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表皮生长因子受体可能通过调控ＡＢＣＣ１和ＣＤＣ３７的表达促进破骨细胞分化
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　　［摘要］　目的　观察表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）在小鼠破骨细胞
分化过程中的表达趋势，探究破骨细胞分化过程中 ＥＧＦＲ相关信号通路及关键基因。方法　从２４只
６～８周龄健康ＳＰＦ级雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（体质量１９～２１ｇ）中提取骨髓来源巨噬细胞，随后采用 ＭＣＳＦ
和ＲＡＮＫＬ共刺激构建小鼠破骨细胞分化模型，并用ＴＲＡＰ染色法、ＲＴｑＰＣＲ检测破骨细胞分化状况及
ＥＧＦＲ的表达量变化。通过生物信息学方法系统鉴定破骨细胞分化过程中ＥＧＦＲ相关基因，并通过ＲＴ
ｑＰＣＲ和ＥＧＦＲ激活及抑制模型进行验证。结果　体外破骨细胞分化模型显示，ＥＧＦＲ在小鼠破骨细胞
分化过程中表达量持续上升（Ｐ＜０．０１）。ＲＮＡｓｅｑ数据表明，ＥＧＦＲ表达与 ＭＡＰＫ等多条信号通路呈显
著相关（Ｐ＜０．０５）。通过 ＷＧＣＮＡ及 ＰＰＩ分析，鉴定出 ＡＴＰ结合盒亚家族 Ｃ成员 １（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇ
ｃａｓｓｅｔｔｅｓｕｂｆａｍｉｌｙＣｍｅｍｂｅｒ１，ＡＢＣＣ１）和细胞分裂周期蛋白３７（ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎｃｙｃｌｅ３７，ＣＤＣ３７）与ＥＧＦＲ
之间存在共表达及相关性（Ｐ＜０．０１）。ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示，ＡＢＣＣ１（Ｐ＜０．０５）和ＣＤＣ３７（Ｐ＜０．０１）在
分化过程中表达量显著上升，且在激活ＥＧＦＲ时二者表达水平进一步升高（Ｐ＜０．０１），抑制 ＥＧＦＲ时二
者表达明显降低（Ｐ＜０．０５）。结论　激活ＥＧＦＲ信号可诱导破骨细胞分化，并上调ＡＢＣＣ１和ＣＤＣ３７的
表达水平。

　　［关键词］　 表皮生长因子受体；破骨细胞分化；ＡＴＰ结合盒亚家族Ｃ成员１；细胞分裂周期蛋白３７
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ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＡＢＣＣ１ａｎｄＣＤＣ３７．
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　　骨质疏松（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ）是一种以骨量丢失和骨微
结构破坏为特征的全身代谢性疾病［１］。破骨细胞在

骨骼的生理功能和代谢过程中起着关键的调节作用，

参与骨吸收、骨重塑、钙平衡和生长因子的释放，从而

维持骨骼的健康。破骨细胞过度活跃或功能异常往往

导致多种疾病，包括骨质疏松、病理性骨折、骨不连、骨

骼畸形等。破骨细胞的分化程度与其功能密切相关，

因此，探究破骨细胞分化的分子机制对于开发治疗骨

质疏松的药物有重要启示。

　　 表皮生长因子受体 （ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）是一种广泛分布于人体多组织细胞
膜上的多功能糖蛋白。ＥＧＦＲ及其配体组成的信号转
导网络在骨稳态的维持中发挥着重要作用［２］。近来

研究表明，ＥＧＦＲ能够通过与 ＲＡＮＫ信号通路相互影
响，从而参与调控破骨细胞分化［３］。在肿瘤微环境

中，ＥＧＦＲ信号传导也被观察到可以调节骨髓基质细
胞产生破骨因子以及维持破骨细胞的活化状态［４］。

同时，ＥＧＦＲ对于成骨细胞增殖至关重要，其缺陷会导
致严重的骨组织缺陷［５］。由于ＥＧＦＲ对于破骨细胞和
成骨细胞的分化和功能都发挥了调控作用，因此，不能

仅通过调控 ＥＧＦＲ来治疗骨质疏松，需要寻找参与破
骨细胞分化的特异性蛋白作为治疗骨质疏松的新靶

点。本研究旨在寻找ＥＧＦＲ调控的参与破骨细胞分化
的特异性分子，探究这些分子在破骨细胞分化中的表

达模式，并进一步阐明其与 ＥＧＦＲ及破骨细胞分化的
关系。

　　ＡＢＣＣ１即 ＡＴＰ结合盒亚家族 Ｃ成员 １（ＡＴＰ
ｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｓｕｂｆａｍｉｌｙＣｍｅｍｂｅｒ１），是ＡＴＰ结合盒
（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅ，ＡＢＣ）转运蛋白超家族的成员
之一，具有多特异性有机阴离子转运蛋白的功能［６］，

并与多种肿瘤的耐药性相关［７］。ＣＤＣ３７即细胞分裂
周期蛋白３７（ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎｃｙｃｌｅ３７），是一种分子伴侣，
能与ＨＳＰ９０以及多种蛋白激酶形成复合物。目前，缺
少相关证据提示这两种蛋白参与成骨细胞增殖及分

化，也缺乏对 ＡＢＣＣ１和 ＣＤＣ３７在破骨细胞分化中的
作用进行探索。

　　本研究采用体外小鼠破骨细胞分化模型和转录组
学数据共同探究ＥＧＦＲ在破骨细胞分化的作用机制和
调控分子，为破骨细胞分化的分子机制提供新的理论

依据，并为骨质疏松治疗提供新的靶点。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　２４只 ＳＰＦ级 ６～８周龄雄性
Ｃ５７ＢＬ／６野生型小鼠（体质量为１９～２１ｇ）购自重庆医
科大学实验动物中心。实验经过重庆医科大学实验动

物伦理委员会批准（ＩＡＣＵＣＣＱＭＵ２０２３００２６），并按
照其指导方法实施。

１．１．２　主要试剂　　ＤＭＥＭ培养基、αＭＥＭ培养基、
胎牛血清、胰蛋白酶、青链霉素购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；小
鼠重组核因子κＢ受体活化因子配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒ
ｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）蛋白、小鼠巨噬细
胞集落刺激因子（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，
ＭＣＳＦ）、表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）
购自中国近岸蛋白公司；ＴＡＲＰ染色试剂盒购自中国
索莱宝公司；ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ购自日本 ＴａＫａＲａ公司；反转
录试剂盒及 ＳｙｂｒＧｒｅｅｎｑＰＣＲｍｉｘ购自中国 Ａｂｃｌｏｎａｌ
公司；红细胞裂解液购自中国碧云天公司；吉非替尼购

自美国ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司。
１．２　方法
１．２．１　小鼠原代破骨细胞分化模型构建　　通过二
氧化碳麻醉Ｃ５７ＢＬ／６小鼠２～３ｍｉｎ后断颈处死，并置
于酒精浸泡３０ｍｉｎ。于超净台内分离双侧股骨并剪去
两端以暴露骨髓腔，用培养基反复冲洗，冲出所有骨

髓，轻轻吹打从而制备为单细胞悬液。８００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ后，去除上清并用３倍细胞体积的红细胞裂解液
重悬。室温反应２ｍｉｎ后，再次８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
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弃去上清并用ＤＭＥＭ培养基（含１０％ＦＢＳ及１０ｎｇ／ｍＬ
ＭＣＳＦ）重悬并置于培养皿中。２ｄ后可见贴壁细胞呈
短梭形，即小鼠骨髓来源巨噬细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＢＭＭｓ）。将贴壁细胞消化并调整密度为
２×１０５个／ｍＬ，随后接种于６孔板，加入αＭＥＭ培养基
（含１０％ＦＢＳ、３０ｎｇ／ｍＬＭＣＳＦ和１００ｎｇ／ｍＬＲＡＮＫＬ），
小鼠按照随机数字表法分为对照组、ＲＡＮＫＬ组、ＥＧＦ
处理组、吉非替尼处理组并提取 ＢＭＭｓ。其中，对照组
加入３０ｎｇ／ｍＬＭＣＳＦ；ＲＡＮＫＬ组进行破骨细胞诱导
分化（加入 ３０ｎｇ／ｍＬＭＣＳＦ和 １００ｎｇ／ｍＬＲＡＮＫＬ）；
ＥＧＦ处理组在进行破骨细胞诱导分化基础上额外添
加１００ｎｇ／ｍＬＥＧＦ，持续培养３～５ｄ；吉非替尼处理组
在进行破骨细胞诱导分化基础上额外添加４．４７μｇ／ｍＬ
吉非替尼持续培养３ｄ。
１．２．２　破骨细胞 ＴＲＡＰ染色　　细胞于加药培养后
的第５天，按照ＴＲＡＰ染色试剂盒说明书进行染色，并
放置于倒置荧光显微镜下观察并拍摄，以 ＴＲＡＰ阳性
多核细胞为破骨细胞，每个处理组随机取６个视野进
行计数，并统计破骨细胞占比。

１．２．３　总 ＲＮＡ提取及反转录 ＲＴｑＰＣＲ　　总 ＲＮＡ
提取方法参考ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ说明书进行抽提，并取２μｇ
总 ＲＮＡ按照试剂盒说明书进行反转录反应。产物随
后稀释１０～２０倍后用于ＲＴｑＰＣＲ检测，实验中以Ａｃｔｂ
基因为内参基因，检测 ＥＧＦＲ、ＮＦＡＴＣ１、ＣＴＳＫ、ＭＭＰ９、
ＡＢＣＣ１、ＣＤＣ３７在破骨细胞分化过程和 ＥＧＦ刺激情况
下的基因表达量变化情况。反应条件为：９５℃ ３０ｓ，
９５℃５ｓ，５８℃３０ｓ），４０个循环。本实验所涉及引物
均置于表１。

表１　 ＲＴｑＰＣＲ所用引物序列

基因名 引物序列（５′→３′）

ＥＧＦＲ
上游：ＣＡＡＴＧＴＴＣＣＣＡＴＣＧＣＴＧＴＣＧＴ

下游：ＴＧＴＣＴＴＴＧＣＡＴＧＴＧＧＣＣＴＣＡＴ

ＮＦＡＴＣ１
上游：ＧＧＡＧＡＧＴＣＣＧＡＧＡＡＴＣＧＡＧＡＴ

下游：ＴＴＧＣＡＧＣＴＡＧＧＡＡＧＴＡＣＧＴＣＴ

ＣＴＳＫ
上游：ＡＣＴＧＣＣＴＴＣＣＡＡＴＡＣＧＴＧＣＡ

下游：ＡＧＣＴＴＧＣＡＴＣＧＡＴＧＧＡＣＡＣＡ

ＭＭＰ１３
上游：ＴＧＴＴＴＧＣＡＧＡＧＣＡＣＴＡＣＴＴＧＡＡ

下游：ＣＡＧＴＣＡＣＣＴＣＴＡＡＧＣＣＡＡＡＧＡＡＡ

ＡＢＣＣ１
上游：ＡＡＧＧＧＡＧＴＣＣＡＡＴＣＣＴＣＧＧＧ

下游：ＧＧＡＡＴＣＴＣＧＡＡＡＣＡＣＧＴＣＣＡＣ

ＣＤＣ３７
上游：ＧＡＣＴＡＣＡＧＣＧＴＴＴＧＧＧＡＴＣＡＣ

下游：ＣＣＣＣＧＧＴＣＣＡＧＴＴＣＣＴＣＴＴ

ＡＣＴＢ
上游：ＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡ

下游：ＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣ

１．２．４　破骨细胞分化数据集获取　　本研究采用Ｒ
语言（版本为 ４．０．０）从基因表达综合数据库（Ｇｅｎｅ
ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＯｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ／）下载ＧＳＥ１７６２６５基因表达谱芯片原
始数据进行分析。芯片平台为ＩｌｌｕｍｉｎａＭｏｕｓｅＷＧ６ｖ２．０
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｅａｄｃｈｉｐ，其中包含来自不同时间段由
ＭＣＳＦ和 ＲＡＮＫＬ蛋白刺激分化为破骨细胞的小鼠骨
髓来源巨噬细胞，每组包含６个技术重复。探针名称
通过制造商提供的注释文件注释为基因名称，对于基

因名称重复的探针信号，采用取均值的方法进行处理。

１．２．５　差异表达分析　　在 Ｒ软件中采用 ｌｉｍｍａ包
对数据进行标准化并进行差异基因筛选，以 Ｌｏｇ化差
异倍数绝对值＞１且矫正 Ｐ值＜０．０５表示差异基因具
有统计学意义。差异基因通过ｇｇｐｌｏｔ包绘制火山图进
行展示，火山图的颜色反映基因的表达变化情况，黑色

代表表达量没有显著差异，红色代表基因表达量显著

上升，蓝色则代表基因表达量显著下调。基因表达箱

型图采用 ｇｇｐｕｂｒ包进行绘制，并通过 ｇｇｓｉｇ包进行
ｗｉｌｃｏｘｏｎ检验，检验结果在图中以数值的方式进行标
注，以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。
１．２．６　基因集变异分析及关联分析　　基因集变异
分析（ｇｅｎｅｓｅｔｖａｒｉａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＳＶＡ）通过 Ｒ软件
ＧＳＶＡ包进行分析。Ｒｅａｃｔｏｍｅ通路基因集通过 ｍｓｉｇｄｂ
数据库下载。ＧＳＶＡ分析可将基因表达矩阵转变为信
号通路表达矩阵，因而可以进行通路水平的差异分析。

通路差异分析同样采用 ｌｉｍｍａ包进行，筛选标准为：
Ｌｏｇ化差异倍数绝对值＞１且矫正Ｐ值＜０．０５。差异表
达通路通过ｇｇｐｌｏｔ包绘制火山图进行展示，其中，火山
图的颜色反应通路的改变情况，黑色代表通路改变没

有显著差异，红色代表信号通路显著激活，蓝色则代表

信号通路显著抑制。ＥＧＦＲ基因表达量和通路上下调
情况通过 ｓｔａｔ包计算 Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数并进行统计分
析，随后挑选相关系数的绝对值＞０．７且 Ｐ＜０．０５的通
路通过 ｇｇｃｏｒｐｌｏｔ包绘制相关性点图。其中红色代表
ＥＧＦＲ基因与相应通路表达量呈现正相关，蓝色代表
ＥＧＦＲ基因与相应通路表达量呈现负相关，相关系数
则以黑色字体标注在图中。

１．２．７　加权基因共表达网络分析　　挑选基因表达
量前２５％的基因（共计７７２３个）进行加权基因共表达
网络分析（ｗｅｉｇｈｔｅｄｇｅｎｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋａｎａｌｙｓｉｓ，
ＷＧＣＮＡ）。ＷＧＣＮＡ分析通过 Ｒ软件 ＷＧＣＮＡ包进
行，采用１６为权重值构建无尺度网络分布并进行基因
聚类和划分至不同模块。各模块与实验分组的相关性

通过Ｐｅａｒｓｏｎ相关性进行分析并绘制为热图，并以黑
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色字体标注相关系数和Ｐ值。黄色模块中与ＥＧＦＲ共
表达的基因随后通过ｃｌｕｓｔｅｒｐｒｏｆｉｌｅｒ包进行基因本体论
（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）富集分析，并且将这些基因通过
ＳＴＲＩＮＧ数据库绘制蛋白蛋白互作网络图并导入
ｃｙｔｏｓｃａｐｅ进行可视化。
１．３　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５或 Ｒ软件进行统计分析。
数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间差异采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验或单
因素方差分析进行，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　小鼠体外破骨细胞分化模型评估
　　ＢＭＭｓ细胞在ＲＡＮＫＬ诱导分化的第３天，开始呈
现不规则状，部分细胞体积变大且有融合的趋势。第

５天时，可见视野中部分细胞体积变大，相互融合，逐
渐形成破骨细胞，细胞边缘可见突起和伪足。第７天
时，可见视野中大量细胞融合形成 ＴＲＡＰ染色阳性的
成熟破骨细胞，呈圆形或类圆形，体积巨大，细胞内可

见数个细胞核（图１Ａ）。同时，在 ＲＡＮＫＬ诱导３ｄ后
发现破骨细胞标志基因组织蛋白酶 Ｋ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＫ，
ＣＴＳＫ）、基质金属蛋白酶 ９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ９，
ＭＭＰ９）显著上升（Ｐ＜０．０１），而伴随破骨细胞未成熟
阶段高表达的活化 Ｔ细胞核因子 １（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｏｆ
ａｃｔｉｖａｔｅｄＴｃｅｌｌｓ１，ＮＦＡＴＣ１）显著下调（Ｐ＜０．０１，图１Ｂ），

提示小鼠体外破骨细胞分化模型构建成功。

２．２　ＥＧＦＲ激活对破骨细胞分化的影响
　　在破骨细胞诱导分化的第３天，ＲＴｑＰＣＲ结果显
示，ＥＧＦＲ的表达水平显著升高（Ｐ＜０．０１，图２Ａ）。同
时，来自 ＧＥＯ数据库的转录组芯片数据 ＧＳＥ１７６２６５
也提示ＥＧＦＲ在破骨细胞分化过程中表达量有上升的
趋势（Ｐ＜０．０１，图２Ｂ）。采用 ＥＧＦ刺激以激活 ＥＧＦＲ
信号，进而观察 ＥＧＦＲ对破骨细胞分化的影响。在诱
导分化３ｄ后，ＥＧＦ刺激并未显著改变 ＥＧＦＲ的表达
量（图２Ｃ），但能够引起ＮＦＡＴＣ１表达量显著下调以及
ＭＭＰ１３的表达量显著上升（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，图２Ｄ、Ｅ）。
ＴＲＡＰ染色结果表明，在ＥＧＦ处理下，破骨细胞占比显
著增加，且破骨细胞面积显著增大（Ｐ＜０．０１，图２Ｆ～Ｈ），
提示激活ＥＧＦＲ能够促进破骨细胞分化。
２．３　ＧＯ富集分析ＥＧＦＲ与破骨细胞分化的相关性
　　为进一步探究ＥＧＦＲ与破骨细胞分化的相关性，采
用ＧＳＶＡ的方法对转录组芯片数据ＧＳＥ１７６２６５中信号
通路进行差异富集分析。ＧＳＶＡ富集分析结果显示：在
１２５１条通路中，共有 １７２条通路表现为显著上调，
１５８条通路表现为显著下调。通路关联分析表明，ＥＧＦＲ
的表达量变化与ＭＡＰＫ信号通路、ＰＩＮＫ１Ｐａｋｒｉｎ介导的
线粒体自噬、ｄｅｃｔｉｎ２等多条通路呈现显著正相关（Ｐ＜
０．０５），而与ＨＭＯＸ１、ＣＤＣ２０降解、早期内膜ＰＩＰ合成等
多条通路呈现显著负相关（Ｐ＜０．０５，图３）。
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图１　破骨细胞分化过程ＴＲＡＰ染色及破骨细胞分化标志基因检测
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细胞的面积分布情况

图２　ＥＧＦＲ激活对破骨细胞分化的影响
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图３　 ＥＧＦＲ表达量与破骨细胞分化期间相关通路的相关性分析

２．４　加权基因共表达网络结合 ＰＰＩ网络鉴定 ＥＧＦＲ
相关基因

　　为进一步探究ＥＧＦＲ在破骨细胞分化中潜在的调
控分子，采用 ＷＧＣＮＡ对转录组芯片数据 ＧＳＥ１７６２６５
进行了进一步分析。共表达网络共划分出蓝色、棕色、

青色、绿色、黄色５个模块，分别包含２７０７、９６９、３００２、
１２８、８５５个基因（图 ４Ａ）。模块表型关联图显示，包
含ＥＧＦＲ的黄色模块与前破骨细胞时期呈现显著正相
关（Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数为０．９８，Ｐ＜０．０１，图４Ｂ），而与破
骨细胞成熟期呈现显著负相关（Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数为
－０．４８，Ｐ＜０．０５，图４Ｂ）。黄色模块共包括８５５个基因
以及２１８６２０个共表达关系线，其中，６５４个基因能够
与ＥＧＦＲ形成基因共表达网络（Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数为
０．９５，Ｐ＜０．０１，图 ４Ｃ）。ＧＯ富集分析显示，这些基因
主要参与活性氧生物合成，细胞周期调控，盐和金属离

子反应等多种生物学功能（图４Ｄ）。随后将这些基因

通过ＳＴＲＩＮＧ数据库构建蛋白蛋白互作网络图，结果显
示ＣＤＣ３７，ＡＢＣＣ１与ＥＧＦＲ之间存在相互作用的关系，
提示ＥＧＦＲ可能参与调控ＣＤＣ３７和ＡＢＣＣ１（图４Ｅ）。
２．５　ＥＧＦＲ调控破骨细胞分化中ＣＤＣ３７和ＡＢＣＣ１的

表达

　　为探究 ＥＧＦＲ对于 ＡＢＣＣ１和 ＣＤＣ３７的调控作
用，继续在破骨细胞分化模型中进行检测。ＲＴｑＰＣＲ
结果显示，ＡＢＣＣ１和 ＣＤＣ３７的表达量在 ＲＡＮＫＬ诱导
３ｄ后显著上升（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），且外源添加 ＥＧＦ
能够引起 ＡＢＣＣ１和 ＣＤＣ３７的表达量进一步上升（Ｐ＜
０．０１，图 ５Ａ、Ｂ）。在添加吉非替尼抑制 ＥＧＦＲ信号
后，对ＡＢＣＣ１和ＣＤＣ３７的表达水平进行检测，结果表
明，外源添加吉非替尼显著抑制了 ＡＢＣＣ１和 ＣＤＣ３７
在破骨细胞分化中的上升趋势（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ、Ｄ），进
一步证明ＡＢＣＣ１和ＣＤＣ３７在破骨细胞分化中的表达
与ＥＧＦＲ信号相关。

６７１２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：ＷＧＣＮＡ模块聚类树状图；Ｂ：测序数据中各基因模块与诱导分化时间相关性热图；Ｃ：黄色模块中各基因与基
因显著性分布图；Ｄ：黄色模块基因ＧＯ富集分析图；Ｅ：黄色模块ＰＰＩ网络图

图４　 ＷＧＣＮＡ结合ＰＰＩ网络对ＥＧＦＲ相关基因的鉴定结果

对照组
!"#$%

组
!&'$%()*+

组
!"'$%

组
!"'$%(

吉非替尼组
!"'$%

组
!"'$%(

吉非替尼组

,

-

.

/

0

1

2
!
'
&

相
对
表
达
量

34

5

-

.

6

0

1

3

07,

081

18,

1

9

08,

081

18,

1

& : ; <

34

9

对照组
!&'$%

组
!&'$%()*=

组

2
!
'
&

相
对
表
达
量

2
!
'
&

相
对
表
达
量

2
!
'
&

相
对
表
达
量

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，ｄ：Ｐ＜０．０５，与ＲＡＮＫＬ组比较
Ａ：ＥＧＦ对破骨细胞分化中ＡＢＣＣ１的ｍＲＮＡ相对表达量的影响；Ｂ：ＥＧＦ对破骨细胞分化中 ＣＤＣ３７的 ｍＲＮＡ相对表
达量的影响；Ｃ：吉非替尼处理对ＡＢＣＣ１的ｍＲＮＡ相对表达量的影响；Ｄ：吉非替尼处理对 ＣＤＣ３７的 ｍＲＮＡ相对表达
量的影响

图５　ＥＧＦＲ对破骨诱导分化中ＡＢＣＣ１和ＣＤＣ３７的影响
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３　讨论

　　ＥＧＦＲ及其配体组成的信号转导网络在破骨细胞
分化中具有重要作用。既往研究表明，ＥＧＦＲ的表达
水平在 ＲＡＮＫＬ诱导的破骨细胞分化中显著上调，且
体外抑制ＥＧＦＲ信号和敲低ＥＧＦＲ均可抑制破骨细胞
分化［３］。而本研究发现，ＥＧＦＲ的表达量在破骨细胞
分化过程中显著上升，且其激活能够促进破骨细胞分

化，与既往研究结论基本一致［３］。

　　综合以往的研究及本次 ＧＳＶＡ富集分析，发现
ＥＧＦＲ参与调控ＮＦκＢ、ＡＫＴ、ＭＡＰＫ等多种信号通路。
ＭＡＰＫ和ＮＦκＢ信号通路的激活对于破骨细胞的成
熟和分化具有重要的作用［８－９］。在体外模型中，ｐ３８
ＭＡＰＫ能够在 ＲＡＮＫＬ的刺激下诱导破骨细胞生成，
并且特异性的抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ的活性能够抑制
ＲＡＮＫＬ诱导的破骨细胞分化［１０］。同时，ｐ３８ＭＡＰＫ也
是破骨细胞分化重要转录因子 ＮＦＡＴＣ１和关键酶
ＣＴＳＫ的主要调控因素。相比巨噬细胞和成骨细胞而
言，破骨细胞具有相对较高的线粒体蛋白量和较低的

ＡＴＰ含量，提示线粒体在破骨细胞中具有独特的生理
意义［１１］。此外，ＥＧＦＲ的同源配体可诱导 ＥＧＦＲ同二
聚化或异二聚化并导致细胞内酪氨酸残基磷酸化，从

而激活下游通路 ＪＡＫＳＴＡＴ３［１２］。一项研究表明，
ＳＴＡＴ３缺陷能够抑制线粒体自噬，并抑制破骨细胞的
生成［１３］。ＨＯＮＧ等［１４］发现 Ｐａｒｋｉｎ能够通过调控
ＮＦκＢ信号通路促进破骨细胞分化，进一步表明线粒
体自噬在破骨细胞中发挥了重要作用。

　　ＷＧＣＮＡ分析结合 ＰＰＩ网络分析提示 ＥＧＦＲ与
ＣＤＣ３７和ＡＢＣＣ１之间存在紧密联系，激活ＥＧＦＲ能够
引起二者表达量显著上升，反之，抑制ＥＧＦＲ可以引起
二者表达量显著下降。ＡＢＣＣ１属于 ＡＢＣ转运体家
族，该家族主要参与氨基酸、胆固醇、疏水药物等多种

物质的跨膜转运，过表达ＡＢＣ转运体能够减少细胞摄
取药物和增加药物排出，从而减少药物在细胞质的浓

度，最终引起药物抵抗。既往研究表明，ＡＢＣ转运体
家族在破骨细胞分化中也发挥着重要作用。ＡＢＣＣ５
敲低降低了小鼠乳腺癌的骨转移以及骨损坏，并且伴

有破骨细胞数量显著减少［１５］。高密度脂蛋白（ｈｉｇｈ
ｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＤＬ）能够通过上调ＡＢＣＧ１引起破
骨细胞自噬增加，从而抑制破骨细胞分化。ＡＢＣＣ１属
于ＡＢＣ转运体家族的Ｃ亚家族，其能够介导化疗药物
转运出细胞，从而参与了多种肿瘤细胞的耐药过程。

有研究表明，ＡＢＣＣ１能够作为乳腺癌预后和死亡率指
标，降低ＡＢＣＣ１活性能够引起乳腺癌细胞的增殖和迁
移能力减弱［１６］。然而，ＡＢＣＣ１在破骨细胞分化中的

作用机制尚不清楚，提示ＡＢＣＣ１可能是干预破骨细胞
分化的新的潜在靶点。ＣＤＣ３７是一个分子伴侣蛋白。
目前研究发现，ＣＤＣ３７与 ＥＧＦＲ之间具有密切的联
系。在胶质母细胞瘤中敲低 ＥＧＦＲ能够引起 ＣＤＣ３７
磷酸化水平降低，进而导致下游信号通路无法正常激

活［１７］。ＣＤＣ３７是一种分子伴侣，可以稳定蛋白激酶中
的催化结构域，因此是蛋白磷酸化的广谱调节剂。

ＣＤＣ３７能够与ＨＳＰ９０形成复合物，辅助诸多蛋白激酶
正确折叠为稳定的三维结构，保证其功能的正常发

挥［１８］。ＨＳＰ９０是参与 ｃＳｒｃ去磷酸化的分子伴侣，而
ｃＳｒｃ在破骨细胞的存活中发挥关键作用［１９］。因此，

ＣＤＣ３７可能通过调控 ＨＳＰ９０进而间接影响破骨细胞
分化。

　　综上所述，本研究发现 ＥＧＦＲ能够促进破骨细胞
分化且与多种信号通路显著相关。并且，通过生物信

息学分析和生物学实验，发现 ＥＧＦＲ在破骨细胞分化
过程中上调ＣＤＣ３７和ＡＢＣＣ１表达水平，２个分子可能
参与 ＥＧＦＲ对破骨细胞分化的调控，因而有望成为骨
质疏松的治疗新靶点。然而，ＡＢＣＣ１和 ＣＤＣ３７在破
骨细胞分化中发挥怎样的功能，以及 ＥＧＦＲ如何调控
二者表达有待后续更深入的研究阐明，对于三者在破

骨细胞分化中所发挥的作用也应需进行进一步研究。
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