
cbfa1一经发现，引起了世界性的震惊，由于这一
个基因的缺失，竟破坏了小鼠胚胎过程中的整个的骨

的形成。因此，许多科学家对其结构、功能、表达调控等
方面进行了深入的研究。

1 cbfa1基因的结构特征
cbfa1是 cbfa家族成员之一，又称为 Pebp2αA或

aml3，最近被重新命名为 runx2。cbfa1属于 runt结构域
基因家族，在哺乳动物中氨基酸序列高度保守。因为
cbfa1蛋白 runt:结构域具有 DNA结合特性，故 cbfa实

为一族特异性转录激活因子。研究表明，cbfal转录因子
有 2种主要蛋白质异构体，即 cbfal/p56 (I型) 和 cb-
fa1/p57(Ⅱ型)。它们区别仅在于氨基端的氨基酸序列结
构，系由于 cbfal mRNA选择性剪接和翻译的结果。cb-
fa1/p56的 cDNA全长为 1 542bP，编码 514个氨基酸，
以“MRIPV”开头 , 而 cbfa1/p57 的 CDNA 全长为 1
584bP，编码 528 个氨基酸，以“MASNSLFSAVTPC-
QQSFFW”开头，其余氨基酸序列完全与 cbfal/p56相
同，而推测以“MLHSPH”开头的 Osf2/cbfa1蛋白质异构
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体很少表达或含量极低，其作用可以忽略。
cbfa1基因含 8个外显子，外显子 1分为 la和 lb，

分别编码 2种主要蛋白质异构体的 5'端非翻译区和 5'
端氨基酸序列。外显子 2- 8编码的多肽链由 4类功能
区组成，其中，转录激活区（activation domain，AD）分为
氨基端区域(AD1)、谷氨酞胺及丙氨基（QA）富含区域
〔AD2）和氨基端的一半脯氨基、丝氨基、苏氨基（PST）
富含区域（AD3）；DNA结合区即 runt结构域所在处，与
靶基因启动子的同源 DNA结合序列为 puAccPu，核定
位信号（nuclear localization signal NLS)位于 runt区域和
PST区域分界处的 9个氨基酸序列（RRHRQKLD）；转
录抑制区（repression domain，RD）由轻基端的一半 PST
区域和尾部“VWRPY”基序组成。

2 cbfa1基因的功能
2.1 cbfa1 是成骨细胞分化和功能的关键因子
在鼠中剔除 cbfa1基因可导致成骨细胞分化完全

受抑制,使骨骼的软骨内骨化成骨和膜内骨化成骨均
不能发生 [1]。 cbfa1- /- 的头盖骨体外培养细胞已经完
全丧失了向成骨细胞分化的能力,反而具有了向脂肪
细胞或软骨细胞分化的潜能[2]。尽管 cbfa1- /- 鼠的软骨
细胞分化和软骨形成正常,但是软骨细胞成熟,即肥大
化,仍然受到严重影响,所以 cbfa1- /- 鼠的骨骼是软骨
构成的,整个软骨骨骼很难见到血管侵入,破骨细胞数
量也急剧减少 [1]。由此可见, cbfa1不仅控制成骨细胞
分化和骨形成,而且还影响软骨细胞、破骨细胞分化和
血管侵入。cbfa1不仅对骨骼形成起关键作用,对骨骼
生长同样至关重要。在骨钙蛋白基因启动子所指导的
转基因鼠中,过量表达的 DN- cbfa1（dominant negative
cbfa1）抑制内源 cbfa1的功能,使本来已经分化的成骨
细胞不能合成和分泌骨基质，造成骨骼发育不良。但值
得注意的是，成骨细胞数量并不受影响[3]。由于成骨细
胞分化或功能受抑制，许多重要骨基质蛋白基因无法

表达，说明这些骨基质蛋白基因是 cbfa1的靶基因[1,3]。
cbfa1诱导或促进这些骨基质蛋白基因的表达,从而启
动未分化的间质细胞或使已分化的其他类型细胞向成

骨细胞方向分化[4，5]。
2.2 cbfa1促进体内成骨细胞早期分化
转基因鼠研究结果表明，在Ⅰ型胶原启动子指导

下的成骨细胞内 cbfa1持续过表达不能促进骨发育,恰
恰相反，cbfa1转基因导致严重骨发育不良并使之表现
出多处骨折[6]。转基因小鼠骨发育不良主要是由于外源
cbfa1抑制了成骨细胞成熟，因为在转基因鼠骨骼内，
表达骨钙蛋白 (成骨细胞分化最晚期的标记基因)的成
骨细胞和由成骨细胞进一步转化而来的骨细胞急剧减

少，而表达骨桥蛋白(成骨细胞分化早期的标记基因)的
成骨细胞明显上升。这使得骨基质的合成降低、骨吸
收增强,并最终使骨量和骨钙化程度降低。值得注意
的是,转基因小鼠骨骼内的成骨细胞数量无论是在出
生时还是在生后发育阶段都明显高于对照,表明过表
达 cbfa1能够促进成骨细胞早期分化,并通过抑制成骨
细胞成熟导致早期的、不成熟的成骨细胞数量增加[6]。
因此,认为成骨细胞晚期分化不需要 cbfa1，cbfa1只对
成骨细胞早期分化起决定作用。
2.3 cbfa1 促进软骨细胞肥大
原位杂交实验显示, cbfa1在软骨细胞,特别是在

肥大化软骨细胞中表达[7]。cbfa1的缺失使软骨细胞肥
大化受到严重抑制[10]。在体外培养的软骨细胞中,过量
表达 cbfa1促进软骨细胞肥大化[8]。这些结果说明 cbfa1
与软骨细胞肥大化有关。两项独立的转基因鼠实验进
一步证明这种观点。在体内,在 typeⅡcollagen启动子
和增强子的指导下, cbfa1在软骨细胞内过表达明显地
促进软骨细胞肥大化[9，10]，并能够在一定程度上使 cb-
fa1- /- 软骨细胞肥大化和凋亡，使血管侵入软骨[9]。而
在软骨细胞内过量表达 DN- cbfa1，由于抑制内源 cbfa1
的功能,会使软骨细胞成熟受到抑制，使软骨表现永久
软骨特性[10]。
2.4 cbfa1 与破骨细胞分化和血管侵入有关
破骨细胞分化离不开成骨细胞。由于没有成骨细

胞, cbfa1- /- 鼠的骨骼中破骨细胞数极少[1]，而且 cbfa1- /
- 头盖骨培养细胞不能有效促进破骨细胞分化[11]。破骨
细胞分化可能与早期的或不成熟的成骨细胞相关,因为
过表达 cbfa1的成骨细胞是不成熟的,转基因老鼠的皮
质骨上分布许多的破骨细胞[12]，但在成熟成骨细胞被剔

除的鼠体内,破骨细胞分化和骨吸收丝毫不受影响[13]。
成骨细胞表达的 RANKL/OPGL是破骨细胞分化的关
键因子,在正常鼠骨骼中表达很高,在 cbfa1- /- 鼠中表
达很低。VD3促进正常鼠头盖骨培养细胞的 RAN KL
表达水平 , 却无法促进 cbfa1- /- 头盖骨培养细胞的
RANKL表达水平[11]。OPG是由成骨细胞分泌的破骨细
胞分化和功能的抑制因子,其在体外培养细胞中的表
达也同 cbfa1密切正相关 [14]。这些结果初步说明 cbfa1
与破骨细胞形成有关。另有实验证据表明，cbfa1还可
能与血管侵入软骨组织有关。在体外培养的内皮细胞
MSS31内和在体内血管生成位点的内皮细胞中，有 cb-
fa1的表达[15]。cbfa1过表达能在体外促进成纤维细胞的
血管内皮细胞生长因子的表达水平，而 VEGF是调控
血管生成的关键因子[16]。在正常软骨内,随软骨细胞肥
大化，VEGF表达量上升。而 cbfa1- /- 或 DN- cbfa1软骨
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没有血管侵入, VEGF表达没有类似变化。在体内，cb-
fa1- /- 软骨细胞内过表达 cbfa1可通过使 cbfa1- / - 软
骨细胞肥大化,使血管侵入软骨，与此同时，也使 VEGF
明显表达出来[1，9，16]。最新的研究结果表明，充分的软骨
血管侵入离不开 cbfa1[17]。

3 cbfal基因的表达调控
3.1 cbfa l基因启动子
据推测，CBFA1/cbfal基因至少存在 2个启动子区

域 P1和 P2，P1驱动 cbfa1/p57的表达，而 P2驱动 Cb-
fal/p56的表达。Fujuwara和 Drissi等[26]克隆出小鼠、大
鼠及人的 CBFA1/Cbfal基因 P1启动子区域，序列分析
揭示在 p1启动子区域存在 2个高度保守的调节区域
(nt- 113~ - 1和 nt- 458~ - 304)，其间由一嘌呤富含区相
连，在 CBFA1/cbfa1 基因 P1 启动子区域缺乏典型的
TATA盒或 CCAAT盒，具有多个转录起始点，在主要转
录起始点上游 1kb以内含有多个转录因子结合区，如
Ap- 1、cdx、oct- 1、GATA- l、cbfal 等，参与 CBFA1/cbfa1
基因的转录调节。该启动子功能分析表明，在成骨细胞
株 UMR- 106和 ROS17/2.8中 Cbfal启动子区域(1.8kb)
的活性最高 , 与之相比在多潜能间充质干细胞
C3H10T1/2和未分化成骨细胞株MC3T3一 El中，启动
子区域的活性约下降一半，而在非成骨细胞株 COS- 1
和 HepG2中其活性不到成骨细胞株的 1/4，这与它们细
胞自身的 mRNA表达水平相一致，表现出 cbfal启动子
活性的组织细胞特异性调节。序列缺失分析揭示启动
子起始 0.6kb序列足以维持小鼠和大鼠 CBFA1/Cbfa1
基因的转录，进一步启动子缺失分析表明在 m- 351- 92
之间存在多个顺式调节区域，该区域缺失可导致启动

子活性累进性下降达到 100倍。此外，5'端非翻译区表
现为抑制启动子报道基因转录活性 2~3倍。
3.2 cbfa1 RNA的剪接
从基因组结构而言，cbfa1 只存在一个基因组基

因。但在成骨细胞中由于存在 cbfa1外显子的选择性
剪接，使得 cbfa1的 mRNA呈现多态性。xiao等[19]首次

报道 cbfa1/p57在 5' 端外显子 1可能存在 3种异构体:
cbfal/p57d1、Cbfal/p57d2和 Cbfal/p57u；同时，还发现外
显子 2和 5是选择性拼接高发区。Geoffroy等[29]也发现

CBFA1/p57mRNA在外显子 7存在选择性拼接，并且
影响到 CBFA1/p57转录因子的活性。与此相仿，Ogawa
等[27]从 Ha- ras转化的 NIH3T3细胞中分离出 2种转录
活性不同的 cbfal/P56mRNA的异构体：a1 (513个氨基
酸)和 a2(306个氨基酸)。至于 cbfal/p56是否存在于成
骨细胞仍还有疑虑，有关 cbfal基因外显子选择性剪接
的分子机制及 mRNA多态性存在的意义尚不清楚，可

能是 cbfal基因转录后调节的重要机制之一。
3.3 cbfa l的信号传导通路

Ras/ Raf/MEK/MAPK通路 Ras/Raf/MEK/MAPK
通路不但在细胞增殖中起着重要作用，还与细胞分化

的调控及转录因子的激活密切相关。Ogawa等[27]最先报

道 Ha- ras转化的 NIH3T3细胞 cbfalmRNA表达显著高
于非 ras转化的 NIH3T3细胞，表明 ras基因表达参与
cbfal基因转录的激活作用；而最近 Xiao等[19]首次证实

cbfal的活性直接受MAPKs通路的调控。研究表明，在
未分化的成骨细胞株MC3T3- E1中，超表达野生型的
MEK可显著刺激依赖于 cbfal的下游基因如骨钙蛋白
mRNA的表达，明显提高共转染 cbfal诱导的小鼠骨钙
蛋白启动子的转录活性，而突变型的 MEK则表现为抑
制效应[22]；用MEK1/MEK2的抑制剂则抑制稳转染小鼠
骨钙蛋白启动子的转录活性；离体实验证实活化的重

组MAPKS可直接磷酸化经组氨酸标记的 cbfal融合蛋
白，而在完整的细胞中野生型的 MEK也可明显增加
cbfal的磷酸化，且 cbfal经基端的 PST区域为MEK介
导 cbfal磷酸化并活化该转录因子所必需的结构区域，
而突变型的MEK则作用相反。因此，Ras/Raf/MEK/MAPK
磷酸化通路对 cbfal的活性的调节在成骨细胞特异性
基因表达调控中起着非常重要的作用。

cAMP通路 甲状旁腺素（PTH）对成骨细胞的功
能具有调节作用，其细胞内信号传导机制主要是由

cAMP 通路所介导的。Tintut 等 [30] 用 cAMP 激动剂
Forskolin 处理 MC3T3E1 成骨细胞株，结果发现
Forskolin 刺激细胞内的 cAMP 升高并不影响 cbfa1
mRNA的表达水平，但却导致成骨细胞碱性磷酸酶活
性降低，钙沉积减少及受 cbfa1调节的成骨基因下调；
cbfa1凝胶滞留法显示 cAMP激动剂呈时间依赖性地降
低 cbfa1蛋白质水平，若先用蛋白水解酶体抑制剂预处
理成骨细胞或在使用 cAMP激动剂后加入蛋白水解酶
体抑制剂，则 cbfal蛋白质可保持稳定或恢复到正常水
平。从而证实 cAMP激动剂诱导的 cbfal蛋白质降解是
由于 cAMP通路激活遍在蛋白质 /蛋白酶体依赖的蛋
白水解机制所介导的。由此可见甲状旁腺素 (一种
cAMP激动剂) 对成骨细胞分化的抑制作用就是通过
cAMP 通路促进 cbfal 蛋白质降解的调控机制而实现
的。

Smads- DPC4通路 Smads- DPC4 通路在 BMP- 2
诱导多潜能间充质干细胞 C2C12向成骨细胞分化的信
号传导中起着至关重要的作用。研究表明，若将突变型
的 Smadl和 Smads cDNA转染至 C2C12前体细胞可阻
断 BMP- 2诱导该细胞向成骨表型分化的信号传导通
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路，同样超表达突变型的 DPC4也能阻断 BMP- 2诱导
C2C12细胞向成骨细胞分化的调节作用。

4 影响 cbfa1功能的因子
4.1 细胞因子对 cbfa1表达的影响
多种细胞因子可上调或抑制 cbfa1 的表达, 目前

报道较多的有骨形态发生蛋白 (BMP)、转移生长因子
(TGF-β)、肿瘤坏死因子α(TNF-α)、成纤维细胞生长
因子 2(FGF- 2)等。Nishimura等[18]认为多能间充质细胞

只有在诸如 BMP- 2 等细胞因子的诱导下才会向 OB
方向分化,否则只能向成肌细胞方向分化。Xiao等[19]发

现 BMP- 2对 cbfa1基因的转录没有影响,cbfa1启动子
区域缺乏 BMP- 2的应答元件(responsive element),认为
BMP- 2只是以剂量依赖性的方式上调多能间充质细
胞 cbfa1 mRNA的表达,而对于 cbfa1启动子则没有影
响、BMP7 可以通过级联放大效应诱导 OB 的分化。
Ducy等[4]发现 BMP- 7体外可以间接诱导 cbfa1提前表
达 , 但是具体机制还不太清楚 , 可能 cbfa1 参与了
BMP- 7级联放大效应。

TGF-β是骨组织里的常在因子,体外培养发现它
可抑制 OB的分化。Alliston等[20]研究了 TGF-β及其效
应物 Smads对于 cbfa1表达和功能的影响, TGF-β与
细胞膜上的受体结合形成复合物,致使受体 C末端丝
氨酸上的 Smads磷酸化,脱离复合物,进入细胞核内,
与 cbfa1相互作用形成 cbfa1- Smads复合物, cbfa1结合
OSE2启动子特定序列的功能受到影响,而抑制了骨钙
素基因的表达。

TNF-α 可以抑制全能干细胞向 OB 的分化。
Gilbert等[21]研究了 TNF-α对于 cbfa1表达的影响,并
证明 TNF-α对于 cbfa1 mRNA的表达有抑制作用,认
为 TNF-α引起 cbfa1剂量依赖性的抑制,主要是通过
干扰 mRNA和抑制转录而影响 cbfa1的表达, cbfa1表
达下调导致 OB分化抑制,阻止骨形成。Xiao等[22]证明

了 FGF- 2通过MAPK途径可以使 cbfa1磷酸化并激活,
以时间和剂量依赖性方式刺激 OB前体细胞骨钙素
mRNA和启动子活动。
4.2 激素对 cbfa1表达的影响
多种激素可上调或抑制 cbfa1的表达,如甲状旁腺

激素、糖皮质激素地塞米松(DEX)和 1,25 (OH)2D3等,对
于 OB生长和分化因子的表达有明显的影响,在骨的发
育和组织钙化过程中起着重要的调节作用。Fujita等[23]

认为 PTH通过增强 cbfa1的转录活动而触发了骨的合
成代谢,诱导骨发生。他们的实验还显示，在 PTH的作
用下骨的特异性蛋白表达也增多。Prince等[25]证明 DEX
可以增强 cbfa1蛋白与 DNA的结合能力，但对于 cbfa1

mRNA似乎没有作用,糖皮质激素对于 cbfa1的调节可
出现在 OB分化成熟的任何时期,但 Viereck 等 [24]认为

DEX只可以增强 cbfa1 mRNA的表达,同时抑制骨钙素
基因的表达。1,25 (OH)2D3通过激活或者抑制大量的
骨表型基因而调节 OB的分化,基因转染技术数据显示
在 1,25 (OH)2D3作用过的 MC3 T3和 ORS17/2.8细胞
系 cbfa1的表达下调了,凝胶迁移率技术分析发现主要
是由于在它们 cbfa1近端启动子序列(- 92to- 16)有功能
性，1,25 (OH)2D3应答性元件 (VDRE)可以结合 1,25
(OH)2D3受体所致[25]。而 ORS24.1细胞系由于缺乏功能
性的 1,25 (OH)2D3受体,所以 cbfa1的表达不受影响。
Ducy等[28]发现 1,25 (OH)2D3处理过的小鼠原代 OB消
除了 Osf2/cbfa1的表达,所以他们认为 1,25 (OH)2D3还
可以通过阻碍 cbfa1和 OSE2的结合而抑制小鼠骨钙
素的表达,阻止 OB进一步分化成熟,进而引起发育不
全骨病, 1,25 (OH)2D3对于 cbfa1与 DNA的结合能力
似乎没有明显的影响。

5 展望
cbfal转录因子及其对成骨细胞定向分化的调控已

广为人们认识和接受，但 cbfal基因表达调控及其诱导
成骨细胞分化的分子机制有待进一步探索。随着该研
究的深入，更多被 cbfal调控的基因将被发现，与 cbfal
相互作用的辅助因子将得到鉴定。一方面，查明影响
cbfal基因表达的因素及传导通路将有利于人们用药物
主动地调节其表达，以刺激骨的形成来治疗某些骨代

谢疾病；另一方面，应用定量超表达诱导骨髓间充质干

细胞定向成骨细胞系，作为补充成骨细胞来源，将可用

于基因和细胞治疗骨质疏松症。因此，这一研究的开展
无疑具有重要的理论和临床意义。
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