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微丝解聚在低强度脉冲超声促进骨髓间充质干细胞成骨分化中的作用
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　　［摘要］　目的　研究微丝解聚在低强度脉冲超声（ｌｏｗｉｎｔｅｎｓｉｔｙｐｕｌｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，ＬＩＰＵＳ）促进骨髓
间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）成骨分化时的作用。方法　　培养小鼠
ＢＭＳＣｓ，随机分为 ４组：空白对照组；ＬＩＰＵＳ组；ＬＩＰＵＳ＋ＤＭＳＯ组；ＬＩＰＵＳ＋ＣｙｔｏＤ（细胞松弛素 Ｄ，
ＣｙｔｏｃｈａｌａｓｉｎＤ）组。碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）染色检测 ＡＬＰ活性。免疫荧光染色观察
ＲＵＮＸ２的表达和细胞定位。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测成骨分化相关基因Ⅰ型胶原（Ｃｏｌｌａｇｅｎ１）、骨桥蛋白
（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）、Ｒｕｎｔ相关转录因子２（ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，ＲＵＮＸ２）的蛋白表达变化以
及细胞中丝状肌动蛋白（ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓａｃｔｉｎ，Ｆａｃｔｉｎ）与球状／单体肌动蛋白（ｇｌｏｂｕｌａｒ／ｍｏｎｏｍｅｒｉｃａｃｔｉｎ，
Ｇａｃｔｉｎ）的含量。通过激光共聚焦显微镜观察细胞形态变化及微丝骨架结构变化。结果　与空白对照
组相比，ＬＩＰＵＳ辐照能显著增加 ＡＬＰ活性，促成骨相关基因 Ｃｏｌｌａｇｅｎ１（Ｐ＜０．０１）、ＯＰＮ（Ｐ＜０．０５）、
ＲＵＮＸ２（Ｐ＜０．０１）的蛋白表达量升高，其中 ＲＵＮＸ２表达量升高约 １．５倍（Ｐ＜０．０１）。荧光染色显示
ＬＩＰＵＳ处理后ＲＵＮＸ２在细胞核内表达明显增加，细胞略缩小，同时可见细胞质内点状 Ｇａｃｔｉｎ分布，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验分析Ｆａｃｔｉｎ／Ｇａｃｔｉｎ的比值发现ＬＩＰＵＳ组明显小于对照组（Ｐ＜０．０５）。此外，与ＬＩＰＵＳ＋
ＤＭＳＯ组相比，ＬＩＰＵＳ＋ＣｙｔｏＤ组能促进胞内微丝的解聚，Ｆａｃｔｉｎ／Ｇａｃｔｉｎ的比值明显下降（Ｐ＜０．０５），ＡＬＰ活
性明显增加（Ｐ＜０．０５），ＲＵＮＸ２的细胞核内表达明显增加（Ｐ＜０．０５），成骨相关基因的蛋白表达水平明显增
高（Ｐ＜０．０５）。结论　ＬＩＰＵＳ可以促进ＢＭＳＣｓ成骨分化，其机制可能与ＬＩＰＵＳ促进微丝的解聚有关。
　　［关键词］　 微丝解聚；低强度脉冲超声；骨髓间充质干细胞；成骨分化
　　［中图法分类号］　Ｒ３２２．７１；Ｒ３２９．２１；Ｒ３６３．２７４ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１７７１８４５）
［通信作者］　王　冬，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇ５７５５４＠１６３．ｃｏｍ

２０９７０９２７／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２２，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

Ｒｏｌｅｏｆｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔｄｅｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｉｎｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｐｒｏｍｏｔｅｄｂｙｌｏｗｉｎｔｅｎｓｉｔｙｐｕｌｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ
ＹＡＮＧＬｉ１，ＹＡＯＨｕａｎ１，ＺＨＵＨｕｉ１，ＨＥＹｉｍａｎ１，ＹＡＮＧＫｅ２，ＷＡＮＧＤｏｎｇ１　　１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＵｌｔｒａｓｏｎｏｇｒａｐｈｙ，ｔｈｅ
ＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６；２ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ，Ｃｈｉｌｄｒｅｎ’ｓ
ＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１４，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔｄｅｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｉｎｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＢＭＳＣｓ）ｐｒｏｍｏｔｅｄｂｙｌｏｗｉｎｔｅｎｓｉｔｙｐｕｌｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ
（ＬＩＰＵＳ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＭｏｕｓｅＢＭＳＣｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ４ｇｒｏｕｐｓ：ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＬＩＰＵＳ
ｇｒｏｕｐ，ＬＩＰＵＳ＋ＤＭＳＯｇｒｏｕｐａｎｄＬＩＰＵＳ＋ｃｙｔｏｃｈａｌａｓｉｎＤ（ＣｙｔｏＤ）ｇｒｏｕｐ．Ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ＡＬＰ）
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＡＬＰｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２（ＲＵＮＸ２）ｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｃｈａｎｇｅｓｏｆｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ，ｔｙｐｅＩｃｏｌｌａｇｅｎ
（ｃｏｌｌａｇｅｎ１），ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ（ＯＰＮ）ａｎｄｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２（ＲＵＮＸ２），ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ
ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓａｃｔｉｎ（Ｆａｃｔｉｎ）ａｎｄｇｌｏｂｕｌａｒａｃｔｉｎ（Ｇａｃｔｉｎ）ｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄ
ｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｗｉｔｈｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｓ

３４９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（９）

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＬＩＰＵＳｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡＬＰａｎｄ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓＣｏｌｌａｇｅｎ１（Ｐ＜０．０１），ＯＰＮ（Ｐ＜０．０５）ａｎｄ
ＲＵＮＸ２（Ｐ＜０．０１），ｗｉｔｈａｂｏｕｔａ１．５ｆｏｌｄｉｎｃｒｅａｓｅｉｎＲＵＮＸ２ｌｅｖｅｌ（Ｐ＜０．０１）．Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＲＵＮＸ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓａｆｔｅｒＬＩＰＵＳｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｓ
ｓｈｒａｎｋｓｌｉｇｈｔｌｙｗｉｔｈｐｕｎｃｔａｔｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＧａｃｔｉｎｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｔｈｅｒａｔｉｏ
ｏｆＦａｃｔｉｎ／ＧａｃｔｉｎｗａｓｒｅｍａｒｋａｂｌｙｌｏｗｅｒｉｎｔｈｅＬＩＰＵＳｇｒｏｕｐｔｈａｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，
ｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｔｈｅＬＩＰＵＳ＋ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＬＩＰＵＳ＋ＣｙｔｏＤ ｇｒｏｕｐｈａｄｇｒｅａｔｌｙｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅ
ｄｅｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔｓ，ｒｅｄｕｃｅｄｒａｔｉｏｏｆＦａｃｔｉｎ／Ｇａｃｔｉｎ（Ｐ＜０．０５），ｅｎｈａｎｃｅｄ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡＬＰ（Ｐ＜０．０５），ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＵＮＸ２ｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＬＩＰＵＳｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＢＭＳＣｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏＬＩＰＵＳｆａｃｉｌｉｔａｔｉｎｇｔｈｅｄｅｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔｓ．
　　 ［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　 ｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔｄｅｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ；ｌｏｗｉｎｔｅｎｓｉｔｙｐｕｌｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ；ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１７７１８４５）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＷＡＮＧＤｏｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇ５７５５４＠
１６３．ｃｏｍ

　　骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）具有多向分化能力和免疫调节能
力，在组织工程和再生医学领域具有良好的应用前

景［１－２］。ＢＭＳＣｓ的成骨分化能力为自体骨移植替代或
修复受损骨组织提供了一种新的途径。在骨折愈合的

过程中，骨折端ＢＭＳＣｓ的迁移和进行有效的成骨分化
是骨折愈合的前提条件和细胞学基础［３－４］。一些机械

信号，如细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）硬度、
细胞形状和机械力等在 ＢＭＳＣｓ的谱系决定和分化中
起着重要作用［５－６］。低强度脉冲超声（ｌｏｗｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｐｕｌｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，ＬＩＰＵＳ）是一种特定类型的超声波，
以低强度脉冲模式输出，具有最小的热效应和非侵入

性物理刺激；已广泛应用在促进骨折愈合、软组织再

生、炎症抑制和非侵入性神经调控以及 ＢＭＳＣｓ成骨分
化等方面［７］。尽管一些研究发现 ＬＩＰＵＳ作用能调节
ＢＭＳＣｓ成骨相关信号通路分子表达的变化［８－９］，但细

胞如何接收 ＬＩＰＵＳ这一机械刺激作用的机制仍有待
研究。

　　细胞骨架是细胞中的蛋白纤维网架体系，包括微
管、微丝和中间纤维。微丝主要由肌动蛋白（ａｃｔｉｎ）组
成［１０］，分别以球状／单体肌动蛋白（ｇｌｏｂｕｌａｒ／ｍｏｎｏｍｅｒｉｃ
ａｃｔｉｎ，Ｇａｃｔｉｎ）和丝状肌动蛋白（ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓａｃｔｉｎ，Ｆ
ａｃｔｉｎ）两种形式存在，其表现形式的动态变化与细胞的
形态和细胞的生长、分化及凋亡等功能密切相

关［１１－１２］，对细胞的基因表达具有调控作用［１３－１４］。细

胞外机械刺激能诱导细胞骨架动态组装的变化，导致

细胞形态改变，调控信号级联和特定基因的转录活

性［１５］。ＬＩＰＵＳ作为一种机械力，在 ＢＭＳＣｓ成骨分化
过程中，促进微丝发生何种变化以及相关作用机制尚

待研究。本研究将探讨微丝解聚在 ＬＩＰＵＳ促进
ＢＭＳＣｓ成骨分化时的作用，为 ＬＩＰＵＳ在骨组织疾病中
的应用奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器
　　小鼠ＢＭＳＣｓ由重庆医科大学生科院实验室保存；
αＤＭＥＭ培养基购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；胎牛血清购自美
国Ｇｉｂｃｏ公司；β甘油磷酸钠、地塞米松、维生素 Ｃ均
购 自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公 司；甘 油 醛３磷 酸 脱 氢 酶

（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）、
Ⅰ型胶原（Ｃｏｌｌａｇｅｎ１）、骨桥蛋白（Ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）、
ＲＵＮＸ家族转录因子 ２（ＲＵＮＸｆａｍｉｌｙｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ２，ＲＵＮＸ２）一抗以及山羊抗兔二抗、兔抗鼠二抗
均购自美国Ｓｉｎｇｍａａｌｄｒｉｃｈ公司；ＢＣＩＰ／ＮＢＴ碱性磷酸
酶显色试剂盒购自 ＢＤ公司；Ｆａｃｔｉｎ免疫荧光染料、
ＤＮＡ免疫荧光染料均购自上海碧云天生物工程公司；
Ｆ／Ｇ试剂盒购自美国Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ公司；低频超声仪购
自美国Ｃｈａｔｔａｎｏｏｇａ公司。
１．２　细胞培养及分组
　　ＢＭＳＣ细胞使用含有１０％胎牛血清的 αＭＥＭ完
全培养基在３７℃、５％ＣＯ２的条件下培养。将细胞接
种于２４孔板中，待密度在 ７０％左右加入成骨培养基
（２００ｍＬ普通培养基、１ｍＬβ甘油磷酸钠、１００μＬ维
生素Ｃ、２６μＬ地塞米松）。实验分为 ４组：对照组、
ＬＩＰＵＳ组、ＬＩＰＵＳ＋ＤＭＳＯ组、ＬＩＰＵＳ＋ＣｙｔｏＤ组。ＤＭＳＯ
及ＣｙｔｏＤ在成骨培养基作用的第２天开始使用，隔天
１次，每次作用１ｈ（ＤＭＳＯ的浓度为０．１％，ＣｙｔｏＤ的浓
度为１μｍｏｌ／Ｌ）（只作用３次）。ＬＩＰＵＳ处理在细胞换

４４９ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



为成骨培养基的第２天开始，３ＭＨｚ／（０．１Ｗ·ｃｍ２）
辐照１０ｍｉｎ，每天处理一次。
１．３　碱性磷酸酶（Ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）染色
　　细胞在处理７天后，吸弃培养基并用 ＰＢＳ润洗，
４％甲醛固定１０ｍｉｎ，再用ＰＢＳ润洗２次，最后按 ＡＬＰ
显色试剂盒说明书加入染液，室温避光反应３０ｍｉｎ后
用ＰＢＳ润洗去除染液，观察并拍照。
１．４　ＲＵＮＸ２及 Ｆａｃｔｉｎ免疫荧光染色
　　细胞在处理５天后，吸弃培养基，ＰＢＳ清洗３遍，
４％多聚甲醛固定 ２０ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ清洗 ３遍，０．５％
ｔｒｉｔｏｎＸ１００（ＰＢＳ配制）作用２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３遍，５％
ＢＳＡ（ＰＢＳ配制）封闭 １ｈ，一抗（ＲＵＮＸ２稀释比例
１∶５００，Ｆａｃｔｉｎ使用鬼笔环肽结合物染色）孵育过夜，
第二天使用 ＰＢＳ清洗两遍，３７℃孵育二抗（羊抗兔荧
光二抗稀释比例 １∶２００）１．５ｈ，ＰＢＳ清洗后用 ０．７％
ＤＡＰＩ染色（双蒸水配制）５～７ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３遍，５０％
抗荧光淬灭剂（ＰＢＳ配制）处理后封片观察。
１．５　Ｆａｃｔｉｎ／Ｇａｃｔｉｎ蛋白提取
　　细胞在处理５天后，吸弃培养基，用ＰＢＳ清洗１遍，
加入适量 ＬＡＳ２ｂｕｆｆｅｒ（１ｍＬＬＡＳ０１ｂｕｆｆｅｒ∶１０μＬ
ＢＳＡ０４∶１０μＬＰＩＣ０２），用细胞刮刮下细胞后收集至
１．５ｍＬＥＰ管中，离心沉淀破碎的细胞组织，按照试剂
盒说明书提取 Ｆａｃｔｉｎ／Ｇａｃｔｉｎ蛋白，向每个上清液及
沉淀中加入２５μＬ５ｘＳＤＳ样品缓冲液，充分混匀，低温
保存备用。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
　　细胞在处理１５天后，使用试剂盒配胶完成后按总
蛋白量３０μｇ上样。使用７０Ｖ恒压待样品进入分离
胶后加压至１２０Ｖ恒压电泳全程，转膜按恒流２５０ｍＡ
１ｈ后，使用 ５％脱脂奶粉封闭 ２ｈ。然后敷一抗
（Ｃｏｌｌａｇｅｎ１、ＯＰＮ、ＲＵＮＸ２一抗稀释比例为１∶５００）４℃
过夜，第２天使用ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，敷二抗
（山羊抗兔二抗稀释比例１∶４０００、兔抗鼠二抗稀释比
例１∶１００００）室温 ２ｈ，再使用 ＴＢＳＴ洗膜 ３次，每次
１０ｍｉｎ，最后采集图像。
１．７　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８．０进行统计分析。每个实
验独立重复３次，数据用 珋ｘ±ｓ表示。多组间比较采用
单因素方差分析，两组间比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验。
Ｐ＜０．０５被认为具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＬＩＰＵＳ促进ＢＭＳＣｓ的成骨分化
　　ＬＩＰＵＳ处理 ７天后进行 ＡＬＰ染色，与对照组相
比，ＬＩＰＵＳ组细胞内蓝紫色阳性染色明显增多（图
１Ａ）。ＬＩＰＵＳ作用细胞１５天后，提取蛋白进行Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ实验，与对照组相比，ＬＩＰＵＳ组成骨分化相关基因
Ｃｏｌｌａｇｅｎ１、ＯＰＮ、ＲＵＮＸ２的 蛋 白 表 达 明 显 增 高
（Ｐ＜０．０５，图 １Ｂ～Ｅ）。以上结果提示，ＬＩＰＵＳ促进
ＢＭＳＣｓ向成骨方向分化。
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图１　ＬＩＰＵＳ对ＢＭＳＣｓ促成骨分化的影响
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２．２　ＬＩＰＵＳ促进ＢＭＳＣｓ成骨分化时肌动蛋白的变化
　　ＬＩＰＵＳ处理５天后，荧光染色显示细胞中肌动蛋
白的分布，与对照组相比，ＬＩＰＵＳ处理组细胞形态趋于
圆形，可见细胞质内点状 Ｇａｃｔｉｎ的分布，对照组细胞
形态趋于长梭形，细胞有明显的突起，胞浆内可见呈拉

伸状态的肌动蛋白束（图２Ａ）。提取细胞的Ｆａｃｔｉｎ及
Ｇａｃｔｉｎ蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验分析 Ｆａｃｔｉｎ／Ｇａｃｔｉｎ的
比值，ＬＩＰＵＳ组明显小于对照组（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ）。同
时，与对照组相比，ＬＩＰＵＳ处理组细胞中 ＲＵＮＸ２的核
内蛋白表达明显增加（图２Ａ）。以上结果提示 ＬＩＰＵＳ
处理可以促进ＢＭＳＣｓ中肌动蛋白的解聚，促进Ｆａｃｔｉｎ
分解为单体Ｇａｃｔｉｎ的形式，同时ＬＩＰＵＳ处理可以促进
ＢＭＳＣｓ的成骨分化。
２．３　ＣｙｔｏＤ促进ＬＩＰＵＳ诱导ＢＭＳＣｓ的成骨分化
　　ＣｙｔｏＤ及 ＬＩＰＵＳ作用后，ＡＬＰ染色结果显示，与
ＬＩＰＵＳ＋ＤＭＳＯ组相比，ＬＩＰＵＳ＋ＣｙｔｏＤ组的细胞中蓝紫色
阳性染色显著增多（图 ３Ａ）。提取蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ实验，与ＬＩＵＰＳ＋ＤＭＳＯ组相比，ＬＩＰＵＳ＋ＣｙｔｏＤ组的细
胞中成骨分化相关基因Ｃｏｌｌａｇｅｎ１、ＯＰＮ、ＲＵＮＸ２的蛋白表

达显著增加（Ｐ＜０．０５．图３Ｂ～Ｅ）。以上结果表示，ＣｙｔｏＤ
在ＬＩＰＵＳ诱导的ＢＭＳＣｓ成骨分化中具有促进作用。
２．４　ＣｙｔｏＤ促进ＬＩＰＵＳ诱导的 ＢＭＳＣｓ成骨分化过程

中肌动蛋白解聚

　　药物及 ＬＩＰＵＳ共同作用后，荧光染色显示细胞中
肌动蛋白的分布，ＬＩＰＵＳ＋ＣｙｔｏＤ处理组细胞体积缩小，
胞质内很少见到丝状肌动蛋白，呈无规律分布的点状、

颗粒状。ＬＩＰＵＳ＋ＤＭＳＯ组细胞呈梭形，胞质内见充满
张力的丝状肌动蛋白（图 ４Ａ）。同时，与 ＬＩＰＵＳ＋
ＤＭＳＯ组相比，ＬＩＰＵＳ＋ＣｙｔｏＤ处理组细胞中 ＲＵＮＸ２的
核内蛋白表达明显增加（图４Ａ），该结果表明，肌动蛋
白解聚可以促进 ＢＭＳＣｓ中 ＲＵＮＸ２表达的增加，在
ＬＩＰＵＳ促进ＢＭＳＣｓ的成骨方向分化中发挥重要作用。
此外，分别提取细胞的 Ｆａｃｔｉｎ及 Ｇａｃｔｉｎ蛋白，采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验分析 Ｆａｃｔｉｎ／Ｇａｃｔｉｎ的比值，结果发
现，ＬＩＰＵＳ＋ＣｙｔｏＤ处理组的比值明显小于 ＬＩＰＵＳ＋
ＤＭＳＯ组（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｂ）。以上结果显示，ＣｙｔｏＤ能
促进ＬＩＰＵＳ诱导的 ＢＭＳＣｓ成骨分化过程中肌动蛋白
的解聚，进一步加强ＬＩＰＵＳ诱导的成骨分化作用。
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图２　ＬＩＰＵＳ促进ＢＭＳＣｓ成骨分化时对丝状肌动蛋白以及ＲＵＮＸ２的蛋白表达的影响
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图３　ＣｙｔｏＤ促进ＬＩＰＵＳ诱导的ＢＭＳＣｓ细胞的成骨分化
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图４　ＣｙｔｏＤ促进ＬＩＰＵＳ诱导ＢＭＳＣｓ成骨分化时对丝状肌动蛋白分布以及ＲＵＮＸ２的蛋白表达的影响

７４９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（９）



３　讨论

　　ＬＩＰＵＳ是一种低强度的机械应力，在骨折愈合和促
进ＢＭＳＣｓ的成骨分化上具有潜在的应用价值，然而具
体机制尚不清楚。有研究显示ＬＩＰＵＳ可以通过增加碱
性磷酸酶（ＡＬＰ）［１６］、Ｒｕｎｔ相关转录因子２（ＲＵＮＸ２）［１７］

以及骨分化标记物Ⅰ型胶原（Ｃｏｌｌａｇｅｎ１）、骨桥蛋白
（ＯＰＮ）［１８］等的表达来促进干细胞分化为成骨细胞。本
研究使用 ＬＩＰＵＳ处理 ＢＭＳＣｓ，结果发现 ＬＩＰＵＳ促进
ＢＭＳＣｓ成骨分化，其机制可能与 ＬＩＰＵＳ通过作用于
ＢＭＳＣｓ的细胞骨架成分微丝的解聚参与促进成骨分化
有关。

　　超声波的效应包括机械效应、热效应和空化效应
等，而低强度超声的效应主要以机械效应为主。细胞

受到环境中力的作用，产生反应以维持细胞的相对稳

态［１９］。机械力使细胞产生张力，引起细胞骨架变化，

从而影响细胞功能［２０－２１］。作为细胞骨架主要成分的

肌动蛋白（ａｃｔｉｎ）是一种普遍存在的细丝形成蛋白，它
通过组装和去组装过程改变自身结构以适应细胞的生

理和病理变化。丝状肌动蛋白（Ｆａｃｔｉｎ）由球状肌动蛋
白（Ｇａｃｔｉｎ）缠绕在一起形成右旋螺旋的两种原丝聚
合物组成，并保持着Ｇａｃｔｉｎ与Ｆａｃｔｉｎ的动态平衡［２２］。

我们发现ＬＩＰＵＳ作用于ＢＭＳＣｓ后不仅促进 ＢＭＳＣｓ的
成骨分化，同时促进肌动蛋白的解聚，促进 Ｆａｃｔｉｎ分
解为单体 Ｇａｃｔｉｎ的形式。ＣｙｔｏＤ是一种肌动蛋白聚
合抑制剂，通过与肌动蛋白纤维正端的结合来抑制亚

基的聚合和解离，从而调节细胞的运动、生长及等多种

细胞行为。本研究结果发现，ＣｙｔｏＤ作用后会导致
ＢＭＳＣｓ细胞内肌动蛋白聚合被抑制，以大量单体
Ｇａｃｔｉｎ的形式存在。ＣｙｔｏＤ能增强 ＬＩＰＵＳ对 ＢＭＳＣｓ
成骨分化的作用。说明 ＬＩＰＵＳ在促 ＢＭＳＣｓ成骨分化
时，微丝的解聚发挥着重要作用。

　　细胞骨架的重组与细胞的代谢活性、形状修饰、增
殖和分化密切相关［２３－２５］。丝状肌动蛋白（Ｆａｃｔｉｎ）与
球状肌动蛋白单体（Ｇａｃｔｉｎ）的动态组装平衡调节干
细胞谱系命运，并增强多种细胞过程，如随着细胞迁

移，细胞黏附和伤口愈合。近年来有研究表明，肌动蛋

白的动态改变及其下游效应在干细胞分化中起着至关

重要的作用［２６］，在 ２４小时内就可以通过细胞骨架的
形态、强度、纹理和空间分布来预测干细胞的分化方

向［２７－２８］。在施加机械应力的早期，很少检测到丝状肌

动蛋白，主要以单体肌动蛋白为主，并且观察到异常形

状的细胞核［２９］。亦有研究表明，单体肌动蛋白迅速向

细胞核转移，核内肌动蛋白诱导ＲＵＮＸ２依赖的成骨基
因表达，并且核内肌动蛋白至使 Ｙｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

（ＹＡＰ）从核内转移到细胞质，从而解除对 ＲＵＮＸ２的
抑制，促进成骨分化［３０］。本研究发现ＬＩＰＵＳ通过作用
于ＢＭＳＣｓ的细胞骨架成分微丝的解聚参与促进
ＢＭＳＣｓ的成骨分化。ＬＩＰＵＳ能促进细胞核内 ＲＵＮＸ２
的表达增加，在 ＬＩＰＵＳ和 ＣｙｔｏＤ协同作用下，ＲＵＮＸ２
的蛋白表达明显高于单独的 ＬＩＰＵＳ处理；该结果表
明，肌动蛋白解聚可以促进 ＢＭＳＣｓ中 ＲＵＮＸ２表达的
增加，即肌动蛋白解聚在ＬＩＰＵＳ促进ＢＭＳＣｓ的成骨方
向分化中发挥重要作用。

　　综上所述，ＬＩＰＵＳ在促进 ＢＭＳＣｓ向成骨细胞分化
时，细胞骨架的主要成分肌动蛋白解聚为单体肌动蛋

白，促进细胞核内 ＲＵＮＸ２的表达，在促进成骨分化中
发挥重要作用。本研究下一步拟通过更进一步的体外

实验以及动物模型论证 ＬＩＰＵＳ在 ＢＭＳＣｓ成骨分化过
程中的促进作用以及更深的机制，为 ＬＩＰＵＳ的临床应
用奠定一定的理论基础。
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