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　　［摘要］　目的　探究骨细胞 ＭＬＯＹ４过表达骨形态发生蛋白 ４（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ４，
ＢＭＰ４）通过Ｎｏｔｃｈ信号对骨髓基质细胞 ＳＴ２成骨分化的影响。方法　使用 ＢＭＰ４重组腺病毒
（ＡｄＢＭＰ４）以及阴性对照（ＡｄＧＦＰ）分别感染 ＭＬＯＹ４后与 ＳＴ２共培养，分为 ＧＦＰ组及 ＢＭＰ４组；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭＬＯＹ４细胞ＢＭＰ４蛋白表达；采用实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）检测ＭＬＯＹ４的ＢＭＰ４
和Ｎｏｔｃｈ配体基因、共培养体系中成骨标志基因、Ｎｏｔｃｈ靶基因以及促血管生成因子表达；碱性磷酸酶
（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）染色及生化定量检测 ＡＬＰ活性；在共培养体系中加入 Ｎｏｔｃｈ信号抑制剂
ＤＡＰＴ后，再次检测上述指标。结果　ＭＬＯＹ４过表达ＢＭＰ４，上调Ｎｏｔｃｈ配体Ｊａｇ１、Ｊａｇ２、Ｄｌｌ４表达；ＡＬＰ
染色以及生化定量结果显示共培养第 １天 ＧＦＰ组和 ＢＭＰ４组 ＡＬＰ活性差异无统计学意义，在第 ３、
５天，ＢＭＰ４组ＡＬＰ活性更高（Ｐ＜０．０５）；ＢＭＰ４组成骨标志基因在第１天仅Ｒｕｎｔ相关转录因子２（ｒｕｎｔ
ｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，Ｒｕｎｘ２）显著升高（Ｐ＜０．０５），第 ３、５天 ＢＭＰ４组 Ａｌｐ、Ｒｕｎｘ２、骨钙蛋白
（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，Ｏｃｎ）、Ⅰ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ）均显著增高（Ｐ＜０．０５）；第 ３天 ＢＭＰ４组 Ｎｏｔｃｈ信号靶基因
Ｈｅｙ１、Ｈｅｙ２，血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、低氧诱导因子（ｈｙｐｏｘｉａ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）的表达也显著增高（Ｐ＜０．０５）；加入 ＤＰＡＴ抑制 Ｎｏｔｃｈ信号后，ＢＭＰ４组 ＡＬＰ
活性、成骨标志基因以及促血管生成因子表达均显著下降（Ｐ＜０．０５）。结论　ＭＬＯＹ４过表达 ＢＭＰ４可
以促进ＳＴ２成骨分化，该过程可能与Ｎｏｔｃｈ信号增强有关。
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　　骨质疏松症是一种全身性代谢性骨病，表现为骨
量减少、骨组织微结构改变，导致骨强度降低、脆性增

加，易引起骨折，是中老年人致残、死亡的重要原因之

一［１］。基于骨发育的健康骨重塑对于骨质疏松症的

治疗和康复极为重要。这一目标的实现仍存在诸多难

题，骨髓基质细胞体内自我更新和成骨分化的调控是

关键。

　　过去认为骨细胞是静止细胞，近来研究表明在机
械和激素刺激下，骨细胞可以反向调控骨形成与骨吸

收［２－６］，对骨细胞及其细胞内分子机制的研究正在迅

速兴起。本课题组前期研究发现，特异性激活小鼠骨

细胞Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号，促进骨合成代谢，增加骨量，
证实了发育终端的骨细胞具有反向调控成骨分化的作

用，并且在激活Ｗｎｔ信号的骨细胞中检测到骨形态发
生蛋白 ４（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ４，ＢＭＰ４）的表
达升高［７］。有研究报道指出成骨细胞中敲除 ＢＭＰⅠ
型受体Ａ（ＢＭＰＲ１Ａ）后，ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ表达降低，从而增加
Ｗｎｔ信号促进骨形成，导致小鼠骨量上升 ［８－９］。ＢＭＰ４
作为ＢＭＰ信号的配体之一，在骨折愈合过程中可以促
进骨折区域的血管生成和骨再生［１０－１１］，还可以调节胚

胎干细胞向内皮细胞的分化，并刺激内皮细胞的迁移

和管腔的形成［１２］。然而，骨细胞中的ＢＭＰ４对骨形成
以及血管生成的影响尚有待研究。

　　Ｎｏｔｃｈ信号是一条进化过程中高度保守的信号通
路，对成骨分化以及血管生成起着至关重要的作

用［１３－１４］。有研究报道Ｎｏｔｃｈ信号参与ＢＭＰ２、ＢＭＰ９诱

导的ＭＳＣｓ成骨分化［１５］，但是 Ｎｏｔｃｈ信号是否参与骨
细胞ＢＭＰ４反向调控骨髓基质细胞成骨分化的过程没
有相关报道。因此，本研究首先使用ＡｄＢＭＰ４感染骨
细胞ＭＬＯＹ４后与 ＳＴ２细胞进行共培养，探究骨细胞
过表达 ＢＭＰ４的促成骨和促成血管功能；并在此基础
上探讨了Ｎｏｔｃｈ信号是否介导这一过程，旨在揭示骨
细胞 ＢＭＰ４发挥促骨形成的生理作用与机制，为
ＢＭＰ４靶向骨细胞治疗骨质疏松提供依据以及为研发
促骨形成药物提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
　　实验材料：骨细胞ＭＬＯＹ４、骨髓基质细胞 ＳＴ２均
由美国 ＬｙｎｄａＢｏｎｅｗａｌｄ教授赠予。αＭＥＭ培养基以
及ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ抽提液购自美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；胎
牛血清购自以色列ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司；Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ
购自美国Ｓｉｇｍａ公司；ＢＣＡ检测试剂盒、ＲＩＰＡ裂解液
ＢＣＩＰ／ＮＢＴ碱性磷酸酶显色试剂盒以及碱性磷酸酶
（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）检测试剂盒均购自上海碧
云天生物工程公司；反转录试剂盒和实时荧光定量

ＰＣＲ试剂盒购买于日本ＴａＫａＲａ公司；ＤＡＰＴ购买于美
国 ＭＣＥ公司；一抗 ＢＭＰ４购自沈阳万类生物科技有
限公司；一抗 ＧＡＰＤＨ及二抗均购自武汉三鹰生物科
技有限公司；显影液购自上海雅酶生物医药科技有

限公司。

　　实验仪器：３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱（新加坡，
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ＥＳＣＯ）、低温高速离心机（德国，Ｓｉｇｍａ）、倒置荧光显微
镜（德国，Ｌｅｉｃａ）、ｑＰＣＲ仪（美国，ＢｉｏＲａｄ）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＭＬＯＹ４细胞与 ＳＴ２细胞均使
用含有１０％胎牛血清的αＭＥＭ完全培养基在３７℃、
５％ＣＯ２的条件下培养。
１．２．２　骨细胞系 ＭＬＯＹ４感染腺病毒　　当 ＭＬＯ
Ｙ４细胞密度达到９０％时，使用胰酶消化、计数后，按照
２×１０４／孔的密度铺板至 ２４孔板，分别加入加腺病毒
ＡｄＢＭＰ４或者ＡｄＧＦＰ感染细胞，同时加入 ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ
促感染，２４ｈ后，观察荧光以及收集 ＲＮＡ检测 ＢＭＰ４
以及 Ｎｏｔｃｈ配体基因的表达，收集蛋白样品检测ＢＭＰ４
的表达。实验分组为ＡｄＧＦＰ组与ＡｄＢＭＰ４组。
１．２．３　ＭＬＯＹ４细胞与 ＳＴ２细胞共培养以及 ＤＡＰＴ
干预　　①感染 ＡｄＢＭＰ４或 ＡｄＧＦＰ的 ＭＬＯＹ４细
胞，使用胰酶消化并计数后，按照２×１０４／孔铺入２４孔
板，ＳＴ２细胞８×１０４／孔，铺板至同一２４孔板共培养１、
３、５ｄ。②在培养基中添加 ＤＡＰＴ抑制共培养体系
Ｎｏｔｃｈ信号，ＤＡＰＴ终浓度１０μｍｏｌ／Ｌ。实验分为：ＧＦＰ
组、ＧＦＰ＋ＤＡＰＴ组、ＢＭＰ４组、ＢＭＰ４＋ＤＡＰＴ组。
１．２．４　碱性磷酸酶（ＡＬＰ）活性检测　　①ＡＬＰ染色：
待细胞共培养１、３、５ｄ后，吸弃培养基并用ＰＢＳ润洗，
４％甲醛固定１０ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ润洗２次，最后按碱性
磷酸酶显色试剂盒说明书加入染液，室温避光反应

３０ｍｉｎ后用ＰＢＳ润洗去除染液，观察并拍照。②ＡＬＰ
定量：细胞共培养后，吸弃培养基并使用 ＰＢＳ润洗，然
后每孔加入３００μＬＴｒｉｓ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝７．４），收集

细胞于 ＥＰ管中，使用超声破碎仪破碎细胞，４℃
１５０００×ｇ离心３ｍｉｎ，收集上清液按 ＡＬＰ检测试剂盒
说明书检测不同样本与底物反应体系在４０５ｎｍ的光
密度值，并根据标准底物浓度曲线计算酶活性。

１．２．５　ＲＮＡ提取及ＲＴＰＣＲ　　细胞培养完成后，吸
弃培养基，每孔加入 ２００μＬＴＲＩｚｏｌ裂解细胞，根据
ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞ＲＮＡ，并测定其浓度；取１μｇＲＮＡ，
按 ＴａＫａＲａ反转录试剂盒操作说明去除基因组 ＤＮＡ
后，进行反转录反应获得 ｃＤＮＡ，对 ｃＤＮＡ进行５倍稀
释后进行后续ｑＰＣＲ检测。
１．２．６　实时定量ＰＣＲ　　按照ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ
试剂盒说明书依次加入５μＬＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ
（２×）、正反引物各 ０．４μＬ（１０μｍｍｏｌ／Ｌ）、１．２μＬ
ｃＤＮＡ，用 ＭｉｌｉＱ水补足至 １０μＬ。反应条件：９５℃
３０ｓ，９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，循环４０次；ＧＡＰＤＨ基因作
为内参，每组３个样品，使用２ΔΔＣｔ法计算目的基因的
相对表达量。引物序列见表１。
１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　细胞培养后，吸弃培养基，用
ＰＢＳ清洗１遍，加入适量 ＲＩＰＡ裂解液，用细胞刮刮下
细胞后收集至 １．５ｍＬＥＰ管中。按照说明书使用
ＢＣＡ试剂盒测量蛋白浓度，加上样缓冲液，金属浴
１００℃ １０ｍｉｎ。使用试剂盒配胶完成后按总蛋白量
３０μｇ上样。使用７０Ｖ恒压待样品进入分离胶后加压
至１２０Ｖ恒压电泳全程，转膜按恒流２５０ｍＡ１ｈ后，使
用５％脱脂奶粉封闭２ｈ。然后敷一抗４℃过夜，第２天
使用ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，敷二抗室温２ｈ，再使
用ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，最后采集图像。

表１　ｑＰＣＲ引物序列

基因名称 上游引物（５＇３＇） 下游引物（５＇３＇） 产物长度／ｂｐ

ＧＡＰＤＨ ＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣＣＧＡＧＡＡＴ ＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡ １５１

ＢＭＰ４ ＧＡＧＧＡＧＴＴＴＣＣＡＴＣＡＣＧＡＡＧＡ ＧＣＴＣＴＧＣＣＧＡＧＧＡＧＡＴＣＡ １２２

Ｊａｇ１ ＣＣＡＡＣＡＣＧＧＴＣＣＣＣＡＴＴＡ ＴＴＧＧＣＡＡＡＧＣＧＧＡＣＴＴＴＣ １２４

Ｊａｇ２ ＣＡＣＧＣＴＧＧＣＡＴＧＡＴＣＡＡＣ ＴＧＴＴＧＣＡＧＧＴＧＧＣＡＣＴＧＴ １２４

Ｄｌｌ４ ＧＧＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＴ ＡＣＴＣＴＴＧＧＣＧＧＧＴＴＣＡＣＡ １２２

ＡＬＰ ＡＣＡＣＣＡＡＴＧＴＡＧＣＣＡＡＧＡＡＴＧＴＣＡ ＧＡＴＴＣＧＧＧＣＡＧＣＧＧＴＴＡＣＴ ７７

Ｒｕｎｘ２ ＣＣＧＧＴＣＴＣＣＴＴＣＣＡＧＧＡＴ ＧＧＧＡＡＣＴＧＣＴＧＴＧＧＣＴＴＣ １２２

ＯＣＮ ＣＡＧＣＧＧＣＣＣＴＧＡＧＴＣＴＧＡ ＧＣＣＧＧＡＧＴＣＴＧＴＴＣＡＣＴＡＣＣＴＴＡ ７１

ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ ＧＣＴＧＧＣＡＡＧＡＡＴＧＧＣＧＡＣ ＡＡＧＣＣＡＣＧＡＴＧＡＣＣＣＴＴＴＡＴＧ １６１

ＶＥＧＦ ＡＣＣＡＣＡＧＣＡＧＡＴＧＴＧＡＡＴＧＣ ＡＡＴＧＣＴＴＴＣＴＣＣＣＧＣＧＣＴＧＡＡ ８８

ＨＩＦα ＴＧＣＴＣＡＴＣＡＧＴＴＧＣＣＡＣＴＴＣＣ ＴＧＣＣＴＴＣＡＴＣＴＣＡＴＣＴＴＣＡＣＴＧＴＣ １３９

Ｈｅｙ１ ＧＧＣＣＴＧＣＴＴＧＧＣＴＴＴＴＣＴ ＣＣＡＡＧＴＧＣＡＧＧＣＡＡＧＧＴＣ １２０

Ｈｅｙ２ ＣＡＧＣＴＧＣＡＣＡＣＡＧＣＴＴＣＣ ＣＴＧＣＧＧＡＴＡＣＣＧＡＣＡＡＧＧ １２３
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１．３　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０进行统计分析。每个实
验独立重复３次，数据用 珋ｘ±ｓ表示。多组间比较采用
单因素方差分析，两组间比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验。Ｐ＜
０．０５被认为具有统计学意义。

２　结果

２．１　腺病毒感染ＭＬＯＹ４过表达ＢＭＰ４
　　ＡｄＧＦＰ或 ＡｄＢＭＰ４分别感染 ＭＬＯＹ４，２４ｈ后
于倒置荧光显微镜下观察细胞中绿色荧光蛋白表达情

况，光镜下显示细胞状态良好，感染效率高于 ９０％
（图１Ａ）。ｑＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：在基因及
蛋白水平，ＡｄＢＭＰ４组表达 ＢＭＰ４较 ＡｄＧＦＰ组显著
增加（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ～Ｄ），提示ＡｄＢＭＰ４感染ＭＬＯＹ４
过表达ＢＭＰ４。
２．２　ＭＬＯＹ４过表达ＢＭＰ４促进ＳＴ２成骨分化
　　ＡＬＰ染色与生化定量结果显示，共培养第 １天，
ＢＭＰ４组与ＧＦＰ组 ＡＬＰ活性无明显差异，第 ３、５天，
ＢＭＰ４组ＡＬＰ活性相比于ＧＦＰ组显著增强（Ｐ＜０．０５，
图２Ａ、Ｂ）。

　　ｑＰＣＲ检测共培养体系细胞成骨标志基因 Ａｌｐ、
Ｒｕｎｘ２、Ｏｃｎ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的 ｍＲＮＡ表达。结果显示，在
共培养第 １天，ＢＭＰ４组仅 Ｒｕｎｘ２表达高于 ＧＦＰ组
（Ｐ＜０．０５，图２Ｃ～Ｆ），第 ３、５天，ＢＭＰ４组成骨标志基
因Ａｌｐ、Ｒｕｎｘ２、Ｏｃｎ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的表达均显著高于 ＧＦＰ
组（Ｐ＜０．０５，图２Ｃ～Ｆ）。以上结果表明，骨细胞 ＭＬＯ
Ｙ４过表达ＢＭＰ４促进骨髓基质细胞ＳＴ２成骨分化，且
成骨分化随共培养时间增加而增强。

２．３　共培养体系中Ｎｏｔｃｈ信号表达增加
　　通过 ｑＰＣＲ检测共培养第３天体系中 Ｎｏｔｃｈ信号
靶基因的表达，与ＧＦＰ组相比，ＢＭＰ４组Ｈｅｙ１与Ｈｅｙ２
的表达升高（Ｐ＜０．０５，图３）。
２．４　ＭＬＯＹ４过表达ＢＭＰ４上调Ｎｏｔｃｈ配体表达
　　Ｎｏｔｃｈ信号的激活需要Ｎｏｔｃｈ配体与受体结合，为
了验证ＭＬＯＹ４过表达ＢＭＰ４对 Ｎｏｔｃｈ配体表达的影
响，ｑＰＣＲ检测Ｎｏｔｃｈ配体在感染ＡｄＢＭＰ４的ＭＬＯＹ４
中的表达。结果显示：与 ＡｄＧＦＰ组比较，ＡｄＢＭＰ４
组的ＭＬＯＹ４Ｎｏｔｃｈ配体Ｊａｇ１、Ｊａｇ２、Ｄｌｌ４表达更高（Ｐ＜
０．０５，图４）。
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图１　骨细胞过表达ＢＭＰ４
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图２　ＭＬＯＹ４过表达ＢＭＰ４对ＳＴ２成骨分化的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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ＧＦＰ组比较
图３　ｑＰＣＲ检测Ｎｏｔｃｈ靶基因的表达　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．５　阻断 Ｎｏｔｃｈ信号抑制 ＭＬＯＹ４过表达 ＢＭＰ４诱
导的ＳＴ２成骨分化

　　为了探讨ＭＬＯＹ４过表达ＢＭＰ４促进ＳＴ２成骨分
化这一现象是否与Ｎｏｔｃｈ信号上调有关。在共培养体
系中加入 γ分泌酶抑制剂 ＤＡＰＴ（１０μｍｏｌ／Ｌ）抑制
Ｎｏｔｃｈ信号。在第 ３天，ＡＬＰ染色及生化定量结果显
示 ＢＭＰ４＋ＤＡＰＴ组 ＡＬＰ活性高于 ＧＦＰ组和 ＧＦＰ＋
ＤＡＰＴ组，但显著低于 ＢＭＰ４组（Ｐ＜０．０５，图５Ａ、Ｂ），
与成骨标志基因 Ａｌｐ、Ｒｕｎｘ２、Ｏｃｎ以及 Ｃｏｌ１的表达结
果一致（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ～Ｆ）。表明ＤＡＰＴ抑制共培养
体系Ｎｏｔｃｈ信号后，部分抑制了ＭＬＯＹ４过表达ＢＭＰ４
对ＳＴ２成骨分化的促进作用。
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图４　ｑＰＣＲ检测ＡｄＢＭＰ４感染的ＭＬＯＹ４细胞中Ｎｏｔｃｈ配体的表达　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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与ＤＭＳＯ比较

图５　ＤＡＰＴ抑制ＭＬＯＹ４过表达ＢＭＰ４诱导的ＳＴ２成骨分化　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．６　ＤＡＰＴ抑制Ｎｏｔｃｈ信号靶基因的表达
　　为了进一步论证 Ｎｏｔｃｈ信号在 ＭＬＯＹ４过表达
ＢＭＰ４促 ＳＴ２成骨分化的重要作用，验证 ＤＡＰＴ对
Ｎｏｔｃｈ信号的有效抑制作用。检测了共培养体系
Ｎｏｔｃｈ靶基因 Ｈｅｙ１以及 Ｈｅｙ２的表达，结果表明：
ＤＡＰＴ抑制 Ｎｏｔｃｈ靶基因 Ｈｅｙ１、Ｈｅｙ２的表达（Ｐ＜
０．０５）。表明ＤＡＰＴ作为 Ｎｏｔｃｈ信号抑制剂成功抑制
了共培养体系中的Ｎｏｔｃｈ信号（图６）。
２．７　ＤＰＴＡ抑制 ＭＬＯＹ４过表达 ＢＭＰ４的促血管生

成功能

　　前述已证明过表达ＢＭＰ４的ＭＬＯＹ４表达更高的
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Ａ：Ｈｅｙ１；Ｂ：Ｈｅｙ２　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＧＦＰ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，
与ＤＭＳＯ比较

图６　ＤＡＰＴ抑制Ｎｏｔｃｈ信号靶基因的表达　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

５５５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１６）



Ｎｏｔｃｈ配体，而ＢＭＰ４及Ｎｏｔｃｈ配体Ｄｌｌ４与血管生成紧
密相关，进一步检测共培养 ３ｄ后促血管生长因子
ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦｍＲＮＡ转录水平。ｑＰＣＲ结果显示：与
ＧＦＰ组比较，ＢＭＰ４组的 ＶＥＧＦ、ＨＩＦ１α的表达显著升
高（Ｐ＜０．０５），当使用 ＤＡＰＴ抑制共培养体系 Ｎｏｔｃｈ信
号以后，ＢＭＰ４＋ＤＡＰＴ组 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ较 ＢＭＰ４组表
达降低（Ｐ＜０．０５），表明骨细胞 ＭＬＯＹ４过表达 ＢＭＰ４
具有促血管生成功能，这可能与 Ｎｏｔｃｈ信号激活有关
（图７）。
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Ａ：ＨＩＦ１α；Ｂ：ＶＥＧＦ；ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＧＦＰ组比较；ｂ：Ｐ＜

０．０５，与ＤＭＳＯ比较

图７　ＤＡＰＴ抑制ＭＬＯＹ４过表达ＢＭＰ４的促血管生成功能

（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　骨发育与再生受到多种信号通路调控，例如Ｗｎｔ、
Ｎｏｔｃｈ以及ＢＭＰ信号等。ＢＭＰ信号通过调节细胞增
殖、分化和凋亡，在机体的发育和维持中发挥关键作

用［１６］。本研究发现在骨细胞中过表达 ＢＭＰ４显著促
进骨髓基质细胞的成骨分化，同时上调ＶＥＧＦ的表达，
具有潜在促血管生成的作用，经典的 Ｎｏｃｔｈ信号可能
在这一过程中发挥重要作用。

　　目前ＢＭＰ２、ＢＭＰ７等在临床上仅仅作为治疗骨不
连药物，而未被作为增骨药物使用，其体内增骨作用仍

未得到证明。ＢＭＰ信号在成骨发育过程中具有阶段
性的作用，促进基质细胞的成骨分化［１５］；相反，有研究

发现成骨细胞 ＢＭＰ信号抑制骨形成［１１－１２］，随后通过

ＤＭＰ１Ｃｒｅ敲除小鼠成骨及骨细胞中ＢＭＰＲ１Ａ，导致小
鼠骨量、骨密度和机械强度显著增加［１７］，但其结果并

不能特异性证明骨细胞ＢＭＰ信号在骨形成中的作用，
因此仍需对骨细胞中 ＢＭＰ信号进行进一步的研究。
本研究使用骨细胞系 ＭＬＯＹ４，排除了成骨细胞的影
响，结果表明骨细胞过表达 ＢＭＰ４促进骨髓基质细胞
的成骨分化，为ＢＭＰ作为增骨药物的临床应用提供重

要依据。

　　Ｎｏｔｃｈ信号已被证明在不同阶段调节成骨分化，
导致不同的生物学反应［１８－１９］。在成骨细胞中激活

Ｎｏｔｃｈ信号促进其矿化［２０］，而激活干细胞 Ｎｏｔｃｈ信号
抑制其成骨分化［２１］，另有研究表明单独激活ＳＴ２细胞
中的Ｎｏｔｃｈ信号，抑制其成骨分化［２２］。目前为止，大

多数研究都依赖于 ＮＩＣＤ的过表达，这不能真实地代
表生理性的Ｎｏｔｃｈ信号作用。经典 Ｎｏｔｃｈ信号的传导
需要严格的配体与受体结合，不同的 Ｎｏｔｃｈ反应元件
（配体／受体）具有不同的生物学功能［２３－２４］。本研究结

果表明，骨细胞过表达 ＢＭＰ４促进骨髓基质细胞成骨
分化，ＤＡＰＴ抑制共培养体系 Ｎｏｔｃｈ信号后，骨细胞过
表达 ＢＭＰ４促骨髓基质细胞的成骨分化作用减弱，但
仍然强于ＧＦＰ组，证明骨细胞ＢＭＰ４对骨髓基质细胞
的促成骨分化作用，部分是通过 Ｎｏｔｃｈ信号介导。我
们进一步检测过表达ＢＭＰ４对骨细胞自身 Ｎｏｔｃｈ配体
的表达的影响，结果表明 ＢＭＰ４上调骨细胞 Ｊａｇ１／２、
Ｄｌｌ４的表达。根据我们前期研究表明骨细胞 Ｄｌｌ４通
过激活骨髓基质细胞Ｎｏｔｃｈ信号促成骨分化［２５］，因此，

我们认为骨细胞过表达ＢＭＰ４可能通过上调自身Ｎｏｔｃｈ
配体Ｄｌｌ４的表达，从而激活骨髓基质细胞Ｎｏｔｃｈ信号，
进而导致其成骨分化增强。但是ＢＭＰ４同时还上调了
骨细胞Ｊａｇ１、Ｊａｇ２的表达，其作用需要进一步验证。
　　在骨组织中，血管形成与骨形成的相互偶联促进
骨骼生长发育和维持骨量平衡，骨血管生成能够促进

成骨分化，成骨细胞也能够分泌ＶＥＧＦ调控血管内皮
细胞的增殖及血管化［２６］。有研究报道同时激活 ＢＭＰ
和Ｎｏｔｃｈ信号通路能够促进骨髓间充质干细胞向成骨
和血管分化［２７］。在骨折愈合中 ＢＭＰ４能够促进骨形
成与血管生成［２８］，同时检测到 Ｎｏｔｃｈ信号表达上
调［２９］。ＢＭＰ４通过激活成骨细胞中的 ｐ７０Ｓ６激酶来
刺激ＶＥＧＦ的合成，成骨细胞系也被认为是 ＶＥＧＦ的
主要来源［３０］。作为主要的促血管生成因子，ＶＥＧＦ在
血管生成过程中具有重要调控作用。

　　本研究结果表明骨细胞过表达ＢＭＰ４促进骨髓基
质细胞向成骨细胞分化的同时，ＶＥＧＦ的表达也上调，
在抑制 Ｎｏｔｃｈ信号后，成骨分化与 ＶＥＧＦ表达下降。
提示骨细胞过表达 ＢＭＰ４可能通过 ＢＭＰ４Ｄｌｌ４Ｎｏｔｃｈ
信号途径发挥促成骨和促成血管功能。该结果对于骨

组织工程修复骨缺损具有重要应用意义。

　　综上所述，本研究发现骨细胞过表达 ＢＭＰ４可以
促进骨髓基质细胞的成骨分化以及具有潜在的促血管

生成功能。这一过程可能与 Ｎｏｔｃｈ信号的增强有关，
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确切的机制需要进一步探讨。本研究下一步拟通过

ＲＮＡＳｅｑ技术从基因表达的角度进一步深入研究，揭
示骨细胞 ＢＭＰ４与 Ｎｏｔｃｈ信号协同调控骨形成的机
制；通过构建仅在骨细胞中特异性过表达 ＢＭＰ４的小
鼠模型，在体内论证骨细胞过表达 ＢＭＰ４的成骨和成
血管功能。为ＢＭＰ４的临床应用以及靶向骨细胞促骨
形成药物研发提供理论依据。
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［５］ＸＩＯＮＧＪ，ＯＮＡＬＭ，ＪＩＬＫＡＲＬ，ｅｔａｌ．Ｍａｔｒｉｘｅｍｂｅｄｄｅｄ
ｃｅｌｌｓｃｏｎｔｒｏｌｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２０１１，１７
（１０）：１２３５－１２４１．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｍ．２４４８．

［６］ＢＥＬＬＩＤＯＴ．Ｏｓｔｅｏｃｙｔｅｄｒｉｖｅｎｂｏｎｅｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ［Ｊ］．Ｃａｌｃｉｆ
ＴｉｓｓｕｅＩｎｔ，２０１４，９４（１）：２５－３４．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ００２２３
０１３９７７４ｙ．

［７］ＴＵＸ，ＤＥＬＧＡＤＯＣＡＬＬＥＪ，ＣＯＮＤＯＮＫＷ，ｅｔａｌ．Ｏｓｔｅｏ
ｃｙｔｅｓｍｅｄｉａｔｅｔｈｅａｎａｂｏｌｉｃａｃｔｉｏｎｓｏｆｃａｎｏｎｉｃａｌＷｎｔ／βｃａｔｅ
ｎｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｂｏｎｅ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２０１５，
１１２（５）：Ｅ４７８－Ｅ４８６．ＤＯＩ：１０．１０７３／ｐｎａｓ．１４０９８５７１１２．

［８］ＫＡＭＩＹＡＮ，ＹＥＬ，ＫＯＢＡＹＡＳＨＩＴ，ｅｔａｌ．ＢＭＰｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｓｂｏｎｅｍａｓｓｔｈｒｏｕｇｈｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ｔｈｅｃａｎｏｎｉｃａｌＷｎｔｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２００８，１３５
（２２）：３８０１－３８１１．ＤＯＩ：１０．１２４２／ｄｅｖ．０２５８２５．

［９］ＫＡＭＩＹＡＮ，ＹＥＬ，ＫＯＢＡＹＡＳＨＩＴ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｏｆ
ＢＭＰ ｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓｔｈｒｏｕｇｈｔｙｐｅＩＡ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
（ＢＭＰＲＩＡ）ｉｎｃｒｅａｓｅｓｂｏｎｅｍａｓｓ［Ｊ］．ＪＢｏｎｅＭｉｎｅｒＲｅｓ，
２００８，２３（１２）：２００７－２０１７．ＤＯＩ：１０．１３５９／ｊｂｍｒ．０８０８０９．

［１０］ＫＯＮＤＯＡ，ＯＴＳＵＫＡＴ，ＫＵＲＯＹＡＮＡＧＩＧ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｖｅｒａ
ｔｒｏｌｉｎｈｉｂｉｔｓＢＭＰ４ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄＶＥＧＦｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｏｓｔｅｏ

ｂｌａｓｔｓ：ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳ６ｋｉｎａｓｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＭｅｄ，
２０１４，３３（４）：１０１３－１０１８．ＤＯＩ：１０．３８９２／ｉｊｍｍ．２０１４．
１６２６．

［１１］ＧＡＯＸ，ＵＳＡＳＡ，ＰＲＯＴＯＪＤ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆｄｏｎｏｒａｎｄ
ｈｏｓｔｃｅｌｌｓｉｎｍｕｓｃｌｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｍｅｄｉａｔｅｄｂｏｎｅｒｅｐａｉｒ：
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｖｓ．ｐａｒａｃｒｉｎｅｅｆｆｅｃｔｓ［Ｊ］．ＦａｓｅｂＪ，２０１４，２８
（８）：３７９２－３８０９．ＤＯＩ：１０．１０９６／ｆｊ．１３２４７９６５．

［１２］ＸＩＯＮＧＸ，ＴＵＳ，ＷＡＮＧＪ，ｅｔａｌ．ＣＸＸＣ５：Ａｎｏｖｅｌｒｅｇｕｌａ
ｔｏｒａｎｄｃｏｏｒｄｉｎａｔｏｒｏｆＴＧＦβ，ＢＭＰａｎｄＷｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．
ＪＣｅｌｌＭｏｌＭｅｄ，２０１９，２３（２）：７４０－７４９．ＤＯＩ：１０．１１１１／
ｊｃｍｍ．１４０４６．

［１３］ＲＡＭＡＳＡＭＹＳＫ，ＫＵＳＵＭＢＥＡＰ，ＷＡＮＧＬ，ｅｔａｌ．Ｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌＮｏｔｃｈａｃｔｉｖｉｔｙｐｒｏｍｏｔｅｓａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｉｎｂｏｎｅ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１４，５０７（７４９２）：３７６－３８０．ＤＯＩ：
１０．１０３８／ｎａｔｕｒｅ１３１４６．

［１４］ＺＡＮＯＴＴＩＳ，ＣＡＮＡＬＩＳＥ．Ｎｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄｔｈｅｓｋｅｌｅｔｏｎ
［Ｊ］．ＥｎｄｏｃｒＲｅｖ，２０１６，３７（３）：２２３－２５３．ＤＯＩ：１０．
１２１０／ｅｒ．２０１６１００２．

［１５］ ＶＩＡＬＥＢＯＵＲＯＮＣＬＥＳ，ＧＯＳＡＵＭ，ＭＯＲＳＣＺＥＣＫＣ．
ＮＯＴＣＨ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅＢＭＰ２／ＤＬＸ３ｄｉｒｅｃｔｅｄｏｓ
ｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｄｅｎｔａｌｆｏｌｌｉｃｌｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍ
ＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０１４，４４３（２）：５００－５０４．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｂｂｒｃ．２０１３．１１．１２０．

［１６］ ＬＯＷＥＲＹＪＷ，ＲＯＳＥＮＶ．ＴｈｅＢＭＰＰａｔｈｗａｙａｎｄＩｔｓ
ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｓｉｎｔｈｅＳｋｅｌｅｔｏｎ［Ｊ］．ＰｈｙｓｉｏｌＲｅｖ，２０１８，９８（４）：
２４３１－２４５２．ＤＯＩ：１０．１１５２／ｐｈｙｓｒｅｖ．０００２８．２０１７．

［１７］ＫＡＭＩＹＡＮ，ＳＨＵＸＩＡＮＬ，ＹＡＭＡＧＵＣＨＩＲ，ｅｔａｌ．Ｔａｒｇｅ
ｔｅｄｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｏｆＢＭＰｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｈｒｏｕｇｈｔｙｐｅＩＡｒｅｃｅｐｔｏｒ
（ＢＭＰＲ１Ａ）ｉｎｏｓｔｅｏｃｙｔｅｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓＳＯＳＴａｎｄＲＡＮＫＬ，
ｌｅａｄｉｎｇｔｏｄｒａｍａｔｉｃｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｂｏｎｅｍａｓｓ，ｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙａｎｄｍｅｃｈａｎｉｃａｌｓｔｒｅｎｇｔｈ［Ｊ］．Ｂｏｎｅ，２０１６，９１：５３－

６３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｏｎｅ．２０１６．０７．００２．
［１８］ＣＡＮＡＬＩＳＥ．Ｎｏｔｃｈｉｎｓｋｅｌｅｔａｌｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．

ＯｓｔｅｏｐｏｒｏｓＩｎｔ，２０１８，２９（１２）：２６１１－２６２１．ＤＯＩ：１０．
１００７／ｓ００１９８０１８４６９４３．

［１９］ＴＵＸ，ＣＨＥＮＪ，ＬＩＭＪ，ｅｔａｌ．Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｎｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｍａｉｎｔａｉｎｓｂｏｎｅｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓｖｉａＲＢＰｊｋａｎｄＨｅｙｕｐｓｔｒｅａｍｏｆ
ＮＦＡＴｃ１［Ｊ］．ＰＬｏＳＧｅｎｅｔ，２０１２，８（３）：ｅ１００２５７７．ＤＯＩ：
１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｇｅｎ．１００２５７７．

［２０］ＸＵＹ，ＳＨＵＢ，ＴＩＡＮＹ，ｅｔａｌ．Ｎｏｔｃｈａｃｔｉｖａｔｉｏｎｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｊ
ＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０１８，２３３（１０）：６９２１－６９２８．ＤＯＩ：１０．
１００２／ｊｃｐ．２６５９２．

［２１］ＨＩＬＴＯＮＭＪ，ＴＵＸ，ＷＵＸ，ｅｔａｌ．Ｎｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇｍａｉｎ
ｔａｉｎｓｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２００８，１４（３）：
３０６－３１４．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｍ１７１６．

７５５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１６）



［２２］ＳＣＩＡＵＤＯＮＥＭ，ＧＡＺＺＥＲＲＯＥ，ＰＲＩＥＳＴＬ，ｅｔａｌ．Ｎｏｔｃｈ１
ｉｍｐａｉｒｓｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，
２００３，１４４（１２）：５６３１－５６３９．ＤＯＩ：１０．１２１０／ｅｎ．２００３
０４６３．

［２３］ＳＥＫＩＮＥＣ，ＫＯＹＡＮＡＧＩＡ，ＫＯＹＡＭＡＮ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉ
ａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｏｇｅｎｅｓｉｓｂｙＮｏｔｃｈ２／Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ１
ａｎｄＮｏｔｃｈ１／Ｊａｇｇｅｄ１ａｘｅｓ［Ｊ］．ＡｒｔｈｒＲｅｓＴｈｅｒ，２０１２，１４
（２）：Ｒ４５．ＤＯＩ：１０．１１８６／ａｒ３７５８．

［２４］ＢＥＮＥＤＩＴＯＲ，ＲＯＣＡＣ，Ｓ?ＲＥＮＳＥＮＩ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｎｏｔｃｈ
ｌｉｇａｎｄｓＤｌｌ４ａｎｄＪａｇｇｅｄ１ｈａｖｅｏｐｐｏｓｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｎａｎｇｉｏｇｅｎｅ
ｓｉｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２００９，１３７（６）：１１２４－１１３５．ＤＯＩ：１０．１０１６／
ｊ．ｃｅｌｌ．２００９．０３．０２５．

［２５］冯玮，谢正松，罗岑，等．过表达 Ｎｏｔｃｈ配体 Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ
基因的ＭＬＯＹ４骨细胞株的建立及其对骨髓基质细胞成
骨分化的作用 ［Ｊ］．第三军医大学学报，２０２０，４２（０９）：
８９９－９０７．ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０２００１００２．
ＦＥＮＧＷ，ＸＩＥＺＳ，ＬＵＯＣ，ｅｔａｌ．ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＭＬＯ
Ｙ４ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤｅｌｔａｌｉｋｅｇｅｎｅｓａｎｄｔｈｅｉｒ
ｅｆｆｅｃｔｓｏｎｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＴｈｉｒｄＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０２０，４２（９）：８９９－９０７．
ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０２００１００２．

［２６］ＭＡＥＳＣ，ＫＯＢＡＹＡＳＨＩＴ，ＳＥＬＩＧＭＫ，ｅｔａｌ．Ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ，ｂｕｔｎｏｔｍａｔｕｒｅｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ，ｍｏｖｅｉｎｔｏｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ

ａｎｄｆｒａｃｔｕｒｅｄｂｏｎｅｓａｌｏｎｇｗｉｔｈｉｎｖａｄｉｎｇｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｓ［Ｊ］．
ＤｅｖＣｅｌｌ，２０１０，１９（２）：３２９－３４４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｄｅｖ
ｃｅｌ．２０１０．０７．０１０．

［２７］ＬＩＡＯＪ，ＷＥＩＱ，ＺＯＵＹ，ｅｔａｌ．ＮｏｔｃｈＳｉｇｎａｌｉｎｇＡｕｇｍｅｎｔｓ
ＢＭＰ９ｉｎｄｕｃｅｄｂｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｂｙｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅｏｓｔｅｏｇｅｎｅ
ｓｉｓａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｃｏｕｐｌｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓｉｎｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
（ＭＳＣｓ）［Ｊ］．ＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌＢｉｏｃｈｅｍ，２０１７，４１（５）：１９０５－

１９２３．ＤＯＩ：１０．１１５９／０００４７１９４５．
［２８］ＹＡＮＧＸ，ＪＩＡＮＧＪ，ＺＨＯＵＬ，ｅｔａｌ．Ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃａｎｄａｎｇｉｏ

ｇｅｎｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｍａｎｄｉｂｌｅａｎｄｆｅｍｕｒｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ［Ｊ］．
ＪＭｏｌＨｉｓｔｏｌ，２０１９，５０（２）：１０５－１１７．ＤＯＩ：１０．１００７／
ｓ１０７３５０１９０９８１０６．

［２９］ＷＡＮＧＣＣ，ＩＮＺＡＮＡＪＡ，ＭＩＲＡＮＤＯＡＪ，ｅｔａｌ．ＮＯＴＣＨ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｓｋｅｌｅｔａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓｉｓｃｒｉｔｉｃａｌｆｏｒｆｒａｃｔｕｒｅｒｅｐａｉｒ
［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔｉｇ，２０１６，１２６（４）：１４７１－１４８１．ＤＯＩ：
１０．１１７２／ＪＣＩ８０６７２．

［３０］ＨＵＫ，ＯＬＳＥＮＢＲ．ＯｓｔｅｏｂｌａｓｔｄｅｒｉｖｅｄＶＥＧＦｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｂｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇｂｏｎｅｒｅ
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