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摘要：目的 研究 ’$56在成骨细胞的表达及 =>:8对其表达的调控，初步探讨 ’$56在成骨细胞增殖
分化中的作用。方法 应用免疫印迹法检测人、大鼠、小鼠成骨细胞和 ?@:87细胞 ’$56的表达；用
=>:8作用于 ?@:87细胞，检测不同时间和剂量干预后 ’$56和 A:’$56表达情况，构建 ’$56 B*$C9和
空白对照质粒，转染 ?@:87细胞，=>:8干预细胞后检测各组细胞增殖率、碱性磷酸酶活性和骨钙素表
达的差异。结果 在人、大鼠、小鼠成骨细胞和 ?@:87细胞中均有 ’$56的表达；=>:8可呈时间、剂量
依赖性的提高 ’$56的磷酸化；与对照组相比，’$56 B*$C9的成骨细胞 =>:8刺激后增殖降低，骨钙素
表达量下降且差异有统计学意义，而碱性磷酸酶活性的变化差异无显著性。结论 成骨细胞 ’$56
信号通路的活性受 =>:8调控，’$56信号通路参与了成骨细胞的增殖分化。
关键词：成骨细胞；’$56；=>:8；$C9干扰；增殖；分化
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骨质疏松不仅表现为破骨细胞活性增强，而且

合并有成骨细胞功能降低，尤其在病理状态下，某些

体液因子和药物对成骨细胞功能的抑制已成为这些

继发性骨质疏松症的主要发病机制。

丝裂原激活蛋白激酶（(*4FM2/:)O4*N)42G IJF42*/
W*/)B2，?9A5）是将细胞外信号分子传入细胞内并
使细胞作出相应反应的细胞内重要信号调节网络，

’$56是 ?9A5家族中组成成员之一，自从 %XX6 年
被克隆后，成为 ?9A5最新的研究通路之一，在调节
细胞增殖分化中起重要作用，并执行了一系列原以

为是由 ’$5%Q& 来完成的功能。’$56 受到细胞外
理化因子和应激的广泛调控，已知 =>:8是有效的成
骨细胞增殖促进剂，其通过调节成骨细胞和破骨细

胞功能对骨代谢产生影响［%］，而且在体外实验中证

实可以激活 ’$5%Q&，但 =>:8对 ’$56信号通路的激
活作用以及 ’$56在成骨细胞功能和活性中的地位
还不清楚，本次研究的目的是探讨 ’$56 在成骨细
胞的表达和调控，并初步探讨该信号通路对成骨细

胞增殖分化成熟的作用。

> 材料和方法

>?> 实验动物及主要试剂
成年雄性 YV大鼠和昆明小鼠购于中科院上海

分院动物房，人成骨肉瘤 ?@:87细胞购于中科院上
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海细胞库。细胞培养基 !"#!和胎牛血清（$%&%’(
&)*，+,-），重组人 %*./（010234156，+,-），#)78、9.
#)78、3:4135;<5=>抗体、!.;54=> 抗体和辣根过氧化物
酶小鼠二抗（,;>4; ’2?@，+,-），"AA、!",(、A2=43> B.
CDD（,=EF; &)*，+,-），碱性磷酸酶检测试剂盒（南京
建成生物研究所），转染试剂：*=0G154;F=>1HDDD
（%>I=423E1>，+,-）。
!"# 不同来源成骨细胞培养
手术取正常成人松质骨、新生大鼠或小鼠头颅

骨，剪成 C FFJ 大小碎片，经磷酸盐缓冲液（9&,）冲
洗、振荡 J 次，加入"型胶原酶于 JKL水浴手动振
摇消化 C8 F=>，离心弃上清，加入含 CDM胎牛血清的
!"#"培养基接种至培养瓶，隔日换液。人 "$./J
细胞接种于含 CDM胎牛血清、CD FF3<N* O#9#,、H
FF3<N*谷胺酰胺、CDD %+NF*青霉素和 CDD#ENF*链
霉素的 !"#"培养液中，每 J 日换液 C 次，8 P K 天
传代。以上细胞生长至 /DM P QDM汇合后，分别给
予不同浓度的 %*./干预。
!"$ :=)R-的合成筛选及 :=)R-干扰

$1>1&;>S中检索人全长的 #)78 基因序列，根
据 6440：NNTTTU ;FV=3>U 53FN156<=VNF=:5N:=)R-W G=>X12 U
64F<设计 J对针对 #)78的 :=)R-，同时设计 C条阴
性对照序列：:=)R-C：’-’$-’--’-A’-A’$’’-；
:=)R-H：’A-A$A-’-’’-$’A-’-$；:=)R-J：$--.
-$-A$$A$’’-A’A’-； >1E;4=I1： AA’A’’$--’$A.
$A’-’$A。:=)R-及阴性对照质粒由上海吉玛基因
化学技术有限公司构建。转染前 C天将 "$./J细胞
按每孔 C Y CD/ 接种于 / 孔培养板中，细胞汇合至
KDM P QDM时用 *=03G154=> HDDDA"将 :=)R-转染入细
胞，:=)R-的转染浓度为 HDD >F3<N*，转染方法按照
*=03G154=>HDDDA"说明书操作，每组设 J 个复孔，实验
重复 J次，转染后 ZQ 6提取细胞总 )R-，用实时定
量 9’)方法筛选 C个最有效的 :=)R-（干扰效率!
K8M，具体数据未提供），命名为 0)R- A+/[H.
#)78=，阴性对照质粒命名为 0)R- A+/[H.$\9。
将 "$./J细胞分为 Z组：$0)R- A+/[H.$\9质

粒转染细胞未加入 %*./干预；%0)R- A+/[H.$\9质
粒转染细胞加入 %*./干预；&0)R- A+/[H.#)78=质
粒转染细胞未加入 %*./干预；’0)R- A+/[H.#)78=
质粒转染细胞加入 %*./ 干预。转染 HZ 6 后用 CD
>F3<N*的 %*./干预细胞，HZ P ZQ 6后用于细胞增殖
率、碱性磷酸酶活性和蛋白表达的检测。

!"% ]1:412>印迹检测
培养于 /孔板中的 "$./J细胞弃去培养液，用

预冷 9&,洗 H次，加入细胞裂解液，超声波破碎细胞
数次，&2;XG32X法检测蛋白含量。/D#E细胞总蛋白
加 Z Y上样缓冲液煮沸变性 CD F=>，CDM的 ,!,聚丙
烯酰胺电泳后转膜，D[8M脱脂奶粉封闭，与 C ^ CDDD
的单克隆抗体 ZL杂交过夜，杂交膜用 A&,A缓冲液
洗 J次，再与辣根过氧化物酶标记的二抗室温杂交
C 6后显影。电泳条带用 &;>X,5;> _软件分析灰度
值，结果以目的基因灰度值与!.;54=>灰度值的比值
表示，取 Z次相同实验的结果进行统计学分析。
!"& 细胞增殖率的检测

"$./J细胞以每孔 H Y CDZ 密度接种于 ‘/孔板，
每孔 HDD#*，每组分别重复 Z孔，并设 Z个不含细胞
的完全培养基做空白对照，用含 CDM胎牛血清的
!"#"培养 HZ 6 后，换为无血清培养基，干预组加
入浓度为 CD >F3<N*的 %*./，继续培养，于 ZQ 6收集
细胞，测定前 Z 6，用 9&,冲洗后更换无血清培养液
CDD#*，同时加入 CD#* D[8M"AA，培养箱孵育 Z 6，
加 CDD#* !",(室温下静置 CD F=>后振荡 8 F=>，酶
标仪 Z‘D >F波长下测定各孔的吸光度（ !）值，取 Z
组平均值。

!"’ 碱性磷酸酶（-*9）活性检测
"$./J细胞以每孔 H Y CDZ 密度接种于 ‘/孔板，

每孔 HDD#*，每组分别重复 Z孔，并设 Z个不含细胞
的完全培养基做空白对照，含 CDM胎牛血清的
!"#"培养液培养 HZ 6 后，换为无血清培养基，干
预组加入浓度为 CD >F3<N*的 %*./ 培养 HZ 6 后，吸
除孔内培养液，9&,洗涤 H次，每孔加入 C F* D[CM
A2=43>.CDD作用 JD F=>后，加入基质液及缓冲液各 8D

#*，充分混匀后 JKL孵育 C8 F=>，酶标仪 8HD >F波
长下测定各孔的吸光度值（!）值，取 Z组平均值。
!"( 统计学处理
数据以均数 a标准差表示，采用 ,9,, CD[D统计

软件进行数据处理，组间差异统计学意义比较采用

单因素方差分析（-R(_-）。" b D[D8为差异有统计
学意义。

# 结果

#"! #)78在不同来源成骨细胞中的表达
T1:412>V<34结果显示 CC/ SX处可见一条带，大鼠

和人的成骨细胞表达量较小鼠高。#)78磷酸化抗
体检测结果显示，在基础状态下，成骨细胞中 #)78
磷酸化的水平较低，见图 C。
#"# %*./时间依赖性的激活 #)78

%*./是成骨细胞成熟和分化的调节因子之一，
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! 讨论

丝裂原激活蛋白激酶是一个双磷酸化激活的丝

氨酸!苏氨酸（"#$!%&$）蛋白激酶，由 ’ 个成员组成：
细胞外信号调节激酶 (!)（#*+$,-#../.,$01234,. $#3/.,+#5
624,1# (!)，789(!)），-0:/4 氨基末端激酶（-0:/4 ;0
+#$<24,. 624,1#，:;9），应激激活蛋白激酶（ 1+$#110
,-+2=,+#5 >$?+#24 624,1#，"@A9）和大丝裂原活化蛋白
激酶 (（B23 C@A 624,1# (，DC9( 又称为 789E）。每
个成员分别由不同的上游激酶活化并发挥不同的调

节功能，789E是 C@A9家族中的新成员，目前对其
知之甚少，其分子量为 ((EFFF，相当于 789(!)双分
子量，与 789(!)有 EGH的同源性，其 ;0末端的高度
保守双磷酸化位点（%&$)(I，%J$))(）是激酶活化域。
789E主要定位于胞质，接受细胞外传来的信号并由
其上游激酶 C79E激活，然后可转位于细胞核对转
录因子心肌细胞增强子（<J?-J+# #4&,4-#$ K,-+?$，
C7L)）磷酸化而调节其转录活性。最初的研究发现
细胞因子如表皮生长因子、神经生长因子等能诱导

激活 789E，而 789E可促进转录因子 C7L)家族核
-@CA 应答元件结合蛋白（M,<> $#1>?451 #.#<#4+
B245243 >$?+#24，M87D）的磷酸化，这些转录因子与细
胞生存密切相关，789E还可以入核直接调节其他转
录因子的表达，如 -0:/4 参与细胞周期的调控，而
-0K?1可介导 789E的抗凋亡作用［)］。
在体实验表明 789E 可提高血管内皮细胞活

性，在胚胎发育中起关键作用，提示了 789E在增殖
和器官发生中的作用［G］；789E缺陷小鼠模型出现胚
胎期神经分化障碍，表明 789E 信号通路是神经分
化所必需的［’］；789E 还与肾小球系膜细胞增殖相
关，可能是糖尿病肾病综合征的致病因素之一［E］；

"?&4 "等［N］报道对胸腺细胞发育成熟起关键作用的
是 789E，而不是 789(!)，揭示了 789E对 %淋巴细
胞分化的作用；另外在脊神经节激活 789E 信号通
路可导致持久的痛觉过敏［O］，而在肿瘤方面的研究

发现 789E的激活与淋巴结转移有关［P］。
正因为 789E信号通路在多种组织调控细胞增

殖分化和凋亡中的作用，我们初步探讨了 789E 在
成骨细胞的表达和功能，发现成骨细胞可表达

789E，并能被 QR0N 特异性的磷酸化而激活，789E
28;@的成骨细胞表现为 QR0N干预后增殖率降低、骨

钙素表达降低，但碱性磷酸酶活性无明显变化。碱

性磷酸酶出现在成骨细胞分化早期，与细胞增殖关

系密切，细胞增殖上调后可使碱性磷酸酶表达延迟，

笔者选择干预 )’ &作为观察点，未能发现碱性磷酸
酶的有差异变化。骨钙素是成骨细胞分化后期矿化

期表达升高的蛋白，主要反映成骨细胞的分化和成

熟，骨钙素的降低提示成骨细胞成熟分化障碍。所

以，笔者的数据表明在成骨细胞 789E 是一个新的
信号分子，对成骨细胞的增殖分化成熟起着重要的

作用，而细胞因子 QR0N 的部分活性是由 789E 来介
导的。

总之，789E在成骨细胞内作为信号分子介导了
细胞内外信息的交流，是成骨细胞保持其活性和完

成其功能不可缺少的信号蛋白，目前对其作用还不

是很清楚，需要通过更多的体内、体外实验进行深入

研究。
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