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过表达 SCD1对骨髓间质干细胞成骨分化的影响
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摘要目的：研究固醇辅酶 A去饱和酶 1（SCD1）过表达后对骨髓间质干细胞（BM-MSCs）成骨分化作用的影响，并利用基因芯片

技术分析基因表达谱的变化。方法：利用已构建成功的 SCD1慢病毒转染 BM-MSCs，采用 RT-PCR及 C14技术检测 SCD1在

BM-MSCs中过表达情况及其活性。成骨诱导培养 BM-MSCs后，采用Western blot和茜素红染色技术检测骨钙素（OC）等相关成

骨指标，进一步运用全基因芯片检测过表达 SCD1对 BM-MSCs成骨分化表达谱的影响。结果：SCD1在 BM-MSCs中成功过表

达，过表达组 SCD1活性明显高于对照组。成骨诱导 7天、14天时，过表达组中的碱性磷酸酶（APL）活性和骨钙素水平均明显高

于对照组（孕<0.05）。成骨诱导一周、两周时，过表达组的碱性磷酸酶染色和茜素红染色均多于对照组。基因表达芯片的结果显示，
过表达 SCD1改变骨髓间质干细胞表达谱，检测出差异基因 2896个。基因通路分析提示干扰素通路为表达差异最显著通路（孕<0.
05）。结论：过表达 SCD1可以促进 BM-MSCs的成骨分化，可能通过作用于干扰素通路影响成骨分化功能。这一发现可能为骨折

愈合提供重要的思路和潜在治疗策略，值得深入研究。
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Effect of SCD1 Overexpression on the Osteogenic Differentiation Function
of Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells
and Differential Gene Expression Profile*

To investigate the effect of steroid coenzyme A desaturase 1 (SCD1) overexpression on osteogenic

differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells (BM-MSCs), and to analyze the changes of whole genome expression profile by

gene chip technology. BM-MSCs were transfected with SCD1 lentivirus. The overexpression and activity of SCD1 in

BM-MSCs were detected by RT-PCR and C14 technique. OC and other related osteogenesis indexes were detected by Western blot and

alizarin red staining after BM-MSCs were induced and cultured. The effect of overexpression of SCD1 on osteogenic differentiation

expression profile of BM-MSCs was further examined by whole gene chip. SCD1 was successfully overexpressed in BM-MSCs,

and SCD1 activity in overexpressing group was significantly higher than that in control group. The levels of alkaline phosphatase (APL)

and osteocalcin (OC) in the overexpression group were higher than those in the control group at 7 and 14 days after osteogenesis

induction (P < 0.05). Alkaline phosphatase staining and alizarin red staining were more in the overexpression group than in the control

group at 7 and 14 days after osteogenesis induction. The results of gene expression microarray showed that 2896 differentially expressed

genes were detected by overexpression of SCD1 in bone marrow mesenchymal stem cells. Gene pathway analysis showed that the

interferon pathway was the most significant pathway (P<0.05). Overexpression of SCD1 can promote the osteogenic

differentiation of BM-MSCs, which may affect the osteogenic differentiation function through interferon pathway. This finding may

provide important thinking and potential therapeutic strategies for fracture healing, and is worthy of further study.

Stearoyl-CoA desaturase 1; Bone marrow mesenchymal stem cells; Osteogenesis differentiation; Interferon signaling

pathway
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Genes Primer Sequences

SCD1 upstream primer 5'-GCTGTCACCTTCACCGTTCC-3'

downstream primer 5'-CTCCATCCTGGCCTCGCTGT -3'

茁-actin 5'- GCTGTCACCTTCACCGTTCC-3'

downstream primer 5'-CTCCATCCTGGCCTCGCTGT -3'

表 1 SCD1及内参基因 茁-actin的引物序列
Table 1 Primer sequences of SCD1 and 茁-actin

前言

近年来，骨与脂质的研究表明，成骨与脂肪代谢之间的关

系越来越密切。成骨细胞和骨髓脂肪细胞由同种间充质祖细胞

分化而来，骨量丢失与骨髓中脂肪组织增多有关[1]。固醇辅酶 A

去饱和酶 1（Stearoyl-CoA desaturase 1，SCD1）作为脂质合成的

限速酶，可能在成骨分化中具有一定的作用。作为一种锚定在

内质网上的内膜蛋白 [2]，SCD1可将机体中的饱和脂肪酸转化为

单不饱和脂肪酸[3]，而单不饱和脂肪酸是构成人体脂肪组织中

不饱和脂肪酸的主要部分。SCD1在脂肪酸的储存与消耗之间以

及在促进和预防脂质引起的疾病之间起到重要的转换作用[4]。

骨髓间充质干细胞（Bone marrow mesenchymal stem cells，

BM-MSCs）作为一种应用前景广阔的干细胞，可以从成人或胎

儿体内的多种组织中分离获得[5-8]。且研究表明，BM-MSCs最突

出的特点就是向间质分化的能力，可以分化为软骨、骨、脂肪、

肌肉等相关组织[9，10]。现已成功将 BM-MSCs可分化为成骨细胞

这一能力运用至骨组织工程中。

目前，关于过表达 SCD1和成骨之间的关系尚无相关研

究，SCD1过表达后对 BM-MSCs的成骨分化的影响及其可能

的机制亦无相关报道。本研究采用慢病毒介导的 SCD1过表达

技术，研究过表达 SCD1基因对 BM-MSCs成骨分化的影响，

并利用基因芯片技术分析 BM-MSCs成骨分化表达谱的改变，

以进一步明确过表达 SCD1基因对骨髓间充质细胞成骨分化

的相关机理。

1 材料及方法

1.1 材料

人骨髓间充质干细胞 BM-MSCs由上海市第一人民医院

提供；胎牛血清购自 Ausbian公司；DMEM及胰酶购自 Corning

公司；Trizol、oligo dT购自上海普飞公司；氯仿、酒精（浓度为

75%）购自 promega公司；逆转录试剂盒购自生物科技公司

R&D；人 IgG的二抗购自 CST；流式法细胞检测试剂盒购自碧

云天公司；荧光显微镜购自 LEICA；Nanodrop 2000分光光度计

购自 Thremo 公司；ALP 试剂盒购自 WAKO Kintaro 公司；抗

SCD1抗体购自美国 Abcam Cambridge公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 1.取出细胞冻存管，置入常温水中（37℃）直

至其完全解冻。离心（3 min，1300 rpm），并用酒精消毒管壁，然

后放入生物安全柜中进行操作。去上清液，加新鲜的完全培养

基（15%胎牛血清，DMEM培养基，1%PS），约 1 mL，预备含有

3 mL完全培养基的 6 cm培养皿，然后接种至培养皿中。充分

均匀分布后放入培养箱(37℃、5% CO2)，每 24 h更换培养液。观

察细胞，汇合度约 80%时传代培养。

1.2.2 慢病毒转染 细胞胰酶处理快速生长期的骨髓间充质

干细胞，制成 3-5× 104个 /mL细胞悬液，接种至培养板，铺板量

为 15-30%时进行病毒感染。慢病毒系统（pCDH-SCD1，

psPAX2 and pMD）在课题组前实验中已成功构建，方法见前实

验[11]。换为感染培养基（Polybrene，8 滋g/mL），加入 4 mL通过慢

病毒系统转染获取的病毒上清液进行感染。72 h后，荧光显微

镜观察表达情况。

1.2.3 SCD1表达及活性检测 表达和检测方法同前实验[12]，

简言之，抽取总 RNA，并用 DNase I处理。分别用 RT-PCR和

C14硬脂酸 /C14油酸的转化率来检测 SCD1 的表达和活性情

况[12，13]。SCD1及内参 茁-actin引物序列如表 1。

1.2.4 成骨诱导培养 将稳定过表达的 BM-MSCs接种在含

10%FBS的 DMEM培养基中, 细胞密度约为 1× 104个 /孔，置

入 37℃、5%CO2的培养箱中。低糖 DMEM(含 10%FBS)在 24 h

后启动成骨。下游实验（下文描述）在骨生成诱导后的一周和两

周进行，以评估 BM-MSCs的成骨情况。

1.2.5 ALP和茜素红染色 ALP染色：去除原有的培养基，用

PBS进行细胞冲洗，100%乙醇固定十分钟。之后，用 PBS重复

冲洗，2%硝酸孵育细胞。蒸馏水冲洗，1%硫化铵染色 2分钟，再

冲洗。茜红素染色：如上所述用乙醇固定细胞，然后用 PBS冲

洗，1 mL 0.12%茜红素染色 30分钟，再次用 PBS冲洗。以上在

成骨诱导两周后进行。

1.2.6 ALP活性分析 收集成骨诱导的 BM-MSCs，用 PBS冲

洗两次，并以 0.2%Triton X-100的冻融循环进行溶解。离心，取

上清。BCA法测蛋白浓度。ALP活性用产生的对硝基苯酚量表

示。计算如下：C× 样品稀释 /蛋白浓度，其中 C为给定样本的

OD值。

1.2.7 Western blot检测 SCD1和骨钙素（Osteocalcin, OC） 细

胞裂解在 RIPA缓冲液中，在冰上分离蛋白质。用 BCA法测定

蛋白质浓度。取 8 滋L蛋白裂解物与 SDS缓冲液混合，电泳分

离蛋白。转至 PVDF膜，在 PBS中用 5%脱脂乳封闭 2 h后，依

次用一级抗 SCD1抗体和抗小鼠二级抗体 -辣根耦合物对膜

进行冲洗和培养。比色分析Western blot。
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Overexpression group Control group

SCD1 expression（SCD1/GAPDH） 8.79± 0.91* 1.91± 0.71

SCD1 activity (C14 stearic/palmitic aicd） 35.75± 3.09* 23.78± 2.13

表 2过表达组与对照组的 SCD1表达及 SCD1活性情况

Table 2 SCD1 expression and activity in overexpression group and control group

Note: Data are expressed as x± SD, n=3. *P< 0.05, compared with control group (EV group).

1.2.8 基因芯片检测及数据分析 总 RNA通过 agilent 2100

分析后,根据基因芯片操作手册，依次合成 cDNA,双链 DNA模

板和 rRNA(amplified RNA)。纯化及片段化带有生物素标记的

rRNA，并与芯片探针杂交，洗染，扫描得到图片和原始数据。用

IPA(www.ingenuity.com)进行生物信息分析。

1.3 统计学分析

所有实验重复 3次，所有数据均以均数± 标准差（x± SD）

表示，数据分析用 SPSS 18.0软件。

2 结果

2.1 SCD1成功在骨髓间充质干细胞中过表达

荧光染色结果（图 1A,B）和流式细胞仪分析结果(图 1C)表

明 SCD1慢病毒转染率达 94.0%，有效。

RT-PCR检测结果显示，与空载组相比，BM-MSCs在转染

SCD1慢病毒后，其 SCD1 mRNA表达明显上调（表 2，P<0.
05）。C14硬脂酸 / C14软脂酸转化检测表明，较于空载组，成功转

染的 SCD1活性明显增高（表 2，P<0.05）。

图 1 SCD1转染后的荧光染色结果（A，B）和流式细胞分析结果（C）

Fig.1 Fluorescence staining and flow cytometry results of BM-MSCs transfected by the SCD1-lentivirus

2.2 SCD1过表达促进 BM-MSCs成骨分化

ALP活性分析结果显示，在成骨诱导 1周、2周时，过表达

组的 ALP活性明显均明显高于对照组。WB结果如图 2所示，

在成骨诱导 1周、2周时，过表达组的 SCD1和 OC富集度均高

于对照组。ALP染色结果（图 2A，B，D，E）及茜红素染色（图 3）

显示，在成骨诱导 1周、2周时，过表达组的 ALP及钙结节均多

于对照组。

2.3 BM-MSCs基因表达谱的差异

成骨诱导下的骨髓间充质干细胞在过表达 SCD1前后是

否存在基因表达差异，我们采用基因芯片技术来进一步探究。

结果如图 4示，较于对照组，骨髓间充质干细胞基因表达差异

2倍以上的基因共有 2896个，包括上调基因 846个和下调基

因 2050个。表达差异 4倍以上的基因共有 439个，其中上调基

因 41个和下调基因 398个。

2.4 BM-MSCs差异基因的经典通路分析

使用 IPA分析差异基因所调控的经典通路，以深入研究

SCD1过表达对骨髓间充质干细胞基因表达的影响。分析结果

表明，这些差异表达基因主要参与了干扰素通路等重要的生物

学功能（表 3）。

2.5 BM-MSCs差异基因的疾病与功能分析

我们运用 IPA分析差异基因在疾病与功能分类中的富集

情况，以深入研究 SCD1过表达对骨髓间充质干细胞基因表达

的影响。分析结果表明，这些差异表达基因主要参与了细胞分

化的生物学功能（表 4）。
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图 2 ALP染色结果（过表达组：B E,对照组：A D）及Western Blot结果（C, F）

Fig.2 ALP results (Overexpression Group: B E; Control group: A D ) and Western Blot result (C, F)

图 3茜红素染色结果 (过表达组：B D,对照组：A C )

Fig.3 Results of cetyl stain (Overexpression Group: B D; Control group: A C)

3 讨论

MSCs是一种具有自我更新和多谱系分化能力的多能基

质细胞[14]。它是一种多功能干细胞，存在于人体很多的组织中。

骨髓间充质干细胞（BM-MSCs）起源于骨髓集落祖细胞，一种

具有向MSCs和 ECs分化潜能的细胞[15]。其已被证实在不同的

培养环境下可以分化成为骨细胞、脂肪细胞等多种细胞[16，17]。多

种证据表明，BM-MSCs在成骨分化、增强骨折愈合能力上具有

巨大的潜能，值得深入研究。

SCD1是一种速率限制酶，它能催化饱和脂肪酸转化为不

饱和脂肪酸。这些单不饱和脂肪酸是甘油三酯和膜磷脂的关键

成分[18，19]。此外，SCD1是一种高度调控和保守的酶，具有多个

亚型，组织分布重叠，底物特异性明显。SCD1的活性受多不饱

和脂肪酸和饱和脂肪酸影响，前者能够降低 SCD1的活性，而

后者的作用恰恰相反。大量的文献表明，scd1基因增多会引起

肥胖相关性炎症和胰岛素抵抗[20]，当发生胰岛素抵抗时，机体

代偿引起胰岛素增多，从而诱导激活 socs[21]。该蛋白会特异性

抑制干扰素信号通路中的 JAK-STAT通路，通常表达为阴性，

当其被激活后，通过以下三种途径发挥抑制作用：1.直接抑制

JAKs内在激酶活性 [22]。2. 竞争性与干扰素受体结合，抑制

STATs磷酸化[23]。3.SOCS蛋白通过与 JAKs、STATs结合导致

酶解，从而发挥对 JAK-STAT通路的负性调节作用[24，25]。

在本研究中，我们在 BM-MSCs中过表达 SCD1，而成骨相

关指标 ALP 和 OC 的水平也被显著提高。因此，我们推断

SCD1的增加可能会促进 BM-MSCs的成骨分化。

基因芯片及通路分析结果显示，过表达 SCD1 改变了

BM-MSCs的基因表达，主要是增强骨骼和肌肉系统的发育和

功能。IPA分析表明，在过表达 SCD1转导至 BM-MSCs后，干

扰素通路的表达有明显差异，并且显著下调。这与我们上述文

献支持的结果相符合。干扰素在建立和调节宿主防御以及对抗

肿瘤及病毒方面发挥重要的作用。受激基因 ISGs被诱导后，通

过 Janus kinase (JAK)信号换能器和转录 STAT信号通路来发
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图 4差异基因检测结果

Fig.4 The results of differential gene detection

Note: the volcano map (A) demonstrates the distribution of different genes and all genes that Fold Change > 2 and P < 0.05 are shown in red. scatter (B)
demonstrates the up-regulated and down-regulated genes of the differentially expresses genes. Compared with the control group, the up-regulated were

above the upper green line and the down-regulated genes were below the lower green line. Clustering diagram (C) demonstrates that the aggregation of all

samples and differentially expressed genes at the level of expression value in the experimental group and the control group.

Note: -log (P-value) reflects the significance of the difference in the classical pathway; | Z - score | > 2 means the pathways or function were strongly

activated or inhibited.

表 4差异基因的 IPA疾病与功能分析

Table 4 IPA analysis of Disease and Function

表 3差异基因的 IPA经典通路分析

Table 3 IPA analysis of classical pathways

Signal pathway -log(P-value) |Z-score| up/down

Interferon signaling pathway 8.51 3.91 down

IRF signaling pathway 3.51 2.34 down

Pancreatic cancer signal metastasis

pathway
3.50 2.81 down

Hypoxia signaling pathway 3.21 2.56 down

Apoptosis signaling pathway 3.05 2.64 down

Disease and Function -log(P-value) |Z-score| up/down

Cell differentiation 41.15 3.51 up

Virus infection 28.40 3.14 down

Tumor proliferation 27.68 3.81 down

Protein metabolism 25.41 3.06 up

Development and function of

skeletal and muscular systems
5.95 2.42 down

Note: -log (P-value) reflects the significance of disease and functional difference ; | Z - score | > 2 means the pathways or function were strongly activated
or inhibited.

挥作用[26，27]。IFNs是细胞因子的超家族，现在被分为三种类型，

分别是Ⅰ型、Ⅱ型、Ⅲ型。这三种类型的干扰素都可以通过 JAK

信号传感器和转录信号因子 STAT途径触发细胞内信号级联，

从而导致生物和病理条件下的多种免疫功能[24]。研究显示IL-22
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增强了MSC体外成骨能力[28]。为了重建促炎性环境，IFN-g和

TNF联合使用可以有效抑制 IL-22增强成骨的能力。因此，我

们猜测 IFN-g在一定程度上起着抑制成骨的功能。抑制干扰素

通路能促进 BM-MSCs 的成骨分化这一生物学功能是否由

SCD1直接作用调控，且具体机制仍需进一步的实验论证。

总之，在过表达的 SCD1作用下，成骨诱导的 BM-MSCs

基因表达谱发生变化，这些差异基因可能通过调控干扰素信号

通路等促进了 BM-MSCs的成骨分化。这一作用可能为骨组织

工程，尤其是骨折愈合不良的治疗提供新的思路及方法。

4 结论

SCD1可以成功在 BM-MSCs中过表达，且过表达的 SCD1

可以显著增强 BM-MSCs成骨方向分化的能力。SCD1过表达

对 BM-MSCs成骨诱导下的表达谱产生了重要影响，基因芯片

共检测出 2896个差异基因，IPA分析示差异基因主要参与干

扰素信号通路、肌肉和骨骼系统的发育功能等重要的生物学功

能。SCD1这一促进作用可能为骨折愈合不良的治疗提供新的

思路及方法。
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