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GATA6促进骨髓间充质干细胞成骨分化 *
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摘要目的：阐明锌指蛋白 GATA6（GATA Binding Protein 6，GATA6）在骨髓间充质干细胞成骨分化作用。方法：利用基于慢病毒

感染的方法建立高表达与敲低 GATA6稳定的骨髓间充质干细胞系,并利用成骨诱导液进行成骨诱导，以茜素红 S染色。用蛋白

杂交方法检测 RUNX2（Runt-related transcription factor 2，RUNX2）蛋白表达量，并利用免疫共沉淀的技术检测 GATA6与 RUNX2

的相互作用。结果：数据表明 GATA6高表达促进了骨髓间充质干细胞的成骨分化，并上调 RUNX2蛋白表达量。在敲低 GATA6

后，RUNX2的表达量亦随之降低。免疫共沉淀检测进一步发现，GATA6与 RUNX2具有相互作用。另外，GATA6在骨质疏松大鼠

来源的骨髓间充质干细胞的表达量下降。结论：GATA6促进骨髓间充质干细胞成骨分化，为理解成骨作用机制提供了理论基础。
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GATA6 Promotes Osteogenesis of Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells *

The aim is to elucidate the role of zinc finger containing protein GATA6 in osteogenesis. GATA6

overexpressing and knock-down MSCs stable cell line were established and be induced for osteogenesis, which were detected by alizarin

red S. The protein level of RUNX2 was detected by Western Blot, and the interaction of RUNX2 and GATA6 was examined by

co-immunoprecipitation. The data shows ectopic expression of GATA6 promotes the osteogenic differentiation of bone marrow

mesenchymal stem cells and upregulates the expression of RUNX2. The protein level of RUNX2 decrease after knocking down GATA6.

Furthermore, GATA6 interacts with RUNX2 revealed by co-immunoprecipitation experiment. In addition, the protein level of GATA6

decreases in OVX-MSCs compared to wild type MSCs. GATA6 promotes the osteogenesis of bone marrow mesenchymal

stem cells, providing a new understanding of the mechanism of osteogenesis.
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前言

骨折与骨质疏松是常见疾病，其病理基础与骨的新生具有

密切关系。目前在骨折治疗中广泛应用自体骨或异体骨甚至人

工骨替代材料[1]。从生物学角度来讲，骨髓间充质干细胞（mes-

enchymal stem cells, MSCs）分化而来的成骨细胞是组成骨的基

本单位[2]。MSCs成骨分化的异常可导致多种骨相关疾病，例如

骨质疏松症与骨折后骨不连[3]。作为成体干细胞，MSCs不仅能

够分化为成骨细胞，而且可分化为成脂细胞与成软骨细胞[4]。

MSCs的分化命运受到了多种因子与外界信号的精细调控，然

而MSCs成骨分化命运的机制尚不完全清楚。

RUNX2（Runt-related transcription factor 2，RUNX2）是调控

成骨分化的关键基因，其缺失将导致钙化骨单位减少与出生后

致死[5]。另外，RUNX2须与其他多种因子协同作用以结合与激

活相应的骨分化相关基因，包括 TAZ (transcriptional coactivator

with PDZ-binding motif, TAZ), p300（protein 300，p300)，MOZ

(monocytic leukemia zinc-finger protein , MOZ)等[6]。有文献报道

GATA6参与了 MSCs向平滑骨骼肌细胞分化，并且 GATA6

与 RUNX2为调控 MSCs分化过程的信号网络中的重要因子，

然而两者之间的相互关系尚未见报道。GATA6作为一种锌指

蛋白结构基因，对胚胎发育中内胚层器官的发育具有重要的作

用[7]，然而 GATA6在MSCs成骨分化中的作用尚不明确。本研

究拟从分子机制角度研究 GATA6 在 MSCs成骨分化中的作

用，为提高MSCs成骨分化能力提供新靶点。

1 材料与方法

1.1 材料

质粒小提试剂盒、凝胶回收试剂盒购于杭州 Axygen公司，
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低糖 DMEM细胞培养液、0.25 %胰蛋白酶与 opti-MEM培养液

购于美国 Gibco 公司，脂质体 2000（LipofectamineTM 3 000）试

剂、RIPA缓冲液、shRNA(short hairpin RNA，RNA)、引物等购于

美国 Invitrogen公司。考马斯亮蓝染色液、茜素红 S染料、地塞

米松、甘油磷酸钠与维生素 C等购于美国 sigma公司。RUNX2

抗体购于美国 CST公司、GATA6、Erk1/2与 GAPDH抗体购于

美国 Santa cruz公司。考马斯亮蓝染色购于美国 Bio-Rad公司。

1.2 方法

1.2.1 实验分组 参考之前文献报道的方法[8]，应用慢病毒感

染方法研究 GATA6具体的生物学功能，主要分组如下：空载

体组，对照空载体病毒感染组（Vector）；GATA6 过表达组，

GATA6过表达病毒感染组（GATA6）；无义 RNA组，对照无序

短发夹 RNA病毒感染组（scramble）；GATA6敲低组，GATA6

特异短发夹 RNA病毒感染组（GATA6-sh）。其中空载体组与

GATA6过表达组比较以研究 GATA6过表达的生物学意义，

无义 RNA组组与 GATA6敲低组比较以研究敲低 GATA6表

达水平后的生物学意义。

1.2.2 慢病毒细胞感染与稳定细胞株构建 参考之前文献报

道的方法进行慢病毒感染与稳定细胞构建[9]。利用 PCR方法将

大鼠 GATA 的基因序列或 GATA6 shRNA 构建到载体 plen-

ti6-V5 中以用于慢病毒包装。将质粒 pCMV-VSVG 2.8 滋g，
pMDLg-RRE 5.28 滋g，pRSV-REV 4 滋g，pLenti6-GATA6 8 滋g
与 PEI混匀并室温放置 15 min后，加入到 70 %融合的 293T

的培养皿中。在 6 h后换成新鲜培养液，48 h后收集培养液上

清即为病毒粗提液。根据病毒滴度，将相应的病毒粗提液加入

铺有MSCs细胞的 6孔板中，并在 24 h后换液。换液 2-3天后，

用 blasticidin（10 滋g/mL）筛选 2周以得到稳定表达的细胞株并

进行WB (western blot, WB)检测验证。GATA6 shRNA序列：

GATA6-sh-1：5'-TGGGAATTCAAACCAGGAAA-3'; GATA6-sh

-2：5'-TGGAATTCAAACCAGGAAAC-3'; Scramble-sh: 5'-A CT

TGCCATACATGACTCT-3'。

1.2.3 蛋白印迹 融合后的细胞消化下来并用 RIPA缓冲液

裂解，使用考马斯亮蓝对蛋白染色定量。总量 20 滋g蛋白样品
在 10 % SDS-PAGE胶以电压 120 V运行 1 h左右，之后将蛋

白转移到 PVDF膜上（100 V，100 min）。以 5 %的脱脂牛奶封闭

1 h，再以相应的抗体室温孵育 1 h。以 TBST缓冲液洗膜 3次，

每次 5 min。加入相应的 HRP 耦联的二抗室温孵育 1 h，以

TBST缓冲液洗膜 3次，每次 5 min。最后加入 ECL发光液显色。

1.2.4 成骨分化诱导 将大鼠骨髓来源的 MSCs以 1× 105每

孔的密度接种到 6孔板中，并在低糖 DMEM细胞培养液培养

2~3天。将细胞培养液换成成骨诱导液，包括 100 n mol/L地塞

米松、10 m mol/L甘油磷酸钠与 0.05 m mol/L维生素 C。每周

更换 2次培养液。

1.2.5 茜素红 S染色 诱导后融合的 MSCs用 PBS缓冲液洗

3次，每次 5 min；70 %的酒精固定 10 min；PBS缓冲液洗 3次，

每次 5 min；加入 2 %茜素红 S染色 20 min，蒸馏水冲洗 2次，

封片。在倒置显微镜下观察并拍照。

1.3 统计学分析

数据分析采用 graphpad统计软件，数据以均数± 标准差

（x依s）表示，各组间的数据比较采用 t检验，p<0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 GATA6促进MSCs成骨分化

通过慢病毒感染的方法在大鼠 MSCs中建立过表达 GA-

TA6稳定细胞系与 GATA6敲低稳定细胞系。WB方法检测表

明 GATA6过表达组细胞系中高表达 GATA6（图 1B），而 GA-

TA6敲低组细胞系中 GATA6表达量是下降的。（图 1D）。分别

用成骨诱导液对 GATA6过表达组 MSCs与空载体组诱导向

成骨分化，利用特异性染料茜素红 S染色以观察成骨分化量。

结果显示 GATA6过表达组具有更高的染色强度（图 1A），另

一方面，GATA6敲低组染色量显著低于无义 RNA组（图 1C），

表明 GATA6促进MSCs成骨分化。

图 1高表达 GATA6促进MSCs成骨分化

Fig. 1 Ectopic expression of GATA6 promotes osteogenesis of MSCs
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图 2 WB检测 RUNX2、GATA6与 Erk1/2表达变化

Fig.2 WB detection of the expression of RUNX2, GATA6 and Erk1/2

图 3 CoIP检测 GATA6与 RUNX2相互作用

Fig.3 CoIP detection of the interaction of GATA6 and RUNX2

图 4 GATA6在 OVX-MSCs中表达量

Fig. 4 The expression of GATA6 in OVX-MSCs

2.2 GATA6调节 RUNX2表达

为了从机制上明确 GATA6促进分化的机制，我们检测了

成骨分化相关的基因的表达。RUNX2是调控MSCs成骨分化

的关键基因。利用高表达 GATA6细胞系，发现高表达 GATA6

后上调了 RUNX2蛋白的表达量，而对 Erk（extracellular sig-

nal-regulated kinases，Erk)的表达量无明显的影响（图 2A）。进

一步地，在稳定 GATA6-shRNA细胞系 GATA6蛋白水平下

调，同时发现 RUNX2的蛋白水平亦显著下降。这些结果表明，

GATA6调节 RUNX2的表达量变化（图 2B）。

2.3 GATA6与 RUNX2相互作用

作为关键的调节蛋白，RUNX2通过与多因子的协同作用

调控多种成骨相关基因。因而我们利用 CoIP（co-immnuopre-

cipitation, CoIP）的方法继续探讨 GATA6在成骨分化过程中是

否与 RUNX2相互作用。作为阳性对照，在起始的蛋白样品中

与 RUNX2的免疫沉淀物中检测到了 RUNX2的表达。另外，在

GATA6的免疫沉淀物中检测到了 RUNX2，表明 GATA6 与

RUNX2具有相互作用。作为阴性对照，IgG的免疫沉淀物中并

没有检测到 RUNX2（图 3）。

2.4 GATA6在骨质疏松模型大鼠中表达

上述结果表明 GATA6对成骨分化的重要作用。那么骨质

疏松是否伴随着 GATA6的下降呢？我们采用卵巢切除（OVX）

的大鼠模拟人类骨质疏松症[10]。分别从野生型大鼠骨与卵巢切

除（OVX）的大鼠骨髓中原代分离培养MSCs，以特异抗体检测

GATA6表达量差异。结果表明与野生型 MSCs相比，OVX大

鼠来源的MSCs中 GATA6的表达量降低（图 4）。

3 讨论

骨的形成是来源于骨髓间充质干细胞分化而来的成骨细

胞。成骨分化受多种信号途径的调节，包括胞外信号 PTH(

parathyroid hormone, PTH), BMP/TGF茁 (transforming growth

factor-茁, TGF茁)，FGF（Fibroblast growth factors, FGF），Hedge-

hog，Notch，Wnt（Wingless and Int1, Wnt）等信号途径以及转录

激活因子如 TAZ，p300，MOZ等，其中 RUNX2是处于多种信

号途径调节的关键位置[11]。RUNX2是骨发育过程中关键分子，

缺失后导致颅骨锁骨发育不全综合征 [12]。在成骨分化中，

Runx2 分子调节一系列的成骨相关基因，包括 Osteocalcin

(OC)，TGF-b茁 receptor-1 (TGF茁 R1)，人维生素 D受体 (hVDR)，

雌激素受体琢，胶原酶 3，prolactin，collagen，osteopontin (OPN)，

bone sialo protein (BSP)，碱性磷酸酶（alkaline phosphatase ,

ALP)，osteoprotegrin (OPG)，RANKL，C/EBP 等 [13]。另一方面，

RUNX2亦受细胞内多种信号通路与因子的调控。例如 TGF茁
信号通路可促进成骨细胞增殖与早期成骨细胞的分化，却抑制

终端细胞分化。机制研究表明 TGF茁信号下游效应因子 Smad3

与 RUNX2相互作用，并抑制 RUNX2在多种成骨相关基因启

动子上游 OSE2序列的转录活性[12]。FGF生长因子信号途径激

活 Erk磷酸酶[14]，Erk磷酸化 RUNX2，进而激活成骨分化特异

性的基因的表达[15]。然而 GATA6高表达对 Erk的表达并无显

著影响，表明 GATA6至少并非通过 Erk途径影响 RUNX2的

表达。我们发现 GATA6可调节 RUNX2的表达量，表明 GA-

TA6 处于 RUNX2 的上游，进一步我们发现了 GATA6 与

RUNX2具有相互作用，提示 GATA6可能处于 RUNX2的调控

网络之中。很多体内与体外的研究表明过表达 RUNX2诱导

MSCs分化为成骨细胞，并且激活一些成骨相关基因的表达。

进一步的研究表明 RUNX2在成骨诱导的早期高表达，在分化
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为成熟的成骨细胞后表达下降。低表达的 RUNX2对维持成熟

的成骨细胞具有重要的作用。因而，在 MSCs 分化过程中

RUNX2的作用是时间与浓度依赖[16]。对于 GATA6如何响应

早期的信号以及对 RUNX2的影响尚须进一步的研究。

在本研究中，我们揭示了 GATA6在大鼠 MSCs成骨分化

中的作用。在MSCs中高表达 GATA6促进大鼠MSCs体外诱

导的成骨分化，并且 RUNX2的蛋白表达量增加。在哺乳动物

中，GATA6 包含保守的锌指结构域结合保守的 DNA 序列

(G/A) GATA (A/T) 以及转录激活结构域 [17]。文献研究表明

GATA6通过与多种因子协同调节胚胎发育，如肺表皮发育中

的 TTF-1因子[18]、胰腺分化中的 Nkx2.2 因子[19]以及骨骼肌发

育中的 Nkx3.2因子[20]。GATA6在MSCs分化中的作用研究较

少，利用基因芯片组学分析 GATA6作为转录因子在MSCs中

高表达，在分化后的成骨细胞、脂肪细胞与软骨细胞表达量降

低。进一步的发现 GATA6促进MSCs的增值，而对成骨与成

脂分化无明显作用[21]。该研究应用碱性磷酸酶的含量检测成骨

分化能力，而在本研究我们利用经典的钙沉积茜素红 S染色检

测成骨分化。碱性磷酸酶含量在诱导分化的早期升高并随后降

低[22]，而钙沉积是骨分化成熟的标记物。在本研究中，我们在

体外细胞水平证实了 GATA6促进成骨的作用，同时在机制

研究上我们研究发现 GATA与 RUNX2具有相互作用，因而

RUNX2可能在 GATA6介导的成骨分化中具有协同作用。进

一步，我们发现 RUNX2的表达受 GATA6调节。因而我们的

研究结果提供了一个可能的模型：即 GATA6通过正反馈机

制调控 RUNX2的表达，而 RUNX2表达与 GATA6共同介导

成骨分化。尽管如此，GATA6与 RUNX2 确切关联仍需进一

步的研究。

骨质疏松是老年人中常见病，表明为 骨密度和骨质量下

降与骨微结构破坏，易导致骨折[23,24]。在骨质疏松病人中，MSCs

更倾向于成脂肪分化而不是成骨分化。移植MSCs可延缓衰老

引起的骨质疏松症状[25]，使用外界处理手段如低水平的激光治

疗刺激骨质疏松的MSCs，可有效的提高骨质量[26]。然而其内在

机制尚不清楚。进一步研究报道，在衰老导致的骨质疏松中组

蛋白去甲基化酶 KDM4B 与 KDM6B 降低 [27]。 KDM4B 与

KDM6B通过去甲基化 H3K9me3和 H3K27me3促进MSCs的

成骨分化。在卵巢切除与衰老的小鼠的骨髓中，H3K9me3和

H3K27me3阳性的MSCs含量显著增加，成骨能力减弱而成脂

能力显著活化。大鼠的卵巢切除手术 3个月后骨质疏松，该模

型被广泛用于模拟人类骨质疏松症[28]。

在本研究中，我们亦报道了 GATA6的表达量在骨折疏松

的大鼠来源的MSCs中表达量下降。GATA6表达量下降导致

成骨减少，可能是导致骨质疏松的原因之一。然而 GATA6在

调节骨质疏松的具体作用尚需进一步的研究。

综上所述，骨髓MSCs的成骨分化对骨折愈发以及衰老引

起的骨质疏松具有重要的作用，亦近年来重要的研究方向。我

们的结果揭示了 GATA6在成骨与骨质疏松中的作用，这不仅

增强我们对成骨机制的认识，而且为治疗骨质疏松与促进骨折

后愈合提供了新的靶点，有助于指导后续的临床应用。
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