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牵张作用对成骨样细胞 M G 63 的线粒体跨膜电位的影响
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摘要 目的
:探讨在低渗透压形成的静牵张应力环境下线粒体跨膜电位与细胞增殖分化及调亡的关系

。

方法 : 用成骨样细胞 M G 63

细胞株进行体外培养
、

扩增
,

在对数生长期采用不 同的低渗透压对细胞进行刺激
,

检测不 同作用条件下线粒体跨膜电位 (△平 m )
、

细胞增殖比例 ( S期百分比 )以及调亡指数
。

结果 : 240 m o s m 组 △平m 呈上升趋势
,

4 h 达到峰值
,

6 h逐渐下降
,

但仍高于对照组 ;

16 3 m o sm 组△平m 在 6 h 时明显降低
。

2 7 7 和 2 40 m o s m 组 S期百分比在 6 h 和 s h 达到峰值 ( 26
.

54士 0
.

7 1
,

2 8
.

10土 0
.

3 9 ; 26
.

9 6土

.0 33
,

28
.

55 土 .0 26 )
。

三个实验组的凋亡峰均提前
,

且大于对照组
,

尤以 163 m o s m 组为最 ( 5 .4 87士 .0 78 ★ )
。

结论 : 成骨样细胞

M G 63 八平m 的变化与时间和力学刺激强度有一定的依赖性
,

预示线粒体跨膜电位的变化与细胞增殖活性之间存在一定的关系
。
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前言

牙槽骨的改建一直是 口腔正畸及修复治疗中学者们关心

的问题
。

为探讨机械应力对成骨细胞功能影响
,

在体外模拟成

骨细胞受力的实验研究已经很多
。

如何促进成骨细胞的增殖
、

分化
,

并抑制其凋亡
,

获得良好的骨组织结构
,

是口腔医学
.

整

形修复以及骨缺损重建等临床医学希望解决的问题
。

模拟成骨

细胞体外受力的形式很多
,

其中最常用的是四点弯曲加力和流

体剪切力川
。

由于低渗透液加力方式多用于膜片钳技术
,

该加载

方法简便
、

准确
,

且可以对各组细胞同期批量加载
,

是一种值得

推广的力学加载方式
。

线粒体作为细胞代谢的能源基地和呼吸

代谢的场所
,

其跨膜电位的维持
,

对细胞的氧化磷酸化
、

A T P 等

合成具有重要生物学意义
。

本实验拟尝试采用低渗透液加载方

式
,

探讨成骨细胞在该应力作用下
,

线粒体跨膜电位的变化
,

以

及与细胞增殖分化和凋亡的关系
,

为口腔细胞生物力学提供基

础性研究
。

1 材料和方法

1
.

1 主要材料

人成骨样细胞株 M G
一

63 ( 中国典型培养物保藏中心
,

武

.
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汉 )
,

D M EM 细胞培养基 (高糖 ) ( GBI C O公司
,

美国 )
,

小牛血清

(哈里
,

中国 )
,

六孔培养板 ( F A L C ON
.

U SA )
,

JC
一

l ( 5
,

5
, ,

6
,

6、 et atr
-

e h loor
一

l
,

l p马
,一

et atr e ht y】玩 n 幻m id a Z o lyl e ar bo c yan l n e ied i奴 T 3 16 8
,

lF cu
a U S A )

,

共聚焦激光扫描显微镜 ( CT S S PZ
,

eL i ca 公司
,

G
emr an )

、

流式细胞仪 ( B ce ot n 一

D ie ik n so n 公司的 F A C So rt )

1
.

2 细胞培养

人类成骨样细胞株 M G
一

63
,

用含 10 % BF S 的 D M EM 培

养
,

同时加人 100 田m l青霉素
、

10 0 u创m l链霉素
,

培养条件为

37 ℃
,

5 % C O Z
。

经过扩增
、

.0 25 %胰酶和 .0 03 % E D AT 溶液消

化
,

并按 1 : 4进行传代
。

传代后的细胞均匀接种于六孔板的爬

片上
,

每孔接种密度约为 2 : 10 ,m/ l
,

至亚融合状态时加人无血

清培养基孵育 12 h
,

使细胞同步化
,

随后加人含 10 % BF S 培养

基进行实验
。

1
.

3 实验分组

实验分为三个低渗组和一个对照组
,

每组重复细胞孔数为

3
,

按正常人的血浆渗透压标准 ( 28 ) 3 20 n u n o
比 )设计 3 组低

于正常范围的低渗液
。

1 组
:

渗透压为 2” m o s m ;2 组
:

渗透压

为 24 0 m o s m ; 3 组
:

渗透压为 16 3 m o s m ; 4 组 : 为空白对照组

( D M EM )
。

将成骨样细胞株 M G
一

63 接种在 6孔板中
,

每孔均放

有盖玻片
,

待细胞生长处于对数生长期时
,

分别加人上述预先

配置好的不同低渗液
,

对照组重新换成新鲜的 D M EM 培养液
。

实验中各组视检测目的进行相应的处理
。

1
.

4 低渗液的配制

低渗液配制参阅相关文献冈
。

由以下成分组成
: 154 m M 甘

露醇
,

65 m M N aC I
,

5
.

5 m M K C I
,

l 血M M gC 12 ,

1 m M e a C 1 2 ,

2 0

m M EH p E s ( P H 7
.

4 iw ht N ao H )
,

8 m M 葡萄糖
,

l m留m l 牛血

清白蛋白
,

低渗溶液 ( 16 3
,

2 40
,

2” m o s m )除了甘露醇浓度不

同外
,

其它成分均相同
。

渗透压由气压型渗透压计在室温下检

测校对
。

对照组为 D M EM 组 ( D M EM 渗透压为 2 82 s
mm

o
ljL )

。

1
.

5 线粒体跨膜电位 M P (八甲m )的检测

在标本进行荧光染色前采集图像
,

用以校正暗电流和杂散

光线的影响
。

采集跨膜电位为 0 的图像
,

用以校正非特异性结

合产生的荧光
。

为此
,

可将浴液换成为等渗高钾溶液 ( 14 0

~ 比 )
,

并加人 1卜而L 的 v al in o m y c in
,

将细胞和线粒体跨膜

电位钳置于 0
,

此时采集的图像即为非特意结合荧光图
。

将上述接种密度为 xZ 10 5

加1细胞培养板
,

弃原培养液
,

加

人不同渗透压的低渗液
,

分别于 .0 5 h
、

Z h
、

4 h 和 6 h 后弃去
,

用 PB S 冲洗
,

加人 1
.

s um
。
比 的 J C

一

l 荧光染料
,

置于细胞培养

箱里孵育 30 m in 后
,

弃原液
,

用 PB S 缓冲液反复冲洗 3次
.

采

用激光共聚焦显微镜检测红绿荧光比值
。

激光共聚焦显微镜采

用双通道激发波长
.

绿色激发波长为 4 90 nln
,

发射波长为 527

nnI
;红色激发波长为 4 90 nln

,

发射波长为 5 90 lun
。

MP 体平m )通

过红绿荧光比值来进行测量
,

计算公式为 M P = lgo -R !go G
,

其

中 R
、

G 分别为红绿荧光强度值
。

1
.

6 细胞增殖周期的检测

细胞培养处理同上
,

在加人不同渗透压液体后
,

分别在 .0 5

h
、

4 h
、

6 h
、

s h
、

24 h 和 48h 收集细胞
,

7 5 %乙醇固定
,

4 ,C保存
。

制备单细胞悬液后
,

碘化丙吮染色 30 m in
,

流式细胞仪检测`3, ,

分析细胞 S期细胞百分比以及凋亡率的变化
。

1 7 统计分析

样本统计采用计量资料
,

所得数据以均数士 标准差 (又土 s)

表示
,

组间差异比较采用单因素方差分析法
,

所有数据处理均

在 SP Ssl .2 0统计软件上进行分析
。

p < 0
.

01 时
,

差异有显著性
。

2 结果

2
.

1 不同渗透压作用对线粒体跨膜电位 (△平m )影响

细胞染色图像中可以看到
,

胞浆中充满了大量的颗粒状或

丝状线粒体
,

没有细胞核染色出现
。

背景染色不明显
。

说明该荧

光染料特异性很高
。

通过对线粒体跨膜电位的荧光定量分析发

现
,

随着渗透压的降低
,

以及作用的时间延长
,

红色荧光增强
,

绿色荧光减弱
,

△平m 有增高的趋势
,

其中 27 7 m o s

ha 平m 轻度

增高
,

但与对照组没有明显差别 ; 2 40 m o s m 组 八平m 总体高于

对照组
,

且作用 Z h
、

4 h和 6 h 时
,

△伞m 明显高于对照组
,

在作

用 4 h时达到峰值
,

两组比较有统计学差异
,

p < .0 01 ; 163 m o s m

在作用初期
,

就有明显的△平m 增高
,

但是随着作用时间的延

长
,

红色荧光减弱
,

绿色荧光明显增强
,

△伞m 降低
,

且作用 4 h

l)I 后 日日月棍干时昭幻 两拍 冲协 。 心n nl ( 冈 n

红色荧光为主
.

红绿荧光比值增高
,

:b 24 m0 o s m 低渗透液作用 M G 63 b6 线粒体红色荧光减少
.

红绿荧

光比值降低
,

c : 163 m os m 低渗液作用 M G 63 h4
,

线粒体的绿色荧光明显增强
,

红色

荧光减少
,

:d 163 m o s m 低渗液作用 M G63 4 h
,

线粒体的绿色荧光继续增强
,

红色荧光依稀可见
,

Fig
.

l a ,

b : hT e im ag e o f M G 6 3 e e lls

etr aet d iw th 2 4 0 m 0 s m h yP o to n ie

s o lu t i o n fo r 4 h
, a di s it n e t e n han e e m e n t o f er d fl

u o er s e e n t w as i
n s pe e t e d

(
x 4 0 ) ; e ,

d : hT e im a ge o f l 6 3 m o s m gor uP for 4 h an d 6 h
, a n o b v io u s

e n
h an e

em en t o f gr ee n fl ou 传 cs en t w as in s pe e tde (
x 4 0 )

,

.2 2 不同时间段渗透压静牵张力作用对细胞增值变化的影响

通过对 S 期分析发现
,

细胞增殖具有时间规律
。

不同渗透

压对 S期的影响在 24 h 以内变化不是很大
。

另外
,

几乎所有实

验组和对照族均表现为 6 h 到 s h 的 S期比值最高(表 1 )
。

.2 3 不同时间段渗透压静牵张力作用对细胞凋亡率的影响

通过对细胞凋亡率分析发现
,

各实验组在作用 4 h后都出

现明显的凋亡峰值
,

163 m o s m 组明显高于其它实验组以及对

照组 ; 24 Om o s m 组高于对照组的凋亡峰值
。

以后随着作用时间

的延长
,

各组凋亡率呈现降低趋势
,

但 163 m o s m 组仍高于其

它组
。

在 24 h 时
,

163 m o s m 再次出现高的凋亡峰值 (表 2 )
。
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表 1牵张作用对成骨样细胞 M G 63 增殖变化的影响 (%,
n = 72汉土 s)

Tab le 1 Th e e ffe e t s o f s tr e t e h in g o n

orP li fe art io n in o s t e o b la s t
一

li k e e e l l

M G 3 ( n = 7 2
, x 士 s )

T im e H yP
o t o n ic so lu t ion 脚

u p

C o n
otr l 2 77m os m 2 40m os m 163 m o sm

咬h )

C阳uP Gr
o uP G m叩

0
.

5 7刀3土 0 2 6 7 43土 0
.

3 3 6石7土 0乃 l* 2名9土 0 3 6

表 2 不同渗透压培养液在不同时间细胞凋亡率变化情况《%刀= 72
,

让 s)

T ab le 2 hT e e
ffe

e t s o f s t r e t e h in g o n aP OP ot s is 1n d e x o f o st e
Ob la st

一

l ik e e e ll

M G3 (%
,

=n 7 2
,

元土 s )

T im e H yl 幻 t o n ie so lut io n

gor uP
C o n t T0 1

—
(h) 27 7m 0 s m 组 24 h(a o sm 组 163m o sm 组

05 2
.

23士 02 9 2
.

93士 0石7 1
.

77士 0 4* 1
.

19士 0 .3 1

4 20
.

17士 0名2 2 0
.

15土 0
.

12* 2 8 2 9土 0石 l * 5 4名7土 0
.

7 1

4 2 4
.

4 8士 0
.

7 9 24 3 2土 0 4 0 2 5
.
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3 讨论

3
.

1 线粒体跨膜电位《△平m 】的维持以及意义

线粒体跨膜电位的维持
,

是通过电子传递链在能量方面有

利的电子流
,

将质子自由基泵送过膜
,

建立起一个跨线粒体内

膜的电化学质子梯度
。

因此主动泵送质子导致两个结果
: 1产

生一个跨线粒体内膜的质子 ( H+) 浓度梯度
,

使得基质的 P H

(约为 8) 较通常 P H 接近 7 的膜间隙高一个单位
。

2产生一个

线粒体内膜的膜电位
,

其内侧 (基质侧 )为负而外侧为正间 。

也就

是说任何刺激因素一旦改变线粒体内膜质子转运
,

都将改变线

粒体跨膜电位
;而跨膜电位的变化

,

将影响到细胞代谢
,

包括氧

化磷酸化
,

以及 A T P合成
、

转运
,

从而影响到细胞生物学特性
。

.3 2 JC
一

1荧光染料的特点

实验中选用的 JC
一

1是一种阳离子型的亲脂性活细胞染

料
,

对线粒体具有特异性的荧光探针 l5]
。

可以自由通过细胞膜
,

可随么平m 的变化在膜两侧保持一种动态平衡
,

由于其与非线

粒体以外的膜无结合作用
,

因此可以排除其它假阳性结果的干

扰
。

在△平m 低时
,

J C
一

1 以单体形式聚集的浓度也降低
,

激发波

长为 4 90 nln
,

最大发射波长为 527 nln
,

表现为绿光 ; 当跨膜电

位升高时
,

则以聚集体形式存在
,

激发波长为 4 90 n m
,

最大发

射波长为 590 nrnI
,

呈现红光
。

采用双色红绿荧光比值检测

MP
,

所用公式为
:

MP
二 log R

一

fo gG
,

其中 R
、

G 分别为红绿荧光

强度比值
。

R
、

G 仅依赖于跨膜电位的变化而变化
。

而不受其它

干扰荧光信号的因素
,

如线粒体大小
,

形状以及密度等
。

3
.

3 △平m 与细胞增殖的关系

△甲m 的改变
,

将影响到细胞的氧化磷酸化以及 A T P 的合

成
、

转运等生物学功能141 。

实验中发现
,

△伞m
、

S期百分比以及细

胞凋亡率的变化均表现出一定的相关性
。

从渗透液由 277

m o sm 到 2 40 m o sm
,

再到 163 m o sm
,

渗透压逐渐降低
,

以及作

用的时间延长
,

△平m 有增高的趋势趋势
,

共聚焦显微镜下可以

看到
,

染色的线粒体中红色荧光增强
,

绿色荧光相对假弱 ( 图

2A )
。

同期细胞的 S 期百分比增高
,

凋亡峰形成
,

说明低渗刺激

可增强线粒体呼吸功能
,

使ND
A 合成增多

,

细胞代谢活跃
。

其

中 27 7犯以曲组的△平m 轻度增高
,

但与对照组没有明显差别 ;

240 川加m 组的△甲也 总体高于对照组
,

4 h 时达到峰值
,

以后

有所回落
,

但维持在一个较高水平
。

2 77 m o sm 组
、

2 40 m o sm

组
、

163 m o s m 组和对照组均表现为 6 h 到 s h 的 S 期比值最

高
,

提示该时期为细胞增殖旺盛期
。

试验中还发现
,

随着低渗液

作用时间的延长
,

以及渗透压的降低
,

2” 和 24 0 m o s m 凋亡率

值呈现降低趋势
。

但在 24 h时 163 m o s m 组再次出现高的凋亡

峰值
。

48 h 以后各组趋于平稳
。

分析原因
,

可能由于 2 77 m o s m

和 24 0 m o sm 刺激强度较弱
,

受损细胞相对较少 ;而 163 m o s m

组刺激强度相对较大
,

受损细胞较多
,

细胞机械应答作用更强

烈
,

细胞凋亡率增加
。

说明长时间过大应力
,

不利于骨的改建
,

骨组织表现以吸收为主
。

这一点已经被实验和临床所证实闻
。

3
.

4 低渗透液与其他力学加载形式的不同

低渗透液是降低细胞外环境的渗透压
,

一方面是导致大量

的离子和小分子进人胞浆内
,

导致胞膜持续膨胀发生形变
,

形

成持续的机械静牵张作用
,

从而激活胞膜表面的一系列机械信

号通道 ; 另一方面由于渗透压的改变
,

还可能激活胞膜内外的

电化学通道
,

如 N +a
、

+K 泵等
,

从而引发一系列的细胞生物学

特性 l4]
。

因此
,

本试验所得的结论还不能与单纯的机械应力结果

等同
,

其中的机制还有待于进一步的研究
。

但是采用低渗透压

加载研究成骨细胞的力学响应
,

不失为一个操作简单
,

便于控

制的力学形式
,

有其一定的优越性
。

致谢
:
衷心感谢四川大学口腔生物医学实验室对本课题支持
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链霉素 S M主要作用于 MT的核糖体
,

诱导遗传密码的错

读
,

抑制 m R N A 转译的开始
,

干扰转译过程中的校对
,

从而抑

制蛋白质合成
。

最近研究认为
,

某些菌株耐 SM 是由于其核糖

体蛋白 51 2 编码基因 印 s L 或 165 r

NR A 编码基因爪 突变所

致
,

虽然 srr 突变也会导致部分 M T 耐 SM
,

但 pr s L 突变是 SM

耐药的主要分子机制 11 ’ ,2I]
。

本试验中
,

32 株 S M 敏感株未检出

sr p L 基因突变 ; 而 30 株耐 SM 分离株中 21 株 ( 70 .0 % )出现

ss c P 泳动异常
,

表明 srP L 基因发生突变
,

导致这些结核杆菌

耐 SM
,

另 7株分离株未出现 S SC P 泳动异常
,

可能尚存在其他

耐药机制
,

如 :细胞渗透性等l3I]
。

本实验选取样品测序的结果中

发现 11 株 43 位密码子发生突变
,

为从 G弓 A G G ( A s n .---- A r g )
,

5株为 88 位密码子发生突变
,

为从 G o A G G ( A sn 一A r g )
,

同

文献报道 113 ,l ,oJ

乙胺丁醇是一种阿拉伯糖类似物
,

作用于靶分子阿拉伯糖

基转移酶
,

抑制其聚合入阿拉伯半乳聚糖
,

从而影响细胞壁分

枝菌酸
一

阿拉伯半乳聚糖
一

肤聚糖复合物的形成
,

导致菌细胞

的死亡
,

同时也使作用于细胞内靶分子的药物 (如利福平等)更

易进人细胞而出现协同抗结核作用 llfl
。

本研究结果显示
,

33 株

EM B 敏感株与标准株有相同的 S s C P图谱
,

检测 29 株耐 EM B

分离株中有 19 株出现 SS C P异常
,

异常检出率达 65
.

5 %
,

5株

em b B 基因 3 06位密码子发生突变
,

为 A T G弓A AT (M e t+-- L le )
,

证明 e m b B 基因 (尤其是 3 06 位密码子 )突变是结核菌耐 EM B

产生的主要原因
。

但有一部分耐 EM B 菌株未检测到 e m b B 基

因有突变
,

提示某些菌株的耐 E M B 形成可能是存在其他耐药

机制
。

如文献报道恤侧在耐 E M B 分离株中
,

还检测到 e m b B

2 85 位 Ph e
( TT C )神助 u

( TT A )
、

330 位 Ph e ( TT C )弓V a l

( G T C )
、

6 30 位 T h r ( A C C )、 L le ( A T C )置换
。

此外
,

目前还发

现 e

mb A 和 e

mb C 氨基酸置换可引起少数结核菌耐 EM B
。

总之
,

本研究结果表明
,

P C R
一

SS C P技术对基因突变的诊

断与常规耐药性测定方法均有较高的符合率
。

在实验过程中我

们发现
,

P CR
一

SS C P技术操作比较简单
,

结果容易观察
,

是一种

应用价值比较高的耐药检测方法
,

一般具有一定条件的医院或

实验室均可开展此项检查
。

P C R
一

S SC P技术可能成为测定部分

结核分枝杆菌 EM B 耐药简便
、

快速的方法
。
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w a l l a r a b in an b i o s yn th e s is ht at 15 th e t ar g e t fo
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〔5」C h e n C a i hz e n ,

L u J ian
,

X u Hao
一

w e n , e t a l
.

E ffe e st o f lo n g
一

t e mr Ph ys i
-

c a l a c t iv i yt o n e o m Ple x o f s k e leat l m u
se le m i ot e

h o n d ir a o f o ld m i e e
IJ ]

.
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C h un
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,

S o n g R u
担
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S o n g Y e g u a n g
, e t a l

,

Hadr p a l a t e

le n gt he n in g b y P a lat a l su t
uer

e x Pan s io n : an e x P e ir m e n t a l s t u d y in
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C
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Effe
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ho l an d o x -

id at iv e s ter s s o n l i
v e r P a ht o lo gy

: th e
or le o f th e m i t o e h o n
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o n A le o -

h o l【J ]
.
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