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　　［摘要］　骨关节炎是一种由多因素引起的退行性病变，以关节软骨退化、关节边缘和软骨下骨反应性增生为特征，而干细

胞用于软骨再生有良好的发展前景。目前，一种新的小分子化合物ｋａｒｔｏｇｅｎｉｎ（ＫＧＮ）被发现，它拥有极强的促软骨分化能力，

能有效地促进间充质干细胞向软骨细胞分化。当ＫＧＮ可明显抑制白介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）引起的细胞外基质和蛋白

聚糖的减少，同时ＫＧＮ对于促进软骨细胞分泌物ｌｕｂｒｉｃｉｎ的分泌与转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）、

骨形态发生蛋白７（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ７，ＢＭＰ７）具有协同作用，此外，ＫＧＮ还促进腱骨连接处形成软骨样组织，并且

与壳聚糖结合的ＫＧＮ较未结合的ＫＧＮ成软骨能力更强。本文就ＫＧＮ对于软骨修复的研究进展作一综述。

［关键词］　骨关节炎；软骨细胞；软骨修复；ｋａｒｔｏｇｅｎｉｎ

　　［中图分类号］　Ｒ６８４．３　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１６）０４０４７１０６

犚犲狊犲犪狉犮犺狆狉狅犵狉犲狊狊犻狀犽犪狉狋狅犵犲狀犻狀犪狀犱犮犪狉狋犻犾犪犵犲狉犲狆犪犻狉

ＳＨＡＯＪｉａｈｕａ，ＣＨＥＮＳｏｎｇ，ＸＩＥＪｉｎｓｈｕｏ，ＸＵＺｈｅｎｙｕ，ＷＵＨａｉｓｈａｎ

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＪｏｉｎｔＳｕｒｇｅｒｙ，ＣｈａｎｇｚｈｅｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００００３，Ｃｈｉｎａ

　　［犃犫狊狋狉犪犮狋］　Ａｓａｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｅａｓｅｃａｕｓｅｄｂｙｍｕｌｔｉｐｌｅｆａｃｔｏｒｓ，ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓｉｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｂｙａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅ

ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄｒｅａｃｔｉｖｅｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａｏｆｊｏｉｎｔｅｄｇｅａｎｄｔｈｅｓｕｂｃｈｏｎｄｒａｌｂｏｎｅ．Ｒｅｃｅｎｔｌｙ，ｋａｒｔｏｇｅｎｉｎ（ＫＧＮ）ｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｔｏ

ｐｒｏｍｏｔｅｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ．ＫＧＮｃａｎｂｌｏｃｋｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β（ＩＬ１β）ｃａｕｓｅｄｌｏｓｓｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘａｎｄｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎ．

Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１（ＴＧＦβ１），ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ７（ＢＭＰ７），ａｎｄＫＧＮｔｏｇｅｔｈｅｒｃａｎｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｌｌｙ

ｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｕｂｒｉｃｉｎｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ．ＫＧＮｃａｎａｌｓｏｉｎｄｕｃｅｃａｒｔｉｌａｇｅｌｉｋｅｔｉｓｓｕｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｔｅｎｄｏｎｂｏｎｅｊｕｎｃｔｉｏｎ．

Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｃｈｉｔｏｓａｎ （ＣＨＩ）ＫＧＮｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓａｎｄＣＨＩＫＧＮ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｃａｎ ｍｏｒｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｄｕｃｅｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｔｈａｎｕｎｃｏｎｊｕｇａｔｅｄＫＧＮ．ＨｅｒｅｉｎｔｈｉｓｐａｐｅｒｗｅｓｕｍｍａｒｉｚｅｄｔｈｅｒｏｌｅｓｏｆＫＧＮｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｃａｒｔｉｌａｇｅ

ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ；ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ；ｃａｒｔｉｌａｇｅｒｅｐａｉｒ；ｋａｒｔｏｇｅｎｉｎ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（４）：４７１４７６］

　　近年来，随着人口老龄化加速，越来越多的人为

关节软骨损伤而烦恼，在这其中，尤以骨关节炎

（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）患者为重。ＯＡ是一种由多因

素引起的退行性病变，以关节软骨退化、关节边缘和

软骨下骨反应性增生为特征，临床表现为缓慢发展

的关节疼痛、压痛、僵硬、关节肿胀、活动受限和关节

畸形等。ＯＡ的形成涉及多种病理机制，包括细胞

外基质的降解、新基质的生成不足、细胞凋亡、软骨

细胞肥大化（即软骨细胞出现去分化现象，导致软骨

细胞体积增大、增殖能力和细胞的基本功能丧失、细

胞外基质无法分泌，成为肥大化细胞）等［１］。关节软

骨在关节的活动中至关重要，但由于其中缺乏血管

和神经，人体自身对关节软骨的修复能力十分有限，

临床上用于治疗ＯＡ最有效的方法为手术———关节

置换，但该方法有可能引起诸多不良反应，并且价格

昂贵，且只适用于晚期的ＯＡ患者。目前对于早期

的ＯＡ患者尚缺乏有效的治疗手段，大多数方法只

能暂时缓解患者的症状，无法延缓或阻止ＯＡ的进

程。在针对ＯＡ方面，我们亟需一种更为简便和有

效的治疗手段。目前，关节腔内注射药物在世界范

围内应用广泛，如注射糖皮质激素、透明质酸钠等，

但是，这些抗炎药和止痛药只能暂时缓解症状，并不

能从根本上解决问题，无法使损伤的关节软骨再生，

难以使患者获得长期良好的疗效。近年来，大量的
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研究了探讨干细胞作为软骨再生药物的疗效，使用

组织工程干细胞定向分化的方法再生关节软骨已经

成为研究热点。间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌ，ＭＳＣ）具有向各种细胞分化的潜能，如果能促进

ＭＳＣ向软骨细胞分化则对治疗ＯＡ具有重要意义。

而最２０１２年，一种新的小分子化合物ｋａｒｔｏｇｅｎｉｎ

（ＫＧＮ）被发现，它拥有极强的促软骨分化能力。

ＫＧＮ是由Ｊｏｈｎｓｏｎ等
［２］从２２０００多种结构不同的

杂环类药性分子中筛选出的一种复合物，能有效地

促进骨髓间充质干细胞 （ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＢＭＳＣ）向软骨细胞分化。

本文就ＫＧＮ对于软骨修复的研究进展作一综述。

１　犓犌犖对软骨细胞的作用

Ｊｏｈｎｓｏｎ等
［２］研究发现，加入ＫＧＮ后软骨细胞

相关的基因产物明显增加，在５组（ＤＭＳＯ、１０

ｎｍｏｌ／ＬＫＧＮ、１００ｎｍｏｌ／ＬＫＧＮ、１μｍｏｌ／ＬＫＧＮ、

１０μｍｏｌ／ＬＫＧＮ）中，加入ＫＧＮ组的聚集蛋白聚

糖、Ⅱ 型胶原、ｌｕｂｒｉｃｉｎ蛋白、盘状结构域受体

（ｄｉｓｃｏｉｄｉｎｄｏｍａｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＤＤＲ）表达均较ＤＭＳＯ

对照组增加，而骨钙蛋白表达降低，其中以１０

μｍｏｌ／ＬＫＧＮ结果最为显著。同时，为期２１ｄ的软

骨小球培养后发现，在加入ＫＧＮ后，金属蛋白酶Ⅰ

的抑制剂、Ⅱ型胶原和聚集蛋白聚糖含量均增多，这

可以保持软骨表型并阻止基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ

ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）对细胞外基质的进一步破

坏。通常，胶原生成的增加常与ＯＡ软骨中 ＭＭＰ

的活性增加有关［３］。然而，ＫＧＮ并不改变ＭＭＰ３、

ＭＭＰ１３或者聚蛋白多糖酶的表达
［２］。

在牛初代软骨细胞和软骨移植物中加入肿瘤坏

死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）和制瘤素

Ｍ，模拟在ＯＡ病理过程中细胞因子引起的损伤，实

验结果显示软骨细胞较对照组释放了４～５倍的一

氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）。而加入１～５μｍｏｌ／Ｌ

ＫＧＮ后，ＮＯ的释放量减少了７０％。在体外软骨组

织块中加入５μｍｏｌ／ＬＫＧＮ，细胞因子引起的糖胺

聚糖（ｇｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎ，ＧＡＧ）的释放量减少了

６０％
［４］。这些数据证明，ＫＧＮ可在ＯＡ的病理环境

中保护已存在的软骨细胞。Ｊｏｈｎｓｏｎ等
［２］设计了２

种不同的大鼠ＯＡ模型，一种以关节内注射Ⅶ型胶

原酶模拟慢性关节损伤，另一种则以切断膝关节内

的３条主要韧带模拟急性关节损伤。在慢性损伤模

型中，向关节腔内注射ＫＧＮ的实验组较对照组表

现出关节软骨表层和中层纤维化的减少以及软骨寡

聚基质蛋白（ｃａｒｔｉｌａｇｅｏｌｉｇｏｍｅｒｉｃｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎ，

ＣＯＭＰ）的明显减少。而ＣＯＭＰ在ＯＡ者血清中浓

度较高且与病变严重程度有关［５］。在急性损伤模型

中，关节腔内注射了ＫＧＮ的实验组其胫骨外侧平

台关节评分（基于ＯＡＲＳＩ评分系统）较对照组降低

了５０％，而Ⅱ型胶原碎片实验组较对照组明显减

少，对照组为实验组的１．８倍，ＯＡ引起的疼痛也明

显减轻（通过双足平衡测痛仪评估）。且在动物实验

中未观察到任何毒性反应［２］。这表明ＫＧＮ不仅具

有修复关节软骨作用，还对原有的关节软骨具有保

护作用。

ＫＧＮ通过与其配体细丝蛋白 Ａ（ｆｉｌａｍｉｎＡ，

ＦＬＮＡ）结合发挥作用。ＦＬＮＡ是一种肌动蛋白结

合蛋白，可与肌动蛋白结合以连接细胞内的纤维网

络和膜蛋白，它除了可作为ＫＧＮ的配体与ＫＧＮ结

合外，还与核结合因子β（ｃｏｒｅｂｉｎｄｉｎｇｆａｃｔｏｒβ，

ＣＢＦβ）结合。通常，ＦＬＮＡ与ＣＢＦβ结合形成复合

体保存在细胞质中，当ＣＢＦβ激活后，其与ＦＬＮＡ

分离而后进入细胞核中。而ＫＧＮ可以与ＣＢＦβ在

细胞质中竞争性结合ＦＬＮＡ，从而增加ＣＢＦβ进入

细胞核中的量，使其与ＤＮＡ转录因子ＲＵＮＸ１结合

形成二聚体，而ＣＢＦβＲＵＮＸ１二聚体可以激活对

于促进ＭＳＣ向软骨分化具有重要作用的基因。同

时，由于ＲＵＮＸ２是骨生成和软骨细胞肥大化的关

键因素，而敲除犚犝犖犡２基因后，可减少骨生成、抑

制软骨细胞肥大化、抑制软骨钙化，甚至延缓ＯＡ的

进程［６］。而ＣＢＦβＲＵＮＸ１二聚体同时可以抑制

ＲＵＮＸ２的转录，使其保持在较低水平，从而抑制软

骨细胞肥大化，进一步增强成软骨作用。

Ｏｎｏ等
［７］发现单独使用ＫＧＮ时并不能显著增

加软骨细胞的 细 胞 外 基 质。使 用 白 介 素１β

（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）可导致细胞外基质减少，在

软骨细胞培养中加入１０ｎｇ／ｍＬＩＬ１β，实验组加入

１０μｍｏｌ／ＬＫＧＮ，对照组加入等量ＤＭＳＯ，共同培

养４８ｈ后，通过颗粒排阻试验（ｐａｒｔｉｃｌｅｅｘｃｌｕｓｉｏｎ

ａｓｓａｙ）
［８］证明，加入ＫＧＮ与ＩＬ１β共培养的实验组

其细胞外基质破坏更少，这表明ＫＧＮ阻断了ＩＬ１β

对于软骨细胞细胞外基质的损害。在使用睾丸透明
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第４期．邵加华，等．Ｋａｒｔｏｇｅｎｉｎ与软骨修复的研究进展

质酸酶预处理过的细胞外基质受到破坏的软骨细胞

中加入ＫＧＮ后，与对照组相比可见明显的细胞外

基质的修复。单独使用ＫＧＮ培养的新生软骨与未

加ＫＧＮ培养的新生软骨使用番红精Ｏ染色发现并

无明显区别。使用ＩＬ１β培养的新生软骨其番红精

Ｏ染色明显减弱，而使用ＩＬ１β与ＫＧＮ共同培养者

则可见明显抑制ＩＬ１β的作用。单独使用ＩＬ１β可

明显促进关节软骨中蛋白聚糖的释放增加，而单独

使用ＫＧＮ并不能显著减少关节软骨中蛋白聚糖的

释放。当ＫＧＮ与ＩＬ１β共培养时，则能显著抑制

ＩＬ１β的作用从而使蛋白聚糖的释放减少。ＩＬ１β可

促进 Ｇ１ＩＴＥＧＥ、ＡＤＡＭＴＳ４和 ＡＤＡＭＴＳ５的释

放，而当ＫＧＮ与ＩＬ１β共培养时，可明显抑制ＩＬ１β

引起的Ｇ１ＩＴＥＧＥ、ＡＤＡＭＴＳ４和ＡＤＡＭＴＳ５的释

放。ＣＤ４４受体在保存及固定糖胺聚糖透明质酸和

蛋白聚糖方面具有重要作用，在骨性关节炎的病理

过程中，ＣＤ４４会被裂解。在加入ＩＬ１β后，ＣＤ４４的

裂解片段显著堆积，而当ＫＧＮ与ＩＬ１β共同作用

时，ＣＤ４４的裂解片段则显著减少。此外，单独加入

ＫＧＮ后，软骨细胞中的ＳＭＡＤ１／５／８的磷酸化作用

并未激活，而预先使用ＩＬ１β刺激过后加入与之前

同等剂量的ＫＧＮ后，ＳＭＡＤ１的磷酸化作用显著增

强。上述结果表明，ＫＧＮ更为主要的作用是阻止软

骨的退变，强于其促进软骨修复的作用。相比较而

言，其阻止ＩＬ１β对软骨细胞的损伤作用较其自身

对于软骨的修复作用更为显著。ＫＧＮ的主要作用

是阻止ＣＤ４４和蛋白聚糖的降解，而并非促进其合

成，当软骨细胞溶解被激活后（通过ＩＬ１β、ＴＮＦα

或ｏｎｃｏｓｔａｔｉｎＭ等），ＫＧＮ的该作用就显得极其重

要。因此，ＫＧＮ的主要作用机制是，通过影响蛋白

聚糖酶和ＣＤ４４的溶蛋白性裂解作用，从而保护软

骨细胞，抑制其降解退变。

Ｌｕｂｒｉｃｉｎ是一种具有软骨保护作用的黏液糖蛋

白，它是关节软骨表层的特异性标志。随着患者年

龄的增大或体外实验中细胞培养周期的延长，软骨

细胞分泌ｌｕｂｒｉｃｉｎ的能力显著降低
［９］。在ＢＭＳＣ中

加入适当 的 细 胞 因 子，如 转 化 生 长 因 子 β１

（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）、骨形态

发生蛋白（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＭＰ）２／７／

１３等，可促进ＢＭＳＣ分化为软骨细胞并维持合成和

分泌ｌｕｂｒｉｃｉｎ 的能力
［９１１］。Ｌｉｕ 等

［１２］为了测定

ＫＧＮ、ＴＧＦβ１和 ＭＭＰ７对于促进ＢＭＳＣ向软骨

细胞分化后分泌ｌｕｂｒｉｃｉｎ的能力进行了体外实验，

实验设计分为４组：同时加入ＴＧＦβ１、ＢＭＰ７和

ＫＧＮ［（Ｔ＋Ｂ＋Ｋ）组］；单独加入ＫＧＮ（Ｋ组）；同

时加入ＫＧＮ和ＴＧＦβ１［（Ｔ＋Ｋ）组］；同时加入

ＢＭＰ７和ＫＧＮ［（Ｂ＋Ｋ）组］。结果显示，ＧＡＧ相对

定量测定结果显示（Ｔ＋Ｂ＋Ｋ）组含量最高，几乎达

到了对照组的４倍，其余各组与对照组相比也有轻

微的升高，但各组间差异无统计学意义。ＥＬＩＳＡ测

定ｌｕｂｒｉｃｉｎ相对定量表达结果显示，在细胞内，４组

的ｌｕｂｒｉｃｉｎ含量均显著增高，较对照组增加至４～６

倍，其中（Ｔ＋Ｂ＋Ｋ）组含量最高，且与其余组差异有

统计学意义。而在细胞外，同样的，（Ｔ＋Ｂ＋Ｋ）组

ｌｕｂｒｉｃｉｎ含量最高，而其余组的改变并不是十分显

著，其中Ｋ组和（Ｂ＋Ｋ）组ｌｕｂｒｉｃｉｎ含量轻微增高，

而（Ｔ＋Ｋ）组增高并不明显。免疫荧光染色分析显

示，与其余组相比，（Ｔ＋Ｂ＋Ｋ）组的荧光反应最强。

通过ＲＴＰＣＲ测定显示，与对照组相比，４组的

ｌｕｂｒｉｃｉｎ相关ｍＲＮＡ表达也显著增加，其中以（Ｔ＋

Ｂ＋Ｋ）组最为明显，增加到对照组的３０倍，Ｋ组、

（Ｔ＋Ｋ）组、（Ｂ＋Ｋ）组分别增加至对照组的３、４、１２

倍，这表明ＫＧＮ与ＴＧＦβ１、ＢＭＰ７具有协同作用，

三者联用可进一步促进ｌｕｂｒｉｃｉｎ合成。４组的蛋白

聚糖相关ｍＲＮＡ也显著增加，而ａｄａｍｔｓ５、ｃＭｙｃ、

Ｎｒｆ２表达则显著降低。

微骨折术是一种常见的治疗全层软骨缺损的手

段，它通过钻孔使ＢＭＳＣ达到缺损部位从而进行修

复［１３１４］。然而，许多研究证明微骨折术的长期疗效

并不理想，尤其是对于老年患者来说［１５］。Ｘｕ等
［１６］

对２４只成年雌性大白兔进行膝关节微骨折术建模，

将其分为２组，每组１２只，实验组每周进行关节内

注射ＫＧＮ，对照组注射等量ＤＭＳＯ，于４周和１２周

时分别处死每组６只模型。随后进行大体评估（以

Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃａｒｔｉｌａｇｅ Ｒｅｐａｉｒ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｓｃｏｒｉｎｇ

ｓｙｓｔｅｍ评分）、组织学评估（以ｍｏｄｉｆｉｅｄＯ’Ｄｒｉｓｃｏｌｌ

ｈｉｓｔｏｌｏｇｙｓｃｏｒｉｎｇｓｙｓｔｅｍ评分）和免疫组化分析。

结果显示，４周时，实验组的软骨缺损处已修复覆盖

了超过５０％，而对照组只观察到少量纤维组织形

成。１２周时，实验组的软骨缺损处几乎已完全修

复，与周围的正常软骨界限模糊，而对照组的纤维样

再生组织只覆盖了缺损处大约８０％。大体评分显

·３７４·
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示：实验组（１０．０±１．１）分，对照组（７．８±１．３）分

（犘＜０．０５）。组织学分析显示对照组几乎未形成透

明软骨样组织；４周时，甲苯胺蓝染色显示，在软骨

缺损处对照组仅形成了少量纤维样组织；１２周时，

甲苯胺蓝染色和番红精Ｏ染色显示，对照组软骨缺

损处的修复组织与周围的正常软骨存在着明显的界

限，软骨下骨形成极少，修复组织排列紊乱，亦无潮

标形成。而实验组在４周时形成了更多的透明软骨

样组织，１２周时其修复组织与周围正常软骨的界限

已十分模糊，其软骨下骨形成良好，组织排列有序，

亦有几乎完整的潮标形成。组织学评分显示：实验

组（１８．５±４．２）分，对照组（８．３±４．６）分（犘＜

０．０１）。免疫组化：加入ＫＧＮ的实验组生成了较多

的Ⅱ型胶原和较少的Ⅰ型胶原，对照组几乎未生成

Ⅱ型胶原而生成了较多的Ⅰ型胶原。这表明，在软

骨缺损处注射ＫＧＮ能显著增强关节软骨的再生

作用。

２　犓犌犖对腱骨愈合的作用

肌腱连接骨与肌肉的部位称为腱骨接点［１７］，其

结构分别由肌腱、纤维软骨、骨构成［１８１９］。这其中，

纤维软骨结构可作为减震器减少传递至肌腱的力

量，而一旦腱骨接点损伤，机体自身难以在肌腱与骨

的连接部位形成纤维软骨，而通常只能形成瘢痕愈

合［２０２１］，并且手术修补重建的效果并不理想，难以达

到损伤前的水平。Ｚｈａｎｇ等
［２２］研究发现，在细胞实

验中，ＢＭＳＣ 和髌腱干／祖细胞（ｐａｔｅｌｌａｒｔｅｎｄｏｎ

ｓｔｅｍ／ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌ，ＰＴＳＣ）在加入各种不同浓度

的ＫＧＮ（１ｎｍｏｌ／Ｌ～５μｍｏｌ／Ｌ）后细胞增殖能力均

显著增强（通过细胞群体倍增时间测定），软骨形成

标志物蛋白聚糖、Ⅱ型胶原和ＳＯＸ９均明显增加，

其中以加入５μｍｏｌ／Ｌ的ＫＧＮ组最为明显，而番红

精Ｏ和阿新蓝染色也证明了这一点。这表明ＫＧＮ

可以促进兔的ＢＭＳＣ和ＰＴＳＣ增殖以及增强成软

骨分化能力，并具有剂量依赖性。在动物实验中，

Ｚｈａｎｇ等设计了２种动物模型，在第１种动物模型

中，在小鼠跟腱的腱骨接点处造成直径１ｍｍ的损

伤，而后分别在造模当天以及术后的２、４、７、１２ｄ实

验组注射１０μＬ的１００μｍｏｌ／ＬＫＧＮ，对照组注射

等量生理盐水。结果显示，在损伤处实验组形成了

更加完整和成熟的软骨样组织，组织学分析显示，实

验组中几乎９０％的组织呈番红精Ｏ染色阳性，而对

照组则几乎无阳性染色。在第２种动物模型中，不

造成损伤，在对照组的髌腱处注射１０μＬ生理盐水，

而实验组注射１０μＬ的１００μｍｏｌ／ＬＫＧＮ。结果显

示，实验组出现了明显的变化，其髌腱表面覆盖有一

层薄膜样结缔组织，并伴有新生血管形成，组织化学

染色进一步证实了实验组生成了大量的蛋白聚糖。

这表明，ＫＧＮ对于促进腱骨愈合具有显著的作用。

３　犓犌犖与壳聚糖（犮犺犻狋狅狊犪狀，犆犎犐）结合后的作用

关节腔内注射药物对比其他方法有以下优势：

局部浓度较高，总体药物剂量较低，可避免系统性不

良反应以及较少的药物相互作用［２３］。关节腔内注

射药物的疗效主要取决于药物释放系统的效能，常

见的关节腔内药物释放系统包括脂质体［２４２５］、水凝

胶［２６］、纳米粒子［２７］和微粒［２８］等，其可以帮助药物在

关节腔内维持更长时间并缓慢释放。ＣＨＩ因其生物

降解性、生物相容性以及较好的可溶性在药物释放

系统中得到广泛研究［２９］。ＣＨＩＫＧＮ是将ＫＧＮ与

ＣＨＩ结合，以加强疏水性的ＫＧＮ的水溶性和生物

相容性，以期增强其疗效。Ｋａｎｇ等
［３０］将ＫＧＮ分别

与低相对分子质量ＣＨＩ和中相对分子质量ＣＨＩ结

合，即纳米粒子ＣＨＩＫＧＮ（ＣＨＩＫＧＮＮＰｓ）和微

粒ＣＨＩＫＧＮ（ＣＨＩＫＧＮＭＰｓ），在体外释放实验

中，ＣＨＩＫＧＮＮＰｓ和ＣＨＩＫＧＮＭＰｓ均表现出持

续性释放，而ＣＨＩＫＧＮＭＰｓ较ＣＨＩＫＧＮＮＰｓ释

放了更多的ＫＧＮ，这表明ＣＨＩＫＧＮ微粒的大小影

响了ＫＧＮ的释放率。在体外成软骨分化实验中，

使用ＢＭＳＣ进行软骨小球培养，共分为４组：ＣＨＩ

ＫＧＮＮＰｓ组、ＣＨＩＫＧＮＭＰｓ组、单纯ＫＧＮ组、空

白对照组。结果显示，ＣＨＩＫＧＮＮＰｓ组和ＣＨＩ

ＫＧＮＭＰｓ组的 ＧＡＧ含量显著增加，尤以ＣＨＩ

ＫＧＮＮＰｓ组为甚，是单纯ＫＧＮ组和空白对照组的

２倍。番红精Ｏ和阿新蓝染色显示ＣＨＩＫＧＮＮＰｓ

组反应最强，提示其蛋白聚糖合成增加。ＲＴｑＰＣＲ

结果显示，ＣＨＩＫＧＮＮＰｓ组、ＣＨＩＫＧＮＭＰｓ组和

单纯ＫＧＮ组的ＣＯＬ２Ａ１和ａｇｇｒｅｃａｎ表达较空白

对照组均显著增加，以ＣＨＩＫＧＮＮＰｓ组增加最为

显著，这表明３组均有促进ＢＭＳＣ向软骨细胞分化

的作用，其中ＣＨＩＫＧＮＮＰｓ组作用最强。在动物

实验中，荧光成像显示ＣＨＩＫＧＮ在小鼠体内存在

·４７４·
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了３周以上的时间。实验采用切断小鼠的前交叉韧

带来建造骨关节炎模型［２８］，分为５组：空白对照组、

磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）组、单纯ＫＧＮ组、ＣＨＩＫＧＮ

ＮＰｓ组和ＣＨＩＫＧＮＭＰｓ组。实验中除空白对照

组外分别在第６周、第９周向小鼠关节腔内注射

ＰＢＳ、单纯 ＫＧＮ、ＣＨＩＫＧＮ ＮＰｓ 和 ＣＨＩＫＧＮ

ＭＰｓ，１４周时处死小鼠。结果显示，注射ＣＨＩＫＧＮ

的两组较其他组有明显的软骨再生，其ＯＡＲＳＩ评

分［３１］（骨关节炎病理学评分，反映骨关节炎的程度）

也显著低于其他组，而ＣＨＩＫＧＮＮＰｓ组与ＣＨＩ

ＫＧＮＭＰｓ组之间则无明显差别。番红精Ｏ染色和

免疫组化结果也显示，ＣＨＩＫＧＮＮＰｓ组与ＣＨＩ

ＫＧＮＭＰｓ组蛋白聚糖表达显著增加。这表明，在

动物体内与ＧＨＩ结合的ＫＧＮ成软骨能力得到了进

一步的增强。

４　总结与展望

随着组织工程的进一步发展，修复乃至再生软

骨并非遥不可及，ＫＧＮ并不是第１种被用于促进干

细胞分化的人工合成小分子，还有许多其他的小分

子被应用于各个领域来调节基因转录、影响细胞分

化等。这些小分子对于某些特定的组织来说可能非

常有用，比如软骨、神经组织这些难以移植的组织。

对于ＫＧＮ，未来可以研究的方向包括：（１）不同来源

的干细胞在加入ＫＧＮ后成软骨能力的比较；（２）

ＫＧＮ在成软骨方面与其他细胞因子是否存在协同

作用。目前，小分子化合物的研究仍然十分热门，这

给我们提供了许多新的方向，在不久的将来或许它

将成为一种新的治疗方式。
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