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摘要：目的 探讨凝血酶对小鼠成骨细胞某些因子表达的调节作用。方法 使用小鼠颅骨的成骨细

胞，通过荧光定量 4=6方法和人工合成的 4567!或 45679特异性激活短肽了解受体介导的凝血酶对
成骨细胞因子表达的影响。结果 凝血酶不影响成骨细胞转化生长因子、血小板生长因子 5、胰岛素
样生长因子7!和7"的表达，凝血酶和 4567! 受体激活肽可以显著上调成骨细胞成纤维细胞生长因
子78（>?>78）和白介素7$（@A7$）的表达，但对 @A7$表达的调节作用，凝血酶远较 4567!激活肽为强，
而 45679特异性激活肽并不影响这两种因子的表达。结论 凝血酶可以促进小鼠成骨细胞 >?>78 和
@A7$的表达，此作用可能是通过 4567!和非 4567!通路介导的，凝血酶对 >?>78表达的调节可能完全
是由 4567! 介导的，而凝血酶对 @A7$表达的影响部分是由 4567! 介导的，部分可能是由未知受体介
导的。45679并不参与介导凝血酶对 >?>78和 @A7$ 表达的调节作用。
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凝血酶对多种细胞具有激素样的功能［!］。凝血

酶可以促进成骨细胞的增殖、抑制碱性磷酸酶（成

骨细胞分化的标志性分子）活性，抑制成骨细胞凋

亡［8，#］。凝血酶所致的一些细胞反应是通过刺激合

成和分泌某些生长因子和细胞因子而完成，因此探

讨凝血酶对细胞或生长因子表达的影响有助于了解

凝血酶生物学功能的作用机制。多数凝血酶诱导的

细胞反应是通过已知受体介导的，至今已经发现了

三种凝血酶受体，分别为蛋白酶激活受体（PM3IG’*G7
’2I(L’IGJ MG2GPI3M，456）7!，7# 和79［97$］。以前的研究
表明小鼠成骨细胞表达两种凝血酶受体，4567! 和
45679，并且两者均具有生物功能活性［#］。456的激
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活过程中产生的新的氨基末端，可以使受体本身激

活，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（受体激活肽），同样可激

活 "#$而不需要蛋白裂解。本研究的目的是探讨
凝血酶对成骨细胞一些生长和细胞因子基因表达的

影响以及利用特异性的 "#$%& 和 "#$%’ 激活肽研
究小鼠成骨细胞不同凝血酶受体在介导细胞或生长

因子表达中的作用。

! 材料和方法

!"! 材料
"#$%& 激活肽（())*$%+,-）和 "#$%’ 激活肽

（#."/0)%+,-）由 #12343 合成，5%5*6 $474824
(89:248;3<924试剂盒购于 "8=>4?9公司。凝血酶由澳
大利亚蒙纳士大学（5=:92@ A:;7482;<B）生化和分子生
物学教研室提供。细胞培养所用物品和定量 "C$
试剂盒购自 D:7;<8=?4:。
!"# 原代成骨细胞的分离及培养
从新生 -’ @内的小鼠取下颅顶骨，采用胶原酶

系列消化法得到小鼠原代成骨细胞［-］。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，所有实验均使用第一次传代培养的细胞。细

胞培养液使用 E1FG4HH=I2 >=J;K;4J L9?F4I2 >4J;1>
（E5L5）含有 &MN胎牛血清，庆大霉素（OM!?P>F），
两性霉素 Q（-RO!?P>F）和 *%谷氨酸（SMM!?P>F）。
细胞培养在 S!T，含 ON 的二氧化碳的空气中。
!"$ 实时定量 "C$
第一次传代的小鼠成骨细胞生长至近融合时，

无血清培养 -’ @，然后使用 &MM :>=FP* 凝血酶处理
细胞 U @，采用 $+492B 5;:;试剂盒（V;9?4:）提取小鼠
原代成骨细胞总 $+#。&!? $+#经 $V& E+#酶处
理后，反转录以 =F;?=（J(）&O 为引物，使用 5%5*6
$474824 (89:248;3<924试剂盒合成 HE+#。成骨细胞转
化生长因子 "&（ (/)"&）、血小板生长因子 #
（"E/)#）、胰岛素样生长因子%#（ D/)%#）和%$
（D/)%$）、)/)%-、D*%U 等 >$+# 的表达采用实时定
量 "C$的方法检测，实时定量 "C$采用 W.Q$ /844:
>92<48 >;X 试剂盒，在 W<89<9?4:4 5X SMMM3 定量 "C$
仪上进行，每反应总体积为 -M!F，"C$温度循环设
计为 YOT，&M >;:；然后以 YOT、SM 2，UMT、SM 2 和
!- T、SM 2循环 ’M次。>$+#表达量用管家基因甘
油醛%S%磷酸脱氢酶（/#"E,）校正。引物设计使用
“ "8;>48 W4F4H<;=:” @<<3：PP9FH42 Z >4JZ 1>:Z 4J1P
89[38;>48Z @<>F，由 /4:4\=8]2 合成，序列见表 &。数

据分析：数据 CBHF4 (@842@=FJ（C(）值由荧光定量
"C$仪自代软件完成，根据标本目的基因的 C( 值
和管家基因的 C(值，用!!C(的方法［^］计算基因
的相对表达量。

表 ! 引物序列列表

名称 上游引物 下游引物

/#"E, O_%/#(/CCCCC#(/(((/(/#(%S_ O_%((/C(/#C##(C((/#/(/#/((/(%S_

(/)"%& O_%#CCCCC#C(/#(#C/CC(/#%S_ O_%#/C#/(/#/C/C(/##(C/##%S_

"E/)# O_%C(/#(C(//CCCCC#(/(/(%S_ O_%#CC((/#C#C(/C//(//(/%S_

D*%U O_%C#(/((C(C(///###(C/(//%S_ O_%((C(/C##/(/C#(C#(C/((/(%S_

D/)%D O_%(/##(((//CC(CC((##/#/C#%S_ O_%CC#C#/#(//#/(C#//(#C/%S

D/)%DD O_%CCC(C#/C##/(/CC(###/#%S_ O_%(//#(#CC#//CC##((C#(#/%S_

)/)%- O_%//#CCCC##/C//C(C(#C(%S_ O_%(/#C/(/(///(C/C(C((C%S_

# 结果

#"! 凝血酶对成骨细胞所选生长因子和细胞因子
表达的调节作用

凝血酶的使用不影响小鼠原代成骨细胞 D/)%#
和 D/)%$、"E/)#、(/)"& 的 >$+# 表达，然而凝血
酶处理组 )/)%-和 D*%U 的表达明显高于对照组，且
凝血酶呈剂量依赖性促进小鼠成骨细胞 )/)%- 和
D*%U的表达，结果显示 & :>=FP*的凝血酶即可显著
上调两因子的表达，&MM :>=FP*时此作用最强，相对
表达量分别为 ’R!^ ‘ MRO^ 和 -^R-S ‘ ’ROU，-MM的凝
血酶对两种因子表达的刺激作用反而变弱（图 &）。

图 ! 凝血酶对小鼠成骨细胞 D*%U和 )/)%-表达的影响
注：小鼠的成细骨胞生长至融合，无血清培养 -’ @后，凝血

酶（所示浓度）处理细胞 U @，提取总 $+#，采用定量 "C$技术分

析凝血酶对成骨细胞因子表达的影响，采用!!C(法计算基因

的相对表达量

#"# 特异性蛋白酶激活肽对成骨细胞 )/)%-和 D*%
U表达的影响
为了了解小鼠成骨细胞所表达的两个凝血酶受

体（"#$%&和 "#$%’）在凝血酶调节 )/)%-和 D*%U表
达中的作用，使用特异性蛋白酶受体激活肽 "#$%
&#"和 "#$%’#"处理成骨细胞，发现 "#$%&#"可以
促进 )/)%- 和 D*%U 表达，基因相对表达量分别为
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!"#$ % #"!&和 ’&"(( % &")*，+,-.!,+的使用并未影
响 /0/.&和 12.)在小鼠成骨细胞的表达。

! 讨论

凝血酶除了凝血功能外，凝血酶对细胞具有激

素样的调节作用，凝血酶的许多功能是通过其刺激

产生某些细胞或3和生长因子而完成，凝血酶所调节
的多数细胞反应是由其受体介导的。诱导某些细胞

和生长因子的分泌是凝血酶参与调节某些细胞生

理、病理过程的一种机制，本实验使用凝血酶处理，

通过定量 +4-的方法对多种成骨细胞因子表达进
行观察，了解凝血酶对这些因子表达的调节作用，并

了解小鼠成骨细胞的两种凝血酶受体对这一作用的

介导。结果显示凝血酶可显著上调 12.)和 /0/&的
表达，这种作用可能是凝血酶在骨组织损伤修复中

的一种保护作用。因为活性的凝血酶通常出现在组

织损伤部位，过去研究表明骨损伤部位的凝血酶有

利于骨的修复［$］，且 12.)和 /0/.&可以促进骨折愈
合［’#，’’］，因此凝血酶可能是通过刺激分泌这些因子

而起作用。

以前研究表明凝血酶可以通过其受体 +,-.’上
调某些细胞 12.)的表达，如人支气管上皮细胞［’&］和
人血管平滑肌细胞［’5］，此外凝血酶可以通过 +,-.’
刺激人的血管平滑肌细胞 /0/.& 的分泌［’!］。进一
步的研究表明凝血酶还可以诱导成骨细胞系

64575.8’ 细胞 12.) 的表达，但尚不清楚介导这一
作用的受体。本实验结果显示凝血酶显著上调小鼠

原代成骨细胞 12.) 和 /0/.& 的表达，由于小鼠的成
骨细胞表达两种凝血酶受体［5］，因此，为了了解

+,-.’和 +,-.!在凝血酶诱导成骨细胞因子产生中
的作用，我们使用凝血酶特异性受体激活肽 +,-.
’,+和 +,-.!,+，发现只有 +,-.’,+可以上调成骨
细胞 12.)和 /0/.&的表达，而 +,-.!,+却没有此作
用，说明 +,-.’参与凝血酶对 12.)和 /0/.&在成骨
细胞表达的调节作用，而 +,-.!似乎并不参与两者
表达的调节。此外如果比较凝血酶和特异性的受体

激活肽对因子表达调节的强度，可以看出 +,-.’,+
在调控 12.) 表达的作用远较凝血酶弱，而对 /0/.&
表达的影响 +,-.’,+和凝血酶则无明显差距，说明
凝血酶对 /0/.&表达的调节可能完全是由 +,-.’介
导的，其他凝血酶受体似乎并未参与，而凝血酶对

12.)表达的调节作用除了 +,-.’ 参与外，可能其他
未知凝血酶受体也参与其中。

结论：凝血酶在成骨细胞通过 +,-.’依赖性和
+,-.’非依赖性通路调节因子的表达，/0/.&表达的
调节完全是由 +,-.’介导的，12.) 表达的调节部分
是由 +,-.’介导的。+,-.!并不参与 /0/.&和 12.)
的表达。
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