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p44／42和 p38 MAPKs在骨髓间充质干细胞 

向成骨细胞分化中发挥不同的功能 

廖清船 肖洲生 秦艳芳 赵彦 潘玮 刘霆 周宏灏 

【摘要】 目的 观察p44／42MAPK、p38 MAPK通路在维生素C(Vit C)、S一磷酸甘油(B．GP)诱导骨 

髓『HJ充质 f：细胞(BMSCs)向成骨细胞分化过程叶I的作用。方法 用 H：．甲摹胸腺嘧啶掺入率法反映 

细胞增殖情况；洲定碱性磷酸酶活性与钙沉积撼反映细胞 成骨细胞分化状态；H】western．blotting法 

反映 MAPK的表达情况。结果 与溶剂对照组相比．在促成骨细胞分化剂 ＼it C，口．GP作用下，骨髓间 

充质 干细 胞 (BMSCs)p44／42MAPK、p38 MAPK通 路均 提 前 5 d激活。p44／42MAPK通 路 阻 断 剂 

(PD98059)明显减少[ H：一甲荩胸腺嘧啶掺入率，抑制 BMSCs的增殖 ；而 p38 MAPK通路 的阻断剂 

(SB203580)则显著降低 ALP活性及钙沉积埴 ．抑制 BMSCs向成骨细胞的分化 结论 p44／42MAPK通 

路在 BMSCs的增殖过程中起苇要作用．而 p38 MAPK通路可能 BMSCs向成骨细胞分化调节有关 
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p44／42 and p3S MAPKs exert differences functions in osteoblastic differentiation of mouse bone marrow· 

derived mesenchymal stem cell cultures 1,1
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【Abstract】 0bjective To im estigate the roles of p44／42 and p38MAPK signaling cascades on BMSCs 

differentiation into osteoblasts induced by Vit C and G—GP．Methods The cell proliferation was assayed by[ H]． 

thymidine incorporation．The osteoblastic differentiation in BMSCs was assessed by deternfination of alkaline phos． 

phatase activity(ALP)and calcium deposition．The MAPK signaling activity was detected by Western blotting． 

Results Western blotting analysis showed that the differentiation media(Vit C and B．GP)resulted in 5 days earli． 

er activation than the control in both p44／42M APK anti p38 MAPK pathways．Vit C and p．GP dramatically in． 

creased【 H 一thynfidine incorporation and proliferation，and induced ALP activity and clcium deposition in BMSCs 

cultures．PD98059(10·25 tLM)，an inhibitor of p44／42MAPK signaling cascades．resulted in dose．dependent de． 

crease in[ H]一thymidine incorporation，while SB203580(1—10 M)，an inhibitor of p38 MAPK signaling cascades， 

resulted in dose—dependent reduction in ALP activity and calcium deposition in BMSCs cultures， Conclusion 

p44／42 MAPK pathway plays an essential role in the proliferation of BMSCs，while p38 MAPK pathway might be 

imrol、 ed in osteoblastic difieratiation of BMSCs cultures 

【Key words】 Bone nlarrow．de6ved mesenchyma1 stem ce11s； Proliferation； Osteoblastic difrerentiation； 

p44／42MAPK；p38 MAPK 

来源于骨髓的间充质干细胞(bone啪rrow．de． 

rived mesenchymal stem cells，BMSCs)具有较强的增殖 

和多向分化潜能，在不同的诱导条件下可分别向成 
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· 论 著 · 

骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞 、肌细胞分化_】4 。目前 

已证实在 Vit c和 8．GP的诱导下，骨髓间充质干细 

胞可以向成骨细胞分化_】J，但 vit c和 8．GP诱导骨 

髓问充质干细胞向成骨细胞分化的具体分子机理尚 

需探讨。现已知丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)信号 

转导途径是细胞外信号引起细胞核内反应的通路之 
一

，可参与细胞 的增殖、分化、凋亡等多种生理过 

程_5j。然而，MAPK信号转导途径是否参与，或者怎 

样参与骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化的调节尚 
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不清楚。笔者将研究 p44／42MAPK、p38MAPK通路 

在 Vit C和 B．GP诱导下骨髓间充质干细胞向成骨细 

胞分化过程中的作用。 

材料和方法 

1．细胞培养与成骨细胞增殖、分化指标检测 

选 6～8周昆明种雌性小鼠(由中南大学湘雅医 

学院实验动物中心提供)，颈椎脱臼，无菌操作分离 

股骨和胫骨，剪去干骺端，用含 15％FBS、100 KU／L 

青霉素 G、100 mg／L硫酸链霉素的 a．MEM(含酚红) 

冲洗骨髓腔得到骨髓细胞悬液，镜下计数，并将细胞 

浓度调整为 1×10 ／ml，种入 12孔培养板，置 37℃、 

5％ CO，培养箱内培养。第 3天换液一半，在第 5天 

全部换液后贴壁生长细胞即为骨髓间充质干细胞 

(BMSCs)。将 BMSCs培养条件改为含成骨细胞分化 

培养剂的无酚红 a．MEM(含 10％FBS，VitC和 B．Gp) 

培养液(并计为 0 d)，继续培养 12 d。以后每 3天换 

液 1次。成骨细胞增殖用[ H]．甲基胸腺嘧啶掺入 

率来反映，成骨细胞分化用细胞内碱性磷酸酶(ALP) 

活性以及钙沉积量(Calcium Deposition)[6,71来反映。 

细胞蛋白质含量用考马斯亮蓝法测定并校正。 

2．实验设计与分组 

为观察维生素 c(vit C)、13-磷酸甘油(B．GP)对 

BMSCs的促成骨细胞分化作用，实验可分为对照组 

(CON组)(无酚红 a．MEM，10％FBS)，促成骨细胞分 

化组(DF组)(无酚红 a．MEM，10％FBS，5 mmol／L B． 

GP，25 g／ml vit C)，为观察分别阻断 p44／42 MAPK 

通路(阻断剂为 PD98059)和 p38MAPK通路(阻断剂 

为 SB203580)后 BMSCs向成骨细胞的分化情况，实 

验又可按不同的阻断剂浓度分为促成骨细胞分化组 

(DF组)、含阻断剂组 (无酚红 a．MEM，10％FBS，5 

mmol／l 3-GP、25 g／ml；Vit C，不同浓度的 PD98059 

(10 ttmol、25 ttmo1)或 SB203580(1 ttmol，5 ttmol，10 

ttmo1)。 

3．Westem blotting方法 

实验分两组 ，对照组(CON组)(不含 vit C、B． 

GP)，促分化组(DF组)(含 vit c、B．GP)，分别在第 5， 

12天细胞换液后5 min，15 min，1 h，3 h，6 h收集蛋白 

质，检测 pp44／42、pp38的时间表达情况。然后在表 

达高峰时间收集每 天换新鲜培养液后 的蛋 白，作 

Western．blotting检测。 

培养细胞用冰冷的 PBS洗涤细胞，加细胞裂解 

液，在冰上将细胞迅速刮下，冰浴条件下超声破碎细 

胞，离心 10 min，吸出上清液体，用 B mIdfb耐方法进行 

蛋白质浓度测定，取提取的蛋白质样品(25 g)加入 

等体积上样缓冲液，100oC煮 5 min，电泳后电转移至 

PVDF膜上，封闭 1 h，1：1000加入兔抗大鼠磷酸化 

p38 MAPK单克隆抗 体、兔抗 大 鼠磷酸 化 p44／42 

MAPK单克隆抗体(或兔抗大鼠非磷酸化 p38 MAPK 

单克隆抗体，兔抗大鼠非磷酸化 p44／42 MAPK单克 

隆抗体)，4~C孵育过夜，TBST洗涤。1：2000加入辣 

根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG，室温孵育 1 h，TBST 

洗涤。然后，浸入含化学发光试剂 A(LumiGL)、B 

(Peroxide)的水溶液中激发荧光，在暗室中压 x光 

片，然后显影，定影。 

4．统计学处理 

差异显著性用 t检验(CON组与 DF组)或单因 

素方差分析(DF组与各阻断剂组)。 

结 果 

1．[ HI．甲基胸腺嘧啶掺入率测定 

在图 1．A和 B中可以看出，与对照组 (CON)相 

比，VitC和 B．GP(DF组)可显著增加[ H]．甲基胸腺 

嘧啶的掺入率，其作用可被 p44／42MAPK途径阻断 

剂PD98059阻断(图 1．A)(P<0．05)；但 p38 MAPK 

途径阻断剂 SB203580则对 VitC和 B．GP增加[ H]． 

甲基胸腺嘧啶的掺入率没有阻断作用，甚至增加 

[ H]．甲基胸腺嘧啶的掺入率(见图 1．B)，其中以 1 

ttmol／L的 SB203580作用最明显(P<0．05)。这一结 

果表明 p44／42 MAPK途经可能参与了 BMSCs细胞 

的增殖调节，而 p38 MAPK途经在 BMSCs细胞的增 

殖过程中可能起着负反馈性的调节作用。 

2．细胞内碱性磷酸酶(ALP)活性测定 

在图 1．C和 D中可以看出，与对照组相比，VitC 

和 B．GP(DF组)可显 著增加 细胞 内碱性磷 酸酶 

(ALP)活性(P<0．05)，其作用可被 SB203580呈剂量 

依赖性的阻断(图 1．D)(P<0．05)，而 PD98059对 

VitC和B．GP升高细胞内碱性磷酸酶(ALP)活性没有 

抑制作用，甚至提高 DF组中 ALP的活性 (图 1．C)。 

由于细胞内碱性磷酸酶(ALP)为成骨细胞分化的有 

效指标，这一结果表明 VitC和 B．GP促进 BMSCs细 

胞向成骨细胞的分化可能通过 p38MAPK途经，而 

p44／42途经在成骨细胞的分化中也可能起负反馈调 

节作用。 

3．钙沉积量的测定 

在图 1．E和 F中可以看出，与 ALP酶活性相似， 

Vit C和 B．GP(DF组)可显著增加钙沉积量 (P< 

0．05)，其作用可被 SB203580剂量依赖性的阻断(图 
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1．F)(P<0．05)，而 PD98059对 Vit c和 J3．GP增加钙 

沉积量没有抑制作用，10 ttmol／L PD98059明显增加 

DF组的钙沉积量，可能与其促进 BMSCs细胞的增殖 

有关(图 1．E)(P<0．05)。因为钙沉积量测定是反 

映成骨细胞分化的另一有效指标，进一步提示 BM． 

SCs向成骨细胞的分化是通过 p38MAPK途经。 

4．Western blotting分析 

DF组换液后 pp44／42的表达在 5 min达到最 

高，如图2．A所示，在第 5，l2天均可检测到 pp44／42 

的表达(图2．A为第 5天)。DF组换液后 pp38的表 

达在 3 h达到最高峰，但在第 5天可检测到低量 

蠡 
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南 
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《  
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pp38的表达，图 2．B为第 l2天结果。而在 CON组 

第5天均没有检测到明显的 pp44／42、pp38的表达 

(结果未显示)。这一实验表明 VitC和 J3．GP能引起 

p44／42、p38MAPK途径的激活。 

收集每天(第 4一l1天)换液后 5 min的蛋白检 

测 pp44／42，收集每天(第 4一l2天)换液后 3 h的蛋 

白检测 pp38，以便观察在整个培养周期中 pp44／42， 

pp38的动态变化。在第 4一ll天的培养周期 中， 

pp44／42的表达在 CON组与 DF组相比，有明显的差 

别，CON组 p44／42在第 9一ll天才有微弱的激活效 

应(图3．A)，而在 DF组中，第 4一ll天 p44／42都有 

j 

曼一 

《  

蠡 
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1．PD98059明显抑制[ H]-甲基胸腺嘧啶掺入率(图 1．A，P<O．05)，10~mol／L的PD98059同时增强 ALP活性(图 1．c)和 ca钙 

沉积量(图 1．E，P<O．05)。2．SB203580剂量依赖性降低 ALP活性(图 1，D，P<O．O5)和 Ca钙沉积量(图 1．F，P<O．05)．1~mol／ 

L的 SB203580同时增加[ H]．甲基胸腺嘧啶掺入率(图 1．B，P<O．05)。与对照比较 P<O．05：与DF比较 P<O．05 

圈 1 PD98059和SB203580对培养 BMSCa的[ H]．甲基胸腺嘧啶掺入率、AIjP活性 、ca钙沉积量的影响 
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驯显的激活(图 3．B) pp38的 丧达住 DF组 CON 

组也存州 轻I蔓别．CON纽 在第 l0天才可以看到 

pp38的表达(圈4 A】．而D F'组在第 5天就r盯以看到 

pp38的表达 刳̈4 B)．与CON细l柑I比，I)F组提前 5 

天促进 pp38的活化表达 

4 5 6 8 g 1o 

】对照g!t(CON)(不舍 分化荆)第9天才见 p．t4／~2MAPK散弱敲 f圈 3 Ĵ 2 促成竹细胞，’化蛆(DF)第 4无即I r 

p,~／42MAPK{{Il显澈话(圈3．B) 

圈 3 培养周期 ̈ “2 MAPK融 的时 曲线 
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pp38 
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讨 论 

我们以前的研究表明：在促成骨细胞分化剂作 

用下骨髓 问充质千细胞(BMSCs)可向成骨细胞舟 

化，并证实 NOS．NO通路参与了这一谰节过程 ’ 

然而 BMSCs细胞的增殖、分化是一个复杂的过程． 

可能涉及到多条信号通路的调控，其中 MAPK通路 

可能起着极其重要的调节作用I 。为此，我们以 

Vile、S GP为促成骨细胞分化剂，诱导小鼠的 BMSCs 

向成骨细胞分化，观察 p-44／42、p38两条 MAPK途径 

在 BMSCs向成骨细胞分化过程的作用 实验结果 

显示：①与 CON组比较，在促成骨细胞分化剂作用 

下，DF组 BMSCs培养细胞增殖明显j7̈快，出现成骨 

细胞表型分化 该过程同时伴随 p44／42与 p38的 

激活，表明这两条通路都参与 BMSCs向成骨细胞的 

增殖与分化过程调节。②与 CON组比较，在 4一I1 

d的培养周期中，DF组中的 p44／42与 p38要提前5 

d开始激活并维持．而CON组中的p44／42、p38均推 

2  

，  

仲 
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迟才出现微弱激活。③p44／42通路阻断剂 PD98059 

能够显著降低[ H]一甲基胸腺嘧啶掺入率，但对 ALP 

活性、钙沉积量没有抑制作用。10／~tmol／L PD98059 

反而能增强 ALP活性以及增加钙沉积量，表明 p44／ 

42可能是参与 BMSCs的增殖调节。而 p38阻断剂 

SB203580能剂量依赖性地减弱 ALP活性、减少钙沉 

积量，但对[0H]一甲基胸腺嘧啶掺入率不仅没有抑制 

作用，甚至 l／~mol／L SB203580能够增加[0H]．甲基 

胸腺嘧啶掺入率，表明 p38对 BMSCs向成骨细胞特 

异性分化可能起着重要的调节作用。 

目前关于 MAPK通路在 BMSCs向成骨细胞特 

异性分化中的作用存在矛盾的报道。Jaiswal等_8 发 

现在诱导成人 BMSCs向成骨细胞分化时有 p44／42 

的激活，p44／42阻断剂 PD98059能剂量依赖性的阻 

断其向骨组织的分化，并且出现向脂肪组织分化的 

增强。而 Suzuki等 j的实验发现，p44／42途径对 

MC3T3一E1细胞的增殖起重要作用，对其分化作用不 

明显，而 p38途径在 MC3T3一E1细胞的分化过程中起 

重要作用，对其增殖作用不明显，这一结果与我们观 

察到的结果非常一致。此外，MAPK通路对 Runx2／ 

Cbfal成骨特异性转录激活因子的调控也存在矛盾 

的报道。Xiao等_l 0l证明 p44／42MAPK可以通过改 

变 Runx2／Cbfal的蛋 白磷酸化水平来参与对成骨细 

胞分化的调节。而 Lee等⋯一在实验中发现，TGF—B 

和 BMP一2则可通过 p38MAPK通路诱导 Runx2／Cbfal 

转录表达。不管怎样，p44／42或 p38可通过不同的 

方式影响 Runx2／Cbfal的功能，为 MAPK通路参与骨 

髓间充质于细胞增殖及向成骨细胞分化调控的重要 

机制之一。 

现已有实验证明，p44／42、p38两条通路存在相 

互作用，sjngh等 』在 HepG2细胞中用 p38抑制剂 

SB202198阻断 p38通路后出现 p44／42通路持久的 

激活。而 Zhang等 3̈_在 Hela细胞、HEK293细胞中 

发现 anisomycin通过激活 p38 a而抑制 p44／42的活 

化。在 本实 验 中，p44／42抑 制 剂 PD98059在 l0 

ttmol／L剂量时增强 ALP活性以及增加钙的沉积也 

有可能是通过促进 p38的活化而实现，而 1肚mol／L 

SB203580能够增加 [。H]一甲基胸腺嘧啶掺入率也有 

可能是 SB203580通过促进 p44／42的活化而实现。 

由于细胞的信号传导是一个非常复杂的网络系统， 

在我们的研究中SB203580对[。H]．甲基胸腺嘧啶掺 

入率(图 1．B)和 PD98059对钙的沉积量(图 1．E)的 

增加没有出现剂量依赖性的效应，这可能是由于高 

浓度的 SB203580和 PD98059影响到了信号传导网 
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络系统中的其他成员，从而影响 BMSCs的增殖与分 

化，相关的研究有待于进一步深入。 

综上所述，我们的研究表明：在骨髓间充质干细 

胞向成骨细胞的增殖分化过程中，p44／42、p38途径 

既相互独立，又相互关联，但却有着不同的分工。 

p44／42途径介导细胞的增殖，而 p38途径对 BMSCs 

向成骨细胞的分化起着重要的作用。这为寻找药物 

促进骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化提供了新的 

靶点，从而为防治骨质疏松指明了一条新的思路。 
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