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神经营养因子 -3通过Wnt通路促进人骨髓
间充质干细胞生长和成骨分化的研究鄢

张善强，李永涛，孙石柱，姚立杰，徐桂清，沈雷
（齐齐哈尔医学院 解剖教研室，黑龙江 齐齐哈尔 161006）

摘要：目的 阐明神经营养因子 -3（NT-3）促进人骨髓间充质干细胞分化为成骨细胞的能力，并分析Wnt

通路的作用机制。方法 正常培养的人骨髓间充质干细胞为对照组；NT-3 刺激的人骨髓间充质干细胞为

NT-3组；加入 ICG-001作用 30 min后，用 NT-3刺激者为Wnt抑制剂组，每组进行成骨诱导实验。利用噻唑

蓝细胞增殖、酶联免疫吸附试验、Western blot检测、茜素红染色等实验分别检测各组人骨髓间充质干细胞增殖、

细胞凋亡、碱性磷酸酶、骨形态发生蛋白 -1（BMP-1）等蛋白表达及钙结节形成能力。结果 与对照组比较，

NT-3组间充质干细胞（MSC）增殖吸光度值增高（ <0.01）；NT-3组碱性磷酸酶活性、BMP-1等蛋白表达或

茜素红染色效果均高于对照组（ <0.01）；与 NT-3组比较，Wnt抑制剂组MSC增殖吸光度值降低（ <0.01）；

而Wnt抑制剂组的碱性磷酸酶活性、BMP-1等蛋白表达均低于 NT-3组（ <0.01）。结论 NT-3通过Wnt

通路，促进人骨髓间充质干细胞的增殖和成骨分化。
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Neurotrophin-3 promotes growth and osteogenic differentiation
of human bone marrow mesenchymal stem cells

through Wnt pathway鄢

Shan-qiang Zhang, Yong-tao Li, Shi-zhu Sun, Li-jie Yao, Gui-qing Xu, Lei Shen
(Department of Anatomy, Qiqihaer Medical College, Qiqihar, Heilongjiang 161006, China)

Abstract: Objective To clarify the ability of neurotrophin-3 (NT-3) in promoting the differentiation of
human bone marrow mesenchymal stem cells (hMSCs) into osteoblasts, and analyze the mechanism of Wnt
pathway. Methods Normal cultured hMSCs were into control group, hMSCs stimulated by NT -3 were into
NT-3 group, hMSCs added with ICG-001 acting for 30 min before stimulation of NT-3 were taken as Wnt
inhibitor group. The experiment of osteogenic induction was performed in each group. MTT, ELISA, Western
blot and alizarin red staining were used to detect hMSC proliferation, apoptosis, alkaline phosphatase activity
(ALP), bone morphogenetic protein-1 (BMP-1) and other proteins, and ability of calcium nodule formation res-
pectively in each group. Results Compared with the control group, the OD value of hMSC proliferation in the
NT-3 group significantly increased ( < 0.01); the expressions of ALP, BMP-1 and other proteins, and the ef原
fect of alizarin red staining of the NT-3 group were significantly higher than those in the control group ( <
0.01). Compared with the NT-3 group, the OD value of hMSC proliferation in the Wnt inhibitor group signifi原
cantly decreased ( < 0.01); the expressions of ALP, BMP-1 and other proteins of the Wnt inhibitor group
were lower than those in the NT-3 group ( < 0.01). Conclusions NT-3 promotes the proliferation and osteo-
genic differentiation of hMSCs through Wnt pathway
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肿瘤、外伤、炎症原因所造成的骨质损伤，严重

威胁患者的健康和生存质量。促进骨损伤的修复一

直是组织工程等领域的研究热点[1]。间充质干细胞

（mesenchymal stem cells，MSC）可以向骨、软骨、血

管内皮细胞等多种细胞分化[2]，已成为组织工程中种

子细胞的主要来源。

临床工作发现，骨折区如果缺少血管营养或神

经支配，断离的骨质往往难以愈合[3]。人体神经组织

的生长与血管网络的形成相互作用、伴行生长[4-5]。因

此笔者设想，神经因子可能在骨修复及骨再生中发

挥重要作用。

神经营养因子 -3（Neurotrophin-3，NT-3）是近

年来发现的一种重要的神经营养家族成员[6]，具有维

持神经元存活、促进 MSC分化为神经细胞 [7]和促血

管新生等作用[8]。如果挖掘 NT-3对 MSC成骨分化

的影响，将对应用 NT-3和 MSC的组织工程技术，促

进骨组织血管、神经再生，修复骨损伤等具有重要作

用。目前，以 NT-3促进 MSC成骨分化的研究却鲜

有报道。本实验拟阐明 NT-3对人 MSC生长和成骨

分化能力的影响，为骨组织工程研究奠定研究基础。

1 材料与方法

1.1 细胞培养与分组

人骨髓间充质干细胞（广州赛业生物有限公司），

以含 10%胎牛血清（美国 Gbico公司），1μmol/L青霉

素（美国 Sigma公司），100 u/ml链霉素（美国 Sigma

公司），2 mmol/L谷氨酰胺（美国 Hyclone实验室）的

α-MEM培养基为MSC基础培养基。含 1×10-7 mol/L

地塞米松（美国 Sigma公司）、50 mg/L抗坏血酸 C

（美国 Sigma公司）、10 mmol/Lβ-甘油磷酸钠（美国

Sigma公司）的α-MEM培养基为成骨诱导培养基。

NT-3 组中加入 100 ng/ml 人 NT-3 重组蛋白

（美国 RD 公司）；在成骨诱导培养基中预先加入

100 mmol/L ICG-001（美国 RD 公司）作用 30 min，

0.01 mmol/L磷酸缓冲盐溶液（phosphate buffer saline，

PBS）清洗 3次，用 100 ng/ml NT-3刺激者为Wnt抑

制剂组；无刺激者为对照组。

1.2 方法

1.2.1 噻唑蓝[3-(4，5)-dimethylthiahiazo (-z-y1)-

3，5-di-phenytetrazoliumromide，MTT] 实验检测细

胞增殖 根据 MSC诱导实验的分组情况，将各组细

胞按每孔 2×103 接种于 96 孔培养板，37℃、5%二

氧化碳 CO2培养 48 h，每孔中加入 20μl、5 mg/ml MTT

（美国 Sigma公司），孵育 4 h，加入 150μl二甲基亚

砜（美国 Sigma公司），连续振荡 10 min后，用 Emax

酶标仪（美国 Molecular Devices公司）在 490 nm波

长检测每组样品吸光度（optical delnsity，OD）值。

1.2.2 Western blot 检测 Caspase-3 蛋白的表达

培养每组 5×106个细胞，裂解细胞，25μg蛋白样

品；依次经过十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺（sodium

dodecyl sulfate-polyacrylamide gelelectrophoresis，

SDS-PAGE）凝胶电泳、转膜、封闭等步骤；一抗使用

小鼠抗人 Caspase-3抗体（1∶150，英国 Abcam公

司），二抗使用辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠免疫

球蛋白 G；增强化学发光法（enhanced chemilumi-

nescence，ECL）检测蛋白表达，Image-Pro Plus 6.0

软件分析各蛋白条带相对吸光度作定量计算。选用

β-actin（英国 Abcam公司）为内参对照组。

1.2.3 酶联免疫吸附试验 （enzyme linked im-

munosorbent assay，ELISA） 检测碱性磷酸酶（alka-

line phosphatase，ALP）、骨形态发生蛋白 -1（bone

morphogenetic protein-1，BMP-1）的表达。使用人

ELISA 试剂盒（美国 RD 公司）检测各实验组中

ALP、BMP-1蛋白表达，严格按照说明书进行操作。

1.2.4 茜素红染色 各组 MSC 诱导 14 d 后，用

0.01 mol/L PBS 冲洗 3 遍，4%多聚甲醛溶液固定

60 min，1%茜素红染色 15 min，再用 0.01 mol/L PBS

漂洗，BIX显微镜（日本 Olympus公司）观察。Image-

Pro Plus 6.0软件分析各组茜素红染色的光密度。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 18.0统计软件进行数据分析，计量资

料以均数±标准差（x±s）表示，多组间比较用方差

分析，若方差齐则两两比较用 检验， <0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 MSC细胞增殖检测结果

对照组细胞增殖的 OD值为（0.440±0.257），NT-3

组为（0.980±0.248），Wnt抑制剂组为（0.685±0.251），

经方差分析，差异有统计学意义（ =20.720，=0.000）。

NT-3组与对照组的 MSC增殖 OD 值比较，经 检

验，差异有统计学意义（ =6.415， =0.001），NT-3组

MSC增殖 OD值高于对照组；Wnt抑制剂组与 NT-3

实验组的 MSC增殖 OD值比较，经 检验，差异有统

计学意义（ =3.547， =0.001），Wnt 抑制剂组 MSC

增殖 OD值低于NT-3实验组。见图 1。
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附表 各组细胞的 ALP蛋白浓度方差分析 （ =18，x±s）

组别 ALP蛋白浓度 值 值 BMP-1蛋白浓度 值 值

对照组 1.255±0.256 1.791±0.213

NT-3组 2.190±0.278 56.700 0.000 3.496±0.297 205.920 0.000

Wnt抑制剂组 1.605±0.264 2.510±0.242

A：各组细胞的 ALP表达；B：各组细胞的 BMP-1表达；1）与对照组比较， <0.01；2）与 NT-3组比较， <0.01

图 3 各组细胞的 ALP、BMP-1表达
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A：Western blot检测各组 Caspase-3蛋白的表达；B：各组 Caspase-

3蛋白的相对含量比较；1）与对照组比较， <0.01；2）与 NT-3组比

较， <0.01

图 2 Western blot检测各组 Caspase-3蛋白的表达

对照组NT-3组 Wnt抑制剂组

Caspase-3

β-actin

A

B

2.2 MSC细胞凋亡检测结果

对照组 Caspase-3 蛋白相对含量为（1.250±

0.254），NT-3组为（0.690±0.239），Wnt抑制剂组为

（0.889±0.243），经方差分析，差异有统计学意义（ =

24.080， =0.000）。NT-3 组与对照组的 Caspase-3

蛋白相对含量比较，经 检验，差异有统计学意义

（ =6.812， =0.001），NT-3组 Caspase-3蛋白相对含

量低于对照组；Wnt 抑制剂组与 NT-3 组的 Cas-

pase-3蛋白相对含量比较，经 检验，差异有统计学

意义（ =2.477， =0.018），Wnt抑制剂组 Caspase-3

蛋白相对含量高于 NT-3组。见图 2。

2.3 细胞的 ALP和 BMP-1的表达

对照组、NT-3组和Wnt抑制剂组的 ALP、BMP-1

蛋白浓度比较，经方差分析，差异有统计学意义（ <

0.01）（见附表）。NT-3组 ALP和 BMP-1蛋白与对照

组比较，经 检验，差异有统计学意义（ =10.497和

19.792， =0.001），NT-3组 ALP和 BMP-1蛋白均高

于对照组；Wnt 抑制剂组 ALP 和 BMP-1 蛋白浓度

与 NT-3 组比较，经 检验，差异有统计学意义（ =

6.474 和 10.919， =0.001），Wnt 抑制剂组 ALP 和

BMP-1蛋白浓度均低于 NT-3组。见图 3。

2.4 细胞茜素红染色结果

对照组茜素红染色的光密度值为（0.426±

0.145），NT-3组为（0.857±0.187），Wnt抑制剂组为

（0.706±0.159），经方差分析，差异有统计学意义（ =

1）与对照组比较， <0.01；2）与 NT-3组比较， <0.01

对照组 NT-3组 Wnt抑制剂组
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图 1 MTT法检测各组 MSC增殖的 OD值
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31.780， =0.000）。NT-3组茜素红染色的光密度与

对照组比较，经 检验，差异有统计学意义（ =7.727，

=0.001），NT-3 组茜素红染色的光密度高于对照

组；Wnt抑制剂组茜素红染色的光密度与 NT-3组

比较，经 检验，差异有统计学意义（ =2.610， =

0.013），Wnt 抑制剂组茜素红染色的光密度低于

NT-3组。见图 4。

3 讨论
目前，以组织工程技术进行骨损伤的治疗方法

主要有自体或异体骨移植及利用羟基磷灰石、脱钙

骨等技术制作人工骨组织材料等[9]，虽然，这些方法

各有优点，但同时也面临着诸如二次手术损伤、供体

来源限制或存在免疫排斥反应、传播疾病、医学伦理

等诸多问题[10]。

目前，骨组织工程成为促进骨质修复的重要手

段，高分子支架材料适应于 MSC生长和骨组织的修

复[11]。MSC广泛存在于人体骨髓、脂肪等部位，并具

有向骨、软骨、血管内皮细胞等组织细胞分化的特

性，被广泛应用于骨损伤、心血管系统等疾病的治疗

中，并取得较好的疗效。若在MSC培养基中加入地塞

米松、维生素 C和β-甘油磷酸钠，能够较好地促

进 MSC分化为成骨细胞[12]，笔者的实验以上述经典

的成骨诱导培养基为基础进行实验。若单独应用

MSC修复骨缺损，往往难以达到理想效果，MSC向成

骨细胞分化及促进成骨细胞增殖代谢等，还需要

BMP-1、表皮细胞生长因子、血管内皮生长因子、胰

岛素样生长因子等成骨诱导生物活性因子参与[13-14]。

如果找到合适的骨活性因子，促进 MSC成骨能力，

必将加快成骨效果，对骨损伤修复具有重大意义。

临床工作发现，缺少神经支配或神经支配减弱

的骨骼容易骨折或骨质疏松，笔者考虑神经因素在

骨修复中扮演极为重要的角色。神经血管病变，会使

骨组织失去神经血管支配或营养，而导致骨组织重

塑修复功能障碍[15]。上述研究结果提示笔者，与其利

用细胞因子单纯的促进 MSC向成骨细胞分化，不如

寻找一种能够促进神经、血管新生，并对 MSC成骨

分化具有效果的多功能细胞因子。

NT-3作为神经营养因子家族的重要成员，能够

激化 Trk C发挥生物学效应，促进脊髓损伤平面神

经元存活及其轴突再生。NT-3还能够激活 Wnt通

路，Wnt通路在胚胎血管、肢体等形成或发育过程中

发挥重要作用。Wnt通路活化，可以使胞质内的β-

catenin积聚，导致下游 、 2、 6等基因

高表达，促进血管内皮细胞、神经轴突等迁移，重塑

肢体骨骼形成[16-17]。同时发现，NT-3也可有效地促

进 MSC向神经元分化[18]。近年来发现，NT-3与血管

内皮细胞表面的 Trk C受体结合，在血管新生的过程

中发挥重要作用[19]，NT-3修饰的 MSC能有效地促进

MSC增殖并分化为血管内皮细胞，加快糖尿病性小

鼠皮肤溃疡的愈合[12]。而脑源性神经营养因子、神经

肽 Y、NT-4能够促进 MSC向成骨细胞分化 [20]，但有

关 NT-3对骨组织再生及修复的研究鲜见报道。

本实验发现，NT-3组的 MSC增殖显著增高，而

Wnt抑制剂组的MSC增殖却明显降低，提示 NT-3与

MSC细胞膜上 NT-3的特异性受体 Trk C结合，激

活 Wnt通路[21]，通过 Wnt通路而促进 MSC的增殖。

MSC成骨分化实验中发现，与对照组比较，NT-3组

的茜素红染色效果显著优于对照组，其钙化结节数

量多，面积大，说明 NT-3能诱导细胞聚集生长和钙

盐沉积，具有明显的促 MSC成骨作用；与 NT-3 组

比较，Wnt抑制剂组的钙化结节数量明显降低，团块

状也较前者小，说明Wnt抑制剂组的促 MSC成骨作

用明显低于 NT-3组。ALP作为 MSC早期成骨分化

的指标，能够反映 MSC成骨分化的能力。本实验发

现，NT-3 组 MSC 成骨分化效果明显，ALP 表达较

高，Wnt抑制剂组 ALP表达降低，证明 NT-3 激活

MSC内的 Wnt通路，促使 MSC向成骨细胞分化，证

明 NT-3能够重新启动成骨分化机制，间接证明神经

A：对照组（×200）；B：NT-3组（×200）；C：Wnt抑制剂组（×

200）；D：各组茜素红染色光密度比较；1）与对照组比较， <0.01；2）与

NT-3组比较， <0.01

图 4 各组细胞茜素红染色结果

A B

C D
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0.4
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0
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（童颖丹 编辑）

因子在 MSC成骨分化中的重要作用。如果在临床适

当应用神经因子将加快骨折等疾病的修复和重建。

也有研究发现，NT-3尚能通过激活 Akt通路，而促

进高糖环境 MSC旁分泌血管内皮生长因子等细胞

因子[8，12，20]。因此不排除 NT3在促进 MSC成骨分化的

过程中，可能会存在 Akt、Erk等信号机制[22]。

综上所述，NT-3能有效促进 MSC向成骨细胞

分化。NT-3具备作为良好骨诱导活性因子和促进神

经血管新生的潜质。笔者将探讨 MSC联合生物活性

因子及生物支架，开发原位诱导性生物材料，以期达

到骨组织工程支架材料的优化与整合，更好地发挥

神经血管源性细胞因子和 MSC等干细胞在骨再生

及修复中的作用，为骨组织工程修复的发展奠定研

究基础。
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