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摘要：间充质细胞在骨化形成骨的过程中，其原基会分泌一些Hedgehog，wnt和FGF家族和TGF-B的转录因子用于调控和起

始早期骨骼相关基因的表达，研究这些早期调控因子对于研究期成骨代谢十分重要，锌指结构0sterix基因作为重要的成骨细

胞特异性转录因子越来越被人们重视，研究其基因的作用及其相关的机制，利于我们进一步了解成骨代谢和成骨相关性疾

病：本文围绕Osterix的发现和功能，osterix对小鼠中骨骼发育和成骨细胞的影响，0sterix对人类中骨骼的发育影响的研究以

及0sterix的突变与人类骨骼疾病的关系方面进行阐述。目前相关0sterix的综述多集中关注于其对成骨细胞功能的调控。本

文主要集中在于对于0sterix在动物和人体骨骼发育的影响的相关报道，进而进一步了解0sterix与人类骨骼疾病的相关的关

系。本综述旨在拓展了0sterix作为成骨细胞重要调控因子对于在体的动物和人类骨骼发育的认识。
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Abstract： Mesenchymal ceUs in the process of bone ossification fomation，its primordium secrete some HedgehOg，Wnt and FGF

family and TGF—Btranscription factor is used to control and starting early skeletal related gene expression，studying the regulatory

factors for the study period of osteogenesis metabolism is very important． The zinc finger strIlcture 0sterix gene as a marker of

osteoblast been appreciated， studying its genes
and their related mechanisms，fbr us to understand the distribution of metab01ic

disorders and diseases． The osteogenesis correlation need furtller to be understood： around the 0sterix found and fhnction，0sterix

effect on mice skeletal development and for osteoblast differentiation，The 0sterix study of human on the effect of me deVelopment of

bone and 0sterix mutation and elaborates the relationship of human bone disease．At present，a lot of related Osterix review focus on

the regulation of osteoblast function．This anicle is mainly about 0sterix repons in animal and human body skeleton deVelopment，

and then funher understand Osterix relationship associated with human bone disease．This review aims to expand the 0sterix as

osteoblasts imponant regulatory factors in the body of animal and human bonedeVelopment．
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骨骼的发育分为内骨骼发育和外骨骼发育，外

骨骼发育发生在节肢动物、软体动物和一些昆虫中，

它们的骨骼是一层保护内部器官的壳。脊椎动物的

发育属于内骨骼发育。间充质细胞接受到分子信号

传递的模式信息迁移至特定的骨化位置，随后间充
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究生科研创新计划项目(KYLx-1264)
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质细胞在骨化位置紧密浓缩形成骨软骨的原基，而

这一现象被称为骨骼的形态发生，它决定了骨骼的

类型及其发育的时空顺序。原基会分泌一些

Hedgehog，wnt和FGF家族和TGF—B亚家族的多肽

及 Pax， Hox， homeodomain-containing， bHLH，

Forkhead家族的转录因子，用于调控和起始早期骨

骼相关基因的表达¨。j。所以最初的脊椎动物外骨

骼的发育受多种分子信号的调控。4’“。这些经浓缩

的骨软骨的原基一部分分离为表达高水平的sox9a
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的软骨细胞，另一部分分离为表达高水平Runx2和

低水平collal及Akp的前体成骨细胞。⋯。这些也

表明无论是软骨细胞还是成骨细胞都起源共同的前

体¨o。所有的脊椎动物都具有两种硬骨成骨方式：

一种是膜内骨化，即间充质细胞直接分化为成骨细

胞并生成骨骼，这种方式常见于颅骨的形成；另外一

种被称为软骨内骨化，间充质细胞首先分化为软骨

细胞，软骨细胞分泌并形成软骨模板，随后软骨模板

被含有成骨细胞和破骨细胞的骨骼取代。⋯。

软骨细胞分化为硬骨分为两个阶段，首先沉积

在细胞外基质上的软骨细胞开始增殖，但是在绝大

多情况下，这些增殖的软骨细胞因变得过度肥大而

最终凋亡，然后存在于软骨细胞周围的一些间充质

细胞和血管及破骨细胞迁移到这些过度肥大的软骨

细胞所在的位置，接着在硬骨特异性的基质上分化

为成骨细胞，从而代替已经退化的软骨细胞基质。

对于软骨细胞分化的这两个阶段，Sox家族的三个

转录因子Sox9，I。一sox5和sox6是必不可少的，它们

调控了软骨细胞系的分化方向9‘⋯1。非常有趣的

是属于膜内骨化的成骨细胞的分化跟属于软骨内骨

化的成骨细胞的分化是同步的，这也暗示了两种骨

化方式具有时序控制的同步性。

为了研究骨骼发育的各个过程，一些涉及分化

过程中的细胞系被创立，例如分化中的成肌细胞

系⋯。，脂肪细胞系12。及软骨细胞系，通过这些细胞

系来研究骨骼发育发现不同的转录因子调控着不同

的分化过程。如转录因子Runx2／Cbfal是一种属于

Runt家族的多肽，它在多功能间充质细胞分化为前

体成骨细胞的过程中扮演了必不可少的角色。在

Runx2／Cbfal突变的小鼠中，分别属于软骨内骨化

和膜内骨化的成骨细胞的分化停止了。13’”1。此外

在属于软骨内骨化中过度肥大的软骨细胞的分化过

程中，Runx2／Cbfal也起着正向调控的角色㈡5。17o。

另外一种多肽Indian hedgehog(Ihh)是分泌蛋白

Hedgehog家族中的一员，对于软骨内成骨是十分必

要的，但是对于膜内成骨并没有多大的作用”l。当

然在过程中，除了Runx2／cbfal，锌指结构0sterix基

因作为重要的成骨细胞特异性转录因子越来越被人

们重视。

1 转录因子Osterix的发现及基因的功能

在2002年，Nakashima等人通过差别杂交的方

法在c2c12细胞中首次克隆了0sterix的cDNA‘1 9‘，

BMP2通过诱导一些成骨细胞相关基因的表达来引

起C2C12细胞分化为成骨细胞。作者分析了

Osterix的cDNA的分子特性发现：Osterix的N端包

含一个富含脯氨酸的激活域，氨基酸序列为1．289，

C端包含三个C2H2型锌指结构型的DNA绑定区

域。在Osterix的细胞转染实验中发现：Osterix的卜

172的氨基酸序列对于其的转录激活作用是不可或

缺的。在小鼠的胚胎发育过程中，0sterix于13．5天

的胚胎中在头骨及长骨的软骨膜周围开始表达，并

于15．5天的胚胎中在所有的骨原件中高表达，

0sterix也在过度肥大的软骨细胞及其前体中表达，

但是表达水平较低¨⋯。

在0sterix突变的小鼠胚胎中，尽管Runx2的表

达是正常的，但成骨细胞的标记基因并不表达或者

是低表达，如collal它在野生型小鼠的问充质细胞

是高表达的，但是在0sterix突变体中表达显著减

少，而包括Osteonectin， 0steopontin和Bonesialo

protein等其它的成骨细胞标记基因的表达几乎检测

不到，本应在15．5天胚胎的成骨细胞中正常表达的

Osteocalcin基因，在Osterix突变体中也检测不到。

在Osterix突变的胚胎和长骨中，Runx2的在软骨成

骨的区域及膜内成骨的区域正常表达，但是在

Runx2突变的小鼠胚胎中，Osterix明显不表达，这些

都表明Runx2是调节0sterix表达的上游基因。同

时也显示出0sterix通过激活成骨细胞中基因的表

达来引起Runx2调控的成骨细胞前体分化为成骨

细胞⋯。。

2 osterix对小鼠中骨骼的发育及成骨细胞

影响的研究

在0sterix突变的小鼠胚胎中，虽然没有形成硬

骨，但是软骨细胞的分化及软骨的形成都没有受到

影响，在Runx2正常表达而Osterix没有表达的成骨

细胞中，软骨特异性表达的基因sox9和C012a1都

是正常表达的，且这些细胞获得了分化为软骨细胞

的命运⋯⋯。这些结果让我们推测：在前体成骨细胞

中Osterix可能抑制了软骨细胞的分化。这些推测

的依据是：Runx2在早期形成软骨前体的间充质细

胞中开始表达，这个时候Sox9高表达，随着0sterix

开始表达，Runx2表达的细胞离开成骨细胞的前体，

这个时候SoX9的表达下调，这些结果都暗示着sox9

和Osterix的表达是相互排斥的。当表达Runx2／

0sterix的细胞完全分化为成熟的具有功能性的成骨

细胞后，sox9就不再表达。先于0sterix表达的

Runx2表达的前体存在于软骨形成细胞系中，最后
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也并没有分化为成骨细胞的前体。Kaback对

Osterix时空性表达的研究显示：0sterix表达量的增

加跟成骨细胞分化的起始是同时发生的‘20|，而在形

成软骨及软骨内成骨后，Osterix的mRNA水平仍然

很高。所以这些研究暗示osterix有两种功能：一是

抑制软骨细胞形成。二是促进成骨细胞分化(图

1)‘6I。

同时Osterix对成年小鼠骨形成及相关成骨细

胞基因的表达也是必不可少的。zhou’”。的研究证

明：在成年小鼠中通过LoxP／inducible cre使Osterix

失活，导致了多种骨骼缺陷的表型，如新的骨骼无法

形成、在生长板下非正常的软骨积累以及骨细胞成

熟和功能的缺陷等，同时除了成骨细胞基因发生下

调以外，一些骨细胞特异性的marker基因如Sost，

Dkkl，Dmpl，Phe等都发生了下调。这些结果表

明：Osterix在骨基质代替软骨基质的重吸收中扮演

了重要角色。”o。Osterix的这种新作用在Nishimura

的研究中进一步被说明，Nishimura发现：在软骨内

成骨的过程中，0sterix在生长板的过度肥大软骨细

胞中直接激活了MMP—13的表达，从而影响软骨基

质的钙化过程，同时还发现在小鼠中无论0sterix被

条件性的敲除还是全部敲除，都不会使MMP．13不

表达，也不会阻止过度肥大的软骨细胞骨化。”。。在

胚胎发育阶段运用2．3kbCollal一Cre特异性的使成

骨细胞中的Osterix失活，但是在出生的小鼠中并没

有观察到明显的骨骼缺陷，当这些突变的小鼠存活

到8周或者更大时发现：这些突变小鼠不仅骨小梁

及腰椎的骨量减少，同时骨小梁的厚度及数量也在

减少，这些表型非常类似于人类中骨量减少的骨骼

缺陷表型。2“。当我们用同样的方法在成年小鼠中

使Osterix失活时发现：成年小鼠的骨骼展现出的表

型为成骨细胞基因的表达减少、分化和功能性的成

骨细胞减少及少量的骨质疏松。2“。对不同时间段

0sterix失活对骨骼发育影响的研究表明：在成年小

鼠中，0sterix作为一个合成代谢调节器支持了成年

小鼠的骨稳态并扮演了不可或缺的作用。

0sterix失活的小鼠骨骼的发育被抑制了，但是

在用2．3kb Coll a1启动子构建的Osterix过表达的

转基因小鼠中发现骨量减少、成骨细胞基因尤其是

Osteonectin表达减少。并且在这种转基因小鼠中，

成骨细胞不再分化从而造成了大量未成熟成骨细胞

的积累。这些结果表明：在成年小鼠中，适当剂量的

Osterix对于成骨细胞的分化及骨形成是必不可少的

(图1)‘2“。
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牙齿形成与骨骼发育的过程十分相似，首先牙

齿的问充质细胞分化为成牙质细胞，在牙质形成过

程中，成牙质细胞会产生并分泌胶原的或是非胶原

的基质蛋白。Dsp(Dentin sialo phospho)蛋白是非胶

原的牙质基质蛋白中主要的成分之一，它对于牙质

形成十分必要。小鼠的遗传学和生物化学研究表

明：Runx2和Osterix在牙齿的形成过程中有着重要

的作用，并且会单独激活一些跟成牙质细胞分化相

关的的特别基因。26’28I。chen‘2引的研究表明：Dsp的

表达跟0sterix呈正相关关系，而不是Runx2。在16

天的小鼠胚胎中，Dsp表达很少，而在牙槽骨的成骨

细胞、成牙质细胞、amyloblasts和牙髓细胞中Runx2

和Osterix表达很多。在18天的胚胎成牙质细胞中

Runx2的表达显著减少，而在牙髓细胞和成牙质细

胞中0sterix的表达依然很高，并且Dsp也开始高表

达，这说明osterix激活晚期一些marker基因对于成

牙质细胞前体到成牙质细胞的成熟及分化是必须

的，0sterix在牙齿发育中的位置相当于在骨发育中

的位置，而Osterix和Dsp在牙齿发育的后期也可以

被检测到，而当我们强制性地在小鼠的成牙质细胞

类似细胞中表达0sterix也可以刺激Dsp的表达，这

说明Dsp可能是Osterix直接激活的目标基因‘2⋯。

越来越多关于Osterix在骨骼发育和牙齿发育中的

功能的研究在展开，Cao旧9。第一个使用小鼠模型阐

明了0sterix在细胞牙骨质形成中的作用，细胞牙骨

质是一种可以支持牙齿发育的矿化组织。在用

3．6kbcollal启动子来驱动Osterix过表达的转基因

小鼠中发现：过表达Osterix可以增加牙骨质的形

成，而在小鼠胚胎中用Collal．Cre敲除Osterix或者

在成年小鼠中用cMV．cre ERT2敲除Osterix都会

引起牙骨质形成的减少及Dmpl表达的减少。这些

结果进一步说明Osterix在牙齿形成过程中起着重

要的作用_⋯。

3 Osterix对人类中骨骼的发育影响的研究

Osterix作为一个典型的成骨细胞marker基因。

对骨骼发育必不可少，同时它还是一个合成代谢分

子，因此利用Osterix来修复骨折及骨创伤无疑是一

个不错的选择。在骨折愈合中骨修复是一个非常复

杂的过程，它涉及到多种分子的时空表达及这些分

子在新骨形成过程中的相互作用，而现在通过这些

分子对骨再生进行基因治疗已经开始被关注’3⋯。

关于骨创伤到骨愈合调控的研究已经证明：Osterix

在骨折处再生的骨细胞中是高表达的。将表达
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Osterix的BMsc移植到手术切开的大鼠头骨处发

现：比较移植了单纯的BMsc的手术切开的大鼠头

骨，表达Osterix的BMsc可以加快大鼠头骨的愈合，

同时也引起了一些骨骼发育特异性基因的表达‘31[。

通过加速移植的骨整合，表达0sterix的BMSc移植

到裸鼠中也可以引起骨骼形成‘”’”J。Kaback’20。等

的研究表明：在骨折的小鼠中，骨折处的愈伤组织和

软骨在骨折后的第7天开始形成，持续到第10天并

伴随着Sox9的mRNA水平的增加，但是0sterix只

在愈伤组织的非层板骨的成骨细胞中表达，而在骨

密质、过度肥大的软骨细胞及血管中并没有表达。

骨折后14天，Osterix主要在围绕在愈合处的成骨细

胞中表达，sox9的表达开始减少，这个时候愈伤组

织处的软骨重塑为硬骨⋯⋯。
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图l 0sx／0sterix在成骨细胞分化中是不可或缺的怕。间充质细胞经过沉积后一部分分化为成骨细胞的前体，在

RuNx2的作用下分化为成骨细胞，而0sTERIx在成骨细胞的成熟及再分化过程中起到了重要的作用，另一部分

沉积的间充质细胞分化为软骨细胞，在S0x9的作用下分化为软骨

Fig．1 0sx／0sterix is indispensable in the osteoblast difkren“ation of ectomesenchymal cells after deposi“on∽1 part of

the diⅡbrentiation of osteoblast precursors，under the action of RUNX2 diff色rentiate into osteoblasts，and 0sterix again in

osteoblast maturation and differentiation and played an important mle in the process of ectomesenchymal cells of another

part of the sedimentary diff-erentiation into cartilage cells，under the action of SOX9 difkrentiate into cartilage

为了研究在正常的骨形成及骨愈合过程中初始

骨化位点上成骨细胞前体迁移的机制，将含有

Osterix—CreERt和Coll a1．ERt的两种转基因小鼠系

与含有Rosa26R—Lacz reporter的小鼠杂交，得到了

可以追踪成骨细胞迁移的转基因小鼠"41 351。通过

注射四羟基三苯氧胺到这些转基因小鼠中，激活了

Cre重组酶的表达，随后引起了Lacz的表达一“。在

这个研究中，作者报道了两种存在于软骨膜上的成

骨细胞系：一种表达0sterix的成骨细胞前体，另一

种表达Coll a1的分化了的成骨细胞。实验结果表

明：表达的Osterix／Lacz的成骨细胞前体很少存在

于皮质中，在骨小梁里存在很多，而表达Coll a1／

Lacz的细胞在皮质中存在很多且用于皮质骨的形

成，在骨小梁中却很少。同时研究还发现：成骨细胞

前体是跟血管一起进入初级骨化中心的，而这是因

为Osterix表达的前体成骨细胞跟血管的内皮细胞

是密切相关的。为了更好的研究Osterix在骨折后

愈合中的功能及机制，Osterix—Cre：GFP转基因小鼠

被构建，发现表达Osterix．GFP的细胞主要存在于皮

质骨的薄骨膜层，在骨折后，这些细胞和血管一同定

位到了愈合区域的骨愈伤组织处，可以作为一种新

型的治疗骨折的药物一6 J。

4 oSTERIx的突变与人类骨骼疾病的关系

通过运用GwAS，SNP和linkage m印ping等用

来鉴定跟人类疾病相关基因的方法进行基因分析发

现，骨质疏松症和成骨不全症这两种骨骼异常的疾

病都跟一些诱导基因的突变相关，例如I型胶原蛋

白相关基因的突变导致了低骨量和低骨密度的表

型，这使动物容易遭受多种骨折。L印unzina∞叫等在

一名患有成骨不全症的埃及小孩上鉴定了Osterix

的纯合突变体，该突变体是由于一个单核苷酸发生

缺失(1052delA)，造成了移码突变从而导致Osterix

锌指结构的缺失。成骨不全症患者表现为重复骨

折、轻微的骨质疏松及延迟出牙等症状(图2A，B，

c)。该病人可能是由于Osterix的缺失改变了

Osterix的下游基因主要是骨发育相关的基因的表达

如typel collagen。全基因组关联研究进一步揭示了

一系列跟骨密度及骨质疏松症相关的基因。在几个

GwAS推断的位点上发现：Osterix是唯一一个在骨

密度增大的女性儿童期肥胖症中表达并含有遗传变

异的位点，在0sterix基因区域中用SNPs的方法进

万方数据
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一步发现：关于Osterix在成年腰椎和骨密度的遗传

变异位点有极大的关联性一8’39一。这些遗传学、临床

医学及流行病学的研究表明了Osterix对于成年整

体骨骼的健康具有极大的意义，这也说明无论是研

究骨骼异常的病人还是研究Osterix突变与骨骼疾

病的关系，构建Osterix突变体的动物模型都是十分

必要的。
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传的突变体十分必要。由于在小鼠中Osterix的突

变会导致小鼠出生后死亡，因此在小鼠中大多关于

Osterix的研究运用的方法都是条件性敲除或者运用

细胞实验进行研究。然而细胞实验属于体外实验，

跟体内的实际情况还是有很大的差别，而条件性敲

除也只是研究了其在成年小鼠中的功能，关于其在

整个发育过程的研究无法企及，因此运用小鼠来研

究Osterix存在一定的局限性，所以关于治疗骨骼疾

病存在着诸多不便。因此相关突变体的构建，以及

围绕Oslerix的相关的研究深入的进展，可以让我们

更加清楚地了解到Osterix基因对成骨代谢的作用

及影响机制。

[2]

图2 一名8岁的埃及小男孩由于0STERIx突变导

致了成骨不全症‘37] [3]

A．该男孩的临床表现为长骨和胫骨的弯曲(图上方是

长骨，图下方是胫骨)B．右上肢的x射线成像右上肢

的下端弯曲，其肱骨、桡骨及尺骨表现为畸形及不规

则，骨密度降低，小箭头所示为肱骨的l／3处有骨折

后愈合的痕迹及桡骨和尺骨横向骨折的现象，长箭头

所示为桡骨末端骨生长的横截线C．右下肢的x射线

成像胫腓骨向前弯曲，箭头所示处为胫骨的2／3处有

横向骨折的现象

Fig．2 An eight—yea卜old boy in Egypt with 0STERIX

mutation causing osteogenesisimped’ecta【”]

A．The clinical manifestations of the boy is long bone and

tibial bending (below the figure above is long bone，

figure is shin)B．right upper limb X—ray imaging right

bottom bend of the upper extremity，the humerus，radius

and ulna show the deformity and irregular， bone mineral

density is reduced，small arrow as shown in the third part

of the humerus with traces of f}acture healing and the

phenomenon of radius and ulna Cransverse f}acture，

indicated by the arrows of long radius bone growth at the

end of the transverse line C． right lower limb X—ray

imaging of tibiofibula bend forward，indicated by the

arrows fbr two—thirds of the“bia in A transverse fiacnJre

ohenomenon

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[12]

[13]

现在反向遗传学的方法日新月异，如zFN[40]、
[14]

TALEN‘41|、CRISPR／cas9㈨等对于研究和治疗这些

骨骼疾病，构建一个Osterix完全突变并能够稳定遗
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