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【摘要】   本研究考察微振动刺激（MVS）对小鼠骨髓来源间充质干细胞（M-BMSCs）的早期力学适应性及成

骨分化的调控作用。在体外给予 M-BMSCs 微振动刺激，检测细胞增殖及碱性磷酸酶（ALP）表达，荧光染色观察

细胞凋亡与细胞骨架，流式检测细胞凋亡，通过 RT-PCR 检测早期成骨相关基因 runt 相关转录因子 2（Runx2）、
Ⅰ型胶原（Col-Ⅰ）、ALP 表达，Western blotting 检测细胞外调节蛋白激酶 1/2（ERK1/2）磷酸水平。研究结果显

示，微振动刺激诱导了细胞早期凋亡（受力 1 天后），但周期性受力 3 天后细胞的凋亡现象明显减少，而细胞的增

殖活性并未受到明显影响；同时，微振动刺激促进了细胞骨架 F-actin 蛋白、ALP 合成和 ERK1/2 的磷酸化，并上

调了 Runx2、Col-Ⅰ、ALP 的基因表达。研究结果表明微振动刺激能对 M-BMSCs 的细胞活性和结构产生早期适应

性改变与调节，从而促进了细胞的早期成骨分化。
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【Abstract】 This study investigated the early mechanical adaptability and osteogenic differentiation of mouse bone
marrow mesenchymal stem cells (M-BMSCs) under micro-vibration stimulation (MVS). M-BMSCs were stimulated by
MVS in vitro, cell proliferation, alkaline phosphatase (ALP) activity assay, and cytoskeleton were measured, and cell
apoptosis was observed by flow cytometry. Early osteoblast-associated genes, runt-related transcription factor 2 (Runx2),
Collagen Ⅰ (Col-Ⅰ) and ALP, were observed by RT-PCR and the activation of extracellular regulated protein kinases 1/2
(ERK1/2) was determined by Western blotting. The results showed that MVS had no significant effect on the proliferation
of M-BMSCs. The early apoptosis was induced by mechanical stimulation (for one day), but the apoptosis was decreased
after cyclic stimulation for 3 days. At the same time, MVS significantly accelerated the expression of F-actin protein in
cytoskeleton, the synthesis of ALP and the ERK1/2 pathway, also up-regulated the expressions of Runx2, Col-Ⅰ and ALP
genes. This study indicates that MVS could regulate cellular activity, alter early adaptive structure and finally promote the
early osteogenic differentiation of M-BMSCs.
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引言

骨作为人体最主要的承力组织，骨量的维持主

要取决于骨组织中成骨细胞与破骨细胞的动态平

衡，其改建与代谢平衡受到力学刺激的共同调控，

包括拉应力、压应力和剪切应力、微振动等[1-4]。研 
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究显示细胞受到力学刺激后，通过细胞外基质-整

合素-细胞骨架系统、离子通道、G 蛋白与酪氨酸激

酶等多种途径将细胞外的力学信号转变为生物化

学信号传导到细胞内，从而引发一系列应答反应，

如细胞增殖、分化、凋亡、蛋白表达等[5-7]。研究同

时发现，细胞并非对所有的力学刺激都会产生适应

性变化，过高的强度与频率会使细胞发生不可逆死

亡，只有当频率与强度在一定范围内，细胞才能维

持正常的生物活性和结构，产生适应性改变[8-9]。

微振动刺激（micro-vibration stimulation，MVS）是
一种生理适应性力学负荷，该刺激一般是振幅  ≤
50 μm、强度 < 1 × g、频率范围在 1～100 Hz 的低幅

度、低强度、低频率力学刺激，具有促进骨形成和

重建的效应。研究显示振动刺激可以调控成骨细

胞与间充质干细胞的增殖和分化行为[10-11]。但目

前对于力学刺激调控细胞应答的研究多侧重于应

力刺激对细胞的成骨分化及力学信号转导机制方

面[12]，对于细胞早期的力学适应性行为及其与成骨

分化之间的相关性影响方面却鲜有报道。力学适

应性极有可能影响细胞在力学刺激条件下的细胞

活性与成骨分化行为，并且提高细胞的力学适应性

也将改善组织工程骨构建后的植入效果。

尽管目前已有不少工作探索了 MVS 对间充质

干细胞分化和增殖的调控作用及机制[13-15]，但这些

工作仍存在以下问题需要深入探讨和完善：一是

MVS 环境设置，目前见于文献报道的类似研究所

采用的 MVS 环境均为非生理环境，细胞置于单纯

振动装置上进行加力刺激，这无疑会影响到细胞的

活性状态，从而影响实验结果的准确性。而在本研

究中，我们采用了自主研发设计并获得发明专利授

权的微振动培养一体装置，该装置确保细胞在体外

能处于适宜的生理环境下接受力学刺激，从而使得

研究结果更加准确可靠。二是目前的研究聚焦于

细胞的增殖和分化，但对细胞受力早期的生物学行

为相关性关注很少，例如凋亡、细胞骨架蛋白表达

与细胞增殖分化之间的相关性联系。而这些指标

能够体现间充质干细胞受到力学刺激后所发生的

生物学活动，进而直接或间接反映细胞的力学适应

性[12, 16]。

目前绝大部分力学加载模型所带来的流体剪

切力为单向式，例如由灌注式、机械搅拌式和旋转

壁式等加载方式所产生的流体剪切力[17-18]。研究

发现，人体骨组织受到各种应力作用时，骨组织中

的骨小管网络在应力负荷下发生形变，引起网络中

微流体流动，从而使效应细胞受到流体剪切力[19]。

体内骨组织的组织液流动主要是以运动时的双向

流动和静态转为动态时的单向流动。本研究所用

的微振动培养一体装置能够在饱和湿度、37℃ 及
5% CO2 的生理环境下给予培养皿振动，进一步产

生作用于细胞的流体剪切应力刺激，而在刺激过程

中保持生理环境是绝大部分振动装置所不具备的

关键要素。研究显示，振动时培养皿内液体流动方

向由中央向外周发生波动，这是皿内液体受到振动

而产生流动的结果，皿内细胞进而受到流体剪切应

力的作用[20]。人体骨组织在生理环境下受到的力

学刺激主要包括弯曲、压缩以及扭转载荷，一般不

同的行为所产生的频率不同，例如在正常行走时与

奔跑时的负荷频率[21-22]。在力学刺激中，微振动是

唯一可以使液体产生双向流动的加载方式[1]，而本

装置所带来的微振动能够使液体产生振荡流，从而

模拟运动时骨组织所产生的双向流体流动。

此外，已有的研究表明一定范围频率的振荡流

体在细胞与细胞间相互作用和骨原细胞的成骨分

化方面有积极的影响[23-24]。因此我们认为由设备

产生的微振动刺激能够为细胞提供模拟体内生理

状态下的应力刺激，故将其描述为生理应力刺激。

基于此，本研究通过自主研发的微振动培养一体装

置能够提供饱和湿度、适宜的 CO2 浓度与温度，在

体外更真实地模拟体内的生理应力环境[20, 25-26]，从

而更加可靠地评估小鼠骨髓间充质干细胞（mouse
bone marrow mesenchymal stem cells，M-BMSCs）受
到 MVS 后所发生的凋亡、增殖与分化等生物学行

为。这一研究为构建组织工程骨中种子细胞的优

化提供理论依据，为构建成骨活性增强的组织工

程骨提供依据，为临床骨缺损的再生修复治疗提供

可能。

1    材料与方法

1.1    实验材料

M-BMSCs 由四川大学生物材料工程技术研究

中心提供，磷酸盐缓冲液（phosphate  buffered
saline，PBS）、α-MEM 培养基（GIBCO 公司，美

国），胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）（Excell 公
司，中国），AlamarBlue 溶液、Annexin V 凋亡检测

试剂盒（Thermo fisher 公司，美国），碘化丙啶

（PI）、钙黄绿素（Calcein）、FITC 标记的鬼笔环肽、

4,6-二氨基－2－苯基吲哚（DAPI）（翊圣公司，中

国），增强型 RIPA 细胞裂解液、BCA 总蛋白测定试

剂盒（BOSTER 公司，中国），细胞总 RNA 提取试

剂盒（天根公司，中国），引物合成由上海生工有限
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公司完成，一抗、二抗（谷歌公司，中国），iScriptTM

cDNA Synthesis Kit 试剂盒、iQTM SYBR® Green
supermix  试剂盒、PCR 反应仪、ChemiDoc T M

XRS+化学发光仪器、BD accuri C6 Plus（Bio-Rad 公
司，美国）。

1.2    细胞培养与接种

M-BMSCs 培养在含有 10% FBS 的 α-MEM 培
养基内，添加  1% 青霉素/链霉素，置于  5% CO2、

37℃ 及饱和湿度的细胞孵箱孵育。将细胞培养至

第五代消化，按照 1.5 × 105/孔的密度接种于 24 孔
板，静置 24 h 后进行振动加载。

1.3    微振动加载

采用自主设计制备的微振动培养一体装置[27]

（中国发明专利授权号：CN 106399096 B），该装置

包括信号发生器、信号放大器、信号检测器、孵箱

及内部的振动台五大结构。目前的研究显示频率

为 40 Hz、振幅为 50 μm、强度 0.3 g 的微振动有利

于诱导细胞的成骨分化[26]，因此在本研究中将样品

分为振动（vibration stress，VS）组和静态（static
state，SS）组。将振动组样品固定于振动台台面上，

振动参数设置为：振幅为 50 μm，强度为 0.3 g，频

率为 40 Hz，振动方向及波形为垂直正弦波。将接

种后的孔板每隔 24 h 置于微振动培养一体装置内

固定于振动台台面上，给予振动刺激 30 min，并同

时给予 37℃、5% CO2、饱和湿度环境培养。

1.4    微振动对 M-BMSCs 增殖活性影响

将第 5 代的 M-BMSCs 按照每孔 0.4 × 104 个细

胞接种于 96 孔板，分为 VS 组与 SS 组，每组 5 个平

行样。应用 1.3 节的加载方式，在第 1～7 天检测细

胞增殖活性。加入 10% AlamarBlue 溶液，细胞孵箱

孵育，在酶标仪波长 570 nm/600 nm 检测样品光密

度（optical density，OD）值。

1.5    微振动对 M-BMSCs 凋亡影响

将第 5 代 M-BMSCs 按照每皿 5 × 105 个细胞接

种于培养皿内，分为 VS 组与 SS 组，应用 1.3 节的

加载方式，在第 1、3 天定量检测细胞的凋亡情况。

0.25% 胰酶消化细胞，PBS 清洗一次，缓冲液清洗一

次，按照 5 × 105/mL 密度取 200 µL 细胞悬液，加入

FITC/APC 染液 5 µL 孵育 10 min，缓冲液清洗一

次，重悬细胞加入 PI 染液 5 µL，上机检测。

1.6    M-BMSCs 凋亡荧光染色

将第 5 代 M-BMSCs 按照 1 × 104 个/片接种于

细胞爬片，置于 24 孔板，分为 VS 组与 SS 组，应用

1.3 节的加载参数，第 1、3 天激光共聚焦显微镜下

观察细胞凋亡。加入 PI 溶液避光孵育 20 min，PBS

清洗 2 次，加入 Calcein 溶液避光孵育 20 min，PBS
清洗 2 次，封片，激光共聚焦显微镜下观察，PI 激
发/发射波长为 535 nm/615 nm，Calcein 激发/发射

波长为 490 nm/515 nm。

1.7    M-BMSCs 细胞骨架荧光染色

将第 5 代 M-BMSCs 按照 1 × 103 个/片接种于

细胞玻片上，置于 24 孔板，分为 VS 组与 SS 组，应

用 1.3 节的加载参数，第 1、3 天激光共聚焦显微镜

下观察细胞骨架。弃去培养基，37℃ 预热的 PBS
清洗细胞 2 次，4% 甲醛溶液固定细胞，PBS 清洗细

胞 2 次，0.5% Triton X-100 透化处理，PBS 清洗 2
次，FITC 标记的鬼笔环肽覆盖细胞玻片孵育 30 min，
PBS 清洗 3 次，DAPI 复染细胞核，清洗玻片，封

片，激光共聚焦显微镜下观察，FITC 激发/发射波

长为 496 nm/516 nm，DAPI 激发/发射波长为 364 nm/
454 nm。

1.8    M-BMSCs 碱性磷酸酶活性检测

细胞加载 MVS 后，于第 7 天检测细胞碱性磷

酸酶（alkaline phosphatase，ALP）蛋白表达量。用

增强型  RIPA 裂解液处理，12 000 r/min 离心  10
min，取出上清液。50 µL 细胞裂解液加入  50 µL
ALP 测定工作液，37℃ 孵育 15 min，加入 3 mol/L
NaOH 终止反应，在酶标仪波长 405 nm 下检测 OD
值，利用 BCA 试剂盒测定样品的蛋白浓度，计算

NP/min/蛋白量。

1.9    RT-PCR 检测 M-BMSCs 成骨相关基因表达

细胞加载 MVS 后，于第 1、4、7 天检测细胞成

骨基因  r u n t  相关转录因子  2（ r u n t - r e l a t e d
transcription factor 2，Runx2）、Ⅰ型胶原（Collagen
Ⅰ，Col-Ⅰ）、ALP 的表达。弃去培养基，PBS 清洗

2 次，细胞总 RNA 提取试剂盒裂解细胞，提取总

mRNA。利用 iScriptTM cDNA Synthesis Kit 将提取

的 mRNA 反转录为 cDNA，采用 iQTM SYBR Green
Supermix 试剂盒进行 RT-PCR 检测。成骨基因引

物序列见表 1。
1.10    Western blotting 检测 ERK1/2 信号通路磷

酸化

将第 5 代的 M-BMSCs 按照每皿接种 5 × 105 个
细胞，分为  V S  组与  S S  组，在第  1、3  天进行

W e s t e r n  b l o t t i n g  检测细胞外调节蛋白激酶

（extracellular regulated protein kinases，ERK）信号

通路磷酸化。弃去培养基，PBS 清洗 2 次，加入含

1% 广谱酶抑制剂与磷酸化酶抑制剂的增强型 RIPA
细胞裂解液充分裂解，12 000 r/min 离心 10 min，分

离上清液。BCA 法测定样品总蛋白浓度，配制 10%
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SD-PAGE 胶将 95℃ 变性后的蛋白分离，然后转入

PVDF 膜上，将膜置于一抗孵育，再置于二抗孵育，

最后将膜置于 ChemiDocTMXRS+化学发光仪器内曝

光显影。使用软件 Image lab 记录目的条带灰度值

并计算与之相应的 β-actin 比值。

1.11    统计学处理

每组样品为  5 个，所有参数均做小样本  t 检
验，P < 0.05 为差异有统计学意义。

2    结果与讨论

2.1    M-BMSC 增殖活性

增殖实验结果如图 1 所示，实验组和对照组的

OD 值均随时间延长而递增，在第  7 天到达最高

值。微振动加载早期（第 1 天）两组细胞的 OD 值
无明显差异，在加力第 2 天和第 3 天，VS 组呈现出

较明显的促进细胞生长的趋势，但随着加力时间的

延长（第 4 天以后），VS 组的细胞生长速率有所减

缓，在第 6 天 VS 组细胞的增殖活性较 SS 组高，而

其他时间点 VS 组与 SS 组的 OD 值无显著差别。

在力学加载早期（第 1～3 天），VS 组细胞在启动凋

亡程序清除部分力学适应性较差细胞的情况下，相

对于  SS 组细胞仍具有更高的增殖行为，这说明

MVS 在早期能够显著提高具有力学适应性的细胞

的增殖活性，这抵消了受力后细胞因死亡（凋亡）

带来的数量减少（第 1 天）。而到了后期两组之间

无明显差异，说明 MVS 带来的促增殖作用主要体

现在细胞受力早期，而并非是一种长时性效应。这

可能是因为后期细胞对力学刺激产生适应改变后，

激活了骨向分化应答，因此增殖活性也有所回落[28]。

该结果也说明 MVS 并未对细胞的增殖活性造成负

向影响。

研究显示，振动刺激能激活效应细胞的细胞进

程，包括细胞增殖、黏附、分化等。査丁胜等[29]的

研究发现 20～50 Hz 的振动刺激能促进成骨细胞增

殖活性。Kim 等的研究也显示 30～40 Hz、0.3 g 的
振动能显著促进人 BMSCs 的增殖[1]。而 Zhou 等[8]

的研究则发现 40～60 Hz、0.3 g 的微振动在促进人

BMSCs 成骨分化的同时对细胞增殖有抑制作用。

大量研究已经证实间充质干细胞在对应力刺激做

出响应的同时，也会受到细胞所处微环境的调控，

甚至是细胞种属的影响[30-31]。而本研究结果则显

示在模拟生理环境下， 4 0  H z、 0 . 3  g、 5 0  μ m、

30 min/天、正弦波的微振动能促进细胞早期的增殖

行为，但随后这种促进作用逐渐减弱，这可能是因

为随着周期性力学刺激的加载，细胞应答逐渐以骨

向分化为主，从而使细胞的增殖速率有所减缓。

2.2    M-BMSCs 凋亡检测与荧光染色观察

微振动加载后细胞凋亡流式检测结果如图  2
所示，通过 FITC/APC 与 PI 对细胞进行标记，早期

凋亡细胞会发生细胞膜外翻，进而被 FITC/APC 结
合散发绿色荧光，晚期凋亡和死亡细胞的细胞膜不

完整，因而能够被 PI 进入结合细胞核，使其散发红

色荧光，以此定量区分处于不同状态的细胞。加力

1 天后，VS 组出现 9.1% 的早期凋亡细胞，而 SS 组
出现 5.9% 的早期凋亡细胞，VS 组的晚期凋亡细胞

数量高于 SS 组。加力 3 天后，VS 组早期凋亡细胞

数量较多，达到了 12%，但 SS 组死亡细胞数量达到

7.1%，两组之间晚期凋亡细胞数量无显著差异，这

一结果提示不耐受 MVS 的细胞可能进一步通过凋

亡被清除，留下的细胞除了发生早期凋亡外，其死

亡细胞数量较  SS 组有所下降。结合细胞增殖活

性，细胞加载微振动后，不耐受 MVS 的细胞被排

除，留下的细胞相对于 SS 组细胞具有更好的力学

适应性与增殖活性。

通过 Calcein 与 PI 对细胞进行染色（见图 3），

表 1    Runx2、Col-Ⅰ和 ALP 引物序列

Tab.1    Primers sequence of Runx2, Col-Ⅰ and ALP

目的基因 正向 反向

Runx2 AGAGGTGGACTCTGGGTCTG TGACTCTGTAAGCGGGTCTG
Col-Ⅰ ACAGACGAACAACCCAAACT GGTTTTTGGTCACGTTCAGT
ALP CCAACTCTTTTGTGCCAGAGA GGCTACATTGGTGTTGAGCTTTT
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图 1     微振动对 M-BMSCs 增殖的影响     * P < 0.05

Fig.1   Effect of MVS on the proliferation of M-BMSCs     * P <
0.05             
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正常细胞的细胞膜具有选择透过性，因此只能通过

Calcein，细胞呈现绿色形态；早凋细胞的细胞膜被

打破，因此可以被 PI 进入，细胞内部呈现绿色，周

围被 PI 染色呈现红色形态；晚凋细胞细胞膜不具

备选择透过性，完全被 PI 染色，呈现红色形态。加

力 1 天后，VS 组和 SS 组细胞均保持完整的细胞形

态，SS 组细胞胞质内显示明亮的绿色荧光，而 VS
组部分细胞胞质外围出现红色荧光，内部则显示绿

色荧光，说明细胞有较明显的凋亡现象，这一结果

与流式检测结果比较吻合。加力 3 天后，两组细胞

均呈现紧密堆积状态，SS 组可见呈现红色荧光的零

星细胞，其形态收缩变圆，说明细胞有晚期凋亡现

象；VS 组细胞胞质内呈现绿色荧光，凋亡细胞数

量较少。

细胞凋亡是有特定控制的细胞自主有序死亡，

又称程序性细胞死亡[32-33]。细胞的凋亡具有不可

逆转性。研究表明适当的机械力学刺激可以促进

细胞的生长、分化和功能的维持，但过度或持续时

间过长的力学刺激又会对细胞的结构和功能造成

损害[34]。本研究的结果显示尽管在微振动加载早

期细胞出现了早凋行为，但这种行为未产生大量细

胞死亡且未对细胞正常生物学行为造成影响，这可

能是细胞通过结构和形态调整适应了这种力学刺

激，即获得了力学自适应性[35-36]。通过 MVS 使得

不耐受刺激的细胞发生凋亡而被清除，进而留下具

有力学适应性的细胞，这一现象提示本研究给予细

胞的 MVS 是一种生理适应性力学载荷，在少部分

不耐受力学刺激的细胞被清除后，大部分细胞均能

获得力学适应性，以及更强的增殖活性。

2.3    M-BMSCs 细胞骨架染色

图 4 所示为 VS 组与 SS 组细胞骨架染色。加

载 MVS 1 天后，VS 组细胞较 SS 组铺展度更高，形

态均为多角形，SS 组细胞形态不均一。VS 组细胞
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图 2     细胞凋亡的流式检测     UL：死亡细胞；UR：晚期凋亡

细胞；LL：正常细胞；LR：早期凋亡细胞

Fig.2   Flow detection of M-BSMCs apoptosis     UL: dead cells;
UR: late apoptosis cells; LL: normal cells; LR: early apoptosis cells

 

第1天（×100） 第3天（×100）
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图 3     激光共聚焦观察 M-BMSCs 的凋亡     绿色：钙黄绿素；红色：碘化丙啶。白色箭头示晚凋细胞，黄色箭头示早凋细胞

Fig.3   Laser confocal observation of apoptosis of M-BMSCs     green: Calcein; red: PI. White arrow: late withered cell: yellow arrow: withered
cells
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内肌动蛋白微丝沿细胞长轴排列，较 SS 组分布更

为有序，荧光表达也更为明亮，说明 VS 组细胞 F-
actin 蛋白表达量显著高于 SS 组。微振动加力 3 天
后，两组细胞荧光亮度均有所降低，SS 组降低更为

明显，且细胞有明显增殖，排列紧密，细胞内肌动

蛋白微丝分布无序，VS 组细胞相较于 SS 组铺展度

更高，微丝分布有序且荧光亮度高于 SS 组。

细胞骨架是真核细胞胞质中的纤维状网架，具

有维持细胞形态及运动的功能，由微丝、微管和中

间纤维组成。肌动蛋白与核膜相连，当有外力作用

于细胞时，力学信号经细胞外基质-整合素-受体传

递到细胞内，骨架系统发生解聚和重排，引发细胞

形态变化[37-38]，并激活细胞基因组，引起细胞生

长、蛋白质合成等应答反应。本研究显示 MVS 力
学刺激通过引起细胞骨架重构、F-actin 蛋白丝增粗

及定向排列引起了 M-BMSCs 形态的变化，并在受

力早期激活了细胞的增殖行为。随着细胞周期性

受力一段时间后，MVS 产生力学信号通过重构的

细胞骨架进一步对细胞作用，促使细胞骨向分化以

及细胞铺展黏附，也因此抑制了细胞的增殖。研究

结果显示细胞受到力学刺激后会发生结构与形态

的快速改建与功能响应，当细胞在早期完成了适应

性改变且清除不耐受力学刺激的细胞后，存活的细

胞将会获得力学刺激耐受性，这就意味着细胞与支

架复合后植入体内将会更快地适应体内生理应力

的刺激[16]。

2.4    微振动调控 M-BMSCs 碱性磷酸酶表达

ALP 活性定量检测结果显示（见图 5），VS 组

在第 7 天的 ALP 表达显著高于 SS 组（P < 0.05），这

说明  VS 组细胞具有更好的成骨分化趋势。M-

BMSCs 分化初期会伴随 ALP 的上升，ALP 是 M-

BMSCs 分化的重要标志，ALP 作为成骨细胞系发育

中期的标志物，反映其代谢水平，与细胞钙化及细

胞外基质矿化有着紧密联系。研究表明 MVS 可以

促进间充质干细胞成骨标志物  ALP、骨桥蛋白、

Col-Ⅰ以及血管内皮生长因子的表达，这与本研究

的 ALP 检测结果是一致的，这也与本研究中细胞

增殖的结果互为印证。这一现象与目前文献报道

的细胞分化促进的同时会使得细胞增殖活性降低

的现象相一致，目前研究认为[26]，振动在促进人

BMSCs 成骨分化的同时，会降低细胞的增殖活性。

本研究则发现，MVS 在促进 M-BMSCs 成骨分化的

同时能够提高细胞的增殖活性，这可能是由于本研

究所用的微振动培养一体装置在细胞接受 MVS 的
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图 4     微振动对 M-BMSCs 中 F-actin 蛋白表达的影响     蓝色：细胞核；绿色：聚合态微丝

Fig.4   Effect of MVS on expression of F-action in M-BMSCs cells     blue: nucleus; green: F-action
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图 5     微振动对 M-BMSCs 碱性磷酸酶活性的影响     * P < 0.05

Fig.5   Effect of MVS on ALP activity in M-BMSCs     * P < 0.05
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同时提供了适宜的生理环境，排除了细胞因环境变

化而造成的生理活性的异常。此外，不同的细胞来

源可能也会对结果有一定的影响。

2.5    M-BMSCs 早期成骨相关基因表达

由 RT-PCR 结果可见（见图 6），相对于 SS 组细

胞，VS 组细胞 Runx2、Col-Ⅰ和 ALP 的基因表达在

第 4 天和第 7 天显著高于 SS 组，Runx2 在第 4 天时

表达最高，Col-Ⅰ和 ALP 在第 7 天时表达最高（P <
0.05）。骨系细胞在成骨分化过程中通常按照相似

的时序性基因表达模式和框架。一般来说，Runx2
作为成骨细胞的特异性转录因子，是干细胞早期向

成骨分化的特征性表达因子，在骨形成和重建过程

中发挥重要作用；ALP 和 Col-Ⅰ是成骨细胞分泌

的主要细胞外基质蛋白，在成骨细胞中期也就是细

胞外基质合成阶段表达[39-40]。从 RT-PCR 结果看，

SS 组的 M-BMSCs 成骨分化相关基因 Runx2 在第 1
天即达到表达水平顶峰，而 VS 组则在第 4 天到达

顶峰，相较于 SS 组推迟了，这可能是因为 VS 组在

受力早期处于增殖活性增强状态，从而抑制了细胞

的分化行为。而两组的 Col-Ⅰ和 ALP 表达尽管均

在第 7 天达到顶峰，但 VS 组的表达显著高于 SS
组，这说明 VS 组具有更强的促骨向分化能力。本

研究的结果证明了 MVS 能够促进 M-BMSCs 早期

增殖和中期骨向分化，促进细胞外基质矿化及相关

胶原合成，并且这种促进仍然遵循了生理状态下骨

系细胞成骨分化的时序性基因表达。

2.6    M-BMSCs 的 ERK1/2 信号通路磷酸化表达

图 7 为 Western blotting 的验证结果。图 7a 为
ERK1/2、pERK 与 β-action 蛋白的化学发光图，目的

蛋白分子量为 44 kD 左右；图 7b 为通过归一化处

理后的各组 ERK1/2 的磷酸化比例直方图，以 SS-
D1 表达量为参考，通过 Image Lab 计算各组 pERK
相对于 SS-D1 的 pERK 的相对灰度值、ERK1/2 的相

对灰度值与 β-action 的相对灰度值。经过计算处理

的 Western blotting 结果显示，第 1 天和第 3 天 VS
组细胞的  ERK1/2 磷酸化比例均明显高于  SS 组
（P < 0.05），且 VS 组与 SS 组 ERK1/2 的磷酸化比例

在第 1 天表达最高，随后两组细胞的 ERK1/2 磷酸

化比例均明显下降，MVS 能够显著促进 ERK1/2 的
磷酸化。

ERK1/2 是丝裂原激活蛋白激酶家族的一个成

员，是与细胞增殖、分化和凋亡相关的信号转导因

子[41-43]。研究表明，ERK1/2 信号通路中 ERK1/2 的
磷酸化水平显示了 MVS 对细胞分化的作用。本研
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图 6     微振动对二维培养 M-BMSCs 成骨相关基因早期表达的影响     * P < 0.05

Fig.6   Effect of MVS on osteoblast-associated gene expression of two-dimension cultured M-BMSCs     * P < 0.05
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图 7     微振动对二维培养 M-BMSCs 的 ERK1/2 磷酸化的影响     a. 目的蛋白化学发光成像；b. ERK1/2 磷酸化比例直方图. * P < 0.05

Fig.7   Effect of MVS on the activation of ERK1/2 signaling pathway in two-dimension cultured M-BMSCs     a. chemiluminiscence imaging of
the target protein; b: histogram of proportion of ERK1/2 activation. * P < 0.05
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究结果表明 MVS 可以促进 M-BMSCs 中 ERK1/2 的
磷酸化，并且促进成骨早期分化。这提示 ERK1/2
磷酸化对细胞的早期成骨分化存在促进作用。此

外，细胞在受力早期（第  1 天）增殖活性增强，F-
actin 表达增加可能也与 ERK1/2 的磷酸化增高存在

正性关系。

3    结论

力学加载模型、频率与强度的不同都会对细胞

的生物学行为产生不同的影响。本研究采用自主

设计微振动培养一体装置，在体外给予 M-BMSCs
以频率  4 0  H z、强度  0 . 3  g、振幅  5 0  µ m、时间

30 min/天的周期性微振动刺激。研究结果显示

MVS 能对 M-BMSCs 的生物活性和结构产生早期适

应性改变与调节，并可能通过力学适应性细胞骨架

重构从而促进了细胞的早期成骨分化。

利益冲突声明：本文全体作者均声明不存在利益冲突。
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