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从Codivilla介绍牵张成骨术（distraction osteoge-
nesis，DO）至今已有一百多年的历史，但目前对牵

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（bone morpho-
genetic protein，BMP）参与DO中新骨的生成并发挥

重要作用[1-3]，其可能参与DO力学信号向生物信号转

化过程[4-5]。BMP信号转导通路在成骨细胞对机械力

刺激响应中的作用还不清楚，对该问题的研究将为

DO外源性应用BMP提供理论基础。本研究旨在通过

生理状态和阻断BMP信号转导通路时，在mRNA层

面对比研究成骨细胞株MC3T3-E1中Runx2对机械离

心力刺激的响应，从侧面探讨BMP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。

1 材料和方法

1.1 实验材料

小鼠胚成骨细胞株MC3T3-E1（中国医学科学院

基础所细胞中心），DMEM（GIBCO公司，美国），胎

牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公司），重组

成骨细胞中Runx2对机械离心力刺激的响应
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[摘要] 目的 研究机械离心力刺激对MC3T3-E1细胞中Runx2表达的影响，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（BMP）信号转导通路的作用。方法 将MC3T3-E1细胞分成A、B、C、D组，分别使用含

10%胎牛血清、10%胎牛血清、100 ng·mL-1 Noggin和100 ng·mL-1 Noggin的DEME培养基预处理24 h，对B、D组加载

271×g离心力5 min，A、C组不进行离心加力，其余条件相同。30 min后4组分别同时收获细胞，提取总RNA，并逆

转录为cDNA，通过实时荧光定量PCR检测Runx2基因表达情况。结果 B组Runx2 mRNA表达较A组明显增高（P<
0.05），D组Runx2 mRNA表达比B组表达明显降低（P<0.05），A、C、D组间表达水平比较差异无统计学意义（P=0.692）。
结论 BMP信号转导通路参与成骨细胞对机械离心力刺激的响应过程，并可能在成骨细胞对力学信号引起的信息传

递级联反应中扮演重要角色。
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Bone morphogenetic protein signal transduction pathway regulates Runx2 expression in MC3T3 -E1
osteoblasts in vitro induced by centrifugation GUAN Jian, CHENG Zong-sheng, WANG Jian-ping, LI De-chao,
DENG Hui-xin.（Dept. of Oral and Maxillofacial Surgery, College of Stomatology, Jiamusi University, Jiamusi 154004,
China）
[Abstract] Objective To observe the expression of Runx2 in osteoblasts in response to centrifugation in vitro and
discuss the function of bone morphogenetic protein（BMP） signal transduction pathway in this course. Methods Cells
were divided into four groups, group A, B, C and D, pretreated with DMEM containing 10% fetal bovine serum, 10%
fetal bovine serum, 100 ng·mL-1 Noggin and 100 ng·mL-1 Noggin for 24 hours separately. 271×g centrifugation was
loaded for 5 min to these groups except group A and C, other conditions were the same. The total RNA of each
group were extracted, and reversed transcription to cDNA after 30 min. The expression of Runx2 in response to cen-
trifugation in vitro was analyzed by quantitative real time PCR. Results The expression of Runx2 mRNA in group B
was significantly higher than that in group A（P<0.05）. The expression of Runx2 mRNA in group D was significantly
lower than that in group B（P<0.05）. There was no statistically significant difference among group A, C, D（P=0.692）.
Conclusion BMP signal transduction pathway plays an important role in the response of osteoblasts to mechanical
stimulations. It may also play a central role in the cascade information dissemination of osteoblasts.
[Key words] gene expression； signal transduction； centrifugation； osteoblasts； bone morphogenetic protein
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小鼠Noggin蛋白（Perpro Tech公司，美国），Trizol（上

海生工公司），cDNA逆转录试剂盒、Power SYBRR

Green PCR试剂盒、ABI7300 PCR仪（ABI公司，美

国），50 bp DNA Marker（TaKaRa公司，日本），细

胞培养瓶/板（Coring公司，美国）。
1.2 MC3T3-E1细胞的培养

37 ℃、5%CO2、含10%胎牛血清（fetal bovine
serum，FBS）的DMEM培养基中培养MC3T3-E1细

胞，隔天换液。当细胞铺满瓶底80%以上时，37 ℃
下0.25%胰蛋白酶1.5 mL消化3～5 min，见瓶底出现

针孔样透明时，加入等量含10%FBS的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。
1.3 细胞加力

自制六孔细胞培养板离心支架，使之能将匹配

的六孔板一起固定于LXJ-Ⅱ型离心沉淀机中离心，

离心加力系统的剖面见图1。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 19 cm， 转 速V约

1 100 r·min-1，离心力约271×g。

图 1 离心加力系统的剖面图

Fig 1 Centrifugal profiles based augmentation systems

1.4 加力分组

将待测细胞随机分为A、B、C、D组。A组为空

白对照组，细胞未接受Noggin预处理和机械离心力

加载；B组为细胞接受271×g离心力加载5 min；C组

为细胞接受100 ng·mL-1 Noggin预处理24 h；D组为

细胞接受100 ng·mL-1 Noggin预处理24 h和271×g离

心力加载5 min，每组6孔。4组细胞同时种板，培养

48 h后以无血清的DMEM继续培养24 h，同步细胞周

期。加力前24 h更换为含10%FBS的DMEM培养基，

将六孔板无菌密封。30 min后4组分别收获细胞。
1.5 Runx2表达的检测

按Trizol试剂说明提取细胞总RNA，并逆转录成

cDNA。采用Power SYBR誖Green染料法进行PCR，

引物由Invitrogen公司合成，目的基因Runx2（Gene-
Bank accession number NM_004348）上游引物序列

为：5′-TCCAACCCACGAATGCACTAC-3′，下游引

物序列为：5′-GTAGTGAGTGGTGGCGGACT-3′，扩

增产物片段为92 bp；内参对照β-actin（GeneBank
accession number NM_007393）上游引物序列为：5′-
CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC-3′，下游引物

序列为：5′-ATGGAGCCACCGATCCACA-3′，扩增

产物片段为171 bp。PCR反应条件为：95℃ 10 min，

95 ℃ 15 s，62 ℃ 1 min，共40个循环。PCR产物同

期进行琼脂糖凝胶电泳分析。
1.6 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

2.1 Runx2对离心力刺激的响应

MC3T3-E1细胞中Runx2 mRNA的检测结果见图

2。由图2可见，B组Runx2 mRNA表达较A组增加（P<
0.05），离心力可使Runx2 mRNA表达增加。D组经

Noggin预处理后比B组对离心力刺激时Runx2 mRNA
表达降低（P<0.05），Noggin抑制Runx2 mRNA的表

达。C组Runx2 mRNA表达无明显变化，A、C、D组

间差异无统计学意义（P=0.692）。

图 2 成骨细胞Runx2 mRNA的表达

Fig 2 The expression of Runx2 mRNA in osteoblastic MC3T3-
E1 cells

2.2 实时荧光定量PCR产物电泳分析

凝胶电泳结果显示PCR产物杂带少，RT-PCR产

物纯度较高（图3）。

图 3 Runx2表达产物凝胶电泳图

Fig 3 The electrophoresis results of expression product of Runx2
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3 讨论

成骨细胞是骨组织内的力学敏感性细胞，同时

它在骨改建过程中又处于一个中心调控的地位，是

研究骨形成机制的基本单位 [6-7]。MC3T3-E1细胞表

型稳定，使其在对成骨细胞的各项研究中得到了广

泛地应用。目前对离体细胞有多种加力方式：低渗

性膨胀、离心、单/双向拉伸和流体剪切等，这些不

同的离体应变使细胞产生不同的生理响应过程。本

实验的离心加力方式与Fitzgerald等[8]所提出的类似，

离心力使贴壁生长的细胞受到一个顶—底轴向的压

力，避免了细胞悬浮离心时细胞之间以及细胞与基

质之间附着状态的丧失。Fitzgerald等[8]发现对MC3T3-
E1细胞加载3×g的离心力相当于轻微力量，而287×g
的离心力则相当于剧烈刺激的力量。前期实验表明

对MC3T3-E1细胞加载271×g的离心力5 min能有效刺

激成骨细胞，并且离心力刺激强度在成骨细胞生理

范围之内。离心力在一定程度上反映成骨细胞受到

机械力学刺激作用，但是无法完全模拟体内DO成骨

细胞的实际受力情况。
成骨细胞对力学信号的转导通过胞膜上Ca2+通

道、胞外基质-整合素-细胞骨架结构系统 [9]、细胞

因子等多种途径入核作用于靶基因Runx2并调控相

应基因表达构成复杂的力学信息传递网络。本研究

结果显示：与A组相比，B组Runx2 mRNA表达增加，

可能为成骨细胞对机械离心力刺激响应的结果，验

证了Runx2作为力学信号靶分子参与了成骨细胞

响应机械离心力刺激的生理过程。Ziros等 [10]证实

Runx2/Cbfa1蛋白及基因都是力学刺激的关键目标，

认为Runx2/Cbfa1基因表达的增强是力学刺激在成骨

细胞内作用的“终点”。Li等[11]对成骨样细胞施加离

心力10 min后检测到Runx2/Cbfa1 mRNA表达水平有

短暂地增加改变，认为成骨细胞通过多种复杂途径

响应机械力学刺激。
采用Abe等 [12]的方法阻断BMP信号转导，使用

100 ng·mL-1 Noggin预处理24 h，其Runx2 mRNA表

达水平可反映Noggin阻断BMP信号转导通路的效果，

结果显示，C组与A组和D组间差异无统计学意义，

认为D组达到了阻断BMP信号转导通路的要求。D组

Runx2 mRNA表达水平略高于A组，可能是除BMP信

号转导通路外，其他信号通路对机械离心力刺激响

应的效果。
D组Runx2 mRNA表达水平较B组显著降低。仅

阻断BMP信号转导通路，从现有理论来讲，其他多

种力学信号传递途径应不受影响，但是BMP信号转

导通路阻断后，力学靶点Runx2基因在相同的力学

刺激强度下未能完成与B组同等的响应程度，二者

对机械离心力刺激响应程度的差异具有统计学意义

（P<0.05）。提示BMP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，而且可能在成

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。力学刺激可能通过BMP/Smad途径[13-15]

或BMP/p38MAPK途径 [16-17]等入核作用于Runx2等影

响成骨特异性基因表达，从而刺激骨形成以响应力

学刺激，但其具体机制尚不清楚。BMP信号转导通

路在成骨细胞对机械力刺激响应中发挥了重要作用。
BMP信号转导通路可能介导力学信息传递网络的其

他途径，并在力学刺激引起的信息传递级联反应中

扮演重要角色，但还需要进一步研究验证。
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《华西口腔医学杂志》编辑部

群体的口腔健康状况将具有重要意义；针对病因的

治疗对预防口腔假丝酵母菌感染具有积极作用。
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