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Ｓｍｕｒｆ１调节因子在骨形态发生蛋白诱导骨生成中的作用
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　　［摘要］　骨形态发生蛋白（ＢＭＰ）是明确具有诱导成骨作用的生长因子。其通过结合靶细胞表面受体，活化细胞内一系列

Ｓｍａｄ蛋白，经Ｓｍａｄ蛋白介导，将信号转导至细胞核内，在一系列辅助因子的作用下，启动成骨基因的表达。细胞内源性

Ｓｍｕｒｆ１对这一整个过程起抑制作用。本文就Ｓｍｕｒｆ１调节因子在骨形态发生蛋白诱导骨生成中的作用做一综述。
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　　骨形态发生蛋白（ＢＭＰ）是一类转化生长因子（ＴＧＦ）β
超家族成员的多功能分泌型信号分子，参与调节多种细胞的

增殖、分化和程序性死亡，在组织器官形成、胚胎发育和损伤

组织的修复中起关键作用［１］。Ｓｍａｄ蛋白是ＢＭＰ细胞内信

号转导和调节分子，可直接将ＢＭＰ细胞外信号从细胞膜转

导入细胞核，构成ＢＭＰ／Ｓｍａｄ信号转导通路，而细胞内源性

的Ｓｍａｄ泛素调节因子１（Ｓｍａｄｕｂｉｑｕｉｔｉｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ１，

Ｓｍｕｒｆ１）对这一整个过程起抑制作用［２］。

１　ＢＭＰ／Ｓｍａｄ通路相关成员

１．１　ＢＭＰ　ＢＭＰ是从骨基质分离提纯的一类能高效诱导

骨、软骨组织发生的的酸性糖蛋白，除ＢＭＰ１外，其余均属

于ＴＧＦβ超家族成员
［１］，目前已有２０余种成员。ＢＭＰ在体

内以自分泌和旁分泌的形式诱导骨、软骨及骨相关结缔组织

的形成，ＢＭＰ基因的重组蛋白在体外诱导间充质细胞分化的

功能也得到了有效的验证。ＢＭＰ是一种二聚体分子，可以通

过２个相同的链合成，也可以由２个不同的链以二硫键结合

而成［３］。ＢＭＰ是以一种大的前体蛋白的形式合成的，包括信

号肽部分、前结构域和羧基末端区，羧基端含有７个保守的

半胱氨酸残基，这些对于结合成正确的二聚体具有重要意

义，蛋白水解酶将羧基末端从前体蛋白切割下来即形成有活

性的同二聚体前体或异二聚体。需要指出的是，由于ＢＭＰ
诱导成骨时，先形成软骨再形成骨，所以ＢＭＰ对于软骨的形

态发生同样具有重要作用。ＢＭＰ２是目前研究最为广泛、诱

导成骨活性最强的ＢＭＰ家族成员之一，其通过激活Ｓｍａｄｓ
信号转导和调节成骨基因转录发挥成骨作用，上调６０余种

基因的表达［４］。ＢＭＰ２信号转导方式是首先与细胞膜Ⅱ型

受体结合，Ⅱ型受体磷酸化Ⅰ型受体，后者激活下游的Ｓｍａｄｓ
蛋白，磷酸化激活的Ｓｍａｄｓ蛋白转入细胞核，参与涉及软骨

和骨形成基因的转录调控。

１．２　Ｓｍａｄ蛋白　Ｓｍａｄ蛋白家族是ＢＭＰ信号转导蛋白，

Ｓｍａｄ蛋白的名称来源于 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｏｔｈｅｒｓａｇａｉｎｓｔｄｐｐ
（Ｍａｄ）和Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓＳｍａ的融合［５］，其一级结构可以分为３
个功能区：Ｎ区、中间连接区（也称Ｌ区）和Ｃ区。Ｎ区和Ｃ
区高度保守，分别称为 ＭＨ１（Ｍａｄｈｏｍｏｌｏｇｙｄｏｍａｉｎ１）和

ＭＨ２，富含脯氨酸。ＭＨ２是功能效应区，ＭＨ１是 ＭＨ２的

功能抑制区。目前为止，对于Ｌ区的功能尚不清楚。Ｓｍａｄ
蛋白的 ＭＨ１和 ＭＨ２区通常呈结合状态，当受体与配体结

合被活化后两者解离，形成Ｓｍａｄ复合体向核内移行，在核内

蓄积引起诸如Ｒｕｎｘ２靶基因的转录［６］。
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　　Ｓｍａｄ蛋白家族分为９个亚型，即Ｓｍａｄ１～９。根据其功

能又可分为３个亚组，即受体调节型Ｓｍａｄｓ（ＲＳｍａｄｓ），包

括Ｓｍａｄ１、２、３、５、８、９；共同中介型Ｓｍａｄｓ（ＣｏＳｍａｄｓ），在哺

乳动物中仅发现 Ｓｍａｄ４；抑制型 Ｓｍａｄｓ（ＩＳｍａｄｓ），包括

Ｓｍａｄ６和７。Ｓｍａｄ１、５、８是Ⅰ型受体的直接底物，Ｃ末端保

守的ＳＳＸＳ模序的最后２个丝氨酸被磷酸化而活化，活化的

Ｓｍａｄ１、５、８与Ｓｍａｄ４作用形成复合体，进入细胞核激活或启

动ＢＭＰ反应基因，或与其他ＤＮＡ结合蛋白作用。Ｓｍａｄ６、７
通常位于核内，作为抑制或关闭 ＢＭＰ受体激酶介导的对

Ｓｍａｄ１、５、８磷酸化传递，同时，Ｓｍａｄ６、７还可通过直接抑制

Ⅰ型受体磷酸化而终止ＢＭＰ下游信号传递。

１．３　Ｓｍｕｒｆ１　Ｓｍｕｒｆ１属于Ｅ３泛素连接酶家族。泛素标记

需要被降解的蛋白质，继而使被标记的蛋白在蛋白酶体中被

降解。Ｅ３泛素连接酶主要负责特异性识别靶蛋白底物。

Ｓｍｕｒｆ１主要通过与Ｓｍａｄ１、５作用，引发Ｓｍａｄ蛋白及与它们

相互作用的蛋白质的泛素化和降解［７］。

　　Ｓｍｕｒｆ１含有１个ＨＥＣＴ结构域和２个 ＷＷ结构域。在

ＨＥＣＴ结构域的羧基端有一个高度保守的半胱氨酸残基，该

半胱氨酸与泛素之间可形成硫酯键，一旦将这个高度保守的

半胱氨酸残基突变为丙氨酸或甘氨酸后，Ｓｍｕｒｆ１便完全丧失

其泛素化和降解特定蛋白质的活性［８］。ＷＷ 结构域是

Ｓｍｕｒｆ１的另一个重要特征，定位于其第２３６到３１１位氨基酸

之间，含有大约３０个氨基酸，其中包含高度保守的２个色氨

酸和１个脯氨酸，具有与富含脯氨酸的小肽（ＰＰＸＹ结构）相

结合的能力。研究发现，当Ｓｍａｄ蛋白的ＰＹ结构（富含脯氨

酸和酪氨酸的结构域）发生突变，便失去了与Ｓｍｕｒｆ１蛋白相

互作用的能力，并由此抑制Ｓｍａｄ蛋白的降解［９］。ＣＫＩＰ１特

异性作用于 ＷＷ 结构域从而增强Ｓｍｕｒｆ１的活性［１０］。不同

ＷＷ结构域表现出对不同底物的选择。

２　Ｓｍｕｒｆ１对成骨信号通路的抑制作用

　　ＢＭＰ通过结合靶细胞表面２种丝氨酸／苏氨酸激酶受体

（即ＢＭＰⅠ型、Ⅱ型受体）而向胞内传递信号［１１］。ＢＭＰ与持

续表现激酶活性的Ⅱ型受体结合后，Ⅰ型受体能够特异性地

识别结合了Ⅱ型受体的ＢＭＰ，并与之结合成为三聚体复合

物，Ⅰ型受体因此而发生自身磷酸化。Ⅰ型受体再通过磷酸

化Ｓｍａｄ１或Ｓｍａｄ５使其活化，被激活的Ｓｍａｄ１或Ｓｍａｄ５结

合Ｓｍａｄ４进入胞核，与ＰＤＲⅡＢＦ１结合形成一个活性转录

调节复合体。该复合体具有与核内启动元素特异性的结合，

继而调节特定基因转录的功能［１２］。

２．１　Ｓｍｕｒｆ１介导 ＢＭＰ受体的降解　Ｓｍｕｒｆ１通过介导

ＢＭＰⅠ型受体的降解，影响ＢＭＰ／ＢＭＰＲⅠｓ／ＢＭＰＲⅡｓ三

聚体的形成，进而从起始抑制 ＢＭＰ信号通路的下传［１３］。

Ｓｍｕｒｆ１同Ｓｍａｄ６／７在细胞核内结合，然后共同出核被运送

到细胞膜上引发ＢＭＰⅠ型受体的降解。Ｍｕｒａｋａｍｉ等［１４］发

现，仅有Ｓｍａｄ６／７或者Ｓｍｕｒｆ１降解ＢＭＰⅠ型受体的能力大

为下降，提示这种降解功能是由两者形成的复合物共同完成

的。那么，该复合物是如何出核的呢？研究发现，Ｓｍｕｒｆ１蛋

白的羧基端区域具有一个细胞核输出信号（ｎｕｃｌｅａｒｅｘｐｏｒｔ

ｓｉｇｎａｌ，ＮＥＳ），ＮＥＳ可以与出核因子ＣＲＭ１（ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｍａ

ｉｎｔｅｎａｎｃｅｒｅｇｉｏｎ１）相互作用。ＣＲＭ１属于ｉｍｐｏｒｔｉｎβ相关核

转运受体家族，能够特异性地与 ＮＥＳ结合并介导含有 ＮＥＳ
信号的蛋白质（如Ｓｍｕｒｆ１）的出核运输［１４］。一旦Ｓｍｕｒｆ１蛋

白ＮＥＳ区域发生突变，Ｓｍｕｒｆ１／Ｓｍａｄ７复合体的出核运输运

动便受到阻断。

２．２　Ｓｍｕｒｆ１介导Ｓｍａｄ１和Ｓｍａｄ５蛋白的降解　Ｚｈｕ等［１５］

早期在非洲蟾蜍胚胎中证实了Ｓｍｕｒｆ１可以介导Ｓｍａｄ１的降

解。Ｚｈａｏ等［１６］通过检测成骨细胞中Ｓｍｕｒｆ１对Ｓｍａｄ１降解

的介导作用，发现在成肌／成骨前体细胞Ｃ２Ｃ１２细胞系中，

Ｓｍｕｒｆ１可以剂量依赖性地介导Ｓｍａｄ１的降解，并且Ｓｍｕｒｆ１
介导Ｓｍａｄ１的降解是以一种蛋白酶体依赖性的方式进行的。

研究发现，一旦Ｓｍｕｒｆ１的催化位点发生突变，其对Ｓｍａｄ１的

降解作用将明显变弱。同时蛋白酶体抑制剂可以剂量依赖

性地逆转Ｓｍｕｒｆ１对Ｓｍａｄ１的降解作用。许多不同的蛋白酶

体抑制剂也可以增强内源性Ｓｍａｄ１蛋白的水平。

　　Ｙｉｎｇ等［１７］通过在Ｃ２Ｃ１２细胞系中过表达Ｓｍｕｒｆ１发现

Ｓｍａｄ５蛋白的水平明显降低，并且这种降低可以被乳胞素

（ｌａｃｔａｃｙｓｔｉｎ，一种蛋白酶体抑制剂）逆转，尽管他同时发现过

表达Ｓｍｕｒｆ１后细胞内的Ｓｍａｄ１蛋白并未发生明显变化，这

可能与Ｓｍｕｒｆ１介导Ｓｍａｄ蛋白降解需要一定的蛋白阈值量

有关，而此时细胞中的Ｓｍａｄ１蛋白处于相当低的水平。另一

方面，通过ＲＮＡ干扰技术沉默Ｃ２Ｃ１２细胞内源性的Ｓｍｕｒｆ１
后，Ｓｍａｄ５蛋白的水平明显上升。

２．３　Ｓｍｕｒｆ１介导转录因子Ｒｕｎｘ２蛋白的降解　Ｒｕｎｘｓ是新

发现的一类调控间充质干细胞向成骨方向分化的特异性转

录因子，包括Ｒｕｎｘ１、２、３。Ｒｕｎｘ２通常也称作Ｃｂｆａ１（核结合

因子），其作为ＢＭＰ２的靶基因，是成骨细胞分化、骨发育的

重要调节因子，在成骨细胞分化过程中起着重要作用［１８］。

Ｒｕｎｘ２在ＢＭＰ信号通路中同Ｓｍａｄ１蛋白结合形成一种复合

物，共同激活下游靶基因的表达。

　　由于转录因子Ｒｕｎｘ２蛋白结构中含有Ｓｍｕｒｆ１可识别的

ＰＹ结构，Ｚｈａｏ等［１６］研究了Ｓｍｕｒｆ１在Ｃ２Ｃ１２和成骨前体细

胞系２Ｔ３中对ＲＵＮＸ２蛋白降解的介导作用，通过免疫共沉

淀实验证实了Ｓｍｕｒｆ１蛋白和Ｒｕｎｘ２蛋白之间的相互作用。

Ｓｍｕｒｆ１可以剂量依赖性地降低细胞中原本十分稳定表达的

Ｒｕｎｘ２蛋白水平，并且这种降解现象是蛋白酶体依赖性的。

Ｓｍａｄ６在与Ｒｕｎｘ２结合的过程中，可以增强这一降解作用。

同时，Ｄｕｃｙ等［１９］通过共转染Ｓｍｕｒｆ１和 Ｒｕｎｘ２到Ｃ２Ｃ１２细

胞中，发现Ｒｕｎｘ２的表达水平和功能明显降低，而共转染缺

乏催化活性的突变型Ｓｍｕｒｆ１和正常的Ｒｕｎｘ２基因到Ｃ２Ｃ１２
细胞中，突变的Ｓｍｕｒｆ１对Ｒｕｎｘ２的活性没有明显影响。Ｂｅｌ

ｌｉｄｏ等［２０］将Ｓｍｕｒｆ１转染到成骨细胞ＯＢ６细胞系的实验中

也发现了类似的结果。

３　Ｓｍｕｒｆ１抑制成骨细胞分化和骨形成

　　为了确定Ｓｍｕｒｆ１对成骨细胞分化的影响，Ｚｈａｏ等［２１］成

功地构建了稳定转染Ｓｍｕｒｆ１表达质粒的成骨前体细胞２Ｔ３
的亚克隆细胞系（２Ｔ３／Ｓｍｕｒｆ１）。与作为对照的２Ｔ３／Ｖｅｃｔｏｒ
单克隆细胞系相比，２Ｔ３／Ｓｍｕｒｆ１单克隆细胞系的碱性磷酸酶

活性下降了８０％以上。同时，在２Ｔ３／Ｓｍｕｒｆ１单克隆细胞系
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中，几种成骨特异性标志基因如Ｏｓｔｅｒｉｘ、Ｒｕｎｘ２、Ⅰ型胶原和骨

钙素的表达量降低。在成骨细胞终末分化时，过表达Ｓｍｕｒｆ１
可以抑制矿化骨节结的形成。与这些结果相一致，当瞬时转

染突变的Ｓｍｕｒｆ１表达质粒到Ｃ２Ｃ１２细胞中时，ＢＭＰ２诱导的

碱性磷酸酶活性升高，该细胞系骨钙素的表达也增强。

　　在小鼠Ｃ２Ｃ１２细胞系中过表达Ｓｍｕｒｆ１会促进Ｃ２Ｃ１２
细胞向成肌方向分化，并阻断ＢＭＰ诱导的成骨分化。而通

过ＲＮＡ干扰技术沉默Ｃ２Ｃ１２细胞内的Ｓｍｕｒｆ１则可以促使

该细胞系向成骨方向分化。此外，Ｋａｎｅｋｉ等［２２］发现肿瘤坏

死因子α（ＴＮＦα）可以通过上调成骨前体细胞中Ｓｍｕｒｆ１和

Ｓｍｕｒｆ２的表达而诱发Ｒｕｎｘ２蛋白的降解，进而抑制骨形成。

而特异性沉默Ｓｍｕｒｆ１和Ｓｍｕｒｆ２则可以阻止ＴＮＦ发挥其诱

导Ｒｕｎｘ２进行降解的功能。在体实验方面，Ｚｈａｏ等［２１］将带

Ｆｌａｇ标记的Ｓｍｕｒｆ１基因定位到小鼠成骨细胞中表达建立了

转基因小鼠系，该转基因小鼠系小梁骨容量、骨形成率和成

骨细胞的数量都明显下降，并且该鼠系成骨细胞的增殖和分

化都被抑制。与这些结果一致，Ｙａｍａｓｈｉｔａ等［２３］发现Ｓｍｕｒｆ１
基因敲除小鼠的骨形成明显增强，其骨矿质密度、小梁骨容

量和骨形成率都升高。

４　结　语

　　骨组织的形成是一个由多种因素调节的复杂而有序的

过程。从分子水平上看，骨组织的形成过程主要通过ＢＭＰ
信号通路来完成，ＢＭＰ是目前最肯定的具有诱导成骨作用的

生长因子。大量研究证实，Ｓｍｕｒｆ１在ＢＭＰ信号转导通路中

起着重要的作用，主要通过诱导ＢＭＰ受体、Ｓｍａｄ１和Ｓｍａｄ５
蛋白以及Ｒｕｎｘ２蛋白的降解来对ＢＭＰ信号通路进行负调

控。尽管目前对于Ｓｍｕｒｆ１在体实验的研究尚处于起始阶

段，但我们有理由相信，随着基础研究的不断发展及临床的

不断探索，Ｓｍｕｒｆ１将有助于拓展骨质疏松症、骨缺损等骨科

疾病的新领域。
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