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HDAC4 通过成骨作用参与骨愈合的研究进展

陆一凤 　 徐家宁 　 唐 　 昊

摘 　 要 　 临床上骨折愈合以软骨内成骨和膜内成骨联合进行,新生的成骨细胞通过软骨细胞为中介形成或直接由募集的骨

髓间充质干细胞分化而来。 组蛋白去乙酰化酶 4( recombinant histone deacetylase 4,HDAC4)通过调控软骨内成骨和膜内成骨中

关键基因 Runx2 和 MEF2 调节软骨细胞肥大增生和成骨分化。 通过抑制 HDAC4 活性的微小 RNA(miRNA)能有效促进骨髓干细

胞的成骨分化和软骨细胞肥大。 基于以上组蛋白去乙酰化酶 4 抑制剂有望成为促进骨折愈合的新药。 本文总结了 HDAC4 及作

用于 HDAC4 的微小 RNA 在软骨内成骨、成骨分化中作用的研究。
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　 　 伴随着社会老龄化的加剧,骨折的发生人数逐年

增加。 大多数的骨折患者能正常愈合,但仍有 5% ~
10% 的骨折患者出现骨折延时愈合甚至骨不愈合,给
患者带来痛苦的同时还增加额外的经济负担 [1,2] 。
通过促进骨折愈合的治疗方式能有效减低骨折愈合

并发症的发生,同时也是治疗骨不连的有效手段。 目

前临床已应用的促进骨折愈合的方法包括骨移植、物
理辅助疗法、使用促进成骨的生长因子和某些激素

等 [3] 。 但是这些治疗手段也有一定局限性:骨移植

可能增加手术感染和排异风险;物理辅助治疗时间

久、效果不确切;活性因子和激素价格昂贵。 通过认

识骨折愈合的方式和分子机制,探索新的促进骨折愈

合手段依然是研究热点。 通过增强细胞募集、促进成

骨细胞形成、促进血管侵袭是加速骨折愈合的关键靶

点 [4] 。 HDAC4 作为已知的能同时促进软骨细胞增生

肥大及成骨细胞分化的关键靶点,目前鲜有文献明确

支持 HDAC4 在骨折愈合中的作用。
一、骨折愈合的机制与组蛋白去乙酰化酶 4
1. 骨折愈合:骨折愈合的方式包括:软骨内成骨

和膜内成骨。 膜内成骨见于骨折断端之间稳定时,新
生的成骨细胞直接由骨髓干细胞分化;软骨内成骨见

于不稳定的骨折,骨髓干细胞首先分化成软骨细胞,
形成质地较软的软骨痂临时稳定骨折断端,随后软骨

细胞增生肥大转化为成骨细胞、软骨基质被坚硬骨基

质替代逐渐形成新骨。

从理论上讲,解剖复位且坚强固定的骨折,通过

膜内成骨愈合,而在一些粉碎性、骨折断端复位欠佳、
难以作到坚强固定的骨折中需要通过软内成骨来实

现骨愈合。 在现实中,即使在最简单的骨折中,也存

在一定程度的软骨内成骨。 同样,即使是大范围移位

骨折,复位也有膜内成骨区域 [5] 。 因此可以认为临

床上大多数骨折会介于这两个骨折愈合极端之间,结
合膜内成骨和软骨内成骨。

软骨细胞在骨折愈合中发挥着至关重要的作用,
在提供生物力学支持的同时软骨细胞能诱导新生血

管形成和骨化 [6] 。 肥大前软骨细胞产生Ⅱ型胶原蛋

白作为细胞外基质 [7] 。 骨折部位的软骨细胞增殖和

Ⅱ型胶原基质的产生能降低断端之间的应力,使骨折

愈合能够进行 [5] 。
当骨折断端间张力达到骨折愈合所需的条件时,

肥大前软骨细胞开始肥大,随后产生细胞因子和生长

因子促进新生血管侵入和骨化。 近年来文献提出,这
些细胞释放含有碱性磷酸酶、纳米羟基磷灰石的囊

泡。 囊泡内容物能与Ⅹ型胶原蛋白一起促进骨骼重

要前体Ⅱ型胶原蛋白钙化;还含有高浓度的血管内皮

生长因子(vascular endothelial growth factor,VEGF)和
骨形态发生蛋白 2 ( bone morphogenetic protein - 2,
BMP - 2),分别促进血管生成和成骨生成 [8] 。

成骨细胞是主要的骨形成细胞,在植入软的愈伤

组织时,与血管内皮细胞相互作用。 在成骨微环境

中,成骨细胞会产生 Ⅰ 型胶原蛋白、羟基磷灰石、
BMP - 2 和额外的 VEGF,通过促进Ⅰ型胶原蛋白上

的微羟基磷灰石沉积,从而促进进一步的血管重建并

继续骨化 [9] 。
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因此软骨细胞增殖肥大和骨髓间充质干细胞成

骨分化在骨折愈合中起到重要用,这两个过程都受到

多种因素调节,HDAC4 是其中一个作用因素。
2. 组蛋白去乙酰化酶 4: 组蛋白去乙酰化酶家族

主要通过控制组蛋白乙酰化来调节染色质重塑和基

因转录。 根据基因的同源性,目前把组蛋白去乙酰化

酶分为 4 个大类 [10] 。
HDAC4(histone deacetylase 4)作为Ⅱa 类的组蛋

白去乙酰化酶,主要存在于细胞质之间,它可以通过

磷酸化状态的改变、与辅助因子的协作和在细胞质和

细胞核之间的转移来进行功能调控。 相较于其他

HDACs,HDAC4 本身组蛋白去乙酰化酶作用较弱,但
能通过与其他组蛋白去乙酰化酶相互作用来增强自

身酶 的 活 性, 比 如: 与 HDAC3 和 HDAC5 相 互 作

用 [11] 。 同时 HDAC4 具有非组蛋白去乙酰化酶作用,
通过使组蛋白甲基化来调节基因转录 [12] 。 此外,
HDAC4 可以通过与多种转录因子相互作用来调节基

因转录,这些因子包括 Runt 相关转录因子 2( runt -
related transcription factor 2,Runx2)、心肌细胞增强子

因子 2 (myocyte enhancer factor 2,MEF2)、血清反应

因子、异染色质蛋白 1、核因子 κB( nuclear factor κB,
NF - κB) 和激活转录因子 4 ( activating transcription
factor 4,ATF4) [13] 。 HDAC4 可以通过组蛋白去乙酰

化酶、非组蛋白去乙酰化酶和体内某些关键转录因子

的表达参与许多生理和病理过程。
HDAC4 在分化成熟的成骨细胞和增生前的软骨

细胞中高度表达 [14] 。 HDAC4 通过对软骨肥大关键

转录因子的表达和核质不同的位置来影响软骨细胞

肥大同时 HDAC4 能够抑制成骨分化过程中关键转

录因子 Runx2 表达抑制成骨分化。 因此 HDAC4 有

望成为促进骨折愈合的有效靶点。
二、HDAC4 对软骨内成骨的影响

目前认为在软骨内成骨中新生的骨细胞来源与

间充质干细胞分化的软骨细胞转化而来,在这一过程

中软骨细胞的肥大是血管侵袭、成骨分化和软骨内成

骨的关键步骤。 在增生前软骨细胞中高度表达的

HDAC4,通过对软骨肥大关键转录因子的表达和核

质不同的位置来影响软骨细胞肥大,从而影响骨愈合

的发展。
在软骨内成骨过程中,软骨细胞肥大受到多种细

胞因子的影响。 目前被广泛认识的有关因子包括刺

猬因子( indian hedgehog signaling molecule,IHH)、甲
状旁腺激素相关蛋白、X 型胶原、基质金属蛋白酶 13

(matrix metallopeptidase 13, MMP13 )、 VEGF、 Runx2
和肌细胞特异性增强因子 2C(myocyte enhancer factor
2C,MeF2C) [15] 。 HDAC4 主要通过抑制 MEF2C 和

Runx2 的功能抑制软骨内成骨,进而影响骨的发育及

愈合 [16] 。
MeF2C 是作为 MeF2 的亚型之一,可以通过调节

Col - X、Runx2、IHH 和 VEGF 的功能,在软骨细胞肥

大和软骨内成骨中起着重要作用 [17] 。 研究表明,
HDAC4 在体外和体内对 MEF2C 具有亲和力,通过抑

制 MEF2C 从而来抑制软骨细胞肥大。 研究发现,
CaM 与 HDAC4 的结合导致 HDAC4 与 MEF2 分离,
从而解除 MEF2 受 HDAC4 诱导的转录抑制 [18] 。 然

而,目 前 关 于 HDAC4 抑 制 软 骨 细 胞 和 骨 形 成 中

MEF2C 的机制的研究很少。
Runx2 作为 Runt 基因家族的一员,在调节软骨

细胞骨化和成细胞代谢中起重要作用。 Runx2 主要

对很多骨基质蛋白基因的表达起促进作用,如Ⅰ和Ⅱ
型胶 原 蛋 白、 骨 桥 蛋 白、 骨 钙 蛋 白、 纤 连 蛋 白 和

MMP13 等 [19] 。 HDAC4 是 Runx2 的负调节因子,通
过与 Runx2 阻遏结构域结合,抑制 Runx2 的基因表

达 [20] 。 HDAC4 通过脱乙酰化使非组蛋白 Runx2 脱

乙酰化,并通过泛素蛋白介导的蛋白水解增强其降

解 [21] 。 通过 EGFR 信号通路刺激 HDAC4,直接抑制

Runx2 启动子活性及其蛋白质表达水平 [20] 。 此外,
HDAC4 还通过 TGF - β( transforming growth factor -
β)信号通路抑制 Runx2 功能 [22] 。 April 等 [23] 通过基

因插入的方式(在 HDAC4 基因片段的近端外显子和

终止子之间)使 HDAC4 在斑马鱼中的功能丧失,结
果发现实验鱼中 Runx2A 和 Runx2B 的表达增加且软

骨骨 化 明 显, 表 明 HDAC4 在 斑 马 鱼 中 通 过 抑 制

Runx2 基因的表达从而抑制软骨的骨化激活。
通过抑制 HDAC4 向细胞核的移位减少 HDAC4

对靶基因的抑制。 核质转运被认为是控制 HDAC4
转录辅抑制功能的一个重要过程,研究人员认为,
HDAC4 定位到细胞核是抑制转录所必需的。 14 -
3 - 3 伴侣蛋白通过 s246、s467 和 s632 磷酸丝氨酸与

HDAC4 相互作用,将磷酸化的 HDAC4 从细胞核护送

至细胞质,从而减轻 HDAC4 诱导的对靶蛋白的抑

制。 钙调素依赖性蛋白激酶优先磷酸化 HDAC4 的

s246、s467 和 s632 位点,以促进其核输出和与 14 -
3 - 3 蛋白的相互作用;HDAC4 核内聚集能增加对靶

基因转录的抑制能力 [24] 。 近年来一项研究表明,
PTHrP 通过减少 HDAC4 的磷酸化,减少细胞核内的
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HDAC4 向细胞质转移,使核内的 HDAC4 与 Mef2 和

Runx2 结合并阻断它们的活动从而抑制软骨细胞肥

大 [25] 。
三、HDAC4 对成骨分化的影响

骨髓干细胞的成骨分化是膜内成骨中新生骨的

来源之一。 目前发现在成骨细胞分化成熟中起重

要的信号通路(例如 Wnt、Notch、IHH、Bmp、Fgf 信号

通路) ,以及众多的转录因子 (包括 Runx2、Osterix
等) [3] 。

研究发现,HDAC4 能够抑制成骨分化过程中关

键转录因子 Runx2 表达抑制成骨分化,进而影响骨折

愈合。 通过慢病毒介导的方式使体外培养的骨髓干

细胞 Tgif2 ( TGF - β induced factor homeobox 2)过表

达,实验发现 Tgif2 通过调节 pSmad3 / HDAC4 / H4AC /
Runx2 信号轴来调节成骨分化:TGF - β 家族成员与

TGF - β 受体 2 结合并募集 TGF - β 受体 1, 磷酸化

的 TGF - β 受 体 1 激 活 Smad2 和 Smad3, 随 后

Smad2 / Smad3 磷酸化易位到细胞核中,在细胞核中磷

酸化的 Smad 复合物通过与 Tgif2 募集的 HDAC4 相

互作用,抑制特异性成骨基因表达从而抑制成骨分

化 [22] 。 在 TMCO1 介导的 Ca2 + 丢失实验中,研究者

发现 TMCO1 的缺失,降低了 HDAC4 磷酸化水平,增
加了 HDAC4 在细胞核内的积累,这导致 Runx2 的脱

乙酰基和降解,实验小鼠表现出骨质疏松症的特

征 [26] 。
四、miRNA 通过 HDAC4 调节软骨细胞肥大和

成骨细胞分化

微小 RNA 属于体内小的单链非编码 RNA 分子

家族,由 21 ~ 25 个核苷酸组成,能通过复杂的多步骤

过程调节人体约 30% 的蛋白质编码基因。 miRNA 通

过干扰信使 RNA 的翻译对细胞分化和凋亡起调节作

用。 miRNA 通过与 mRNA 的 3′ - UTR 之间的互补

性程度和性质决定了基因调节方式:当完全互补

是,目标 mRNA 就会降解;如果只是部分的互补,目
标 mRNA 翻 译 被 抑 制, 导 致 蛋 白 表 达 水 平 降

低 [17,20,27 ~ 30] 。 目前已发现多个通过对 HDAC4 表达

进行调控的 miRNA 来调节软骨细胞肥大和成骨细胞

分化。
在软骨内成骨中,微小 RNA 通过改变 HDAC4 的

亚细胞位置从而影响其对于靶基因的表达调控。 研

究发现在骨骼发育过程中,miR - 1 通过靶向抑制

HDAC4 的表达促进软骨细胞分化 [21] 。 miR - 365 通

过抑制 HDAC4 而促进软骨细胞增殖和分化 [30] 。

微小 RNA 也能通过抑制 HDAC4 的表达来促进

骨髓干细胞向成骨细胞分化。 在糖皮质激素对骨质

内环境影响的研究中,王凤生等研究发现在体外,
miR - 29a 通过抑制组蛋白去乙酰化酶 4(HDAC4)的
表达提高了成骨分化能力,抑制了骨髓间充质祖细胞

向脂肪细胞分化,同时 miR - 29a 能够减少长期使用

糖皮质激素引起的骨组织中乙酰化 Runx2 和 β - 环

蛋白的数量,并降低了 RANKL、瘦素和糖皮质激素受

体的表达 [31] 。 Pan 等 [32] 研究了一种利用 PEI 修饰的

金纳米颗粒(AuNPs)协同促进成骨细胞分化的miR -
29b 递送系统发现,AuNPs / miR - 29b 通过诱导成骨

基因(Runx2、OPN、OCN、ALP)的表达,促进成骨细胞

分化和矿化。 但对基因表达调控的机制未做明确说

明。 随后刘秋玲等 [33] 制备了包含新型细胞穿透肽

R9 - LK15 和 miR - 29b 的纳米复合物,研究发现

R9 - LK15 / miR - 29b 纳米复合物通过上调碱性磷酸

酶表达和下调 HDAC4 表达,促进 BMSCs 的成骨分化

和细胞外基质矿化。
五、展 　 　 望

HDAC 广泛表达于体内各细胞中,通过对基因转

录和翻译的调控在众多疾病的发生、发展中起到重要

作用,与此同时越来越多的组蛋白去乙酰化酶抑制成

为相关疾病的有效治疗药物。 HDAC4 作为 HDACs
家族一员,能对软骨细胞肥大和成骨细胞分化产生抑

制作用,微小 RNA 通过抑制 HDAC4 的活性有效促进

软骨细胞肥大和成骨细胞分化。 软骨肥大和成骨分

化是软骨内成骨和膜内成骨的关键步骤,因此有理由

认为通过抑制 HDAC4 是有效促进骨折愈合的方式。
目前使用的组蛋白去乙酰化酶抑制均为广谱抑

制剂,能同时作用多个组蛋白去乙酰化酶,且选择性

弱、毒性较大、有较多不良反应,研究新型的、高选择

性的 HDAC4 抑制剂是今后的研究方向。
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