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ＴＧＦβⅡ型受体小分子抑制剂ＩＴＤ１对骨髓基质细胞成骨分化和血管形成的作用
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　　［摘要］　目的　探讨 ＴＧＦβⅡ型受体（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａｒｅｃｅｐｔｏｒⅡ，ＴＧＦＢＲ２）的小分
子抑制剂ＩＴＤ１对小鼠骨髓基质细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）成骨分化和血管形成的影响。
方法　将 Ｃ５７／ＢＬ６小鼠 ＢＭＳＣｓ分为 ３组：不经药物处理为空白组；１‰ＤＭＳＯ处理为 ＤＭＳＯ组；
１０μｍｏｌ／ＬＩＴＤ１处理为ＩＴＤ１组。采用ＣＣＫ８检测细胞增殖变化；流式细胞仪检测凋亡细胞比例；实
时荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）测定成骨标志物碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、ｏｓｔｒｉｘ（ＯＳＸ）、Ⅰ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎ１，ＣＯＬ１）
和骨钙蛋白（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣＮ）及成血管相关标志物血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、血管生成素１（ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ１，ＡＮＧＰＴ１）ｍＲＮＡ的表达；碱性磷酸酶染色检测ＡＬＰ表达情
况；茜素红染色检测成骨晚期矿化水平；免疫荧光染色检测成骨标志物 ＯＰＮ及成血管标志物 ＶＥＧＦ的
表达；小鼠组织培养实验检测体外培养小鼠肱骨骨密度。结果　碱性磷酸酶染色显示 ＩＴＤ１组染色变
浅，茜素红染色结果提示ＩＴＤ１组钙盐结节显著减少；与 ＤＭＳＯ组比较，ＩＴＤ１组 ＢＭＳＣｓ增殖水平显著
降低；流式细胞仪检测显示１０μｍｏｌ／Ｌ的ＩＴＤ１不导致细胞凋亡；与ＤＭＳＯ组比较，ＩＴＤ１组成骨标志物
ＡＬＰ、ＯＳＸ、ＣＯＬ１及 ＯＣＮ的 ｍＲＮＡ相对表达量均显著降低（Ｐ＜０．０１），但成血管标志物 ＶＥＧＦ和
ＡＮＧＰＴ１的ｍＲＮＡ相对表达量显著升高（Ｐ＜０．０５），ＯＰＮ表达降低而ＶＥＧＦ表达升高（Ｐ＜０．０５），肱骨骨
密度也显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＧＦＢＲ２的小分子抑制剂ＩＴＤ１可抑制骨髓基质细胞增殖，在不影响
细胞凋亡的情况下对成骨分化具有显著抑制作用，但显著增强血管形成。

　　［关键词］　骨髓基质细胞；转化生长因子βⅡ型受体；成骨分化；血管生成；小分子抑制剂
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　　我国每年因创伤骨折、骨肿瘤、股骨头缺血性坏死
等造成的骨缺损患者高达２００万人，骨缺损的修复重
建是临床骨科学研究领域的热点课题［１－２］。骨髓基质

细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）具有多向分化
潜能，在体内处于相对静止状态，当受到各种生理或病

理刺激时能分化为成骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞、心

肌细胞和骨骼肌细胞等［３］，被视为骨再生的理想细胞

来源［４］。骨骼中血管的生长与成骨紧密相关［５］，但对

其潜在细胞和分子机制尚不清楚。因此，如何诱导

ＢＭＳＣｓ定向分化成为成骨细胞和血管内皮细胞以促
进骨再生和血管形成还需进一步探索。

　　生长因子，如骨形态发生蛋白（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＭＰ）、成纤维细胞生长因子（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＦＧＦ）和转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ｂｅｔａ，ＴＧＦβ），具有调节骨骼发育和稳态的功能［６］。其

中ＴＧＦβ能够广泛调节细胞的生物活性，包括调节细
胞增殖、分化和细胞外基质的合成等［７－８］。在 ＴＧＦβ
信号传导过程中，ＴＧＦβ配体与 ＴＧＦβⅡ型受体
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａｒｅｃｅｐｔｏｒⅡ，ＴＧＦＢＲ２）
结合后启动 ＴＧＦβ信号，随后结合 ＴＧＦβⅠ型受体
（ＴＧＦＢＲ１），形成由２个ＴＧＦＢＲ２和２个ＴＧＦＢＲ１组成
的异四聚体复合物，并启动下游信号传导，主要包括由

磷酸化的Ｓｍａｄ蛋白组成的经典通路和由有丝分裂原活
化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）ＪＮＫ和ｐ３８α组成的非经典通路［９］。

　　在胚胎发育过程中敲除间充质细胞中ＴＧＦＢＲ２，引
起细胞增殖和成骨分化降低，导致骨发育缺陷［１０］。提

示在骨髓祖细胞成熟过程中ＴＧＦＢＲ２至关重要，未成熟
成骨细胞的增殖和成熟需要ＴＧＦＢＲ２信号传导。此外，
研究发现抑制成骨细胞中ＴＧＦＢＲ２导致小鼠骨重塑减
少和骨小梁骨量增加［１１］。ＢＭＳＣｓ不仅通过促进内皮细
胞的迁移、侵袭，还通过表达内皮细胞特征进而诱导血

管生成，并且这些过程受ＴＧＦβ的非经典途径中ｐ３８α

信号的负调控。有研究显示沉默ｐ３８α可增强血管内皮
标志物表达［１２］。目前，ＴＧＦＢＲ２在 ＢＭＳＣｓ的成骨分化
和血管形成中的作用研究尚不明确，在成骨细胞不同成

熟阶段ＴＧＦＢＲ２所展现出截然不同的功能机制也未能
阐明。因此，本研究拟采用针对ＴＧＦＢＲ２的特异性抑制
剂ＩＴＤ１［１３］，将整个 ＴＧＦβ信号传导中断，探究 ＩＴＤ１
对ＢＭＳＣｓ成骨分化过程及血管形成的影响，为开发促
进骨和血管形成药物提供新的实验基础。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　Ｃ５７／ＢＬ６小鼠购自重庆医科大学实验动物中心。抑
制剂ＩＴＤ１、细胞增殖毒性检测试剂盒（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，
ＣＣＫ８）购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；二甲亚砜
（ＤＭＳＯ）购自美国ＭＰＢＩＯ公司；ＢＣＩＰ／ＮＢＴ碱性磷酸酯
酶显色试剂盒检测试剂盒购自上海碧云天生物工程公

司；茜素红Ｓ染色试剂购自北京索莱宝科技有限公司；
Ｍａｔｒｉｇｅｌ购自美国ＢＤ公司；胎牛血清、αＭＥＭ培养基购
自美国赛默飞世尔科技公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染试剂盒
购自上海Ｂｅｓｔｂｉｏ公司；ＯＰＮ、ＶＥＧＦ抗体、抗兔、抗鼠二
抗购自武汉三鹰生物科技有限公司。ＣＯ２培养箱、台式
低温离心机购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；定量 ＰＣＲ仪购自
ＢｉｏＲａｄ公司；小动物骨密度仪购自美国ＫＵＢＴＥＣ公司；
流式细胞仪购自美国ＢＤ公司。
１．２　骨髓基质细胞培养和分组
　　小鼠乙醚麻醉后，脱颈处死，无菌条件下解剖，取
其股骨和胫骨；采用含１％胎牛血清、链霉素１００ｍｇ／Ｌ
和青霉素１００ｋＵ／Ｌ的 αＭＥＭ培养液作为冲洗液，用
注射器将股骨胫骨中骨髓冲出后过滤，加入含１０％胎
牛血清、链霉素 １００ｍｇ／Ｌ和青霉素 １００ｋＵ／Ｌ的
αＭＥＭ培养液（αＭＥＭ完全培养基）中，于 ５％ＣＯ２饱
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和湿度、３７℃培养箱孵育。培养３ｄ后换液，加入新鲜
培养基，待其生长融合度达 ７０％左右，经过胰酶消化
后细胞按照２×１０５／ｃｍ２均匀接种于２４孔板中。
　　细胞分３组：以ＩＴＤ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）处理的ＢＭＳＣｓ
为ＩＴＤ１组，以ＤＭＳＯ（１‰）处理的ＢＭＳＣｓ作为ＤＭＳＯ
组，另将以完全培养基培养的ＢＭＳＣｓ作为空白组。
１．３　碱性磷酸酶（ＡＬＰ）染色
　　将 ＢＭＳＣｓ按照前述 ２×１０５／ｃｍ２接种于 ２４孔板
中，在空白组、ＤＭＳＯ组、ＩＴＤ１组分别添加 １００μＬ的
αＭＥＭ完全培养基、含 １‰ＤＭＳＯ的 αＭＥＭ完全培养
基、含 １０μｍｏｌ／ＬＩＴＤ１的 αＭＥＭ完全培养基。每
３天换液。待其生长至融合度 ８０％～９０％后，遵从
ＢＣＩＰ／ＮＢＴ碱性磷酸酶显色试剂盒说明书进行ＡＬＰ染
色。每组实验重复３次。
１．４　ＲＮＡ提取及ｑＰＣＲ检测
　　按上述铺板将 ＢＭＳＣｓ接种于２４孔板中，按照分
组分别作用细胞。待其生长融合度至８０％～９０％后提
取ＲＮＡ，经过基因组 ＤＮＡ去除反应和逆转录反应后
得到ｃＤＮＡ。ｃＤＮＡ反应液进行稀释后，作为 ｑＰＣＲ反
应的模板。根据 ＣＦＸ９６ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测系统的操
作步骤进行ｑＰＣＲ反应。全部样本结果以 ＧＡＰＤＨ的
表达水平作标准。测定所使用的引物见表１。
１．５　凋亡检测
　　将ＢＭＳＣｓ接种于６孔板中，按照分组分别处理细
胞，每组重复３次独立实验，２４ｈ后，收集包括漂浮在
上清液内的所有细胞，根据 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法说明
书染色后，采用流式细胞仪检测细胞凋亡。

１．６　细胞增殖能力检测
　　将ＢＭＳＣｓ按照实验设计分组，每孔加入１０００个细
胞，贴壁后，按照分组分别处理细胞，在３７℃、５％ＣＯ２
及饱和湿度条件下培养１、１２、２４、４８ｈ后，每组重复５次
独立实验。采用ＣＣＫ８检测试剂盒，每测试孔中分别
添加１０μＬＣＣＫ８溶液，继续孵育４ｈ后，使用酶标仪
于４５０ｎｍ波长条件下测定每孔光密度值［Ｄ（４５０）］，
并且按照细胞数量的标准曲线计算得出细胞数量。

１．７　茜素红染色
　　将ＢＭＳＣｓ按２×１０５／孔铺于２４孔板中，分为３组，

分别向每组 ＢＭＳＣｓ中加入不含有药物、含有 １‰
ＤＭＳＯ、含１０μｍｏｌ／ＬＩＴＤ１的成骨诱导培养基（１０％胎
牛血清、１００ｍｇ／Ｌ链霉素、１００ｋＵ／Ｌ青霉素、５０ｍｇ／Ｌ
维生素Ｃ、１０ｍｍｏｌ／Ｌβ磷酸甘油二钠、０．１μｍｏｌ／Ｌ地塞
米松），在３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿度条件下培养１４ｄ，
利用茜素红染色试剂盒进行细胞染色，镜下观察并拍

照，利用ＩｍａｇｅＪ软件进行钙化面积比分析。
１．８　小鼠器官培养
　　出生后１～３ｄ乳鼠（１０只）购自重庆医科大学实
验动物中心。处死后，无菌条件下解剖获得其上肢并

去除多余皮肤肌肉组织，在成骨诱导培养基中加入

ＤＭＳＯ或ＩＴＤ１进行培养至 １２ｄ，每组重复进行 ５次
独立实验，将所得组织进行骨密度测定。

１．９　免疫荧光观察
　　４％多聚甲醛中固定细胞 １０ｍｉｎ后洗涤，０．２５％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００通透样品１０ｍｉｎ，山羊血清封闭３０ｍｉｎ，加
入稀释后一抗４℃过夜孵育，ＰＢＳ洗涤后加入二抗室温
避光孵育１ｈ，洗涤后加入ＤＡＰＩ，再次洗涤后显微镜下观
察并拍照，利用ＩｍａｇｅＪ软件进行阳性细胞百分比分析。
１．１０　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示。采
用单因素方差分析比较多组间差异，ＳＮＫ检验比较两
组间差异。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＩＴＤ１对ＢＭＳＣｓ增殖和凋亡的影响
　　利用 １‰ＤＭＳＯ、１０μｍｏｌ／ＬＩＴＤ１对原代 ＢＭＳＣｓ
作用２４ｈ后，采用流式细胞仪检测细胞凋亡情况，结
果显示（图１Ａ、Ｂ）：ＩＴＤ１浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ时，对细
胞凋亡不造成影响；同时经 ＤＭＳＯ、ＩＴＤ１处理 １、１２、
２４、４８ｈ后，利用ＣＣＫ８试剂盒进行细胞增殖检测，结
果显示（图１Ｃ、Ｄ）：与空白组相比，ＤＭＳＯ（１‰）对细胞
增殖不造成影响，而与ＤＭＳＯ组相比，ＩＴＤ１组对ＢＭＳＣｓ
具有显著的增殖抑制作用（Ｐ＜０．０５）。表明１０μｍｏｌ／Ｌ
ＩＴＤ１没有对细胞产生毒性作用，未见细胞死亡，同时
证明当 ＩＴＤ１抑制 ＢＭＳＣｓ中 ＴＧＦＢＲ２后，将导致
ＢＭＳＣｓ增殖活性降低。

表１　ＰＣＲ引物序列与片段长度

基因 　　　上游引物（５′→３′） 片段大小／ｂｐ 　　　　下游引物（５′→３′） 片段大小／ｂｐ
ＡＬＰ ＣＡＣＧＧＣＧＴＣＣＡＴＧＡＧＣＡＧＡＡＣ ２１ ＣＡＧＧＣＡＣＡＧＴＧＧＴＣＡＡＧＧＴＴＧＧ ２２
ＣＯＬ１ ＧＡＧＣＧＧＡＧＡＧＴＡＣＴＧＧＡＴＣＧ ２０ ＧＣＴＴＣＴＴＴＴＣＣＴＴＧＧＧＧＴＴＣ ２０
ＯＣＮ ＡＧＡＣＴＣＣＧＧＣＧＣＴＡＣＣＴＴＧＧ ２０ ＣＧＧＴＣＴＴＣＡＡＧＣＣＡＴＡＣＴＧＧＴＣＴＧ ２４
ＧＡＰＤＨ ＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣＣＧＡＧＡＡＴ ２０ ＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡ ２０
ＯＳＸ ＣＣＣＴＴＣＴＣＡＡＧＣＡＣＣＡＡＴＧＧ ２０ ＡＡＧＧＧＴＧＧＧＴＡＧＴＣＡＴＴＴＧＣＡＴＡ ２３
ＡＮＧＰＴ１ ＣＣＡＧＡＡＣＧＧＡＣＣＣＴＧＣＡＧ １８ ＴＴＣＴＣＣＡＧＣＡＣＣＴＧＣＡＧＣ １８
ＶＥＧＦ ＡＧＣＡＣＡＧＣＡＧＡＴＧＴＧＡＡＴＧＣ ２０ ＡＡＴＧＣＴＴＴＣＴＣＣＧＣＴＣＴＧＡＡ ２０
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＤＭＳＯ组比较

图１　ＩＴＤ１对ＢＭＳＣｓ增殖和凋亡的影响
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Ａ：ＡＬＰ染色检测ＢＭＳＣｓ成骨分化；Ｂ：茜素红染色检测ＢＭＳＣｓ矿盐结节

图２　ＩＴＤ１对成骨分化及矿盐沉积的影响

２．２　ＩＴＤ１降低ＢＭＳＣｓ的ＡＬＰ活性及成骨矿化
　　ＡＬＰ染色结果显示（图２Ａ）：ＩＴＤ１组ＡＬＰ染色相
较于ＤＭＳＯ组颜色更浅。利用ＤＭＳＯ或ＩＴＤ１持续处
理ＢＭＳＣｓ７ｄ后，加入成骨诱导培养基继续培养至１４ｄ，
进行茜素红染色，结果显示（图 ２Ｂ）：ＩＴＤ１组钙盐结

节较ＤＭＳＯ组、空白组显著降低（钙化面积比：０．０１５±
０．００９ｖｓ０．１７３±０．０５９、０．２００±０．０３６，Ｐ＜０．０５）。提示
在ＩＴＤ１的作用下，ＢＭＳＣｓ早期成骨分化和晚期钙盐
结节生成均被抑制。
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２．３　ＩＴＤ１显著降低成骨标志物表达
　　ｑＰＣＲ检测各组细胞成骨标志物ＡＬＰ、ＯＳＸ、ＯＣＮ、
ＣＯＬ１，结果显示 （图３Ａ～Ｄ）：与 ＤＭＳＯ组比较，ＩＴＤ１
组成骨标志物的相对表达量都显著降低（Ｐ＜０．０１）。
免疫荧光结果同样显示（图３Ｅ）：ＩＴＤ１组较ＤＭＳＯ组、
空白组ＯＰＮ的表达显著降低［ＯＰＮ阳性细胞百分比：
（０．４８７±０．２７４）％ ｖｓ（２２．３３４±５．６４１）％、（２４．１０３±
７．３４８）％，Ｐ＜０．０１］。该结果与 ＡＬＰ染色、茜素红染

色结果一致，进一步证明在ＩＴＤ１的作用下，ＢＭＳＣｓ成
骨分化过程被显著抑制。

２．４　ＩＴＤ１对体外小鼠器官培养骨密度的影响
　　肱骨骨密度测定结果显示（图 ４）：ＤＭＳＯ组与空
白组骨密度没有差异，而ＩＴＤ１组相较于ＤＭＳＯ组，肱
骨骨密度显著降低（Ｐ＜０．０５）。进一步说明利用ＩＴＤ１
抑制ＢＭＳＣｓ中 ＴＧＦＢＲ２后能够显著降低体外培养胎
鼠肱骨骨组织的骨密度。
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Ａ～Ｄ：ｑＰＣＲ检测各组细胞ＡＬＰ、ＯＳＸ、ＣＯＬ１、ＯＣＮｍＲＮＡ表达　１：空白组；２：ＤＭＳＯ组；３：ＩＴＤ１组；Ｅ：免疫荧光检测 ＯＰＮ表
达　绿色荧光为细胞内ＯＰＮ

图３　ＩＴＤ１对ＢＭＳＣｓ成骨相关标志物ｍＲＮＡ表达及ＯＰＮ表达的影响
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＤＭＳＯ组比较
图４　ＩＴＤ１对小鼠肱骨骨密度的影响

２．５　ＩＴＤ１显著增强ＢＭＳＣｓ促进血管生成的能力
　　提取各组细胞 ＲＮＡ进行 ｑＰＣＲ，检测成血管相关
标志物的表达。发现ＩＴＤ１组相较于ＤＭＳＯ组成血管
标志物ＶＥＧＦ（Ｐ＜０．０１）、ＡＮＧＰＴ１（Ｐ＜０．０１）的相对表
达量均显著增高（图 ５Ａ、Ｂ），进一步进行 ＶＥＧＦ的免
疫荧光染色显示：ＩＴＤ１组较 ＤＭＳＯ组、空白组 ＶＥＧＦ
的表达显著增多［ＶＥＧＦ阳性细胞百分比：（１８．５３０±
４．４０５）％ｖｓ（２．４６０±１．０８８）％、（２．０１０±０．９０７）％，Ｐ＜
０．０５，图５Ｃ］。提示利用ＩＴＤ１抑制ＢＭＳＣｓ中ＴＧＦＢＲ２
后能够显著增强ＢＭＳＣｓ血管生成能力。
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Ａ、Ｂ：ｑＰＣＲ检测ＡＮＧＰＴ１、ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达；Ｃ：免疫荧光检测ＶＥＧＦ表达　红色荧光为细胞内ＶＥＧＦ
图５　ＩＴＤ１对ＢＭＳＣｓ成血管相关标志物ｍＲＮＡ表达及ＶＥＧＦ表达的影响
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３　讨论

　　骨作为人体内代谢旺盛的器官，其代谢主要由成
骨细胞和破骨细胞相互作用保持动态平衡，协调骨组

织代谢，前者执行骨形成功能，而后者执行骨吸收功

能。骨组织通过破骨细胞产生的旧骨重吸收作用和成

骨细胞产生的新骨形成作用保证了骨量的动态稳定，

该过程被称为骨重塑［１４］。在骨重塑过程如果发生紊

乱，将引起一系列与代谢相关的骨病，例如骨质疏松症

或骨折不愈合。近来研究显示：多种因子，包括ｂＦＧＦ、
ＴＧＦβ、血小板衍生因子（ＰＤＧＦ）、骨形态发生蛋白
（ＢＭＰｓ）在内的细胞因子、激素和生长因子等，在骨重
塑过程中，发挥着关键作用。ＴＧＦβ参与从干细胞募
集到终末分化再到骨形成和骨吸收等过程调节骨稳

态。ＴＧＦβ通过调节成骨和重吸收相关细胞的活性及
感应物理负荷，维持骨骼稳态［１５］。在骨骼和许多其他

组织中，ＴＧＦβ的作用是非线性的，这样 ＴＧＦβ信号
增加和减少都会产生骨质疏松表型［１６］。因此，ＴＧＦβ
信号在骨中产生这种明显矛盾现象的机制仍待进一步

探究，以明确其在骨发育和重塑过程中所扮演的角色。

　　骨是高度血管化的组织。骨骼脉管结构在骨骼发
育、骨再生和重塑阶段起着至关重要的作用［１７］。氧气

或营养物质通过血管送达骨骼系统，代谢废物也通过

血管去除，同时各种激素及生长因子也经血管递送至

骨骼系统，以维持骨中细胞存活［１８］。血管和骨中细胞

之间的相互作用异常，将导致多种骨骼疾病的发展，如

颅面畸形或特发性骨坏死［１９］。

　　ＴＧＦβ作为血管内皮调节剂的作用机制尚不清
楚［２０］。ＴＧＦβ经典途径为 ＴＧＦβ结合其受体并诱导
Ｓｍａｄ２／３的磷酸化，但也可以通过非经典信号通路激
活其他信号传导，包括有丝分裂原活化蛋白激酶

（ＭＡＰＫ）、ＪＮＫ和 ｐ３８α［９］。ＴＧＦβ激活的 ＴＡＫ１对于
ＴＧＦβ诱导的ＪＮＫ和ｐ３８α激活是必需的，ＴＡＫ１缺陷
的胚胎存在血管缺陷［１２］。ｐ３８α和ＪＮＫ的信号传导也
与内皮细胞增殖和凋亡有关，还与血管生成调节因子

如ＶＥＧＦ产生有关［１２］。然而，ＴＧＦβ激活的 Ｓｍａｄ经
典信号通路和 ＭＡＰＫ信号传导对 ＢＭＳＣｓ转化为内皮
样细胞的贡献以及这是否影响血管生成，尚不清楚。

因此，本研究通过特异性 ＴＧＦＢＲ２的小分子抑制剂研
究抑制ＴＧＦβ经典及非经典信号通路的情况下，其成
血管分化的影响。

　　本研究利用小分子药物 ＩＴＤ１抑制 ＢＭＳＣｓ中
ＴＧＦβ信号，通过ＡＬＰ染色、茜素红染色、成骨成血管
相关标志物的ｍＲＮＡ相对表达量测定、小鼠器官体外
培养实验以及成骨相关标志物 ＯＰＮ和成血管相关标

志物 ＶＥＧＦ的免疫荧光染色发现：在不影响细胞凋亡
的情况下，ＩＴＤ１导致ＢＭＳＣｓ增殖速率显著降低，同时
明显抑制其成骨分化，而成血管相关实验表明 ＩＴＤ１
能够显著增强ＢＭＳＣｓ的成血管能力。
　　综上所述，小分子药物 ＩＴＤ１抑制 ＢＭＳＣｓ中
ＴＧＦＢＲ２后，ＢＭＳＣｓ的成骨分化显著降低而血管形成
能力显著增强，但是其在成骨、成血管分化中产生作用

的确切机制还需要深入研究。根据前期结果，该现象

可能的机制为 ＴＧＦβ信号经典通路的抑制导致了成
骨分化降低，而非经典信号通路的抑制则导致了血管

形成增强，敲除非经典通路中 ｐ３８能够促进血管生
成［１２］，但是经典通路与非经典通路在成血管和成骨之

间的相互作用仍然需要做进一步的探究。本研究下一

步拟通过ＲＮＡＳｅｑ技术从基因表达的角度深入研究，
确定产生该现象的机制。ＴＧＦβ信号作为目前已知的
最复杂的细胞生长因子，在成骨、成血管分化中的作用

众说纷纭，深入研究 ＴＧＦβ信号中的关键受体
ＴＧＦＢＲ２在成骨、成血管分化中的作用，有助于揭示
ＴＧＦβ在成骨成血管分化中的作用机制，为临床骨科
ＴＧＦＢＲ２的小分子抑制剂的应用提供方向。
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