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压应力对破骨细胞活化的影响
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摘要"目的9建立 &R水凝胶细胞模型"同时采用不同强度’频率’时间压应力作用于破骨细胞"观察压应力对破骨
细胞分化的影响"探讨抑制破骨细胞分化的适宜压应力方案& 方法9O%aAU和 :<C\Z诱导骨髓单核细胞成破骨
细胞"&R细胞水凝胶种板后"次日进行压应力干预"设计不同强度’频率压应力梯度方案对细胞水凝胶进行干预"
对照组细胞不进行干预& 分组如下#d"$对照组%’d#$#!"";8 Nk"’ 0%’d!$!!"";8 Nk"’ 0%’d&$&!"";8 Nk"’ 0%’
d’$#!"#;" Nk"’ 0%’d8$!!"#;" Nk"’ 0%’d=$&!"#;" Nk"’ 0%& 在此基础上"通过统计学计算出有效的强度和频
率压应力方案后"按照不同干预时间施加压应力"分组如下#R#$’ 0%’R!$( 0%’R&$#! 0%’R’$#= 0%"每组两个孔&
加压干预结束后即刻收集细胞"将:C<反转录为.RC<"再对样本中的aGF/ *:C<’CU<B.# *:C<’B:<aQ*:C<’
O%aAU*:C<和 :<C\*:C<进行定量检测& 结果9:<C\表达水平显著依赖于压应力的强度和频率
$’]";"#%!B:<aQ的表达水平显著依赖于压应力的强度$’]";"#%"且强度和频率两者对 B:<aQ的表达量出现
交互作用$’]";"#%!aGF/的表达量水平显著依赖于压应力的强度$’]";"8%和频率$’]";"#%"且两者之间出现
交互作用$’]";"#%& 加压 ( 0 O%aAU的表达量比加压 #! 0$’]";"#%和 #= 0$’]";"8%的低& 加压 ( 0 :<C\的
表达量比加压 #! 0$’]";"8%和 #= 0$’]";"#%的低& 加压 #= 0 aGF/和 CU<B.# 的表达量比加压 ’ 0 和 ( 0 的高
$’]";"8%& 结论9在 &R水凝胶模型中"以 #!强度’";8 Nk频率’( 0的压应力干预方案能够抑制破骨细胞的分
化& 研究结果为通过适宜的运动预防骨质疏松’提高峰值骨量奠定理论基础&
关键词"压应力! 强度! 频率! 时间! 破骨细胞
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.<1&D0’IFG1/’CD)8/K;(B8B1CD<8//*H8)1’I*(.G’/ =*(*/08I"F08F1F’)Q#,8LF<’BF*1(=<1CB8))J.8)B1(/F<&BF/
G8<8D8<=1<C8I’(I@F/V CQ#," #W,AB# CQ#," AQ,@!CQ#," +J@MWCQ#,’(IQ,#RCQ#,G8<8
C8’/&<8IE5 T&’(F*F’F*H8F8/F*(.KJ07)-A79Q,#R’(IAQ,@!CQ#,8LD<8//*1(/*.(*=*B’(F)5 I8D8(I8I1(
*(F8(/*F*8/ ’(I=<8T&8(B*8/ 1=F08B1CD<8//*H8/F<8// $G]";"#%" ’(I@F/V CQ#,/*.(*=*B’(F)5 I8D8(I8I1(
*(F8(/*F*8/$G]";"#% G0*)8*FI*==8<8I(1F’E)5 G*F0I*==8<8(F=<8T&8(B*8/ $G]";"#%K+J@MWCQ#,8LD<8//*1(
G*F0( 0G’/ C&B0)1G8<F0’(F0’FG*F0#! 0$G]";"#% ’(I#= 0$G]";"8%KQ,#RCQ#,8LD<8//*1(G*F0( 0
G’/ )1G8<F0’(F0’FG*F0#! 0$G]";"8% ’(I#= 0$G]";"#%K3(’II*F*1(" @F/V ’(I#W,AB# CQ#,8LD<8//*1(
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=<8T&8(B5 1=";8 96" B5B)*B B1CD<8//*1(*(F8<H8(F*1(G*F0( 0B’(/&DD<8// F08I*==8<8(F*’F*1(1=1/F81B)’/F/KA08
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99骨转换是由破骨细胞不断清除旧骨’成骨细胞
形成类骨质并进行矿化的过程& 骨骼内稳态受多
个因素的影响"特别是受机械载荷和生长因子影
响)#* & 体外特定力学传导装置可以将力学刺激信
号转化为生物化学信号并传递到其他细胞)!* & 目
前机械牵张力作用于细胞的研究较多"而压力作用
于细胞的研究较少)&%’* &

破骨细胞来源于造血干细胞中的单核前体细
胞333破骨细胞前体$7FG17.-+FGLH1.IHF7HF" YaQF%&
研究表明"力学因素可直接影响破骨细胞的分
化)=* "主要包括牵张力)8%=* ’微重力)$%(* ’流体剪切
力)4* "而压应力研究较少& 从人体骨细胞受力情况
而言"压应力又必不可少& 有关压应力的研究目前
鲜有报道"主要难度在于细胞的 &R建模& 细胞 &R
培养能在细胞培养过程中为细胞提供一个更加接
近体内生存条件的微环境"突破传统有盖培养皿’
培养瓶或微孔板细胞培养耗时’繁琐等局限性&

因此"本研究在先前压应力作用于成骨细胞模
型的基础上"建立 &R水凝胶细胞模型"同时采用不
同强度’频率’时间压应力对破骨细胞进行机械干
预"观察压应力对破骨细胞活化的影响"为后续研
究压应力作用于破骨细胞的机制确定干预方案&

#!材料与方法

#M#!破骨细胞的培养$鉴定
= 周龄a8$bZ>= 小鼠从两侧股骨’胫骨常规方

法提取骨髓单核细胞 $ D721*+HH7S*727.WG1"
bOO%"待骨髓间充质干细胞$ D721*+HH7S*1F12%
.0W*+-FG1*.1--F"bOAaF%贴壁 ’( 0后"收集皿中培

养液"离心后将细胞重悬种板"加入含有 O%aAU
$!8 &3>Z%和:<C\Z$8" &3>Z%,%O)O培养液$含
#"!UbA q#!QA%"在 &$ n’8!aY! 培养箱中常规

培养)#"* &
用B:<aQ$G+HGH+G1%H1F,FG+2G+.,J L07FL0+G+F1%染

色鉴定破骨细胞形成"待到细胞长至第 $ J 时"固定
后加入 BH+L 染色液$A,3*+公司"美国%"用铝箔纸
包裹培养皿避光放置于 &$ n温箱内孵育 # 0&
#M$!"=细胞水凝胶建模

#" .*规格的培养皿中细胞量达到 4"!左右进
行干预"将细胞用胰酶消化后转移至 #8 *Z离心管
中"以 # """ H>*,2’8 *,2 离心后弃上清"#"!无菌蔗
糖溶液清洗 ! 遍"加入 #"" &Z无菌蔗糖溶液进行重
悬"此时细胞计数浓度可以达到$# @!% E#"$个>*Z&
若细胞量过低"在与水凝胶混合后极易溶解在培养
液中& 从 ’ n冰箱中将 b1+K1HC+27BO&R细胞水凝
胶取出"室温放置 &" *,2降低水凝胶原溶液的黏性
成液态"加样器取 #"" &Z的细胞水凝胶置于
#;8 *Z无菌)Q管中& 在吸取的过程中容易产生气
泡"故进行 # """ H>*,2’8 *,2离心处理&

将 #"" &Z细胞蔗糖重悬液缓慢地注入到水凝
胶中"尽可能不产生气泡& 再将细胞蔗糖水凝胶混
合液混匀后"每 #"" &Z注入到底部具有弹性膜的
b,7U-1V#Q-+G1弹性膜 = 孔板$U-1V.1--公司"美国%"
此前每个孔中已经加入 ! *Z,%O)O培养液& 一般
#" .*规格的培养皿细胞达到 ("!@4"!融合时"建
议种两个孔& 将培养板放置培养箱内"#8 *,2 后换
成含诱导分化剂的培养液$含O%aAU和:<C\Z%尽
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快改变水凝胶的酸度& 二次换液后"将培养板重新
放置培养箱待到细胞蔗糖水凝胶混合液凝固后即
可进行加压干预&
#M"!压应力方案

细胞种板后第 ! J"利用细胞压应力装置
$U-1V.1--%Ul8""" a7*LH1FF,72 AWFG1*"美国%对细胞
进行压应力干预"该装置可以连接外界泵提供动
力& 其原理是利用橡胶密封垫在细胞培养板基底
膜与基座之间形成封闭腔"把此密封腔的进’出气
管插入 aY! 培养箱里"把此密封腔放入 aY! 培养
箱"利用封闭腔正气压挤压培养孔里的活塞"进而
使活塞和固定台之间的凝胶三维培养物间接受到
压力而发生形变"通过计算机控制系统调节气体的
压力来改变基底膜的形变量& 设计不同强度’频率
的压应力梯度方案对 &R水凝胶进行干预"对照组
为不施加压应力的细胞水凝胶组"每组两个孔& 分
组如下#d"$对照组%’d#$#!"";8 Nk"’ 0%’d!$!!"
";8 Nk"’ 0%’d&$&!"";8 Nk"’ 0%’d’$#!"#;" Nk"
’ 0%’d8$!!"#;" Nk"’ 0%’d=$&!"#;" Nk"’ 0%&
在此基础上"通过统计学计算出有效的强度和频率
压应力方案后"在已确定的强度和频率的基础上增
加时间梯度的方案"分组如下#R#$’ 0%’R!$( 0%’
R&$#! 0%’R’$#= 0%"每组两个孔& 加压干预结束
后即刻收集细胞"胶块放置 #;8 *Z无 :C<酶的离
心管中"按照:C<的提取步骤"提取 :C<& 经过酶
标仪检测出每个样本:C<的纯度和浓度后"按照反
转录试剂盒步骤"将 :C<反转录为 .RC<& 利用试
剂盒" 对样本中的 aGF/ *:C<’ CU<B.#*:C<’
B:<aQ$<.L8 % *:C<’ O%aAU*:C<和 :<C\
*:C<进行定量检测& 在 QID*1J 数据库查询小鼠
aGF/’CU<B.#’B:<aQ$<.L8 %’ O%aAU’ :<C\和
d<QRN基因引物序列"后用 QH,*1H)VLH1FF&;" 软
件检测引物$见表 #%"引物由上海生工生物工程公
司合成& 上述实验重复两次&
#MQ!统计学分析

实验结果以均数 [标准差表示"数据均采用
AQAA #&;" 软件包处理& 针对不同强度和频率梯度
压应力的数据"先采用双因素方差分析"确定强度’
频率是否产生独立作用或产生交互作用"针对不同
因素产生的作用"再采用单因素方差分析或独立样
本O检验推断组间是否存在差异!针对不同时间梯

99表 #!JNDCFJ引物序列
N,<9#!JNDCFJO*250*70W)0+307

*:C< 引物 序列号$8(– &(%
aGF/

CU<B.#

B:<aQ$<.L8%

O%aAU

:<C\

d<QRN

8(端 ddd<d<<<<<aaBd<<da
&(端 <BBaBdddd<aBa<d<da
8(端 a<<adaaaBd<aa<aad<B<d
&(端 ddaBdaaBBaadBaBa<B<dB
8(端 BdBddaa<BaBBB<BdaB
&(端 dBa<BBBaBBBddddaBB
8(端 a<Baa<dda<d<d<aBd<a<
&(端 aBBdaBd<BaaBaaBBaa<d
8(端 aBd<aBaB<BdaaadBdBaa
&(端 <aBdaaBdBdB<daa<BaBdB
8(端 aa<a<dBaa<Bdaa<Ba<a
&(端 a<B<aa<dd<<<Bd<daBBd<a

度压应力的数据"采用单因素方差分析推断组间是
否存在差异& ’]";"8 表示差异有统计学意义&

$!结果

$M#!破骨细胞鉴定
待到细胞长至第 $ J 时"#"" 倍倒置显微镜下

发现细胞融合成一个陷窝!用 BH+L 染色鉴定细胞"
’" 倍倒置显微镜下观察细胞呈多核"深红色"符合
破骨细胞形态学$见图 #%&

图 #!破骨细胞的鉴定

;2E9#!>7A0(3-,7A210+A2.23,A2(+!$+% YFG17.-+FG*7HL07-73WI2J1H

,2K1HG1J *,.H7F.7L1" $D% BH+L FG+,2,23T7H7FG17.-+FGF
9

$M$!不同强度和频率压应力对破骨细胞的作用
如图 ! 所示"针对不同强度和频率梯度压应力

数据"先采用双因素方差分析发现"不同强度和频
率压应力对 :<C\作用显著$’]";"#%"但两者没
有出现交互作用!不同强度压应力对 B:<aQ作用
显著$’]";"#%"且强度和频率两者之间出现交互
作用$’]";"#%!不同强度压应力对 aGF/ 作用显著
$’]";"8%"不同频率压应力对 aGF/ 作用显著
$’]";"#%"且两者之间出现交互作用$’]";"#%&

$89999 张玲莉!等K压应力对破骨细胞活化的影响
\̂ H:SV2+E-2! ,71&K"==8BF/ 1=@1CD<8//*H8MF<8// 1(;/F81B)’/F,BF*H’F*1(
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图 $!不同强度和频率压应力对破骨细胞5J:H影响

;2E9$!R..03A7(.3(5O*0772G07A*077L2A612..0*0+A2+A0+72A207,+1.*0W)0+3207(+5J:H(.(7A0(3-,7A9$+%:<C\" $D%B:<aQ"

$.%aGF/" $J%O%aAU" $1%CU<B.#
9

不同强度压应力对aGF/作用显著"表现为d# KFd&
$’]";"8 %’d#" ! KFd& $’]";"8 %’d’ KFd8
$’]";"#%’d’ KFd=$’]";"#%& 不同频率压应力
对 aGF/ 作用显著"表现为 d# KFd’ $’]";"#%’
d#"! KFd8$’]";"8%& 强度和频率之间出现交互
作用"表现为d# KFd8$’]";"8%’d#"! KFd8$’]
";"8%’d& KFd’ $’]";"#%& 不同强度压应力对
O%aAU和CU<B.# 并未出现显著作用"不同频率压
应力对O%aAU和 CU<B.# 也未出现显著作用"且两
者没有出现交互作用&

图 "!不同时间压应力下破骨细胞中基因表达

;2E9"!R..03A7(.3(5O*0772G07A*077,A12..0*0+A1)*,A2(+7(+E0+00PO*0772(+(.(7A0(3-,7A79$+%O%aAU" $ D%:<C\" $.%aGF/"

$J%CU<B.#" $1%B:<aQ

$M"!不同时间压应力对破骨细胞的作用
如图 & 所示"针对不同时间梯度压应力的数

据"采用单因素方差分析发现"加压 ( 0 O%aAU的表
达量比加压 #! 0$’]";"#%和 #= 0$’]";"8%的
低!加压 #! 0 O%aAU的表达量比加压 ’ 0和 #= 0 的
高$’]";"#%& 加压 ( 0 :<C\的表达量比加压
#! 0$’]";"8%和 #= 0$’]";"#%的低!加压 #= 0
:<C\的表达量比加压 ’ 0 $’]";"# % 和 #! 0
$’]";"8%的高& 加压 #= 0 aGF/和CU<B.# 的表达
量比加压 ’ 0和 ( 0的高$’]";"8%&
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"!讨论

破骨细胞骨吸收与成骨细胞骨形成之间的平
衡是维持正常骨代谢的基础& 破骨细胞活性改变
是导致各种代谢性骨病的主要原因"骨质疏松症就
是由于破骨细胞被异常活化而引起骨吸收增强所
致)=* & 抗酒石酸酸性磷酸酶$G+HGH+G1%H1F,FG+2G+.,J
L07FL0+G+F1" B:<Q% 常 作 为 检 验 破 骨 细 胞 的
标志物&

本课题组曾选用琼脂糖凝胶进行 &R水凝胶建
模"但是琼脂糖凝胶需要在 &$ n时融化才可将细
胞注入胶内"容易导致细胞大量凋亡)##* & 后来选用
的b1+K1HC+27BO水凝胶是由多肽类生物纳米材料制
备而成"其主要成分是 #!$P.Q%多肽水溶液$LN#
!;" @!;8%"无色透明"室温状态下呈液态!同时有
极好的生物相容性"采用细胞注射的方式即可植
入& 相较于琼脂糖凝胶’胶原蛋白’甲基纤维素凝
胶"该水凝胶的工作浓度比较低 $ ";#!8!@
";8""!%"有利于营养物质的扩散和细胞的迁移!纳
米纤维孔径为 8" @!"" 2*"理化性质稳定"不会因
为温度或湿度等因素的影响而发生改变"更接近细
胞在体内的微环境!且成分明确"减少不确定因素
对细胞生长的影响& 此外"该水凝胶可以填充任意
形状的缺损"进入机体后可迅速在损伤部位启动凝
胶化过程&

细胞种植于水凝胶中会导致细胞凋亡& 为了
说明这个情况"在前期的研究中"本课题组已经将
成骨细胞系Oa&B&%)# 与水凝胶混合种板"通过制
成 #" &*冰冻切片"用 BI21-<L7%dH112 R1G1.G,72
\,G$b,7G77-公司"美国%进行凋亡染色’:B%Qa:和
P1FG1H2 印迹技术观察细胞在水凝胶的存活凋亡
情况&

压 应 力 干 预 机 械 设 备 U-1V.1--%Ul8"""
a7*LH1FF,72 AWFG1*存在强度’频率和时间 & 个变量
因素& 如果按照严格的 & 因素实验设计"强度$#!’
!!’&!%’频率$";8’#;" Nk%’时间$’’(’#!’#= 0%"
加上对照组需要 !8 组"再加之细胞种板总量大"总
体实验需要重复两遍"实验不具备实际操作性"故
将实验设计拆分成两部分进行"第 # 部分先验证强
度和频率两因素"在此基础上再验证时间因素对破
骨细胞的影响& 本文推测机械性刺激转变为化学

性刺激的两种途径#一是d蛋白偶联受体感受器途
径"二是跨膜整合蛋白’细胞骨架和核转录之间的
直接联系& 机械载荷通过激活细胞膜上 a+!q通道
引起胞外a+!q内流"促进胞内 a+!q释放"细胞在接
受到机械信号后先被跨膜的表面受体如整合蛋白’
d蛋白偶联受体或离子通道等传递到细胞质内"这
样机械信号转换为胞质中的生化信号)#!* "通过调节
第 ! 信使或活化信号分子最终调控细胞迁移’生
长’分化和基质重建等行为)#&%#’* &

O%aAU最初由成骨细胞分泌产生"可与髓系细
胞上相应的受体结合并促进破骨细胞形成& O%aAU
对于破骨细胞形成过程中基因谱的表达具有关键
的调控作用)#8* & 溶酶体在破骨细胞行驶骨吸收功
能中的关键细胞器)’"#=* & 按照对破骨细胞骨吸收功
能的影响分为两类#一类主要与骨吸收陷窝的酸化
环境相关!另一类主要调节细胞外基质"其中
aBA\)#$* ’B:<Q)#(%#4*都是关键蛋白"也可作为破骨
细胞的潜在靶点& :<C\Z是核因子 -b受体活化
因子配体"主要由成骨细胞系’B细胞和 b细胞分
泌)!"* & 研究发现"在松质骨中骨细胞分泌的
:<C\Z才是调节破骨细胞形成的主要来源)!#%!!* &
:<C\Z是 :<C\的受体"两者结合后参与破骨细
胞的分化"促进骨吸收)!&* & O%aAU和 :<C\Z是启
动破骨细胞分化时不必可少的基因转录"两者作用
互补& O%aAU增加破骨前体细胞池"而 :<C\Z结
合到破骨前体细胞和成熟破骨细胞表面表达的
:<C\受体上"促进破骨细胞的分化’活化并抑
制)!’%!8* & CU<B.# 是调控破骨细胞成熟过程的关键
转录因子"是CU<B转录因子家族成员之一"该家族
首先发现于B淋巴细胞中)’* & 在破骨细胞前体中"
CU<B.# 通过钙调磷酸酶的去磷酸化作用被激活"
并参与破骨细胞的形成’活化的所有方面"是抗破
骨细胞疗法的一个首要靶向目标)!=%!$* &

不同强度和 $或% 频率压应力对破骨细胞
:<C\’B:<aQ和aGF/ *:C<都存在影响"以 #!强
度’";8 Nk频率’’ 0 的压应力干预方案是众多方案
中抑制破骨细胞的生长的最优方案$见图 !%"这与
文献)=*中所得+低强度载荷抑制破骨细胞分化"较
高强度的生理载荷促进破骨细胞分化和功能,的结
论一致& 时间因素对破骨细胞影响的验证结果表
明"不同时间压应力对破骨细胞 :<C\’O%aAU’

489999 张玲莉!等K压应力对破骨细胞活化的影响
\̂ H:SV2+E-2! ,71&K"==8BF/ 1=@1CD<8//*H8MF<8// 1(;/F81B)’/F,BF*H’F*1(
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CU<B.# 和aGF/ *:C<都存在影响"即使对 B:<aQ
作用的差异性不显著"但是趋势表现一致#加压 ( 0
时破骨细胞的各个基因表达量最低!而加压 ’’#!’
#= 0破骨细胞相关的基因表达量都上升$见图 &%&
有研究报道"破骨细胞较之于成骨细胞而言对力学
刺激更为耐受)!(* !同时在前期对成骨细胞的研究中
发现"在 &R水凝胶模型中"以 #!强度’";8 Nk频
率’’ 0的压应力干预方案能够促进成骨细胞的活
化"故加压 ’ 0对于抑制破骨细胞并不是一个最优
的时间段& 而加压 #! 0 和 #= 0 破骨细胞相关基
因逐步增高"说明持续时间较长促进破骨细
胞活化&

破骨细胞起源于造血干细胞":<P!=’;$ 细胞
是破骨细胞前体细胞株"在以往的实验中大多数研
究者选用的是通过:<C\Z诱导 :<P!=’;$ 细胞获
得成熟的破骨细胞株"且仅仅只针对压力的强度或
时间改变破骨细胞株的分化得出结论)!4%&#* & 本研
究采用原代破骨细胞"较之于细胞株更接近于破骨
细胞在机体内的状态&

Q!结语

本文建立 &R水凝胶细胞模型"采用不同强度’
频率’时间压应力对破骨细胞进行机械干预"结果
发现"以 #!强度’";8 Nk频率’( 0的压应力干预方
案能够抑制破骨细胞的活化& 研究结论为后续研
究压应力作用于破骨细胞的机制确定干预方案"同
时为运动调节骨代谢’预防骨质疏松提供理
论基础&
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