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文章亮点： 

1 作者前期研究不同大小和不同时间机械离心力的刺激促进了成骨细胞 Runx-2的表达，激活了大部分 BMP/ 

Smad途径以及小部分 BMP/p38MAPK途径，这两种信号通路介导了机械离心刺激的成骨细胞的 Runx-2表

达。 

2 本项目研究机械离心力对成骨细胞 Runx-2 mRNA信号通路的影响，并探讨成骨细胞将力学刺激转化为生

化响应过程中骨形态发生蛋白信号转导通路的作用。实验试图通过加载不同转数及时间的离心力证实 Runx-2

表达存在变化。 

3 结果表明不同大小和不同时间机械离心力的刺激促进了成骨细胞 Runx-2的表达，可以证实适宜的机械离心

力持续作用一定的时间可以激活骨形态发生蛋白信号传导通路，为应用骨形态发生蛋白及缩短牵张成骨时间

提供理论基础。 
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摘要 

背景：机械力对成骨细胞生理活动存在一定影响，Runx-2是骨形态发生蛋白信号的靶目标，是调节成骨细胞

分化的重要因子，骨形态发生蛋白信号转导通路参与了成骨细胞对机械离心力刺激的生理响应过程。 

目的：观察不同转速及时间作用下，机械离心力对成骨细胞骨形态发生蛋白信号通路的影响。 

方法：将 MC3T3-E1细胞用含体积分数 10%胎牛血清的 DMEM培养基预处理 24 h后，分为对照组，90 r/min 

组、180 r/min及 250 r/min组，每组再分为离心 6，12，24 h亚组，给予不同转速离心力和相同转速不同时

间的刺激，重复实验 3次。对照组同步置于除离心外相同的环境中。提取总 RNA，并反转录为 cDNA，通过

实时荧光定量 PCR检测 Runx2基因表达情况。 

结果与结论：随着加力时间的延长，Runx2 mRNA的表达增加，二者成正相关，转速为 180 r/min组的 Runx2 

mRNA表达明显高于 90 r/min组和 250 r/min组(P < 0.01)；90 r/min组和 250 r/min组 Runx2 mRNA的表达

均高于对照组(P=0.039)，且都随时间延长差异明显。结果可见离心力大小和离心持续时间不同对成骨细胞骨

形态发生蛋白信号通路的生理响应不同，该通路在对力学信号引起的信息传递级联反应中起重要作用。 

 

段峰，关键，杨红岩，王心彧，张国梁，朱杨.机械离心力对成骨细胞骨形态发生蛋白信号通路中 Runx-2 mRNA

的影响[J].中国组织工程研究，2014，18(33):5305-5309. 

 

Effect of mechanical centrifugal force on Runx-2 mRNA in osteoblasts’ bone 

morphogenetic protein signal pathway   
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Abstract 

BACKGROUND: Mechanical strain certainly has an effect on physiological activities of osteoblasts. Runx-2 is a 

target of bone morphogenic protein signal and is an important factor for regulation of osteoblastic differentiation. 

Bone morphogenic protein signal transduction pathway is involved in physiological response of osteoblast to 

stimulation of mechanical centrifugal force. 

OBJECTIVE: To observe the effect of mechanical centrifugal force on bone morphogenetic protein signal 

pathway under different time period and speed. 

METHODS: MC3T1-E1 cells were pre-treated in DMEM medium containing 10% fetal bovine serum for 24 hours, 

and then divided into control group, 90 r/min group, 180 r/min group and 250 r/min group. Each group was then 

subdivided into 6 hours, 12 hours and 24 hours centrifugation subgroups. Experiments were repeated for three 

times for different centrifugal speed and different time period. Except centrifugation, the control group was  
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under the same environment. Total RNA was extracted and reversely transcribed into cDNA. Runx-2 gene expression 

was determined by real time fluorescent quantitative PCR. 

RESULTS AND CONCLUSION: The expression of Runx-2 mRNA was increased with extension of time, showing a 

positive correlation between the two. The mRNA expression at 180 r/min was significantly higher than that at 90 r/min 

and 250 r/min (P < 0.01); at 90 r/min and 180 r/min, the Runx-2 mRNA expression was higher than that in the control 

group (P=0.039), both of them showed significant difference along with the time. The difference of centrifugal force 

speed and duration is associated with different physiological response of osteoblasts in bone morphogenic protein signal 

pathway, which plays an important role in mechanical signal transmission and cascade reaction. 

 

Subject headings: osteoblasts; signal transduction; bone morphogenic proteins 
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0  引言  Introduction 

牵张成骨术是目前应用于口腔颌面外科领域的一种新

兴治疗技术。牵张成骨技术具有无需植骨、创伤小、治疗

后不易复发等传统手术难以比拟的优势，但过长时间的牵

张和固定是限制其临床应用的主要原因。目前研究显示，

牵张成骨的分子学机制复杂，多种细胞因子参与，但其主

要因子仍不清楚。有研究报道，骨形态发生蛋白信号通路

在骨组织发生及骨再生中起着主要作用。牵张成骨的分子

生物学机制复杂，曾有研究表明，骨形态发生蛋白信号通

路在骨组织发生及再生中起着主要作用。机械力对成骨细

胞生物活性的影响较大，常采用离心、静水压、单双向膜

拉伸和流体剪切等方式对成骨细胞施加机械力刺激
[1-8]
，这

些不同的体外应变使实验中的细胞产生不同的形变，从而

出现不同的生理响应过程。 

    近来研究表明，在牵张成骨期间许多细胞因子都参与

调节新骨的生成，包括骨形态发生蛋白、胰岛素样生长因

子1、成纤维细胞生长因子和血管内皮生长因子等，其中骨

形态发生蛋白是一种有效的骨形成诱导因子。已有研究证

实骨形态发生蛋白在牵张成骨的不同时间均有表达，骨形

态发生蛋白信号转导通路可能参与牵张成骨中机械力信号

向生物信号的转化过程。目前，关于外源性骨形态发生蛋

白局部应用于牵张成骨的效果还存在争议。对牵引产生的

机械力如何转化为生物学信号的细胞和分子机制尚不清

楚，骨形态发生蛋白信号转导通路在成骨细胞对机械力刺

激响应中的作用和意义还不甚清楚。 

    机械载荷刺激细胞组织后，其基本的机械力学生物化

学转导机制与调节过程具有相同信号途径，主要为3条：通

过细胞外基质信号-跨膜整合素-细胞骨架构像改变对信号

的传递。激活细胞膜力敏感离子通道介导细胞内钙离子水

平升高，触动G蛋白偶联酪氨酸激酶磷酸化与MAPKs调节

的级联反应，各信号分子之间存在网络状调控，最后导致

转录因子的激活。但不同的细胞类型对于不同的机械刺激

有其不同特点。在成骨细胞应答机械力学刺激中，对力学

敏感的钙离子通道复合体、G蛋白、整合素、各生长因子

受体位于细胞膜表面或跨膜存在，这些都将细胞外基质信

号传递入细胞内。作者所研究的骨形态发生蛋白信号通路

便为其中的重要信号通路之一。 

实验观察不同大小离心力和离心持续不同时间对成骨

细胞骨形态发生蛋白信号通路中Runx-2 mRNA的生理响

应，探索成骨细胞受力后信号传入细胞核的通路，以及该

通路转导机械应力的机制。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

设计：分组对照细胞学实验。 

时间及地点：实验于2012年3至10月在佳木斯大学基

础医学院细胞培养工作室及口腔医学实验室完成。 

材料： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

MC3T3-E1细胞的培养：将MC3T3-E1细胞按3×10
5
/

瓶接种于25 mL细胞培养瓶，CO2孵箱培养，条件为37 ℃，

体积分数为5%CO2，含体积分数为10%胎牛血清DMEM培

养基，隔天换液。当MC3T3-E1细胞生长铺满培养瓶底80%

以上时，在无菌条件下传代。传代前用1×PBS清洗铺满细

胞的培养瓶2次，加入0.25%胰蛋白酶1.5 mL，37 ℃消化

3-5 min，见瓶底出现针孔样透明时，加入等量体积分数为

10%胎牛血清DMEM培养基终止消化，吹打细胞制成细胞

悬液按1∶3传代，第2天换液。 

细胞冻存和复苏：将铺满培养瓶的MC3T3-E1细胞用

0.25%胰蛋白酶按传代的消化方法收集后，加入1 mL冻存

液(含75%DMEM，体积分数为20%胎牛血清，5%二甲基

亚砜)，吸入冻存管，分4阶段冻存：4 ℃ 30 min，-20 ℃ 

机械离心力对成骨细胞Runx-2 mRNA的影响实验所用细胞及仪器： 

细胞及仪器 来源 

MC3T3-E1细胞(小鼠胚胎成骨细胞) 百恩维生物科技有限公司 

倒置相差显微镜及照相系统    OLYMPUS CKX41 

TDZ5-WS多管架自动平衡离心机、低温

高速台式离心机     

长沙湘仪离心机仪器有限公司 

Px2 Thermal Cycler PCR仪 Thermo公司，美国 

ABI7300实时荧光定量PCR仪  ABI公司，美国 

凝胶成像分析系统   北京亚力恩机电技术研究所 
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2 h，-80 ℃ 12 h(过夜)，液氮灌长期保存，缓慢(约       

1 ℃/min)放入液氮罐内长期保存。细胞复苏时采用快速复

温法，将液氮中冻存的装有MC3T3-E1细胞的冻存管取出

后立即置于37 ℃水浴中复温，1 min融化后立即以DMEM 

培养基离心清洗3次(1 500 r/min，10 min/次)，再接种细胞

培养瓶于CO2孵箱内培养。 

细胞分组：实验分为4组：对照组，90 r/min组，     

180 r/min组，250 r/min组，分别离心6，12，24 h。将处

于指数生长期铺满培养瓶底80%以上的MC3T3- E1细胞，

经0.25%胰酶消化后按2×10
5
/孔完全随机接种于6孔细胞

培养板，每组6孔。12组细胞同时种板，培养48 h后以无血

清的DMEM培养基继续培养24 h，使尽可能多的细胞处于

同一生长周期。加力前24 h更换为含体积分数为10%胎牛

血清的DMEM培养基将6孔板无菌密封。实验重复3次。 

细胞加力：将6孔细胞培养板在无菌条件下以无菌密封

胶密封，置于离心加力支架中，固定于LXJ-Ⅱ型离心沉淀

机中离心，根据公式：离心力(RCF)=1.118×10
-5

×R×V2计

算离心力的大小，单位为重力加速度×g。离心半径R约为

19 cm，转速V，单位为r/min。对照组除不进行离心处理外，

其他环境相同。 

Runx2表达的检测：各组同时收获细胞。按Trizol试剂

说明提取细胞总 RNA，并反转录成 cDNA。采用

PowerSYBR
®
Green染料法进行PCR，引物由Invitrogen公

司合成。 

PCR反应条件为：95 ℃ 10 s，95 ℃ 5 s，60 ℃     

20 s，共45个循环。Runx2 mRNA的检测结果采用ΔΔCt法

计算。 

主要观察指标：荧光定量PCR检测Runx2 mRNA表

达，以及实时荧光定量PCR产物电泳分析。 

统计学分析：采用SPSS 16.0软件包对数据进行处理，

实验结果用x
_

±s表示，对各组Runx2 mRNA表达的相对拷

贝数进行单因素方差分析比较；两两比较使用SNK检验。

显著性检验水准α=0.05(双侧)。 

 

2  结果  Results  

2.1  Runx2对不同转速和不同时间离心力刺激的响应  

MC3T3-E1细胞中Runx2 mRNA的检测结果：180 r/min组 

 

 

 

 

 

 

 

Runx2 mRNA表达明显较其他3组增加(P < 0.05)，且每组

中随着加力时间的延长，Runx2 mRNA的表达成正相关，

90 r/min组和250 r/min组Runx2 mRNA表达接近，差异无

显著性意义(P=0.619)，但均高于空白对照组(表1)。说明

Runx-2 mRNA在特定转数情况下表达明显高于其他转数

情况，其他转数情况下无明显差异。 

2.2  实时荧光定量PCR产物电泳分析结果  MC3T3-E1

细胞经处理因素作用后，凝胶电泳显示PCR产物为单一条

带，说明在各时间点均有Runx2和β-actin的特异表达。其

中180 r/min处理6，12，24 h后Runx2的表达条带较亮，

表达量较其他组高。说明特定转数情况下Runx-2 mRNA表

达随时间增长成正相关。 

 

3  讨论  Discussion 

成骨细胞是力学敏感细胞
[9]
，它在骨改建过程中处于一

个中心调控的位置。MC3T3-E1细胞表型稳定，因此在对成

骨细胞的各项研究中得到了广泛地应用。机械力对细胞生物

学行为的影响是目前细胞生物力学研究的一个重要课题。研

究体外培养细胞加力装置是细胞力学研究基础之一。 

根据马爱群等
[10]
细胞牵张刺激装置的原理设计制造体

外培养成骨细胞的机械离心力装置。牵张(加载离心力)原

理：将贴有细胞的培养板置于匀速水平旋转的平台上，当

平台以一定的速度旋转时，贴壁细胞产生一向外的离心力，

细胞被牵张。每个细胞距轴心的距离是恒定的，故F离∝转

速
2
。力的作用大小与旋转的速度呈正相关关系，通过控制

转速可相应控制作用于细胞的牵张力大小。 

实验选择90 r/min，180 r/min 及250 r/min转速主要考

虑到会产生不同大小的离心力，这3组的力值范围都属于牵

张成骨的轻力范畴，而且这3组转速又不会影响细胞的质量。

选择6，12，24 h 3组时间主要是根据临床牵张成骨牵引的

时间和频率设定的，过长或过短的时间均无临床意义。 

实验中180 r/min组Runx2 mRNA表达明显较其他3组

增加(P < 0.05)，证明牵张力大小适中并且牵张时间适宜则

成骨细胞骨形态发生蛋白信号通路更容易被激活，为牵张成

骨探求合适的牵张力以及适当的牵张时间提供理论依据。 

骨形态发生蛋白是转化生长因子β超家族中的重要组

成部分，在细胞成骨分化的信号传导网络中起着关键作用。

从细胞膜受体到细胞核内通过Smads通路和非Smads通

路，并受许多细胞外和细胞间蛋白的调节。有实验证明骨

形态发生蛋白/Smad信号通路中Smad和p38MAPK在调节 

表 1  Runx2 对不同转速和不同时间离心力刺激的响应MC3T3-E1 

细胞中 Runx2 mRNA的检测结果 

Table 1  Runx2 mRNA expression in MC3T3-E1 cells in response 

to mechanical centrifugal force at different speed and time    (x
_

±s)

表注：180 r/min组 Runx2 mRNA表达明显高于其他 3组，且每组中随着加力

时间的延长，Runx2 mRNA的表达成正相关。与其他 3组比较，
a
P < 0.05。

组别 6 h 12 h 24 h 

对照组 

90 r/min组 

180 r/min组 

250 r/min组 

0.45±0.02 

0.55±0.01 

0.90±0.02
a
 

0.60±0.01 

0.56±0.01 

0.96±0.02 

1.22±0.01
a
 

0.93±0.02 

0.88±0.02 

2.48±0.02 

3.96±0.01
a
 

2.28±0.01 

引物序列： 

基因 引物序列 

Runx2  上游引物：5’-AGC CAC CGA GAC CAA CCG AGT-3’； 

下游引物：5’-TCC CTG ATA CCG CAG TTT GTC GG-3’。 

β-actin 上游引物：5’-CCT AAA AGC CAC CCC ACT TCT-3’， 

下游引物：5’-AAC TTA CTA CTC GGA AGC ACG-3’。 
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Runx2/Cbfa1表达上都发挥重要作用
[11]
。Nishimura等

[12]

用C2C12细胞研究成骨细胞分化中的Cbfa1在出现或缺乏

与Smad1或Smad5的互作用，最终证实Cbfa1表达需要由

骨形态发生蛋白激活Smad1或Smad5。 

Runx2是转化生长因子β和骨形态发生蛋白信号通路下

游的靶基因，Runx2和由骨形态发生蛋白激活的Smads共同

诱导成骨细胞特异基因表达
[13]
。Runx-2是骨形态发生蛋白

信号的靶目标，骨形态发生蛋白信号转导通路参与了成骨细

胞对机械离心力刺激的生理响应过程，而且在成骨细胞对力

学信号引起的信息传递级联反应中扮演了重要角色
[14-20]
。 

    在牵张成骨过程中骨形态发生蛋白基因持续表达产生

的骨形态发生蛋白2、骨形态发生蛋白4等因子，并通过旁

分泌和自分泌途径作用于牵引区骨痂中的成骨细胞和成软

骨细胞及其前体细胞，诱导膜内成骨和软骨成骨
[21-30]
。骨

形态发生蛋白被激活以后就可以与其受体结合并启动它影

响骨组织形成的信号，骨形态发生蛋白受体是成骨形态发

生蛋白信号通路的重要组成部分
[31]
。已经证实骨形态发生

蛋白有骨形态发生蛋白受体ⅠA、骨形态发生蛋白受体Ⅰ

B、骨形态发生蛋白受体Ⅱ3类受体，和转化生长因子β的

受体一样，这3类受体也属于丝氨酸/苏氨酸激酶型受体。

当骨形态发生蛋白与骨形态发生蛋白受体ⅠA、骨形态发

生蛋白受体ⅠB型受体结合后，骨形态发生蛋白受体Ⅱ型

受体就与骨形态发生蛋白受体ⅠA、骨形态发生蛋白受体

ⅠB型受体结合形成异源二聚体，骨形态发生蛋白受体Ⅱ

型受体磷酸化骨形态发生蛋白受体Ⅰ型受体GS区而活化

骨形态发生蛋白受体Ⅰ型受体相应的激酶，在通常情况下

GS区抑制骨形态发生蛋白受体Ⅰ型受体不表现出激酶活 

性
[32]
。然后，骨形态发生蛋白受体Ⅰ型受体磷酸化其下游

靶分子如Smads。在脊椎动物，迄今已发现7种骨形态发

生蛋白受体Ⅰ型受体和5种骨形态发生蛋白受体Ⅱ型受体。

骨形态发生蛋白受体Ⅱ型受体依其配体命名，如

ActR-IIA(细胞活素-Ⅱ型受体)，骨形态发生蛋白Ⅱ型受体，

骨形态发生蛋白Ⅰ型受体通常为ALKs，如ALK1，ALK2。

ALK2最先认为是转化生长因子βⅠ型是受体
[33]
，后生化证

实为细胞活素-Ⅰ型受体
[34]
。目前，包括ALK2有3种骨形态

发生蛋白Ⅰ型受体(BMPR-ⅠA即ALK3，BMPR-ⅠB即

ALK6和ALK2)，3种骨形态发生蛋白受体Ⅱ型受体(BMPR 

-Ⅱ,ActRⅡA和ActR-ⅡB)。除骨形态发生蛋白受体Ⅰ型受

体外，ALK1和ALK5是转化生长因子βⅠ型受体，ALK4和

ALK7是Nodal-Ⅰ型受体，ALK4也是细胞活素Ⅰ型受体。 

骨形态发生蛋白受体Ⅰ激活后在细胞质中大量招集并

磷酸化-SMADs，R-SMADs能单独进入细胞核结合DNA序

列但亲和力低
[35]
。R-SMADs与co-SMADs结合形成复合体

后能提高SMADs与DNA序列亲和力。R-SMADs-co- 

SMADs复合体进入细胞核后与协同激活因子p300和

CBP，协同调节因子结合后与特异靶基因结合调控基因表

达。R-SMADs-co-SMADs复合体移入细胞核后激活

Runx2/Cbfa1，活化Osx促使基因表达增加，此外ATF4，

Satb2等因子相互作用调节成骨细胞特异基因表达。骨形态

发生蛋白将成骨细胞外的机械力刺激信号传人细胞核，通

过影响基因表达而对外界刺激作出反应，如促使成骨细胞

分化成熟，增加骨钙素和骨桥蛋白表达，成骨细胞外骨基

质增多。同时分泌包括骨形态发生蛋白在内的大量细胞因

子，通过自分泌、旁分泌途径形成正负反馈调节
[36]
。 

Cas-interacting zinc finger protein(CIZ)锌指蛋白调节

由骨形态发生蛋白诱导的成骨细胞分化过程。研究证实CIZ

是骨形态发生蛋白/S信号通路的重要负性调节因子
[37]
。成

骨细胞骨形态发生蛋白信号通路的另一重要负性调节因子

Tob蛋白，Tob蛋白通过抑制co-SMADs活性而负性调节成

骨细胞骨形态发生蛋白/Smad信号传导
[38]
。Gremlin是一种

能结合和拮抗骨形态发生蛋白2，4和7的糖蛋白，其作用

是通过抑制骨形态发生蛋白2诱导Smad1/5/8磷酸化和骨

形态发生蛋白/Smad受体发挥对成骨细胞骨形态发生蛋 

白/Smad信号负性调节作用。除依靠SMADs途径外，ERK，

JNK，和p38MAP kinase(MAPK)途径在骨形态发生蛋白信

号传递调控成骨细胞分化中具有重要作用。最近研究表明

骨形态发生蛋白2能通过蛋白激酶D(PKD)激活JNK和p38，

而不依靠蛋白激酶C(PKC)进而促使Dlx5，Runx2的表   

达
[39]
。骨形态发生蛋白2也能通过Smad途径和PKC途径促

进 成 骨 细 胞 凋 亡 ， PKC 途 径 通 过 Bax/Bcl-2 和

c-caspase-9-caspase-3，-6，-7促进人成骨细胞凋亡
[40]
。 
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