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摘要：目的 通过凝血酶对成骨细胞的增殖及分化作用的研究来探讨受体介导的凝血酶的功能。方

法 原代成骨细胞分别取自于蛋白酶激活受体（B.(-,15,J1&-/41-,E .,&,B-(.，:9F）J! 敲除鼠和野生对照

鼠的头颅骨。并利用凝血酶，人工合成的 :9FJ! 或 :9FJN 特异性激活短肽对细胞进行处理，通过对 OJ
溴JMJ脱氧尿嘧啶的嵌入及细胞碱性磷酸酶活性的测定探讨 :9FJ! 或 :9FJN 激活对细胞增殖和分化

的影响。结果 在野生鼠成骨细胞，凝血酶及 :9FJ! 激活肽均能促进的细胞增殖和降低碱性磷酸酶

的活性，但 :9FJN 激活肽却无这些作用。然而在 :9FJ! 敲除鼠的成骨细胞无论是凝血酶还是 :9FJN
激活肽均不能改变细胞的增殖及碱性磷酸酶的活性。结论 本研究结果表明凝血酶促进成骨细胞增

殖及抑制其分化是通过 :9FJ! 介导的。其他凝血酶受体并不具有此作用。
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成骨细胞是负责骨形成的细胞。凝血酶是一种

多功能丝氨酸蛋白酶，对多种细胞具有激素样的功

能。凝血酶所致的细胞反应多数是通过其受体介导。

至今已经发现了 # 种凝血酶受体，分别为蛋白酶激

活 受 体（ B.(-,15,J1&-/41-,E .,&,B-(.， :9F）J!，J# 和

JN［!J#］。凝血酶可以促进细胞的增殖及抑制碱性磷酸

酶（成骨细胞分化的标志物）的活性，抑制细胞的凋

亡［N，O］。:9F 的激活机理是凝血酶对 :9F 氨基末端

进行蛋白水解，从而产生一个新的氨基末端，此末端

作为配基可以使受体本身激活，而诱导细胞内的生

物信息［$］。因此，氨基酸序列和配基一致的人工合成

短肽（激活肽），同样可激活 :9F 而不需要蛋白裂

解。本研究的目的是利用特异性的 :9FJ! 和 :9FJN
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激活肽及 !"#$% 敲除鼠的成骨细胞来研究 受体介

导的凝血酶在成骨细胞增生及分化中的作用。

! 材料和方法

!"! 材料

!"#$% 激 活 肽（&’’(#$)*+ ）和 !"#$, 激 活 肽

（ "-!./’$)*+ ） 由 "01232 （ !45678993， :8;<，
"01=54984）合 成。 >$溴$+$脱 氧 尿 嘧 啶（ >$?5@A@$+B$
C3@DE058C8F3；G5CH）细胞增殖检测试剂盒购于 #@;I3

（)0=93E，)J，HK"），细 胞 培 养 所 用 物 品 均 购 自

LF78=5@M3F（N39?@05F3，"01=54984）。!"#$% 基因敲除鼠

由澳大利亚 N@F41I 大学提供。

!"# 原代成骨细胞的分离及培养

从新生 +, I 以内的鼠取下颅顶骨，采用胶原酶

系列消化法得到鼠原代成骨细胞［O］。消化所得细胞

培育至近汇合，胰酶消化后种植在相应的培养器皿

中用 于 各 种 实 验。 细 胞 培 养 液 使 用 P09?3;;@Q1
A@C8R83C S4M93Q1 A3C80A（PNSN）含有 %TU小牛血清，

庆大霉素（>T!MVA9），两性霉素 G（+W>!MVA9）和 ($
谷氨酸（XTT!MVA9）。细胞培养在 XO Y，含 >U的二

氧化碳的空气中。

!"$ 细胞增殖的检测

采用 G5CH 试剂盒，在细胞增殖过程中 G5CH 可

以取代胸腺嘧啶镶嵌到细胞 P)" 中。成骨细胞被

种植在 Z[ 孔板中，待长至 \TU汇合时，无血清培养

+, I，然后分别用凝血酶，!"#$% 激活肽，!"#$, 激活

肽，!"#$% 和 !"#$, 激 活 肽 联 合 处 理 细 胞 +, I。

G5CH 标记增殖细胞 , I，然后固定细胞并按照试剂

盒使用说明进行检测。

!"% 细胞 "(! 活性的测定

细胞碱性磷酸酶活性是骨细胞分化的标志物。

"(! 活性的测定可以反映骨细胞的分化程度。经过

第一次传代的细胞被种植在 +, 孔板（+ ] %T, V孔），待

长至汇合时，无血清培养 +, I，然后分别用凝血酶，

!"#$% 激活肽，!"#$, 激活肽，!"#$% 和 !"#$, 激活

肽联合处理细胞 ,\ I，并设无血清培养对照组。冲

洗细胞后每孔加 %TT 微升的 !GK 含 TW>U &58=@F ^$
%TT。XT A8F 后，从每孔取两个 ,T!9 的标本用 作

"(! 和蛋白的测定。其测定方法采用 "?54I4A 等使

用的方法［,］。

!"& 统计学处理

各项观测指标组间比较均采用 ! 检验。

# 结果

#"! !"#$% 介导的凝血酶促进成骨细胞增殖

为了检测 !"# 的配基对成骨细胞增殖的影响，

%TT FA@9V( 凝血酶，%TT!A@9V( !"#$% 或 !"#$, 激活

肽及 %TT!A@9V( !"#$% 和 !"#$, 激活肽联合使用分

别用来处理鼠的成骨细胞，并设无血清培养对照组。

并用 G5CH 试剂盒对细胞的增殖率进行检测，结果用

实验组与对照组吸收度的百分比值来表达。对野生

鼠的成骨细胞凝血酶（图 %"）或 !"#$% 激活肽（图

%G）可以显著增加 G5CH 细胞的嵌入率，结果差异有

统计学意义（" _ TWTT%）。而 !"#$, 激活肽（图 %G）

无论是单独使用还是和 !"#$% 激活肽联合使用均对

细胞的增殖无影响。对 !"#$% 敲除鼠的细胞，凝血

酶或 !"#$, 激活肽均无促进细胞增殖的作用。

# ‘ [，与对照组比较! " _ TWTT%
图 ! 凝血酶及 !"# 激活肽对野生鼠成骨细胞 G5CH 嵌入率的影响

#"# !"#$% 介导的凝血酶对成骨细胞分化的抑制

作用

%TT FA@9V( 凝血酶，%TT!A@9V( !"#$% 或 !"#$,
激活肽及 %TT!A@9V( !"#$% 和 !"#$, 激活肽联合使

用处理成骨细胞，并设无血清培养对照组，结果用与

对照组之百分比表示。凝血酶（图 +"）或 !"#$% 激

活肽（图 +G）均能显著抑制野生鼠成骨细胞 "(! 的

活性，结果差异有统计学意义（图 +，" _ TWT%），然而

!"#$, 激活肽却无此作用（图 +G）。对 !"#$% 敲除

鼠的成骨细胞，凝血酶及 !"#$, 激活肽均无此作用。
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! ! "，与对照组比较! " # $%$&
图 ! 凝血酶及 ’() 激活肽对野生鼠成骨细胞 (*’ 活性的影响

" 讨论

曾有报道原代大鼠成骨细胞及人的成骨样细胞

系表达 ’()+&，而且凝血酶刺激大鼠成骨细胞增殖

并 抑 制 其 分 化， 而 且 ’()+& 激 活 肽

（,--*).’,/.0-/*1’*）可以模仿凝血酶的这些功

能［"，2］，然 而 后 来 发 现 当 时 使 用 的 ’()+& 激 活 肽

（,--*).’,/.0-/*1’*）同时可以激活 ’()+3［4］，且

成骨细胞表达 ’()+3，’()+3 可以被包括胰蛋白酶

在内的多种蛋白酶激活，同时发现 ’()+3 的激活可

以导致某些细胞增殖［&$］，因此凝血酶的这些功能有

可能通过 ’()+& 或 ’()+3 的介导，近来发现一种

’()+& 特异性的激活肽（0--*)+.53），所以本研究的

目的之一是进一步确定 ’()+& 介导的凝血酶对鼠成

骨细胞增殖及分化的功能。此外由于鼠的成骨细胞

同时表达 ’()+"，因此本实验同时探讨 ’()+" 在这

些细胞中介导的凝血酶的作用。

结果显示无论是凝血酶还是特异的 ’()+& 激活

肽均刺激野生鼠细胞的增殖而抑制 (*’ 的活性。

然而凝血酶对 ’()+& 敲除鼠的细胞却不具备此功

能。这一结果证实 ’()+& 不仅介导凝血酶的这些功

能，而且是凝血酶产生这些功能所必需的。

成骨细胞表达的另一个凝血酶受体 ’()+"，似

乎并不对此起任何作用。本研究并未发现 ’()+"
激活肽对鼠的成骨细胞的增殖及分化产生任何作

用。从前曾有报道 ’()+" 激活肽可以引起成骨细胞

的钙离子的转移，但在 ’()+& 敲除鼠的作用要小于

野生对照鼠［6］，因此我们推测有可能这两个受体之

间存在着相互作用。另外，曾经有报道 ’()+7 可作

为 ’()+" 的辅助因子在鼠的血小板中被凝血酶激

活，即 ’()+" 的完全被激活需要 ’()+7 在血小板上

的共同表达［&&］。所以，这种情况有可能在成骨细胞

中同样存在，即 ’()+" 的激活有可能进一步加强

’()+& 介导的凝血酶诱导成骨细胞增生的作用。为

了检测这一可能性的存在，本实验中使用 ’()+& 和

’()+" 特异激活肽联合处理细胞，然而其产生的作

用与 ’()+& 特异激活肽单独使用并无差异，表明在

此实验中 ’()+" 并未参与介导凝血酶诱导的成骨细

胞增殖及分化功能。但我们并不排除 ’()+" 在除细

胞增殖及分化之外的其他功能中起作用。

本实验结果证实在鼠的成骨细胞中，’()+& 是

介导凝血酶产生细胞增殖及抑制细胞分化功能所必

需的。’()+" 则不具备此功能。
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