
　
医用生物力学　 第 ３４ 卷　 第 ２ 期　 ２０１９ 年 ４ 月

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃｓ， Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ．２， Ａｐｒ． ２０１９

收稿日期：２０１８⁃０５⁃１４； 修回日期：２０１８⁃０７⁃０１
基金项目：国家自然科学基金项目（８１１０１３６０），上海市科委自然基金项目（１６ＺＲ１４２２０００），教育部归国留学人员启动基金（２０１３４７０１），上海交

通大学医工交叉基金（ＹＧ２０１５ＭＳ６７）
通信作者：高艳虹，教授，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｇａｏｙａｎｈｏｎｇ＠ ｘｉｎｈｕａｍｅｄ．ｃｏｍ．ｃｎ

文章编号：１００４⁃７２２０（２０１９）０２⁃０２００⁃０７

骨化三醇通过 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 促进 ＢＭＰ９ 诱导的
间充质干细胞成骨分化作用

陈晓婷，　 姜天缘，　 夏　 超，　 胡　 燕，　 周　 妍，　 高艳虹
（上海交通大学医学院附属新华医院 老年医学科， 上海 ２０００９２）

摘要：目的　 研究骨化三醇（ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ）对骨形态发生蛋白 ９（ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ９，ＢＭＰ９）诱导的间充质干细

胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）成骨分化作用的影响。 方法 　 实验分为 ４ 组：对照组、ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 组、ＢＭＰ９ 组、
ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ联合 ＢＭＰ９ 组。 通过 ＰＮＰＰ 法检测各组碱性磷酸酶（ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ） 活性；通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ方法检测成骨分化标记物骨钙蛋白（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣＮ）和骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）表达变化，同时

检测 ＡＫＴ 和 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 磷酸化水平以及和 ＡＬＰ 活性水平；茜素红染色检测矿化结节形成。 此外，用原子力显微镜测

试 ＭＳＣｓ 成骨分化过程中细胞形态及细胞弹性模量改变。 结果　 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 单独作用对 ＭＳＣｓ 成骨分化过程无明显

作用，但是 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 可以增强 ＢＭＰ９ 诱导 ＭＳＣｓ 的 ＡＬＰ、ＯＣＮ、ＯＰＮ 表达和矿化结节形成。 同时，ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 和 ＢＭＰ９
作用均不影响细胞弹性模量数值。 ＢＭＰ９ 和 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 联合作用可以增强 ＡＫＴ 和 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 磷酸化水平，而 ＰＩ３Ｋ 抑

制剂应用以后可以抑制这种磷酸化变化，并抑制联合作用后的 ＡＬＰ 活性。 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 作用以后不影响 ＢＭＰ９ 诱导的

ＢＭＰ ／ Ｓｍａｄ 信号通路。 结论　 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路从而协同 ＢＭＰ９ 促进 ＭＳＣｓ 成骨分化。 研究

不同调控因子对 ＭＳＣｓ 成骨分化的作用及机制对于骨质疏松等疾病的治疗和骨组织工程的发展有一定意义。
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ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｎｏｄｕｌｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＢＭＰ９． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｎｅｉｔｈｅｒ ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ ｎｏｒ ＢＭＰ９ ｃｏｕｌｄ ａｆｆｅｃｔ ｅｌａｓｔｉｃ ｍｏｄｕｌｕｓ ｏｆ
ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＢＭＰ９ ａｎｄ ｃａｌｃｉｔｏｌ ｃｏｕｌｄ ｅｎｈａｎｃｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＫＴ ａｎｄ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｗｈｉｃｈ
ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｒ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ． Ｔｈｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ＰＩ３Ｋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＫＴ ａｎｄ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ＢＭＰ９＋ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ ｄｉｄ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ＢＭＰ ／ Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａ⁃
ｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＢＭＰ９． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ ｓｙｎｅｒｇｉｅｓ ｗｉｔｈ ＢＭＰ９ ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ＭＳＣｓ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ． Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ａｂｏｕｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＳＣｓ ｉｓ ｏｆ ｇｒｅａｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅ⁃
ｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ； ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ； ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ

　 　 骨形态发生蛋白（ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＢＭＰｓ）是一类具有良好的成骨分化诱导能力的生长

因子。 ＢＭＰｓ 属于转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ β， ＴＧＦ⁃β） 家族，许多研究已证明， ＢＭＰ２、
ＢＭＰ４、ＢＭＰ６、ＢＭＰ７ 和 ＢＭＰ９ 具有促进成骨分化的

作用［１］。 另外，ＢＭＰｓ 在骨组织工程中已被广泛应

用于治疗各种骨代谢相关疾病。 ＢＭＰ９ 在 ＢＭＰｓ 中

具有 最 强 的 诱 导 成 骨 分 化 作 用， 它 作 用 于

Ｃ３Ｈ１０Ｔ１ ／ ２ 细胞和 Ｃ２Ｃ１２ 细胞后能更快、更强地诱

导矿化结节形成和碱性磷酸酶（ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａ⁃
ｔａｓｅ，ＡＬＰ）等成骨分化标记物表达［２⁃３］。 此外，ＢＭＰ９
促进成骨分化的作用不能完全被 ＢＭＰ 经典抑制剂

ｎｏｇｇｉｎ 抑制，表明 ＢＭＰ９ 不仅是通过调控 ＢＭＰ ／
Ｓｍａｄ 信号通路，还能通过调控其他信号通路来促进

间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）成骨

分化［３］。 也有研究发现，一些因子（激素、生长因

子、细胞因子）和信号通路能够促进 ＢＭＰ 诱导的成

骨作用。 维生素 Ｄ（ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ，ＶｉｔＤ）是一种类固醇

激素，参与体内钙磷调节，从而有助于维持骨密度、
预防骨质疏松症。 ＶｉｔＤ 的生物活性代谢产物———
骨化三醇（ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ）同 ＶｉｔＤ 一样，也能结合并激活

ＶｉｔＤ 受体（ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＶＤＲ）。 研究表明，
ＶｉｔＤ 可调节多种来源的细胞内成骨分化标记物的

表达，从而促进成骨细胞介导的骨形成功能，然而

ＶｉｔＤ 对干细胞成骨分化无显著促进作用。 另外，
ＶｉｔＤ 与 ＢＭＰ 信 号 通 路 之 间 可 能 存 在 交 互 作

用［４⁃５］ 。 Ｓｏｎｇ 等［６］研究表明，ＢＭＰ２ 和维生素 Ｄ 协

同作用可以上调脂肪间充质干细胞（ ａｄｉｐｏｓｅ⁃ｄｅ⁃
ｒｉｖｅｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＡＤＳＣｓ）内 ＡＬＰ 和骨钙素（ ｏｓｔｅｏ⁃
ｃａｌｃｉｎ，ＯＣＮ）表达，但是尚未进一步研究其机制，
故 ＢＭＰ ９ 和维生素 Ｄ 之间的相互作用及机制值得

进一步研究。 本文采用 ＢＭＰ９ 和 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 单独或

者同时作用于 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１ ／ ２ 细胞，并检测 ＡＬＰ、
ＯＣＮ、骨桥蛋白（ ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）等成骨分化标

记物表达和矿化结节形成，以初步探索 ＢＭＰ９ 和

ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 之间的相互作用，并进一步研究两者之间

可能存在的分子机制。

１　 材料与方法

１ １　 细胞株

小鼠胚胎来源的间充质干细胞 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１ ／ ２ 细

胞株，购自上海生命科学院。
１ ２　 实验试剂

１ ２ １ 　 试 剂 　 Ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ （ Ｓｉｇｍａ 公 司， 美 国 ）、
ＡｄＢＭＰ９（重庆医科大学，重庆）、ＡｄＧＦＰ（重庆医科

大学，重庆）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ） （Ｓｉｇｍａ 公司，美
国）、ＡＬＰ 活性检测试剂盒 （碧云天公司，上海）、
ＢＣＡ 试剂盒 （碧云天公司，上海）、ＡＬＰ 染色剂盒

（碧云天公司，上海）、逆转录试剂盒 （Ｔａｋａｒａ 公司，
日本）、茜素红（Ｓｉｇｍａ 公司，美国）、Ｐｒｅｍｉｘ ＥｘＴａｑ 试

剂盒 （Ｔａｋａｒａ 公司，日本）、琼脂糖（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，
美国）、ＬＹ２９４００２（Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司，美国）、戊二醛（Ｓｉｇ⁃
ｍａ 公司，美国）、ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ 抗体 （ ａｂ９１６５５，Ａｂｃａｍ
公司， 英国）、ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ 抗体（ ｓｃ３００４５， Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司， 美 国 ）、 ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＡＫＴ Ｓｅｒ４７３
（ｓｃ１３５６５１， Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司， 美国）、
ＡＫＴ （ ｓｃ８３１２， Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司， 美

国）、ＧＡＰＤＨ （ｓｃ４７７２４， Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公

司， 美国）、ｐｈｏｓｐｈｏ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ Ｓｅｒ５５２（９ ５６６ ｓ， Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司， 美国）、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ （ ＃８ ４８０ ｓ， Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司， 美国）、ＥＣＬ 发光液（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司，
美国）。

１０２

陈晓婷，等． 骨化三醇通过 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 促进 ＢＭＰ９ 诱导的间充质干细胞成骨分化作用

ＣＨＥＮ Ｘｉａｏｔｉｎｇ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ Ｐｒｏｍｏｔｅｓ ＢＭＰ９ Ｉｎｄｕｃｅｄ Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ Ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ
Ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｐａｔｈｗａｙ



１ ２ ２　 Ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 溶液配制 　 ５ ｍｇ ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 溶解于

１ ２ ｍＬ ＤＭＳＯ 中配制成 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 储存液，避光储

存于－８０ ℃。
１ ３　 实验仪器

细胞培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ 公司，美国）、安全柜（上
净公司，上海）、酶标（Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ 公司，美国）、倒置相

差显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司，日本）、化学发光仪（Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司，美国）、电泳仪和转膜仪（天能公司，上
海）、ＰＣＲ 逆转录仪（ＡＢＩ 公司，美国）、原子力显微

镜（Ｔｈｅｒｍｏｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｓ 公司，美国）
１ ４　 ＰＣＲ 引物

ＲＴ⁃ＰＣＴ 分析中的引物序列如表 １ 所示。

表 １　 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂ．１　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＰＣＲ

名称 正义链（５’－３’） 反义链（５’－３’）
ＯＰＮ ＧＣＴＴＧＧＣＴＴＡＴＧＧＡＣＴＧＡＧＧ ＧＧＣＴＴＴＧＧＡＡＣＴＴＧＣＴＴＧＡＣ
ＯＣＮ ＣＴＣＴＧＴＣＴＣＴＣＴＧＡＣＣＴＣＡＣＡＧ ＧＧＡＧＣＴＧＣＴＧＴＧＡＣＡＴＣＣＡＴＡＣ

ＧＡＰＤＨ ＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧ ＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧ

１ ５　 实验方法

１ ５ １　 实验分组　 在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下，采用

细胞完全培养基（含有 ４５％ 高糖 ＤＭＥＭ 和 ５％ 胎牛

血清）培养 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１ ／ ２ 细胞，当显微镜下观察细胞

汇合度达到 ８０％ 时进行传代。 然后分组如下：① 对

照组，ＡｄＧＦＰ ＋ＤＭＳＯ 处理；② ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 组，不同浓

度 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 处理（１０００、１００、１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ＡｄＧＦＰ；
③ ＢＭＰ９ 组，ＡｄＢＭＰ９ ＋ＤＭＳＯ 处理；④ ＢＭＰ９＋ｃａｌ⁃
ｃｉｔｒｉｏｌ 组， ＡｄＢＭＰ９ 和不同浓度的 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 同时

处理。
１ ５ ２　 ＡＬＰ 活性定量检测及染色 　 ＡＬＰ 活性测

定：按照实验分组对细胞分别处理 ７ ｄ 后，用 ＡＬＰ
活性检测试剂盒进行测定，所得结果用 ＢＣＡ 试剂盒

测定的细胞总蛋白水平标化。 ＡＬＰ 染色：细胞被处

理 ７ ｄ 后经 ４％ 多聚甲醛固定并用 ＰＢＳ 冲洗后，按
照 ＡＬＰ 染色剂盒说明配制 ＢＣＩＰ ／ ＮＢＴ 染色工作液

进行显色。
１ ５ ３　 矿化结节染色 　 细胞按照分组进行处理，
于 ６ 孔板中培养 ２１ ｄ 后，用 ４％ 多聚甲醛固定并用

ＰＢＳ 进行冲洗，继而用 ２％ 茜素红染液在 ３７ ℃孵育

１ ｈ。 之后弃去染液，ＰＢＳ 冲洗干净，并显微镜下观

察红色钙化结节。 用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件定量

分析。

１ ５ ４　 ＲＮＡ 提取及 ＲＴ⁃ＰＣＲ 测定　 细胞按照分组

进行处理 ７ ｄ 后，按照说明进行 ＲＮＡ 抽提和逆转

录。 之后按照 Ｐｒｅｍｉｘ ＥｘＴａｑ 试剂盒说明进行 ＰＲ⁃
ＰＣＲ 反应，反应条件如下：９５ ℃ ×５ ｍｉｎ；后续 ２０ 个

循环（９８ ℃×１０ ｓ，６２ ℃ ×３０ ｓ，７２ ℃ ×６０ ｓ）；４ ℃保

存。 将扩增得到的产物进行琼脂糖凝胶电泳：每孔

５ μＬ，使用 １×ＴＢＥ 电泳液进行电泳，电压３００ Ｖ，电
泳 ３０ ｍｉｎ。
１ ５ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测　 细胞培养于 ６ 孔板，
在按照分组处理 ７２ ｈ 后，每孔加入 ＲＩＰＡ ２００ μＬ 裂

解细胞，并进行总蛋白提取。 经煮沸变性后，进行

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳并转膜。 封

闭之后，用相应的 １ 抗 ４ ℃孵育过夜，之后二抗室温

孵育 １ ｈ 并进行显色。
１ ５ ６　 样品制备及原子力显微镜成像　 细胞培养

于 ６ 孔板，在按照分组处理 ７２ ｈ 后，将各组细胞消

化后滴于干净的载玻片上，使其自然铺展平。 继

而，用 ２ ５％ 戊二醛固定 ２ ｈ。 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次后，室温

自然干燥。 将制备好的样品置于原子力显微镜扫

描台上、扫描样品区域并测定细胞弹性模量。
１ ５ ６　 统计学分析 　 上述实验均重复 ３ 次，并用

ＳＰＳＳ ２３ 软件分析所得实验数据。 数据结果均以均

数±标准差表示。 采用单因素方差分析对各组数据

进行比较，Ｐ＜０ ０５ 表示差异具有统计学意义。

２　 结果

２ １ 　 不同浓度 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 处理对 ＢＭＰ ９ 诱导的

ＡＬＰ 活性和染色的影响

用 ＡｄＧＦＰ 或 ＡｄＢＭＰ９ 感染 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１ ／ ２ 细胞

２４ ｈ 后，荧光显微镜观察到 ＡｄＧＦＰ 和 ＡｄＢＭＰ９ 具

有良好的感染能力［见图 １（ａ）］。 在作用 ７ ｄ 后，单
用 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 对 ＡＬＰ 活性无明显影响，但 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ
的 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 对 ＢＭＰ９ 诱导的 ＡＬＰ 活性有明显的促

进作用， 而 １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 和 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 对

ＢＭＰ９ 诱导的 ＡＬＰ 的影响较小［见图 １（ｂ）］。 ＡＬＰ
染色如图 １（ｃ）所示，１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 能够加深

ＢＭＰ９ 诱导的 ＡＬＰ 染色，与 ＡＬＰ 活性结果一致。
２ ２　 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 对 ＢＭＰ９ 诱导的成骨分化标记物

ＯＣＮ 和 ＯＰＮ 的影响

Ｃ３Ｈ１０Ｔ１ ／ ２ 细胞经 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ、 ＢＭＰ９、 ＢＭＰ９ ＋
ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 处理 ７ ｄ 后，用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

２０２
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图 １　 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 对 ＢＭＰ ９ 诱导的 ＡＬＰ 活性和染色的影响（∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１）
Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ ｏｎ ＢＭＰ９ ｉｎｄｕｃｅｄ ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ　 （ａ） Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ３Ｈ１０Ｔ１ ／ ２ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ＡｄＢＭＰ９ ａｎｄ ＡｄＧＦＰ，

（ｂ） Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ， （ｃ） Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＬＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ 方法分析 ＯＣＮ 和 ＯＰＮ 的表达量变化情

况。 各组 ＯＰＮ 和 ＯＰＮ ｍＲＮＡ 的表达均有变化，其
中 ＢＭＰ９ 组和 ＢＭＰ９＋ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 组表达明显较高；
而 ＢＭＰ９ ＋ ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 组比单独 ＢＭＰ９ 组更高 （以

ＧＡＰＤＨ作为参考）。 各组灰度值比较结果表明，
与 ＢＭＰ ９ 组相比，１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 处理的 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 可
增强　 　

ＢＭＰ９ 诱导的 ＯＣＮ 和 ＯＰＮ 表达，而 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 单独

作用对 ＯＣＮ 和 ＯＰＮ ｍＲＮＡ 表达量无显著作用（与
对照组相比）。 处理 ９ ｄ 后，提取细胞总蛋白，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＯＣＮ 和 ＯＰＮ 蛋白水平变化，
ＢＭＰ９＋ ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 组 表 达 明 显 高 于 ＢＭＰ９ 组， 与

ｍＲＮＡ变化相似（见图 ２）。

图 ２　 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 对 ＢＭＰ ９ 诱导的 ＯＰＮ 和 ＯＣＮ 表达的影响 （∗∗Ｐ＜０ ０１）
Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ ｏｎ ＢＭＰ９ ｉｎｄｕｃｅｄ ＯＰＮ ａｎｄ ＯＣＮ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　 （ａ） Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＯＰＮ ａｎｄ ＯＣＮ ｒｎＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， （ｂ） Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｑｕａｎｔｉ⁃

ｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＮ ａｎｄ ＯＣＮ， （ｃ） Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＯＰＮ ａｎｄ ＯＣＮ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

２ ３　 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 对 ＢＭＰ９ 诱导的矿化结节形成的

影响

矿化结节形成是 ＭＳＣ 体外成骨分化的重要表

现，矿化过程有多种成骨分化标记物参与，如Ⅰ型

胶原、ＯＰＮ 和 ＯＰＮ。 对细胞处理 ２１ ｄ 后，ＢＭＰ９ 组

和 ＢＭＰ９＋ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 组可观察到明显的红色矿化结

节形成，两组矿化率明显高于单纯 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 组和对

照组；而且，与单独 ＢＭＰ９ 处理组相比， ＢＭＰ９ ＋
ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ组在显微镜下可见更多的矿化结节形成

（５０×）。 定量分析结果表明，虽然 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 单独作

用并不能明显促进 ＭＳＣｓ 矿化结节的形成，但是

１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ的 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 能增强 ＢＭＰ９ 促进 ＭＳＣｓ 形

成矿化结节的能力（见图 ３）。

３０２

陈晓婷，等． 骨化三醇通过 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 促进 ＢＭＰ９ 诱导的间充质干细胞成骨分化作用
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图 ３　 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 对 ＢＭＰ ９ 诱导的矿化结节形成的影响 （∗Ｐ＜０ ０５）
Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｎｏｄｕｌｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＢＭＰ９　 （ ａ） Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｎｏｄｕｌｅｓ ｂｙ ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ

ｓｔａｉｎｉｎｇ， （ｂ） Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｎｏｄｕｌｅｓ

２ ４　 原子力显微镜测定细胞形貌和弹性模量

ＢＭＰ９ 组和 ＢＭＰ９＋ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 组细胞膜表面稍粗

糙；ＢＭＰ９＋ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 组细胞体积稍增大，其他 ３ 组之

间细胞体积改变不明显［见图 ４（ａ）］。 弹性模量能够

　 　

体现物质的力学性能、反应物质的硬度。 在 ＢＭＰ９ 单

独或者与 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 联合作用后，ＭＳＣｓ 弹性模量并未

发生明显变化，提示在成骨分化过程中，ＭＳＣｓ 的形变

能力和细胞膜硬度并未发生改变［见图 ４（ｂ）］。

图 ４　 各组细胞形貌结构及弹性模量改变

Ｆｉｇ．４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｅｌａｓｔｉｃ ｍｏｄｕｌｕｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ　 （ａ） Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｍａｇｅｓ， （ｂ） Ｅｌａｓｔｉｃ ｍｏｄｕｌｕｓ

２ ５ 　 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路激活介导 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 增强

ＢＭＰ９ 诱导的成骨分化作用

Ｃ３Ｈ１０Ｔ１ ／ ２ 细胞处理 ７２ ｈ 后，与 ＢＭＰ ９ 组相

比，ＢＭＰ９＋ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 组 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ Ｓｅｒ５５２ 位点磷酸化

和 ＡＫＴ Ｓｅｒ ４７３ 位点磷酸化显著增强，４ 组总蛋白水

平基本一致 ［见图 ４ （ ａ）］。 采用用 ＰＩ３Ｋ 抑制剂

ＬＹ２９４００２ 预 处 理 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１ ／ ２ 细 胞， ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＬＹ２９４００２ 抑制了 ＡＫＴ 和 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的磷酸化。 同

时，ＬＹ２９４００２ 也能抑制 ＢＭＰ９ 和 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 共同作用

后诱导的 ＡＬＰ 活性增强［见图 ５（ａ）、（ｂ）］。 然而，
在 ＢＭＰ９ 组和 ＢＭＰ９ ＋ ｃａｌｃｉｔｒｉｏ 组之间转录因子

Ｓｍａｄ１ ／ ５ ／ ８ 磷酸化水平没有明显变化 ［ 见图 ５
（ｄ）］。 结果表明，ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 可能通过 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通

路增强 ＢＭＰ９ 诱导成骨，而不是通过激活 ＢＭＰ ／

Ｓｍａｄ 信号通路。

３　 讨论与结论

尽管 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 或 ＢＭＰ９ 单独作用在体外、内被

广泛研究，但仍不确定 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 和 ＢＭＰ９ 是否在

ＭＳＣｓ 成骨分化过程中有相互作用以及可能的机

制。 本研究的结果将有助于拓展对成骨分化的调

控和 ＶｉｔＤ 与 ＢＭＰ 信号通路之间的相互作用的

理解。
细胞分化阶段和物种是影响 ＶｉｔＤ 作用的两个

重要因素［７］。 总体而言，ＶｉｔＤ 能促进成骨细胞形成

矿化结节和 ＡＬＰ 阳性基质囊泡 （ＡＬＰ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍａ⁃
ｔｒｉｘ ｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＭＶｓ）的作用［１０］。 此外，许多研究表明，
ＶｉｔＤ 对人和大鼠来源的成骨细胞分化和矿化过程

４０２
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图 ５　 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路在 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 和 ＢＭＰ９ 同时刺激后诱导的成骨分化中的作用

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ ａｎｄ ＢＭＰ９ ｃｏｔｒｅａｔｍｅｎｔ　 （ａ） Ｃｈａｎｇｅｓ
ｏｆ ＡＫＴ ａｎｄ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ， （ ｂ） Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＹ２９４００２ ｏｎ ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ， （ ｃ） Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＹ２９４００２ ｏｎ Ａｋｔ ａｎｄ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ，
（ｄ） Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｓｍａｄ１ ／ ５ ／ ８

有积极作用，而对小鼠来源的细胞呈现抑制作用或

无作用［８⁃９］。 因此，有研究者认为，ＶｉｔＤ 调控人和小

鼠来源的细胞内成骨分化相关基因表达的机制不

同。 另外，值得注意的是，虽然 ＶｉｔＤ 单独作用于小

鼠来源的成骨细胞时没有明显的作用，但是 ＶｉｔＤ 与

Ｗｎｔ 或 ＢＭＰ２ 联合应用时可促进 Ｗｎｔ 和 ＢＭＰ２ 诱导

的 ＡＬＰ 活性［１０］。 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 通过激活 ＶＤＲ 发挥重要

作用。 研究表明，包括维甲酸、雌激素、维生素 Ｄ 和

糖皮质激素在内的一些核受体的配体发挥的基因

组和非基因组作用在多种生物过程中都能与 ＢＭＰ
信号通路相互作用［１１⁃１２］。 本文研究结果与上述研

究结果基本一致，即单用 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 对 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１ ／ ２ 细

胞没有显著作用，但是 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 能增强 ＢＭＰ９ 促进

ＭＳＣｓ 成骨分化的作用。 此外，本文发现，ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ
在 １０～ １ ０００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 之间能增强 ＢＭＰ９ 促进 ＭＳＣｓ
早期成骨分化，且 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 作用最

强。 近年研究表明，细胞骨架、细胞膜表面纳米结

构的改变与细胞的活化程度、黏着能力、形变能力

和迁移能力密切相关［１３］。 成骨细胞主要来源于

ＭＳＣｓ，是骨组织内感受外力刺激的主要细胞之

一［１４］。 其中，成骨细胞的形变能力对细胞感受体内

外应力刺激至关重要［１５］。 原子力显微镜分辨率高、
对细胞影响小等特性可以用于观察细胞膜结构变

化和测量弹性模量，以明确细胞形态和硬度或者形

变能力变化。 孙嘉伦［１６］ 通过测量成骨细胞弹性模

量发现，外力刺激可以改变细胞骨架向力刺激方向

铺展，并增加细胞弹性模量数值。 本研究结果表

明，ＭＳＣｓ 在成骨分化过程中，细胞弹性模量并未发

生改变，提示 ＭＳＣｓ 自身的形变能力和细胞膜硬度

在成骨分化过程中并未发生改变，但对应力刺激的

反应变化尚有待进一步研究。
为探讨 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 与 ＢＭＰ 信号通路在 １０ ～

１ ０００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ之间的作用机制，本文分析了 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ
和 ＢＭＰ９ 协同作用在成骨分化调控中的机制。 结果

表明，ＢＭＰ９ 与 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 同时作用后，明显增强 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 磷酸化。 转录因子 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 是经典 Ｗｎｔ 信
号通路中的关键分子，β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 可与 ＢＭＰ２ 启动子

结合从而调控其表达［１７］。 另外，Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信

号通路在调节 ＢＭＰ９ 介导的 ＭＳＣｓ 成骨分化过程中

也有重要促进作用，沉默 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 抑制 ＢＭＰ９ 介导

的异位骨形成作用［１１］。 最近，有报道表明，１α，２５⁃
二羟维生素 Ｄ３ 可以激活通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路

促进转录因子 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 核转位［１１，１８］。 在多种细胞

类型中，ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号级联反应对 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 活性

有着积极的调节作用［１９］。 柚皮素通过激活 ＡＫＴ［２０］

促进 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的表达，增强 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ Ｓｅｒ ５５２ 位点

的磷酸化水平。 因此，进一步检测了 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 和

ＢＭＰ９ 处理细胞的 ＡＫＴ 活性。 结果发现，ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ
和 ＢＭＰ９ 联合作用能增强 ＡＫＴ 磷酸化水平。 同时，
ＰＩ３Ｋ 抑制剂还能降低 ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ 和 ＢＭＰ９ 诱导的

ＡＫＴ 磷酸化和 ＡＬＰ 活性。
除了对 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的影响外，ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通

路还被报道可以激活 ＢＭＰ ／ Ｓｍａｄ 信号通路，进一步

促进 ＡＬＰ、ＯＣＮ 等成骨相关基因表达［２１］。 然而，本
研究发现，Ｓｍａｄ １ ／ ５ ／ ８ 的磷酸化水平和总蛋白表达

水平均未明显改变，这可能和不同的细胞、分化阶

段和处理方式等有关。
综上所述，ｃａｌｃｉｔｒｉｏ 能促进 ＢＭＰ９ 诱导的 ＭＳＣｓ

５０２

陈晓婷，等． 骨化三醇通过 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 促进 ＢＭＰ９ 诱导的间充质干细胞成骨分化作用
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Ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｐａｔｈｗａｙ



成骨分化作用， 通过 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路促进

β⁃ｃａｔｅｎｉｎ磷酸化进而促进 ＭＳＣｓ 成骨分化是其机制

之一。
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