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【摘 要】目的：探讨转录抑制因子——锌指蛋白和同源框 3(zinc fingers and homeoboxes 3，ZHX3)基因沉默对骨髓问充质干细 

胞(bone marrow stem cells，BMSCs)中 BMP2／smad通路相关因子骨形成蛋白2 bone morphogenetie protein 2，BMP2)、磷酸化 

smadl(phospho—smadl(或pho—smad1))表达的影响。方法：构建 ZHX3低表达慢病毒载体转染大鼠BMSCs，同时设阴性对照空 

载病毒转染BMSCs及空白对照不做任何处理的BMSCs。采用荧光显微镜下测定细胞转染率、免疫印迹技术鉴定转染效果、免 

疫细胞化学和免疫印迹技术定性定量检测 ZHX3沉默时BMP2、pho—smad1和smad4的表达情况。细胞经成骨诱导液处理后进 

行碱性磷酸酶和茜素红染色检测各组细胞成骨能力。结果：①复苏培养的细胞具有 BMSCs形态。②转染后，ZHX3低表达组和 

空载体对照组均表达绿色荧光，转染率分别为(93．18-4-4．41)％和(92．56±4．35)％，空白对照组不表达荧光，未见转染阳性细胞 

(F=I 123．464，P<0．05)。③免疫细胞化学及免疫印迹结果显示，BMP2、pho—smadl、smad4于3组细胞内均可见阳性表达，但 

ZHX3低表达组的BMP2、pho--smadl水平(0．383 04-0．006 3，0．329 1．4-0．025 8)明显高于空白对照组(0．306 2 4-0．011 6，0．209 04- 

0．017 0)和空载体对照组(0．291 2 4-0．022 2，0．180 0±0．018 7)，P<O．05；而ZHX3低表达组 smad4的表达(0．107 4-i-0．004 3)显 

著低于空白对照组(0．380 1±0．023 6)和空载体对照组(0．353 7±0．016 7)，P<O．05。④空白对照组、空载体对照组、ZHX3低表达 

组均可见碱性磷酸酶阳性表达的细胞及矿化结节。但后者数量均小于前两者。结论：ZHX3基因低表达可延迟BMSCs体外成骨 

能力，可能通过调控BMlr2／smad通路中的smad4来发挥作用。 
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I nfluence of silencing ZHX3 on BM P2／smad pathway in BMSCs 
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【Abstract]Objective：To investigate the effects of silencing zinc fingers and homeoboxes 3(ZHX3)on expressions of bone morpho- 

genetic proteins 2(BMP2)，phospho--smadl or pho-smad1)in BMP2／smad pathway in bone malTOW mesenchymal stem cells(BMSCs)． 

Methods：ZHX3 low expression vector was constructed to transfect the rat BMSCs．At the same time，BMSCs tran sfected with no-load 

virus was taken as negative control group and BMSCs without an y treatment as blank control group．Fluorescence microscope was 

used to determinate cell transfection rate．Immunocytochemistry method was used to identify the success of the transfeetion．Immuno- 

eytochemistry and Western blot were used to detect the protein expressions of BMP2，phospho—smadl，smad4 when silencing ZHX3 

gene．Osteogenesis ability of cell after inducement of osteogenesis solution was detected by alkaline phosphatase and alizarin red 

staining．Results：①Cells expressing BMSCs phenotype could be obtained by recovery culturing．@)After transfection，transfection rate 

ofthe ZHX3 low expression group and negative control group wilt8(93．18 4-4．41)％ and(92．56±4．35)％ respectively，but no trans- 

fection cell wag observed in blank control group(F=l 123．464，P<0．05)．③According to the results of immunocytochemistry and 

Western blot，positive expressions of BMP2，pho-smadl，smad4 were observed in three groups，but their expressions were higher in 

ZHX3 low expression group(0．383 0±0．006 3，0．329 1±0．025 8)than in blank control group(O．306 24-O．O11 6，0．209 0±0．017 0) 

group and negative control group(0．291 2±0．022 2，0．180 0 4-0．018 7，P<0．05)．Expression of smad4 was lower in ZHX3 low 

expression group(O．107 4±0．004 3)than in blank control group(0．380 1 4-0．023 6)and negative control group(0．353 7 4-0．016 7， 

0．05)．@Positive expression of nalkaline phosphatase was observed in eeHs in all groups，however，its quantity was higher in blank 
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control group and negative control group than in ZHX3 low ex- 

pression group．Conclusion：ZHX3 gene silencing may delay 

BMSCs in vitro osteogenesis，which may through the regulation 

of smad4 in BMP／smad pathway． 

【Key words]zinc fingers and homeoboxes 3；gene silencing； 

mesenehymal stem cells；bone morphogenetic proteins；smad 
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骨缺损是临床常见疾病，通常采用自体骨移植 

进行治疗，而植骨材料不足，常给临床工作带来困 

扰。为解决此问题，研究者们着重于组织工程骨的研 

究【”。支架材料、诱导因子和干细胞(种子细胞)是骨 

组织工程的三大要素，其中种子细胞是该研究的核 

心内容。种子细胞诱导分化为成骨细胞关键可能取 

决于早期调控的转录因子。锌指蛋白和同源框 3 

zinc fingers and homeoboxes 3，zHX3)是 2003年新 

克隆的转录抑制因子 ，是 ZHX蛋白家族成员之一． 

含有 2个锌指结构和5个同源结构域。ZHX3蛋白 

可自身形成同源二聚体，也可与ZHX1形成异源二 

聚体固。研究显示，ZHX3是成骨分化早期的标志物翻， 

与晚期出现的标志物相比能够更早、更快地识别干 

细胞的成骨潜能。最近实验证明，ZHX3基因过表达 

可提高骨髓间充质干细胞 bone marrow stem cells． 

BMSCs)体外成骨能力问。BMP2／smad通路是BMSCs 

向成骨细胞诱导分化的主要信号通路之一f5】。ZHX3 

作为成骨分化早期的标志物，是否通过调控上述通 

路发挥促进成骨分化作用，有待深入探讨。本课题 

选用ZHX3基因沉默的BMSCs，设立空白对照组和 

空载体转染细胞作为对照，采用免疫组化和免疫印 

迹检测 BMP2／smad通路相关因子骨形成蛋白2 

(bone morphogenetic protein 2，BMP2)、pho—smadl和 

smad4的表达情况，经成骨诱导之后检测细胞分化 

能力。进一步探讨ZHX3沉默时对BMSCs诱导分化 

为成骨样细胞的调控作用。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

荧光显微镜(德国 ZEISS)；低温超速离心机(Sigma公 

司)；ZHX3低表达慢病毒及阴性对照病毒(上海吉凯基因有 

限公司)；0．25％Trypsin-O．04％EDTA(广州赛业公司)；BMP2、 

pho—smadl、smad4抗体(Abcam公司)；TRITC标记的荧光二 

抗(北京中杉公司)；SD大鼠 BMSCs及干细胞培养基 、Ori— 

CellTM间质干细胞成骨诱导培养基试剂盒、茜素红试剂(广 

州赛业公司)；碱性磷酸酶钙钴法染色试剂盒(凯基生物)。 

1．2 实验 方法 

1．2．1 SD大鼠 BMSCs的复苏培养与传代 冻存的骨髓间 

质干细胞经迅速复温后，按 2．0 x 104-4．0×10 个活细胞／cmz 

的密度接种到培养瓶中，加入足量的完全培养基，置于 37℃、 

5％C0 、80％相对湿度的培养箱中培养。次日换液，之后每 

2 d换液。当细胞达 80％～90％的汇合度，胰酶消化和传代。相 

差显微镜观察细胞形态及生长情况。 

1．2．2 一般状态观察及 3一(4，5一二甲基噻唑一2)一2，5-二苯 

基四氮唑溴盐f3一(4，5-dimethyl一2一thiazoly1)一2，5-diphenyl一 

2一H—tetrazolium bromide．MYr)检测 细胞按 0．5 x 10 个／mL 

接种于24孔培养板，每天每组细胞各选取 3孔，连续测7 d， 

酶标仪490 nm波长上测定吸光值，计算平均值及标准差，绘 

制生长曲线。 

1．2．3 慢病毒转染BMSCs及鉴定 根据课题组前期实验结 

果 ，采用最佳感染复数 50 1的浓度进行转染。转染 24 h 

后 ，去含病毒的上清液 ，换成对应的细胞完全培养液培养。 

96 h后，荧光倒置显微镜下观察细胞的转染效果，计算转染 

率(转染率=荧光表达绿色荧光蛋白细胞／细胞总数×100％)啕。 

慢病毒转染之后 Western blot检测 ZHX3蛋白的表达情况 ， 

以鉴定是否转染成功。 

1．2．4 实验分组 实验分为3组：A．空白对照组(不作任何 

处理的BMSCs)；B．空载体对照组(采用空载体进行转染的 

BMSCs)；C．ZHX3低表达组(采用 ZHX3低表达慢病毒进行 

转染的 BMSCs)。转染后观察细胞状态，24 h后更换新鲜培养 

基 。 

1．2．5 免疫荧光法检测 BMP2、pho—smadl和 smad4蛋 白表 

达 当病毒转染细胞达 80％～90％汇合度，胰酶消化 ，细胞按 

4x10 个／孔接种到已放人盖玻片的 6孔培养板。24 h细胞贴 

壁后，取出爬片做免疫荧光检测BMP2、pho—smadl和smad4 

的表达情况。细胞经 4％多聚甲醛室温固定后．用过氧化氢甲 

醇液处理以灭活内源性过氧化氢酶．O．5％Triton X一100破膜 

后，5％BSA室温封闭。一抗孵育 4℃过夜，TRITC标记的二抗 

工作液孵育37℃、30 min，Hoechest33258染液复染细胞核。 

荧光显微镜下观察 BMP2、pho—smadl和 smad4的表达情况。 

1．2．6 免疫印迹法检测 BMP2、pho—smad1和 smad4蛋白表 

达 收集各组细胞，加入 PMSF的裂解液冰上裂解 30 min。取 

上清液采用BCA法测定蛋白含量。并制样，一20℃冰箱保存。 

灌胶与上样、电泳、转膜后加入一抗4℃孵育过夜，二抗室温 

孵育 1 h。电化学发光法显色：扫描电泳条带，用凝胶图像处 

理系统分析目标带的分子量和净光密度值。采用 B一肌动蛋 

白(~3-actin)作为内参照。根据目标条带与对应内参照条带 

(13一actin)吸光度的比值表示待测蛋白含量。 

1．2．7 BMSCs的诱导分化 第 3代大鼠BMSCs以2x10 个／ 

omz的细胞密度接种在事先包被 0．1％明胶的 6孔板中。当细 

胞融合度达 60％～7o％n~，将孔内完全培养基吸走，向 6孔板 

中加入 2 mL成骨诱导分化培养基，继续培养。 

1．2．8 茜素红染色 BMSCs成骨诱导21 d后，将3组细胞经 

4％多聚甲醛固定，30 rain后经 PBS冲洗 3次 ，用 0．1％茜素红 

染液染色．37℃孵育 30 min，PBS洗 3次，显微镜下观察染色 

情况并计数低倍视野下矿化结节数量。 

1．2．9 碱性磷酸酶染色 BMSCs成骨诱导 21 d后，3组细胞 

经中性甲醛固定 ，后按试剂说明书进行操作。镜下观察碱性 

磷酸酶阳性者为细胞质有黄色或棕色颗粒，有些出现咖啡色 

颗粒，其强度可以用Kaplow评级标准评分。其0～4级分别为： 

0级．细胞质中没有染色颗粒；l级 ，细胞质黄色或棕色，偶见 

颗粒；2级，细胞质黄色或棕色，中等量颗粒；3级，细胞质呈 

显著黄色或棕色，有较多颗粒；4级，细胞质充满黄色或棕色 

颗粒．或者有较粗大的颗粒问。 

1．3 统计学处理 

在SPSS 17．0统计软件上完成，计量资料采用均数±标 

准差 (x±s)表示。多组问差异的比较采用单因素方差分析， 

其组间两两比较采用LSD—t检验和Tamhane检验，检验水准 

= 0．05 
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2 结 果 

2．1 BMSCs的培 养 

复苏并传代后的细胞生长更lJJⅡ迅速，细胞形态逐渐单一， 

以长梭形为主，细胞形态 、大小均一，呈成纤维细胞样形态， 

檄性较好，立体感一般。 

2．2 一般状态观察及 M rr检测 

3组 BMSCs细胞传代培养后形态及密度变化十分均匀， 

1 d处于潜伏期，空白对照组 2 d后进入对数增殖期．6—7 d 

后进入平台期。空载体对照组和 ZHX3低表达组传代后 3 d 

进入对数增殖期，时问集巾仵 3～5 d，6 d后进入平台期。 

23 慢病毒转染 BMSCs及鉴定 

荧光 微镜下空载体对照组和ZHX3低表达组均观察 

到带有较强绿色荧光的BMSCs，提爪转染效率高；而空门对 

照组则未l见特异性的荧光影像( 1)：病毒转染牢 示：与 

李白对照组『(0．00±0．o0)％1比较 ．空载体对照组【(92．56± 

4．35)％l和I ZHX3低表达组转染牢1(93．18~4．41)％】明显增高 

(P<0．05)； 空载体对照组与 ZHX3低表达组之间差异无统 

计学意义， 表 l 

IU J 
视 
f 

吠  

l圯 

野 

图 1 各组细胞病毒转染情况 

Fig．1 Virus transfection in each group 

表 1 各组细胞病毒转染率、茜素红矿化结节及碱性磷酸酶 

评分比较(n=5。；± ) 

Tab．1 Comparison of virus transfection rate，alizarin red 

mineralized nodules。and alkaline phosphatase score 

in three groups(n=5， ± ) 

沌：a， 空I'1对照组比较，P<0．05；l 『_j 载体对照组比较。P<0．05 

免疫印迹结果显示。3组均可 ZHX3阳性表达条带 ．但 

ZHX3低表达组的表达条带明 弱于夺 对照组和空载体对 

照组(冈 2)。 

图2 Western blot检测各组细胞ZHX3蛋白表达情况 

Fig．2 Expression of ZHX3 protein 

ZHX3的免疫印迹结果显爪．字白埘照组和 载体X 照组 

中ZHX3的表达没有明 差异．但均明 高于 ZHX3低表达 

组(P<0．05)，提示ZHX3低表达titfl',J BMSCs转染成功， 表2．． 

2．4 免疫荧光检测 BMI】2、phos—smadl和 smad4表达情况 

荧光显微镜下可 ，BMP2的阳性表达主要定位于细胞 

质．pho—snlad1阳性表达定位_丁细胞质和细胞核，3组细胞均 

l1丁 阳性表达细胞， ZHX3低表达组的荧光强度与其他 2 

组相比可见更为明亮的荧光f阁3、图4) smad4的阳州：表达 

主要定位于细胞质和细胞核 ，3组细胞均可 性 表达细 

胞，但 ZHX3低表达组的荧光强度 著低f其他 2组( 5)． 

图 3 各组细胞 BMP2表达 

Fig．3 Expression of BMP2 in each group 

空r1对照 载体对照封1 ZIIX3低表达封1 

图 4 各组细胞 pho—smadl表达 

Fig．4 Expression of pho-smadl in each group 

表 2 各组细胞 ZHX3，BMP2，pho—smadl和 smad4的相对表达强度(”=3。 ± ) 

Tab．2 Expression of ZHX3，BMP2，pho-smadl。and smad4 in three groups(，l=3。 ± 

注：a． 夺I'1对照 I比较，P<0．01；h： 卒载体刘 照组比较．P<0．0 
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图 5 各组细胞 smad4表达 

Fig．5 Expression of smad4 in each group 

2．5 免疫印迹检测 BMP2、ph．一srllad1和 sHlad4蛋白表达 

F}1【鬈I 6免疫印迹结果il J- ：BMP2丁 白时照组和空载 

{S J('J‘照组町 明{Il；．的表达条带．mfZIIX3低表达组的表达条 

带更为『1月 ：pho—slnad J于 tq对照组和宅载体对照组可见 

做弱的表达条带，Ini ZIIX3低表达组 -『 明显的表达条带： 

s—nad4于守白对照组平̈空载体对照组 i,I 明 的表达条带， 

ZHX3低表达 仪 微弱的表达条带．． 

I I埘照组 拔体对J{f{ i ZtlX3低太达组 

BMI'2(1 8 kD) glD 
㈨ — 曩i 曩  

smad4(70 kD)■■ —■ — 

图6 3组细胞 BMP2、pho—smadl和 smad4的表达 

Fig．6 Expression of BMP2，pho—smadl。and smad4 in three 

groups 

南表2可 ．夺 对照组和1空载体对照组rf BMP2的表 

达没有统计学差异 ，但均『lJj 低于 ZHX3低表达组；pho一 

ad1也呈现同样的表达趋势：空白刈 照组千̈空载体对照 

组中sn 14的表达没有统i1‘学差异，f【=j_均明显高于ZHX3低 

表达组(P<O．05) 

2．6 茜素红染色 

由 7可见．BMSCs成坩诱导21 tIJ 经茜素红染色，于 

空向对照组干”空载体组可观察到较多的矿化结节(染成红色)， 

ZHX3低表达组仪 到少 的矿化结节。由表 1统计结果 

可得．空rtg,L",~tH和空载体对照组之问的矿化结节数量无统 

计学差蚌．但均明 高于 z}IX3低表达组。 

A．审r1对照组 B．空载体对照组 c．ZHX3低表达组 

图 7 各组茜素红染色结果 

Fig．7 Alizarin red staining results 

2．7 碱性磷酸酶染 色 

由图 8可 ，碱性磷酸酶染色结果硅爪空白对照组和空 

载体对照组细胞质均呈现棕黄色并有较多阳性表达颗粒，为 

磷酸盐沉淀。ZHX3低表达组细胞质可见较少的棕色颗粒； 

南表 1统计结果可知．李白对照组和空载体对照组之间的碱 

性磷酸酶染色无统计学差异，但均明显高于ZHX3低表达组。 

A空r1刈照组 B．宅载体埘照组 (：．ZHX3低表达组 

图 8 成骨诱导 21d后的 BMSCs碱性磷酸酶染色结果 

Fig．8 Alkaline phosphatase staining results after 21 d of 

osteogenic induction 

3 讨 论 

研究 示，种子细胞诱导分化为成骨细胞的关 

键可能取决于早期调控的转录因子I I。ZHX3作为 

2003年新克隆的转录抑制因子，是成骨分化早期的 

标志物 研究者认为 ：ZHX3可能是 比 Osterix和 

RUNX2更为早期的成骨 子，ZHX3作为成骨分化 

早期的标志物，与晚期 现的标志物相比能够更早、 

更快地识别干细胞的成骨潜能。但是对于 ZHX3在 

种子细胞成骨分化过程中的作用机制 目前仍未见 

报道。本研究通过 ZHX3转染 BMSCs后，检测细胞 

内成骨调控基因的表达水平，从而探讨 ZHX3成骨 

诱导过程中所受到的调控机制。Suehiro等I I采用 

siRNA技术敲减 ZHX3基因(敲减率为 50％，敲减 

后抑制水平仪能维持 4 d)，将其转染至 BMSCs内， 

诱导 6～21 d的成骨能力均明显减弱和延迟 ，此研 

究结果提示 ZHX3在成骨分化过程中起着至关重 

要的作用，可能是 BMSCs从未分化阶段向成骨分化 

过程的转换开关I，I 本实验通过采用碱性磷酸酶染 

色和酋素红染色，发现 ZHX3低表达组的 BMSCs碱 

性磷酸酶和矿化结节的表达均显著减弱，碱性磷酸 

酶和矿化结节均为成骨样细胞功能成熟的标志性 

指标 ，本实验结果也再次验证了ZHX3低表达可导 

致 BMSCs的成骨样分化能力减弱或延迟 。ZHX3 

作为成骨分化早期的标志物，与晚期出现的标志物 
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(Osterix、RUNX2)相比能够更早、更快地识别干细 

胞的成骨潜能。 

BMP2是BMP家族中成骨活性较强的一员，在 

成骨细胞分化过程中起着十分关键的作用[63，可促 

进成骨细胞标志基因 OPN[77、RUNX2tS~、BSP、ALp cgJ 

等的表达。BMP2主要通过smads通路来调控成骨分 

化，smads蛋白是BMP通路中一类重要的胞内信号 

分子，负责传递BMPs信号的smad家族成员是smadl／ 

5／8，smadl是 R—smads的一个重要细胞因子【Jo／。研 

究发现，BMP2通过激活其 I型受体。然后磷酸化 

smadl，进而与 smad5和smad8结合。但活化的R— 

smad必须与 Co—smads(smad4)结合形成低聚杂合 

物，然后移位至细胞核，才能发挥调节转录的作用f11】。 

本实验通过 BMSCs慢病毒转染，建立 ZHX3低 

表达模型，进一步观察ZHX3低表达时对成骨诱导 

通路中 BMP2和 phos—smadl的调控作用。免疫荧 

光、免疫印迹实验结果显示，当ZHX3基因沉默 24 h 

时，BMP2和 phos—smadl的表达强度呈增强趋势， 

明显高于未经处理的 BMSCs，由此本研究推测当 

ZHX3基因含量表达显著下降时，作为其下游因子。 

可能反馈地引起 BMP2／smad通路的活化．使BMP2 

表达上调，进而促进 smadl的活化，进一步对其下 

游因子产生反馈l生地调节。此外，本研究中还检测了 

smad4的表达水平，发现smad4的表达水平与BMP2、 

phos—smadl不完全一致 ．当 ZHX3低表达时 smad4 

的表达水平明显降低。这与ZHX3的表达水平是一 

致的。之所以出现这样的结果 ，推测可能与前期实 

验所检测的TGF一13]及其下游因子 smad2和 smad3 

的变化趋势有关。前期实验发现 ZHX3低表达时 

TGF一131及其下游因子smad2和smad3的表达水平 

降低。TGF一131是通过活化 smad2和 smad3，进而与 

smad4结合后，移入细胞核内发挥调节转录作用的。 

而本研究中的ZHX3沉默后所致的 smad4表达水 

平降低，可能是 BMP2通路和TGF一13通路共用此因 

子所致的竞争作用所致。 

碱性磷酸酶及茜素红染色结果显示，于成骨诱 

导后 ZHX3基因低表达组的碱性磷酸酶表达明显 

减弱，钙化结节数量明显减少。提示 ZHX3沉默后 

成骨能力减弱，但BMP2与smadl的表达水平与这 
一 结果不一致，推测可能是由于ZHX3的持续低表 

达(转染 96 h时间点)反馈性地引起了 BMP2／smad 

通路中phos—smadl的活化，但是由于其他通路如 

TGF—B1通路中的因子的低表达水平，使得BMSCs 

的成骨能力依然处于降低或减弱的水平。但由于本 

实验仅选择了单一的时间点．而基因的表达是处于 

动态的不断的变化过程的，对于ZHX3转染后BMSCs 

内的成骨相关因子的动态变化过程还需要进行更 

加深入的研究和探讨。 
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