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地塞米松诱导成骨细胞凋亡的蛋白激酶C途径★ 
 
仲  兴1

，张德志2，韩鸿宾3，李  凯4，杨智洋1，付文举1 (1辽宁医学院，辽宁省锦州市  121001；2辽宁医学院附属第一医院骨关节科，

辽宁省锦州市  121001；3北京大学医学部科研处，北京市  100191；4北京大学医学部，北京市  100191) 

 
文章亮点： 

1地塞米松影响骨内成骨细胞的分化和活性，通过加强细胞凋亡以及抑制细胞周期降低成骨细胞的数量，
所以要想改善地塞米松的不良反应需要干预地塞米松对成骨细胞的影响。 

2蛋白激酶 C是磷脂依赖钙激活的蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶，是多种细胞信号传导通路中的主要因子。蛋
白激酶 C参与调控细胞周期，并对细胞的生长与凋亡起调节作用。 

3实验结果显示，地塞米松诱导成骨细胞凋亡的机制之一是增强蛋白激酶 C的活性，所以阻止蛋白激酶
C的传导是抑制地塞米松不良反应的一种方法。 
关键词： 
组织构建；骨组织构建；蛋白激酶 C途径；成骨细胞；地塞米松；凋亡；糖皮质激素 
主题词： 
成骨细胞；地塞米松；骨和骨组织；蛋白激酶 C；佛波醇类；动力传导，细胞 
 

摘要 
背景：地塞米松以增加细胞周期时间的方法提高细胞凋亡来减少成骨细胞和骨细胞的数量。蛋白激酶 C是细
胞内信号传导通路的一种，与细胞凋亡有关已有相关文献报道。 
目的：探讨地塞米松诱导成骨细胞凋亡在蛋白激酶 C细胞内信号转导途径方向的机制。 
方法：取胎鼠骨髓间充质干细胞进行成骨诱导，分为塞米松模型组、佛波醇组和星型胞菌素组。地塞米松模

型组加入 1×10-6 mol/L地塞米松，佛波醇组加入 1×10-6 mol/L地塞米松和 1×10-7 mol/L佛波醇，星型胞菌素
组加入 1×10-6 mol/L地塞米松和 1×10-7 mol/L星型胞菌素，观察不同干预组细胞的增殖或抑制，并对细胞膜
及细胞质中蛋白激酶 C含量的变化进行检测。 
结果与结论：地塞米松可明显的诱导凋亡，加入佛波醇后凋亡明显增加，加入星形孢菌素后凋亡明显减少。

加入地塞米松后胞浆的蛋白激酶 C明显减少，包膜明显增加。加入地塞米松不同时间，胞浆和胞膜的蛋白
激酶 C变化在 30 min最明显。说明地塞米松诱导成骨细胞凋亡的机制与蛋白激酶 C有关，地塞米松为蛋
白激酶 C激动剂。细胞受到刺激后，胞浆的蛋白激酶 C转移至包膜，胞浆中的蛋白激酶 C量减少，包膜中
的增加。 
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Abstract 
BACKGROUND: Dexamethasone can improve the cell apoptosis and decrease the number of osteoblasts and 
bone cells through increasing the time of cell cycle. Protein kinase C is a kind of intraecellular singnal transduction 
pathways, and there are related reports on the relationship between protein kinase C and cell apoptosis.  
OBJECTIVE: To investigate the mechanism of dexamethasone-induced osteoblast apoptosis via protein kinase 
C intracellular signal transduction pathway. 
METHODS: Fetal rat bone marrow mesenchymal stem cells were collected for osteogenic induction, and the cells 
were divided into dexamethasone group, phorbol group and star cytochalasin group. The cells in the 
dexamethasone group were added with 1×10-6 mol/L dexamethasone, the cells in the phorbol group were added 
with 1×10-6 mol/L dexamethasone and 1×10-7 mol/L phorbol, while the cells in the star cytochalasin group were 
added with 1×10-6 mol/L dexamethasone and 1×10-7 mol/L star cytochalasin. The proliferation and inhibition of the 
cells in different intervention groups were observed, and the content of protein kinase C in the cell membrane and 
cytoplasm was measured.  
RESULTS AND CONCLUSION: Dexamethasone could induce apoptosis significantly, and after added with 
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phorbol, the apoptosis was increased significantly; while after added with star cytochalasin, the apoptosis was decreased 
significantly. After added with dexamethasone, the content of protein kinase C in the cytoplasm was significantly 
decreased, while increased in the cell membrane. At different time points after added with dexamethasone, the change 
of the content of protein kinase C in the cytoplasm and cell membrane was most significant at 30 minutes. The results 
indicated that mechanism of dexamethasone-induced osteoblast apoptosis was correlated with protein kinase C, and 
dexamethasone was the agonist of protein kinase C. After the cells were stimulated, the protein kinase C in the 
cytoplasm will moved to the cell membrane, and then the content of protein kinase C in the cytoplasm was decreased, 
while increased in the cell membrane.  
 
Subject headings: osteoblasts; dexamethasone; bone and bones; protein kinase C; pherbols; mechanotrasduction, 
cellular  
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0  引言  Introduction 
 

股骨头骨坏死的特点是股骨头坏死组织缺血和骨

微结构的恶化，从而增加股骨头残疾和崩溃的风险
[1-2]
。

糖皮质激素是自然产生的类固醇激素或人工合成的化

合物，被广泛用于治疗炎症和自身免疫性疾病
[3]
。外源

性和内源性的糖皮质激素过剩主要的不良反应是骨质

流失和骨质疏松症
[4]
，导致骨折的风险增加

[4]
。据报道

长期糖皮质激素治疗可抑制骨微结构和骨组织的矿物

密度
[5]
，而约有一半的库欣综合征患者和1/3的患者长

期服用糖皮质激素
[6-7]
，由于骨质疏松导致低能量骨折，

发病后治疗几个月之内迅速增加骨折风险，停药后迅

速下降
[4]
。相当多的证据表明，糖皮质激素在人类和小

鼠引起的骨质流失分两个阶段：早期为快速流失的阶

段，由于过度的骨吸收和较慢骨重建，后阶段骨量丢

失是因骨形成不足
[8-10]
，而后阶段是因为糖皮质激素的

细胞毒性对成骨细胞的生成和活动的影响
[10]
。成骨细

胞分化和骨形成的减值是糖皮质激素引起的骨质疏松

症的主要解释
[11-12]

。 
长期类固醇治疗导致骨形成减少和骨质流失被认

为是股骨头坏死有力的病因学
[13-15]

。骨架可连续再生，

10年完成骨骼重塑，重塑包括由破骨细胞去除老骨和由
成骨细胞生成新骨

[16]
。多数幸存的成骨细胞变成骨，埋

在骨基质，其中可能发挥的协调作用进一步改造活动，

包括骨骼的修复微损伤
[17]
。成骨细胞和/或骨细胞凋亡将

危及骨骼的完整性，骨质流失和脆弱性骨折的发病与糖

皮质激素过剩
[18]
。 

骨重建中的这些变化可能与成骨细胞的数量减

少和活动有关
[19]
。糖皮质激素影响骨内成骨细胞的分

化和活性
 [4]
。1×10-7 mol/L地塞米松抑制成骨细胞分

化和增殖，在第7天诱导骨祖细胞MC3T3-E1细胞的凋
亡

[3]
。糖皮质激素通过类似抑制细胞周期提高细胞凋

亡的方法减少成骨细胞和骨细胞的数量
[20-21]

。骨细胞

凋亡增加已在股骨头坏死临床研究中得到证实
[22-23]

。

实验研究发现糖皮质激素通过增加成骨细胞凋亡导

致股骨头坏死发生
[24-25]

。对糖皮质激素诱导成骨细胞

的凋亡机制的研究有利于揭示激素性骨坏死的发病

过程。 
糖皮质激素已被证明能抑制成骨细胞分化，通过下

调一些关键蛋白，如生长激素，胰岛素样生长因子Ⅰ和

Ⅱ，碱性磷酸酶、Ⅰ型胶原、骨钙素、骨质素或通过某

些蛋白质如MKP-1，胶原酶1，胶原酶3[26]
。地塞米松在

其他信号通路涉及成骨细胞分化的影响可能是

Krox20/EGR2，MPK-1，转化生长因子 β-Smad，
Camp/PKA，β-catenin[27-35]

。现在有文献报道蛋白激酶

C与成骨细胞凋亡有关，例如神经酰胺通过细胞内蛋白
激酶C信号转导通路调节成骨细胞的存活和凋亡[16]

，甲

状旁腺激素调节成骨细胞凋亡依赖环磷酸腺苷的PKA
途径和依赖钙的蛋白激酶C途径[36]

，但目前没有关于地

塞米松诱导成骨细胞凋亡在蛋白激酶C方向机制的报
道。这次实验研究目的是探索地塞米松诱导成骨细胞凋

亡的机制。 
 
1  材料和方法  Materials and methods   

 
设计：细胞学体外观察。 
时间及地点：于2011年3至12月在北医三院科研楼

中心实验室完成。 
材料： 

实验动物：健康新生1 d内SD大鼠4只，不分雌雄，
购自北京大学医学部动物实验中心，实验过程中对动物

的处置符合医学伦理学标准。 
实验方法： 

实验原理：蛋白激酶C蛋白激酶C是一种细胞质酶，
在未受刺激的细胞中，蛋白激酶C主要分布在细胞质中， 
呈非活性构象。一旦有第二信使的存在，蛋白激酶C将
成为膜结合的酶，它能激活细胞质中的酶，参与生化反

应的调控， 同时也能作用于细胞核中的转录因子，参
与基因表达的调控，是一种多功能的酶。因此检验胞膜、

胞质中的蛋白激酶C量的变化可反应蛋白激酶C是否参
与细胞凋亡

[33]
。 
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地塞米松诱导成骨细胞凋亡机制在蛋白激酶C途径实验

的试剂、药品和设备： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

制作标准曲线：使用RD公司的大鼠蛋白激酶C试剂
盒，以标准浓度做横坐标，以标准浓度测得的A值为纵
坐标，绘制标准曲线。依照试剂盒测取相关实验对象的

A值，求出蛋白激酶C的量。见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
成骨细胞的培养：成骨细胞的分离采用酶交替消化

法。在超净台内将4只大鼠胎鼠浸泡于体积分数75%的
乙醇5 min，取出后放入培养皿中，剥出颅骨，剔除骨
膜、血管和结缔组织，放入PBS中浸泡。骨片剪碎，用
PBS冲洗3次，冲洗干净。加入0.25%胰蛋白酶4 mL 消
化5 min，加入4 mL 含体积分数10%FBS的F12培养基
终止消化，去掉消化液；加入0.1%Ⅰ型胶原酶5 mL，
于37 ℃消化30 min，收集消化液，连续消化3次。用离
心机1 000 r/min，离心半径13.5 cm，离心5 min，弃去
上清；将沉淀移入培养瓶中，加入培养基含体积分数

10% FBS的F12培养基4.5 mL，倒置培养瓶于培养箱；
1 h后将培养瓶翻转过来。以后每3 d换培养液1次，待生
长细胞铺满平皿80%后，进行传代，取第3代做实验[35]

。 
成骨细胞的鉴定：①细胞形态观察相差显微镜下观察

原代培养24 h、6 d及第2，3代的成骨细胞的细胞形态。
②茜素红染色：茜素红配置用蒸馏水配置0.1%的茜素红
溶液，调节pH到7.2，然后原代和第4代的细胞培养18 d
以上即可染色。③染色方法：先用PBS冲洗3次，体积
分数95%的乙醇固定10 min，加入茜素红染液，放入培
养箱中30 min，用PBS冲洗后即可。④碱性磷酸酶试剂
盒检测细胞培养液中的碱性磷酸酶含量。 

骨细胞凋亡模型：选择生长良好的成骨细胞，以细胞

浓度为1×108 L-1
接种于25 cm的培养瓶中，48 h后贴壁

生长良好，用药物剂量1×10-6 mol/L的地塞米松加入培
养瓶中，于72 h收集细胞，检查凋亡比例。 

激素性骨坏死的原理检测： 
MTT检测：第4代未干预细胞分空白组、地塞米

松模型组、佛波醇组和星型胞菌素组，每组5孔。以
8×103

细胞浓度接种于96孔板，12 h后加药物，24 h
后加入1×10-6 mol/L的地塞米松，于48 h后检查细胞
活性。 
流式细胞仪检测：以细胞浓度为1×108 L-1

接种于 
25 cm的培养瓶中，48 h后地塞米松模型组加入1×   
10-6 mol/L地塞米松，佛波醇组加入1×10-6 mol/L地塞米
松和 1×10-7 mol/L佛波醇，星型胞菌素组加入 1×     
10-6 mol/L地塞米松和1×10-7 mol/L星型胞菌素。空白组
不再进行干预。加药72 h后流式细胞仪检测凋亡。 
检测蛋白激酶C变化：收集上述4组细胞，加入     

1 mol/L蛋白激酶C提取液，超声粉碎5次，20 s/次，    
100 000×g离心1 h，上清为胞浆部分。在沉淀中加入   
1 mL含0.1% Triton100的蛋白激酶C提取液，按上述方
法超声粉碎，4 ℃裂解30 min后离心(同上)。上清为含
胞膜部分。根据浓度绘制曲线，选择测试点为10，30，
60 min进行测量。 
主要观察指标： MTT① 检测观测各种药物对细胞增

殖或抑制的影响。②流式细胞仪检测观测加入各种药物

加入后对细胞增殖或抑制的影响。③检测蛋白激酶C变
化观测加入各种药物后对细胞膜及细胞质中蛋白激酶C
含量的变化。 
统计学分析：第一作者统计，采用SPSS 13.0统计

软件进行处理，采用t 检验和单因素方差分析检验方法，
统计学软件来至于辽宁医学院。 
   
2  结果  Results 
 
2.1  SD大鼠成骨细胞形态观察 

细胞生长状况：接种后细胞悬浮，1 h左右开始贴壁，

试剂、药品和设备 来源 

胎牛血清、F12培养基、 
Ⅰ型胶原酶、胰酶、四环素、地塞米松、佛波醇、

星型胞菌素及耗材、低温高速离心机、超声粉

碎机 
茜素红、碱性磷酸酶试剂盒 
Annexin V-PE/7-AAD凋亡检测试剂盒 
大鼠蛋白激酶 C(PKC)酶联免疫分析试剂盒 
MTT试剂盒 
超净工作台、恒温培养箱 
倒置显微镜 
离心机 
流式细胞仪 
酶标仪 
PH仪 
细胞计数仪 

Gibco 
Sigma 
 
 
南京建成生物工程公司 
凯基 
RD公司 
invitrogen 
Hen force 
Leica 
Beckman Allegra TM X-22 
Guava 
Thermo 
Orion model 
Chemomotec 

图 1  蛋白激酶 C标准曲线图 

Figure 1  Standard curve of protein kinase C 

 

注：大鼠蛋白激酶 C试剂盒给了 6个标准浓度，分别是 0，0.5，
1，2，4，8 pmol/L，得到 6个 A值，实验得到标准曲线的公
式：y=0.106+0.182*x-0.015*x^2-0.001*x^3。 

A

值

 

Concentration of PKC (PKC值) 
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为单核、多边形及梭形，生长旺盛期，见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
成骨细胞在相差显微镜下表现为细胞体积较大，呈

鳞片状，胞浆丰富，多伪足呈“铺路石”样排列，带有

粗大伪足；细胞间无连接，呈成骨系细胞特征，胞质呈

强嗜碱性。胞浆内丰富的基质前体成分呈小的分散颗粒

或小滴。随着代数的增加，细胞体积逐渐增大，细胞的

状态到第6代时开始变差，见图3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
茜素红染色：成骨细胞连续培养30 d以上，茜素红染

色后出现钙结节，结节红染色艳，周围细胞淡色红染，

见图4。 
碱性磷酸酶测试：标准液的A值是0.325±0.021，实验

所测细胞的A值是0.162±0.017，两组比较，差异有显著
性意义(P < 0.05)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  成骨细胞凋亡模型结果观察  加入1×10-6 mol/L
的地塞米松模型组72 h收集细胞，细胞的凋亡明显比空
白组增加，细胞凋亡率为(18.627±3.756)%，而空白组
的凋亡率为(5.067±1.693)%，两组比较，差异有显著性
意义(t=4.357，P < 0.05)。见图5。 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 

 
 
 
2.3  激素性骨坏死的原理检测结果 

MTT检测：MTT法检测可以反应存活细胞的数目，
酶标仪检测A值与活细胞数成正比。空白组、地塞米松
模型组、星型胞菌素组和佛波醇组的A值分别为
0.690±0.098， 0.502±0.015， 0.548±0.016， 0.543± 
0.020，与空白组比较，其他3组均降低，差异有显著性
意义(F =50.640，P < 0.01)。但星型孢菌素与佛波醇组
均高于地塞米松模型组，见表1，图6。 

图 2  酶交替法获得的成骨细胞(倒置显微镜，×100) 

Figure 2  Osteoblasts obtained with enzyme alternating 
method (Inverted microscope, ×100) 

 

注：图中细胞多伪足呈“铺路石”样排列，带有粗大伪足；细

胞间无连接，呈成骨系细胞特征，胞质呈强嗜碱性。 

图 3  实验获得的成骨细胞倒置显微镜下观察(茜素红染色，
×100) 

Figure 3  Observation of osteoblasts obtained under inverted 
microscope (Alizarin red staining, ×100) 

 

注：图中细胞体积较大，呈鳞片状，胞浆丰富，多伪足呈“铺

路石”样排列，带有粗大伪足；细胞间无连接，呈成骨系细胞

特征，细胞质呈强嗜碱性。 

图 4  成骨细胞连续培养 30 d茜素红染色观察(×40) 

Figure 4  Observation of osteoblasts after cultured for 30 d 
with alizarin red staining (×40) 

 

注：可出现钙结节，结节红染色艳，周围细胞淡色红染。

图 5  空白组和加入 1×10-6 mol/L地塞米松干预的模型组细
胞凋亡流式图 

Figure 5  Apoptosis flow diagram of the control group and the 
model group induced with 1×10-6 mol/L  
dexamethasone 

 

A：空白组                B：地塞米松模型组 

注：空白组细胞凋亡率为(5.067±1.693)%，地塞米松模型组细
胞亡率为(18.627±3.756)%，t 检验(t=4.357，P < 0.05)，差异
有显著性意义，证明地塞米松模型组存在明显的凋亡。 
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流式细胞仪检测：空白组、地塞米松模型组、佛波醇

组和星型胞菌素组的凋亡率分别为(5.067±1.693)%、
(8.627±3.756)%，(25.653± 2.480)%，(8.333±3.327)%，
组间比较，差异有显著性意义(F=20.451，P < 0.05)。
佛波醇组和星型胞菌素组明显低于地塞米松模型组。可

见佛波醇和星型胞菌素可调节地塞米松诱导成骨细胞

的凋亡，佛波醇的凋亡率低于地塞米松模型组可能与佛

波醇促进细胞增殖的作用有关，见表2，图7。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
2.4  细胞胞浆与胞膜蛋白激酶C含量的变化  胞浆中
的蛋白激酶C加入地塞米松10 min时降到最低，30 min
时与空白组持平，60 min时高于空白组，见表3。胞膜
中10 min最高，30 min时与空白持平，60 min时低于空
白，见表4。 

表 1  MTT检测空白组、地塞米松模型组、佛波醇组和星型胞
菌素组细胞活性(A)的方差分析 

Table 1  Analysis of variance of the cell activity (absorbance 
value) in the blank control group, dexamethasone 
group, phorbol group and star cytochalasin group by 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide assay                    

注：MTT 法检测空白组、地塞米松模型组、星型胞菌素组和佛波醇组细胞

活性 (A 值 )分别为 0.690 342±0.097 623、 0.502 042±0.015 278、 

0.547 827±0.016 384、0.5426 94±0.020 145，单因素方差分析 F=50.640，

P < 0.01。 

指标 组间变异 组内变异 总变异 
 

平方和 
 

0.061 
 

0.003 
 

0.064 
自由度 3 8 11 
均方和 0.020 0.000  
F值 50.640   
概率 0.000   

图 6  空白组、地塞米松模型组、佛波醇组和星型胞菌素组
的细胞活性 A值 

Figure 6  Cell activity (absorbance value) in the blank control 
group, dexamethasone group, phorbol group and 
star cytochalasin group 

注：以 MTT法检测空白组、地塞米松模型组、星型胞菌素组和佛
波醇组细胞活性 (A 值 )分别为 0.690 342±0.097 623，
0.502 042±0.015 278，0.547 827±0.016 384，0.542 694±
0.020 145，单因素方差分析 F=50.640，P < 0.01。 
 

0.8 
0.7 
0.6 
0.5 
0.4 
0.3 
0.2 
0.1 
0

空白组 

表 2  空白组、地塞米松模型组、佛波醇组和星型胞菌素组细
胞凋亡率的方差分析 

Table 2  Analysis of variance of cell apoptosis rate in the blank 
control group, dexamethasone group, phorbol group 
and star cytochalasin group                    

指标 组间变异 组内变异 总变异 
 

平方和 
 

524.499 
 

68.390 
 

592.889 
自由度 3 8 11 
均方和 174.833 8.549  

F值 20.451   
概率  0.000   

图 7  空白组、地塞米松模型组、佛波醇组和星型胞菌素组
的凋亡流式图 

Figure 7  Apoptosis flow diagrams of blank control group, 
dexamethasone group, phorbol group and star 
cytochalasin group 

A：空白组                B：地塞米松模型组 

注：空白组细胞凋亡率为(5.067±1.693)%、地塞米松模型组细
胞 凋 亡率 为 (18.627±3.756)% 、 佛波 醇组 细胞 凋亡 率
(25.653±2.480)%、星型胞菌素组细胞凋亡率 (8.333±3.327)%，
单因素方差分析(F=20.451，P < 0.054)，说明佛波醇和星型胞
菌素可调节地塞米松诱导成骨细胞的凋亡作用。 

C：佛波醇组                  D：星型胞菌素组 

星型胞

菌素组 

佛波醇组 地塞 

米松组 

A

值
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胞浆和胞膜数据方差分析，见表5。根据数据可做

一个图，发现10 min时变化最大，30 min时几乎恢复，
60 min时变化反而相反，见图8。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论  Discussion 
 
长期服用地塞米松可导致机体内源性和外源性的

地塞米松剩余，主要的不良反应为骨质流失和骨质疏松

症
[3]
。导致这些不良反应的原因是地塞米松抑制骨形成，

骨形成跟成骨细胞的数量和变化有关
[11-12，19]

。地塞米松

影响骨内成骨细胞的分化和活性
[4]
，降低成骨细胞的数

量通过加强细胞凋亡以及抑制细胞周期
[20-21]

。所以要想

改善地塞米松的不良反应需要干预地塞米松对成骨细

胞的影响。 
实验得出结论地塞米松诱导成骨细胞凋亡的机制

之一是增强蛋白激酶C的活性，所以阻止蛋白激酶C的
传导是一种治疗方法。蛋白激酶C是磷脂依赖钙激活的
蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶，是多种细胞信号传导通路中的
主要因子。蛋白激酶C参与调控细胞周期，并对细胞的
生长与凋亡起调节作用。生理状态下细胞信号如激素、

生长因子或神经递质等首先和细胞膜受体结合，进而激

表 3  空白组及加入地塞米松干预后不同时间点细胞胞浆蛋白
激酶 C含量的测量 

Table 3  Measurement of content of protein kinase C in 
cytoplasm of the blank control group and at different 
time points after induced with dexamethasone    (A)  

注：加入地塞米松 10 min时细胞浆中的蛋白激酶 C降到最低，30 min时与

空白组持平，60 min时高于空白组。 

 

组别 第1次 第2次 第3次 平均值

 
空白组 

 
0.165 

 
0.164

 
0.179 

 
0.169 

加入地塞米松 10 min 0.153 0.151 0.153 0.152 
 30 min 0.164 0.164 0.170 0.166 
 60 min 0.167 0.167 0.167 0.167 

表 4  空白组及加入地塞米松干预后不同时间点细胞胞膜蛋白
激酶 C含量的测量量 

Table 4  Measurement of content of protein kinase C in cell 
membrane of the blank control group and at different 
time points after induced with dexamethasone     (A)

组别 第1次 第2次 第3次 平均值

 
空白组 

 
0.155 

 
0.155

 
0.159 

 
0.156 

加入地塞米松 10 min 0.177 0.173 0.180 0.177 
 30 min 0.167 0.167 0.147 0.160 
 60 min 0.158 0.155 0.157 0.157 

注：加入地塞米松后细胞膜中的蛋白激酶 C10 min为最高水平，30 min时

与空白持平，60 min时低于空白。 

 

表 5  空白组及加入地塞米松干预细胞胞浆、胞膜蛋白激酶 C
含量的方差分析 

Table 5  Analysis of variance of content of protein kinase C in 
cytoplasm and cell membrane of the blank control 
group and at different time points after induced with 
dexamethasone                    

 
细胞浆 

变异 
平方和 自由度 均方和 F 概率 

 
组间变异 

 
0.001 

 
 3 

 
0.000 

 
8.347 

 
0.008 

组内变异 0.000  8 0.000   
总变异 0.001 11 

 
   

胞膜 
变异 

平方和 自由度 均方和 F 概率 
 

组间变异 
 

0.001 
 

 3 
 

0.000 
 

7.506 
 

0.010 
组内变异 0.000  8 0.000   
总变异 0.001 11    

图8  胞浆和胞膜蛋白激酶C浓度随不同时间加入地塞米松
的变化 

Figure 8  Changes of contents of protein kinase C in the 
cytoplasm and membrane at different time points 
after induced with dexamethasone 

 

注：可见 10 min 时变化最大，30 min 时基本与 0 时持平，
30-60 min蛋白激酶 C的量慢慢回复到 0 min水平。 
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B：加入地塞米松后细胞膜蛋白激酶 C的量随时间而发生

的变化 
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活G蛋白，后者激活磷脂酶C，水解磷脂肌醇4、5二磷
脂产生二酯酰甘油(DAG)和肌醇1、4、5-三磷酸，其中
DAG是激活蛋白激酶C的主要胞内物质，它可直接激活
蛋白激酶C，被激活的蛋白激酶C在转位到细胞膜后介
导细胞增殖和分化、影响细胞周期和细胞凋亡、调节基

因表达、控制神经传导等。 
地塞米松导致成骨细胞凋亡的机制很多，包括

Krox20/EGR2，MPK-1，转化生长因子 β-Smad，
camp/PKA，β-catenin。目前细胞传导通路还不是很明
确，各传导通路之间互相影响，pkb跟蛋白激酶C之间的
作用也不明确，有时协同，有时拮抗。所以蛋白激酶C
只是机制中的一种，pka，pkb，蛋白激酶C等各传导通
路之间的关系有待进一步研究。 
星型胞菌素与佛波醇为蛋白激酶C的调节剂，实验

中所得结论为星型胞菌素降低地塞米松诱导成骨细胞

的凋亡率，佛波醇增加细胞的凋亡率。但肉眼可见佛波

醇组的细胞生长活跃，细胞数量增多。佛波醇促进细胞

增殖但细胞凋亡增加，最终成骨细胞的活着的数量增加

还是减少还有待调查。 
加入地塞米松后胞浆的蛋白激酶C明显减少，胞膜

明显增加；蛋白激酶C蛋白的总量数据显示没有固定关
系，应该有蛋白激酶C蛋白的生成或消耗。但胞浆、胞
膜都提示在加入地塞米松10 min时蛋白激酶C的变化最
大，30 min时几乎恢复到原始水平，30-60 min期间慢
慢恢复，60min时超过原始水平。这说明细胞对地塞米
松刺激受时间的影响，细胞在一定时间后会自动减弱地

塞米松刺激对自身的影响，细胞可能有适应地塞米改变

的机制。 
细胞凋亡是指为维持内环境稳定，由基因控制的细

胞自主的有序的死亡。细胞凋亡与细胞坏死不同，细胞

凋亡不是一件被动的过程，而是主动过程。细胞凋亡的

特征是细胞由于降解酶，主要是水解酶-蛋白酶与核酸

酶的作用，在近乎正常的细胞质膜内趋向死亡。有研究

报道：线粒体跨膜电位的耗散与细胞凋亡有密切关系，

在细胞凋亡过程中线粒体跨膜电位的耗散主要是由于

线粒体内膜的通透性转变，这是由于生成了动态的由多

个蛋白质组成的位于线粒体内膜与外膜接触位点的通

透性转变孔道，PT孔道开放导致细胞凋亡，而PT孔道
关闭能防止细胞凋亡。线粒体是细胞的能量中枢，而蛋

白激酶C的激活是需要耗能的，抑制蛋白激酶C的的激
活可以减少细胞的耗能，或许在能量方面双方会有一定

的联系，有待下一步的进展研究。 
 
作者贡献：第一作者进行实验设计，第一至第六作者进行

实施，第二作者进行实验评估，资料收集为第三、四、五、六

作者，第一作者成文，第二作者审校，第一作者对文章负责。 
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学术术语：地塞米松导致成骨细胞凋亡的机制很多，

包括Krox20/EGR2，MPK-1，转化生长因子 β-Smad，

camp/PKA，β-catenin。目前细胞传导通路还不是很明确，

各传导通路之间互相影响，pkb跟蛋白激酶C之间的作用也

不明确，有时协同，有时拮抗。所以蛋白激酶C只是机制中

的一种，pka，pkb，蛋白激酶C等各传导通路之间的关系有

待进一步研究。 
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