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［摘要］　目的：了解ＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ信号通路在大鼠骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）加 载 牵 张 中 的 作 用。方 法：分 离 培

养大鼠骨髓 ＭＳＣｓ，应用四点弯曲加力系统对细胞施加单一周期的机械张应力刺激（２０００με，６０ｍｉｎ）。用实时荧光

定量ＲＴ－ＰＣＲ与ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测ＴＧＦ－β、Ｓｍａｄ４的表达，同时检测 ＭＳＣｓ细胞增殖及骨向分化标志物ＡＬＰ的

变化情况。结果：在张应力的作用下，ＴＧＦ－β，Ｓｍａｄ４的 表 达 显 著 增 强（Ｐ＜０．０１）。ＭＳＣｓ的 增 殖、ＡＬＰ活 性 也 在

加力后增强（Ｐ＜０．０１）。结论：ＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ信号通路的 激 活 与 细 胞 受 张 应 力 刺 激 密 切 相 关，并 与 ＭＳＣｓ增 殖 与

骨向分化趋势一致。表明ＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ通路参与了细胞力学信号向生物化学信号的转化。
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　　骨 缝 牵 张 成 骨（ｓｕｔｕｒｅ　ｄｉｓｔｒａｃｔｉｏｎ　ｏｓｔｅｏｇｅｎｅ－
ｓｉｓ，ＳＤＯ）是通过特定装置对骨缝施加适当牵张力，

刺激骨缝内细胞增殖分化，使逐渐增宽的骨缝边缘

新骨再生与改建，进而改变受力部位的生长趋势，此
技术常用于正畸腭中缝扩大或上颌骨前牵引。

　　骨缝与骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）对机械力刺

激敏感，受力后向牵张区募集，增殖和分化为成骨细

胞［１］。笔者前期研究显示，骨髓间充质干细 胞 对 力

学刺激较成骨细胞敏感，可能是骨组织与骨缝牵张
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的主要效应细胞［２］。但关于 ＭＳＣｓ是如何将力学信

号转化为生化信号进而引发一系列细胞增殖分化和

蛋白合成、分泌直至成骨的分子机制尚不清楚。

　　Ｓｍａｄ分子是ＴＧＦ－β超家族信号分子在细胞

内信号转 导 的 始 动 因 子，在 将 ＴＧＦ－β、ＢＭＰ信 号

从细胞表面膜受体传导至细胞核的过程中起关键作

用。Ｓｍａｄ４又 是 ＴＧＦ－β超 家 族 信 号 传 导 的 中 心

分子，决定着ＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ信号通 路 在 细 胞 中 的

传导［３］。因 此 本 研 究 重 点 检 测 ＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ４在

ＭＳＣｓ受张应力作用后的表达变化以期为骨缝与骨

牵张分子机制的探索提供一些参考依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物、主要试剂和仪器　实验用ＳＤ大鼠

购自四川 大 学 华 西 医 学 动 物 中 心。ＬＧ－ＤＭＥＭ、

４０７ Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｏｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ａｕｇ．２０１３，Ｖｏｌ．２９，Ｎｏ．８　



ＦＢＳ（Ｈｙｃｌｏｎｅ）；Ｐｅｒｃｏｌｌ分 离 液 （ＰＨＡＭＡＣＩＡ）；

ＴＲＩｚｏｌＴＭＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ，低 溶 点 琼 脂 糖

（Ｇｉｂｃｏ）；ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒，ＩＱ　ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　ｓｕｐｅｒ－
ｍｉｘ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）；ＰＣＲ试剂盒，Ｔａｑ聚 合 酶，ｄＮＴＰ
（ＭＢＩ）；碱性磷酸酶 染 色 及 活 力 试 剂 盒（Ｓｉｇｍａ）；引

物（上海生工）。四点弯曲加力装置由四川大学华西

口腔医学院正畸科与电子科技大学联合研制。

１．２　大鼠骨髓 ＭＳＣｓ的分离和培养　选用２月龄

雌性 ＳＤ 大 鼠，ＭＳＣｓ的 分 离 采 用 密 度 梯 度 离 心

法［４］。无菌条件下取出双侧股骨和胫骨，剪 去 骨 骺

端，用ＬＧ－ＤＭＥＭ 培 养 基 冲 出 骨 髓，离 心 弃 去 脂

肪层；细胞重新制成细胞悬液并小心加入Ｐｅｒｃｏｌｌ分

离液的试管内；８００×ｇ离心２５ｍｉｎ，吸取界面细胞

层，重新制成 细 胞 悬 液 后 离 心；所 获 细 胞 用 含１０％
（ｖ／ｖ）ＦＢＳ的 ＬＧ－ＤＭＥＭ 培 养 基 接 种 于 培 养 瓶

内，３７℃、５％ＣＯ２ 的培养箱内培养。３ｄ后 更 换 培

养基，细胞达７０％～８０％融合时用０．２５％的胰蛋白

酶消化细胞，并按１∶２～１∶３的比例传代。

１．３　细胞加力　采用四点弯曲加力系统对间充质

干细胞 进 行 加 载［２］。以１．５×１０５ 密 度 将 第３代

ＭＳＣｓ接种于特制塑料培养板上，继续培养４８ｈ后

在加力培养 皿 内 加 力。加 力 参 数 为 位 移１ｍｍ，频

率０．５Ｈｚ，此时细胞受力为２０００με，加力时间为６０
ｍｉｎ（图１）。并 于 加 力 后０、２、４、８和１６ｈ收 获 细

胞，ＴＲＩｚｏｌ裂解细胞，－７０℃冻存以备后续实验。

１．４　ＲＴ－ＰＣＲ检测ＴＧＦ－β和Ｓｍａｄ４ｍＲＮＡ水

平　提 取 细 胞 总 ＲＮＡ。用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ 试 剂 盒

（Ｆｅｍｅｒｌｔａｓ，Ｌｉｈｕａｎｉａ）逆 转 录 成ｃＤＮＡ。取 逆 转 录

产物 进 行 实 时 荧 光 定 量 ＲＴ－ＰＣＲ（ＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ
７７００，ＵＳＡ）。引物如下：１）ＴＧＦ－β：上游引物５＇－
ｇａｃｔｔａｃｔｇｃａｇｇａｇａａｇｇｃａ－３＇下 游 引 物５`－ｃｔｇｇｇｃａｇａ－
ｃａｇｔｔｔｃｇｇａ－３＇；Ｓｍａｄ－４：上游引物５`－ａｇｇｃａｇｃｃａｔ－
ａｇｔｇａａｇｇａｃｔｇｔｔ－３＇下 游 引 物５＇－ｔａｇｃｔｇｇｃｔｇａｇｃａｇｔ－
ｇａａｔｃｃａｔ－３＇。以ＧＡＰＤＨ为内对照：上游引物５＇－
ｔｇｇｇｔｇｔｇａａｃｃａｃｇａｇａａ－３＇，下 游 引 物５＇－ｇｇｃａｔｇｇａｃｔ－
ｇｔｇｇｔｃａｔｇａ－３＇。ＰＣＲ反应条件为：９４℃２ｍｉｎ；５３
℃２０ｓ，６０℃４０ｓ，共４５个循环。ＧＡＰＤＨ 的ｃＤ－
ＮＡ经倍比 稀 释 后 进 行 同 期ＰＣＲ，用 于 回 归 分 析。
反应结束后在ＰＣＲ仪上自动读取阈值Ｃｔ。

１．５　ＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ４的 Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ检测　分别

于加力的０、２、４、８和１６ｈ收获细胞，提取细胞总蛋

白。用ＢＣＡ法蛋白检测试剂盒（Ｐｉｅｒｃｅ，ＵＳＡ）测定

蛋白浓度，总蛋白的上清液和上样缓冲液混合煮沸

变性，冷 却 后 上 样，凝 胶 电 泳 半 干 法 转 入ＰＶＤＦ膜

（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，Ｂｅｄｆｏｒｄ，ＭＡ）。将ＰＶＤＦ膜 放 入 封 闭

缓冲液室温摇 床 振 荡１ｈ，分 别 加 入 抗 大 鼠 单 克 隆

ＴＧＦ－β、Ｓｍａｄ－４和ＧＡＰＤＨ抗体（封闭缓冲液稀

释一抗至工作浓度１∶１０００）（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈ－
ｎｏｌｏｇｙ，ＵＳＡ），４℃孵育过夜。ＴＢＳ／Ｔ洗涤后孵育

辣根过 氧 化 物 酶 结 合 二 抗，ＥＣＬ显 影 条 带（Ｍｉｌｌｉ－
ｐｏｒｅ，Ｂｅｄｆｏｒｄ，ＵＳＡ）。

１ａ：加力装置；１ｂ：间充质干细胞（第３代）

图１　细胞加力示意图

Ｆｉｇ．１　Ｄｉａｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇ

１．６　细胞增殖及ＡＬＰ活性检测　于加力后１～４ｄ
每天收获两组细胞进行细胞计数，分析细胞增殖能

力。用 加 力 后０、１６ｈ 的 细 胞 进 行 碱 性 磷 酸 酶

（ＡＬＰ）活性 检 测。ＡＬＰ活 力 检 测 采 用 生 物 化 学 分

析法：细胞加力后用 Ｈａｎｋ＇ｓ液冲洗３次，每培养板

上的细胞用１００μＬ　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００裂解；取５０μＬ
裂解液加入 含４ｍｍｏＬ／Ｌ对 硝 基 苯 酯 二 钠 的 底 物

液５０μＬ，３７℃孵育３０ｍｉｎ，加入１ｍｏｌ／Ｌ的氢氧

化钠液５０μＬ终止反应，在４１０ｎｍ波长下测Ａ值。

１．７　统计学处理 　用ＳＰＳＳ１０．０软件对每一时间

点的加力 组 和 对 照 组 细 胞 检 测 指 标 进 行 配 对ｔ检

验，Ｐ≤０．０５差异具有显著性。

图２　机械牵张后ＴＧＦ－β（左）和Ｓｍａｄ４（右）在 ＭＳＣｓ中的表达

Ｆｉｇ．２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＴＧＦβ（ｌｅｆｔ）ａｎｄ　Ｓｍａｄ４（ｒｉｇｈｔ）ｉｎ　ＭＳＣｓ　ａｆｔｅｒ

ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ　ｓｔｒｅｔｃｈ

２　结果

２．１　ＴＧＦ－β和Ｓｍａｄ４的 ｍＲＮＡ水 平 检 测　大

鼠 ＭＳＣｓ经牵张力作用后，在各时间点均有ＴＧＦ－

β和Ｓｍａｄ４表达。但ｍＲＮＡ增高水平略有差异（图

２）。２种基因在施加牵张力后２ｈ迅速达到最高转

录水平，并显 著 高 于 对 照 组（Ｐ＜０．０１）。随 时 间 延

长，２个基因的ｍＲＮＡ水平下降，但在８ｈ内仍显著

高于对照组（Ｐ＜０．０１）；至牵张后１６ｈ，ＴＧＦ－β和
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Ｓｍａｄ４的ｍＲＮＡ表达均恢复到对照组水平。

２．２　ＴＧＦ－β和Ｓｍａｄ４的 Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ检测　通

过 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＴＧＦ－β和Ｓｍａｄ４的蛋白

表达水平，其 结 果 与 ＴＧＦ－β和Ｓｍａｄ４的 ｍＲＮＡ
表达水平与变化趋势类似（图３）。

图３　ＴＧＦ－β和Ｓｍａｄ４的 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测结果

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＴＧＦ－βａｎｄ　Ｓｍａｄ４ｂｙ　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ

图４　力学刺激后细胞增殖情况

Ｆｉｇ．４　Ｃｅｌｌ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　ａｆｔｅｒ　ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ　ｓｔｒａｉｎ

２．３　细胞增殖及ＡＬＰ活性检测　加力组和对照组

细胞在加力后均呈指数方式生长，在加力后２、３和

４ｄ，加力组 细 胞 数 均 显 著 高 于 对 照 组 细 胞（图４）。

ＡＬＰ活性检测结果见表１。加力结束０ｈ，两组细胞

ＡＬＰ活性比较差异无显 著 性，而 加 力 结 束 后１６ｈ，
加力组ＡＬＰ活性显著高于对照组（Ｐ＜０．０１）。

表１　ＡＬＰ活性生物化学法检测（Ａ值）

Ｔａｂｌｅ　１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ＡＬＰ 珚ｘ±ｓ

组别 ０ｈ １６ｈ

加力组 ０．２１７±０．０２１　 ０．６９４±０．０３７＊

对照组 ０．２０９±０．０１９　 ０．２４１±０．０２６　

　注：＊Ｐ＜０．０１

３　讨论

　　近年来的研究证实作用于骨缝的张应力能够促

进细胞增殖、分化，蛋白合成进而加速新骨沉积。笔

者前期研究显示，骨髓间充质干细胞（ＢＭＭＳＣｓ）对

力学刺 激 较 成 骨 细 胞 敏 感，并 且 可 特 征 性 的 表 达

Ｃｂｆａ１、ＡＬＰ、ｂＦＧＦ、ＩＧＦ－Ｉ等 因 子［２］。然 而，关 于

ＭＳＣｓ是如何将力学信号转化为生化信号进而引发

一系列增殖分化和蛋白合成的生物机制并不清楚。
因此，对细胞加力的信号传导通路的研究是一个新

的课题［５］。

　　Ｓｍａｄ蛋白家族不仅参与ＴＧＦ－β超家族信号

通路的传导，同时还与 Ｗｎｔ与ＢＭＰ等信号通路存

在交叉［３，６］。明确ＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ信 号 通 路 在 骨 缝

与骨牵张成骨中的调控机制，不仅能够有助于了解

ＴＧＦ－β超家族信号传导对牵张成骨的调节 作 用，
同时也对探寻其他信号通路在细胞生物力学中的角

色有重要研究价值。

　　本实验 通 过 对 ＭＳＣｓ施 加 张 应 力 刺 激，用ＲＴ
－ＰＣＲ 与 ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检 测 ＴＧＦ－β、Ｓｍａｄ４的

ｍＲＮＡ与蛋白的表达水平，同时检测 ＭＳＣｓ细胞增

殖及ＡＬＰ活性的变化情况。结果显示ＴＧＦ－β和

Ｓｍａｄ４显著 提 高，ＭＳＣｓ的 增 殖、ＡＬＰ活 性 也 明 显

增强。说 明 细 胞 受 机 械 力 刺 激 诱 导 了 ＴＧＦ－β／

Ｓｍａｄ４基因与蛋白的表达，而这些因子水平的提高

又会调控 ＭＳＣｓ增殖并向成骨细胞分化，为最终形

成新骨储备细胞基础。

　　ＴＧＦ－β是一种多肽转化生长因子，可由 多 种

细胞合成，在骨组织中含量丰富，其对成骨细胞的作

用有多种效应。一般认为，通过其自身以及与其它

信号分子的相互作用，ＴＧＦ－β在早期主要是 促 进

细胞增殖；而到了晚期，其主要是促进成骨细胞的分

化，刺激细胞外基质分子的合成和骨再生。

　　Ｓｍａｄ分子是ＴＧＦ－β超家族信号分子在细胞

内信号转 导 的 始 动 因 子，在 将 ＴＧＦ－β、ＢＭＰ信 号

从细胞表面膜受体传导至细胞核的过程中起到关键

性作用，而且不同的Ｓｍａｄ介导不同的ＴＧＦ－β家

族 成 员 的 信 号 转 导。Ｓｍａｄ家 族 至 少 包 括 ９ 种

Ｓｍａｄ蛋白。根据功能，Ｓｍａｄ蛋白分为受体活化性

（Ｒ－Ｓｍａｄ），共同通路型（Ｃｏ－Ｓｍａｄ）和抑制性（Ｉ－
Ｓｍａｄ）３个亚家族。Ｒ－Ｓｍａｄ又分为两类：由ＴＧＦ
－ｂｅｔａ激 活 的 Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３；由 ＢＭＰ 激 活 的

Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８。Ｃｏ－Ｓｍａｄ中 的Ｓｍａｄ４是

ＴＧＦ－β超家族各类信号转导过程中共同需要的介

质［３，７］。可以认为Ｓｍａｄ４是ＴＧＦ－β超家族信号传

导的中心分子，决定着ＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ信 号 通 路 在

细胞 中 的 传 导。因 此 如 果 对 以 Ｓｍａｄ４为 代 表 的

Ｓｍａｄ信 号 关 键 分 子 进 行 干 预 和 调 控，能 够 影 响

ＴＧＦ－β超家族分子信号传导，进而影响受力 间 充

质干细胞骨向分化的状况［８］，可以预见将来也许能

通过一些措施干预ＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ通路来提高骨缝

或颌骨的牵张成骨效果。
（下转７０９页）
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为ＣＡＦｓ［８］，提 示 该 类 细 胞 因 子 可 能 是 诱 导 成 纤 维

细胞发生平滑肌转分化的重要因素。对口腔癌的研

究中也发现：癌上皮细胞正是通过分泌ＴＧＦ－β１细

胞因子来促使其周围的ＮＦｓ转分化为ＣＡＦｓ［９］。课

题组前期实验已证实，ＴＧＦ－β１浓度为１０μｇ／Ｌ时

对ＣＡＦｓ的诱导分化能力最明显，因此在 本 实 验 采

用１０μｇ／Ｌ的ＴＧＦ－β１细胞因子进行刺激。结果

显示，ＣＡＦｓ细胞与ＮＦｓ细胞相比，具有较强迁移能

力，而一定浓度ＴＧＦ－β１可明显增强ＣＡＦｓ的迁移

能力。作 者 推 测 在 肿 瘤 微 环 境 内，癌 上 皮 细 胞 和

ＣＡＦｓ细胞间存 在 局 部 反 馈 的 旁 分 泌 系 统，ＴＧＦ－

β１细胞因子 在 两 者 间 起 着 关 键 的 桥 梁 作 用。一 方

面某些致癌因素可促进上皮细胞分泌ＴＧＦ－β１来

诱导间质中正常成纤维细胞发生平滑肌的转化，转

变为ＣＡＦｓ；另一方面，发生转分化的ＣＡＦｓ细胞自

身也具备了分泌ＴＧＦ－β１能力，从而促进自身向远

处转移，使其更能方便地反作用于上皮细胞，从而促

使上皮细胞恶变。

　　综上所述，ＴＧＦ－β１不仅具有诱导正常成纤维

细胞转分化 为ＣＡＦｓ的 能 力，同 样 具 有 促 进ＣＡＦｓ
迁移的能力，这一结果为进一步研究ＴＧＦ－β１调控

ＣＡＦｓ的生成奠定了基础，并为通过干预ＴＧＦ－β１
的表达影响ＣＡＦｓ的生物学特性，从而干 预 肿 瘤 的

发生提供了实验依据。
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