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ＭａｇｅＤ１对敲除小鼠骨髓间充质干细胞的矿化调控作用
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　　［摘要］　目的　探讨黑色素瘤相关抗原Ｄ１（ｍｅｌａｎｏｍａａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎＤ１，ＭａｇｅＤ１）对小鼠股骨
骨量和对大鼠骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）矿化能力的影响及潜在分子
机制。方法　以雌性ＭａｇｅＤ１基因敲除杂合子小鼠和雄性野生型（ｗｉｄｅｔｙｐｅ，ＷＴ）小鼠作为亲本小鼠，
繁育ＭａｇｅＤ１基因敲除纯合子（ＭａｇｅＤ１ｋｎｏｃｋｏｕｔ，ＭａｇｅＤ１ＫＯ）小鼠。ＰＣＲ和琼脂糖凝胶电泳鉴定
雄性ＭａｇｅＤ１基因敲除纯合子小鼠和同窝雄性野生型小鼠，ｍｉｃｒｏＣＴ扫描用于分析小鼠股骨骨量，
ＥＬＩＳＡ和化学法用于检测小鼠血清钙离子、磷离子、降钙素和甲状旁腺素水平。原代培养 ＢＭＳＣｓ并进
行流式细胞术鉴定，免疫荧光染色观察 ＭａｇｅＤ１在 ＢＭＳＣｓ中的表达。构建 ＭａｇｅＤ１沉默慢病毒感染
ＢＭＳＣｓ，分为阴性对照组（ｓｈＮＣ）和沉默组（ｓｈＭａｇｅＤ１）；细胞划痕实验检测 ＢＭＳＣｓ的迁移能力，流式
细胞术和 ＣＣＫ８检测 ＢＭＳＣｓ周期变化和增殖能力；矿化诱导后行碱性磷酸酶染色、茜素红染色；
ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、Ｃｏｌ１表达水平；ＲＴｑＰＣＲ检测矿化相关基因 ｐ７５ＮＴＲ及
ＭＳＸ１以探讨潜在机制。结果　与野生型小鼠相比，ＭａｇｅＤ１敲除纯合子小鼠股骨皮质骨厚度减小、皮
质骨矿物含量降低、松质骨骨矿物含量降低、骨小梁数减少、松质骨骨表面密度降低、骨小梁分离度增大

（Ｐ＜０．０５）；敲除 ＭａｇｅＤ１后，小鼠血钙、血磷、降钙素和甲状旁腺素水平无明显变化。ＭａｇｅＤ１表达于
整个ＢＭＳＣｓ内，在细胞核及胞核周围区域高表达。与 ｓｈＮＣ相比，ｓｈＭａｇｅＤ１组细胞增殖能力降低
（Ｐ＜０．０１），细胞迁移能力增强（Ｐ＜０．０１）；矿化诱导后，ｓｈＭａｇｅＤ１组ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、Ｃｏｌ１基因（Ｐ＜０．０５）
和蛋白（Ｐ＜０．０１）表达下降，碱性磷酸酶染色和茜素红染色更浅；ｓｈＭａｇｅＤ１组细胞中ｐ７５ＮＴＲ、Ｍｓｘ１表
达水平比ｓｈＮＣ组低。结论　ＭａｇｅＤ１基因敲除可明显降低小鼠股骨骨量。ＭａｇｅＤ１可促进ＢＭＳＣｓ增
殖、抑制其迁移，正向调控其体外矿化，ｐ７５ＮＴＲＤｌｘ１／Ｍｓｘ１信号轴可能参与 ＭａｇｅＤ１对骨代谢活动的
调控。

　　［关键词］　ＭａｇｅＤ１；骨髓间充质干细胞；基因敲除；矿化调控
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１９７０９０６）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＷＥＮＸｉｕｊｉｅ，Ｅｍａｉｌ：ｗｅｎｘｉｕｊｉｅ＠ｔｏｍ．ｃｏｍ

　　骨重建是一个骨形成和骨吸收动态平衡的过程，
当骨吸收大于骨形成时出现骨质疏松等疾病［１］。骨

髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ，
ＢＭＳＣｓ）具有强大的骨形成能力，是骨组织工程中最常
用的干细胞之一，近年来备受关注。明确骨组织矿化

过程中的分子生物学机制，对于推动骨组织工程的研

究具有重要意义。

　　黑色素瘤相关抗原 Ｄ１（ｍｅｌａｎｏｍａａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ａｎｔｉｇｅｎＤ１，ＭａｇｅＤ１），又称 Ｄｌｘｉｎ１或 ＮＲＡＧＥ，是由
Ｐｏｌｄ等首次克隆并鉴定为Ⅱ型黑色素瘤相关抗原基
因家族的新成员，它位于 Ｘ性染色体上，由１３个外显
子构成，全长６６０１ｂｐ。编码的蛋白由 ３个结构域构
成，分别是ＭＨＤ２、ＭＨＤ和连接两者的 ＩＲＤ［２］。Ｍａｇｅ
Ｄ１的功能广泛，可与多种核蛋白、细胞表面受体和转
录因子发生相互作用，参与细胞分化、迁移、增殖、周

期、凋亡和转录调控等［３－７］。近年来，有关 ＭａｇｅＤ１对
硬组织（包括骨骼和牙齿）发育与矿化影响的研究逐

渐增多。敲除ＭａｇｅＤ１后，小鼠体内破骨细胞数量和
表面积均有增加。同时，敲除 ＭａｇｅＤ１可增强
ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比值，促进成骨细胞介导的破骨细胞分

化［８］。此外，敲除 ＭａｇｅＤ１可诱导自噬相关基因的表
达，并通过增加破骨细胞的活性和分化来加速牙周炎

的进程［９］。研究表明 ＭａｇｅＤ１可通过调控 ＮＦκＢ信
号通路，参与成牙本质细胞的分化［１０］。

　　尽管多项研究表明 ＭａｇｅＤ１参与矿化相关活动，
但是关于 ＭａｇｅＤ１调控骨代谢活动的直接证据仍然
缺乏。因此，本研究旨在通过体内和体外实验阐明

ＭａｇｅＤ１基因敲除对小鼠股骨骨量以及大鼠骨髓间充
质干细胞矿化能力的影响。这将为支持 ＭａｇｅＤ１具
有正向调控矿化能力的观点提供更全面的理论支持和

更充分的实验依据，也为其在骨组织工程中的发展前

景提供一定的参考。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　自赛业生物科技有限公司购买６～８周龄、背景为
Ｃ５７ＢＬ／６的雌性 ＭａｇｅＤ１基因敲除杂合子小鼠和雄
性野生型（ｗｉｄｅｔｙｐｅ，ＷＴ）小鼠，作为亲本小鼠繁育
ＭａｇｅＤ１基因敲除纯合子（ＭａｇｅＤ１ｋｎｏｃｋｏｕｔ，Ｍａｇｅ
Ｄ１ＫＯ）小鼠，饲养于西南医科大学实验动物中心无特

０７０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



定病原体（ＳＰＦ）级动物房。３周龄 ＳＤ大鼠购买自西
南医科大学实验动物中心。本实验获得西南医科大学

动物伦理委员会批准（２０１９０３１８７）。
１．２　主要试剂
　　αＭＥＭ培养基（普诺赛，中国），胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，
美国），鬼笔环肽、ＢＣＩＰ／ＮＢＴ碱性磷酸酯酶显色试剂
盒（碧云天，中国），大鼠骨髓间充质干细胞成脂诱导

分化试剂盒、茜素红染色液 （ＯｒｉＣｅｌｌ，中国），地塞米
松、β甘油磷酸钠五水合物、维生素 Ｃ（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，中
国），ＣＣＫ８试剂盒（Ａｐｅｘｂｉｏ，美国），ＣＤ２９、ＣＤ３４、
ＣＤ４４、ＣＤ４５、ＣＤ９０抗体、ＡＬＰ抗体、鼠二抗（Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｓ，美国），ＭａｇｅＤ１抗体（Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，英国），βａｃｔｉｎ
抗体（华安，中国），Ｒｕｎｘ２抗体（Ａｂｃａｍ，美国），Ｃｏｌ１抗
体（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，中国），山羊抗鼠 ＩｇＧＦＩＴＣ（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ，
美国）、山羊抗兔ＩｇＧＦＩＴＣ（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ，美国），山羊抗兔
二抗（Ａｆｆｉｎｉｔｙ，美国），细胞周期试剂盒、ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ

ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（赛默飞，美国），ＴＢ
ＧｒｅｅｎＴＭＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（ＴａＫａＲａ，日本），沉默慢病
毒（吉凯基因，中国），钙含量检测试剂盒、血清磷含量

检测试剂盒、小鼠降钙素试剂盒、小鼠甲状旁腺素试剂

盒（睿信，中国）。

１．３　方法
１．３．１　ＭａｇｅＤ１敲除小鼠的鉴定　　剪取１０～１５日
龄小鼠鼠尾，提取鼠尾ＤＮＡ后进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反
应体系包括 ＤＮＡ、正引物、反引物、２×Ｔａｑ预混液和
ｄｄＨ２Ｏ，取扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳并使用凝胶
成像系统显影、采集图像。提取 １５日龄同窝雄性
ＭａｇｅＤ１ＫＯ小鼠和野生型小鼠股骨 ＲＮＡ，实时荧光
定量ＰＣＲ检测股骨 ＭａｇｅＤ１基因表达量。引物序列
参见表１。

表１　小鼠引物序列

基因 引物序列 （５′
!

３′）

ＭａｇｅＤ１（敲除型） 正向：ＣＣＧＡＡＴＣＣＴＡＴＴＴＣＣＣＧＡＣＣＴＴＧ

反向：ＡＴＧＴＡＴＴＴＴＧＣＡＴＧＣＣＡＣＴＣＴＣＡＧ

ＭａｇｅＤ１（野生型） 正向：ＣＣＧＡＡＴＣＣＴＡＴＴＴＣＣＣＧＡＣＣＴＴＧ

反向：ＧＴＴＴＣＴＧＡＧＣＣＡＴＡＧＣＴＣＴＣＧＴ

ＭａｇｅＤ１ 正向：ＴＴＡＣＧＡＣＣＣＴＣＡＣＣＴＡＡＴＣＴ

反向：ＴＴＣＴＴＣＴＣＣＡＧＧＡＣＡＡＡＧＣ

ＧＡＰＤＨ 正向：ＴＴＣＴＴＣＴＣＣＡＧＧＡＣＡＡＡＧＣ

反向：ＴＴＣＴＴＣＴＣＣＡＧＧＡＣＡＡＡＧＣ

１．３．２　ＭａｇｅＤ１敲除小鼠血清指标检测　　内眦取
血法提取１０月龄同窝雄性 ＭａｇｅＤ１ＫＯ小鼠和野生
型小鼠血液，４℃过夜，离心取上清，根据钙离子、磷离
子、降钙素、甲状旁腺素的检测试剂盒实验方法操作，

酶标仪检测６６０ｎｍ处光密度值，根据公式计算小鼠血
清中相应指标的含量。

表２　大鼠引物序列

基因 引物序列 （５′
!

３′）
ＭａｇｅＤ１ 正向：ＣＡＡＣＡＡＣＣＡＧＣＣＴＡＡＧＡＣＡＧＣ

反向：ＣＡＣＣＧＴＣＡＧＴＴＴＣＡＧＡＧＡＴＡＣＣ
ＡＬＰ 正向：ＣＡＴＣＧＣＣＴＡＴＣＡＧＣＴＡＡＴＧＣＡＣＡ

反向：ＡＴＧＡＧＧＴＣＣＡＧＧＣＣＡＴＣＣＡＧ
Ｒｕｎｘ２ 正向：ＣＡＴＧＧＣＣＧＧＧＡＡＴＧＡＴＧＡＧ

反向：ＴＧＴＧＡＡＧＡＣＣＧＴＴＡＴＧＧＴＣＡＡＡＧＴＧ
Ｃｏｌ１ 正向：ＣＴＧＧＣＡＡＧＡＡＣＧＧＡＧＡＴＧＡＴＧ

反向：ＡＴＣＣＡＡＡＣＣＡＣＴＧＡＡＡＣＣＴＣＴＧ
Ｐ７５ＮＴＲ 正向：ＧＧＴＴＣＣＴＣＣＡＧＡＧＣＡＡＧＡＣＣ

反向：ＡＧＣＡＧＣＣＡＡＧＡＴＧＧＡＧＣＡＡＴ
ＭＳＸ１ 正向：ＣＣＴＡＣＧＣＡＡＧＣＡＣＡＡＧＡＣＣＡ

反向：ＣＧＣＴＣＧＧＣＡＡＴＡＧＡＣＡＧＧＴＡ
ＧＡＰＤＨ 正向：ＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＴＧ

反向：ＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＡ

１．３．３　ＭａｇｅＤ１敲除小鼠股骨ＣＴ扫描　　过量二氧
化碳处死１０月龄同窝雄性 ＭａｇｅＤ１ＫＯ小鼠和野生
型小鼠后分离股骨，４％多聚甲醛固定后，应用 Ｍｉｃｒｏ
ＣＴ对小鼠股骨进行扫描重建，用 ＨｉｓｃａｎＡｎａｌｙｚｅｒ
ｓｏｆｔｗａｒｅ选择感兴趣区域（ＲＯＩ）进行数据分析。ＲＯＩ：
股骨远端生长板下４ｍｍ开始，长２ｍｍ的皮质骨；股
骨远端生长板下１．５ｍｍ开始，长２ｍｍ的松质骨。
１．３．４　提取 ＢＭＳＣｓ细胞　　过量ＣＯ２处死３周龄ＳＤ
大鼠后在无菌状态下取出股骨和胫骨，剔除软组织。剪

去股骨和胫骨的两端后，用完全培养基冲洗骨髓腔至骨

头发白，收集骨髓液，离心后加入含１０％血清的培养基，
接种至培养皿中，放置于细胞培养箱中进行培养。

１．３．５　流式检测ＢＭＳＣｓ细胞表面抗原表达　　生长
情况良好的 Ｐ３细胞消化离心后，加入 ４％多聚甲醛
４℃固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后弃上清，加入含 ３％ＦＢＳ
的ＰＢＳ混匀，细胞计数后置成 ５×１０５个／ｍＬ的混悬
液。分组后分别加入 ＣＤ２９、ＣＤ３４、ＣＤ４４、ＣＤ４５、ＣＤ９０
抗体４℃过夜。加入对应种属荧光二抗避光孵育２ｈ，
离心后ＰＢＳ稍洗，加入含３％ＦＢＳ的 ＰＢＳ重悬后用流
式细胞仪检测ＢＭＳＣｓ细胞表面抗原的表达。
１．３．６　细胞成脂诱导　　将ＢＭＳＣｓ置于６孔板中培
养，待细胞密度至 ８５％左右时，培养基换为成脂诱导
培养基，当诱导至镜下可看到脂滴时，弃除培养基，４％
多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，加入油红 Ｏ染液染色 ３０ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗涤后进行采集图像。
１．３．７　碱性磷酸酶染色及茜素红染色　　ＢＭＳＣｓ接
种至６孔板，待细胞密度为８５％左右时，更换为矿化诱

１７０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）



导培养基（含１０ｎｍｏｌ／Ｌ地塞米松、１０ｍｍｏｌ／Ｌβ甘油
磷酸钠，５０μｇ／ｍＬ维生素 Ｃ，１０％ ＦＢＳ，１％双抗的
αＭＥＭ培养基），每３ｄ换液，分别在７ｄ及２１ｄ时弃
除培养基用４％多聚甲醛固定细胞后，用ＢＣＩＰ／ＮＢＴ碱
性磷酸酯酶显色试剂盒及茜素红染液染色，观察、采集

图像。

１．３．８　鬼笔环肽染色 ＢＭＳＣｓ细胞骨架　　按照 ２×
１０４个／ｃｍ２的密度将细胞铺于提前放好细胞爬片的
６孔板中，并设置２个复孔。当细胞密度达到５０％时，
弃培养基，用 ＰＢＳ轻柔冲洗后加入细胞固定液处理
１５ｍｉｎ，用配置好的０．５％的Ｔｒｉｔｏｎ破膜液处理５ｍｉｎ，
加入鬼笔环肽工作液避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后加
入含ＤＡＰＩ的封片液进行封片，使用显微镜进行图像
的观察图采集。

１．３．９　细胞免疫荧光　　将细胞铺于提前放好细胞
爬片的６孔板中，待细胞密度至６０％时，弃培养基，４％
多聚甲醛固定 １５ｍｉｎ，用 ０．５％的 Ｔｒｉｔｏｎ破膜液处理
１０ｍｉｎ，加入封闭液封闭 ３０ｍｉｎ，吸干封闭液后滴加
ＭａｇｅＤ１抗体（１∶５００），４℃过夜。次日常温复温１ｈ，
加入二抗山羊抗兔 ＩｇＧＦＩＴＣ（１：５００）避光孵育 １ｈ，
ＰＢＳ稍洗后加入含 ＤＡＰＩ的封片液进行封片，采用荧
光显微镜进行图像的采集。

１．３．１０　ＭａｇｅＤ１沉默慢病毒的转染　　根据 Ｍａｇｅ
Ｄ１的ＮＣＢＩ号（ＧｅｎｅＩＤ：８４４６９）委托上海吉凯基因科
技有限公司构建 ＭａｇｅＤ１沉默慢病毒。通过预实验
确定最佳 ＭＯＩ为 ５０，加入 ＨｉＴｒａｎｓＧＰ感染增强液提
高感染效率，嘌呤霉素最佳浓度２μｇ／ｍＬ。将慢病毒
包被空载病毒和 ＭａｇｅＤ１沉默病毒转染至 ＢＭＳＣｓ细
胞中，加入病毒约４８ｈ后按照最佳嘌呤霉素浓度筛选
２ｄ，去除转染失败的细胞。
１．３．１１　ＲＴｑＰＣＲ实验　　分离小鼠股骨，将骨组织
剪碎，加入液氮研磨至粉末状，加入 Ｔｒｉｚｏｌ，静置后离
心，吸取上清，加入氯仿，混匀静置后离心吸取水相，加

入异丙醇，混匀静置后，离心去上清，酒精洗涤 ＲＮＡ，
干燥后重悬，获得小鼠股骨 ＲＮＡ；去除细胞原培养基，
ＰＢＳ洗涤后加入 Ｔｒｉｚｏｌ，后续同上。测量 ＲＮＡ的浓度
后进行逆转录实验，用逆转录所得的 ｃＤＮＡ进行定量
ＰＣＲ实验，反应体系包括 ｃＤＮＡ、正反引物、无酶水、
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ。反应后用 ＣＴ值和 ２－△△ＣＴ的方法进行
计算。引物序列见表１、２。
１．３．１２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　　提取细胞总蛋白，ＢＣＡ
检测蛋白浓度后进行蛋白变性处理。根据蛋白浓度，

每个泳道加入 ５０μｇ的蛋白，６０Ｖ电泳 ３０ｍｉｎ后

１２０Ｖ电泳９０ｍｉｎ。电泳停止后进行湿转，３００ｍＡ转
１ｈ，快速封闭液封闭３０ｍｉｎ，一抗（ＭａｇｅＤ１１∶１０００，
ＡＬＰ １∶１００，Ｒｕｎｘ２１∶５００，Ｃｏｌ１１∶５０００，βａｃｔｉｎ
１∶１００００）孵育并４℃过夜。次日孵育二抗，通过化学
发光系统显影、采集图像。

１．３．１３　细胞周期检测　　将细胞铺于６孔板中，待
细胞密度至８５％时，消化洗涤细胞，加入预冷 ７０％乙
醇，４℃过夜固定，ＰＢＳ清洗细胞２次后弃上清，加入
细胞周期工作液，使细胞密度为１×１０６个／ｍＬ，室温避
光孵育３０ｍｉｎ，上机检测。
１．３．１４　ＣＣＫ８检测细胞增殖　　将细胞铺至 ９６孔
板中并设置副孔，次日，按照 ＣＣＫ８：完全培养基为
１∶１００的比例配制检测液，并加入９６孔板中，３７℃避
光孵育２ｈ后在４５０ｎｍ处测得光密度，连续检测７ｄ
后制作生长曲线图。

１．３．１５　细胞迁移　　将细胞铺于６孔板中，待细胞
长满后，用枪头在底部划直线，使用无血清无双抗的培

养基培养细胞，在划线后的 ０、１２、２４ｈ用倒置显微镜
采集图像，使用ＩｍａｇｅＪ分析 ０、１２、２４ｈ划痕面积，细
胞移动的面积与初始划痕面积之比为迁移率，即迁移

率＝（０ｈ划痕面积－１２ｈ／２４ｈ划痕面积）／０ｈ划痕面
积×１００％。
１．４　统计学分析
　　实验数据用 ＩＢＭＳＰＳＳ２３．０进行统计学分析，计
量资料采用 珋ｘ±ｓ进行统计描述。服从正态且方差齐的
两组计量资料比较采用 ｔ检验。Ｐ＜０．０５表示差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　ＭａｇｅＤ１基因敲除小鼠的鉴定
　　为了鉴定子代小鼠基因型，提取１０～１５日龄小鼠
鼠尾ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增后进行琼脂糖凝胶电泳。鉴定结
果显示：只有１条４３７ｂｐ扩增条带的为 ＭａｇｅＤ１基因
敲除纯合子小鼠，只有１条４１７ｂｐ扩增条带的为野生型
小鼠，同时有１条４１７ｂｐ扩增条带和１条４３７ｂｐ扩增
条带的为ＭａｇｅＤ１基因敲除杂合子小鼠（图１Ａ）。提取
１５日龄同窝雄性ＭａｇｅＤ１敲除鼠和野生型小鼠的股骨
ＲＮＡ进行ＲＴｑＰＣＲ检测，结果显示ＭａｇｅＤ１基因敲除
小鼠股骨中ＭａｇｅＤ１表达显著降低（Ｐ＜０．０１，图１Ｂ）。
２．２　ＭａｇｅＤ１敲除小鼠股骨的ＭｉｃｒｏＣＴ检测
　　解剖１０月龄 ＭａｇｅＤ１敲除鼠和同窝野生型小鼠
股骨，目视观察下发现不同窝小鼠股骨大小略有差异，

但同窝 ＭａｇｅＤ１敲除小鼠和野生型小鼠的股骨大小

２７０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



相近（图２Ａ）。通过 ＭｉｃｒｏＣＴ扫描小鼠整段股骨，并
进行三维重建后发现 ＭａｇｅＤ１敲除小鼠的骨小梁数
较同窝野生型小鼠少，骨皮质厚度也较同窝野生型小

鼠薄（图２Ｂ）。对 ＲＯＩ进行分析后发现，与野生型小

鼠相比，ＭａｇｅＤ１敲除鼠股骨的皮质骨厚度减小、皮质
骨矿物含量降低，松质骨矿物含量降低，松质骨骨表面

密度降低，骨小梁数减少，骨小梁分离度增大（Ｐ＜
０．０５，图２Ｃ）。
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Ａ：小鼠基因型的ＰＣＲ鉴定结果；小鼠编号１２８为 ＭａｇｅＤ１基因敲除纯合子，１２５、１２７为 ＭａｇｅＤ１基因敲除杂合子，１２３、１２４、
１２６为野生型小鼠；Ｂ：ＲＴＰＣＲ检测小鼠骨组织中ＭａｇｅＤ１的表达；ａ：Ｐ＜０．０１，与野生型小鼠比较

图１　ＭａｇｅＤ１敲除小鼠的基因型鉴定及敲除效率验证　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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１：ＷＴ组，２：ＭａｇｅＤ１ＫＯ组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＷＴ组比较
Ａ：形态学观察小鼠股骨；Ｂ：小鼠股骨三维重建代表性图像；Ｃ：小鼠股骨ＭｉｃｒｏＣＴ数据分析

图２　１０月龄ＭａｇｅＤ１敲除小鼠及同窝野生型小鼠股骨ＭｉｃｒｏＣＴ扫描检测 （ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

３７０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）



２．３　ＭａｇｅＤ１敲除小鼠的血清指标检测
　　通过化学法和 ＥＬＩＳＡ对 １０月龄同窝雄性 Ｍａｇｅ
Ｄ１敲除小鼠和野生型小鼠的内眦血进行血清学指标
检测，结果显示ＭａｇｅＤ１敲除小鼠的血钙、血磷、降钙
素和甲状旁腺素均与同窝野生型小鼠组无明显差异

（图３）。
２．４　大鼠ＢＭＳＣｓ的培养及鉴定
　　本实验通过全骨髓培养法培养大鼠骨髓间充质干
细胞，光学显微镜下可见细胞呈梭形，纤维样，排列成

网状、旋涡状（图 ４Ａ）。鬼笔环肽染色细胞骨架进一
步表明细胞呈长梭形，具有成纤维细胞样形态（图

４Ｂ）。流式细胞术检测 ＢＭＳＣｓ细胞表面抗原显示：
ＢＭＳＣｓ高表达干细胞表面标志物 ＣＤ２９（９７．６７％）、
ＣＤ４４（９７．６５％）、ＣＤ９０（９９．０１％），低表达造血干细胞
表面标志物 ＣＤ３４（３．０３％）、ＣＤ４５（０．０１％）（图 ４Ｃ）。
成脂诱导ＢＭＳＣｓ１４ｄ后油红 Ｏ染色可在光学显微镜
下观察到脂滴（图 ４Ｄ），矿化诱导 ＢＭＳＣｓ２１ｄ后茜素
红染色可在光学显微镜下观察到钙结节生成（图４Ｅ）。
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１：ＷＴ组，２：ＭａｇｅＤ１ＫＯ组

图３　１０月龄ＭａｇｅＤ１敲除小鼠及同窝野生型小鼠血清指标检测 （ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：Ｐ３代ＢＭＳＣｓ；Ｂ：ＢＭＳＣｓ细胞骨架的鬼笔环肽染色；Ｃ：流式细胞术检测 ＢＭＳＣｓ表面抗原；Ｄ：ＢＭＳＣｓ成脂
诱导；Ｅ：ＢＭＳＣｓ矿化诱导

图４　ＢＭＳＣｓ的培养与鉴定

４７０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．５　ＭａｇｅＤ１在ＢＭＳＣｓ内的表达
　　细胞免疫荧光检测 ＢＭＳＣｓ内 ＭａｇｅＤ１的表达。
可在荧光显微镜下观察到 ＭａｇｅＤ１表达于整个细胞
内，在细胞核及胞核周围区域高表达（图５）。
２．６　ＢＭＳＣｓ内ＭａｇｅＤ１沉默效率
　　ＢＭＳＣｓ转染慢病毒后，使用嘌呤霉素筛选２ｄ以
去除未转染细胞，提取 ＲＮＡ和蛋白，并通过 ＲＴｑＰＣＲ
及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染效率。将 ｓｈＮＣ组作为对照
组，ｓｈＭａｇｅＤ１组作为实验组，结果显示，ＭａｇｅＤ１的
基因（Ｐ＜０．０１，图６Ａ）和蛋白（Ｐ＜０．０１，图６Ｂ、Ｃ）表达
明显下降。

２．７　ＭａｇｅＤ１对ＢＭＳＣｓ细胞增殖、周期和迁移的影响
　　采用 ＣＣＫ８法分别在０～７ｄ时检测 ｓｈＮＣ组和
ｓｈＭａｇｅＤ１组的光密度值，以光密度值的变化反映细
胞增殖情况：从第１天起，ｓｈＭａｇｅＤ１组细胞的增殖能
力较ｓｈＮＣ组明显降低（Ｐ＜０．０１，图 ７Ａ）。流式细胞
术检测 ｓｈＮＣ组和 ｓｈＭａｇｅＤ１组细胞周期，沉默
ＭａｇｅＤ１后，细胞的 Ｇ１期增加、Ｓ期降低、Ｇ２期增加
（Ｐ＜０．０１，图７Ｂ）。采用划痕实验分别在１２、２４ｈ时检
测ｓｈＮＣ组和ｓｈＭａｇｅＤ１组细胞的迁移能力，实验结

果显示在 １２ｈ和 ２４ｈ时，ｓｈＭａｇｅＤ１组细胞迁移速
度均明显快于ｓｈＮＣ组（Ｐ＜０．０１，图７Ｃ、Ｄ）。
２．８　ＭａｇｅＤ１对ＢＭＳＣｓ矿化能力的影响
　　矿化诱导７ｄ后提取ｓｈＮＣ组和ｓｈＭａｇｅＤ１组细
胞的ＲＮＡ和蛋白，分别进行 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测。结果显示与 ｓｈＮＣ组相比，ｓｈＭａｇｅＤ１组中矿
化相关因子 ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２和 Ｃｏｌ１基因的表达均明显降
低（Ｐ＜０．０５，图 ８Ａ），蛋白表达也显著降低（Ｐ＜０．０１，
图８Ｂ、Ｃ）。此外，矿化诱导７ｄ后进行碱性磷酸酶染色
（图８Ｄ），染色结果显示，与ｓｈＮＣ组相比，ｓｈＭａｇｅＤ１
组碱性磷酸活性降低。在矿化诱导２１ｄ后进行茜素红
染色（图８Ｅ），结果显示ｓｈＭａｇｅＤ１组钙结节较ｓｈＮＣ
组减少。

２．９　ＭａｇｅＤ１调控矿化的潜在机制
　　细胞膜跨膜受体 ｐ７５神经营养因子受体（ｐ７５
ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｐ７５ＮＴＲ）和转录因子Ｄｌｘ／Ｍｓｘ对
牙齿及骨组织的生物矿化至关重要。沉默 ＭａｇｅＤ１
后，提取ｓｈＮＣ组和 ｓｈＭａｇｅＤ１组细胞的 ＲＮＡ，进行
ＲＴｑＰＣＲ检测。结果显示与 ｓｈＮＣ组相比，ｓｈＭａｇｅ
Ｄ１组中ｐ７５ＮＴＲ和Ｍｓｘ１表达均降低（Ｐ＜０．０５，图９）。
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图５　细胞免疫荧光染色观察ＢＭＳＣｓ中ＭａｇｅＤ１的表达
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ａ：Ｐ＜０．０１，与ｓｈＮＣ组比较
Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测ＭａｇｅＤ１的表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭａｇｅＤ１的蛋白表达；Ｃ：蛋白表达半定量分析

图６　ＢＭＳＣｓ沉默ＭａｇｅＤ１后的慢病毒转染验证　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

５７０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）
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ａ：Ｐ＜０．０１，与ｓｈＮＣ组比较
Ａ：ＣＣＫ８检测ＢＭＳＣｓ增殖能力；Ｂ：细胞周期比例统计；Ｃ、Ｄ：细胞划痕实验检测ＢＭＳＣｓ迁移率及迁移率统计

图７　ＭａｇｅＤ１对ＢＭＳＣｓ细胞周期、增殖和迁移的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：ＲＴＰＣＲ检测矿化相关基因表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测矿化相关蛋白表达；Ｃ：蛋白表达半定量分析；Ｄ：碱性磷酸酶染色；Ｅ：茜
素红染色

图８　ＭａｇｅＤ１对ＢＭＳＣｓ矿化能力的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ｓｈＮＣ组比较
Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测Ｐ７５ＮＴＲ的表达；Ｂ：ＲＴｑＰＣＲ检测ＭａｇｅＤ１的表达；Ｃ：ＲＴｑＰＣＲ检测Ｍｓｘ１的表达

图９　ＲＴｑＰＣＲ检测沉默ＭａｇｅＤ１后ＢＭＳＣｓ中矿化相关基因的表达水平　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　ＭａｇｅＤ１作为Ⅱ型黑色素瘤相关抗原基因家族的
新成员，参与细胞的多种生物活动，如细胞分化、迁移、

增殖、周期、凋亡和转录调控等［３７］，在多种组织中均有

表达［１１］。近年的研究表明，ＭａｇｅＤ１与骨生物学密切
相关，作为一种多功能接头蛋白，ＭａｇｅＤ１被认为可与
多种蛋白相互作用，从而积极参与骨代谢过程［１２－１３］。

然而，关于ＭａｇｅＤ１对骨骼发育的体内研究证据仍然
缺乏，因此本项目通过构建 ＭａｇｅＤ１敲除小鼠，提供
了ＭａｇｅＤ１影响骨骼发育的直接证据。在繁育小鼠
的过程中发现所产生的纯合子子代小鼠性别限定为雄

性，无法观察到雌性的纯合子小鼠。文献回顾发现，

ＤＯＭＢＲＥＴ等［１４］也观察到同样现象，这可能是由雄性

ＭａｇｅＤ１敲除小鼠性行为缺陷引起。在实验过程中首
先对ＭａｇｅＤ１敲除小鼠的基因型进行了鉴定，并验证
了敲除效率，结果表明构建的敲除小鼠确为 ＭａｇｅＤ１
敲除纯合子小鼠，且 ＭａｇｅＤ１在股骨骨组织中的表达
极低。ＭａｇｅＤ１敲除小鼠的成功构建为后续实验奠定
了基础。解剖 ＭａｇｅＤ１敲除小鼠和同窝野生型小鼠
股骨，对ＭａｇｅＤ１敲除小鼠和同窝野生型小鼠股骨大
小进行了目视观察，发现不同窝小鼠之间股骨大小不

同，而同窝ＭａｇｅＤ１敲除小鼠股骨与野生型小鼠股骨
的大小无明显差异。随后，对 ＭａｇｅＤ１敲除小鼠股骨
骨量进行了探讨，ＭｉｃｒｏＣＴ扫描结果表明敲除小鼠的
皮质骨厚度及矿物含量、松质骨矿物含量及表面密度

均明显降低，骨小梁数量减少，而骨小梁的分离度增

加，提示ＭａｇｅＤ１可能参与了小鼠股骨发育矿化的调
控，ＭａｇｅＤ１敲除后降低了骨组织的骨量。既往研究
显示ＭａｇｅＤ１敲除鼠股骨的骨密度显著降低，骨微结
构恶化，存在骨缺失表型［８］，与本实验结果一致。因

此，ＭａｇｅＤ１可能对小鼠股骨骨组织的发育矿化具有
重要的促进作用。

　　然而，骨组织在不断经历着改建与重塑的过程，其
主要组成成分是钙、磷酸盐以及多种激素，在体内也具

有调节骨矿化的作用［１５］。其中，降钙素和甲状旁腺素

对血清钙浓度起着重要的调节作用，维持了血钙的稳

态［１６］。因此，为了明确ＭａｇｅＤ１对小鼠股骨矿化的实
际意义，本实验进一步提取了两种基因型小鼠的血清

进行检测，比较敲除小鼠和野生小鼠血钙、血磷、降钙

素和甲状旁腺素的水平变化。结果表明血钙、血磷、降

钙素及甲状旁腺素水平在两种基因型小鼠中均无显著

差异，提示ＭａｇｅＤ１敲除后小鼠股骨骨量的减少并非
是因其体内钙、磷变化引起的。骨重建是一个骨形成

和骨吸收动态平衡的过程，ＭａｇｅＤ１基因敲除可能通
过抑制成骨能力减少骨的形成或促进破骨吸收导致

小鼠股骨骨量减少。研究表明，ＭａｇｅＤ１可诱导
βｃａｔｅｎｉｎ的核转运并增强其ＤＮＡ结合能力，从而调控
经典成骨信号通路ｗｎｔ通路［１７］，提示ＭａｇｅＤ１可能参
与调控成骨从而促进成骨增加。此外，ＬＩＵ等［８］发现

对ＭａｇｅＤ１敲除小鼠的单核／巨噬细胞进行体外诱导
后，与对照组相比 ＴＲＡＰ阳性破骨细胞的数量和面积
显著增加。

　　骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）作为一种骨髓来源
的间充质干细胞，具有多向分化潜能，包括分化为成骨

细胞、脂肪细胞、内皮细胞和软骨细胞［１８］，且在体外易

于获取并扩大培养，因此被认为是用于骨组织工程的

种子细胞［１９］。与黑色素瘤抗原基因（Ｍａｇｅ）家族其他
蛋白质在正常成体组织中低表达的情况不同，Ｍａｇｅ
Ｄ１在正常组织中普遍表达［２］，也广泛存在于外胚间充

质干细胞、成骨细胞、神经元细胞及肿瘤细胞等细胞类

型中［２０２１］。然而，ＭａｇｅＤ１在ＢＭＳＣｓ中的表达情况尚
不清楚，其对 ＢＭＳＣｓ增殖、迁移等生物学特性和矿化
能力的影响也尚不明确。本实验通过免疫荧光染色观

察到ＭａｇｅＤ１在 ＢＭＳＣｓ的胞核及周围区域高表达。
而在前期实验中，通过慢病毒转染 ＢＭＳＣｓ过表达
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ＭａｇｅＤ１，发现ＭａｇｅＤ１表达仅提高到原始水平的１．２
倍，始终无法达到２倍的转染效率［２２］，无法建立Ｍａｇｅ
Ｄ１过表达模型，这可能与 ＭａｇｅＤ１在 ＢＭＳＣｓ中高表
达有关。随后使用慢病毒转染的方法来探究 ＭａｇｅＤ１
沉默后对ＢＭＳＣｓ增殖、迁移、细胞周期及矿化能力的
影响。研究表明当目标基因表达减少到原始水平的

５０％～７５％时即为有效沉默［２３］，本实验 ＲＴｑＰＣＲ及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示慢病毒转染后 ＢＭＳＣｓ中 Ｍａｇｅ
Ｄ１的基因及蛋白表达水平均减少到原始水平的５０％
左右，表明成功构建了ＭａｇｅＤ１沉默的细胞株。
　　骨发育中，骨髓间充质干细胞的增殖、迁移和矿化
是一个互相关联、动态调控的过程，细胞增殖为基质合

成和矿化奠定基础，迁移确保细胞能达到骨重建部位，

而矿化最终完成骨组织的形成和功能恢复［２４－２６］。本

实验探讨了ＭａｇｅＤ１沉默后对ＢＭＳＣｓ增殖、周期和迁
移能力的影响。采用 ＣＣＫ８增殖试剂盒检测了细胞
在第０～７天的生长情况，结果表明从第１天起，Ｍａｇｅ
Ｄ１沉默组细胞的增殖能力便明显受到抑制，这与 ＱＩ
等［２７］学者在小鼠牙髓细胞中的实验结果一致，该研究

还指出ＭａｇｅＤ１可能通过调控 ＮＦκＢ信号通路参与
调控小鼠牙髓细胞的增殖。由于细胞的增殖能力与其

所处的细胞周期密切相关［２８］，本实验进一步检测了细

胞周期情况，结果显示ＭａｇｅＤ１沉默后增加了处于Ｇ１
期和Ｇ２期的ＢＭＳＣｓ细胞数量，而处于 Ｓ期的细胞数
量减少，表明沉默ＭａｇｅＤ１后细胞主要停滞在了细胞
分裂的间隙期，使得细胞的增殖分裂能力减弱。细胞

划痕实验结果显示 ＭａｇｅＤ１沉默组细胞迁移速度明
显增快，表明 ＭａｇｅＤ１负向调控 ＢＭＳＣｓ的迁移能力，
与ＭａｇｅＤ１在Ｈｅｌａ细胞、胰腺癌细胞等肿瘤细胞中表
现出的迁移抑制作用相一致［２９３０］。

　　本研究通过动物实验发现了 ＭａｇｅＤ１敲除小鼠
股骨骨量降低，从而确定了 ＭａｇｅＤ１对骨量的重要意
义，然而骨量多少是由骨形成和骨吸收共同决定［３１］。

为了进一步研究ＭａｇｅＤ１对骨形成中矿化的影响，本
研究从细胞水平验证了 ＭａｇｅＤ１对矿化的调控作用。
通过转染慢病毒降低ＢＭＳＣｓ中ＭａｇｅＤ１表达，然后检
测ＢＭＳＣｓ的矿化能力及矿化相关因子的表达水平，以
此来评价 ＭａｇｅＤ１在 ＢＭＳＣｓ矿化中的调控作用。
ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、Ｃｏｌ１等都是矿化相关标志物，其中 Ｒｕｎｘ２
是一种矿化相关特异性转录因子，促进骨髓间充质干

细胞向成骨细胞分化［３２］；ＡＬＰ和 Ｃｏｌ１在成骨细胞诱
导过程中表达增加［３３］。因此，本研究检测了 ＡＬＰ、
Ｒｕｎｘ２、Ｃｏｌ１这 ３个矿化相关因子，实验结果显示，与
对照组相比，沉默 ＭａｇｅＤ１后 ＢＭＳＣｓ内 ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、
Ｃｏｌ１的基因表达量和蛋白表达量均下调。同时碱性

磷酸酶染色和茜素红染色结果显示，ＭａｇｅＤ１沉默组
碱性磷酸活性和钙结节形成能力减弱，这些结果说明

ＭａｇｅＤ１正向调控 ＢＭＳＣｓ的矿化能力。这与以往研
究发现相一致，敲低 ＭａｇｅＤ１后来自颅骨的成骨细胞
矿化诱导后钙结节减少［３４］，过表达ＭａｇｅＤ１后外胚间
充质干细胞矿化能力升高，以及沉默 ＭａｇｅＤ１后外胚
间充质干细胞矿化能力下降［１９］。然而，敲低 ＭａｇｅＤ１
后提高了小鼠牙髓细胞矿化能力［２７］。这可能与Ｍａｇｅ
Ｄ１与多种核蛋白、转录因子、细胞表面受体相互作用，
对不同细胞具有不同调控机制有关。ｐ７５ＮＴＲ属低
亲和力神经营养因子受体，可以上调 ｈｏｍｅｏｂｏｘ基因
家族成员 Ｄｌｘ／Ｍｓｘ并促进 外 胚 间 充 质 干 细 胞
（ｅｃｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＭＳＣｓ）的成骨分化与矿
化［３５－３６］。本 课 题 组 前 期 研 究 发 现 ＭａｇｅＤ１在
ｐ７５ＮＴＲＤｌｘ１／Ｍｓｘ１信号轴传导过程中起重要作
用［２０，３７］，本研究针对 ＢＭＳＣｓ的检测结果，显示 Ｍａｇｅ
Ｄ１可正向调控 ｐ７５ＮＴＲ和 Ｍｓｘ１表达，与以往研究结
果一致，提示ＭａｇｅＤ１对骨代谢活动的调控可能通过
ｐ７５ＮＴＲＤｌｘ１／Ｍｓｘ１信号轴起作用。
　　综上所述，ＭａｇｅＤ１对小鼠股骨的骨量具有正向
调控作用，并且ＭａｇｅＤ１对ＢＭＳＣｓ的生物学特性和矿
化能力也具有调控作用。具体表现在 ＭａｇｅＤ１能够
抑制 ＢＭＳＣｓ的迁移能力，增强其增殖能力，并促进
ＢＭＳＣｓ的矿化，提示 ＭａｇｅＤ１可能是治疗骨发育不
全、预防骨质疏松等临床疾病的重要分子靶点。
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