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摘要 力生长因子(mechano growth factor, MGF)是新近发现的一种生长因子，由 Igf-1基因剪接变异产生，拉伸刺激会促使成
骨细胞表达力生长因子．比较分析了 MGF及其羧基端 E肽(MGF-Ct24E)对成骨细胞前体细胞 MC3T3-E1分化的影响．结果
显示：MGF和MGF-Ct24E具有显著激活胞外信号调节激酶 1/2(Erk1/2)的作用，并降低了成骨细胞碱性磷酸酶、玉型胶原的
表达，促进了骨桥蛋白(OPN)的表达，减少了核心绑定因子(core binding factor 1,Cbf琢-1)的核转运量，对成骨细胞的分化具有
延迟效应，这种效应通过抑制剂 PD98059抑制 Erk1/2的活化得到逆转；MGF还能显著激活磷脂酰肌醇 3-激酶信号通路中
的蛋白激酶 B(Akt)，该活化作用对成骨细胞分化是必需的，钙沉积分析显示长期培养下的细胞 MGF促进了矿化节结的形
成．这些结果说明，MGF-Ct24E对成骨细胞的分化具有抑制作用，这种作用与 Erk1/2的活化有关，MGF因为包含 E肽和
IGF-1部分，能分别激活 Erk1/2和 Akt，因此对成骨细胞分化表现出双重效用，在成骨细胞分化早期，具有一定的延迟效应，
而在分化晚期对成骨细胞分化表现出促进作用．
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应力刺激是骨骼构建和重塑的基本动因，成骨

细胞是骨组织中主要的力效应细胞，能对剪切、拉

伸等各种形式的应力刺激产生响应，进而调节细胞

行为，其中在分子水平的基因表达调控是对应力刺

激产生响应的一个重要方面．我们以往的研究中发

现流体剪切力能够调节成骨细胞中 OPG、ODF等
与骨重建密切相关的基因表达[1]．最近我们通过拉

伸刺激成骨细胞发现，拉伸刺激能够促进成骨细胞

表达一种新的生长因子———力生长因子(MGF)[2-3]．

MGF是一种 IGF-1变体，由 Igf-1基因剪接变
异产生，其特征是比 IGF-1 的羧基端多出延伸肽
(extention peptide，E肽)，并因为来自外显子 5的
49 bp (啮齿类动物是 52 bp)的插入序列，导致外显
子 6的翻译发生移码突变，产生特异的 C端 24个
氨基酸的 E肽序列(MGF-Ct24E)．MGF最初在拉
伸刺激的骨骼肌中被发现，与锻炼引起的肌肉肥大

有关．进一步的研究发现，MGF及MGF-Ct24E能
够激活肌肉卫星细胞，促进组织再生[4-5]．我们的

研究提示，MGF还可能在成骨细胞或骨组织对应
力刺激的响应中发挥作用，为了深入研究 MGF的
功能，通过基因重组在大肠杆菌中表达制备了

MGF及MGF-Ct24E，获得的重组蛋白具有促进成
骨细胞前体 MC3T3-E1增殖和迁移的作用[6]，本工

作进一步研究了两种多肽对成骨细胞分化的影响.

1 材料和方法

1援1 试剂

MC3T3-E1细胞购自中国科学院上海细胞库；
人碱性磷酸酶(ALP)活性检测试剂盒购自北京中生
生物工程公司；MTT、DMSO、维生素 C、茁-磷酸
甘油、PD98059、LY294002、Kit 587 钙检测试剂
盒、茜素红 S均为 Sigma公司产品；RT-PCR试剂
盒为大连 TaKaRa公司产品；RT-PCR所需引物如
表 1所示，由上海英俊基因公司合成；leupeptin、
pepstatin、PMSF为上海西唐生物科技公司产品；
Trizol Reagent Kit为 Invitrogen公司产品；BCA蛋
白质定量试剂盒为 Pierce 公司产品；HRP标记羊
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1援2 细胞培养及处理

含 10%FBS的 琢-MEM培养液制备 MC3T3-E1
细胞悬液，2伊105/孔接种 24孔板，37℃、5% CO2

环境下培养 24 h，细胞贴壁生长，更换无 FBS含
1 nmol/L 多肽 (MGF 或 MGF-Ct24E)、50 mg/L 维
生素 C (AA)和 10 mmol/L 茁- 甘油磷酸 (茁-GP)的
琢-MEM培养液，每组复孔 6个，培养液 2天更换
一次，保持多肽、AA和 茁-GP的剂量不变，在特
定的培养时间进行各种分化指标检测．另有两组细

胞在每次更换含多肽的培养液前用 100 滋mol/L
PD98059 或 50 滋mol/L LY294002 预处理 30 min，
用于检验 Erk1/2和 Akt抑制对细胞分化的影响．
1援3 ALP活性检测
多肽刺激下培养 1天、2天、3天的细胞 PBS

清洗 3次，胰酶消化收集所有细胞到 PBS溶液中，
缓慢吹打至细胞完全分散，显微镜下对细胞计数，

转移 2伊105个细胞到微量离心管中，2 000 r/min离
心 1 min，弃上清，细胞沉淀用 100 滋l 0.05%
Triton X-100反复冲洗、吹打，使细胞完全裂解，
再补加 100 滋l PBS溶液，然后利用 ALP活性检测
试剂盒检测各组细胞的 ALP活性单位．
1援4 RT鄄PCR分析mRNA转录
细胞在含多肽和 AA、茁-GP的 琢-MEM培养液

中培养 3天，按照 Trizol Reagent Kit介绍的方法提
取细胞总 mRNA并定量，mRNA反转录成 cDNA
后通过表 1中的引物 PCR扩增 1型胶原(Col1)，骨
桥蛋白(OPN)，核心转录因子(Cbf琢-1)以及 茁-actin
的 mRNA，PCR 循环数控制在扩增平台期以内．

PCR 产物经 1.2%琼脂糖凝胶电泳，EB 显色后，
Bio-Rad Quantity One 成像系统对电泳条带进行
摄像并计算吸光度，以 茁-actin作内参进行半定量
分析．

1援5 Western blot分析
对上述提取 mRNA的样品继续提取总蛋白并

定量．核蛋白的提取采用改进后的 Andrews 法．
细胞总蛋白和核提取蛋白分别经 10%非变性 SDS-
PAGE，电转移至 NC膜，特异性抗体杂交反应后，
ECL显色，以 茁-actin作内参进行半定量分析．
1援6 矿化沉淀及钙分泌检测

分别对培养 3天和 7天的细胞进行茜素红染
色，检测细胞矿化程度．培养 3天和 7天的细胞
用 PBS 洗涤 2 次，加入 1 ml 0.1 mol/L 的 HCl，
反复吹打裂解，然后收集所有裂解液至 EP 管，
4 000 r/min离心弃细胞碎片，通过钙检测试剂盒测
定上清液中的钙含量．

2 结 果

2援1 MGF及其 E肽对 Erk1/2、Akt活化磷酸化的
影响

含 1 nmol/L多肽的 琢-MEM 培养液孵育细胞
3 h，提取细胞总蛋白，Western blot检测 3种生长
因子对 MC3T3-E1细胞中 Erk1/2和 Akt表达及其
活化磷酸化的影响．图 1所示，多肽处理对 Erk1/2
蛋白的表达总量没有显著影响，但 MGF和 MGF-
Ct24E(图中以 E 表示)显著提高了 Erk1/2 的磷酸
化．两种多肽均没有显著提高 Akt的表达量，但

Gene product Primers (F=forward, R=reverse) Accession No.
Amplicon size

Col1 F: 5忆 CGG AGG TGG CTA TGA CTT T 3忆 NM_007743

R: 5忆 GGC TGT ATG AGT TCT TCG CT 3忆 328 bp

OPN F: 5忆 ACACTTTCACTCCAATCGTCC 3忆 NM_009263

R: 5忆 TGCCCTTTCCGTTGTTGTCC 3忆 247 bp

Cbf琢-1 F: 5忆 CCG CAC GAC AAC CGC ACC AT 3忆 AF010284

R: 5忆 CGC TCC GGC CCA CAA ATC TC 3忆 289 bp

茁-Actin F: 5忆 ATA TCG CTG CGC TGG TCG TC 3忆 NM_007393

R: 5忆 AGG ATG GCG TGA GGG AGA GC 3忆 517 bp

抗兔二抗、抗 Erk1/2、p-Erk1/2、Akt、p-Akt特异
性抗体均购自武汉博士德生物公司；Col1、OPN
和 Cbf琢-1 抗体为 Abcam 公司产品；ECL kit 为

Amersham-Pharmacia Biotech 公司产品；琢-MEM、
胎牛血清(FBS)为 Gibco公司产品．其他所需化学
试剂均为分析纯级．

Table 1 Primers used for RT鄄PCR
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Fig. 2 Effects of MGF鄄Ct24E and MGF on the alkaline
phosphatase activity in MC3T3鄄E1 cells

The cells were pretreated with or without inhibitor of Erk1/2 or Akt for

30 min, then stimulated by 1 nmol/L growth factors. Bars represent x 依 s
(n=6), #P < 0.01, versus control, *P < 0.01, **P < 0.001 versus growth

factor alone.

Fig. 1 Western blot analysis of Erk1/2, p鄄Erk1/2,
Akt and p鄄Akt in MC3T3鄄E1

Cells were treated with growth factors (1 nmol/L).

MGF显著提高了 Akt 磷酸化，MGF-Ct24E对 Akt
磷酸化具有促进作用但不如 MGF 显著．抑制剂
PD98059 和 LY294002(图 1 中分别以 PD、LY 表
示)处理后的细胞，Erk和 Akt的磷酸化几乎被完全
抑制．

2援2 ALP活性分析
ALP是成骨细胞分化的早期标志性蛋白，其

活性高低反映出成骨细胞的分化程度．如图 2所
示，在细胞培养过程中的第 1、2、3天，分别检测

等量的细胞裂解液中 ALP活性单位．对照组细胞
随着培养时间的延长, ALP活性显著增加. 1 nmol/L
MGF-Ct24E的作用下，在培养的第 1、2天，ALP
活性分别是对照组的 63%和 41%，且第 2天与第 1
天相比没有显著增加，培养到第 3天，ALP活性
才有所增加，是对照组的 54%．通过 PD98059抑
制 Erk1/2 活化，使得 MGF-Ct24E 对 ALP 活性的
抑制效应被逆转，而 LY294002抑制 Akt活化，使
得 MGF-Ct24E 对 ALP 活性的抑制效应进一步加
强．MGF对 ALP 活性的影响与 MGF-Ct24E作用
效果部分类似，在作用的第 1天表现出 ALP活性
抑制，培养到第 2天，ALP的活性已开始明显上
升，但仍显著低于对照组，第 3天对 ALP活性的
抑制作用基本消除．通过抑制剂的作用发现，

PD98059对 MGF作用下 ALP活性没有显著影响，
但 LY294002的作用显著降低了 ALP活性．
2援3 基质蛋白 Col1、OPN的表达

Col1、OPN 等骨基质蛋白的表达水平是评价
成骨细胞分化的另一标志．在 MGF 和 E肽处理
MC3T3-E1细胞 3天后，进一步检测 Col1和 OPN
的 mRNA 转录水平和蛋白质表达水平．RT-PCR
分析显示，MGF-Ct24E 单独作用下调了 Col1 的
mRNA 转录，经 PD98059 和 LY294002 处理，前
者削弱了MGF-Ct24E对 Col1转录的抑制，后者加
强了这种抑制作用(图 3a, c)．相反，MGF-Ct24E
上调了 OPN mRNA 的转录，而 PD98059 和
LY294002 处理均降低了 OPN mRNA 的转录，其
中 LY294002 的抑制作用更加明显(图 3a, d)．在
MGF处理的细胞中，MGF对 Col1 mRNA的转录
没有显著影响，而 PD98059 处理促进了 Col1 转
录，LY294002 表现出抑制效应 (图 3a, c)． 与
MGF-Ct24E 一样，MGF 促进了 OPN 的转录，另
外在相同的多肽处理下 PD98059和 LY294002会抑
制 OPN转录，并且 LY294002的抑制作用更加明
显(图 3a, d)．Western blot结果显示，蛋白质表达
和 mRNA 转 录 的 变 化 趋 势 基 本 一 致 ， 即
MGF-Ct24E抑制了 Col1的表达，PD98059逆转了
抑制作用．在 MGF作用下，PD98059也表现出对
Col1 表达的促进作用． 在两种多肽作用下，
LY294002处理均显著抑制了 Col1的转录和翻译．
对于 OPN的表达，MGF-Ct24E和 MGF均表现出
促进作用，但 PD98059和 LY294002处理消除了这
种促进作用，并表现出抑制，其中 LY294002的抑
制效果更为明显(图 3b, d)．
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2援4 转录因子 Cbf琢鄄1的表达及活化
转录因子 Cbf琢-1是 Col1、OPN、ALP等蛋白

质表达的调控因素．通过 RT-PCR和 Western blot
检测多肽和激酶抑制剂作用下，Cbf琢-1 基因的转
录水平以及总蛋白表达和核转运量的变化．

RT-PCR结果显示，MGF-Ct24E和 MGF均提高了
Cbf琢-1 mRNA 的转录水平，并且 PD98059 抑制
Erk1/2活化削弱了促进效果，LY294002抑制 Akt
活性也减少了转录(图 4a, c)．分析蛋白质表达显
示，MGF和 MGF-Ct24E对 Cbf琢-1的表达总量没
有显著影响，但核内转运量被显著减少，PD98059
和 LY294002的使用没有对蛋白质表达和核转运产
生显著影响(图 4b, c, d)．
2援5 矿化染色和钙沉淀定量分析

分化成熟的成骨细胞进一步培养会产生矿化骨

节(bone nodules)，茜素红能与骨节中的钙盐结合显
现红色，从而显示细胞的矿化程度．如图 5a所示，
在 AA和 茁- GP的诱导下培养 3天，细胞整体着色
较弱，说明细胞矿化程度较低，MGF-Ct24E 和

MGF处理减少了钙沉积，PD98059处理对矿化有
促进作用，而 LY294002进一步抑制了矿化．培养
至第 7天细胞矿化程度明显提高，各组间对比显
示，MGF 组以及对照组的细胞矿化程度高，而
MGF-Ct24E处理组的细胞矿化作用被显著降低．
在处理细胞 7 天后，抑制剂 PD98059 与 MGF-
Ct24E连用有利于细胞矿化，但与 MGF连用对矿
化有轻微的抑制作用；抑制剂 LY294002与两种生
长因子连用均显著降低了细胞矿化．

进一步对各组细胞的钙沉淀量进行定量分析

(图 5b)，结果与茜素红染色反映出来的细胞矿化程
度基本一致．细胞培养到第 3 天，MGF-Ct24E和
MGF减少了钙沉积量，且 MGF-Ct24E的效果更显
著，PD98059处理提高了钙沉积量，而 LY294002
处理进一步减少了钙沉积量．培养到第 7 天，
MGF-Ct24E 对钙沉积的抑制效应依然存在，但
MGF对钙沉积表现出一定的促进作用，PD98059
和 LY294002处理均减少了钙沉积量．
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Fig. 3 Effect of MGF and MGF鄄Ct24E on expression of ECM proteins
(a) The mRNA expression of Col1 and OPN was examined by RT-PCR analysis. (b) The protein expression level was examined by Western blot

analysis. (c)(d) Quantitative data. Col1 and OPN were normalized to the 茁-actin. Bars represent x 依 s (n=3), #P < 0.01, ##P < 0.001 versus blank control;

*P < 0.01, **P < 0.001 versus MGF or MGF-Ct24E alone. (c) : Col1/茁-Actin mRNA; : Col1/茁-Actin protein. (d) : OPN/茁-Actin mRNA; :

OPN/茁-Actin protein.
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Fig. 5 Effects of MGF and MGF鄄Ct24E on the mineralization of MC3T3鄄E1 cells
(a) Alizarin Red staining. (b) Quantitative analysis of Ca deposit in MC3T3-E1 cells. Bars represent x 依 s (n=6), #P < 0.01, ##P < 0.001 versus blank

control; *P < 0.01, **P < 0.001 versus MGF or MGF-Ct24E alone.

Fig. 4 Effect of MGF and MGF鄄Ct24E on Cbf琢鄄1 expression and nuclear translocation
(a) The mRNA expression of Cbf琢1 was examined by RT-PCR analysis. (b) Western blot analysis. (c) Quantitative data of Cbf琢1 expression. : Cbf琢1/

茁-Actin mRNA; : Cbf琢1/茁-Actin protein. (d) Percentage of nuclear translocation fraction. Bars represent x 依 s (n=3), #P < 0.01, ##P < 0.001 versus

blank control; *P < 0.01, **P < 0.001 versus MGF or MGF-Ct24E alone.
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3 讨 论

众多的生长 /细胞因子在成骨细胞的分化过程
中起到调控作用，如 TGF-茁、BMP、 IGF-1(-2)、
FGF、EGF等，这些因子通过各自的受体激活胞内
信号转导通路，调节成骨细胞内关键的分化控制基

因和标记基因的表达，如骨基质蛋白 Col1、OPN、
BSA，转录因子 Cbf琢1、Osterix等，促进或延迟成
骨细胞的分化[7-10]． IGF-1在骨的生长和代谢中具有
重要作用，也是骨折修复所必需的[11]．在成骨细胞

的研究中发现，IGF-1对成骨细胞的早期分化和晚
期矿化均有重要作用．在细胞分化早期，IGF-1虽
然不能决定骨髓基质干细胞的分化方向，但能促进

前成骨细胞的分化，并且能够提高成骨细胞 ALP
活性、基质蛋白表达以及矿化作用[7]，在这些作用

中 PI3K-Akt 和 MAPK-Erk1/2 信号途径参与了
IGF-1R介导的胞内信号转导[7, 12-13]．本研究考察了

新发现的 IGF-1变体MGF及其 E肽在成骨细胞分
化中的作用，结果显示 MGF和 E肽对成骨细胞前
体MC3T3-E1的分化表现出不同程度的延迟作用.

ALP是成骨细胞分化的重要标志，从成骨细
胞前体一直到矿化基质形成均有 ALP 的表达，
ALP缺乏将延迟或阻碍矿化基质的形成 [14]．比较

MGF 和 MGF-Ct24E 处理对 MC3T3-E1 中 ALP 活
性的影响发现，在多肽刺激早期(1～2天)，MGF
和 MGF-Ct24E 显著抑制了 ALP 活性．有研究显
示，IGF-1和 BMP等通过激活 PI3K-Akt，提高了
MC3T3-E1细胞中 ALP的活性[12, 15]，而 FGF、EGF
等通过激活 Erk1/2降低了 ALP活性[13, 16]．Radcliff
等[13]发现，IGF-1激活 Erk1/2也有抑制血管内皮细
胞 ALP活性、降低血管钙化的作用．这些结果说
明两条信号通路对成骨细胞的分化具有不同的调控

作用． 我们分别通过激酶抑制剂 PD98059 和
LY294002抑制 Erk1/2和 Akt活化，结果显示，抑
制 Erk1/2 逆转了 MGF-Ct24E 对 ALP 活性的抑制
效应，而抑制 Akt活化会显著降低 ALP活性，可
见 MGF-Ct24E因为显著激活 Erk1/2，对成骨细胞
分化起到了抑制作用．但有一些矛盾的结果被发

现，Erk1/2抑制没有提高 MGF作用下 ALP活性，
甚至表现出一定的抑制作用，因此不能认为 Erk活
化对成骨细胞分化完全起负调节作用．通过 dnErk
(dominant negative isoform of Erk)转染，成骨细胞
分化会受到抑制，说明 Erk信号在成骨细胞的分化
中也发挥作用 [17]．我们的实验结果也许说明，

Erk1/2和 Akt的活化应该保持在一个合理的水平才
能最有效地促进细胞分化，在 MGF-Ct24E处理下
仅仅只有 Erk1/2 的活化抑制成骨细胞的分化，
MGF具有显著激活 Erk1/2和 Akt 的能力，Erk1/2
和 Akt活化对细胞分化影响的权重可能最终决定了
MGF对成骨细胞功能的影响．
在众多的骨基质蛋白中，Col1最丰富，占骨

基质总量的 90%，Col1在前体成骨细胞中只有微
量的表达，但在成熟的成骨细胞中具有非常高的表

达量，另一种基质蛋白 OPN 包含 Arg-Gly-Asp
(RGD)序列，介导了成骨细胞与胞外基质的黏附．
最近有研究显示， IGF-1 能诱导 MC3T3-E1 细胞
ALP活性提高，但对 Col1、OPN、Cbf琢-1等标记
基因的表达没有影响 [18]． 本实验结果显示，

MGF-Ct24E和 MGF作用下 Col1的表达和 ALP的
活性变化类似，两种因子均抑制了 Col1 的表达，
这种抑制作用在 PD98059处理后的细胞中被逆转，
但 LY294002 处理进一步抑制了 Col1 的表达．
Col1的表达受到抑制进一步证明，MGF-Ct24E和
MGF对成骨细胞的分化具有延迟作用，并且这种
分化延迟与 Erk1/2 活化有关，而 Akt 的活化是
Col1表达所需要的．

OPN 的表达分析发现，MGF 和 MGF-Ct24E
对 OPN表达的影响具有与 Col1完全相反的效应，
二者均提高了 OPN 的表达，但 PD98059 和
LY294002的处理均削弱了 OPN的表达．该结果可
能与检测时间点有关，因为细胞分化是一个随时间

变化的过程，在分化过程中各种标记基因也是按照

一定时序表达，在特定的阶段发挥功能．在其他的

一些研究中也有分化标记蛋白在成骨细胞中变化不

一致的报道，如体外 PDGF 刺激 MC3T3-E1 激活
了 Erk1/2途径，并且提高 OPN的表达，同时抑制
了 ALP、Col1、BSP等表达，因此表现出对矿化的
抑制作用[19]. 在体内实验中 IGF-1提高了 Col1、ALP、
OPN的表达, 但不影响到骨钙蛋白(osteocalcin, OC)
的表达[20]．由此推测，这些标记蛋白在骨的形成中

具有不同的作用，因此在成骨细胞的分化过程中并

不是一致变化，甚至出现相反的变化，这可能与生

长因子的作用时间和细胞的分化阶段有关．虽然我

们不能由 OPN 的表达进一步得出 MGF抑制成骨
细胞分化的结论，但推测 MGF促进 OPN 表达的
原因可能与 OPN在骨重建中的作用有关．在骨的
发育过程中 OPN作为基质蛋白被成骨细胞大量表
达，但有关 OPN功能的研究更多地显示它与骨吸
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收的关系密切，OPN缺乏的小鼠不会影响骨结构
的正常形成却表现出对骨吸收的抑制，OPN缺乏
会减少局部骨组织中破骨细胞数量，因此认为

OPN 可能与骨重建中破骨细胞的形成和聚集有
关[21]．应力刺激是骨重建的基本动因之一，应力过

载导致骨组织发生损伤，损伤修复是成骨细胞和破

骨细胞共同参与的过程，因此我们推测应力导致

损伤部位的成骨细胞表达 MGF，同时由 MGF刺
激 OPN的表达，OPN的作用是招募破骨细胞到损
伤部位进行骨吸收，并且 MGF 还能促进成骨细
胞的增殖和迁移，在骨吸收部位形成新的矿化骨基

质[6]．OPN在骨组织的分布特性或许能印证这种假
设，虽然 OPN普遍分布在所有矿化的骨和软骨基
质中，但在一些基质的交接面会有更集中的分布，

这种分布可能有助于招募成骨细胞和破骨细胞完成

重建填补这些交接面的缝隙[22-23]．

转录因子 Cbf琢-1 是成骨细胞形成所必需的，
Cbf琢-1-/-鼠会因为缺乏成骨细胞导致骨组织不能产
生[9]．生长因子或其他刺激调节成骨细胞分化的一

系列级联反应中，转录因子 Cbf琢-1 处于关键位
置．生长因子能够通过调节 Cbf琢-1的表达和活化
影响成骨细胞的分化，因为 Col1、ALP、OPN 等
众多成骨细胞分化所需蛋白质的表达均受到

Cbf琢-1的调控，Cbf琢-1与这些基因启动子中特有
的 Ose2 绑定位点结合启动转录 [10]．实验中发现，

MGF和 MGF-Ct24E对 Cbf琢-1的 mRNA转录有促
进作用，但蛋白质总量没有发生显著变化，同时检

测细胞核中的 Cbf琢-1，发现 MGF 和 MGF-Ct24E
减少了 Cbf琢-1的核转运．Cbf琢-1需要被活化磷酸
化并转移到细胞核中才能发挥转录调控作用 [9-10]，

因此MGF可能通过减少 Cbf琢-1的活化磷酸化和核
转运，从而减少了 Cbf琢-1 与 DNA 的绑定作用，
进而影响 ALP、Col1 等成骨细胞标记蛋白的表
达．使用 PD98059抑制了 mRNA的转录，但没有
对 Cbf琢-1的蛋白质和核转运产生显著的抑制作用，
说明还存在其他信号途径参与了MGF对 Cbf琢-1核
转运的调控．有研究显示，Erk 活化是 Cbf琢-1的
表达和活化必需的，并且 IGF-1、EGF等生长因子
通过 Erk1/2活化上调 Cbf琢-1 的表达[24-25]，我们的

结果提示，MGF 和 MGF-Ct24E 激活 Erk1/2 对
Cbf琢-1的转录有一定的促进作用，可能由于转录
和表达不一致的原因，使得蛋白质的表达水平没有

显著变化．另外，LY294002抑制 PI3K-Akt的活化
减少了 Cbf琢-1的 mRNA转录，说明该信号途径与

Cbf琢-1的表达相关联．
成骨细胞最终分化为骨细胞并被包埋在矿化的

骨基质中，在 AA和 茁-GP的诱导下 MC3T3-E1细
胞能够发生明显的矿化．因为在细胞分化的不同阶

段，对刺激因素的响应不同，通过对细胞矿化程度

的分析，可以判断刺激因素对成骨细胞分化的抑制

作用是否只是发生在分化早期．实验结果显示，培

养到第 7天 MGF-Ct24E仍然对细胞的矿化表现出
抑制，而 MGF表现出显著的促进作用，该结果提
示，MGF对成骨细胞的分化表现出双重效应，在
细胞分化的早期表现出抑制 /延迟分化作用，这种
作用可能主要由于 E肽的效应，而在细胞分化的
后期 MGF可以促进细胞分化，这种作用可能主要
由于 IGF-1效应．该结果也进一步说明，MGF作
为 IGF-1的前体，被酶解后会产生两种功能不同的
功能因子，这两种因子发挥功能的关联性还需要进

一步的研究，也许如同对成肌细胞的作用所提示

的，E肽促进细胞的增殖随后 IGF-1促进分化，二
者协作完成组织修复[26]．

关于MGF及其 E肽在体内对骨骼发育和骨折
修复的作用如何，还需要进一步作体内研究，动物

实验发现MGF-Ct24E用药能够促进兔桡骨缺损修
复(廖宝强等，待发表)．MGF与 IGF-1相比具有更
显著的促进成骨细胞增殖和对细胞迁移的趋化作

用[6]，对细胞的分化只是表现出早期的延迟作用而

不是最终抑制细胞分化，因此将其用于骨折修复可

能具有临床价值．
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Abstract The mechano growth factor (MGF) is originated from alternative splicing of Igf-1 gene, which is
mainly expressed in stretched osteoblasts. The main purpose of this study is to examine the effects of MGF and E
peptide (the C-terminal 24 amino acids peptide in the E domain of MGF, MGF-Ct24E) on differentiation of
osteoblast MC3T3-E1 cells. The results indicate that the MGF and MGF-Ct24E activated the extracellular
signal-regulated kinase 1/2 (Erk1/2) and affected the expression of osteoblast-associated genes, including the
reduced expression of alkaline phosphatase (ALP) and type 1 collagen (Col1), the increased product of osteopontin
(OPN) and the decreased nuclear levels of activated Cbfa-1. These effects could be abolished by the blockade of
Erk1/2 activation by inhibitor PD98059. In addition, the MGF could preferably activate the PI3K-Akt pathway,
which is essential for the differentiation of osteoblasts, so the osteoblast has higher expression of ALP, type 1 Col1,
and the formation of bone mineralization nodule under the treatment of MGF than that under the treatment of
MGF-Ct24E. These advantages could be inhibited after blockading of Akt by inhibitor LY294002. It was
concluded that the MGF-Ct24E could inhibit osteoblasts differentiation through the activated Erk1/2 cascade,
while the MGF can induce differentiation through the activated PI3K-Akt. The MGF consists of MGF-Ct24E and
IGF-1, which could activate Erk1/2 and PI3K-Akt respectively. Therefore, the MGF possess double effects on
differentiation of osteoblasts, which presented as that inhibitory effect at the early differentiation, and promoting
effect at the later differentiation.
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