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[摘要]     目的   前期研究发现降钙素基因相关肽（CGRP）能够促进成骨细胞的生物学活性，为了进一步揭示CGRP在

骨修复中的作用，检测CGRP对小鼠骨髓间充质干细胞（BMSCs）成骨分化的影响，并对Hippo通路在这个过程中的

作用进行了初步探讨。方法   在体外诱导培养的BMSCs中加入不同浓度的CGRP，处理48 h后测试碱性磷酸酶（ALP）

活性，以筛选的优势浓度；处理7 d后进行茜素红染色，分别检测细胞的分化情况。应用Western blot检测CGRP作用

于BMSCs后，Hippo通路核心分子Mst1/2蛋白磷酸化的表达水平；利用Hippo通路抑制剂维替泊芬（Verteporfin）阻

断下游Yap信号，逆转录聚合酶链反应检测其对成骨相关因子Ⅰ型胶原蛋白（ColⅠ）、Runt相关转录因子2（Runx2）

mRNA的表达影响。结果   ALP活性检测结果显示，与空白对照组相比，10-9、10-8、10-7 mol·L-1浓度范围的CGRP都

能显著促进小鼠ALP活性的增加（P<0.05），以10-8  mol·L-1浓度的CGRP为最佳刺激浓度。用10-8 mol·L-1浓度的CGRP

处理后，茜素红染色显示钙化结节明显增多。CGRP能够显著上调p-Mst1/2蛋白的表达（P<0.05）；当运用了抑制剂

Verteporfin时，显著降低了CGRP诱导的Runx2、ColⅠ mRNA的表达（P<0.05）。结论   CGRP能够促进小鼠BMSCs

的成骨分化，且Hippo信号通路介导了CGRP作用于小鼠BMSCs成骨分化的过程。
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[Abstract]     Objective   Previous studies have clarified that calcitonin gene-related peptide (CGRP) can promote the biologi-

cal activity of osteoblasts. To further reveal the role of CGRP in bone repair, we studied its influence on osteogenic differentia-

tion of mouse bone marrow stromal cells (BMSCs) and initially explored the effect of the Hippo signaling pathway with this 

process. Methods   BMSCs were induced to osteogenic differentiate osteoblasts by different concentrations of CGRP for a 

screening of the optimal concentration. CGRP was added in BMSCs, then the activity of alkaline phosphatase (ALP) and the 

number of mineralized nodules were examined by specific ALP kits after 48 hours and alizarin red staining fluid after 7 days, 

respectively. The protein expression of p-Mst1/2 was measured by Western blot. Verteporfin was used to block the downstream 

Yap signaling. The mRNA expression of collagen typeⅠ(ColⅠ) and runt-related transcription factor 2 (Runx2) were detected 

by reverse transcription-polymerase chain reaction. Results   Compared to the blank group, different concentrations of CGRP 

(10−9, 10-8, 10−7 mol·L-1), especially 10−8 mol·L-1, significantly increased the ALP activity of BMSCs (P<0.05). Alizarin red 

staining also showed more mineralized nodules in 10−8 mol·L-1 group. The expression of p-Mst1/2 increased in the CGRP group 

(P<0.05). Verteporfin treatment effectively decreased the mRNA expression of Runx2 and ColⅠ(P<0.05). Conclusion   The 

Hippo signaling pathway plays a  role  in CGRP-induced 

osteogenic differentiation in mouse BMSCs.
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降钙素基因相关肽（calcitonin gene-related pep-
tide，CGRP）在骨发育、骨代谢、骨修复以及种植

体周围的骨重建中都具有重要的病理生理学意义。

本课题组在前期的实验中发现，CGRP能显著促进

体外培养的人MG-63成骨细胞样细胞和鼠成骨细胞

的增殖和分化，并且探究了MG-63细胞蛋白质组在

CGRP参与的骨创伤修复过程中的变化[1-2]，这些结

果更加明确了CGRP在骨修复中具有的重要意义。最

近，一条在果蝇细胞内发现的新通路——Hippo信

号通路，因其能够级联网络控制细胞的周期进程、

凋亡以及分化，是许多生理和病理过程的基础调节

器而备受关注[3-5]。骨修复本身是一个复杂的生理过

程，是多种细胞、细胞因子以及信号之间的协同参

与的紧密调控过程；在CGRP调控骨修复的过程中，

Hippo信号通路是否涉及其中，尚未见相关报道。众

所周知，骨髓间充质干细胞（bone marrow stromal 
cells，BMSCs）因具有取材方便、可塑性高、抗感

染能力强等特点，在骨组织损伤修复中应用前景十

分广阔[6-7]。为了进一步揭示CGRP在骨修复中的作

用，本研究检测了CGRP对小鼠BMSCs成骨分化的

影响，并初步探讨了Hippo通路在CGRP的调控过程

中所具有的作用。

1   材料和方法

1.1   材料

小鼠BMSCs细胞系C3H10T1/2购于中国科学院

上海生命科学研究院细胞库。CGRP、β-甘油磷酸

钠、抗坏血酸、地塞米松（Sigma公司，美国），p-
Mst1/2抗体（CST公司，美国），Hippo通路抑制剂

维替泊芬（Verteporfin）（Selleckchem公司，美国），

胎牛血清、DMEM/F12培养基、0.25%胰蛋白酶（Hy-
clone公司，美国），茜素红染液、青链霉素混合液

（北京索莱宝科技有限公司），碱性磷酸酶（alka-
line phosphatase，ALP）试剂盒（南京建成生物工程

研究所），总RNA提取试剂（RNAiso Plus）、反转

录反应试剂盒、实时定量荧光PCR试剂盒（Takara公

司，日本），全波长多功能酶标仪（Thermo公司，

美国）。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养   C3H10T1/2细胞常规用含10%胎牛

血清、1%青链霉素混合液的DMEM/F12培养基，在

37 ℃、5%CO2的饱和湿度培养箱中培养，隔天更换

1次培养基，待细胞融合达80%左右时用0.25%胰蛋

白酶消化传代。

1.2.2   细胞内ALP活性检测   C3H10T1/2细胞以每孔

1×105个的密度接种于6孔板中，待细胞贴壁生长至

对数生长期，分别加入0（空白对照组）、10-10、

10-9、10-8、10-7 mol·L-1的CGRP进行处理，48 h后收

集细胞裂解液，按试剂盒说明书进行ALP活性测定。

每组设置3个复孔。

1.2.3   茜素红染色   C3H10T1/2细胞以每孔1×105个的

密度接种于6孔板中，待细胞贴壁后随机分为空白对

照组和实验组。空白对照组不加CGRP，实验组加入

等量含10-8 mol·L-1 CGRP的培养基，每孔2 mL，每3 d
换液一次。7 d后弃掉培养基，PBS冲洗3次，95%无

水乙醇固定10  min，0.1%茜素红-Tris-Hcl（pH=
8.3）溶液37 ℃染色30 min，蒸馏水冲洗3次，干燥，

封片，镜下观察钙化结节形态、数目。    
1.2.4   Western blot检测p-Mst1/2蛋白表达   为了明确

CGRP诱导的C3H10T1/2细胞成骨分化过程中是否涉

及到Hippo信号通路，采用Western blot检测Hippo通

路核心分子Mst1/2磷酸化水平的变化。细胞以每孔

1×106个的密度接种于6孔板中，24 h后细胞贴壁，在

培养基中加入CGRP作用24、48 h后提取细胞总蛋白

并采用BCA法测样品蛋白含量。倍比稀释样品，每

孔上样量为20 μL。聚丙烯酰胺凝胶电泳（10%分离

胶、5%浓缩胶），转膜2 h，5%牛血清白蛋白（al-
bumin from bovine serum，BSA）封闭。一抗4 ℃孵

育过夜，TBST漂洗4次，每次10 min。加入相应二

抗，37 ℃孵育1 h，TBST漂洗4次，每次10 min。按

照电化学发光（electrochemiluminescence，ECL）

超敏试剂说明书显影，图像分析。

1.2.5   总RNA提取和荧光定量PCR检测   为了进一步

明确Hippo信号参与CGRP调控C3H10T1/2细胞成骨

分化的方式，采用Hippo信号通路抑制剂Verteporfin
对C3H10T1/2细胞进行预处理，并观察抑制Hippo信

号后，对CGRP作用于C3H10T1/2细胞Ⅰ型胶原蛋白

（collagen  typeⅠ，ColⅠ）、Runt相关转录因子2
（runt-related transcription factor 2，Runx2）mRNA
表达所产生的影响。将C3H10T1/2细胞以每孔1×105

个的密度接种于6孔板中，并随机分为空白对照组和

实验组。待细胞融合度达80%时，空白对照组和实

验组均加入成骨诱导培养基（含10 mmol·L-1 β-甘油

磷酸钠、50 mg·L-1抗坏血酸、1×10-8  mol·L-1地塞米

松、10%胎牛血清、1%青链霉素混合液）。实验组

加或不加Hippo通路抑制剂Verteporfin，提前0.5 h对

细胞行预处理。且实验组中还加入10-8  mol·L-1 CGRP
作用24 h和48 h，后收集细胞并用RNAiso Plus提取

总RNA，按试剂盒说明书取1 μg RNA合成cDNA，

再以cDNA为模板进行荧光定量PCR反应。反应条

件为：95 ℃ 30 s预变性后95 ℃ 5 s，60 ℃ 34 s，40
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个循环。所用引物由上海生工生物工程公司设计并

合成。引物序列如下。ColⅠ上游引物序列：5’-TA-
AGGGTCCCCAATGGTGAGA-3’，下游引物序列：

5’-GGGTCCCTCGACTCCTACAT-3’；Runx2上游引

物序列：5’-GCCGGGAATGATGAGAACTA-3’，下

游引物序列：5’-GGTGAAACTCTTGCCTCGTC-3’；
磷酸甘油醛脱氢酶（glyceraldehyde phos-phate dehy-
drogenase，GAPDH）上游引物序列：5’-GGTGAA-
GGTCGGTGTGAACG-3’，下游引物序列：5’-CTC-
GCTCCTGGAAGATGGTG-3’。反应结束后PCR仪自

动生成荧光循环阈值（cycle threshold，CT），用各

组mRNA与内参基因GAPDH的CT值差值（ΔCT）表

示各组mRNA相对表达量。

1.3   统计学分析  
采用SPSS 17.0统计软件对实验数据进行处理，

以上实验均重复3次，采用单因素方差分析进行差

异显著性分析，以P<0.05为差异有统计学意义。采

用GraphPad Prism 5软件作图。

2   结果

2.1   CGRP促进C3H10T1/2细胞分化的检测结果

不同浓度CGRP作用C3H10T1/2细胞48  h后，

0、10-10、10-9、10-8、10-7 mol·L-1组ALP活性测量值

分别为（190.342±7.406）、（223.475±9.911）、

（407.289±11.069）、（835.770±38.464）、（436.674±
28.521）  U·g  prot-1。与空白对照组相比较，除了

10-10  mol·L-1组外，其余各组均能显著促进细胞的ALP
活性（P<0.05），并呈浓度依赖性，且10-8 mol·L-1

为最佳刺激浓度，这与本课题组前期筛选的浓度是

一致的[8]。茜素红染色的结果提示，与空白对照组

相比，10-8 mol·L-1 CGRP处理后的C3H10T1/2细胞分

泌形成钙化结节的数目明显增多（图1）。

左：空白对照组；右：实验组。

图  1    成骨分化能力检测    茜素红染色    × 100

Fig  1    Ability of osteogenesis differentiation    alizarin red staining    × 100

2.2    CGRP促进C3H10T1/2细胞成骨分化中p-Mst1/2
         的表达变化

采用Western blot检测Hippo通路核心分子Mst1/2
磷酸化水平的变化结果见图2。在10-8 mol·L-1的CGRP
作用下，p-Mst1/2的表达相对于对照组都是明显增高

的（P<0.05）。这说明在CGRP的作用下，Hippo信

号产生了活化，这与前面的假设也是一致的。

上：p-Mst1/2；下：GAPDH。

图  2    CGRP对C3H10T1/2细胞p-Mst1/2表达的影响

Fig  2    Effect of CGRP on p-Mst1/2 protein expression in C3H10T1/2 cells

2.3   Verteporfin作用下CGRP诱导的ColⅠ、Runx2 mRNA
         表达的改变

运用Verteporfin后，无论是24 h还是48 h，都能

显著降低CGRP诱导的ColⅠ、Runx2的表达（P<0.01）

（图3）。提示Hippo信号在CGRP调节BMSCs成骨分

化中起一种正向调控作用。

     左：ColⅠmRNA；右：Runx2 mRNA；A：空白对照组；B：加CGRP、不加Verteporfin处理24 h；C：加CGRP、加Verteporfin处理24 h；

D：加CGRP、不加Verteporfin处理48 h；E：加CGRP、加Verteporfin处理48 h。

图  3    Verteporfin对CGRP作用下ColⅠ和Runx2 mRNA表达的影响

Fig  3    Influence of Verteporfin on CGRP-induced ColⅠand Runx2 mRNA expression
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3   讨论

BMSCs是中胚层来源的一种具有自我更新和多

向分化能力的成体干细胞，具有强烈的成骨潜能，

一直被认为是骨组织工程的理想种子细胞[9-10]。将

BMSCs与支架材料结合后移植到创伤部位是现今最

好的局部骨缺损修复方法之一[11]。在骨折的自然愈

合过程中，BMSCs能直接迁移至损伤部位增殖、分

化成骨[12]。动物骨折的模型中，与正常野生型小鼠

相比，糖尿病小鼠骨折愈合延迟，骨痂内BMSCs数

目显著减少[13]。如何有效地募集BMSCs至修复区并

促进其增殖与分化，一直是骨修复中存在的难点。

CGRP是一种主要由感觉神经分泌的小分子神经递

质，因在临床上颅脑损伤的骨折患者迅速的骨愈合

现象中被重视。骨折发生时，在骨折局部以及患者

血浆中CGRP含量均明显升高[14-15]；提示这个小分子

肽很可能参与了骨折修复的过程。体内实验证实，

CGRP基因敲除的小鼠与野生型小鼠相比，会表现

出更严重的骨缺失[16]。体外试验也明确了CGRP能

够诱导成骨细胞的增殖和分化[17]。作为骨修复最佳

的种子细胞BMSCs，是否也能够被CGRP作用并刺

激其生物学活性？实际上有学者[18]通过激光共聚焦

发现小鼠BMSCs表面存在着CGRP受体复合物：降

钙素受体样受体（calcitonin receptor  like receptor，
CRLR）和受体活性修饰蛋白（receptor activity modi-
fying protein，RAMP）。在本实验中观察了CGRP对

BMSCs成骨分化的影响，结果显示CGRP不仅能够

刺激成骨细胞的分化，也能够促进BMSCs的分化，

且浓度为10-8 mol·L-1时为最佳刺激浓度。最初关注到

Hippo信号通路时，是因为其与肿瘤的发生发展具

有密切联系。近年来，该通路在骨组织生长、代谢

尤其是干细胞干性维持方面的作用越来越引起研究

人员的注意[19-20]。在CGRP调控的成骨分化过程中，

Hippo通路是否涉及其中，还不甚清楚。通过对Mstl/2
磷酸化的检测，能够证实在CGRP作用于BMSCs过

程中能够上调p-Mstl/2的表达；更进一步的检测发现

通过抑制剂Verteporfin的应用，能够明显抑制CGRP
诱导的ColⅠ、Runx2 mRNA的表达，说明CGRP通

过Hippo信号作用于BMSCs细胞。这一结果对深入了

解CGRP在成骨修复的过程中所具有的作用做了有力

的补充。

目前关于Hippo通路的研究日趋丰富。已知的

Hippo信号核心分子包括Mst1/2、Sav1、Lats1/2和

Mob1，效应分子包括Yap和Taz。其中，激酶Mstl/2
在人体组织中分布广泛，并且可通过磷酸化调控其

余的3种核心蛋白，实际上Mstl/2的磷酸化可以被认

为是该通路激活的重要指标[21]，这也是在本实验中

着重检测p-Mstl/2的原因。Hippo通路的激活方式有

2种，一种是刺激信号磷酸化活化Mst1/2，并经过一

系列的级联磷酸化反应后最终磷酸化Yap，使其产生

一个14-3-3蛋白结合位点，与14-3-3蛋白的结合促使

Yap滞留在细胞质而失去转录激活功能。另一种是非

磷酸化依赖途径，即Yap自身特异性WW结构域识

别并结合Mst1/2、Lats1/2等上游信号分子的PPXY模

序，进而抑制Yap的转录调节活性。

目前为止，Hippo通路在调控BMSCs分化中的

研究仅限于Yap/Taz，该通路中其他信号分子的作用

尚未见报道。本研究从Hippo通路的核心分子Mstl/2
着眼，发现在CGRP促进小鼠BMSCs成骨分化的过

程中，激酶Mstl/2的磷酸化水平上升，证实了该通

路的激活。

本研究主要从功能上揭示了Hippo信号通路参与

了CGRP促进BMSCs向成骨方向分化。但对于Hippo
通路与CGRP通过何种分子机制实现此调控还需深

入研究。更进一步的研究还在继续，以期为CGRP
的转化应用奠定基础。
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由王少海、马威主编的《口腔种植手术学图解》于2015年12月由人民卫生出版社出版。该书对临床种
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全书以图片为主，图文并茂；图片细节准确，与内容结合紧密；配有手术视频，学习更直观；实用性强，
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