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α-2，3型唾液酸化修饰通过调控细胞外基质稳态促进成骨与成软骨分化参与骨骼发育

张东阳，汤 勇，谭玖琳，代其杰，许建中，窦 策  陆军军医大学（第三军医大学）第一附属医院骨科，重庆

［摘要］ 目的 唾液酸化修饰作为一种重要的翻译后修饰，在细胞识别、信号转导等过程中发挥

关键作用，通过探究α-2，3型唾液酸化修饰在成骨与成软骨分化过程中的作用，进一步明确其通过调控

细胞外基质稳态对骨发育进程的影响，为骨骼发育障碍等疾病提供新的理论依据和潜在干预靶点。

方法 通过公共数据集 GSE109503（成软骨分化）和 GSE113253（成骨分化）分析唾液酸转移酶家族基

因在成软骨与成骨分化中的表达谱，结合MC3T3-E1成骨细胞和ATDC5成软骨细胞模型进行体外分化实

验进行 qRT-PCR检测，筛选唾液酸转移酶家族核心差异基因（筛选阈值|Log₂FC|>1，P<0. 05）。利用慢病

毒构建稳定的α-2，3型唾液酸化修饰缺陷的MC3T3-E1成骨细胞和ATDC5成软骨细胞模型，分别进行

成骨或成软骨诱导 7、14 d，通过ALP染色、茜素红 S染色、阿尔辛蓝染色观察分化能力，荧光定量PCR和

Western blotting检测成骨标志基因（Col1a1、Sp7）和软骨标志基因（Col2a1）以及蛋白的表达。对α-2，3型

唾液酸化修饰缺陷的MC3T3-E1细胞（成骨诱导 7 d）和ATDC5细胞（成软骨诱导 7 d）进行转录组测序，

通过GO和KEGG富集分析解析差异基因的生物学功能。体内实验选取新生C57BL/6小鼠（雌雄各半，

体质量 1. 0~1. 5 g，出生当日），所有小鼠按随机数字表法分为（n=6）：唾液酸酶处理组［腹腔注射唾液酸

酶（0. 2 U/次，隔天 1次，持续 4周）］和对照组（注射等体积生理盐水）；采用Micro-CT分析股骨骨微结构

参数。结果 公共数据集显示仅St3gal1在成骨与成软骨分化中均显著上调（|Log₂FC|>1，P<0. 05）；细胞

体外分化模型验证了 St3gal1在两种分化过程中均显著上调（P<0. 000 1）。与公共数据集转录组测序结

果相一致，证明了 St3gal1介导的α-2，3型唾液酸化修饰伴随成骨与成软骨的分化进程。干扰α-2，3型

唾液酸化修饰后，MC3T3-E1细胞 ALP染色和茜素红 S染色显著减弱，Col1a1和 Sp7的 mRNA表达分别

降至对照组的 60. 7%（P<0. 000 1）和 49%（P<0. 000 1）；蛋白水平同步降低，分别降至对照组的 61. 5%
（P=0. 000 2）和 56. 1%（P=0. 000 3）；ATDC5细胞阿尔辛蓝染色显著减弱，Collagen Ⅱ蛋白表达降至对照

组的 43. 1%（P<0. 000 1）。转录组测序结果显示，差异基因在 2组细胞中均显著定位于细胞外基质结

构，分子功能均与细胞外基质结构组成相关；通路富集分析显示，差异基因均显著富集于ECM-受体互

作等相关信号通路，提示唾液酸化修饰可能通过细胞外基质稳态等多条信号通路调控成骨与成软骨分

化进而参与骨发育进程（|Log₂FC|>1，FDR<0. 05）。体内实验证实，与对照组相比，唾液酸酶处理组小鼠

股骨骨密度下降 0. 078 g/cm3（P<0. 000 1）、骨小梁体积分数下降 5. 512%（P<0. 000 1）、皮质骨厚度下降

0. 012 mm（P=0. 001 1）及骨小梁数量下降 1. 39/mm（P<0. 000 1）、骨小梁厚度下降 0. 002 3 mm（P=
0. 026 7）、骨小梁分离度增加 0. 35 mm（P<0. 000 1），提示骨骼发育异常。结论 α-2，3型唾液酸化修饰

通过调控细胞外基质稳态正向调节成骨与成软骨分化，在骨骼发育中发挥关键作用。骨微环境中唾液

酸化修饰可能成为骨骼发育不良性疾病的潜在干预靶点。
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Alpha-2, 3 sialylation promotes osteogenic and chondrogenic differentiation by 
regulating extracellular matrix homeostasis to participate in skeletal development
ZHANG Dongyang， TANG Yong， TAN Jiulin， DAI Qijie， XU Jianzhong， DOU Ce  Department of Orthopedics， 
First Affiliated Hospital， Army Medical University （Third Military Medical University）， Chongqing， China

［Abstract］ Objective　Sialylation, an important post-translational modification, plays a key role in 
processes such as cell recognition and signal transduction.  This study aims to explore the role of α -2, 3 
sialylation in osteogenic and chondrogenic differentiation, further elucidate its impact on bone development by 
regulating extracellular matrix (ECM) homeostasis, and provide novel theoretical basis and potential 
intervention targets for disorders of skeletal development.  Methods　The expression profiles of 
sialyltransferase family genes in osteogenic and chondrogenic differentiation were analyzed using public 
datasets GSE109503 (chondrogenic differentiation) and GSE113253 (osteogenic differentiation).  In vitro 
differentiation experiments were conducted using MC3T3-E1 osteoblast and ATDC5 cells, and qRT-PCR was 
performed to screen for core differentially expressed genes (DEGs) in the sialyltransferase family (screening 
threshold |Log ₂ FC| >1, P<0. 05).  Stable α -2, 3-type sialylation-deficient MC3T3-E1 and ATDC5 cells were 
constructed using lentiviral vectors, followed by osteogenic or chondrogenic induction for 7 and 14 d.  
Differentiation capacity was evaluated by ALP staining, Alizarin Red S staining, and Alcian blue staining.  The 
expression of osteogenic marker genes (Col1a1, Sp7) and chondrogenic marker gene (Col2a1) was detected by 
qRT-PCR and Western blotting.  Transcriptome sequencing was performed on α -2, 3 sialylation-deficient 
MC3T3-E1 cells (osteogenic induction for 7 d) and ATDC5 cells (chondrogenic induction for 7 d), and 
biological functions of DEGs were analyzed with GO and KEGG enrichment analyses.  For in vivo experiments, 
newborn C57BL/6 mice (half male and half female, body weight 1. 0 to 1. 5 g, on the day of birth) were 
randomly divided into 2 groups: an sialidase-treated group (intraperitoneally injected with sialidase, 0. 2 U/dose, 
every other day for 4 weeks), and a control group (same volume of normal saline), with 6 animals in each 
group.  Micro-CT scanning was conducted to analyze the bone microstructure parameters of the femur.  
Results　Public dataset analysis revealed that only St3gal1 was significantly upregulated during both 
osteogenic and chondrogenic differentiation (|Log ₂ FC| >1, P<0. 05).  The in vitro cell differentiation model 
confirmed that St3gal1 was significantly upregulated in both differentiation processes (P<0. 000 1).  Consistent 
with the public dataset transcriptome sequencing results, this demonstrated that St3gal1-mediated α-2,3-type 
sialylation accompanies the progression of osteogenic and chondrogenic differentiation.  Following disruption 
of α-2,3 sialylation, ALP staining and Alizarin Red S staining in MC3T3-E1 cells were significantly attenuated, 
along with the mRNA expression levels of Col1a1 and Sp7 reduced to 60. 7% (P<0. 000 1) and 49% (P<0. 000 1) 
of the control group, respectively, and corresponding protein levels decreasing to 61. 5% (P=0. 000 2) and 
56. 1% (P=0. 000 3), respectively.  In ATDC5 cells, Alcian Blue staining was markedly diminished, and 
Collagen Ⅱ protein expression was reduced to 43. 1% of the control group (P<0. 000 1).  Transcriptomic 
sequencing results demonstrated that DEGs in both cell types were significantly enriched to ECM structure, 
and molecular functions were associated with ECM structural constituent.  Pathway enrichment analyses 
revealed that DEGs were significantly enriched in ECM-receptor interaction and related signaling pathways 
(|Log₂FC|>1, FDR<0. 05), suggesting that sialylation may regulate osteogenic and chondrogenic differentiation 
through multiple pathways, including ECM homeostasis, thereby contributing to bone development.  In vivo 
experiments confirmed that, the sialidase-treated group exhibited reductions in femoral bone mineral density 
(decreased by 0. 078 g/cm³, P<0. 000 1), trabecular bone volume fraction (decreased by 5. 512%, P<0. 000 1), 
cortical thickness (decreased by 0. 012 mm, P=0. 001 1), trabecular number (decreased by 1. 39/mm, P<
0. 000 1), and trabecular thickness (decreased by 0. 002 3 mm, P=0. 026 7), and an increase in trabecular 
separation (increased by 0. 35 mm, P<0. 000 1) when compared with the control group, indicating impaired 
skeletal development.  Conclusion　α -2, 3 Sialylation positively regulates osteogenic and chondrogenic 
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differentiation through modulating ECM homeostasis and plays an essential role in skeletal development.  
Sialylation within the bone microenvironment may serve as a potential intervention target for skeletal dysplasia 
disorders.  

［Key words］ sialylation modification； extracellular matrix； skeletal development； osteogenic 
differentiation； chondrogenic differentiation

Supported by the General Program of National Natural Science Foundation of China （82172489） and the National Natural Science Foundation for Young 
Scholars of China （82103778）.  Corresponding authors： XU Jianzhong， E-mail： xujianzhong1962@163. com； DOU Ce， E-mail： lance. douce@gmail. com

骨骼发育是一个复杂且精密的生物学过程，涉及

复杂的基因网络、表观遗传调控和细胞微环境的精细

协作［1］。在这一过程中，作为骨骼生长模板的软骨组

织，以及承担支撑功能的矿化骨组织，其构建都高度

依赖于细胞外基质的合成与组装［2-3］。软骨细胞和成

骨细胞是 2个关键的参与者，核心任务之一是大量合

成并分泌特定的细胞外基质成分，紧密协同共同构建

和维护骨骼系统［4］。软骨细胞负责形成软骨雏形，这

是软骨内成骨过程中骨骼生长的初始框架［5］。而成骨

细胞则是负责沉积骨基质、促进骨矿化的特化细胞，

最终参与骨的形成与重塑。这些由细胞分泌的基质

分子不仅构成了组织特有的三维支架，为后续的细胞

黏附、迁移和增殖提供物理支持；它们还能够结合并

递送多种生长因子，并通过整合素等受体将信号传导

至细胞内，从而精密调控细胞的分化、存活与功能。

因此，深入理解软骨细胞和成骨细胞分化过程中合成

与重塑细胞外基质过程中的分子机制，不仅对阐明正

常骨骼发育至关重要，也对治疗多种骨相关疾病，如

骨质疏松症、骨关节炎和骨骼发育不良等，具有重要

的临床意义。

唾液酸化是一种重要的翻译后修饰过程，该过程

由唾液酸转移酶特异性催化完成。这些酶将活化的

唾液酸供体转移到糖链末端（如半乳糖或N-乙酰半乳

糖胺等）上。唾液酸是一类带负电荷的九碳单糖（最

常见的是N-乙酰神经氨酸），通常位于糖链的最外端。

唾液酸携带强负电荷，能增加分子的亲水性和空间位

阻，从而影响蛋白质的构象、稳定性和相互作用［6］，在
细胞识别、信号转导、免疫调节及感染等生理过程中

发挥关键作用［7-8］。随着研究的深入，唾液酸化修饰

在多种疾病发生发展中的作用逐渐被揭示，包括肿瘤

转移［9］、神经退行性疾病［10］和自身免疫病［11］等。然

而，唾液酸化修饰在骨骼发育过程中的调控机制研究

仍处于起步阶段，目前的研究提示唾液酸化修饰与破

骨细胞的分化、代谢和功能密切相关［12-13］，鲜有研究

从细胞外基质稳态这一动态平衡视角，系统解析唾液

酸化修饰在骨骼发育中的生物学功能。事实上，基质

稳态的维持不仅依赖于成骨细胞与软骨细胞的合成

活性，更与其介导的信号传导和细胞间通讯精密耦合。

因此，深入探索唾液酸化修饰如何通过影响骨微环境

中细胞外基质稳态，从而协调软骨与成骨细胞功能，

对于揭示骨骼发育的分子机制具有重要科学价值。

为探究唾液酸化修饰对细胞外基质功能的影响，

本研究选取了 α-2，3型唾液酸化修饰作为干预靶点。

ST3β-半乳糖苷 α-2， 3唾液酸转移酶 1是一种Ⅱ型膜

蛋白，定位于高尔基体，催化唾液酸以α-2，3键连接到

含半乳糖的糖蛋白或糖脂底物上，在 O-聚糖修饰、神

经节苷脂合成及免疫细胞稳态［14］中发挥重要作用。

需指出的是，唾液酸转移酶家族包含 20个成员，部分

酶之间存在底物重叠与功能冗余［15］。公共数据集及

预实验显示，St3gal1在成骨与成软骨分化过程中表达

显著上调，提示其可能介导分化相关的唾液酸化修饰。

本研究通过干预 St3gal1 的表达构建了 α-2，3 型唾液

酸化修饰缺陷的细胞模型，并利用转录组学技术系统

解析唾液酸化修饰缺陷后的基因网络变化，重点关注

细胞外基质相关通路及基质-细胞信号传导的改变，以

期为揭示唾液酸化修饰在骨骼发育中的调控机制提

供新的理论基础和实验依据。

1　材料与方法

1. 1　实验动物和细胞

实验所需 12 周 C57BL/6 孕鼠购自陆军军医大学

实验动物中心［生产许可证：SCXK（渝）2022-0010］。

所有动物于温度（24±1）℃、相对湿度 50%±5%、12 h/
12 h明暗循环条件下饲养。小鼠成软骨细胞系ATDC5
和小鼠成骨前体细胞系MC3T3-E1购自武汉普诺赛生

命科技有限公司。ATDC5 细胞来源于小鼠胚胎畸胎

瘤，是具有软骨祖细胞特性的永生化细胞系，在软骨

诱导培养基刺激下可向软骨细胞分化，形成软骨小

结，表达Ⅱ型胶原和 X 型胶原，是研究软骨发生过程

的经典体外模型。MC3T3-E1 细胞来源于 C57BL/6 小

鼠胚胎颅顶，是成骨前体细胞的永生化细胞系，可在

抗坏血酸和β-甘油磷酸钠诱导下向成骨细胞分化，沉

积矿化基质，表达成骨标志基因，是研究成骨分化的

经典体外模型。
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1. 2　动物模型构建

母鼠分娩成功后，将其新生乳鼠用于实验。随机选

取24只新生乳鼠，雌雄各12只，体质量1. 0~1. 5 g，出生

当日（记为P0）。所有小鼠按随机数字表法分为（n=6）：
唾液酸酶处理组［腹腔注射唾液酸酶（0. 2 U/次，隔天

1 次，持续 4 周）］和对照组（注射等体积生理盐水）。

实验采用同窝对照设计，即将同一窝内的乳鼠随机分

配至不同处理组，以最大限度地控制遗传背景和出生

环境差异带来的影响。模型构建始于乳鼠出生当日

（记为 P0）。唾液酸酶处理组乳鼠经腹腔注射唾液酸

酶（Sialidase；Merck，德国；来源于产气荚膜梭菌，色谱

纯化，比活性 50~150 U/mg 蛋白），注射剂量为每次

0. 2 U（溶于无菌生理盐水，总体积 100 μL），注射频率

为隔天 1 次，该干预措施持续进行 4 周。唾液酸酶制

剂以无菌生理盐水配制的溶液形式提供，使用前用无

菌生理盐水稀释至所需浓度，分装后于-20 ℃保存，避

免反复冻融。对照组乳鼠则在相同时间点注射等体

积的生理盐水。

本研究所涉及的所有动物操作程序严格遵守动

物福利伦理规范，并已获得陆军军医大学实验动物福

利伦理委员会审批（AMUWEC20242104）。所有动物

在标准化环境［温度（22±1）℃，湿度 55%±5%，12 h明/
暗循环］中适应性饲养 1周，可自由获取灭菌水和标准

饲料。严格遵守动物福利伦理原则，任何出现无法进

食或饮水、体质量较基准值下降超过 20%或出现严重

痛苦迹象（如持续抽搐、严重震颤或瘫痪）的小鼠，在

实验预定终点前在深度麻醉状态下实施安乐死。

1. 3　Micro-CT 扫描和分析小鼠股骨组织

4周龄小鼠用 2%戊巴比妥钠麻醉处死后，于膝关

节处离断股骨和胫骨后，向近端分离至髋关节并进行

离断，获得小鼠股骨样本，置于 4%多聚甲醛组织固定

液中进行固定，固定至少24 h后上机扫描。股骨样本采

用Bruker MicroCT Skyscan 1272系统（Kontich，Belgium）
进行扫描成像，扫描分辨率为 7 μm 体素。获取的原

始数据通过 NRECON 软件（Kontich，Belgium）进行三

维重建以便详细观察。使用 DataViewer 软件（版本

1. 5. 6. 2，Bruker，Kontich，Belgium）在重建图像上精确

界定感兴趣区域，即股骨生长板区域（自股骨远端向

近端延伸 2 mm 范围）。进一步采用 CTAN 软件（版本

1. 20. 8. 0，Bruker，Kontich，Belgium）进行定量分析，获

取骨体积分数及相关区域参数。

1. 4　MC3T3-E1细胞培养及成骨诱导

MC3T3-E1 细胞使用含 10% 胎牛血清及 1% 青霉

素/链霉素的α-MEM培养基（Gibco，中国）进行常规培

养。将细胞以约 60%的汇合度接种后，更换为成骨诱

导培养基进行培养。诱导培养基使用小鼠MC3T3-E1
细胞成骨诱导分化试剂盒（OriCell，中国）。成骨诱导

期间，每 3 天更换 1 次新鲜诱导培养基。所有细胞在

37 ℃、5%CO₂的恒温湿润培养箱中培养。

1. 5　ATDC5细胞培养及诱导分化

ATDC5细胞使用含 5%胎牛血清及 1%青霉素/链
霉素的 DMEM/F-12（1∶1；1X）培养基（SPERIKON，中

国）进行常规培养。细胞密度调整至 1×10⁵/mL后用于

后续诱导分化实验。软骨诱导分化培养基使用

OriCell®小鼠骨髓间充质干细胞成软骨诱导分化试剂

盒（OriCell，中国）。软骨诱导期间，每 2天更换 1次软

骨诱导培养基。所有细胞在 37 ℃、5%CO₂的恒温湿润

培养箱中培养。

1. 6　慢病毒包装

靶向 St3gal1 基因的 shRNA 慢病毒载体及其阴性

对照载体由广州派真生物技术有限公司设计与构建。

将携带 sh-St3gal1 序列的慢病毒载体（LV-U6-Neo）或

阴性对照载体，与慢病毒包装质粒系统（pMD2. G 和

psPAX2）以 适 当 比 例 共 转 染 至 对 数 生 长 期 的

HEK293T细胞中（Procell，中国）。转染采用聚乙烯亚

胺（PEI）方法进行。转染后 48、72 h，分别收集含有慢

病毒颗粒的细胞培养上清液，经 0. 45 μm 滤膜过滤

后，使用超速离心法进行浓缩和纯化，分装后于-80 ℃
保存备用。

1. 7　细胞感染与稳转株筛选

分别将 ATDC5 和 MC3T3-E1 以适宜密度接种于

培养板中。待细胞生长至约 50%汇合度时，更换为含

有 sh-St3gal1 的慢病毒颗粒（LV-sh-St3gal1）及阴性对

照慢病毒颗粒（LV-NC）的完全培养基进行感染。感染

12 h后，更换为新鲜的完全培养基继续培养。感染72 h
后，向培养基中加入适宜浓度的嘌呤霉素进行持续筛

选。该实验分为：稳定敲低 St3gal1 基因细胞系（LV-

sh-St3gal1）组、阴性对照的细胞系（LV-NC）组以及非

处理（Control）组。通过荧光定量 PCR 验证 St3gal1 在

mRNA 上的敲低效率。LV-sh-St3gal1：正义（5'→3'）
CCGGCTGGCAATGTGGATCCTATCTCGAGATAGGAT
CCACATTGCCAGTTTTTG；反义（5'→3'）AATTCAAA-

AACTGGCAATGTGGATCCTATCTCGAGATAGGATCC-

AACATTGCCAG。LV-NC：正义（5'→3'）CCGGCAAC-

AAGATGAAGAGCACCAACTCGAGTTGGTGCTCTTCA-

TCTTGTTGTTTTTG；反义（5'→3'）AATTCAAAAACA-

ACAAGATGAAGAGCACCAACTCGAGTTGGTGCTCTT-

CATCTTGTTG。

1. 8　茜素红S染色检测矿化结节的形成

Control、LV-NC、LV-sh-St3gal1 组 MC3T3-E1 细胞
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经过成骨诱导培养基培养 14 d 后，使用 4% 多聚甲醛

（赛维尔生物，中国）固定细胞，随后加入茜素红 S染色

液（OriCell，中国），于 37 ℃孵育染色。染色完成后，使

用光学显微镜直接观察并拍照记录显色结果。

1. 9　ALP染色检测碱性磷酸酶活性

使用BCIP/NBT碱性磷酸酶显色试剂盒（碧云天，

中国）进行碱性磷酸酶染色。具体方法如下：Control、
LV-NC、LV-sh-St3gal1组MC3T3-E1细胞经过成骨诱导

培养基培养 7 d 后，使用 4% 多聚甲醛固定细胞，随后

加入BCIP/NBT染色工作液，于 37 ℃避光孵育 30 min。
孵育结束后，用PBS洗涤 3次，使用光学显微镜直接观

察并拍照记录显色结果。

1. 10　阿尔辛蓝染色检测软骨基质的形成

使用阿尔辛蓝染色液（OriCell，中国）进行阿尔辛

蓝 染 色 。 具 体 方 法 如 下 ：Control、LV-NC、LV-sh-

St3gal1 组 ATDC5 细胞接种于 12 孔板中，密度调整为

1×10⁵/mL，随后使用软骨诱导培养基进行诱导分化培

养 7 d。诱导结束后，使用 4%多聚甲醛于 37 ℃固定细

胞 30 min，随后加入阿尔辛蓝染色液。使用光学显微

镜直接观察并拍照记录显色结果。

1. 11　荧光定量PCR检测细胞中基因表达情况

使用 RNA 快速纯化试剂盒（ES science，中国）提

取细胞总 RNA。使用 PrimeScript™ RT reagent Kit with 
gDNA Eraser（Perfect Real Time，TaKaRa）将 提 取 的

RNA 反转录为 cDNA。使用 TB Green® Premix Ex Taq
™Ⅱ（Tli RNaseH Plus，TaKaRa）配置 PCR反应体系，并

置于 CFX96 Touch 实时荧光定量 PCR 检测系统（Bio-

Rad）上 进 行 qPCR 反 应 。 目 的 基 因 及 内 参 基 因

GAPDH的特异性引物如表1所示。

1. 12　Western blotting检测细胞中蛋白表达情况

使用 RIPA 裂解液（碧云天，中国）裂解细胞。采

用BCA蛋白浓度测定试剂盒（碧云天，中国）测定蛋白

浓度。取 50 μg 蛋白样品与上样缓冲液（碧云天，中

国）混合，经 SDS-PAGE 电泳分离后，转移至 PVDF 膜

（Sigma Aldrich，德国）。转移完成后，用 5% 脱脂牛奶

封闭PVDF膜以阻断非特异性结合。封闭 1 h后，将膜

与以下一抗于 4 ℃孵育过夜：GAPDH（1∶1 000；赛维尔

生物，中国）、Osterix（1∶1 000；Abclonal，中国）、Col1a1
（1∶5 000；ABclonal，中国）、Col2a1（1∶1 000；ABclonal，
中国）。使用 TBST 清洗膜 4次后，加入辣根过氧化物

酶（HRP）标记的二抗（1∶1 000；碧云天，中国），于37 ℃
孵育 80 min。使用 ECL Plus化学发光底物显色，并在

凝胶成像系统中采集图像。

1. 13　NCBI GEO数据集筛选分析

为探究唾液酸转移酶家族在间充质干细胞成骨

与成软骨分化过程中的表达特征，在 GEO 数据库中，

以“mesenchymal stem cell”“osteogenic differentiation”
和“chondrogenic differentiation”为关键词进行检索，筛

选获得了成软骨诱导相关数据集 GSE109503 及成骨

诱 导 相 关 数 据 集 GSE113253。 利 用 GEO 内 置 的

GEO2R在线分析工具分别对 2个数据集进行处理，识

别并提取在成软骨和成骨诱导过程中显著差异表达

的 基 因 。 通 过 GeneCards 数 据 库（https：//www.
genecards. org/）获取唾液酸转移酶家族的基因列表。

为进一步筛选与该分化过程密切相关的家族成员，将

上述 2组差异基因分别与唾液酸转移酶基因列表进行

Venn分析，最终获得在成骨和成软骨分化中共同或特

异性涉及的唾液酸转移酶家族核心差异基因。

1. 14　转录组测序及分析

收集 LV-NC组与 LV-sh-St3gal1组的MC3T3-E1细

胞（成骨诱导 7 d）和 ATDC5 细胞（成软骨诱导 7 d）样

本，每组设置 3 个生物学重复。使用 TRIzol 试剂提取

细胞总 RNA，通过 Agilent 2100 Bioanalyzer 检测 RNA
完整性（RIN>7. 0）及纯度。使用 NEBNext® Ultra ™ 
RNA Library Prep Kit for Illumina 构建转录组测序文

库，具体流程包括：利用Oligo（dT）磁珠富集mRNA、片

段化缓冲液将mRNA打断为短片段、以随机引物合成

第一链 cDNA 和第二链 cDNA、末端修复、加 A 尾并连

接测序接头、片段筛选及PCR扩增。

文库质检合格后，于 Illumina NovaSeq 6000 平台

进行双端 150 bp 高通量测序。测序原始数据（Raw 
Reads）经 FastQC 软件进行质量控制后，使用 Trim 
Galore去除接头序列及低质量碱基（Q<20），获得高质

量序列（Clean Reads）。采用 HISAT2 软件将 Clean 

表1　荧光定量PCR所用引物序列

Table 1　Primer sequences for qRT-PCR

Gene name
St3gal1

Col1a1

Sp7

Col2a1

St3gal2

St3gal4

St6gal1

GAPDH

Primer sequence（5'→3'）
Forward： TCCAACACGGGAGTACCCA
Reverse： GCTGGTCGAACCAATATGATACC
Forward： TTGGTCGATGCAGCATAG
Reverse： CCGTAATTTTCCCGTATGCA
Forward： AAGTCTCAAGGTTATAGGGACGG
Reverse： CCATGCTTGTCTGGGTATAGTGT
Forward： GGGTCACAGAGGTTACCCAG
Reverse： ACCAGGGGAACCACTCTCAC
Forward： CTGCTCTTCACCTACTCGCAC
Reverse： GCTGTAGTCCTGAATAGCCTGG
Forward： CCTCTAAGATTTTTGGCAACCGT
Reverse： CATAGGTGGATGGCGTCTTTAC
Forward： TGTTTGCCATCATCTGCGTGT
Reverse： TCCTTAGGGTCTTGTTTGCTGT
Forward： AACGTCGGAACGATAGCA
Reverse： CTTAAGGCTAGTTAGGCCC
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Reads比对至小鼠参考基因组（GRCm39/mm39），利用

FeatureCount软件进行基因表达定量。差异表达分析

使用DESeq2 R包，筛选阈值为|Log₂FC|>1、FDR<0. 05。
基于差异基因列表，使用 ClusterProfiler R 包进行 GO
功能富集分析及 KEGG通路富集分析，显著性阈值设

定为FDR<0. 05。
1. 15　统计学分析

使用 GraphPad Prism 7. 0软件对数据进行统计分

析。具有正态分布的计量资料以 x̄±s 表示，两组之间

比较采用独立 t 检验，三组样本的统计比较采用单因

素方差分析，以P<0. 05为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　唾液酸转移酶家族基因在成骨和成软骨分化过

程中差异性表达

为了初步探究唾液酸转移酶介导的唾液酸化修

饰对成骨和成软骨分化的影响，对 2个数据集的转录

组数据进行分析，唾液酸转移酶家族部分基因同时参

与两种分化进程（图 1A~C）。图中标注了 ST3GAL1、
ST3GAL2、ST3GAL4和 ST6GAL1的位置。转录组数据

结果显示，唾液酸转移酶家族仅有 ST3GAL1 在成骨、

成软骨两种分化进程中表达均上调；ST3GAL2随分化

进程表达均无明显差异；ST3GAL4表达在成骨分化进

程中无明显差异，在成软骨分化进程中上调；ST6GAL1
表达在成骨分化进程中无明显差异，在成软骨分化进

程中下调（图 1A）。为了进一步在体外实验进行验证，

在成骨细胞系 MC3T3-E1 和成软骨细胞系 ATDC5 分

别诱导分化 0、7、14 d后，通过荧光定量PCR检测了唾

液酸转移酶家族中差异表达基因 St3gal1、St3gal2、
St3gal4 与 St6gal1 的表达变化。与公共数据集转录组

测序相符的是，St3gal1的表达在两种细胞系分化过程

中均显著上调（图 1D、E）。上述结果显示，St3gal1 在

成骨细胞与成软骨细胞分化过程中，其表达水平均随

分化进程逐渐增强，提示 α-2，3型唾液酸化修饰可能

在此类细胞分化调控中扮演重要角色。

2. 2　α-2，3 型唾液酸化修饰缺陷显著阻滞成骨细胞

的矿化沉积与早期成骨表型

为了进一步确定 α -2，3 型唾液酸化修饰对

MC3T3-E1细胞成骨分化能力的影响，构建α-2，3型唾

液酸化修饰缺陷的细胞模型。免疫荧光染色证实，
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A： Volcano plots showing the expression changes in sialyltransferase family genes in the GSE109503 （chondrogenic differentiation） and 
GSE113253 （osteogenic differentiation） datasets； B： Box plots showing the sample expression distribution of the control group and the induction 
group in the above 2 datasets； C： Venn diagram showing the intersection of sialyltransferase family genes that are expressed in both datasets； D 
and E： Relative mRNA expression levels of core differentially expressed genes （DEGs） in the sialyltransferase family at days 0， 7 and 14 of 
osteogenic and chondrogenic differentiation （n=3， x̄±s）

图1　鉴定成骨和成软骨分化中唾液酸转移酶家族的核心差异基因

Figure 1　Identification of the core differential genes of sialyltransferase family in osteogenic and chondrogenic differentiation
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LV-sh-St3gal1 组 α-2，3 型唾液酸化修饰细胞比例下

降。与 LV-NC组相比，LV-sh-St3gal1组细胞 St3gal1的

mRNA 水平显著降低（P=0. 000 1，图 2A）。这表明细

胞模型构建成功。在此基础上，评估了 α-2，3型唾液

酸化修饰缺陷对成骨分化的影响。ALP 染色结果显

示，成骨诱导 7 d后，LV-sh-St3gal1组的蓝紫色染色深

度与范围均明显弱于LV-NC组（P<0. 000 1，图 2B），提

示其早期成骨分化活性受损。进一步通过茜素红 S染

色评估终末期矿化过程发现，成骨诱导 14 d后，与LV-

NC组相比，LV-sh-St3gal1组形成的红色矿化结节在数

量、大小及染色深度上均显著减少（P<0. 000 1，图2C）。
综上所述，α -2，3 型唾液酸化修饰缺陷不仅抑制了

MC3T3-E1 细胞的早期成骨分化活性，也显著削弱了

其终末矿化能力。

2. 3　转录组学揭示了 α-2，3 型唾液酸化修饰缺陷通

过影响成骨微环境中细胞外基质稳态来下调成

骨分化信号通路

根据对 LV-sh-St3gal1 干预组与对照组的比较分

析，差异表达基因热图与火山图展示了对照组

（LV-NC）与 St3gal1敲低组（LV-sh-St3gal1）之间显著差

异表达基因的表达聚类情况（|Log₂FC|>1，FDR<0. 05，
图 3A、B）。气泡图展示显著富集的与骨骼发育相关

的生物过程（BP）、细胞成分（CC）和分子功能（MF）。

差异表达基因在细胞外基质组装、骨化及间充质/软
骨/成骨细胞分化等生物学过程中显著富集（图 3C），

并主要定位在细胞外基质结构与转录调控复合体等
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A： Knockout efficiency of St3gal1 in each group detected by qRT-PCR and immunofluorescence （blue： DAPI； green： ST3GAL1）； B： ALP 
staining and analysis of early osteogenic differentiation in MC3T3-E1 cells； C： Alizarin Red S staining and detection of mineralized nodule 
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图2　α-2，3型唾液酸化修饰缺陷对MC3T3-E1细胞成骨分化的影响（n=3， x̄±s）
Figure 2　Effects of α-2，3 sialylation defects on osteogenic differentiation of MC3T3-E1 cells（n=3， x̄±s）

1173



陆军军医大学学报，2026，48（9） http：//aammt. tmmu. edu. cn

细胞成分中（图 3D），其分子功能涉及激酶活性、细胞

外基质结构组成及转录因子活性调控等（图 3E）；

KEGG 通路分析进一步表明这些基因富集于 Wnt、
PI3K-Akt、MAPK及ECM-受体相互作用等多条信号通

路（图 3F），提示α-2，3型唾液酸化修饰可能通过调控

细胞外基质稳态与多信号网络参与骨骼发育与成骨

细胞分化过程。

2. 4　α-2，3 型唾液酸化修饰缺陷破坏了成骨关键基

质蛋白合成及成骨转录因子的表达

为了进一步明确 α -2，3 型唾液酸化修饰对
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图 3　α-2，3型唾液酸化修饰缺陷通过调控细胞外基质稳态干扰成骨分化进程
Figure 3　Defect of α-2，3 sialylation modification interferes with osteogenic differentiation by regulating extracellular 

matrix （ECM） homeostasis
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MC3T3-E1 细胞成骨分化的影响，通过转录组测序检

测出与成骨相关的差异基因（图 4A），并进一步通过荧

光定量 PCR 对部分基因进行验证。结果显示，在 LV-

sh-St3gal1组细胞中，成骨分化关键基因 Col1a1和 Sp7
的mRNA表达水平均较LV-NC组显著下调（P<0. 001，
图 4B）。此外，Western blotting 结果也进一步证实，这

些基因在蛋白水平的表达也呈现同步的显著降低（P=
0. 000 3，P=0. 000 2，图 4C）。上述结果进一步明确了

α-2，3型唾液酸化修饰通过调控细胞外基质关键蛋白

影响成骨分化进程的重要作用。

2. 5　干扰 α-2，3 型唾液酸化修饰破坏软骨细胞的基

质合成与软骨结节形成能力

为了明确干扰 α-2，3 型唾液酸化修饰对 ATDC5
细胞成软骨分化的影响，构建了稳定干扰 α-2，3型唾

液酸化修饰的细胞模型。免疫荧光染色证实，LV-sh-

St3gal1 组 α-2，3 型唾液酸化修饰细胞比例下降。与

LV-NC 相比，LV-sh-St3gal1 细胞中 St3gal1 的 mRNA 表

达水平显著降低（P=0. 000 2，图 5A），表明细胞模型构

建成功。成软骨诱导7 d后进行阿尔辛蓝染色。LV-NC
组形成了多个边界清晰、染色深蓝的典型软骨结节。

相比之下，LV-sh-St3gal1组的蓝色染色显著减弱，形成

的结节数量更少、体积更小且染色较浅（图 5B）。此

外，Western blotting 结果也进一步证实，在蛋白层面，

与 LV-NC组相比，LV-sh-St3gal1组软骨分化的标志物

也呈现同步的显著降低（P=0. 000 3，图 5C）。提示干

扰 α-2，3 型唾液酸化修饰抑制了 ATDC5 细胞的基质

合成与软骨结节形成能力。

2. 6　转录组学揭示了 α-2，3 型唾液酸化修饰缺陷通

过影响软骨微环境中细胞外基质稳态来下调软

骨分化信号通路

为探究α-2，3型唾液酸化修饰对成软骨分化的转

录调控作用，对 LV-Sh-St3gal1 组与 LV-NC 组 ATDC5
细胞成软骨诱导后进行转录组测序。热图显示 2组样

本表达谱明显分离，α-2，3 型唾液酸化修饰缺陷显著

改变了成软骨分化相关基因的表达特征（图 6A）。火

山图展示了差异表达基因的整体分布，下调基因数量

多于上调基因（图 6B），提示α-2，3型唾液酸化修饰在

维持成软骨分化相关基因表达中主要起正向调控作

用。GO 富集分析表明，差异基因显著富集于软骨内

成骨、软骨发育、骨骼系统形态发生等骨发育核心生

物学过程；细胞成分分析显示，差异基因定位于含胶

原的细胞外基质、基底膜、钙通道复合物及高尔基体

腔等结构，此外在极性生长位点与生长锥中也高度富

集；分子功能分析显示，差异基因显著富集于蛋白酶
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图4　α-2，3型唾液酸化修饰对成骨关键基质蛋白及成骨转录因子的表达调控（n=3， x̄±s）
Figure 4　α-2，3 sialylation regulates the expression of key matrix proteins and osteogenic transcription

 factors in osteogenesis（n=3， x̄±s）
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结合以及细胞外基质结构组成等功能。上述结果提

示，差异基因可能通过调控细胞外基质重塑在骨骼发

育与成软骨分化过程中发挥关键作用。KEGG通路则

以 ECM-受体相互作用等发育相关通路最为显著

（图 6C、D）。上述结果表明，α-2，3型唾液酸化修饰缺

陷可能通过细胞外基质ECM-受体密切相关的通路来

干预成软骨细胞分化进程。

2. 7　唾液酸酶抑制小鼠的骨形成与发育

为了直接评估唾液酸化修饰在骨形成与发育中

的作用，对新生小鼠腹腔注射唾液酸酶。唾液酸酶通

过移除细胞表面或生物分子末端的唾液酸残基，从而

破坏唾液酸化修饰。处理 4周后，采用 Micro-CT对小

鼠股骨的生长板及骨组织进行了分析（图 7）。与同窝

对照小鼠相比，唾液酸酶处理组小鼠的股骨骨密度

（P<0. 000 1）、骨小梁体积分数（P<0. 000 1）、皮质骨厚

度（P=0. 001 1）、骨小梁数量（P<0. 000 1）及骨小梁厚

度（P=0. 026 7）均显著降低，而骨小梁分离度则相应

增加（P<0. 000 1）。这些结果共同强调了唾液酸化修

饰对正常骨骼发育和形态发生是不可或缺的。

3　讨论

3. 1　唾液酸化修饰正向调控成骨与成软骨分化进程

本研究系统证实α-2，3型唾液酸化修饰在成骨与

成软骨分化进程中均呈显著上调，其缺陷同时损害

MC3T3-E1细胞与ATDC5细胞的分化能力，提示α-2，3
型唾液酸化修饰可能发生在成骨-软骨谱系分化的上

游共同节点。既往研究将唾液酸化修饰的功能主要

局限于肿瘤细胞迁移、免疫逃逸及化疗抵抗［16-17］，本
研究将其拓展至骨骼发育领域，并发现其在不同谱系

细胞中介导相似的促分化效应，而下游效应基因却呈

现谱系特异性。在成骨细胞中，α-2，3 型唾液酸化修

饰缺陷主要导致矿化结节形成减少、ALP 活性降低，

并下调成骨标志基因 Col1a1和 Sp7的表达；而在软骨

细胞中，则表现为软骨结节形成受阻、阿尔辛蓝染色

减弱以及 Col2a1 蛋白表达下降。这种同因异果的调

控模式暗示，唾液酸化修饰并非直接调控成骨或软骨

特异性基因，而更可能是通过对骨微环境中共享信号

通路受体或细胞外基质蛋白的唾液酸化修饰，间接为

谱系特异性转录程序的启动提供适宜的微环境。转

录组数据进一步显示，2组细胞中差异基因虽均富集

于 ECM-受体相互作用等共同通路，但具体富集的基

因集存在差异，这可能是导致谱系特异性表型的重要

原因。体内唾液酸酶干预实验进一步证实，整体抑制

唾液酸化修饰可导致新生小鼠股骨骨密度、骨小梁体

积分数、皮质骨厚度、骨小梁数量及骨小梁厚度显著

降低，从整体水平确证了唾液酸化修饰在骨骼形态发
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图5　干扰α-2，3型唾液酸化修饰对ATDC5细胞成软骨分化进程中软骨基质合成能力的影响（n=3， x̄±s）
Figure 5　Effect of α-2，3 sialylation modification on cartilage matrix synthesis during chondrogenic differentiation 

of ATDC5 cells（n=3， x̄±s）
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生中的必要性。综上，通过唾液酸酶处理整体削减唾

液酸化修饰水平会明显损害小鼠骨骼的整体发育，而

体外干扰唾液酸化修饰则会抑制成骨与成软骨分化

过程，提示唾液酸化修饰是发育过程中成骨与成软骨

细胞正常分化所必要的翻译后修饰。

3. 2　唾液酸化修饰可能通过调控细胞外基质稳态与

多条信号通路来影响骨骼发育

为明确唾液酸化修饰调控成骨与成软骨分化的

分子基础，本研究对干扰唾液酸化修饰的成骨与成软

骨细胞进行了转录组测序。测序结果清晰提示，干扰

唾液酸化修饰所导致的差异表达基因在 2组细胞中均

显著富集于细胞外基质组织、软骨内成骨、骨骼系统

形态发生及骨化等骨发育核心生物学进程。这一跨

细胞系的一致性富集特征表明，唾液酸化修饰可能通

过共同的下游通路参与骨骼发育全局性调控。

进一步分析显示，差异基因显著富集于 ECM-受

体相互作用、Wnt、PI3K-Akt 及 Notch 等多条骨发育关

键信号通路。细胞外基质是唾液酸化修饰的重要平

台，胶原、纤连蛋白及蛋白聚糖等核心基质成分的唾

液酸化修饰状态直接影响其构象稳定性、整合素亲和

力及下游信号转导能力。已有研究证实，纤连蛋白的

唾液酸化可调控成骨细胞整合素信号［18-19］，而糖胺聚

糖的硫酸化与唾液酸化则协同维持软骨基质稳

态［20-21］。本研究结果提示，唾液酸化修饰缺陷可能导
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图 6　α-2，3型唾液酸化修饰缺陷通过调控细胞外基质稳态参与软骨分化进程

Figure 6　Defect of α-2，3 sialylation modification participants in chondrogenic differentiation in ATDC5 cells 
by regulating ECM homeostasis
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致多种基质蛋白糖基化谱改变，破坏 ECM-细胞间信

号对话，进而从微环境层面影响骨发育进程。

此外，氧化应激通路在 2组细胞中均显著富集，唾

液酸化修饰缺陷可能暴露免疫原性或氧化敏感表

位［22］，诱发内质网应激与线粒体功能障碍［23-24］，这为

解释唾液酸化修饰缺陷所致分化阻滞提供了代谢层

面的潜在机制。综上，转录组测序从全基因组水平揭

示了唾液酸化修饰缺陷对骨发育进程的系统性扰动，

提示可能通过对细胞外基质及膜受体糖蛋白的末端

唾液酸化修饰，整合多条骨发育相关信号网络，协同

调控成骨与成软骨分化。

本研究尚存若干不足：①唾液酸化修饰作用的直

接糖蛋白底物尚未鉴定。唾液酸转移酶不直接结合

DNA，其调控基因表达的能力必然通过改变膜受体或

分泌因子的糖基化状态实现。后续需联合凝集素富

集、糖蛋白组学及邻近标记技术，系统绘制成骨与成
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图7　Micro-CT分析唾液酸酶处理4周后新生小鼠股骨的生长板及骨组织发育结果（n=6， x̄±s）
Figure 7　Micro-CT analysis of growth plate and bone tissue development in the femurs of neonatal mice after 4 weeks

 of sialidase treatment（n=6， x̄±s）
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软骨细胞中唾液酸化谱，并筛选核心效应分子。②关

于唾液酸酶腹腔注射影响骨骼发育的途径，结合相关

文献，可能通过以下途径实现：a. 循环系统介导的直

接作用是重要基础，GELBERG 等［25］证实腹腔注射的

唾液酸酶可被吸收进入血液循环并作用于肾小球，

CHOI等［26］进一步证明该酶能通过腹膜毛细血管网进

入体循环，随血流分布至全身组织，骨骼作为高度血

管化器官可直接受到循环中酶的作用；b. 免疫细胞介

导的间接调控可能协同参与，KNOP等［27］发现腹腔注

射唾液酸酶可显著增强巨噬细胞吞噬功能，活化的免

疫细胞可迁移至骨骼微环境，通过释放细胞因子影响

骨细胞功能；c. 血清糖蛋白唾液酸化修饰状态改变引

发的内分泌调节亦不可忽视，唾液酸酶处理后，血清

中多种糖蛋白的稳定性可能因唾液酸化修饰状态改

变而受到影响［28］，进而间接调控骨骼代谢。尽管如

此，本研究尚未直接追踪唾液酸酶在体内的分布与代

谢，后续需结合示踪技术解析其生物学途径。体内唾

液酸酶注射为非特异性干预，无法区分不同细胞类型

的各自贡献。本团队已构建 St3gal1flox/flox 小鼠，正与

Prx1-Cre、Col2a1-Cre及Ocn-Cre品系交配，拟分别实现

间充质谱系、软骨细胞及成熟成骨细胞中 St3gal1的条

件性敲除，以精准解析其在骨骼发育不同阶段、不同

细胞中的自主性功能。③本研究主要聚焦于 St3gal1，
但公共数据显示 St3gal2、St6gal1等其他家族成员在分

化过程中也有差异表达。如 MOHAMED 等［15］研究所

述，唾液酸转移酶家族成员间存在底物重叠与功能冗

余。因此，这些基因是否在 St3gal1敲低后发生代偿性

上调，以及它们对成骨、成软骨分化的独立或协同贡

献，尚需进一步研究。后续可采用多基因联合干预或

条件性敲除动物模型，系统解析唾液酸转移酶家族在

骨骼发育中的功能网络。

综上所述，本研究系统阐明了唾液酸化修饰通过

调控成骨与成软骨分化中细胞外基质稳态参与骨与软

骨发育进程。结果不仅加深了对糖基化修饰在骨骼生

物学中功能的理解，也为进一步探究骨骼发育异常性

疾病的分子机制提供了新的视角和潜在干预靶点。
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