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"
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22#摘要$2目的2研究流体剪切力! Ĥ<G8 XM9F:XQ:9XX&-&&%对肿瘤坏死因子
"

!\$-D

"

%诱导鼠成骨样细胞 .!O\OD%5 凋亡

的影响* 2方法2将 .!O\OD%5 分为 \$-D

"

干预组 !实验组%和无 \$-D

"

干预组 !对照组%&\$-D

"

!54 ;=UEH% vA M 诱导

.!O\OD%5 凋亡后&四个实验组分别加载 53 8>;UJE

3

-&& 作用 4&56&O4&@4 EG;* 应用四甲基偶氮唑蓝!.\\%法.荧光显微镜和

流式细胞技术!-

6

!&%检测细胞的增殖能力和凋亡&免疫印迹法检测半胱氨酸蛋白激酶 ?!JFXVFX9?%和凋亡蛋白酶活化因子 5

!

6

VF̂D5%蛋白的表达* 采用 &]&&5@P4 软件包对数据进行单因素方差分析* 2结果2\$-D

"

!54 ;=UEH% vA M 能诱导明显的凋

亡信号&-&&!53 8>;UJE

3

%能明显抑制这种凋亡&而且随着刺激时间的增加&从 4 EG; 逐渐延长至 @4 EG;&细胞活性逐渐增加&

凋亡细胞数逐渐减少&实验组与对照组单因素方差分析及各组间 ,&[两两比较有显著性差异!Kg4P46%&同时 JFXVFX9? 和

6

VF̂D5 蛋白的表达也逐渐增加* 2结论2生理范围的 -&& 能够抑制 \$-D

"

诱导的 .!O\OD%5 细胞的凋亡&作为线粒体通路的

关键蛋白&JFXVFX9? 和
6

VF̂D5 在凋亡时增加而 -&& 后表达减少&说明 -&& 抑制这种凋亡至少部分是减弱了凋亡的线粒体通

路*

#关键词$2成骨样细胞-2细胞凋亡-2 流体剪切力-2肿瘤坏死因子
"

-2线粒体通路

22中图分类号"*O3?P3

i

B2222文献标识"+2222文章编号"544? S@@4A!3454%46 S4AO? S46

-9;7=&A2C<&:<233#6A787:3+454:5373#6=;@2=8I L$-?

"

76.;<762(3:2589C3:7@.!OLO?%5 !29923'+-)H&)*& :&- /-9&&

+-)* 3-&G&)*& ',-12F'@'-EN" R)@,&,$,'#=TE,"#L-'0&N@& 8-)<"#$ P)&Q'E@&,9I'N#)0 3#@L&,-1& 8-)<"#$ CO44O4& 7"&)-

/+83:<C@:02 (8P2@:7F22\77WX9:_9QM99̂̂9JQ7̂ Ĥ7IXM9F:XQ:9XX!-&&% 7; \$-D

"

DG;8<J98 FV7VQ7XGXG; E<:G;97XQ97WHFXQGJ

.!O\OD%5 J9HHXP2.2:A5=32.!O\OD%5 J9HHXI9:98G_G898 G;Q7QI7=:7<VX" \$-D

"

G;Q9:_9;QG7; =:7<V !9YV9:GE9;QFH=:7<V% F;8

;7;D\$-D

"

G;Q9:_9;QG7; =:7<V !J7;Q:7H=:7<V%P#; QM99YV9:GE9;QFH=:7<V& J9HHFV7VQ7XGXIFXG;8<J98 W>J<HQ<:G;=IGQM \$-D

"

!54

;=UEH% 7̂:A M7<:X- F;8 QM9;& QM9.!O\OD%5 J9HHXI9:9XQGE<HFQ98 W>-&& 7̂:4& 56& O4& 7:@4 EG;<Q9XP+̂Q9:IF:8X& .\\FXXF>&

Ĥ<7:9XJ9;J9EGJ:7XJ7V>F;8 Ĥ7IJ>Q7E9Q:>I9:9FVVHG98 Q7E9FX<:9QM9J9HH<HF:V:7HĜ9:FQG7; F;8 FV7VQ7XGX& F;8 j9XQ9:; WH7QQG;=IFX

<X98 Q789Q9JQQM99YV:9XXG7;X7̂ JFXVFX9? F;8

6

VF̂D5 V:7Q9G;P&QFQGXQGJFHF;FH>XGXIFXV9:̂7:E98 <XG;=&]&&5@P4 7̂:7;9IF>

+$(0+P2*23;9:32.!O\OD%5 J9HHXXM7I98 XG=;ĜGJF;QXG=;X7̂FV7VQ7XGXIGQMG; A M7<:X7̂9YV7X<:9Q7\$-D

"

!54 ;=UEH%& IMGH9

-&& !53 8>;UJE

3

% FQQ9;<FQ98 QMGX\$-D

"

DG;8<J98 FV7VQ7XGXXG=;ĜGJF;QH>G; FQGE9D89V9;89;QEF;;9:- QM9V9:J9;QF=97̂ X<:_G_FH

7XQ97WHFXQXG;J:9FX98 IGQM QM9QGE97̂-&& XQGE<HFQG7; !Kg4P46%& E9F;IMGH9QM99YV:9XXG7;X7̂JFXVFX9? F;8

6

VF̂D5 V:7Q9G; I9:9

:FGX98 FXI9HHP2 !56@9;375632-&& X9QFQFVM>XG7H7=GJFH:F;=9JF; G;MGWGQQM9\$-D

"

DG;8<J98 FV7VQ7XGX7̂.!O\OD%5 J9HHXP\M9

9YV:9XXG7;X7̂JFXVFX9? F;8

6

VF̂D5 V:7Q9G;& IMGJM F:9K9>V:7Q9G;XG; EGQ7JM7;8:GFHVFQMIF>&G;J:9FX9FQFV7VQ7XGX& W<Q89J:9FX9W>

-&&& G;8GJFQG;=QMFQ-&& JF; FQQ9;<FQ9& VF:QH>FQH9FXQ& QM9\$-D

"

DG;8<J98 EGQ7JM7;8:GFHVFQMIF>7̂FV7VQ7XGXP

/Q2I G5<=302(XQ97WHFXQGJJ9HHX-2+V7VQ7XGX-2-H7IXM9F:XQ:9XX-2\$-D

"

-2.GQ7JM7;8:GFHVFQMIF>

22凋亡!FV7VQ7XGXUV:7=:FEE98 J9HH89FQM&]![%是

存活组织中引起不需要细胞死亡的一个生理性过

程&形态学变化有细胞皱缩.染色质凝集.[$

6

分

裂.细胞表面泡状形成&最后裂解成凋亡小体&被巨

噬细胞吞噬* 肿瘤坏死因子
"

!\$-D

"

%是一个多效

性促炎性细胞因子&有凋亡潜能&能诱导包括成骨细

胞在内的许多细胞凋亡* 在骨急慢性炎症.骨质疏

松.类风湿关节炎和牙周炎等疾病&\$-D

"

水平增

高
+5&3,

* 骨大部分成骨细胞!7XQ97WHFXQ&(R%负责新

骨的沉积&通常经历凋亡* 机械负荷一直被认为是
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调节骨代谢和重建的重要因素&能引起流动电位和

流体剪切力! Ĥ7IXM9F:XQ:9XX&-&&%的产生
+O,

* 有研

究认为 -&& 通过刺激 (R的代谢活动来增加骨形成

和骨重塑
+A,

* 本实验旨在从凋亡的角度探讨 -&&

对 \$-D

"

诱导的小鼠成骨样细胞株!.!O\OD%5 细

胞%凋亡及半胱氨酸蛋白激酶 ? !JFXVFX9?%和凋亡

蛋白酶活化因子 5 !

6

VF̂D5%蛋白表达的影响&进一

步了解应力调节骨组织的改建过程*

52材料与方法

5P52材料

必需基本培养基! 8<HW9JJ7(XEG;GE<E9XX9;QGFH

E98G<E&[.%.% !1GWGJ7&)&

6

%&胎牛血清 !兰州宝

信%&青链双抗 !上海生博%&4P36f胰酶 !1GWGJ7&

)&

6

%&四甲基偶氮唑蓝!.\\&&G=EF%&

+

型胶原酶

! &G=EF%& 鼠 尾胶原 ! &G=EF%& \$-D

"

! ]9V:7Q9JM&

)&

6

&鼠源性 %&JFXVFX9? !RG7I7:H8 %&

6

VF̂D5 抗体

!RG7I7:H8%&膜联蛋白 !

6

;;9YG;%0U]#凋亡试剂盒

!.<HQG&JG9;J9%&流式小室 !自制%&蠕动泵 !上海金

达%&倒置相差显微镜 ! (H>EV<X%& 荧光显微镜

!(H>EV<X%&电泳仪!北京市六一仪器厂%*

5P32方法

5P3P52细胞培养2.!O\OD%5 购于中国医学科学

院&维持在含 54f胎牛血清!-!&%的 [.%.培养基

和 544 )UEH青链双抗.OC m.6f !(

3

的环境中*

每隔 3 hO 天换液一次&细胞生长面积达 B4f h

?4f时可爬片* 爬片后的细胞一般经一次换液生长

O h6 天后即可生长融合至 B4f h?4f* 此时盖玻

片上每个实验的细胞处于增殖期非生长分化阶段&

可作为实验的材料进行干预*

5P3P32细胞凋亡的诱导2\$-D

"

54 ;=UEHvA M 能

明显诱导 (R凋亡
+6&@,

* 利用爬片细胞诱导其凋亡

后可进行后续实验*

5P3PO2加载 -&&2液流装置包括平行板流式小室

和再循环液流回路&在细胞单层上产生层状液流&蠕

动泵驱使培养基通过小室通道* 平行板流式小室和

流动闭路系统模拟细胞受到稳定平行的 -&& ! 53

8>;UJE

3

%&实验在 OC m&6f !(

3

和 O4 EH[.%$单

纯培养液和抗生素中进行* 应力加载装置设计参考

文献
+A&C,

* 将 .!O\OD%5 分为 \$-D

"

干预组 !实验

组%和无 \$-D

"

干预组!对照组%&每组各 @ 个盖玻

片&爬片细胞融合至 B4f h?4f后可进行 \$-D

"

!54 ;=UEH%干预 A M 诱导细胞凋亡&然后 A 个实验

组分别加载 53 8>;UJE

3

-&& 作用 4&56&O4&@4 EG;&

此时爬片细胞作为最终的实验材料进行相应的实验

检测* 每个实验方法重复 3 次* 静置培养不加力组

细胞保持在和其他实验组相同的条件下培养*

5P3PA2细胞凋亡检测2用
6

;;9YG; 0U]#试剂盒荧

光显微镜和流式细胞技术!-

6

!&%检测凋亡* 具体

操作按照试剂盒说明书*

5P3P62细胞增殖能力检测2.!O\OD%5 细胞在

\$-D

"

和 -&& 干预后消化计数等量!每孔 54

A

UEH%&

在 ?@ 孔板培养过夜* 加入 54

2

H.\\溶液 ! 6

E=UEH%&OC m培育 A M&加入 564

2

H二甲基亚砜

![.&(%震荡 54 EG;&在 6C4 ;E酶标仪阅读吸光度

值!

6

%* 每一组重复五孔取其平均值&对照组应用

新鲜的培养基&其他步骤与实验组相同* 增殖抑制

率 Z!5 S

6

实验组U

6

对照组% v544f*

5P3P@2JFXVFX9? 和
6

VF̂D5 蛋白表达检测2采用免

疫印迹法!I9XQ9:; WH7QQG;=%测定* 根据实验设计的

分组方案&将处理后的细胞用 *9VF缓冲液裂解得到

总蛋白&蛋白浓度的定量利用 R:F8 7̂:8 法* 将样本

以相同蛋白量置于非连续缓冲系统垂直平行电泳&

分离胶为 53f&电泳分离转移到 ]0[-膜上&6f脱

脂奶粉封闭 3 M 后&标记合适的 JFXVFX9? !A@ v54

O

[F%和
6

VF̂D5!5O4 v54

O

[F%抗体&\R&\洗膜 O 次&

一抗 A m孵育过夜& \R&\缓冲液洗膜 O 次&加

5w5444辣根过氧化物!"*]%结合抗兔二抗!北京中

杉金桥%&室温孵育 O4 h@4 EG;&%!.显色液显色&

暗室曝光* 薄层扫描仪测定印迹区带的光密度

值*

5P3PC2统计学分析2采用 &]&&5@P4 软件包进行分

析&实验数据用 6l@表示&差异采用单因素方差分

析!

6

$(0

6

%&多重比较用 ,&[* 相关应用非参数相

关分析法 &V9F:EF; 秩相关&Kg4P46 表示差异有统

计学意义*

32结果

3P52\$-D

"

诱导 (R凋亡的证据

如图 5 所示&正常细胞!+.R%

6

;;9YG; 0U]#标

记胞膜淡染&核未红染&细胞形态正常&应用 \$-D

"

后!!.[%胞膜呈增强的绿色荧光环&细胞变圆&核也

未深染&为细胞凋亡的表现* 同时&-

6

!&!图 3+%检

测早期凋亡细胞占总数的 B5POOf!此值为两次实

验 -

6

!& 分析结果取其平均值所得&下同%*

3P32-&& 对凋亡的 (R增殖的影响

.\\实验结果显示& \$-D

"

能引起明显的

.!O\OD%5 细胞活力的降低&

6

值由对照组的

4T?OA3 l4P43AA 下降到 4PABAB l4P45CO&而加载

-&& 后
6

值逐渐升高!Kg4P45%&随着 -&& 时间的

延长&增殖抑制率逐渐下降且具有统计学意义!Kg

4P46%!表 5%*
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图 SR在 L$-?

"

SW 6>bJ9_\ A后利用
#

662M760bE#双标记荧光显微镜观察 L$-?

"

诱导的 .!ZLZ?%S

凋亡'与正常细胞%

#

(N&相比'凋亡细胞%!(D&胞膜出现荧光环* +是正常细胞
#

662M760染色胞膜淡

蓝色)!是凋亡细胞
#

662M760染色胞膜呈增强的绿色荧光环且细胞变圆)N(D分别是正常细胞和凋亡

细胞 E#染色未见到胞核深染'胞膜完整% _UW&

表 SR-&&对 L$-?

"

诱导凋亡的 .!ZLZ?%S 的增殖作用%# $̀'"XT& 2

组别 吸光度值 增殖抑制率!f%

对照组
#

4P?OA3 l4P43AA 4

\$-D

"

i-&& 4 EG; 组
$

4PABAB l4P45CO 4PAB55 l4P44?3

\$-D

"

i-&& 56 EG; 组
%

4P@COB l4P45?? 4POO4O l4P53C6

\$-D

"

i-&& O4 EG; 组
&

4PCAB@ l4P43B? 4P5?@@ l4P43CB

\$-D

"

i-&& @4 EG; 组
(

4PBO@@ l4P4O4A 4P54AA l4P4O46

?值 5OBPB6C 3?PB6C

K值 g4245 g4245

组间比较 各组间均 KZ42444

K

3 SO

Z4244O&K

O SA

Z4244@

K

A S6

Z424A6&余均 KZ42444

图 UR

#

662M760bE#标记法'-

#

!&检测 -&&对 L$-?

"

诱导的 .!ZLZ?%S 细胞凋亡的散点图%右下象限

代表凋亡细胞'

#

6

c

E#

d

&

#

"对照组)N"W J76组)!"ST J76组)D"ZW J76组)%"YW J76组
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3PO2-&& 抑制 \$-D

"

诱导的凋亡

6

;;9YG; 0U]#双标记 -

6

!& 定量检测结果显

示"\$-D

"

引起细胞凋亡率达 B5POOf&随着 -&& 的

延长&凋亡局域的细胞数量呈明显下降趋势&表现明

显的时间相关性&&V9F:EF; 秩相关分析显示相关系

数 EZS42?B@&KZ4P45A&-&& 时间与凋亡率有显著

的负相关关系* 其中 -&& 在对照组&56&O4&@4 EG;

的凋 亡 率 平 均 值 分 别 为 5@P5Bf& C@P65f&

@OTOBf&65PO?f!图 3%&各组间! ) Z6%

6

$(0

6

分

析 ?Z52?C@&KZ4P444&,&[两两比较各组 KZ

4T444&差异有明显的统计学意义!图 O%*

3PA2-&& 对 \$-D

"

诱导 (R凋亡相关基因 JFXVFX9

? 和
6

VF̂D5 表达的影响

结果见图 A* 凋亡的细胞即 4 EG; 组与对照组

相比 JFXVFX9? 和
6

VF̂D5 蛋白大量表达&-&& 在 56&

图 ZR-

#

!&分析不同时间 -&&对 L$-?

"

诱导 .!ZLZ?%S 的

凋亡率* 处理组与对照组及各处理组之间 !eWVWS

图 \R不同时间 -&&对 L$-?

"

诱导 .!ZLZ?%S @C34C32̂ 和
#

4CB?S 蛋白表达的影响* W 分钟表

达最多'随着 -&&时间延长'两者表达逐渐降低

O4&@4 EG; 时蛋白的表达量逐渐降低*

O2讨论

在活体内骨形成位点的 (R数目受 (R凋亡的

影响&成骨细胞凋亡在骨中是一个重要事件&大约

C4f最初出现在骨重建的位点&被认为经历凋亡&剩

余的 (R形成骨细胞U骨衬里细胞
+B,

* 延长 (R寿

命的信号或许对骨的生长和重建具有明显的影响*

大量研究表明&在众多的调节因素中&机械应力起着

非常重要的作用* 有研究认为 (R感受骨的负重是

通过液体流动产生的剪切力而不是通过机械张力&

这些物理力可能是影响 (R代谢和骨改建的外部信

号
+A,

* 而 \$-D

"

是一个致炎性细胞因子&是单核细

胞分泌的&在异常骨改建和骨病中有重要的作用*

因此&研究 -&& 对 \$-D

"

诱导 (R凋亡的影响有利

于深入理解骨的形成和改建*

细胞凋亡是由多因素调控的正常生理现象&在

胚胎发育.机体内环境稳定和疾病发生中起着重要

的调节作用
+?,

* 在凋亡的信号传导中有两条途径"

一是死亡受体通路&如通过 -

6

& 和 \$-*5U3-另一

条是线粒体通路* JFXVFX9? 和
6

VF̂D5 是线粒体通

路中的关键蛋白&二者是决定细胞死亡或存活的重

要因素*

6

VF̂D5 作为一种重要的凋亡激活剂&近来

已在小鼠基因敲除实验中得到证实&

6

VF̂D5 基因缺

失的小鼠其胚胎发育畸形的数量和范围远超过

JFXVFX9O 或 JFXVFX9? 基因缺失的小鼠
+54,

* 凋亡早

期胞膜呈现明显增强的绿色荧光环&核不红染&绿色

荧光环是磷脂酰丝氨酸 !]&%&]& 易位被认为是凋

亡的标志&在凋亡早期 ]& 从膜内转到磷脂膜外层&

]& 暴露的功能作为巨噬细胞对将要死亡细胞吞噬

特异性识别的标志&它的检测或许是比测组蛋白相

关的 [$

6

片段水平更敏感的方法
+55,

* 小鸡 (R无

血清培养的 (R胞膜外面的 ]& 明显增多&在 -&& 后

]& 减少明显说明废用促进细胞凋亡且 -&& 促进细

胞存活
+53,

* 本实验应用
6

;;9YG; 0U]#免疫荧光显

微镜观察 \$-D

"

能诱导 (R胞膜 ]& 明显增加即引

起凋 亡& 同 时 -

6

!& 观 察 早 期 凋 亡 细 胞 数 占

B5TOOf&这些与以前研究是一致的
+5O,

* 许多研究

表明&适当大小的剪切力刺激能促进 (R增殖.总蛋

白产物和 [$

6

合成
+5A,

&.\\能评价细胞线粒体活

性&.\\在活细胞通过线粒体脱氢酶被分裂转化成

绿色甲瓒且能被 [.&(溶解&从而间接反映活细胞

数量* 本实验 .\\法显示 -&& 能通过抑制细胞的

凋亡增加细胞活力-免疫印迹法检测 JFXVFX9? 和
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6

VF̂D5 蛋白表达量明显增加&在 -&& 作用后&细胞凋

亡率及二者表达量随时间延长逐渐降低&说明 -&&

能够通过抑制 JFXVFX9? 和
6

VF̂D5 蛋白的表达抑制

凋亡&二者是线粒体通路的关键蛋白&说明 -&& 通

过抑制线粒体通路抑制了细胞凋亡&间接提示线粒

体通路参与了 \$-D

"

诱导的细胞凋亡&而以往研究

多显示是通过死亡受体通路
+56,

&可见两条通路可能

均参与了 \$-D

"

诱导的凋亡机制* \$-D

"

诱导凋

亡的线粒体机制可能是刺激信号促使线粒体释放细

胞色素 !&从线粒体内膜间隙释放入胞质&后者在

8

6

\]U

6

\]存在的情况下结合胞浆中信号接头分子

6

VF̂D5&

6

VF̂D5 寡聚化后募集 JFXVFX9? 前体导致

JFXVFX9? 前体活化和释放&继而活化JFXVFX9O&启动

JFXVFX9级联反应* 本实验利用 .!O\OD%5 证实了

在生理水平持续稳定的 -&&!53 8>;UJE

3

%能明显抑

制 \$-D

"

诱导凋亡的发展&并且至少是部分通过线

粒体通路*

(R通过 -&& 发挥抗凋亡的准确分子机制研究

较少* [< 7̂<:等
+5@,

利用大鼠鼠尾悬挂模型&研究骨

骼不负荷诱导 (R早期凋亡与 F6

!

5 整联蛋白 S磷

酸化磷脂酰肌醇 SO!]#O%激酶相联系* 利用 ]#O 激

酶抑制剂阻止了 -&& 复苏 \$-D

"

诱导 (R凋亡能

力&提示 ]#O 激酶激活对 -&& 介导的 \$-D

"

诱导的

凋亡抑制是必需的
+6,

* 'GHKF等
+B,

研究显示凋亡是

许多 (R的主要命运&因为如骨质疏松等骨病能被

相对低活性的 (R及其数量减少引起&所以阻止 (R

凋亡成为一个非常重要的临床目标* 本实验 -&& 通

过抑制了凋亡的线粒体通路增强了细胞的活力&进

一步提示 -&& 是细胞的重要存活因素* 目前没有一

种负荷模型完全仿制在体内 (R遭受的应力&同时

由于调控细胞凋亡的因素和影响因素很多&有关机

械应力对 (R凋亡相关因子的作用及相互关系有待

进一步研究*
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.!O\OD%5 J9HHXP#; ĤFEE*9X&344?&A6!3@% "553? S55O5P

5A2 d<L<XMGEF.& .7=G.& \7=F:G+P!>Q7KG;9DG;8<J98 ;GQ:GJD7YG89D

89V9;89;QFV7VQ7XGXG; E7<X97XQ97WHFXQGJJ9HHX" G;_7H_9E9;Q7̂

VOB.+]KG;FX9P+:JM (:FHRG7H&344@&65!55% "54AB S546OP

562.F;G+&b7<WG; +&.F:K7X*&9QFHP\$-DFHVMFG; _G_7XQGE<HFQ9X
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