
OPGL 对骨髓和淋巴发育的作用
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(暨南大学生物工程学系 广州 510632) 

OPGL (osteoprotegrin ligand 即 OPG Lig

and) ，是与 TNF 相关的细胞生长因子[1] 。 也称

为破骨细胞分化因子 (osteocl ast different iation 

factor , ODF) [2 ] ，实际上与 TRANCE ( TNF-re

lated activation-induced cytok i ne) 和 RAi'JK(re

ceptor activator of NFκB) 配体 (RANKL)是同

一种细胞因子[2-4 ] 。 而 OPG(osteoprotegerin ) 为

TNF 受体 (TNFR)超家族中新发现的一种 [5] 。

OPGL 剌激破骨细胞分化，而 OPG 抑制破骨细

胞分化。 最新的研究表明， OPGL 的作用不仅

仅在于剌激破骨细胞分化，因而对骨筒再造形

( remoldl i ng)具有重要作用[6] ，而且对淋巴器官

发生具有十分重要的作用[7] 。

一、 OPGL 的分子性质及其表
达[1 ， 5 ， 7 J

1.0PGL 的证实及其分子性质

OPGL 是以跨膜或可溶性形式存在 的

TNF 细胞因子家族中的一员 。 在离体条件下，

当出现 CSF-1 时， OPGL 可连接到破骨细胞前

体表面，剌激破骨细胞前体分化形成破骨细胞。

利用重组的 OPG-Fc 融合蛋白作为免疫探

针可用于筛选各种细胞系和原始造血细胞表面

与 OPG 相连接的蛋白质。 通过研究发现小鼠

骨髓单核细胞系 32D 可表达与小鼠 OPG [ 22-

194 J -Fc 和人 OPG[22- 194 J -Fc 融合蛋白相连

的表面分子。 从 32D 细胞mRNA 构建质粒

cDNA 表达文库 ，克隆并转染到C'.DS7 细胞中，

然后用人 OPG [ 22-201 ]- Fc 融合蛋白染色筛

选，经证实得到一个阳性克隆，经过一系列选择

得到一个单一的质粒克隆 ， 32D-F3 。 用 32D-F3

质粒 DNA 再转染 COS7 培养细胞，然后用人

OPG[22 - 201 J-Fc 融合蛋白进行免疫反应，并

经结合 FITC的次级抗体进行免疫染色。 由于

只有 OPG-Fc 融合蛋白能接到 COS7 /32D-F3

细胞上，因而 32D-F3质粒编码一个连接 OPG

的蛋白质。

32D -F3克隆含有一个长的开放读码框，

在哺乳动物细胞中，利用 CMV 启动子区可表

达得到 316 个氨基酸的基因产物，即 OPGL。

含有人 opgL cDNA 的质粒克隆可从淋巴结 cD

NA 文库中分离得到。 人。ρIgL cDNA 可转译成

317 个氨基酸的多肤，与小鼠 OPGL 有 87% 的

同源性， 表明 OPGL 在进化上是相当保守的 。

在 OPGL 中的氨基酸序列中，在 49 位和 69 位

氨基酸残基之间可能含有疏水性的跨膜区域，

是 E 型跨膜蛋白，较短的 N-末端胞内区较短 ， C

末端胞外区较长 。 C 末端胞外区含有两个部

分，一个是杆状区域，从第 70 位亮氨酸到第

157 位的甘氨酸，另一个是具有配体活性的区

域，从 158 位赖氨酸到 C 末端，该部分可能含

有 10 个日片层区，它是在所有与 TNF 相关的

蛋白质都具有的 。

2.0PGL 与 OPG 的特异连接

为了检测 32D-F3克隆所编码的 OPG 配体

是否连接 OPG 上，检测了重组的跨膜 OPGL

和可溶性 OPGL 对 OPG 的连接。 研究表明，

用 r l 25_标记的人 OPG[22 - 201 J -Fc 仅连接于

用鼠。ρg l 感染的 COS7 细胞上 。 在人 293 成

纤维细胞中，用小鼠的 OPG 信号肤(l - 2 1 ) 与

OPGL 的 71 - 316 位残基，或 158 - 3 16 位残基

连接，可产生截短了的小鼠 OPGL ， 其所产生的

两种分泌蛋白可连接到 OPG-Fc 融合蛋白上，

它表明 OPG 既可与可溶性的 OPGL，又可与膜
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连接的 OPGL 相互作用。

根据计算机分析， OPGL 的 71 - 316 位残

基可能编码该蛋白的胞外区。 含有 158 - 316 

位氨基酸残基的重组蛋白在大肠杆菌中产生

后，用 1125标记 OPGL[ 158 - 316J ，暴露于几种

形式的 OPG 以及与 TNFR 相关的两种对照蛋

白质，最后经过非还原性的 SDS-PAGE 电泳后

被固定于尼龙膜上。 结果显示出经放射性标记

的 OPGL 可连接于 OPG[22 - 401 J-Fc 和 OPG

[22 - 201 J-Fc 融合蛋白上，但是既不能连接于

OPG[22 - 180 J , TNFRl , ATAR 上，也不能连

接于可溶性的 DR3-Fc 融合蛋白上。 各种 N 末

端截短了的 OPGL 经在大肠杆菌中产生并经

纯化后，这些蛋白可通过亲和结合方式可连接

于经固定尼龙膜上的人 OPG[22 - 201 J-Fc 融

合蛋白上，分析表明重组的 OPGL 从 126 位、

137 位和 158 位残基开始均可连接到 OPG 上，

并且平衡解常数在 1 - 5nM范围内，因而这些

重组的可溶性 OPGL 在生物学研究中具有应

用价值。

3.0PGL 在小鼠胚胎组织和成体组织中

的表达

通过 Northern blot 分析表明。ρIgL 在小鼠

组织中的表达类型与 TRANCE 和孔哈.JK 配体

的表达类型相似。 对人。ρ'gL mRNA 表达分析

表明， 0ρ'gL 表达仅限于少数几种组织中，如外

周淋巴结中表达水平较高 。 在小鼠中，骨髓/基

质细胞比脾脏，胸腺和淋巴结含的更高水平的

。ρIgL mRNA。 在人的骨瘤细胞系 ROS 和 SaOS

中也表达。ρ'gL mRNA，此外，在成骨细胞系

MC3T3以及支持破骨细胞发育的基质细胞系

ST2中都表达。ρIgL mRNA。

在小鼠胚胎和成体组织中 ，可通过原位杂

交对。ρ'gL 表达进行进一步定位。 在 15 天的胚

胎和成体组织中的脾脏，胸腺髓质，发育中的淋

巴结和消化道淋巴集结中表达。ρIgL 。 在脾脏

中，表达。ρ'gL 的细胞位于淋巴结的白色髓状区

域和皮质区域，紧邻于被膜下淋巴窦 。 在骨髓

中，在软骨原基周围的原始间充质细胞和原基

中过度肥大的软骨细胞中，以及原始海绵组织

中均可检测到。ρIgL 表达。 在发育的股骨中，在

进行原始骨化区和骨干皮层和髓质区可检测到

opgL mRNAo OPGL 不能在长骨的骨干和骨

外膜中表达。

二、 OPGL 对骨略再造形的作用

1.0PGL 是破骨细胞分化因子

破骨细胞为多核的大细胞，来自 于类似于

单核细胞一一巨噬细胞系的造血细胞的前体，

在离体条件下，在出现维生素 D3 和基质细胞

时，破骨细胞可由骨髓和脾细胞发育形成。 最

终，破骨细胞获得了明显的表型标志，如降钙素

受体(calcitonin receptor) ，抗洒石酸的酸性磷酸

酶 (tartrate resistant acid phosphatase , TRAP) , 

整合素 αVß3 [8 J 。 在骨髓再造形过程中，破骨细

胞通过转胞吞作用(transcytosis)吸收骨质[9 J 。

影响破骨细胞发生( osteoclastogenesis )因

子有许多种，包括集落剌激因子 (CSF-l or M

CSF) 、白细胞介素 ( interleukin-l ， interleukin-6 , 

interleukin-ll )、转化生长因子 (TGF-ß ， TGF

α) 、肿瘤坏死因子(TNF-α ， TNF-ß) 、维生素 D3 、

降钙素、前列腺素(PG~ ) ，甲状旁腺素(盯H) 。

然而，在活体内通过遗传切除实验表明这些因

子对于破骨细胞发育不是必需的。 仅 CSF- l

对破骨细胞的发育具有一定程度的作用 ，因为

在 csf- l 突变的石骨症小鼠中早期的破骨细胞

发育受到一定程度的抑制 。 虽然如此，缺失

csf-l 的石骨症小鼠也能通过抗凋亡蛋白 Bcl-2

的过度表达来克服该症状[ 10 J 。

在骨髓细胞和基质细胞的共培养模型中，

由于基质细胞提供了 CSF-l ，加入重组的小鼠

OPGL 可促进破骨细胞形成，其 ED50 约为 1

ng/ml ，而 OPG 可阻止这种作用 。 如果不加入

OPGL，不能够检测到 TRAP 阳性细胞，且所出

现的细胞主要为单核细胞。 用 FITC-OPGL 作

探针，经过 FACS (fluorenscence-activated cell 

sorting) 分析表明与 FITC-OPGL 连接的细胞

具有黠连性的成纤维细胞类型的外观，经培养
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3 天后，转变成为具有树突状突起和折皱边缘

的大细胞，少部分细胞具有多个核。 经培养到

第 4 天后，这种细胞变得更大，直径可达 150

μm，具有卷曲的膜及许多膜突起，大部分细胞

具有多个核，可多达 10 个核。 所有这些细胞在

离体条件下均可形成破骨细胞。 不与 OPGL

连接的细胞培养 4 天后仍然保持圆形，很少有

带连的细胞( 1 ) 。

2.0PGL 激活离体的破骨细胞吸收骨质

OPGL是否能激活成熟破骨细胞，需要通

过皮质骨薄片实验来验证。 从新生小鼠分离得

到成熟的破骨细胞，在加入和不加入 OPGL 的

情况下，定量分析皮质骨薄片中骨质的吸收。

结果表明在离体条件下 ， OPGL 可剌激成熟破

骨细胞的活性，在 1 ng/ml 时就表现出一定程

度的作用，在 10 ng/ml 时表现出最大效果，但

加入 5 倍量的 OPG 可完全抑制 OPGL 的活性。

使用重组的 OPGL 皮下注射小鼠可使得

.血液中离子钙在处理后一天即有快速增加 ， 即

造成高血钙。 高血钙的严重程度取决于剂量水

平和给药次数。 在高剂量水平(每次 50 闻，每

天两次) ，发现小鼠的最近端腔骨的体积与对照

组相比减小。 虽然对照组和 OPGL 处理组破

骨细胞的数量是相似的，没有明显变化，但是

OPGL 处理组中破骨细胞的大小和细胞活性明

显超过对照组( 1 ) 。

3. opgL - / - ( opgL -knockout)小鼠具有正常

的造血破骨细胞前体

来自于 oρIgL + /+ 和 oρIgL - /- 小鼠脾的破骨

细胞在离体条件下其 TRAP 活性依赖于重组

OPGL 浓度，且培养于皮质骨薄片上时均具有

骨质吸收功能。 用 FITC 标记 OPGL，利用流

式细胞仪分析 OPGL 受体的 表达，表 明，在

。ρ'gL - /- 、 oρ'gL + /- 和 oρIgL + /+ 小鼠中破骨细胞

前体出现频率是相似的 。 因此， 0ρIgL -/- 小 鼠

脾细胞中含有造血细胞的前体， 在外源 OPGL

作用下能分化形成有功能的成熟破骨细胞。

从新生的。ρIgL - /- 和 oρ'gL + /- 小鼠的颅骨

中分离得到了成骨细胞，用正常小鼠的骨髓细

胞与 oρ'gL + /-成骨细胞共培养， 0ρ'gL +/-成骨细

胞支持 T队P 阳性的多核破骨细胞分化。 但

是正常小鼠骨髓细胞与 opgL -/- 成骨细胞的共

培养时却不能检测到 T良久P 阳性的破骨细胞。

这表明。ρ'gL -/-小鼠成骨细胞和基质细胞不能

递呈 OPGL 以支持破骨细胞发生(7 ) 。

4. opgL - / - 小鼠出现严重石骨症

通过研究 3 - 4 用 大的。ρ'gL +/+ 和

。ρIgL - /- 仔鼠的全身 X 光照片表明 : 0卢'gL -/ 小

鼠在出生后两天已表现出严重的石骨症 ，经 x

射线照射后，其股骨、腔骨 、排骨 、椎骨和肋骨变

得相对不透明，说明骨密度增加，而由于骨髓再

造形缺失导致其长骨缩短，两端加宽成为样状。

在这些小鼠中不出现门牙，在口腔中也不长臼

齿 。 不长牙是石骨症的一个典型特征，这是由

于骨质吸收可从领骨打开一个通道以便长出牙

齿 ，而 oρ'gL -/- 小鼠破骨细胞发生受阻，不能完

成骨质吸收。 石骨症造成中轴骨的变化，主要

是增加椎骨和肋骨的放射密度。 而与此形成对

照的膜内骨化过程，如头骨，在显影图上却是正

常的 。

通过外围量化计算的 x-射线断层术，计算

。ρIgL -/-小鼠和杂合小鼠及野生型同窝仔鼠的

腔骨的骨密度表明，与 0卢IgL +/- 和 oρIgL + /+ 小

鼠相比， 0ρ'gL -/ 小鼠的骨密度有相当大的增

加 。

通过对 oρIgL -/一 小 鼠的组织学分析表明，

长骨呈现石骨症的外观，在儒、干儒端和骨干中

积累软骨和骨质 J且几乎填充着骨髓腔。 中部

骨干的骨密度与骨髓端相似，表明两者几乎没

有骨质吸收。 与野生型的同窝仔鼠的缺刻状的

外观相比，在 oρIgL -/ 小鼠中，与生长板相邻的

骨膜骨 (per iosteal bone)外观是光滑的 ，而且在

骨膜骨生长板中软骨细胞的柱状结构呈无组织

结构状。 。ρ'gL - /- 小鼠的颅盖骨比对照组薄且

骨髓腔减少，且面部较圆 。 用骨髓切片进行

TRAP 染色表明 opgL 一/一 小鼠完全缺少 TRAP

染色阳性的非成熟和成熟的多核破骨细胞。 而

TRAP 染色阳性的破骨细胞在野生型中非常丰
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富 。 因此，破骨细胞的分化完全依赖于 OPGL

表达。

三、 Opgl-knockou t 小 鼠的淋

巴细胞和淋巴结器官的发育 [7 J

1. opgi- /- 小鼠胸腺细胞发育受损

分析 4 周大的 opgL- 1 - 小鼠中的原初淋巴

器官表明胸腺的细胞结构和胸腺的大小有相当

程度减小。 在 oρIgL -1- 小鼠中 CD4 + CDS + 非

成熟的胸腺细胞数量与成熟的 CD4 + 和 CD8 +

胸腺细胞数量是正常的 。 它们均表达 TCR

CD3 复合物，以及分化标记如 CDS ， CD69 和热

稳定抗原 (HSA) 。 这表明在 oρ'gL - 1 小鼠中，

从非成熟的 CD4 + CD8+ 胸腺细胞到成熟的

CD4+和 CD8 + 胸腺细胞的发育是正常的 。 此

外，在。ρgt +/+ ，。ρ'gL + 1 和 oρIgL - 1 小 鼠 中由

CD3 和 CD9S 介导的 CD4 + CD8 + 胸腺细胞的

凋亡是相似的，这表明在。ρIgL -1一 小鼠中胸腺

细胞结构减少不是由于增加抗原一受体介导的

细胞死亡所致。 令人惊奇的是在 oρ'gL -1- 小鼠

中双阴性 CD44 一 CD2S + 前体分化形成 CD44 -

CD2S -胸腺细胞的过程被终止。 这很可能是胸

腺细胞结构减少的原因 。 在 CD4 - CD8 - 胸腺

细胞前体中通过原位杂交可检测到 OPGL 表

达以及 OPGL 受体(此时-JK ) 的扩散性表达。

将。ρ'gL -1 、。ρIgL +1 和 oρ'gL + 1+ 小鼠胚胎

肝细胞从它发育到 14 . S 天时转移到经辐射后

激活重组酶基因蛋白 (RAG) 缺失的小鼠中，虽

然在嵌合的 opgL + 1- ragL - 1 和 oρ'gL - 1… 

ragL + 1+ 小鼠中胸腺细胞的发育是正常的，但

是在嵌合的。ρ'gL - 1- ragL - 1 小鼠中在从

CD2S + CD44 胸腺细胞发育到 CD2S - CD44 -

胸腺细胞时受阻，并且胸腺细胞的结构减少。

这种发育障碍在 OPG 转基因小鼠和注射了重

组 OPG 的小鼠中可观察到 。 用 oþgL - 1 一 小 鼠

与正常的骨髓细胞重新组合能够促进正常的 T

细胞发育，因而胸腺细胞发育与骨髓衍生细胞

所固有的特性有关。 这些结果表明 TNF 家族

的细胞因子 OPGL 对于胸腺细胞在前 TCR 表

达时期的发育是一种新的调节因子。

2. opgz- I - 小鼠 B 细胞发育受损

虽然。ρ'gL 一 /一、 oρIgL + 1- 和 oρ'gL + 1+ 小鼠的

脾脏细胞结构是类似的 ，但是 oþgL -1 小鼠的

脾脏大约是正常的同窝仔鼠脾脏的 2 到 3 倍。

。ρIgL -1- 小 鼠 脾脏的 IgM+ s IgD + 或 B220 +

sIgM+ B 细胞的总量和相对量均有相当程度的

减少。 oρIgL -1 小 鼠脾脏的 sIgM+ sIgD+ B 细

胞在细胞表面表达了相当水平的 H 型主要组织

相容性抗原复合物(MHC)和 CD23 分子。

用 ragL -1 小鼠和 oρ'gL - 1 - 小鼠胚胎肝细

胞重新组合可观察到 IgM+ sIgD + ， B220 + 和

CD19 + 脾脏 B 细胞减少。 很显然， 0ρ'gL -1-

ragL -1-嵌合小鼠在骨髓中具有正常数量的

B220 + C43 + 和 B220 + CD2S - 前 B 细胞，但是骨

髓中 的 B220 + CD43 - , B220 + CD2S + 和 B220+

sIgM + B 细胞前体有相 当程度地减少，并且

B220 + CD2S 前 B 细胞到 B220 + CD2S + 前 B 细

胞的发育受阻。 oρgL -1… 小 鼠与正常的骨髓细

胞重新组合表现出正常的 B 细胞发育并引导 B

细胞进入到 。ρgL - 1 小 鼠的脾脏中 。 因 此，

OPGL 对于 B 细胞前体的发育起重要作用 。

3. opgZ- I - 小鼠缺少对树突细胞和 T- 细

胞的激活作用

实验表明巨噬细胞，树突细胞和破骨细胞

可能来自共同的前体。 在离体培养系统中，由

于 OPGL 通过促进 Bcl-XL 的表达而作为树突
细胞存活因子起作用， 因此推测 OPGL-也哈-JK

相互作用影响树突细胞的发育。 。ρIgL +1 和

。ρIgL 一 / 一 小鼠的 CDl1c + 树突细胞在一定程度

上能够诱导异源 T 细胞增殖和产生细胞因子。

虽然 oþgL - 1 - 树突细胞能够诱导正常的异游、 T

细胞 产生 细胞因 子 ， 但野生型树 突 细胞对

。ρIgL - 1 小 鼠 T 细胞的剌激作用受到削弱 。 另

一方面， 0ρ'gL -1 小 鼠 T 细胞在 IL-2 ， IFN-y ，

IL-4 、 IL-S 和 IL-6 以及 TH1 和 TH2 两种细胞
因子的产生方面受到严重削弱，因此， OPGL 经

过抗原一受体激活后对于细胞因子的产生却是

必需的 。 通过研究证实。ρ'gL -I- T 细胞之所以
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在细胞因子产生方面受到削弱是由于 T 细胞

发育缺失所致，而不是由于 OPGL 对成熟 T 细

胞的作用所致。

4. opgZ - I - 小鼠完全缺乏淋巴结

对。ρIgl-I 小 鼠的次级淋巴器官进行解剖

学分析 ，发现肠系膜、颈部 、下顿骨、腹股沟 、腋

部、副主动脉和1国动脉处缺少淋巴结。 对这些

部位进行组织化学切片分析证实，缺少类似于

早期的淋巴结原基的组织 。 将 oρ'gl -I一 胚胎肝

细胞转移到 ragl - I一 小鼠中表明 ， 0ρIgl -I- T 细

胞和 B 细胞能够使淋 巴结增殖 。 这表明缺少

淋巴结是由于细胞自 引导缺失所致。 转移正常

的骨髓细胞到新生的。ρ'gl -I- 小鼠中并不能恢

复淋巴结形成。

尽管。ρIgl- I- 小 鼠缺少所有淋巴结，但是

仍然能观察到淋 巴集结( Peyer' s patches ) 。

。ρIgl -I 小鼠淋巴集结也含有 B 细胞和 T 细胞

区，并且具有完整的脾脏结构，该脾结构含有正

常的红髓和白髓，正常的 T 细胞和 B 细胞分离

区 ， 以及含有 T 细胞和 B 细胞区的滤泡结构 、

边缘区以及泡状和网状树突细胞网 。 这些结果

表明缺少 OPGL 对于脾结构以及淋巴集结的

形成没有明显的影响 ，但是 OPGL 表达对于淋

巴结形成是必需的 。
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摘 要

OPGL 是 OPG( osteoprotegri n) 的配体。 人

opgl cDNA 编码 317 个氨基酸的多肤，是一种

跨膜蛋白 。 研究表明 OPGL 是一种新发现的

破骨细胞分化因子。 破骨细胞前体在 OPGL

的作用下 ， 可分化为成熟的破骨细胞。 OPGL

可激活离体的成熟破骨细胞吸收骨质。 最新的

研究表明， 0ρ'gl-kn∞kout 小 鼠出现严重的石骨

症，对骨髓再造形具有重要的作用 ;并且小鼠的

胸腺细胞和 B 淋巴细胞的发育受阻，淋巴结的

器官发生也受到抑制，不能形成淋巴结。
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平阳霉素对鸡胚绒毛尿囊膜血管内皮细胞生长的影晌

武利存宋守芹王丽 张维东孙公甲

( 山东省医学科学院基础医学研究所 济南 250062) 

内皮细胞的移动与增殖是血管生成过程的

主要内容。 血管生成不仅存在于胚胎发育、黄

体形成等生理过程，而且在许多病理过程如恶

性肿瘤、风湿性关节炎、糖尿病视网膜病变、银

屑病、创伤愈合中起重要作用[ 1 ] 。 因 此，血管

生成与抑制研究成为近年来广为关注的热点 。

特别是抑制血管生成为控制肿瘤生长和抗转移

开辟了一条新的途径而日益受到重视[2引 。 而

本文 1999年6月 14 日收到，2000年 1月 12 日 接受。
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