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  摘 要:目的 验证血小板源性生长因子受体β/磷酸肌醇3-激酶(PDGFRβ-PI3K)相互作用对于介导骨折

后强大的骨膜细胞活化是否有必要。方法 收集正常活动或骨折手术后3
 

d的小鼠骨膜细胞进行体外原代培

养,分为空白组、阴性组、shPDGFβ组和各预处理组,空白组不做任何处理,阴性组和shPDGFβ组分别转染对照

shRNA和PDGFRβ
 

shRNA慢病毒,72
 

h后用于实验,各预处理组包括用生长因子(PDGF-BB,10
 

ng/mL)、
PDGFR抑制 剂 (SU16f,5

 

μmol/L)、小 分 子 AKT 激 活 剂 (SC79,4
 

μg/mL)或 PI3K 激 活 剂 (740
 

Y-P,25
 

nmol/L)单独或序贯处理30
 

min。采用 Western
 

blot试验、流式细胞术、EdU染色实验检测各组细胞蛋白表达

水平和增殖活力。结果 与正常活动小鼠的骨膜细胞比较,骨折小鼠的骨膜细胞中PDGFRβ蛋白表达水平升

高约2.31倍。通过流式细胞术验证,骨折小鼠骨膜细胞中PDGFRβ阳性率为(73.26±3.17)%。在骨折小鼠

的骨膜细胞实验中,shPDGFRβ组细胞p-AKT蛋白表达水平均低于空白组和阴性组,差异均有统计学意义

(P<0.05);而PDGF-BB组和SC79组细胞p-AKT蛋白表达水平一致,差异无统计学意义(P>0.05)。与空

白组(PI3K:1.22±0.09,p-Tyr-PDGFRβ:0.01±0.01)比 较,PI3K 激 活 剂740
 

Y-P组 可 上 调 PI3K 水 平

(1.67±0.13)和p-Tyr-PDGFRβ水平(0.07±0.01),差异均有统计学意义(P<0.05),但对PDGFβ水平无明

显干扰。另外,与740
 

Y-P组[p-AKT(Ser473):0.32±0.03]比较,740
 

Y-P+PDGF-BB组进一步上调了骨膜

细胞中p-Tyr-PDGFRβ水平(0.19±0.01)和p-AKT(Ser473)水平(0.51±0.05),差异均有统计学意义(P<
0.05)。在体外增殖实验中,没有对于用740

 

Y-P预处理的细胞,加入PDGF-BB后,细胞增殖活性几乎恢复至

阴性组水平,明显高于未用740
 

Y-P预处理的细胞。结论 PDGFRβ-PI3K信号轴对于骨折愈合早期阶段的骨

膜活化是有必要的。
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Abstract:Objective To

 

verify
 

whether
 

platelet-derived
 

growth
 

factor
 

receptor
 

β/phosphatidylinositol
 

3-
kinase

 

(PDGFRβ-PI3K)
 

interaction
 

is
 

necessary
 

for
 

mediating
 

robust
 

periosteal
 

cell
 

activation
 

after
 

fracture.
Methods Periosteal

 

cells
 

were
 

collected
 

from
 

mice
 

with
 

normal
 

activity
 

or
 

3
 

days
 

after
 

fracture
 

surgery
 

for
 

primary
 

culture
 

in
 

vitro.The
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

blank
 

group,negative
 

group,shPDGFRβ
 

group
 

and
 

each
 

pretreatment
 

group.The
 

blank
 

group
 

did
 

not
 

receive
 

any
 

treatment,while
 

the
 

negative
 

group
 

and
 

shPDGFRβ
 

group
 

were
 

transfected
 

with
 

control
 

shRNA
 

and
 

PDGFRβ
 

shRNA
 

lentivirus
 

respectively,and
 

used
 

for
 

the
 

ex-
periment

 

after
 

72
 

hours.The
 

pretreatment
 

groups
 

included
 

growth
 

factor
 

(PDGF-BB,10
 

ng/mL),PDGFR
 

in-
hibitor

 

(SU16f,5
 

μmol/L),small
 

molecule
 

AKT
 

activator
 

(SC79,4
 

μg/mL)
 

or
 

PI3K
 

activator
 

(740
 

Y-P,25
 

nmol/L)
 

alone
 

or
 

sequentially
 

treated
 

for
 

30
 

min.Western
 

blot
 

assay,flow
 

cytometry,and
 

EdU
 

staining
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

level
 

and
 

proliferation
 

activity
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group.Results Compared
 

with
 

the
 

periosteal
 

cells
 

of
 

normal
 

active
 

mice,the
 

expression
 

level
 

of
 

PDGFRβ
 

protein
 

in
 

the
 

periosteal
 

cells
 

of
 

fracture
 

mice
 

was
 

increased
 

by
 

about
 

2.31
 

times.The
 

positive
 

rate
 

of
 

PDGFRβ
 

in
 

periosteal
 

cells
 

of
 

fracture
 

mice
 

was
 

(73.26±3.17)
 

%
 

verified
 

by
 

flow
 

cytometry.In
 

the
 

periosteal
 

cell
 

experiment
 

of
 

fracture
 

mice,the
 

expression
 

level
 

of
 

p-Akt
 

protein
 

in
 

shPDGFRβ
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

blank
 

group
 

and
 

the
 

negative
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).However,there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

p-Akt
 

protein
 

between
 

PDGF-BB
 

group
 

and
 

SC79
 

group
 

(P>0.05).Compared
 

with
 

the
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blank
 

group(PI3K:1.22±0.09,p-Tyr-PDGFRβ:0.01±0.01),the
 

PI3K
 

activator
 

740
 

Y-P
 

group
 

could
 

in-
crease

 

the
 

level
 

of
 

PI3K
 

(1.67±0.13)
 

and
 

p-Tyr-PDGFRβ(0.07±0.01),and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05),but
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

interference
 

on
 

the
 

level
 

of
 

PDGFRβ.In
 

addition,compared
 

with
 

the
 

740
 

Y-P
 

group[p-AKT(Ser473):0.32±0.03],the
 

740
 

Y-P+PDGF-BB
 

group
 

further
 

increased
 

p-
Tyr-PDGFRβ

 

level
 

(0.19±0.01)
 

and
 

p-Akt
 

(Ser473)
 

level
 

(0.51±0.05)
 

in
 

the
 

periosteal
 

cells,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).In
 

the
 

in
 

vitro
 

proliferation
 

experiment,the
 

proliferation
 

activity
 

of
 

the
 

cells
 

pretreated
 

with
 

740
 

Y-P
 

was
 

almost
 

restored
 

to
 

the
 

level
 

of
 

the
 

negative
 

group
 

after
 

adding
 

PDGF-BB,which
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

cells
 

without
 

740
 

Y-P
 

pretreatment.Conclusion PDGFR
 

beta
 

PI3K
 

signaling
 

shaft
 

for
 

fracture
 

healing
 

in
 

the
 

early
 

stages
 

of
 

periosteum
 

activation
 

is
 

necessary.
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  据报道,5%~10%的长骨骨折会导致骨不连[1]。
对于延迟愈合或骨不连的患者,临床实践中的药物选

择有限,深入阐述骨膜细胞初始激活和扩增机制有助

于改进治疗方法。骨膜是骨外表面的致密结缔组

织[2],急性损伤后,骨膜层内的祖细胞在骨折部位紧

邻的区域迅速增殖,被称为骨膜活化,对于骨折愈合

至关重要[3]。磷酸肌醇3-激酶(PI3K)可深度参与多

种细胞(包括成骨细胞)的增殖、分化和存活,在成骨、
骨骼重塑和成骨谱系中具有重要意义[4-6]。血小板源

性生长因子(PDGF)是间充质祖细胞的有效丝裂原,
在初始炎症反应期间由骨折部位的血小板和巨噬细

胞释放[7]。在参与骨折愈合的主要生长因子受体中,
PI3K可直接结合PDGF受体(PDGFRs)[4]。有研究表

明,大多数骨折后的小鼠骨膜细胞表达同源二聚体

PDGFRβ或异二聚体PD-GFRα/β,而很少有细胞单独

表达PDGFRα[8]。因此,假设PI3K和PDGFRβ之间

的直接作用可能会影响骨折愈合,本研究旨在初步探

讨PDGFRβ-PI3K信号轴在最初骨折愈合反应中是

否可介导骨膜细胞增殖,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料来源 4只7~9周正常活动或稳定闭合性

股骨骨折手术后3
 

d小鼠(由西安交通大学动物中心

提供),体质量约为5
 

g,雌雄不限。所有动物均按照

标准化流程饲养,并得到西安交通大学医学伦理委员

会审核批准(L2019XJS0122)。
1.2 仪器与试剂 αMEM 培养液(美国SIGMA公

司);热灭活胎牛血清(FBS,美国 Hyclone公司);慢病

毒(美国Santa
 

Cruz
 

Biotechnology公司);Trizol试剂、
Superscript

 

Ⅲ
 

cDNA合成试剂盒、SYBRGreen聚合酶

链反应(PCR)试剂(美国Invitrogen公司);蛋白印迹用

一级抗体(稀释比1∶500,英国Abcam公司);PacBlue-
CD45抗体、PacBlue-Ter119抗体、PacBlue-CD31抗体、
A700-Sca1 抗 体、PerCP-Cy5.5-CD105 抗 体、PE-
CD140b(PDGFRβ)抗体、FITC-CD29抗体和 APC-
CD140a(PDGFRα)抗 体(美 国 eBioscience公 司);
Zombie

 

UVTM
 

Fixable活性试剂盒(美国Biolegend
公司);Bio-Rad实时荧光定量PCR系统(美国Bio-

Rad公司);40
 

μm筛网过滤器(美国Fisher
 

Scientific
公司);Click-iT

 

EdU试剂盒(美国Invitrogen公司);
BD-LSRII 流 式 细 胞 仪 (美 国 Becton-Dickinson
公司)。
1.3 骨膜细胞获取 如SCANLON等[9]研究所述,
分别从小鼠的股骨和胫骨中分离出骨膜细胞。方法

如下:用手术刀小心剔除骨表面的肌肉、韧带和结缔

组织,从骨末端切下骨骺,用26号针头冲洗骨髓,使
用完全培养基(αMEM培养液中添加10%FBS和1%
青霉素/链霉素)。从冲洗后的空心骨中刮取骨膜置

于磷 酸 盐 缓 冲 液(PBS)中,先 裂 解 红 细 胞,加 入

0.05%Ⅰ型胶原酶+0.2%透明质酸酶,消化1
 

h。加

入PBS终止反应,过滤器过滤以形成单细胞悬浮液并

去除碎屑。每只小鼠收集约(2~4)×106 个细胞。
1.4 骨膜细胞培养和转染 将收集的骨膜细胞培养

于6
 

cm×6
 

cm细胞培养板中,在5%O2 环境下培养

4
 

d,然后转移到常氧(20%O2)环境中。将原代骨膜

细胞分组处理。(1)空白组:细胞不做任何转染处理;
(2)阴性组:用对照shRNA和PDGFRβ

 

shRNA慢病

毒以108
 

vg/mL的浓度分别感染骨膜细胞(6孔板中

4×105 个细胞/孔)72
 

h,用完全培养基替代转染培养

基继续培养;(3)shPDGFRβ组:用对照shRNA 和

PDGFRβ
 

shRNA慢病毒以108
 

vg/mL的浓度分别感

染骨膜细胞(6孔板中4×105 个细胞/孔)72
 

h,用完

全培养基替代转染培养基继续培养;(4)各预处理组,
包括用生长因子(PDGF-BB,10

 

ng/mL)、PDGFR抑

制剂(SU16f,5
 

μmol/L)、小分子AKT激活剂(SC79,
4

 

μg/mL)或PI3K激活剂(740
 

Y-P,25
 

nmol/L)单
独或序贯处理30

 

min。
1.5 方法

1.5.1 Western
 

blot试验 将骨膜细胞在修饰的放

射免疫沉淀法裂解缓冲液中裂解,并在8%或10%十

二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳上电泳分离总细

胞裂解物。用PDGFRβ抗体探测蛋白质印迹。使用

Odyssey2.1红外成像系统软件(美国LICOR
 

Biosci-
ences公司)量化单个条带中的蛋白质量。
1.5.2 流式细胞术 将骨膜细胞置于含有4-羟乙基
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哌嗪乙磺酸和2%FBS的汉克斯平衡盐溶液中。分别

与荧光染料标记抗体冰浴体孵育1
 

h。在染色介质中

洗涤细胞后,用Zombie
 

UVTM 试剂对细胞进行染

色,并进行流式细胞分析。检测表达骨膜标志物如

Sca1、CD105和CD29的CD45-CD31-Ter119-三阴性

(TN)细胞的百分比。检测这些阴性中PDGFRα和

PDGFRβ阳 性 细 胞 水 平。数 据 以 表 达 PDGFRα、
PDGFRβ或 PDGFR

 

a/β的 间 充 质 细 胞 的 百 分 比

表示。
1.5.3 体外细胞增殖实验 将骨膜细胞以4×105

个细胞/孔接种于6孔板中,并与生长培养基孵育过

夜。将培养基更换为DMEM(含0.5%FBS和1%青

霉素/链霉素)培养过夜以重组PDGFR等位基因。细

胞先用PDGF-BB(10
 

ng/mL)和5-乙基-2'-脱氧尿苷

(EdU,10
 

μmol/L)的组合处理4
 

h,然后通过胰蛋白

酶化处理,并进行EdU染色。通过流式细胞术检测

活的单 细 胞 EdU+ 细 胞 的 数 量,并 使 用 DIVA 和

FlowJo软件进行分析。
1.6 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

据分析处理。符合正态分布的计量资料以x±s 表

示,两组间比较采用独立样本t检验,多组间比较采

用单因素方差分析,多组间两两比较采用SNK-q 检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 PDGFRs在骨膜细胞中的表达 与正常活动小

鼠的骨膜细胞比较,骨折小鼠的骨膜细胞中PDGFRβ
蛋白表达水平升高约2.31倍,见图1A。通过流式细

胞术验证,骨折小鼠骨膜细胞中PDGFRβ阳性率为

(73.26±3.17)%,而PDGFRα/β阳性率和PDGFRα
阳性率仅为(6.03±0.26)%和(4.95±0.21%)。见

图1B。

  注:A为 Western
 

blot试验检测PDGFRα和PDGFRβ蛋白表达水

平;B为流式细胞术验证骨折小鼠的骨膜细胞中PDGFRα/β蛋白阳性

表达。

图1  PDGFRs在骨膜细胞中的表达

2.2 PDGFβ表 达 对 骨 膜 细 胞 中 AKT 活 化 的 影

响 在骨折小鼠的骨膜细胞实验中,SU16f组原代骨

膜细胞p-AKT蛋白表达水平为0.20±0.03,明显低

于空白组的0.71±0.09,差异有统计学意义(P<
0.05)。进一步分析显示,与空白组比较,阴性组p-
AKT蛋白表达水平为0.74±0.07,差异无统计学意

义(P>0.05);与阴性组比较,shPDGFRβ组细胞p-
AKT蛋白表达水平降低至0.11±0.02,差异有统计

学意义(P<0.05);而PDGF-BB组(0.41±0.03)和
SC79组(0.44±0.03)细胞p-AKT蛋白表达水平均

高于 shPDGFRβ组,差 异 均 有 统 计 学 意 义 (P <
0.05);但PDGF-BB组和SC79组p-AKT蛋白表达

水平比较,差异无统计学意义(P>0.05)。见图2。

  注:A为空白组和SU16f组未经转染处理的原代骨膜细胞;B为各处理组经转染处理的原代骨膜细胞。

图2  Western
 

blot试验检测各组骨膜细胞AKT蛋白表达水平

2.3 PDGFRβ通过结合PI3K诱导 AKT活化 在

骨折小鼠的骨膜细胞实验中,与空白组(PI3K:1.22±
0.09,p-Tyr-PDGFRβ:0.01±0.00)比较,PI3K激活

剂740
 

Y-P组可上调PI3K水平(1.67±0.13)和p-
Tyr-PDGFRβ水平(0.07±0.01),差异均有统计学意

义(P<0.05),但对PDGFβ水平无明显干扰。另外,
与740

 

Y-P组[p-AKT(Ser473):0.32±0.03]比较,
740

 

Y-P+PDGF-BB组进一步上调了骨膜细胞中p-
Tyr-PDGFRβ水平(0.19±0.01)和p-AKT(Ser473)
水平(0.51±0.05),差异均有统计学意义(P<0.05)。
相反,与740

 

Y-P组比较,740
 

Y-P+PDGFR抑制剂

SU16f组p-AKT(Ser473)水平(0.06±0.01)降低,差
异有统计学意义(P<0.05)。见图3。
2.4 各组细胞增殖活性比较 在骨折小鼠来源骨膜

细胞的体外增殖实验中,未用740
 

Y-P预处理,阴性

组 细 胞 增 殖 活 性 [(4.98±0.33)%]与 空 白 组

[(5.02±0.33%)]一致,用740
 

Y-P预处理,阴性组

细胞增殖活性[(6.15±0.41)]%与空白组[(6.09±
0.32)%]也一致,差异均无统计学意义(P>0.05)。
而shPDGFRβ组未用740

 

Y-P预处理细胞增殖活性

[(3.05±0.26)%],用740
 

Y-P预处理细胞增殖活性

[(4.27±0.30)%]与阴性组和空白组比较均明显降
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低,差异均有统计学意义(P<0.05)。加入外源性

PDGF-BB刺激shPDGFRβ组骨膜细胞的增殖活性

[(5.99±0.32)%]和未加入外源性PDGF-BB刺激未

处理shPDGFRβ组骨膜细胞的增殖活性[(3.78±
0.20%]与阴性组和空白组比较均明显降低,差异均

有统计学意义(P<0.05)。尤其是对于用740
 

Y-P预

处理的细胞,加入PDGF-BB后,细胞增殖活性恢复至

阴性组水平,但是对于未用740
 

Y-P预处理的细胞,
加入PDGF-BB后,细胞增殖活性仍然低于阴性组

水平。

  注:+表示添加了该试剂,-表示未添加该试剂。

图3  PI3K上调使骨膜细胞对PDGF-BB/PDGFRβ的

作用更敏感

3 讨  论

迄今为止,在骨折愈合早期骨膜细胞成骨化背景

下,PI3K信号在骨膜中的作用尚很少被探索。Wnt、
Notch、BMP和其他主要通路均与影响骨折的骨膜活

化有 关,而 PI3K 是 这 些 信 号 通 路 下 游 的 主 要 节

点[4-5]。目前,绝大多数关于PI3K在控制骨细胞分化

和功能方面的作用研究都是使用基因敲除小鼠模型

完成的[10-11]。本研究利用体外培养的原代骨膜细胞

证实骨折小鼠的原代骨膜细胞中PDGFRβ上调明显,
并通过PI3K/AKT途径促进骨膜活化;并且上调骨

膜细胞中PI3K活性可以进一步增强PDGF/PDGFR
信号通路的作用。总之,本文初步探索了PDGF促进

骨膜活化的机制,这可能为开发和改进促进骨折愈合

的治疗方法提供有价值的见解。
骨折后强有力的骨膜激活和扩张,为损伤部位提

供了更多的骨软骨祖细胞,这有助于骨折愈合过

程[12]。本研究收集了骨折小鼠的原代骨膜细胞,首先

确定了在 PI3K 介导的骨膜激活背景下对完整的

PDGF/PDGFRβ信号传导的要求。骨折小鼠来源的

骨膜细胞,在体外培养中,PDGFRβ阳性表达率为

(73.26±3.17)%,与PDGFRβ比较,PDGFRα/β阳性

率和PDGFRα阳性率仅为(6.03±0.26)%和(4.95±
0.21)%。这些结果强化了本文的假设,即PDGFRβ
是介导骨膜活化的关键受体[8,13],进一步分析表明,外

源性PDGF-BB处理骨膜细胞使AKT磷酸化程度与

AKT小分子激活剂SC79类似。这些结果证实了在

骨膜细胞中,PDGF与其受体结合可非常有效地激活

PI3K-AKT信号。结合既往的研究结果,即PDGF能

够最大限度地诱导多种生长因子的 AKT磷酸化,以
及生长因子参与骨骼愈合的文献知识[14],有信心在骨

膜中寻找PDGFRβ/PI3K信号轴。
在骨折小鼠来源的骨膜细胞实验中,通过PI3K

激活剂740
 

Y-P上调骨膜细胞中PI3K表达后,尽管

PDGFRβ表达没有受到明显影响,但是与空白组比

较,向740
 

Y-P组培养物中添加PDGF-BB可进一步

诱导下游AKT磷酸化。表明上调PI3K活性虽然在

基线时对骨膜细胞PDGFRβ没有影响,但可能会启动

细胞对生长因子的特定信号反应,例如PI3K/AKT
信号通路增强。PDGF是一种有丝分裂原,以前已被

证明可以在体外和体内影响间充质细胞的增殖和扩

增[15]。在骨折愈合的最早阶段,血小板和巨噬细胞均

会释放大量PDGF[16]。PDGFRβ是间充质基质细胞

功能的有效调节因子。DOHERTY等[17]研究发现,
在条件敲除小鼠模型中,增加的PDGFRβ信号传导可

驱动细胞增殖并抑制血管平滑肌的分化,从而维持体

内祖细胞潜力。间充质基质细胞中PDGFRβ的耗竭

也降低了增殖和迁移反应,同时促进了成骨分化。
JEFFERY等[18]研究指出,内源性干细胞的动员和激

活是组织再生背景下的一个重要研究领域。在骨骼

或椎体损伤部位加用PDGF已被提出作为骨愈合和

修复的可能疗法。本研究结果显示,与空白组比较,
PDGF-BB处理增强了740

 

Y-P组骨膜细胞中 AKT
的磷酸化水平。当用PDGFRβ抑制剂SU16f处理细

胞时,AKT磷酸化明显降低,显示PDGF的特异性作

用。而且,用PDGF-BB处理骨膜细胞导致PDGFRβ
的磷酸化增强,甚至740

 

Y-P组细胞PDGFRβ磷酸化

水平增加超过空白组的3倍。而且体外增殖实验也

证实了这一点,即对于用740
 

Y-P预处理的细胞,加
入PDGF-BB后,细胞增殖活性几乎恢复至阴性组水

平,明显高于未用740
 

Y-P预处理的细胞。这些结果

说明,骨膜细胞中PI3K活性上调可以增强PDGF/
PDGFR信号通路的作用。总之,有理由相信PI3K激

活可以通过增强PDGF/PDGFR结合的下游信号传

导效应来增强治疗效果。例如使用PI3K激活剂740
 

Y-P或强效AKT激活剂SC79均可增加骨膜细胞对

PDGFRβ作用的敏感性,甚至可以利用骨折部位产生

的内源性生长因子,绕过对超生理剂量的PDGF的

需求。
本研究有一些小的局限性,例如研究范围仅限于

原代培养的骨膜祖细胞,缺乏体内实验验证结果。尚

未探索PDGFR/PI3K信号轴在参与骨折愈合的其他

祖细胞中的可能性;然而,与骨髓基质和血管周围细

胞比较,骨膜是骨骼修复的主要贡献者。
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综上所述,本研究表明,在PI3K介导的骨折愈合

的最早阶段,PDGFRβ信号传导对于促进骨膜激活是

必要的。PI3K信号传导增强了PDGF在骨折愈合反

应中的作用,这些信息有助于指导临床精准医疗。更

深入地了解介导骨膜损伤反应的分子机制,对于开发

新的、更有效的治疗方法来减少延迟骨愈合和骨不连

的发生率至关重要。
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