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摘要：目的　 探究周期性牵拉对小鼠胚胎成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 迁移功能的影响及其相关机制。 方法　 使用应变加

载系统对体外培养的 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞施加 １５％ 幅度的牵拉，模拟细胞体内受力情况。 使用划痕愈合实验检测

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的迁移功能，使用蛋白免疫印迹法检测 Ｒｕｎｘ２ 表达情况，使用 ＲＮＡ 干扰技术特异性降低 Ｒｕｎｘ２ 表

达量。 结果　 幅度 １５％ 、频率 １ ２５ Ｈｚ、持续 ２４ ｈ 的周期性机械牵拉可以促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的迁移，升高细胞内

Ｒｕｎｘ２ 表达水平。 在静态培养条件下，干扰 Ｒｕｎｘ２ 能抑制 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的迁移。 干扰 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 Ｒｕｎｘ２
表达可以部分降低机械牵拉对细胞迁移的促进效应。 结论　 周期性牵拉可以促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的迁移，在此过

程中 Ｒｕｎｘ２ 可能发挥重要作用。 研究结果为寻找促进骨折愈合的创新临床治疗方法提供实验依据。
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　 　 骨折愈合是一个复杂的生物学过程，需要各种

因素在时间和空间上的相互配合［１］。 研究表明，成
骨细胞 （ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ， ＯＢｓ）、 破骨细胞 （ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ，
ＯＣｓ）、内皮细胞（ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ＥＣｓ）、间充质干

细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）等均在骨折愈

合过程中发挥作用，其中 ＯＢ 发挥了重要作用［２］。
骨折发生后，ＭＳＣ 分化成为 ＯＢ，ＯＢ 进一步迁移、增
殖、分泌细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ， ＥＣＭ），形
成骨质，并最终自身被骨质包埋变为骨细胞。 骨折

愈合受到多种因素的影响，细胞、细胞因子、细胞支

架和局部力学因素均在骨折愈合过程中发挥

作用［３］。
骨是力学敏感组织，力学因素对骨生长发育及

损伤修复具有重要影响。 骨受到组织液流动产生

的流体剪切力和拉伸、压缩、弯曲应力，这些力学信

号通过复杂的信号转导系统变为生物学信号，影响

骨的生长发育［４］。 在此过程中，一些力学敏感分子

承担将力学信号转变为生物信号的任务，包括应力

敏感型离子通道和整合素⁃细胞骨架复合体及 Ｗｎｔ
信号通路等［５］。 当骨受到力学刺激时，应力敏感型

离子通道的活性发生改变，从而改变细胞内钙离子

浓度，影响下游 ＣＯＸ⁃２ 等基因的表达；整合素⁃细胞

骨架系统可以把施加于 ＥＣＭ 及细胞膜的力学刺激

传递到核内。 因此，研究力学感受器分子有助于理

解骨受力时发生的适应性改变。
Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２（Ｒｕｎｔ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒ ２，Ｒｕｎｘ２）是成骨前体细胞分化的标记分子，在
ＭＳＣ 的成骨分化过程中发挥重要作用。 值得关注的

是，Ｒｕｎｘ２ 表达水平与ＯＢ 迁移功能之间存在联系，同
时它的表达水平也受到力学刺激的影响［６⁃７］。

本文 使 用 Ｆｌｅｘｃｅｌｌ⁃５０００ 应 力 加 载 系 统 对

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞施加幅度为 １５％ 的周期性机械牵

拉，探究机械牵拉对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞迁移的影响，并
使用 ＲＮＡ 干扰技术降低 Ｒｕｎｘ２ 表达量，寻找周期

性牵拉促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞迁移的可能机制。 本文

聚焦牵拉对成骨前体细胞迁移的影响及相关机制，
以期为骨科临床治疗的创新提供实验依据。

１　 材料与方法

１ １　 细胞获取、培养与传代

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞购自赛百慷（上海）生物技术股

份有限公司。 在培养皿中加入 １０ ｍＬ 含有 １０％ 胎

牛血清（Ｇｉｂｃｏ 公司，美国）的 α⁃ＭＥＭ 培养液（Ｇｉｂｃｏ
公司，美国），在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下培养。 细胞铺

满皿底 ８０％ ～９０％ 时传代。
１ ２　 周期性机械牵拉加载

按照 ２×１０５ 个 ／孔密度将 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞种植

在 Ｆｌｅｘｅｒｃｅｌｌ 六孔细胞培养板（ＢｉｏＦｌｅｘ 公司，美国）
上。 待细胞形态恢复正常后，加入 α⁃ＭＥＭ 基础培

养液培养 ２４ ｈ，同步细胞状态。 同步化后使用

Ｆｌｅｘｃｅｌｌ⁃５０００ 型应力加载系统对细胞加载幅度

１５％ 、频率 １ ２５ Ｈｚ 的周期性机械牵拉 ２４ ｈ，模拟参

与应力传导的骨痂在日常活动时的力学环境［８］。
设置不加载力学刺激的细胞为对照组，对应应力遮

挡条件下骨痂所处的力学环境。
１ ３　 细胞划痕实验

按照 ２×１０５ 个 ／孔密度将 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞种植

在六孔培养板（Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司，中国）或 Ｆｌｅｘｅｒｃｅｌｌ 六
孔细胞培养板（ＢｉｏＦｌｅｘ 公司，美国）上。 待细胞贴壁

并长满皿底后，使用 １０ μＬ 枪头对单层细胞进行垂

直十 字 划 痕。 使 用 相 差 光 学 显 微 镜 （ ＣＫＸ４１，
Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司，日本）采集划痕后 ０、２４ ｈ 的图像。
使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ ９ ０ 软件计算十字划痕上、下、左、右
４ 个区域的面积，用于计算划痕愈合指数。 具体的

计算方法为：
划痕愈合指数 ＝ （０ ｈ 划痕面积－２４ ｈ 划痕面

积） ／ ０ ｈ 划痕面积

１ ４　 ＲＮＡ 干扰实验

ｓｉＲＮＡ 干扰片段为吉玛（上海）公司合成（见
表 １）。 按照 ２×１０５ 个 ／孔密度将 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞种

植在六孔培养板上，待细胞密度达到 ７０％ 左右转染

ｓｉＲＮＡ 片段。 将 ｓｉＲＮＡ 片段的干粉溶解于 ＤＥＰＣ 水

中，配置成 ｓｉＲＮＡ 溶液待用，浓度为 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ。 使

用 Ｌｉｐｐｏ ２０００（Ｔｈｅｒｍｏ 公司，美国）作为载体，包被

干扰 片 段。 分 别 取 ５ μＬ ｓｉＲＮＡ 溶 液 和 ５ μＬ
Ｌｉｐｐｏ ２０００ 与 ２４５ μＬ Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培养液于无酶 ＥＰ
管中混合均匀，静置 ５～１０ ｍｉｎ。 随后将两者混匀配

置成转染液，静置 １５ ｍｉｎ。 将欲转染 ｓｉＲＮＡ 的细胞

使用 α⁃ＭＥＭ 洗涤 ３ 次，然后在每孔中加入转染液

和５００ μＬ α⁃ＭＥＭ。 干扰后 ６～ ８ ｈ 补充含有 １０％ 胎

牛血清的完全培养液。 干扰效率计算方法为：
干扰效率＝（１⁃Ｒｕｎｘ２ 相对表达量）×１００％
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表 １　 Ｒｕｎｘ２ 干扰片段序列

Ｔａｂ．１　 Ｒｕｎｘ２ ｓｉ⁃ＲＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

干扰片段 干扰片段序列（５’ ～３’）
Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ＵＵＣ ＵＣＣ ＧＡＡ ＣＧＵ ＧＵＣ ＡＣＧ ＵＴＴ
Ｒｕｎｘ２⁃ｍｕｓ⁃４９２ ＣＣＧ ＧＧＡ ＡＵＧ ＡＵＧ ＡＧＡ ＡＣＵ ＡＴＴ
Ｒｕｎｘ２⁃ｍｕｓ⁃９０９ ＧＧＵ ＣＣＵ ＡＵＧ ＡＣＣ ＡＧＵ ＣＵＵ ＡＴＴ
Ｒｕｎｘ２⁃ｍｕｓ⁃１４５９ ＣＡＣ ＧＣＵ ＡＵＵ ＡＡＡ ＵＣＣ ＡＡＡ ＵＴＴ

１ ５　 蛋白免疫印迹

将蛋白样加入 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶，连接电泳仪

（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，美国）分离蛋白，随后使用转膜仪

（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，美国）将蛋白印迹转印至 ＰＶＤＦ 膜。
使用含有 ５％ 脱脂牛奶的 ＴＢＳＴ 封闭 １ ｈ。 将条带与

Ｒｕｎｘ２（１ ∶ １ ０００，Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，美
国）、ＧＡＰＤＨ（１ ∶１ ０００，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司，中国）的一

抗在 ４ ℃条件下共同孵育过夜。 待一抗孵育结束

后洗涤条带，加入二抗，室温孵育 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗涤条

带 ３ 遍，加入显色液（上海碧云天生物技术有限公

司），使用显色仪（ＬＩ⁃ＣＯＲ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司，美国）
扫描条带、读取灰度值。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｓｔｕｄｉｏ 软件计

算灰度值。
１ ６　 实时定量 ＰＣＲ

加入 ＴＲＩｚｏｌ（ Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司，美国）裂

解细胞，提取 ＲＮＡ。 使用分光光度计检测 ＲＮＡ 的

浓度。 使用反转录试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司，
美国）进行 ＲＮＡ 反转录，按使用说明配成反应体

系，分别在 ６５ ℃、４２ ℃和 ７０ ℃反应 ５、６０、５ ｍｉｎ，
合成 ｃＤＮＡ。 在 ｃＤＮＡ 中加入引物 ＳＹＢＲ（ Ｔａｋａｒａ
公司，日本），放入 ＰＣＲ 仪，设置程序为 ９５ ℃，３０ ｓ
后进入循环，每个循环设置为 ９５ ℃ 反应 １５ ｓ，
６２ ℃反应 ４５ ｓ，共进行 ４０ 个循环。 使用 ２－ΔΔＣｔ法

计算 ｍＲＮＡ 水平。 ＶＥＧＦＡ、ＭＭＰ１３ 和 ＧＡＰＤＨ 的

引物序列见表 ２。

表 ２　 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂ．２　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物 正向 反向

ＶＥＧＦＡ ＡＡＣＴＴＴＣＴＧＣＴＣＴＣＴＴＧＧＧＴ ＴＴＣＡＣＣＡＣＴＴＣＡＴＧＧＧＣＴＴ
ＭＭＰ１３ ＡＴＡＣＧＡＧＣＡＴＣＣＡＴＣＣＣＧＡＧＡＣＣ ＡＡＣＣＧＣＡＧＣＡＣＴＧＡＧＣＣＴＴＴＴＣ
ＧＡＰＤＨ ＧＧＣＡＡＧＧＴＣＡＴＣＣＣＡＧＡＧＣＴ ＣＣＣＡＧＧＡＴＧＣＣＣＴＴＴＡＧＴＧＧ

１ ７　 统计学方法

所有实验均进行 ３ 次及以上的独立重复检验，
实验数据以均值 ± 标准差的形式表示。 使 用

ＧｒａｐｈＰａｄ ９ ０ 作为制表和数据统计软件，使用非配

对 ｔ 检验分析两组之间的统计学差异，Ｐ＜０ ０５ 表示

差异具有统计学意义。

２　 结果

２ １　 机械牵拉促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞迁移

使用 Ｆｌｅｘｃｅｌｌ⁃５０００ 应力加载系统对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１
细胞施加幅度 １５％ 、频率 １ ２５ Ｈｚ、持续时间２４ ｈ周
期性机械牵拉。 于开始后 ０ ｈ 划痕，拍照记录牵拉

开始 ０、２４ ｈ 划痕情况，并分别计划痕愈合指数（见
图 １）。 划痕实验结果显示，相比于静止组的划痕愈

合指数（０ ４０１ ３±０ ０４１），牵拉组 ２４ ｈ 后划痕愈合

指数（０ ６４５ ７±０ ０６２ ０）升高，差异具有统计学意

义。 该 结 果 表 明， 周 期 性 机 械 牵 拉 可 以 促 进

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞迁移。

图 １　 周期性机械牵拉对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞划痕愈合的影响

（∗∗Ｐ＜０ ０１，ｎ＝ ４，标尺＝ １００ μｍ）
Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ

ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ　 （ａ） Ｐｈａｓｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｇｒａｐｈｓ， （ｂ） Ｗｏｕｎｄ
ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎｄｅｘ

２ ２　 周期性机械牵拉促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞表达

Ｒｕｎｘ２
为进一步探究周期性机械牵拉促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１

细胞迁移的分子机制，提取牵拉后的细胞蛋白，并使

用免疫蛋白印迹法测定牵拉后细胞内 Ｒｕｎｘ２ 的表达

情况（见图 ２）。 以静止条件下培养作为对照组，探究

在牵拉和非牵拉情况下 Ｒｕｎｘ２ 的表达差异。 免疫蛋

白印迹实验结果显示，牵拉组细胞 Ｒｕｎｘ２ 表达水平增

高，差异具有统计学意义。 该结果表明，周期性机械

牵拉可以促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞表达 Ｒｕｎｘ２。
２ ３　 干扰 Ｒｕｎｘ２ 抑制 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞迁移

为确保干扰有效，预先对干扰片段进行筛选，
选取干扰效率最高的片段用作后续实验。 将使用

干扰片段 ｓｉ⁃Ｒｕｎｘ２⁃４９２、 ｓｉ⁃Ｒｕｎｘ２⁃９０９ 和 ｓｉ⁃Ｒｕｎｘ２⁃
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图 ２　 周期性机械牵拉对ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 Ｒｕｎｘ２ 蛋白表达水平的

影响（ｎ＝ ４，∗Ｐ＜０ ０５）
Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ ｏｎ Ｒｕｎｘ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１

ｃｅｌｌｓ 　 （ ａ ） Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ Ｒｕｎｘ２ ａｎｄ ＧＡＰＤＨ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，
（ｂ） Ｒｕｎｘ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ＧＡＰＤＨ

１４５９ 的 ３ 组分别命名为干扰组 １、２、３，测得 ３ 组样

本中 Ｒｕｎｘ２ 的相对表达量分别为 ０ ７３６ ５±０ ０８０、
０ ５５５ ２± ０ ０７２、 ０ ２０９ ８ ± ０ ０８９。 经 计 算 得 出

ｓｉ⁃Ｒｕｎｘ２⁃ｍｕｓ⁃４９２、 ｓｉ⁃Ｒｕｎｘ２⁃ｍｕｓ⁃９０９ 和 ｓｉ⁃Ｒｕｎｘ２⁃
ｍｕｓ⁃１４５９ 的干扰效率分别为（２６ ３±８ ２）％ 、（４４ ５±
７ ２）％ 和 （ ７９ ０ ± ８ ９）％ （见图 ３）。 因此，选取

ｓｉ⁃Ｒｕｎｘ２⁃ｍｕｓ⁃１４５９ 作为干扰片段进行后续实验。

图 ３　 Ｒｕｎｘ２ 干扰效率测定（ｎ＝ ３，∗∗∗Ｐ＜０ ００１）
Ｆｉｇ．３　 Ｔｅｓｔ ｏｎ ｓｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ Ｒｕｎｘ２　

（ａ） Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ Ｒｕｎｘ２ ａｎｄ ＧＡＰＤＨ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ａｐｐｌｙｉｎｇ
ｓｉ⁃Ｒｕｎｘ２， （ｂ） Ｒｕｎｘ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ＧＡＰＤＨ

为进一步探究 Ｒｕｎｘ２ 表达水平对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１
细胞迁移的影响，使用 ＲＮＡ 干扰技术特异性降低

Ｒｕｎｘ２ 的 表 达 水 平。 干 扰 组 细 胞 予 以 转 染

ｓｉ⁃Ｒｕｎｘ２，对照组转染 ｓｃｒａｍｂｌｅ ＮＣ 片段。 在干扰

后 ２４ ｈ 进行划痕实验，分别于干扰后 ２４、４８ ｈ 拍

照，计算划痕愈合指数（见图 ４）。 划痕实验结果

表明，干扰 Ｒｕｎｘ２ 可以显著降低 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞

的迁移能力。
２ ４　 周期性机械牵拉通过上调 Ｒｕｎｘ２ 促进

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞迁移

为探究机械牵拉促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞迁移

图 ４　 干扰 Ｒｕｎｘ２ 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞迁移的影响（ ｎ ＝ ４，
∗Ｐ＜０ ０５，标尺＝ １００ μｍ）

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ｓｉ⁃ＲＮＡ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１
ｃｅｌｌｓ　 （ ａ） Ｐｈａｓｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｇｒａｐｈｓ， （ ｂ） Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ
ｉｎｄｅｘ

的分子机制，向牵拉组和静止组细胞分别转染

ｓｉ⁃Ｒｕｎｘ２和 ｓｃｒａｍｂｌｅ ＮＣ 片段，干扰 ２４ ｈ 后给牵

拉组加载周期性机械牵拉。 加载周期性机械牵

拉 ０、２４ ｈ 后，拍摄静止 ⁃非干扰组 （ ｓｔａｔｉｃ⁃ＮＣ） 、
牵拉 ⁃非 干 扰 组 （ ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ⁃ＮＣ） 、静 止 ⁃干 扰

Ｒｕｎｘ２ 组 （ ｓｔａｔｉｃ⁃Ｒｕｎｘ２ ） 和牵拉 ⁃干扰 Ｒｕｎｘ２ 组

（ ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ⁃Ｒｕｎｘ２）的划痕相差图，并计算划

痕愈合指数（见图 ５） 。 结果表明，非干扰 ⁃牵拉

组在 ２４ ｈ 后 的 划 痕 愈 合 指 数 （ ０ ７２７ ７ ±
０ ０１０）最高，说明该组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的迁移

最强。 牵拉 ⁃干扰组 （ ０ ３８１± ０ ０５６） 和静止 ⁃非
干扰组（ ０ ４８２ ± ０ ０３５） 的划痕愈合指数较高，
而干扰 ⁃静止组的愈合指数 （ ０ ２６８ １ ± ０ ０５４ ）
最低。

图 ５　 干扰 Ｒｕｎｘ２ 对机械牵拉促进ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞迁移的影响

（ｎ＝ ４，∗∗∗Ｐ＜０ ００１，标尺＝ １００ μｍ）
Ｆｉｇ．５ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ｓｉ⁃ＲＮＡ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１

ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｂｙ ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ 　 （ ａ） Ｐｈａｓｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ
ｇｒａｐｈｓ， （ｂ） Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎｄｅｘ
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２ ５　 Ｒｕｎｘ２ 下游分子检测

为进一步探讨牵拉上调 Ｒｕｎｘ２ 对骨愈合的影

响，检测 Ｒｕｎｘ２ 可能的下游分子 ＶＥＧＦＡ、ＭＭＰ１３ 的

ｍＲＮＡ 水平及 ＳＯＳＴ 的蛋白表达水平。 结果显示，
在特异性抑制 Ｒｕｎｘ２ 表达后，ＶＥＧＦ 和 ＭＭＰ１３ 的

ｍＲＮＡ 水平显著降低。 同时，抑制 Ｒｕｎｘ２ 后，ＳＯＳＴ
的蛋白表达水平显著升高（见图 ６）。

图 ６　 干扰 Ｒｕｎｘ２ 对下游分子的 ｍＲＮＡ 水平及蛋白表达水平的

影响 （ｎ＝ ４，∗∗∗Ｐ＜０ ００１）
Ｆｉｇ．６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ｓｉ⁃ＲＮＡ ｏｎ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ 　 （ ａ） ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＶＥＧＦＡ，
（ｂ） ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＭＰ１３， （ｃ） Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＳＯＳＴ ａｎｄ
ＧＡＰＤＨ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， （ｄ） ＳＯＳＴ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ＧＡＰＤＨ

３　 讨论

骨折愈合是各种细胞、细胞因子和力学微环境

在时间和空间上相互配合的高度有序的过程［１］。
骨折发生后，成骨前体细胞在细胞因子和力学刺激

的影响下向损伤部位迁移，并进一步增殖、分化、继
而形成成熟的骨组织［９］。 近年来，以 Ｉｌｉｚａｒｏｖ 技术为

代表的诸多临床实践提示，力学刺激在骨再生过程

中占据重要地位［１０］。 本文聚焦机械牵拉对成骨前

体细胞迁移产生的影响，探讨 Ｒｕｎｘ２ 对机械牵拉促

进成骨前体细胞迁移的调控作用，为骨科治疗方法

的创新提供理论依据。
本文证实，机械牵拉可以通过上调 Ｒｕｎｘ２ 表达

量促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的迁移。 在对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细

胞施加幅度 １５％ 、频率 １ ２５ Ｈｚ、持续 ２４ ｈ 的机械牵

拉后，细胞迁移显著增强。 使用 ＲＮＡ 干扰技术降低

Ｒｕｎｘ２ 的表达水平，并对其加载相同参数的力学条

件，结果显示机械牵拉对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞迁移的促

进作用被部分减弱。 以上结果表明，机械牵拉可以

通过上调 Ｒｕｎｘ２ 的表达促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的

迁移。
ＯＢ 及成骨前体细胞在的定向迁移是骨折愈合

的先决条件［１１］。 ＯＢ 及其前体细胞迁移在骨折愈合

和骨平衡的维持中均发挥重要作用，未分化 ＯＢ 比

已分化 ＯＢ 具有更大的迁移能力，这种迁移的实现

可能与 ＯＢ 的血管浸润相关，迁移过程受到化学信

号和力学信号的调控。 Ｓｈｉｒｌｅｙ 等［４］追踪 ＯＢ 运动发

现，截骨术后一些 ＯＢ 从骨髓较远的位置迁移到损

伤部位，证实成骨前体细胞的迁移参与骨折愈合过

程。 Ｇｅｕｒｔｚｅｎ 等［１２］ 在斑马鱼的骨折模型中观察到

ＯＢ 向损伤部位的移动，并且这种向损伤部位的移

动是 ＯＢ 激活后的主动迁移，而非增殖引起的被动

迁移。 对 ＯＢ 迁移的研究不但有助于运用力学手段

促进骨愈合，还可以帮助设计具有优良生物学功能

的骨移植替代材料。 运用机械刺激促进 ＯＢ 向生物

材料定向迁移的原理，有望促进周围骨组织爬行替

代成骨材料的过程，解决骨缺损难题［１３］。
机械牵拉是影响细胞迁移的一个重要因素。

Ｚｈａｎｇ 等［１４］ 对间骨髓充质干细胞 （ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ⁃
ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＢＭＳＣｓ） 施加幅度

１０％ 、频率 １ Ｈｚ、持续 ８ ｈ 周期性牵拉。 结果表明，
机械牵拉可以激活 ＦＡＫ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路，促进

ＢＭＳＣ 迁移。 本研究中，机械牵拉促进ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１细
胞迁移的效应可能由 Ｒｕｎｘ２ 介导。

Ｒｕｎｘ２ 是成骨前体细胞分化的标记分子，在
ＭＳＣ 的成骨分化过程中发挥重要作用［１５］。 磷酸化

是调节其生物学活性的重要方式，该过程发生在细

胞核内，主要由 ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ 介导［１６］。 值得注意的

是，近年许多研究已证实 Ｒｕｎｘ２ 可以对多种细胞的

迁移产生重要影响。 Ｆｕｊｉｔａ 等［６］研究证实，Ｒｕｎｘ２ 的

表达水平与 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的迁移水平之间存在正

相关性，Ｒｕｎｘ２ 通过与 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路耦合的方

式促进 ＯＢ 和软骨细胞的迁移。 此外，Ｄｉｎｇ 等［１７］ 研

究发现，在周围神经损伤修复的过程中雪旺细胞和

轴突细胞中 Ｒｕｎｘ２ 的表达水平显著升高；在后续的

体外研究中，他们证实 Ｒｕｎｘ２ 可以通过激活 Ａｋｔ⁃
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ＧＳＫ３β 信号通路促进雪旺细胞的迁移。
机械牵拉可以通过 Ｒａｓ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信

号通路等多种途径实现对细胞内 Ｒｕｎｘ２ 水平的调

控。 Ｚｈａｎｇ 等［１８］对脂肪干细胞施加 １ 组不同时相

点的周期性拉伸，结果显示， Ｒｕｎｘ２ 在牵拉后表达

上调，ＥＲＫ 和 Ｐ３８ 均可作为力影响 Ｒｕｎｘ２ 等分化指

标的正向调节因子，并且 Ｐ３８ 的调控作用更迅速，
而 ＥＲＫ 的调节作用则显现较晚。 该研究结果表明，
在不同的时相点，机械牵拉上调 Ｒｕｎｘ２ 水平的机制

可能存在差异。 Ｇａｏ 等［１９］ 通过对黄韧带细胞施加

牵拉发现， Ｒｕｎｘ２ 的表达量明显升高，并且伴随

Ｈｅｄｇｅｈｏｇ 通路的激活，说明机械牵拉对 Ｒｕｎｘ２ 的升

高作 用 可 能 是 由 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ 通 路 介 导。 Ｃｏｓｔｅｓｓｉ
等［２０］研究认为，力对 ＯＢ 中 Ｒｕｎｘ２ 的影响可能是骨

细胞、ＯＢ、骨髓干细胞、ＥＣ 等多种细胞共同作用的

结果；进而提出一种可能的方式，即骨细胞在这个

过程中发挥力学感受器的作用，接受刺激并以旁分

泌 ＡＴＰ 的方式传递信息，诱导 ＯＢ 中 ＰＫＣ 的激活，
进而引起 ＯＢ 核中的 Ｒｕｎｘ２ 基因的活性增强。 该研

究结果提示，构成骨组织的不同细胞间可能存在分

工和信息交流，以一个整体的形式对力学刺激做出

响应。 此外，ｍｉｃｒｏＲＮＡ 和细胞外囊泡也可以调控细

胞受到力学刺激的发生改变的过程［２１］。 除机械牵

拉外， 流体剪切力也可改变 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞内

Ｒｕｎｘ２ 的表达水平，这种效应是经由力学刺激敏感

的离子通道 ＰＩＥＺＯ１ 介导而实现［２２］。 上述研究结

果提示，多种形式的力学刺激都能对 Ｒｕｎｘ２ 的表达

量产生影响，最终的表现可能是包括牵拉、剪切力

在内的多种力综合作用的结果。
Ｒｕｎｘ２ 在细胞能具有广泛的生物学效应，它的

下游分子包括 ＶＥＧＦＡ、 ＳＯＳＴ 及 ＭＭＰ１３ 等［１５］。
ＭＭＰ１３ 作为调节 ＥＣＭ 生成的重要酶，可能参与调

节 ＯＢ 迁移的过程。 基质金属蛋白酶调节细胞迁移

的现象已经在肝癌细胞中被观察到［２３］。 本文的

ＰＣＲ 结果证实了 Ｒｕｎｘ２ 对 ＭＭＰ１３ 和 ＶＥＧＦＡ 的调

节作用，提示周期性机械牵拉在促进 ＥＣＭ 形成和

血管形成方面发挥作用。 值得注意的是，Ｒｕｎｘ２ 本

身还具有强大的促成骨分化的功能，它的下游分子

ＳＯＳＴ 是调节 Ｗｎｔ 信号通路的负性调节因子［２４］。 本

文发现，干扰 Ｒｕｎｘ２ 会显著上调 ＳＯＳＴ 的表达，表明

对于机械牵拉作用下的 ＯＢ 而言，Ｒｕｎｘ２ 可能具有

促迁移和促成骨分化的双重作用。

４　 结果

骨生物力学环境会对骨生长、发育及损伤修复

的过程产生重要影响，因而改善骨生物力学环境对

促进骨折愈合具有重要意义［２５］。 本文结果表明，在
机械牵拉促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞迁移的过程中，Ｒｕｎｘ２
可能发挥重要作用。 研究结果为骨科医生利用力

学刺激改善骨愈合、降低骨延迟愈合及骨不连发生

率和设计符合骨生物力学微环境的新型内固定材

料提供新思路。
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Ｅｎｇ Ｒｅｇｅｎ Ｍｅｄ， ２０２０， １４（１１）： １６３０⁃１６４０．

［１４］　 ＺＨＡＮＧ Ｂ， ＬＵＯ Ｑ， ＣＨＥＮ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｃｙｃｌｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ
ｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｂｕｔ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ
ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ， ２０１５， １４
（２）： １５５⁃１６４．

［１５］　 ＫＯＭＯＲＩ Ｔ． Ｒｕｎｘ２， ａｎ ｉｎｄｕｃｅｒ ｏｆ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ａｎｄ
ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０１８，
１４９（４）： ３１３⁃３２３．

［１６］　 ＶＩＭＡＬＲＡＪ Ｓ， ＡＲＵＭＵＧＡＭ Ｂ， ＭＩＲＡＮＤＡ ＰＪ， ｅｔ ａｌ．
Ｒｕｎｘ２： Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌ， ２０１５，
７８： ２０２⁃２０８．

［１７］　 ＤＩＮＧ Ｄ， ＺＨＡＮＧ Ｐ， ＬＩＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｕｎｘ２ ｗａｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｎｅｕｒｉｔｅ ｏｕｔｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｓｃｈｗａｎｎ ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｃｒｕｓｈ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ Ｒｅｓ，
２０１８， ４３（１２）： ２４２３⁃２４３４．

［１８］　 ＺＨＡＮＧ Ｌ， ＷＡＮＧ Ｙ， ＺＨＯＵ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｃｙｃｌｉｃ ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒｅｓｓ

ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｉｐｏｓｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
ｖｉａ ＥＲＫ ａｎｄ ｐ３８ ｐａｔｈｗａｙｓ ［Ｊ］ ． Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ， ２０１９， ３７
（１０１４３３）： １⁃６．

［１９］　 ＧＡＯ Ｒ， ＳＨＩ Ｃ， ＹＡＮＧ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｔｈｅ ｏｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇａｍｅｎｔｕｍ ｆｌａｖｕｍ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ
Ｉｎｄｉａｎ ｈｅｄｇｅｈｏｇ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｍｅｄ Ｒｅｐ，
２０２０， ２２（２）： １１１９⁃１１２８．

［２０］　 ＣＯＳＴＥＳＳＩ Ａ， ＰＩＮＥＳ Ａ， Ｄ ＇ＡＮＤＲＥＡ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｔｒａｃｅ⁃
ｌｌｕｌａｒ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ａｃｔｉｖａｔｅ Ｒｕｎｘ２ ｉｎ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ
ＨＯＢＩＴ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ： Ａ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｌｉｎｋ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ’ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｂｏｎｅ，
２００５， ３６（３）： ４１８⁃４３２．

［２１］　 陈远秀， 包晗， 阎靖， 等． 周期性张应变调控血管平滑肌细
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学， ２０２０， ３５（１）： ４９⁃５５．
ＣＨＥＮ ＹＸ， ＢＡＯ Ｈ， ＹＡＮ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ ｉｎｄｕｃｅｓ
ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣｓ ｗｉｔｈ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ａｎｄ
ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｉｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｍｅｄ Ｂｉｏｍｅｃｈ， ２０２０， ３５（１）：
４９⁃５５．

［２２］　 ＳＯＮＧ Ｊ， ＬＩＵ Ｌ， ＬＶ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｕｃｅｓ
Ｒｕｎｘ⁃２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｉａ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＩＥＺＯ１ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３⁃
Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ Ｉｎｔ， ２０２０， ４４（７）： １４９１⁃１５０２．

［２３］　 ＷＡＮＧ Ｃ， ＩＮＺＡＮＡ ＪＡ， ＭＩＲＡＮＤＯ ＡＪ， ｅｔ ａｌ． ＮＯＴＣＨ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓ ｉｓ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｒｅｐａｉｒ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ， ２０１６， １２６（４）： １４７１⁃１４８１．

［２４］　 ＭＡＥＤＡ Ｋ， ＫＯＢＡＹＡＳＨＩ Ｙ， ＫＯＩＤＥ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｏｎｅ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ｂｙ Ｗｎｔ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０１９， ２０（２２）： １⁃３７．

［２５］　 ＡＵＧＡＴ Ｐ， ＨＯＬＬＥＮＳＴＥＩＮＥＲ Ｍ， ＲＵＤＥＮ Ｃ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ
ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ ｂｏｎｅ ｈｅａｌｉｎｇ
［Ｊ］ ． Ｉｎｊｕｒｙ， ２０２０， １３（２４）： １⁃６．

８６１
医用生物力学　 第 ３７ 卷　 第 １ 期　 ２０２２ 年 ２ 月

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃｓ， Ｖｏｌ． ３７　 Ｎｏ．１， Ｆｅｂ． ２０２２




