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骨形态发生蛋白１Ａ型受体介导的信号通路在成骨细胞终末分化中的调节作用
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　　［摘要］　目的　观察骨形态发生蛋白 １Ａ型受体（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ１Ａ，
ＢＭＰＲ１Ａ）介导的信号通路在成骨细胞终末分化中的调节作用。方法　使用ＬｏｘＰ／Ｃｒｅ系统，以３．２ｋｂ
Ⅰ型胶原蛋白为启动子，在小鼠成骨细胞中特异性敲除 ＢＭＰＲ１Ａ（不含 Ｃｒｅ的小鼠记为对照组），采用
ＶｏｎＫｏｓｓａ染色、细胞茜素红染色，扫描电镜观察成骨细胞矿化能力的改变；ＭＡＳＳＯＮ染色、天狼星红染
色观察成骨细胞胶原合成能力的变化；免疫组化染色、细胞周期检测初步探讨其成骨细胞终末分化阻滞

的可能机制。结果　ＢＭＰＲ１Ａ敲除小鼠与对照组小鼠相比：①矿化能力明显下降，且细胞间连接减少，
间隙变大；②胶原合成能力减弱，胶原排列不规则；③ＦＧＦ２３与 ＯＰＮ的表达升高，细胞周期的阻滞是成
骨细胞终末分化障碍可能的原因。结论　ＢＭＰＲ１Ａ在成骨细胞终末分化中起着至关重要的作用，敲除
后可导致小鼠骨矿化减弱，胶原合成能力下降。
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　　骨形态发生蛋白（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＢＭＰｓ）由Ｕｒｉｓｔ［１］发现并命名，被认为是在肌肉等软组
织中诱导异位骨化的因子。随后ＢＭＰｓ被证实也参与
机体的多种器官组织的发育和形成，在机体中的多种

细胞中发挥广泛的生物作用［２］。近年 ＢＭＰｓ的成骨功
能被广泛研究，证实其在骨骼肌肉系统许多部位的稳

定发育中起着关键作用。人类由于 ＡＣＶＲ１基因变异
导致骨形态发生蛋白１型受体（ＢＭＰＲ１／ａｌｋ２）持续激
活，可引起进行性骨化性纤维发育不良（ｆｉｂｒｏｄｙｓｐｌａｓｉａ
ｏｓｓｉｆｉｃａｎｓｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖａ，ＦＯＰ）表现为进展性、广泛的出生
后软组织的骨化，目前尚无有效的治疗手段［３］。动物

实验中，成骨细胞与软骨细胞是骨骼肌肉系统中最重

要的组成部分，参与并调控骨的生成和功能。ＢＭＰｓ
对骨形成、骨吸收、骨量、骨质量等的影响主要通过这

两种细胞来实现。骨发生蛋白 １Ａ型受体 ＢＭＰＲ１Ａ
（也叫做Ａｌｋ３、Ｂｒｋ１）与 ＢＭＰｓ和 ＢＭＰＲⅡ（骨形态发
生蛋白Ⅱ型受体，同属于转化生长因子β（ＴＧＦβ）家
族，含有保守丝氨酸／苏氨酸激酶结构域［４］，是骨形态

发生蛋白２、４（ＢＭＰ２、ＢＭＰ４）的强有力的受体，直接影
响ＢＭＰ２、ＢＭＰ４在通路中的作用。不管在成骨细胞中
以何种方式干预ＢＭＰ信号通路，均可或多或少达到增
加骨量的效果。但是，在骨量增加的同时，小鼠的骨质

量也需要探讨，理所当然地认为骨量增加的同时骨质

量也同样增加是不可行的，且骨质量是维持骨组织功

能的最根本的指标，骨质量稳定才能完成骨组织的职

能。分化成熟的成骨细胞合成并分泌胞外基质蛋白，

包括各种胶原和非胶原蛋白，形成类骨质，启动骨的形

成。成年机体的骨形成，受到严格的调控以维持骨的

稳态。成骨细胞数量和功能的异常，都会破坏骨稳

态［５－６］。本实验以骨形态发生蛋白１Ａ型受体基因位
点（ＢＭＰＲ１ＡＦＸ＋／＋）小鼠为观察对象，以３．２ｋｂｃｏｌ
ｌａｇｅｎ１Ｃｒｅ为启动子，得到在成骨细胞中特异性敲除
ＢＭＰＲ１Ａ的小鼠模型，以发育早期（１个月）为观察时
相点，分析ＢＭＰＲ１Ａ介导的通路对成骨细胞终末分化
的影响，以期为临床应用ＢＭＰ通路对骨质疏松等疾病
进行干预和治疗提供一定的理论研究基础。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　实验动物为ＢＭＰＲ１ＡＦＸ＋／＋基因型小鼠与３．２ｋｂ
ＣｒｅＥＲＴＭ小鼠，Ｍａｓｓｏｎ三色染色试剂盒（上海榕柏生物
技术有限公司），茜素红、硝酸银（上海生工公司），天

狼星红、地塞米松、抗坏血酸（美国 Ｓｉｇｍａ公司）、
ａＭＥＭ培养基、胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），ＯＰＮ单
克隆抗体、ＦＧＦ２３多克隆抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），

即用型ＳＡＢＣ免疫组化染色试剂盒（武汉博士德生物
工程有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　目的小鼠获得　　ＢＭＰＲ１ＡＦＸ＋／＋基因型小
鼠与３．２ｋｂＣｒｅＥＲＴＭ小鼠（种鼠，动物批准号：０５７９
００３６）均由美国德克萨斯州卫生科学中心 Ｂａｙｌｏｒ医学
院ＪｅｒｒｙＦｅｎｇ教授惠赠。种鼠交配后，获得基因型为
３．２ｋｂＣｒｅＥＲＴＭ。ＢＭＰＲ１ＡＦＸ＋／＋为目的小鼠，记为
ｃＫＯ小鼠；另取同窝出生未含Ｃｒｅ的ＢＭＰＲ１ＡＦＸ＋／＋
或ＢＭＰＲ１ＡＦＸ＋／基因型小鼠作为对照组，记为对照
小鼠。本实验过程中共选取生长发育良好的 ｃＫＯ小
鼠、对照组小鼠各１０只，其中雌、雄各５只。以上小鼠
均于第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物

中心饲养，饲养条件为 ＳＰＦ级，实验动物操作严格按
照第三军医大学实验动物管理委员会许可［执行标准

ＳＹＸＫ（军２００２０３２）］进行。
１．２．２　小鼠胫骨半脱钙组织切片钙化结节染色（Ｖｏｎ
Ｋｏｓｓａ染色）　　ＶｏｎＫｏｓｓａ矿化结节染色［７］主要用于

观察切片组织矿化情况。切片常规处理至水化后，每

张切片滴加 ２％的硝酸银溶液 １００μＬ，日光下 ２０～
３０ｍｉｎ至矿化骨组织颜色变黑；小心吸出硝酸银溶液
并按危险品处理，蒸馏水漂洗切片２ｍｉｎ×３次，５％硫
代硫酸钠中浸泡１０ｓ，蒸馏水漂洗１ｍｉｎ×３次。Ｖａｎ
Ｇｉｅｓｏｎ工作液浸泡５ｍｉｎ，并小心处理溶液。梯度酒精
脱水，二甲苯透明，最后中性树胶封片。镜下观察矿化

骨呈黑色，而非矿化骨呈粉红色。ＶａｎＧｉｅｓｏｎ工作液：１％
酸性品红（ＡｃｉｄＦｕｃｈｓｉｎ）２．５ｍＬ，苦味酸（溶液 Ｐｉｃｒｉｃ
Ａｃｉｄ）４７．５ｍＬ。
１．２．３　小鼠胫骨标本 Ｍａｓｓｏｎ染色　　使用 Ｍａｓｓｏｎ
三色法染色试剂盒，按说明书步骤进行操作［８］。

１．２．４　小鼠胫骨标本天狼星红染色　　切片常规脱
蜡水化后，浸入天狼星红饱和苦味酸液３０ｍｉｎ，无水乙
醇分化与脱水，二甲苯透明、中性树脂封片。Ⅰ型胶原
纤维：红色或黄色，排列紧密，具强双折光性。Ⅱ型胶
原纤维：多种色彩，疏松网状、弱双折光性。Ⅲ型胶原
纤维：绿色、细纤维、弱双折光性。天狼星红饱和苦味
酸液：０．５％天狼星红１０ｍＬ，苦味酸饱和水溶液９０ｍＬ。
１．２．５　细胞周期检测　　将培养的成骨细胞选出生
长状态良好的一批［８］，约８０％细胞汇合程度时，使用
胰酶将贴壁细胞消化，离心，ＰＢＳ洗涤２次后，７０％酒
精－２０℃固定过夜。隔日，取出固定好的细胞，ＰＢＳ
离心洗涤３次，加入ＰＩ染色液，室温染色３０ｍｉｎ，置入
流式细胞仪，检测细胞周期。

１．２．６　骨组织扫描电镜检测　　将常规固定好的小
鼠胫骨用砂纸打磨光滑，随后用金刚石悬浮液振荡抛

光，置于真空管中过夜，次日于骨组织表面上覆盖碳酸
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盐复合物，于电子显微镜下观察。

１．３　统计学分析
　　组织切片的各种染色完成后，于ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１倒
置显微镜下观察，利用其内置的彩色数码相机采集相

关图像。采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ
表示，组间差异比较采用独立样本 ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＢＭＰＲ１Ａ敲除小鼠骨矿化能力减弱
　　小鼠胫骨半脱钙组织切片的钙化结节染色（Ｖｏｎ
Ｋｏｓｓａ染色）可见，无论在松质骨还是皮质骨，ｃＫＯ小
鼠的矿化程度都明显降低（图 １）。扫描电镜观察显
示，ｃＫＯ小鼠的骨细胞之间失去了正常细胞间的连接
突触，无细胞与细胞间的紧密联系，骨皮质变薄且孔隙

增多，失去了相互之间致密的连接（图２）。
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图１　４周龄２组小鼠胫骨半脱钙组织切片钙化结节染色观察
（ＶｏｎＫｏｓｓａ染色 ×１００）
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图２　扫描电镜观察２组小鼠骨细胞及牙釉质成骨细胞形态与骨量

２．２　ＢＭＰＲ１Ａ敲除小鼠骨胶原合成能力减弱
　　Ｍａｓｓｏｎ染色发现，ｃＫＯ小鼠长骨的胶原成分含量
与对照组小鼠相比减弱明显（图３）。进一步通过天狼
星红染色偏振光显微镜观察到，ｃＫＯ小鼠的胶原含量
与对照组相比存在差异：ｃＫＯ小鼠长骨中所含胶原大
多为Ⅰ型胶原，Ⅲ型胶原含量很少，而对照组小鼠则是
Ⅰ型与Ⅲ型胶原混合构成，Ⅲ型胶原酶含量更多；而且
ｃＫＯ小鼠的胶原排列与对照组相比显得杂乱无章，失
去了正常的纵向规律的排列（图４）。
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图３　４周龄２组小鼠胫骨Ｍａｓｓｏｎ胶原染色观察　（×２００）
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图４　４周龄２组小鼠胫骨天狼星红偏振光染色观察　（×４００）

２．３　ＢＭＰＲ１Ａ敲除小鼠骨质量下降可能原因
　　免疫组织化学染色观察显示，ｃＫＯ小鼠骨组织中
ＯＰＮ（１６±３）和 ＦＧＦ２３（８±２）的表达较对照组小鼠
（６±１、３±１）均明显增强（Ｐ＜０．０１，图５）。对ｃＫＯ小
鼠成骨细胞的细胞周期检测发现，与对照组相比，ｃＫＯ
小鼠成骨细胞在细胞周期中，有更多的细胞停留在了
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Ｇ期，ｃＫＯ组为（２０±３）％、对照组为（６±１）％
（图６），这可能说明在 ｃＫＯ小鼠成骨细胞中，有更多
的细胞无法脱离 Ｇ期来完成细胞增殖进而成熟分化
执行骨形成的任务，而是停留在细胞周期中，继续进行

增殖，导致小鼠成骨细胞数量明显增加，而执行骨形成

的分化成熟的细胞减少，影响了成骨细胞的终末分化。
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图５　４周龄２组小鼠骨桥蛋白和成纤维生长因子２３免疫组化
染色观察　（×２００）
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Ａ：ｃＫＯ组；Ｂ：对照组
图６　４周龄小鼠分离培养成骨细胞细胞周期检测

３　讨论

　　骨质量一个综合性的指标，不能单方面取决于骨
量的多少，还与骨骼内部的成分属性及结构属性密切

相关。骨的矿化程度、结晶程度及胶原特性等很大程

度上决定了骨质量的强弱。成骨细胞是骨形成功能的

主要执行者，研究成骨细胞的功能调控对于深入认识

骨重建基本过程及骨代谢疾病的防治具有重要价

值［９］。本研究发现，ＢＭＰＲ１Ａ介导的ＢＭＰ对于维持成
骨细胞功能的完整性具有重要作用。ＢＭＰＲ１Ａ基因在
成骨细胞敲除后，会导致成骨细胞矿化减少、胶原合成

能力减弱、骨质量下降。

　　ＯＰＮ是成骨细胞分化成熟的重要调节因子，
ＦＧＦ２３则是机体调节磷代谢的重要蛋白，这两种因子

对骨矿化都有明显的抑制作用［１０］，在 ＢＭＰＲ１Ａ基因
敲除的成骨细胞中表达显著升高。成骨细胞矿化能力

的缺陷及骨基质成分的表达减少可能造成了小鼠骨质

量下降和骨机械性能的破坏。本研究对骨细胞的扫描

电镜检测也证实 ＢＭＰＲ１Ａ敲除小鼠的骨细胞突触减
少，与周围骨细胞的连接减弱，同时骨组织显得脆弱多

孔，有着明显的骨机械性能的缺失。本研究还发现

ＢＭＰＲ１Ａ基因敲除小鼠骨胶原合成能力减弱：胶原含
量方面，敲除鼠的胶原含量减少，且较多的是Ⅰ型胶
原，而对照组小鼠的胶原不仅有Ⅰ型胶原，还有较多的
Ⅲ型胶原成分；胶原排列方面，偏振光显微镜观测到
ＢＭＰＲ１Ａ敲除小鼠的胶原排列是紊乱的，没有纵向或
一致性的排列，而对照组排列整齐，可以提供良好的支

撑和稳定的结构。胶原组织在骨矿化的过程中起着十

分重要的作用，其可以诱导许多无机物质的簇集，同时

为无机晶体的聚合创造了足够的空间［９］，胶原含量的

减少、成分的变化、排列的紊乱，都会导致骨矿化能力

的降低，对骨的质量，骨的机械性能产生负面的影响。

　　ＢＭＰＲ１Ａ敲除小鼠的成骨细胞周期检测结果发
现，敲除鼠的成骨细胞 Ｇ２期明显增多，可能提示更多
成骨细胞阻滞在细胞的增殖期，无法脱出细胞周期进

行终末分化，进而影响了矿化和胶原合成功能，成骨细

胞规律性凋亡是骨形成与骨重塑中成骨细胞终末分化

的重要途径，敲除鼠的凋亡减弱，这也提示 ＢＭＰＲ１Ａ
影响了成骨细胞终末分化的机制和功能，细胞无法进

行正常的骨形成的途径，对小鼠骨质量的稳定维持和

骨机械性能的维持起着负性的作用。

　　目前国际上关于ＢＭＰ通路对骨质量的研究较少，
现有研究结果［１１－１３］并未达成统一的说法。Ｋａｍｉｙａ
等［１３－１４］报道在胚胎期（Ｅ１８．５）成骨细胞中敲除其
ＢＭＰ受体 ＢＭＰＲ１Ａ后，Ｅ１８．５小鼠颅骨矿化面积增
加，颅骨厚度增加，骨质变松结构不连续。这些结果显

示在长骨和扁骨中，ｃＫＯ导致骨量增加，骨矿化增加。
矿化面积增加，单位体积内的矿物质含量骨密度在松

质骨中增加，而在皮质骨中下降。Ｏｋａｍｏｔｏ等［１５］研究

发现使用２．３ｋｂＣｏｌＩ为启动子，激活 ＢＭＰ通路抑制
剂Ｎｏｇｇｉｎ后，ＶｏｎＫｏｓｓａ染色显示骨化中心矿化减少，
Ｘ线片提示 Ｎｏｇｇｉｎ转基因小鼠皮质骨和松质骨厚度
增加，偏振光检测显示Ｎｏｇｇｉｎ转基因小鼠的皮质骨主
要是由不成熟的骨构成，其胶原纤维方向凌乱，而野生

型小鼠骨质成熟，胶原纤维方向排列整齐。而本研究

发现ＢＭＰＲ１Ａ敲除的小鼠成骨细胞矿化减少、胶原合
成能力减弱、骨质量下降。这些研究结果意味着更多
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的、进一步的关于ＢＭＰＲ１Ａ在成骨细胞终末分化中的
作用及机制的探索是很有必要的，与此同时，ＢＭＰＲ１Ａ
对成骨细胞终末分化的负向调控作用在临床应用

ＢＭＰ通路进行干预和治疗时，需要加以考虑。
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ｌａｇｅＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄＥｎｄｏｃｈｏｎｄｒａｌＢｏｎｅＦｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＶｉｔａｍＨｏｒｍ，２０１５，９９：２７３－２９１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｂｓ．ｖｈ．

２０１５．０６．００１

［１１］ＯｌｉｖａｒｅｓＮａｖａｒｒｅｔｅＲ，ＨｙｚｙＳＬ，ＰａｎＱ，ｅｔａｌ．Ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ

ｍａｔｕｒａｔｉｏｎｏｎｍｉｃｒｏｔｅｘｔｕｒｅｄｔｉｔａｎｉｕｍｉｎｖｏｌｖｅｓｐａｒａｃｒｉｎｅｒｅｇｕ

ｌａｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＪＢｉｏｍｅｄ

ＭａｔｅｒＲｅｓＡ，２０１５，１０３（５）：１７２１－１７３１．ＤＯＩ：１０．

１００２／ｊｂｍ．ａ．３５３０８

［１２］ＴａｋａｎｏＭ，ＯｔｓｕｋａＦ，ＭａｔｓｕｍｏｔｏＹ，ｅｔａｌ．Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏ

ｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｏｓｔｅｏ

ｂｌａｓｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏ

ｔｅｉｎｓａｎｄｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，

２０１２，３４８（１）：２２４－２３２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｍｃｅ．２０１１．

０８．０２７

［１３］ＫａｍｉｙａＮ，ＹｅＬ，ＫｏｂａｙａｓｈｉＴ，ｅｔａｌ．ＤｉｓｒｕｐｔｉｏｎｏｆＢＭＰ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓｔｈｒｏｕｇｈｔｙｐｅＩＡｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＢＭＰＲＩＡ）

ｉｎｃｒｅａｓｅｓｂｏｎｅｍａｓｓ［Ｊ］．ＪＢｏｎｅＭｉｎｅｒＲｅｓ，２００８，２３

（１２）：２００７－２０１７．ＤＯＩ：１０．１３５９／ｊｂｍｒ．０８０８０９

［１４］ＲｉｇｕｅｕｒＤ，ＢｒｕｇｇｅｒＳ，ＡｎｂａｒｃｈｉａｎＴ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｔｙｐｅＩ

ＢＭＰｒｅｃｅｐｔｏｒＡＣＶＲ１／ＡＬＫ２ｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｅｓｉｓ

ｄｕｒｉｎｇｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＪＢｏｎｅＭｉｎｅｒＲｅｓ，２０１５，３０（４）：

７３３－７４１．ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｂｍｒ．２３８５

［１５］ＯｋａｍｏｔｏＭ，ＭｕｒａｉＪ，ＹｏｓｈｉｋａｗａＨ，ｅｔａｌ．Ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅ

ｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｂｏｎｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓａｎｄｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ

ｄｕｒｉｎｇｂｏｎｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＪＢｏｎｅＭｉｎｅｒＲｅｓ，２００６，２１

（７）：１０２２－１０３３．ＤＯＩ：ｏｒｇ／１０．１３５９／ｊｂｍｒ．０６０４１１
（收稿：２０１５１１１７；修回：２０１５１２０８）

（编辑　龙　亮）

１２７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１５）


