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促进Hedgehog信号通路对 I型糖尿病小鼠颅骨
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【摘要】　目的　通过研究 Hedgehog（Hh）信号通路在 I 型糖尿病导致的颅骨缺损愈合受损中的作用，揭示 I 型
糖尿病骨愈合能力下降的机制。方法　本研究已获医院实验动物伦理委员会批准。利用自发型 I 型糖尿病

Akita 转基因小鼠建立颅骨缺损模型，通过显微 CT（micro CT）扫描分析骨体积分数和骨密度，免疫组化染色定

量分析骨钙蛋白（osteocalcin，Ocn）、印猬因子（Indian Hedgehog，Ihh）、补丁蛋白 1（Patched 1，Ptch1）以及 GLI 家
族锌指蛋白 1（Zinc finger protein GLI1，Gli1）的表达，探讨 I 型糖尿病对颅骨缺损愈合中成骨分化和 Hh 信号通

路的影响。使用 Smo 受体激动剂（Smoothened agonist，SAG）（10 mg/kg，灌胃）激活 Hh 信号通路，观察其是否通

过促进成骨分化改善 I 型糖尿病颅骨缺损愈合，检测方法为 MicroCT 和免疫组化染色。最后，通过细胞实验

探究 SAG（1 000 nmol/L）是否能改善高糖环境（25 mol/L）对小鼠骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchymal 
stem cells，BMSCs）成骨分化的抑制，检测方法包括碱性磷酸酶和茜素红染色，以及对成骨分化相关基因 Alp、
Spp1、Bglap 及 Sp7 进行实时荧光定量检测（quantitative Real-time PCR，qPCR）。结果　Akita 小鼠表现出早期、

稳定且显著的自发性 I 型糖尿病特征。颅骨缺损造模术后 21 d，Akita 小鼠颅骨缺损区域新形成的骨体积分

数、体积骨密度及 Ocn 表达显著降低（P < 0.05），Ihh、Ptch1 和 Gli1 表达也显著降低（P < 0.05）。SAG 激活 Hh
信号通路可显著改善 I 型糖尿病对 Akita 小鼠颅骨缺损愈合的负面影响（P < 0.05）。此外，SAG 处理后，高糖

环境对 BMSCs 的碱性磷酸酶活性及体外矿化能力的抑制作用显著降低（P < 0.05），成骨分化相关基因表达水

平也显著提高（P < 0.05）。结论　I 型糖尿病通过抑制 Akita 小鼠的 Hh 信号通路表达抑制颅骨缺损愈合，而

激活 Hh 信号通路可促进成骨并改善 I 型糖尿病对骨愈合的抑制。
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of our hospital. A cranial defect model was established using Akita transgenic mice with spontaneous type I diabetes. 
The impact of T1DM on osteogenic differentiation and the Hh signaling pathway during cranial defect healing was ex‐
plored by MicroCT scanning and immunohistochemical (IHC) analysis of osteocalcin (Ocn), Indian Hedgehog (Ihh), 
Patched1 (Ptch1), and zinc finger protein GLI1 (Gli1). Subsequently, the Hh signaling pathway was activated using 
smoothened agonist (SAG) (10 mg/kg, gavage), and its potential to improve cranial defect healing in T1DM was assessed 
by MicroCT and IHC staining. Finally, the ability of SAG (1 000 nmol/L) to counteract the inhibitory effects of a high-

glucose environment (25 mol/L) on osteogenic differentiation of mouse bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) 
was investigated through in vitro experiments. Detection methods included Alkaline Phosphatase and Alizarin Red stain‐
ing, as well as quantitative real-time PCR (qPCR) analysis of the osteogenesis-related genes Alp, Spp1, Bglap, and Sp7. 
Results　Akita mice exhibited early, stable, and significant spontaneous T1DM characteristics. On postoperative day 
21, the newly formed bone in the cranial defect area of Akita mice showed significant decreases in the bone volume-to-

tissue volume ratio, volumetric bone mineral density, and Ocn expression (P < 0.05), with significant downregulation of 
Ihh, Ptch1, and Gli1 (P < 0.05). Activation of the Hh signaling pathway by SAG significantly mitigated the negative im‐
pact of T1DM on cranial defect healing in Akita mice (P < 0.05). Moreover, after SAG treatment, the inhibitory effects 
of the high-glucose environment on the alkaline phosphatase activity and in vitro mineralization capacity of BMSCs were 
significantly alleviated (P < 0.05), and the expression levels of osteogenic differentiation-related genes were signifi‐
cantly upregulated (P < 0.05). Conclusion　T1DM inhibits cranial defect healing in Akita mice by suppressing the ex‐
pression of the Hh signaling pathway, whereas activation of the Hh signaling pathway promotes osteogenesis and amelio‐
rates the inhibitory effects of T1DM on bone healing.
【Key words】 type I diabetes; high-glucose environment; Akita mouse model; cranial defects; Hedgehog sig‐
naling pathway; Smoothened agonist; osteocalcin; osteogenic differentiation
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I 型糖尿病，又名胰岛素依赖型糖尿病（type 1 
diabetes，T1DM），是以胰岛素缺乏及严重的高血糖

水平为代表特征的糖尿病［1］。I 型糖尿病占所有糖

尿病病例的 5%～10%， 其一般于儿童和青壮年开

始发病，据统计，每年大约有 8 万名儿童患上 I型糖

尿病［2］。I 型糖尿病的病因目前仍不明确，但其发

病的共同病理机制是免疫系统对胰岛 β 细胞的

破坏［3-4］。
I型糖尿病会导致患者骨愈合过程的损害和延

迟，影响骨手术的预后。目前研究主要关注于糖

尿病对骨表型及骨愈合的影响。从病理学上来

说，相比于在骨密度改变上仍存在争议的Ⅱ型糖

尿病，I 型糖尿病已明确与骨质流失和成骨抑制有

关，所以 I 型糖尿病是了解胰岛素分泌相关信号通

路、高血糖和代谢异常等糖尿病因素对骨的调节

作用更直观的系统［5-7］。
I型糖尿病会导致患者骨愈合过程的损害和延

迟，影响颅颌面骨手术的预后，其并发症包括延迟

愈合、不愈合、再脱位或假关节等［8］。胰岛素不

足、高血糖和氧化应激等因素均会影响糖尿病骨

愈合，但现今 I 型糖尿病如何引起骨病理学变化的

机制尚不清楚［9］。
因此，探索 I 型糖尿病骨愈合能力下降的原

因，寻找改善骨愈合能力的方法，将对未来提升糖

尿病患者骨手术的成功率及降低手术并发症提供

有效的依据。

Hedgehog（Hh）信号通路是调控细胞分化的重

要信号通路，其对骨缺损修复有着至关重要的作

用［10］。总结近年的相关研究结果表明，Hh 信号通

路在膜内成骨及软骨内成骨过程中通过调节成骨

分化来促进成骨，在早期骨生长发育的调节中发

挥重大作用［11-12］。
目前 I 型糖尿病与 Hh 信号通路相关的研究极

少，但几乎所有的证据都指向 I 型糖尿病及其并发

症可能抑制了 Hh 信号通路的表达［7］。
本研究通过使用自发型 I 型糖尿病模型——
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Akita（Ins2+/-）转基因小鼠及其同窝对照组野生型

小鼠（Wildtype，WT）建立颅骨缺损模型，探究在颅骨

缺损愈合过程中 I型糖尿病对Hh信号通路的表达的

影响，然后使用 Hh 信号通路激动剂 SAG 探究促进

Hh信号通路表达能否改善 I型糖尿病小鼠骨缺损愈

合，最后从体外细胞学角度进行验证。

本研究通过探究 Hh 通路在 I 型糖尿病导致的

骨缺损愈合受损中发挥的作用，阐明 I 型糖尿病骨

愈合能力下降的机制，进而找到增强 I 型糖尿病患

者骨愈合能力的新方向。

1　材料与方法

1.1　主要材料与试剂

作 为 实 验 繁 育 鼠 的 雄 性 Ins2+/-（Akita，
No.003548，Jackson Laboratory，美国）小鼠与雌性

C57Bl/6J（Wildtype，No. 000664，Jackson Laboratory，
美国）小鼠由 Jackson Laboratory 购买获得。

材料与试剂：微量离心管（615001，NEST 生物

耗材，中国），小鼠胰岛素（INS）酶联免疫吸附测定

试剂盒（E-EL-M1382，Elabscience，中国），异氟烷

（R510-22-10，瑞 沃 德 ，中 国），4% PFA 固 定 液

（BL539A，白鲨，中国），15 mL 离心管（601052，
NEST 生物耗材，中国），50 mL 离心管（602052，
NEST 生物耗材，中国），15% ETDA 脱钙液（G1105-

500ML 塞维尔，中国），PBS 缓冲液（C10010500BT，
Gibco，美国），二甲苯（247642，Sigma，美国），改良

苏木素伊红（HE）染色试剂盒（G1121，Solarbio，中
国 ），印 猬 因 子（Indian Hedgehog，Ihh）抗 体

（ER65400，兔抗鼠，华安生物，中国），GLI 家族锌

指 蛋 白 1（Zinc finger protein GLI1，Gli1）抗 体

（ET1702-85，兔抗鼠，华安生物，中国），补丁蛋白 1
（Patched1，Ptch1）抗体（ER64526， 兔抗鼠， 华安生

物，中国），骨钙素（osteocalcin，Ocn）抗体（ER1919-

20，兔 抗 鼠 ，华 安 生 物 ，中 国），细 胞 培 养 皿

（704001，NEST 生物耗材，中国），MEM Alpha 培养

基（C12571500BT，Gibco，美国），胎牛血清（11011-

8611，四季青，中国），维生素 C（A8101，索莱宝，中

国），β 甘油磷酸钠（G8100，索莱宝，中国），茜素红

S 染 色 液（1%，pH4.2）（G1452，索 莱 宝 ，中 国），

BCIP/NBT 碱性磷酸酯酶显色试剂盒（C3206，碧云

天，中国），Trizol（15596-026，赛默飞，美国），SYBR 
Green Pro Taq HS 预混型 qPCR 试剂盒（AG11733，
艾科瑞生物，中国），Evo M-MLV 反转录预混型试

剂盒（AG11728，艾科瑞生物，中国），血糖仪（鱼跃

660，鱼跃公司，中国），平滑激动剂（Smoothened 
Agonist，SAG）（HY-12848MCE，中国），吐温 80（HY-

Y1891，MCE，中 国），盐 酸 利 多 卡 因 注 射 液

（H14024045，石药公司，中国）。

仪器：离心机（LEGENDMICRO17R，ThermoSci‐
entific，美国）；超微量分光光度计（NanoPhotom‐
eterN60，Implen，德国）；研磨仪（KZ-II，Servicebio，
中国）；实时荧光定量 PCR 仪（QuantStudio7Flex，
ThermoScientific，美国）；多光谱扫描系统（VS200，
Olympus，日本）；PCR 热循环仪（MastercyclerNexus，
Eppendorf，德国）；血糖仪及其配套试纸（鱼跃 660，
鱼跃，中国）；Micro-CT 系统（µCT50，ScancoMedi‐
cal，瑞士）；电子天平（TXB622L，Shimadzu，日本）；

组织脱水机（ASP300S，LEICA，德国）；石蜡包埋机

（HistoCoreArcadiaH，LEICA，德 国）；石 蜡 切 片 机

（HistoCoreBIOCUT，LEICA，德国）；组织展片机与

组织烤片机（H1210，LEICA，德国）。

1.2　实验方法

本研究所有实验均经由四川大学华西医院实

验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准（伦 理 学 审 批 号 ：

20221019003）。

1.2.1　6 h 空腹血糖检测　在小鼠 6 周龄及 18 周龄

时，通过尾部静脉法检测所有小鼠饥饿 6 h 空腹血

糖（WT 小鼠 12 只，Akita 小鼠 18 只）。空腹血糖高

于 11.1 mmol/L 则判定为糖尿病。6 周龄空腹血糖

测试用于判定小鼠糖尿病发病情况并以此再次确

定小鼠基因型，18 周龄空腹血糖测试用于 2 次确定

小鼠糖尿病发病及进展。

1.2.2　实验动物分组及颅骨缺损造模　本研究仅

使用同窝出生的雄性 Akita（Ins2+/-）和 WT（Wild‐
type）后代小鼠作为实验对象。

在探究 I 型糖尿病对 Akita 小鼠颅骨缺损愈合

及 Hedgehog 通路表达部分中将同窝出生的 Akita
小鼠、WT 小鼠各 6 只分别分配为 Akita 组和 WT 组。

在随后探究促进 Hedgehog 通路表达对 Akita 小鼠

颅骨缺损愈合的作用部分中随机将 12 只 Akita 小

鼠分为 2 组，每组 6 只，分别为 SAG 组（Akita 小鼠，

口饲 Hh 信号通路激动剂 SAG）和 Akita 组（Akita 小

鼠，口饲等量 PBS），另外随机选取 6 只 WT 小鼠作

为 WT 组，口饲等量的 PBS。在 18 周龄时对小鼠进

行右侧颅骨缺损建模手术。术前 15 min，给予所有

小鼠盐酸利多卡因术区皮下注射进行疼痛管理。

手术使用 2%～4% 异氟烷吸入麻醉镇静。具体手

术实施过程如下：备皮后使用碘伏擦拭双侧颅顶
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骨区进行消毒，使用 15 号手术刀片于双侧颅顶骨

中线位置做皮肤切口，掀开骨膜暴露骨面，利用牙

科手机和车针沿垂直方向在右侧颅顶骨正中钻一

直径 1.0 mm 的圆形缺损，生理盐水冲洗后复位骨

膜并缝合皮肤切口。被随机抽取为 SAG 组的 Akita
小鼠在术后每 2 d 灌胃 SAG（10 mg/kg，溶于 PBS）。

1.2.3　Micro-CT 观察并定量分析 Akita 及 WT 小鼠

颅骨缺损愈合情况　Micro-CT 扫描参数如下：电压

70 kV，电流 114 µA，扫描精度 10 µm，扫描时间

300 ms。利用 Micro-CT 相关分析软件进行三维重

建及骨质、骨量分析，检测指标包括骨体积分数

（bone volume to tissue volume ratio，BV/TV）及体积

骨密度（volumetric bone mineral density，vBMD）。

1.2.4　形态学观察及免疫组化染色观察　苏木精-

伊红染色：获取石蜡切片，烤片、脱蜡后进行梯度

乙醇复水。苏木素染色和伊红染色，烘干，中性树

胶封片。免疫组织化学染色：获取石蜡切片，烤

片、脱蜡后进行梯度乙醇复水与抗原修复，４ ℃孵

育一抗过夜。次日免疫组织化学染色后苏木素染

色，脱水，透明处理，封片剂封片。

1.2.5　骨髓间充质干细胞提取及体外矿化诱导检

测　选用 3 周龄 C57/B6J 小鼠，二氧化碳吸入法处

死后于 75% 酒精中浸泡消毒，机械分离小鼠股骨

和胫骨，尽量去除骨表面软组织，剪去长骨两端以

暴露骨髓腔，采用离心法收集骨髓内细胞。加入

MEMα 完全培养基（含 10% 胎牛血清，1% 青-链霉

素抗生素）1 mL 重悬至细胞悬液，将细胞悬液接种

于 10 cm2 培养皿中，使用 MEMα 完全培养基培养，

放置于 37 ℃，5% CO2培养箱中培养并传代。本实

验使用体外培养至第三代的小鼠骨髓间充质干细

胞。将小鼠骨髓间充质干细胞接种至 12 孔板及 24
孔板中，当细胞汇合到达 90% 时进行矿化诱导，矿

化诱导培养基为 MEMα 完全培养基（10%FBS+1%
青 -链霉素抗生素）+5 mol/L β 甘油磷酸钠+50 µg/
mL 维生素 C。实验分为空白对照组（Control），高

糖组（HG）及 SAG 组（HG+SAG）（各 4 孔）。SAG 组

加入 1 000 ng/mL SAG 及 25 mol/L 葡萄糖，高糖组

加入 25 mol/L 葡萄糖及与 SAG 组等量的药物载体

（PBS），对照组加入与前两组等量的 PBS。在孔板

中分别加入适量诱导培养基，隔天换液，培养至对

应时间点，进行固定染色或提取 mRNA。

1.2.6　碱性磷酸酶染色及茜素红染色检测体外矿

化诱导水平　碱性磷酸酶染色：将细胞接种至 24
孔板中，诱导培养至 7 d 进行碱性磷酸酶染色，根

据试剂盒的说明进行下述染色：吸尽培养基，PBS
清洗 5 min×3 次；4%PFA 室温固定 10 min 后，弃固

定液，加入 PBS 进行清洗；加入适量碱性磷酸酶染

液染色 30 min，去离子水清洗，显微镜下观察采图。

茜素红染色：将细胞接种至 24 孔板中，诱导培养至

14 d 进行茜素红染色，根据试剂盒的说明进行下述

染色：吸尽培养基，PBS 清洗 5 min×3 次；4%PFA 室

温固定 10 min 后，弃固定液，加入超纯水进行清

洗；加入适量茜素红染液染色 30 min，超纯水清洗，

显微镜下观察采图。

1.2.7　 实 时 荧 光 定 量 PCR（quantitative Real-time 
PCR，qPCR）检测 Hh 通路及成骨分化相关基因

mRNA 的表达水平　将细胞接种至 12 孔板中并诱

导培养至 6 h 及 7 d，PBS 漂洗，Trizol 冰上裂解，加

入氯仿振荡混匀，静置，离心，吸取上层清亮液体，

加入等体积异丙醇，振荡混匀后再次离心，70%（v/
v）乙醇漂洗，无酶水溶解沉淀并检测浓度。逆转

录获得 cDNA，配置反应体系后上机。相应引物

如表 1。

1.3　统计学方法

每组实验独立检测 3 次，计量资料结果均以均

数±标准差表示。使用 GraphPad Prism 7.0 软件进

行数据分析。对于两组独立样本间的比较，采用

独立样本 t 检验；对于 3 组及以上独立样本间的比

表 1　PCR 引物序列（小鼠）

Table 1　Primer sequences used for PCR (mice)
Gene
β-actin

Ptch1

Gli1

Spp1

Sp7

Alp

Bglap

Primer sequence（5’→ 3’）
F：TCACTATTGGCAACGAGCG
R：AAAAGAGCCTCAGGGCATCGGAA
F：CTAAGCTTCGGGAGACCAATG
R：AAGAGTGGCACAAGCACCAACG
F：GCCTCTCCCACATACTAGAAATC
R：CATTGGATTGAACATGGCGTC
F：CAGGGAGGCAGTGACTCTTC
R：AGTGTGGAAAGTGTGGCGTT
F：ATGGCGTCCTCTCTGCTTG
R：TGAAAGGTCAGCGTATGGCTT
F：ACTGATGTGGAATACGAACTGG
R：AGTGGGAATGCTTGTGTCTGGGT
F：CTGACCTCACAGATCCCAAGC
R：TGGTCTGATAGCTCGTCACAAG

Ptch1: patched 1; Gli1: glioma-associated oncogene homolog 1; Spp1: 
secreted phosphoprotein 1; Sp7: specificity protein 7; Alp: alkaline phos‐
phatase; Bglap: bone gamma-carboxyglutamate protein
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较，采用单因素方差分析（one-way ANOVA）进行组

间分析。以 P < 0.05 为组间差异具有统计学意义。

2　结 果

2.1　Akita 小鼠表现出早期稳定显著的自发型糖

尿病

经过空腹血糖测试，实验发现 Akita 组小鼠在

6 周时全部出现了自发性糖尿病，相对于 WT 组小

鼠表现为严重的高血糖（平均 20.04 mmol/L）（P < 
0.001）。在无任何治疗及干预条件下，让糖尿病继

续影响 Akita 小鼠 12 周。到 18 周时，Akita 空腹血

糖水平持续存在且有所增加（平均 25.44 mmol/L），

WT 组小鼠无糖尿病症状（图 1a）（P < 0.001）。

2.2　I 型糖尿病造成 Akita 小鼠颅骨缺损愈合损害

及成骨分化的明显抑制

在 I 型糖尿病的影响下，Akita 小鼠颅骨缺损愈

合明显出现了损害。术后第 21 天（21 d）Micro CT
扫描结果显示 Akita 组小鼠颅骨缺损愈合明显受抑

制，相对于 WT 组其 BV/TV 及 vBMD 参数的明显下

降（图 1b＆1c）（P < 0.01），而这种差异在愈合早期

即术后第 10 天（10 d）并不明显，在术后第 10 天二

组的 BV/TV 及 vBMD 参数无统计学差异。实验对

两组小鼠颅骨缺损愈合 21 d 进行成骨分化相关蛋

白 Ocn 免疫组化染色结果进行观察及定量分析后

发现，相对于 WT 组，Akita 组小鼠的成骨分化受到

明显的抑制（图 1d＆e）（P < 0.05）。

2.3　Akita 小鼠颅骨缺损愈合过程中 Hh 信号通路

表达受到明显抑制

为进一步探究 I 型糖尿病抑制成骨分化损害

颅骨缺损愈合的具体机制，课题组在颅骨缺损愈

合第 21 天对 Akita 与 WT 组小鼠缺损区域进行了

Hh 信号通路相关蛋白免疫组化染色（图 2a＆2b）。

定量分析结果表明，相对于 WT 组，Akita 组小鼠

Gli1、Ptch1 及 Ihh 的表达均受到明显抑制（图 2c）
（Gli1、Ptch1：P < 0.01；Ihh：P < 0.05）。通过高糖环

境模拟 I 型糖尿病环境的体外研究同样表明，相对

于葡萄糖浓度 5.5 mmol/L 的空白对照组，在高糖环

境中体外矿化诱导 6 h 后，高糖组小鼠 BMSCs 的

Hedgehog 通路相关基因 Gli1 与 Ptch1 表达显著降低

（图 2d）（Gli1：P < 0.05；Ptch1：P < 0.01）。

2.4　促进 Hh 信号通路表达可以明显改善 I 型糖尿

病对 Akita 小鼠颅骨缺损愈合的损害

在明确 I 型糖尿病抑制 Hh 信号通路表达后，

课题组使用了 Hh 信号通路激动剂 SAG 开展了进

一步实验。对比 3 组小鼠颅骨缺损愈合 MicroCT 扫

描结果（图 3a）及定量分析结果（图 3b），在缺损愈

合的早期（D10），SAG 组小鼠表现出了显著高于另

外两组小鼠的 BV/TV 及 vBMD 参数（P < 0.05），在

颅骨缺损造模术后 21 d（D21），SAG 组小鼠中受 I
型糖尿病抑制的骨缺损愈合情况得到了明显的改

善，其 BV/TV 及 vBMD 参数显著高于 Akita 组（P < 
0.01），与 WT 组的结果无统计学差异。这提示了

Hh 信号通路在颅骨愈合的各个时期均有作用。

SAG、Akita 与 WT 组小鼠颅骨缺损愈合 21 d 的 Ocn
免疫组化染色及 Ocn 定量分析结果显示 SAG 组小

鼠骨愈合区域内 Ocn 阳性面积显著高于 WT 组

（P < 0.01）及 Akita 小鼠（P < 0.05）。结合 3 组同一

时间点的 HE 染色，这些结果证明了促进 Hh 信号

通路表达可以显著促进成骨分化，从而改善 I 型糖

尿病对颅骨缺损愈合的损害（图 4）。

2.5　促进 Hh 信号通路表达可以明显改善高糖环

境对 BMSCs 成骨分化的抑制

在 对 高 糖 组（HG）及 空 白 对 照 组（Control）
BMSCs 成骨分化过程碱性磷酸酶染色和茜素红染

色结果进行观察（图 5a）及定量分析（图 5b）后，课

题组发现高糖对成骨分化显著抑制（P < 0.001），

这与其成骨分化相关基因表达受抑制的结果一致

（图 5c）（P < 0.01）。而在使用 SAG 后（HG+SAG
组），成骨分化相关基因（Alp、Spp1、Bglap、Sp7）的

表达水平与 HG 组相比显著上升（P < 0.001）。

3　讨 论

I 型糖尿病会导致骨质流失，增加骨折风险，

并且延迟骨愈合，而目前 I 型糖尿病引起骨表型改

变的作用机制不明［13-15］。Hh 信号通路在骨发育和

骨形成过程中有着非常重要的作用，更好地理解

Hh 信号通路可能对阐明 I 型糖尿病引起骨愈合损

害的作用机制具有重要意义［16-18］。虽然目前 I 型
糖尿病与 Hh 信号通路相关的研究极少，且 Hh 信

号通路与 I 型糖尿病中的骨表型改变是否相关的

研究仍是空白，但几乎所有的证据都指向 I 型糖尿

病 及 其 并 发 症 可 能 抑 制 了 Hh 信 号 通 路 的 表

达［6， 19-21］。本课题组前期的实验中发现 I 型糖尿病

导致 Akita 小鼠产生了严重的骨质流失并明显降低

了小鼠骨愈合能力，而这一过程主要体现在成骨

及成软骨过程的受抑制，在此过程中 Hh 通路也明

显受到了抑制，两者可能密切相关［7］。
Akita 转基因小鼠由 Masato 等于 1997 年在日本
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培育成功，该模型不会导致肥胖或胰腺炎，但伴有

显著的胰岛 β 细胞功能障碍［22］。5 周左右，雄性

Akita 鼠胰岛素-2（Ins2）基因的一个等位基因发生

错义突变（Ins2+/-），自发形成 I 型糖尿病，血糖升

高［23-24］。在本次实验中，经过空腹血糖测试，发现

Akita 组小鼠在 6 周时全部出现了自发型糖尿病，

表现为严重的高血糖，在无任何治疗及干预条件

下，让糖尿病影响 Akita 小鼠 12 周后，Akita 空腹血

糖水平稳定存在且持续增高。

在 12 周的连续高血糖状态影响下，Akita 小鼠

表现出了明显的颅骨缺损愈合能力的损害，表现

为术后 21 d 的 BV/TV 及 vBMD 明显下降，但这种差

异在愈合早期即术后 10 d 并不明显；而术后 21 d
成骨分化相关蛋白 Ocn 免疫组化染色结果进一步

证实了这种损害主要来自对成骨分化的抑制。

本研究结果共同表明 I 型糖尿病主要通过影

响成骨分化损害颅骨缺损愈合。而对颅骨缺损愈

合第 21 天对 Akita 与 WT 组小鼠缺损区域 Hh 信号

通路相关蛋白免疫组化染色定量分析结果表明 I
型糖尿病可能通过影响 Hh 信号通路表达，进而引

起成骨分化抑制，导致颅骨缺损愈合损害。这一

结果与课题组体外实验观察到的高糖环境对
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This study only used male Akita (Ins2+/-) and wild-type (WT) offspring mice born in the same litter as experimental subjects. The 6-hour fasting 
blood glucose levels of 6-week-old and 18-week-old WT and Akita mice from the same litter were measured (n=8). Subsequently, 18-week-old 
mice were subjected to cranial defect modeling and underwent MicroCT scanning and immunohistochemical (IHC) staining at designated time 
points(n=6). a: detection levels of blood glucose in Akita and WT mice; Akita mice showed early stable and significant spontaneous diabetes. b–
c: Micro CT reconstruction images at 10 days and 21 days post cranial defect, and quantitative analysis; the blue circles in Figure b delineate the 
region of the calvarial defect model. d–e: HE staining and Ocn IHC staining at 21 days post cranial defect, and quantitative analysis of Ocn. The 
black square brackets in Figure d (10×) demarcate the regions corresponding to the magnified images (40×) on the right. The black arrowheads in 
Figure d denote cells positive for Ocn. BV/TV: bone volume-to-tissue volume ratio. vBMD: volumetric bone mineral density. Ocn: osteocalcin. ns: 
no significance. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 1　Comparison of blood glucose levels in Akita and WT mice, along with Micro CT assessments and 
osteogenesis-related proteins IHC outcomes post cranial defect

图 1　Akita 与 WT 组小鼠血糖水平、颅骨缺损术后 Micro CT 与成骨相关蛋白免疫组化结果
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BMSCs 成骨分化过程 Hh 信号通路基因表达抑制的

结果一致。

目前研究普遍认为，在颅骨缺损修复过程中

发挥关键成骨作用的细胞为颅缝间充质干细胞

（suture mesenchymal stem cells，SuSCs）。这类干细

胞主要定位于颅缝间充质生态位，并通过 Gli1、轴
抑制蛋白 2（Axis inhibition protein 2，Axin2）等特异

性标记物进行鉴定［25-27］。在颅骨缺损修复阶段，

SuSCs 可定向迁移至骨缺损区域，通过成骨分化实

现骨组织再生［25， 28］。值得注意的是，Gli1 阳性

SuSCs（Gli1+ SuSCs）作为 Hh 信号通路的关键效应

细胞，其特异性清除已被证实会导致颅骨缺损愈

合显著受损，提示该类细胞在骨修复中具有不可

替代的生物学功能［27， 29］。
本研究观察到 Akita 小鼠颅骨缺损区域新生骨

组织内 Gli1 表达显著下调。结合文献报道的 Gli1+ 
SuSCs 对骨稳态维持的核心作用，该现象可能反映

两种潜在机制：①糖尿病病理状态下颅缝生态位

中 SuSCs 池的储存量减少；②SuSCs 从颅缝至损伤

部位的迁移能力受损。但现有数据尚不足以明确

区分这两种可能性，需通过细胞示踪等实验进一

步验证。从分子机制层面分析，Hh 信号通路（特别

是 Ihh 亚型）对 Gli1+ SuSCs 的激活具有双重调控作

用：一方面通过维持干细胞自我更新能力确保细
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For animal experiments, 18-week-old WT and Akita mice from the same litter were subjected to cranial defect modeling and underwent IHC stain‐
ing at 21 days (n=6). For cell experiments, BMSCs expanded to the third generation (P3) were subjected to mineralization induction in vitro for 6 
hours in the control group and high glucose (HG) group, followed by qPCR detection (n=3). a–c: immunohistochemical (IHC) staining of Hh sig‐
naling pathway-related proteins in the cranial defect healing area of Akita and WT mice at 21 days (a: 10×; b: 40×), and quantitative analysis. The 
black square brackets in Figure a demarcate the regions corresponding to the magnified images (40×) in Figure b. The black arrowheads in Figure 
b denote cells positive for Ihh, Ptch1, and Gli1. d: inhibition of Hh signaling pathway gene expression during the osteogenic differentiation of 
BMSCs under high-glucose conditions. Ihh: Indian Hh. Ptch1: Patched1. Gli1: zinc finger protein GLI 1. Control group: mineralization-inducing 
media with 5.5 mmol/L glucose. HG: mineralization-inducing media with 25 mmol/L glucose. *P < 0.05; **P < 0.01

Figure 2　IHC detection of the Hh signaling pathway in Akita and WT mice post cranial defect, with in vitro validation under 
high-glucose conditions

图 2　Akita 与 WT 组小鼠颅骨缺损术后 Hh 信号通路免疫组化检测结果及高糖环境下的体外验证
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胞储备，另一方面通过上调 Spp1、Sp7 等成骨关键

转录因子促进成骨分化［26， 30］。本研究发现 Akita
小鼠新生骨组织中 Hh 通路关键分子（Ihh、Ptch1、
Gli1）表达均受显著抑制，这与 Ocn 等成骨标志物

的同步下降具有病理一致性。这些证据共同支持

以下结论：Hh 通路抑制导致的 Gli1+ SuSCs 激活障

碍是 Akita 小鼠骨修复受损的重要机制［31］。本研

究观察到 Akita 与 WT 小鼠在颅骨缺损术后 10 d 的

新骨形成量未呈现显著差异，但在术后 21 d 出现

显著差异，可能与颅骨缺损愈合涉及的细胞种类

及糖尿病对骨缺损局部微环境慢性且长期的影响

有关。颅骨缺损愈合早期（术后 7～14 d）主要表

现为纤维性骨痂形成，此阶段骨膜来源的成骨前

体细胞（如骨膜干细胞）通过膜内成骨方式贡献新

骨生成。此时糖尿病导致的代谢紊乱尚未显著影

响局部微环境，因此两组间骨量差异不明显。而

在术后 21 d，Gli1+ SuSCs 的迁移与分化可能为此时

骨缺损修复的主导机制。Akita 小鼠中 Hh 信号通

路受抑导致 Gli1+ SuSCs 激活或迁移能力受损，因

此表现为颅骨缺损愈合能力的损害。此外，相关

研究指出，在颅骨缺损修复时，血管新生活动与成

骨活动在时空上紧密重叠，此外，Hh 信号通路可通

过 调 控 血 管 内 皮 生 长 因 子（vascular endothelial 
growth factor，VEGF）和血管生成素 -1（angiopoietin-

1）等 关 键 因 子 ，显 著 促 进 损 伤 区 域 的 血 管 新

生［18， 32-34］。因此，SAG 组在术后 10 d 表现出相对良

好的颅骨缺损愈合效果，这不仅可能归因于 Hh 通

路激活后对骨膜干细胞或 SuSCs 的迁移和分化具

有促进作用，Hh 通路对血管新生的调节作用也可

能是影响颅骨愈合的重要因素之一。

SAG 近期被广泛应用于 Hh 信号通路细胞学实

验和体内实验中，通过直接结合 Hh 信号通路中的
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a–b: Micro CT reconstruction images at 10 days and 21 days post cranial defect, and quantitative analysis (n=6). The blue circles in Figure a de‐
lineate the region of the calvarial defect model. Cranial defect modeling was performed on 18-week-old wild-type and Akita mice from the same lit‐
ter. After surgery, Akita mice were randomly selected for gavage with 10 mg/kg of SAG (SAG group) or the vehicle (Akita group), while wild-type 
mice were given only the vehicle (WT group). SAG: Hh signaling pathway agonist. BV/TV: bone volume-to-tissue volume ratio. vBMD: volumetric 
bone mineral density. ns: no significance. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 3　Micro CT scanning outcomes and quantitative analysis post cranial defect in SAG, Akita, and WT mice
图 3　SAG、Akita 与 WT 组小鼠颅骨缺损术后 Micro CT 扫描结果及定量分析
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Smo 受体以解除 Smo 的受抑制状态，刺激下游基因

表达，以此显著促进 Hh 通路表达［35-36］。Hh 通路最

主要的下游基因包括 Ptch1、Gli1 和 Hhip1，其中

Ptch1 的激活参与形成了 Hh 信号通路的负反馈调

节系统［37-38］。在本次实验中，在发现了 Akita 小鼠

骨缺损愈合受损与 Hh 信号通路表达降低相关后，

本研究对 Akita 小鼠使用 SAG 促进 Hh 信号通路表

达。结果表明，在对 Akita 小鼠使用 SAG 后，SAG 组

小鼠中受 I 型糖尿病抑制的骨缺损愈合情况得到

了明显的改善，BV/TV 及 vBMD 均达到了 WT 对照

组水平（D21）。而在缺损愈合的早期（D10），SAG
组小鼠也表现出了显著高于另外两组小鼠的骨愈

合水平，这提示了 Hh 信号通路在颅骨愈合的各个

时期均有作用。颅骨缺损愈合 21 d，促进 Hh 信号

通路表达可以显著促进成骨分化，从而改善 I 型糖

尿病对颅骨缺损愈合的损害。但 SAG 组和 WT 组

的结果对比仍然存在一定差异，这表明 Hh 信号通

路表达受抑制不是 I 型糖尿病唯一可能影响成骨

分化的途径。除 Hh 信号通路外，胰岛素缺乏、长

期的高血糖刺激、糖基化终末产物、炎症因子、氧

化应激、血管生成因子等其他可能参与调控成骨

分化的因素可能存在相互促进相互交联的可能

性，需要进一步实验证明［9］。这个结果也在体外细

胞学实验过程中得到了验证。在使用 SAG 后，高

糖对成骨分化的抑制得到明显的改善，成骨分化

相关基因的表达水平也有显著提升，这种促进同

时影响了成骨早期和成骨晚期相关基因的表达，

这也与体内实验结果共同证明了 Hh 信号通路在
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a–c: HE staining and Ocn immunohistochemical staining of the cranial defect healing area in WT, Akita, and SAG mice at 21 days, and quantita‐
tive analysis of Ocn(n=6). Cranial defect modeling was performed on 18-week-old wild-type and Akita mice from the same litter. After surgery, 
Akita mice were randomly selected for gavage with SAG (10 mg/kg) (SAG group) and vehicle (Akita group), while wild-type mice were given only 
the vehicle (WT group). The black square brackets in Figure b (10×) demarcate the regions corresponding to the magnified images (40×) on the 
right; the black arrowheads denote cells positive for Ocn. SAG: Hh signaling pathway agonist. Ocn: osteocalcin. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 
0.001

Figure 4　Histological examination and quantitative analysis at 21 days post cranial defect in SAG, Akita, and WT mice
图 4　SAG、Akita 与 WT 组小鼠颅骨缺损术后 21 d 组织学检测结果及定量分析
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成骨分化各个时期均有作用。

本研究证明了促进 Hh 信号通路改善 I 型糖尿

病颅骨缺损愈合，这一结果存在可能的临床应用

前景，包括开发基于 Hh 信号通路的局部药物，如

凝胶或贴片，直接应用于颅骨缺损部位，以促进愈

合；利用基因编辑技术，如 CRISPR-Cas9，靶向激活

Hh 信号通路的关键基因，以增强骨愈合能力；或结

合干细胞技术，将经过改造过度表达 Hh 信号分子

的干细胞移植到缺损部位，促进骨组织再生。除

了 Hh 通路外，鉴于胰岛素缺乏、长期的高血糖刺

激、糖基化终末产物、炎症因子、氧化应激、血管生

成因子对糖尿病环境下的受损的骨愈合也施加了

重要影响，因此开发具有激活 Hh 通路及抑制或缓

解糖尿病损害因子的可植入材料或针对性治疗可

能获得更好的治疗效果。但激活 Hh 信号通路可

能引发不良反应，如可能促进肿瘤形成，因此需要
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Alkaline Phosphatase staining and qPCR detection were performed after 7 days of osteogenic induction, and Alizarin Red staining was conducted 
after 14 days of induction. a & b: results of Alkaline Phosphatase and Alizarin Red staining during the osteogenic differentiation of BMSCs (n=4). 
c: comparison of osteogenesis-related gene expression levels (n=4). Control group: mineralization-inducing media with 5.5 mmol/L glucose. HG: 
mineralization-inducing media with 25 mmol/L glucose. HG + SAG group: mineralization-inducing media with 25 mmol/L glucose + 1 000 nmol/L 
SAG (diluted in PBS). SAG: Hh signaling pathway agonist. Ocn: osteocalcin. Spp1: secreted phosphoprotein 1. Sp7: specificity protein 7. Alp: alka‐
line phosphatase. Bglap: bone gamma-carboxyglutamate protein. BMSCs: bone marrow mesenchymal stem cells. ns: no significance. *P < 0.05, 
**P < 0.01, ***P < 0.001
Figure 5　Effect of promoting Hh signaling pathway expression on osteogenic differentiation of BMSCs in vitro under high-glucose 

conditions
图 5　促进 Hh 信号通路表达对高糖环境下体外 BMSCs 成骨分化的影响
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进一步探索如何精确靶向调控相关基因，减少治

疗潜在的风险，这也是课题组下一步实验的方

向［10， 18， 39-40］。此外，由于糖尿病环境影响 Hh 通路

的具体机制尚不明确，因此研究糖尿病损害因子

作用于 Hh 通路的机制，以及基于此进行的病因治

疗及对应药物与材料的开发也具有一定的研究

意义。

综上所述，本实验证实了 I 型糖尿病抑制了

Akita 小鼠 Hh 信号通路的表达，进而抑制了颅骨缺

损愈合能力，而激活 Hh 信号通路可以通过促进成

骨的方式改善 I 型糖尿病抑制的骨愈合能力。本

研究为理解 I 型糖尿病骨愈合能力下降机制提供

了新的思路，也为未来促进 I 型糖尿病患者骨愈合

能力提供了新的方向。
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