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全反式维甲酸在成骨分化中作用的研究现状
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[摘要] 全反式维甲酸(all-trans
 

retinoic
 

acid,
 

ATRA)可上调多种细胞的成骨相关基因的表达,如成骨细胞、骨
髓间充质干细胞等,并可促进细胞基质的矿化。利用 ATRA的这种特点能够在临床中减少骨吸收,促进骨形成。

但大剂量ATRA则会抑制成骨分化、促进破骨细胞分化,不利于骨质缺损的愈合。本研究就目前国内外关于AT-
RA对细胞成骨分化的影响研究作一综述。
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[Abstract] All-trans

 

retinoic
 

acid
 

(ATRA)
 

can
 

up-regulate
 

osteoblast-related
 

gene
 

expression
 

of
 

many
 

cells,
 

such
 

as
 

bone
 

marrow
 

stromal
 

cells
 

and
 

osteoblasts.
 

Besides,
 

it
 

can
 

promote
 

mineralization
 

of
 

matrix.
 

The
 

use
 

of
 

this
 

feature
 

of
 

ATRA
 

can
 

reduce
 

bone
 

resorption
 

and
 

promote
 

bone
 

formation
 

in
 

the
 

clinic.
 

However,
 

high
 

dose
 

of
 

ATRA
 

inhibits
 

osteogenic
 

differentiation
 

and
 

promotes
 

osteoclast
 

differentiation,
 

which
 

is
 

not
 

conducive
 

to
 

the
 

heal-
ing

 

of
 

bone
 

defects.
 

This
 

study
 

reviews
 

the
 

effects
 

of
 

ATRA
 

on
 

osteogenic
 

differentiation
 

of
 

cells
 

at
 

home
 

and
 

a-
broad.
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  目前,大面积及极限骨质缺损及骨折在临床上常见,而

临床治疗中自体骨移植会延长手术时间,增加手术的并发

症,异体骨移植则有引入异体抗原的可能,研究者逐渐意识

到细胞因子介入治疗可逐步代替骨移植治疗骨质缺损和骨

折。已有的研究发现骨形态发生蛋白(bone
 

morphogenetic
 

proteins,
 

BMPs)能够促进未分化的和骨系细胞定向增殖分

化成为骨组织[1]。全反式维甲酸(all-trans
 

retinoic
 

acid,
 

ATRA)属于维生素A族,是BMP-2基因表达的正性转录

因子,能够上调多种细胞成骨相关基因的表达,促进基质矿

化。但也有研究结果表明 ATRA在破骨细胞增殖、分化方

面具有促进作用。本研究就目前国内外关于ATRA在细胞

成骨方面的作用及其可能的机制作一综述。

1 ATRA诱导成骨分化

  ATRA对细胞生长发育及代谢有着广泛的生物学特

性,能够调控多种细胞的增殖[2]。在小剂量 ATRA作用下,
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成骨细胞可进一步增殖,并促进骨和软骨的生长发生。有报

道指出,适量的ATRA可以在不激活破骨细胞的同时促进

鼠脂肪干细胞分化为骨源细胞[3]。Zhang等[4]通过进行围

产期鼠的肢体移植和体内间充质干细胞(mesenchymal
 

pro-

genitor
 

cells,MPCs)植 入 实 验 评 估 骨 的 形 成,研 究 发 现

ATRA可有效诱导 MPCs中早期成骨标志物碱性磷酸酶

(alkaline
 

phosphatase,ALP)活性,也能增强晚期成骨标志

物,如 骨 桥 蛋 白(osteopontin,OPN)、骨 钙 素(osteocalcin,

OC)的表达,增加基质矿化面积。牟钰钦等[5]利用质粒萤光

素酶报告系统测定成骨分化中的早期转录调节因子即与

Runt相关的转录因子2(runt-related
 

transcription
 

factor
 

2,Runx2)的转录活性,Western
 

blot检测 OPN和 OC的蛋

白表达,检测ATRA对143B细胞成骨分化不同时期标志物

的影响,结果表明维甲酸核受体RAR及RXR在骨肉瘤细

胞143B和 MG63中均存在内源性表达。经ATRA处理后,

含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-3(cysteine-containing
 

aspartate
 

proteolytic
 

enzyme-3,Caspase-3)蛋白表达水平

增加,且凋 亡 染 色 呈 明 显 阳 性,也 表 明 了 ATRA 不 仅 使

Runx2转录活性增加,还促进了OPN和OC的表达。

  有研究在由脂多糖(lipopolysaccharide,LPS)诱导的钛

培养基中加入 ATRA,其矿化结节形成量增加,且 ALP活

性、OC、OPN表达均高于对照组,结果表明 ATRA能够促
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进细胞成骨分化,这对于治疗种植体周围骨缺损有着重要的

临床意义[6]。研究发现在人源性脂肪来源的基质细胞(adi-

pose
 

derived
 

stromal
 

cells,
 

ADSCs)培养中加入ATRA可刺

激ALP活性,促进Runx2、编码骨钙蛋白基因Bglapl、编码

碱性磷酸酶基因 Alpl表达,同时可抑制细胞脂肪化[7]。另

有实验发现8周龄无RARγ小鼠与野生型同龄小鼠相比,骨
小梁明显减少,且经过组织形态学分析,其骨表面的破骨面

积更大[8]。体外培养使用高浓度选择性受体激动剂由核因

子-κB受体活化因子配体(receptor
 

activator
 

of
 

nuclear
 

fac-

tor-κB
 

ligand,RANKL)诱 导 分 化 的 野 生 型 小 鼠 和

RAW264.7细胞,结果显示RARγ比RARα有更强的抑制

作用,这也表明RARγ是破骨细胞形成中作用较强的抑制

剂。对体内类维生素 A族效应的调查结果显示,连续10
 

d
口服5

 

mg/kg
 

ATRA 能防止骨质流失,也从侧面反映出

ATRA能够促进骨质形成。

2 ATRA诱导成骨分化的作用机制

  ATRA是一种细胞增生和分化因子,能够促进多种细

胞的增殖分化,它对成骨细胞的促增殖和分化作用与细胞周

期调控蛋白有着紧密的联系。研究表明,由酶Cyp26引导

的被时间和空间限制的维甲酸(retinoic
 

acid,RA)信号能减

弱体内成骨细胞的成熟以及其体外的活动[9]。也有研究发

现RA信号在促进成骨分化过程中能够协同BMP-9
 

MPC
的活动[10]。有研究探讨了细胞周期调控蛋白(Cyclin

 

D)部

分作用机制,发现在 ATRA作用下,Cyclin
 

D1蛋白的表达

下降并且ATRA可以激活由Smad介导的部分信号,以促

进细胞成骨分化来抑制肿瘤的生长[11]。

  ATRA也是BMP-2基因表达的正性转录因子,能够

提高细胞BMP-2
 

mRNA的表达水平,而BMP规律性表达

是保证骨愈合的重要因素。研究发现ATRA在体内和体外

均能够扩大BMP-9诱导的成骨分化且阻碍其诱导的成脂

分化,而且 ATRA 提高 BMP-9的表达并激活了 BMP/

Smad信号,因此两者能够联合应用以探讨治疗骨质疏松等

相关疾 病[12]。此 外,应 用 逆 转 录 聚 合 酶 链 反 应(reverse
 

transcription
 

polymerase
 

chain
 

reaction,RT-PCR)和 West-
ern

 

blot分析,在 mRNA水平和蛋白质水平测定 ATRA对

急性视网膜色素上皮19细胞(acute
 

retinal
 

pegment
 

epithe-

liitis-19,
 

ARPE-19)的作用发现,ATRA诱导RARβ负转

录调控并且能够促进细胞分泌BMP-2和基质金属蛋白酶

-2(matrixmetalloproteinases-2,
 

MMP-2)[13]。

  有研究发现ATRA可增强BMP-9介导的Smad信号

活性,上调BMP-9的表达,进一步上调成骨相关转录因子

的表达,抑制成脂相关转录因子的表达。利用 RNA干扰

(RNA
 

interfere,
 

RNAi)技术能够减弱ATRA促进的成骨分

化,抑制 Wnt/β-连环蛋白(β-catenin)信号通路方式的同

时可抑制BMP-9诱导的成脂方向的分化。研究表明激活

Wnt/β-catenin信号则可促进BMP-9诱导的成骨分化而

抑制成 脂 分 化[14]。此 外,在 多 功 能 干 细 胞 分 化 的 早 期,

ATRA能够通过对Smad1以及Smad5信号通路的作用来

促进BMP对于软骨细胞分化进行的诱导[15]。研究表明

ATRA和BMP-2不仅能在早期促进间充质细胞向成骨细

胞分化,并且破骨细胞活性能够被激活。故而需要通过进一

步的研究来发现合适的 ATRA浓度,以保证能够单纯促进

骨形成而不发生骨吸收。

3 ATRA与BMP协同促进成骨

  大量研究结果已经表明BMP可诱导成骨,在辅助治疗

骨缺损和加速骨联合方面具有很好的效果,适宜浓度的

ATRA与BMP联合应用能促进新骨的生成,同时也能明显

减少BMP的使用剂量,两者联合应用能促进间充质干细胞

向成骨细胞分化,并且促进与成骨相关基因以及蛋白的表

达。有研究指出SD大鼠骨髓间充质干细胞(bone
 

marrow
 

mesenchymal
 

stem
 

cells,BMSCs)成骨分化能够被BMP-2/

7促进,随着BMP-2/7浓度升高,细胞会更多地分化为成

骨细胞,BMP-2/7和 ATRA则可协同诱导SD大鼠BM-

SCs的ALP活性表达,促进其成骨方向的早期分化[16,17]。

Wang等[18]通过评估ATRA和BMP-2/7在增殖、分化、矿
化、成骨相关基因表达中的作用,结果发现两者既发挥协同

作用又存在拮抗作用,ATRA能够显著抑制BMSC的增殖

和OC的表达,增强ALP活性,而在实验第21天,BMP-2/

7能够对抗ATRA的抑制作用,显著提高骨形成。

4 ATRA与BMP协同促进成骨的机制

  研究发现,转化生长因子-β(transforming
 

growth
 

fac-

tor,TGF-β)信号在细胞膜传递至细胞核的过程中,Smad
蛋白发挥着重要作用。ATRA能够在干细胞分化早期通过

Smad1及 Smad5 促 进 软 骨 分 化。经 干 细 胞 移 植 发 现

BMP-9与RAR及RXR共同表达可显著增加类骨质形成,

促进松质骨发生[19]。通过对围产期鼠肢体外植体发现,

ATRA能够以剂量依赖性方式显著增强BMP-9诱导的

ALP活性,ATRA与BMP-9能够协同促进 MPCs的成骨

分化,同时也能共同促进在生长板软骨细胞区的肥厚性扩

张。用定量聚合酶链反应(quantitative
 

polymerase
 

chain
 

re-

action,qPCR)分析发现 ATRA至少部分通过上调BMP-9
的表达和激活BMP-Smad信号传导系统而发挥协同效应。

此外,经器官培养实验发现BMP-9和 ATRA可协同作用

加速软骨细胞的扩张肥大和软骨内骨形成。研 究 发 现,

BMP-9和RXRαα或RARα的联合应用能够显著增加骨小

梁和矿化骨质的形成[10]。有研究发现 ATRA、BMP-9都

可以 诱 导 C3H10T1/2细 胞 的 ALP活 性 增 强,但 与 单 用

ATRA或者BMP-9组相比,ATRA与BMP-9合并组的

ALP活性、OC表达水平、钙盐沉积面积以及Smad1/5/8磷

酸化水平均明显升高,证实了 ATRA能增强BMP-9诱导

间充质干细胞成骨分化的作用,其机制可能与促进Smad信

号转导活性有关[20]。

5 ATRA抑制成骨分化及其机制

  在抑制细胞增殖和分化方面 ATRA也有着积极作用。

在大剂量的ATRA作用下,骨的生长以及骨形态发生会被

强烈抑制,并且刺激破骨细胞的骨吸收功能,使骨改建活跃,
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处于高转化状态。高水平的类视黄醇衍生物与骨折风险升

高相关,可改变成骨细胞分化,诱导破骨细胞分化[7]。有研

究发现ATRA能够抑制小鼠原成骨细胞 MC3T3-E1的成

骨分化,也可以抑制BMSCs的中晚期成骨分化,抑制其细胞

外基质矿化,并且ATRA可抑制低浓度BMP-2/7诱导细

胞成骨分化的能力[17]。

  研究表明,1×10-6
 

mol/L和1×10-5
 

mol/L的 ATRA
能显著下调鼠间充质干细胞中性别决定基因组9(sex

 

deter-
mining

 

region
 

Y-box
 

9,
 

Sox9)、Ⅱ型胶原α1链(collagen
 

type
 

II
 

α1,
 

Col2al)、Pitx1基因(pituitary
 

homeobox
 

1
 

gene,

Pitx1)、肿瘤相关因子蛋白63(p63)的表达,从而抑制骨形

成。实验 在24、48
 

h检 测 发 现,与 对 照 组 相 比,1×10-6
 

mol/L
 

ATRA 引 起25%的 间 充 质 干 细 胞 减 少,1×10-5
 

mol/L
 

ATRA 引 起 75% 的 间 充 质 干 细 胞 减 少,表 明 了

ATRA呈剂量依赖性地抑制间充质干细胞增殖。研究发

现,对照组软骨结节的平均面积为(0.15±0.03)
 

mm2,而

1×10-6
 

mol/L和1×10-5
 

mol/L作用后分别为(0.13±
0.02)、(0.03±0.01)

 

mm2,说明 ATRA呈剂量依赖性地抑

制细胞凝聚。实验发现高剂量的ATRA通过下调原代间充

质干细胞中的Pitx1、Sox9以及Col2al表达抑制软骨形成。

RT-PCR检测结果显示:与对照组相比,1×10-5
 

mol/L
 

ATRA引起72%的上述基因 mRNA表达减少,而1×10-7
 

mol/L
 

ATRA 在 三 者 mRNA 表 达 中 没 有 引 起 明 显 变

化[21]。

  有研究发现ATRA未能诱导基质矿化和骨粘连蛋白的

表达,并且会引起脂质累积[18],此外,ATRA可以诱导骨形

态发生蛋白受体I磷酸化(bone
 

morphogenetic
 

protein
 

re-
ceptor

 

I
  

phosphorylates,BMP-RIA)表达,在含有ATRA的

成骨培养基中,骨形态发生蛋白受体Ⅱ(bone
 

morphogenetic
 

protein
 

receptor
 

Ⅱ,BMP-RⅡ)和Smad5
 

mRNA均可被诱

导,因而 ATRA抑制骨生成且促进BMSCs脂肪化,由此可

见ATRA可能是诱导骨吸收和造成骨质疏松的重要机制。

也有实验表明ATRA与BMP联合作用能够抑制 MEPM细

胞的成骨发生,促进脂肪形成[22]。

6 展望

  临床中骨质缺损修复、骨折愈合是复杂的过程,尤其是

当存在大面积及极限骨缺损时,可以采用细胞因子介入治疗

来促进骨愈合和新骨形成,合理利用 ATRA本身所具备的

成骨以及破骨效应,联合相关生长因子如BMP,选择适宜的

剂量及比例,利用细胞因子间的协同促进成骨的作用可修复

临床骨缺损,加速诱导骨形成,促进骨改建。
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自然指数期刊Advanced
 

Functional
 

Materials
再次发表我院肿瘤外科团队最新研究成果

  近日,我院孙志军教授团队与武汉大学物理科学与技术学院赵兴中教授、刘威教授团队合作,在仿生癌

症诊疗领域获得重要创新成果。相关研究成果发表在国际纳米研究领域自然指数期刊《先进功能材料》
(Advanced

 

Functional
 

Materials),并被选为Frontispiece文章。

  论文题目为 Myeloid-Derived
 

Suppressor
 

Cell
 

Membrane-Coated
 

Magnetic
 

Nanoparticles
 

for
 

Cancer
 

Theranostics
 

by
 

Inducing
 

Macrophage
 

Polarization
 

and
 

Synergizing
 

Immunogenic
 

Cell
 

Death(《髓源抑制性

细胞膜包裹的磁性纳米颗粒在癌症诊疗中的应用-基于诱导巨噬细胞极化并协同免疫源性细胞死亡》)。武

汉大学口腔医学院口腔生物医学教育部重点实验室(湖北省口腔基础医学重点实验室-省部共建国家重点

实验室培育基地)为第一完成单位。本院口腔颌面-头颈肿瘤外科2016级博士研究生于光涛为论文第一作

者,物理科学与技术学院2015级博士生饶浪为论文共同第一作者,口腔颌面-头颈肿瘤外科孙志军教授和

物理科学与技术学院刘威教授为论文通讯作者。该研究受到国家自然科学基金面上项目、国家自然科学基

金优秀青年基金项目、国家重点研发计划的资助。

  癌症作为最主要的公共健康问题之一,目前主要治疗手段包括外科手术、放疗及化疗。这些传统的治疗

方式对肿瘤微环境靶向能力有限。髓源性抑制细胞(MDSC)是肿瘤微环境中一种重要的负性免疫调控细

胞,抑制免疫细胞对肿瘤细胞的杀伤能力。基于 MDSC细胞的特性,课题组首次提出应用同源的 MDSC的

细胞膜包裹已被美国食品和药物管理局(FDA)批准的光敏感性的磁性氧化铁纳米颗粒,合成具有主动靶向

肿瘤微环境的 MNP@MDSC复合纳米颗粒。

  这种复合纳米颗粒集成了 MDSC及Fe3O4 纳米颗粒的功能,展现了优异的抗吞噬、长循环时间以及主

动靶向肿瘤微环境的能力,表现出优异的光热治疗效果(PTT)、核磁共振成像(MRI)能力以及显著的抗肿

瘤能力。分子机制研究发现应用该纳米颗粒进行光治疗可引起肿瘤细胞免疫原性细胞死亡,促进 M2型巨

噬细胞向抗肿瘤的 M1型分化,协同促进了机体的抗肿瘤免疫反应。小动物正电子发射计算机断层显像

(PET)检测提示 MNP@MDSC纳米颗粒治疗后肿瘤的代谢能力明显减低,从而抑制肿瘤生长。

  近几年来,口腔医学院孙志军教授团队与物理与技术学院刘威教授、国世上教授团队通过医工交叉合

作,取得丰硕成果,研究论文已先后发表在 Advanced
 

Materials、Advanced
 

Functional
 

Materials、Angew.
 

Chem.
 

Int.
 

Ed.、Small、Nanoscale、ACS
 

Applied
 

Materials
 

&
 

Interfaces等期刊。

  论文全文链接:https://doi.org/10.1002/adfm.201801389
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