
骨组织是一个庞大的生长因子库 。成骨细胞可合成分泌多

种生长因子 , 转化生长因子 β(Transforming growth factor β ,

TGF-β)是成骨细胞中含量较多的生长因子 ,一方面 ,成骨细胞本

身可合成分泌 TGF-β ;另一方面 , 在成骨细胞的细胞膜上有

TGF-β 的特异性受体 , TGF-β可作用于成骨细胞 , 调节其增殖和

分化 。成骨细胞是骨形成和修复的主要功能细胞 , TGF-β 与骨形

成密切相关 , 在骨形成和修复过程起着十分重要的作用 , 因此 ,

TGF-β 对成骨细胞作用的研究有助于揭示 TGF-β在骨生理过程

中的作用可能为骨愈合的治疗提供新的手段 。

1 骨组织中 TGF-β 的来源及其激活机制

骨组织中 TGF-β来源于骨折时的血肿内血小板 、炎性细胞

(单核细胞和巨噬细胞)、成骨细胞和软骨细胞等 ,骨是 TGF-β 最

大的组织来源和储存库 。在鼠骨折模型中发现 , TGF-β在骨折愈

合的早期由血小板释放 , 在整个骨折愈合过程中则由软骨细胞

和成骨细胞合成[1 ] 。成骨细胞是骨组织中合成 TGF-β 的主要细

胞 ,是骨组织中 TGF-β的主要来源 ,成骨细胞又以自分泌的方式

调节其自身的增殖 、分化及代谢 。骨组织中的 TGF-β与其他组织

中的 TGF-β 不同 ,它有两种潜活形式。新合成的 TGF-β是无活性

的复合物 , 其末端有 25×103u的可断裂片段即潜在性相关蛋白

(Latency associated protein , LAP);此外还有一富含胱氨酸的蛋白

与之相连 , 称之为潜在型 TGF-β 结合蛋白(Latency TGF-β binding

protein , LTBP),它可能是骨基质中储存的结合位点[2 ] 。在成骨细

胞分泌的 TGF-β 中 , TGF-β1 占大多数 , 并且主要存在于骨基质

中 , TGF-β在发挥作用之前需被激活 。

潜在型 TGF-β激活的机制目前尚不清楚 。可能有两种机制:

一是潜在型 TGF-β结合蛋白在中性 pH环境中稳定 , 低 pH环境

中激活 。在 pH为 3时 , 潜在型 TGF-β 被激活 , 完全释放出活性

TGF-β 。潜在型 TGF-β可被破骨细胞激活 ,作为破骨细胞刺激因

子的维生素 A ,能增强这种激活作用 。其二是潜在型 TGF-β 在活

性的纤维蛋白溶酶和组织蛋白酶 D出现时 , 可被蛋白酶系统激

活 。由于成骨细胞能合成纤维蛋白溶酶原活化剂和纤维蛋白溶

酶原活化抑制剂以及分泌组织蛋白酶 ,因此 ,成骨细胞可以调节

潜在型 TGF-β 的活性 。Pfeilschiffer等[3 ]发现 , TGF-β降低纤维蛋

白溶酶原活化剂的活性 ,而增强纤维蛋白溶酶原活化抑制剂的
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活性 。活化的 TGF-β本身也可调节潜在型 TGF-β 的活性 。TGF-β

是骨组织中多种生长因子之一 ,对成骨细胞有明显的刺激作用 ,

作为一种诱导新骨形成的一种介质而发挥作用 。

2 TGF-β 对体外培养成骨细胞的作用

体外研究表明 , TGF-β对成骨细胞的作用是非常复杂的。在

相似的或不相同的研究模型中 , 得出了有争议甚至相反的结

果 。目前 , TGF-β 对成骨细胞增殖和分化的作用有 3种结论 。

2.1 TGF-β 刺激成骨细胞增殖 ,但对成骨细胞的分

化则没有作用
本结论主要从以下 3类细胞模型系统中得出:第一类是从

鼠骨组织中原代分离培养的细胞群 , Canalis等[4 ]
实验表明 ,取材

于鼠颅骨和小鼠尾骨消化分离培养的成骨细胞 , TGF-β 能增加

其 DNA的合成 , 而对碱性磷酸酶(Alkaline phosphatase , ALP)活

性无影响。在胎鼠骨组织中发现 , TGF-β 只刺激条件培养基中的

成骨细胞合成 DNA 。第二类为鼠成骨细胞群 , Ber等[ 5]运用有限

稀释法在胎龄为 21 d的鼠颅骨组织中克隆筛选出 RCA11和

RCB2细胞株 , 这两种细胞均具有成骨细胞的生物学特性 , 在

TGF-β 作用 24 ～ 48 h后明显刺激 RCB2细胞增殖而对 RCA11细

胞增殖无作用 , 且 RCB2细胞呈非静止性生长 。Ibbotson等[6 ]对

MCT3T30E成骨样细胞株的研究表明 , 在有血清培养的条件下 ,

低剂量的 TGF-β 增加 DNA和胶原的合成 , 抑制 ALP活性 , 并引

起细胞形态学上明显变化 , 高剂量的 TGF-β 抑制胶原合成 , 对

DNA合成没有作用;而在无血清的培养条件下 , TGF-β 对 ALP表

现为双相作用 , 高剂量抑制但低剂量增强 ALP的活性 , 并且对

胶原合成只有轻度的刺激作用 。在鼠成骨样细胞系 (ROS17/

28),TGF-β1和 TGF-β2 均在转录水平降低骨钙素的产生 。第三类

是从人骨组织原代分离培养的细胞群 , 在正常人成骨细胞中 ,

TGF-β 无论是低剂量还是高剂量均增加 DNA 合成;Verhar等[7 ]

发现 TGF-β 对正常人成骨细胞作用明显 ,在无血清培养 24 h ,细

胞数量呈 2倍增长 。 Lind [8 ]对人骨小梁细胞体外研究发现 ,

TGF-β1刺激细胞迁移及增殖 ,且呈剂量相关关系 ,其中以 TGF-β1

在0.1 ng/ml浓度时游走性细胞数量增加 4倍以上;然而Richard[9 ]

利用相同的模型发现 , 纯化后的人 TGF-β1对正常人成骨细胞却

表现为双相作用 。

2.2 TGF-β 对成骨细胞增殖无作用但刺激其分化
Wergedal等

[10 ]
对来源于正常人肋骨的成骨细胞研究发现 ,

TGF-β 不影响其细胞增殖 , 但刺激其蛋白合成和增强 ALP的活
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性;Strong等[ 11 ]进一步证实了除上述作用外 , 还发现 TGF-β 能增

加来源于正常人肋骨的成骨细胞 I型胶原表达 。 Ibbotson[12 ]对

ROS17/28研究发现 , TGF-β 降低其细胞增殖率 ,增加了胶原的产

生和 ALP活性 , Noda等[13 ]
从 ROS17/28和 UMR201细胞株的实

验证实 , TGF-β提高编码纤维结合素 、I型前胶原 、骨桥蛋白 、ALP

和骨连接素的基因转录水平 。

2.3 TGF-β 抑制成骨细胞的增殖和分化
Linkhart等

[14]
实验证实 , TGF-β1 对单层培养的MCT3TE1细

胞增殖及分化具有抑制作用;同样 ,在成骨肉瘤细胞株中也发现

了相似的结果 , TGF-β不仅对增殖和分化均起抑制作用 , 同时也

改变了该细胞的形态 。Chiefltz[15 ]研究发现 , TGF-β抑制胎鼠颅骨

成骨细胞骨源性分化和成骨细胞增殖 。 TGF-β对成骨细胞的增

殖 、分化和代谢的作用出现了上述 3种截然不同的结果 ,导致这

些不同实验结果的因素归纳起来包括:①细胞模型不同 ,目前用

于此研究的细胞模型分为 4类:一是原代分离培养的成骨样细

胞群 ,该细胞群离体时间短 ,生物学特性及成骨能力与体内相比

具有很好的相似性;二是从正常组织中克隆传代的成骨样细胞

株 , 它具有成骨细胞固有的生物学特性 ,细胞成分单一 , 与体内

成骨存在一定差异;三是从肿瘤细胞中克隆传代筛选建立的成

骨样细胞株 , 该细胞株增殖速度快 , 具有致瘤性 , 与体内成骨有

较大差异;四是利用转基因技术建立的永生细胞株 ,该细胞多为

非二倍体细胞 , 与体内成骨细胞生物学特性和成骨能力差异很

大 。不同类型的细胞其生物学及遗传学特性不同 , 导致其实验

结果的不一致 。 ②同一类型的细胞由于细胞来源 、种属 、取材部

位及所选动物的发育阶段不同 , 其结果也可不一致 。 ③培养条

件不同 ,包括有细胞分离传代的方法 、细胞接种的密度大小 、培

养基的不同选择 、培养液中有无血清和其他相关因子存在等因

素均可影响实验结果 。 ④TGF-β 的来源与剂量 , 不同来源的

TGF-β 尽管具有一定的同源性 , 但仍有一定的结构和功能差异 ,

可导致对成骨细胞的不同作用;另外 ,不同剂量的 TGF-β 对成骨

细胞的作用机制不同 , 其实验结果也可能不一致 。综上所述 ,

TGF-β 对成骨细胞的作用存在着广泛争议 ,有待进一步研究。

3 TGF-β 体内成骨作用

体内研究表明 , TGF-β 有较强的成骨和成软骨作用 。Noda等
[ 16 ]于 1989年首次运用外源性 TGF-β 直接注射鼠和兔的颅骨中

发现 , TGF-β对骨形成具有明显促进作用 ,骨生成量明显增加 。

Marcelli等
[17]
发现 , 注射在鼠股骨骨膜下的 TGF-β诱导骨膜间充

质细胞分化为成骨细胞和软骨细胞 , 并刺激这些细胞的增殖和

具有骨及软骨特征性的细胞外基质蛋白的合成 。从组织形态学

上研究发现 , TGF-β改变骨膜的细胞构成和成骨细胞的结构 , 诱

导矿化的骨形成 。

4 TGF-β 对成骨细胞的作用机制

TGF-β 增强成骨细胞活性的机制目前仍不清楚 。以往对鼠

骨肉瘤细胞系 (ROS17/2)的研究表明 , TGF-β 通过核心因子 1

(Nuclear factor 1 , NF1)结合剂来增加 I型胶原的基因表达[18 ] 。这

提示由 TGF-β 诱导的 I型胶原基因转录的表达是通过 NF1 结合

剂来调节的 。同样 ,TGF-β 诱导原癌基因 c-jun和 c-fos表达增强 ,

jun-fos复合体对成骨细胞的增殖和分化起着重要作用 , 因此认

为 , 在成骨细胞中 , 由 TGF-β 调节的基因至少有部分可能受

jun-fos复合体的调节。而且 ,内分泌激素也调节 TGF-β的作用 。

在小鼠颅骨培养的成骨细胞中 , 甲状旁腺激素 (Parathyroid hor-

mone , PTH)和 1.25(OH)2D3均增加 TGF-β 活性 , 但降钙素却降

低 TGF-β 的活性。反之 , TGF-β也调节内分泌激素的作用 。在鼠

成骨样细胞(UMR106)中 , TGF-β 增强雌激素诱导生长抑制剂的

刺激作用和 ALP的活性 。另外 , 表皮生长因子(Epidermal growth

factor , EGF)和成纤维细胞生长因子 (Fibroblast growth factor ,

FGF)也调节 TGF-β对成骨细胞的作用。 TGF-β对成骨细胞作用

的确切机制尚需进一步研究 。TGF-β 是目前所知的作用最为复

杂和多样的生长因子 , 成骨细胞是骨形成过程中最重要的功能

细胞 , TGF-β对成骨细胞的作用复杂 , 在相同或不同的模型中得

出的结论有争议 ,甚至是相反的 ,深入地研究 TGF-β对成骨细胞

的作用 ,有助于进一步阐明 TGF-β 的成骨机制 ,为临床骨科合理

应用 TGF-β 打下坚实的基础 ,仍需要做大量的工作 。
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2 结果

2.1 骨骼肌血流量的变化规律
单纯缺氧大鼠骨骼肌血流量未见明显变化 (0.21±0.05

ml·min -1 ·g-1 vs 0.23±0.09 ml·min-1 ·g-1), 缺氧复合运动

大鼠在静息状态下骨骼肌的血流量 (0.41±0.13 ml ·min-1 ·

g
-1)显著高于其它两组 ,可达其它两组的 2倍 。

2.2 缺氧及缺氧复合运动对骨骼肌横断面积的影响
单纯缺氧大鼠 Ⅰ 、Ⅱ型肌纤维横断面积均显著缩小(Ⅰ型:2

252±362 vs 2 947±235;Ⅱ型:2 104±160 vs 2 391±223μm
2)。

在缺氧环境下运动后 , Ⅱ型肌纤维横断面积(2 331±286)接近

对照组 , Ⅰ型肌纤维横断面积(3 262±178)甚至超过平原对照

组 。

2.3 缺氧及缺氧复合运动对骨骼肌毛细血管密度的

影响
单纯缺氧 5周大鼠骨骼肌毛细血管密度较常压对照组显著

增加 (661±50 vs 599±42个/mm2), 但 C/F比值无明显变化

(1.63±0.18 vs 1.62±0.12)。缺氧复合运动大鼠 CD(757±34)

和 C/F(2.17±0.12)比值均显著高于常压对照组和单纯缺氧

组 。

2.4 缺氧对 VEGF及 KDR表达的影响
免疫组化显示:VEGF主要存在于骨骼肌毛细血管 、肌膜及

肌纤维间质;而 KDR主要存在于毛细血管内皮细胞上 。缺氧复

合运动大鼠骨骼肌 VEGF染色明显强于常压对照组和单纯缺氧

组 。各组 KDR差异不明显 。

综上所述 , 从 C/F的比值来看 ,慢性缺氧时 ,骨骼肌毛细血

管并没有真正的增生 。但由于肌纤维的萎缩 、变细 ,毛细血管密

度增加 , 使氧的弥散距离缩短 , 从而有利于骨骼肌组织氧的供

应 。在缺氧环境下进行适当运动时 ,骨骼肌肌纤维不发生萎缩 ,

Ⅰ型纤维甚至出现肥大 。此时毛细血管密度增加 , C/F比值增

加 ,说明有新的毛细血管生成 ,以适应骨骼肌功能增强的需要 。

动物在缺氧环境下运动的最初数天 , 骨骼肌氧的供/需比值失

衡 , 可能是引起骨骼肌毛细血管增生的基础 。而动物单纯缺氧

时 , 由于红细胞数增加 , 使氧供相对增多;动物在缺氧环境中的

活动量减少及肌纤维萎缩 ,使骨骼肌对氧的需求相对减少 ,这样

氧的供/需失衡现象并不明显 , 因此毛细血管不发生增生 。此

外 ,骨骼肌 VEGF主要存在于毛细血管和肌纤维间质 。KDR主要

分布于骨骼肌毛细血管 。在慢性缺氧过程中进行体力活动的大

鼠 , 骨骼肌毛细血管在发生真正增生的同时 , VEGF表达量显著

增加;而单纯缺氧大鼠 ,骨骼肌毛细血管并没有真正增生 ,VEGF

的量也没见明显变化 。提示在缺氧条件下运动的大鼠 VEGF及

其受体可能参与骨骼肌毛细血管的新生 。

总之 ,在高原保持适当的运动量 ,不仅可以维持骨骼肌的结

构 , 使其免于萎缩 , 而且可以促使骨骼肌毛细血管增生 , 增加骨

骼肌的血液供应 ,有利于骨骼肌的有氧代谢 ,促进机体对高原缺

氧环境的习服 。
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