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基底拉伸应变对小鼠成骨细胞Runx2表达

的影响 一

官元伟 闫玉仙 张媛张西正

中图分类号：Q274 文献标识码：A 文章编号：1006-7108(2011)03-0185-05

摘要：目的研究基底拉伸应变对小鼠成骨细胞系MC3T3一E1细胞Runx2表达的影响。方法 实验

随机分为0 Ize、1000 p．e、1500肛8、2000 p．e、2500斗8、5000斗8六组，采用卫生装备研究所自行研制的

细胞基底应变加载装置对细胞进行加载，Western blot检测不同应变对成骨细胞Runx2蛋白表达的影

响。此外采用Real·time PCR检测0斗8、2500 p,e、5000斗8三种强度应变对成骨细胞Runx2 mRNA表

达的影响。结果Western blot结果显示：1500斗8、2000肛g、2500 p,e组与0 p8组相比Runx2蛋白表

达显著增强(P<0．01)；5000斗e组与0 vLe组相比Runx2蛋白表达显著降低(P<0．01)；Real—time

PCR结果显示：2500 Ixe组与0 p．e组相比Runx2 mRNA表达显著降低(P<0．01)；5000 pe组与0斗e

组相比Runx2 mRNA表达显著增加(P<0．01)。结论①生理强度的拉伸应变可显著增加MC3T3一

El细胞Runx2蛋白的表达，并且呈剂量依赖性，超生理强度5000斗8显著降低Runx2蛋白表达。②

同样强度的拉伸应变刺激下，Runx2基因表达与蛋白表达并不一致。
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Abstract：Objective To study the effect of substrate·stretching strain on the expression of Runx-2 by

mouse MC3T3-El osteoblasts．Methods Six experimental groups were randomized divided to 0v．e，

10001_Le，15001^e，2000ire，2500vLe，and 50001Le groups．The ceHs were loaded with substrate-stretching

strain loading system．Runx-2 protein expression in cells with different strain groups was detected using

western blotting．Runx-2 mRNA expression in ceHs subjected to Op．e，2500斗e，and 5000tte substrate-

stretching strain was detected using real·time PCR．Results Western blotting results showed that the

expressions of Runx-2 protein were significantly increased in 1500p,e，2000p。e，and 2500tte groups，and

decreased in 50001^e group，comparing t0 that in Op,a group(P<0．01)．Real-time PCR results showed

that the expression of Runx-2 mRNA was significantly decreased in 25001上e group，and increased in 50001xe

group，comparing to that in 0tie group(P<0．01)．Conclusion (1)Expression of Runx2 protein in

MC3T3-El cells could be up—regulated under physiological strain and the regulation was magnitude·

dependent．The expression was down·regulated when the strain magnitude was beyond physiological load at

5000p,e．(2)Expression of Runx2 mRNA was not consistent with the expression of the protein under the

same strain magnitude．
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·论著·

在骨重建中的重要作用。大量的研究结果表明，卧

床、制动和失重等缺乏机械应力刺激时，将使骨基质

蛋白的合成、矿物质的含量和骨形成减少，骨吸收活

动加强；而增加机械应力刺激后可促进骨形成，抑制

骨吸收⋯21。然而，骨组织受到机械应力后。体内骨
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组织细胞如何应答机械应力刺激，并将刺激信号转

导进入细胞内，从而调节骨改建的细胞机制尚未清

楚认识。目前的研究结果表明，细胞对机械应力的

反应在很大程度上依赖于其所受机械应力的大小。

Runx2是成骨分化特异性转录因子，参与了成骨细

胞多种信号转导途径，可通过与骨代谢相关的多种

细胞因子相互作用而调控成骨细胞的分化及活性。

本文采用不同强度的力学刺激作用于小鼠MC3T3-

El细胞系，检测成骨关键基因Runx2在基因和蛋白

水平的表达变化，为迸一步研究成骨细胞响应力学

刺激的分子机制提供依据。

1材料和方法 ’

’

l

1．1材料

本实验所用的小鼠成骨细胞系MC3T3-E1由协

和医科大学基础研究所提供；口-MEM培养基，Gibco

公司；胎牛血清，上海尚宝生物公司；100 U／ml青霉

素、100 U／ml链霉素，Gibco公司；TIANScript RT Kit

(eDNA第一链合成试剂盒)，天根生化科技(北京)

有限公司；SYBR Green荧光染料，ABI公司。

1．2方法

1．2．1实验装置：采用军事医学科院卫生装备研究

所自行研制的细胞基底应变加载装置(专利号：

ZL200920250218．7)。加载原理可简化成如下力学

模型(图1)j

A

图1基底拉伸应变加载装置模型图

P

B

1．2．2细胞培养：小鼠MC3T3一E1培养于10％胎牛

血清的a—MEM完全培养液中，细胞置5％二氧化

碳、95％湿度37℃孵箱中培养。每3天更换1次培

养液，用0．25％的胰酶消化传代培养。

1．2．3 Western blot检测Runx2蛋白表达：取长满

瓶壁的小鼠MC3T3-E1细胞。加入PBS平衡盐清洗

2遍，0．25％胰蛋白酶消化5 min。按照1×105／ml密

度细胞悬液接种于培养单元的培养小室；放置于

CO，培养箱中培养24 h，待其完全贴壁。根据本实

验室前期拉伸时效和量效条件的摸索，将接种的细

胞随机分为0斗8、1000 p,s、1500 p8、2000斗8、2500

恤8、5000斗8组，最佳拉伸时间和频率为1次／d，每

次1 h，连续3 d，频率为0．5 Hz。按照上述分组对

培养小室内的细胞进行拉伸，拉伸结束，每组各收集

4培养小室细胞，加RIPA裂解液提取细胞总蛋白，

BCA法进行定量，每次上样30斗g。实验做三次生

物学重复。显影后将条带扫描至计算机中，用

ImageJ凝胶分析软件对显影条带进行半定量分析，

AU(D一·D蛔曲)代表条带的面积和灰度值，
Runx2／13．actin的AU比值表示蛋白的相对含量。

1．2．4 Real．time PCR检测细胞Runx2 mRNA表

达：取上述分组中0 p,e、2500斗8、5000 M,e组对培养

小室内的细胞进行拉伸，拉伸结束，每组各收集2培

养小室细胞，提取细胞总RNA，用核酸定量仪测定

其在260、280 nm处OD值，以确定核酸的纯度及浓

度，调整浓度至l斗g／斗l，A瑚，瑚比值在1．8—2．0表

示RNA纯度较高。并按试剂盒说明逆转录成

cDNA。Runx2、GAPDH引物序列有北京生工生物技

术有限公司合成。Runx-2引物序列：上游引物5’-

AAGTGCGGTGCAAACnTCT-3’。下游引物5’-

TCTCGGTGG CTGGTAGTGA一3 7；GAPDH引物序列：

上游引物5’．GGTCGGTGTGAACGGA”[．I．GG·3’，下游

引物5’．ATGTAGGCC ATGAGGTCCACC-3’。采用相

对定量△△Ct法，选用SYBR染料进行PCR反应，

PCR反应体系(20恤1)如下：Fast SYBR Green Master

Mix(2×)，10 ttl；5 M,M上下游引物混合物，1“l；

eDNA模板，l ttl；ddH20，8斗l。Runx2、GAPDH PCR

反应参数如下：预变性，95℃，20 s；变性，95℃3 S，

退火、延伸，60。C，30 s，循环40次。实验采取每个

样品设三个复孔，做三次生物学重复。

1．2．5 统计学处理：采用SPSSll．5统计软件进行

统计学分析。数据用(i±s)表示，各组均数的比较

行单因素方差分析(ANOVA)，用最小显著差异法

(LSD)作两两比较，P<0．05为有显著性差异。

2结果

2．1不同基底拉伸应变对成骨细胞

Runx2蛋白表达的影响：1500斗8、2000斗8、

2500 p,s组与0 p,s组相比Runx2蛋白表达显著增

强(p<0．01)；5000斗8组与0 Its组相比Runx2蛋

白表达显著降低(p<0．01)(图2，3)。
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3讨论

成骨细胞来源于多潜能间充质骨源细胞，其既

是应力感受细胞，卫是应力教应细胞。成骨细胞受

应力作用后，通过多种信号途径，如钙相关通路、

BMP／Sm丑dB、MAPK、Wnt．calenln通路等，可以调节

成骨细胞自身及破骨细胞的分化厦功能，实现骨代

谢平衡。“。

Runx2是Runx转录因子家族中的重要成员．在

成骨细胞分化、功能表达等过程中起了重要的作用。

Runx2基因的突变和缺失可导致骨骼发育障碍等一

系列疾病的发生”1。Runz2是调节成骨细胞生成的

关键园子，Enomoto等01使用目的基因敲除的办法．

发现Runx2“’的小鼠不能有效地分化为成骨细胞，

膜内和软骨内骨化庇骨均不能发生。Runz2不仅谓

节成骨细胞的分化，而且还调节成熟的成骨细胞形

成骨，研究证实”1 Runx2能促进骨细胞外基质蛋白

的合成。

Runn转录园子的表达也是受多种细胞因子、

激索和内源活性物质的调节控制。力学拉伸刺澈可

增加骨形态发生蛋白(BMP)的表达，而在骨形态发

Ⅶ¨枷"删”¨"M¨枷”㈨

}
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生蛋白(BMP)信号通路活化时Runx2和受体调节

的Smads相互作用，协同调节目的基因的表达，使间

充质骨原细胞成骨向分化¨o；另外骨形态发生蛋白

也可使成骨细胞的Runx2表达上调，不过是通过

Dxl介导的间接调节p】。Jessop等¨玑川证实拉伸应

变增强核内的Runx2结合DNA的活性。Wnt信号

通路也是力学转导通路之一，其抑制基因sFRPI被

敲除的小鼠，表现为Runx2启动子活性增加，mBNA

含量上升7—8倍，并且骨钙素(Osteocalcin)的表达

也明显上升H2J引。综上可知Runx2是成骨细胞机

械刺激的重要靶点，许多分子可激活或者增强其转

录活性。

本实验室前期实验已证实：生理范围内2000“8

和2500恤8基底拉伸应变可以明显促进成骨细胞增

殖活性和ALP分泌。超生理范围5000斗8基底拉

伸可抑制细胞的增殖和ALP分泌。本实验研究显

示：生理剂量1500“8、2000 I．te、2500斗8的拉伸应

变可显著增MC3T3一E1细胞Runx2蛋白的表达，超

生理剂量5000 p,e显著降低Runx2蛋白表达；从

Runx2的生物作用来说，这与前期实验结果一致。

Ziros等¨刮对hPDL成骨细胞施加拉伸，作用0．5 h

开始Runx2 mRNA的表达显著增加，核内的Runx2

蛋白在6 h后才明显增加。Mehrotra等¨副在实验中

对MC3T3-E1细胞施加流体剪切力，作用0．5 h后

Runx2 mRNA和蛋白表达未发生显著性变化。以上

说明力学刺激对成骨细胞Runx2的影响还与实验

条件的控制，如所用细胞来源、加载应力的性质、大

小等因素相关，分析应力的作用效应时有必要考虑

这些因素的干扰。 ，

本实验对成骨细胞施加2500 p,e、5000仙8载荷

时，Runx2 mRNA的表达与蛋白表达不一致。

2500吵8组与0 p8组相比Runx2 mRNA表达降低，

而Runx2蛋白表达增加，可能是Runx2自身负反馈

调控机制的作用，在该基因的5’端的表达调控序列

中具有至少3个自身结合位点，只要有一个完整自

身结合位点存在，过量表达的Runx2蛋白就可以反

馈地抑制该基因的表达¨“。5000 p8组与0“8组

相比Runx2 mRNA表达增强，可能因为实验中的力

学加载方式是间歇性的，超生理应变的5000斗8并

没有对细胞形成不可逆的损伤，在第三天的一小时

力学刺激后，仍可引起细胞Runx2 mRNA的较大变

化。Runx2是否通过负反馈的方式抑制其过量表

达，这个问题还有待进一步的研究证实。

Runx2作为成骨细胞的特异转录因子，对骨组

织的形成和重建起重要作用。同时Runx2作为成

骨细胞机械刺激的重要靶点，对其感受力学刺激后

基因表达调控的分子机制的进一步研究，将有助于

应用药物联合锻炼来防治骨折和骨质疏松等疾病。
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