
·讨论·

基金项目: 云南省卫计委科研基金( 2011WS0033) ; 西南医科大

学校内基金( 15041)

* 通讯作者: 周厚俊，Email: zhouhj1231@ qq． com

Y-27632 对小鼠骨髓间充质干细胞成骨分化的影响

张磊1 龚跃昆2 赵学凌2 周厚俊3*

1． 云南省第一人民医院康复医学科 650032
2． 昆明医科大学第一附属医院骨科 650032
3． 昆明医科大学第一附属医院神经外二科 650032

中图分类号: Ｒ683 Ｒ681 文献标识码: A 文章编号: 1006-7108( 2016) 09-1108-04
摘要: 目的 探讨 ＲhoA /ＲOCK 通路特异性阻断剂 Y-27632 对小鼠骨髓间充质干细胞( bone marrow mesenchymal stem cells，
BMSCs) 增殖及成骨分化的影响。方法 自小鼠股骨、胫骨骨髓腔分离培养小鼠骨髓单个核细胞，流式细胞仪细胞表面标记检

测及细胞成骨、成脂、成软骨三系分化鉴定小鼠骨髓单个核细胞。将第 3 代小鼠骨髓间充质干细胞随机分为 2 组，单纯成骨诱

导液对照组、Y-27632 干预组。分别于细胞培养后 1d、2d、3d、4d 收集细胞，噻唑蓝( Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide，

MTT) 比色法观察 BMSCs 增殖能力; 成骨诱导后 7 d、14 d 收集细胞，可见光比色法检测碱性磷酸酶( ALP) 变化; 成骨诱导后

24h 收集细胞，western blot 法检测 Ｒho 相关卷曲螺旋形成蛋白激酶 1 ( Ｒho associated coiled-coil-containing protein kinases1，

ＲOCK1) 的表达。结果 流式细胞术细胞表面标志检测及成骨、成脂、成软骨三系分化鉴定均证实我们所获细胞为 BMSCs。
与对照组相比，Y-27632 能促进 BMSCs 增殖，差异具有统计学意义( P ＜ 0. 05) ; Y-27632 能降低 ALP 表达，差异具有统计学意

义( P ＜ 0. 05) ; Y-27632 能明显阻断 ＲOCK1 的表达，差异具有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。结论 Y-27632 阻断 ＲhoA /ＲOCK 信号

通路可以促进 BMSCs 增殖，抑制 BMSCs 成骨分化。
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Abstract : Objective To investigate the effect of ＲhoA /ＲOCK blocker Y-27632on the proliferation and osteogenesis of mouse
bone marrow mesenchymal stem cells ( BMSCs) ．Methods Bone marrow mononuclear cells were obtained from the bone marrow
cavity of the femur and tibia and identified with flow cytometry for detecting cell surface markers and osteogenic，adipogenic，and
chondrogenic differentiation． BMSCs of the passage 3 were randomly divided into 2 groups，control group with osteogenesis
induction media only and osteogenesis induction media + Y-27632 group． Proliferation of BMSCs was determined using methyl
thiazolyl tetrazolium ( MTT ) assay at 1d，2d，3d，and 4d． ALP expression was determined with visible light photocolorimetric
method at 7d and 14d after osteogenic induction． ＲOCK1 protein expression was detected with Western blotting at 24h after
osteogenic induction． Ｒesults The bone marrow mononuclear cells were identified as BMSCs with flow cytometry and tri-lineage
differentiation． Compared with control group，MTT assay showed Y-27632 obviously promoted BMSCs proliferation ( P ＜ 0. 05) ．
Y-27632 also inhibited ALP expression ( P ＜ 0. 05) and the expression of ＲOCK1 ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion Y-27632 promotes
proliferation but inhibits ostogenesis of BMSCs by blocking ＲhoA /ＲOCK signaling pathway．
Key words : Bone marrow mesenchymal stem cells; ＲhoA /ＲOCK; Y-27632; Osteogenesis

Y-27632 是 Ｒho 相关卷曲螺旋形成蛋白激酶

( Ｒho associated coiled-coil-containing protein kinases，
ＲOCK) 特异性抑制剂，在生理和病理过程中发挥重

要调控作用如细胞生长和变形，肌动蛋白丝重排，细

8011
中国骨质疏松杂志 2016 年 9 月第 22 卷第 9 期 Chin J Osteoporos，September 2016，Vol 22，No． 9

Published online www． wanfangdate． com． cn doi: 10. 3969 / j． issn． 1006-7108. 2016. 09. 007



胞周期调控及细胞粘附、外分泌、迁移等［1，2］。目前

有较多研究报道 ＲhoA /ＲOCK 信号在细胞分化调控

中发挥重要作用。Kamishibahara［3］报道 Y-27632 通

过阻断 ＲhoA /ＲOCK 信号能够促进小鼠胚胎干细胞

向神经细胞分化。Li［4］等研究发现 Y-27632 通过阻

断 ＲhoA /ＲOCK 信号能够促进人骨髓间充质干细胞

向 角 质 细 胞 分 化，Yamamoto［5］ 研 究 表 明 ＲhoA /
ＲOCK 信号在牙周韧带细胞成骨分化调控中发挥重

要作用，显示该信号可能在间充质干细胞成骨分化

中发挥调控作用。目前国内有关 ＲhoA /ＲOCK 信号

通路在间充质干细胞成骨分化中作用报道较少。我

们拟观察 ＲhoA /ＲOCK 特异性阻断剂 Y-27632 对

BMSCs 成骨分化的作用。

1 材料与方法

1. 1 材料与试剂

健康 3 － 4 周龄昆明小鼠( 体重约 18 － 20 g，雌

雄不 限 ) 购 于 昆 明 医 科 大 学 实 验 动 物 中 心。Y-
27632 购自 Cayman 公司，兔 ＲOCK1 单克隆抗体购

自 Epitomic 公 司，兔 抗 单 克 隆 抗 体 GAPDH 购 自

abmart 公司，低糖 DMEM 培养基、MTT 购自 Gibco
公司，维生素 C、β-甘油磷酸钠、地塞米松购自 Sigma
公司，ALP 定量检测试剂盒购自南京建成生物工程

研究所。
1. 2 小鼠 BMSCs 的分离、培养及鉴定

自小鼠股骨及胫骨骨髓腔分离培养小鼠骨髓单

个核细胞，根据既往实验步骤进行［6］。采用流式细

胞术对细胞表面标记进行检测，成骨、成脂肪、成软

骨三系分化鉴定小鼠骨髓间充质干细胞，根据既往

实验步骤进行［6］。
1. 3 MTT 检测 BMSCs 增殖。

以 1 × 104 个 /ml 的密度将第三代 BMSCs 接种

于 96 孔板内，每孔 200 μL。待细胞贴壁后，分别以

含有单纯细胞培养液及添加 Y-27632 的细胞培养基

对细胞进行培养。既往研究［7］已经表明 10 μM 的

Y-27632 能阻断 ＲhoA /ＲOCK 信号通路。故在我们

实验中选择 10 μM 的 Y-27632 作为我们的实验浓

度。分别于加入 Y-27632 后的 1d、2d、3d 及 4d，弃

上清，每孔加入含 5 mg /ml MTT 的培养液 150 μL，

继续孵育 4 h，小心吸弃孔内上清液，每孔加入 150
μL DMSO 溶液震荡，待充分溶解后，在酶联免疫检

测仪上测量吸收值 OD，测量波长为 490 nm，每组设

6 个复孔，计算其平均 OD 值。
1. 4 ALP 定量检测

细胞以 1 × 105 /孔密度接种于 6 孔板中，分别再

分组换液培养 7 d、14 d 后收集细胞。培养细胞先

用 4%多聚甲醛液处理 2 min，然后使用 ＲIPA buffer
裂解液裂解细胞，按照碱性磷酸酶测定试剂盒说明

操作，酶标仪设定在 520 nm 波长处进行比色，碱性

磷酸酶 ALP 测定结果以金氏 U /100ml 表示。每组

设 6 个复孔计算平均值。
1. 5 western blot 检测 ＲOCK1 的表达

细胞培养 24 h 收集细胞，使用 ＲIPA 裂解液裂

解细胞，收集细胞总蛋白。以 BCA 法测定蛋白浓

度，每组取 20 μg 蛋白，进行电泳转膜，以 5%牛血清

白蛋白封闭 2 h，加入 ＲOCK1 一抗( 1∶ 200) 4℃孵育

过夜，二抗( 1∶ 2 000) 37℃孵育 2 h。以 Image J 软件

对蛋白表达条带进行扫面及光密度值进行定量分

析。以内参蛋白灰度值进行校正，目的蛋白表达为

目的蛋白与内参蛋白比值。
1. 6 统计学分析

所有数据以均数 ± 标准差表示，组间比较采用

单因素方差分析，以 P ＜ 0. 05 为差异具有统计学意

义。

2 结果

2. 1 骨髓间充质干细胞形态观察

我们课题组前期实验经过流式细胞术对细胞表

面标记进行检测及对细胞行成骨、成脂肪、成软骨三

系分化鉴定，已证实我们所获细胞为小鼠骨髓间充

质干细胞［6］。传代后的第三代细胞呈现梭形的成

纤维细胞样，成骨诱导后，细胞由梭形逐渐变为多角

形，14 d 后可见不透光的矿化结节。
2. 2 Y-27632 对细胞增殖的影响

MTT 结果显示: 与对照组相比，在培养后第 2
天、3 天、4 天，10 μM 的 Y-27632 能够促进 BMSCs
增殖( P ＜ 0. 05) ，在培养后的第 1 天，两组增殖率无

明显差异( P ＞ 0. 05) 。
2. 3 Y-27632 阻断 ＲhoA /ＲOCK 信号通路 ＲOCK 表

达

Western blot 实验结果显示: 细胞培养 24 h 后，

与对照组相比，Y-27632 能降低 ＲOCK1 的表达，差

异具有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。
2. 4 Y-27632 对 BMSCs 成骨分化中 ALP 表达的影

响

成骨诱导分化后 7d、14d 进行 ALP 检测，我们

的实验结果显示 10μM 的 Y-27632 能够明显抑制成

骨分化中 ALP 表达，与对照组相比，差异具有统计

9011中国骨质疏松杂志 2016 年 9 月第 22 卷第 9 期 Chin J Osteoporos，September 2016，Vol 22，No． 9



图 1-1 第三代细胞培养 3d 光镜下观察，细胞呈梭形

( 100 × ) ; 图 1-2 第三代细胞成骨诱导后 14d 光镜下

观察，可见矿化结节( 100 × )

Fig． 1-1 The third passage BMSCs presented fusiform at
third day under light microscopy ( 100 × ) ． Fig． 1-2
Calcium nodules were seen at the surface of the third
passage BMSCs after 14d osteogenic induction under light
microscopy ( 100 × )

图 2 Y-27632 能够明显促进 BMSCs 增殖。与对

照组相比，在培养后的 1 d 差异无统计学意义，
* P ＞ 0. 05; 培养后的 2 d、3 d、4 d 差异具有统计学

意义，#P ＜ 0. 05
Fig． 2 Y-27632 promoted BMSCs proliferation

obviously． Compared with control group，* P ＞ 0. 05

at 1d，#P ＜ 0. 05 at 2d，3 d，and 4 d．

学意义( P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

ＲhoA 属于 Ｒas( rat sarcoma，Ｒas) 超家族的 GTP
酶 ( GTPase ) 。Ｒho 相 关 卷 曲 螺 旋 形 成 蛋 白 激 酶

( Ｒho associated coiled-coil-containing protein kinases，
ＲOCK) 是最早被发现也是研究的最为深入的 Ｒho
下游底物［8］。ＲhoA /ＲOCK 通路在生理和病理过程

中发挥重要调控作用［1，2，9］。如细胞的生长和变形;

肌动蛋白丝重排; MAPK 通路激活; 细胞周期调控;

基因转录; 细胞质分裂及微管多样性调节; 细胞黏

附; 胞内分泌及胞外分泌; 细胞迁移和生存等。Y-
27632 是 ＲOCK 高效特异性抑制剂，其与 ＲOCK 亲

和力分别是其与蛋白激酶 C 的 200 倍、肌球蛋白轻

图 3 Western blot 检测 ＲOCK1 蛋白表达。
Y-27632 能明显降低 ＲOCK1 表达，与对照组

相比，* P ＜ 0. 05
Fig． 3 ＲOCK1 protein expression detected
using Western blotting． Compared with control

group，* P ＜ 0. 05

图 4 Y-27632 对 BMSCs ALP 表达的影响。与对照

组相比，成骨诱导 7 d 后，* P ＜ 0. 05; 成骨诱导 14 d

后，#P ＜ 0. 05
Fig． 4 The effect of Y-27632 on ALP expression of

BMSCs． Compared with control group，* P ＜ 0. 05 at 7d

after osteogenic induction，# P ＜ 0. 05 at 14d after
osteogenic induction

链激酶的 2000 倍［10］。近来有不少研究表明 ＲhoA /
ＲOCK 信号通路可能在细胞分化中发挥重要调控作

用。Liu 与 Kamishibahara［3，11］ 等 人 研 究 发 现 Y-
27632 能够通过阻断 ＲOCK 通路促进间充质干细胞

向神经细胞分化，显示出 Y-27632 在神经再生研究

及应用潜力。近来也有研究表明 ＲhoA /ＲOCK 信号

通路可能在间充质干细胞成骨分化中发挥调控作
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用，Yao 与 Seo 等 人 通 过 调 整 细 胞 培 养 接 种 密

度［12，13］，激活 ＲhoA /ＲOCK 信号通路能促进细胞成

骨分化。Xu 与 Yamamoto 等人给予培养细胞施加适

当的机械应力［5，14］，激活 ＲhoA /ＲOCK 信号通路，改

变细胞形状可促进细胞的成骨分化。碱性磷酸酶是

干细胞成骨分化中重要的成骨标志性酶，是骨形成

过程中必需的酶。前体成骨细胞和过渡型成骨细胞

均能分泌 ALP，ALP 能促进钙在胶原上沉积，完成基

质矿化过程［15］，因此 ALP 可作为细胞成骨分化早

期标志物。目前国内有关 ＲhoA /ＲOCK 信号通路与

细胞成骨分化关系的报道较少，我们实验研究表明，

成骨培养基中添加 Y-27632 能够明显降低细胞成骨

分化过程中 ALP 表达，表明 Y-27632 能够干扰间充

质干细胞的成骨分化。且我们的 Western blot 实验

也表明在单纯成骨培养条件下，ＲOCK 在细胞内正

常表达，说明 ＲhoA /ＲOCK 信号对于间充质干细胞

成骨分化是必要的，10μM 的 Y-27632 处理 24h 后，

细胞 ＲOCK 蛋白表达明显降低。我们的研究结果

与前述相关文献研究结果一致: 表明 Y-27632 能够

阻断 ＲOCK 表达，抑制间充质干细胞的成骨分化。
BMSCs 增殖受到多种因素影响，我们的 MTT 研

究表明 Y-27632 能够明显促进 BMSCs 增殖，这与

Piltti［16］等人的研究一致，通过蛋白组学分析及划痕

实验他们发现 1μM 与 10μM Y-27632 均能促进包皮

成纤维细胞增殖，他们通过蛋白组学分析及时差显

微技术分析显示 Y-27632 促进增殖的效应可能是缘

于其阻断 ＲOCK 通路而上调与细胞粘附有关的膜

联蛋白、钙蛋白酶、14-3-3 蛋白、黏着斑蛋白、埃兹蛋

白表达，下调纤连蛋白有关。Nakamura［17］等人通过

BrdU 实 验 及 总 DNA 分 析 研 究 也 发 现 10 μM Y-
27632 能够促进人间充质干细胞的增殖，他们认为

这是由于 Y-27632 通过阻断 ＲOCK 信号通路，减少

黏着斑形成，降低细胞收缩力，阻止细胞分离有关。
Yu［18］等人研究表明 Y-27632 通过激活脊髓星形胶

质细胞 EＲK 信号通路，促进细胞周期从 G0 /G1 期

进入 S 期，从而促进脊髓星形胶质细胞增殖。而王

新鲁［19］等人通过 MTT 检测发现 30 μM 与 45 μM Y-
27632 能够抑制 C3H10T1 /2 细胞的增殖，Wang［20］

等通过 MTT 研究也发现 10 μM、20 μM、40 μM 的

Y-27632 能够明显抑制舌头鳞状细胞癌 Tca8113 与

CAL-27 细胞株的增殖。我们推测可能有以下两点

因素导致不同文献中关于 Y-27632 对细胞增殖能力

影响有不同和相反的结果报道: 首先，不同浓度的

Y-27632 对细胞增殖有不同的作用; 其次，相同浓度

的 Y-27632 对不同细胞的增殖影响可能不一样。最

后除了 ＲOCK 信号通路外，可能还有其他信号通路

参与 Y-27632 对细胞增殖的调控。确切的原因还有

待进一步进行实验验证。
我们实 验 结 果 表 明，Y-27632 能 够 明 显 抑 制

ＲhoA /ＲOCK 通路中 ＲOCK1 表达，促进间充质干细

胞增殖，抑制间充质干细胞成骨分化。这为我们在

骨组织工程研究中如何促进目的细胞成骨分化提供

更多思路。但这只是我们初步研究结果，下一步还

需要对不同浓度 Y-27632 对 BMSCs 增殖作用进行

研究，进一步对成骨分化中 ＲhoA /ＲOCK 信号通路

中更多关键及下游分子表达进行研究，进一步明确

Ｒho /ＲOCK 信号通路对细胞成骨分化影响的机制。
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