BB诱导的 H
型血管形成来防止骨丢失[21, 53]。其他治疗药物如 Erk抑制剂 NSC-87877可阻止破骨前细

胞融合成成熟的破骨细胞从而增加 PDGF-BB的产生，在绝经后骨质疏松症小鼠模型中

诱导 H型血管的形成并恢复骨量[54]。这可能为治疗年龄相关性骨质疏松症提供了额外的

治疗靶点[55]。

5.血管生成与骨关节炎
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新血管化与 OA 的关节改变有什么关系?这种关系可以通过以下三个过程来确定：

骨赘的生长、软骨下板的“前进”[56]，关节的“重塑”，这些都涉及到 OA的发病机制[57]。

一般来说，当毛细血管穿透软骨下板和关节软骨深部时边缘骨赘才开始形成，随后软骨

内成骨作用在原来的软骨上产生新骨。软骨含有血管生成和金属蛋白酶的抑制剂，需要

以某种方式避免这一情况的发生。骨赘通常存在于骨关节炎关节，深部关节软骨钙化使

软骨下板向前“推进”，这与组织学上的“潮汐标志重复”相一致。事实上已经有人提出软

骨不能产生阻止新血管形成的蛋白酶抑制剂[58-60]，这是软骨损失开始的基础。在软骨碱

性磷酸酶活性增加和基质囊泡积累的基础上[61]，软骨钙化的更新被认为与 OA相关。

6. 新生血管形态特征和体外观察

软骨内成骨过程中血管侵犯的形态学特征已被众多学者所认识。哺乳动物生长板中

的新血管化是这方面最引人注目的例子，因为毛细血管有序同步侵入无血管的软骨推进

了 OA进展的进程[62]。显然，在这个位置上血管生成的刺激和收缩之间的平衡是很明显

的。侵入性血管以盲孔[63]的方式穿透钙化的软骨这与该区域的低氧张力相一致[64]。微血

管浸润沿软骨细胞柱通过未矿化的横隔膜被侵蚀芽顶端的维管周围细胞[65, 66]。侵袭性血

管周围细胞通常通过插入大量的细胞突起来降解软骨横隔，这些过程可能利用其表面的

蛋白水解酶系统来实现胶原溶解，局部激活的胶原酶对这种裂解至关重要，而 ESAF正

是激活这种酶的关键[63]。虽然它们被称为巨噬细胞样细胞，但观察表明它们可能是特化

的内皮细胞这类似于那些在实验血管生成中描述的细胞。在利用生长板软骨细胞的钙化

培养进行的体外实验中表明，ESAF是由肥大带和暂时性矿化带中产生的，当这种高密

度培养的软骨细胞开始矿化其软骨基质并被钙化沉积物包围时，它们还释放 ESAF，使

其在开始钙化后 24至 48小时出现在培养基中。通过抑制碱性磷酸酶来抑制矿化会降低

ESAF的产量，但 ESAF增加并不直接依赖于碱性磷酸酶的活性。因此，在培养中产生

的 ESAF表明了体内的钙化软骨细胞形成了向毛细血管床扩散的梯度。侵袭性内皮细胞

(可能围绕其细胞过程，位于软骨隔膜内)产生的非活性胶原酶将被局部激活，从而导致

胶原降解受到控制。随后，侵入的毛细芽两种元素均沿 ESAF梯度通过横隔。在肥大过

程中，成熟肥大的软骨细胞周围也可能发生结缔组织的破坏，尽管最近的研究表明这与

结缔组织的再生有关而与吸收和细胞的退化关系不大。有趣的是这种胶原酶是存在于骨

关节炎的软骨中[67]。

综上所述，血管的生成与关节炎密切相关。H型血管是一种新发现的骨血管亚型，

在骨建模和骨重塑过程中对骨的形成和修复起着重要的调节作用。增加 H型血管的药物

靶向与加速骨折愈合和预防与年龄或疾病相关的骨质疏松症中的骨丢失有关。H型血管

的发现为我们了解 ECs和骨祖细胞之间相互作用的分子和细胞机制提供了新的知识。对

人体和动物模型的进一步研究将为骨修复和骨丢失的新治疗策略的设计提供合理的基

础。

PDGF-BB与 H型血管的生成密切相关，PDGF-BB可以直接诱导内皮细胞增殖、迁

移和管状形成，并刺激 VEGF 分泌。因此，PDGF-BB 可能与其他促血管生成因子(如
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VEGF)协同作用，诱导骨关节炎关节软骨下骨的新血管形成。在一些动物模型实验中发

现 PDGF-BB在破骨前细胞中的缺失几乎破坏了病状软骨下骨血管生成和关节损伤，这

强烈暗示了 PDGF-BB在骨关节炎前期和早期异常软骨下骨血管生成的发育过程中发挥

了关键作用。CAO XU 等人在研究中发现在与成骨结合过程中，破骨前细胞分泌

PDGF-BB 招募 EPCs 和 MSCs 促进血管生成。破骨前细胞分泌的 PDGF-BB 诱导

CD31hiEmcnhi血管亚型的形成，促进血管生成与骨形成的耦合[68]。值得注意的是，在

ovx 诱导小鼠骨丢的模型中，骨髓和外周血中 PDGF-BB 的浓度显著降低，骨髓中

CD31hiEmcnhi 血管也减少。破骨细胞从破骨前细胞成熟的增加降低了卵巢切除小鼠

PDGF-BB 的丰度，可能影响了骨形成。敲除 Ctsk 或注射 Ctsk 抑制剂可有效提高

PDGF-BB的浓度[69]。破骨前细胞分泌的 PDGF-BB是一个潜在的、可持续的骨膜皮质缺

损和骨质疏松症的治疗靶点。创伤性关节损伤后单核骨前细胞分泌过多的 PDGF-BB，
激活 PDGFR-β信号传导在骨/骨髓血管细胞和周围细胞中，以旁观的方式促进新血管的

异常形成。未来的工作需要确定破骨前细胞 PDGF-BB的增加是在转录水平还是翻译后

水平，以及在 OA发展过程中如何启动这一过程。除了机械的见解软骨下骨血管生成在

OA发病机制及其作用, 目前的工作只是为破骨前衍生的 PDGF-BB在OA发展中的作用

提供了概念验证证据。未来基于人群的研究需要进一步验证这些发现。
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