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成纤维细胞生长因子受体在成骨细胞中的表达及作用研究
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　　［摘要］　目的　检测成纤维细胞生长因子受体 （ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＦＧＦＲｓ）１３在成
骨分化不同阶段的表达变化，并明确ＦＧＦＲ信号在成骨分化中的重要作用。方法　利用原代成骨细胞
和成骨细胞系ＭＣ３Ｔ３Ｅ１进行成骨诱导，通过形态观察、碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）染色和
茜素红染色鉴定细胞分化情况，ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测成骨分化相关基因和ＦＧＦＲ１３的表达，并
通过阻断ＦＧＦＲ信号观察成骨细胞分化的变化。结果　原代成骨细胞 ＡＬＰ染色和茜素红染色阳性，成
骨分化相关基因ＣＯＬ１α、ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ表达增加，在成骨细胞系ＭＣ３Ｔ３Ｅ１实验中得到了类似结果，而
且ＦＧＦＲ１、ＦＧＦＲ２和ＦＧＦＲ３在成骨分化过程中表达增加，阻断ＦＧＦＲ信号可以显著抑制成骨分化，提示
ＦＧＦＲ信号参与了成骨细胞分化调控。结论　ＦＧＦＲ信号促进成骨细胞成骨分化。
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　　骨骼是人体的重要器官，具有支撑身体、辅助运动
和保护内脏器官等功能。近年来研究发现骨骼也参与

人体免疫调节，还能分泌相关内分泌分子如骨钙素等

调节人体糖代谢、大脑发育等。作为骨骼重要的组成

细胞，在 骨 骼 发 育 和 重 建 过 程 中，成 骨 细 胞

（ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ）主要发挥骨形成的作用。成骨细胞经历
增殖、细胞外基质成熟、矿化和凋亡４个阶段［１］或成熟

后被类骨质包埋分化为骨细胞［２］。成骨细胞功能的

改变既可直接影响骨代谢，还可经间接调节破骨细胞

的形成和功能，影响骨形成和骨吸收间的动态平

衡［３］。因此，探讨成骨细胞调控机制对维持骨稳态，

寻找促进骨形成的措施有重要意义。

　　成纤维细胞生长因子（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓ，
ＦＧＦｓ）／成纤维细胞生长因子受体（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＦＧＦＲｓ）信号是调节机体发育和稳态的
重要信号通路［４］。ＦＧＦｓ／ＦＧＦＲｓ信号通路也是脊椎动
物骨骼发育的重要调节因子，其信号的传导可以调节

间充质的形成，并且在维持骨稳态方面起关键作用［５］，

但ＦＧＦＲｓ对成骨细胞的调控作用尚不明确。因此，明
确ＦＧＦＲｓ在成骨细胞不同分化阶段的表达情况及作
用，对研究其调节成骨细胞的机制具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　３ｄ龄Ｃ３Ｈ／ＨｅＮＳＰＦ级小鼠１６只，每只体质量约
１．５ｇ，由中国人民解放军陆军特色医学中心实验动物
中心提供，使用许可证号：ＳＹＸＫ（渝）２０１７０００５。成骨
细胞系ＭＣ３Ｔ３Ｅ１购自北纳生物。
１．２　主要器材与试剂
　　倒置显微镜及拍摄系统（Ｌｅｉｃａ），各型号培养皿
（ＮＥＳＴ），ｑＲＴＰＣＲ仪（ＡＢＩＱ３），恒温细胞培养箱
（Ｔｈｅｒｍｏ），超?工作台（苏州净化设备有限公司）。
　　胎牛血清（ＢＩ）、Ⅰ型胶原酶（Ｇｉｂｃｏ）、ａＭＥＭ培养
基（ＨｙＣｌｏｎｅ）、ＢＧＪ３９８（Ｓｅｌｌｅｃｋ）、胰酶（ＨｙＣｌｏｎｅ），ＡＬＰ
染色 试 剂 盒 （Ｓｉｇｍａ）、茜 素 红 （Ｓｉｇｍａ）、Ｔｒｉｚｏｌ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ＲＮＡ反转试剂盒（ＴａＫａＲａ）、定量试剂盒
（ＴａＫａＲａ）、β甘油磷酸钠（Ｓｉｇｍａ）、地塞米松（Ｓｉｇｍａ）、
抗坏血酸（上海生工）、ＢＣＡ工作液（上海碧云天）、青
霉素和链霉素 （ＨｙＣｌｏｎｅ）、山羊抗小鼠 ＲＵＮＸ２
（Ｓａｎｔａ）、山羊抗兔ＣＯＬ１α（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ），山羊抗小鼠
Ａｃｔｉｎ（Ｓｉｇｍａ）。原代成骨细胞及细胞系普通培养基配
制：ａＭＥＭ培养基＋１０％胎牛血清＋１％青霉素和链霉
素。成骨诱导剂培养基配制：普通培养基＋５０μｇ／ｍＬ
抗坏血酸＋１０ｍｍｏｌ／Ｌβ磷酸甘油＋１０ｎｍｏＬ／Ｌ地塞米

松。ＦＧＦＲ阻断剂培养基配制：成骨诱导剂培养基＋
５０μｍｏｌ／ＬＢＧＪ３９８，自诱导分化第１天开始持续使用。
１％茜素红染色液配制：２％乙醇＋茜素红。
１．３　细胞的分离与培养
１．３．１　原代成骨细胞分离与培养　　 根据文献［６－７］
提供的方法结合本实验室实际分离成骨细胞。无菌条

件下分离１６只３ｄ龄 Ｃ３Ｈ／ＨｅＮ小鼠的颅骨，胰酶消
化１０ｍｉｎ后，用 ＤＰＢＳ反复清洗颅骨 ３～４次，剪成
１ｍｍ×１ｍｍ左右碎片，加入０．１％Ⅰ型胶原酶，置于培
养箱中消化３～４ｈ，其间每隔１ｈ吹打均匀，将消化下
来的细胞离心，收集细胞沉淀，培养基重悬后接种培

养。２４～４８ｈ后观察，铺满培养皿后传代，将 Ｐ２代细
胞接种于３．５ｃｍ培养皿上，换成成骨诱导培养基（加
或不加ＦＧＦＲ阻断剂）每 ２～３ｄ换液 １次，分别培养
５、１０、１５ｄ后进行ＡＬＰ染色、茜素红染色、ＡＬＰ活性测
定、成骨分化相关基因和ＦＧＦＲｓ的表达检测。
１．３．２　细胞系培养　　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１是目前最常用于
研究成骨细胞功能的细胞系，诱导后可高表达成骨细

胞标志性基因。ＭＣ３Ｔ３Ｅ１接种于３．５ｃｍ培养皿上，
待其铺满孔板后换成成骨诱导培养基（加或不加

ＦＧＦＲ阻断剂），余下方法同１．３．１。
１．４　成骨细胞形态观察及成骨能力鉴定
１．４．１　细胞形态观察　　将培养皿置于倒置显微镜
下观察、拍照。

１．４．２　碱性磷酸酶染色　　细胞培养５、１０、１５ｄ后，
ＤＰＢＳ漂洗后用４％多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，按ＡＬＰ染色
试剂盒说明配制并加入 ＡＬＰ染液，在 ３７℃避光孵育
３０ｍｉｎ，去离子水漂洗、晾干、扫描。
１．４．３　茜素红染色　　细胞培养５、１０、１５ｄ，用ＤＰＢＳ
漂洗后，７５％酒精固定１５ｍｉｎ，ＤＰＢＳ再次漂洗后加入
１％茜素红染液，于室温下放置 １５ｍｉｎ，余下方法同
１．４．２。
１．４．４　ＡＬＰ活性测定　　细胞处理后用 ＤＰＢＳ漂洗
后，每孔加入６００μＬ细胞裂解液，超声后４℃离心，取
上清加入ＡＬＰ活性测定液中，３７℃反应３０ｍｉｎ，加入
０．１Ｎ的ＮａＯＨ终止反应，每个样品测定４０５ｎｍ光密度
值；同时吸取上清加入生理盐水中，然后加入ＢＣＡ工作
液，测定 Ｄ（５６２）光密度值。每个样本取其 Ｄ（４０５）／
Ｄ（５６２）的比值做统计分析。
１．４．５　ｑＲＴＰＣＲ检测成骨分化相关基因及ＦＧＦＲｓ表
达　　细胞ＲＮＡ采用 ＴＲＩＺＯＬ法提取细胞ＲＮＡ，所得
ＲＮＡ立即按ＴａＫａＲａ反转录试剂盒说明书进行反转录
反应。用ｑＲＴＰＣＲ仪检测成骨细胞和 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１分
化相关基因Ⅰ型胶原 （ＣｏｌｌａｇｅｎＩα，ＣＯＬ１α）、骨桥蛋
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白（Ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）、Ｒｕｎｔ相关转录因子 ２（Ｒｕｎｔ
ｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，ＲＵＮＸ２），以及成纤维细胞
生长因子受体 ＦＧＦＲ１３在细胞中的表达情况。ＰＣＲ
引物序列：以 ＣＹＣＬＯＰＨＩＬＩＮ为内参，ＣＹＣＬＯＰＨＩＬＩＮ
Ｆ：５′ＣＧＡＧＣＴＣＴＧＡＧＣＡＣＴＧＧＡＧ３′，ＣＹＣＬＯＰＨＩＬＩＮ
Ｒ：５′ＴＧＧＣＧＴＧＴＡＡＡＧＴＣＡＣＣＡＣＣ３′，扩增后长度８２ｂｐ；
ＣＯＬⅠαＦ：５′ＡＡＴＧＧＴＧＡＧＡＣＧＴＧＧＡＡＡＣＣＣＧＡＧ３′，
ＣＯＬⅠαＲ：５′ＣＧＡＣＴＣＣＴＡＣＡＴＣＴＴＣＴＧＡＧＴＴＴＧＧ３′，
扩增后长度１８４ｂｐ；ＯＰＮＦ：５′ＴＧＣＡＣＣＣＡＧＡＴＣＣＴＡ
ＴＡＧＣＣ３′，ＯＰＮＲ：５′ＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＧＣＴＴＴＣＡＴＴＧ３′，
扩增后长度１５０ｂｐ；ＲＵＮＸ２Ｆ：５′ＣＣＴＧＡＡＣＴＣＴＧＣＡＣ
ＣＡＡＧＴＣ３′， ＲＵＮＸ２Ｒ： ５′ＧＡＧＧＴＧＧＣＡＧＴＧＴＣＡＴ
ＣＡＴＣ３′，扩增后长度 ２３４ｂｐ；ＦＧＦＲ１Ｆ：５′ＴＡＧＣＴＣ
ＣＣＴＡＣＴＧＧＡＣＡＴＣＣ３′，ＦＧＦＲ１Ｒ：５′ＧＣＡＴＡＧＣＧＡＡＣ
ＣＴＴＧＴＡＧＣＣＴＣ３′，扩增后长度 １８２ｂｐ；ＦＧＦＲ２Ｆ：５′
ＧＧＧＴＣＴＣＣＧＡＧＴＡＴＧＡＧＴＴＧＣＣ３′，ＦＧＦＲ２Ｒ：５′ＣＧＣ
ＣＴＣＣＴＴＧＧＧＴＴＴＧＴＣＴＴＴＡ３′，扩增后长度 １４９ｂｐ；
ＦＧＦＲ３Ｆ：５′ＣＣＡＣＣＧＡＣＡＡＧＧＡＧＣＴＡＧＡＧＧ３′，ＦＧＦＲ３
Ｒ：５′ＣＣＡＣＧＣＡＧＡＧＴＧＡＴＧＧＧＡＡＡ３′，扩增后长度
１１３ｂｐ。扩增条件是 ９５℃ ３０ｓ，［９５℃ ５ｓ（变性），
５８℃ ２０ｓ（退火），７２℃ １５ｓ（延伸）］×３９个循环，
９５℃ ３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，９５℃ ３０ｓ。
１．４．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测成骨细胞加入 ＦＧＦＲ信号阻
断剂ＢＧＪ３９８后成骨分化相关基因的蛋白表达　　各
组按要求提取蛋白并检测蛋白浓度后，根据跑胶转
膜封闭的顺序依次处理，加入 βａｃｔｉｎ、ＣＯＬ１α、
ＲＵＮＸ２抗体，一抗孵育过夜二抗室温孵育 １ｈ后洗
涤，使用全自动荧光化学发光仪器曝光条带，记录

数据。

１．５　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件进行统计，数据用 珋ｘ±ｓ
表示，两样本进行 ｔ检验，多样本采用单因素方差分
析。各实验重复３次。

２　结果

２．１　原代成骨细胞形态特征
　　为明确原代成骨细胞是否分离成功，我们首先观
察了分离的原代成骨细胞的形态。在倒置显微镜下看

到分离出的原代成骨细胞 Ｐ２代贴壁生长，多为多边
形或梭形，部分细胞表面可见细小突起，与邻近细胞形

成连接。与平行培养的 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１比较，细胞系生长
较快，多呈梭形或锥形，二者形态相似（图１）。

原代成骨细胞 MC3T3
!

E1

图１　倒置显微镜下细胞贴壁后形态　（×４０）

２．２　原代成骨细胞诱导后成骨细胞成骨分化增加
　　为了进一步验证分离的原代细胞的成骨能力，在
成骨诱导５、１０、１５ｄ后对细胞进行 ＡＬＰ染色，发现蓝
紫色明显增加，活性测定结果显示 ＡＬＰ活性明显增
高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；诱导 １５ｄ后，茜素
红染色显示红色钙结节明显增加。以上结果表明分离

原代成骨细胞成功分离。平行培养的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞
系进行相同处理后，表现为一致的趋势（图２）。
２．３　ｑＲＴＰＣＲ检测成骨细胞成骨诱导处理后成骨分

化相关基因表达

　　ｑＲＴＰＣＲ结果显示，在成骨诱导过程中，随着时
间延长，原代成骨细胞和 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１成骨分化相关基
因 ＣＯＬ１α、ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ表达升高。平行培养的
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞系进行相同处理后，表现为一致的趋
势（图３）。这些结果说明原代成骨细胞分离成功，为
下一步实验提供了良好的实验材料。

２．４　ｑＲＴＰＣＲ检测成骨细胞成骨过程中ＦＧＦＲｓ的表
达情况

　　利用成功分离的原代成骨细胞和ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞
系，我们定量检测了 ＦＧＦＲ１３是否参与了成骨分化，
通过ｑＲＴＰＣＲ结果显示，添加成骨诱导剂后，随着时
间增长，原代成骨细胞在成骨分化过程中 ＦＧＦＲ１３的
表达均升高。平行培养的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞系进行相同
处理后，表现为一致的趋势（图４）。
２．５　ＦＧＦＲ信号阻断剂ＢＧＪ３９８抑制成骨细胞成骨分化
　　使用 ＦＧＦＲ信号阻断剂后，原代成骨细胞通过
ＡＬＰ染色均发现蓝紫色变浅，茜素红染色发现红色矿
化结节形成减少。提取平行培养细胞 ＲＮＡ，ｑＲＴＰＣＲ
结果显示，与对照组相比，加入 ＦＧＦＲ信号阻断剂以
后，成骨细胞成骨分化相关基因表达明显降低（Ｐ＜
０．０５），差异有统计学意义。平行培养的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细
胞系进行相同处理后，表现为一致的趋势（图５）。这
说明阻断ＦＧＦＲｓ信号可抑制成骨细胞成骨分化能力。
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图２　小鼠成骨细胞和ＭＣ３Ｔ３Ｅ１成骨分化能力检测
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图３　ｑＲＴＰＣＲ检测原代成骨细胞和ＭＣ３Ｔ３Ｅ１成骨诱导处理后对成骨分化基因的表达情况　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：原代成骨细胞阻断ＦＧＦＲ信号ＡＬＰ染色和茜素红染色；Ｂ：ｑＲＴＰＣＲ发现阻断 ＦＧＦＲ信号后发现成骨细胞的成骨分化相关
基因表达降低；Ｃ：ＭＣ３Ｔ３Ｅ１阻断ＦＧＦＲ信号茜素红染色和茜素红染色；Ｄ：ｑＲＴＰＣＲ阻断ＦＧＦＲ信号后发现ＭＣ３Ｔ３Ｅ１的成骨
分化相关基因表达降低。ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图５　检测加入ＦＧＦＲ信号阻断剂后成骨分化相关基因的表达　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．６　ＦＧＦＲ信号阻断剂 ＢＧＪ３９８抑制成骨细胞和
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１分化相关基因的蛋白表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对照组相比，成骨诱导
后，原代成骨细胞的成骨分化相关的 ＣＯＬ１α、ＲＵＮＸ２

的蛋白表达明显增加，但使用 ＦＧＦＲ信号阻断剂后，
ＣＯＬ１α、ＲＵＮＸ２的蛋白表达明显降低。这说明抑制
ＦＧＦＲ信号发挥作用可以抑制成骨细胞成骨。平行培
养的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞系进行相同处理后，表现出一致
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的趋势（图６）。
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COL1α（120~130×103）→

RUNX2（55×103）→

!"

actin（42~43×103）→

- + +

- - +

- + +

- - +

成骨诱导

FGFR信号阻断

１：原代成骨细胞对照组；２：原代成骨细胞成骨诱导组；
３：原代成骨细胞成骨诱导＋ＦＧＦＲ信号阻断组；４：ＭＣ３Ｔ３
Ｅ１对照组；５：ＭＣ３Ｔ３Ｅ１成骨诱导组；６：ＭＣ３Ｔ３Ｅ１成骨诱
导＋ＦＧＦＲ信号阻断组

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测加入ＦＧＦＲ信号阻断剂后成骨分
化相关基因的蛋白表达

３　讨论

　　成纤维细胞生长因子受体是一类跨膜酪氨酸激酶
受体，主要有ＦＧＦＲ１～４四个家族成员，其中ＦＧＦＲ１～３
由胞内区、跨膜区和胞外区三部分构成，胞内区包括近

膜区２个酪氨酸激酶功能域以及自身可发生磷酸化的
Ｃ末端，胞外区包括３个免疫球蛋白样功能区以及 Ｉｇ
Ⅰ／Ⅱ之间的酸性区，ＦＧＦＲ１、２、３可在胞外区发生选
择性剪切，并产生 ＩｇⅢｂ和 ＩｇⅢｃ两种亚型。ＩｇⅢｂ主
要表达于上皮组织，结合间充质组织中的 ＦＧＦ；ＩｇⅢＣ
主要在间充质中表达，其与间充质组织和上皮组织中

的ＦＧＦ都可以结合［８－９］。

　　在早期发育和成年期骨重建过程中，成骨细胞合
成和分泌骨基质并参与骨骼矿化过程。众多分子参与

成骨细胞功能调控，近年来发现 ＦＧＦＲ信号在骨骼发
育过程中发挥重要作用［１０］，早期的研究表明，功能增

强性ＦＧＦＲ３基因突变可导致各种类型的软骨发育不
良性侏儒，其中以 ＡＣＨ最为常见，临床表现为患者身
材矮小、短四肢、大头颅等［１１－１３］。ＦＧＦＲ２基因突变导
致以尖头、短头、面中部发育不良及指（趾）畸形为临

床表现的 Ａｐｅｒｔ综合征［１４－１５］。后来发现 ＦＧＦＲｓ对成
骨的调控作用与成骨细胞分化阶段有关。ＦＧＦＲ１和
ＦＧＦＲ２与间充质细胞衰老有关［１６］。抑制 ＦＧＦＲ１信号
促进成骨细胞增殖，但抑制基质矿化［１７］。ＦＧＦＲ２在成
骨细胞分化过程中也发挥重要作用。ＳＩＭＡＮＮ
等［１８－１９］发现在间充质细胞中 ＦＧＦＲ２可以通过激活
ＥＲＫ１／２和 ＰＫＣａ信号促进 ＲＵＮＸ２表达及成骨细胞
分化。ＦＧＦＲ３敲除小鼠则出现骨量减少的症状［２０］。

然而，ＦＧＦＲ对成骨细胞的调控作用和机制仍不明确。

在本研究中，我们成功分离小鼠原代成骨细胞，并检测

ＦＧＦＲ１３在原代成骨细胞和成骨细胞系ＭＣ３Ｔ３Ｅ１成
骨分化不同阶段的表达变化，发现 ＦＧＦＲ１３在成骨分
化过程中显著上调，而阻断 ＦＧＦＲ信号显著抑制成骨
分化，这些结果提示 ＦＧＦＲ信号参与了成骨细胞的分
化调控。

　　成骨细胞是骨形成的主要细胞，在骨骼发育及稳
态维持过程中发挥重要作用。ＦＧＦＲ信号在成骨分化
过程中发挥重要调控作用，然而其在成骨分化不同阶

段的调节作用以及 ＦＧＦＲｓ下游信号通路对成骨分化
的影响仍然需要进一步研究。另外在成骨分化过程

中，不同ＦＧＦ受体之间的协调作用也值得关注。深入
阐释ＦＧＦＲ信号在成骨分化过程中作用和机制可能为
成骨异常疾病如骨质疏松等的治疗提供治疗策略。
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