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IL一6影响骨髓基质细胞凋亡机理的初步探讨 

李楠 林旭 王和呜 郑良朴 林一萍 沈霖 周琳瑛 钟秀容 林芳 

摘要：目的 通过观察 IL-6对体外培养骨髓基质细胞凋亡的影响，探讨骨髓基质细胞凋亡的机理。 

方法 取 1月龄 sD大鼠的骨髓基质细胞进行体外培养，通过透射电子显微镜观察、bax、bcl一2蛋白免 

疫组化染色、流式细胞仪检测凋亡细胞周期变化及线粒体跨膜电位改变、RT．PCR法检测凋亡细胞 

bax、bcl一2 mRNA表达等指标进行观察。结果 IL-6组细胞 G1期、凋亡率和线粒体膜电位改变均非常 

显著高于对照组；随着诱导时间的延长，Bcl一2 mRNA表达呈逐渐下降趋势，BaxmRNA表达呈逐渐升高 

趋势。Bcl一2／Bax：随着诱导时间的延长呈下降趋势。结论 IL-6使大量细胞停留在G1期，阻滞细胞 

进入s期，使DNA合成受阻；IL-6促进凋亡的作用是通过 1促进 bax从胞浆中移至线粒体膜上而使 

bax在与bcl一2形成的异二聚体中占据优势来促进线粒体上的 孑L道开放，使内膜离子通道改变，线 

粒体内膜电位下降或丧失，导致Cyto c等蛋白的释放来调节细胞凋亡。 

关键词：骨质疏松／药物作用；骨髓基质细胞；凋亡；线粒体膜电位；bcl一2；bax 

Mechnni．~rn of IL-6 inflnencing apoptosis of marrow stromal cells cultured vitro LI Nan ，LIN Xu， 

WANG Heming，et a1． Fujian University ofTraditional Chinese Medicine，Fuzhou 350003，China 

Abstract：Objective To investing at the mechanism of the effect of IL-6 on apoptosis of marrow stromal cells 

vitro．Methods Marrow stromal cells were separated from the extremties of 30一day SD rats／n vitro．Cell ultra— 

structure was observed，flow cytometry was used for studying apoptotic cell cycle and mitochondrion membrane PO — 

tential changes，immunohisto—chemistry for bcl一2 and bax protein，and RT—PCR for bax and bcl一2 mRNA expres— 

sion of apoptotic cells．Results Cell cycle G1，rate of apoptosis，and mitochondrion membrane potential in IL-6 

group were significantly higher than in control group．along with prolonging induction time，the expression of Bcl一 

2 mRNA gradually declined，and bax mRNA increased contrarily．Condmiom IL-6 increases the cells that ale 

blocked at G1，stopping them from composing DNA．It promotes apoptosis by faciditating the transfer of bax protein 

from cyto plasm to mitochondrial membrane SO that bax predominates in the dimer formed by bax and hel-2；precipi— 

tating opening of permeability transform ing pores of mitochondria，change in channels of nito chondrial，inner mem— 

brane and dropor loss of mitochondrial membrane potential，leading to relense of cyto C and other profeins to regn — 

late cell apoptosis． 

Key words：Osteoporosis；Pharm acologic action；Bone marrow stromal ceils；Apoptosis；Mitochondria；Membrane 

potential；Bcl一2；Bax 

骨质疏松严重威胁老年人身体健康，由此而引 

起的骨折会给家庭和社会带来沉重的精神和经济负 

担。目前治疗骨质疏松的药物虽很多，但均存在着 

不同程度的问题或副作用。治疗骨质疏松尚缺乏令 

医患双方均满意的方法。造成此种情况的原因之一 
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· 论 著 · 

是对骨质疏松的发病机制尚不清楚。近 10年来，随 

着分子生物学的不断发展，人们对骨质疏松症有了 

进一步的认识。骨系细胞的凋亡及其调控在骨质疏 

松的病理机制、预防和治疗中起着重要作用。本研 

究通过透射电镜、流式细胞术和 RT．PCR等方法，探 

讨大鼠骨髓基质细胞(MSC)凋亡与细胞周期和线粒 

体膜电位改变 的关系、bc1．2／bax与 MSC凋亡的影 

响，阐述凋亡基因在 MSC凋亡过程中的作用机制。 

1 材料和方法 

1．1 主要试剂： 6(Sigma)、兔抗人 Bax、Bc1．2一抗 
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(santa Craz)．ABC试剂盒(Veettlr)．躲缔型 DAB试 】 

盒(北京 中IIJ)、细胞胡亡线粒悼流式榆fIjlJ试剂盒 

(Bi c Vision)、bax、bc1．2、8一actin L F游 l物(} 海博 

一 )、Trlzol t~eagenl c[nvltmgen}．Titam One Tl】be RT—PER 

Syste rn(Roche) 

】．2 实验方法f_j步骤 

1．2．I 取材：取 l J1龄 sD太鼠的股骨和腔骨．切去 

骺软骨，暴露骨髓腔，注射器吸取 1 5％新生牛m请 

(NICS)的a—MEM压复冲洗，离心，培养液反复畋打制 

戚细胞悬液，调整存棱细胞数为 2×10 个／n 搂种 

于250 ml培养瓤rff．置二氧化碳培养辅中培养 、72 

h后’#最换液．至细胞iL=合成单J ．H1 0．25皤-胰蛋白 

酶消化传代，收打混匀，重新接种j：培养瓶rll 重复 

以』 操作．蛾2代 胞计数有棱细她．悯整 胞浓度 

为5×105／iT]]，进f 实骑= 

1．2，2 分组：埘Jlc{绑仪fJI1 5％ (：s Ⅱ一MEM，11 -6诱 

导组分别加入 10 M的 11⋯6 

1．2．3 透射电子艟徽镜观察 。 

I．2．4 bax、bc[一2蛋FI免疫组化染色：以2 ml／孔加 

^6孔培养板，培养i d后分为州细．24 h后按 ABC 

试剂盒说驯书进} 染色： 

1．2．5 流式细胞仪(FCM)检测跚亡 胞例期变化： 

以5 ml／J~加人5()ml培养Jf}c，培养 l d后分为两组， 

分别堵养 48 h 紫外激光精删 求40【)～5[x】『l『1． 

处蓝乜荧光和大于 630 rllll处 l：包姨光。观察捌亡 

细帕的弧Gl峰， ‘测定所- 细胞的再分数 

1．2．6 FCM榆洲 MSC线牡作跨膜电化(△ m)改 

变： 5 ml／瓶加入50 r̈I培养瓶 培养 I．I后分为 

组．24和48 h后按线粒体榆测试剂盒 兑叫 l5进行= 

1．2．7 捅亡 MSC bax、bd一2 mRNA表达：以5_l1l／瓶 

加入50 mI培养瓶．培养 I d 分为两组．分5}1I培养 

24、48和72 d后按 下步骤操作： 

按荚囝 ltwitrogell公_一j挺供的Triz 1 Rea  ̈兑明 

l；抽 挺总 RNA．根据 Genebank(htt ／／www vcbi． 

n Jm nih．gov)谯找人鼠llax、bcl一2 eDNA序 4，鹿用0li— 

go 5 0软件程序 汁f bax bc1．2有意义引物序列：另 

设计 1个特定竞 性内参照 tir 。Bax bcl一2、8一 

ae|in J二 下游引物序列分别为： 

Bax：59 CACCAAGAAGC下GA(：CG Ĝ FG 276 

TAGTGCACAGCCTFGAC-C 

l一2：382 ：CT]’CCAGCC FGAGAGCA 784 TG'I’一 

GCAGATGCCGGTFCA 

口-aetin：1 85 GAGGCATCCFGACCCTGAAG 459 

CATCACAATGCCAGTGGTACG 

R1'-PCR，2％琼脂糖凝胶 乜泳 BIO—RAD凝腔成 

像系统观察结粜，应用 B[O-RAD公 】̈Quanlitation转 

件Quantity 0ne比较肇困 hax、 -卜2 j 3-ae ri al的车矸对 

表达量．． 

2 结果 

2．1 透射电子驰微镜观察 

1[．-6作用 24 h后细胞绒毛变细 脱落，细胞膜局 

部破裂，胞浆浓缩井出现空泡，机ffl_『内质冈 张．线 

籼体肿胀．细胞核内m觋染色质 颗粒 块状凝集， 

集聚 饭膜边缘．呈环状小体，按膜不规则等捌亡的 

期表现(图 1) ． 

图l 11．-6清导H h帕犄亡 M ：f透射f 谴 )x 

r1l_6作用48 h后多数细胞傲绒毛洲失，『抱浆山 

}现大鼠窜泡以艘大量溶酶体．内质删 ￡旋松．细胞 

1：袤· r 核f．消失．嗣亡开期的 胞 的核碎片 雄 

成 ￡ 小体( 2)．僻ii．r见矩 细抛 

围2 IL-6诱 ,18 h的闻 Ⅵ ．L运 I 镜 00o 

2．2 bax、bcl一2蛋白免疫组化染色观察 

对照组 MSC的bt,1．2蛋白里棕色的⋯性表达(阁 

3)，IL．6诱导组 MSC的 ]：lax蛋白 · 丧达(『鲥4) 

2．3 捌亡细胞周期变化 FCM椅测 

表 1 问处理蛆对M 纲脆周期和衙 率的影响cj± ％ 

注：与对照蛆比较 P(0 01 
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4 ll】 监f垂 丛生． 一iI5孽一21】里lJ鳖盟l l J -! { 

围3 她 【h,I一2 包HI I cx)× 

轻 

j 乙 
图5 』-J H蛆 M精-刚 I埽 

圈6 II，6卦I 24 h- l椎色陡 的删亡峰 

5、6硅玎 ：计J}({ 流式圳胞 书榆 则厄-I ( I 

峰，JI,-6组任 G1期前 现一陡 、 的嗣亡峰． 

丧l 示，Gl期：1L 6组48 h 平均为f 82．76± 

4 g0)％， j对照 (57．27±2．381Ij}r匕较芹 1卜常 

{Î蒋’ ；s螭：11 ．6为(6．26±I 261％， 0计娜 

(3I．61±2．I51％比较具彳f 常拉并的下降；嗣L }：： 

对照引I为0．1L6诱导组为(37 117±2．8I)％ 

2．4 榆删 ,~ISC△ m改变绗 

表 2 同处理 埘 "tlSl~△ m帕 l婀(了= 

丧2显求：lf】 M lI ．6诱 Ⅵ ：24 h． I、r：(+l 

纠胞rr分率为6．91±(】．45， 叫 比较 肟 

蒋： 岛(t <0．01)：48 h FI 【+ 圳盹r1舒卒逊谴 

l岛刮62．79±I 48．．提 MSC 11．一6沸 发 f 

瓶I=的线牲体改变，r 扎道盯放， m下降 随 II 

6 n川lJlj Ⅱ延长 脱增高趋坍． 

2．5 捌亡 Msc hHx l 】一2mRNA 达协删鲋 

表 3 同处 } M ： 问州川 Imx hI．2mIi ^雌 

l扪对表 

丧3 示：II，6诱导纠i { 酬r。I．2、3—1 3 1、 

lllj问 - 阶I．2mien̂ 表达 逐渐 I、降趋势，Bax n R 

丧达 连渐升高趋势 Bt1—2／I{ax：随行诱 ll1f州 

延tC：’ F降趋毋．． 

3 讨论 

3．1 1I．-6对 MSC捌亡细胞J2：；】期n々影响 

细胞 期『{r t 1朔为 D A f̈蟹1 1匝☆成的准斋 

阶段，I)NA复制和 l 蛋白的弁成 l胡完成 奉文 

验-=ifc式细胞术分析硅示．经 lI．．6处理flf_J搁 细胞  ̂

量停肘丁GO／CI期的增多，S期川显减少．与对 纽 

比较差异有非常雌著性。凋亡细胞 七量出捌说眦 

II ．6使大量细胞停留在 C~／G1剖，从而阻滞三刚胞趔 

入 s期，使 DNA合成受阻，抑制细胞有丝分裂，诱导 

一 
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甘厦随世 ． 2 ) 1J里ll量盟 I型 -̈ !】 业 ll1【 生 l】 — 

27{I，p B日c 

图 、H址 Jm hL-卜2mR A  ̂

细胞发生凋亡 

3．2 I】．．6对 、1sc捌亡基因bcI一2与 [1Hx的 响 

细胞嗣亡严格受肇 拄制，bel一2』I； 足在滤泡 

淋巴细胞 染色体易化I(14：I 81i~t!j断点 发现的 

一 种原癌基【q 这种易位使 l I一2 正常的 】8q21 

移 14q32 m】与篼蝰球蛋白 链艇⋯位点十u迕，从 

而导致转录激活 I ffI此可 ．1 I一2坫『1l：I俺干 M 【： 

捌亡过程的一个币 渊控点 I。，· Llm断细_抱北产 

途释，bcl一2表达的下嗣是 Ms( 州 1 旧分 机制之 

与膜结合的 I一一I一2蛋门 篮位下怯骥内质网 

线粒件膜j ，它 能通过政变线牲体的功能术消除 

州：氧化 n 坫．减少氧化 伤 j【起的 ll胞凋 

1 ．．bcl。2抑制卸I胞捌亡 免嫂酬 }l发挥畦 

作川l bax 0了bcl一2彳_『45％的旧 ‘『l ，实验I}I 的过 

表达l ]拈抗 bcl一2 f内保护效 In』使圳胞趟 于凋I二 ． 

Bax足一个水溶性监f ，仃在于 胞胞浆中 

夺研究结 硅 ：， 11．-6瞬导 MSC制 】’：过程 

-fI，随着 I1，6阼J IIlj问I=I{J延氏 hrI 2∞表达逐渐 r 

降，m bax的表 却逐渐 ．挂 bcl一2 l嗣1 

【】 ．6诱导的 Msc州l二IfI起替班 的f1：J{j 柑I二时 

bax从胞浆II]移至线粘休膜J 线牲体睽的通透性 

转换孔复合体(P1’PC】结合后，打外Ⅱ奠孔，使山脱离 

j二通道改变．线粗傩内膜电位下降或丧失，导致Cyto 

f-等蜇 I的释放求蜩 细胞 亡 I hc1．2主要 

定位丁线粒休膜 f ．它能 lm Jl≥成异二聚体来蒯 

节细j胞凋亡 ．当 bel一2的表达蕈 过 bax，多余的 

be1．2祧形成同源 聚体而抑制绑腿的橱亡：反之， 

则形成的 bax lFi]源二埭体促进细胞的拥 6 闻此 

bcl一2／bax的比值足影响细胞橱 的咒键 

3．3 II 一6对 NS(2捌r二线糙悼膜电位改变的影I1自 

线粒体是真核细胞的重要细胞器．是细胞进i 

呼吸链、电子传递、 羧陡循环干̈氧化磷酸化的场 

所，也是动物细胞 L成 ATP的主要地点 I，近年米 

发现线粒体跨膜tH位(2x"~m)与线粒体通透性改变 

枉细胞凋亡过程中起着重要作用 。，而 △ m下降 

L |fl ld 对HII封l 

501)hu 

250 bp 

足细胞跚1 缎联厦盹III岫较1I事件 

近年米陆续钉报道娆_】JI线牝件 n 牦敞 

十中薹酸酶的激活．也早下磷 缸峨暴露 J‘ 1咆 

表 m 一日．线靴体 △ m耗散， 皑就会址八小 

l J．逆的 亡过程 I 在细胞凋 I：过氍叶f线 特体 

2X"Je'm牦敞t要是t1]于线粒体内睽I’n通透性转变．这 

址Ilf十 } 成 r动态们⋯多个受r1硪组坡旧．他于线 

粒体 麒与外膜接触点的通透 转 墅扎通(Iq 孔 

道) pq-孔道}h线牡体符部分昀赞ILl质 』身̈l抱质巾 

蛋 质联合构成． r孔道天 能防止钏胞捌l’．；(I- 

r孔道Jf：披时线籼体释放纳胞测L皤导 r．造成 

线粒体膜电忙 _l̂l 物合成破 ：，圳眦的能 ftm受 

损，瓴化『『 吸链解f；l；5联．线粒体山 ( 、。 f符批 钛 

释啵，基质渗透Hi升商，线粗作体#{{=r夫，外 破裂， 

胞山 R{惜增多．『 n释‘Pl JJ；l『I|J萤l 『，位忻 cylc,·-释 

放，激发胞质半胱氰酸蚩f I酶的连锁1互I． 从m澈活 

核媵内切膊、蚩I I酶，他自II胞内 f：a。} 政变．从i~1J 

J ； r r ．．1 此儿抛能够 f{ 川于线机体 

舔导I 孔遽 成的物质，椰有『1J能 Jl越自删 i’ 

线粒作 △ -̈下降是细胞}Ĵj 发 l’内 lI}c『j 

件． 胞凋亡线机体流』℃检删试剂盒能敏感枪删 

变化 水研究结槊 町{：线 体的△ n一下降址 

Ii．一6诱导MSc 亡的通蹄；II．-6厉牛24 h，If 使 (： 

线牝作 nt娃著F降；线粒体簸 J I：Vl’．遗歧线 体 

膜l 位和 E物台成破坏，细胞的能 代鲥受撷． 

绍I胞 亡的细胞质途径，使 Ms【 逊人 “T逆‘ 的删 

亡过 ；至48 h线粒体△ 川{lI}并卜降．夫 分圳咆 

发 l 搁亡；说明 II 一6通过禁种途径促进 l，r孔道圩 

放诱导细胞捌亡 有研究表} 】．卸1_弛 TL=调 l l 

不沦足抑制佩亡的 Bcl一2家旌，迁址 逊缃胞捌I’．f内 

Bax家旅均吼线粒体作为靶细胞 l一!c端 

的疏水肽段能插人线粒体外膜，hax蚩f’1通过形成 

线粒体通透孔道．促进线粒体中删胞色素 c的释 

放，使APAF一1与bc1 2蛋白分离．澈洒CPP32促进细 

胞搁亡ll 。因此我们认为，JI，6促进嗣亡的怍用是 
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通过促进 bax从胞浆中移至线粒体膜上，使 bax在与 

bc1．2形成的异二聚体中占据优势来促进线粒体上 

的 P，r孔道开放 ，从而促进线粒体释放凋亡诱导因子 

造成的线粒体膜电位和生物合成的破坏，而达到促 

进凋亡的目的。 
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