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全反式维甲酸调控ＢＭＰ９诱导３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞成骨和成脂分化

刘　洋，李锐冬，聂　茂，梁凯路　　（４０００１０重庆，重庆医科大学附属第二医院骨科）

　　［摘要］　目的　研究全反式维甲酸（ａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ，ＡＴＲＡ）调控骨形态发生蛋白９（ｂｏｎｅ
ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ９，ＢＭＰ９）诱导前脂肪细胞成骨和成脂分化的作用及相关机制。方法　首先用ＲＴ
ＰＣＲ检测维甲酸受体在３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞中的表达；用 ＢＭＰ９编码序列的重组腺病毒感染３Ｔ３Ｌ１细
胞，再以１μｍｏｌ／Ｌ的ＡＴＲＡ干预不同时间后，利用碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）活性测定和染
色、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测骨桥素（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）、骨钙素（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣ）和脂肪酸结合蛋白（ａｄｉｐｏｃｙｔｅ
ｆａｔｔｙａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ａＰ２）表达，茜素红染色检测钙盐沉积水平，油红 Ｏ染色检测脂质积聚研究
ＢＭＰ９和ＡＴＲＡ对前脂肪细胞成骨和成脂分化的作用；利用荧光素酶报告质粒和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＡＴＲＡ对ＢＭＰ９介导的ＢＭＰＲＳｍａｄ信号通路活性的影响。结果　前脂肪细胞中，除视黄醇受体γ外其
余５种维甲酸受体均有表达；ＢＭＰ９能增加前脂肪细胞ＡＬＰ活性（Ｐ＜０．０１），并促进ＯＰＮ及ＯＣ蛋白表
达和钙盐沉积，ＡＴＲＡ能进一步增强该作用（Ｐ＜０．０１）；ＢＭＰ９能促进前脂肪细胞中脂质积聚，并诱导
ａＰ２表达，但该作用被 ＡＴＲＡ抑制；ＡＴＲＡ还能够上调细胞中 ＢＭＰ９的 ｍＲＮＡ和蛋白表达，ＢＭＰ９合并
ＡＴＲＡ组的Ｓａｍｄ１／５／８磷酸化水平明显强于ＢＭＰ９组，ＢＭＰＲＳｍａｄ报告质粒荧光素酶活性也呈相同变
化趋势（Ｐ＜０．０１）。结论　在前脂肪细胞中，ＡＴＲＡ能增强 ＢＭＰ９的成骨诱导活性，并抑制其诱导的成
脂分化；ＡＴＲＡ的作用可能与进一步激活ＢＭＰ９介导的ＢＭＰＲＳｍａｄ信号有关。
　　［关键词］　 骨形态发生蛋白９；全反式维甲酸；ＢＭＰＲＳｍａｄ信号；前脂肪细胞；细胞分化
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ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ９（ＢＭＰ９）ｉｎｄｕｃｅｄｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃａｎｄａｄｉｐｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓａｎｄ
ｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓ（ＲＡＲｓ）ｉｎ３Ｔ３
Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．Ｔｈｅ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓＢＭＰ９ａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１μｍｏｌ／ＬＡＴＲＡ．Ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ＡＬＰ）ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（ｄａｙｓ５，７ａｎｄ９ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ）．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ（ＯＰＮ），ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ
（ＯＣ）ａｎｄａｄｉｐｏｃｙｔｅｆａｔｔｙａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（ａＰ２）ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＢＭＰ９
ａｎｄ／ｏｒＡＴＲＡｆｏｒ１２ｄ．ＴｈｅｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｌｉｐｉｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄｗｉｔｈＡｌｉｚａｒｉｎ
ｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄＯｉｌｒｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇａｆｔｅｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ１４ｄ．ＴｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＢＭＰＲＳｍａｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｗａｓ
ｓｔｕｄｉｅｄｗｉｔｈＢＭＰＲＳｍａｄｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙ，ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＳｍａｄ１／５／８．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＥｘｃｅｐｔｒｅｔｉｎｏｉｃＸｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ｔｈｅｏｔｈｅｒ５ｓｕｂｔｙｐｅｓｏｆ
ＲＡＲｓｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ．ＢＭＰ９ｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｐ＜０．０１），ｅｌｅｖａｔｅｄｔｈｅ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＰＮａｎｄＯＣａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｍｉｎｅｒａｌｃａｌｃｉｕｍ．ＡｄｄｉｔｉｏｎｏｆＡＴＲＡｅｎｈａｎｃｅｄＢＭＰ９
ｉｎｄｕｃｅｄｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｂｙＢＭＰ９ｏｒＡＴＲＡａｌｏｎｅ
（Ｐ＜０．０１）．ＢＭＰ９ａｌｓｏｉｎｄｕｃｅｄａＰ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｆａｔａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ，ｂｕｔｔｈｉｓｅｆｆｅｃｔｗａｓｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｂｙ
ＡＴＲＡ．ＡＴＲＡｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＭＰ９ａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ，ａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｄＢＭＰ９ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＳｍａｄ１／５／８．ＴｈｉｓｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｃｔｉｏｎｏｆＡＴＲＡａｎｄＢＭＰ９ｗａｓｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｌｙｆｏｕｎｄｉｎＢＭＰＲ
Ｓｍａｄｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙ．ＬｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎＡＴＲＡａｎｄＢＭＰ９ｇｒｏｕｐ
ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏ ＢＭＰ９ ａｌｏｎｅ （Ｐ＜０．０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＡＴＲＡ ｅｎｈａｎｃｅｓＢＭＰ９ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｂｌｏｃｋｓＢＭＰ９ｉｎｄｕｃｅｄａｄｉｐｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎ３Ｔ３Ｌ１ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ，ｗｈｉｃｈｍｉｇｈｔｂｅ
ｐａｒｔｌｙｍｅｄｉｃａｔｅｄｂｙＢＭＰ９ｉｎｄｕｃｅｄＢＭＰＲＳｍａｄｓｉｇｎａｌｉｎｇ．
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　　研究证实，骨质疏松症（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）在骨量
减少的同时还伴有过多的髓内脂肪组织生成［１－３］，表

明脂肪组织在ＯＰ的发生和发展中起着重要的病理作
用。骨髓脂肪细胞和成骨细胞均来源于骨髓间充质干

细胞（ｍｅｃｈｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）。在 ＯＰ患者
中，ＭＳＣｓ成骨分化能力和水平明显降低，但成脂分化
潜能却显著增强［４－６］，表明 ＭＳＣｓ的成骨和成脂分化
平衡出现紊乱，ＭＳＣｓ以成骨细胞数量减少为代价产生
过多脂肪细胞，最终引起骨量丢失。此外，脂肪细胞还

能促进破骨细胞分化成熟并增强其活性［７－９］，从而促

进骨吸收，进一步导致骨量减少，加重骨质疏松程度。

因此，ＭＳＣｓ成骨和成脂分化失衡导致脂肪细胞异常增
多是ＯＰ发生的重要原因之一。
　　在成脂分化过程中，ＭＳＣｓ首先分化为前脂肪细
胞，随后前脂肪细胞再进一步分化成熟。那么，如果以

前脂肪细胞为靶点，寻找一种有效的细胞因子诱导该

细胞转分化为成骨细胞，则不仅能减少髓内脂肪，还能

增加成骨细胞数量以促进骨形成和修复，有望提供一

种治疗ＯＰ的新策略。
　　骨形态发生蛋白（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＢＭＰｓ）属于转化生长因子超家族成员，现已经鉴别出
２０多种 ＢＭＰｓ，其中多种亚型均具有较强的成骨诱导
作用。近期研究发现，ＢＭＰ９是目前发现的ＢＭＰｓ中成
骨诱导活性最强的因子［１０－１１］。由于前脂肪细胞并不

具备与ＭＳＣｓ相似的多向分化潜能，因此ＢＭＰ９是否能
诱导该细胞成骨分化目前并不明确。维甲酸（ｒｅｔｉｎｏｉｃ
ａｃｉｄ，ＲＡ）是维生素 Ａ的代谢中间产物，ＲＡ信号已被
证实具有促进成骨和抑制成脂的生物学活性。基于

此，本研究探讨了 ＢＭＰ９和 ＲＡ信号在诱导前脂肪细
胞成骨和成脂分化中的作用，并对相关分子机制进行

了初步探索，为寻求一种治疗 ＯＰ的新方法提供理论
和实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＢＭＰ９重组腺病毒（ＡｄＢＭＰ９）、绿色荧光蛋白重组
腺病毒（ＡｄＧＦＰ）利用 ＡｄＥａｓｙ系统构建［１２］；荧光素酶

报告质粒ｐ１２ｘＳＢＥＬｕｃ由芝加哥大学医学中心何通川
教授惠赠；小鼠前脂肪细胞３Ｔ３Ｌ１购自美国典型菌种
保藏中心（ＡＴＣＣ）；全反式维甲酸（ａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃ
ａｃｉｄ，ＡＴＲＡ）购自Ｓｉｇｍａ公司，采用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）
作为溶剂；碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）化
学发光检测试剂盒购自 ＢＤ公司，采用 Ｐｒｏｍｅｇａ光度
计（ＧｌｏＭａｘ２０／２０）测定；ＡＬＰ染色试剂盒购自碧云天
公司；茜素红Ｓ及油红Ｏ染料购自Ｓｉｇｍａ公司；实验所
用抗体均购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ＤＭＥＭ高糖培养基和
优质胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．２　实验分组
　　分为 ＡＴＲＡ处理组、ＡｄＢＭＰ９处理组及 ＡＴＲＡ合
并ＡｄＢＭＰ９处理组，以 ＤＭＳＯ或 ＡｄＧＦＰ处理为对照
组，ＡＴＲＡ处理终浓度为１μｍｏｌ／Ｌ。将细胞铺于２４或
６孔板时，初始密度为 ３０％，重组腺病毒感染效率为
２０％。
１．３　细胞培养和ＡＬＰ活性测定及染色
　　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞采用ＤＭＥＭ高糖培养基培养（含
１０％胎牛血清、青霉素１００ｋＵ／Ｌ和链霉素１００ｍｇ／Ｌ），
培养条件为５％ ＣＯ２及３７℃。用１μｍｏｌ／Ｌ的 ＡＴＲＡ
和１％ＤＭＳＯ预处理细胞，随后用 ＡｄＧＦＰ或 ＡｄＢＭＰ９
感染细胞。处理５、７、９ｄ后，对 ＡＬＰ活性进行测定。
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同时，利用ＢＣＩＰ／ＮＢＴ碱性磷酸酯酶显色试剂盒于处
理第７天进行ＡＬＰ染色（按试剂盒说明书进行操作）。
１．４　钙盐沉积实验
　　将细胞接种于２４孔板中，待细胞贴壁后按１．２处
理细胞，并加入成骨诱导培养基，连续培养１４ｄ后用茜素
红Ｓ进行染色：弃去培养基，ＰＢＳ洗１次，加入２００μＬ／孔
００５％戊二醛固定１０ｍｉｎ，以去离子水洗 １次，加入
２５０μＬ／孔０．４％茜素红Ｓ溶液，观察有红色物质堆积
时弃去染液，用去离子水终止染色，在显微镜下成像。

１．５　油红Ｏ染色
　　用异丙醇配制０．５％的油红 Ｏ染液为储存液，使
用时将其以 ３∶２的比例与蒸馏水混合为工作液。将
３Ｔ３Ｌ１细胞用不同因素处理 １４ｄ后，用 ＰＢＳ冲洗，
１０％甲醛固定１０ｍｉｎ，然后用去离子水洗１次，加入
２５０μＬ／孔油红Ｏ工作液染色３０ｍｉｎ，用去离子水终
止染色，在显微镜下成像。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
　　３Ｔ３Ｌ１细胞接种于 ６孔板中，待细胞贴壁后按
１２处理细胞，在相应时间点提取细胞裂解液，然后经
ＳＤＳＰＡＧＥ、转膜、ＢＳＡ封闭、４℃敷一抗过夜、３７℃敷
二抗１ｈ等过程后，显影成像保存。
１．７　荧光素酶报告基因的检测
　　将细胞接种于 Ｔ２５培养瓶中，贴壁后用 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ转染ＢＭＰＲＳｍａｄ结合位点荧光素酶报告质粒
ｐ１２ｘＳＢＥＬｕｃ３μｇ，４ｈ后换液。１２ｈ后将细胞消化重
新种于２４孔板，贴壁后加入不同处理因素。２４ｈ后，裂
解细胞并按照试剂盒说明进行荧光素酶活性测定。

１．８　ＲＴＰＣＲ
　　将指数生长的３Ｔ３Ｌ１细胞接种于Ｔ２５培养瓶中，
贴壁后加入不同处理因素处理细胞。在相应时间点采

用异硫氰酸胍酚氯仿法提取总 ＲＮＡ，通过 ＲＴＰＣＲ
制备ｃＤＮＡ，利用 ＰＣＲ检测目的基因表达情况。所用
引物见表１。

表１　引物序列

基因 上游（５′－３′） 下游（５′－３′）
ＲＡＲα ＴＣＴＣＣＣＴＧＧＡＣＡＴＴＧＡＣＣＴＣ ＧＴＧＴＣＴＴＧＣＴＣＡＧＧＣＧＴＧＴＡ
ＲＡＲβ ＡＡＴＧＣＣＡＣＣＴＣＴＣＡＴＴＣＡＧＧ ＧＡＡＴＧＴＣＴＧＣＡＡＣＡＧＣＴＧＧＡ
ＲＡＲγ ＡＧＧＣＡＧＣＡＧＡＣＴＧＡＣＣＡＴＴＴ ＴＴＣＴＧＧＴＡＧＧＴＧＴＧＣＡＧＣＡＧ
ＲＸＲα ＡＣＣＣＡＧＴＴＡＧＧＧＴＧＧＧＡＡＴＣＡＡＣＴＧＧＧＧＧＡＣＡＴＧＡＣＡＧＡＧ
ＲＸＲβ ＧＧＣＡＡＣＡＣＴＴＡＧＣＡＧＧＧＴＴＣＧＣＣＡＡＡＴＧＡＧＡＡＧＧＡＡＧＣＡＧ
ＲＸＲγ ＴＧＴＧＧＴＣＡＡＣＡＧＴＧＴＣＡＧＣＡ ＡＧＡＡＧＣＣＴＴＴＧＣＡＡＣＣＴＴＣＡ
ＢＭＰ９ ＴＴＣＣＴＴＣＡＧＡＧＣＡＡＡＣＡＧＣＡ ＧＴＴＧＴＧＣＴＣＡＡＡＴＣＣＣＣＡＴＴ
ＧＡＰＤＨ ＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＣＴＧＴＧＧＡＴＧＧ ＡＧＧＧＧＡＧＡＴＴＣＡＧＴＧＴＧＧＴＧ

１．９　统计学分析
　　所有计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，用 Ｅｘｃｅｌ统计软件进

行数据整理和统计。所有实验均重复３次，两组间比
较采用ｔ检验，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计分
析。以Ｐ＜０．０５视为有统计学差异。

２　结果

２．１　维甲酸受体在３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞中的内源性表
达情况

　　应用ＲＴＰＣＲ检测了３Ｔ３Ｌ１细胞中内源性ＲＡＲｓ
和ＲＸＲｓ表达情况。结果如图１所示：在３Ｔ３Ｌ１细胞
中，ＲＡＲα、ＲＡＲβ、ＲＡＲγ和 ＲＸＲβ有稳定的内源性表
达；继续培养至 ３ｄ，ＲＡＲβ表达下降，ＲＸＲα表达增
加；细胞中未检测到ＲＸＲγ的表达。
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１：ＲＡＲα（１９６ｂｐ）；２：ＲＡＲβ（１８０ｂｐ）；３：ＲＡＲγ（１８５ｂｐ）；
４：ＲＸＲα（１８５ｂｐ）；５：ＲＸＲβ（１８３ｂｐ）；６：ＲＸＲγ（１８５ｂｐ）
图１　ＲＴＰＣＲ检测３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞中内源性维甲酸

受体ｍＲＮＡ表达情况

２．２　ＡＴＲＡ增强 ＢＭＰ９诱导的 ３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞
ＡＬＰ活性

　　ＡＬＰ活性测定结果显示ＡＴＲＡ和ＢＭＰ９都能诱导
３Ｔ３Ｌ１细胞早期成骨指标ＡＬＰ活性上升，在二者联合
刺激时ＡＬＰ活性增加更为明显（Ｐ＜０．０５，图 ２Ａ）。
ＡＬＰ染色也得到了一致的结果：ＡＴＲＡ＋ＢＭＰ９组染色
结果明显强于ＡＴＲＡ或ＢＭＰ９单独刺激组（图２Ｂ）。
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Ａ：诱导５、７和９ｄ后ＡＬＰ活性检测结果；ａ：Ｐ＜０．０１，与对
照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与 ＡＴＲＡ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与
ＢＭＰ９组比较；Ｂ：组织学染色观察各处理组７ｄ时 ＡＬＰ表
达水平（×１００）
图２　ＡＴＲＡ促进ＢＭＰ９诱导前脂肪细胞ＡＬＰ活性增加
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２．３　ＡＴＲＡ促进ＢＭＰ９诱导的３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞晚
期成骨分化标志物ＯＰＮ和ＯＣ表达及钙盐沉积

　　如图３Ａ所示：处理１２ｄ后，ＡＴＲＡ未能明显刺激晚
期成骨指标骨桥素（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）和骨钙素（ｏｓｔｅｏ
ｃａｌｃｉｎ，ＯＣ）的表达，而ＢＭＰ９可在一定程度上增加ＯＰＮ
和ＯＣ表达；ＡＴＲＡ和 ＢＭＰ９联合刺激后，ＯＰＮ和 ＯＣ
的表达进一步增强。茜素红Ｓ染色结果显示（图３Ｂ），
ＡＴＲＡ显著增加了ＢＭＰ９诱导细胞产生钙结节的作用。
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Ａ：处理１２ｄ后前脂肪细胞成骨晚期标志物ＯＰＮ和ＯＣ的
蛋白表达　１：对照组；２：ＧＦＰ组；３：ＡＴＲＡ组；４：ＢＭＰ９组；
５：ＡＴＲＡ＋ＢＭＰ９组；Ｂ：茜素红 Ｓ染色观察钙盐沉积情况
（×１００）
图３　ＡＴＲＡ促进ＢＭＰ９诱导的前脂肪细胞晚期成骨分化

２．４　ＡＴＲＡ抑制ＢＭＰ９诱导的３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞脂
质集聚和成脂标志物ａＰ２表达

　　油红Ｏ染色结果显示：ＢＭＰ９能明显促进前脂肪
细胞中脂质积聚；而ＡＴＲＡ和ＢＭＰ９共同处理后，细胞
中脂质与 ＢＭＰ９单独处理组相比明显减少（图 ４Ａ）。
此外，ＢＭＰ９明显促进了成脂标志物 ａＰ２的表达，但该
作用被ＡＴＲＡ明显抑制（图４Ｂ）。

!"# !"# # $%&$ # '(#) # *%&*+'(#)#

, - . / 0

1#-$,0!,2

.

%!

!*#34$.5!,6

.

%!

!

"

Ａ：油红Ｏ染色观察前脂肪细胞中脂质积聚情况（×１００）；
Ｂ：前脂肪细胞成脂分化标志物 ａＰ２的蛋白表达　１：对照
组；２：ＧＦＰ组；３：ＡＴＲＡ组；４：ＢＭＰ９组；５：ＡＴＲＡ＋ＢＭＰ９组
图４　ＡＴＲＡ促进ＢＭＰ９诱导的前脂肪细胞晚期成骨分化

２．５　ＡＴＲＡ增强ＢＭＰ９在３Ｔ３Ｌ１细胞中介导的ＢＭＰＲ
Ｓｍａｄ信号活性并诱导ＢＭＰ９表达

　　与对照组（３２０８．２±７１４．６）相比，ＢＭＰ９能明显

增加ＢＭＰＲＳｍａｄ报告质粒荧光素酶活性（３３９５４３．４±
２１９９４．８）（Ｐ＜０．０５），ＡＴＲＡ也能增加ＢＭＰＲＳｍａｄ报
告质粒荧光素酶活性（５４５３５．４±１０２３５．９）（Ｐ＜
００５）；ＢＭＰ９与 ＡＴＲＡ合用后，ＢＭＰＲＳｍａｄ报告质粒
荧光素酶活性（４８０８８６．０±３９４９７．６）较ＢＭＰ９组明显
增加（Ｐ＜０．０５）；Ｓｍａｄ１／５／８磷酸化检测结果也呈现
相同变化趋势；最后，ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果还
显示ＡＴＲＡ能够上调前脂肪细胞中ＢＭＰ９的基因和蛋
白表达（图５）。
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Ａ：Ｓｍａｄ１／５／８磷酸化水平检测结果　１：对照组；２：ＡＴＲＡ
组；３：ＢＭＰ９组；４：ＡＴＲＡ＋ＢＭＰ９组；Ｂ、Ｃ：ＢＭＰ９的 ｍＲＮＡ
表达和蛋白表达　１：对照组；２～４：ＡＴＲＡ组

图５　ＡＴＲＡ增强ＢＭＰ９在前脂肪细胞中介导的ＢＭＰＲＳｍａｄ
信号通路活性

３　讨论

　　众多研究结果表明，骨髓内脂肪组织异常增生与
ＯＰ的发生发展密切相关［１－３］。脂肪细胞和成骨细胞

均来源于 ＭＳＣｓ，ＭＳＣｓ成骨和成脂分化受到特定细胞
因子和相关激素的调控，例如在成骨转录因子Ｒｕｎｔ相
关转录因子 ２（ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，
Ｒｕｎｘ２）、Ｏｓｔｅｒｉｘ和远端缺失同源盒 ５（ｄｉｓｔａｌｌｅｓｓ
ｈｏｍｅｏｂｏｘ５，ＤＬＸ５）的调控下 ＭＳＣｓ进行成骨分化，而
过氧化物酶体增殖物激活型受体 γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆ
ｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ）和 ＣＣＡＡＴ／增强子
结合蛋白（ＣＣＡＡＴ／ｅｎｈａｎｃｅｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ｃ／ＥＢＰｓ）
等转录因子则促使 ＭＳＣｓ脂向分化［１３］。二者在生理

情况下呈现为一种稳定和平衡的状态。而在病理情况

下，ＭＳＣｓ成骨和成脂分化可能出现失衡，最终以成骨
细胞减少为代价生成过多脂肪细胞。在成脂分化过程
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中，ＭＳＣｓ首先定向分化为前脂肪细胞，那么如能以前
脂肪细胞为靶点，诱导其成骨分化，则不仅能减少脂肪

细胞数量，同时还能促进成骨，有望为 ＯＰ提供一种新
的治疗策略。

　　目前，已有研究证实了前脂肪细胞的成骨分化潜
能。Ｊｕｓｔｅｓｅｎ等［１４］报道，皮下前脂肪细胞在体内外均

能转分化为成骨细胞；另有研究显示，人骨髓脂肪细胞

能够向成骨方向分化，但分化前需要先诱导脂肪细胞

成为纤维细胞样的前脂肪细胞［１５］。然而，目前调控前

脂肪细胞成骨分化的相关细胞因子及分子机制并未完

全明确。有研究显示，３Ｔ３Ｆ４４２Ａ前脂肪细胞能够表
达ＢＭＰ受体，并且ＢＭＰ２在该细胞成骨分化过程中起
着重要的作用［１６－１７］。此外，在３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞中
过表达ＢＭＰ２信号的下游靶基因 Ｒｕｎｘ２，能够有效地
诱导其向成骨细胞转分化［１８］。Ｌｉｕ等［１９］研究发现，富

含血小板血浆（ｐｌａｔｅｌｅｔｓｒｉｃｈｐｌａｓｍａ，ＰＲＰ）能够诱导
３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞成骨分化，而该作用部分是通过
ＰＲＰ上调细胞中ＢＭＰ２的表达实现的。这些研究结果
表明，前脂肪细胞在 ＢＭＰ２信号的刺激下能够转分化
为成骨细胞。因ＢＭＰ９是 ＢＭＰｓ家族中诱导成骨能力
最强的细胞因子，故我们推测其同样可能诱导前脂肪

细胞向成骨细胞转分化。本研究中，ＢＭＰ９被证实确
能显著提高前脂肪细胞中早期成骨指标 ＡＬＰ的活性，
并诱导其表达晚期成骨标志物 ＯＰＮ和 ＯＣ和促进钙
盐沉积。然而，ＢＭＰ９同时也被发现亦能促进前脂肪
细胞中脂质沉积并表达成脂特异性标志物。以上结果

提示，ＢＭＰ９对前脂肪细胞成骨和成脂分化具有双向
诱导作用，而为了进一步对该作用进行调控，则还需其

他信号分子参与。

　　ＲＡ是维生素 Ａ的衍生物，在胚胎发育和维持重
要器官功能中发挥着关键作用，其中ＡＴＲＡ是体内ＲＡ
的主要存在形式。ＲＡ的生物效应由ＲＡ受体介导，该
受体是细胞核受体超家族成员［２０］，主要分为 ＲＡＲ和
ＲＸＲ，其中每种受体又分为 α、β、γ３种亚型。ＲＡ信
号存在时，ＲＡＲ和 ＲＸＲ形成异二聚体与调节性的
ＤＮＡ元件结合从而导致下游一系列级联反应，通过招
募共同激活因子启动靶基因转录［２１］。现已有许多研

究表明ＲＡ信号对 ＢＭＰ诱导的干细胞或前脂肪细胞
的成骨和成脂分化有重要影响［１７，２２－３０］，因此我们进一

步探讨了ＡＴＲＡ对ＢＭＰ９诱导的前脂肪细胞成骨和成
脂分化的影响。首先，我们检测了 ＲＡＲ和 ＲＸＲ在
３Ｔ３Ｌ１细胞中的表达，结果显示除 ＲＸＲγ之外，其余
五种受体均有明显表达。由于 ＡＴＲＡ是通过与 ＲＡＲｓ
结合进行信号转导，故 ＲＸＲγ表达缺失并不会影响

ＡＴＲＡ激活ＲＡ信号，该结果为后续实验提供了可行
性基础。下一步研究结果显示，在前脂肪细胞中，

ＡＴＲＡ不仅能增强 ＢＭＰ９的成骨诱导活性，同时还抑
制了ＢＭＰ９诱导的成脂分化，该结果与之前许多研究
相一致。尽管总体上 ＲＡ表现为促进 ＢＭＰ诱导的骨
形成和抑制 ＢＭＰ诱导的脂肪形成，但 ＲＡ对 ＢＭＰ生
物学活性的影响仍存有争议。近期研究显示，ＡＴＲＡ
能够和ＢＭＰ信号共同促进鼠骨髓基质细胞和胚胎腭
突间充质细胞的成脂分化并抑制其成骨分化［２７－２８］。

该结果提示，ＲＡ对 ＢＭＰ信号的调控作用可能与细胞
种类相关。

　　最后，我们对 ＡＴＲＡ调控 ＢＭＰ９诱导前脂肪细胞
分化的可能分子机制进行了初步探讨。与其它 ＢＭＰｓ
转导信号的方式相似，ＢＭＰ９亦与由Ⅰ型和Ⅱ型ＢＭＰＲ
形成的丝氨酸苏氨酸激酶受体结合，以促进磷酸化的

方式激活胞内 Ｓｍａｄ信号通路中的受体激活 Ｓｍａｄｓ分
子（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｓｍａｄｓ，ＲＳｍａｄｓ）Ｓｍａｄ１／５／８［３１］。
被激活的 ＲＳｍａｄｓ（ｐＳｍａｄ１／５／８）与共介导 Ｓｍａｄ
（ｃｏｍｍｏｎｍｅｄｉａｔｅｄＳｍａｄ，ＣＳｍａｄ）分子 Ｓｍａｄ４结合形
成复合体，随后进入细胞核内与不同的ＤＮＡ链接蛋白
结合激活下游靶基因的转录，从而诱导细胞分化。因

此，笔者检测了 ＡＴＲＡ对 ＢＭＰ９在前脂肪细胞中介导
的Ｓｍａｄ信号的影响。结果发现，ＢＭＰ９能有效激活前
脂肪细胞中ＢＭＰＲＳｍａｄ信号，ＡＴＲＡ则能进一步增强
ＢＭＰ９介导的该信号的活性，而 ＡＴＲＡ发挥该作用则
可能通过上调细胞中ＢＭＰ９表达实现。由于ＢＭＰ９表
现为对前脂肪细胞成骨和成脂分化的双向促进作用，

所以ＡＴＲＡ增强 ＢＭＰ９成骨诱导的作用可能与促进
ＢＭＰＲＳｍａｄ信号转导有关。而 ＡＴＲＡ抑制 ＢＭＰ９诱
导成脂的作用则可能与ＲＡ信号本身能抑制成脂相关
转录因子活性的生物学功能相关［３２］。实际上，目前已

经有许多研究结果表明 ＲＡ对 ＢＭＰｓ介导的 Ｓｍａｄ信
号起着正向调控作用［２９，３３－３５］，但关于 ＲＡ对 Ｓｍａｄ信
号的调控作用目前仍存争议。例如，有研究报道 ＲＡ
能够明显抑制 ＢＭＰ４激活的 Ｓｍａｄ信号，从而阻止
ＢＭＰ４诱导 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞成脂分化［２６］。Ｓｈｅｎｇ
等［３６］则通过研究提出，ＲＡ能够增强 ｐＳｍａｄ１和其泛
素Ｅ３连接酶之间的相互作用，从而导致ｐＳｍａｄ１的泛
素化和蛋白酶体降解，最终抑制 ＢＭＰＲＳｍａｄ信号通
路。目前，产生这些不一致结果的原因和具体机制尚

未完全阐明，但可以明确的是ＲＡ对Ｓｍａｄ信号的具体
影响与细胞种类、细胞分化程度和细胞所处的体内外

环境有密切关系。

　　通过细胞实验，本研究发现 ＡＴＲＡ能调控 ＢＭＰ９
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介导的前脂肪细胞成骨和成脂分化，并初步探讨了相

关分子机制，本课题组将进一步通过动物实验对该生

物学现象进行验证并探寻其具体调控机制，从而为深

入了解 ＢＭＰ９的生理学功能提供新的实验和理论依
据，并有望为 ＯＰ等骨质减少类疾病开创一种新的治
疗策略。
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ＢＭＰ２ｍｅｄｉａｔｅｓｒｅｔｉｎｏｉｄｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｍｅｄｕｌｌｏｂｌａｓ
ｔｏｍａｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈａｐａｒａｃｒｉｎｅｅｆｆｅｃｔ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２００３，９
（８）：１０３３－１０３８．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｍ９０４

［３６］ＳｈｅｎｇＮ，ＸｉｅＺ，ＷａｎｇＣ，ｅｔａｌ．Ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓｉｇｎａｌｄｕｒａｔｉｏｎｂｙｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＳｍａｄ１［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄ
ＳｃｉＵＳＡ，２０１０，１０７（４４）：１８８８６－１８８９１．ＤＯＩ：１０．１０７３／
ｐｎａｓ．１００９２４４１０７

（收稿：２０１５１１０２；修回：２０１５１２１３）

（编辑　张　维）
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