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　　Ｎｅｌｌ１（ｎｅｕｒａｌｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｌｉｋｅ１）基因定位于染

色体１１ｐ１５．１ｐ１５．２，是一种新型生长因子，具有诱导成骨细胞

分化、促进骨组织矿化，最终促进新骨质形成的作用。Ｎｅｌｌ１作

为潜在的新型成骨基因，有更强的安全性和特异性，可能在骨

组织工程中发挥作用并且有良好的开发应用前景。此外，也有

研究显示Ｎｅｌｌ１基因在大肠癌及 Ｂｕｒｋｉｔｔ’ｓ淋巴瘤中有异常表

达。基于Ｎｅｌｌ１在成骨细胞分化和凋亡过程中发挥的调节作

用，推断Ｎｅｌｌ１的促进成骨细胞分化及抑制成骨细胞增殖作用

在骨肉瘤等骨组织肿瘤中可能扮演抑癌基因角色。

１　Ｎｅｌｌ１基因及其编码蛋白的特点

　　Ｎｅｌｌ１首先由Ｗａｔａｎａｂｅ等［１］分离自人胎儿脑 ｃＤＮＡ，它们

编码包含６个表皮生长因子（ＥＧＦ）样区域，Ｎｅｌｌ１基因定位于

染色体１１ｐ１５．１ｐ１５．２，Ｎｅｌｌ１的ｃＤＮＡ长度为２９７７ｂｐ，包含编

码８１０个氨基酸的开放性阅读框架（ＯＲＦ），大鼠和人的序列具

有９３％的同源性。

　　Ｎｅｌｌ１基因编码一个９０ｋＤａ的多肽，其分泌蛋白以三聚体

的形式存在（分子量约４００ｋＤａ）。Ｎｅｌｌ１蛋白包含１个疏水的

Ｎ 末 端 信 号 肽、１ 个 ＮＨ２ 端 血 小 板 反 应 蛋 白１

（ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ１，ＴＳＰ１）样模序、１个卷曲螺旋区、５个血管假

性血友病因子Ｃ结构域和６个 ＥＧＦ样结构域。ＴＳＰ１作用于

不同的受体、细胞因子、蛋白酶及胞外分子（如潜伏状态ＴＧＦβ１

等），在细胞的粘附、迁移和增殖过程中起作用。ＴＳＰ１能在细

胞外结合并活化处于潜伏状态的 ＴＧＦβ１，而 ＴＧＦβ１是破骨细

胞生成及神经嵴细胞分化的一个负调节蛋白，提示Ｎｅｌｌ１也可

能在胞外活化 ＴＧＦβ１超家族成员并产生相似作用。另外，有

学者对 Ｎｅｌｌ１蛋白的 ＥＧＦ样结构域进行了研究，结果显示

Ｎｅｌｌ１蛋白在细胞内通过 ＥＧＦ结构与蛋白激酶 ＣβⅠ（ＰＫＣβ

Ⅰ）结合并被其磷酸化，Ｎｅｌｌ１的 ＥＧＦ样结构域与 ＰＫＣ都对碘

氧基苯甲醚有特异性作用。据此他们提出 Ｎｅｌｌ１的 ＥＧＦ样区

域可能作为ＰＫＣ调节多个信号通路的靶点，参与细胞生长、分

化、肿瘤发生及凋亡等胞内信号转导途径的假设。

２　Ｎｅｌｌ１在成骨方面的调控作用

２．１　Ｎｅｌｌ１促成骨细胞分化与骨形成
　　颅缝早闭，是人类常见的先天颅面畸形的一种，发病率为

１／２５００～１／３０００个婴儿。Ｗａｔａｎａｂｅ等［１］最早于人脑和肾脏

组织中检测到Ｎｅｌｌ１极其微弱的表达，后发现 Ｎｅｌｌ１在颅面部

骨组织中优先表达，并且在颅缝早闭（ＣＳ）患者的颅缝周围组

织中发现Ｎｅｌｌ１过度表达。有研究证实 Ｎｅｌｌ１转基因小鼠过

早关闭的颅缝中有多种骨性联结表型，且Ｎｅｌｌ１在成骨细胞中

过表达明显促进了碱性磷酸酶和微结节形成，进而促进了成骨

细胞的分化和矿化，而当Ｎｅｌｌ１表达下调时体外成骨细胞的分

化受到抑制。这些均提示 Ｎｅｌｌ１可能在颅缝闭合过程中扮演

局部调节因子的作用。还有研究在 Ｎｅｌｌ１缺乏的小鼠模型中

观察到长骨及椎体的成骨缺陷，提示Ｎｅｌｌ１在脊柱及外周骨的

成骨过程中也发挥着成骨作用。此外，Ｎｅｌｌ１还可通过体外作

用于多种细胞，促进大型或小型哺乳动物骨的形成［２４］。

　　Ｄｅｓａｉ等［５］利用 Ｎ乙烷Ｎ亚硝基脲诱导新生小鼠 Ｎｅｌｌ１

基因点突变获得Ｎｅｌｌ１（６Ｒ）突变小鼠，Ｎｅｌｌ１（６Ｒ）基因含有一

个ＴＡ碱基替换使编码半胱氨酸的密码子转换成一个过早的

终止密码子［Ｃｙｓ（５０２）Ｔｅｒ］，使大部分基因编码的具有促进成

骨、成软骨细胞间的黏附和细胞间通讯以及维持组织结构强度

和弹性的细胞外基质（ＥＣＭ），如特异型胶原、凝血酶敏感蛋白

和腱蛋白等明显下降，最终导致小鼠的软骨异常、脊柱弯曲度

异常、胸廓异常和头颅形态异常。说明Ｎｅｌｌ１基因具有诱导成

骨细胞分化、促进骨组织矿化，最终促进新骨质形成的作用。

如果Ｎｅｌｌ１基因的表达降低，成骨作用亦会受到抑制。

　　胡镜宙等［６］国内学者对 Ｎｅｌｌ１基因在体外骨髓间充质干

细胞向成骨细胞分化做了研究，他们利用腺病毒转染大鼠胫骨

和股骨骨髓后分未转染组、转染 β半乳糖苷酶（βＧａｌａｃｔｏｓｉ

ｄａｓｅ，ＬａｃＺ）基因的 ＬａｃＺ组以及转染 Ｎｅｌｌ１基因的 Ｎｅｌｌ１组三

个组。他们选用ＡＬＰ作为ＢＭＳＣｓ向成骨细胞分化的一个重要

指标，结果显示Ｎｅｌｌ１组的 ＡＬＰ含量明显高于另外两组，证实

了转染Ｎｅｌｌ１基因组可以提高骨髓间充质干细胞的ＡＬＰ活性。

·９８１·
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另外，因骨 Ｃ羧基谷氨酸蛋白（ｂｏｎｅＣｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＧＰ／ＯＣ）是一个高度特异性的成骨分化蛋白，其表达

呈现发育阶段特异性，在细胞结节形成时开始表达，基质矿化

时达到最高水平，他们将ＯＣ作为评估成骨细胞外基质矿化的

指标，结果显示转染Ｎｅｌｌ１基因组 ＯＣ的表达和钙结节形成均

明显高于另外两组，证实了Ｎｅｌｌ１基因有促进ＢＭＳＣｓ向成骨细

胞分化的特性。总之，Ｎｅｌｌ１基因具有促进 ＢＭＳＣｓ向成骨细胞

分化及促进细胞外基质矿化进而推进骨形成的作用。

２．２　Ｎｅｌｌ１促成骨细胞凋亡与骨形成关系
２．２．１　Ｆａｓ／ＦａｓＬ路径与Ｎｅｌｌ１促成骨细胞凋亡关系　　有研

究提到Ｆａｓ途径在正常成骨细胞凋亡中起重要作用，在 Ｓ２５２Ｗ

ＦＧＦＲ２Ａｐｅｒｔ颅缝早闭和尖头并指畸形综合征Ⅲ型 ＴＷＩＳＴ单

倍不足中Ｔｎｆ和 Ｆａｓ途径参与了成骨细胞的凋亡。有报道称

Ｎｅｌｌ１是通过ＰＫＣ路径发出信号诱导成骨细胞的凋亡，而激活

的ＰＫＣ会诱导 ＦａｓＬ基因的转录［７］。Ｚｈａｎｇ等［８］观察了出生

１２．５ｄ和１５．５ｄ的Ｎｅｌｌ１转基因小鼠的颅盖、膨出的脑组织及

软颅骨中有Ｆａｓ和／或ＦａｓＬ的上调，由此证实了Ｆａｓ调节的路

径是颅盖成骨细胞和脑组织的一个主要的凋亡路径。在这条

路径中，ＦａｓＬ激活了Ｆａｓ受体从而启动一系列信号级联放大，

包括Ｆａｓ相关死亡结构域蛋白（ＦＡＤＤ）、受体干扰蛋白（ＲＩＰ）或

Ｆａｓ死亡结构域相关蛋白（ＤＡＸＸ）并最终导致细胞的死亡。成

骨细胞的凋亡在分化晚期开始增加，随后在矿化阶段明显增

加，这说明Ｎｅｌｌ１基因通过 Ｆａｓ／ＦａｓＬ路径只针对处于合适条

件下的成骨细胞诱导凋亡且在成骨细胞分化的不同阶段可能

扮演着不同的角色。此外，有数据显示当Ｎｅｌｌ１表达适度上调

时会加速成骨细胞分化以及颅缝早闭，而大量的Ｎｅｌｌ１的过表

达会诱导凋亡增加以及神经管缺陷，如无颅盖。说明 Ｎｅｌｌ１过

表达在颅骨发育过程中诱导了中枢神经细胞的异常调节，从而

导致了颅面发育的畸形或神经管缺陷，而这些也许是由于凋亡

增加使得矿化减少、细胞迁移受到破坏。总之，Ｆａｓ／ＦａｓＬ参与

Ｎｅｌｌ１诱导成骨细胞凋亡为神经管缺陷的发生机制以及人类的

颅面异常提供了一种新的思路。

２．２．２　ＡＰＲ３与 Ｎｅｌｌ１促成骨细胞凋亡关系　　Ｚｏｕ等［９］利

用Ｎｅｌｌ１作为诱饵筛选出凋亡相关蛋白３（ＡＰＲ３）作为 Ｎｅｌｌ１

结合蛋白调节细胞内信号传导通路。ＡＰＲ３首先在全反式维甲

酸（ＡＴＲＡ）治疗的ＨＬ６０细胞中成功克隆，是一种抑制增殖的

膜蛋白，并诱导细胞分化和凋亡。ＡＰＲ３过表达会阻断Ｇ１／Ｓ期

使得细胞周期蛋白Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）启动子活性显著降低，减少

ＣｙｃｌｉｎＤ１在ｍＲＮＡ和蛋白质水平的表达。他们通过共聚焦显

微镜首次发现了ＡＰＲ３在人类骨肉瘤细胞株 Ｓａｏｓ２和 Ｕ２ＯＳ细

胞以及在非肿瘤细胞株ＣＯＳ７和２９３Ｔ细胞中分布在核膜上并

通过免疫沉淀反应证实了ＡＰＲ３与Ｎｅｌｌ１共同分布在核膜上且

直接与Ｎｅｌｌ１蛋白结合。这些成为 ＡＰＲ３结合 ＮＥＬＬ１作为促

进成骨细胞分化同时抑制细胞增殖的一个潜在的机制。

２．３　Ｎｅｌｌ１对成骨细胞成骨的转录调节机制
２．３．１　Ｎｅｌｌ１与转录因子 Ｒｕｎｘ２／Ｃｂｆａ１关系　　Ｒｕｎｔ相关转

录因子２（Ｒｕｎｘ２／Ｃｂｆａ１）对于成骨是必不可少的。Ｒｕｎｘ２促进

下游成骨细胞基因如ａ１型胶原（Ｃｏｌ１ａ１）、骨唾液蛋白（Ｂｓｐ），

骨桥蛋白（Ｏｐ）和骨钙素（Ｏｃｎ）等基因的转录是通过结合到他

们的启动子区域的成骨细胞特异性结合元素 ２（ＯＳＥ２）。

Ｔｒｕｏｎｇ等［１０］研究发现在Ｎｅｌｌ１基因的５＇侧翼区转录起点上游

２．２ｋｂ内７６７、９７２和 １６００ｂｐ位置上共识别３个成骨细胞特

异性结合元件２（ＯＳＥ２）位点，Ｒｕｎｘ２基因通过与这３个 ＯＳＥ２

结合激活了人 Ｎｅｌｌ１基因启动子使得 Ｎｅｌｌ１基因表达上调。

然而，将这３个 ＯＳＥ２位点分布被突变并随表达 Ｒｕｎｘ２的质粒

共转染到骨肉瘤Ｓａｏ２细胞中。Ｓａｏ２细胞的核提取物同３个位

点探针结合成复合物后，Ｎｅｌｌ１启动子的活性却显著降低了，说

明Ｒｕｎｘ２基因在成骨细胞分化过程中起着总开关的作用。这

些结果表明Ｎｅｌｌ１可能是 Ｒｕｎｘ２的一个下游调控靶点。间充

质干细胞（ＭＳＣ）分化为骨祖细胞需要 Ｒｕｎｘ２的激活，Ｚｈａｎｇ

等［１１］将Ｎｅｌｌ１（ＣＭＶＮｅｌｌ１）过表达转基因小鼠与单倍体不足

的Ｒｕｎｘ２（Ｒｕｎｘ２＋／）小鼠杂交配种后治愈了后者的部分颅盖

缺损，即 Ｎｅｌｌ１蛋白在 Ｒｕｎｘ２＋／颅盖移植体中诱导了矿化和

骨形成，然而在 Ｒｕｎｘ２／却没有出现此现象，推测 Ｎｅｌｌ１不仅

是Ｒｕｎｘ２的一个下游靶点，也可能与Ｒｕｎｘ２在成骨方面具有协

同作用。

２．３．２　Ｎｅｌｌ１与促丝裂原激活蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号通路的

关系　　周海华等［１２］曾探讨了促丝裂原激活蛋白激酶（ｍｉｔｏ

ｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号通路在Ｎｅｌｌ１介导成骨

细胞分化中的作用。ＪＮＫ激酶通路参与成骨细胞分化增殖的

信号转导，并且在应急、程序性细胞死亡、骨质代谢和炎症中发

挥重要作用。ＥＣＭ蛋白能够与 ＴＳＰ１等相互作用间接激活

ＲａｓＭＡＰＫ级联反应，再通过 Ｒｕｎｘ２蛋白实现向成骨细胞的分

化。他们根据人Ｎｅｌｌ１与ＴＳＰ１结构域的相似性推断Ｎｅｌｌ１也

可能通过该路径调控成骨细胞的分化。

３　Ｎｅｌｌ１应用于骨组织工程研究进展

　　在正常情况下，成骨细胞主要是合成和向细胞外分泌各种

细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ），促进这些 ＥＣＭ沉积并

最终形成致密的骨组织结构。骨形成蛋白２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅ

ｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２，ＢＭＰ２）作为骨移植替代物是目前应用最广泛

的成骨生长因子，但ＢＭＰ２在骨诱导方面存在多种副作用如促

脂肪形成［１３］、肿瘤形成等。另外，多数颅面缺损目前需采取骨

移植或外科修补方法，自体骨移植作为治疗颅面缺损的常用手

段，存在手术致畸和自体骨有限等问题。因此，随着骨组织工

程技术的逐渐成熟，开发剂量可控性、对机体的副作用小以及

临床可操作性强的新型促进骨形成的生长因子成为研究的热

点。Ａｇｈａｌｏｏ等［１４］将 Ｎｅｌｌ１蛋白植入鼠颅盖缺损部位显示

Ｎｅｌｌ１诱导骨再生的能力与 ＢＭＰ２相当，而 Ｎｅｌｌ１促进细胞的

矿化只针对具有成骨潜能的细胞，说明 Ｎｅｌｌ１相比 ＢＭＰｓ的成

骨作用方面在安全性和组织特异性方面更胜一筹。前面提到

的Ｎｅｌｌ１基因能诱导ＢＭＳＣ向成骨细胞分化并促进骨形成，使

·０９１·
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得Ｎｅｌｌ１具备了成为骨组织工程生长因子的基本条件。此外，

骨组织工程生长因子的研究趋向于多生长因子的联合应用，有

报道称Ｎｅｌｌ１和ＢＭＰ２基因联合应用于骨组织工程，可以更好

地促进组织工程骨的形成［１５］。骨延长术（ＤＯ）被公认为一种

延长骨的有效技术，但治疗周期长、结合纤维或骨折不愈合限

制了它的临床应用。Ｚｈｕ等［１６］将４８只兔子的单侧胫骨延长７

天后随机分为 ４组，分别在延长端给予标准磷酸盐缓冲液、

５０μｇｒｈＮｅｌｌ１、５０μｇｒｈＢＭＰ２、２５μｇｒｈＢＭＰ２和 ２５μｇｒｈＮｅｌｌ１，

结果显示重组人骨形成蛋白２（ｒｈＢＭＰ２）与 ＮＥＬＬ１分子联合

治疗组的骨密度、骨矿含量、骨小梁厚度最高且骨小梁间隔最

小，证实ＢＭＰ２和Ｎｅｌｌ１联合应用增强了彼此的功效，从而明

显地促进了骨愈合，同时 Ｎｅｌｌ１能够减少 ＢＭＰ作为成骨生长

因子相关的副作用［２］，Ａａｒｏｎ等［１３］通过研究认为Ｎｅｌｌ１可以逆

转大剂量ＢＭＰ２的促脂肪形成的作用。总之，Ｎｅｌｌ１与 ＢＭＰ２

联合治疗能够产生组织修复量增加、更好的组织特性及促进愈

合的效果，二者联合应用可能缩短治疗周期和促进骨延长术后

疗效，特别是针对那些因为年龄增长、骨质疏松症和肿瘤辐照

后成骨能力下降的患者，为骨组织工程临床治疗提供了一个更

好的思路。

　　除了Ｎｅｌｌ１的成骨作用及对抗ＢＭＰ２相关副作用外，若要

应用于临床治疗，还需要具备合适的载体和剂量可控性。目前

利用软骨生长因子促进软骨修复和软骨再生的软骨组织工程

是整形和外科重建多用的方法。Ｎｅｌｌ１是一种新型生长因子被

认为具有软骨细胞系靶细胞特异性。Ｌｅｅ等［１７］将兔软骨细胞

置于三维立体藻酸盐水凝胶微环境中培养，采用壳聚糖：

ＴＰＰ
!

ＣＨＳ按５
!

１
!

１的比例将 Ｎｅｌｌ１包被在壳聚糖微粒中持续

释放Ｎｅｌｌ１，结果显示包被了 Ｎｅｌｌ１的治疗组软骨细胞增殖和

集落的形成明显增多且含有更多的 ＩＩ型胶原和粘多糖。说明

Ｎｅｌｌ１具有促进软骨细胞增殖和细胞外基质软骨特异性沉积的

功能。通过封装或吸附到释放系统来释放ＤＮＡ、多肽和蛋白质

等分子已被广泛应用。ＤＢＸ是一个商业上用于骨移植的脱钙

骨基质（ＤＢＭ）和透明质酸钠（作为 ＤＢＸ载体）的混合物。ｂ

ＴＣＰ，因其生物相容性和骨传导性通常被作为临床骨替代物的

材料，目前已被广泛用作局部传递ＢＭＰ２的载体，在体内ｂＴＣＰ

与透明质酸或胶原蛋白相比具有相对较慢的（４６周）吸收速

度，这样延长了蛋白质传递时间使蛋白质充分发挥生物效应。

Ｌｉ等［１８］将Ｎｅｌｌ１蛋白加载到大小为２００～３００ｍｍｂＴＣＰ微粒

上，并将其与ＤＢＸ混合，结果显示植入了２．５ｍｇ或５．０ｍｇ含

有Ｎｅｌｌ１载体的动物超过７５％在术后４周拥有了坚固的脊柱

融合。相比之下，植入不含Ｎｅｌｌ载体的动物有７５％融合失败。

实验结果说明Ｎｅｌｌ１这个新型的生长因子被冻干加入到ｂＴＣＰ

微粒并与ＤＢＸ混合后显著提高了大鼠的脊柱融合率。在安全

的前提下，这种材料可能作为传递Ｎｅｌｌ１蛋白质的骨移植材料

应用于临床的脊椎融合和其他骨组织工程中，从而提高人类脊

柱融合率和病人生活质量。

４　Ｎｅｌｌ１与疾病的关系及展望

　　有人发现 Ｎｅｌｌ１在人类所有正常造血细胞中检测不到成

熟的Ｎｅｌｌ１ｍＲＮＡ，而唯一的在前 Ｂ细胞发育过程中的一定阶

段可检测到未成熟的、未经剪切的 Ｎｅｌｌ１ｍＲＮＡ。为部分前 Ｂ

细胞白血病提供一种可能的诊断标记。启动子的超甲基化所

引发的基因沉默是癌发生机制中的一个中心事件。Ｍｏｒｉ等［１９］

发现Ｎｅｌｌ１在结肠癌中作为新的启动子甲基化位点之一，可能

扮演潜在的肿瘤抑制基因角色。近年来，研究基因异常与骨肿

瘤的发生及癌细胞生物学行为的关系已是当今研究热点之一，

原癌基因激活和抑癌基因失活是部分肿瘤发生的关键。骨肉

瘤是原发性骨肿瘤中最常见的恶性肿瘤。由于 Ｎｅｌｌ１对成骨

细胞的分化、凋亡有促进作用，并且抑制成骨细胞增殖，提示

Ｎｅｌｌ１可能在骨肉瘤等骨组织肿瘤中扮演抑癌基因的角色。所

以，观察Ｎｅｌｌ１基因在骨肉瘤组织以及瘤细胞中的表达水平，

阐明Ｎｅｌｌ１的抑癌作用并进一步探索其作用机制将是一项有

意义的研究。
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