
前 言

成骨细胞参与骨组织的形成与吸收等多种生理

功能，适宜的机械应力可以刺激成骨细胞，介导骨组

织的重建。骨重建通过骨吸收和骨形成两种机制的

偶联进行，在骨吸收的过程中，由成骨细胞分泌的基

质金属蛋白酶（Matrix Metalloproteinases，MMPs）可

以降解骨基质，其特异性抑制剂基质金属蛋白酶抑

制因子（Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases,

TIMPs）可以抑制 MMPs 的功能，MMPs 和 TIMPs 之

间保持平衡是保证骨重建正常进行的前提条件［1］。

机械应力刺激可引起骨组织微管内液体的流动，形

成流体剪切应力（Fluid Shear Stress, FSS），FSS 是一

种存在广泛、研究较为充分的机械应力，只有处于生

理范围内适宜的机械应力刺激才能有效地促进成
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【摘 要】目的：研究加载不同时间流体剪切力对成骨细胞基质金属蛋白酶-1（MMP-1）和基质金属蛋白酶抑制因子

（TIMP-1）表达的影响。 方法：利用自行设计的平行平板流体剪切力加载装置，对MC3T3-E1成骨细胞施加12 dyn/cm2流

体剪切力0、15、30、45、60 min，采用蛋白免疫印记实验检测MMP-1和其抑制剂TIMP-1的表达水平。 结果：对体外培养

的MC3T3-E1细胞加载12 dyn/cm2流体剪切力，随着加载时间的延长，MMP-1表达上调，TIMP-1表达水平下调，在45 min

左右达到高峰。 结论：加载不同时间的 12 dyn/cm2流体剪切力能够上调 MC3T3-E1 成骨细胞 MMP-I 的表达，下调

TIMP-1的表达，加载45 min最合适 。
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Abstract: Objective To discuss the variations of the expression of matrix metalloproteinase-1 (MMP-1) and tissue inhibitor

of matrix metalloproteinase-1 (TIMP-1) in osteoblasts with the increasing loading time of fluid shear stress (FSS). Methods

MC3T3- E1 cells were subjected to FSS (12 dyn/cm2) using a parallel plate flow system for 0, 15, 30, 45, 60 min. The

expression level of MMP-1 and its inhibitor TIMP-1 were detected by Western blotting. Results FSS of 12 dyn /cm2 was

applied to the MC3T3- E1 cells cultured in vitro. With the increase of loading time, the expression of MMP- 1 was up-

regulated, while the expression of TIMP-1 was down-regulated. Forty-five minutes after loading, the expression of MMP-1

was the maximum and that of TIMP- 1 reached the minimum. Conclusion Loading 12 dyn /cm2 FSS can promote the

expression of MMP-1, and down-regulates the expression of TIMP-1 in MC3T3-E1 cells. The optimal loading time of FSS

is 45minutes.
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骨，有利于骨组织的生长和改建［2］。因此，研究加载

不同时间FSS对成骨细胞MMPs和TIMPs表达的影

响，对于了解骨组织重建的机制是非常重要的，本实

验通过对 MC3T3-E1 细胞加载不同时间 12 dyn/cm2

的 FSS，观察MMP-1和TIMP-1的表达水平，有助于

了解FSS作用下骨组织重建的机制。

1 材料和方法

1.1 材料

实验细胞为 MC3T3- E1 细胞（中国医学科学

院）。试剂有胎牛血清（PAN-Biotech，德国）；α-MEM

培养基（Hyclone 公司，美国）；磷酸盐缓冲液PBS（中

杉金桥，中国）；胰蛋白酶（Sigma 公司，美国）；青霉

素-链霉素双抗（武汉博士德生物工程公司，中国）；

RIPA 强力细胞裂解液（碧云天生物技术有限公司，中

国）；PMSF（Genview，美国）；鼠 β-actin 一抗（Sigma，

美国）；兔MMP-1一抗（Abcam，英国）；鼠TIMP-1一

抗（Abcam，英国）；山羊抗兔二抗（中杉金桥，中国）；

兔抗小鼠二抗（中杉金桥，中国）。实验仪器有细胞

培养箱（上海力申科学仪器有限公司，中国）；垂直电

泳仪（Bio-Rad，美国）；电转仪（Bio-Rad，美国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 将小鼠MC3T3-E1细胞接种到无菌

培养瓶中，α-MEM 培养基中添加 10% 胎牛血清和

100 U/mL 青链霉素制成完全培养基，在温度 37 ℃、

CO2饱和度5%的培养箱中孵育细胞，每隔2~3 d换液

1次，待细胞融合至80%~90%时，用0.25%胰酶消化，

接种至25 cm2培养瓶中继续传代培养。

1.2.2 加载FSS 在显微镜下观察培养瓶中的成骨细

胞，选择生长达80%~90%以上融合的成骨细胞，将细

胞培养瓶中的成骨细胞用胰酶作用后，轻轻吹打成

细胞悬液。将吹打好的细胞悬液（浓度约为 4 000

个/mL）接种于20 mm×50 mm无菌盖玻片上，静置约

1 h待细胞完全贴壁后加入培养基继续培养。待细胞

融合至80%~90%后，放置盖玻片到密闭加力小室中，

组装层流流体小室，并将其连接到储液柱和蠕动泵

上。向储液柱中加入 200 mL预热（37 ℃）的 α-MEM

基础培养基，以蠕动泵为动力，加载大小为12 dyn/cm2

的FSS，分别加FSS作用0、5、15、30、45、60 min。

1.2.3 蛋白质免疫印迹实验（Western blotting） 迅速

吸除成骨细胞的培养液，用预冷（4 ℃）的PBS轻柔冲

洗细胞3次，然后吸净培养瓶或者是玻片中的PBS液

体。接着加入 RIPA 和 PMSF 的混合液（100:1）裂解

细胞，置于冰上缓慢摇晃 30 min 后，用细胞刮刀刮

下，将细胞收集于 1.5 mL 的离心（Eppendorf, EP）管

中。然后，在4 ℃、12 000 r/min条件下离心15 min，用

移液器缓慢吸取上清液于EP管中，加入上清液1/3体

积量的蛋白上样缓冲液后，立即在沸水中煮沸3~5 min，

然后放到-80 ℃冰箱冷藏。以β-actin作为内参，配制

聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE凝胶），然后经过上样、

电泳、电转、封闭、孵育一抗、洗膜、孵育二抗、洗膜、

曝光等步骤得到条带。

1.2.4 统计学分析 所有的实验数据均重复 3次。实

验数据以均数±标准差表示，采用 SPSS 20.0 软件进

行统计学分析，用 Image pro-Plus 6.0软件测量条带灰

度值，两组均数比较采用单因素方差分析，P<0.05表

示有显著性差异。

2 结 果

为检测FSS对成骨细胞MMP-1 和TIMP-1表达

的影响，对MC3T3-E1细胞加载 12 dyn/cm2的FSS 分

别作用 0、15、30、45、60 min，采用 Western blotting检

测 MMP-1 和 TIMP-1 表达的情况，以 β-actin 作为内

参。如图1~3所示，MMP-1和TIMP-1的变化呈现时

间依赖性。MMP-1从 15 min 开始逐渐增加，差异有

统计学意义（P<0.01），在 45 min达到高峰，60 min开

始下降，但仍然高于空白对照组，差异有统计学意义

（P<0.01）；TIMP-1 在 15 min 时表达量开始下降，在

45 min时降到最低，差异有统计学意义（P<0.01），在

60 min时表达量又上调。这说明在MC3T3-E1成骨

细胞中，随着 FSS 加载时间的延长，FSS 可以上调

MMP-1的表达，下调TIMP-1的表达，加载 45 min作

用最明显。

3 讨 论

机械应力在骨组织的代谢中起着重要的作用［3］，

当骨组织受到较小的机械力学作用时，不能有效刺

激骨基质的合成，长期以往则会产生废用性改变，导

致骨量减少，形成骨质疏松；而在过载的机械应力作

用下会产生病理性编织骨，骨质发生增生硬化，骨细

图1 FSS对成骨细胞内的MMP-1和TIMP-1蛋白表达的影响

Fig.1 Effect of fluid shear stress (FSS) on the expression of MMP-1
and TIMP-1 in osteoblasts
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胞的生长也受到抑制 ，只有处于生理范围内适宜的

机械应力刺激才能有效地产生成骨作用，介导骨组

织的重建［4］。通常机体能感受到的机械应力有压应

力、张应力、FSS、离心力及电磁力等［5］，而FSS是一种

存在广泛、研究较为充分的机械应力［6-7］。人体正常

骨组织中骨陷窝、骨小管及骨小梁充填构成纵横交

错的三维网状通路，这些腔隙结构中充满了组织液，

形成骨组织内流动液体；正常活动对骨组织施加的

机械应力，将引起骨腔隙间液流动产生FSS，促进成

骨细胞增殖［8-9］。我们实验室前期研究发现，12 dyn/cm2

FSS加载 30~60 min可有效刺激成骨细胞增殖，施加

较高的FSS（18 dyn/cm2）则抑制了成骨细胞增殖［10］。

MMPs是参与降解包括骨组织以及其他组织细

胞外基质（Exetarcenluar Matrix, ECM）的蛋白酶家

族，在重建ECM和维持正常的骨形态方面起着重要

的作用，在成骨细胞系和其他细胞中，MMPs的表达

受激素、细胞因子和生长因子的调节［11-12］。在骨吸收

的过程中，蛋白酶最主要的作用是溶解骨基质［13］。

有研究发现，多种 MMPs 参与了骨基质的降解过程，

MMP-1 主要由成骨细胞产生，可以降解Ⅰ型胶原，

MMPs和TIMPs之间保持平衡有利于骨重建的正常

进行，也可以预防骨质疏松等其他骨代谢性疾病的

发生［14］。

在本研究中，根据我们前期的研究，对MC3T3-E1

成骨细胞施加 12 dyn/cm2的 FSS 是对成骨细胞最适

宜的刺激［15］。加载12 dyn/cm2的FSS分别作用0、15、

30、45、60 min，MMP-1和TIMP-1蛋白的变化随着加

载时间而变化。MMP-1从 15 min开始逐渐增加，在

45 min达到高峰，60 min开始下降；TIMP-1在15 min

时表达量开始下降，在 45 min时降到最低，在 60 min

时表达量又上调。这说明FSS可以促进MMP-1的表

达，降解骨基质和Ⅰ型胶原，进而促进骨吸收；但同

时其特异性抑制因子TIMP-1随着FSS加载时间的延

长，表达量上调，可以抑制MMP-1的功能以减弱其对

骨基质和Ⅰ型胶原的降解，调节MMPS和TIMP-1的

动态平衡，维持机体正常的骨形成和吸收［16］。有研

究表明 FSS 作用于成骨细胞，可以上调 MMPs 的表

达，MMPs 是存在于骨基质中的蛋白酶，可以降解

ECM，引起信号分子的释放，诱导信号转导的启动，

从而促进Runx-2、c-fos/c-jun、Nmp4/CIZ等基因的表

达［17-18］。有研究发现在人牙周韧带干细胞中，FSS增

加了 MMP-1、MMP-2 的表达，抑制 TIMP-2 的表达，

用细胞外信号调节激酶阻滞剂干预后阻断了FSS诱

导的MMP-1的表达，这表明FSS诱导MMP-1的表达

是通过细胞外信号调节激酶信号通路来调节的［19］。

MC3T3-E1成骨细胞是通过哪条信号通路将机

械信号转化为生物化学信号，进而调节 MMPs 降解

ECM？目前还不清楚，有待进一步的研究，MMPs是

存在于骨基质中的蛋白酶，可降解多种胶原和骨基

质。因此，研究MMPs在骨质疏松发病机制中的作用

非常重要，尤其是随着人们对各种MMPs抑制剂的了

解，它有可能成为研发抗骨质疏松药物的新靶点。
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