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【摘要】 目的 本研究旨在探讨BMP-2/Smads信号通路对骨代谢失衡大鼠骨髓间充质干细胞

（rBMSCs）成骨分化的影响。方法 切除雌性SD大鼠双侧卵巢，建立大鼠骨代谢失衡模型，即骨质疏松

（osteoporosis，OP）模型。通过成骨诱导鉴定 rBMSCs的成骨分化。采用脂肪诱导和流式细胞术（FCM）

检测脂肪分化和 rBMSC表面标志物的表达。将 rBMSCs分为空白组、NC组（转染大鼠 rBMSCs的阴性

对照质粒）、SI-BMP2组（转染大鼠 rBMSCs具有低表达BMP-2质粒）和OE-BMP2组（转染大鼠 rBMSCs

具有高表达BMP-2质粒）。Western blot和定量实时聚合酶链反应（qRT-PCR）检测关键因子和成骨相关

因子的表达水平。茜素红染色观察钙化结节的形成。碱性磷酸酶染色测定ALP活性。结果 OP组大

鼠体重增加，骨密度下降（均P＜0.01）。OP大鼠 rBMSCs具有成骨分化和成脂分化能力，CD44（91.3±

2.9%）和CD105（94.8±2.1%）高表达。与空白组相比，OE-BMP2组BMP-2和SMAD1水平升高，钙化结

节和ALP阳性染色面积增加（均P＜0.05）。OE-BMP2组RUNX2、OC、OPN表达水平均高于空白组（均

P＜0.05）。SI-BMP2组的结果与OE-BMP2组相反。结论 BMP-2激活的BMP信号通路可促进骨代谢

失衡大鼠 rBMSCs的成骨分化。
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【Abstract】 Objective The purpose of this study was to investigate the effect of BMP-2/Smads sig-

naling pathway on osteogenic differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells (rBMSCs) in rat with

bone metabolism imbalance. Methods Ovaries of female SD rats were excised and OP model was estab-

lished. The osteogenic differentiation of rBMSCs was identified by osteogenic induction. Fat induction and

flow cytometry (FCM) were used to detect fat differentiation and the expression of rBMSC surface markers.

rBMSCs were divided into blank group, negative control (NC) group (transfected with NC BMP-2 plasmid),

SI-BMP2 group (transfected with low expressing BMP-2 plasmid) and OE-BMP2 group (transfected with

high expressing BMP-2 plasmid). Western blot and quantitative real-time PCR were used to detect the expres-

sion of key factors and osteogenic related factors. The formation of calcified nodules was observed by aliza-

rin red staining. ALP activity was determined by alkaline phosphatase staining. Results In OP group, the

weight and bone mineral density of rats increased (P<0.01). rBMSCs of OP rats have the ability of osteogen-

ic differentiation and lipogenic differentiation. CD44 (91.3±2.9%) and CD105 (94.8±2.1%) are highly ex-
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骨质疏松症（osteoporosis，OP）是一种严重影响

公众健康的疾病，其特点是骨量减少，是老年人骨折

的最常见原因[1]。OP通常没有表现出典型的症状，

直到骨折发生。例如，在英国，每年大约有536 000个

新的脆性骨折发生，其中有79 000个髋部骨折，66 000个

临床诊断椎体骨折，69 000个前臂骨折，和322 000个

其他骨折[2]。为了维持骨完整性和功能的平衡，需要

成骨细胞和破骨细胞的协同作用，前者负责骨的形

成，后者负责骨的吸收[3]。因此，研究成骨细胞活性

失衡对OP的治疗具有重要价值，因为许多骨疾病反

映成骨细胞和破骨细胞活性失衡，导致骨质量异常[4]。

此外，骨微环境中的炎症刺激破骨细胞分化[5]，

这可能表明炎症在骨质疏松症中的作用。除了炎症

对骨质疏松症的影响外，巨噬细胞通过调节一系列

调节分子的表达被认为参与了骨的生理学和病理学

过程，包括 BMP-2 和转化生长因子β（TGF-β）[6]。

TGF-β和BMP信号通路在胚胎骨骼发育和出生后

骨稳态中都发挥着重要作用 [7]。有趣的是，包括

BMP-2在内的许多BMP被认为是骨折愈合的潜在

成骨剂[8]。

BMP在出生后骨形成和成骨过程中的作用是

由成骨细胞系来完成。其重要功能活动涉及到诱导

成骨的复杂调节，其中包括BMP、Wnt配体、激素、

生长因子等信号或因子[9]。例如，BMP受体的激活

诱导成骨细胞分化，从而增加骨形成的潜能。然而，

BMP在OP中对成骨细胞分化的影响还没有被很好

的阐明。本研究应用OP大鼠模型，探讨BMP信号

通路对OP大鼠骨髓间充质干细胞（rat bone marrow

mesenchymal stem cells，rBMSCs）成骨分化的影响。

材料与方法

一、实验用动物

从实验动物中心（SLAC）购买大约 24 只

Sprague Dawley（SD）没有生殖史的雌性大鼠。大鼠

年龄为 4～6 w，体重 220～260 g。在进行任何实验

之前，所有大鼠均在动物室内喂养，并在18～28°C下

维持 7 d以适应环境。动物房的湿度控制在 40～

70%。空气洁净度为10万，每高倍视野下菌落总数

不超过每箱12.2个。在噪声不大于60 db、光照时间

为12 h的条件下饲养大鼠，给予大鼠自由饮水和自由

进食的机会；调整消毒措施和通风。1 w后，随机选择

12只大鼠建立OP模型，其余12只大鼠分为正常组。

二、OP模型的建立

12只大鼠接受3%戊巴比妥钠腹腔麻醉（Sigma，

美国）。在腹部做了一个切口以暴露腹腔。然后，在

止血和伤口缝合之前切除双侧卵巢。然后，将 80×

104 U青霉素（上海亚洲先锋，批号S100824）肌肉注

射于每只大鼠体内，每日2次，共3天。然后，将大鼠

饲养 3个月，自由获取食物和自由活动。记录大鼠

的一般信息，包括体重。采用micro-CT（SCANCO）

测量模型组和正常组大鼠骨密度（bone mineral den-

sity，BMD），验证OP模型的建立。

三、间充质干细胞的分离纯化

OP大鼠因颈部脱臼而被安乐死。然后，在75%

乙醇中浸泡5 min，在不消毒的条件下将下颌骨转移

到预冷Hank's液中。为了将下颌骨和肌肉分开，切

除下颌骨的肌肉，然后收集下颌骨中的骨髓。然后

将细胞轻轻搅拌45 s，然后用200目网过滤。然后将

穿过网的液体收集到 10 mL EP管中，以 1 000 r/min

的速度离心 10 min，以去除上清液。在细胞再悬浮

并接种于密度为3×104/mL的培养瓶中后，进行常规

细胞培养。培养基最初每隔 24 h更换一次，然后每

隔3 d更换一次。倒置显微镜下观察细胞生长。纯

化原代大鼠骨髓间充质干细胞 rBMSCs制备细胞悬

液，将其转入96孔板中。对每孔中的单个细胞进行

标记，3 d后更换培养基。当细胞密度达到 50%时，

将细胞悬液接种到六孔板上进行进一步培养。

四、rBMSCs成骨分化的鉴定

细胞培养 24 h至完全贴壁，用成骨诱导培养基

代替原培养基（美国Sigma公司生产的10- 8 mol/L地

塞米松和10 mmol/Lβ-甘油磷酸钠全培养基）。培养

pressed. Compared with the blank group, the level of BMP-2 and Smad1 in OE-BMP2 group increased, and

the area of calcified nodule and ALP positive staining increased (P<0.05). The expression level of Runx2,

OC and OPN in OE-BMP2 group was higher than that in blank group (P<0.05). The results of SI-BMP2

group were opposite to those of OE-BMP2 group. Conclusion The BMP signaling pathway activated by

BMP-2 can promote the osteogenic differentiation of rBMSCs in OP rats.

【Key words】 BMP signaling pathway; Bone marrow mesenchymal stem cells; Osteoporosis;

Osteogenic differentiation
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基每 2～3 d更换一次。2～3 w后，取出载玻片，直

到矿化结节暴露于茜素红染色。先用 PBS清洗载

玻片，然后用 95%乙醇固定。约 10 min后，将玻片

用蒸馏水冲洗两次，用0.1%茜素红（pH＝8.3，Sigma，

美国）浸泡37°C，30 min钟。用玻片冲洗两次后，用

显微镜观察 rBMSCs成骨分化。

五、rBMSCs成脂分化的鉴定

细胞培养 24 h至完全贴壁，用脂肪诱导培养基

（10- 6 mol/L 地塞米松、10 mg/L 胰岛素（Sigma，美

国）、0.5 mmol/L 3-异丁基-L-甲基黄嘌呤（IBMX，

Sigma，美国）和 100 mmol/L吲哚美辛）代替原培养

基。培养基每2～3 d更换一次。2～3 w后，在形成

油红O染色的脂滴后取出载玻片。先用PBS冲洗3次，

除去多余的水分，然后用10%中性乙醇固定10 min，

用油红O（Sigma，美国）浸泡 10 min，再用蒸馏水冲

洗10 min，显微镜下观察 rBMSCs的成脂分化。

六、细胞分组与细胞转染

将来自第三代的OP大鼠 rBMSCs分为空白组、

阴性对照（NC）组（转染大鼠 rBMSCs的阴性对照质

粒、genefarma、上海）、SI-BMP2 组（转染大鼠 rBM-

SCs具有低表达BMP-2质粒；genefarma，上海）；OE-

BMP2组（转染大鼠 rBMSCs具有高表达BMP-2质

粒；genefarma，上海）。上述四组细胞在收集细胞前

用成骨诱导培养基培养14 d，以作进一步实验。

七、实时定量荧光聚合酶链反应

采用三唑法（Invitrogen）从各组细胞中提取总

RNA。采用紫外分光光度法和甲醛凝胶电泳法对

RNA进行鉴定。用AMV逆转录酶将RNA（l μg）反

转录成 cDNA。PCR 引物由 Invitrogen 设计和合成

（表 1）。PCR条件为：94°C预变性 5 min，94°C变性

40 s，60°C退火40 s，72°C延长1 min，最后在72°C下

延长 10 min。PCR产物在 sepharose凝胶上电泳，并

使用光学监视器3软件（BioRad）进行分析。放大曲

线最低点的阈值沿上升曲线手动设定。阈值循环

（Ct）使用2–∏ΔCt方法进行分析。实验组和正常对

照组的基因表达率分别为：实验组和正常对照组。

实验进行了三次以获得平均值，GAPDH作为对照。

八、Western blot分析

用BCA试剂盒（武汉博士德）从各组细胞中提

取蛋白质，鉴定蛋白质浓度。将加载缓冲液加入蛋

白质中，在 95℃下煮沸 10 min，然后在每个孔中加

入30 μg加载缓冲液，用10%聚丙烯酰胺凝胶（武汉

博斯特）分离蛋白质。电泳电压从80～120 V，蛋白

在100 mV下转移到膜上45～70 min，膜转移到聚偏

氟乙烯（PVDF），然后在室温下用 5%BSA封闭 1 h，

以β-actin 为对照。加入 BMP-2、Smad1、p-Smad1、

Runx2、骨钙素（OC）和骨桥蛋白（OPN）（1:1000，Ab-

cam，美国）的一级抗体和β-肌动蛋白（1:3000，Ab-

cam，美国）的一级抗体，并在 4°C下孵育过夜。用

TBST清洗膜三次，每次 5 min。在室温下与次级山

羊抗鼠抗体（Jackson，America）孵育。然后，将膜清

洗三次，每次5 min。用化学发光试剂显色。用Bio-

Rad凝胶Dol-EZ成像仪（美国加利福尼亚Bio-Rad

凝胶DOC-EZ成像仪）进行颜色观察。利用 ImageJ

软件对目标波段的灰度值进行分析。实验进行了三

次以获得平均值。

九、碱性磷酸酶染色

成骨诱导后 7 d按以下程序进行碱性磷酸酶染

色。首先用乙醇固定细胞 15 min，然后用PBS洗涤

3次，加入ALP染色液（Beyotime Biotechnology），然

后在黑暗中孵育 30 min，直到获得一定程度的染

色。取下染色液，用蒸馏水冲洗细胞两次。细胞干

燥后，用 ImageJ软件对ALP染色进行半定量分析。

十、细胞内矿化结节的染色

成骨诱导 14 d后丢弃培养基。然后，将细胞洗

涤两次，用 10%中性福尔马林缓冲液固定。30 min

后，取下福尔马林，用 PBS 清洗细胞两次，然后用

1 mL0.1%茜素红在每个孔中染色 3～5 min。染色

完成后，取下染色液，在 PBS中清洗两次后观察细

胞并拍照。每孔细胞用含10%乙酸溶液与无水乙醇

8∶2比例的提取缓冲液 1 mL孵育 30 min，无光照。

用微板阅读器测量 490 nm处的吸光度。然后根据

吸光度半定量细胞矿化。

十一、统计分析

采用 SPSS 21.0（IBM，美国）统计软件进行分

析。计量资料采用 Kolmogorov-Smirnov 检验是否

符合正态分布，符合正态分布的大鼠体重与骨密度

数据进行 t检验，以 x̄ ±s表示。用最小显著性差异

（least significant difference，LSD）分析两组间的差

异，用单因素方差分析多组间的比较。检验水准α
值取双侧0.05。

结 果

一、OP大鼠概况

OP大鼠造模后 1～2 h恢复正常，4 h后开始饮
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水和进食。5 d后，大鼠恢复正常活动，伤口愈合，腹

部无感染和缺损。3 w后，OP组大鼠体重增加，头发

灰白，较正常组轻，体重轻度增加，毛发光泽，活动正

常。3个月后，模型组大鼠的体重比正常组大（P＜

0.01）（图1）。造模3个月后比较模型组和正常组大鼠

BMD。结果表明，与正常组[（448.5±21.6）mgha/cm]相

比（图2），OP大鼠BMD[（176.4±13.8）mgha/cm]明显

降低（P＜0.01），说明OP大鼠模型建立成功。

二、OP大鼠 rBMSCs的观察

倒置显微镜下观察显示，原代 rBMSCs呈梭形

或三角形生长，实质细胞呈圆形，不贴壁。原代

rBMSCs培养12～15 d能够实现细胞融合，5～8 d后

观察到P3细胞（图3、4）。

三、OP大鼠红细胞CD105和CD44的表达

流式细胞术（flow cytometry，FCM）检测 OP 大

鼠红细胞 CD105 和 CD44 的表达，P3 细胞 CD44

（91.3 ± 2.9）%和 CD105（94.8 ± 2.1）%，CD34（3.5 ±

1.2）%和CD45（5.2±1.4）%。结果与 rBMSCs的表型

特征一致（图5～8）。

四、成骨和成脂分化的鉴定

茜素红染色显示成骨诱导21 d后，大多数红色

矿化结节出现，每个结节的中心部分呈棕黑色，提示

钙结节的形成（图9）。成脂诱导后7 d，细胞突触收

缩，胞质中出现了淡黄色透明的脂滴，这些脂滴首先

出现在细胞边缘（图10）。随着时间的推移，脂滴的

数量增加，开始合并成一个大的脂滴。大约14 d后，

油红O染色显示红色和圆形脂质滴，排列在细胞质

中的念珠状席（图11）。

五、OP大鼠 rBMSCs中BMP-2和Smad1的表达

qRT-PCR和Western blot结果显示，与空白组相

比，SI-BMP2组的BMP-2和 SMAD1 mRNA和蛋白

表达降低，SMAD1 磷酸化降低（均 P＜0.05），提示
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注：“**”表示与正常对照组比较，P＜0.01；OP为骨质疏松

图1～2 OP模型组与正常组大鼠体重及骨密度的比较。图1 OP模型组和正常组大鼠体重；图2 OP模型组和正常

组大鼠骨密度

骨
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注：rBMSCs表示大鼠骨髓间充质干细胞；OP表示骨质疏松

图3～4 OP大鼠rBMSCs形态学及表型特征的鉴定。图3 培

养 10天后的 rBMSCs；图 4 培养 15天后的 rBMSCs；图 5～8

OP大鼠rBMSCs表型特征的鉴定
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BMP2

Smad1

p-Smad1

β-actin

空白组 对照组 si-BMP2 oe-BMP2

注：“*”表示与空白组比较，P＜0.05

图 12～14 各组 BMP 相关蛋白表达的比

较。图12 BMP相关蛋白mRNA表达；图13

BMP相关蛋白的蛋白表达；图 14 BMP相

关蛋白表达的统计分析

注：OP表示骨质疏松；rBMSCs表示大鼠骨髓间充质干细胞

图9～11 OP大鼠rBMSCs成骨和成脂分化的鉴定。图9 成骨诱导21 d后茜素红染色；图10

光镜观察7 d后成脂；图11 成脂诱导14 d后油红O染色
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siRNA 干扰 BMP-2 可抑制 BMP 信号通路的激活。

相反，OE-BMP2组的BMP-2和SMAD1的mRNA和

蛋白表达水平高于空白组（P＜0.05），提示 BMP-2

的过度表达可激活BMP信号通路。NC组与空白组

比较差异无统计学意义（均P＞0.05）（图12～14）。

六、BMP-2表达对茜素红染色的影响

茜素红染色显示，成骨诱导14 d后，各组可见不

同大小的阳性红结节。与空白组比较，OE-BMP2组

钙化结节数目和大小均增加，而Si-BMP2组的钙化

结节数目和大小均降低（均P＜0.05）。结果表明，

BMP-2能促进大鼠骨髓间充质干细胞向成骨细胞

分化，对照组组与空白组之间钙化结节数目和大小

的比较差异无统计学意义（P＞0.05）（图15～18，23）。

七、各组ALP染色

与空白组相比，OE-BMP2组 rBMSCs中ALP阳

性染色面积较大（P＜0.05），而Si-BMP2组RBMSCs

中 ALP 阳性染色面积减少（P＜0.05）。NC 组与空

白组比较差异无统计学意义（P＞0.05）（图19～22，24）。

八、各组成骨相关基因的表达

空白组RUNX2、骨钙素OC、骨桥蛋白OPN表

达与 NC 组差异无统计学意义（均 P＞0.05）。Si-

BMP2 组 RUNX2、OC 和 OPN 表达降低，而 OE-

BMP2 组与空白组相比，RUNX2、OC、OPN 表达升

高（均P＜0.05）。这些结果表明BMP信号通路的激

活可以上调成骨相关基因Runx2、OC和OPN的表

达，从而促进成骨（图25～27）。

讨 论

OP及其主要的健康后果，即脆弱性骨折，更多
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骨桥蛋白

图 15～24 茜素红染色和 ALP 染色各组（x 200）。图 15～18

茜素红染色各组；图19～22 ALP染色各组；图23 茜素红染色

各组半定量分析；图24 ALP阳性染色面积定量分析 图25～

27 各组成骨相关基因 Runx2、OC 和 OPN 的表达。图 25

Runx2、OC、OPN的mRNA表达；图26 Runx2、OCT、OC、OPN

的蛋白质；图27 Runx2、OC和OPN蛋白质表达的统计分析
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表现为疼痛，有“沉默的癌症”之称，是一个巨大且不

断升级的全球问题 [1]。人们已经努力克服这一障

碍，并提出遗传因素是导致这一疾病发病的主要因

素[10]。了解OP的遗传因素对于疾病预防[11]和寻找

新的治疗方法具有重要价值。结果表明，OP大鼠骨

密度低于健康大鼠，说明OP大鼠骨强度较弱，部分
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解释了OP在骨折中的作用。

进一步的 FCM 实验发现，OP 大鼠 rBMSCs 中

CD44 和 CD105 高表达，CD34 和 CD45 不表达，

CD44抗原是一种细胞表面糖蛋白，主要参与多种

细胞活动中的细胞间相互作用和细胞粘附迁移，包

括淋巴细胞活化、再循环和归巢、造血和肿瘤转移[12]。

数据表明，CD44 的高表达在恶性转化（malignant

transformation）和上皮-间质转化（epithelial-mesen-

chymal transition，EMT）过程的启动中起着至关重

要的作用[13]。CD44还与其他配体相互作用，如成体

心肌细胞和破骨细胞中的骨桥蛋白和基质金属蛋白

酶（matrix metalloproteinases，MMPs）[14]。CD105 也

被 称 为 ENG、END、FLJ41744、HHT1、ORW 和

ORW1，主要参与血管生成，使其成为肿瘤生长和存

活以及癌细胞向体内其他部位转移的重要蛋白[15]。

rBMSCs中CD44和CD105的检测提示OP大鼠存在

骨脆弱和骨损伤。在以前的一篇文章中，成骨/内皮

标记物的RT-PCR揭示了骨折愈合早期移植的人多

能干细胞（human multipotent adipose- derived stem

cells，hMADS）的成骨和血管可塑性，其中间充质细

胞表面标记物如CD44和CD105在人多能干细胞中

阳性表达[16]。在同一研究中，发现BMP-2或血管内

皮生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）

的存在激活了hMADS细胞在体外的增殖和迁移。

BMP信号通路在 rBMSCs成骨分化中的作用研

究表明，BMP-2的低表达可以抑制BMP信号通路的

激活，而BMP信号通路的激活可以促进骨质疏松大

鼠 rBMSCs的成骨分化。骨质疏松引起骨折的特点

是骨痂形成和骨愈合缓慢，其中骨愈合的细胞来源

是间充质干细胞（mesenchymal stem cells，MSCs），

它们分化为成骨细胞，这些成骨细胞被骨诱导细胞

因子（如BMP-2）募集 [17-18]。转化生长因子β（trans-

forming growth factor-beta，TGF-β）/BMP 信号转导

参与了绝大多数细胞骨化过程[8]。早期研究表明，

BMP-2可以通过调节Smad信号通路在成骨细胞分

化中发挥关键作用 [19]。R-Smads（Smads 1/5/8）是

BMP受体的主要传感器，它的激活涉及通过与各种

转录因子相互作用下的一个向细胞核中转移的过程[20]。

具体地说，Smads 1/5/8与Smad4的复合物被产生以

后，它被转移到细胞核中以激活Cbfa1/Runx2的转

录，从而调节骨代谢 [21- 22]；这解释了我们研究中对

Runx-2表达的观察。Runx2和TGF-β/BMP激活的

smad之间的平衡对于骨生成至关重要[8]。由于OP

是一个涉及多种因素、基因和细胞因子的复杂条件，

BMP与OP大鼠 rBMSCs成骨分化的确切关系还需

要更多的深入研究[23]。总之，本研究的这些结果可

能揭示了BMP信号通路在OP中调控成骨细胞分化

的可能机制，其中与 Smad信号通路的协同作用是

非常重要的。

OP是一种常见的危害公共健康的疾病，其特点

是骨折和骨形成减少。跌倒是老年髋部骨折的主要

原因，80岁以上的老年骨折称为生命中最后一次骨

折，需要采用积极治疗理念，例如有通过生物支架材

料来促进骨再生[24-26]。而我们的研究发现，在骨重建

失衡的情况下，BMP-2的高表达可促进BMP信号通

路的激活，进而促进 rBMSCs成骨分化。据此可以

为研发治疗骨质疏松的药物提供基础。
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