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　　［摘　要］　目的：探讨梓醇促ＳＤ大鼠骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）骨向分化的作用机制。方法：（１）细胞分
为对照组、成骨诱导组及梓醇组。４氨基安替吡啉测酚法检测诱导第 ７、１４和 ２１天各组细胞上清碱性磷酸酶
（ＡＬＰ）活性，ＡＬＰ染色法检测诱导第１４天各组细胞ＡＬＰ阳性染色率，茜素红染色法检测诱导第２１天各组细胞矿
化结节数；（２）运用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测诱导第７、１４和２１天各组细胞中 Ｒｕｎｘ２、骨钙素（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ）、β连环蛋白
（βｃａｔｅｎｉｎ）、Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ及Ｗｎｔ１１的ｍＲＮＡ表达水平。结果：（１）２０ｍｇ／Ｌ梓醇可增加ＢＭＳＣｓ上清中ＡＬＰ活性
及细胞ＡＬＰ的阳性染色率，同时促进 ＢＭＳＣｓ矿化结节的形成（Ｐ＜００５）。（２）梓醇促 ＢＭＳＣｓ骨向分化时，Ｒｕｎｘ２
的ｍＲＮＡ表达水平于第１４天时达到峰值，随后开始下降，第２１天时与对照组无统计学差异；ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ的 ｍＲＮＡ
相对表达量在第７天时高于对照组，随后持续上升直至第２１天。（３）与对照组相比，梓醇促ＢＭＳＣｓ骨向分化时，β
ｃａｔｅｎｉｎ与Ｗｎｔ３ａ的ｍＲＮＡ相对表达量均于第１４和２１天时升高并维持在较高水平，而Ｗｎｔ５ａ及Ｗｎｔ１１的ｍＲＮＡ相
对表达量在第１４天达到峰值后开始下降，第２１天时Ｗｎｔ１１ｍＲＮＡ相对表达量显著低于对照组。结论：梓醇通过上
调Ｒｕｎｘ２的表达，促使ＢＭＳＣｓ向成骨细胞方向分化，同时还通过增加细胞ＡＬＰ分泌及ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ的表达，促进细胞
矿化的发生，从而促使新生成骨细胞的成熟，此作用可能与其有序激活Ｗｎｔ信号通路相关。
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ｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ．
　　［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　Ｃａｔａｌｐｏｌ；Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；Ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；Ｒｕｎｘ２；Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ；
Ｗｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

　　梓醇（ｃａｔａｌｐｏｌ）是中国药典指定的地黄定性指
标，属于环烯醚萜类化合物［１］。有研究显示地黄提

取物能改善骨质疏松症中的骨代谢情况，提高成骨

细胞的增殖及碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，
ＡＬＰ）活性，抑制破骨细胞的生成及溶骨活性［２］。本

课题组前期研究也发现不同浓度梓醇有促进骨髓间

充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＢＭＳＣｓ）增殖及向成骨细胞方向分化的作用，且在促
ＢＭＳＣｓ增殖过程中，可同时激活经典及非经典 Ｗｎｔ
信号通路［３４］，但其促 ＢＭＳＣｓ骨向分化的作用机制
并不明确。本实验在前期实验结果的基础上，结合

大量研究所提示的 Ｗｎｔ信号通路是 ＢＭＳＣｓ骨向分
化过程中的重要通路［５６］这一线索，探讨梓醇促大鼠

骨髓间充质干细胞骨向分化的可能作用机制。

材　料　和　方　法

１　材料与仪器
１．１　实验动物　ＳＰＦ级３月龄 ＳＤ雌性大鼠，体重
（２００±５０）ｇ，由上海西普尔－必凯实验动物有限公
司提供。合格证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１３００１６。
１．２　实验药物　梓醇标准品购于北京世纪奥科生
物技术有限公司，用天平称取梓醇１ｍｇ，溶解于１０
ｍＬＤＭＥＭ完全培养基中，０２２μｍ滤器过滤分装，
配制成为１００ｍｇ／Ｌ的母液，在以后的实验中根据需
要稀释。－２０℃保存备用。
１．３　主要试剂　低糖 ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ）；优级
胎牛血清（天津灏洋生物科技有限公司）；胰酶（Ａｍ
ｒｅｓｃｏ）；地塞米松、β糖蛋白（βｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，βＧＰ）、
维生素Ｃ、ＥＤＴＡ、ＤＭＳＯ及茜素红（Ｓｉｇｍａ）；ＡＬＰ检测
试剂盒 （南京建成生物工程研究所）；ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）；ＲＴＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ）。
１．４　主要仪器　ＣＯ２培养箱 （ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ）；超净
工作台（苏州净化设备有限公司）；普通光学显微

镜、倒置相差显微镜（Ｌｅｉｃａ）；Ｍｏｄｅｌ６８０型酶标仪
（ＢｉｏＲａｄ）；Ｃｈｒｏｍｏ４荧光定量 ＰＣＲ仪（ＭＪＲｅ
ｓｅａｒｃｈ）。
２　实验方法
２．１　梓醇促ＢＭＳＣｓ骨向分化过程中对 ＡＬＰ活性的

影响

２．１．１　实验分组　将细胞分为对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）组、成
骨诱导（ｏｓｔｅｏｉｎｄｕｃｔｉｏｎ）组和梓醇组，对照组加入
ＤＭＥＭ完全培养液，成骨诱导组加入经典骨向分化
诱导液（含１０％胎牛血清、１０－８ｍｏｌ／Ｌ地塞米松、５０
ｍｇ／ＬＶｉｔＣ和１０ｍｍｏｌ／ＬβＧＰ的ＤＭＥＭ培养液），梓
醇组加２０ｍｇ／Ｌ梓醇培养液进行培养。
２．１．２　细胞上清液中 ＡＬＰ活性的检测　取生长良
好的３代或４代细胞，以１×１０８／Ｌ接种于２４孔板
中，待细胞汇合达８０％～９０％后，根据实验分组分别
加入相应培养液进行培养，每３ｄ全量换液１次，于
培养的第７、１４和２１天分别收集各实验组上清液，
根据试剂盒操作说明进行 ＡＬＰ活性检测，每组各设
６个复孔。以 ＡＬＰ活性为纵轴，天数为横轴，绘制
ＡＬＰ活性的变化曲线，ＡＬＰ活性用金氏单位表示，即
１００ｍＬ血清在３７℃与基质作用１５ｍｉｎ产生１ｍｇ酚
为１个金氏单位。计算公式如下：

　　 ＡＬＰ活性 ＝测定管Ａ值
标准管Ａ值 ×标准含酚的量 ×

１００ｍＬ
００５ｍＬ。

２．１．３　ＡＬＰ染色阳性率的检测　按２１２所述方
法培养细胞，１４ｄ后消化各孔细胞，１２００ｒ／ｍｉｍ离
心５ｍｉｎ，去上清，加入１ｍＬ普通培养液重悬细胞，
接种于预先置有无菌盖玻片的６孔板中，充分贴壁６
ｈ，采用改良钙钴法对爬片细胞进行染色，随后于１００
倍镜下，随机选取不重复的８个视野，进行阳性细胞
及总细胞数计数，计算ＡＬＰ阳性染色率：ＡＬＰ阳性染
色率（％）＝（ＡＬＰ染色阳性细胞数／总细胞数）×
１００％。
２．２　梓醇对ＢＭＳＣｓ矿化能力的影响　按２１２所
述分组培养细胞，培养至第２１天时，弃去培养液，进
行茜素红染色，染色后，置５０倍镜下观察各组细胞
的矿化结节数，评价ＢＭＳＣｓ的矿化能力。
２．３　梓醇促ＢＭＳＣｓ骨向分化过程中对ＢＭＳＣｓ成骨
基因及Ｗｎｔ基因表达的影响　按２１２所述分组培
养细胞，分别在培养后的第７、１４和 ２１天用 ＴＲＩｚｏｌ
提取细胞的总 ＲＮＡ，然后根据 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒
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操作步骤说明，逆转录 ＲＮＡ后进行 ＰＣＲ扩增，检测
各实验组细胞中 Ｒｕｎｘ２、骨钙素 （ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ）、
Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ５ａ、Ｗｎｔ１１及 β连环蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）的
Ｃｔ值，采用２－ΔΔＣｔ（Ｌｉｖａｋ）法计算成骨诱导组、梓醇组

中靶基因相对于对照组增加或减少的倍数，评价梓

醇对目的基因ｍＲＮＡ表达水平的影响。引物序列详
见表１。

表１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物信息表
Ｔａｂｌｅ１．ＴｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＧＣ Ｔｍ Ｐｒｏｄｕｃｔ
（％） （℃） ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

Ｒｕｎｘ２ Ｆ：５’ＴＴＣＧＴＣＡＧＣＧＴＣＣＴＡＴＣＡＧＴＴＣ３’ ５０ ６１．７ １５０
Ｒ：５’ＣＴＴＣＣＡＴＣＡＧＣＧＴＣＡＡＣＡＣＣ３’ ５５ ６１．７

Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ Ｆ：５’ＧＧＴＧＣＡＧＡＣＴＡＧＣＡＧＡＣＡＣＣＡ３’ ５９．１ ６３．８ １７３
Ｒ：５’ＡＧＧＴＡＧＣＧＣＣＧＧＡＧＴＣＴＡＴＴＣＡ３’ ５４．６ ６１．９４

ＧＡＰＤＨ Ｆ：５’ＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＴＧ３’ ５４．５ ６４．４２ １４３
Ｒ：５’ＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＡ３’ ５２．４ ６２．８１

Ｗｎｔ３ａ Ｆ：５’ＴＧＴＴＴＴＣＣＡＣＴＧＧＴＧＣＴＧＴＴＡＴＧ３’ ４３．５ ６２．１８ １０５
Ｒ：５’ＡＡＴＧＡＡＣＣＣＴＧＣＴＣＣＣＴＣＴＧＴ３’ ５２．４ ６２．３

Ｗｎｔ５ａ Ｆ：５’ＣＧＡＣＧＣＴＴＣＧＣＴＴＧＧＡＴＴＣ３’ ５７．９ ６４．２３ １７２
Ｒ：５’ＡＡＴＧＴＧＧＣＣＡＡＡＧＣＣＡＴＴＡＧＧＡ３’ ４５．５ ６４．７９

βｃａｔｅｎｉｎ Ｆ：５’ＡＡＣＧＧＣＴＴＴＣＧＧＴＴＧＡＧＣＴＧ３’ ５５ ６４．８５ １１８
Ｒ：５’ＴＧＧＣＧＡＴＡＴＣＣＡＡＧＧＧＣＴＴＣ３’ ５５ ６４．４７

Ｗｎｔ１１ Ｆ：５’ＴＣＴＧＣＡＴＧＡＡＧＡＡＴＧＡＧＡＡＧＧＴＧ３’ ４３．５ ６１．６７ １２９
Ｒ：５’ＣＴＣＴＧＴＣＣＧＴＧＴＡＧＧＧＧＴＴＧＴＡＧ３’ ５６．５ ６２．１６

　Ｒ：ｆｏｒｗａｒｄ；Ｒ：ｒｅｖｅｒｓｅ．

３　统计学处理
　　采用 ＳＰＳＳ１８０软件进行数据统计分析。计量
资料以均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，各时点的组
间数据比较采用单因素方差分析，若方差齐，则选用

Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法进行组间比较；若方差不齐，则选用
Ｔａｍｈａｎｅ法进行组间比较，以 Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。

结　　果

１　梓醇对细胞上清液中 ＡＬＰ活性及 ＡＬＰ染色阳
性率的影响

　　采用单因素方差分析比较各实验组不同诱导时
点ＡＬＰ的活性，结果显示：第７天时，成骨诱导组和
梓醇组ＡＬＰ活性均高于对照组（Ｐ＜００５），且梓醇
组低于成骨诱导组（Ｐ＜００５）。第１４天时，成骨诱
导组与对照组比较无统计学意义，且此２组 ＡＬＰ活
性均低于梓醇组 （Ｐ＜００５）。第２１天时，梓醇组及
成骨诱导组均高于对照组（Ｐ＜００５），但前两者之间
比较，其ＡＬＰ活性无差异，见表２。ＡＬＰ染色阳性率
统计结果显示，第１４天时，梓醇组及成骨诱导组的
ＡＬＰ染色阳性率均大于对照组（Ｐ＜００５），梓醇组与
成骨诱导组无差别，见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｔａｌｐｏｌｏｎＡＬＰｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

ｏｆＢＭＳＣｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝８Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ．

图１　梓醇对ＢＭＳＣｓ中ＡＬＰ染色阳性率的影响

表２　梓醇对ＡＬＰ活性的影响

Ｔａｂｌｅ２．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｔａｌｐｏｌｏｎＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅ（ｄ）

７ １４ ２１
Ｃｏｎｔｒｏｌ ４．１１０±０．２３７ ７．１１０±０．７３７ ６．６８０±０．４８３

Ｏｓｔｅｏｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ７．４７０±０．１３２ ８．０９０±０．６７１ ８．２８０±０．５４１

Ｃａｔａｌｐｏｌ ６．１３０±０．４１５＃８．９７０±０．３６９＃ ８．８６０±０．２５１

　Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｏｓｔｅｏｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ．
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２　梓醇对ＢＭＳＣｓ矿化能力的影响
　　干预２１ｄ后，各实验组均有矿化结节形成，茜素
红染色法对其进行染色计数后，采用单因素方差分

析比较各实验组中ＢＭＳＣｓ矿化结节数，结果显示，梓
醇组及成骨诱导组的矿化结节数均大于对照组（Ｐ＜
００５），且梓醇组与成骨诱导组无显著差别，见图２。
３　梓醇促ＢＭＳＣｓ骨向分化中对Ｒｕｎｘ２和ｏｓｔｅｏｃａｌ
ｃｉｎ表达的影响
　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示：第７天时，成骨诱导组
Ｒｕｎｘ２ｍＲＮＡ表达量显著高于对照组与梓醇组 （Ｐ＜
００５），而后两组之间无统计学意义；第１４天时，梓
醇组Ｒｕｎｘ２ｍＲＮＡ相对表达量高于对照组，但小于
成骨诱导组（Ｐ＜００５）；第２１天时，对照组、梓醇组
及成骨诱导组之间比较均无统计学意义；各组间 ｏｓ
ｔｅｏｃａｌｃｉｎｍＲＮＡ相对表达量的比较结果显示：在第

７、１４及２１天３个时点，梓醇组、成骨诱导组均高于
对照组，且梓醇组各时点均低于成骨诱导组 （Ｐ＜
００５），见图３。

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｔａｌｐｏｌｏｎｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎｉｎＢＭＳＣｓ．
Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝８Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图２　梓醇对ＢＭＳＣｓ矿化能力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｔａｌｐｏｌｏｎｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲｕｎｘ２ａｎｄｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎｉｎＢＭＳＣｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｏｓｔｅｏｉｎｄｕｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．

图３　梓醇对Ｒｕｎｘ２及ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎｍＲＮＡ表达的影响

４　梓醇促 ＢＭＳＣｓ骨向分化中对 βｃａｔｅｎｉｎ和
Ｗｎｔ３ａｍＲＮＡ表达的影响
　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示：第７天时，各实验组β
ｃａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ表达量无统计学意义；第１４、２１天时，
成骨诱导组和梓醇组均高于对照组（Ｐ＜００５），其中
第１４天时，梓醇组βｃａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ表达量低于成骨
诱导组（Ｐ＜００５），第２１天时，两组之间的差异无统
计学意义。各组间Ｗｎｔ３ａｍＲＮＡ相对表达量的比较
结果显示：第７天时，各实验组 Ｗｎｔ３ａｍＲＮＡ表达量
无统计学意义；第１４和２１天时，成骨诱导组和梓醇
组均高于对照组（Ｐ＜００５），且梓醇组各时点均低于成
骨诱导组（Ｐ＜００５），见图４。
５　梓醇促 ＢＭＳＣｓ骨向分化中对 Ｗｎｔ５ａ和 Ｗｎｔ１１
ｍＲＮＡ表达的影响
　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示：第 ７天时，梓醇组

Ｗｎｔ５ａｍＲＮＡ表达量高于对照组与成骨诱导组（Ｐ＜
００５），而后两者之间的差异无统计学意义；第１４天
时，成骨诱导组和梓醇组均高于对照组（Ｐ＜００５），
且梓醇组Ｗｎｔ５ａｍＲＮＡ表达量低于成骨诱导组（Ｐ＜
００５）；第２１天时，成骨诱导组和梓醇组均高于对照
组（Ｐ＜００５），但前两组之间的差异无统计学意义。
各组间 Ｗｎｔ１１相对表达量的比较结果显示：第７天
时，各实验组 Ｗｎｔ１１ｍＲＮＡ相对表达量无统计学意
义；第１４天时，成骨诱导组低于对照组（Ｐ＜００５），
梓醇组高于对照组和成骨诱导组（Ｐ＜００５）；第２１
天时，梓醇组与成骨诱导组均低于对照组（Ｐ＜
００５），见图５。

讨　　论

　　有研究显示，在胚胎骨发育期的 ＢＭＳＣｓ凝集阶
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段，Ｒｕｎｘ２表达缺失将造成无成骨细胞发生；Ｒｕｎｘ２ 基因敲除纯合子小鼠完全缺乏骨组织，不仅无骨基

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｔａｌｐｏｌｏｎｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆβｃａｔｅｎｉｎａｎｄＷｎｔ３ａｉｎＢＭＳＣｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｏｓｔｅｏｉｎｄｕｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．

图４　梓醇对βｃａｔｅｎｉｎ和Ｗｎｔ３ａｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｔａｌｐｏｌｏｎｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＷｎｔ５ａａｎｄＷｎｔ１１ｉｎＢＭＳＣｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｏｓｔｅｏｉｎｄｕｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．

图５　梓醇对Ｗｎｔ５ａ和Ｗｎｔ１１ｍＲＮＡ表达的影响

质和成骨细胞，而且也无髓腔形成；在ＢＭＳＣｓ向成骨
细胞转化的过程中，出现Ｒｕｎｘ２表达后，才启动细胞
分化“开关”，促使ＢＭＳＣｓ发育为成骨细胞或成软骨
细胞，因此Ｒｕｎｘ２被认为是 ＢＭＳＣｓ向成骨细胞系分
化的关键调控因子，是骨形成过程中最早和最具特

异性的标志［７９］。Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，即骨 γ羧基谷氨酸蛋
白，是一种仅由成骨细胞和成牙骨质细胞合成的

ＶｉｔＫ依赖酶修饰的非胶原蛋白，主要沉积在骨组织
的细胞外间质，一般在钙化早期开始表达，钙结节成

熟后达高峰，是成骨细胞分化成熟和进入矿化期的

主要指征之一［１０］。

　　本课题组在前期研究中，通过检测不同浓度梓
醇对ＢＭＳＣｓ细胞增殖及骨向分化的影响时，发现梓
醇促ＢＭＳＣｓ增殖及骨向分化的最佳浓度分别为１０
ｍｇ／Ｌ和２０ｍｇ／Ｌ，且经典与非经典 Ｗｎｔ信号通路
的激活参与了梓醇促 ＢＭＳＣｓ增殖的过程［３４］，但其

促ＢＭＳＣｓ骨向分化的具体作用机制却并不明确。为
探讨梓醇促ＢＭＳＣｓ骨向分化的可能机制，本研究在
验证梓醇可增加ＢＭＳＣｓＡＬＰ活性，促进ＢＭＳＣｓ矿化
的基础上，观察梓醇对骨向分化关键因子 Ｒｕｎｘ２及
ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ表达情况的影响，结果显示：成骨诱导组
ＢＭＳＣｓ从第７天开始，其Ｒｕｎｘ２与ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ表达量
就明显高于对照组，且均在第１４天时达到峰值；随
后开始下降，第２１天时 ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ表达量仍高于对
照组，但 Ｒｕｎｘ２与对照组无差异。梓醇促 ＢＭＳＣｓ骨
向分化过程中，Ｒｕｎｘ２ｍＲＮＡ表达水平也是第１４天
时达到峰值，随后开始下降，第２１天时与对照组无
统计学差异；ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎｍＲＮＡ相对表达量在第７天
时就高于对照组，随后持续上升直至第２１天。梓醇
组中 Ｒｕｎｘ２ｍＲＮＡ表达量在第７和１４天时均低于
成骨诱导组，第２１天时两者无差异；但梓醇组中 ｏｓ
ｔｅｏｃａｌｃｉｎｍＲＮＡ表达量在３个时点均低于成骨诱导
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组。这些结果说明梓醇培养液可通过上调 Ｒｕｎｘ２和
ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ表达，促进 ＢＭＳＣｓ向成骨细胞方向分化，
增加细胞钙沉积，促进成骨作用的形成，但其作用强

度低于化学诱导剂；体外培养的 ＢＭＳＣｓ可自动向成
骨细胞方向分化，因此培养至一定时间后骨向分化

标志因子Ｒｕｎｘ２的表达不会再因诱导剂的作用而持
续增加，此结果与课题组前期研究结果相似［１１］。

　　自从最初报道低密度脂蛋白相关蛋白 ５（ｌｏｗ
ｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ５，ＬＲＰ５）变
异可引发常染色体退行性病变骨质疏松假性神经胶

质瘤综合征，使患者骨量下降、骨折风险增加以及骨

骼畸形后［１２］，越来越多的研究证实 Ｗｎｔ信号的经典
与非经典通路在ＢＭＳＣｓ骨向分化过程中具有重要的
作用。Ｇｏｎｇ等［１３］发现 Ｗｎｔ１、Ｗｎｔ２和 Ｗｎｔ３ａ通过与
其受体ＬＲＰ５作用，增加 βｃａｔｅｎｉｎ在核内的积累，诱
发ＡＬＰ活性增加，参与骨向分化；保守型活化的 β
ｃａｔｅｎｉｎ转染亦可提高 ＡＬＰ活性。去除内源性 ＬＲＰ
抑制因子 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ和 ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ，可增强体内 Ｗｎｔ信
号的功能，提高 βｃａｔｅｎｉｎ累积量，刺激骨的形
成［１４１５］；当小鼠体内缺乏可溶性 Ｗｎｔ蛋白抑制剂分
泌型卷曲相关蛋白１时，其成骨细胞及骨细胞的凋
亡明显下降，且从这种小鼠骨髓中分离培养的间充

质干细胞，其凋亡明显降低的同时，其骨向分化能

力、增殖能力却明显得到提高［１６１７］。Ｂｅｎｎｅｔｔ［１８］、
Ｊａｃｋｓｏｎ等［１９］则发现ＬｉＣｌ可以阻断糖原合成酶激酶
３β酶活性，刺激 ＢＭＳＣｓ骨向分化，Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ１、
Ｗｎｔ１０ｂ、保守型活化的βｃａｔｅｎｉｎ均可以活化Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ通路刺激成骨细胞的形成，而这一通路的抑
制因子Ｄｉｃｋｋｏｐｆ蛋白１则可减少成骨细胞的形成，
提示内源性Ｗｎｔ信号通路在成骨细胞的形成及骨形
成中具有重要的作用。此外，Ｇａｕｒ等［２０］还发现

Ｒｕｎｘ２是 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ／转录因子 １（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ１，ＴＣＦ１）信号的一个靶点，经典Ｗｎｔ信号通路
可通过直接活化Ｒｕｎｘ２基因的表达而增强ＢＭＳＣｓ的
骨向分化能力。此外，Ｂｏｌａｎｄ等［２１］发现，Ｗｎｔ１１在
ＢＭＳＣｓ骨向分化时表达上调；而 Ｗｎｔ５ａ对骨的形成
有促进的作用。Ｂｏｙａｎ等［６］则发现，Ｗｎｔ１１为 Ｗｎｔ５ａ
上游基因，可通过上调 Ｗｎｔ５ａ的表达，促进 ＭＳＣｓ向
成骨细胞方向分化，这些都提示我们经典和非经典

Ｗｎｔ信号通路参与调节ＢＭＳＣｓ骨向分化过程。本研
究通过检测不同干预时点 ＢＭＳＣｓ中 Ｗｎｔ３ａ、βｃａｔｅ
ｎｉｎ、Ｗｎｔ５ａ及Ｗｎｔ１１ｍＲＮＡ情况，探讨梓醇促ＢＭＳＣｓ
骨向分化过程中对经典及非经典 Ｗｎｔ信号通路相关
因子的影响。结果表明，在经典骨向分化诱导液与

梓醇培养液干预下，ＢＭＳＣｓ内 Ｗｎｔ３ａ和 βｃａｔｅｎｉｎ
ｍＲＮＡ表达量在第１４和２１天时均显著提高，但梓醇
组中 Ｗｎｔ３ａ表达量在这 ２个时点均低于成骨诱导
组，βｃａｔｅｎｉｎ表达量在第１４天时低于成骨诱导组，
第２１天时，两者之间无差异。说明梓醇及骨向分化
诱导液在诱导ＢＭＳＣｓ向成骨细胞方向分化的过程中
激活了 Ｗｎｔ经典信号通路。此外，本实验结果还显
示：梓醇组中 ＢＭＳＣｓ内 Ｗｎｔ５ａｍＲＮＡ表达量在第７
天时就高于对照组，并在整个培养周期内均处于高

表达状态；成骨诱导组在第７天时与对照组无差异，
第１４天时达到高峰，且高于梓醇组，随后开始下降，
至第２１天时与梓醇组处于同一水平。就 Ｗｎｔ１１相
对表达量而言，第７天时，各实验组之间无差异；第
１４天时梓醇组中 Ｗｎｔ１１相对表达量显著上升，高于
对照组；而成骨诱导组则显著下降，低于对照组；至

２１天时，梓醇组Ｗｎｔ１１表达量快速下降，与成骨诱导
组持平，且均低于对照组。从这个结果中，我们看到

经典骨向分化诱导液在促ＢＭＳＣｓ骨向分化过程中并
未提高Ｗｎｔ１１的表达；梓醇在第１４天时表现出显著
提高ＢＭＳＣｓＷｎｔ１１表达量的作用，且这一作用持续
时间并不长，在第２１天时又低于对照组。结合相关
文献报到所指出的Ｗｎｔ１１表达的上升可能主要出现
在ＢＭＳＣｓ骨向分化的早期或中期，在细胞进入矿化
后，其表达量下降［２１］这一提示，以及本研究中所观测

到的成骨诱导组在第７天时，Ｒｕｎｘ２基因相对表达量
就已高于对照组，我们推测经典成骨诱导液促 ＢＭ
ＳＣｓ向成骨方向分化的诱发时点可能早于第７天，因
此错过了其 Ｗｎｔ１１相对表达量的高峰期。此外，在
第２１天时成骨诱导组、梓醇组细胞Ｗｎｔ１１表达量均
低于对照组的现象，可能是由于 ＢＭＳＣｓ在体外自然
培养过程中，细胞缓慢地向成骨细胞方向分化，

Ｗｎｔ１１表达逐步提升，而成骨诱导组、梓醇组的细胞
均已处于矿化期，Ｗｎｔ１１表达量下降所致，由此也提
示我们 Ｗｎｔ１１表达量的上升应该主要是在 ＢＭＳＣｓ
骨向分化早中期。

　　综上所述，我们认为梓醇通过上调 Ｒｕｎｘ２和 ｏｓ
ｔｅｏｃａｌｃｉｎ的表达，同时增加 ＡＬＰ的分泌沉积，促进
ＢＭＳＣｓ向成骨细胞方向分化及新生成骨细胞的成
熟，此作用可能与其同时激活经典与非经典 Ｗｎｔ信
号通路相关，但其具体作用途径有待进一步研究。
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