
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.4 FEB.2020

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2020.04.004

纳米形貌诱导干细胞成骨分化的相关信号通路 *

刘 玄 侯汶青 付 洪 谢博文 李古兵 郭泰林△

（西南交通大学医学院 四川成都 610031）

摘要 目的：探究纳米形貌诱导间充质干细胞（MSC）分化中的作用以及相关分子机制。方法：利用阳极氧化法制备二氧化钛纳米

管形貌，使用 qRT-PCR技术，RNA-seq技术，分析接种在纳米形貌表面的间充质干细胞的基因表达情况。并筛选对成骨相关的信

号通路中的成员，观察他们基因上调或下调情况。结果：在钛金属表面构建出了纳米形貌，利用实时定量 PCR确定了成骨相关的

基因：碱性磷酸酶（ALP），骨桥蛋白（OPN）和骨钙素（OCN）相比没有纳米形貌的钛片上培养的细胞均发生上调。通过对这些基因

相关的成骨信号通路进行转录组数据分析（筛选基因 P<0.05），发现在 BMP2信号通路中的相关蛋白基因表达没有太大变化，同

时 Notch以及Wnt非经典信号通路中相关蛋白基因发生较为明显变化。结论：通过分析间充质干细胞成骨分化相关基因，以及转

录组数据分析表明在纳米形貌诱导 BMSC分化过程中，相对于平坦的表面，纳米形貌启动了 Notch以及非经典的Wnt信号通路，

因此表现出更加优良的促成骨分化的效果。
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Nano-topography Induce Signaling Pathways Involved in Stem Cell
Osteoblastic Differentiation*

To investigate the role and molecular mechanism of nano-topography induced MSC osteoblastic differentia-

tion. The nanotopography of the titanium surface was prepared by anodization. qRT-PCR been used analyzed osteoblastic related

gene expression. RNA sequencing obtained transcriptome data and screened the results (P<0.05). Changes of gene expression in the os-

teoblastic -related signaling pathway were observed. Nano-topography was constructed on the surface of titanium. Osteoblas-

tic-related genes (alkaline phosphatase (ALP), osteopontin (OPN) and osteocalcin (OCN)) were up-regulated (vs. cells on flat Ti) by re-

al-time quantitative PCR. By analyzing the RNA sequencing data of these gene-related osteoblastic signaling pathways, it was found that

the related protein genes in Notch and Wnt non-canonical signaling pathways changed significantly. By analyzing the genes

related to osteoblastic differentiation of BMSC and RNA sequencing data, it is shown that in the process of Nano-topography-induced

BMSC differentiation, Nano-topography up-regulated Notch and non-canonical Wnt signaling pathways compare with the flat surface.

Therefore, it exhibits a more excellent effect of promoting bone differentiation.
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前言

在骨科植入物表面构建纳米形貌是目前常用的材料改性

手段，纳米形貌表面有助于提高材料的生物相容性[1]，诱导细胞

在材料表面的成骨方向分化。目前，已经鉴定出与成骨相关的

信号通路如 BMP2[2]，Wnt[3]，Notch[4]等，然而，对于纳米形貌启

动了哪些信号通路，以及相关信号通路如何响应纳米形貌刺激

的分子生物学机制尚不清楚。然而细胞内部的信号通路响应纳

米形貌的分子机制是十分复杂的，而且参与的成员众多，单独

研究某些基因的表达情况任务量巨大而且难以统一，数据之间

的可比性较差。现代的转录组测序分析利用高通量的手段，能

够一次性将众多基因表达情况反映出来，高效而可靠[5]，不仅能

够反映基因的上调或下调情况，更能反映出他总体的转录水

平。本文首先利用实时定量 PCR(qRT-PCR)技术确认成骨相关

的基因：碱性磷酸酶（ALP），骨桥蛋白（OPN）和骨钙素（OCN）

表达情况，这些基因都是间充质干细胞朝着成骨分化的特征基
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因 [6]，然后利用转录组数据筛选与之相关的信号通路（BMP2，

Wnt，Notch等），分析哪些通路在影响着细胞成骨分化。本文在

现有文献的基础上 [7-9]，研究在 BMP2，Notch，Wnt 等信号通路

中相关蛋白基因表达情况，探求纳米形貌表面细胞成骨分化的

机制。为材料表面改性的方向提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

钛片购自陕西宝鸡市宏亚达有色金属材料有限公司；骨髓

间充质干细胞（BMSC）取自 Sprague Dawley大鼠骨髓，大鼠由

成都达硕生物科技有限公司提供；胎牛血清以及琢-MEM培养

基购自美国 Hyclone公司；EDTA、PS（青霉素 +链霉素）、胰酶、

TRIZOL购自美国 Invitrogen；逆转录试剂盒购自美国 Thermo

Fisher公司，IQ SYBR Green Supermix试剂盒购自美国 Bio-rad

公司；线性可编程直流电源购自深圳市金壤电子科技有限

公司，扫描电子显微镜购自韩国 COXEM公司；Real-time PCR

仪购自美国 bio-rad公司；细胞培养箱购自美国 Thermo Fisher

公司。

1.2 方法

1.2.1 材料制备 通过阳极氧化在商业纯 Ti 片（1 mm 厚，

99％）上制备 TiO2纳米管[10]。将 Ti片在 HF（4wt％）和 HNO3

（40wt％）的混合物中处理 5分钟，用去离子水冲洗。然后，将

其浸入 HF（0.4wt％）和 H3PO4（12.8wt％）的混合物中；施加 20V

的电压（阴极：石墨棒）60分钟以获得不同直径的纳米管。得到

的样品缩写 NS20，对照组为酸洗之后的平坦钛片缩写为 Flat。

在阳极氧化之后，用去离子水冲洗，在 70℃下干燥，并在 450℃

下热处理 6小时，目的是将阳极氧化的无定形 TiO2纳米管转

变为结晶相。通过电子显微镜研究样品表面形态。

1.2.2 细胞培养 BMSCs从 Sprague Dawley大鼠分离并保存

在 琢-MEM培养基中，补充 10％胎牛血清，100单位 / mL青霉

素和 100 滋g/ mL链霉素。将 BMSC接种在培养板上并孵育

（5％CO2，37℃）5天。在第 5天更换培养基，然后每 3天更换

一次。当达到 80-90％汇合时，以 1:2比例进行传代，并收集第

3-7代的细胞使用。

1.2.3 qRT-PCR 通过 qRT-PCR研究四种特征性成骨细胞

基因（表 1）的表达。将 BMSC接种在样品（2× 104个细胞 /样

品）上，在琢-MEM中培养，并在 2天后收集。用 TRIZOL提取总

RNA并在 RNase 抑制剂存在下使用随机六聚体逆转录得到

CDNA。用 CFX96 Real-Time和 IQ SYBR Green Supermix试剂

盒（Bio-rad）扩增 cDNA（10 滋L）。引物显示在 Table 1中。使用

比较 Ct（2-△ △ CT）方法，相对于 GAPDH（内部参照）表达转录物的

表达水平。数据重复三次。

1.2.4 转录组测序及数据分析 在纳米形貌和平坦钛片表面

培养细胞 2天，大于 106个细胞，标记为 R1，R2），溶解于 TRI-

ZOL处理液中，液氮冻存。细胞样品冷冻邮寄，由北京百泰克公

司完成样品测序及前期数据处理工作。

1.3 统计分析

通过 t检验（Prism 6.0，Graphpad，San Diego，CA，USA）进

行两组之间的比较。P值 <0.05被认为具有统计学意义。

表 1 实时定量 PCR引物序列

Table 1 Primers used for quantitative real-time PCR

Gene Forward primer Reverse primer

GAPDH GGACCAGGTTGTCTCCTGTG CATTGAGAGCAATGCCAGCC

Runt-related transcription factor (Runx2) CATGGCCGGGAATGATGAG TGTGAAGACCGTTATGGTCAAAGTG

Alkaline phosphatase (ALP) TACTCGGACAATGAGATGCGCC TTGTGCATTAGCTGATAGGCGA

Osteocalcin (OCN) CCGTTTAGGGCATGTGTTGC TTTCGAGGCAGAGAGAGGGA

Osteopontin (OPN) TGGTGAGAGGAAGCAAGCAG GCTGAAGCGCTTATCTTGGC

2 结果

2.1 材料表面形貌

如 Fig. 1所示：平坦的钛（Flat）以及阳极氧化后的钛表面

都具有酸处理后留下的腐蚀坑，同时阳极氧化后，钛表面分布

有孔径为 80 nm左右，壁厚为 20 nm左右的二氧化钛纳米管阵

列。与文献报道一致，可以确定钛金属表面的纳米形貌构建成功。

2.2 成骨基因表达

通过 qRT-PCR发现（Fig. 2）相对于平坦的钛片，在具有纳

米形貌的钛片表面，ALP，Runx2，OPN以及 OCN四种基因均

出现表达量上调的现象，差距具有统计学意义。

2.3 转录组数据分析

通过转录组数据的深入分析，我们探究了 BMP2，Notch，

Wnt三条信号通路中相关蛋白的基因表达情况，他们各自的表

达情况如下。其中表现出显著差异的是 Notch及Wnt信号通路

中的部分蛋白。同时我们注意到 BMP2信号通路中，BMP2的

受体 BMPR2以及目的 Runx2存在小幅上调。其他基因小幅下

调。而在 Notch以及Wnt信号通路中，相关蛋白基因普遍上调。

同时从基因表达水平上看，表达量最高的是 Notch信号通路中

的 Fzd受体。相对而言，BMP2信号通路中的成员表达量较低。

3 讨论

钛金属是常用的骨科植入物[11]，它具有良好的力学性能，

不易腐蚀，因而广泛的应用于骨修复中。但同时，钛具有生物惰

性，不利于 BMSC在表面成骨，随着医用技术的发展，我们对

钛金属植入材料提出更高的要求。其中在钛金属表面构建纳米

形貌，成了常用的改善钛植入物生物相容性的手段[12]，研究证

明表面具有纳米形貌的钛植入材料，具有改善成骨特性，加速
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图 1 平坦的钛片（Flat）与具有纳米管阵列的钛片（NS20）的纳米级形貌对比

Fig.1 The flat titanium sheet (Flat) is compared to the nanoscale topography of a titanium sheet (NS20) with a nanotube array

图 2 成骨相关基因 qRT-PCR结果。*P< 0.05

Fig.2 The results of osteoblastic related gene qRT-PCR. *P< 0.05

骨整合和减少愈合时间的优良性能[13]。在本文中，我们成功在

钛金属表面制备了二氧化钛纳米管阵列（图 1）孔径在 80 nm

左右，在钛表面形成规则的纳米形貌，以此作为研究纳米形貌

促进 BMSC成骨分化的基底材料。研究发现：在纳米形貌的刺

激下，细胞中成骨相关的四种特征蛋白基因表达上调（图 2），

这与之前的文献报道相一致[10]。接下来，为了确定哪些信号通

路主导了纳米形貌诱导的成骨分化，我们对可能影响这四种基

因的信号通路进行文献调研[4,7,9,14]，发现了参与间充质干细胞成

骨分化的相关信号通路，其中 BMP2，Notch以及Wnt信号通

路被认为广泛地参与了 BMSC的成骨分化调节，为了进一步

确认纳米形貌特征引起的 BMSC成骨分化是否与这三条信号

通路有关。我们利用转录组数据分析（筛选 P<0.05的基因），着
重调查了 BMP2，Notch以及Wnt信号通路中的主要成员基因

表达情况，观察他们在平坦的钛片（Flat）和具有纳米形貌的钛

片（NS2）表面上调或下调状况。以此判断相应的信号通路是否

被纳米形貌所调控。另外，对信号通路内部成员表达情况的研

究有助于进一步了解纳米形貌诱导 BMSC成骨分化的分子机

制，为材料表面改性提供理论依据。

Runx2是成骨分化中的关键蛋白 [7]，调控着碱性磷酸酶

（ALP）,骨桥蛋白（OPN）和骨钙素（OCN）等成骨关键因子的表

达[15]。Runx2在成骨细胞、肥大软骨细胞以及骨膜 /软骨膜中的

间充质干细胞中都以高水平表达。 纯合的 Runx2-突变小鼠

表现出成骨细胞分化完全停滞，导致严重的成骨缺陷[16]。Runx2

表达上调，是骨形成过程中早期最具有代表性的标志基因[17]。

在实时定量 PCR实验中（图 2），发现 Runx2表达量上调。证明

了纳米形貌在成骨方面的优良特性。BMP2通路是调控 Runx2

的重要信号通路之一，在过去的研究中 BMP2被认为是间充质

干细胞成骨分化的重要调控途径。BMP2与受体 BMPR1/2结

合，激活下游的 Smads蛋白家族，Smads家族成员可以上调

Runx2 的基因表达水平。我们从转录组数据中筛选到BMP2，

BMPR1a，BMPR1b，BMPR2，Smads1，Smads5 以及 Runx2（图

3）的基因表达水平。同实时定量 PCR数据相似，转录组数据中

Runx2同样表达出了上调。信号通路中的其他成员在纳米形貌

诱导下，并没有表现出明显的倾向性，只有 BMPR2出现较为

显著的上调。Runx2的上调，显示 BMP2信号通路在纳米形貌

诱导 BMSC成骨的过程中起正向作用，这可能与 BMP2的受

体 BMPR2上调有关。

Notch信号通路促进大段骨中的内皮细胞增殖以及血管生

成[18,19]，对骨形成过程中的能量供应意义重大，是促进成骨分化

的重要通路之一，两种严重的骨骼疾病：肋骨发育不全以及

Alagille 综合征都是由于 Notch 信号通路基因变异造成的。

Jagged1是 Notch家族的重要配体 [20]，Hes1是 Notch的下游基

因，能够与 Runx2相互作用[21]，并增强后者作为转录激活因子

的活性。结果显示，Notch信号通路中的相关蛋白基因均有不同

程度的上调现象（图 3），其中 Notch1，Notch3上调明显。这些结

果表明 Notch信号通路在纳米形貌诱导成骨过程中起到重要

的促进作用。

Wnt是一种细胞外因子，根据该蛋白转导信号的方式，Wnt

信号通路分为经典信号通路和非经典信号通路两种，经典信号

通路主要通过与 Lrp5/6以及 Fzds受体结合 [22]，促进茁-catenin
在胞质内的积累（抑制降解）进而入核激活 LEF / TCF转录因

子，启动靶基因转录(BMP4等)[23]。研究证明抑制Wnt信号通路

会降低软骨细胞增殖和分化[24]，促进软骨细胞凋亡[25]，同时使次

级骨化中心形成缓慢，从而影响骨骼生长[9,26]，同时还发现经典

Wnt信号能够诱导 ALP活性，促进前体成骨细胞生长，以及早
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图 3 转录组数据中 BMP2，Wnt，Notch信号通路中基因表达情况（所选基因 P<0.05）
Fig.3 Gene expression in BMP2, Wnt, Notch signaling pathways in transcriptome data (selected gene P<0.05)

期成骨细胞分化[27]。非经典信号通路主要通过与 Fzd结合后，

可激活异源三聚体 G蛋白，提高细胞内钙水平，从而激活非经

典Wnt通路的Wnt /Ca2+途径[28]，促进 Ca2+进入细胞内部，Ca2+

对于骨钙素（OCN）等物质的合成具有重要意义，同时 Ca2+增

加有利于细胞矿化的发生[29]。我们筛选出了经典信号通路中的

Wnt2b[30]以及非经典信号通路中的 Wnt4[31]，Wnt5a[32]，Wnt5b[33]，

Wnt6[34]以及 Wnt11[35]，结果显示（Fig.3），在纳米形貌诱导 BM-

SC成骨的过程中非经典的Wnt信号通路相关的基因表达量增

加明显。Lrp以及 Fzd受体均有小幅上升。同时我们注意到作为

非经典通路的重要受体 Fzd1/2的基因表达量都极高（图 3），这

些现象共同证明了非经典的Wnt信号通路在纳米形貌诱导的

BMSC成骨分化中起重要作用。

材料纳米形貌诱导的间充质干细胞成骨分化是极其复杂的

过程，除了本文介绍的 BMP2，Notch以及Wnt等与骨形成之间

相关的信号通路之外，免疫、新陈代谢中的因素也被认为参与了

间充质干细胞的成骨分化过程。这些信号通路之间也同样存在

广泛的联系，例如Wnt参与调控了 BMP2的下游 Smads[27,36]；

Notch信号通路调控了免疫过程中巨噬细胞的极化过程等等，这

些机制都需要我们进一步的探索。

综上所述，在纳米形貌诱导 BMSC分化过程中，相对于平

坦的表面，纳米形貌启动了 Notch以及非经典的Wnt信号通

路，因此表现出更加优良的促成骨分化的效果。为材料表面改

性提供了以及相关的表征方式提供了理论支撑。然而，纳米形

貌如何上调 Notch以及Wnt非经典信号通路，以及他们之间如

何相互影响的作用机制尚需进一步的研究。
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