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摘要　骨基质非胶原蛋白是对于骨的生长 、再生 、发育等有重要作用的蛋白质 ,其中包含一类在结

构上都含有 RGD(精氨酸 -甘氨酸 -天冬氨酸)三肽的蛋白 。近来研究表明 , RGD蛋白在骨基质的形

成 、矿化 ,以及介导细胞 -细胞 、细胞-基质的相互作用中发挥关键作用 。本文对骨基质中主要的

RGD蛋白的骨生物活性 ,以及与骨质疏松症关系方面的最新研究进展作一简述 。
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　　骨是由各种类型的骨细胞以及胞外基质构筑而

成 。如图 1所示 ,在骨基质中除了钙磷结晶盐等无

机质外 ,其余为有机质成分 。骨有机质中大量存在

的为骨胶原蛋白(含量大约为 90%),剩下的一小部

分(大约 10%)为没有固定形态的非胶原蛋白 ,虽然

它们含量少 ,但具有重要的生物活性。在骨非胶原

蛋白中 ,有一类蛋白在结构上具有共性 ,即都含有

RGD(精氨酸 -甘氨酸 -天冬氨酸)的氨基酸序列 ,在

功能上都具有支持细胞粘附和介导基质矿化的作

用 。这类蛋白包括骨桥蛋白(osteopontin, OPN)、骨

唾液酸蛋白(bonesialoprotein, BSP)、纤维粘连蛋白

(fibronectin, FN)等 , OPN和 BSP同为 SIBLING家

族成员 ,而 FN则不是 。到目前为止 ,这些蛋白在体

内的生物功能仍不十分清楚 ,本文综述了上述三种

蛋白的骨生物活性及其与骨质疏松症关系方面的研

究进展 。

一 、骨桥蛋白

骨桥蛋白在骨组织主要表达于骨内膜成骨细

胞 ,近来 ,在破骨细胞中也发现了完整的 OPNmR-

NA。OPN不仅广泛分布于钙化组织 ,而且在 T淋巴

细胞 、神经组织 、肾脏 、循环系统也都有表达 ,表明

OPN的体内作用不仅仅是结构骨架分子 ,而且发挥

着类似细胞因子的作用 , 介导着细胞间信号转

导
[ 1]
。 OPN在结构上除了具有 RGD三肽序列外 ,

结构上另外的一个特异性在于含有 10 ～ 12个连续

的天冬氨酸残基 ,使 OPN局部带有高负电性 ,这在

OPN与骨及其它组织钙化基质的结合中发挥着重

要作用
[ 2]
。另外 , OPN的分子构型能够依赖于钙离

子浓度而发生转换 ,从而暴露不同的结合位点 ,与细

胞表面跨膜异二聚体糖蛋白 α、β链构成的各种整

合素受体或是胞外基质蛋白结合 ,这从结构变化上

解释了 OPN功能多样化的原因 。

日常生活中减少对骨骼的机械应力 ,能够加速

骨丢失 ,增加骨折风险 ,这种废用性骨质疏松症常见

于长期卧床病人以及太空宇航员
[ 3]
。近年对 OPN

基因敲除小鼠的研究使人们对此类骨质疏松症的发

生机制有了更深入的认识。采用尾吊模型造成野生

型(Wildtype)小鼠骨量丢失 、尿液骨吸收生化指标

脱氧吡啶交联(DPD)水平升高 ,而 OPN(-/-)小鼠骨

量及 DPD没有发生变化 ,组织形态计量学对 N.Oc/
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BS、Oc.S/BS、BFR、MAR等指标的考察结果表明 ,

OPN是机械刺激的感受基因 ,在应力变化致骨质疏

松的过程中 , OPN是其中介导骨形成减少 、骨吸收增

加的重要调节蛋白 (Ishijima等.2001)。进一步通

过 DNA芯片对骨髓细胞 9586个基因表达分析 ,

OPN(-/-)抑制 Nfkb1、p53的基因表达 , 然而上调

Bax的基因表达
[ 4]
,这个结果也证明了以上观点。

万玉民等(2005)利用水平轴回转模拟失重 ,发现乳

鼠颅骨成骨细胞表面 OPN表达明显减少 ,而且培养

液中细胞分泌的碱性磷酸酶(ALP)活性以及骨钙素

(OCN)都显著下降 ,通过体外实验证实包括 OPN在

内的骨基质蛋白表达水平的下降是应力应变负荷降

低导致骨量丢失的根本原因。

图 1　骨基质主要构成

绝经后中老年妇女由于体内雌激素水平迅速下

降而导致骨质疏松症的发生 ,她们是原发性骨质疏

松症的主要患病人群 。通过对 OPN(-/-)小鼠切除

卵巢(OVX)模拟绝经后妇女骨质疏松(POP)的研究

中 ,对 OPN在 POP发展进程中的作用有了最新认

识 。首先 , OPN基因敲除的 OVX小鼠卵巢发生明显

萎缩 ,表明 OPN(-/-)小鼠体内的雌激素系统与 Wild

type小鼠一致;Micro-CT技术分析发现 , OPN基因敲

除的 OVX小鼠长骨松质骨骨量没有下降;经组织形

态计量学定量 ,代表骨形成参数的 BFR、骨吸收参数

N.Oc都没有增加 ,说明 OPN基因缺陷抑制 OVX引

起的小鼠高骨转换 。此研究表明 OPN介导了雌激

素缺乏引起 POP的发生 ,这也可以解释人类 OPN基

因多型性的存在 ,是绝经后妇女患 POP风险性不一

致的其中一个原因。另外 , Davey(2000)、Ramamur-

thy(2001)在研究 OVX大鼠长骨的基因表达时发

现 ,雌激素缺乏还可进一步提高骨 OPN的表达 ,

OPN与破骨细胞表面的 αvβ 3整合素结合 , 使破骨

细胞的骨吸收功能发挥至最强 。

大量动物实验和临床研究证实 ,甲状旁腺激素

(PTH)有促进成骨作用 ,能防止骨质流失 , PTH(1-

34)已作为治疗骨质疏松症的药物广泛应用于临

床 。研究显示 , OPN在 PTH的促成骨作用中起重要

作用。按 80μg/kg剂量给小鼠皮下注射 PTH(1-

34),持续 4周 ,发现 Wildtype小鼠只有松质骨量增

加 ,而 OPN基因敲除小鼠不仅松质骨量明显增加 ,

而且皮质骨量 、全骨骨密度也都显著增加 ,具体表现

在皮质骨外膜的矿化沉积速率(MAR)、BFR显著提

高
[ 5]
。对取自小鼠胫骨的骨髓细胞进行体外培养 ,

发现 OPN(-/-)组小鼠经 PTH处理后 ,骨髓细胞的

矿化结节形成增多
[ 5]
。体外培养骨细胞还揭示 OPN

(-/-)通过抑制骨膜局部破骨细胞的数量 ,而防止

PTH诱导的骨吸收 (Ihara等.2001)。因此认为

PTH对骨组织的双重作用与 OPN的调节密切相关 。

二 、骨唾液酸蛋白

与其它非胶原蛋白相比 ,骨唾液酸蛋白的组织

分布相对局限 ,主要存在于骨组织中的成骨细胞 、破

骨细胞中 , 在软骨细胞及牙骨质线中也有大量贮

存
[ 6]
。原发性乳腺癌病人 ,血清 BSP升高可提示早

期骨转移。 Diel等(1998)通过对 388例乳腺癌患者

研究表明 ,血清 BSP浓度高于 24ng/ml的病人比血

清 BSP浓度低于 24ng/ml的病人肿瘤骨转移的发病

率高 94倍。检测 BSP的蛋白表达还可预测非小细

胞肺癌患者发生骨转移的风险
[ 7]
,并可反映骨关节

病患者关节局部软骨下骨基质转换的改变 。体外细

胞培养提示 ,磷酸化的 BSP能启动和调节矿物质在

基质内的沉积并促进细胞附着及前成骨细胞的增

生 ,但其确切机制尚未完全阐明 。Wang等(1998)首

次报道 BSP-明胶复合物在大鼠颅骨骨缺损部位的

成骨作用。对 BSP与不同载体结合后在骨缺损部位

的成骨活性的研究 ,表明 BSP在大鼠体内的成骨活

性具有组织依赖性 ,提示局部微环境和反应细胞的

特性可能对 BSP的成骨活性有调节作用。通过四点

弯曲设备对 C57Bl/6J小鼠的胫骨每天加以频率

2Hz、6 ～ 9N的载荷 ,循环 36次 ,连续作用 12天 ,其

总骨密度 、皮质骨密度都显著增高 ,对骨的基因表达

分析结果显示 , BSPmRNA表达在载荷作用 4天 、8

天 、12天比对照组提高 2 ～ 8倍 ,说明骨密度(BMD)

的升高与 BSP的作用直接相关
[ 8]
。然而 , BSP与

BMD的关系还存在质疑。 Fassbender等 (2000)对

170例骨质疏松患者的临床研究显示 ,血清 BSP水

平与血清骨转换指标 B-ALP(r=0.532)、OCN(r=

0.588)都存在很好的正相关 ,而与血清雌激素水平

及股骨颈 、腰椎的 BMD成负相关 。同 B-ALP、OCN

类似 ,血清 BSP水平也被学者推荐作为评定骨质疏

松症的生化指标(Heiss等.2004)。
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三 、纤维粘连蛋白

纤维粘连蛋白广泛存在于血浆及动物组织中 ,

在骨组织 ,主要存在于皮质骨 、松质骨 、胶原纤维 、骨

膜及骨内膜 ,在骨髓巨核细胞也有表达。由于其结

构的复杂性及重要的生化活性使它成为矿化基质中

最有意义的蛋白之一 。它由两个分子量为 250kD的

亚基组成。每个亚基都含有 9个不同功能区 ,包括

两个纤维结合位点 、两个肝素结合位点 ,以及明胶 、

胶原 、DNA及细胞表面亲和位点各一个 。亚基由 3

个不同的重复序列构成 。I、II型重复序列在 N端和

C端亚基的 40 ～ 50氨基酸长度之间产生一个二硫

环 , III型重复序列构成中心蛋白 ,有一个 90个氨基

酸的环 。在亚基之间有 EIIIA、EIIIB和 V三个区 ,它

们部分或全部被切开或插入 ,从而形成不同类型的

纤维粘连蛋白。

体外实验表明 ,成骨细胞经电磁场刺激(磁场强

度 2mT;频率 75Hz)(Fassina等.2006)或是 Ti-6Al-

7Nb(Osathanon等.2006)、谷氨酰氨酶 (Al-Jallad

等.2006)处理后 ,都能够通过增加 FN的分泌 、表

达 ,延长成骨细胞的生存周期 ,促进成骨细胞的成

熟 、分化 ,加快矿化基质形成 、集结 、堆积
[ 9]
。已经证

实 ,低密度脂蛋白受体相关蛋白 5(LRP5)在成骨细

胞表达丰富 ,而 LRP5基因点突变人群的骨密度成

病理性升高 ,这与体内 Wnt信号转导增强 ,造成下游

蛋白 FN表达升高有关 (Boyden等.2002)。 Ponik

等(2004)通过两种体外生物模型揭示了 FN在机械

负荷增加骨量中的生物学意义 。实验中 ,体外培养

MC3T3-E1成骨细胞系 ,模型一:系统中加入小牛血

清蛋白 (BSA);模型二:系统中加入可溶性 RGDs

肽 。系统中所加两种物质都能够抑制 FN介导的细

胞粘附 。当给于系统流变切应力后 ,模型二中前列

腺素 E2(PGE2)分泌和环氧合酶 -2表达明显下降;

而模型一中 ,虽然 BSA局部抑制细胞粘附 ,但系统

中 FN合成增加 ,净效应是细胞粘附增强 ,环氧合酶 -

2表达增多 。实验表明 ,机械信号转化为生化信号

的转导途径过程中 ,骨细胞通过感应流体切应力 ,并

在 FN作用下 ,诱导骨形成 。另一方面 ,在原代培养

大鼠成骨细胞系统中 ,免疫荧光分析显示 PGE2诱导

FN聚集 ,蛋白印迹杂交显示 PGE2上调 FN表达 ,

PGE2还能提高转染细胞 FN启动子区的活性
[ 10]
。

将 PGE2局部灌注于胫骨的干垢端 ,发现 FN表达明

显增多 ,且松质骨体积提高
[ 10]
。体内 、外实验证明 ,

FN参与了前列腺素调控骨生成的生理生化过程 。

综上所述 ,含 RGD结构的骨基质非胶原蛋白通

过其特有的 RGD三肽序列 ,介导了细胞-细胞 、细胞 -

基质蛋白 、细胞-矿化组织的粘附。近年来对此类蛋

白与骨质疏松症关系的研究使人们认识到它们对骨

代谢的重要调控作用 ,然而 ,对于其细胞内下游信号

转导以及是否还具有其它功能 ,尚需进一步研究。

了解此类蛋白在骨质疏松症中的作用 ,对于明晰骨

质疏松症发生的分子机制 ,开发新型抗骨质疏松症

生化药物 ,具有重要意义。
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