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Notch-RBPJ-Col5a1 通路对股骨头坏死肉鸡骨髓间充质干

细胞分化的影响及调控机制研究 

摘要 

在肉鸡集约化养殖模式下，快速生长品系肉鸡腿病发病率持续上升，严重影响肉

鸡生产性能和动物福利。股骨头坏死（FHN）是集约化肉鸡养殖过程中最常见、最重

要的腿病之一。FHN 常见于 4~6 周龄肉鸡，临床特征主要表现为病鸡不能正常站立和

行走，跛行严重，关节软骨损伤，生产性能下降，对养殖业造成较大经济损失，因此

深入研究其发病机制及致病机理对该病的有效防控具有重要意义。研究表明，FHN 的

发生与骨髓间充质干细胞（BMSCs）活性降低、数量减少、成脂及成骨分化失衡等密

切相关。BMSCs 是起源于中胚层的成体干细胞，能够向组织损伤部位迁移和分化，从

而在组织愈合中发挥重要作用，是组织工程和细胞治疗中最常用的干细胞。然而，在

FHN 中，BMSCs 分化方向改变机制仍不甚明了。BMSCs 受多种信号通路的调节，其

中 Notch 信号通路参与调节 BMSCs 的增殖和分化，决定细胞命运。Notch 通路下游转

录因子 J-Kappa 的重组信号结合蛋白 1（RBPJ）可与 V 型胶原（Col5a1）的增强子结

合调控其转录从而调节干细胞的生态位。因此本试验首先明确了 FHN 肉鸡的血脂水

平、骨代谢标志物及软骨稳态的变化，发现 FHN 肉鸡来源的 BMSCs 分化方向改变，

并采用甲泼尼龙（MP）处理肉鸡BMSCs以探究Notch-RBPJ-Col5a1信号通路对BMSCs

分化的调控作用机制。 

试验 I 股骨头坏死肉鸡血脂水平、骨代谢标志物及关节软骨稳态研究 

为了研究 FHN 肉鸡的病因和机制，本试验采集了第 4、5 和 6 周龄肉鸡血液及骨

组织样本，并对其血脂水平、骨代谢标志物及关节软骨稳态的相关指标进行检测。结

果显示，与正常肉鸡相比，自发性 FHN 肉鸡的肝功能（丙氨酸氨基转移酶和天冬氨

酸氨基转移酶）和血脂水平（高密度脂蛋白和甘油三酯）显著改变，并且肝脏中出现

脂滴积聚，胫骨和股骨参数显示骨密度和骨强度发生显著变化。同时，骨代谢标志物

（骨钙素和骨碱性磷酸酶）发生显著变化。FHN 肉鸡关节软骨中软骨细胞分布不规则，

出现空泡，提示软骨稳态被破坏。TUNEL 染色显示，FHN 肉鸡关节软骨细胞凋亡率

显著高于正常肉鸡。qRT-PCR 检测结果显示 FHN 肉鸡关节软骨中蛋白聚糖和 II 型胶

原的 mRNA 水平降低，且苏木精和伊红（H&E）、甲苯胺蓝、阿利新蓝和番红 O-固绿

染色结果中观察到相同的变化。同时，FHN 肉鸡中蛋白激酶 RNA 样内质网激酶（PERK）
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激活核因子-红细胞 2 相关因子 2（Nrf2）/抗氧化响应元件（ARE）途径，导致内质网

应激。自噬通过 PERK 激活转录激活因子-4（ATF4），也可通过 CCAAT 增强子结合

蛋白同源蛋白（CHOP）激活凋亡。综上所述，自发性 FHN 肉鸡发生骨代谢及血脂水

平紊乱，关节软骨稳态失衡，并发生由内质网应激介导的氧化应激及细胞凋亡。 

试验 II FHN 肉鸡 BMSCs 分化水平变化及甲泼尼龙对肉鸡 BMSCs 的影响 

FHN 发生与 BMSCs 数量的减少和分化方向的改变密切相关。为进一步探究 FHN

的发病机理，本试验分离培养了肉鸡 BMSCs，并使用 MP 对其进行处理。首先通过流

式细胞术对 BMSCs 表面标志物进行检测，并采用多种染色方法对其进行鉴定。对来

源于 FHN 肉鸡和正常肉鸡的 BMSCs 进行成骨、成软骨及成脂诱导分化，然后进行茜

素红 S、阿利新蓝及油红 O 染色以评估分化水平的变化。结果显示来源于 FHN 肉鸡

的 BMSCs 成骨及成软骨分化能力较正常肉鸡减弱，而成脂分化能力增强。Western 

blotting 结果显示来源于 FHN 肉鸡的 BMSCs 成骨及软骨代谢相关蛋白 Col2a1、蛋白

聚糖及骨形态发生蛋白-2（BMP2）的蛋白表达水平较正常肉鸡显著下调，而基质金属

蛋白酶（MMP13）的蛋白水平显著升高，表明 FHN 肉鸡的股骨头组织中成骨及软骨

代谢水平较正常肉鸡显著下降。本试验通过 CCK-8 法筛选 MP 处理的最佳浓度及时

间，对 MP 处理的 BMSCs 进行成骨、成软骨及成脂诱导分化和染色观察，结果显示

MP 处理引起 BMSCs 成骨及成软骨分化能力降低，而成脂分化能力增强。qRT-PCR 检

测到成骨及软骨代谢的相关基因，如 Col2a1、蛋白聚糖、BMP2 和 Runt 相关转录因

子 2（Runx2）的 mRNA 表达水平在 MP 处理时显著下调，而 MMP9 则极显著增加。

此外，Col2a1、蛋白聚糖、BMP2 和 Runx2 的蛋白表达水平也显著下降。上述结果表

明 MP 处理可降低 BMSCs 的成骨及成软骨分化能力，而提高其成脂分化能力，这与

FHN 肉鸡来源的 BMSCs 分化水平变化一致。  

试验 III Notch 通路对 FHN 肉鸡中 BMSCs 分化的调控作用 

由于 FHN 肉鸡来源的 BMSCs 成骨及成软骨分化水平下降，成脂分化能力提高，

因此本试验旨在探讨 FHN 发生发展过程中 Notch-RBPJ 信号通路对 BMSCs 分化的调

节作用，并用 Notch 通路激活剂齿状蛋白 1（JAG-1）/抑制剂（γ 分泌酶抑制剂，DAPT）

对 BMSCs 进行处理。qRT-PCR、Western blotting 检测 FHN 肉鸡的股骨头组织及 MP

处理的 BMSCs 中 Notch 通路相关基因及蛋白表达情况，发现 FHN 肉鸡的股骨头组织

及 MP 处理的 BMSCs 中均出现 Notch 通路的激活。JAG-1 可加剧 MP 所引起的 BMSCs

成骨及成软骨能力的下降，而 DAPT 可逆转暴露于 MP 所造成的 BMSCs 成骨及成软

骨能力减弱。表明 FHN 肉鸡的股骨头组织中 Notch 通路被激活，导致 BMSCs 成骨及

成软骨能力减弱，同时 Notch 通路能够调控 MP 对 BMSCs 的分化的作用。 
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试验 IV Notch-RBPJ 通路通过 Col5a1 调控肉鸡 BMSCs 分化 

为探究肉鸡 FHN 的发病机制，本试验通过对发病肉鸡股骨头组织进行 RNA 测序

（RNA-seq）分析筛选差异表达基因，设计并转染 si-Col5a1、si-RBPJ 以及使用 Notch

通路激活剂（JAG-1）/抑制剂（DAPT）处理肉鸡 BMSCs。首先通过 Cytoscape 软件

及在线网站 String 筛选 RNA-seq 数据中差异表达基因，并通过韦恩图交叉选出关键基

因 Col5a1。通过 qRT-PCR、Western blotting 及间接免疫荧光染色试验检测发病肉鸡的

股骨头组织及 MP 处理的 BMSCs 中 Col5a1 的 mRNA 及蛋白表达情况。结果显示，

发病肉鸡及 MP 处理的 BMSCs 中 Col5a1 表达水平均发生显著变化。为探究 Col5a1

对 BMSCs 成骨及软骨代谢的调控作用，转染 si-Col5a1 并检测相关蛋白表达情况，结

果显示干扰 Col5a1 表达后，能够缓解 MP 引起的成骨能力下降，但对 Notch 通路相关

蛋白表达水平无显著影响。而采用 JAG-1/DAPT 处理 BMSCs 后，能够分别提高/降低

Col5a1 的蛋白表达水平，转染 si-RBPJ 能显著降低 Col5a1 的蛋白水平及免疫荧光强

度。同时，转染 si-RBPJ 能够缓解 MP 导致的细胞分化水平变化，转染 si-Col5a1 也能

够发挥缓解作用。综上所述，FHN 肉鸡的股骨头组织中 Col5a1 发生显著变化，并且

Col5a1 能够调节 MP 对肉鸡 BMSCs 分化的影响，而这一过程受 Notch-RBPJ 通路调

控。 

 

关键词：股骨头坏死；Notch-RBPJ-Col5a1 通路；骨髓间充质干细胞；分化；肉鸡
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THE EFFECT AND REGULATORY MECHANISM OF 

NOTCH-RBPJ-COL5A1 PATHWAY ON THE 

DIFFERENTIATION OF BONE MARROW MESENCHYMAL 

STEM CELLS IN BROILERS WITH FEMORAL HEAD 

NECROSIS 

ABSTRACT 

The incidence of leg disease in fast-growing broiler strains has increased under intensive 

broiler farming, which seriously affects broiler performance and animal welfare. Femoral 

head necrosis (FHN) is one of the most common and important leg diseases in the process of 

intensive broiler farming. FHN is particularly in from 4~6 weeks of age broilers, and its 

clinical characteristics are mainly characterized by the inability of the diseased broilers to 

stand and walk normally, severe lameness, damage to joint cartilage, and reduced production 

performance, which causes large economic losses to the breeding industry. Therefore, the in-

depth study of its pathogenesis and pathogenic mechanism is of great significance for the 

effective prevention and control of the disease. Studies have shown that the development of 

FHN is closely related to the reduced activity, decreased number of bone marrow 

mesenchymal stem cells (BMSCs), and the imbalance of lipogenesis and osteogenic 

differentiation, which are adult stem cells of mesodermal origin that can migrate and 

differentiate to the site of tissue injury, thus playing an important role in tissue healing. And 

BMSCs are the most commonly used stem cells in tissue engineering and cell therapy. 

However, the mechanisms involved in the altered direction of differentiation of BMSCs in 

FHN are still poorly understood. BMSCs are regulated by multiple signaling pathways, 

among which the Notch signaling pathway is involved in regulating the proliferation and 

differentiation of BMSCs, determining cell fate. The recombination signal-binding protein 1 

for J-Kappa (RBPJ), a transcription factor downstream of the Notch pathway, binds to the 

enhancer of type V collagen (Col5a1) to regulates its transcription, thus regulating the stem 

cell ecological niche. Therefore, in this experiment, we first clarified the changes of lipid 
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levels, bone metabolic markers and cartilage homeostasis in FHN broilers, found that the 

differentiation direction of BMSCs from FHN broiler origin was altered. Methylprednisolone 

(MP) was used to treat broiler BMSCs to explore the regulatory mechanism of the Notch-

RBPJ-Col5a1 pathway on BMSCs differentiation.  

Experiment I Study on serum lipid levels, bone metabolic markers and articular 

cartilage homeostasis in femoral head necrosis broilers 

To investigate the etiology and mechanism of FHN in broilers, blood and bone tissue 

samples were collected from 4th, 5th and 6th week old broilers and tested for lipid levels, 

bone metabolic markers and related indicators of articular cartilage homeostasis. The results 

showed that liver function (alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase) and 

lipid levels (high-density lipoprotein and triglycerides) were significantly altered in FHN 

broilers compared to the normal broilers, and lipid droplet accumulation was observed in the 

liver, while tibia and femur parameters showed significant changes in bone mineral density 

and bone strength. At the same time, significant changes in bone metabolism markers 

(osteocalcin and bone alkaline phosphatase) occurred. Chondrocytes in the articular cartilage 

of FHN broilers were irregularly distributed and vacuolated, indicating a disruption of 

cartilage homeostasis. TUNEL staining showed that the apoptosis rate of articular 

chondrocytes in FHN broilers was significantly higher than that in normal broilers. The qRT-

PCR assay showed reduced mRNA levels of Aggrecan and type II collagen in the articular 

cartilage of FHN broilers, and the same changes were observed in hematoxylin and eosin 

(H&E), toluidine blue, alcian blue and safranine O-solid green staining results. Meanwhile, 

protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase (PERK) in FHN broilers activates the 

nuclear factor-erythroid 2 related factor 2 (Nrf2)/antioxidant response element (ARE) 

pathway, leading to ER stress. Autophagy activates transcription factor-4 (activated 

transcription factor-4, ATF4) through PERK, and can also activate apoptosis through 

CCCAT-enhancer binding protein homologous protein (CHOP). In conclusion, spontaneous 

FHN broilers have disturbed bone metabolism and lipid levels, imbalanced articular cartilage 

homeostasis, and endoplasmic reticulum stress-mediated oxidative stress and apoptosis. 
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Experiment II Changes in the differentiation level of BMSCs in FHN broilers and the 

effect of methylprednisolone on broiler BMSCs 

The occurrence of FHN is closely related to the reduction in the number of BMSCs and 

the change in the direction of differentiation. To further investigate the pathogenesis of FHN, 

broiler BMSCs were isolated and cultured in this experiment, and MP was performed on 

them. The surface markers of BMSCs were first detected by flow cytometry and identified 

by multiple staining methods. BMSCs from spontaneous FHN broilers and normal healthy 

broilers were subjected to osteogenic, chondrogenic and lipogenic induction of 

differentiation, and then stained with alizarin red S, alcian blue and oil red O to assess the 

changes in differentiation levels. The results showed that the osteogenic and chondrogenic 

differentiation ability of BMSCs from FHN broilers was weaker than that of normal broilers, 

while the lipogenic differentiation ability was enhanced. The results of Western blotting 

showed that the protein expression levels of Col2a1, Aggrecan and bone morphogenetic 

protein-2 (BMP2) were significantly down-regulated and matrix metalloproteinase (MMP13) 

was significantly increased, indicating that the osteogenic and chondrogenic metabolism 

levels in femoral head tissues of FHN broilers were significantly decreased compared with 

those of normal broilers. The optimal concentration and time of MP treatment were screened 

by CCK-8 method. Osteogenic, chondrogenic and lipogenic differentiation was induced in 

BMSCs exposed to MP and observed by staining. The results showed that MP treatment 

caused a decrease in osteogenic and chondrogenic differentiation and an increase in lipogenic 

differentiation in BMSCs. The mRNA levels of genes related to osteogenesis and 

chondrogenesis, such as Col2a1, Aggrecan, BMP2 and runt-related transcription factor 2 

(Runx2), were significantly down-regulated by MP treatment, while MMP9 was highly 

significantly increased, as detected by qRT-PCR. In addition, the protein levels of Col2a1, 

Aggrecan, BMP2 and Runx2 were also significantly decreased. The above results indicated 

that MP treatment reduced the osteogenic and chondrogenic differentiation ability of BMSCs 

and increased their lipogenic differentiation ability, which was consistent with the changes in 

differentiation levels of FHN broiler-derived BMSCs. 
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Experiment III Regulatory effect of Notch pathway on the differentiation of BMSCs in 

FHN broilers 

Since spontaneous FHN broiler-derived BMSCs have decreased levels of osteogenic 

and chondrogenic differentiation and increased lipogenic differentiation, this experiment 

aimed to investigate the role of the Notch-RBPJ pathway in regulating the differentiation of 

BMSCs during the development of FHN. The BMSCs were treated with Notch pathway 

activator dentin 1 (Jagged-1, JAG-1)/inhibitor (γ-secretase inhibitor, DAPT). qRT-PCR, 

Western blotting were used to detect Notch pathway-related genes and proteins expression in 

femoral head tissues of FHN broilers and BMSCs exposed to MP, and found that activation 

of Notch pathway occurred in femoral head tissues of FHN broilers and MP treated-BMSCs. 

JAG-1 exacerbated the decrease in osteogenic and chondrogenic capacity of BMSCs induced 

by MP, whereas DAPT reversed the reduced osteogenic and chondrogenic capacity of 

BMSCs treated by MP exposure. It was shown that the Notch pathway was activated in the 

femoral head tissue of FHN broilers, resulting in reduced osteogenic and chondrogenic 

capacity of BMSCs, while the Notch pathway was able to regulate the role of MP on the 

differentiation of BMSCs. 

Experiment IV Notch-RBPJ pathway regulates the differentiation of broiler BMSCs 

through Col5a1  

To explore the pathogenesis of FHN in broilers, this experiment screened differentially 

expressed genes by RNA-sequencing (RNA-seq) analysis of femoral tissues of affected 

broiler chickens, designed and transfected with si-Col5a1, si-RBPJ and treated broiler 

BMSCs with Notch pathway activator (JAG-1)/inhibitor (DAPT). The key gene, Col5a1, was 

firstly screened by Cytoscape software and online website String, and selected by Venn 

diagram crossover. qRT-PCR, Western blotting and immunofluorescence staining assays 

were used to detect Col5a1 in femoral tissues of FHN broilers and MP-treated BMSCs. The 

results showed that the expression levels of Col5a1 were significantly altered in both diseased 

broilers and MP-treated BMSCs. To explore the regulation of Col5a1 on osteogenesis and 

cartilage metabolism in BMSCs, si-Col5a1 was transfected to detect the expression of related 

proteins. The results showed that interference with Col5a1 expression could alleviate the MP-

induced decrease in osteogenic ability, but had no significant effect on the expression level 

of Notch pathway-related proteins. In contrast, treatment with JAG-1/DAPT was able to 

increase/decrease the protein expression level of Col5a1, respectively, and transfection with 
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si-RBPJ significantly decreased the protein level and immunofluorescence intensity of 

Col5a1. Meanwhile, transfection with si-RBPJ was able to alleviate the changes in cell 

differentiation levels caused by MP, and transfection with si-Col5a1 was also able to exert 

alleviating effects. In conclusion, Col5a1 was significantly altered in femoral tissues of FHN 

broilers, and Col5a1 was able to regulate the effect of MP on the differentiation of broiler 

BMSCs, which was regulated by the Notch-RBPJ pathway. 

 

 

KEY WORDS: Femoral head necrosis; Notch-RBPJ-Col5a1 pathway; Bone marrow 

mesenchymal stem cells; Differentiation; Broiler 
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符号及缩略语的说明 

英文缩写 英文全称 中文全称 

ALB albumin 白蛋白 

ALP alkaline phosphatase 碱性磷酸酶 

BALP bone alkaline phosphatase 骨特异性碱性磷酸酶 

BCO bacterial chondronecrosis osteomyelitis 细菌性软骨坏死性骨髓炎 

BGP bone glaprotein 骨钙素 

BMD bone mineral density 骨密度 

BMP2 bone morphogenetic protein-2 骨形态发生蛋白-2 

BMSCs bone marrow mesenchymal stem cells 骨髓间充质干细胞 

Col5 type V collagen V 型胶原 

CTX type I collagen carboxy-terminal peptide I 型胶原蛋白羧基末端肽 

DLL delta like ligand Delta 样配体 

ECM extracellular matrix 细胞外基质 

FAS fatty acid synthase 脂肪酸合酶 

FHN femoral head necrosis 股骨头坏死 

FHS femoral head separation 股骨头分离 

FHSL femoral head separation with growth plate 

lacerations 

股骨头分离伴生长板撕裂 

GRP78 glucose-regulated protein 78 葡萄糖调节蛋白 78 

GSH-Px glutathione peroxidase 谷胱甘肽过氧化物酶 

HDL high-density lipoprotein 高密度脂蛋白 

Hes hairy and enhancer of split 发状分裂增强子 

HEY hairy/enhancer-of -split related 发状分裂相关增强子 
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英文缩写 英文全称 中文全称 

JAG-1 Jagged-1 齿状蛋白 1 

IRE-1α inositol-requiring enzyme-1α 肌醇激酶-1α 

LDLR low-density lipoprotein receptor 低密度脂蛋白受体 

MMP matrix metalloproteinase 基质金属蛋白酶 

MP methylprednisolone 甲泼尼龙 

mTOR mammalian target of rapamycin 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 

NICD notch intracellular domain Notch 胞内结构域 

PS presenilin 早老素 

qRT-PCR quantitative reverse transcription-

polymerase chain reaction 

实时荧光定量 PCR 

RBPJ recombination signal-binding protein 1 for j-

kappa 

J-Kappa 的重组信号结合

蛋白 1 

RNA-seq RNA-sequencing RNA 测序 

Runx2 runt-related transcription factor 2 Runt 相关转录因子 2 

si-RNA small interference RNA 小干扰 RNA 

TGFβ1 transforming growth factor beta 1 转化生长因子 β1 

TNF-α tumor necrosis factor-α 肿瘤坏死因子-α 

TP total protein 总蛋白 

TRACP-5b tartrate resistant acid phosphatase 抗酒石酸磷酸酶 5b 

μM micromole per liter 微摩尔每升 
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第一章  文献综述 

1  国内外研究进展 

随着禽类肉制品需求的不断增加，肉鸡养殖模式发生了根本变化（Dinev et al., 

2019; Kuttappan et al., 2016）。集约化养殖模式极大提高了肉鸡的饲料利用率和生产性

能，与 20 世纪 60 年代相比，当前肉鸡的生长速度提高了 300%（Dinev et al., 2019）。

这虽然极大地提高了肉鸡养殖生产效率及经济效益，但由于高强度的快速生长，肉鸡

腿病的发病率也逐年增加，对肉鸡行业的经济效益及动物福利产生了较大的影响（李

鹏飞，2015; Olkowski et al., 2011; Sanchez-Rodriguez et al., 2019）。基于此，骨骼疾病

成为当前家禽养殖业关注的主要疾病之一（Li et al., 2015）。肌肉及骨骼疾病是导致肉

鸡腿病的主要诱因（Packialakshmi et al., 2015）。股骨头坏死（femoral head necrosis, FHN）

是肉鸡最常见的腿病之一，严重影响肉鸡的生长发育。研究表明，在集约化肉鸡养殖

场，腿病的发生率约为 2%，而其中 FHN 的检出率高达 13.33%（Li et al., 2015）。该

病常影响 4~6 周龄肉鸡（Yu et al., 2020），其典型临床症状主要表现为病鸡常呈蹲卧姿

势，很少站立和行走，跛行严重，采食减少和生产性能显著下降。FHN 的发生为多种

因素相互作用的结果，包括脂代谢紊乱、骨髓细胞肥大、血管内凝血、骨髓间充质干

细胞（Bone marrow mesenchymal stem cells, BMSCs）活性及数量减少等（Li et al., 2015; 

Packialakshmi et al., 2015; Seamon et al., 2012; Wideman et al., 2012）。 

BMSCs 可向成脂细胞、成骨细胞和成软骨细胞分化，是多种疾病细胞疗法和基因

疗法的重要工具细胞。骨骼作为一种动态组织，通过成骨细胞及破骨细胞的相互作用

不断重塑（Palumbo et al., 2021）。BMSCs 向成骨细胞和脂肪细胞的分化与维持正常的

骨稳态密切相关，其向脂肪细胞分化优于成骨细胞分化可直接导致骨形成/吸收失衡，

并最终导致骨质流失，引发骨坏死（Duque, 2008; Lee et al., 2006）。由于 BMSCs 良好

的增殖及分化能力，使其成为了研究 FHN 发病机制的常用细胞之一（Miyaki et al., 

2018）。 

Notch 通路是多细胞生物体内一类高度保守的信号通路，通过参与细胞间相互作

用介导外界环境对细胞的影响和调控，在生物体的早期发育中程序性地操控细胞命运

和组织的分化（Chiba, 2006; Hilton et al., 2008）。Notch 通路在膜内成骨及软骨内骨化

中起着重要的调控作用（Chia et al., 2020; Dong et al., 2014; Sprinzak et al., 2021），能够

通过促进间充质干细胞（marrow mesenchymal stem cells, MSCs）的成骨分化从而调节

膜内成骨。研究表明，肌肉干细胞中敲除 V 型胶原（type V collagen, Col5）基因可导
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致细胞异常进入细胞周期及干细胞库的减少，这一过程受 Notch-RBPJ 通路调控，此

外，Notch-RBPJ 通过控制 Col5 进而调控干细胞生态位（Baghdadi et al., 2018）。 

1.1  肉鸡股骨头坏死的研究进展 

1.1.1  肉鸡 FHN 

以快速增重为目标的集约化养殖模式增加了肉鸡营养代谢病的发病率，如肺动脉

高压、脂肪肝综合征和腿病等，给肉鸡养殖的经济效益和动物福利带来重大影响

（Ytrehus et al., 2007）。肉鸡体重快速增长显著改变了身体重心，使股骨近端易受到剧

烈运动的影响（Paxton et al., 2014），同时伴随着骨骼过度生长和发育代谢紊乱，增加

了骨骼疾病的发病率（Julian, 2005; Sanchez-Rodriguez et al., 2019; Williams et al., 2004）。 

FHN 是肉鸡最常见的腿病之一。剖检特征为骨骺和关节软骨分离，小梁骨坏死，

最后发生软骨下骨折。根据严重程度，可分为股骨头分离（femoral head separation, FHS）

或股骨头分离伴生长板撕裂（femoral head separation with growth plate lacerations, FHSL）

（Durairaj et al., 2009; Li et al., 2015; Liu et al., 2021; Liu et al., 2021）。 

 

图 1-1  自发性 FHN 及正常肉鸡股骨头解剖学结果（Liu et al., 2021） 

Fig. 1-1  The anatomical manifestations between spontaneous FHN and normal broilers 

A．正常股骨头；B．股骨头关节软骨与生长板未完全分离；C．骨骺完全断裂 

A. Normal femoral head; B. Femoral head Incomplete separation of articular cartilage and growth plate; C. Fracture of the 

epiphysis 

1.1.2  肉鸡 FHN 病因 

FHN 病因包括创伤性及非创伤性因素，创伤导致的 FHN 由笼养条件、抓捕、搬

运等因素所致（Packialakshmi et al., 2015）；而非创伤因素包括血管内凝血、环境因素、

遗传因素或代谢紊乱等（Li et al., 2015; Paludo et al., 2017; Seamon et al., 2012; Tullo et 
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al., 2017; Wideman et al., 2012; Yu et al., 2020; Zhang et al., 2017），其中营养状况、饲养

管理、养殖密度、遗传选育（快速生长的肉鸡品系）、感染（病原微生物感染）等与肉

鸡腿病发生密切相关（Herzog et al., 2011; Huang et al., 2017; Kense et al., 2011; Shahzad 

et al., 2014; Tullo et al., 2017）。 

1.1.2.1  感染因素 

肉鸡 FHN 可继发于细菌性软骨坏死性骨髓炎（ bacterial chondronecrosis 

osteomyelitis, BCO）（Wideman, 2016）。引发肉鸡 FHN 的致病菌主要包括葡萄球菌、

盲肠球菌和大肠杆菌（周振雷等，2019; Marie et al., 2011）。由于肉鸡身体结构的特殊

性，长期施加的机械应力使软骨层之间和软骨层内产生骨软骨裂隙或微骨折

（Szafraniec et al., 2022）。骨软骨裂隙常横断局部血管，同时软骨层受压引起的血流缓

慢、血栓形成和局部血液循环不足引起局灶性缺血性坏死（Dinev, 2009; Ytrehus et al., 

2007）。细菌可以通过皮肤、黏膜伤口进入肉鸡体内，由血液循环到达生长板端血管

（Dinev, 2012; Wideman, 2016），这一过程常发生于机体非特异性免疫力受损薄弱时

（Huff et al., 2000; McNamee et al., 2000; Wideman et al., 2012）（图 1-2）。 

 

图 1-2  细菌通过机械应力过大产生的骨软骨裂隙引发 BCO 机制图（Wideman, 2016） 

Fig. 1-2  Mechanism diagram of BCO caused by bacteria through osteochondral cracks caused by 

excessive mechanical stress 

葡萄球菌是禽舍常见致病微生物，存在于垫料、灰尘、空气及养殖场设备中，可

能污染饲料、孵化器等（Arufa et al., 2017; Rodgers et al., 2003; Szafraniec et al., 2022）。

相关研究显示蛋壳表面金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球菌的感染率分别为 10.45%和

20.45%（Pondit et al., 2018）。这些微生物是粪便微生物及环境微生物的混合体（Maki 

et al., 2020; Trudeau et al., 2020），葡萄球菌约占 1.09%。Just 等从空气中分离出最常见
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的细菌是葡萄球菌（Just et al., 2012）。在家禽中，葡萄球菌通常引起局部和慢性感染，

极少导致全身性和急性感染（Director, 2017）。 

葡萄球菌具有广泛的毒力因子（Wright et al., 2010），通过粘附素附着在宿主细胞

的细胞外基质上（Chavakis et al., 2005），从而定殖于骨骼和关节，这是细菌成功感染

的第一步。除了将细菌粘附到细胞外基质外，一些粘附素还能够操纵宿主的免疫反应，

并促进细胞内化作用（Clarke et al., 2006）。纤连蛋白能够结合胶原蛋白、纤维蛋白、

弹性蛋白等多种组分，这在细菌与宿主细胞的粘附过程中至关重要，且能够触发细胞

内化（Hauck et al., 2006），而其与 I 型胶原的结合是导致金黄色葡萄球菌血源性传播

的重要原因（Xu et al., 2004）。 

肠球菌属是兼性厌氧、革兰氏阳性、过氧化氢酶阴性球菌，它是哺乳动物及禽类

胃肠道菌群的成员之一（Kense et al., 2011; Laurentie et al., 2023）。盲肠肠球菌是一种

新出现的禽类致病菌，可导致骨髓炎、脊柱炎和股骨头坏死，严重时可导致动物死亡

（Herdt et al., 2009）。大肠杆菌也是引起肉鸡 FHN 的主要致病菌（Wijesurendra et al., 

2017），它们能进入机体循环系统并定殖，从而引起肉鸡 BCO 或继发性 FHN。 

同样，肉鸡病毒感染也会导致其死于股骨继发性细菌感染或 FHN（Jones et al., 

1993）。肉鸡合并感染支原体与造成免疫抑制的病毒时，可导致其发生跛行（Ley et al., 

2010）；滑膜支原体可通过诱导软骨细胞凋亡增加肉鸡的 FHN易感性。最近有研究称，

股骨近端的微生物群与肉鸡 FHN 发展有重要关联（Wijesurendra et al., 2017）。 

1.1.2.2  非感染性因素 

集约化肉鸡养殖提高了饲料转化率和生长速度（Havenstein et al., 2003）。然而，

肉鸡大幅增重会使腿部受到的压力增加，从而导致各种腿部问题（Packialakshmi et al., 

2015）。缺乏运动和过度负重是集约化肉鸡养殖常见的、影响骨骼健康发育的主要因

素。体重的线性增加、股骨损伤、步态不稳和损伤也可导致肉鸡腿病的发生。 

1.1.2.2.1  营养因素 

禽类日粮中含有 6 种氨基酸和蛋白质以及 8 种维生素能够直接影响机体的骨骼发

育与腿病的发生（Edwards, 2000）。集约化养殖下肉鸡日粮中含有高水平的蛋白质、脂

肪及能量，而钙磷比例有所下降（Williams et al., 2000）。相关研究报道饲喂高水平维

生素 D 可以缓解腿部疾病的发生（Fleming, 2008; Whitehead et al., 2004; Whitehead et 

al., 2004）。生物素、叶酸、维生素、烟酸、胆碱和某些微量元素的缺乏，也常诱发腿

病。营养摄入不足或失衡，不利于骨骼的健康发育，引起软骨发育不良和腿病。 

1.1.2.2.2  生长因素 

在现代化集约养殖模式中，肉鸡体重迅速增加，主要特点为胸肌增长迅速，从而

改变了肉鸡的重心，使其腿部压力过大（Corr et al., 2003）。肉鸡腿骨生长主要通过骨
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干两侧生长板不断生长延长以及皮质骨的高度动态重塑增加骨直径（Wideman et al., 

2012）。在 5 周龄后，由于肉鸡进入快速生长期，股骨的增长速度无法与体重的增长

成比例增加（Applegate et al., 2002; Paxton et al., 2010; Paxton et al., 2013），从而引起股

骨头承载压力增大（Prisby et al., 2014; Wideman et al., 2012），最终导致股骨头血流及

动力学发生改变，生物力学结构遭到破坏并发生骨代谢紊乱（Liu et al., 2021）引发 FHN。 

1.1.2.2.3  环境因素 

在家禽养殖场中，孵化过程、饲养密度、光照周期、垫料质量、环境卫生、温度

和运输等因素都能够导致肉鸡发生应激反应（Mitchell et al., 1986; Packialakshmi et al., 

2015），影响肉鸡生长速度，并对骨骼发育产生不利影响。常规饲养时，肉鸡身体重量

分散于整个肢体，而铁丝网地板饲养会影响肉鸡站立姿势（Wideman et al., 2012），且

饲养密度过大会限制肉鸡的运动，从而增加肉鸡腿病的发病率（Hall, 2001）。 

1.1.3  肉鸡 FHN 的致病机制 

FHN 是一种进行性骨病，特征为骨细胞和骨髓细胞坏死、软骨下骨微骨折及严重

时发生股骨头塌陷，最终导致髋关节功能障碍（Guerado et al., 2016; Marciniak et al., 

2005; Mont et al., 2020）。创伤能够破坏血液流动并导致骨细胞死亡（Assouline-Dayan 

et al., 2002），因此是 FHN 的常见因素。此外，在搬运、捕捉等过程中，肉鸡受到外力

的冲撞而引起骨骼损伤，从而继发 FHN。微循环栓塞引起股骨头缺血是导致非创伤性

FHN 发生的重要因素，而血管灌注的恢复及坏死骨组织被新生骨组织替换的速度决定

了是否发生 FHN（Jones, 2001; Seamon et al., 2012）。目前，这一病理生理级联反应（图

1-3）发生顺序依次为脂肪细胞肥大化、骨内高血压、血管压迫和血栓形成、缺血、骨

髓和骨坏死、软骨下骨折，最终导致股骨头塌陷（Cui et al., 2021）。 
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图 1-3  非创伤性 FHN 和短暂性骨髓坏死的发病机制（Cui et al., 2021） 

Fig. 1-3  Pathogenesis of non-traumatic osteonecrosis and transient marrow necrosis 

1.1.3.1  骨髓脂肪细胞肥大和骨内高压 

皮质类固醇通过激活过氧化物酶体增殖物 γ 受体（peroxisome proliferator-activated 

receptor-γ, PPAR-γ）及抑制相关转录因子 2（run-related transcription factor 2, Runx-2）

运行，从而促进前脂肪细胞和 MSCs 分化为成熟脂肪细胞（Cui et al., 2006; Miyanishi 

et al., 2002; Motomura et al., 2005; Peckett et al., 2011; Wang et al., 1977）。皮质类固醇

（甲泼尼龙/地塞米松）通过增加骨髓脂肪细胞的脂质合成，诱导脂肪细胞肥大（Cui 

et al., 2006; Miyanishi et al., 2002; Motomura et al., 2005; Peckett et al., 2011; Wang et al., 

1977），而骨髓脂肪细胞体积的增加和/或脂肪细胞数量的增加能够诱发股骨近端骨内

压力升高，继而压迫骨内静脉窦，导致静脉微血管内凝血，最终造成股骨头血管受损、

血流缓慢（Koo et al., 1998）。Keracian 等人发现泼尼松龙能够导致血管栓塞，并引起

机体发生高脂血症，进而影响 FHN 的发生（Kerachian et al., 2009）。大量研究表明，

过量使用糖皮质激素会导致股骨头髓内组织发生高脂血症、脂肪沉积并引起脂肪栓塞，

这可能会导致 FHN 的发生并影响其发展（Kitajima et al., 2007; Song et al., 2017; Yin et 

al., 2006; Zhang et al., 2018）。 
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1.1.3.2  骨髓坏死 

血管内凝血导致股骨头内骨髓急性缺血。正常的骨髓腔内主要充满两种类型的细

胞，即骨髓脂肪细胞和造血细胞。骨髓脂肪细胞约占成人骨髓体积的 70%，而造血细

胞的数量随着年龄的增长而逐渐减少。骨髓细胞及造血细胞对缺血的耐受性不同

（Fondi et al., 2007）。造血细胞对缺血敏感，大多数会在缺血事件发生后 12 h 内死亡

（Fondi et al., 2007）。而骨髓脂肪细胞在造血细胞之后才会发生死亡，其细胞核约在

完全缺血后 48 h 消失。因此，骨缺血的初始微观迹象出现在骨髓，首先引起造血细胞

消失，随后发生脂肪细胞坏死。Fondi 等研究发现，当发生血管内凝血/血管生成受损

时，长时间缺血会造成骨细胞在 24~72 h 内死亡，并导致局灶性骨坏死（Fondi et al., 

2007）。 

1.1.3.3  血管内凝血及血管生成受损 

股骨头内发生的血管内凝血会引发纤维蛋白溶解。这种血管内凝血导致局部缺氧、

营养缺乏和骨髓坏死，最终激活血管生成。血管生成受损被认为是 FHN 发展的重要

因素。作为血管扩张剂的一氧化氮能够促进血管生成和骨形成，且内皮一氧化氮合酶

基因的多态性与 FHN 的发生相关（Glueck et al., 2008, Koo et al., 2006）。Kabata 等报

道发现皮质类固醇能够通过抑制血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor, 

VEGF）的产生，抑制血管生成（Kabata et al., 2008）。相关研究表明 VEGF 作为一种

血管生成蛋白能够促进软骨生成和骨形成过程，其遗传多态性与皮质类固醇相关的

FHN 发生发展有关（Kim et al., 2008; Lee et al., 2012）。因此，糖皮质激素或其他因素

能够引起骨髓内脂肪细胞肥大或数量增多导致骨内高压，继发骨髓坏死、血管内凝血

及血管生成受损，最终导致 FHN 的发生。 

1.1.4  肉鸡 FHN 的防控 

目前肉鸡 FHN 的防控措施包括保持禽舍洁净的环境，减少病原菌的累积，设置

合理的饲养密度、光照条件、营养条件等，不仅能够减少腿病的发生，而且对生产性

能有重要影响（Bizeray et al., 2002）。高密度饲养对肉鸡足垫健康和腿部行走不对称有

负面影响，减低饲养密度，平地放养可保持足垫和飞节健康，减少腿部行走不对称，

并提高肉鸡福利。此外，在刨花垫料上饲养的肉鸡跛行的发生率低于在铁丝网上饲养

的肉鸡腿病发生率（Wideman et al., 2012）。近年来，益生菌作为一种天然、安全、便

捷的微生态制剂（Al-Khalaifa et al., 2019），已用于家禽腿病的防治。预防性提供益生

菌，可以减少 BCO 的发生率（Wideman et al., 2015）。胃肠道是细菌侵入的主要途径，

可以在饮用水中添加抗生素如恩诺沙星等（Wideman et al., 2015）用于治疗。同时，加

强饮水卫生、种蛋卫生，孵化场卫生和肠道健康等卫生措施，也有助于减少腿病的发
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生（Weimer et al., 2021）。此外，在饲料中添加适量多不饱和脂肪酸或有机酸，可以改

善骨骼的骨量和骨密度（Hafeez et al., 2014; O'Connor-Robison et al., 2014）。 

1.2  骨髓间充质干细胞分化与骨代谢的研究进展 

1.2.1  骨髓间充质干细胞成骨作用 

骨髓间充质干细胞（Bone marrow mesenchymal stem cells, BMSCs）是一种存在于

骨髓组织中的具有免疫原性低、多向分化潜力的干细胞（Fu et al., 2019; Kuang et al., 

2019; Lee et al., 2021），其自我更新及增殖能力极强，能够分化为成骨细胞、软骨细胞、

脂肪细胞、肌细胞、神经细胞等多种细胞（图 1-4）（Chrostek et al., 2019; Liao et al., 

2021; Qi et al., 2017）。BMSCs 易于体外分离和扩增，具有旁分泌和免疫调节功能，其

能够迁移到损伤组织部位，并在某些因素的诱导下分化成组织中的特定细胞类型，重

建局部微环境（Raeth et al., 2014）。此外 BMSCs 在骨形成中也发挥重要作用（Lu et al., 

2020; Qiu et al., 2021），其受长非编码 RNA（Li et al., 2021; Li et al., 2021; Lian et al., 

2012; Qiu et al., 2021; Wang et al., 2022）、小非编码 RNA（microRNA, miRNA）（Lian 

et al., 2012）、外泌体（Yang et al., 2019; Zhou et al., 2022）、Wnt/β-Catenin 通路（Maeda 

et al., 2019）、BMP/Smad 通路（Lowery et al., 2018）、Notch 通路（Zamurovic et al., 2004）、

血管生成（Filipowska et al., 2017）、RNA 甲基化修饰及蛋白修饰（Feng et al., 2021）

等介导调控，并在治疗骨代谢相关疾病方面具有巨大潜力。 
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图 1-4  BMSCs 的分级（Gao et al., 2021） 

Fig. 1-4  Hierarchy of bone marrow mesenchymal stromal cells 

SSC，骨骼干细胞；MALP，骨髓成脂谱系前体细胞；BCSP，骨、软骨及基质干细胞；pre-Ad，前脂肪细胞；OPC，

骨祖细胞 

SSC, skeletal stem cell; MALP, marrow adipogenic lineage precursors; BCSP, bone, cartilage and stromal progenitor; pre-

Ad, pre-adipocyte; OPC, osteo progenitor cell 

1.2.2  BMSCs 与骨代谢 

骨骼系统由紧密相连但功能不同的组织组成，如骨骼、软骨和肌腱。骨骼由于矿

化基质的存在，结构坚固且坚硬，但其做用不仅限于保护重要器官或支撑身体，还作

为韧带、肌腱和肌肉的附着点以维持机体运动，并为骨髓中的造血组织提供场所

（Méndez-Ferrer et al., 2010; Zaidi, 2007）。骨骼由大约 10%细胞、60%无机基质及 30%

有机基质组成，其中无机基质主要包括羟基磷灰石，有机基质主要为 I 型胶原蛋白

（Arthur et al., 2020; Boskey et al., 2013; Feng et al., 2011; Pasteris et al., 2014）。骨骼内

微环境复杂，其中来源于造血谱系的破骨细胞，能够分解骨组织以移除陈旧和受损的

骨或释放钙以维持机体钙稳态；来源于间充质谱系的软骨细胞、成纤维细胞及成骨细

胞在塑形和重建骨组织的过程中发挥重要作用（Jiang et al., 2002）。骨髓腔内含有大量

造血细胞，并且具有分泌调节碳水化合物和矿物离子代谢的相关激素，提供大量的钙

和磷酸盐，调节全身矿物离子稳态等作用（Ono et al., 2019）。骨骼具有许多功能，这

些功能需要由多种不同类型的高度活跃分化细胞共同实现（Abeynayake et al., 2021; 
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Antebi et al., 2016; Carina et al., 2020; Herrmann et al., 2019; Shiu et al., 2018）。机体中，

骨通过塑形和重建过程维持动态平衡，以适应各种生理及病理刺激（Carina et al., 2020; 

Feng et al., 2011; Kimmel, 1993）。骨吸收和骨形成分别由破骨细胞和成骨细胞进行，

其活动由骨细胞协调并维持动态平衡（Palumbo et al., 2021）。骨骼在其生命周期经历

许多生物学上重要的步骤，如形态发生和发育，爆发性生长和功能成熟，适当的结构

和功能的维护及修复等。在周期的每一个步骤都需要不断分化的细胞，这样骨骼才能

变得更强大，同时维持其强度和功能。 

骨折愈合的生理过程主要包括初始炎症期，随后单核细胞衍生的单核破骨细胞前

体进入损伤部位。单核破骨细胞前体成熟后形成多核破骨细胞，能够吸收骨基质。随

后 BMSCs 和前成骨细胞被隔离、定位、整合并经历成骨分化和矿化等过程（Okada et 

al., 2020; Sivaraj et al., 2021）。骨形成包括三个阶段：增殖、分化和基质矿化（An et al., 

2016）。成骨细胞主要来源于具有强成骨分化潜力的 BMSCs（Marie et al., 2011）。在骨

重塑过程中（Palumbo et al., 2021），陈旧或受损骨组织被破骨细胞清除，随后生长因

子从骨基质中释放出来，诱导 BMSCs 向特定部位的募集、迁移并分化为成骨细胞，

最终在特定部位形成新骨以修复受损骨组织（Liu et al., 2018; Zhou et al., 2020）。碱性

磷酸酶（alkaline phosphatase, ALP）是一种骨特异性酶类，被认为是早期骨形成的标

志物，其表达与成骨细胞分化水平呈正相关。相关研究表明，ALP 的活性越高，成骨

细胞活性越强（Ching et al., 2017）。骨钙素（bone glaprotein, BGP）是骨组织的一种特

定蛋白质，其由成骨细胞合成和分泌，并大部分沉积与骨基质中，被认为是骨形成晚

期的标志物（Whyte, 1994）。 

骨折后坏死组织被去除，血管开始生成，随后 BMSCs 的浸润，促进软骨内骨化，

通过形成钙化软骨基质来稳定骨折部位。骨重建阶段利用破骨细胞分泌酸性物质吸收

未成熟的编织骨，形成骨吸收陷窝，随后成骨细胞移行至被吸收部位，分泌骨基质并

矿化形成新骨（Einhorn et al., 2015; Ghiasi et al., 2017; Schindeler et al., 2008）。在雌激

素缺乏、机械应力异常和药物副作用等条件下，骨形成和骨吸收的动态稳定性被破坏，

导致骨质疏松、骨折或骨不愈合等（Iqbal et al., 2018）。BMSCs 是成骨细胞的主要来

源（Lu et al., 2020; Qiu et al., 2021），不仅能够通过细胞增殖和分化直接替代和修复受

损组织，还通过旁分泌作用间接促进受损组织修复（Li et al., 2021; Richardson et al., 

2016）。因此，BMSCs 的细胞疗法被认为在治疗骨代谢相关疾病方面具有巨大潜力

（Xiao, 2017）。 
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1.2.3  BMSCs 成骨及成脂分化的调控因素 

由于 BMSCs 在骨形成、修复及软骨内骨化等方面能够通过定向迁移及分化发挥

重要作用，因此明确其分化的影响因素对治疗骨代谢疾病至关重要。BMSCs 分化由细

胞内转录因子（transcription factors, TFs）、信号通路和 microRNA 等因素调节。此外，

缺氧和机械刺激等也参与这一过程（图 1-5）（Gao et al., 2021）。 

对于成骨，TFs 通过增加成骨相关基因的表达来调节 BMSCs 的分化。Runt 相关

转录因子 2（runt-related transcription factor 2, Runx2）和成骨细胞特异基因（osterix）

是促进成骨细胞分化的两个关键 TFs（Augello et al., 2010）。由核心结合因子 β 增强的

Runx2 表达能够促进成骨细胞分化（Yoshida et al., 2002），而干扰 PPARγ 的活性能够

抑制 BMSCs 分化为脂肪细胞（Komori, 2006）。Wang 等研究发现 Runx2 的意外上调

会导致异位骨化（Wang et al., 2019）。同时，BMP2 是靶向 Runx2 / Cbfa1 的关键信号

通路，并对成骨具有重要影响（Javed et al., 2008）。Osterix 是 BMSC 成骨的另一个主

要 TFs，其在 Runx2 下游发挥作用，并且可以被 Runx2 激活（Nakashima et al., 2002），

从而发挥促进成骨的作用。 

对于脂肪生成，PPARγ 通过调节脂肪代谢相关基因的表达发挥作用，并具有促进

脂肪细胞生成而抑制成骨细胞分化的作用（Zhuang et al., 2016）。Kim 等研究发现

PPARγ 激动剂通过调节下游 Lipin-1 的表达诱导脂肪细胞分化（Kim et al., 2016），而

PPARγ 是一种分泌性 BMP 抑制剂（Gustafson et al., 2015）。Tang 等研究表明高浓度的

BMP2 加速成骨细胞分化，而低浓度的 BMP2 促进 C3H10T1/2 间充质细胞系中的脂肪

细胞形成（Tang et al., 2004）。 

此外，运动和振动等机械因素可以调节 BMSCs 的分化。研究表明攀岩运动显著

增加骨体积和成骨细胞数量，同时减少骨髓脂肪含量和脂肪细胞数量（Menuki et al., 

2008; Mori et al., 2003）。体内研究表明，低幅度机械振动能够上调 Runx2 并下调 PPARγ

（Luu et al., 2009），从而促进成骨。低幅度高频振动可能通过 Wnt/β-catenin 信号通路、

雌激素受体 α 信号通路和细胞骨架重塑提高 MSCs 的成骨分化水平（Haffner-Luntzer 

et al., 2018; Wang et al., 2020; Yi et al., 2020）。 
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图 1-5  BMSCs 分化调控机制图（Gao et al., 2021） 

Fig. 1-5  Differentiation regulation mechanism diagram of BMSCs 

1.2.4  BMSCs 与 FHN 

在过去 30 年，BMSCs 在组织工程和再生医学领域被广泛研究，如骨和软骨重建

以及伤口愈合等（Takam Kamga et al., 2020）。目前，BMSCs 是心血管、骨科和关节退

行性疾病的一种非常有前途的治疗选择（Chen et al., 2004; Horwitz et al., 2002; Horwitz 

et al., 1999; Koç et al., 2002; Shen et al., 2015; Strauer et al., 2002）。相关研究发现 BMSCs

具有改善骨形成和预防骨质流失和坏死的能力，以及改善先天性骨缺损和骨质疏松症

的能力（Ming et al., 2013; Mok et al., 2010）。骨坏死发生时，BMSCs 在骨修复中发挥

了重要作用。在生理条件下，BMSCs 的成骨和成脂分化之间存在动态平衡（Justesen 

et al., 2001; Kokabu et al., 2016; Yang et al., 2018），主要由 Runx2 和 PPARγ 调节（Fan 

et al., 2011; Miller et al., 2003）。Runx2 受 BMP2 调控，而 PPARγ 促进脂肪生成并抑制

成骨（James, 2013; Peng et al., 2009; Tontonoz et al., 1994; Valenti et al., 2011）。两种信

号通路同时调节不同的细胞因子，以调控 BMSCs 的分化水平（Li et al., 2003; Valenti 

et al., 2011）。FHN 是一种骨代谢异常疾病，其发病与 BMSCs 的活性及数量减少密切

相关（Hernigou et al., 1997; Hernigou et al., 1999; Shapiro et al., 2009）。同时也有研究发

现 BMSCs 脂肪生成与成骨之间的不平衡是 FHN 发生的原因之一（Li et al., 2005）。因

此，BMSCs 的增殖活性及细胞数量下降、成骨及成脂分化水平失衡等与 FHN 的发生

密切相关。 
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1.3  Notch 信号通路调控 BMSCs 分化的研究进展 

1.3.1  Notch 通路概述 

Notch 通路介导相邻细胞间的信号传导，能够决定细胞命运和功能（Artavanis-

Tsakonas et al., 1999; Chiba, 2006; Zhou et al., 2022）。在经典的 Notch 信号通路中（图

1-6），Notch 基因编码的单次跨膜蛋白—Notch 受体（哺乳动物中的 Notch1~4，禽类中

的 Notch1~2）在结合相邻细胞表面的配体（哺乳动物中的 Jagged1，2 和 Delta 样配体

（Delta like ligand, DLL）1，3，4；禽类中的 Jaggeg1，2 以及 DLL1，4）时经历连续

的蛋白水解切割（Schroeter et al., 1998），形成具有转录调节活性的 Notch 胞内结构域

（Notch intracellular domain, NICD）并从质膜释放，随后转移至细胞核，与 CSL 家族

的转录因子（哺乳动物中的 RBP-Jκ/CBF-1）相互作用并激活靶基因的转录（图 1-6）

（Dorsam et al., 2007; Kopan et al., 2009; Lemmon et al., 2010; Majumder et al., 2021; 

Siebel et al., 2017）。NICD 跨膜结构域的切割和释放由 γ 分泌酶复合物介导，该复合物

在哺乳动物中含有早老素 1（presenilin 1, PS1）或 2（PS2）共两种催化亚基（Kopan 

et al., 2000），研究发现移除 PS1 和 PS2 可完全消除 NICD 的产生及活性（Donoviel et 

al., 1999; Herreman et al., 1999）。Notch 信号作为保守且经典的通路，能够参与调控细

胞分化（Siebel et al., 2017）。 
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图 1-6  Notch 信号通路和治疗靶点（Zhou et al., 2022） 

Fig. 1-6  The Notch signaling pathway and therapeutic targets 

1.3.2  Notch 通路调控 BMSCs 分化 

Notch 信号通路能够调节 BMSCs 细胞的增殖和分化，影响骨组织的发育（Chia et 

al., 2020; Dong et al., 2014; Sprinzak et al., 2021）。在膜内骨化中，Notch 通路通过控制
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BMSCs 向成骨细胞的分化来调节这一过程（Hilton et al., 2008）。Notch 信号通过发状

分裂增强子（hairy and enhancer of split, Hes）或发状分裂相关增强子(hairy/enhancer-of 

-split related, HEY)蛋白降低 Runx2 的转录活性，进而抑制成骨细胞分化（Deregowski 

et al., 2006; Hilton et al., 2008; Sciaudone et al., 2003）。研究发现体内或体外过表达 NICD

时，成骨细胞分化及骨形成过程被抑制（Zanotti et al., 2016），表明 Notch 信号通路能

够抑制骨形成及成骨细胞分化。 

Notch 是一种转录激活剂，但 NICD/RBPJ 复合物与 Sox9 启动子结合则对 Sox9 转

录产生直接抑制作用（Canalis, 2005），这种作用也可能继发于 Notch 通路下游转录抑

制因子 Hes 和 HEY 的诱导。Notch 抑制体内软骨生成，其配体 DLL1 抑制鸡胚中的软

骨细胞分化，并抑制生长板中肥大区的形成（Crowe et al., 1999）。相关研究发现肢芽

间充质细胞中 Notch1 和 Notch2 共同缺失或 RBPJ 缺失时，能够导致松质骨的体积增

加，这可能继发于生长板中软骨细胞增殖及基质产生增加及间充质细胞向成骨细胞分

化的水平提高（Hilton et al., 2008; Tu et al., 2012）。同时研究表明 Notch 通路能够干预

小鼠软骨形成，其发现 Notch1 的 NICD 在肢芽间充质细胞中过度表达能够抑制小鼠

附肢骨骼中透明软骨的形成，且这种影响在 RBPJ 缺失小鼠中消除（Dong et al., 2010; 

Kohn et al., 2012），表明激活 Notch-RBPJ 经典通路能够抑制软骨细胞增殖和分化（Chen 

et al., 2013; Kohn et al., 2012; Mead et al., 2009）。 

1.4  Col5a1 研究进展 

胶原蛋白是细胞外基质中最丰富的蛋白，为长圆柱状，由 3 条多肽链彼此以超螺

旋的形式缠绕而成（van Kuppevelt et al., 1995），能够维持组织的结构完整性并调节各

种生物过程（Cescon et al., 2015）。V 型胶原（type V collagen, Col5）的亚型是由 α1

（V）、α2（V）和 α3（V）三条多肽链组成的异源三聚体（Sumpter et al., 2004; van 

Kuppevelt et al., 1995）。其主要亚型包含两条 α1（V）链和一个 α2（V）链，分别由

Col5a1 和 Col5a2 基因编码。Col5 是一种次要胶原纤维，其丰富度低于经典胶原蛋白，

但其作为 I 型胶原（type I collagen, Col1）的关键结构成分（Cescon et al., 2015），在调

节胶原纤维组装和横向生长（纤维生成）中起着关键作用，也是肌腱、韧带等组织的

主要成分（Collins et al., 2011; Wenstrup et al., 2004）。 

在体内，Col5 作为启动 Col1 形成原纤维的成核剂（Wenstrup et al., 2004），其部

分 N 端前肽突出于原纤维表面，能够限制异常的原纤维横向生长（Linsenmayer et al., 

1993）。在皮肤（Fan et al., 2021）、肌腱（Connizzo et al., 2016）和角膜（Sun et al., 2011）

等张力纤维组织中，Col5 的减少导致胶原纤维异常增厚，原纤维数量减少及机械性能

损伤。在 Col5a1 基因缺失小鼠中，由于 Col1 纤维生成能力不足，Col5a1 完全缺失会
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导致小鼠胚胎死亡（Wenstrup et al., 2004）。Chandrasekaran 等报道 Col5 的缺失导致纤

维层中细胞增殖和 β-catenin 表达减少，表明了 Col5 在维持髁突软骨祖细胞生态位中

的重要作用（Chandrasekaran et al., 2021）。Bi 等人通过分析去细胞化胰腺基质的蛋白

组学，确定了 Col5 能够诱导人多能干细胞分化为胰岛类器官（Bi et al., 2020）。Baghdadi

等人的研究发现小鼠卫星细胞中敲除 Col5a1 基因可引起细胞异常进入细胞周期并导

致干细胞库的减少，提示 Col5 是小鼠卫星细胞生态位的关键组成部分（Baghdadi et al., 

2018），并且 Notch-RBPJ 可通过控制 Col5a1 转录调控肌肉干细胞的生态位。 

2  本研究目的和意义 

股骨头坏死（FHN）是肉鸡养殖业中最常见、最重要的腿病之一，在世界各地均

有报道，其不仅显著降低生产性能，危害动物福利，同时严重影响肉鸡养殖经济效益。

骨髓间充质干细胞（BMSCs）是一种存在于骨髓组织中具有多项分化潜能的干细胞，

具有极强的生物学作用，能够改善骨形成、先天性骨缺损和骨质疏松症，并具有预防

骨质流失和坏死的功能。骨坏死发生时，BMSCs 在骨修复中发挥了重要作用，不仅能

够通过增殖及分化直接替代和修复受损组织，还能够通过旁分泌作用间接促进组织修

复。在生理条件下，BMSCs 成骨和成脂分化存在动态平衡，而二者失衡则导致 FHN

的发生。然而关于肉鸡 FHN 中 BMSCs 成骨及成脂分化失衡的机制仍不清楚，需要进

行深入研究。 

BMSCs 受多种信号通路调节，其中 Notch 信号通路能够调控其增殖及分化，决定

细胞命运。Notch 信号通路是进化中高度保守的信号传导途径，参与骨发育及稳态的

调节，在膜内成骨和软骨内骨化的过程中发挥着至关重要的调控作用。Notch 通路下

游转录因子 RBPJ 能够通过调节 V 型胶原（Col5a1）的表达进而调控干细胞分化。然

而，Notch-RBPJ 通路调控 Col5a1，影响 BMSCs 分化，继而干预肉鸡 FHN 发生的相

关作用机制尚不明确。 

因此，本试验以 FHN 肉鸡及甲泼尼龙（methylprednisolone, MP）处理的肉鸡

BMSCs 为研究对象，探究 FHN 肉鸡来源的 BMSCs 分化水平变化及潜在机制，挖掘

肉鸡 FHN 发生发展中的重要调控因子，明确 Notch-RBPJ-Col5a1 通路对肉鸡 FHN 中

BMSCs 分化的调控机制。本研究结果将为肉鸡 FHN 发病机理与诊断防控研究提供新

的理论和科学依据。 
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3  技术路线 
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第二章  股骨头坏死肉鸡血脂水平、骨代谢标志物及关
节软骨稳态研究 

随着市场对禽类肉制品需求的不断增加，肉鸡养殖已逐步从传统饲养转变为集约

化模式（Dinev et al., 2019; Kuttappan et al., 2016）。集约化养殖极大地提高了肉鸡生产

性能，但同时增加了肉鸡腿病的发病率（Julian, 2005; Olkowski et al., 2011; Sanchez-

Rodriguez et al., 2019）。股骨头坏死（FHN）是快速生长肉鸡最常见的腿病之一，4~6

周龄时发病率最高（Durairaj et al., 2009; Li et al., 2015; Liu et al., 2020; Yu et al., 2020）。

Zhang 等人报告 FHN 发生与软骨细胞的凋亡和内质网应激有关（Zhang et al., 2017; 

Zhang et al., 2019）。内质网由囊状、泡状和管状结构组成，可以不断地重新排列（Marchi 

et al., 2014; Rowland et al., 2012）。内质网应激由三个上游信号蛋白感知：肌醇需求酶

-1α（inositol requiring enzyme-1α, IRE1-α）、激活转录因子-6（activating transcription 

factor-6, ATF6）和 PERK。在生理条件下，这些跨膜蛋白与内质网中的伴侣葡萄糖调

节蛋白 78（glucose-regulated protein 78, GRP78）/免疫球蛋白结合蛋白（immunoglobulin 

binding protein, BiP）结合。当未折叠或错误折叠蛋白质在内质网中积累时，PERK、

IRE1α 和 ATF6 从 GRP78/BiP 中释放出来，激活未折叠蛋白反应（UPR）以协助折叠

积累的蛋白质（Gardner et al., 2011），这三个信号通路的过度激活诱导了细胞凋亡

（Morishima et al., 2011; Tabas et al., 2011）。由 PERK-真核启动因子 2α（eukaryotic 

initiation factor 2α, eIF2α）-ATF4 途径介导的内质网应激反应调节凋亡关键靶基因的表

达，如 CHOP（Brewer, 2014; Su et al., 2008）。在长期或过度的内质网应激反应下，内

质网无法恢复正常功能，最终导致细胞功能紊乱及凋亡（Ayaub et al., 2016; Hu et al., 

2018）。PERK/ATF4/CHOP 信号通路是诱导细胞凋亡的关键通路（Cao et al., 2012; Chen 

et al., 2014; Liu et al., 2016）。细胞凋亡是生理或病理条件下细胞死亡的一种主动模式

（Hou et al., 2020; Zhai et al., 2019），其典型特征是核分裂，DNA 降解，以及凋亡体的

形成（Dong et al., 2019）。 

内质网应激也能够诱导自噬的发生（Chen et al., 2019; Liu et al., 2020; Yorimitsu et 

al., 2006）。相关研究表明 ATF4 通过对自噬相关基因（autophagy related gene, ATG）如

ATG5、ATG7 和 ATG10 的转录调节从而诱导细胞自噬（B'Chir et al., 2013）。自噬是一

个细胞降解过程，通过分解聚集的蛋白质、未折叠/错误折叠蛋白或受损的亚细胞器恢

复代谢平衡（Glick et al., 2010）。在自噬启动阶段，Beclin1 是其关键蛋白，能够促进

自噬蛋白定位到自噬泡；在自噬的成熟阶段，LC3 通过与磷脂酰乙醇胺结合，并经过
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蛋白质泛素化的酶促反应形成自噬泡，从而发挥 LC3-II 的作用（Yang et al., 2015）。 

在发生内质网应激时，Nrf-2 被 PERK 激活，从而促进与氧化应激有关的基因的

表达（Brewer, 2014）。Nrf-2 蛋白与细胞质蛋白结合进入细胞核，导致相关基因的表达，

如抗氧化酶，超氧化物歧化酶（superoxide dismutase, SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶

（glutathione peroxidase, GSH-Px）及药物代谢酶等（Ma, 2013; Suzuki et al., 2013）。

SOD 和 GSH-Px 是这一途径中最重要的酶，能够提高机体抗氧化能力，减少活性氧

（reactive oxygen species, ROS）的毒害作用（Afshari-Kaveh et al., 2021; Ighodaro et al., 

2017）。本试验旨在比较研究 FHN 肉鸡与正常肉鸡中血脂水平、骨代谢标志物及软骨

稳态相关指标的变化，以期为肉鸡 FHN 的发病机理研究提供数据资料。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

1.1.1  主要仪器设备 

本章试验主要仪器设备及品牌信息见表 2-1。 

表 2-1 主要仪器设备 

Table 2-1 Main instrumentation 

设备名称 

Instrumentation 

型号 

Protuct model 

公司 

Company 

全波长酶标仪 BioTek 美国 Epoch 公司 

生化检测仪 BS-300 深圳迈瑞生物医药有限公司 

双能 X 射线骨密度仪 InAluzer 韩国 MEDIKORS 公司 

骨强度仪 Lloyd Instruments 英国 AMETEK 公司 

正置荧光显微镜 Nikon DS-Ri2 日本 Nikon 公司 

倒置显微镜 NikonECLIPSE50i 日本 Nikon 公司 

高速冷冻离心机 Legend Micro 17R 美国 Thermo Scientific 公司 

分光光度计 NanoDrop2000 美国 Thermo Scientific 公司 

PCR 仪 Mastercycler nexus X2 德国 Eppendorf 公司 

荧光定量 PCR 仪 ABI 7300 美国 ABI 公司 

微量移液枪 Eppendorf 德国 Eppendorf 公司 

超低温冰箱 Thermo scientific 美国 Thermo scientific 公司 

精密电子天平 XB124 上海精科实业有限公司 
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1.1.2  主要试剂 

本章试验主要试剂及品牌信息见表 2-2。 

表 2-2 主要试剂 

Table 2-2 Main reagents 

试剂名称 

Reagents 

公司 

Company 

鸡白介素-1β（IL-1β）ELISA 试剂盒 上海酶联生物科技有限公司 

鸡白介素-6（IL-6）ELISA 试剂盒 上海酶联生物科技有限公司 

鸡肿瘤坏死因子-α（TNF-α）ELISA 试剂盒 上海酶联生物科技有限公司 

鸡骨特异性碱性磷酸酶（BALP）ELISA 试剂盒 南京奥青生物技术有限公司 

鸡骨钙素（BGP）ELISA 试剂盒 南京奥青生物技术有限公司 

鸡 I 型胶原蛋白羧基末端肽（CTX）ELISA 试剂 南京奥青生物技术有限公司 

鸡抗酒石酸磷酸酶 5b（TRACP-5b）ELISA 试剂 南京奥青生物技术有限公司 

Trizol 南京奥青生物技术有限公司 

总蛋白（TP）生化检测试剂盒 深圳迈瑞生物股份有限公司 

白蛋白（ALB）生化检测试剂盒 深圳迈瑞生物股份有限公司 

丙氨酸氨基转移酶（ALT）生化检测试剂盒 深圳迈瑞生物股份有限公司 

天冬氨酸氨基转移酶（AST）生化检测试剂盒 深圳迈瑞生物股份有限公司 

碱性磷酸酶（ALP）生化检测试剂盒 深圳迈瑞生物股份有限公司 

钙（Ca）生化检测试剂盒 深圳迈瑞生物股份有限公司 

磷（P）生化检测试剂盒 深圳迈瑞生物股份有限公司 

甘油三酯（TG）生化检测试剂盒 深圳迈瑞生物股份有限公司 

总胆固醇（TC）生化检测试剂盒 深圳迈瑞生物股份有限公司 

高密度脂蛋白（HDL）生化检测试剂盒 深圳迈瑞生物股份有限公司 

低密度脂蛋白（LDL）生化检测试剂盒 深圳迈瑞生物股份有限公司 

HiScript II QRT Super Mix 南京诺唯赞生物有限公司 

ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix 南京诺唯赞生物有限公司 

4%多聚甲醛 武汉赛维尔生物有限公司 

TUNEL 检测试剂盒 武汉赛维尔生物有限公司 

中性树胶 国药集团化学试剂有限公司 

无水乙醇 国药集团化学试剂有限公司 

二甲苯 国药集团化学试剂有限公司 
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试剂名称 

Reagents 

公司 

Company 

石蜡 国药集团化学试剂有限公司 

EDTA 脱钙液 北京索莱宝科技有限公司 

三氯甲烷 国药集团化学试剂有限公司 

异丙醇 国药集团化学试剂有限公司 

苏木精&伊红染色试剂盒 武汉赛维尔生物有限公司 

阿利新蓝-核固红染色试剂盒 碧云天生物技术有限公司 

甲苯胺蓝染色试剂盒 北京索莱宝科技有限公司 

改良番红 O-固绿软骨染色试剂盒 北京索莱宝科技有限公司 

1.2  样品采集 

本试验按照科技部《实验动物指南》进行，并经南京农业大学动物管理与利用委

员会批准。采集江苏连云港某肉鸡养殖场的 4、5、6 周龄正常（Normal）肉鸡及自发

性股骨头坏死（FHS 及 FHSL）肉鸡（Ross 308），记录其临床症状，并于翅下静脉采

集血样，分离血清以进行生化分析及骨代谢水平检测。 

将肉鸡处死后，仰卧保定，分离腹股沟处皮肤和肌肉，随后使用手术刀切开关节

囊以完全暴露股骨头，观察并记录股骨头状态。根据 FHN 评分标准，将肉鸡分为正

常（Normal）组、FHS 组和 FHSL 组（Durairaj et al., 2009），其中 4~6 周龄肉鸡每组

分别采集 8 只以进行试验。 

1.3  血清生化指标分析 

使用迈瑞BS-300全自动生化分析仪测定健康肉鸡及FHN肉鸡血清中总蛋白（total 

protein，TP）、白蛋白（albumin, ALB）、丙氨酸氨基转移酶（alanine transaminase, ALT）、

天冬氨酸氨基转移酶（ aspartate aminotransferase, AST）、碱性磷酸酶（ alkaline 

phosphatase, ALP）、钙（calcium, Ca）、磷（phosphorus, P）、甘油三酯（triglyceride, TG）、

总胆固醇（total cholesterol, TC）、高密度脂蛋白（high-density lipoprotein, HDL）及低

密度脂蛋白（low-density lipoprotein, LDL）的生化水平。 

1.4  ELISA 检测 

使用 ELISA 试剂盒检测血清中骨特异性碱性磷酸酶（bone alkaline phosphatase, 

BALP）、骨钙素（bone glaprotein, BGP）、I 型胶原蛋白羧基末端肽（type I collagen 

carboxy-terminal peptide, CTX）和抗酒石酸磷酸酶 5b（tartrate resistant acid phosphatase, 
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TRACP-5b）水平，以反映肉鸡骨代谢水平；检测白介素-1β（interleukin, IL-1β）、IL-

6 和肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α, TNF-α）水平反映机体炎症水平。 

1.5  骨密度检测 

使用双能 X 射线骨密度仪对肉鸡胫骨和股骨进行快速扫描，其中高能参数设置为

80kVp/1.0mA，低能参数设置为 55 kVp/1.25mA，并通过 InAlyzer 1.0 图像处理系统对

采集的图像进行分析以确定骨密度（bone mineral density, BMD）水平。 

1.6  骨强度检测 

使用骨强度仪通过三点弯曲试验测量肉鸡胫骨和股骨的骨强度。将骨骼样本置于

工作平台上，并将仪器参数设置为预加载 5 N，垂直载荷以恒定 15 mm/min 的速率施

加，直至骨骼折断时停止测试。通过 NEXYGEN Plus 软件获得骨强度曲线，所获曲线

的最高点即为骨强度值（N）。 

1.7  股骨头关节软骨及肝脏组织形态学观察 

经 4%多聚甲醛固定完全的股骨头关节软骨组织置于流水中冲洗过夜，使用 10% 

EDTA 脱钙液对其进行脱钙处理（2 周）。脱钙完成的软骨组织及 4%多聚甲醛固定完

全的肝脏组织均在梯度乙醇中进行脱水，脱水完成后将组织置于二甲苯中进行透明操

作，最后将其包埋于石蜡。包埋后的组织蜡块通过切片机获得厚度为 5 μm 的切片后，

对肝脏组织切片进行苏木精和伊红（hematoxylin & eosin, H&E）染色，软骨组织切片

进行 H&E、阿利辛蓝、甲苯胺蓝和番红 O-固绿染色，用于组织学观察。 

1.7.1  H&E 染色 

将制作好的关节软骨及肝脏组织切片放入苏木精中染色 10~30 min，染色结束后

使用流水冲洗 15 min，直至切片颜色变蓝。之后将切片放入 1%盐酸乙醇液中褪色至

切片变为浅红色，再进行流水冲洗使其恢复蓝色。将切片依次放入 50%、70%、80%

乙醇中脱水 5 min，再使用 0.5%伊红乙醇液对比染色 1~3 min，再将切片进行二次脱

水，然后放入二甲苯中透明，最后使用中性树胶封片保存。 

1.7.2  阿利新蓝染色 

关节软骨组织切片置于阿利新蓝酸化液中浸泡 3 min，然后用染色液染色 30 min

后冲洗干净，再使用核固红染色液染色 5 min，最后使用中性树脂封片，并使用尼康

全自动正置显微观察。 
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1.7.3  甲苯胺蓝染色 

关节软骨组织切片浸入 50~60℃温箱预热的甲苯胺蓝染色液浸染 20~40 min，之

后使用 95%乙醇迅速分化 3~5 s。无水乙醇脱水、二甲苯透明，中性树胶封固后即可

使用显微镜观察。 

1.7.4  番红 O-固绿染色 

关节软骨组织切片浸入新鲜配制的 Weigert 染液染色 3 min，水洗。之后浸入酸化

分化液 15 s，蒸馏水洗 10 min 后，在固绿染色液中浸染 5 min，迅速使用弱酸溶液洗

片 10~15 s，以除去残留固绿染液，晾干。浸入番红染色液浸染 5 min，再按照 95%乙

醇 2~3 s、无水乙醇 2~3 s 脱水，无水乙醇 1 min 脱水，最后二甲苯透明，中性树脂封

固。 

1.8  股骨头关节软骨组织总 RNA 提取与 qRT-PCR 检测 

在液氮低温条件下，将保存于-80℃的正常肉鸡及自发性 FHN 肉鸡的股骨头组织

研磨为粉末状。随后称取 50 mg 组织粉末，并加入 1 mL 的 RNA 提取液 Trizol，按照

试剂说明进行操作，最终获得股骨头组织的总 RNA 样品。使用分光光度计 Nano Drop 

2000 检测其浓度及纯度（1.8<A260/A280>2.1，A260/A230>2.0），并使用 1.5%的琼脂

糖凝胶电泳检测 RNA 的质量。将质量合格的总 RNA 吸取 500 ng，并使用 Prime Script 

RT Master Mix Kit 试剂盒反转录为 cDNA，-20℃保存备用。本试验所用引物由 Premier 

6.0 软件设计，详见表 2-3。使用 SYBR Premix Ex Taq Kit 试剂盒在 ABI 7300 Fast Real-

time PCR 系统上运行实时荧光定量 PCR（quantitative reverse transcription-polymerase 

chain reaction, qRT-PCR）程序，具体操作及程序设置参照试剂盒说明书进行。采用    

2-ΔΔCt 法进行数据分析。本试验使用持家基因 GAPDH 校正目的基因的表达。 

表 2-3 目的基因引物序列 

Table 2-3 Target gene primer sequence 

目的基因 

Target gene 

上游引物（5’-3’） 

Forward primer (5’-3’) 

下游引物（5’-3’） 

Reverse primer (5’-3’) 

mTOR AACCACTGCTCGCCACAATGC GATCGCCACACGGATTAGCTCTTC 

PERK TCGAGCTGCTTTACCCTTTC CTCATTGTCCGTGACCTCTG 

ATF4 GAGGAGAACCATTCCGATGA CACCTTTGCTGACGCTACCT 

ATF6 GTCCCTTCTCCGTCCTCTG CGCCCACAATCGGTTTC 
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目的基因 

Target gene 

上游引物（5’-3’） 

Forward primer (5’-3’) 

下游引物（5’-3’） 

Reverse primer (5’-3’) 

IRE1-α CCCAAAGCATCAAACCATTC CAACGTCGCGGTTATCAAAT 

GRP78 TGCCAATGACCAGGGGAACC GAGGGGTCATTCCAGGTGCG 

CHOP CAGGAAGAAGAGCTGGCCCCACT TGCTGTGCTCGCCGTGCTGT 

Bcl-2 CGACTGGGATGACAGGAAAG GGAGCGCACAGGTGAGACA 

Caspase-3 AAGGCTCCTGGTTTATTCA TCTGCCACTCTGCGATTT 

Caspase-8 CCTCTTGGGCATGGCTA TGCTGCTCACCTCTTGATT 

Caspase-9 CGAAGGAGCAAGCACGAC CGCAGCCCTCATCTAGCAT 

Bid GCCTGACCCTGAGGTAAATG ACAGGCACCGTGTTATCTCC 

LC3-I GCTGCCAGTGCTGGACAAGAC TCCTCATCCTTCTCCTGCTCGTAG 

LC3-II CCTGGTGCCAGATCACGTCAAC AAGCCGTCCTCGTCCTTCTCG 

Beclin1 ACCGCAAGATTGTGGCTGAAGAC TGAGCATAACGCATCTGGTTCTCC 

ATG5 GGCACCGACCGATTTAGT GCTGATGGGTTTGCTTTT 

Akt GGCTACAAGGAACGACCGCAAG TACTGTGGTCCACTGGAGGCATC 

mTOR AACCACTGCTCGCCACAATGC GATCGCCACACGGATTAGCTCTTC 

Collagen-2 ACCTACAGCGTCTTGGAGGA ATATCCACGCCAAACTCCTG 

Collagen-10 GCCTTCCAGGTCAGCCAGGTAT TTGCCGATGCCAACTTCTCCAG 

Aggrecan TGCAAGGCAAAGTCTTCTACG GGCAGGGTTCAGGTAAACG 

HIF-1α CAGCCAGGTGCCGAAGAAGC ATGGTCAGCCTCATAATGGATGCC 

HIF-2α CTGTTGACGATGAGCAGTGCCT CCAGGTGTTGGAGCCAGTTGTG 

Nrf-2 CTGCTAGTGGATGGCGAGAC CTCCGAGTTCTCCCCGAAAG 

Keap-1 ACTTCGCTGAGGTCTCCAAG CAGTCGTACTGCACCCAGTT 

HO-1 AGCTTCGCACAAGGAGTGTT GGAGAGGTGGTCAGCATGTC 

NQO-1 CTCCGAGTGCTTTGTCTACGA ATGGCTGGCATCTCAAACC 

CAT GTTGGCGGTAGGAGTCTGGTCT GTGGTCAAGGCATCTGGCTTCTG 
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目的基因 

Target gene 

上游引物（5’-3’） 

Forward primer (5’-3’) 

下游引物（5’-3’） 

Reverse primer (5’-3’) 

SOD-1 TTGTCTGATGGAGATCATGGCTTC TGCTTGCCTTCAGGATTAAAGTGAG 

SOD-2 CAGATAGCAGCCTGTGCAAATCA GCATGTTCCCATACATCGATTCC 

SOD-3 TTTTCTCCTAAAGATGGCAAG CTTCCTGCTCATGGATCACAA 

GSH-Px1 TCACCATGTTCGAGAAGTGC ATGTACTGCGGGTTGGTCAT 

GSH-Px2 AGGGGGAGAAGGTGGACTT TCCTGGTAGCCGAACTGGT 

GSH-Px7 TTGCAATTACAGCACTCCTGCTC TGCAACGTTGACAACTAACGACA 

GAPDH GAACATCATCCCAGCGTCCA CGGCAGGTCAGGTCAACAAC 

1.9  TUNEL 染色 

根据 TUNEL 染色试剂盒说明书处理关节软骨组织切片，试验过程中应注意避光，

防止荧光淬灭。染色后用正置荧光显微镜观察，并使用 Image J 软件进行数据分析，

计算细胞凋亡率。 

1.10  数据统计分析 

使用 SPSS 25.0 软件进行数据分析，采用单因素方差分析（One-Way ANOVA）比

较分析正常肉鸡和自发性股骨头坏死（FHS及 FHSL）肉鸡之间的差异，其中 FHS/FHSL

组较正常组差异显著即记为 FHN 肉鸡相关指标发生显著变化。所有数据以均值±标准

差（mean±SD）表示，使用 Graphpad Prism 7.0 绘制图表。对于所有分析，*P<0.05 表

示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  FHN 肉鸡的临床表现 

本研究观察并记录了自发性 FHN 肉鸡的临床症状。正常肉鸡下肢健康（图 2-1A），

而 FHN 肉鸡则处于蹲卧状态（图 2-1B），部分可发展为单侧偏瘫甚至双侧瘫痪（图 2-

1C~E）。跛行的肉鸡由于难以获得食物和水，常被人工淘汰或自身脱水而亡。根据 FHN

评分标准对采集到的股骨头进行评分（Durairaj et al., 2009）。如图 2-1G~H 所示，股骨

头关节软骨与下层生长板分离，但生长板未出现明显病变，命名为 FHS，如生长板受

损，甚至骨骺断裂，则命名为 FHSL（图 2-1I~J），其中 FHS 及 FHSL 统称为 FHN。 
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图 2-1  4 周龄 FHN 肉鸡的临床及解剖学特征 

Fig. 2-1  Clinical and anatomical manifestations of FHN broilers at 4 weeks of age 

A．正常肉鸡；B．蹲卧肉鸡；C．左侧偏瘫肉鸡；D．右侧偏瘫肉鸡；E．双侧瘫痪肉鸡；F．正常股骨头；G．股

骨头关节软骨与生长板不完全分离；H．股骨头关节软骨与生长板完全分离；I．生长板受损；J．骨骺断裂。 

A. Normal broiler; B. Crouching broiler; C. Left hemiplegic broiler; D. Right hemiplegic broiler; E. Bilateral paralyzed 

broiler; F. Normal femoral head; G. Femoral head Incomplete separation of articular cartilage and growth plate; H. Complete 

separation of the articular cartilage of the femoral head from the growth plate; I. Damage to the growth plate; J. Fracture of 

the epiphysis. 

2.2  FHN 肉鸡的血清生化学指标变化 

检测 4、5、6 周龄的正常、FHS 及 FHSL 肉鸡血清生化学指标，结果显示 6 周龄

FHS 组肉鸡血清中 ALP、P 及 Ca（图 2-2E~G）水平较正常肉鸡显著下降（P<0.05），

且 ALP 水平在 4、5 周龄 FHS/FHSL 组肉鸡均发生显著降低（图 2-2E，P<0.05），而

肝功能相关指标 ALT 及 AST 的含量在 6 周龄 FHSL 组中显著升高（图 2-2B~C，

P<0.05），提示 FHN 肉鸡（FHS 及 FHSL）发生骨代谢水平下降及肝脏实质受损。 



Notch-RBPJ-Col5a1 通路对股骨头坏死肉鸡骨髓间充质干细胞分化的影响及调控机制研究 

28 

 

 

图 2-2  4~6 周龄 FHN 肉鸡和正常肉鸡的血清生化学指标变化 

Fig. 2-2  Changes in serum biochemical indices of FHN and normal broilers from 4 to 6 weeks of 

age  

A．血清中 ALB 水平；B．血清中 ALT 水平；C．血清中 AST 水平；D．血清中 TP 水平；E．血清中 ALP 水平；

F．血清中 P 水平；G．血清中 Ca 水平。所有结果以 mean±SD 表示（n=8）。与对照组相比，*P<0.05 表示差异显

著。 

A. Serum level of ALB ; B. Serum level of ALT; C. Serum level of AST; D. Serum level of TP; E. Serum level of ALP; 

F. Serum level of P; G. Serum level of Ca. Data were presented as mean±SD (n=8). *P<0.05, compared with control. 
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2.3  FHN 肉鸡的肝脏形态、血脂水平及血清促炎因子变化 

本试验评估了肝脏组织形态和脂质代谢情况，以确定肝脏和脂质代谢是否发生变

化。结果如图 2-3 所示，FHS 及 FHSL 肉鸡的肝脏组织中肝索结构紊乱，出现大量脂

肪空泡，并且 4 周龄 FHS 肉鸡血清中 HDL 水平较正常肉鸡显著降低（P<0.05），TG

及促炎因子 IL-6 水平显著升高（P<0.05），提示 FHN 肉鸡的肝脏实质受损，且 FHN

的发生发展可能与脂质代谢紊乱有关。 

 

图 2-3  正常、FHS 及 FHSL 肉鸡的肝脏组织形态学 

Fig. 2-3  Histomorphology of the liver in normal, FHS and FHSL broilers 

6 周龄正常（A）、FHS（B）和 FHSL（C）肉鸡的肝脏 H&E 染色。比例尺：50 µm。箭头所指的区域为脂肪空泡。 

H&E staining of the liver from 6-week-old normal (A), FHS (B) and FHSL (C) broilers. Scale bar: 50 µm. The area where 

the arrow points are fat vacuoles.  
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图 2-4  4~6 周龄 FHN 肉鸡及正常肉鸡的血脂水平和促炎因子水平变化 

Fig. 2-4  Changes in the levels of serum lipid and pro-inflammatory factors in FHN and normal broilers 

from 4 to 6 weeks of age 

6 周龄肉鸡肝脏中促炎因子 IL-1β（A）、IL-6（B）和 TNF-α（C）的水平；D．血清中 HDL 含量；E．血清中 LDL

含量；F．血清中 TC 含量；G．血清中 TG 含量。所有结果以 mean±SD 表示（n=8）。与对照组相比，*P<0.05 表

示差异显著。 

Levels of IL-1β (A), IL-6 (B) and TNF-α (C) in liver of 6-week-old broilers. D. The content of HDL in serum; E. The 

content of LDL in serum; F. The content of TC in serum; G. The content of TG in serum. Data were presented as mean±SD 

(n=8). *P<0.05, compared with control. 

2.4  FHN 肉鸡的骨参数及骨代谢标志物水平变化  

为明确 FHN 肉鸡长骨（胫骨和股骨）的骨参数变化，本试验检测了 4、5、6 周龄

正常、FHS 及 FHSL 肉鸡长骨的骨长（图 2-5A，E）、骨指数（图 2-5B，F）、BMD（图

2-5C，G）和骨强度（图 2-5D，H）。BMD 及骨强度检测结果显示，与正常肉鸡相比，

FHN 肉鸡的胫骨（图 2-5C-D）和股骨（图 2-5G-H）的 BMD 和骨强度发生显著变化

（P<0.05），提示 FHN 影响了肉鸡长骨的 BMD 和骨强度。同时，骨代谢关键标志物

BGP（图 2-6C）和 BALP（图 2-6D）的水平显著降低（P<0.05），且血清中 ALP、Ca

及 P 水平也发生显著下降（图 2-2，P<0.05），提示 FHN 肉鸡骨形成受阻。 
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图 2-5  4~6 周龄 FHN 肉鸡及正常肉鸡胫骨和股骨的骨参数水平变化 

Fig. 2-5  Changes in the levels of bone parameters in the tibia and femur of FHN and normal broilers 

from 4 to 6 weeks of age  

A．胫骨长度；B．胫骨的骨指数；C．胫骨的 BMD；D．胫骨的骨强度；E．股骨长度；F．股骨的骨指数；G．股

骨的 BMD；H．股骨的骨强度。所有结果以 mean±SD 表示（n=8）。与对照组相比，*P<0.05 表示差异显著。 

A. Bone length of tibia; B. Bone index of the tibia; C. BMD of the tibia; D. Bone strength of tibia; E. Bone length of the 

femur; F. Bone index of the femur; G. BMD of the femur; H. Bone strength of femur. Data were presented as mean±SD 

(n=8). *P<0.05, compared with control. 
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图 2-6  4~6 周龄 FHN 肉鸡和正常肉鸡血清中骨代谢标志物水平变化 

Fig. 2-6  Changes of serum bone metabolism markers in FHN and normal broilers from 4 to 6 weeks of 

age 

A．血清中 CTX 含量；B．血清中 TRACP-5b 含量；C．血清中 BGP 含量；D．血清中 BALP 含量。所有结果以

mean±SD 表示（n=8）。与对照组相比，*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

A. Content of CTX in serum; B. Content of TRACP-5b in serum; C. Content of BGP in serum; D. Content of BALP in 

serum. Data were presented as mean±SD (n=8). *P<0.05, **P<0.01, compared with control. 

2.5  FHN 肉鸡股骨头关节软骨稳态变化 

软骨细胞是股骨头关节软骨中唯一的细胞成分，并参与细胞外基质（extracellular 

matrix, ECM）合成。而软骨稳态需要 ECM 的充分合成，以实现其生物力学功能。

Aggrecan 和 II 型胶原（Col-2）是软骨细胞的特异性标记物。本试验中 FHS 肉鸡的

Aggrecan 的 mRNA 水平显著低于正常肉鸡（P<0.05），Col-2 的 mRNA 水平也极显著

降低（P<0.01）。FHSL 肉鸡软骨组织中 Col-2 的 mRNA 水平也显著下降（P<0.05）。

同时，FHS 组与 FHSL 组中 HIF-1α 和 HIF-2α 的 mRNA 水平较正常肉鸡显著上调（图

2-8，P<0.05），提示 FHN 肉鸡（FHS 及 FHSL）的股骨头关节软骨稳态失衡。此外，

软骨组织形态学结果（图 2-7）显示软骨基质被破坏。 
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图 2-7  FHN 肉鸡和正常肉鸡股骨头关节软骨组织学检查 

Fig. 2-7  Histological examination of articular cartilage of the femoral head in FHN and normal broilers 
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图 2-8  FHN 肉鸡和正常肉鸡的股骨头关节软骨稳态相关基因表达水平的变化 

Fig. 2-8  Changes in the expression levels of genes related to femoral articular cartilage homeostasis in 

FHN and normal broilers 

A．软骨稳态相关基因的 mRNA 水平；B．软骨稳态相关基因 mRNA 水平的热图。所有结果以 mean±SD 表示（n=8）。

与对照组相比，*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

A. The mRNA level of genes related to cartilage homeostasis; B. Heatmap of cartilage homeostasis-related genes mRNA 

level. Data were presented as mean±SD (n=8). *P<0.05, **P<0.01, compared with control. 

2.6  FHN 肉鸡的股骨头关节软骨中内质网应激相关基因表达水平变化 

内质网应激可以增加软骨细胞中 GRP78/BiP 的表达，并通过三种经典途径（PERK、

ATF-6、IRE1-α）调节内质网中未折叠蛋白反应。在本研究中（图 2-9），与对照组相

比，FHSL 组中 PERK 和 ATF-6 的 mRNA 水平显著升高（P<0.05），IRE1-α 的 mRNA

水平极显著升高（P<0.01）；FHS 组的 IRE1-α 和 GRP78/Bip 的 mRNA 水平极显著升

高（P<0.01）。此外，相关研究表明，内质网应激可通过 PERK-ATF4-CHOP 途径调节

细胞凋亡，而 FHS 组和 FHSL 组 CHOP 的 mRNA 水平较对照组显著升高（图 2-9，

P<0.05），提示软骨可能发生细胞凋亡。因此，本试验接下来检测了自噬和细胞凋亡相

关的指标。 
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图 2-9  FHN 肉鸡和正常肉鸡的股骨头关节软骨中内质网应激相关基因的 mRNA 水平变化 

Fig. 2-9  Changes in mRNA levels of endoplasmic reticulum stress-related genes in femoral articular 

cartilage of FHN and normal broilers 

A．内质网应激相关基因的 mRNA 水平；B．内质网应激相关基因 mRNA 水平的热图。所有结果以 mean±SD 表示

（n=8）。与对照组相比，*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

A. Endoplasmic reticulum stress-related genes level of mRNA expression. (B) Heatmap of ER stress related genes 

mRNA level. Data were presented as mean±SD (n=8). *P<0.05, **P<0.01, compared with control. 

2.7  FHN 肉鸡的股骨头关节软骨中细胞自噬相关基因表达水平变化 

如图 2-10 所示，FHSL 组中自噬相关基因 LC3-II/I 和 Atg-5 的 mRNA 水平显著高

于对照组（P<0.05），而 Beclin1 的 mRNA 水平虽无显著变化（P>0.05），但呈上升趋

势，提示自发性 FHN 肉鸡的股骨头关节软骨细胞发生自噬。 
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图 2-10  FHN 肉鸡和正常肉鸡的关节软骨中自噬相关基因的 mRNA 水平变化 

Fig. 2-10  Changes in mRNA levels of autophagy-related genes in articular cartilage of FHN and 

normal broilers 

A．自噬相关基因的 mRNA 水平；B．自噬相关基因 mRNA 水平的热图。所有结果以 mean±SD 表示（n=8）。与对

照组相比，*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

A. Autophagy-related genes level of mRNA expression; B. Heatmap of autophagy related genes mRNA level. Data were 

presented as mean±SD (n=8). *P<0.05, **P<0.01, compared with control. 

2.8  FHN 肉鸡的股骨头关节软骨中细胞凋亡水平变化 

图 2-11 显示了关节软骨组织中凋亡相关基因 B 淋巴细胞瘤-2（B-cell lymphoma-

2, Bcl-2）、Caspase-3、Caspase-8、Caspase-9 和 Bcl-2 同源相互作用结构域死亡激动剂

（Bcl-2 homology interacting-domain death agonist, Bid）的基因水平变化。与对照组相

比，FHSL 组的抗凋亡基因 Bcl-2 的 mRNA 水平极显著下降（P<0.01）。此外，与对照

组相比，FHS 组中 Bcl-2 和 Caspase-9 的 mRNA 水平显著增加（P<0.05），Bid 的 mRNA

水平极显著增加（P<0.01）。同时 FHS 组及 FHSL 组的 TUNEL 染色结果显示，FHN

肉鸡的凋亡率显著高于正常肉鸡（图 2-12, P<0.05），这提示自发性 FHN 肉鸡的股骨

头关节软骨细胞发生了凋亡。 
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图 2-11  FHN 肉鸡和正常肉鸡的股骨头关节软骨中凋亡相关基因的 mRNA 水平变化 

Fig. 2-11  Changes in mRNA levels of apoptosis-related genes in femoral articular cartilage of FHN 

and normal broilers 

A．细胞凋亡相关基因的 mRNA 水平；B．细胞凋亡相关基因 mRNA 水平的热图。所有结果以 mean±SD 表示（n=8）。

*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

A. Apoptosis-related genes level of mRNA expression. B. Heatmap of apoptosis related genes mRNA level. Data were 

presented as mean±SD (n=8). *P<0.05, **P<0.01, compared with control. 
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图 2-12  FHN 肉鸡及正常肉鸡股骨头关节软骨 TUNEL 染色及凋亡细胞阳性率 

Fig. 2-12  TUNEL staining and positive rate of apoptotic cells in FHN and normal broiler femoral head 

articular cartilage  

所有结果以 mean±SD 表示（n=8）。*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。比例尺：100 µm。 

Data were presented as mean±SD (n=8). *P<0.05, **P<0.01, compared with control. Scale bar: 100 µm. 
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2.9  FHN 肉鸡关节软骨抗氧化水平变化 

相关研究表明，PERK 能够通过激活 Nrf-2 途径调节机体的抗氧化水平。因此，

本研究对氧化应激的相关指标进行了测定。抗氧化相关基因检测结果（图 2-13）显示，

与对照组相比，FHS 组中 Nrf-2 和 NQO-1 的 mRNA 水平显著增加（P<0.05），HO-1

的水平也极显著增加（P<0.01）；FHSL 组中 Nrf-2 和 HO-1 的 mRNA 水平显著增加

（P<0.05）。同时，FHSL 组的 CAT 和 GSH-Px7 的水平也显著增加（P<0.05）。此外，

FHS 和 FHSL 组的 GSH-Px1 的 mRNA 水平也有极显著提高（P<0.01）。抗氧化基因的

检测结果说明自发性 FHN 肉鸡发生了氧化应激，从而激活机体抗氧化系统，提高抗

氧化水平。 

 

图 2-13  FHN 肉鸡和正常肉鸡关节软骨中抗氧化相关基因的 mRNA 水平变化 

Fig. 2-13  Changes in mRNA levels of antioxidant-related genes in articular cartilage of spontaneous 

FHN and normal broilers  

A．抗氧化相关基因的 mRNA 水平；B．抗氧化相关基因 mRNA 水平的热图。所有结果以 mean±SD 表示（n=8）。

与对照组相比，*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

A. Antioxidant-related genes level of mRNA expression. B. Heatmap of oxidative stress related genes mRNA level. Data 

were presented as mean±SD (n=8). *P<0.05, **P<0.01, compared with control. 
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3  讨论 

FHN 是导致肉鸡跛行的主要腿病之一（Dinev et al., 2019; Kincaid, 1993; McNamee 

et al., 1998; Mcnamee et al., 1999），严重影响肉鸡生产性能及动物福利，为肉鸡养殖业

带来巨大经济损失。肉鸡 FHN 的研究常采用糖皮质激素（甲泼尼龙，MP）建立动物

模型（Yu et al., 2020; Zhang et al., 2017; Zhang et al., 2019），而本试验采集自发性 FHN

肉鸡的样本，检测了 4~6 周龄 FHN 肉鸡的骨骼、血清及肝脏样本相关指标。本研究

发现 FHN 肉鸡血清中 ALT 和 AST 水平显著高于正常肉鸡，提示 FHN 肉鸡的肝实质

受损。IL-1β 是一种典型的炎症因子，可以促进炎症反应，也反映了细胞损伤和炎症

的程度（He et al., 2019; Libby, 2017; Szekely et al., 2018）。IL-6 和 TNF-α 是临床常用

的炎症标志物（Lu et al., 2019; Wang et al., 2020）。Wang 等人曾报道，IL-6 作为早期炎

性因子，可以促进其他炎性因子的分泌（Wang et al., 2015）。在本研究中，FHN 肉鸡

的炎性因子水平均显著升高，表明 FHN 肉鸡发生了系统性炎症。 

研究表明，脂质代谢异常与腿病发生密切相关（Packialakshmi et al., 2015; 

Packialakshmi et al., 2016; Wang et al., 2018）。Guo 等人认为，腿病与生长、骨量、骨

结构和脂质代谢受损有关（Guo et al., 2019）。Packialakshmi 等人发现体重和血脂的变

化可以作为 FHN 的非侵入性的生物学指标（Packialakshmi et al., 2015; Packialakshmi 

et al., 2016）。本研究结果显示，FHN 肉鸡 HDL 含量显著下降，TG 水平显著上调，肝

脏组织中的脂滴堆积，提示 FHN 肉鸡的脂质代谢处于紊乱状态，这与相关的研究结

果一致。 

骨代谢的血清学标志物包括骨形成和骨吸收的标志物。BGP 和 BALP 是典型的骨

形成标志物。BGP 参与调节骨形成，参与基质的矿化过程和成骨细胞的分化，能够维

持骨的正常矿化速率，抑制软骨的矿化速率（Chopin et al., 2012; Niimi et al., 2014）。

BALP 参与骨形成的过程，在血清中稳定，是骨形成标志物之一（Galliera et al., 2012; 

Sarvari et al., 2015）。BALP 的水平反映了骨组织中的骨形成率（Sarvari et al., 2015），

可以用于评估骨生长和骨转移的程度（Heidenreich et al., 2019; Schindler et al., 2008）。

在本研究中，FHN 肉鸡的 BGP 和 BALP 的水平与正常肉鸡相比显著下降，表明 FHN

肉鸡的骨形成能力明显降低。TRACP-5b 主要来源于破骨细胞，是一种特异性的、高

度敏感的骨吸收指标（Morisawa et al., 2017; Wu et al., 2017）。CTX 的水平反映了破骨

细胞的骨吸收活性，也是反映骨吸收的重要骨代谢指标（Jung et al., 2004; Zhao et al., 

2011）。虽然 TRACP-5b 和 CTX 的改变没有显著变化，但与正常肉鸡相比仍呈上升趋

势，且 FHN 肉鸡的 P 和 Ca 水平明显低于正常肉鸡。骨代谢指标说明 FHN 肉鸡的骨

形成能力下降且骨吸收增加，导致骨代谢失衡，形成骨的能力下降，进而导致骨的各



第二章  股骨头坏死肉鸡血脂水平、骨代谢标志物及关节软骨稳态研究 

41 

 

类生物力学指标下降。 

相关研究报道，软骨内稳态的失衡可能在肉鸡 FHN 的发生和发展中起重要作用

（Yu et al., 2020; Zhang et al., 2017; Zhang et al., 2019）。关节软骨中细胞外基质（ECM）

的主要成分是 II 型胶原和蛋白聚糖（Aggrecan），由软骨细胞合成和分泌（Qi et al., 

2000），因此软骨细胞的死亡与软骨的破坏有关（Lires-Deán et al., 2008; Mobasheri, 2002; 

Tang et al., 2017）。II 型胶原是非增殖性软骨细胞的典型标志（Mendler et al., 1989）。

Aggrecan 提供渗透阻力，使软骨能够抵御外部压力（McDevitt, 1973）。ECM 的表达决

定了细胞的生理功能是否异常（McDevitt, 1973; Mendler et al., 1989）。Yu 等人报道，

MP 可以促进分解代谢因子的水平，并抑制了合成代谢因子，这破坏了 ECM 稳态，进

而诱导肉鸡 FHN 的发生发展（Yu et al., 2020）。糖皮质激素处理还影响了关节软骨细

胞的增殖、分化、内质网应激和凋亡等生命活动（Li et al., 2015; Yu et al., 2020; Zhang 

et al., 2017; Zhang et al., 2019）。本研究结果表明，FHN 肉鸡 II 型胶原和蛋白聚糖的表

达显著下降，表明细胞的分泌活动受到严重破坏，这一发现与 Zhang 等人的研究结果

一致（Zhang et al., 2019）。 

内质网应激也与 FHN 的发生有关（Hurtado et al., 2019; Tao et al., 2017）。Sato 等

报道，糖皮质激素诱导的成骨细胞/骨细胞凋亡是由内质网应激和 ROS 介导的（Sato 

et al., 2015）。Gao 等发现糖皮质激素上调了内质网应激相关蛋白的表达，表明内质网

应激在 FHN 的发生中起重要作用，这与本试验中自发性 FHN 肉鸡的结果一致（Gao 

et al., 2020）。然而，ATF-4 的 mRNA 水平并没有明显增加，这可能是由于 ATF-4 和

Nrf-2 的结合，激活了抗氧化机制有关（Brewer, 2014）。Nrf-2 是一个典型的抗氧化调

节器，Nrf-2/ARE 途径在体内的抗氧化防御中起着重要作用（Ma, 2013; Suzuki et al., 

2013）。氧化应激发生时，Nrf-2 被激活并从细胞质进入细胞核，增加抗氧化酶的转录

水平，如 SOD、GSH-Px 和 CAT（Afshari-Kaveh et al., 2021），这与本试验结果一致。 

自噬是具有适应功能的自我降解过程（Lee et al., 2015），是一种细胞保护机制

（Zhou et al., 2020）。Zhang 等人发现，间充质干细胞在缺氧和无血清条件下可以通过

提高自噬水平来促进其生存（Zhang et al., 2012）。本研究发现 LC3-II/I 和 Atg-5 的

mRNA 明显高于正常肉鸡，表明自噬被激活。 

当内质网应激持续时间或程度达到包括自噬在内的细胞适应极限时，细胞程序性

死亡被激活。长期应激条件下，CHOP 通过激活 BIM 和死亡受体 5，并减少 Bcl-2 抗

凋亡蛋白来启动凋亡反应（McCullough et al., 2001; Puthalakath et al., 2007; Zou et al., 

2008）。Caspase-8 是外源性凋亡途径的主要启动者（Mandal et al., 2020）。Procaspase-

8 通过死亡诱导信号复合物中的两个裂解事件被激活（Chang et al., 2003）。被激活的

Caspase-8 将促凋亡的 Bid 裂解为截短的 Bid（tBid），它促进细胞凋亡体的形成并激活
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Caspase-9，随后激活 Caspase-3（Baliga et al., 2003）。与正常肉鸡相比，FHN 肉鸡抗

凋亡蛋白 Bcl-2 的 mRNA 水平明显下降，而 Caspase-9 和 Bid 的 mRNA 水平则明显上

升，同时 TUNEL 结果也显示软骨组织发生细胞凋亡。 

本研究结果表明，自发性 FHN 肉鸡出现了肝实质损伤、骨代谢标志物及血脂水

平异常、软骨细胞异常凋亡表现，而这与股骨头组织中细胞发生内质网应激，自噬及

PERK 激活 Nrf-2/ARE 氧化应激信号途径有关（图 2-14）。 

 

图 2-14  FHN 肉鸡关节软骨中内质网应激、细胞凋亡和氧化应激的调节机制 

Fig. 2-14  Regulatory mechanism of ER stress, apoptosis and oxidative stress in articular cartilage of 

broilers with spontaneous FHN 
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第三章  FHN 肉鸡 BMSCs 分化水平变化及甲泼尼龙对
肉鸡 BMSCs 的影响 

骨髓间充质干细胞（BMSCs）是骨髓组织中不具有造血潜能的干细胞，具有多项

分化潜能及分泌营养因子的能力，且获取方便，因此具有良好的临床应用前景（Kuang 

et al., 2019; Liao et al., 2021）。目前，组织工程和再生医学领域对 BMSCs 展开了骨和

软骨重建以及伤口愈合等方面的广泛研究（Takam Kamga et al., 2020）。研究发现

BMSCs 在骨修复时发挥重要作用，能够侵入骨坏死区并通过增殖分化形成新骨，完成

骨修复（Lee et al., 2006）。股骨头坏死（FHN）是一种骨代谢异常疾病，其特点为关

节中成骨崩解和软骨变性（Bruderer et al., 2014）。相关研究表明 FHN 的发生与 BMSCs

的活性及数量减少密切相关（Hernigou et al., 1997; Hernigou et al., 1999; Shapiro et al., 

2009）。本文前期研究发现自发性 FHN 肉鸡中成骨标志因子 BGP 及 BALP 水平较正

常肉鸡显著下降，且骨骼参数、软骨组织结构及相关代谢因子均发生显著变化，表明

FHN 肉鸡的成骨能力下降及软骨生成受阻。 

糖皮质激素（甲泼尼龙、地塞米松、氢化可的松等）作为强效抗炎药及免疫抑制

剂广泛应用于临床治疗，而其长期、大剂量使用会产生多种并发症，其中 FHN 是最

常见的并发症之一（Marston et al., 2002; Weinstein et al., 2017; Yao et al., 2020）。大量

研究表明在类固醇引发的 FHN 患者中，其 BMSCs 增殖及成骨能力下降，脂肪分化能

力提高（Houdek et al., 2016; Wang et al., 2008; Zhang et al., 2008; Zhou et al., 2014）。然

而，在 FHN 中，BMSCs 分化改变的机制仍不甚明了。因此本试验分离纯化了肉鸡

BMSCs，明确了来源于 FHN 肉鸡的 BMSCs 分化水平变化，并将健康肉鸡来源的

BMSCs 暴露于甲泼尼龙（methylprednisolone, MP），以期探究 MP 对肉鸡 BMSCs 的

影响及发病机理。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

1.1.1  主要仪器设备 

本章试验主要仪器设备及品牌信息见表 3-1。 
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表 3-1 主要仪器设备 

Table 3-1 Main instrumentation 

仪器名称 

Instrumentation 

型号 

Product model 

公司 

Company 

恒温细胞培养箱 DNP-9022 中国上海精宏实验设备有限公司 

倒置显微镜 Nikon ECLIPSE50i 日本 Nikon 公司 

正置荧光显微镜 Nikon DS-Ri2 日本 Nikon 公司 

激光共聚焦显微镜 LSM 710 德国 Zeiss 公司 

流式细胞仪 BD FACS Verse TM 273 美国 BD 公司 

全波长酶标仪 BioTek 美国 Epoch 公司 

蛋白电泳仪 Bio-rad 美国 Bio-rad 公司 

凝胶成像系统 Bio-rad 美国 Bio-rad 公司 

高速冷冻离心机 Legend Micro 17R 美国 Thermo Scientific 公司 

超净工作台 VD-650 苏州净化设备有限公司 

精密电子天平 XB124 上海精科实业有限公司 

手持组织匀浆仪 Tissue-Tearor 美国 BioSpec 公司 

涡旋仪 IKA 德国 IKA 公司 

1.1.2  主要试剂 

本章试验主要试剂及品牌信息见表 3-2。 

表 3-2 主要试剂 

Table 3-2 Main reagents 

试剂名称 

Reagents 

公司 

Company 

胎牛血清 美国 Gibco 公司 

青霉素/链霉素 北京索莱宝科技有限公司 

胰蛋白酶/EDTA 北京索莱宝科技有限公司 

茜素红 S 染色液 北京索莱宝科技有限公司 

油红 O 染色液 北京索莱宝科技有限公司 

地塞米松 北京索莱宝科技有限公司 

β-甘油磷酸钠 北京索莱宝科技有限公司 

抗坏血酸 北京索莱宝科技有限公司 
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试剂名称 

Reagents 

公司 

Company 

吲哚美辛 北京索莱宝科技有限公司 

阿利新蓝-核固红染色试剂盒 碧云天生物技术有限公司 

碱性磷酸酶（ALP）检测试剂盒 碧云天生物技术有限公司 

IBMX 碧云天生物技术有限公司 

DMEM/F12 培养基 源培生物技术有限公司 

PBS 源培生物技术有限公司 

CCK-8 试剂盒 兰杰柯科技有限公司 

RIPA 蛋白裂解液 碧云天生物技术有限公司 

蛋白酶抑制剂（PMSF） 北京索莱宝科技有限公司 

BCA 蛋白测定试剂盒 上海雅酶生物医药科技有限公司 

5×Loading Buffer 上海雅酶生物医药科技有限公司 

牛血清白蛋白 北京索莱宝科技有限公司 

Tris base 北京索莱宝科技有限公司 

甘氨酸 北京索莱宝科技有限公司 

蛋白胶预混液 南京诺唯赞生物科技股份有限公司 

anti-CD29（Cat No. AF0207） 碧云天生物技术有限公司 

anti-CD34（Cat No. AF0102） 碧云天生物技术有限公司 

anti-CD44（Cat No. AF1858） 碧云天生物技术有限公司 

anti-HLA-DR（Cat No. AF2065） 碧云天生物技术有限公司 

Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Fluor488-conjugated

（Cat No. S0018） 

江苏亲科生物研究中心有限公司 

anti-Notch1（Cat No. WL01991） 沈阳万类生物科技有限公司 

anti-p-Notch1（Cat No. WL03732） 沈阳万类生物科技有限公司 

anti-Notch2（Cat No. WL02429） 沈阳万类生物科技有限公司 

anti-RBPJ（Cat No. AF7881） 碧云天生物技术有限公司 

anti-Runx2（Cat No. 20700-1-AP） 武汉三鹰生物技术有限公司 

anti-BMP2（Cat No. AF0075） 碧云天生物技术有限公司 

anti-Col2a1（Cat No. AF6528） 碧云天生物技术有限公司 

anti-Aggrecan（Cat No. AF6126） 碧云天生物技术有限公司 

anti-MMP9（Cat No. WL03096） 沈阳万类生物科技有限公司 
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试剂名称 

Reagents 

公司 

Company 

anti-MMP13（Cat No. WL04694） 沈阳万类生物科技有限公司 

anti-GAPDH（Cat No. 10494-1-AP） 武汉三鹰生物技术有限公司 

辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗（Cat No. 

SA00001-2） 

武汉三鹰生物技术有限公司 

蛋白预染 Marker 上海雅酶生物医药科技有限公司 

ECL 发光液 上海雅酶生物医药科技有限公司 

HiScript II QRT Super Mix 南京诺唯赞生物科技股份有限公司 

ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix 南京诺唯赞生物科技股份有限公司 

DAPI 碧云天生物技术有限公司 

Triton X-100 碧云天生物技术有限公司 

抗荧光淬灭封片液 碧云天生物技术有限公司 

脱脂奶粉 北京索莱宝科技有限公司 

1.2  自发性 FHN 及正常肉鸡 BMSCs 的分离及纯化培养 

采用全骨髓差速贴壁培养法分离培养肉鸡 BMSCs（范如彬，2022）。选取 10~20

日龄自发性 FHN 及健康肉鸡，颈椎脱臼处死后，暴露髋关节，切断圆韧带并分离跗

关节。在无菌操作台将胫骨及股骨表面附着肌肉组织剔除，使用预先配置的含有 1%

双抗的 DMEM/F12 培养基冲洗髓腔，直至骨骺颜色发白。使用 70 μm 滤器过滤收集

的冲洗液，之后 1000 rpm 离心 10 min，弃上清，使用含有 10%胎牛血清（fetal bovine 

serum, FBS）的 DMEM/F12 培养基重悬细胞，并按 2×105/mL 的细胞密度接种至培养

瓶中，37℃、5% CO2培养 24 h 后首次换液，之后每 2 d 更换培养液，当细胞密度达

到 80%时，进行传代培养，记为 P1。 

1.3  细胞生长曲线绘制 

选取第 1、3、5 代时期的 BMSCs，经 0.25%胰蛋白酶/EDTA 消化处理后，以每孔

1×104 个接种于 24 孔板，每天进行一次细胞计数，持续 7 d，按照细胞计数结果绘制

细胞生长曲线。 

1.4  细胞活力检测 

将 P3~P5 代 BMSCs 接种于 96 孔细胞培养板。BMSCs 分别暴露于浓度为 0、200、

400、800、1200 μg/mL 的 MP 中培养 6、12、24、48 h，处理完成后，按照 CCK-8 检
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测说明进行细胞活力检测，并使用酶标仪检测 450 nm 波长处 OD 值并计算细胞存活

率。 

1.5  成骨诱导分化 

将 10 mM β-甘油磷酸钠，10 nM 地塞米松，5 μg/mL 抗坏血酸，10% FBS 及 1%

青霉素/链霉素溶解于 DMEM/F12，待细胞密度达到 70%时进行诱导分化，每 2 d 进行

一次换液。 

1.6  成软骨诱导分化 

将 100 ng/mL 转化生长因子 β1、10 nM 地塞米松、50 μg/mL 抗坏血酸、6.25 μg/mL

牛胰岛素、6.25 μg/mL 转铁蛋白及 1.25 μg/mL 牛血清白蛋白溶解于 DMEM/F12，待细

胞密度达到 70%时进行诱导分化，每 2 d 更换一次培养液。 

1.7  成脂诱导分化 

将 10 μg/mL 牛胰岛素，1 μM 地塞米松，0.5 mM IBMX，0.1 mM 吲哚美辛，10% 

FBS，1%青霉素/链霉素溶解至 DMEM/F12。待细胞汇合至 70%时进行诱导分化，每

2 d 换液一次。 

1.8  茜素红 S 染色 

将进行成骨诱导分化第 1、7、21 d 的细胞进行茜素红 S 染色，并利用倒置显微镜

观察染色结果并拍照。 

1.9  ALP 检测 

成骨诱导第 1、7、21 d 收集细胞上清，进行 ALP 检测。 

1.10  阿利新蓝染色 

BMSCs 经软骨诱导分化液诱导 21 d 后，使用 4%多聚甲醛固定细胞，后续操作同

第二章 1.7。 

1.11  油红 O 染色 

使用 0.3%油红 O 染色液对成脂诱导第 1、7、14、21 d 的细胞避光染色 30 min，

磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）润洗 3 次，并用丙醇处理 15 s，最后

使用中性树脂进行封片，并使用倒置显微镜观察染色结果并拍照。 
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1.12  总 RNA 的提取及 qRT-PCR 检测 

1.12.1  组织总 RNA 的提取及 qRT-PCR 检测 

自发性 FHN 及正常肉鸡股骨头组织提取方法同第二章 1.8。 

1.12.2  细胞总 RNA 的提取及 qRT-PCR 检测 

将接种于 12 孔细胞培养板的 BMSCs 暴露于 MP 中 24 h，之后吸除培养基，每孔

加入 500 μL 预冷的 Trizol，4℃静置 5 min，吹打裂解细胞后，转移至 1.5 mL 离心管

中，并向每管中加入 100 μL 预冷的氯仿，涡旋混匀，后续操作同第二章 1.8。相关基

因的引物序列合成由生工生物工程有限公司提供，引物序列见表 3-3。 

表 3-3 qRT-PCR 引物序列 

Table 3-3 Primers sequences for qRT-PCR 

目的基因 

Target gene 

上游引物（5’-3’） 

Forward primer (5’-3’) 

下游引物（5’-3’） 

Reverse primer (5’-3’) 

Runx2 TGTCCGCAACCACTCACTAC CTGGTACGATCCCGACGAAG 

BMP2 TCAGCTCAGGCCGTTGTTAG GTCATTCCACCCCACGTCAT 

COL1A1 GTCATTCCACCCCACGTCAT GTCATTCCACCCCACGTCAT 

LDLR TTCGAGGACTCCGTGTTCTG CTCACAGCCCCCATTGGAC 

FAS TTTGGTGGTTCGAGGTGGTA CAAAGGTTGTATTTCGGGAGC 

ATGL TCCTAGGGGCCTACCACATC CCAGGAACCTCTTTCGTGCT 

PPAR GTGCAATCAAAATGGAGCC CTTACAACCTTCACATGCAT 

GAPDH GAACATCATCCCAGCGTCCA CGGCAGGTCAGGTCAACAAC 

1.13  Western blotting 蛋白表达检测 

1.13.1  股骨头组织总蛋白提取 

取出-80℃保存的股骨头组织，在液氮低温条件下将其研磨为粉末状。称取 10 mg

组织粉末，置于 2 mL 离心管内，加入含有 1% PMSF 的 RIPA 蛋白裂解液 200 μL，并

使用匀浆仪进行匀浆裂解，4%裂解 15 min 后，1200 rpm、4℃离心 15 min，收集上清

至新的离心管。使用 BCA 蛋白检测试剂盒进行蛋白浓度检测，然后使用 5×Loading 

Buffer 对蛋白进行变性处理，保存于-20℃备用。 
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1.13.2  细胞总蛋白提取 

BMSCs 接种于 6 孔细胞培养板中培养 24 h，使用 400 µg/mL MP 处理 24 h。处理

完成后，PBS 清洗三次，并将 PBS 完全弃去，每孔加入含有 1% PMSF 的 RIPA 裂解

液 80 μL，裂解 15 min 后，使用细胞刮刀刮取细胞并移至 1.5 mL 离心管中，1200 rpm、

4℃离心 15 min，收集上清至新的离心管。使用 BCA 蛋白检测试剂盒检测蛋白浓度，

随后进行蛋白变性操作，保存于-20℃备用。 

1.13.3  SDS-PAGE 电泳 

根据蛋白分子量大小配制相应浓度的凝胶。按照等质量上样的原则进行蛋白上样，

加入蛋白预染 Marker 作为参考，进行电泳。电泳完成后，使用甲醇激活 PVDF 膜并

进行转印。 

1.13.4  抗体孵育 

转膜完成后，使用 Tris-HCl 缓冲盐溶液（Tris-HCl buffered saline solution, TBST）

洗涤三次，再用 5%脱脂奶粉/牛血清白蛋白（bovine serum albumin, BSA）室温封闭 2 

h。封闭结束后，使用预先配置的一抗 4℃孵育过夜。孵育完成后，TBST 洗涤三次，

之后使用相应的二抗室温孵育 1 h。TBST 洗涤三次后，使用超灵敏 ECL 发光液进行

化学发光检测，并用 Image-Pro Plus 软件分析蛋白相对灰度。 

1.14  流式细胞术检测 

将分离培养至细胞密度为 80%的原代 BMSCs 使用 0.25%胰蛋白酶/EDTA 消化处

理后，离心收集细胞，弃上清并用 PBS 清洗 2 次。将 1×106 细胞重悬于含有 2%多聚

甲醛（无甲醇）的 PBS 中，室温固定 10 min。固定完成后，向每管中加入 2 mL PBS，

200g 离心 5 min，2 次后回收细胞。将 anti-CD29（Cat No. AF0207）、anti-CD44（Cat 

No. AF1858）、anti-CD34（Cat No. AF0102）及 anti-HLA-DR（Cat No. AF2065）抗体

以 1：50 的浓度加入检测管，室温孵育 30 min。孵育完成后，使用孵育缓冲液（含有

2%BSA 的 PBS）洗涤细胞 2 次，加入 200 μL 的 10%山羊血清稀释液或 5% BSA 室温

封闭 15 min。封闭完成后加入 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Fluor488-conjugated 荧光二

抗（Cat No. S0018），室温避光孵育 40 min，PBS 处理为空白对照。最后洗涤细胞 2 次

并重悬于 500 μL 的 PBS，使用 BD FACS Verse TM 273 流式细胞仪进行检测。 
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1.15  数据统计分析 

使用 SPSS 25.0 进行统计分析，比较分析两组数据时使用独立样本 t 检验。使用

单因素方差分析（One-Way ANOVA）比较分析多组数据。试验数据以平均值±标准差

（mean±SD）表示，*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。使用 Graphpad 

Prism 7.0 进行制图。 

2  结果与分析 

2.1  肉鸡 BMSCs 的分离与鉴定 

2.1.1  细胞形态学特征 

采用全骨髓差速贴壁培养法分离 BMSCs，并对其进行纯化培养。如图 3-1 所示，

P1 时期存在形态各异的细胞，但随着培养时间及传代次数的增加细胞形态逐渐统一，

P3 时期的 BMSCs 细胞形态稳定，体积大，边缘光亮，呈典型的成纤维状。 

 

图 3-1  不同时期 BMSCs 的细胞形态 

Fig. 3-1  Cell morphology of BMSCs at different periods 

A．24 h 换液后；B．P1 代；C．P3 代；D．P5 代。比例尺：50 μm。 

A. After 24 h fluid exchange; B. P1; C. P3; D. P5. Scale bar: 50 μm. 
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2.1.2  细胞生长曲线绘制 

本试验通过对 P1、P3、P5 时期的 BMSCs 绘制生长曲线以验证细胞生长状态。结

果（图 3-2）显示 P1、P3、P5 时期的细胞生长曲线呈典型的“S”型，即开始生长时存

在 2 d 潜伏期，之后进入对数生长期，当细胞量达到最大值时则进入生长平台期。通

过本试验方法分离培养的 BMSCs 具有良好的生长状况，达到了预期的增殖活性。 

 

图 3-2  细胞生长曲线 

Fig. 3-2  Cell growth curve 

2.1.3  成骨诱导分化及其标志物检测 

对分离纯化的 BMSCs 进行成骨诱导分化并采用茜素红 S 染色，结果显示在诱导

分化 21 d 后，茜素红 S 染色的阳性细胞较第 1 d 显著聚集（图 3-1A~C），且 ALP 含

量显著升高（图 3-3D，P<0.05）。随着成骨诱导时间的增加，成骨相关基因 Runx2、

BMP2 及 COL1A1 的 mRNA 水平显著升高（图 3-3E，P<0.05），表明本试验分离培养

的 BMSCs 保持良好的成骨分化潜能。 
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图 3-3  BMSCs 成骨诱导分化第 1 d（A）、7 d（B）、21 d（C）时茜素红染色、ALP（D）及成

骨相关基因的 mRNA 水平（E）变化 

Fig. 3-3  Changes in the levels of alizarin red staining, ALP (D) and osteogenesis-related genes (E) at 

the 1st (A), 7 (B) and 21 d (C) of osteogenic-induced differentiation of BMSCs 

比例尺：100 μm。所有结果以 mean±SD 表示。*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

Scale bar: 100 μm. Data were presented as mean±SD. *P<0.05, **P<0.01. 

2.1.4  成脂诱导分化及其标志物检测 

通过油红 O 染色鉴定 BMSCs 成脂分化水平，如图 3-4 所示，在成脂诱导第 7 d、

第 14 d、第 21 d 脂滴形成随时间增加，同时随着诱导时间的延长，脂肪合成相关基

因：脂肪酸合酶（fatty acid synthase, FAS）、低密度脂蛋白受体（low-density lipoprotein 

receptor, LDLR）及过氧化物酶体增殖物激活受体（PPARγ）的 mRNA 水平显著升高，
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而脂肪分解代谢基因脂肪甘油三酯脂肪酶（adipose triglyceride lipase, ATGL）的 mRNA

水平显著下降（图 3-4E），提示 BMSCs 在 P3时期保持良好的成脂分化潜能。 

 

图 3-4  BMSCs 成脂诱导分化第 1（A）、7（B）、14（C）及 21 d（D）时油红 O 染色及成脂相

关基因（E）水平变化 

Fig. 3-4  Changes in oil-red O staining and lipogenesis-related gene (E) levels at 1 (A), 7 (B), 14 (C) 

and 21 d (D) of lipogenesis-induced differentiation in BMSCs 

比例尺：50 μm。所有结果以 mean±SD 表示。*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

Scale bar: 50 μm. Data were presented as mean±SD. *P< 0.05, **P< 0.01. 

2.1.5  肉鸡 BMSCs 表面标记物的鉴定 

相关文献表明，不同来源的 MSCs 能够共同表达 CD29 及 CD44，低表达/不表达

CD34 和 HLA-DR，因此为进一步验证分离所得细胞的种类，本试验采用流式细胞术
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检测了 MSCs 表面标志物的表达情况。结果如图 3-5 所示，CD29 及 CD44 的阳性率

分别为 94.2%、92.6%，而 CD34 和 HLA-DR 阳性率分别为 5.47%、2.98%，提示本试

验所分离培养的细胞符合 BMSCs 的鉴定标准。综上所述，本试验分离培养的 BMSCs

具有良好的增殖活性及分化潜能，且符合干细胞鉴定标准，因此可用于接下来的试验。 

 

图 3-5  BMSCs 表面标志物表达水平 

Fig. 3-5  Surface marker expression levels of BMSCs 

阳性率：Blank：0.76%，CD29+：94.2%，CD44+：92.6%，CD34+：5.47%，HLA-DR+：2.98%。 

Positive rate: Blank: 0.76%, CD29+: 94.2%, CD44+: 92.6%, CD34+: 5.47%, HLA-DR+: 2.98%.  

2.2  FHN 肉鸡来源的 BMSCs 分化水平变化 

本试验通过茜素红 S、阿利新蓝及油红 O 染色对 FHN 肉鸡和正常肉鸡来源的

BMSCs 分化水平进行了检测。染色结果（图 3-6）显示，来源于健康肉鸡的 BMSCs 表

现出正常的成骨（茜素红 S 染色）、成软骨（阿利新蓝染色）及成脂（油红 O 染色）

分化水平，而自发性 FHN 肉鸡来源的 BMSCs 经过分化诱导后，表现为细胞矿化水平

及阳性软骨细胞数量显著下降，而油性脂滴的数量显著增加，提示 FHN 肉鸡来源的

BMSCs 成骨、成软骨及成脂分化功能失调。 
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图 3-6  自发性 FHN 及正常肉鸡（21 日龄）来源的 BMSCs 成骨、成软骨及成脂分化情况 

Fig. 3-6  Osteogenic, chondrogenic and adipogenic differentiation of spontaneous FHN and normal 

broilers-derived BMSCs (21 days old) 

比例尺：茜素红 S 染色：50 μm；阿利新蓝染色：200 μm；油红 O 染色：100 μm。 

Scale bar: Alizarin red S staining: 50 μm; Alcian blue staining: 200 μm; Oil red O staining: 100 μm. 

2.3  FHN 肉鸡的股骨头组织中成骨和软骨代谢水平变化 

本试验中，FHN 肉鸡的股骨头组织中成骨及软骨代谢相关蛋白水平变化趋势与

BMSCs 分化水平变化结果一致，即 FHN 肉鸡的股骨头组织中软骨代谢关键标志物

Col2a1 及 Aggrecan 的 mRNA（图 2-8）及蛋白（图 3-7）表达水平较正常肉鸡显著下

降（P<0.05），且成骨相关标志物 BMP2（图 3-8，P<0.05）的蛋白水平极显著下调

（P<0.01），而基质金属蛋白水解酶（MMP13，图 3-8）的蛋白水平显著升高（P<0.05）。 
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图 3-7  FHN 肉鸡和正常肉鸡（21 日龄）股骨头组织中软骨代谢相关蛋白水平 

Fig. 3-7  The level of cartilage metabolism-related proteins in femoral head tissues of FHN and normal 

broilers in 21 days 

所有结果以 mean±SD 表示。与对照组相比，*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

Data were presented as mean±SD. *P<0.05, **P<0.01. 

 

图 3-8  FHN 肉鸡和正常肉鸡（21 日龄）股骨头组织中成骨相关蛋白水平 

Figure 3-8 The level of osteogenesis-related proteins in femoral head tissues of FHN and normal broilers 

in 21 days 

所有结果以 mean±SD 表示。与对照组相比，*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

Data were presented as mean±SD. *P<0.05, **P<0.01. 

2.4  MP 处理浓度及时间筛选 

为确定 MP 处理 BMSCs 的最佳浓度及时间，本试验采用了 CCK-8 法评估细胞活

性，同时通过 qRT-PCR 法检测细胞凋亡相关基因转录水平。将 BMSCs 暴露于不同剂

量的 MP（200、400、800 和 1200 µg/mL），分别处理 6、12、24 和 48 h，评估 MP 对

细胞活性的影响。如图 3-9 所示，与对照组相比，当 400 µg/mL MP 处理细胞 24 h 时，

BMSCs 的细胞活力下降了约 30%。细胞凋亡相关基因表达水平的结果（图 3-10）显

示，MP 处理 24 h 后 Caspase-3 及 Caspase-9 的 mRNA 水平显著高于对照组（P<0.05），

而抗凋亡基因 Bcl-2 的 mRNA 水平显著低于对照组（P<0.05），表明 400 µg/mL MP 处

理细胞 24 h 可引起 BMSCs 发生凋亡，该处理条件选择合理。 
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图 3-9  不同浓度（200、400、 800 和 1200 µg/mL）MP 分别处理 BMSCs 不同时间（6、12、24

及 48 h）的细胞存活率 

Fig. 3-9  The cell viability of BMSCs treated with 200, 400, 800 and 1200 µg/mL for 6, 12, 24 and 48 h 

 

图 3-10  400 µg/mL MP 处理 BMSCs 24 h 改变了凋亡相关基因的转录水平 

Fig. 3-10  Treatment of BMSCs at 400 μg/mL MP for 24 h altered the transcription levels of apoptosis-

associated genes 

所有结果以 mean±SD 表示。与对照组相比，*P<0.05 表示差异显著。 

Data were presented as mean±SD. *P<0.05. 

2.5  MP 对 BMSCs 分化水平的影响 

为验证 MP 对肉鸡 BMSCs 分化能力的影响，本试验对暴露于 MP 的 BMSCs 进行

了成骨、成软骨及成脂诱导分化，并分别通过茜素红 S 染色、阿利新蓝染色及油红 O
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染色检测其分化水平。结果显示，MP 处理减轻了成骨矿化程度并减少了软骨细胞数

量，但增加了脂滴形成数量，MP 处理 BMSCs 后，减弱了其成骨及成软骨分化能力，

而提高了成脂分化能力（图 3-11），这一结果与来源于 FHN 肉鸡的 BMSCs 分化水平

变化一致。 

 

图 3-11  MP 对 BMSCs 成骨、成软骨和成脂分化水平的影响 

Fig. 3-11  Effect of MP on the level of osteogenesis, chondrogenic and adipogenesis differentiation in 

BMSCs 

比例尺：茜素红 S 染色：50 μm；阿利新蓝染色：100 μm；油红 O 染色：50 μm。 

Scale bar: Alizarin red S staining: 50 μm; Alcian blue staining: 100 μm; Oil red O staining: 50 μm.  

2.6  MP 对 BMSCs 成骨及软骨代谢水平的影响 

MP 处理引起了 BMSCs 分化水平变化，为明确 MP 对细胞成骨及软骨代谢水平

的影响，本试验采用了 qRT-PCR 及 Western blotting 检测方法进一步进行探究。其中

qRT-PCR 检测结果显示 MP 处理下调了 BMSCs 成骨及软骨代谢相关基因 Col2a1、
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Aggrecan、BMP2 和 Runx2 的 mRNA 水平（P<0.05），而 MMP9 的 mRNA 水平较对

照组极显著增加（图 3-12A~B，P<0.01）。此外，MP 暴露显著降低 BMSCs 的 Col2a1、

Aggrecan、BMP2 和 Runx2 的蛋白水平（图 3-12C~D，P<0.05），而显著提高了 MMP9

的蛋白水平（P<0.05），这与 FHN 肉鸡来源的 BMSCs 中成骨及软骨代谢水平变化一

致。上述结果表明 MP 处理 BMSCs 能够显著降低其成骨及软骨代谢水平，与 FHN 肉

鸡来源的 BMSCs 变化一致。 

 

图 3-12  MP 对 BMSCs 成骨及软骨代谢相关基因和蛋白表达水平的影响 

Fig. 3-12  Effect of MP on the expression levels of genes and eggs related to bone metabolism and 

cartilage metabolism in BMSCs 

软骨代谢相关基因（A）及蛋白水平（C）；骨代谢相关基因（B）及蛋白水平（D）。所有结果以 mean±SD 表示。

与对照组相比，*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

Cartilage metabolism-related genes (A) and protein levels (C); bone metabolism-related genes (B) and protein levels (D). 

Data were presented as mean±SD. *P<0.05, **P<0.01, compared with control. 
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3  讨论 

BMSCs 具有强大的增殖、分化及自我更新能力，同时其还具有多效性和免疫调节

特性，因此在损伤修复、临床治疗以及组织工程领域受到广泛关注（Chrostek et al., 2019; 

Fu et al., 2019; Liao et al., 2021; Liu et al., 2021）。而 BMSCs 的分离培养是开展研究必

不可少的一个环节，在现有 BMSCs 分离纯化方法中，密度梯度离心法及差速离心法

在一定程度上损伤细胞，而全骨髓血液贴壁培养法能够最大程度保留细胞的增殖活性

及分化能力，且能够减少血细胞的干扰（肖艳宇，2021; Zhang et al., 2014）。因此本研

究采用全骨髓血液贴壁培养法分离纯化肉鸡 BMSCs。经检验，本试验分离培养所得细

胞具有良好的增殖活性并保持良好的成骨及成脂分化能力，同时细胞表面标志物的检

测结果显示其符合 MSCs 鉴定标准，因此可用于试验研究。 

FHN 是一种进行性退化的骨代谢疾病，对人类健康及畜禽养殖业带来了极大的影

响，因此明确 FHN 的发病机理并对其进行早期诊断及干预至关重要。相关研究表明

FHN 患者的 BMSCs 数量减少，细胞活性及增殖能力下降（Al-Khalaifa et al., 2019; 

Gangji et al., 2003; Li et al., 2005; Wang et al., 2008; Wang et al., 2003）。而 BMSCs 作为

成骨细胞的主要来源，能够影响成骨细胞的生成及骨形成过程（Lu et al., 2020; Qiu et 

al., 2021）。Runx2 作为成骨特异性转录因子，能够调节 MSCs 中骨桥蛋白（OPN）、骨

钙素（BGP）等基质蛋白的表达（Noël et al., 2004），并在成骨细胞分化过程中维持 OPN

和 BGP 的产生（Pittayapruek et al., 2016）。另一种重要的骨形成蛋白 BMP2 能够显著

提高 BGP 的表达水平（Xu et al., 2017），并且能够诱导 BMSCs 向成骨细胞定向分化

（Zeng et al., 2016）。而基质金属蛋白酶（MMP9 和 MMP13）能够降解基底膜及细胞

外基质（Wagley et al., 2020），严重影响成骨的发生。相关研究报道，在 FHN 发病早

期，患者的股骨头软骨中出现软骨变性，且 Aggrecan 和 Col2a1 的表达量下降（Novak 

et al., 2020）。本试验对来源于自发性 FHN 肉鸡的 BMSCs 进行了茜素红 S 染色及阿利

新蓝染色，结果显示成骨细胞及软骨细胞数量较正常肉鸡显著减少。此外，qPCR 及

Western bloting 结果也显示，成骨及软骨生成相关因子 BMP2、Runx2、Col2a1 和

Aggrecan 的蛋白水平显著下降，而基质降解酶 MMP9 的蛋白水平显著升高，相关基

因检测结果与染色结果一致。因此，本试验提示 FHN 肉鸡来源的 BMSCs 成骨及成软

骨分化水平明显降低。 

FHN 动物模型包括兔、小鼠、大鼠及鸡（Liao et al., 2019; Zhang et al., 2019; Zhu 

et al., 2020）。与其他小型四足动物相比，鸡作为 FHN 动物模型的优势在于其双足运

动对髋关节和股骨头产生的压力与人类相似（Xu et al., 2018）。皮质类固醇（地塞米松

/甲泼尼龙）导致的 FHN 患者的 BMSCs 数量及活性降低（Zhou et al., 2021），且成骨
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活性减弱（Houdek et al., 2016），成脂水平提高，因此本试验将 BMSCs 暴露于 MP 以

进一步探究其成骨及成软骨分化能力下降的相关调控机制。本试验发现暴露于 MP 的

BMSCs 表现与来源于 FHN 肉鸡的细胞相似的结果，即 BMSCs 的成骨及成软骨分化

水平降低，且成骨及软骨代谢关键标志物 BMP2、Runx2、Col2a1 和 Aggrecan 的蛋白

水平也发生显著下降，这一结果与 FHN 肉鸡来源的 BMSCs 分化水平变化一致（图 3-

13）。 

 

图 3-13  FHN 肉鸡来源及 MP 处理的 BMSCs 成骨及成软骨分化水平变化 

Fig. 3-13  Osteogenic and chondrogenic differentiation level changes in BMSCs of FHN broilers 

sources and MP treatment 
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第四章  Notch 通路对 FHN 肉鸡中 BMSCs 分化的调控
作用 

相关研究发现 FHN 患者的股骨近端分离所得干细胞数量减少（Hernigou et al., 

1999; Wang et al., 2003）、成骨分化能力降低（Wang et al., 2003），且成骨细胞增殖能

力减弱（Gangji et al., 2003）。本实验室研究发现，来源于 FHN 肉鸡的 BMSCs 成骨及

成软骨分化能力下降，且成骨及软骨生成能力减弱，表明 BMSCs 的分化水平与 FHN

密切相关。Notch 通路是高度保守的信号转导途径，在细胞增殖、分化及程序性死亡

等过程中有重要调控作用（Enders et al., 2012; Meurette et al., 2018; Siebel et al., 2017）。

经典的 Notch 信号由细胞膜表面的受体与相邻细胞膜上的配体结合后激活，受体蛋白

经金属蛋白酶—肿瘤坏死因子 α 转化酶（TNF α converting enzyme, TACE）和 γ 分泌

酶复合物剪切，释放具有转录调节活性的胞内结构域（NICD）（Liu et al., 2021; Sprinzak 

et al., 2021; Takam Kamga et al., 2020; van Tetering et al., 2011），随后 NICD 转移进入细

胞核，与转录因子 RBPJ 结合，形成转录复合物，启动下游靶因子 Hes 及 HEY 家族基

因的转录，发挥生物学作用（徐沛然，2018; Szafraniec et al., 2022; Zanotti et al., 2016）。 

Notch 信号对 MSCs 成骨分化的调控存在两种不同的观点。有学者认为 Notch 信

号传导能够促进骨源性细胞的矿化（Díaz-Tocados et al., 2017; Osathanon et al., 2019），

也有学者认为 Notch-RBPJ 对 MSCs 成骨分化存在负面作用（Engin et al., 2008; Hilton 

et al., 2008; Shang et al., 2015）。研究发现，抑制 Notch 信号能增强人类 MSCs 的成骨

潜能（Jung et al., 2013; Shang et al., 2015; Shu et al., 2017; Xu et al., 2013）。Liu 等人发

现细胞内 miR-29b 增强表达，并下调 DNA 甲基转移酶 1 的表达，能够引起 Notch1 启

动子的甲基化水平降低及 Notch 信号的激活，最终导致 MSCs 成骨分化受损（Liu et 

al., 2015）。这些研究表明 Notch-RBPJ 通路参与调控 BMSCs 的成骨分化过程。 

Notch 通路能够抑制体内软骨生成，通过 DLL1 抑制鸡胚中软骨细胞分化及生长

板中肥大软骨细胞的增殖（Crowe et al., 1999）。Notch1 的 NICD 在肢芽间充质细胞中

的过度表达能够抑制小鼠附肢骨骼中透明软骨的形成，且RBPJ介导了这一过程（Dong 

et al., 2010; Kohn et al., 2012），这与激活 Notch-RBPJ 经典通路会抑制软骨细胞增殖和

分化（Chen et al., 2013; Kohn et al., 2012; Mead et al., 2009）的结论一致。本研究前期

发现 MP 处理后的 BMSCs 成骨及成软骨分化水平降低，而成脂分化能力增强，这与

来源于 FHN 肉鸡的 BMSCs 分化趋势相同，因此本试验进一步探究了 Notch 通路激活

剂 JAG-1/抑制剂 DAPT 对 MP 处理的 BMSCs 细胞分化改变的调控作用及机制。 
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1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

本章试验主要仪器与试剂见第三章 1.1，其中间接免疫荧光所用抗体信息如表 4-

1 所示。 

表 4-1 间接免疫荧光抗体信息 

Table 4-1 Antibody information for indirect immunofluorescence 

试剂名称 

Reagents 

公司 

Company 

anti-RBPJ（Cat No. AF7881） 碧云天生物技术有限公司 

Alexa Fluor 488 标记山羊抗兔 IgG(H+L)（Cat No. P0176） 碧云天生物技术有限公司 

1.2  细胞培养 

BMSCs 来源于健康肉鸡，在含有 10%FBS、1%青霉素/链霉素的 DMEM/F12 培养

基中，使用 CO2 浓度为 5%，温度为 37℃培养箱中进行细胞培养。 

1.3  细胞活力检测 

使用 CCK-8 法检测细胞活力，具体操作同第三章 1.4。 

1.4  成骨诱导分化 

肉鸡 BMSCs 进行成骨诱导分化 21 d，具体操作同第三章 1.5。 

1.5  成软骨诱导分化 

肉鸡 BMSCs 进行成软骨诱导分化 21 d，具体操作同第三章 1.6。 

1.6  成脂诱导分化 

肉鸡 BMSCs 进行成脂诱导分化 21 d，具体操作同第三章 1.7。 

1.7  茜素红 S 染色 

使用茜素红 S 染色液对成骨诱导分化 21 d 的 BMSCs 进行染色，具体操作同第三

章 1.8。 
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1.8  阿利新蓝染色 

使用阿利新蓝染色液对成软骨诱导分化 21 d 的 BMSCs 进行染色，具体操作同第

三章 1.10。 

1.9  油红 O 染色 

使用油红O染色液对成脂诱导分化 21 d的细胞进行染色，具体操作同第三章1.11。 

1.10  FHN 肉鸡股骨头组织及 BMSCs 中总 RNA 的提取及 qRT-PCR 检测 

常规提取自发性 FHN 及正常肉鸡的股骨头组织、BMSCs 中总 RNA，并使用 qRT-

PCR 检测其 mRNA 表达水平，具体试验操作见第二章 1.8，第三章 1.12。相关基因的

引物序列合成由生工生物工程有限公司提供，引物序列见表 4-2。 

表 4-2 qRT-PCR 引物序列 

Table 4-2 Primers sequences for qRT-PCR 

目的基因 

Target gene 

上游引物（5’-3’） 

Forward primer (5’-3’) 

下游引物（5’-3’） 

Reverse primer (5’-3’) 

Aggrecan TGCAAGGCAAAGTCTTCTACG GGCAGGGTTCAGGTAAACG 

Col2a1 ACCTACAGCGTCTTGGAGGA ATATCCACGCCAAACTCCTG 

BMP2 CTCAGCTCAGGCCGTTGTTA GTCATTCCACCCCACGTCAT 

Runx2 TTCACAAGCATTTCATCCCTC TTGCGGACATACCCAGTGACA 

MMP9 GCCATCACTGAGATCAATGGAG GATAGAGAAGGCGCCCTGAGT 

MMP13 AGAGACCCTGGAGCACTGATGT GGGATCTCTGTCTCCAGCACCA 

Notch1 AGAGGAACTCAAGGGGAGCG CGGCACTCGCATTTGTAGTC 

Notch2 CACACCCGAGTGCTTGTTTG ATTACAGCCCTGGTCACAGC 

JAG1 AACTGGTACCGCTGTGAGTG GCAAGGCCTCCCTGTAACTT 

JAG2 CAAGTGGCTGGGAAGGAGAA TGCATCGGCCACCATTATGA 

DLL1 TGAACTACTGCACTCACCACAA TCGTTGATTTCAATCTCGCAGC 

DLL4 CAGCAGGTAACGGTCGGAG TTGACGAACTCGTGCAGCTT 

RBPJ GCAGATGATCCGGTATCGCAG TTTGGGCATGGAGTGGCTTGA 

Hes1 CAGCGAGTGCATGAACGAAG TGATGGCGTTGATCTGGGTC 
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目的基因 

Target gene 

上游引物（5’-3’） 

Forward primer (5’-3’) 

下游引物（5’-3’） 

Reverse primer (5’-3’) 

Hes4 CCCATCATGGAGAAGCGACG GAGTGCCGAGAGCTGTCTTTT 

Hes5 TGAAATACAGCCGAGCTTTTGC GCAGAAGGAGAACCGGAGTC 

Hes6 CGCATTCCACTTGGATCAGTCTA AGGCCCACTTTGGAATCAGC 

HEY1 GGCCGGAGGGAAAGGTTATTT GTGATGTCCAAAGGCGTTGC 

HEY2 TATTTCTCTTTGCCCCACGCC TATGGCTTTGCCCGCAGTA 

HEYL TCAGGATGAAGCGTCTGTGC GCCGCTTCTCAATGATCCCT 

Caspase-3 TGCTCCAGGCTACTACTCC CCACTCTGCGATTTACACGA 

Caspase-9 CGAAGGAGCAAGCACGAC CGCAGCCCTCATCTAGCAT 

Bcl-2 CGACTGGGATGACAGGAAAG GGAGCGCACAGGTGAGACA 

GAPDH GAACATCATCCCAGCGTCCA CGGCAGGTCAGGTCAACAAC 

1.11  间接免疫荧光 

BMSCs 接种于有 20 mm 圆形细胞爬片的 12 孔细胞培养板内培养 24 h，待细胞浓

度达到 80%，用 MP 处理 24 h。处理完成后，PBS 洗涤三次，使用 4%多聚甲醛于 4℃

固定 20 min，使用 3% Triton X-100 通透液室温通透 15 min，随后使用磷酸盐吐温缓

冲液（phosphate buffered saline，PBST）洗涤三次，将预先配置的 5% BSA 封闭液于

37℃封闭细胞 30 min。封闭完成后，使用一抗 4℃孵育过夜。一抗孵育完成后，PBST

洗涤三次并室温避光孵育荧光二抗 1 h。孵育完成后，PBST 洗涤三次，使用 DAPI 染

色 5 min，洗去多余染色液，使用荧光防淬灭液封片，置于共聚焦显微镜下进行观察

并拍照。 

1.12  FHN 肉鸡股骨头组织及 BMSCs 中 Western blotting 蛋白表达检测 

常规提取自发性 FHN 及正常肉鸡的股骨头组织、BMSCs 中总蛋白，并使用

Western blotting 检测其蛋白水平，具体操作同第三章 1.13。 

1.13  数据统计分析 

使用 SPSS 25.0 对所有试验数据进行统计分析。比较分析两组数据时使用独立样

本 t检验。使用单因素方差分析（One-Way ANOVA）比较分析多组数据，数值采用平
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均值±标准差（mean±SD）的形式表示。使用 Graph Pad Prism 7.0 软件进行制图。对于

所有分析，*P<0.05 表示差异显著，具有统计学意义，**P<0.01 表示差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  FHN 肉鸡股骨头组织中 Notch 通路相关因子水平变化 

本试验对 FHN 肉鸡的股骨头组织进行了 Notch 通路相关基因及蛋白水平的检测。

结果如图 4-1 所示，FHN 肉鸡的股骨头组织中 Notch 受体（Notch1 及 Notch2）、配体

DLL4 及转录因子 RBPJ、下游靶基因 Hes4 及 HEY2 的转录水平较正常肉鸡发生显著

上调（P<0.05），JAG2、Hes1 及 HEYL 的 mRNA 水平极显著升高（P<0.01），同时

Notch1、Notch2 及转录因子 RBPJ 的蛋白表达水平显著升高（P<0.05）。 

 

图 4-1  FHN 肉鸡股骨头组织中 Notch 通路相关因子的基因及蛋白水平变化 

Fig. 4-1  Changes in genes and protein levels of Notch pathway-related factors in femoral head tissues 

of FHN broilers 

A．自发性 FHN 肉鸡与正常肉鸡股骨头组织中 Notch 通路相关基因 mRNA 表达水平；B~C．Notch 通路相关蛋白

水平。所有结果以 mean±SD 表示。与对照组相比，*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

A. mRNA expression levels of Notch pathway-related genes in femoral head tissues of spontaneous FHN broilers and 

normal broilers; B~C. Notch signaling pathway-related protein levels. Data were presented as mean±SD. *P<0.05, **P<0.01, 

compared with control. 
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2.2  MP 处理 BMSCs 引起 Notch 通路激活 

本研究检测了 MP 处理的 BMSCs 中 Notch 通路相关基因及蛋白的表达。结果与

FHN 肉鸡的股骨头组织 Notch 通路相关因子检测结果一致，MP 处理 BMSCs 后引起

Notch 信号通路激活。MP 处理引起 Notch 受体（Notch1 和 Notch2）、配体 JAG-1、转

录因子 RBPJ 及靶基因 Hes1 的 mRNA 水平较对照组显著升高（P<0.05），JAG-2 的

mRNA 水平极显著升高（图 4-2A，P<0.01）。与对照组相比，MP 处理组中 BMSCs 的

Notch2 蛋白水平显著上调（图 4-2B~C，P<0.05），RBPJ 蛋白水平极显著升高（P<0.01），

同时 RBPJ 的免疫荧光水平增强（图 4-3）。 

 

图 4-2  MP 处理 BMSCs 对 Notch 通路相关因子水平的影响 

Fig. 4-2  MP treatment activates the effect of BMSCs on the levels of Notch pathway-related factors  

MP 对 BMSCs 中 Notch 通路相关基因（A）和蛋白（B~C）表达水平的影响。所有结果以 mean±SD 表示。与对照

组相比，*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极其显著。 

Effect of MP on Notch-related genes (A) and protein (B~C) expression levels in BMSCs. Data were presented as mean±SD. 

*P<0.05 were considered statistically significant and **P<0.01 means extremely significant, compared with control.  
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图 4-3  MP 对 BMSCs 中 RBPJ 免疫荧光强度的影响 

Fig. 4-3  Effect of MP on the immunofluorescence intensity of RBPJ in BMSCs  

用间接免疫荧光法观察 BMSCs 中 RBPJ 的表达水平，其中 Alexa Fluor 488 荧光（绿色）对 RBPJ 进行免疫荧光可

视化展示，细胞核用 DAPI（蓝色）进行染色。比例尺：15 µm。 

The expression level of RBPJ in BMSCs was observed by indirect immunofluorescence, where Alexa Fluor 488 

fluorescence (green) was used to visualize RBPJ by immunofluorescence and the nuclei were stained with DAPI (blue). 

Scale bar: 15 µm. 

2.3  JAG-1 激活 Notch 通路对 MP 引起的细胞分化的调节作用 

2.3.1  JAG-1 处理激活 BMSCs 中 Notch 通路 

本研究发现 MP 处理能够激活 BMSCs 的 Notch 通路（图 4-2~3），为探究机制，

随后采用 Notch 通路激活剂 Jagged-1（JAG-1）处理，观察其对 BMSCs 分化的调控作

用。CCK-8 细胞活力检测结果（图 4-4A）显示 6.0 μg/mL 的 JAG-1 处理 24 h 对细胞

增殖无显著影响（P>0.05），而随着浓度的增加细胞存活率逐渐降低，因此本试验选用

浓度为 6.0 μg/mL 的 JAG-1 用于接下来的试验。 

BMSCs 暴露于 JAG-1 24 h 后，qRT-PCR 检测结果显示 Notch 配体（JAG-1、JAG-

2 和 DLL-1）和 RBPJ 的 mRNA 水平较对照组显著上调（P<0.05），且 Hes1 的 mRNA

水平极显著升高（图 4-4B，P<0.01）。此外，与对照组相比，JAG-1 组的 p-Notch1/Notch1

和 RBPJ 的蛋白水平也显著增加（图 4-4C~D，P<0.05），同时 MP 与 JAG-1 共处理与

对照组相比能够显著增加 p-Notch1/Notch1 和 RBPJ 的蛋白表达水平（P<0.05）。 
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图 4-4  JAG-1 对 BMSCs 中 Notch 通路相关因子表达水平的影响 

Fig. 4-4  Effect of JAG-1 on the expression levels of Notch pathway-related factors in BMSCs  

A．不同浓度 JAG-1 处理 24 h 后细胞活力；B．JAG-1 对 BMSCs 中 Notch 相关基因表达水平的影响；C~D．通过

Western blotting 分析检测 p-Notch1、Notch1、Notch2 和 RBPJ 的蛋白表达。所有结果以 mean±SD 表示。*P<0.05 表

示差异显著，**P<0.01 表示差异极其显著。 

A. Cell viability under different JAG-1 concentrations in 24 h; B. Effect of JAG-1 on Notch-related gene expression levels 

in BMSCs; C~D. The protein expressions of p-Notch1, Notch1, Notch2 and RBPJ were detected by western blotting analysis. 

Data were presented as mean±SD. *P<0.05, **P<0.01. 

2.3.2  JAG-1 对 MP 处理的 BMSCs 成骨及软骨代谢水平的影响 

qRT-PCR 检测结果显示，与对照组相比，JAG-1 组 Aggrecan 的 mRNA 水平显著

下降（图 4-5A，P<0.05），MP+JAG-1 组中 Aggrecan 和 Runx2 的蛋白水平显著下降

（P<0.05），而 MMP9 和 MMP13 的蛋白水平则显著升高（图 4-5C~F，P<0.05）。 
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图 4-5  JAG-1 激活 Notch 通路对 MP 诱导的细胞分化的调节 

Fig. 4-5  Regulation of MP-induced cell differentiation by JAG-1 activation of the Notch pathway 

A, C~D．通过 qRT-PCR 和 Western blotting 检测暴露于 MP 和 JAG-1 的 BMSCs 中 Col2a1 和 Aggrecan 的表达水

平；B, E~F．通过 qRT-PCR 和 Western blotting 检测 JAG-1 对 BMSCs 中 BMP2、Runx2、MMP9 和 MMP13 的 mRNA

和蛋白水平的影响。所有结果以 mean±SD 表示。*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

A, C~D. The expression levels of Col2a1 and Aggrecan in BMSCs exposed to MP and JAG-1 were determined by qRT-

PCR and western blotting; B, E~F. Effects of JAG-1 on the mRNA and protein levels of BMP2, Runx2, MMP9 and MMP13 

in BMSCs tested by qRT-PCR and western blotting. Data were presented as mean±SD. *P<0.05, **P<0.01. 

2.4  DAPT 抑制 Notch 通路对 MP 引起的细胞分化的调节作用 

2.4.1  DAPT 对 MP 处理的 BMSCs 中 Notch 通路相关因子的影响 

作为 γ 分泌酶抑制剂，DAPT 能够通过抑制 γ 分泌酶复合物对 Notch 受体的切割，

从而抑制 Notch 通路的激活。本试验采用 DAPT 抑制 Notch 信号通路的激活以探究其

调控暴露于 MP 的 BMSCs 分化水平的相关机制。首先通过 CCK-8 法筛选出 DAPT 最
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佳处理条件为 2.0 μM 处理 24 h，将此处理条件用于接下来的试验。结果显示，与对照

组相比，暴露于 DAPT 能够显著降低 BMSCs 中 Notch1 的 mRNA 水平（图 4-6B，

P<0.05）。与暴露于 MP 的 BMSCs 相比，MP 及 DAPT 共处理时，p-Notch1/Notch1 的

蛋白水平极显著下降（P<0.01）。同时暴露于 DAPT 与 MP 时，Notch 下游因子 RBPJ

的蛋白表达水平较对照组显著降低（图 4-6C，P<0.05），提示 MP 处理激活的 Notch 通

路被 DAPT 逆转。 

 

图 4-6  DAPT 对 BMSCs 中 Notch 通路相关因子表达水平的影响 

Fig. 4-6  Effect of DAPT on the expression levels of Notch pathway-related factors in BMSCs  

A．不同浓度 DAPT 处理 24 h 后细胞存活率；B．DAPT 对 BMSCs 中 Notch 相关基因表达水平的影响；C．通过

Western blotting 分析检测 p-Notch1、Notch1、Notch2 和 RBPJ 的蛋白表达。所有结果以 mean±SD 表示。*P<0.05 表

示差异显著，**P<0.01 表示差异极其显著。 

A. Cell viability under different DAPT concentrations in 24 h; B. Effect of DAPT on Notch-related genes expression levels 

in BMSCs; C. The protein expressions of p-Notch1, Notch1, Notch2 and RBPJ were detected by western blotting analysis. 

Data were presented as mean±SD. *P<0.05 were considered statistically significant and **P <0.01 means extremely 

significant. 

2.4.2  DAPT 能够缓解 MP 引起的 BMSCs 成骨及成软骨分化水平变化 

本试验检测了 DAPT 对 MP 暴露引起的 BMSCs 成骨及软骨代谢水平。qRT-PCR

检测结果显示，MP+DAPT 组与 MP 组相比，Col2a1 及 Runx2 的 mRNA 水平极显著

升高（P<0.01）、Aggrecan 及 BMP2 的 mRNA 水平显著上调（图 4-7A~B，P<0.05），
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而 MMP9 的转录水平显著下降（P<0.05），MMP13 的 mRNA 水平极显著下降（图 4-

7B，P<0.01）。Western blotting 检测结果显示成骨关键蛋白 BMP2 和 MMP13 的蛋白

表达水平与转录水平变化一致，即 DAPT 与 MP 共处理组 BMP2 蛋白水平较 MP 单独

处理组显著升高（P<0.05），而 MMP13 蛋白表达水平极显著下降（图 4-7E~F，P<0.01）。

这一结果提示 DAPT 能够缓解 MP 暴露引起的 BMSCs 成骨代谢水平变化。 

 

图 4-7  DAPT 通过抑制 Notch 通路调节 MP 诱导的 BMSCs 分化水平变化 

Fig. 4-7  DAPT regulates MP-induced cell differentiation by inhibiting the Notch pathway 

A, C~D．通过 qRT-PCR 和 Western blotting 检测暴露于 MP 和 DAPT 的 BMSCs 中 Col2a1 和 Aggrecan 的表达水

平；B．通过 qRT-PCR 检测 DAPT 对 BMSCs 中 BMP2、Runx2、MMP9 和 MMP13 的 mRNA 水平的影响；E~F．BMSCs

中 BMP2 及 MMP13 的蛋白水平。所有结果以 mean±SD 表示。*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

A, C~D. The expression levels of Col2a1 and Aggrecan in BMSCs were determined by qRT-PCR and western blotting; B. 

Effects of DAPT on the expression levels of BMP2, Runx2, MMP9 and MMP13 in BMSCs tested by qRT-PCR; E~F. The 

protein levels of BMP2 and MMP13 in BMSCs. Data were presented as mean±SD. *P<0.05 were considered statistically 

significant and **P<0.01 means extremely significant. 
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3  讨论 

BMSCs 在骨代谢稳态中的作用与其成骨和成脂分化的平衡密切相关（Hernigou et 

al., 1999; Li et al., 2005）。FHN 特征是关节组成骨的破坏和软骨变性（Bruderer et al., 

2014）。FHN 的发病机制尚不完全清楚，FHN 患者可观察到股骨头近端 BMSCs 或其

他祖细胞的减少或分化方向改变（Aldahmash et al., 2012; Feng et al., 2010; Jin et al., 

2016; Jones et al., 2008; Lee et al., 2006; Maruyama et al., 2019）。本课题组前期研究发现

自发性 FHN 肉鸡发生脂质代谢紊乱，软骨稳态失衡，细胞外基质（ECM）形成减少、

软骨细胞异常凋亡（Fan et al., 2021; Huang et al., 2010）。成骨细胞数量的减少和软骨

的退化可能是 FHN 发生的主要原因（Hernigou et al., 1997）。 

本试验探究了 FHN 肉鸡中 Notch 通路对 BMSCs 分化的调控机制。Notch 通路是

一个高度保守的信号传导途径，通过 Notch 受体和邻近细胞上的配体之间的直接关联

进行信号传导（Oldershaw et al., 2008）。本研究发现自发性 FHN 肉鸡来源的 BMSCs

的 Notch 通路被激活，同时体外 MP 处理的 BMSCs 细胞显示了同样的结果。Notch 信

号通路对 MSCs 分化的调节有两种途径（Ongaro et al., 2016）。Notch 信号通路促进骨

源细胞矿化（Díaz-Tocados et al., 2017; Osathanon et al., 2019）。Díaz 等研究发现激活

Notch 通路能够促进 MSCs 的成骨分化（Díaz-Tocados et al., 2017）。Notch 下游靶基因

Hes/HEY1 过表达能够通过调节 Runx2，从而促进 MSCs 的成骨分化（Sharff et al., 2009），

说明 Notch 信号在骨形成中的积极作用。另外，Notch-RBPJ 对 BMP 诱导的 MSCs 分

化有抑制作用（Engin et al., 2008; Hilton et al., 2008; Shang et al., 2015）。早老素-2（PS-

2）敲除小鼠中小梁骨量显著增加，并且 HEY1 能够抑制小鼠 MC2T3 和 C3C2 细胞中

的 Runx2 转录活性，这表明 Notch 信号对成骨的抑制作用（Zamurovic et al., 2004）。

Notch 信号传导影响骨折后的骨再生和重塑（Feng et al., 2019; Hurtado et al., 2019）。

Notch 受体在骨折愈合过程中上调，抑制 Notch 受体延缓骨折愈合（Hurtado et al., 2019），

同时 Notch 配体 JAG-1 也有类似作用（Feng et al., 2019）。Osathanon 等人发现 JAG-1

能够促进人 MSCs 的成骨分化（Osathanon et al., 2019）。本研究中 JAG-1 处理促进了

MP 诱导的 BMSCs 成骨功能减弱，这一结果与 Oldershaw 等人的报道相一致，即 JAG-

1 处理引起 BMSCs 的 Notch 通路持续激活会抑制软骨分化（Oldershaw et al., 2008）。

由于 γ 分泌酶介导的切割是启动 Notch 信号传导的限速步骤，因此 γ 分泌酶抑制剂-

DAPT 是揭示 Notch 信号传导新功能的有效研究工具。Notch 信号传导被 γ 分泌酶抑

制剂（DAPT）阻断，可抑制下游靶基因的表达，影响细胞生长和增殖（Feng et al., 2019）。

在本研究中，DAPT 通过抑制 γ 分泌酶的活性减弱 MP 处理诱导的 Notch 信号通路的

激活水平，同时通过提高成骨及软骨代谢相关因子 Col2a1、BMP2 及 Runx2 的蛋白及
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mRNA 水平，降低基质金属蛋白酶（MMP9 及 MMP13）的表达，从而缓解 MP 诱导

的 BMSCs 成骨和成软骨能力的下降。本研究揭示了 Notch 通路参与调控了 BMSCs 的

成骨及成软骨分化（图 4-8）。 

 

图 4-8  Notch-RBPJ 在 BMSCs 中对成骨和软骨生成代谢的调节示意图 

Fig. 4-8  Schematic representation of the regulation of osteogenesis and chondrogenesis 

metabolism by Notch-RBPJ in BMSCs 
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第五章  Notch-RBPJ 通路通过 Col5a1 调控肉鸡 BMSCs
分化 

V 型胶原（Col5）是一种调节原纤维形成的次要胶原蛋白（Birk et al., 2011），其

亚型是由 α1（V）、α2（V）和 α3（V）链组合成的异源三聚体（Sumpter et al., 2004; 

van Kuppevelt et al., 1995）。Col5 的主要亚型包含两条 α1（V）链和一个 α2（V）链，

分别由 Col5a1 和 Col5a2 基因编码。Col5 存在于多数结缔组织基质中，具有多功能性

（Mak et al., 2016）。它在肺脏、皮肤、肾脏、脂肪组织及肝脏等纤维化疾病中研究较

广。在肺病中，Col5 是存在于血管和支气管周围结缔组织中次要胶原蛋白，是肺同种

异体移植排斥期间免疫反应的靶标（Haque et al., 2002; Mares et al., 2000; Yasufuku et 

al., 2002; Yasufuku et al., 2001）。在皮肤（Wenstrup et al., 2004）、肌腱（Connizzo et al., 

2016）和角膜（Sun et al., 2011）等组织中，Col5 的减少会导致组织机械性能下降。敲

除小鼠肌肉干细胞的 Col5a1 能够导致细胞异常进入细胞周期并减少干细胞库

（Baghdadi et al., 2018）。然而，关于 Col5 对骨代谢疾病的调控作用研究报道较少。 

Notch 通路是一种进化上高度保守的细胞间信号传导机制，决定细胞命运，在维

持机体发育平衡中起重要作用（Bray, 2006; Hori et al., 2013）。由于 Notch 受体及配体

是跨膜蛋白，因此需要相邻细胞间的相互作用，以激活通路（Chen et al., 2014）。Notch

下游转录因子 Hes 和 HEY 家族作为转录抑制因子能够调节肌肉、神经、骨骼等多种

组织中干细胞的功能（Engin et al., 2010; Zanotti et al., 2012）。本研究发现自发性 FHN

肉鸡的 Notch 通路激活，且 BMSCs 的成骨及成软骨分化水平下降，而成脂分化能力

提高。Notch 通路激活剂/抑制剂可改变 MP 暴露所引起的 BMSCs 成骨及成脂分化水

平的变化，提示 Notch 通路能够调控 BMSCs 的分化从而参与 FHN 的发生。相关研究

表明 Notch-RBPJ 可调控 Col5a1 转录从而使卫星细胞异常进入细胞周期并维持其生态

位（Baghdadi et al., 2018）。同时还有研究表明肌腱干细胞中 Notch 通路的激活导致

Col5 在 mRNA 和蛋白质水平上的表达增加。因此为探究 Notch 通路对 BMSCs 分化调

控的相关机制，本文对自发性 FHN 肉鸡的股骨头组织进行了 RNA-seq 数据分析，对

筛选出的重要调控因子 Col5a1 的作用进行了分析。 
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1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

主要仪器与试剂见第三章 1.1 及第四章 1.1，其中用于转染 si-Col5a1 及 si-RBPJ

的试剂为购自常州百代生物科技有限公司的 RFectPM 原代细胞小核酸转染试剂，间接

免疫荧光试验所用抗体 anti-Col5a1（Cat No. WLH4136）来自沈阳万类生物科技有限

公司，Western blotting 所用抗体 anti-Col5a1（Cat No. AF6537）购于碧云天生物技术有

限公司。  

1.2  细胞培养 

BMSCs 来源于健康肉鸡，在含有 10%FBS、1%青霉素/链霉素的 DMEM/F12 培养

基中，使用 CO2 浓度为 5%，温度为 37℃培养箱中进行细胞培养。 

1.3  细胞活力检测 

使用 CCK-8 法检测细胞活力，具体试验操作同第三章 1.4。 

1.4  成骨诱导分化 

对来源于 FHN 及健康肉鸡的 BMSCs 进行成骨诱导分化 21 d，具体试验操作同第

三章 1.5。 

1.5  成软骨诱导分化 

对来源于 FHN 及健康肉鸡的 BMSCs 进行成软骨诱导分化 21 d，具体试验操作同

第三章 1.6。 

1.6  成脂诱导分化 

对来源于 FHN 及健康肉鸡的 BMSCs 进行成脂诱导分化 21 d，具体试验操作同第

三章 1.7。 

1.7  茜素红 S 染色 

对成骨分化 21 d 的 BMSCs 进行茜素红 S 染色，具体试验操作同第三章 1.8。 

1.8  阿利新蓝染色 

对成软骨分化 21 d 的 BMSCs 进行阿利新蓝染色，具体试验操作同第三章 1.10。 

admin
高亮
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1.9  油红 O 染色 

对成脂分化 21 d 的 BMSCs 进行油红 O 染色，具体试验操作同第三章 1.11。 

1.10  RNA 干扰 

本试验通过 GenePharma 公司设计合成 RBPJ 的特异性 siRNA，其中 si-RBPJ 的序

列 为 5’-AUUUCACUCCAAAUUUACGTT-3’ ， si-Col5a1 的 序 列 为 5’-

UGGUAUCACAAGAACAACATT-3’，Negative control siRNA（NC）的序列为 5’-

UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3’。BMSCs 分别以不同的密度接种于相应的细胞培

养板内培养 24 h，培养至细胞密度达到 30%~50%时，参照 RFectPM 原代细胞小核酸转

染试剂说明进行操作，其配置体系如表 5-1 所示。 

表 5-1 RFectPM原代细胞小核酸转染试剂配制表 

Table 5-1 RFectPM primary cell small nucleic acid transfection reagent formulation system 

Culture vessel 

(well) 

Vol. of growth medium 

(μL) 

Vol. Dilution 

(μL) 

siRNA 

(pmol) 

RFectPM 

(μL)  

96-well 100 2×10 1.2 0.4 

48-well 250 2×25 3.0 1.0 

24-well 500 2×50 6.0 2.0 

12-well 1000 2×100 12.0 4.0 

6-well 2500 2×250 30.0 10.0 

1.11  FHN 肉鸡股骨头组织及 BMSCs 中总 RNA 的提取及 qRT-PCR 检测 

提取 FHN 及正常肉鸡股骨头组织及 BMSCs 中总 RNA，并使用 qRT-PCR 检测其

mRNA 水平，具体试验操作步骤见第二章 1.8，第三章 1.12。其中 Col5a1 的引物序列

为 Forward ： 5’-TGCTTATGTTGCCTTTCCGC-3’ ， Reverse ： 5’-

CTTCGCCCTTCAATCCTCCA-3’。 

1.12  FHN 肉鸡股骨头组织及 BMSCs 中 Western blotting 蛋白表达检测 

提取 FHN 及正常肉鸡股骨头组织及 BMSCs 中总蛋白，并使用 Western blotting 检

测蛋白水平，具体试验操作同第四章 1.14。 

1.13  间接免疫荧光 

对转染 si-Col5a1/si-RBPJ 的细胞进行间接免疫荧光染色，具体操作同第四章 1.11。 



Notch-RBPJ-Col5a1 通路对股骨头坏死肉鸡骨髓间充质干细胞分化的影响及调控机制研究 

80 

 

1.14  数据统计分析 

SPSS 25.0 对所有试验数据进行统计分析。比较分析两组数据时使用独立样本 t检

验。使用单因素方差分析（One-Way ANOVA）比较分析多组数据，数值采用平均值±

标准差（mean±SD）的形式表示。使用 Graph Pad Prism 7.0 软件进行图片制作。对于

所有分析，*P<0.05 表示差异显著，具有统计学意义，**P<0.01 表示差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  FHN 肉鸡转录组学关键基因的筛选 

2.1.1  蛋白互作网络图的绘制 

为探究 Notch 通路调控 MP 处理引起的 BMSCs 分化水平改变的相关机制，对本

课题组获得的自发性 FHN 肉鸡股骨头组织的 RNA-seq 数据（范如彬，2022）进行整

理分析。首先通过在线网站 String 对 RNA-seq 数据进行分析，并进行蛋白互作网络图

的绘制，结果如图 5-1 所示，本次分析共涉及 865 个差异表达基因，其中上调基因 246

个，下调基因 619 个。 

 

图 5-1  蛋白互作网络图 

Fig. 5-1  Protein interactions network diagram 
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2.1.2  关键基因的筛选 

通过 Cytoscape 3.7.2 软件进行 RNA-seq 数据分析，从中选取前 10 位差异表达基

因（图 5-2A），分别为 BDNF、BMP4、SMAD2、DCN、FBN1、COL1A1、COL1A1、

Col5a1、COL6A1 及 COL6A3。同时通过 Mcode 模块筛选出前两个功能模块（图 5-

2B~C），所包含基因分别为 COL1A1、BMP4、COL6A3、SMAD2、BDNF、COL1A2、

DCN、COL6A1、FBN1、LOX、FSTL、SPARC、COL6A2、COL1A2、THBS2、COL16A1、

COL8A1、POSTN、FBN2、ITGA11、LAMA5、LAMA3、LAMB、LAMB3、ITGB4、

LAMA2、Col5a1 及 Col5a2，并通过韦恩图交叉筛选出关键基因 Col5a1（图 5-3）。 

 

图 5-2  通过 Cytoscape 筛选关键基因 

Fig. 5-2  Key genes were screened by Cytoscape 

A．通过 Cytoscape-cytoHubba 筛选出前十位关键基因；B~C．通过 Cytoscape-Mcode 选出前两个功能模块。 

A. The top ten key genes were screened by Cytoscape-cytoHubba; (B~C) the top two functional modules were selected by 

Cytoscape-Mcode. 

 

图 5-3  转录组筛选的前 20 位基因与 Cytoscape 筛选出的功能模块的韦恩图 

Fig. 5-3  Venn diagram of the top 20 genes of the transcriptome screen with the functional modules 

screened by Cytoscape 
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2.2  FHN 肉鸡股骨头组织中 Col5a1 基因及蛋白水平变化 

Col5a1 与多种脏器疾病相关。本试验检测 FHN 肉鸡股骨头组织中 Col5a1 的

mRNA 及蛋白水平变化（图 5-4），发现在来源于 FHN 肉鸡的股骨头组织中 Col5a1 的

mRNA 表达水平显著下降（P<0.05），而蛋白表达水平显著升高（P<0.05）。这可能是

由于转录后降解、翻译后修饰等多种因素影响了 mRNA 翻译为蛋白的过程，从而造成

Col5a1 的基因转录及蛋白翻译水平不一致。由于 FHN 肉鸡股骨头组织中 Col5a1 表达

发生了显著变化，因此对 RNA-seq 分析获得的差异表达基因进行了 Col5a1 的关联基

因筛选。结果如图 5-5 所示，Col5a1 与 Notch 信号通路下游转录因子 RBPJ 具有强关

联性，且本文之前的研究显示 RBPJ 上游的 Notch 通路对 BMSCs 的分化作用有关键

调控作用，因此本试验进一步探究了 Notch-RBPJ 通路对 Col5a1 的调节及 Col5a1 对

BMSCs 分化的影响。 

 

图 5-4  FHN 肉鸡及正常肉鸡股骨头组织 Col5a1 的 mRNA（A）及蛋白（B）水平 

Fig. 6-4  The mRNA (A) and protein (B) levels of Col5a1 in femoral head tissues of FHN broilers and 

normal broilers 

所有结果以 mean±SD 表示。与对照组相比，*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

Data were presented as mean±SD. *P<0.05 were considered statistically significant and **P<0.01 means extremely 

significant, compared with control. 
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图 5-5  Col5a1 的关联基因 

Fig. 5-5  Genes associated with Col5a1 

2.3  MP 处理的 BMSCs 中 Col5a1 基因及蛋白水平变化 

由于 FHN 肉鸡的股骨头组织中 Col5a1 发生了显著变化，因此本试验检测了 MP

处理的 BMSCs 中 Col5a1 的表达水平。结果显示，MP 处理后的 BMSCs 中 Col5a1 的

mRNA 及蛋白表达水平与 FHN 肉鸡的股骨头组织中的变化一致（图 5-6A~B），MP 处

理增强 Col5a1 的免疫荧光强度（图 5-6C），说明 MP 处理的 BMSCs 与 FHN 肉鸡来源

的 BMSCs 呈现了相同的 Col5a1 表达变化。 
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图 5-6  MP 处理的 BMSCs 中 Col5a1 水平变化 

Fig. 5-6  Changes in Col5a1 levels in BMSCs exposed to MP 

A~B．通过 qRT-PCR 和 Western blotting 检测暴露于 MP 的 BMSCs 中 Col5a1 的表达水平；C．使用间接免疫荧光

法观察 MP 处理的 BMSCs 中 Col5a1 的表达水平，其中 Alexa Fluor 488 荧光（绿色）对 Col5a1 进行免疫荧光可视

化展示，细胞核用 DAPI（蓝色）进行染色，扫描并拍照。比例尺：15 μm。所有结果以 mean±SD 表示。与对照组

相比，*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

A~B. The expression level of Col5a1 in BMSCs exposed to MP were detected by qRT-PCR and Western blotting; C. The 

expression level of Col5a1 in MP-treated BMSCs were observed by indirect immunofluorescence, where Alexa Fluor 488 

fluorescence (green) was used to visualize Col5a1 by immunofluorescence, and the nuclei were stained with DAPI (blue), 

scanned and photographed. Scale bar: 15 μm. All results are expressed as mean±SD. Compared with the control, *P<0.05 

indicates significant difference and **P<0.01 indicates extremely significant. 

2.4  Col5a1 对 MP 处理的 BMSCs 分化水平的调节作用 

2.4.1  si-Col5a1 转染效率 

为明确 Col5a1 对 BMSCs 分化水平的影响，本试验设计并合成了 Col5a1 的小干

扰 RNA（si-Col5a1）。为验证 si-Col5a1 的转染效率，首先通过 qRT-PCR 检测转染     
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si-Col5a1 后 BMSCs 中 Col5a1 转录水平，结果（图 5-7A）显示 si-Col5a1 的转染效率

为 58.81%。Western blotting 及免疫荧光实验检测 si-Col5a1 对蛋白表达的干扰程度，

结果显示转染 si-Col5a1 能够极显著降低 Col5a1 蛋白表达水平（P<0.01）并能够减弱

其免疫荧光强度（图 5-7B~C）。 

 

图 5-7  si-col5a1 转染效率 

Fig. 5-7  The transfection efficiency of si-Col5a1 

A．si-Col5a1 转染效率；B．si-RBPJ 对 BMSCs 中 RBPJ 蛋白表达水平的影响；C．转染 si-Col5a1 后，用间接免疫

荧光法观察细胞 Col5a1 的表达水平，其中 Alexa Fluor 488 荧光（绿色）对 Col5a1 进行免疫荧光可视化展示，细

胞核用 DAPI（蓝色）进行染色，扫描并拍照。比例尺：15 μm。所有结果以 mean±SD 表示。*P<0.05 表示差异显

著，**P<0.01 表示差异极显著。 

A. Transfection efficiency of si-Col5a1; B. Effect of si-RBPJ on the expression level of RBPJ protein in BMSCs; C. After 

transfection of si-Col5a1, the expression level of cellular Col5a1 was observed by indirect immunofluorescence, in which 

Alexa Fluor 488 fluorescence (green) was used to visualize Col5a1 by immunofluorescence, and the nuclei were stained 

with DAPI (blue), scanned and photographed. Scale bar: 15 μm. All results are expressed as mean±SD. *P<0.05, **P<0.01. 
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2.4.2  Col5a1 对 BMSCs 中 Notch 通路相关蛋白的调控作用 

RNA-seq 分析结果显示 Col5a1 与 RBPJ 具有强关联性（图 5-5），因此本试验通过

转染 si-Col5a1 干扰 BMSCs 中 Col5a1 的表达以探究其对 Notch 通路的调控及细胞分

化的影响。如图 5-8 所示，转染 si-Col5a1 后，并未改变 MP 所引起 BMSCs 中 Notch

受体 Notch2 及下游转录因子 RBPJ 蛋白水平升高的变化（P>0.05），并且未对 RBPJ 的

免疫荧光强度产生影响（图 5-9），提示 Col5a1 对 Notch-RBPJ 通路无显著的调控作用，

因此推测其可能位于 Notch-RBPJ 通路下游。 

 

图 5-8  转染 si-Col5a1 对 Notch 通路相关蛋白水平的影响 

Fig. 5-8  Effect of transfection of si-Col5a1 on Notch pathway-related protein levels 

所有结果以 mean±SD 表示。*P<0.05 表示差异显著。 

All results are expressed as mean±SD. *P<0.05 indicates significant difference. 
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图 5-9  转染 si-Col5a1 对 RBPJ 免疫荧光强度的影响 

Fig. 5-9  Effect of transfection with si-Col5a1 on the immunofluorescence intensity of RBPJ 

转染 si-Col5a1 后，用间接免疫荧光法观察 BMSCs 中 RBPJ 的表达水平，其中 Alexa Fluor 488 荧光（绿色）对 RBPJ

进行免疫荧光可视化展示，细胞核用 DAPI（蓝色）进行染色，扫描并拍照。比例尺：15 μm。 

After transfection with si-Col5a1, the expression level of RBPJ in BMSCs was observed by indirect immunofluorescence, 

in which Alexa Fluor 488 fluorescence (green) was used to visualize RBPJ by immunofluorescence, and cell nuclei were 

stained with DAPI (blue), scanned and photographed. Scale bar: 15 μm. 

2.4.3  Col5a1 对 MP 处理的 BMSCs 分化水平的影响 

由于 Col5a1 是 FHN 肉鸡的股骨头组织 RNA-seq 数据分析后筛选出的关键基因，

因此通过转染 si-Col5a1 检测 BMSCs 成骨及软骨代谢相关蛋白水平的变化，可明确

Col5a1 对 BMSCs 分化的影响。相关结果（图 5-10~11）表明，干扰 Col5a1 基因表达

能够逆转 MP 处理造成的成骨代谢水平降低的结果，即 si-Col5a1 能够逆转 MP 所造

成的细胞中 BMP2 蛋白水平下降及 MMP9 蛋白水平升高（P<0.05），恢复 BMSCs 的

成骨能力。 
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图 5-10  Col5a1 对 MP 引起的 BMSCs 软骨代谢相关蛋白水平的影响 

Fig. 5-10  Effect of Col5a1 on the levels of MP-induced cartilage metabolism-related proteins in 

BMSCs 

所有结果以 mean±SD 表示。*P<0.05 表示差异显著。 

All results are expressed as mean±SD. *P<0.05 indicates significant difference. 

 

图 5-11  Col5a1 对 MP 引起的 BMSCs 成骨相关蛋白水平的影响 

Fig. 5-11  Effect of Col5a1 on MP-induced osteogenic-related protein levels in BMSCs 

所有结果以 mean±SD 表示。*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

All results are expressed as mean±SD. *P<0.05, **P<0.01. 

2.5  Notch 通路调控 Col5a1 的表达 

本试验研究发现干扰 Col5a1 的表达能够逆转 MP 引起的 BMSCs 成骨能力下降，

虽然图 5-8~9 结果显示 Col5a1 可能对 Notch 通路无调控作用，但推测其可能位于通路

的下游。因此本试验进一步探究 JAG-1/DAPT/转染 si-RBPJ，多途径调控 Notch 通路

以探究 Notch 通路与 col5a1 的调控作用及在 BMSCs 分化的影响机制。 

2.5.1  JAG-1 及 DAPT 对 BMSCs 中 Col5a1 蛋白水平的影响 

采用 Notch 通路激活剂 JAG-1 或抑制剂 DAPT 处理细胞，检测 Col5a1 的蛋白水

平变化。结果表明，JAG-1 处理的 BMSCs 中 Col5a1 的蛋白水平较对照组显著升高（图

5-12，P<0.05），而 DAPT 处理的细胞中 Col5a1 的蛋白水平虽无显著变化，但呈下降

趋势（图 5-13，P>0.05），说明 Notch 通路能够调控 Col5a1 的表达，但相关途径仍需

继续探究。 



第五章  Notch-RBPJ 通路通过 Col5a1 调控肉鸡 BMSCs 分化 

89 

 

 

图 5-12  JAG-1 对 Col5a1 蛋白水平的影响 

Fig. 5-12  Effect of JAG-1 on Col5a1 protein level 

所有结果以 mean±SD 表示。*P<0.05 表示差异显著。 

All results are expressed as mean±SD. *P<0.05 indicates significant difference. 

 

图 5-13  DAPT 对 Col5a1 蛋白水平的影响 

Fig. 5-13  Effect of DAPT on Col5a1 protein level 

所有结果以 mean±SD 表示。*P<0.05 表示差异显著。 

All results are expressed as mean±SD. *P<0.05 indicates significant difference. 

2.5.2  RBPJ 对 BMSCs 中 Col5a1 蛋白水平的调控作用 

本试验通过转染 si-RBPJ 干扰 RBPJ 表达，并采用 qRT-PCR、Western blotting 及

免疫荧光染色等方法检测了 Col5a1 表达水平、细胞成骨及软骨代谢水平的变化。 

qRT-PCR、Western blotting 及免疫荧光实验检测 si-RBPJ 的转染效率，结果显示

si-RBPJ 的转染效率达到了 69.62%（图 5-14A），转染 si-RBPJ 后显著抑制了 RBPJ 的

蛋白水平（图 5-14B~C，P<0.05）及免疫荧光强度（图 5-15），说明转染 si-RBPJ 能够

显著干扰 RBPJ 的表达。检测转染 si-RBPJ 后对 Col5a1 蛋白水平的影响，发现干扰

RBPJ 表达后，si-RBPJ+MP 组中 Col5a1 蛋白水平较 MP 组极显著减低（P<0.01），转

染 si-RBPJ 能够逆转 MP 处理引起的 BMSCs 中 Col5a1 蛋白水平升高的变化，同时降

低 BMSCs 中 Col5a1 的免疫荧光强度（图 5-16），提示 RBPJ 调控 Col5a1 的表达。 
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图 5-14  si-RBPJ 对 BMSCs 中 RBPJ 水平的影响 

Fig. 5-14  Effect of si-RBPJ on RBPJ level in BMSCs 

A．si-RBPJ 转染效率；B~C．si-RBPJ 对 BMSCs 中 RBPJ 蛋白表达水平的影响。所有结果以 mean±SD 表示。*P<0.05

表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

A. The transfection efficiency of si-RBPJ. B~C. Effect of si-RBPJ on RBPJ protein expression level in BMSCs. All results 

are expressed as mean±SD. *P<0.05 indicates significant difference and *P<0.01 indicates highly significant difference. 

 

图 5-15 转染 si-RBPJ 对 BMSCs 中 RBPJ 免疫荧光强度的影响 

Fig. 5-15  Effect of transfection with si-RBPJ on the immunofluorescence intensity of RBPJ in BMSCs  

转染 si-RBPJ 后，用间接免疫荧光法观察 BMSCs 中 RBPJ 的表达水平，其中 Alexa Fluor 488 荧光（绿色）对 RBPJ

进行免疫荧光可视化展示，细胞核用 DAPI（蓝色）进行染色，扫描并拍照。比例尺：15 μm。 

After transfection with si-RBPJ, the expression level of RBPJ in BMSCs was observed by indirect immunofluorescence, in 

which Alexa Fluor 488 fluorescence (green) was used to visualize RBPJ by immunofluorescence, and cell nuclei were 

stained with DAPI (blue), scanned and photographed. Scale bar: 15 μm. 
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图 5-16  RBPJ 对 Col5a1 蛋白水平的影响 

Fig. 5-16  Effect of RBPJ on Col5a1 protein level 

通过 Western blotting 检测转染 si-RBPJ 后 BMSCs 中 Col5a1 的蛋白水平，并通过间接免疫荧光法观察细胞 Col5a1

的表达水平，扫描并拍照。比例尺：15 μm。所有结果以 mean±SD 表示。**P<0.01 表示差异极显著。 

The protein levels of Col5a1 in BMSCs after transfection with si-RBPJ were detected by Western blotting, and the 

expression levels of cellular Col5a1 were observed by indirect immunofluorescence, scanned and photographed. Scale bar: 

15 μm. All results are expressed as mean±SD. **P<0.01 indicates a highly significant difference. 

2.6  RBPJ 对 MP 处理的 BMSCs 成骨及软骨代谢的影响 

结果（图 5-17）显示 si-RBPJ+MP 组中 BMP2 的 mRNA 水平及蛋白表达水平较

MP 组显著提升（P<0.05），而 MMP13 的 mRNA 水平显著下降（P<0.05），提示 si-

RBPJ 能够缓解 MP 引起的 BMSCs 成骨相关因子的变化。为明确 RBPJ 对 BMSCs 软

骨代谢的影响，本研究检测了 Col2a1 及 Aggrecan 的 mRNA 及蛋白水平进行了检测。

结果（图 5-18）显示转染 si-RBPJ 后，能显著缓解 MP 处理所引起的 Col2a1 蛋白及

mRNA 水平的降低（P<0.05），提示 RBPJ 参与调控 MP 引起的 BMSCs 成骨及软骨代

谢水平的变化。 
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图 5-17  si-RBPJ 对 BMSCs 成骨代谢相关因子表达水平的影响 

Fig. 5-17  Effect of si-RBPJ on the expression levels of osteogenic metabolism-related factors in 

BMSCs  

通过 qRT-PCR 及 Western blotting 检测转染 si-RBPJ 后 BMSCs 中成骨相关因子的 mRNA（A）及蛋白（B）水平。

所有结果以 mean±SD 表示。*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 

The mRNA (A) and protein (B) levels of osteogenesis-related factors in BMSCs after transfection with si-RBPJ were 

detected by qRT-PCR and Western blotting. All results are expressed as mean±SD. *P<0.05 indicates significant difference, 

**P<0.01 indicates highly significant difference. 
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图 5-18  si-RBPJ 对 BMSCs 软骨代谢相关因子表达水平的影响 

Fig. 5-18  Effect of si-RBPJ on the expression levels of cartilage metabolism-related factors in BMSCs 

通过 qRT-PCR 及 Western blotting 检测转染 si-RBPJ 后 BMSCs 中软骨代谢相关因子的 mRNA（A）及蛋白（B）水

平。所有结果以 mean±SD 表示。*P<0.05 表示差异显著。 

The mRNA (A) and protein (B) levels of r-chondrogenesis-related factors in BMSCs after transfection with si-RBPJ were 

detected by qRT-PCR and Western blotting. All results are expressed as mean±SD. *P<0.05 indicates significant difference. 

3  讨论 

FHN 影响肉鸡的生长发育和肉鸡养殖经济效益及动物福利（Olkowski et al., 2011; 

Sanchez-Rodriguez et al., 2019）。FHN 的特征为骨细胞、骨髓细胞坏死、软骨下骨微骨

折及严重时股骨头塌陷，最终导致髋关节功能障碍（Guerado et al., 2016; Marciniak et 

al., 2005; Mont et al., 2020）。FHN 的发病是多种因素相互影响的结果。相关研究表明

FHN 的发生与 BMSCs 的活性、数量下降或者成脂与成骨分化失衡相关。本文前期研

究发现 FHN 肉鸡的 Notch 通路激活，且 BMSCs 的成骨及成软骨分化水平下降，而成

脂分化能力提高，MP 处理的 BMSCs 表现出相同的结果。Notch 通路激活剂 JAG-1 或

抑制剂 DAPT 可改变 MP 处理所引起的 BMSCs 成骨及成脂分化水平的变化，并减轻

MP 对 BMSCs 成骨及软骨代谢相关基因及蛋白表达水平的影响。 
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为探究 Notch 通路对 BMSCs 分化调节从而调控 FHN 发生的相关机制，本试验对

FHN 肉鸡的股骨头组织进行了 RNA-seq 数据分析，筛选出关键基因 Col5a1，同时对

Col5a1 的直接关联模块进行筛选，发现转录因子 RBPJ 与 Col5a1 具有强关联性。作为

一种次要胶原蛋白，Col5 存在于大多数结缔组织基质中（Mak et al., 2016; Sumpter et 

al., 2004; van Kuppevelt et al., 1995），Col5a1 基因编码 Col5 的 α1 链（α1（V）链）

（Collins et al., 2011; Wenstrup et al., 2004）。Col5a1 敲除小鼠胚胎大约在 10 日龄左右

死亡，表明 Col5a1 对胚胎的形成至关重要。Bi 等通过分析去细胞化胰腺基质的蛋白

组学，确定了 Col5 诱导人多能干细胞分化为胰岛类器官（Bi et al., 2020）。在本文中，

FHN 肉鸡的 Col5a1 转录水平与蛋白表达水平不同，可能是由于在 FHN 发病后期，骨

损伤严重，机体需要提高 BMSCs 成骨及成软骨分化能力以修复受损部位，从而下调

了 Col5a1 的转录，而蛋白表达由于转录后调控、翻译及翻译后调控等因素较 mRNA

水平滞后，因此二者水平不同。本试验发现转染 si-Col5a1 能够缓解 MP 造成的 BMSCs

成骨及成软骨分化水平的下降，这表明 Col5a1 能够调控 BMSCs 的分化。 

Notch 通路参与骨发育及稳态的调节，在膜内成骨及软骨内骨化过程中起重要的

调控作用。BMSCs 具有极高的成骨分化潜力，其增殖和成骨需要 Notch 信号传导（Jin 

et al., 2018; Long, 2011）。Notch 配体 DLL1 激活 Notch 信号，抑制了成骨细胞分化为

完全成熟的功能性成骨细胞，从而显著减少了骨形成（Muguruma et al., 2017）。关联

基因的筛选发现 RBPJ 与 Col5a1 具有强关联性，且其上游 Notch 通路能够调控 BMSCs

分化，因此本文对 Notch-RBPJ、Col5a1 对 BMSCs 分化的调控作用进行了研究。干扰

Col5a1 对 Notch 受体（Notch1 及 Notch2）及下游转录因子 RBPJ 的蛋白水平及免疫荧

光强度无显著影响，提示 Col5a1 信号对 Notch 通路没有调控作用，可能是位于 Notch-

RBPJ 通路的下游信号因子。为验证 Col5a1 与 Notch 通路的上下游位置，本试验通过

采用激活剂 JAG-1、抑制剂 DAPT 或转染 si-RBPJ 调控 Notch 通路，检测 Col5a1 及暴

露于 MP 的 BMSCs 成骨及软骨代谢水平变化。结果发现，激活或抑制 Notch 通路能

够分别增强或减弱 Col5a1 的蛋白表达水平，干扰 RBPJ 的表达会减弱 Col5a1 的蛋白

水平及免疫荧光强度，并且能够改变 MP 引起的 BMSCs 成骨及软骨代谢水平变化。

虽然转染 si-Col5a1 未对 Notch 通路产生显著影响，但能够减弱 MP 处理造成的 BMSCs

成骨及软骨代谢相关蛋白表达水平下降的趋势，表明 Col5a1 对 BMSCs 分化具有与

Notch 通路相同的调节作用，同时 Col5a1 位于 Notch 通路的下游，并与 Notch 通路共

同调控 BMSCs 成骨及软骨代谢。 

由于干扰 RBPJ 的表达能够降低 Col5a1 的蛋白水平及免疫荧光强度，因此推断

Col5a1 是转录因子 RBPJ 的下游靶基因。Baghdadi 等人研究发现 Notch-RBPJ 能够与

Col5a1 的增强子结合，从而调控肌肉干细胞（卫星细胞）的生态位（Baghdadi et al., 
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2018）。这与本试验的结论相一致，即 Notch-RBPJ 能够调控 Col5a1 的表达，且 Col5a1

是 RBPJ 的下游靶基因。Col5a1 作为 FHN 肉鸡的股骨头组织中差异表达基因，能够

调控 BMSCs 的分化水平及 MP 引起的细胞成骨及成软骨分化水平的改变。 

本试验通过 RNA-seq 分析发现 Col5a1 于自发性 FHN 肉鸡的股骨头组织中发生

显著变化，并采用干扰 Col5a1 表达的方法明确其在 MP 处理的 BMSCs 中的变化与

FHN 肉鸡股骨头组织中变化相同。干预 Notch 信号通路揭示了 Notch-RBPJ 通路对

Col5a1 的调控作用及其对细胞成骨及成软骨分化水平的影响，在肉鸡 FHN 的发生中

的重要生物学作用（图 5-19）。 

 

图 5-19  Notch-RBPJ 通路通过调节 Col5a1 调控肉鸡 BMSCs 分化的机制 

Fig. 5-19  Mechanism of Notch-RBPJ pathway regulates the differentiation of broiler BMSCs through 

regulation of Col5a1 
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全文讨论与结论、创新点及研究展望 

1  全文讨论 

集约化养殖模式增加了快速生长品系肉鸡的腿病发病率，严重影响其生产性能和

动物福利（李鹏飞，2015; Olkowski et al., 2011; Sanchez-Rodriguez et al., 2019）。股骨

头坏死（femoral head necrosis，FHN）是肉鸡最常见的腿病之一（Dinev et al., 2019; 

Kincaid, 1993; McNamee et al., 1998; Mcnamee et al., 1999），其病因复杂，是多种因素

相互作用的结果。为进一步探索肉鸡 FHN 发病机理，本文对自发性 FHN 肉鸡的血脂

水平、骨代谢标志物及软骨稳态进行了研究。 

骨通过塑建和重塑维持动态平衡，以适应各种生理及病理刺激（Carina et al., 2020; 

Feng et al., 2011; Kimmel, 1993），骨代谢稳态是骨形成和骨吸收的动态平衡。BGP 和

BALP 是典型的骨形成标志物。BGP 参与基质的矿化过程和成骨细胞的分化，并与骨

转换有关（Chopin et al., 2012; Niimi et al., 2014）。BALP 参与骨形成的过程，能够反

映骨组织中的骨形成率（Sarvari et al., 2015）。在本研究中，FHN 肉鸡的 BGP 和 BALP

的水平较正常肉鸡显著下降，提示 FHN 肉鸡的骨形成水平下降。脂质代谢与腿病之

间存在密切联系（Packialakshmi et al., 2015; Packialakshmi et al., 2016; Wang et al., 2018）。

Guo 等认为，腿病与生长、骨量、骨结构和脂质代谢受损有关（Guo et al., 2019）。

Packialakshmi 等发现体重和血脂的变化可以作为 FHN 的非侵入性生物标志物

（Packialakshmi et al., 2015; Packialakshmi et al., 2016）。本研究结果显示，FHN 肉鸡

HDL 含量显著下降，TG 水平显著上升，肝组织中的脂滴堆积变大，提示 FHN 肉鸡的

脂质代谢处于紊乱状态，这与以往研究结果一致。软骨稳态的失衡可能在肉鸡 FHN 的

发生和发展中起重要作用（Yu et al., 2020; Zhang et al., 2017; Zhang et al., 2019）。Yu 等

报道，由甲泼尼龙（MP）诱导的 FHN 肉鸡显示出更显著的分解代谢因子的产生和合

成代谢因子的抑制（Yu et al., 2020）。FHN 肉鸡中 Col2a1 和蛋白聚糖的表达水平较正

常肉鸡显著下降，表明软骨细胞的分泌活动受到严重影响，这与 Zhang 等人的研究结

果一致（Zhang et al., 2019）。 

本研究发现自发性 FHN 肉鸡来源的 BMSCs 成骨及成软骨分化水平下降，而成脂

分化能力提高，表明 FHN 的发生与 BMSCs 分化水平的改变密切相关（Al-Khalaifa et 

al., 2019; Gangji et al., 2003; Li et al., 2005; Wang et al., 2008; Wang et al., 2003）。相关研

究表明地塞米松/甲泼尼龙诱导的 FHN 患者的 BMSCs 数量及活性降低（Zhou et al., 

2021），且成骨活性减弱（Houdek et al., 2016），成脂水平提高，因此本文使用 MP 处
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理的 BMSCs 进行了相关研究，发现 MP 处理的 BMSCs 分化水平改变与 FHN 肉鸡来

源的 BMSCs 变化相一致。 

BMSCs 受多种信号通路的调节，其中 Notch 信号通路调节 BMSCs 细胞的增殖和

分化（Chia et al., 2020; Dong et al., 2014; Sprinzak et al., 2021）。Notch 通路是进化上高

度保守的信号转导途径，能够调制细胞的增殖、分化、程序性死亡等过程，也与多种

组织器官的生长发育密切相关，如骨组织（Enders et al., 2012; Meurette et al., 2018; Siebel 

et al., 2017）。在本研究中，FHN 肉鸡的股骨头组织及 MP 处理的 BMSCs 中 Notch 通

路激活，表现为 Notch 通路受体、配体及下游靶基因转录水平及蛋白水平发生显著变

化，并表明 BMSCs 分化水平受 Notch 通路调控。 

Notch 信号对 MSCs 成骨分化的调控作用仍存在争议。Notch 信号传导能够促进

人类骨源性细胞的矿化（Díaz-Tocados et al., 2017; Osathanon et al., 2019）。而 Notch-

RBPJ 对 BMP 诱导的 MSCs 分化也存在负面影响（Engin et al., 2008; Hilton et al., 2008; 

Shang et al., 2015）。本研究通过 Notch 通路激活剂 JAG-1 及抑制剂 DAPT/si-RBPJ，分

别从激活配体、抑制 γ 分泌酶复合物切割 Notch 受体及干扰下游转录因子 RBPJ 三个

不同位点干预 Notch 通路的表达，以系统探究 Notch 通路对 BMSCs 分化的调控作用，

及其对 MP 引起 BMSCs 分化水平变化的介导作用。结果发现 JAG-1 处理促进了 MP

诱导的 BMSCs 成骨功能减弱，这一结果与 Oldershaw 等报道相一致，即 JAG-1 处理

引起 BMSCs 的 Notch 通路持续激活会抑制软骨分化（Oldershaw et al., 2008）。DAPT

通过抑制 γ 分泌酶活性，抑制 Notch 通路的激活和细胞生长、增殖（Feng et al., 2019）。

DAPT 处理后逆转了 MP 引起的 BMSCs 成骨及成软骨分化水平的下降，其通过抑制

MP 处理激活的 Notch 通路，并提高成骨及软骨生成关键蛋白 Col2a1、BMP2 及 Runx2

的表达水平，降低基质金属蛋白酶 MMP9 及 MMP13 的蛋白表达。干扰 RBPJ 表达时，

也能够逆转 MP 引起的 BMSCs 分化水平的改变。这与 Hilton 等人报道的肢芽间充质

细胞中 RBPJ 缺失引起生长板中软骨细胞增殖、基质产生增加及间充质细胞向成骨细

胞分化的水平提高从而导致附肢中松质骨体积增加的结果一致（Hilton et al., 2008; Tu 

et al., 2012）。因此，本研究表明 Notch-RBPJ 信号通路能够调控 BMSCs 成骨及成软骨

分化水平从而参与 FHN 的发生。 

本研究对 FHN 肉鸡的股骨头组织进行了 RNA-seq 分析，发现 Col5a1 为显著变化

的关键基因，且与 RBPJ 具有强关联性。检测结果显示 FHN 肉鸡及 MP 处理的 BMSCs

中 Col5a1 表达水平发生显著变化。研究表明 Col5a1-/-小鼠胚胎约在 10 日龄死亡，表

明 Col5a1 对胚胎的形成至关重要（Wenstrup et al., 2004）。本研究中，干扰 Col5a1 的

表达对 Notch 通路无显著影响，而干预 Notch 通路后，Col5a1 的蛋白表达水平发生显

著变化，表明 Notch-RBPJ 通路能够调控 Col5a1 的表达，且 Col5a1 位于通路下游，这
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与 Baghdadi 等人（Baghdadi et al., 2018）发现相同。si-Col5a1 能够逆转 MP 处理的

BMSCs 中成骨及成软骨水平变化，si-RBPJ 能够通过干预 Col5a1 的表达调控 BMSCs

分化。 

总之，FHN 肉鸡发生了血脂水平、骨代谢标志物水平异常和关节软骨稳态失衡，

BMSCs 成骨及成软骨分化能力降低，而成脂分化能力提高，Notch 通路激活。Notch-

RBPJ 通路通过 Col5a1 调控 BMSCs 分化参与肉鸡 FHN 的发生，这为肉鸡 FHN 发病

机理与诊断防控研究提供了新的理论和科学依据。 

2  全文结论 

2.1  自发性股骨头坏死肉鸡发生血脂水平与骨代谢标志物水平异常、关

节软骨稳态失衡 

自发性股骨头坏死（FHN）肉鸡发生血脂水平与骨代谢标志物水平异常，软骨稳

态失衡，股骨头关节软骨细胞发生了内质网应激。内质网应激通过 IRE1-α、ATF-6 和

PERK 途径维持细胞内环境稳定，而 PERK 激活 Nrf-2/ARE 途径发挥抗氧化功能。

FHN 肉鸡软骨细胞凋亡与内质网应激增强，CHOP 激活途径有关。 

2.2  股骨头坏死肉鸡中，Notch-RBPJ 通路调控 BMSCs 成骨及成软骨分

化 

FHN 肉鸡的股骨头组织中，Notch-RBPJ 信号通路激活，甲泼尼龙处理的 BMSCs

中 Notch 通路相关因子发生相似变化。JAG-1/DAPT、转染 si-RBPJ 干预 Notch-RBPJ

通路能够调节甲泼尼龙对 BMSCs 分化的影响，提示 Notch-RBPJ 通路介导甲泼尼龙对

BMSCs 成骨及成软骨分化水平的作用。 

2.3  股骨头坏死肉鸡中 BMSCs 分化受 Notch-RBPJ-Col5a1 调控 

Col5a1 作为 FHN 肉鸡的差异表达基因，能调控 BMSCs 的分化，加剧甲泼尼龙处

理的 BMSCs 中成骨及成软骨分化能力减弱的变化，且 RBPJ 通过 Col5a1 调控肉鸡

BMSCs 分化。 
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3  创新点 

3.1  报道了 Col5a1 对肉鸡 BMSCs 分化的调控 

本研究发现并验证了 Col5a1 在 FHN 肉鸡的股骨头组织中显著差异表达，在 FHN

病程中 Col5a1 高表达能够下调 BMSCs 成骨及成软骨分化水平。 

3.2  明确了 Notch-RBPJ 通路对 BMSCs 分化的调控作用 

本研究明确了 Notch-RBPJ 通路对甲泼尼龙处理的 BMSCs 分化的调控作用，即

Notch-RBPJ 通路介导甲泼尼龙对 BMSCs 成骨及成软骨分化的抑制作用。 

3.3  揭示了 Notch-RBPJ-Col5a1 通路在肉鸡 FHN 发生发展中的调控作用 

本文揭示了 Notch-RBPJ 通路对 Col5a1 的调控作用，通过调控 Col5a1 的表达及

BMSCs 分化参与肉鸡 FHN 的发生。在 FHN 发生发展中，Notch-RBPJ-Col5a1 通路激

活从而抑制 BMSCs 的成骨及成软骨分化，最终导致 FHN 的发生。 

4  研究展望 

本研究通过 Notch 通路激活剂、抑制剂、转染 si-RBPJ 干预 Notch 通路及干扰

Col5a1 的表达，检测自发性 FHN 肉鸡股骨头组织及 BMSCs 模型中 Notch-RBPJ 对

Col5a1 的调控作用，发现 Notch-RBPJ 对 Col5a1 的调控作用进而干预了 BMSCs 分化。

因此，在后续的研究中可通过体内试验激活或抑制 Notch-RBPJ-Col5a1 通路，进一步

分析肉鸡 FHN 发生中的信号传导网络，体外试验应用染色质免疫沉淀（ChIP）、双荧

光素酶报告基因等方法深入探究 Notch-RBPJ 通路对 Col5a1 调控的具体机制。 
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