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BMP9通过Wnt/β-catenin和VEGFa信号

诱导前脂肪细胞成骨分化
王景江  刘洋*

(重庆医科大学附属第二医院骨科, 重庆 400010)

摘要      该文旨在研究Wnt/β-catenin信号通路和血管内皮细胞生长因子a(VEGFa)在骨形态发

生蛋白9(BMP9)诱导前脂肪细胞成骨分化中的作用。通过BMP9重组腺病毒(AdBMP9)感染前脂肪

细胞, 利用Western blot检测β-catenin和VEGFa的蛋白表达水平, 荧光素酶报告质粒检测Wnt/β-catenin
信号活化程度。在过表达或沉默β-catenin及VEGFa后, 用AdBMP9感染细胞, 通过活性测定和染

色检测成骨早期标志物碱性磷酸酶(ALP)的活性, 利用Western blot检测成骨晚期标志物骨桥素

(OPN)、骨钙素(OC)以及成骨转录因子Runt相关转录因子2(Runx2)的蛋白表达情况, 茜素红染色

检测钙盐沉积情况, Micro-CT和H&E染色检测前脂肪细胞在裸鼠皮下异位成骨情况。结果发现

BMP9能上调前脂肪细胞中β-catenin和VEGFa的蛋白水平, 并增加β-catenin/Tcf4转录活性; 激活

Wnt/β-catenin信号或过表达VEGFa能促进BMP9介导的ALP活性、OPN及OC蛋白表达和钙盐沉

积; 过表达β-catenin和VEGFa能促进BMP9诱导的前脂肪细胞裸鼠皮下异位成骨; 过表达β-catenin
和VEGFa均增加了BMP9诱导的成骨转录因子Runx2的活性, 而沉默VEGFa抑制了BMP9上调

β-catenin/Tcf4转录活性的作用。这些结果表明Wnt/β-catenin和VEGFa信号在BMP9诱导前脂肪细

胞成骨分化的过程中起着至关重要的调控作用。

关键词      骨形态发生蛋白9; 前脂肪细胞; Wnt/β-catenin信号; 血管内皮细胞生长因子a; 成骨分化

BMP9-Induced Osteogenic Differentiation of Preadipocytes 
Through Wnt/β-Catenin and VEGFa Signaling Pathways

WANG Jingjiang, LIU Yang* 
(Department of Orthopaedics, Second Affiliated Hospital, Chongqing Medical University, Chongqing 400010, China)

Abstract       The aim of this study is to examine how Wnt/β-catenin and VEGFa (vascular endothelial growth 
factor a) signaling pathways influence the osteogenic differentiation of preadipocytes induced by BMP9 (bone mor-
phogenetic protein 9). Preadipocytes were infected with AdBMP9 (BMP9 recombinant adenovirus). Western blot 
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analysis was conducted to assess the protein expression levels of β-catenin and VEGFa, while a luciferase reporter as-
say was utilized to evaluate the activation of the Wnt/β-catenin signaling pathway. After overexpressing or silencing 
β-catenin and VEGFa, the cells were infected with AdBMP9. ALP (alkaline phosphatase) activity, an early osteogenic 
marker, was assessed through enzyme activity assays and staining. Western blot was used to detect the protein expres-
sion of late osteogenic markers, including OPN (osteopontin), OC (osteocalcin), and the osteogenic transcription fac-
tor Runx2 (Runt-related transcription factor 2). Alizarin red staining was used to assess calcium deposition. Ectopic 
bone formation of preadipocytes in nude mice was examined using Micro-CT and H&E staining. It was found that 
BMP9 upregulated the protein levels of β-catenin and VEGFa in preadipocytes and increased β-catenin/Tcf4 transcrip-
tional activity. Activation of the Wnt/β-catenin signaling or overexpression of VEGFa promoted BMP9-mediated ALP 
activity, OPN and OC protein expression, and calcium deposition. Overexpression of β-catenin and VEGFa enhanced 
BMP9-induced ectopic bone formation in preadipocytes in nude mice. Additionally, overexpression of β-catenin and 
VEGFa promoted BMP9-induced Runx2 expression, while silencing VEGFa inhibited the BMP9-induced increase in 
β-catenin/Tcf4 transcriptional activity. These results imply that the Wnt/β-catenin and VEGFa signaling pathways are 
crucial regulators in the osteogenic differentiation of preadipocytes induced by BMP9.

Keywords       bone morphogenic protein 9; preadipocytes; Wnt/β-catenin signaling; vascular endothelial 
growth factor a; osteogenic differentiation

随着我国老龄化进程加剧 , 骨质疏松症 (osteo-
porosis, OP)的防治已成为当前迫切需要解决的医

疗和社会问题。骨髓间充质干细胞 (mechenchymal 
stem cells, MSCs)能分化为骨和脂肪等多种组织 , 
MSCs在正常生理状况下的成骨和成脂分化程度在

特定转录因子的调控下处于相对平衡状态。但研究

表明, MSCs在OP发生时, 会以减少成骨分化为代价, 
生成更多脂肪组织, 因此MSCs成骨和成脂的分化失

衡是OP的重要病因之一 [1-6]。MSCs在成脂分化过程

中, 首先分化为前脂肪细胞, 随后进一步发育为成熟

脂肪细胞。如果能够通过细胞因子诱导前脂肪细胞

进行成骨分化 , 就可以通过减少脂肪生成来促进骨

形成 , 从而有望逆转MSCs的成骨与成脂分化失衡 , 
为OP提供有效的治疗方案。本课题组通过研究已

经发现骨形态发生蛋白9(bone morphogenetic protein 
9, BMP9)能有效诱导前脂肪细胞成骨转分化 , 并初

步证明Wnt/β-catenin信号参与了该过程 [8], 但具体作

用尚需进一步阐明。

血管内皮细胞生长因子 (vascular endothelial 
growth factor, VEGF)家族包括VEGFa、b、c、d、e和
胎盘生长因子 , 哺乳动物主要表达VEGFa。VEGFa
不仅对MSCs成骨和成脂分化有重要的调控作用 [9], 
还与BMP2、4、6存在促骨形成的协同作用 [10-12], 但
VEGFa与不同亚型BMP产生的成骨协同作用并不

相同 [13]。VEGFa近期被报道能通过PI3K/Akt信号

促进BMP9所介导的MSCs的体内外成骨 [14], 提示

VEGFa和BMP9亦有成骨协同作用 , 但VEGFa在
BMP9促进前脂肪细胞成骨分化中的作用尚不明确。

因此 , 本研究进一步探讨了Wnt/β-catenin和VEGFa
信号对BMP9诱导前脂肪细胞成骨分化的影响, 从而

为OP的治疗提供新的理论依据。 

1   材料与方法
1.1   材料

表达BMP9(AdBMP9)、VEGFa(AdVEGFa)、
绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)
(AdGFP)、Wnt3a(AdWnt3a)、Wnt10b(AdWnt10b)、
β-catenin(AdBC)以及针对 β-catenin和VEGFa的小

干扰RNA(AdsimBC、AdsimVEGFa)的腺病毒由

AdEasy系统构建 [8]; β-catenin的荧光素酶报告质粒

pTOP-Luc由重庆医科大学何百成教授惠赠 ; 小鼠

3T3-L1前脂肪细胞购自美国典型菌种保藏中心

(American Type Culture Collection, ATCC); 碱性

磷酸酶 (alkaline phosphatase, ALP)化学发光检测

试剂盒、Promega光度计 (GloMax20/20)购自BD
公司 ; ALP染色试剂盒购自上海碧云天生物有限

公司; 茜素红S染料购自Sigma公司; 实验抗体均购

自Santa Cruz公司; DMEM高糖培养基和胎牛血清

购自Hyclone公司; Lipofectamine购自Invitrogen公
司。
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1.2   细胞处理分组

将细胞分为空白对照 (Control组 ), AdBMP9 
(BMP9组 )、AdGFP(GFP组 )、AdWnt3a(Wnt3a组 )、
AdWnt10b(Wnt10b组)、AdBC(BC组)、AdVEGFa(VEGFa
组)、AdsimBC(simBC组)和AdsimVEGFa(simVEGFa
组 )单独感染组, 以及AdBMP9与以上不同病毒共

同感染组 (包括 BMP9+BC组、BMP9+Wnt3a组、

BMP9+Wnt10b组、BMP9+VEGFa组、BMP9+simBC
组、BMP9+simVEGFa组)。
1.3   前脂肪细胞培养和ALP活性检测及染色

3T3-L1前脂肪细胞采用DMEM培养基 (含10%
胎牛血清、100 kU/L青霉素和100 mg/L链霉素)在5% 
CO2及37 °C环境下培养。按照1.2中的方案处理细胞5
和7天后, 测定ALP活性。处理8天后, 利用BCIP/NBT
显色试剂盒进行ALP染色。

1.4   钙盐沉积实验

将前脂肪细胞接种于24孔板中 , 待融合至30%
时, 首先用AdBMP9感染细胞, 然后再分别用AdBC、
AdSimBC、AdVEGFa或AdsimVEGFa共感染细胞 , 
加入成骨诱导培养基培养 14天后用茜素红 S染色 : 
弃去培养基 , PBS清洗1次 , 加入200 μL/孔、0.05%
的戊二醛室温下固定 10 min, 去离子水洗 1次后加

入250 μL/孔、0.4%的茜素红S溶液 , 观察有红色物

质堆积时弃去染液, 最后用去离子水终止染色反应。

随后在显微镜下成像并拍照记录[8]。

1.5   Western blot
将细胞接种于6孔板中 , 待其贴壁后添加不同处

理因素。在相应的时间点提取细胞裂解液 , 然后室温

下经SDS-PAGE、电转膜、BSA封闭、4 °C孵育1000 1׃
稀释的一抗过夜以及37 °C孵育1000 5׃稀释的二抗1 h
等步骤后, 最后进行显影和成像保存。

1.6   荧光素酶报告基因的检测

将细胞接种于T25培养瓶中 , 待其贴壁后用Li-
pofectamine转染荧光素酶报告质粒pTOP-Luc, 4 h后
更换培养液。12 h后, 将细胞消化并重新种于24孔板, 
贴壁后添加不同处理因素。24 h后 , 裂解细胞并根

据试剂盒说明进行荧光素酶活性测定。

1.7   裸鼠皮下注射成骨模型建立及H&E染色

将3T3-L1前脂肪细胞以30%~50%的细胞密度

接种到100 mm2培养皿中, 分别使用AdBMP9独自和

与AdBC或AdVEGFa共同感染细胞24 h。收集细胞

并以PBS重悬 , 调整细胞的浓度至5×107个 /mL。随

机将动物分为BMP9、BMP9+BC和BMP9+VEGFa组, 
每组5只。以裸鼠的四肢根部为异位成骨注射点, 分
别将100 μL的PBS细胞重悬液(约5×106个细胞)注射

至动物皮下。饲养5周后将动物处死, 分离并收集皮

下移植细胞形成的包块 , 然后以10%福尔马林溶液

固定, 经脱钙, 石蜡包埋切片, 进行H&E染色, 在显微

镜下进行组织学观察并拍照。本研究动物实验已经

获得重庆医科大学附属第二医院伦理委员会的批准

(〔2021〕623号)。
1.8   Micro-CT

裸鼠皮下骨组织包块用 Micro-CT(Explore Locus 
SP, GE Healthcare, 美国)扫描, 并用相应软件(Micview 
V2.1.2)进行三维重建分析数据。

1.9   统计学分析

所有计量资料以 x
_
±s表示 , 用Excel软件进行数

据整理和统计。所有实验均进行3次重复, 两组之间

比较采用t检验, 利用SPSS 17.0统计软件进行统计分

析。以P<0.05认定为有统计学差异。

2   结果
2.1   BMP9能增加前脂肪细胞中Wnt/β-catenin和
VEGFa信号的活性

为明确BMP9对前脂肪细胞中Wnt/β-catenin和
VEGFa信号活性的影响 , 我们提取了在被AdBMP9
感染1天后的3T3-L1细胞的总蛋白、胞质蛋白和胞

核蛋白 , 通过Western blot检测了β-catenin和VEGFa
的表达情况。结果显示BMP9在显著增加细胞总蛋

白和胞质蛋白中β-catenin蛋白水平的同时 , 也促进

了β-catenin的细胞核转位 (图1A)。此外 , 荧光素酶

报告基因检测β-catenin/Tcf4转录活性的结果也显示

BMP9能明显提高 pTOP-Luc报告质粒的荧光素酶

活性 (P<0.01)(图1B)。细胞中VEGFa的蛋白表达量

在BMP9的刺激下也显著增加 (图1C)。以上结果表

明 , BMP9能够激活前脂肪细胞中的Wnt/β-catenin和
VEGFa信号。

2.2   Wnt/β-catenin和VEGFa信号调控BMP9诱导

的前脂肪细胞ALP活性

ALP测定结果显示 , 过表达β-catenin或Wnt/β- 
catenin信号通路配体Wnt3a和Wnt10b均能增强BMP9
诱导的ALP活性 (图2A~图2C), 但沉默β-catenin却抑

制BMP9诱导ALP活性的作用 (图2D)。过表达或沉

默VEGFa则分别促进和阻碍了BMP9诱导ALP活性
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的作用(图2E和图2F)。该结果提示, Wnt/β-catenin和
VEGFa信号在BMP9刺激前脂肪细胞表达ALP的过

程中起到了正向调控作用。

2.3   β-catenin和VEGFa对BMP9在前脂肪细胞中

诱导的晚期成骨分化标志物OPN和OC的表达及

钙盐沉积的影响

分别在过表达或沉默β-catenin或VEGFa的情况

下用AdBMP9感染细胞 , 12天后利用Western blot检
测成骨晚期标志物骨桥素 (osteopontin, OPN)和骨钙

素 (osteocalcin, OC)的表达水平。结果如图3A和图

3B所示 : BMP9能够上调OPN和OC在前脂肪细胞中

的表达水平 ; 过表达β-catenin或VEGFa后 , BMP9诱
导OPN和OC表达的能力进一步增强 ; 沉默β-catenin
或VEGFa后 , BMP9诱导的OPN和OC表达水平明显

降低。感染14天后用茜素红S染色检测钙盐沉积情

况, 结果(图3C和图3D)显示: 和对照组比较, BMP9组
有明显矿化结节形成; AdBC或AdVEGFa与AdBMP9
共感染组的矿化结节形成明显且较BMP9单独作用

组增多, 矿化面积也增大; 而沉默β-catenin或VEGFa
后 , BMP9诱导的钙盐结节明显变少 , 矿化程度亦减

弱。这表明Wnt/β-catenin和VEGFa信号对BMP9诱
导的前脂肪细胞晚期成骨分化具有促进作用。
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A: β-catenin的蛋白表达情况(N: 细胞核; C: 细胞质; W: 总细胞); B: 荧光素酶报告基因pTOP-Luc活性; C: VEGFa的蛋白表达情况。**P<0.01, 与
对照组比较。

A: the protein expression of β-catenin (N: nucleus; C: cytoplasm; W: whole cell); B: luciferase activities of pTOP-Luc reporter; C: the protein expres-
sion of VEGFa. **P<0.01 vs control group.

图1   BMP9激活前脂肪细胞中Wnt/β-catenin和VEGFa信号

Fig.1   BMP9 activated Wnt/β-catenin and VEGFa signaling in preadipocytes
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2.4   β-catenin和VEGFa对BMP9诱导的前脂肪细

胞裸鼠皮下异位成骨的影响

将异位成骨形成的包块进行大体观察发现 , 
AdBMP9+AdBC组和AdBMP9+AdVEGFa组的皮下

包块体积均大于AdBMP9组(图4A)。经Micro-CT扫
描进行重建和检测后 , 发现AdBMP9+AdBC组和

AdBMP9+AdVEGFa组包块的总体积以及骨体积

明显大于AdBMP9组 (图 4B~图 4D)。H&E染色结

果显示 , AdBMP9+AdBC组和AdBMP9+AdVEGFa
组的骨小梁明显比AdBMP9组多 , 厚度也增加 (图
4E)。体内也实验表明 , Wnt/β-catenin和VEGFa信
号能促进 BMP9诱导的前脂肪细胞裸鼠皮下异位

成骨。

2.5   β-catenin和VEGFa对BMP9诱导成骨转录因

子Runx2活性的影响

我们在使用AdBMP9、AdBMP9+AdBC以及

AdBMP9+AdVEGFa感染细胞48 h后, 通过Western 
blot检测了Runt相关转录因子 2(runt-related tran-
scription factor 2, Runx2)的表达情况。结果如

图 5A显示 , 过表达 β-catenin和 VEGFa能明显增

强 BMP9刺激前脂肪细胞表达 Runx2的作用。此

外 ,  我们采用荧光素酶报告基因 pTOP-Luc检测

β-catenin/Tcf4转录活性的结果表明 , BMP9能激活

前脂肪细胞中的Wnt/β-catenin信号, 但沉默VEGFa
会减弱该作用 , 而过表达VEGFa则可增强该作用

(图5B)。

A~C: 过表达β-catenin、Wnt3a和Wnt10b对BMP9诱导ALP活性的影响; D: 抑制β-catenin对BMP9诱导ALP活性的影响; E: 过表达VEGFa对BMP9
诱导ALP活性的影响; F: 抑制VEGFa对BMP9诱导ALP活性的影响。∇∇P<0.01, 与对照组比较; **P<0.01, 与BMP9组比较。

A-C: effect of β-catenin, Wnt3a and Wnt10b overexpression on BMP9-induced ALP activity; D: effect of β-catenin inhibition on BMP9-induced ALP 
activity; E: effect of VEGFa overexpression on BMP9-induced ALP activity; F:  effect of VEGFa inhibition on BMP9-induced ALP activity. ∇∇P<0.01 
vs control group; **P<0.01 vs BMP9 group.

图2   Wnt/β-catenin和VEGFa信号在前脂肪细胞中对BMP9诱导ALP的影响

Fig.2   The effect of Wnt/β-catenin and VEGFa signaling on BMP9-induced ALP activity in preadipocytes
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3   讨论
尽管Wnt/β-catenin和VEGFa信号已经被证实在

骨形成和骨修复过程中起着重要作用 [15-16], 但二者

在BMP9诱导前脂肪细胞成骨分化中的作用尚未完

全明确。有研究发现 , Wnt/β-catenin和VEGFa信号

均能被BMP9激活 , 并且二者在BMP信号诱导的骨

形成中发挥了重要的作用 [17-24]。基于此 , 我们推测

Wnt/β-catenin和VEGFa信号可能也参与了BMP9诱
导前脂肪细胞成骨分化的过程。为了对此进行验证, 
我们首先检测了在前脂肪细胞中BMP9对Wnt/β-catenin
信号活性和VEGFa表达的影响。结果发现, BMP9能
够在前脂肪细胞中显著激活经典Wnt/β-catenin信号

并上调VEGFa的表达 , 这表明二者确实与BMP9调
控前脂肪细胞成骨分化的生物学作用相关。实际上, 
目前已有许多研究也发现BMPs能在多种细胞中激

活Wnt/β-catenin和VEGFa信号 [19,25-30]。但是, 也有研

究表明 , BMPs对Wnt/β-catenin和VEGFa信号的影响

为抑制作用 [31-33]。这些研究结果均提示BMPs能影

响Wnt/β-catenin和VEGFa信号的活性 , 但具体的作

用则可能与细胞种类以及检测时细胞所处的状态和

微环境相关 , 而我们的结果则证实了在前脂肪细胞

中BMP9能增强Wnt/β-catenin和VEGFa信号的活性。

我们前期的研究结果提示BMP9能以抑制糖原

合成酶激酶3β(glycogen synthase kinase-3β, GSK3β) 
活性的方式促进 β-catenin的核内转移 [8], 但BMP9
是否还能通过其他方式激活经典Wnt信号 , 尚不明

确。有研究表明 , BMP9能够对Wnt信号的配体进

行调控 [34]。与此相似 , 还有研究发现BMP2也有调

控Wnt信号受体和配体的作用。例如 , ZHANG等 [26]

发现BMP2能通过刺激Wnt受体LRP5的表达来激活

成骨细胞中的Wnt/β-catenin信号。在角质形成细胞

中 , BMP2也同样可以促进Wnt2b、Wnt5b、 Wnt7b、 
Wnt13、 Fz6、 Fz8和Fz10等Wnt信号受体和配体的

表达 [27]。由于Wnt/β-catenin通路的转导是由Wnt配
体和受体的结合所开启的 [35], 所以BMP9在前脂肪

细胞中是否也能通过调控Wnt受体和配体的方式激

活Wnt/β-catenin信号尚需进一步验证。BMP9自身

发挥生物学作用主要通过BMPR-Smad信号通路 , 有
研究发现BMP4和BMP7分别能够通过Smad1/5和
Smad5上调VEGFa的表达[29], 而BMP9在前脂肪细胞
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图3   β-catenin和VEGFa促进在前脂肪细胞中BMP9诱导的晚期成骨分化

Fig.3   β-catenin and VEGFa promoted BMP9-mediated late stage of osteogenesis in preadipocytes
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中调控VEGFa是否与BMPR-Smad或其他途径相关 , 
则尚需进一步研究证实。

在证实了BMP9能在前脂肪细胞中上调Wnt/β- 
catenin和VEGFa信号活性后 , 我们随后检测了二者在

BMP9诱导前脂肪细胞成骨分化中所起的作用。而结

果显示, 不管是在体外还是体内环境下, Wnt/β-catenin
和VEGFa信号在BMP9诱导前脂肪细胞成骨分化的

过程中均发挥了重要的促进作用。这一结果与许多

之前的研究发现一致 , 这些研究都证实了BMPs在
多种细胞类型中都具有和Wnt/β-catenin或VEGFa
信号协同促进骨形成的生物学作用 [17,19,36-40]。然而 , 
我们同时也发现单纯激活Wnt/β-catenin或VEGFa信

号本身对前脂肪细胞的成骨分化并无明显作用 , 提
示二者促进BMP9诱导前脂肪细胞成骨分化的效应

并不是简单的和BMP9的叠加作用, 而是可能通过特

定的成骨相关因子进行调节的。

Runx2作为重要的成骨调控因子 , 不仅被证实

能在前脂肪细胞中表达并促进前脂肪细胞成骨分

化 [41-42], 并且与Wnt/β-catenin和VEGFa信号发挥成

骨作用密切相关 [10,43-47]。由于我们前期研究还发现

BMP9能增加前脂肪细胞中Runx2的活性 [8], 所以我

们推测Wnt/β-catenin和VEGFa信号增强BMP9诱导

前脂肪细胞成骨分化的作用可能与Runx2相关。结

果发现 , 过表达 β-catenin或VEGFa均能显著增加
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图4   β-catenin和VEGFa对BMP9诱导的前脂肪细胞体内成骨的影响

Fig.4   The effect of β-catenin and VEGFa on BMP9-induced ectopic bone formation of preadipocytes
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BMP9在前脂肪细胞中诱导的Runx2的表达水平 , 从
而对该可能性进行了验证。由于VEGFa被证实能通

过特定的方式在不同种类细胞中上调Wnt/β-catenin
信号的活性[48-49], 因此我们也检测了VEGFa对BMP9
在前脂肪细胞中激活Wnt/β-catenin信号的影响, 结果

发现VEGFa对BMP9激活的Wnt/β-catenin信号活性有

正向调控作用。以上的这些发现提示了Wnt/β-catenin
和VEGFa信号调控BMP9诱导前脂肪细胞成骨分化

的可能分子机制。

综上 , 本研究通过实验证实在BMP9诱导前脂

肪细胞分化的过程中 , Wnt/β-catenin和VEGFa信号

起着重要的调控作用, 这一结果进一步阐明了BMP9
发挥成骨生物学活性的分子机制, 为BMP9在骨量减

少相关疾病临床应用提供了理论基础。
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