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孕期尼古丁暴露所致子代成骨细胞

ＢＭＰ－４／Ｓｍａｄ信号通路的变化
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摘　要　目的　探究大鼠孕期尼古丁暴露对子代成骨细胞（ＯＢ）ＢＭＰ－４／Ｓｍａｄ信号通路的影响。方法　将妊娠期大鼠分

为对照组与实验组，对照组受孕第 ９天皮下注射 ２ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）生理盐水，实验组在受孕后第 ９天于皮下注射 ２ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）尼古

丁，新生 ３天乳鼠处死后收集颅骨，采用钙钴法对 ＯＢ碱性磷酸酶进行染色，反转录聚合酶链反应法（ＲＴ－ＰＣＲ）测定 ＯＢ细胞中

骨形态发生蛋白４（ＢＭＰ－４）、Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８、Ｒｕｎｔ相关转录因子２（Ｒｕｎｘ－２）、成骨相关转录因子（Ｏｓｔｅｒｉｘ）、Ｓｍａｄｓ泛素化

调节因子 １（Ｓｍｕｒｆ１）表达，免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ＯＢ中 ＢＭＰ－４、Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８、Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ、Ｓｍｕｒｆ１蛋白表

达。结果　ＡＬＰ染色显示 ＯＢ细胞胞体较大，细胞核染色呈蓝紫色，细胞质呈淡紫色，对照组 ＡＬＰ细胞阳性率为 ４２．６９％ ±

５１６％，高于实验组（１８．６７％ ±３．１９％），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＲＴ－ＰＣＲ结果显示实验组 ＢＭＰ－４、Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、

Ｓｍａｄ８、Ｒｕｎｘ－２、ＯｓｔｅｒｉｘｍＲＮＡ表达量均低于对照组，Ｓｍｕｒｆ１ｍＲＮＡ表达量高于对照组，差异有统计学意意义（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果显示，实验组乳鼠 ＯＢ中 ＢＭＰ－４、Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８、Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ蛋白表达量均低于对照组，Ｓｍｕｒｆ１蛋

白表达量高于对照组。蛋白条带灰度扫描结果显示，实验组乳鼠 ＯＢ中 ＢＭＰ－４、Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８、Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ蛋白相对

灰度值均低于实验组，Ｓｍｕｒｆ１蛋白相对灰度值高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　大鼠孕期尼古丁暴露对 ＯＢ具

有一定的抑制作用，可能与上调 Ｓｍｕｒｆ１表达、抑制 ＢＭＰ－４／Ｓｍａｄ信号通路和下调转录因子 Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ有关。
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　　吸烟或长期处于尼古丁环境中容易导致骨质疏
松等病症发生，调查显示超过一半的女性在公共场

所、家庭、工作场所中常接触尼古丁
［１］
。孕期则会使

胎儿血液中尼古丁含量过高，导致早产、流产、新生

儿猝死，出生后记忆、学习等方面存在缺陷，青春期

身高低于同龄者
［２］
。最新研究显示成年后骨质疏

松以及骨量丢失与胚胎发育存在一定的关系
［３］
。

关于尼古丁对骨代谢的影响报道较多
［４］
，但对于孕

期尼古丁暴露对骨发育机制的研究目前较少，本研

究从成骨细胞分化的角度探究孕期长期暴露尼古

丁对成骨细胞（ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ，ＯＢ）骨形态发生蛋白 ４
（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＭＰ－４）／Ｓｍａｄ信号通
路的影响。

材料与方法

１．实验材料：清洁级 ＳＤ健康雌性与雄性大鼠由
笔者医院动物实验中心提供，平均体重为 ２３３．４６±
４６．２８ｇ，实验动物许可证号为：ＳＹＸＫ（京）２０１４－
００２３，本研究经动物伦理委员会批准同意，批号为
ＩＡＣＵＣ－０４（２０１４０８１９）。每天１８：００～２０：００时将雌
雄大鼠进行按照１∶１比例进行合笼，清晨对雌性大鼠
阴道涂片检测到精子者为受孕，挑选受孕后的雌鼠

４０只随机分为两组，即对照组与实验组，每组 ２０只，
实验组在受孕后第 ９天于皮下注射 ２ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）尼
古丁，早晚各 １次，每次注射量为 １ｍｇ／ｋｇ，直至自然
分娩

［５］
。对照组大鼠在相同时间内注射 ２ｍｇ／（ｋｇ·

ｄ）生理盐水，给药时间和给药部位均相同，期间饮食
情况相同。

２．试剂与仪器：尼古丁注射液购自于北京世桥生
物制药有限公司；蛋白凝胶成像仪、荧光定量 ＰＣＲ仪
购自于美国 Ｂｉｏ－ｒｅｄ公司，ＣＯ２培养箱、显微镜购自
于 Ｎｉｌｋｏｎ公司。ＤＭＥＭ培养基购自于 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，
胎牛血清购自于美国 Ｇｉｂｃｏ公司，胰蛋白酶购自于美
国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司，ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂购自于美国
Ｂｉｏ－ｒｅｄ公司，兔抗鼠 ＢＭＰ－４、Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、
Ｓｍａｄ８、Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ单克隆抗体均购自于 ＣＳＴ公
司，Ｓｍｕｒｆ１、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔单克隆抗
体购自于美国 Ｒ＆Ｄ公司；ＡＬＰ活性检测试剂盒、ＲＮＡ
提取和反转录试剂盒均购自北京天根生化科技有限

公司，２×ＳＹＢＲＭｉｘ购自于宝生物工程（大连）有限

公司。

３．子代乳鼠处理：将新生 ３天子代乳鼠拉颈处
死，浸泡在７５％乙醇溶液进行脱水、消毒处理，在超
净台中进行操作，ＰＢＳ溶液清洗乳鼠，剪开颈部，收集
颅骨，置放于 ＰＢＳ溶液中，剥离颅骨结缔组织，采用
ＰＢＳ溶液清洗骨片，加入 ０２５％胰酶溶液 ３７℃处理
１０ｍｉｎ，加入含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基离心终
止消化，离心后收集沉淀加入 ＰＢＳ溶液清洗，将骨片
剪碎成 １ｍｍ×１ｍｍ碎片，加入 ０．１％Ⅱ型胶原酶
３７℃温育１ｈ，加入含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ终止消
化，离心后收集沉淀加入 ＰＢＳ溶液清洗再次离心后
沉淀为 ＯＢ，加入１５％胎牛血清的 ＤＭＥＭ进行细胞培
养，放置于 ３７℃ ５％ＣＯ２，培养箱中进行原代培养，当
细胞贴壁生长数达到８０％，进行传代培养。

４．ＯＢ细胞鉴定：将培养至第 ３代的 ＯＢ放置盖
玻片滴加含有 β－甘油磷酸钠的培养基进行培养，待
细胞生长覆盖载玻片后置于显微镜下对细胞形态进

行鉴定。

５．碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）染色
率检测：ＯＢ细胞经过培养后用 ＰＢＳ溶液进行清洗，
消化离心后保留细胞沉淀，加入培养基重悬细胞，接

种于放置载玻片的６孔细胞培养板中，随后采用钙钴
法进行染色，具体操作：常规制备石蜡切片，脱蜡后加

入 ＡＬＰ孵育液，３７℃孵育 ２ｈ，蒸馏水冲洗 ２ｍｉｎ，加入
硝酸钴溶液３７℃孵育５ｍｉｎ，蒸馏水洗 ５ｍｉｎ，加入 １％
的硫化铵中２ｍｉｎ，切片放入硫化工作液，孵育 ２ｍｉｎ，
蒸馏水冲洗 １０ｍｉｎ，采用不同浓度乙醇进行脱水处
理，每次１ｍｉｎ，置于二甲苯中进行透明处理 ３次，每
次１ｍｉｎ，最后在载玻片上加入中性树脂进行封片。
将切片置于显微镜下，选取具有代表性的 １０个视野
进行阳细胞计数；染色率（％）＝细胞染色数／细胞总
数 ×１００％。

６．ＲＴ－ＰＣＲ法测定 ＯＢ细胞中 ＢＭＰ－４、Ｓｍａｄ１、
Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８、Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ、Ｓｍｕｒｆ１表达：采用
ＲＮＡ提取试剂盒对培养后的 ＯＢ总 ＲＮＡ进行提取，
采用反转录试剂盒（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）对
所提取 ＲＮＡ进行反转录为 ｃＤＮＡ，ＢＭＰ－４、Ｓｍａｄ１、
Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８、Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ、Ｓｍｕｒｆ１以及内参
ＧＡＰＤＨ引物由广州Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，序列见表１。

·８５·
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反应体系：１０×ｃＤＮＡ模板１μｌ，上下游引物各 ０５μｌ，
Ｈ２Ｏ８μｌ，２×ＳＹＢＲＭｉｘ１０μｌ。按照反应程序 ９５℃
３ｍｉｎ，９４℃ １０ｓ、６０℃ ２０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ，３０个循环，７２℃
１０ｍｉｎ。利用 ＣＦＸｍａｎａｇｅｒ３０软件进行 Ｃｑ值分析，
以 ＧＡＰＤＨ作为内参基因按照２－ΔΔＣｑ算法进行基因相
对定量表达分析。

表 １ＲＴ－ＰＣＲ引物序列　

检测指标／内参 方向 引物序列（５′→３′）
Ｓｍａｄ１ 正向 ＴＧＧＴＴＣＣＡＡＧＣＡＧＡＡＧＧＡＡＧ

反向 ＴＴＣＣＴＧＡＴＴＣＣＴＴＣＣＡＣＣＡＧ
Ｓｍａｄ５ 正向 ＴＴＣＣＴＧＡＴＴＣＣＴＴＣＣＡＣＣＡＧ

反向 ＴＡＴＧＣＴＧＧＧＣＡＴＧＡＴＣＴＧＡＧ
Ｓｍａｄ８ 正向 ＧＡＣＡＣＧＴＧＴＴＴＣＣＧＣＡＧＴＣ

反向 ＧＧＧＧＴＣＴＧＴＧＡＡＧＣＣＡＴＣＴＡ
ＢＭＰ４ 正向 ＧＴＴＣＡＡＧＡＴＴＧＧＣＴＣＣＣＡＡＧ

反向 ＣＴＴＣＣＣＧＧＴＣＴＣＡＧＧＴＡＴＣＡ
Ｒｕｎｘ－２ 正向 ＧＣＡＣＴＡＴＣＣＡＧＣＣＡＣＣＴＴＣＡ

反向 ＣＴＴＣＣＡＴＣＡＧＣＧＴＣＡＡＣＡ
Ｏｓｔｅｒｉｘ 正向 ＧＡＧＡＣＴＣＡＡＣＡＧＣＣＣＴＧＧＧ

反向 ＧＧＧＴＧＧＧＴＡＧＴＣＡＴＴＧＧＣＡＴ
Ｓｍｕｒｆ１ 正向 ＧＧＡＡＴＴＣＣＡＴＡＴＧＧＡＣＡＣＴＴ

反向 ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＴＴＡＴＡＧＴＣＣＴ
ＧＡＰＤＨ 正向 ＧＴＣＡＴＣＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧＧ

反向 ＧＡＧＣＴＴＧＡＣＡＡＡＧＴＧＧＴＣＧＴ

　　７．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＯＢ中 Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、
Ｓｍａｄ８、ＢＭＰ－４、Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ、Ｓｍｕｒｆ１蛋白表达：
在培养后的 ＯＢ中加入蛋白裂解液在冰上进行 ３０ｍｉｎ
裂解反应，置于离心机中 １２００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ收集
上清液，利用 ＢＣＡ法测定提取蛋白浓度，随后制备
８％分离胶、１２．５％浓缩胶，蛋白上样量统一为 ３０μｇ，
起始电压设置为 ８０Ｖ，样品进入分离胶后，电压调整
为１２０Ｖ，反应结束后将蛋白凝胶转移至 ＰＶＤＦ膜上，
在冰上保持 ４℃，电压设置为 １００Ｖ，进行 １ｈ转膜反
应，加入 ＴＢＳＴ溶液进行清洗后，加入 ５％脱脂牛奶
３７℃进行进行封闭 １ｈ，将 ＰＶＤＦ膜进行清洗，每次
１０ｍｉｎ。加入一抗稀释液 （Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８、
ＢＭＰ－４、Ｓｍｕｒｆ１抗体），４℃震荡过夜，加入 ＰＢＳＴ溶
液清洗３次，每次１０ｍｉｎ，加入二抗稀释液，室温下孵
育２ｈ，ＰＢＳＴ清洗后用凝胶成像仪对蛋白表达结果进
行分析。

８．统计学方法：应用 ＳＰＳＳ２１．０统计学软件对数
据进行统计分析，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，组间比较采用 ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

结　　果

１．大鼠 ＯＢ细胞鉴定：倒置显微镜观察初代细胞

在培养第４～５天呈簇状生长，随着培养时间的延长
细胞逐渐聚集形成纤维状，细胞呈梭形，紧密相邻

（图１Ａ）。细胞培养至第 ３代时，细胞迅速贴壁均匀
生长恢复至长梭形，细胞形态较单一（图１Ｂ）。

图 １　乳鼠 ＯＢ细胞形态（ＡＬＰ染色，×１００）
Ａ．原代乳鼠 ＯＢ细胞；Ｂ．第３代乳鼠 ＯＢ细胞

２．各组乳鼠 ＯＢ细胞 ＡＬＰ染色率检测：ＡＬＰ染色
显示 ＯＢ细胞胞体较大，细胞核染色呈蓝紫色，细胞
质呈淡紫色，对照组 ＡＬＰ细胞染色率（４２．６９±
５１６）％高于实验组（１８．６７±３．１９）％，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５），详见图２。

图 ２　ＯＢ细胞 ＡＬＰ染色（×４００）
Ａ．对照组；Ｂ．实验组

３．ＯＢ细胞中 ＢＭＰ－４、Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８、
Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ、Ｓｍｕｒｆ１表达：ＲＴ－ＰＣＲ结果显示实
验组 ＢＭＰ－４、Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８、Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ
ｍＲＮＡ表达量均低于对照组，Ｓｍｕｒｆ１ｍＲＮＡ高于对照
组，差异有统计学意意义（Ｐ＜０．０５），详见图３。

４．各组乳鼠 ＯＢ中 ＢＭＰ－４、Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、
Ｓｍａｄ８、Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ、Ｓｍｕｒｆ１蛋白表达：Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法检测结果显示，实验组乳鼠 ＯＢ中 Ｓｍａｄ１、
Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８、ＢＭＰ－４、Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ蛋白表达
量均低于对照组，Ｓｍｕｒｆ１蛋白表达量高于对照组。
蛋白条带灰度扫描结果显示，实验组乳鼠 ＯＢ中
ＢＭＰ－４、Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８、Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ蛋
白相对灰度值均低于实验组，Ｓｍｕｒｆ１蛋白相对灰度
值高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），详见
图 ４，表 ２。

·９５·
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图 ３　ＯＢ细胞中 ＢＭＰ－４、Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８、

Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ、Ｓｍｕｒｆ１ｍＲＮＡ表达
ａ．ＢＭＰ－４；ｂ．Ｓｍａｄ１；ｃ．Ｓｍａｄ５；ｄ．Ｓｍａｄ８；ｅ．Ｒｕｎｘ－２；

ｆ．Ｏｓｔｅｒｉｘ；ｇ．Ｓｍｕｒｆ１；与对照组比较，Ｐ＜０．０５

图 ４　ＯＢ中 Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８、ＢＭＰ－４、

Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ、Ｓｍｕｒｆ１蛋白表达
ａ．ＢＭＰ－４；ｂ．Ｓｍａｄ１；ｃ．Ｓｍａｄ５；ｄ．Ｓｍａｄ８；

ｅ．Ｒｕｎｘ－２；ｆ．Ｏｓｔｅｒｉｘ；ｇ．Ｓｍｕｒｆ１

讨　　论
机体内骨含量保持稳定主要依靠骨重建，成骨细胞

是骨形成中重要的功能细胞，在骨基质形成、分泌、矿化

中发挥重要作用。尼古丁是烟草的主要成分，胚胎发育

时期或儿童期长期接触尼古丁会导致器官功能、组织、

基因表达发生变化，对于少年时期到成年甚至整个生命

过程造成严重的威胁
［６］
。有较多研究显示胚胎早期骨

发育缺陷与后期骨病存在密切的相关性，因此探究孕期

尼古丁暴露对于子代成骨的影响十分重要
［７，８］
。

表 ２　ＯＢ中 Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８、ＢＭＰ－４等蛋白扫描灰度值（ｘ±ｓ，ｎ＝２０）

组别 ＢＭＰ－４ Ｓｍａｄ１ Ｓｍａｄ５ Ｓｍａｄ８ Ｒｕｎｘ－２ Ｏｓｔｅｒｉｘ Ｓｍｕｒｆ１
对照组 ０．８６±０．３７ ０．９２±０．２６ ０．９５±０．３４ ０．８４±０．２２ ０．９３±０．３６ ０．９４±０．３８ ０．３４±０．０７
实验组 ０．３４±０．１８ ０．２１±０．１３ ０．３２±０．１７ ０．２６±０．１５ ０．３７±０．１９ ０．２４±０．１３ ０．７９±０．１３
ｔ ５．６５２ １０．９２３ ７．４１２ ９．７４１ ６．１５２ ７．７９５ １３．６３０
Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　目前检测成骨细胞的方式主要有 ＡＬＰ染色法、
Ⅰ型胶原以及钙结节观察法，对细胞成骨分化能够进
行充分的鉴定，且操作简便，是评价骨代谢的重要方

式
［９～１１］

。本研究经过传代培养显示细胞具有成骨细

胞的形态以及特征，表明所培养的细胞为 ＯＢ细胞，
且具有一定的成骨能力。但本研究中 ＡＬＰ染色显示
在实验组中 ＯＢ细胞 ＡＬＰ阳性表达率明显低于对照
组，表明孕期长期摄入尼古丁对成骨细胞的分化具有

一定的抑制性作用，相关研究显示 ＡＬＰ是成骨分化
的重要标志性酶，主要出现在骨钙化前，这一结论支

持本研究观点
［１２］
。

较多研究均已证实 ＢＭＰ是诱导 ＯＢ细胞成骨分
化的一类细胞因子，在胚胎发育中发挥重要的促进作

用，在成骨细胞增殖、分化中起着关键性作用，ＢＭＰｓ
与细胞膜受体结合后激活蛋白激酶，使 Ｓｍａｄ１、
Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８在细胞核内与 Ｓｍａｄ４形成复合物后与
ＤＮＡ蛋白结合激活下游相应靶基因发生转录［１３～１５］

。

ＢＭＰ－４在胚胎时期骨骼发育中十分重要，能够促进
骨髓间充值干细胞分化以及软骨生长，体内以及体外

研究也显示 ＢＭＰ－４能够诱导软骨与骨的形成［１６］
。

Ｓｍａｄ蛋白是细胞内信号转导中介蛋白，核外细胞因
子经过 Ｓｍａｄ将信号传入细胞核内激活各类转录因
子，促进细胞定向分化。体外研究显示 ＢＭＰ－４／
Ｓｍａｄｓ信号通路在成骨各个阶段如成骨细胞分化中
起着重要的调控作用

［１７，１８］
。动物研究显示 ＢＭＰ－４／

Ｓｍａｄｓ信号缺失后成骨细胞功能以及骨骼发育均存
在一定的缺陷，增强 ＢＭＰ－４／Ｓｍａｄｓ信号后能够增强
成骨细胞相关特异基因的表达

［１９］
。最新国外研究显

示 ＢＭＰ－４／Ｓｍａｄｓ信号通路障碍能够抑制骨形成以及
骨量减少

［２０］
。本研究通过不同检测方式结果显示，实

验组 ＢＭＰ－４、Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８基因与蛋白表达
量明显低于对照组，表明孕期长期接触尼古丁对于子

代 ＢＭＰ－４／Ｓｍａｄｓ信号通路具有一定的抑制作用。
Ａｒｔｉｇａｓ等［２１］

和 Ｘｕ等［２２］
研究显示，ＯＢ细胞中

Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ在 ＯＢ分化中发挥重要作用，是 ＯＢ
细胞核内重要转录因子。动物研究证实 Ｒｕｎｘ－２基
因缺失后骨细胞无分化能力，Ｏｓｔｅｒｉｘ基因敲除后 ＯＢ
细胞丧失分化功能，骨形成受到阻碍

［２３，２４］
。体内外

研究均显示 ＢＭＰ－４／Ｓｍａｄｓ信号缺失能够抑制转录
因子 Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ的表达［２５～２７］

。本研究显示实

·０６·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｎｏｖ２０１８，Ｖｏｌ．４７Ｎｏ．１１　　



验组 Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ基因与蛋白表达量均低于对照
组，说明 ＯＢ细胞分化受到一定的抑制，可能是
ＢＭＰ－４／Ｓｍａｄｓ信号通路障碍导致信号传输中断影
响细胞核内Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ的表达，进而影响ＯＢ细
胞分化。Ｓｍｕｒｆ１属于 Ｅ３泛素连接酶 ＨｅｃｔＡ区域成
员，通过与 Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２等相互作用，使 ＢＭＰ
信号通路蛋白降解，从而负性调控 ＢＭＰ信号通
路

［２８］
。动物研究显示，Ｓｍｕｒｆ１缺失小鼠生长正常，且

由于 Ｓｍｕｒｆ１缺失引起 ＢＭＰｓ活性增强，导致成骨细胞
活性增强，从而表现出年龄依赖性的骨量增加，说明

Ｓｍｕｒｆ１缺失有利于成年小鼠的骨形成［２９］
。本研究显

示实验组 Ｓｍｕｒｆ１表达高于对照组，说明 Ｓｍｕｒｆ１活性
增强后可抑制 ＢＭＰ－４／Ｓｍａｄｓ信号通路，进而抑制
ＯＢ细胞分化，结合以上研究提示 Ｓｍｕｒｆ１可能负调控
ＢＭＰ－４／Ｓｍａｄｓ信号通路，进而影响 ＯＢ分化。

本研究还存在一定的不足，由于研究条件有限，

对尼古丁注射液剂量并未进行深入研究，仅进行预实

验观察，因此整个实验结果受限。总之，孕期尼古丁

暴露对子代乳鼠 ＯＢ细胞分化存在一定的抑制，可能
与阻碍上调 Ｓｍｕｒｆ１表达、抑制 ＢＭＰ－４／Ｓｍａｄｓ信号
通路、转录因子 Ｒｕｎｘ－２、Ｏｓｔｅｒｉｘ的表达有关。
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