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摘要：目的 研究在小鼠前成骨细胞 23454$"诱导成骨过程中，总 367!"、367!"两种亚型 367!"89:;、
367!"89:-及碱性磷酸酶、"型胶原、骨钙素、骨涎蛋白和骨桥素在前成骨细胞成熟过程中的变化。明
确 367!"、367!"亚型及相关基因表达与成骨细胞分化的关系，探求与成骨细胞成熟更密切相关的
367!"亚型，为进一步的 367!"亚型研究提供基础。方法 23454$"细胞在含#<甘油磷酸钠，抗坏血酸
的培养基中培养 ,, =，在细胞培养的不同时间（#，!，"#，"!，">，,, =），用!<磷酸奈酚法测定碱性磷酸酶
（?@9）活性；A&1 B’)C+1苦味酸酸性复红染色法染色细胞"型胶原；茜素红染色观察矿化结节形成；半
定量 D5<93D检测总 367!" %DE?及 367!"89:;、367!"89:- %DE?和"型胶原、骨钙素、骨涎蛋白、骨桥素
%DE?的表达；用F)GH)I1<6(+H检测 367!"蛋白的表达。结果 23454$"细胞在#<甘油磷酸钠存在的情
况下，培养第 "> =开始出现矿化，第 ,, = "型胶原染色及茜素红染色均观察到明显矿化结节形成。
随 23454$"细胞的分化，367!" %DE?的表达量逐渐增高，367!"89:- %DE?在第 ">和 ,, =的表达量明
显增高，367!"89:; %DE?无变化。367!" 蛋白随 23454$" 细胞的分化，表达量逐渐增高。同样，随
23454$"细胞分化，"型胶原、骨钙素、骨桥素和骨涎蛋白 %DE?的表达量逐渐增高。?@9活性 # J "#
=逐渐增高，"# =后逐渐下降。结论 在 23454$"细胞的分化过程中"型胶原、骨钙素、骨涎蛋白、骨
桥素 %DE?随 23454$"细胞的分化表达逐渐增高。367!" %DE?及 367!"蛋白的表达随细胞的分化逐
渐增高，与其他成骨特异性基因的变化趋势一致，并以 367!"89:- %DE?亚型为主。367!"89:-亚型的
表达与成骨分化的关系更密切，在进一步的与成骨细胞分化有关的 367!"亚型研究应以 367!"89:-亚
型为主。
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!"#$!"%&%$’

核结合因子（(#)’ *+,-+,. /%(&#) %0!"% 1，2*/!1）是
成骨细胞分化的最关键作用因子，不仅促进成骨细

胞分化，还影响分化后成熟成骨细胞的功能。按 3
末端起始氨基酸不同，2*/!1 可分为 4 种蛋白异构
体：2*/!15678、2*/!15679 和 2*/!15#$/:［1］。2*/!1 有 ;
个外显子，4 种亚型形成是因为外显子 1 的起始位
点不同引起，外显子 1分为 1%和 1*，1%又分为两部
分，分别编码 2*/!15678 和 2*/!15#$/:，1* 则编码
2*/!15679，余下的 8个外显子在 4 种亚型中完全一
样。目前大部分 2*/!1亚型的研究集中于 2*/!15679
和 2*/!15678上。体外成骨细胞的成骨过程由细胞
增殖、细胞外基质形成及成熟，骨基质矿化几个过程

组成，每个阶段的成骨细胞均表现出不同的特性，各

个阶段与成骨有关的基因表达的时限和量都有所不

同。其中，"型胶原、碱性磷酸酶和骨钙素是常用的
观察成骨细胞成熟的指标。小鼠锁骨细胞来源的前

成骨细胞 <24=4>1 细胞系是体外研究成骨过程的
经典模型，在抗坏血酸（%$(#)*+( %(+-）存在的情况下，
能在体外形成矿化结节［:］。本研究通过观察

<24=4>1细胞的体外诱导成熟过程中，2*/!1、2*/!1
两种亚型 2*/!15679和 2*/!15678及成骨相关的其他
基因"型胶原、骨钙素、骨涎蛋白、骨桥素在成骨过
程中表达变化及碱性磷酸酶活性的变化，明确

2*/!1、2*/!1亚型及相关基因表达与成骨细胞分化
的关系，探求与成骨细胞成熟更密切相关的 2*/!1
亚型，为进一步的 2*/!1亚型研究提供基础。

! 材料和方法

!"! 细胞培养与干预实验
小鼠前成骨细胞 <24=4>1 用无酚红的 ?<><

培养液培养，内含 1@A BCD、抗坏血酸 7@#.5EF、青
霉素 7@ G5EF、庆大霉素 7@#.5EF。每 4 - 换液 1
次，细胞达汇片后用 @H:7A胰酶I>?=J消化，按 7 K
1@7 个细胞5瓶接种至 :7 (E: 培养瓶及小平皿中。从

接种后第 4 -开始在细胞培养液中加入 1@ E<$I甘
油磷酸钠。分别于培养的 @，L，1@，1L，1;和 :: -抽
提细胞总 M3J和蛋白行逆转录 62M及蛋白免疫印
迹操作。于培养的 @，L，1@，1L，1;和 :: -对培养的
细胞行"型胶原及矿化结节染色。
!"# !型胶原及矿化结节染色
!"#"! !型胶原染色：细胞用 6CD冲洗 4次，LA多
聚甲醛固定 1@ E+,，N’+.’)& 铁苏木素染液染色 7

E+,，O%, P+’$#, 苦味酸酸性复红染液染色 7 E+,，
Q7A乙醇快速分化、脱水，置镜下观察并摄像。
!"#"# 矿化结节染色：细胞固定后，用 @H1A茜素红
（%0+R%)+, )’-ID）染色 7 E+,，蒸馏水冲洗 4次，乙醇脱
水，置镜下观察并摄像。

!"$ 细胞总 M3J的提取及测定
=)+R#0（P+*+(#公司）抽提细胞总 M3J。取 :H@#.

总 M3J，用逆转录试剂盒（6)#E’.%公司）合成 (?3J。
再取 1#F (?3J行 62M扩增 2*/!1、2*/!15679、2*/!15
678、"型胶原、骨钙素、骨涎蛋白、骨桥素基因，以
CI%(&+#,为内对照（引物序列及扩增条件见表 1）。
其中，2*/!1的引物针对 2*/!15678和 2*/!15679亚型
共有的外显子 :I;，2*/!15678和 2*/!15679的引物分
别针对外显子 1%和 1*。除 CI%(&+#,为 :;个循环外，
其他产物均为 4:个循环。62M产物用 1H7A琼脂糖
凝胶电泳，溴化乙锭染色后拍照。用 SE%.’ E%&’)
O?D成像分析系统行光密度扫描，各基因数值以各
基因与$I%(&+,吸光度的比值表示。
!"% 细胞总蛋白的提取及测定
用细 胞 裂 解 缓 冲 液（ 7@ EE#05F =)+$IT2F

（!T;H@），17@ EE#05F 3%20，1A =)+&#, UI1@@，@H:A
3%34，@H7A去氧胆酸钠，1@#.5EF J!)#&+,,+,，1#.5
EF 6<DB）裂解细胞，C)%-/#)- 法测蛋白含量后置
V 8@W冰箱保存。
参照分子克隆实验指南方法行蛋白免疫印迹操

作。取 L@#.细胞总蛋白于 1@A D?DI6JP>胶中电
泳，电转移至 6O?B膜上。含 7A脱脂奶粉的 6CD封
闭 1 "后，用含羊抗人、鼠多克隆抗体 6>C6 :J%（(I
1Q）（1 X7@@，$(I;799，D%,&% 2)YR公司）的 6CD温育 1 "，
6CD洗膜，含辣根过氧化物酶标记抗羊二抗（1 X
:@@@，D%,&% 2)YR 公司）6CD 温育 1 "，洗膜后，>2F
（D%,&% ()YR公司）发光自显影，洗片显带。同一张膜
洗脱后，用羊抗鼠 %(&+, 一抗（1 X 1@@@，$(I1919，D%,&%
2)YR公司）和辣根过氧化物酶标记抗羊二抗（1 X :@@@
稀释，D%,&% 2)YR公司）重新杂膜，发光自显影，洗片
显带作为内对照。所有杂交信号在成像分析仪系统

测定条带密度。2*/!1 蛋白目的条带水平以 2*/!15
%(&+,的比值表示。
!"& JF6活性测定
用细 胞 裂 解 缓 冲 液（ 7@ EE#05F =)+$IT2F

（!T;H@），17@ EE#05F3%2F，1A =)+&#, UI1@@，@H:A
3%34，@H7A去氧胆酸钠，1@#.5EF J!)#&+,,+,，1#.5
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!" #$%&）裂解细胞，离心后取上清液，以!’磷酸奈
酚为底物，用日立 ()(* +型全自动生化分析仪测细
胞内 +"#活性。经总蛋白校正后的 +"#活性值为
+"#活性的最终值。
!"# 统计学方法
各实验独立重复 ,次以上，重复性好。所选图

表为重复实验的结果之一。数据以均数 - 标准差
（!! - "）表示，数据结果采用 %#%%)).* 软件进行统
计，组间比较用方差分析。

图 ! $/,0,1)细胞不同时间矿化结节和"型胶原染色及碱性磷酸酶活性

（+）$/,0,1)细胞不同时间矿化结节染色，2 3*。茜素红染色自培养第 )4 5起有着色小点形成，培养第 33 5可见典型矿化结节形

成。（6）$/,0,1)细胞不同时间"型胶原染色，2 7*。培养 * 5时，"型胶原染色为淡红色，培养 )4 5后可见细胞致密，有染色深红

的小结节形成，第 33 5有大小不等的结节形成，结节处染色深红。（/）$/,0,1)细胞不同时间碱性磷酸酶活性

表 ! 各基因引物序列及扩增长度、退火温度

基因名称 引物序列（89’,9）
产物大小

（:;）
退火

温度

/:<!)

/:<!)=#8>

/:<!)=#8(

/?"@
（ABCCDEFG"）

?%/
（BHIFBADCAJG）

6%#（6BGF
%DJCB;KBIFJG）

?#L
（BHIFB;BGIJG）

6’DAIJBG

上游引物：E//EEE++0E+0E+E++/0+

下游引物：EE+//E0//+/0E0/+/0@0 3** 88

上游引物：EE/0E00E0E+0E/E0+00//0E0+

下游引物：0++//+/+E0///+0/0EE0+//0/ 3*) >7

上游引物：+0E/00/+00/E//0/+/+++/++

下游引物：E++E/E//EE/0EE0E/0/EE+0/ 348 8(

上游引物：E++E0/+E/0E/+0+/+/++

下游引物：E/0E+00000/+0/+0+E// 7*, 88

上游引物：//0/0/0/0E/0/+/0/0E/

下游引物：+//E0+E+0E/E000E0+EE ,84 8M

上游引物：+0/+++E/+E+EE+00/0E+

下游引物：/+/00/0E/00E/00/00/E00/0 78* 88

上游引物：E+0E+0E+/E+0E+0E+0E+

下游引物：/0/000EE++0E/0/++E0/ 7,3 88

上游引物：E0EEE//E/0/0+EE/+//+

下游引物：/EE00EE//00+EEE00/+EEEEEE 377 88

$ 结果

$"! $/,0,1)细胞的表型特征
$/,0,1)细胞在维生素 /、#’甘油磷酸钠存在

的情况下，接种培养时"型胶原染色淡红色，培养
)* 5后转为深红，培养 )4 5可见细胞致密，有染色
深红的小结节形成，第 33 5 有大小不等的结节形
成，结节处染色深红。茜素红染色自培养第 )4 5起
有着色小点形成，培养第 33 5可见典型矿化结节形
成（见图 )）。

$/,0,1)细胞在接种后 +"#活性就可检测出，
培养的 * N )* 5 +"#活性逐渐增高，到培养第 )* 5
达最高值，其后下降（图 )）。
$"$ /:<!)及 /:<!)两种亚型 !OL+的表达
半定量 O0’#/O 结果显示：$/,0,1) 细胞接种

培养的第 ) 5起细胞内就有 /:<!) !OL+及 /:<!)两
种亚型 /:<!)=#8> 和 /:<!)=#8(!OL+的表达。随培
养时间的延长，/:<!) !OL+的表达逐渐增加，至第
)4 N 33 5 到高峰。/:<!)=#8> !OL+ 随时间变化不
大。培养的第 )4和 33 5，/:<!)=#8( !OL+明显增加
（见图 3）。
$"% /:<!)蛋白表达
我们选用的是针对 /末端的 /:<!)多克隆抗体

（#16#3+D（A’)M），HA’48>>，%DGID /KPQ公司），/:<!) 的
,种 L 末端亚型均可被检出，但不能相互区分。
/:<!)蛋白的表达可以是两条或 ,条大小为 >8RS左
右的条带［,］。TFHIFKG’:CBI结果显示：$/,0,1) 细胞
内有 /:<!) 蛋白的表达，随细胞培养时间的增加，
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图 ! !"#!$、!"#!$%&’(、!"#!$%&’) *+,-及 !"#!$蛋白在 .!/0/1$分化过程中的表达

（-）!"#!$、!"#!$%&’(、!"#!$%&’) *+,-在 .!/0/1$分化过程中的表达。（2）!"#!$蛋白在 .!/0/1$分化过程中的表达。（!）为图

-的示意图。（3）为图 2的示意图

!"#!$蛋白的表达逐渐增加（见图 $）。
!"# "型胶原、骨钙素、骨涎蛋白、骨桥素表达
半定量 +04&!+结果显示：从 .!/0/1$ 细胞接

种培养的第 $ 5开始即有"型胶原、骨钙素和骨桥
素的表达，6型胶原和骨钙素 *+,-在 .!/0/1$ 细
胞成骨过程中表达逐渐增加，在第 77 5 达到高峰。
骨桥素 *+,-也随时间推移表达量逐渐增加，第 $8
5 达到高峰，第 77 5 表达反而有所下降。在
.!/0/1$细胞接种培养第 $ 9 : 5未检测到骨涎蛋
白 *+,-表达，从第 $; 5起，骨涎蛋白 *+,-开始
表达，并随培养时间的延长，表达量逐渐增加，在第

77 5达到高峰（见图 /）。

$ 讨论

!"#!$（<=>? "@A5@AB #C<D=> CEFGC $）是公认的促进
成骨细胞分化的转录因子。!"#!$基因敲除纯合子
小鼠完全缺乏骨组织，骨内无矿化中心出现；如果在

非成骨细胞如 !/H$;0$%7细胞或皮肤成纤维细胞中
过表达 !"#!$，可诱导出成骨细胞特异性标志物如"
型胶原!$、骨涎素和骨钙素的表达；相反，若在成熟
成骨细胞用反义寡核苷酸或用小干扰 +,- 阻断
!"#!$的表达，可使成骨细胞标志物 6型胶原、碱性
磷酸酶、骨钙素、骨桥蛋白等的表达下降，并可阻断

成骨细胞的成骨过程［$，:，’］。

按 ,末端起始氨基酸不同，!"#!$可分为 /种蛋
白亚型：!"#!$%&’)、!"#!$%&’( 和 !"#!$%=I#7。目前关
于 !"#!$ 亚型的研究均集中于 !"#!$%&’) 和 !"#!$%
&’(两种亚型。!"#!$%&’) 和 !"#!$%&’( 的表达各有
组织和细胞特异性。!"#!$%&’(和 !"#!$%&’)均在成
年鼠的长骨和肺中有表达，!"#!$%&’( 还在胸腺、脾
脏、0淋巴细胞中有表达，!"#!$%&’)还在睾丸及骨骼
肌中有表达。在成骨细胞系（如小鼠前成骨细胞株

.!/0/41$，大鼠成骨样细胞系 J.+$;(等）中，!"#!$%
&’)和 !"#!$%&’(均有表达。而 !"#!$%&’(在几乎所
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图 ! !型胶原、骨涎蛋白、骨桥素、骨钙素

!"#$在 %&’(’)*分化过程中的表达

有的非成骨细胞系中有表达（如小鼠肝癌细胞株

+,-./01，小鼠成纤维细胞株 #2+’(’ 等）；而 &34!*5
678在某些非成骨细胞系（如 &9&*9，&’+*:(*59）中
有表达，而在另一些非成骨细胞系（如 +,-./01，
#2+’(’）中无表达。那么，&34!* 及 &34!* 的两种 #
末端亚型 &34!*5678、&34!*5671在成骨细胞分化过程
中的表达又是怎样？他们的表达与其他经典的、代

表成骨细胞分化的基因表达变化间有无关系？

目前，国内还没有关于 &34!* 在成骨细胞分化
阶段中表达变化的研究，国外已有了些初步的研究，

结果因为研究选择的细胞系不同而有差别。;<=>等
人以人髂骨来源的骨髓间质细胞为研究对象，发现

&34!*5678在成骨细胞分化的全过程都有表达，而且
不随成骨细胞分化成熟而变化，而 &34!*5671在整个
成骨过程中都没有表达［1］。?.@A,BC,,等采用大鼠锁
骨来源的成骨细胞和 %&’(’)*细胞为研究对象，发
现 &34!*5671不随成骨细胞分化成熟而变化，&34!*5
678随原始细胞的分化而表达量逐渐增加［8］。但他

们均没有观察总 &34!*的表达随成骨细胞分化成熟
的变化，也没有对比观察总 &34!* 表达变化与两种
亚型 &34!*5678、&34!*5671 表达变化的关系，亦没有
观察总 &34!*、&34!*5678亚型、&34!*5671亚型随成骨
细胞分化成熟表达的变化与成骨表型的标志基因如

骨钙素、骨涎素等表达变化的关系。

本研究选用经典的前成骨细胞模型 %&’(’)*
细胞为研究对象，观察在 %&’(’)*细胞的诱导成骨
过程中，总 &34!*及 &34!*两种亚型 &34!*5678、&34!*5
671表达的变化，并同步检测其他成骨相关基因 2型
胶原、骨钙素、骨涎蛋白、骨桥素和碱性磷酸酶在成

骨细胞分化成熟中表达变化。结果发现，&34!*
!"#$和蛋白随 %&’(’)*细胞的分化成熟，表达量
逐渐增高。&34!*5678 !"#$ 的表达培养时间的延
长表达量逐渐增加，而 &34!*5671 !"#$随 %&’(’)*
细胞的分化成熟表达的变化不明显。与 ?.@A,BC,,
等的研究一致。

+>D,E=F>和 G>.H等的研究都发现，&34!*5678 促
进骨钙素表达或骨钙素启动子活性的作用较 &34!5
671 强［I，J］。&34!*5678（"=@K 90"）基因选择性敲除
的转基因动物模型也显示 &34!*5678亚型对于软骨
内成骨和成骨细胞成熟的作用更强。在 "=@K 90
"050转基因小鼠中，成熟成骨细胞标志物（如碱性磷
酸酶、骨钙素、骨桥素）和破骨细胞标志物（如 ("$6，
L.BLB.L,0B,M>ML.@L .N>D -<HM-<.L.MN）的表达下降。"=@K
90"050基因剔除小鼠锁骨来源的成骨细胞体外成骨
能力明显下降，碱性磷酸酶分泌减少，矿化结节的形

成障碍［O］。本研究发现，&34!* !"#$ 和蛋白随
%&’(’)*细胞的分化成熟，表达量逐渐增高。而
&34!*5671 !"#$ 表达变化不明显，&34!*5678 !"#$
的表达在培养的 *J D 和 99 D 明显增高，提示在
&34!*的两个 #末端亚型中，&34!*5678 亚型表达与
成骨细胞的分化成熟的关系更密切，随成骨细胞的

分化成熟而表达量逐渐增高。

成骨细胞的体外矿化过程可分为细胞增殖、骨

基质形成并成熟及骨基质矿化 ’个阶段，各阶段的
成骨细胞相关基因表达有特定的次序性。碱性磷酸

酶是成骨细胞分化的早期指标之一，可促进无机磷

的释放和羟磷灰石的形成。#型胶原占细胞外基质
的主要成分，是羟基磷灰石沉积反应的依托和骨架。

骨涎蛋白和骨桥素都是非胶原细胞外基质的成员，

能与整和素结合，促进骨细胞对矿化基质的黏附。

骨钙素与羟磷灰石结合并沉积于胶原纤维上，是成

骨细胞分化的中期指标。本研究发现，在 %&’(’)*
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细胞培养的 ! " #! $ %&’活性逐渐增高，到第 #! $
达到最高值，其后表达逐渐下降；!型胶原、骨钙素
和骨桥蛋白 ()*%在 +,-.-/# 细胞的整个分化过
程都有表达，随 +,-.-/# 细胞的分化，表达量逐渐
增加，!型胶原、骨钙素 ()*%在第 00 $达到高峰，
骨桥素 ()*%在培养的 #1 " #2 $ 达到高峰。骨涎
蛋白从 +,-.-/#细胞培养的第 #! $才开始有表达，
随培养时间的延长而表达量逐渐增加，到第 00 $达
到高峰。培养 #! $开始，+,-.-/#细胞!型胶原染
色转为深红色；培养 #2 $，可见细胞致密，有染色深
红的小结节形成；第 00 $，有大小不等的结节形成，
结节处染色深红。茜素红染色，自培养第 #2 $起有
着色小点形成，培养第 00 $ 可见典型矿化结节形
成。结合!型胶原、骨钙素、骨涎蛋白、骨桥素，碱性
磷酸酶表达变化及!型胶原及茜素红染色结果，可
认为，+,-.-/#细胞培养的第 #! $以前为细胞增殖
期，培养的第 #! $到第 00 $为骨基质形成并成熟矿
化期。+,-.-/#细胞在接种培养时就有!型胶原、
骨桥素、骨钙素 ()*%的表达，但表达量较低，说明
+,-.-/#细胞代表的是前成骨细胞模型。骨桥素
与骨涎蛋白虽然同为非胶原细胞外基质，反映成骨

细胞成熟程度；但骨涎蛋白的表达落后于骨桥素，提

示骨涎蛋白是反映更成熟阶段成骨细胞标志。

综上所述，我们在小鼠前成骨细胞 +,-.-/#诱
导成骨过程中观察了 ,34"# 基因及 ,34"# 两种亚型
,34"#5’67、,34"#5’68 ()*% 及其他成骨相关因子 9
型胶原、骨钙素、骨涎蛋白、骨桥素 ()*%在成骨过
程中的变化，发现 +,-.-/#细胞培养的第 #! $以前
为细胞增殖期，培养的第 #! $到第 00 $为骨基质形
成并成熟矿化期。!型胶原、骨钙素、骨桥素、骨涎
蛋白随成骨进程表达量逐渐增高，而骨涎蛋白是反

映更成熟阶段成骨细胞标志。总 ,34"# ()*% 随
+,-.-/# 细胞矿化进程表达量逐渐增高，,34"#5
’68()*%在第 #2 $和 00 $表达量明显增高，与其
他成骨特异性基因的变化趋势一致，而 ,34"#5’67
()*%在 +,-.-/# 细胞矿化进程中表达量的变化

不大，提示在 ,34"#的两个 *末端亚型中，,34"#5’68
亚型的表达与成骨分化的关系更密切，进一步与成

骨细胞分化有关的的 ,34"#亚型研究应以 ,34"#5’68
为主。
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