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间充质干细胞向成骨细胞分化的信号通路
曾芬芳黄河*

(浙江大学医学院附属第一医院骨髓移植中心，杭州 310003)

摘要 问充质千细胞具有向成骨细胞分化的潜能，可体外分离、培养和扩增，是骨组织工程

中理想的种子细胞。近年的研究表明间充质干细胞的成骨分化受到多种信号通路的调控，现就其中

研究较为深入的 MAPK 和 Notch 通路的情况作一简要综述。
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近几年，骨组织工程研究取得了巨大的进展。

与其他组织工程一样，骨组织工程必须具备三要素:种

子细胞、支架材料和生长分化因子。用间充质干细

胞(mesenchymal stem cells, MSCs)作为种子细胞的

研究是该领域的热点之 。 MSCs 属于成体干细胞

(somatic stem cell时，具有干细胞的共性:即有自我更

新及多向分化能力。在不同诱导条件下，能够向成

骨细胞、成软骨细胞、成肌细胞、肌脏细胞、脂

肪细胞及基质细胞等中胚层细胞分化[I]，同时 MSCs

还可以向外胚层的神经元细胞和内胚层的肝卵圆细

胞分化[2J 。因为 MSCs 具有成骨潜能、来源广泛、

取材简便、体外培养斐求条件不高、细胞增殖快、

生长稳定、经多次传代成骨能力不减弱，以及由于

MSCs 属于未分化的干细胞、其细胞表型尚不成

熟、自体或同种异体移植后排斥反应轻等，因此

MSCs 作为理想的骨组织工程种子细胞受到重视。

然而目前对 MSCs 的研究多集中于其分化特性上，对

其分化机制的研究还不够充分。

MSCs 向成骨细胞分化是个复杂的过程，涉及多

种信号通路的调控，近几年研究得较为深入的是促分

裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein kinase , 

MAPK)及 Notch 通路。

1 MAPK通路
MAPK属丝氨酸/苏氨酸激酶，是一类分布于胞

浆中具有丝氨酸和酷氨酸双重磷酸化能力的蛋白激

酶。 MAPK 信号通路是细胞外信号引起细胞核内反

应的通路之一。其基本的信号转导通路为:细胞外信

号与膜上的受体结合后募集鸟核昔酸交换因子，使

GTP与GDP之间进行交换，从而启动MAPK链， MAPK

转入核内，引发核内事件，从而引起生物效应[3 J 。

MAPK途径通过保守的三级酶促级联反应(MAPKKK­

MAPKK-MAPK)激活转录因子，调节特;屯的基因表达

(图 1)。目前在真核细胞中己确定有 4 条 MAPK 信

号转导通路:即细胞外信号调节激酶(ERK) 、 c-Jun

N 端激酶(JNK，又称 SAPK) 、 p38 和 ERK5 通路。近

年研究表明 ERK、 p38 和 JNK通路参与了成骨细胞

分化增殖的信号转导。

1.1 ERK 通路

ERK信号通路是目前研究最为彻底的MAPK通

路，它是多数生长因子、细胞因子调控细胞增殖的

重要途径。其在信号转导方面有以下特点: (1)活化

的 ERK通过转位方式进入细胞核，激活其 F游底物，

主要是一些编码核转录网子的早期反应基因表达，调

控细胞生长反应，导致次级反应基因的异常表达，影

响细胞的功能。 (2)ERK 可将多个不同受体系统(如

G-蛋白偶联受体和蛋白酶氨酸激酶受体)介导的信号

加以整合，起着多种信号交汇点或共同通路的作用。

成骨细胞又称骨母细胞，常见于走仨长期的骨组织中，多

聚集在新形成的骨质表面。它由骨内膜和骨外膜深

层以及骨髓的骨祖细胞分化而成。在膜内成骨和软

骨内成骨中， MSCs 分化为成骨细胞，同时分泌胞外

基质(ECM)，随着ECM 的钙化，成骨细胞被包埋在骨

质中成为骨细胞。此过程中， ECM 与细胞(主要是成

骨前体细胞)的接触及相互作用是激发 MAPK 途径，

促使其进一步分化增殖及成熟的关键。 ECM与细胞

表面整合素受体(主要是 α2ß ，、 α ， ß，)结合，受体异源

二聚化，并自身磷酸化，继而使藉着斑激酶(focal ad­

hesion kinase, F AK)磷酸化并活化，然后募集鸟核背
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胞月莫
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图 1 成骨细胞 Ras-MAPK信号转导途径[3]

酸交换因子(guanine nucleotide exchange factor, GEF), 

促使与 Ras 结合的 GDP 脱落而结合 GTP，从而激活

了 Ras。而当胞外信号为生长或分化因子时，与胞膜

上相对应受体结合，引起受体酷氨酸蛋白激酶(RTK)

二聚化并自身磷酸化，继而通过 Sos激发 Ras[4]0 ERK 

的上游激酶是 ERK1I2，主要通过 Ras-Raf-ERK1I2 被

激活。 ERK →旦激活，就可以磷酸化 ELK-l，促使

其与即刻早期基因 c-los 启动子的转录因子结合，启

动即刻早期基因的表达，产物参与调节细胞生长、

分化有关的基因表达。 Salasznyk 等[5]发现 ECM 能

驱动 MSCs 向成骨细胞分化，并对其机制进行了深入

的研究。他们发现加入队， αvß3 整合素阻滞抗体能

抑制 ECM 诱导的 ERK 活性从而抑制成骨转录因子

runx2/cbfa-l 丝氨酸的磷酸化、成骨基因的表达及

钙离子的沉积。这些结果证明了 ERK 对 ECM 诱导

的 MSCs 的成骨分化有重要的驱动作用。 Klees 等[6]

的实验也得出了类似的结果。他们将 MSCs 种植在

富含层薪连蛋白(ECM的成员之一)的培养基上，并观

察 ERK 的磷酸化水平。结果 30 min 内种植在富含

层黠连蛋白(Ln-5)培养基上的细胞 ERKl 及 ERK2磷

酸化水平是对照组的 4-6 倍。 8 天内磷酸化的成骨

转录因子 Runx2/Cbfa 增加 3 倍， 16 天内成骨标记基

因的表达水平上升， 21 天出现矿物质沉积，这些都预

示着成骨分化，而添加阻滞ERK活性的MEKl 抑制剂

PD98059 则可使上述各种作用均减弱。 Salasznyk 等

[7]的研究发现 ECM，特别是层却连蛋白 (Ln-5)通过

EKR相关的信号通路对 MSCs 的成骨分化起着有效

的诱导作用。

1.2 p38 MAPK 通路

p38 信号途径是MAPK 家族中的重要组成部分，

经外界剌激或应激而激活，故又称为MAPK应激信号

通路。近来的研究表明 p38 通路在 MSCs 的成骨分

化中有非常重要的作用。 Lampasso 等[町的研究表明，

通过抑制 p38 MARK 通路，可下调蛋白激酶C(PKC)

的活性，而 PKC 在细胞的成骨分化中发挥重要作用。

Lee 等[9]则在实验中发现，转化生长因子和骨形态发

生蛋白(BMP)-2 可通过 p38 MAPK通路诱导 Runx2/

Cbfal 转录表达。而 Runx2 是影响成骨活性的关键靶

基因[10]0 Cbfal 则在转录水平定向调控 MSCs 分化为

成骨细胞[11]。廖清船等[口]以维生素 C 和 P 磷酸甘油

运用于生命科学各研究领域的宝尔超纯水系统，便实验数据更逼真 Tel: 021-64040161 www.baolor.com 
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为促成骨细胞分化剂，诱导小鼠的 MSCs fhJ成骨细胞

分化，观察p38MAPK通路在 MSCs 向成骨细胞分化

过程的作用，用测定碱性磷酸酶活性与钙沉积量反映

细胞向成骨细胞分化状态，用 Western 印迹法反映

MAPK 的表达情况。结果与对照组相比，在促成骨

细胞分化剂维生素 C 和 P 磷酸甘油作用下， MSCs 

p38 MAPK通路提前 5 天激活。 p38 MAPK 通路的

阻断剂(SB203580)则显著降低碱性磷酸酶(ALP)活性

及钙盐沉积，抑制 MSCs 向成骨细胞的分化。这说

明p38 MAPKJl!l路可能与MSCs向成骨细胞分化调节

有关。 Celil 等[1坷的研究也支持 p38 通路对成骨分化

中发挥了一定的作用。

1.3 JNK 通路
JNK 在转导胞外信号至核转录因子时起着重要

作用，可以提高转录能力。 JNK 信号途径存在于多

种生命过程中，如细胞生长、细胞分化和细胞死

亡。目前对 JNK 通路的研究不多。 Guicheux 等[14]

写日 Suzuki 等[巴]发现JNK能改变骨钙素的mRNA水平，

BMP-2 从转录水平活化 JNK，从而诱导成骨细胞分

化。 Celil 等[13]发现JNK和其他三条MAPK通路一起

促进 Osx 的表达，从而促进成骨分化。

1.4 三条通路之间的关系

利用鼠颅骨源的成骨细胞系 MC3T3-El 细胞研

究发现，经过胎牛血清诱导， ERK可快速激活，而 p38

和 JNK 则大大延迟[16] 0 已有学者发现在内皮细胞中

ERK介导激活 JNK，但在 MC3T3-El 细胞用 MEK特

异性抑制剂U0126时， ERK几乎完全抑制，对应的p38

和JNK无影响，提示在成骨细胞系ERK与 p38或JNK

的激活无关。在成骨细胞中 3 种 MAPK通路相对较

独立， ERK通路在细胞发育的各期均可激活，增殖期

尤为重要; p38通路在细胞开始分化时激活，调节ALP

表达。 p38 通路和 JNK 通路常具有协同作用，它们

与生长抑制信号和凋亡信号的转导有关。相反， ERK

通路则是存活通路，即ERK级联反应介导的是抗凋亡

作用。

1.5 MAPK 通路的影响因素

一些生长因子[如 BMP、转化生长因子(TGF) 、

月夷岛素样生长因子(insulin-like growth factor, IGF)] 、

细胞因子、地塞米松甚至机械剌激均能影响 MAPK

通路对 MSCs 向成骨细胞分化的调节。 Ce1il等 [13]的

研究发现BMP和 IGF通过:MAPK信号途径介导 Osx

在人类 MSCs 的表达，而 Osx 是新近发现的一个成骨

细胞特异性转录因子，它能够促进 MSCs 分化为成骨

与世界接轨，用宝尔超纯水系统

·综述.

细胞，是成骨细胞分化，发育重要的调节因子[17 ， 18] 。

BMP具有显著地诱导细胞向成骨细胞分化的作用，是

启动 MSCs 中的成骨成分向成骨细胞分化的初始信

号分子[19]0 BMP 不但可诱导细胞分化，还可维持分

化向前发展。其作用机制为当 BMP-2 与细胞上的

BMP-IB 受体结合后，引起成骨特殊转录因子 mRNA

的表达，激活了成骨相关基因 Osf2/Cbfal 、 ALP 及骨

钙素(osteocalcin)mRNA 的表达 [20J 。而 TGF-ß 与 IGF

则共同促进成骨前体细胞向成骨细胞分化。多项研

究表明这些生长因子经 MAPK通路发挥其对 MSCs

向成骨分化的调节作用。 Kanno 等[21 J发现 TGF-ß 显

著的诱导JNK磷酸化，在MSCs 的成骨分化中起了重

要作用。地塞米松也能促进成骨分化，剌激成骨细

胞成熟。 Phillips 等[22]的研究发现地塞米松和成骨转

录因子 Runx2/Cbfal 协同剌激骨钙素表达，碱性磷酸

酶活性和矿物沉积，这一过程通过上i周 MAPK 磷酸

酶 -1 的活性未完成。此外力学因素也能影响 MSCs

的成骨分化能力[23]。其机制可能是应力作用激活了

ERK1I2 和 p38 活化MAPK通路，却对 c-Jun 的 N端激

酶磷酸化作用没有影响。应力诱导的基质钙化很大

程度上由ERK1I2信号通路介导，当抑制ERK1/2则削

弱了 55%的钙盐沉积抑制 p38 通路导致了更成熟的

成骨表型，说明在应力诱导成骨分化过程中 p38 信号

起到了负调节作用。

1.6 MAPK 通路在成骨过程中的介导效应

在成骨分化过程中MAPK激活了众多的靶蛋白，

其中最重要的是转录因于复合物 APl 和成骨细胞特

异性转录因子 Osf2/Cbfalo APl 由 Jun 与 Fos 家族

成员组成。研究表明 APl 在骨形成和成骨细胞分

化中具有明确的作用:激活的骨形成细胞，表达高水

平的 c-los 和 c才unmRNA， APl 复合物还可以激发骨

钙素的表达[24]0 MAPK信号通路主要通过增加 APl

的含量或直接刺激APl 的活性而影响其活化，从而介

导成骨分化。 Osf2/Cbfal 也是调节成骨分化重要的

转录因子。 Osf2/Cbfal 基因的表达受高度限制，仅

在骨组织和成骨细胞中检测到[25]。体外实验已经证

明MAPK可以导致Cbfal磷酸化，从而促进成骨分化，

而添加阻滞ERK活性的 MEKl 抑制剂 PD98059 则抑

制成骨细胞特异性基因表达。这说明 MAPK参与了

对 Osf2/Cbfal 的转录调节并在成骨细胞特异性基因

表达中发挥重要作用。

2 Notch信号通路

Tel: 021-64040161 www ,baolor.com 
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Notch 基因编码。种膜蛋白受体，它的配体也是

膜蛋白，在邻近细胞上表达.当 Notch 与邻近细胞

表面的配体相结合，其胞内区(the intra-cellular do­

main of Notch , ICN)被 ;;J]剖，从细胞膜上脱离，转运

进入细胞核井与 Notch 下游分子相互作用以传递

Notch 信号[剧。 Notch 信号系统为一高度保守的转导

机制系统， 其基本组成部分包括 Notch 分子、 Notch

配体及细胞内效应器分子。 Notch 配体有两类， Delta­

like 与 Jagged，其中第类包括 Delta-like 1 、 3 、 4 ，

第二类包括 Jagged 1 、 2 ，主要分布于骨髓基质细胞

表面。 Notch 配体与 Notch 分子结合后引起细胞内

发生一系列信号转导反应，最终使细胞走向分化或保

持不分化状态。研究表明，游离的 ICN 是 Notch 的

活性形式，通过载体介导将 ICN 转染细胞就可以在

没有配体存在的情况下激活 Notch 信号，为研究

Notch 信号的生物功能提供了方便。 RT-PCR 检测

到人骨髓来源的 MSCs 表达 Notchl，其配体 Jaggedl

及下游分子 DTXl，表明 Notch 信号可能调节 MSCs

的增殖分化。但 Notch 信号途径是一个多步骤、多

因素参与的信号转导过程，在不同类型的细胞中有不

同的生物学作用，目前 Notch 对成骨细胞分化的调节

作用尚存在争议。 Tezuka 等[27]在实验中发现 Notch

不仅引起MC3T3-El 和C3HlOT1/2等成骨细胞的成骨

分化，而且对 MSCs 的自发性及剌激后的成骨分化均

有明显作用。他们以腺病毒为载体在 MSCs 上表达

EGFP-ICN，感染 5 天后这些 MSCs 的 ALP 呈强阳性，

并形成特殊的结节，成骨分化的早期标志物之一 I 型

胶原质的表达也显著增强。鲁西壮等[28]通过克隆

ICN 基因，构建了携带 ICN 的逆转录病毒载体，感染

MSCs 后用地塞米松诱导其向成骨细胞分化。转染

ICN激活 Notch 信号的 MSCs较对照细胞在分化过程

中碱性磷酸酶活力升高，钙盐的沉积增加，表明 Notch

信号有促进 MSCs 向成骨细胞分化的作用。最近也

有研究提到 Notch 的过度表达能抑制骨生成[切，川。

3 小结

将骨髓问充质干细胞应用于骨组织工程中，其成

骨分化是重点。在 MSCs 向成骨细胞分化的过程中，

MAPK通路起了主要作用，而 Notch 通路对之可能起
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着协同作用。因为一些学者发现仅仅通过转染 ICN

激活 Notch 信号不足以诱导 MSCs 向成骨细胞分化，

还必须有诱导剂的存在， ~;可能对其他信号起协同作

用。 Notch 信号如何与其他信号相联系?其是否也影

响 MSCs 向其他类型细胞分化?这方面还需要进一

步的研究。我们课题组在研究中发现骨髓增生异常

综合征患者与正常人相比其 MSCs 向成骨细胞分化

的能力更强，其机制的研究可能有助于探讨骨髓增生

异常综合征的发病机制。此外也有相关研究表明，

MSCs 向成骨细胞分化还受到 Smad 、 NOS-NO 等多

种途径的调控，对其机制的深入研究有利于在体外诱

导 MSCs 分化为成骨细胞，以有助于骨组织工程学的

发展。
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Signaling Pathways in Osteogenic Differentiation of 
the Mesenchymal Stem Cells 

Fen-Fang Zeng, He Huang* 

(The First A.ffiliated Hospital, College 01 Medicine, Zhejiang Universi凯 Hangzhou31ω'03， China) 

·综述.

Abstract Mesenchymal stem cells are multi-potent stem cells capable of diffetentiating into multiple cell 

types present in many different tissues, e.g. osteoblasts, chondroblasts, adipocytes, etc. Mesenchymal stem cells 

can be readily isolated and easily expanded. Therefore, it is thought to be a readily available source of cells for many 

tissue engineering especially in bone tissue engineering.τbe osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells is 

regulated by many signaling pa也ways. Many signaling involved in osteoblastic cell differentiation have not yet been 

fully understood. 白lÍs review describes the recent advances in mitogen-activated protein kinase and Notch pa也ways.

Key words mesenchymal stem cells; osteogenic differentiation; signaling pathways 
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