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牵张应力对成骨肉瘤细胞MG-63中 RhoA和 ROCK表达的影响 *
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摘要 目的：探索机械牵张应力对人成骨肉瘤细胞 MG-63中 RhoA/ ROCK信号通路的影响。方法：将同一条件培养的细胞 MG-63

分为实验组(加力)与对照组(不加力)，实验组采用 Flexcell牵张应力加载系统，选择 12 %形变率作为加载应力值，分为五个时间

组，分别加载 1 h，4 h，8 h，12 h，24 h，RT-PCR检测 RhoA、ROCK mRNA水平表达的变化，Western-Blot检测 RhoA与 Rock蛋白
含量变化。结果：RT-PCR显示MG-63细胞受应力刺激后 1 h RhoA、ROCK均未见明显变化(P>0.05)，4小时后略有升高(P<0.05)，

在 8 h达到最大值 (P<0.05)，12、24 h降低，但仍高于对照组 (P<0.05)；Western-Blot显示 MG-63细胞受应力刺激后 1 h RhoA、
ROCK均未见明显变化，4 h仍未见明显变化，在 8 h达到最大值，12、24 h降低，高于对照组。结论：机械牵张力加载下 MG-63细

胞内 RhoA、ROCK表达升高并随时间增加出现峰值，提示其可能在成骨细胞力学信号转导过程中发挥重要作用。
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Effects of Stretch Stress on RhoA and ROCK Expression in MG-63 Cells*

To investigate the effects of mechanical strain on RhoA and ROCK expression in osteoblasts MG-63.

Mechanical strain at 12 % was applied to MG-63 cells for 0(control group), 1, 4, 8, 12 and 24 hours respectively in vitro. RhoA

and ROCK mRNA expression in the cells was examined by RT-PCR, RhoA and ROCK expressions were examined by Western Blot.

RT-PCR showed that mRNA expressions of RhoA and ROCK were not significantly changed after 1 h strain treatment(P>0.05)

and slightly increased within 4 hours of mechanical strain application. Then the expression rose to the highest value after 8 hours and
decreased after 12 and 24 hours (P<0.05). Western Blot represented a similar result. The protein expression was changed and up to the

top after 8 hours then decreased gradually after 12 and 24 hours (P<0.05). Mechanical strain elongation regulates RhoA and

ROCK expression of MG-63 cells and the expression was up to a maximum value with the increase of time． It was speculated that RhoA

and ROCK may play an important role in cell signal transduction of mechanical strain.
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前言

力学刺激可以使处于动态平衡的骨骼组织发生结构与功

能的适应性变，骨组织对力学刺激的反应与稳定性在口腔多个

学科中有重要作用，如错牙合畸形的治疗原理是在错位牙或畸

形颌骨上施加矫治力，通过机体颌骨、牙周组织等不同部位、不

同组织间内部产生的应力，使牙颌系统产生生物学效应发生组

织改建，最后达到矫治的目的[1]；种植体在一定的生理性载荷情

况下，也能形成骨性结合[2]，来维持种植体的稳定。骨骼收到外

界机械力学刺激后，经细胞处理，通过生物化学信号传递信息

并对刺激产生相应的组织结构变化的这一功能被称为“力学信

号转导功能”[3]。

在力学刺激的信号传递网络中，细胞骨架是非常重要的组

成部分，有实验发现人牙周膜细胞的细胞骨架在受到力学作用

后会发生形态变化[4]。细胞骨架由微管、微丝和中间纤维组成，

当细胞受到外力形态发生变化时，细胞骨架纤维进行重组[5]。

Rho是一种小分子量的 GTP结合蛋白(G－蛋白)，具有 GTP酶

活性，是胞内粘着斑和应力纤维的主要调控因子，与 rac、
cdc42、TC10等同属一个家族，在细胞骨架重组调控方面起重

要作用[6]。RhoA有控制肌球蛋白 II集聚肌动蛋白丝形成收缩

肌动蛋白束的能力[7]，且 RhoA的效应分子 ROCK是磷酸化肌
球蛋白和调节肌球蛋白功能的一个重要调节子，它接受 RhoA

传递的活化信号，介导其下游一系列磷酸化－脱磷酸化反应[8]，

抑制肌球蛋白磷酸酶活性，从而增加了肌球蛋白 II的磷酸化水
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平，诱导 RhoA介导的应力纤维和粘着斑装配[9]。ROCK在哺乳

动物中有 ROCK I和 ROCKⅡ [10]两种异构体，Yonedaet等人使
用的具体针对每个 ROCK亚型的 siRNA显示，ROCK I对应力

纤维的形成至关重要[11]。ROCK磷酸化肌球蛋白和多种球蛋白
调控蛋白，如 MYPT（调节肌球蛋白轻的亚基链磷酸酶）和
MLC(肌球蛋白轻链)[12]，激发交联肌动蛋白的肌球蛋白和肌动

蛋白增强收缩力。目前，关于 RhoA/ROCK信号通路的研究多

集中于平滑肌细胞、神经细胞等。如 Zhang Y N等实验发现在

平滑肌细胞中，机械牵张能够激活 Rho蛋白[13]。但 RhoA/ROCK

信号通路的研究逐渐扩展至成骨细胞，有研究使用 ROCK抑

制剂预处理成骨细胞，经力学加载后发现可抑制流体剪切力所

致的成骨细胞内肌动蛋白细胞骨架聚合和重建，说明

RhoA/ROCK信号通路调控流体剪切力介导成骨细胞细胞骨架

改建[14]。

本研究采用牵张应力加载成骨细胞，通过定性与定量的方

法测定 RhoA、ROCK含量变化，探讨其在成骨细胞力学信号转

导过程中的作用，为力学刺激对骨改建的作用机理提供支持。

1 材料和方法

1.1 材料
MG-63细胞(人成骨肉瘤细胞，第四军医大学唐都医院骨

科 )，MEM 培养基 (Hyclone，美国 )，Flexcel1 4000 加力系统
(Flexcell，美国)，细胞裂解液(RIPA lysis buffer，Pierce，USA)，兔

抗 RhoA 多克隆抗体(Santa Cruz，sc-179)，逆转录试剂盒(Ther-

mo，#k1622)，兔抗 ROCKⅡ多克隆抗体(abcam，ab71598)，抗兔

偶联辣根过氧化物酶的二抗(Santa Cruz，sc-2314)，脱脂奶粉(伊
利)，ABi7500实时定量 PCR仪(Applied Biosystem，USA)，实时

定量 PCR试剂盒 SYBR Premix Ex TaqTMⅡ (TaKaRa)，ECL发

光(GE Heahhcare RPN2232)，GE扫描(ImageQuant 350)。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 MG-63细胞使用含有 10 % FBS MEM 培养

基，在 37℃、5 %CO2条件下孵箱中培养，在细胞继续生长面积

达到皿底面积 80 %时，用 0.25 %胰酶消化传代。
1.2.2 细胞牵张应力加载 观察细胞生长稳定后，将细胞接种

于包被 I型胶原的 BioFlex弹性基底膜 6孔板内，当细胞生长

面积达到皿底面积 80%后，换用 2%FBS MEM培养液，继续培

养 24 h，使细胞同步化。然后，将细胞随机分为 5个实验组和 1

个对照组，5个实验组采用 Flexcel1 4000细胞加载系统分别加

载 1、4、8、12、24 h ，对照组不加力，与实验组相同条件下静态

培养。力学刺激为形变率为 12%，频率为 0.1 Hz。
1.2.3 实时荧光定量 PCR (RT-PCR) 各组细胞加力之后使用

Trizol法分别提取细胞 RNA，使用逆转录试剂盒按操作说明书

合成 cDNA。以 GAPDH作为内对照，实时定量 PCR的体系为：
(2× )SYBRPremix Ex Ⅱ 10 滋L，10 滋mol/L引物(表 1)各 1.0

滋L，cDNA 2 滋L，反应总体积为 25 滋L。
1.2.4 蛋白质印迹法测定 RhoA、Rock含量 将细胞加载 0 (空

白对照组)、1、4、8、12、24 h后，洗净细胞培养液，离心收集细

胞，加入 RIPA细胞裂解液后反复吹打，冰上摇动 20 min，使细

胞充分裂解。低温离心(25 000× g，5 min)，收集上清液备用。灌

胶上样后，蛋白电泳，转膜，5 %脱脂奶粉封闭，加入抗体孵育

(RhoA，1:1000稀释；ROCK I，1:800稀释)，洗涤三次，加入抗兔

偶联辣根过氧化物酶的二抗(1:4 000稀释)，洗涤三次，ECL发

光后使用 GE扫描并记录图像。

1.3 统计学方法

经三次以上独立实验获得数据，取平均值，统计分析采用

SPSS 12.0 软件，对各组 MG-63 RT-PCR 含量分别进行
ANOVA方差分析，P< 0.05显示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组细胞中 RhoA、ROCK mRNA表达情况
RT-PCR 结果显示，MG-63 细胞受应力刺激 1 h RhoA、

Rock 的 mRNA 表达水平均未见明显变化 (P>0.05)，4 h 时
RhoA、ROCK 转录水平较 1 h略有升高，在 8 h达到最大值，
12、24 h较 8 h降低，仍高于对照组(P<0.05)(图 1、2)，说明加力

表 1 各基因引物设计

Table 1 Primer of target-genes

Gene Name Primer sequences

GAPDH

RhoA

ROCKI

Forward AGAAGGCTGGGGCTCATTTG

Reverse AGGGGCCATCCACAGTCTTC

Forward AGCCTGTGGAAAGACATGCTT

Reverse TCAAACACTGTGGGCACATAC

Forward TCAGAGGTCTACAGATGAAGGC

Reverse CCAGGGGCTATTGGCAAAGG

图 1 机械牵张应力加载后Mg63细胞内 RhoA mRNA表达水平的
变化（P<0.05）

Fig. 1 Mg63 cells RhoA mRNA expression levels after
mechanical stretch stress（P<0.05）

图 2 机械牵张应力加载后Mg63细胞内 ROCK I mRNA表达水平
的变化(P<0.05)

Fig. 2 MG63 cells ROCK I mRNA expression levels at different
times of mechanical stretch stress（P<0.05）
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4 h后转录水平 RhoA、ROCK含量开始增加，随着时间的继续

增加 RhoA、ROCK含量持续升高，8 h达到最大值，之后减低。
2.2 各组 MG-63细胞中 RhoA、ROCK蛋白含量变化

与 RT-PCR结果趋势一致，MG-63细胞受应力刺激后 1 h

RhoA、ROCK I均未见明显变化(P>0.05)，RhoA、ROCK4 h仍未

见明显变化，在 8 h 达到最大值，12、24 h 降低，仍高于对照组
(图 3)(P<0.05)。且与对照组存在显著性差异 (P<0.05)。与
RT-PCR结果趋势一致。

3 讨论

3.1 机械力的体外加载
在细胞生物力学研究中，如何在机械力加载过程中尽可能

模拟体内环境，并且对细胞进行准确的加载是人们所关注的问

题。本研究采用了弹性膜牵张方法,使用 Flexcell系统，通过负

压使弹性膜边缘拉伸，使基底板的弹性膜受到均匀的牵张力。

通过控制负压大小，使弹性膜的形变发生改变，介导细胞受力

并且可以调节受力的大小。此外，本研究在加力前 24 h换含 2

%FBS的培养基使细胞同步化，使细胞尽可能处于同一周期，

增强可比性，减少干扰因素。值得注意的是，由于体内外应力环

境不同，体外培养的细胞需要比体内骨组织受到更大的应力值

才会产生反应 [15]。成骨细胞体外加力的大小常以弹性膜的拉伸

变形率表示，有实验证明 12 %的牵张刺激能够促进成骨细胞

的分化[16]，因此选用该力值可以使成骨细胞在加力过程中生长

状况良好。

3.2 RhoA-ROCK在机械牵张力加载后的表达变化

在整个复杂的信号传导过程中，细胞骨架系统在力学信号

的感受及传导中发挥着重要的作用，通过细胞外基质－整合

素－细胞骨架复合体之间一系列相互作用，完成机械信号的细

胞内传导。本实验通过 RT-PCR和Western-Blot方法定性、定

量研究 RhoA/ROCK通路在成骨细胞牵张应力力加载后的变

化情况。

本实验发现成骨细胞受牵张应力后，RhoA/ROCK通路的
表达均有升高，与机械加载后 HepG2肝癌细胞 Rho蛋白表达

升高的结果一致[17]。Rho蛋白表达的增加可能就是为了起到对

细胞骨架整合重组的调控作用，对力学刺激进行传递与相应的

反应。加力后 Rho活性首先发生变化，与其他的 GTP结合蛋白
一样, Rho与 GTP结合时被激活。有研究报道认为 Rho 的激

活,有可能是在 cdc42、Rac激活之后才开始进行,三者有一定的
顺序影响,即 cdc42激活 Rac再激活 Rho[18]，所以在时间变化的

表达中存在一定的时间滞后。人牙周膜细胞经过拉伸应力刺激

后，通过基因芯片技术中发现了 Rho\ROCK (Rho相关激酶)基

因表达上调，已经被证明是重要的机械传导并且可能调节多种

下游信号[19]。细胞在受到机械牵张应力刺激后，细胞基质、整合

素膜受体和细胞骨架等一系列相关结构产生信号传递，发生结

构变化，同时这些张力感受结构在信号传递通道之间互相作用

维持细胞的相对稳定状态，防止细胞被过度力学刺激伤害，这

对细胞骨架调节因子 Rho 蛋白表达有不同的反馈作用，Stan-

ford等曾提出过对成骨细胞进行周期性牵张，随着作用时间的

变化作用时间会产生“扳机点”效应[20]，即超过一定时间力学加

载，成骨细胞的活性及增殖能力不会随时间继续增加，出现不

应期。随着加力时间增加，出现 RhoA、ROCK表达升高变化，产

生达到顶峰后降低的趋势。

生物力学在骨的改建与稳定过程中起到非常重要的作用，

但是机械刺激信号向生物信号的传递过程十分复杂。力学对骨

骼的影响在临床应用中较为普遍，做到精确控制还有些困难，

本实验的初衷在于了解成骨细胞在受力后的生物信号传导过

程中 Rho，ROCK基因及蛋白水平表达的变化，从而对细胞中

信号传导过程有更进一步的认识从而进行调节来更好对骨改

建进行调控，在临床中达到更好地应用对骨骼变化的调控。

综合以上，机械牵张应力刺激可上调 RhoA、ROCK 在
MG-63细胞中表达，且具有时间依赖性，提示其可能在成骨细

胞力学信号转导过程中发挥重要作用，但具体传递功能及调节

机制有待进一步研究。
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