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Wnt信号通路调控干细胞成软骨分化
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摘要      Wnt信号通路调控细胞增殖、再生、分化等多种细胞生物学过程。近年来研究表明, 
Wnt信号通路参与干细胞成软骨分化的起始、间充质的凝集、分化和肥大等一系列阶段。阐明其

具体机制对软骨损伤修复及软骨功能的维持十分重要。该文就经典和非经典Wnt信号通路调控干

细胞成软骨分化的研究进展进行综述。
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Abstract       The Wnt signaling transduction regulates diverse processes such as cell proliferation, regenration 
and differentiation. Recent studies have found that Wnt signaling pathway involved in a series stages of decision 
of differentiation, mesenchymal condensations, chondrogenic differentiation of stem cells and hypertrophy. Its 
mechanism is important to cartilage repair and cartilage function. This paper reviewed the progress in the canonical 
and non-canonical Wnt signaling pathway in the regulation of stem cell differentiation into cartilage.
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关节软骨属于透明软骨, 其营养供应和代谢产

物的排泄均需要通过关节液, 一旦发生损伤难以自

我修复和再生[1]。利用软骨组织工程技术将干细胞

定向分化成软骨细胞为关节软骨损伤的替代治疗

提供了可能[2]。研究表明, 许多细胞因子, 如转化

生长因子-β(transforming growth factor-β, TGF-β)家
族、骨形态发生蛋白(bone morphogenetic protein, 
BMP)家族、胰岛素样生长因子(insulin-like growth 
factor, IGF)、印度刺猬因子(Indian hedgehog, IHH)、
短多肽如甲状旁腺激素相关肽(parathyroid hormone 

related peptide, PTHrP)和 细 胞 外 信 号 调 节 激 酶

(extracellular signal-regulated kinase, ERK)抑制剂[3]

都参与诱导干细胞成软骨分化。此外, Wnt信号通

路也参与调控干细胞分化成骨和软骨分化[4]。然而, 
目前Wnt信号通路对干细胞成软骨分化作用效果及

其具体机制仍不十分明确, 而国内关于这方面的综

述尚少。

1   Wnt信号通路的概述
Wnt蛋白家族是一类在进化上高度保守的分
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泌型糖蛋白, 参与细胞增殖、再生、分化、极性

和细胞迁移等多种生物学过程[5]。Wnt信号通路

(图1)包括经典Wnt/β-catenin信号通路和非经典

通路。在经典Wnt信号通路中[6]无Wnt蛋白结合

时, 一部分β连环蛋白(β-catenin)与包膜上的E-钙
黏着蛋白(E-cadherin)结合参与细胞与细胞间的黏

附; 另一部分与结肠腺瘤样息肉蛋白(adenomatosis 
polyposis coli, APC)及核心蛋白(Axin)结合, 经酪

氨 酸 激 酶Iα(tyrosine kinaseIα, CKIα)和 糖 原 合 酶

激酶 -3β(glycogen synthase kinase-3β, GSK-3β)使
β-catenin磷酸化, 从而导致磷酸化的β-catenin经
泛素化和蛋白酶体降解, 进而使胞质中的游离

β-catenin浓度处于较低水平。当经典Wnt信号通

路被激活时, Wnt蛋白结合细胞表面受体卷曲蛋白

(frizzled protein, Fzd)和低密度脂蛋白受体相关蛋

白5/6(low density lipoprotein receptor related protein 
5/6, LRP5/6)通过酪蛋白激酶使散乱蛋白(dishevelled 
protein, Dvl)磷酸化, 反过来抑制GSK-3β活性。未

磷酸化的β-catenin在胞质中是稳定的并且转移

到细胞核中充当Tcf-Lef转录因子的共激活剂[7]。

β-catenin/Tcf-Lef转录活化调控许多目的基因, 如
Cyclin D1、c-jun、c-myc、E-cadherin和基质金属蛋

白酶基因(metal matrix proteinase, MMP)包括MMP7、
MMP26[8]。非经典Wnt信号通路主要指Wnt/Ca2+信

号通路和Wnt/PCP信号通路。非经典Wnt信号通

过活化RhoGTP酶控制细胞极性或者通过β-catenin
非依赖机制增加细胞内Ca2+浓度。平面细胞极性

(planar cell polarity, PCP)[9]途径调控上皮细胞的正交

极性活化小GTP酶RhoA和c-jun氨基末端激酶(c-Jun 
N-terminal kinase, JNK), 活化RhoGTP酶引起细胞骨

架和微管改变从而调控细胞形状和黏附功能。Wnt/
Ca2+通路[10]在发育的早期阶段调控细胞的移动, 其
中, Fzd似乎激活磷脂酶C和磷酸二酯酶以增加细胞

内游离钙和减少细胞内环鸟苷酸(cyclic guanosine 
monophosphate, cGMP)浓度。经典和非经典信号通

路都参与调控胚胎骨骼发育包括干细胞分化成软骨

和软骨细胞肥大成熟。

2   Wnt信号通路对干细胞的成软骨分化

的影响
在胚胎发育中, 软骨分化开始于软骨间质细胞

凝集成软骨结节, 随后分化成软骨细胞并产生软骨

特异性细胞外基质(extracellular matrix, ECM)蛋白

如II型胶原和蛋白聚糖; 最后, 软骨细胞经历一次单

向扩散形成有序的平行列, 退出细胞周期, 变成预肥

大、肥大的软骨细胞[11]。多种经典和非经典Wnt信
号通路成分在这个过程中发挥调节作用。

2.1   经典Wnt信号通路对干细胞成软骨分化的影响

经典信号通路主要由Wnt-1类, 如Wnt1、Wnt3a、
Wnt7a、Wnt8、Wnt8b等配体激活。病毒转染微

图1   Wnt信号通路

Fig.1   Wnt signaling pathway
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团培养小鸡胚胎间充质干细胞过程中, 持续表达

Wnt7a抑制干细胞的凝集[12]; 持续表达Wnt1[13]、

Wnt3a[14]、Wnt7a[13]或者Wnt14[15]能够抑制凝集的

间充质干细胞成软骨分化; Wnt8阻滞间充质干细胞

成软骨分化但促进其肥大[16]; Wnt9a阻滞其成软骨

分化和肥大[17]。然而, 在体内小鸡胚胎肢体发育过

程中, Wnt信号通路主要表现为抑制软骨分化的成

熟阶段[18]而非微团培养条件下的主要抑制软骨分化

的早期阶段。以上实验共同证明, 经典Wnt信号通

路在肢体发育过程中能抑制成软骨分化的不同阶

段, 包括间充质凝集阶段及其后的软骨分化成熟阶

段。然而, Yano等[19]用氯化锂(LiCl)处理或者腺病毒

转染持续激活成人骨髓间充质细胞核内淋巴增强

子-1(lymphoid enhancer factor-1, LEF-1), 能够促进干

细胞成软骨分化和肥大; 持续抑制LEF-1或者沉默

β-catenin则能够抑制LiCl的促进效果。类似地, 6-溴
靛玉红-3-肟(6-bromoindirubin-3-oxim, BIO)能激活

Wnt信号通路促进大鼠骨髓间充质干细胞体外成软

骨[20]。

因此, 在胚胎肢体发育过程中经典Wnt信号通

路主要表现出抑制软骨分化的效应, 而在成体干细

胞体外分化实验模型中激活经典Wnt信号通路主要

表现为促进成软骨分化效应。综上所述, 经典Wnt信
号通路对成软骨分化的调控作用可能与干细胞的来

源及所处实验条件密切相关, 还需进一步深入研究。

β-catenin是经典Wnt信号通路的关键信号分

子 [6]。Sox9[SRY (sex determining region Y)-box 9]
是一个决定软骨细胞命运所必需的高迁移率族

(high mobility group, HMG)转录因子, 也是间质祖

细胞成软骨分化早期阶段的标志[21]。β-catenin和
Sox9间的相互作用在干细胞成软骨分化过程中十

分重要。Akiyama等[11]研究发现, 软骨细胞中Sox9
过表达的突变小鼠出现的软骨发育异常表型与软

骨细胞中β-catenin被沉默小鼠相类似; 相反, 软骨

细胞中β-catenin稳定表达导致的表型改变与软骨

细胞中Sox9等位基因被沉默的小鼠相类似。一方

面, Sox9通过与β-catenin竞争结合Tcf-Lef位点抑制

β-catenin/Tcf-Lef的活化, 通过泛素化/26S蛋白酶体

通路形成Sox9-β-catenin复合物促进β-catenin降解, 
共同作用于wnt信号通路下游靶基因细胞周期蛋白

D1(CyclinD1)引起软骨细胞增殖抑制和延迟软骨细

胞肥大; 另一方面, Sox9-β-catenin复合物的形成反

过来引起Sox9的降解, 从而抑制软骨分化但加速软

骨肥厚性分化。Sox9表达和经典Wnt信号通路之间

的相互抑制表明软骨细胞的分化可能是由一个正反

馈循环机制调控: 首先, 抑制经典Wnt信号通路引起

Sox9的表达, 而Sox9进一步抑制Wnt信号和成骨分

化从而促进软骨细胞的完全分化[22]。综上所述, 经
典Wnt信号通路与Sox9之间的动态平衡对于干细胞

成骨或者成软骨分化可能起决定性作用, 抑制Wnt/
β-catenin信号可能是促进干细胞成软骨细胞对抗成

骨细胞分化的关键因素, 从而参与管理软骨细胞增

殖和分化。

β-catenin还是一种通过钙黏着蛋白作用于细胞

间黏附的胞质蛋白, 其中钙黏着蛋白是软骨间充质

凝集过程中细胞间相互作用的重要分子, 它在软骨

发育过程中参与形成钙黏着蛋白连环蛋白–肌动蛋

白黏附复合物[23]。Catenin蛋白能够分层次与N-钙
黏着蛋白相互作用: β-catenin结合N-钙黏着蛋白的

胞质尾端随后结合α-catenin, 而后者锚定肌动蛋白

细胞骨架复合物从而调节间充质干细胞的变形和

迁移[24]。类似的是, LiCl抑制GSK-3β增加β-catenin
的积聚, 从而通过稳定细胞与细胞间黏附抑制成

软骨分化[25]; 在小鸡微孔培养系统中, Wnt3a或者

β-catenin的积聚通过稳定细胞与细胞间的黏附抑制

软骨形成, 而这种作用要依赖β-catenin蛋白本身, 但
是不需要β-catenin的转录活化[26]。因此, 经典Wnt信
号通路还通过钙黏着蛋白参与干细胞成软骨分化。

总之, 在胚胎发育过程中经典Wnt信号通路

通过β-catenin与Sox9相互作用抑制软骨细胞外基

质相关基因如蛋白聚糖、COL2等基因表达; 通过

β-catenin作用于下游靶基因Tcf-Lef抑制CyclinD1, 进
而抑制软骨细胞增殖; 通过钙黏着蛋白稳定细胞与

细胞间黏附抑制成软骨分化, 从而共同调控干细胞

成软骨分化。

2.2   非经典Wnt信号通路对干细胞成软骨分化的

影响

非经典Wnt信号通路主要由Wnt5a类, 如Wnt4、
Wnt5a、Wnt11等激活。携带Wnt5a功能缺失的突变

小鼠表现出肢体生长的缺陷[27]。携带Wnt受体ror2
灭活的小鼠与Wnt5a–/–小鼠表型相似, 而ror2是通过

非经典Wnt信号通路转导信号[9]。同样地, 体外病毒

转染微团培养小鸡胚胎间充质干细胞中, Wnt5a和
Wnt5b在体外通过增加软骨结节形成促进早期成软
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骨[16], 同时通过差异性调节细胞周期蛋白D1和p130
的表达协调软骨细胞增殖和分化[28]。过表达Wnt11
抑制间质干细胞增殖导致周期G0/G1期阻滞, Wnt11

转染的间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)
蛋白聚糖和II型胶原表达水平明显增加[29]。过表达

Wnt3a促进BMSCs增殖, 抑制其成软骨分化, 同时, 
引起经典Wnt信号通路β-catenin表达上调、胞质中

钙离子浓度升高, 并导致磷酸化CaMKII浓度增加; 
经典途径阻滞剂Dickkopf(DKK1)处理后BMSCs增殖

回归到正常水平, 而成软骨分化还是处于低水平; 非
经典Wnt信号通路阻滞剂KN93处理后BMSCs增殖

能力不受影响, 而基质蛋白聚糖显著增加, COL2A1、
蛋白聚糖、 Sox9的mRNA水平显著上调[30]; 以上结果

表明, 持续表达Wnt3a可通过经典Wnt信号通路促进

BMSCs增殖, 但主要通过非经典的Ca2+/CaMKII信号

通路抑制BMSCs成软骨分化。在人骨髓间充质干细

胞成软骨分化集落培养中, Wnt4和Wnt5a广泛分布在

体外成软骨过程中的晚期阶段(14 d和21 d), 并且与

II型、X型胶原的表达同步; 而多孔海绵胶培养免疫

定位显示II型和X型胶原在培养第7 d表达, Wnt4和
Wnt5a在整个hMSCs/明胶海绵结构外围整个过程中

均匀分布, Wnt4、Wnt5a蛋白的不同时空表达模式

提示, 它们与人骨髓间充质干细胞体外成软骨分化

过程中II型、X型胶原合成并没有功能上的联系[31]。

因此, 可以证明非经典Wnt信号通路也参与成软骨分

化, 但其具体作用效果和作用机制还不是很明确, 并
且可能跟诱导的微环境密切相关, 还需进一步规范

实验模型使其接近于组织工程替代疗法的体内微环

境, 进而更好地促进干细胞治疗软骨疾病。

2.3   Wnt信号通路与其他信号通路共同作用于干

细胞成软骨分化

间质干细胞的分化是由信号网络协调激活调

控的[17]。Bradley等[32]研究发现, Wnt5b能够引起软

骨祖细胞迁移显著增加并调节成软骨培养团块的

大小, 而这个效果能被JNK抑制剂阻滞, 但不能被其

他Wnt5b反应因子抑制剂阻滞, 表明Wnt5b能够通

过JNK依赖途径调节细胞迁移调节软骨的分化; 体
外运用TGFβ诱导人骨髓间充质干细胞分化成软骨

细胞, TGFβ激活TGFβ/Smad通路基因, 同时, 上调

Wnt2、Wnt4、Wnt5a、Wnt7a、Wnt10a和Wnt共受

体LRP基因表达, 表明TGF-β能够激活Wnt信号通路

促进hBMSCs成软骨分化[33]; BMP2能够通过激活

p38丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein 
kinase, MAPK)促进小鸡肢芽间质干细胞成软骨分

化, 后者反过来下调Wnt7a/β-catenin信号通路, 进而

上调Sox9蛋白的表达, 从而促进其成软骨分化[34]。

此外, Wnt/β-catenin信号通路通过干细胞的更新和

增殖直接控制干细胞数量, 通过平衡成纤维细胞生

长因子(fibroblast growth factor, FGF)和BMP信号通

路间接调节细胞谱系专向成骨/成软骨分化[35]。因此, 
JNK信号通路、TGFβ/Smad信号通路、P38MAPK
信号通路、FGF信号通路均与Wnt信号通路相互作

用从而调控干细胞成软骨分化。

3   Wnt调控软骨细胞的成熟和肥大
分化的软骨细胞永久地保持软骨细胞的属性

是软骨细胞工程需要解决的关键问题之一。而Wnt
信号在调控软骨细胞成熟肥大过程中十分重要。过

表达Wnt8c、Wnt9a和β-catenin能够上调X型胶原蛋

白[36]。TGF-β诱导间充质干细胞C3H10T1/2微团培

养成软骨分化3周, DKK1抑制经典Wnt信号通路导

致II型胶原和蛋白聚糖表达增加但是并不影响X型

胶原的表达[37], 说明Wnt抑制剂并没有引起长时间

成软骨分化培养中软骨细胞的肥大。

对于非经典信号通路, Wnt5a在增殖和肥大软

骨细胞和软骨膜的边界表达, Wnt5b在预肥大软骨

细胞中表达[28]。强制表达Wnt5a和Wnt5b除了能

够促进早期软骨发生还能抑制软骨细胞的肥大成

熟[16]。Bradley等[38]认为, 非经典信号蛋白如Wnt5a
还通过激活磷脂酰肌醇3激酶(phosphoinositide 3 
kinases, PI3K)/蛋白激酶B(protein kinase B, PKB)
依赖途径抑制软骨细胞肥大。Runx2(Runt-related 
transcription factor 2)是骨生成的关键转录因子并

且能够结合骨钙素启动子中成骨细胞特异性作用

元件 (osteoblast-specific cisact-ing element, OSE2)、
Col1a1、骨涎蛋白 (bone sialo-protein, BSP)、骨桥

蛋白, Runx2还能调节软骨细胞的成熟和肥厚[36]。

对于Sox9杂合子突变小鼠胚胎的不同阶段的研究

证明, Sox9和Runx2控制软骨细胞的预肥大向肥大

的转型[39]。Sox9能抑制Runx2的反式激活, 相应的

Runx2对Sox9的反式激活发挥相应的抑制作用, 二
者之间的相互作用共同调控干细胞由成软骨分化向

肥大的转化[40], 而Sox9基因的表达与β-catenin密切

相关。此外, β-catenin/Tcf-Lef复合物还能促进Runx2
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表达引起软骨细胞肥大[36]。因此, 经典和非经典Wnt
信号通路都参与调控分化后的软骨细胞的成熟和肥

大。

4   结语与展望
综上所述, Wnt信号通路参与干细胞成软骨分

化起始决定、间充质的凝集及其后的成软骨分化和

肥大的所有阶段, 并且通过经典途径中的β-catenin
与Sox9、 CyclinD1、 Tcf-Lef 、Cadherin等基因相互

作用从而发挥调控作用, 通过非经典Ca2+/CaMKII
信号通路抑制BMSCs成软骨分化。Wnt信号通路

还与TGFβ/Smad、MAPK/P38、FGF等信号通路共

同调控成软骨分化及肥大。此外,  随着人口老龄化

进程加速和交通生活方式的改变, 由风湿性关节炎

(rheumatoid arthritis, RA)、骨关节炎(osteoarthritis, 
OA)及创伤引起的关节软骨损伤持续增加。传统的

治疗方案只能缓解疼痛、维持关节的功能, 但不能

恢复软骨的结构和生物力学特性。利用组织工程技

术将干细胞定向分化成软骨细胞用于替代受损的关

节软骨以期恢复受损软骨的结构和生物力学特性, 
从而更大程度的减轻疼痛改善患者生活质量, 延缓

关节退变及人工关节置换。由于成软骨分化同时受

经典和非经典信号通路及多种其他信号通路形成的

网络共同调控, 而这个调控网络受细胞内外多种因

素的影响, 其具体机制更是错综复杂。因此, 如何建

立稳定可靠的模仿体内的Wnt蛋白微量变化的模型

是今后进一步研究Wnt蛋白在软骨组织工程中的应

用需要解决的问题, 从而进一步规范试验模型使其

接近于组织工程替代疗法的体内微环境, 进而更好

地促进干细胞治疗软骨疾病。随着Wnt蛋白对软骨

分化作用具体机制的进一步研究, Wnt信号通路在

软骨组织工程中软骨组织的替代治疗过程中的应用

前景将会更加广阔。
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