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国外模拟失重条件下成骨细胞的细胞学研究进展
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［摘要］　成骨细胞是骨组织中最重要的力学感受细胞和成骨效应细胞。失重环境中骨丢失的主要原因是成骨细胞功能的下

降。近年来有关模拟失重条件下成骨细胞的细胞学研究有较大的进展，在成骨细胞的增殖、分化、凋亡、细胞功能及信号转导

的变化等方面取得了一系列成果，本文就这些方面的重要研究内容作简要综述。
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　　随着航天事业的飞速发展，人类探索太空的步伐越来越

快，而航天员在失重环境中长期停留引发的医学问题愈显突

出，其中骨质丢失是相关研究热点之一。成骨细胞是骨组织

中最重要的力学感受细胞和成骨效应细胞，已有的实验结

果［１２］提示失重性骨质丢失的主要原因是成骨细胞功能的下

降。由于空间搭载进行细胞学实验的机会较少，因此目前更

多的是利用地面模拟失重条件下培养的细胞进行研究。近

年来国外学者在模拟失重条件下成骨细胞的细胞学研究上

有了较大的进展，在成骨细胞的增殖、分化、凋亡、细胞功能

及信号转导的变化等方面取得了一系列成果。本文简要介

绍常用的模拟失重条件下培养成骨细胞的方法，从细胞生物

学的角度综述国外近年来在此领域的重要研究成果。

１　模拟失重条件下进行细胞学研究的方法

　　细胞学研究采用的模拟失重方法主要有两种。第一种

是将大鼠进行尾部悬吊模拟失重，失重期满获取细胞，进行

传代培养。如Ｂａｓｓｏ等［３］取尾部悬吊大鼠的股骨近端，在超

净工作台中剪碎，将碎片组织置于培养瓶内培养，待１３ｄ后

用胶原酶和胰酶消化贴壁生长的组织块，将获得的细胞离心

收集并重悬于培养液，再次接种于培养瓶中，用第一代传代

细胞进行实验。第二种也是应用更多的方法是将细胞直接

培养在模拟失重容器中。模拟失重的原理在于将细胞种植

在固相支持物上，通过支持物的回转使细胞感受随机的重力

矢量（即时间平均化的重力矢量）［４５］。由于重力矢量方向不

停地改变，细胞总是来不及感受到重力，因此可认为与失重

的效应是相似的［６］。已经有相当数量的实验对各种类型的

成骨细胞进行了模拟失重研究，所采用的仪器包括三维回转

器和ｒｏｔａｔｉｎｇｗａｌｌｖｅｓｓｅｌ（ＲＷＶ）系统。三维（３Ｄ）回转器又

称为随机位置发生器（ＲＰＭ），通过控制两个轴的旋转，可以

产生多种方向的重力，使回转器中心的重力矢量累计为零，

从而模拟失重效应［７８］。ＲＷＶ系统最为常用的是美国Ｊｏｈｎ

ｓｏｎ空间研究中心研制的旋转式细胞培养系统（ｒｏｔａｒｙｃｅｌｌ

ｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ，ＲＣＣＳ）。先将实验用细胞培养在特定的支持

材料上，然后将细胞转移入ＲＣＣＳ的细胞培养容器中，根据

容器半径的不同，调节容器的转速使其内培养的细胞相对于

容器静止，即达到模拟失重的条件。
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２　模拟失重条件下成骨细胞细胞学研究进展

２．１　模拟失重抑制骨髓间质干细胞的增殖与分化　模拟失

重条件下骨髓间质干细胞（ＢＭＳＣ）增殖受抑制，并且向成骨

细胞转化的能力减弱。如后肢脱负荷模拟失重１４ｄ的大

鼠，其股骨骨髓中骨源细胞的数量下降，成骨细胞克隆的体

积也比对照组小，提示成骨细胞克隆的增殖能力下降［９］。大

鼠ＢＭＳＣ在回转器上培养后增殖受到抑制，细胞阻滞于Ｇ０／

Ｇ１期，胰岛素样生长因子１（ＩＧＦ１）、表皮生长因子（ＥＧＦ）及

碱性成纤维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）在正常重力环境下可显著

刺激大鼠ＢＭＳＣ的增殖，而模拟失重下仅有微弱的刺激作

用，Ａｋｔ、ＥＲＫ１／２的磷酸化水平以及ｃｂｆα１的表达下降。微

阵列技术和基因分析也证实了大鼠ＢＭＳＣ的增殖和成骨能

力下降［１０］。模拟失重７ｄ条件下培养的人ＢＭＳＣ，检测不到

成骨特异性标志物，如碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、Ⅰ型胶原以及

ｒｕｎｔ相关转录因子２（Ｒｕｎｘ２）基因的表达，也未见骨组织的

形成［１１］。Ｎｉｓｈｉｋａｗａ等［７］还发现大鼠ＢＭＳＣ在３Ｄ回转器上

培养２周，ＡＬＰ活性比对照组下降了４０％，细胞外基质的生

成量减少，而且将这种ＢＭＳＣ移植到同系大鼠的皮下位点一

段时间后，新生成骨组织的量显著低于对照组，提示回转器

抑制ＢＭＳＣ向成骨细胞的分化，从而抑制了新骨的形成。

模拟失重使ＢＭＳＣ向成骨细胞转化减弱的同时，向脂肪

细胞转化的趋势增强。如人源ＢＭＳＣ在ＲＣＣＳ培养系统中

培养３ｈ即可见到Ｆ肌动蛋白应力纤维的破坏，培养７ｄ的

细胞比正常重力下生长的细胞要圆得多，而且应力纤维完全

消失，占优势的是球状的Ｇ肌动蛋白，并且细胞内脂肪含量

增加了３１０％；模拟失重７ｄ显著降低了小ＧＴＰ酶家族Ｒｈｏ
中成员ＲｈｏＡ的活性和ｃｏｆｉｌｉｎ的磷酸化（分别降低了８８％和

７７％），而应用ＲｈｏＡ的组成性活性腺病毒载体后，应力纤维

的消失被逆转，且成骨特异性基因如Ⅰ型胶原、ＡＬＰ和

Ｒｕｎｘ２的表达显著增加，脂肪细胞相关基因如ｌｅｐｔｉｎ和葡萄

糖转运酶４的表达受到抑制，提示模拟失重时ＲｈｏＡ活性的

抑制可能是人ＢＭＳＣ的成骨功能下降和脂肪形成增加的主

要机制［１２］。Ｓａｘｅｎａ等［１３］也发现 ＲＣＣＳ模拟失重抑制了人

ＢＭＳＣ向成骨细胞转化，增加了其向脂肪细胞的转化，在这一

转化中伴随着ＲｈｏＡ活性及ｃｏｆｉｌｉｎ磷酸化的下降，Ｆ肌动蛋白

应力纤维的破坏和整合素通过ＦＡＫ转导信号的减弱，并且发

现模拟失重还刺激了ＢＭＳＣ向破骨细胞的转化。

２．２　模拟失重诱导成骨细胞凋亡的研究　将ＲＯＳ１７／２．８
细胞在回转器上培养２４ｈ，即有３５％的细胞脱离了培养瓶

壁，贴壁细胞数量显著低于对照组，而且１９．８％的贴壁细胞

和所有的脱离细胞是锥虫蓝染色阳性。脱离细胞发生了凋

亡，而且细胞表面整合素β１向核周边聚集，肌动蛋白细胞骨

架也被破坏，提示回转器模拟微重力可通过改变细胞的骨架

结构导致细胞的凋亡［１４］。大鼠成骨细胞系ＲＯＳ．ＳＭＥＲ＃１４
在ＲＷＶ中培养后，增殖能力下降，且出现了凋亡的ＤＮＡ核

小体碎片，但未见凋亡相关的ｐ５３、ｂｃｌ２／ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ８等

通路的激活［１５］。Ｂｕｃａｒｏ等［１６］在ＲＣＣＳ中培养小鼠 ＭＣ３Ｔ３

Ｅ１成骨样细胞，发现其骨钙素（ＯＣ）、ＡＬＰ、Ⅰ型胶原和

Ｒｕｎｘ２的表达水平均下降，并且对致凋亡因子更加敏感。而

且抗凋亡蛋白ｂｃｌ２和调节线粒体功能的Ａｋｔ蛋白的表达水

平也下降，提示细胞暴露于微重力会引发凋亡事件。Ｎａｋａ

ｍｕｒａ等［１７］在向量平均化重力条件下培养的人成骨细胞中也

得到了类似的结果。Ｂａｘ（促使细胞色素Ｃ从线粒体中释放

的激发因子）与ｂｃｌ２（抑制细胞色素Ｃ释放）的 ｍＲＮＡ水平

的比值显著高于１ｇ状态。然而ＸＩＡＰ（抗凋亡分子）的 ｍＲ

ＮＡ水平也显著增加，提示模拟失重对促凋亡和抗凋亡分子

均有调制作用。而Ｂｕｃａｒｏ等［１８］在近期的实验中，将成骨细

胞封入两种藻酸盐载体胶囊中，移入同一旋转式培养系统，

实现了将细胞在模拟失重和正常重力下同步培养的环境，培

养１４ｄ后发现Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２干细胞、ＭＣ３Ｔ３Ｅ１成骨样细胞

及 ＭＬＯＡ５骨样细胞对凋亡诱导因子十字孢碱和硝普钠的

敏感性均未改变，ＲＴＰＣＲ分析表明 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞表达

Ｒｕｎｘ２、ＯＣ和Ⅰ型胶原均不变，仅有 ＡＬＰ表达的下降，提示

模拟失重不会直接导致成骨细胞的凋亡。

２．３　模拟失重对成骨细胞功能及相关信号转导通路的影响

　Ⅰ型胶原是骨的细胞外基质中含量最丰富的蛋白质。回

转器模拟失重培养的小鼠 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１成骨细胞中，胶原蛋白

交联过程中所需酶的表达发生了下调，影响了胶原的翻译后

修饰过程，从而导致成骨功能的下降［１９］。大鼠ＢＭＳＣ在３Ｄ
回转器中培养２周后，ＡＬＰ活性下降了４０％，虽然未发现细

胞数量和分布与对照组的差异，但是细胞外基质的形成减少

了［７］。ＨｕＯ９细胞系在水平回转器上培养，ＡＬＰ活性和 ＯＣ
产生是显著降低的，培养液中加入１，２５（ＯＨ）２Ｄ３后 ＡＬＰ
活性增加，但仍然低于１ｇ对照组［２０］。正常人成骨细胞在回

转器上培养，第１日即发现ＯＣ、ＡＬＰ、ｃｂｆα１、ＶＤＲ、ＲＡＮＫＬ
和ＯＰＧ的 ｍＲＮＡ 水平分别下降为对照组的２１％、６５％、

６２％、５２％、４３％和５４％，ＡＬＰ活性下降为对照的７５％，第２
日ＯＣ和 ＲＡＮＫＬ的 ｍＲＮＡ 水平下降为７７％和６１％［２１］。

２Ｔ３前成骨细胞在ＲＰＭ 上培养９ｄ后，ＡＬＰ活性显著受到

抑制，ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、骨调素和甲状旁腺素受体１的 ｍＲＮＡ表

达都下调，而组织蛋白酶Ｋ的ｍＲＮＡ表达上调，骨形态发生

蛋白４（ＢＭＰ４）和ｃｙｓｔａｔｉｎＣ蛋白水平不变［２２］。也有相反的

实验结果，如大鼠成骨细胞系在 ＲＷＶ中培养后，可检测到

很高水平的ＡＬＰ基因表达和活性，且骨桥蛋白、ＯＣ和ＢＭＰ

４表达都增加，而骨连接素、骨涎蛋白Ⅱ和ＢＭＰ２表达未改

变。还发现ＩＬ６ｍＲＮＡ表达增加，ＩＬ６在体外可刺激破骨

细胞的形成和吸收活性［１５］。模拟失重７ｄ后Ⅰ型胶原表达

显著减少，与胶原联接的整合素通过ＦＡＫ、Ｒａｓ和ＥＲＫ的信

号转导显著下降。ＦＡＫ 可以将信号转导给 ＥＲＫ，并激活

Ｒｕｎｘ２，从而在成骨细胞的分化中发挥作用，因此整合素信号

转导功能的下降可能导致了成骨细胞生成的减少［２３］。

　　对于模拟失重后成骨细胞中 ＭＡＰＫ信号通路变化的研

究，实验结果不尽相同。如培养在３Ｄ回转器中的人成骨细

胞比１ｇ对照细胞更大更圆，培养了１０ｄ才出现 ＡＬＰ活性

（对照组出现在第７日），未见骨结节和钙化的出现（对照出

现在第１２日和第２０日），ｃｂｆα１和ＯＣ表达下降，ｐ３８ＭＡＰＫ
的磷酸化受到抑制，而ＥＲＫ和ＪＮＫ的磷酸化未见改变，提

示３Ｄ回转培养对成骨细胞分化的抑制主要是由于抑制了

ｐ３８ＭＡＰＫ的磷酸化［８］。而人ＢＭＳＣ在模拟微重力作用后，
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向成骨细胞分化的功能减弱，成骨细胞标志物Ｒｕｎｘ２的表达

下降，ＰＰＡＲγ２表达增加。模拟微重力使ＥＲＫ磷酸化降低，

而ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化是增加的。联合应用 ＢＭＰ（可增加

Ｒｕｎｘ２的表达）、ＦＧＦ２（增加ＥＲＫ磷酸化但不增加成骨因子

的表达）和ＳＢ２０３５８０（ｐ３８ＭＡＰＫ的特异抑制剂）的实验结

果，提示通过调节不同的信号通路可以显著逆转模拟微重力

对人ＢＭＳＣ向成骨细胞分化的抑制作用［２４］。

　　人成骨细胞 ＨＯＳＴＥ８５在回转器上培养７２ｈ，然后在

地面１ｇ条件下加入ＴＮＦα处理３０ｍｉｎ，发现ＴＮＦα依赖

的ＮＦｋａｐｐａＢ的激活显著下降，且ＮＦｋａｐｐａＢ依赖的转录

激活也减弱，ＴＮＦα依赖的内源性 ＮＦｋａｐｐａＢ反应基因

ｐ１０５、ＩｋａｐｐａＢα和ＩＬ８的诱导激活也显著减弱了，结果提

示向量平均化的重力可抑制ＮＦｋａｐｐａＢ的激活从而抑制成

骨细胞对 ＴＮＦα的反应［２５］。ＲＯＳ１７／２．８细胞在回转器模

拟失重后，Ｅｇｒ１、ＮＦｋａｐｐａＢ和 ＡＰ１家族成员都被诱导发

生了基因表达和核内转位（除ｆｏｓＢｍＲＮＡ外），抑制ＥＲＫ１／

２、ｐ３８ＭＡＰＫ和ｓｒｃ激酶的活性后几乎 ＡＰ１所有成员的核

转位都被抑制（除Ｆｒａ１和ＪｕｎＢ外），提示 ＭＡＰＫ和ｓｒｃ激

酶途径参与了这一动力学过程［２６２７］。

　　模拟失重后成骨细胞分化和骨形成的关键调节因子

Ｒｕｎｘ２的水平和ＡＰ１的转录激活显著下降，而且维生素Ｄ
受体、ＲＡＮＫＬ及ＯＰＧ的 ｍＲＮＡ都显著下降［２８２９］。原代培

养的小鼠成骨细胞在ＲＷＶ中模拟失重２４ｈ后，其培养基可

促进小鼠ＢＭＳＣ向破骨细胞的转化和骨吸收活性，并且其

ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比值高于１ｇ对照组，加入高浓度的 ＯＰＧ后

可以抑制这种转化，提示模拟失重可以通过调控成骨细胞分

泌关键性的因子，如ＲＡＮＫＬ和ＯＰＧ，而间接地激活破骨细

胞的形成和活性［３０］。在向量平均化重力条件下培养的ＢＭ

ＳＣ，其ＲＡＮＫＬ的ｍＲＮＡ表达增加，而ＯＰＧ表达水平降低，

这种调节方式可能是失重引起骨质稀少的原因之一［３１］。目

前研究者认为ＯＰＧ是一种很有潜力的药物，可以用来治疗

骨质疏松症、代谢性骨肿瘤引起的骨丢失以及长期暴露于微

重力环境导致的骨丢失。

２．４　模拟失重对成骨细胞作用的基因组学和蛋白质组学研

究　为了阐明失重诱导骨丢失的机制，近几年来学者们不再

停留于对个别因子的研究上，而是采用了基因组学和蛋白质

组学的研究方法，系统地观察模拟失重后成骨细胞中基因谱

和蛋白谱的变化，得到了一些有意义的结果。

　　如Ｐａｔｅｌ等［３２］将２Ｔ３前成骨细胞在 ＲＷＶ上培养３ｄ
后，采用ｃＤＮＡ微阵列技术发现６１个基因表达上调和４５个

基因下调，且变化幅度是１ｇ对照的２倍以上，其中７个基因

和蛋白，包括骨调素、Ｒｕｎｘ２和ｏｓｔｅｏｇｌｙｃｉｎ的变化得到了实

时ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹实验结果的证实。通过比较 ＲＷＶ
和ＲＰＭ模拟失重后的结果，发现有１４个机械应力敏感基因

的变化是一致的，其中有３个基因的表达是被模拟失重下调

而被机械应力刺激上调的。Ｐａｒｄｏ等［２２］也发现了类似的结

果，他们应用微阵列研究证实在模拟微重力条件下培养的

２Ｔ３前成骨细胞中，Ｒｕｎｘ２功能下调（其所调节的 ＯＣ表达

也下降），骨调素（与骨基质合成有关）和甲状旁腺素受体１
（促进Ｃａ２＋从骨中释放）也发生下调。骨溶解因子例如组织

蛋白酶Ｋ发生上调。组织蛋白酶 Ｋ主要在破骨细胞中表

达，它在成骨细胞中的病理含义尚不清楚，提示其可能直接

激活破骨细胞或通过一些未知的成骨细胞依赖的机制而引

起骨丢失［２２］。

　　Ｎｉｃｈｏｌｓ等［３３］采用液相色谱分析和微分二维凝胶电泳技

术相结合的比较蛋白组学方法，发现了ＲＷＶ模拟失重培养

的人成骨细胞中很多蛋白发生了表达上调或下调。如与成

骨细胞分化和骨形成相关的蛋白（Ｏｓｘ，ＰＡＰ）、与细胞间黏附

相关的联蛋白（ｃａｔｅｎｉｎ）发生了下调，与凋亡（ＴＧＦβ诱导的

早期生长应答因子２，即 ＴＩＥＧ２）、应激（ＨＳＰ７０）和细胞生

长／重塑（鸟氨酸脱羧酶抗酶）相关的蛋白发生了上调。模拟

失重下钙依赖磷酸酶ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ（由细胞内Ｃａ２＋的持续增加

而激活）和白蛋白均上调。Ｏｓｘ主要调节成骨细胞分化的后

期过程，是骨形成所必需的。细胞ＰＡＰ在体外可直接增强

骨细胞的分化（非增殖）特征，即合成胶原和ＡＬＰ。这些结果

提示模拟失重下成骨细胞分化途径是受损的。细胞黏附蛋

白如联蛋白的下调可能会弱化细胞间的联接，影响细胞间的

信号转导和组织稳定。已经发现仓鼠上皮细胞中ＴＩＥＧ２的

过度表达会诱发凋亡，而 ＨＳＰ７０可以防止环境应激引起的

细胞损伤。白蛋白表达的上调，可以抑制 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞的

分化而促进其增殖，进一步提示模拟失重下成骨细胞的分化

受阻［３３］。

３　展　望

　　由于空间搭载进行细胞学实验的机会相对较少，而且成

本很高，因此地面模拟失重研究就成为对真实失重研究的重

要补充。综上所述，在模拟失重条件下成骨前体细胞的增殖

和分化受到了抑制，且失重诱导了成骨细胞的凋亡，使得有

成骨功能的细胞数量下降，从而骨形成减少，并且多个信号

通路参与了这一过程。这些结果与太空失重条件下获得的

实验数据基本一致，进一步证实了模拟失重研究的必要性。

　　目前关于失重性骨质丢失机制的结论尚不一致，同时对

于骨丢失的对抗药物和防护措施的研究还尚显不足，这些方

面还需要做大量的进一步的实验工作。
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