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摘要： 目的 　 观察流体剪切力 （ ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ， ＦＳＳ） 作用下，ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 成骨细胞中细胞基质金属蛋白酶 （ ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）和基质金属蛋白酶抑制剂（ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｏｆ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＴＩＭＰｓ）的表达情况，并探讨 ＥＲＫ５ 信

号通路在其中的作用。 方法 　 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 成骨细胞进行不同的处理，分为正常组、ＸＭＤ８⁃９２ 组、ＦＳＳ 组和 ＦＳＳ ＋ ＸＭＤ８⁃９２
组，对 ＦＳＳ 组施加 １２ ｄｙｎ ／ ｃｍ２流体剪切力，采用蛋白免疫印迹法分别检测 Ｐ⁃ＥＲＫ５、ＥＲＫ５、 ＭＭＰｓ 和 ＴＩＭＰｓ 蛋白水平的变化。
结果　 生理强度（１２ ｄｙｎ ／ ｃｍ２）的流体剪切力作用于 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 成骨细胞 ４５ ｍｉｎ 后能显著上调 ＭＭＰｓ 的表达，下调 ＴＩＭＰｓ 的表

达，但此效应可被 ＥＲＫ５ 高选择性抑制剂 ＸＭＤ８⁃９２ 阻断。 结论　 ＥＲＫ５ 信号通路调控流体剪切力对成骨细胞 ＭＭＰｓ、ＴＩＭＰｓ
蛋白的表达。
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ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃ ｃｅｌｌｓ．
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　 　 适宜的机械应力可以刺激成骨细胞，介导骨组

织的重建，通常机体能感受到的机械应力有牵张应

力、压应力、ＦＳＳ、电磁力及离心力等［１］。 ＦＳＳ 是一种

存在广泛、研究较为充分的机械应力，正常活动对骨

组织施加的机械应力刺激可引起骨组织腔隙结构内

液体的流动，形成 ＦＳＳ，最终导致成骨细胞增殖及分

化［１］。 细胞外信号调节激酶 ５ （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ５）信号通路是目前发现的丝裂

原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）家族新成员，它可以被应
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激、生长因子和应力刺激等干预措施激活，参与细胞

的增殖、分化和凋亡等［２］。 我们实验室前期研究已

发现 ＥＲＫ５ 信号通路可被 ＦＳＳ 激活，从而参与细胞

的增殖［２］、分化［３］ 和抑制凋亡［４］ 等过程。 基质金属

蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ） 可以降解

骨基质，基质金属蛋白酶抑制剂（ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｏｆ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＴＩＭＰｓ）可以抑制 ＭＭＰｓ 的功能，
ＭＭＰｓ 和 ＴＩＭＰｓ 之间保持平衡有利于骨重建的正常

进行［５］。 但是，ＦＳＳ 是否通过 ＥＲＫ５ 信号通路调节

ＭＭＰｓ 和 ＴＩＭＰｓ 的表达水平，目前还不清楚。 本研

究将采用 ＥＲＫ５ 特异性阻断剂 ＸＭＤ８⁃９２ 干预成骨

细胞，观察 ＦＳＳ 对成骨细胞 ＭＭＰｓ 和 ＴＩＭＰｓ 表达的

影响，并探讨 ＥＲＫ５ 信号通路在这一过程中的作用。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

实验细胞：ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞（中国医学科学院）。
试剂：胎牛血清（ＰＡＮ⁃Ｂｉｏｔｅｃｈ，德国）；α⁃ＭＥＭ 培养

基（Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司，美国）；磷酸盐缓冲液 ＰＢＳ（中杉

金桥，中国）；胰蛋白酶（Ｓｉｇｍａ 公司，美国）；青霉素⁃
链霉素双抗（武汉博士德，中国）；ＲＩＰＡ 强力细胞裂

解液 （碧云天生物技术有限公司，中国）； ＰＭＳＦ
（Ｇｅｎｖｉｅｗ，美国）；鼠 β⁃ａｃｔｉｎ 一抗（Ｓｉｇｍａ，美国）；兔
ＭＭＰ⁃１⁃抗（Ａｂｃａｍ，英国）；兔 ＭＭＰ⁃３⁃抗（Ａｂｃａｍ，英
国）；兔 ＭＭＰ⁃１３⁃抗 （ Ａｂｃａｍ，英国）；鼠 ＴＩＭＰ⁃１⁃抗
（Ａｂｃａｍ，英国）；兔 ＴＩＭＰ⁃２⁃抗 （ Ａｂｃａｍ，英国）；兔

ＴＩＭＰ⁃３⁃抗（Ａｂｃａｍ，英国）；山羊抗兔二抗（中杉金

桥，中国）；兔抗小鼠二抗（中杉金桥，中国）。 实验

仪器：细胞培养箱（上海力申科学仪器有限公司，中
国）；垂直电泳仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国），电转仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，
美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养：将小鼠 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞接种到无

菌培养瓶中，α⁃ＭＥＭ 培养基中添加 １０％ 胎牛血清

和 １００ Ｕ ／ ｍＬ 青⁃链霉素制成完全培养基，在温度

３７ ℃、ＣＯ２饱和度 ５％ 的培养箱中孵育细胞，每隔 ２
ｄ ～ ３ ｄ 换液 １ 次，待细胞融合至 ８０％ ～ ９０％ 时，用
０􀆰 ２５％胰酶消化，接种至细胞培养瓶中继续传代

培养。
１􀆰 ２􀆰 ２　 加载流体剪切力（ＦＳＳ）：加载 ＦＳＳ 时使用的

是我们实验室设计的数字化多通道 ＦＳＳ 加载系统

（实用新型专利号：ＺＬ２０１５２０６３７２１１􀆰 ６），该系统主

要包括：计算机控制系统、６ 个密闭加力小室、医用

硅胶管道、蠕动泵、储液柱、硅胶垫圈及螺丝等。 在

显微镜下观察培养瓶中的成骨细胞，选择生长达

８０％ ～９０％时以上融合的成骨细胞，将细胞培养瓶

中的成骨细胞用胰酶作用后，轻轻吹打成细胞悬液。
将吹打好的细胞悬液（浓度约为 ４ ０００ 个 ／ ｍＬ）接种

于 ２０ ｍｍ ×５０ ｍｍ 无菌盖玻片上，静置约 １ ｈ 待细

胞完全贴壁后加入培养基继续培养。 待细胞融合至

８０％ ～９０％后，放置盖玻片到密闭加力小室中，组装

层流流体小室，并将其连接到储液柱和蠕动泵上。
向储液柱中加入 ２００ ｍＬ 预热（３７ ℃）的 α⁃ＭＥＭ 基

础培养基，以蠕动泵为动力，在时效试验时，加载大

小为 １２ ｄｙｎ ／ ｃｍ２ 的 ＦＳＳ，分别作用 ０、１５、３０、４５、６０
ｍｉｎ，在后续实验中加载 ＦＳＳ ４５ ｍｉｎ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 蛋白质免疫印迹实验（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ）：迅
速吸除成骨细胞的培养液，用预冷（４ ℃）的 ＰＢＳ 轻

柔冲洗细胞 ３ 次，然后吸净培养瓶或是玻片中的

ＰＢＳ 液体。 接着加入 ＲＩＰＡ 和 ＰＭＳＦ 的混合液

（１００∶ １）裂解细胞，置于冰上缓慢摇晃 ３０ ｍｉｎ 后，用
细胞刮刀刮下，将细胞收集于 １􀆰 ５ ｍＬ 的 ＥＰ 管中。
然后，在 ４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 １５ ｍｉｎ，用移

液器缓慢吸取上清液于 ＥＰ 管中，加入上清液 １ ／ ３
体积量的蛋白上样缓冲液，立即在沸水中煮沸 ３ ｍｉｎ
～ ５ ｍｉｎ，然后放到 － ８０ ℃冰箱冷藏。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 作

为内参；配制聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶），然
后经过上样、电泳、电转、封闭、孵育一抗、洗膜、孵育

二抗、洗膜、曝光等步骤得到条带。
１􀆰 ３　 统计方法

所有的实验数据均重复三次。 实验数据以均数

±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行统

计学分析，用 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ⁃Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件测量条带灰度

值，两组均数比较采用单因素方差分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表

示有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 加载不同时间 ＦＳＳ 对 ＭＭＰ⁃１ 和 ＴＩＭＰ⁃１ 蛋白

表达的影响

我们课题组前期研究已表明，１２ ｄｙｎ ／ ｃｍ２ ＦＳＳ
是对成骨细胞最适宜的刺激，为了寻求最佳的 ＦＳＳ
加载时间，对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞加载 １２ ｄｙｎ ／ ｃｍ２ ＦＳＳ
分别作用 ０、１５、３０、４５、６０ ｍｉｎ，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
方法检测 ＭＭＰ⁃１ 和 ＴＩＭＰ⁃１ 蛋白表达的情况，以 β⁃
ａｃｔｉｎ 作为内参。 如图 １ ～ 图 ３ 所示， ＭＭＰ⁃１ 和

ＴＩＭＰ⁃１ 蛋白的变化呈现时间依赖性。 ＭＭＰ⁃１ 从 １５
ｍｉｎ 开始逐渐增加，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
在 ４５ ｍｉｎ 达到高峰，６０ ｍｉｎ 已经开始下降，但仍然
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高于空白对照组，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ＴＩＭＰ⁃１ 在 １５ ｍｉｎ 时表达量开始下降，在 ４５ ｍｉｎ 时

降到最低，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；在 ６０ ｍｉｎ
时表达量又上调。 这说明在 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 成骨细胞

中，随着 ＦＳＳ 加载时间的延长，ＦＳＳ 可以上调 ＭＭＰ⁃１
的表达，下调 ＴＩＭＰ⁃１ 的表达，加载 ４５ ｍｉｎ 作用最明

显，因此在后续实验中选用 ４５ ｍｉｎ 的 ＦＳＳ 加载

时间。

图 ４　 ＸＭＤ８⁃９２ 及 ＦＳＳ 对 Ｐ⁃ＥＲＫ５ 表达的影响

注：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＸＭＤ８⁃９２ ａｎｄ ＦＳＳ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＥＲＫ５
Ｎｏｔｅ：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１　

图 １　 ＦＳＳ 对成骨细胞内的 ＭＭＰ⁃１ 和 ＴＩＭＰ⁃１ 蛋

白表达的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＭＭＰ⁃１ ａｎｄ ＴＩＭＰ⁃１ ｉｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ
　

图 ２　 ＦＳＳ 对成骨细胞内 ＭＭＰ⁃１ 表达的影响

注：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１

Ｆｉｇ． ２ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ⁃１ ｉｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ

Ｎｏｔｅ：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１
　

图 ３　 ＦＳＳ 对成骨细胞内 ＴＩＭＰ⁃１ 表达的影响

注：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＴＩＭＰ⁃１ ｉｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ

Ｎｏｔｅ：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１
　

２􀆰 ２　 ＸＭＤ８⁃９２ 及 ＦＳＳ 对 Ｐ⁃ＥＲＫ５ 表达的影响

我们实验室前期研究已发现，加载 ＦＳＳ ４５ ｍｉｎ
可以完全激活 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中的 ＥＲＫ５，即促进

ＥＲＫ５ 的磷酸化水平，ＸＭＤ８⁃９２ 为 ＥＲＫ５ 特异性的

抑制剂；如图 ４ 所示，为了检测 ＦＳＳ 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细

胞内 ＥＲＫ５ 活化的影响，加载 １２ ｄｙｎ ／ ｃｍ２ 的 ＦＳＳ 作

用 ４５ ｍｉｎ，可以明显促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞内 ＥＲＫ５
的磷酸化，即 Ｐ⁃ＥＲＫ５ ／ ＥＲＫ５ 比例明显上升 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；用 ５ μｍｏｌ ＸＭＤ８⁃９２ 预处理 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞

１ ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果发现 ＸＭＤ８⁃９２ 不仅能抑制

正常 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细 胞 中 的 ＥＲＫ５ 的 活 化 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），而且能抑制 ＦＳＳ 诱导的 Ｐ⁃ＥＲＫ５ 的表达（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１），这与我们以前的实验结果一致。
２􀆰 ３　 ＸＭＤ８⁃９２ 及 ＦＳＳ 对 ＭＭＰｓ 表达的影响

为了检测 ＦＳＳ 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 ＭＭＰｓ 表达的

影响，加载 １２ ｄｙｎ ／ ｃｍ２ 的 ＦＳＳ 作用 ４５ ｍｉｎ，如图 ５ ～
图 ８ 所示，可以明显上调 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 ＭＭＰ⁃１、
ＭＭＰ⁃１３ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）和 ＭＭＰ⁃３ 的表达（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；用 ５ μｍｏｌ ＸＭＤ８⁃９２ 预处理 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞
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１ ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果发现 ＸＭＤ８⁃９２ 不仅能下调

正常 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中的 ＭＭＰ⁃１、ＭＭＰ⁃３ 的表达（Ｐ
＜ ０􀆰 ００１）和 ＭＭＰ⁃１３ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而且能下

调 ＦＳＳ 诱导的 ＭＭＰ⁃１、ＭＭＰ⁃１３ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）
和 ＭＭＰ⁃３ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

图 ５　 ＸＭＤ８⁃９２ 及 ＦＳＳ 对 ＭＭＰｓ 表达的影响

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＸＭＤ８⁃９２ ａｎｄ ＦＳＳ ｏｎ ｔｈｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰｓ
　

图 ６　 ＸＭＤ８⁃９２ 及 ＦＳＳ 对 ＭＭＰ⁃１ 表达的影响

Ｆｉｇ． ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＸＭＤ８⁃９２ ａｎｄ ＦＳＳ ｏｎ ｔｈｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＭＭＰ⁃１
　

图 ７　 ＸＭＤ８⁃９２ 及 ＦＳＳ 对 ＭＭＰ⁃３ 表达的影响

注：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１

Ｆｉｇ． ７ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＸＭＤ８⁃９２ ａｎｄ ＦＳＳ ｏｎ ｔｈｅ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ⁃３

Ｎｏｔｅ：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１
　

２􀆰 ４　 ＸＭＤ８⁃９２ 及 ＦＳＳ 对 ＴＩＭＰｓ 表达的影响

图 ８　 ＸＭＤ８⁃９２ 及 ＦＳＳ 对 ＭＭＰ⁃１３ 表达的影响

Ｆｉｇ． ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＸＭＤ８⁃９２ ａｎｄ ＦＳＳ ｏｎ ｔｈｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＭＭＰ⁃１３
　

为了检测 ＦＳＳ 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 ＴＩＭＰｓ 表达的

影响，加载 １２ ｄｙｎ ／ ｃｍ２ 的 ＦＳＳ 作用 ４５ ｍｉｎ，如图 ９ ～
图 １２ 所示，可以明显下调 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 ＴＩＭＰ⁃１、
ＴＩＭＰ⁃２、 ＴＩＭＰ⁃３ 的 表 达 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）， 用 ５ μｍｏｌ
ＸＭＤ８⁃９２ 预 处 理 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细 胞 １ ｈ， Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果发现 ＸＭＤ８⁃９２ 不仅能上调正常ＭＣ３Ｔ３⁃
Ｅ１ 细胞中 ＴＩＭＰ⁃１、 ＴＩＭＰ⁃２ 的表达 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 和

ＴＩＭＰ⁃３ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），而且能上调 ＦＳＳ 诱导

的 ＴＩＭＰ⁃１、ＴＩＭＰ⁃２、ＴＩＭＰ⁃３ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

图 ９　 ＸＭＤ８⁃９２ 及 ＦＳＳ 对 ＴＩＭＰｓ 表达的影响

Ｆｉｇ． ９　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＸＭＤ８⁃９２ ａｎｄ ＦＳＳ ｏｎ ｔｈｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＴＩＭＰｓ
　

３　 讨　 论

适宜的机械应力刺激对成骨细胞的功能和代谢

起着重要的作用［６］，通常机体能感受到的机械应力

有压应力、牵张应力、剪切应力、离心力及电磁力等，
正常骨组织的生长、重建以及骨折后的骨痂塑形等

都与生理性或外加机械应力刺激密切相关［７］。 ＦＳＳ
是一种存在广泛、研究较为充分的机械应力，人体正

常骨组织中存在大量的腔隙结构，这些结构中充满

了组织液，机体正常活动时对骨组织施加的机械应

力将引起骨腔隙间液流动产生 ＦＳＳ，最终导致成骨
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图 １０　 ＸＭＤ８⁃９２ 及 ＦＳＳ 对 ＴＩＭＰ⁃１ 表达的影响

Ｆｉｇ． １０ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＸＭＤ８⁃９２ ａｎｄ ＦＳＳ ｏｎ ｔｈｅ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＩＭＰ⁃１
　

图 １１　 ＸＭＤ８⁃９２ 及 ＦＳＳ 对 ＴＩＭＰ⁃２ 表达的影响

注：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１

Ｆｉｇ． １１ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＸＭＤ８⁃９２ ａｎｄ ＦＳＳ ｏｎ ｔｈｅ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＩＭＰ⁃２

Ｎｏｔｅ：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１
　

图 １２　 ＸＭＤ８⁃９２ 及 ＦＳＳ 对 ＴＩＭＰ⁃３ 表达的影响

Ｆｉｇ． １２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＸＭＤ８⁃９２ ａｎｄ ＦＳＳ ｏｎ ｔｈｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＴＩＭＰ⁃３
　

细胞增殖及分化［８］。 中等大小 ＦＳＳ 作用 ３０ ｍｉｎ ～ ６０
ｍｉｎ 可刺激成骨细胞增殖，而较高的 ＦＳＳ 反而则抑

制成骨细胞增殖［９］。
ＭＡＰＫ 家族是重要的信号传导系统，主要包括

ＥＲＫ１ ／ ２、ＪＮＫ、Ｐ３８、ＥＲＫ５ 以及 ＥＲＫ３ ／ ４［１０］，ＥＲＫ５ 信

号通路是 ＭＡＰＫ 家族中最新的成员，目前对其研究

较少，ＭＡＰＫ 信号转导通路可以被应激、生长因子和

应力刺激等干预措施激活，通过信号分子的磷酸化

将细胞外信号转化为细胞内信号，广泛参与到细胞

的增殖、分化以及凋亡等活动中［１１］。 我们实验室前

期研究表明，ＥＲＫ５ 在 ＦＳＳ 调节的成骨细胞增殖中

发挥着重要作用［１２］。
ＭＭＰｓ 是存在于骨基质中的蛋白酶，可降解多

种胶原和骨基质，在重建细胞外基质和维持正常的

骨形态方面起着重要的作用；当骨组织受到较小的

机械应力作用时，不能有效刺激骨基质的合成，长此

以往则会导致骨量减少，形成骨质疏松；而过载的机

械应力作用则会产生病理性编织骨，骨质发生增生

硬化，骨细胞的生长也受到抑制，只有处于生理范围

内的机械力学刺激才能有效的促进成骨，介导骨组

织的重建［１３］。 骨重建是通过骨吸收和骨形成两种

机制的偶联进行，骨吸收包括骨基质的降解，成骨细

胞产生的 ＭＭＰｓ 可以降解骨基质，ＴＩＭＰｓ 可以特异

性的抑制 ＭＭＰｓ 的功能，ＭＭＰｓ 和 ＴＩＭＰｓ 之间保持

平衡是有利于骨重建的正常进行［１４］。
有研究表明 ＦＳＳ 作用于成骨细胞，可以上调

ＭＭＰｓ 的表达，ＭＭＰｓ 是存在于骨基质中的蛋白酶，
可以降解细胞外基质，引起信号分子的释放，诱导信

号转 导 的 启 动， 从 而 促 进 Ｒｕｎｘ⁃２、 ｃ⁃ｆｏｓ ／ ｃ⁃ｊｕｎ、
Ｎｍｐ４ ／ ＣＩＺ 等基因的表达［１５］。 在本研究中，根据我

们实验室前期的研究，对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 成骨细胞加载

１２ ｄｙｎ ／ ｃｍ２ ＦＳＳ 分别作用 ０、 １５、 ３０、 ４５、 ６０ ｍｉｎ，
ＭＭＰ⁃１ 和 ＴＩＭＰ⁃１ 蛋白的变化呈时间依赖性；ＭＭＰ⁃
１ 从 １５ ｍｉｎ 开始逐渐增加，在 ４５ ｍｉｎ 达到高峰，６０
ｍｉｎ 已经开始下降，ＴＩＭＰ⁃１ 在 １５ ｍｉｎ 时表达量开始

下降，在 ４５ ｍｉｎ 时降到最低，在 ６０ ｍｉｎ 时表达量又

上调。 这说明加载 ＦＳＳ ４５ ｍｉｎ 是最有效的刺激，
ＦＳＳ 可以促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 ＭＭＰｓ 的表达，降
解骨基质和Ⅰ型胶原，进而促进骨吸收；随着 ＦＳＳ 加

载时间的延长，ＭＭＰｓ 表达量上调，可以激活其特异

性抑制因子 ＴＩＭＰｓ，从而抑制 ＭＭＰｓ 的功能以阻止

其对骨基质和Ⅰ型胶原的过度降解，调节 ＭＭＰＳ 和

ＴＩＭＰ⁃１ 保持平衡，维持机体正常的骨重建。 有研究

发现在人牙周韧带干细胞中，ＦＳＳ 增加了 ＭＭＰ⁃１、
ＭＭＰ⁃２ 的表达，抑制 ＴＩＭＰ⁃２ 的表达，用细胞外信号

调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）
阻滞剂干预后阻断了 ＦＳＳ 诱导的 ＭＭＰ⁃１ 的表达，这
表明 ＦＳＳ 诱导 ＭＭＰ⁃１ 的表达是通过 ＥＲＫ 信号通路

来调节的［１６］。 本研究结果表明，ＦＳＳ 加载 ４５ ｍｉｎ 可

以明显促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 ＭＭＰ⁃１、ＭＭＰ⁃３、ＭＭＰ⁃
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１３ 的表达，下调 ＴＩＭＰ⁃１、ＴＩＭＰ⁃２、ＴＩＭＰ⁃３ 的表达，用
ＥＲＫ５ 特异性抑制剂 ＸＭＤ８⁃９２ 干预后减弱了 ＦＳＳ
对 ＭＭＰｓ 和 ＴＩＭＰｓ 的作用，说明 ＥＲＫ５ 信号通路参

与了 ＦＳＳ 对 ＭＭＰｓ 和 ＴＩＭＰｓ 表达的调节。
ＥＲＫ５ 信号通路具体是通过哪个靶点分子介导

ＦＳＳ 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 成骨细胞 ＭＭＰｓ 和 ＴＩＭＰｓ 表达的

调节，是否有其他通路参与其中，目前还不清楚，有
待进一步的研究。 骨质疏松症等骨吸收性疾病与局

部 ＭＭＰｓ 的异常表达密切相关，目前对 ＭＭＰｓ 的认

识还很有限，希望通过更深入的研究，阐明其与原发

性骨质疏松症发病的关系，有助于研发 ＭＭＰｓ 抑制

性药物用于该类疾病的治疗。

【 参 考 文 献 】

［ １ ］　 郭来威，许田恩， 孟会强，等． 机械应力对成骨细胞影响的研

究进展． 中国医学物理学杂志，２０１５，３２ （６）：７８５⁃７８９．
Ｇｕｏ ＬＷ，Ｘｕ ＴＥ，Ｍｅｎｇ ＨＱ，ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｐｈｙｓｉｃｓ，２０１５，３２ （６）：
７８５⁃７８９． （ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［ ２ ］ 　 Ｌｉ Ｐ，Ｍａ ＹＣ，Ｓｈｅｎｇ ＸＹ，ｅｔ ａｌ． Ｃｙｃｌｉｃ ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ＥＲＫ５ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１２， ３６４ （ １⁃２ ）：
３２１⁃３２７．

［ ３ ］ 　 Ｚｈａｏ ＬＧ，Ｃｈｅｎ ＳＬ，Ｔｅｎｇ ＹＪ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＭＥＫ５ ／ ＥＲＫ５ ｐａｔｈｗａｙ
ｍｅｄｉａｔｅｓ ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ．
Ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ Ｔｉｓｓｕｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１４，５５ （２）： ９６⁃１０２．

［ ４ ］ 　 Ｂｉｎ Ｇ，Ｃｕｉｆａｎｇ Ｗ，Ｂｏ Ｚ，ｅｔ ａｌ． Ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＴＮＦ⁃
ａｌｐｈａ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｖｉａ ＥＲＫ５ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ， ２０１５，
４６６ （１）： １１７⁃１２３．

［ ５ ］ 　 Ｐａｉｖａ ＫＢ， Ｇｒａｎｊｅｉｒｏ ＪＭ． Ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ： Ｆｏｃｕｓ ｏｎ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ． Ａｒｃｈ
Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ，２０１４，１（５６１）： ７４⁃８７．

［ ６ ］ 　 Ｔａｄｄｅｉ Ｒ， Ｑｕｅｉｒｏｚ Ｊｕｎｉｏｒ ＣＭ， Ｍｏｕｒａ ＡＰ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ＣＣＬ３ ａｎｄ ＣＣＲ１ ｉｎ ｂｏｎｅ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ
ｌｏａｄｉｎｇ ｄｕｒｉｎｇ ｏｒｔｈｏｄｏｎｔｉｃ ｔｏｏｔｈ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｂｏｎｅ， ２０１３，

５２（１）：２５９⁃２６７．
［ ７ ］ 　 Ｔａｋａｎｏ Ｙａｍａｍｏｔｏ Ｔ． Ｏｓｔｅｏｃｙｔｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｖｅ

ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｆｏｒｃｅ． Ｊａｐ Ｄｅｎｔａｌ Ｓｃｉ Ｒｅｖ，２０１４，５０（２）：２９⁃３９．
［ ８ ］ 　 Ａｉｓｈａ ＭＤ，Ｎｏｒ⁃Ａｓｈｉｋｉｎ ＭＮＫ， Ｓｈａｒａｎｉｚａ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｏｒｂｉｔａｌ ｆｌｕｉｄ

ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｖｉｔｒｏ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ，
２０１５，３３７（１）： ８７⁃９３．

［ ９ ］ 　 Ｌｉ Ｐ，Ｍａ ＹＣ，Ｓｈｅｎｇ ＸＹ，ｅｔ ａｌ． Ｃｙｃｌｉｃ ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ＥＲＫ５ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．
Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ，２０１２，３６４ （１⁃２）：３２１⁃３２７．

［１０］ 　 Ｙａｎｇ ＳＨ， Ｓｈａｒｒｏｃｋｓ ＡＤ， Ｗｈｉｔｍａｒｓｈ ＡＪ， ｅｔ ａｌ． ＭＡＰ ｋｉｎａｓｅ
ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｃａｓｃａｄｅｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ． Ｇｅｎｅ， ２０１３，
５１３ （１）：１⁃１３．

［１１］ 　 Ｚｈｏｕ Ｘ， Ｎａｇｕｒｏ Ｉ， Ｉｃｈｉｊｏ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅｓ ａｓ ｋｅｙ ｐｌａｙｅｒｓ ｉｎ ｏｓｍｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ． Ｂｉｏｃｈｉｍ
Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ，２０１６，１８６０ （９）：２０３７⁃２０５２．

［１２］ 　 董海涛， 盛晓赟， 夏亚一， 等． 周期性流体剪切力对成骨细

胞增殖影响机制的实验研究． 中国矫形外科杂志，２０１２，２０
（３）：２５５⁃２５８．
Ｄｏｎｇ ＨＴ，Ｓｈｅｎｇ ＸＹ，Ｘｉａ ＹＹ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｙｃｌｉｃ ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ． Ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎａ，２０１２，２０（３）：２５５⁃
２５８． （ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［１３］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｍ， Ｉｓｈｉｋａｗａ Ｓ． Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｆｏｒｃｅ ｏｎ ｂｏｎｅ
ｍａｔｒｉｘ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｓｅｄ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ
ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ． Ｉｎ Ｖｉｖｏ，２０１７，３１（１）：８７⁃９６．

［１４］ 　 Ｐａｉｖａ ＫＢＳ， Ｇｒａｎｊｅｉｒｏ ＪＭ． Ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ ｉｎ ｂｏｎｅ
ｒｅｓｏｒｐｔｉｏｎ， ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒ． Ｐｒｏｇ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ Ｔｒａｎｓｌ Ｓｃｉ，
２０１７，１４８：２０３⁃３０３．

［１５］ 　 Ｃｈａｒｏｏｎｐａｔｒａｐｏｎｇ ＰＫ， Ｓｈａｈ Ｒ， Ｙａｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｎｍｐ４ ／ ＣＩＺ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ＭＭＰ⁃１３ ｇｅｎｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｉｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ，２００７，１０２（５）：１２０２⁃１２１３．

［１６］ 　 Ｚｈｅｎｇ Ｌ，Ｈｕａｎｇ Ｙ，Ｓｏｎｇ Ｗ，ｅｔ ａｌ． Ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃１ ａｎｄ ２ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌ ｌｉｇａｍｅｎｔ ｃｅｌｌｓ：
ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ （ＥＲＫ） ａｎｄ
Ｐ３８ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃｓ， ２０１２， ４５
（１４）：２３６８⁃２３７５．

（收稿日期： ２０１７⁃０９⁃１４；修回日期： ２０１７⁃１０⁃０４）

３９５中国骨质疏松杂志　 ２０１８ 年 ５ 月第 ２４ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓ， Ｍａｙ ２０１８，Ｖｏｌ ２４， Ｎｏ． ５




