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二甲基氧化甘氨酸对人骨髓间充质干细胞成骨、成脂分化及线粒体自噬的影响
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文题释义：

二甲基氧化甘氨酸：一种α-酮戊二酸模拟物，能够抑制脯氨酰羟化酶的活性，进而稳定和激活缺氧诱导因子1α，所以也称为低氧模拟

剂。缺氧诱导因子1α是细胞在低氧状态下发挥功能的关键转录因子，参与调节多种基因的表达，影响细胞代谢、增殖和分化。

线粒体自噬：细胞通过自噬机制选择性地清除受损、失去功能或多余的线粒体的过程。作为一种细胞自噬形式，线粒体自噬对于维持线粒

体功能的稳定、细胞内环境的平衡以及预防线粒体相关疾病至关重要。

摘要

背景：骨髓间充质干细胞在股骨头坏死等疾病的治疗中发挥重要作用，其治疗效果与细胞质量息息相关，如何为细胞赋能成为如今研究的

热点。

目的：探究低氧模拟剂二甲基氧化甘氨酸预处理对人骨髓间充质干细胞线粒体自噬、分化能力的影响。

方法：从患者髂骨的骨髓血中提取骨髓间充质干细胞，体外培养至第3代，用0，10，50，100 μmol/L  二甲基氧化甘氨酸处理 

24 h，然后更换成骨诱导分化培养基，此为预处理组；而在细胞贴壁后直接用含有0，10，50，100 μmol/L二甲基氧化甘氨酸的成骨诱导

培养基培养，此为持续处理组。诱导7 d后进行碱性磷酸酶染色，选出最利于成骨分化的条件为实验组，正常培养的骨髓间充质干细胞为

对照组。采用碱性磷酸酶染色、碱性磷酸酶活性、油红O染色及RT-qPCR评估两组骨髓间充质干细胞的成骨、成脂分化差异；采用MitoSox
染色检测线粒体活性氧水平；采用Mito-tracker和Lyso-tracker染色检测线粒体和溶酶体的共定位情况；使用荧光探针JC-1检测线粒体膜 

电位。

结果与结论：碱性磷酸酶染色显示，对骨髓间充质干细胞成骨最有利的处理方式为10 μmol/L二甲基氧化甘氨酸预处理24 h。与对照组相

比，实验组骨髓间充质干细胞的碱性磷酸酶染色表达增强，碱性磷酸酶活性和成骨相关基因表达升高，油红O染色显示脂滴生成减少以及

成脂相关基因表达下降，线粒体活性氧生成减少，线粒体和溶酶体的共定位增多，线粒体膜电位升高。结果表明，10 μmol/L二甲基氧化

甘氨酸预处理可以促进骨髓间充质干细胞成骨分化，抑制成脂分化，并增强线粒体自噬。
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0   引言   Introduction
股骨头坏死是一种进行性疾病，主要影响 30-50 岁的

人群，如果不及时干预，超过 80% 的未治疗患者在 4 年内会

出现股骨头塌陷，通常需要进行全髋关节置换
[1]
。基于自体

干细胞的组织工程已成为治疗早期股骨头坏死的有前景的疗

法，特别是应用骨髓间充质干细胞
[2]
。由于骨髓间充质干细

胞具有固有的成骨潜能，因此备受关注，然而临床结果往往

不一致，这归因于来自患者的骨髓间充质干细胞可能存在功

能障碍，因此如何为干细胞进行赋能成为如今提高组织工程

治疗效果的关键。

近年来，研究者日益关注线粒体功能作为干细胞分化的

关键调节因素
[3-4]

。线粒体自噬，即对受损线粒体的选择性

自噬降解，在促进干细胞成骨分化中起着至关重要的作用
[5-8]

。

尽管有这些发现，线粒体自噬解决股骨头坏死患者骨髓间充

质干细胞分化失衡的具体机制仍然知之甚少。

研究发现缺氧诱导因子 1α 在调控骨髓间充质干细胞分

化中具有重要作用，同时发现低氧模拟剂二甲基氧化甘氨酸

(dimethyloxalylglycine，DMOG) 能够稳定缺氧诱导因子 1α 的

表达，可通过促进线粒体自噬改善骨髓间充质干细胞的功 

能
[5]
。此外，线粒体功能在骨代谢中的关键调节作用日益显

现，尤其是在骨坏死和骨损伤修复方面。

DMOG 是一种 α- 酮戊二酸模拟物，能够抑制脯氨酰羟

化酶的活性，进而稳定和激活缺氧诱导因子 1α[9-10]
。课题组

前期实验表明：缺氧诱导因子 1α 靶向药物可促进老年大鼠

衰老骨髓间充质干细胞成骨分化、抑制成脂分化
[11]
。然而，

对于 DMOG 在间充质干细胞成骨分化中的作用，目前结论

并不一致。部分研究表明，DMOG 在成骨分化中起到促进作 

用
[12-14]

，而另一些研究则显示 DMOG 可能抑制成骨分化
[15-16]

。

另外，DMOG 对骨髓间充质干细胞分化和线粒体自噬的影响，

以及最佳处理方式及加药浓度，现在还有待研究。

该研究观察 DMOG 对骨髓间充质干细胞线粒体自噬及

成骨、成脂分化的影响，为提高自体骨髓间充质干细胞在股

骨头坏死修复中的治疗效果提供可能的理论基础，并为了“干

细胞赋能”提出可能的策略。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   体外细胞及分子生物学实验。

1.2   时间及地点   实验于 2024 年 6-10 月在解放军总医院第

四医学中心骨科医学部骨科研究所完成。

1.3   材料

1.3.1   实验试剂   人外周血淋巴细胞分离液、PBS( 索莱

宝，中国 )；MSCM 培养基 (ScienCell，美国 )；α-MEM 培

养基、DMEM 培养基、胎牛血清 (Gibco，美国 )；低氧模

拟剂 DMOG、L- 抗坏血酸、地塞米松、β- 甘油磷酸钠、

JC-1、cccp(MedChemExpress，中国 )；成人骨髓间充质干细

胞成脂诱导分化培养基 ( 海星生物，中国 )；BCIP/NBT 碱性

磷酸酯酶显色试剂盒、碱性磷酸酶检测试剂盒 ( 荧光法 )、 

Mito-Tracker Green( 线 粒 体 绿 色 荧 光 探 针 )、Lyso-Tracker 

Red( 溶酶体红色荧光探针 )、Hoechst 33258( 碧云天，中国 )；

MitoSox Red 线粒体超氧化物指示剂 (Invitrogen，美国 )；

RT-qPCR 试剂盒 (Toroivd，中国 )。

1.3.2   实验器材   倒置显微镜 ( 奥林巴斯，日本 )；高内涵细

Abstract
BACKGROUND: Bone marrow mesenchymal stem cells play a crucial role in treatment of diseases, such as femoral head necrosis, and the therapeutic efficacy 
is closely related to the quality of the cells. The empowerment of cells has become a research focus.
OBJECTIVE: To investigate the effects of hypoxia mimetic dimethylglyoxal glycine pretreatment on mitophagy and differentiation capacity of human bone 
marrow mesenchymal stem cells.
METHODS: Bone marrow mesenchymal stem cells were extracted from the bone marrow of patients’ iliac crest and cultured in vitro to the third passage. 
The cells were treated with dimethylglyoxal glycine at 0, 10, 50, and 100 μmol/L for 24 hours, followed by the replacement with an osteogenic induction 
differentiation medium, which constituted the pretreatment group. The continuous treatment group was cultured directly in osteogenic induction medium 
containing 0, 10, 50, and 100 μmol/L dimethylglyoxal glycine after cell adhesion. After 7 days of induction, alkaline phosphatase staining was performed to 
select the most favorable conditions for osteogenic differentiation for subsequent experiments, with normally cultured bone marrow mesenchymal stem cells 
serving as the control group. Alkaline phosphatase staining, alkaline phosphatase activity, oil red O staining, and related RT-qPCR were used to evaluate the 
osteogenic and adipogenic differentiation differences of bone marrow mesenchymal stem cells between the two groups. MitoSox staining was used to detect 
mitochondrial reactive oxygen species levels. Mito-tracker and Lyso-tracker staining were used to detect the co-localization of mitochondria and lysosomes. The 
fluorescent probe JC-1 was used to measure mitochondrial membrane potential.
RESULTS AND CONCLUSION: Alkaline phosphatase staining indicated that the most beneficial treatment for bone marrow mesenchymal stem cell osteogenesis 
was pretreatment with 10 μmol/L dimethylglyoxal glycine for 24 hours. Compared with the control group, the experimental group showed enhanced alkaline 
phosphatase staining expression, increased alkaline phosphatase activity and osteogenic gene expression, reduced lipid droplet formation and adipogenic 
gene expression as indicated by oil red O staining, decreased mitochondrial reactive oxygen species production, increased co-localization of mitochondria and 
lysosomes, and elevated mitochondrial membrane potential. The results suggest that 10 μmol/L dimethylglyoxal glycine pretreatment can promote osteogenic 
differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells, inhibit adipogenic differentiation, and enhance mitophagy.  
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胞成像分析系统 (PerkinElmer，美国 )；实时荧光定量 PCR 系

统 (Applied Biosystems，美国 )；多功能酶标仪 (Tecan，瑞士 )。

1.3.3   骨髓样本   选取 2024 年 6-8 月在解放军总医院第四医

学中心就诊并确诊为股骨头坏死的患者 3 例，在股骨头坏

死组织工程修复术中抽取右侧髂前上棘处的骨髓作为试验 

样本。

纳入标准：①年龄在 20-65 岁之间的男性或女性患者；

②体质量在正常范围，定义为体质量指数在 18.5-23.9 kg/m2

范围内；③类固醇或乙醇引起的股骨头骨坏死；④符合髋关

节置换术适应证以及股骨头坏死组织工程修复术适应证。

排除标准：①创伤引起的股骨头骨坏死；②术前有

HIV、丙型肝炎病毒或乙型肝炎病毒感染。

所有受试者均已签署知情同意书，由中国人民解放军

总医院医学伦理委员会审查和批准，批件编号：2024KY089-

KS0001。

1.4   实验方法   

1.4.1   骨髓间充质干细胞的分离和培养   取骨髓血样本，用

等体积 PBS 稀释，在离心管中加入与稀释骨髓血等体积的人

单个核淋巴细胞分离液，然后将稀释后的骨髓血平铺到人单

个核淋巴细胞分离液液面上方，注意保持两液面界面清晰，

室温下水平转子 1 000×g 离心 30 min，小心吸取白膜层细胞

到 15 mL 洁净的离心管中，用 10 mL PBS 或细胞洗涤液洗涤

白膜层细胞，水平转子 250×g 离心 10 min，弃上清，用 5 mL 

PBS 或细胞清洗液重悬细胞，水平转子 250×g 离心 10 min，

重复 2 遍，弃上清，用 MSCM 培养基重悬细胞，置于 37 ℃、

体积分数 5% CO2 培养箱中，培养 3 d 后换液，弃去悬浮细胞，

然后每隔 2 d 换液 1 次，当细胞达到 90% 融合后，以 0.25%

胰蛋白酶消化传代，传至第 3 代进行实验。倒置显微镜下观

察细胞形态，然后成骨诱导分化 7 d 以及成脂诱导分化 14 d，

分别进行碱性磷酸酶染色以及油红 O 染色，在倒置显微镜下

观察细胞形态变化。

1.4.2   确定 DMOG 的最佳浓度以及最佳处理方式  

碱性磷酸酶染色：取第3代骨髓间充质干细胞以8×104
个/孔 

密度接种于 24 孔板中，分别在含体积分数 10% 胎牛血清的

DMEM 培养基中加入 0，10，50，100 μmol/L DMOG 配置实

验用培养基，待细胞贴壁后更换上述实验用培养基预处理 

24 h，然后更换成骨诱导分化培养基 ( 含 10 mmol/L β- 甘油

磷酸钠、50 μmol/L L-抗坏血酸、0.1 μmol/L 地塞米松、体积

分数 10% 胎牛血清的 α-MEM 培养基 )，此为预处理组。而在

细胞贴壁后直接更换为含有 0，10，50，100 μmol/L DMOG

的成骨诱导培养基，此为持续处理组。诱导 7 d 后进行碱性

磷酸酶染色，具体步骤：吸除培养基，PBS 清洗 2 次，40 g/L 

多聚甲醛固定 15 min，弃去固定液再用 1×PBS 清洗 2 次，根

据 BCIP/NBT 碱性磷酸酯酶显色试剂盒说明书配置 BCIP/NBT

染色工作液，最后一次洗涤完毕后，去除洗涤液，向清洗干

净的诱导孔内加入适量 BCIP/NBT 染色工作液，确保能充分

覆盖细胞，室温避光孵育 30 min 后吸出工作液，用蒸馏水洗

涤 2 次终止显色反应，显微镜下观察碱性磷酸酶染色效果。

CCK-8 实验：第 3 代骨髓间充质干细胞以 1×103
个 / 孔

密度接种于 96 孔板中，分别在含体积分数 10% 胎牛血清的

DMEM 培养基中加入 0，10，50，100 μmol/L DMOG 配置实

验用培养基，预处理组待细胞贴壁后更换上述实验用培养基

预处理 24 h，然后更换含体积分数 10% 胎牛血清的 DMEM

培养基继续培养，持续处理组待细胞贴壁后更换含有 10，

50，100 μmol/L DMOG 和体积分数 10% 胎牛血清的 DMEM

培养基培养。分别于培养 6 h 和 1，2，3 d 4 个时间点，每孔

加入 CCK-8 溶液在培养箱内继续孵育 1 h，酶标仪在 450 nm

波长处测定吸光度值。

根据细胞增殖情况和促成骨分化效果，在后续实验中以

10 μmol/L DMOG 预处理的骨髓间充质干细胞为实验组，以

未经药物处理的骨髓间充质干细胞为对照组。

1.4.3   碱性磷酸酶活性测定   将第 3 代骨髓间充质干细胞以

5×105
个 / 孔密度接种于 6 孔板中，待细胞达到 90% 融合时，

实验组更换为含有 10 μmol/L DMOG 和体积分数 10% 胎牛

血清的 DMEM 培养基预处理 24 h，然后更换成骨诱导分化

培养基诱导 7 d，用 PBS 洗涤 1 次洗净残留液体，每孔加入 

200 μL BeyoLysis™ Buffer A for Metabolic Assay，适当吹打，冰

浴 10 min 充分裂解细胞，4 ℃、12 000×g 离心 5 min，取上清，

按照试剂盒要求检测碱性磷酸酶活性 (μmol/μL)。

1.4.4   油红O染色   将第3代骨髓间充质干细胞以8×104
个 /孔 

密度接种于 24 孔板中，待细胞贴壁后，实验组更换为含有

10 μmol/L DMOG 和体积分数 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基

预处理 24 h，然后更换为成脂诱导培养基，诱导 14 d 后进

行油红 O 染色，具体步骤：吸去培养基，使用适量 1×PBS

清洗 1 次，40 g/L 多聚甲醛固定 15 min，弃去固定液再使用

1×PBS 清洗 2 次，根据油红 O 染色试剂盒说明书配置油红 O

染色工作液，向清洗干净的诱导孔内加入适量油红 O 工作液，

静置染色 30 min，吸走油红 O 工作液，用 1×PBS 清洗 2 次，

显微镜下观察成脂染色效果，并用 Image J 软件进行量化。

1.4.5   Mito-Tracker Green、Lyso-Tracker Red 以 及 Hoechst 共

定位   将第 3 代骨髓间充质干细胞以 7×103
个 / 孔密度接种

于康宁高内涵筛选 96 孔板中，待细胞贴壁后，实验组更换

为含有 10 μmol/L DMOG 和体积分数 10% 胎牛血清的 DMEM

培养基预处理 24 h，然后根据试剂说明书配置 Mito-Tracker 
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Green、Lyso-Tracker Red 以及 Hoechst 工作液，分别进行荧光

染色，运用高内涵细胞成像分析系统进行拍照及分析。

1.4.6   MitoSOX Red 以及 Hoechst 染色   将第 3 代骨髓间充质

干细胞以 7×103
个 /孔密度接种于康宁高内涵筛选 96孔板中，

待细胞贴壁后，实验组更换为含有 10 μmol/L DMOG 和体积

分数 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基预处理 24 h，然后根据

试剂说明书配置 MitoSOX Red 以及 Hoechst 工作液，分别进

行荧光染色，运用高内涵细胞成像分析系统进行拍照及分析。

1.4.7   JC-1 染色   将第 3 代骨髓间充质干细胞以 5×104
个 / 孔

密度接种于 24 孔板中，待细胞贴壁后，实验组更换为含有

10 μmol/L DMOG 和体积分数 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基

预处理 24 h，然后根据试剂说明书配置 JC-1 工作液，并设

置阳性对照组，阳性对照组培养基中加入 10 μmol/L cccp( 质

子梯度的解偶联剂，诱导线粒体膜电位下降 ) 试剂提前处理 

20 min，进行荧光染色，运用高内涵细胞成像分析系统进行

拍照及分析。

1.4.8   RT-qPCR检测   将第3代骨髓间充质干细胞以5×105
个/孔 

密度接种于 6 孔板中，待细胞达到 90% 融合时，实验组更换

为含有 10 μmol/L DMOG 和体积分数 10% 胎牛血清的 DMEM

培养基预处理 24 h，然后更换成骨诱导分化培养基或成脂诱

导分化培养基，成骨诱导后第 7 天检测成骨标志基因碱性磷

酸酶、Runt 相关转录因子 2 及Ⅰ型胶原 a 的表达量，成脂诱

导后第 14 天检测成脂标志基因脂联素、过氧化物酶体增殖

物活化受体 γ 及扭曲螺旋转录因子 1 的表达量。以 h-GAPDH

为内参基因。采用 2-ΔΔCT
法计算相对表达量。引物序列见表 1。

基因表达上的差异；③两组骨髓间充质干细胞 MitoSox、 

Mito-tracker 和 Lyso-tracker 共定位染色以及 JC-1 染色，从而

展现出线粒体自噬功能的差异。

1.6   统计学分析   利用 GraphPad Prism 9.3.0 软件进行数据分

析及作图，计量资料以 x-±s 表示，组间比较采用 t 检验或单

因素方差分析 (ANOVA)，P < 0.05 为差异有显著性意义。该

研究统计学方法已经通过解放军总医院院内生物统计学专家

审核。

2   结果   Results 
2.1   人骨髓间充质干细胞的形态及鉴定结果   倒置显微镜下

观察，第 3 代人骨髓间充质干细胞贴壁生长，部分呈漩涡状

生长，排列紧密，细胞形态为梭形，见图 1A。第 3 代人骨

髓间充质干细胞成骨诱导 7 d 后进行碱性磷酸酶染色，倒置

显微镜下观察细胞胞膜及胞浆蓝染，染色呈阳性反应，见图

1B。第 3 代人骨髓间充质干细胞成脂诱导 14 d 后进行油红 O

染色，倒置显微镜下观察可见大量红染脂滴形成，见图 1C。

2.2   不同浓度 DMOG 以及不同处理方式对人骨髓间充质干细

胞成骨分化及增殖的影响   碱性磷酸酶染色显示，持续处理

组随着 DMOG 浓度上升，其对人骨髓间充质干细胞成骨分化

抑制越明显。在预处理组中，10 μmol/L DMOG 具有明显的

成骨促进作用，而 50，100 μmol/L DMOG 并没有促进成骨的

效果，100 μmol/L 组甚至表现为轻微抑制作用，见图 2A。

CCK-8 实验显示 10 μmol/L DMOG 预处理 24 h 对人骨髓间充

质干细胞无细胞毒性且促进增殖最明显，见图 2B。在后续

实验中将 10 μmol/L DMOG 预处理 24 h 设置为实验组，未经

DMOG 处理设置为对照组。

2.3   DMOG 预处理对人骨髓间充质干细胞成骨、成脂分化

的影响   碱性磷酸酶染色显示，与对照组相比，10 μmol/L 

DMOG 预处理 24 h 促进了人骨髓间充质干细胞的成骨分化，

见图 3A。碱性磷酸酶活性显示，与对照组相比，实验组碱

性磷酸酶活性更强，见图 3B。RT-qPCR 结果显示，在成骨诱

导 7 d 后，与对照组相比，实验组成骨相关基因表达更高，

见图 3C。与成骨分化相反，油红 O 染色显示实验组脂滴形

成明显弱于对照组，见图 3D，E。RT-qPCR 结果与油红 O 染

色结果相同，实验组成脂相关基因表达明显弱于对照组，见

图 3F。上述这些结果表明，10 μmol/L DMOG 预处理 24 h 可

以改变人骨髓间充质干细胞的成骨、成脂分化平衡，使其更

加偏向成骨分化，从而在理论上能够增强骨髓间充质干细胞

在股骨头坏死治疗中的疗效。

2.4   DMOG 预处理对人骨髓间充质干细胞线粒体自噬的影响   

Mito-Tracker Green、Lyso-Tracker Red以及Hoechst共定位实验，

表 1 ｜引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences

基因 引物序列 (5'-3') 片段长度 (bp)

Runx2 F：TGC TTC ATT CGC CTC ACA 18
R：CGG TGG CTG GTA GTG ACC 18

COL1a F：CAG GAG GCA CGC GGA GTG TG 20
R：GGC AGG GCT CGG GTT TCC AC 20

ALP F：CTA TCC TGG CTC CGT GCT CC 20
R：TTA ACT GAT GTT CCA ATC CTG CG 23

ADIPO F：GTG AGA AAG GAG ATC CAG GTC TT 23
R：GGC ACC TTC TCC AGG TTC TC 20

PPARγ F：GGA TCC CTC CTC GGA AAT GG 20
R：TGG CTT CTT TCA AAT CTG GTG T 22

TWIST1 F：CGG CCA GGT ACA TCG ACT TC 20
R：TCT CTG GAA ACA ATG ACA TCT AGG 24

GAPDH F：TGG CTA CAG CAA CAG GGT G 19
R：ATG GCA ACT GTG AGG AGG G 19

表注：F 为上游引物，R 为下游引物，Runx2 为 Runt 相关转录因子 2，COL1a 为Ⅰ

型胶原 a，ALP 为碱性磷酸酶，ADIPO 为脂联素，PPARγ 为过氧化物酶体增殖物活

化受体 γ，TWIST1 为扭曲螺旋转录因子 1。

1.5   主要观察指标   ①两组骨髓间充质干细胞在碱性磷酸

酶染色、碱性磷酸酶活性，以及成骨相关基因表达上的差

异；②两组骨髓间充质干细胞在油红 O 染色以及成脂相关
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图注：图 A 为第 3 代人骨髓间充质干细胞 (×100)；B 为人骨髓间充质干

细胞成骨诱导 7 d 后进行碱性磷酸酶染色 (×100)；C 为人骨髓间充质干

细胞成脂诱导 14 d 后进行油红 O 染色 (×10)。
图 1 ｜人骨髓间充质干细胞的形态及鉴定结果

Figure 1 ｜ Morphology and identification results of human bone marrow 
mesenchymal stem cells

图注：图 A 为两组人骨髓间充质干细胞成骨诱导 7 d 后碱性磷酸酶染色；

B 为两组人骨髓间充质干细胞成骨诱导 7 d 后进行碱性磷酸酶活性检

测；C 为两组人骨髓间充质干细胞成骨诱导 7 d 后 RT-qPCR 检测 Runx2、
COL1a、ALP 的 mRNA 表达水平；D 为两组人骨髓间充质干细胞成脂诱

导 14 d 后进行油红 O 染色 (×20)；E 为油红 O 染色脂滴相对面积 Image J
量化数据；F 为两组人骨髓间充质干细胞成脂诱导 14 d 后 RT-qPCR 检测

ADIPO、PPARγ、TWIST1 的 mRNA 表达水平。n=3，aP < 0.01，bP < 0.001，
cP < 0.000 1。Runx2：Runt 相关转录因子 2；COL1a：Ⅰ型胶原 a；ALP：
碱性磷酸酶；ADIPO：脂联素；PPARγ：过氧化物酶体增殖物活化受体 γ；
TWIST1：扭曲螺旋转录因子 1。
图 3 ｜二甲基氧化甘氨酸 (DMOG) 预处理对人骨髓间充质干细胞成骨、

成脂分化的影响

Figure 3 ｜ Effect of dimethylglyoxal glycine pretreatment on osteogenic 
and adipogenic differentiation of human bone marrow mesenchymal stem 
cells

图注：图 A 为不同浓度 DMOG 持续处理以及预处理 24 h，成骨诱导 

7 d 后碱性磷酸酶染色大体图；B 为不同浓度 DMOG 持续处理以及预处

理 24 h CCK-8 实验结果。
aP < 0.001。

图 2 ｜不同浓度二甲基氧化甘氨酸 (DMOG) 以及不同处理方式对人骨髓

间充质干细胞成骨分化和增殖的影响

Figure 2 ｜ Effects of different concentrations of dimethylglyoxal glycine 
and different treatment methods on osteogenic differentiation and 
proliferation of human bone marrow mesenchymal stem cells 
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见图 4A。与对照组相比，实验组虽然在线粒体数量上与对

照组没有统计学差异，但是实验组线粒体长宽比更大，提示

实验组细胞中的线粒体形态更加细长，更加健康，见图 4B，C。

实验组 Lyso-Tracker Red 荧光强度以及线粒体和溶酶体共定

位的数量明显优于对照组，见图 4D，E。MitoSOX Red 染色

显示实验组线粒体活性氧水平稍低于对照组，见图 4F，G。

JC-1 染色显示，实验组绿色荧光的不健康线粒体明显少于对

照组，而健康的红色荧光线粒体两组大致相同，实验组红色
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荧光与绿色荧光的比值更大，见图 4H，I。上述这些结果表明，

10 μmol/L DMOG 预处理 24 h 增强了人骨髓间充质干细胞的

线粒体自噬。

3   讨论   Discussion
间充质干细胞凭借多向分化潜力和自我更新能力，已

被广泛应用于组织工程和再生医学，尤其是治疗股骨头坏死

具有重要意义
[2，17-19]

。然而，间充质干细胞的治疗效果高度

依赖细胞质量和功能，因此，如何优化间充质干细胞的质量

和功能已成为当前研究的焦点
[20]
。间充质干细胞的异质性显

著影响了在临床应用中的一致性和可重复性，来自不同个体

和组织的间充质干细胞在增殖能力和分化潜能上存在显著差 

异
[21-22]

。早期研究通过骨形态发生蛋白和机械力等外源性因

素，探讨间充质干细胞成骨和成脂分化的机制，为股骨头坏

死的治疗提供了理论支持
[23]
。

低氧环境被认为是促进间充质干细胞增殖和分化的重

要外源性因素之一
[24-25]

。研究表明，低氧条件可以通过激

活缺氧诱导因子 1α 通路，显著增强间充质干细胞的增殖

及自我更新能力，有助于骨组织的修复
[26-27]

。然而，对于

低氧模拟剂 DMOG 在间充质干细胞成骨分化中的作用，目

前尚无一致结论。部分研究表明，DMOG 在成骨分化中起

到促进作用，而另一些研究则显示 DMOG 可能抑制成骨分 

化
[11，13，15-16，28-31]

。这种差异可能与不同实验条件和细胞来源

有关，因此有必要进一步探索 DMOG 对间充质干细胞的作用

机制
[30-31]

。研究发现 VEGF/AKT/mTOR 信号通路偶联血管生成

和成骨，从而增加人间充质干细胞的成骨能力
[32]
。

间充质干细胞的功能在很大程度上依赖于线粒体状 

态
[3]
。线粒体自噬是一种重要的细胞自我保护机制，通过清

除受损的线粒体，维持线粒体的健康状态，从而提高细胞的

代谢活性和分化潜能
[29，33-34]

。尽管已有研究表明线粒体功

能对骨髓间充质干细胞的分化起关键作用，但线粒体自噬在

这一过程中的具体作用机制尚不明确。近年来，越来越多的

证据表明，线粒体自噬在调节间充质干细胞成骨分化过程

中发挥了关键作用
[35-37]

。在最近的一些研究中，激活缺氧诱

导因子 1α 通路可通过上调 BNIP3 来促进细胞中的线粒体自 

噬
[38-40]

。而激活缺氧诱导因子 1α 通路是否能够通过某种信

号通路促进人间充质干细胞的线粒体自噬从而影响成骨成脂

分化能力还尚未可知。

该研究结果显示，10 μmol/L DMOG 预处理 24 h 是促进

骨髓间充质干细胞成骨分化的最优条件。实验组骨髓间充

质干细胞的碱性磷酸酶表达和活性明显高于对照组，成骨

相关基因表达显著增加，成脂相关基因表达则被抑制。此

A

图注：图 A 为 Mito-Tracker Green、Lyso-Tracker Red 以及 Hoechst 荧光

探针共定位情况 (×63)；B 为两组人骨髓间充质干细胞线粒体数量；C 为

两组人骨髓间充质干细胞线粒体长宽比；D 为两组人骨髓间充质干细胞

Lyso-Tracker Red 荧光强度；E 为两组人骨髓间充质干细胞线粒体与溶酶

体共定位数量；F 为两组人骨髓间充质干细胞 MitoSOX Red 染色 (×63)；
G 为两组人骨髓间充质干细胞 MitoSOX Red 荧光强度；H 为两组人骨髓

间充质干细胞 JC-1 染色 (×20)；I 为两组人骨髓间充质干细胞 JC-1 红色 /
绿色荧光比值。n=3，aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001。
图 4 ｜二甲基氧化甘氨酸 (DMOG) 预处理对人骨髓间充质干细胞线粒体

自噬的影响

Figure 4 ｜ Effect of dimethylglyoxal glycine pretreatment on mitophagy of 
human bone marrow mesenchymal stem cells
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外，实验组骨髓间充质干细胞线粒体中的活性氧水平较低， 

Mito-tracker 和 Lyso-tracker 染色表明线粒体自噬显著增强。

这些结果表明 DMOG 不仅可以促进骨髓间充质干细胞成骨分

化抑制成脂分化，还可以调控线粒体自噬，影响细胞代谢，

这为未来的临床治疗提供了新思路。

尽管该研究提供了重要的实验数据，但局限性也不可

忽视。首先，该研究主要基于体外实验，虽然验证了 DMOG

对骨髓间充质干细胞成骨分化的促进作用，但在体内复杂微

环境下，DMOG 是否能够展现出相同的效果仍需进一步验

证；其次，尽管该研究使用了线粒体功能相关标志物进行分

析，但尚未进行氧消耗率和糖酵解率等更为全面的代谢功

能检测；此外，骨髓间充质干细胞的异质性问题仍未完全解

决。该研究未深入探讨不同来源骨髓间充质干细胞在成骨和

成脂分化潜能上的差异，这在未来的研究中需加以关注。特

别是在股骨头坏死患者中，骨髓间充质干细胞的分化功能可

能存在异常，DMOG 是否能够有效纠正这一异常需要进一步 

研究。

综上所述，该研究通过系统分析 DMOG 对线粒体自噬

及在骨髓间充质干细胞分化过程中的作用，提供了有关线粒

体自噬调控机制的新见解，这些发现不仅揭示了 DMOG 在

促进骨髓间充质干细胞成骨分化和抑制成脂分化中的双重作

用，还为未来骨组织工程中实现细胞分化平衡提供了理论依

据。未来的研究应聚焦于 DMOG 在体内微环境中的表现，进

一步揭示 DMOG 通过线粒体自噬影响骨髓间充质干细胞分化

平衡的具体机制。
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