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摘要"目的E研究骨桥蛋白";QM@;P;CM6C# TY/$对骨髓间充质干细胞"=;C@45OO;[%A@O6h@A 4@Q@CB:D457QM@4B@77Q#
,J02Q$核力学特性的影响及相关分子机制& 方法E采用 RO5CQ[@77法分析 ,J02Q迁移能力& 利用原子力显微镜
"5M;46B8;OB@46BO;QB;P@# -1J$检测细胞核弹性模量#分析 TY/作用下 ,J02Q细胞核硬度的变化& 通过
X@QM@OC =7;M技术检测TY/作用对黏着斑激酶"8;B575A:@Q6;C N6C5Q@# 1-S$和胞外信号调节激酶 #I!"@]MO5B@77>75O
Q6HC57%O@H>75M@A N6C5Q@#I!# 3KS#I!$的影响#并利用1-S或3KS#I! 抑制剂考察1-S%3KS#I!信号通路在TY/影
响,J02Q核力学特性中的作用& 通过KR%Y2K和X@QM@OC =7;M技术检测TY/作用下核纤层蛋白_546C -I2的表达
变化& 结果ETY/处理组细胞核弹性模量与对照组相比明显降低& TY/作用显著上调 1-S)3KS#I! 磷酸化水
平#加入1-S或3KS#I! 抑制剂在一定程度上回救TY/降低的细胞核弹性模量#并显著抑制,J02Q迁移& TY/处
理,J02Q后_546C -I24K/-和蛋白水平的表达出现下调#但1-S或3KS#I!抑制剂能够抑制TY/诱导的_546C -I2
表达下调& 结论ETY/可能通过1-S%3KS#I! 信号通路下调 ,J02Q核骨架蛋白 _546C -I2表达#降低细胞核硬
度#促进,J02Q迁移& 该研究结果为深入认识TY/调控,J02Q迁移行为的机制及其临床应用提供了实验依据&
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EE骨髓间充质干细胞" =;C@45OO;[4@Q@CB:D457
QM@4B@77Q# ,J02Q$是一种具有自我更新和多向分
化潜能的成体干细胞#也是损伤组织修复)再生等
组织工程研究中应用最多的干细胞类型& ,J02Q
具有趋化特性#可以感知损伤组织产生的修复信
号#从骨髓中动员进入外周血循环#迁移到损伤组
织位点通过旁分泌和I或定向分化作用进行损伤组
织修复’#( & 在此过程中#,J02Q受到血流动力作用
以及多种可溶因子等化学因素的影响#这些力)化
学因素共同影响,J02Q增殖)迁移)分化)旁分泌等
多种力生物学行为’!( & 目前#,J02Q向损伤位点的
定向迁移及其调控成为J02Q临床应用研究的重要
内容#但有关这些影响因素及其作用机制还了解
不多&

骨桥蛋白";QM@;P;CM6C# TY/$是一种带负电荷
的分泌型磷酸糖蛋白#属于小整合素结合配体 /%连
接糖蛋白家族中的一员& TY/广泛分布于多种组
织和细胞中#参与骨重建)炎症和免疫反应)细胞募
集)信号传递)肿瘤侵袭转移以及一些自身免疫疾
病等生理)病理过程#具有重要的生物学功能’(%)( &
本课题组前期研究证实#TY/可以明显促进 ,J02Q
的迁移能力’’( #但其作用的详细机制还不清楚&

细胞核是真核细胞最大)最硬的细胞器#不仅
是细胞遗传物质储存和复制的场所#而且在细胞迁
移)运动)分化过程中起重要调节作用’+( #细胞核的
力学特性直接影响细胞的迁移能力和运动能
力’$%&( & TY/可以与其受体整合素 &# 结合#通过
1-S%3KS#I! 信号途径促进,J02Q的迁移能力’*( &
但TY/促,J02Q迁移过程中#细胞核力学特性的
变化及其涉及的分子机制#还有待进一步研究& 本

文采用原子力显微镜 "5M;46B8;OB@46BO;QB;P@#
-1J$和分子生物学技术#研究 TY/作用后 ,J02Q
细胞核弹性模量及相关分子的变化#为从核力学角
度揭示TY/促,J02Q迁移的机制提供实验证据&

%!材料与方法

%O%!主要试剂和仪器设备
骨桥蛋白TY/"Ku\公司#美国$)_%\J3J培养

基)胎牛血清"Z6=B;公司#美国$#胰蛋白酶"WDB7;C@
公司#美国$#双抗",@D;M64@公司#中国$#Y@OB;77溶
液"Z3公司#美国$#Y@PQM5M6C)_@>P@M6C)/Y%)")多聚%
\%赖氨酸和无 25!sIJH!s的 Y,0 "06H45公司#美
国$#兔抗大鼠 1-S) P%1-S)3KS#I!) P%3KS#I!)
_546C-I2抗体和小鼠抗大鼠 &%5BM6C 抗体"20R公
司#美国$#1-S抑制剂 Y1’$(!!& "R;BO6Q公司#英
国$和 3KS#I! 抑制剂 Y\*&"’*",@D;M64@公司#中
国$#K/-提取试剂盒",6;R@N@公司#中国$#其他
常规药品)试剂购于重庆化玻公司&

倒置相差显微镜"_@6B5公司#德国$#细胞培养
箱)超净工作台"R:@O4;公司#美国$#原子力显微镜
"gYS公司#德国$#RK)""Y0-原子力显微镜探针
"T7D4P>Q公司#日本$#Y2K仪)蛋白电泳及显影系
统",6;%K5A 公司#美国$#RO5CQ[@77小室"J6776P;O@
公司#美国$#台式离心机)移液枪"3PP@CA;O8公司#
德国$#培养瓶)培养板)离心管等细胞培养相关耗
材"2;OC6CH公司#美国$&
%O#!细胞分离培养

雄性 0PO5H>@\5[7@D" 0\$大鼠#!’ 只##"" ‘
#’" H#购自重庆医科大学动物实验中心& 大鼠
,J02Q的分离培养按本实验室建立的方法进行’#"( &
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分离得到的,J02Q以 #"+个I4_密度接种于培养瓶
中#置于 ($ a)’!2T!)*’!湿度条件下的细胞培
养箱中培养#每 ( A 换液 # 次& 当细胞生长至近融
合时#用胰蛋白酶消化#按 # r! 比例进行传代培养&
实验用Y! ‘Y’代细胞&
%O"!细胞迁移分析

采用RO5CQ[@77法对细胞迁移能力进行分析’’( &
将,J02Q加入 RO5CQ[@77分析装置中#置于培养箱
静置培养 + :后取出#拭去上室未迁移的细胞#用结
晶紫染色)风干#于倒置显微镜下随机选取 ) 个视
野进行拍照#计算迁移细胞的数目&

实验分组%对照组"2;CMO;7# 不加任何处理$!
TY/组 "TY/$!TY/与 Y1’$(!!& 联合作用组
"TY/sY1$!TY/与 Y\*&"’* 联合作用组"TY/s
Y\$& 在1-S)3KS#I! 信号通路抑制实验中#需在
加入 TY/处理前用 Y1’$(!!& " #" $4;7I_$ 或
Y\*&"’*"’" $4;7I_$预处理细胞 (" 46C#并且随后
的细胞处理期间抑制剂一直存在&
%OU!细胞核提取

按\@H>B:6等’##(建立的细胞核分离方法提取
,J02Q细胞核& 实验分组同上#用 !"" $_含
_@>P@PM6C和Y@PQM5M6C的Y,0悬浮细胞核#轻轻滴加
到多聚%\%赖氨酸裱衬的圆形载玻片#使细胞核黏附
于载玻片上#用于后续实验分析&
%OV!细胞核弹性模量分析

采用-1J进行细胞核弹性模量检测’#!( & 实验
分组同上#用镊子小心取出黏附有细胞核的载玻
片#用无25!sIJH!s的Y,0 轻洗 ( 次#置于 -1J样
品测量台进行细胞核弹性模量测量&
%O’!NBWEIN

使用 K/-提取试剂盒提取细胞总 K/-#根据
文献’*(和逆转录试剂盒说明书进行逆转录& 引物
序列如表 # 所示& Y2K产物通过Z;7A k6@[核酸染
料染色的 #?’!琼脂糖凝胶电泳分离#以 &%5BM6C 为
内参评价核纤层蛋白 _546C -I2基因水平表达的
变化&
%OY!?18A1+,C.)A

根据文献方法’#((中采用 X@QM@OC =7;M技术检
测核纤层蛋白 _546C -I2表达的变化& 用细胞裂
解液提取蛋白#电泳后电转至Yk\1膜#脱脂牛奶室
温孵育 # : 后分别与磷酸化 3KS#I!"P%3KS#I!$)

总EE表 %!NBWEIN分析中的引物序列
B-C:%!=.3H),*4.1)A321R+361+81c*1,418*812/)+NBWEIN-,-.J838

名称 引物序列 ’v&(v 产物大小I=P
_546C-I2 正义链 RZZRRZ-ZZ-2--RZ-2Z-RZ- ##’E

反义链 ZZRZ2RZ-2ZZ2-ZZRRZR-
&%5BM6C 正义链 -2ZZR2-ZZR2-R2-2R-R2Z (*&E

反义链 ZZ2-R-Z-ZZR2RRR-2ZZ-RZ

3KS#I!"M%3KS#I!$)磷酸化 1-S"P%1-S$)总 1-S
"M%1-S$和_546C -I2抗体 ) a孵育过夜#漂洗后
再与辣根过氧化物酶标记的二抗"山羊抗兔$室温
孵育 # :& 以&%5BM6C为内参评价_546C -I2蛋白水
平的表达变化#以 M%3KS#I! 为内参评价 P%3KS#I!
的表达变化#以 M%1-S为内参评价 P%1-S的表达
变化&
%O&!数据统计分析

所有实验组的结果均进行 ( 次以上独立的重
复实验#即测量的重复次数 6"(& 实验结果以均
值G标准差表示#并采用 5检验分析两组数据之间
的差异#/m"?"’ 表示差异有统计学意义&

#!结果

#O%!=E;降低50@I8细胞核的弹性模量
倒置显微镜下观察分离培养的,J02Q形态#细

胞呈长梭形#形态基本一致#培养细胞呈现漩涡状
分布’见图 #"5$(& 提取 ,J02Q的细胞核#核形态
呈圆形或椭圆形#结构完整’见图 #"=$(& -1J检
测大鼠,J02Q细胞核弹性模量’见图 #"B$(& 结果
发现#未经TY/处理的对照组 ,J02Q细胞核弹性
模量为"#?"" G"?#)$ NY5#TY/"#?" 4HI_$处理+ :
后#细胞核弹性模量为""F() G"F"&$ NY5#两组相比
有显著性差异’/m"?""##见图 #"A$(& 因此#TY/
显著降低,J02Q的细胞核硬度&
#O#!PKDWXND%_# 信号通路介导 =E;诱导的

50@I8核力学变化
黏着斑激酶"8;B575A:@Q6;C N6C5Q@#1-S$%胞外信

号调节激酶"@]MO5B@77>75OQ6HC57%O@H>75M@A N6C5Q@#I!#
3KS#I!$信号通路是介导多种因素影响细胞力生物
学行为的重要途径’#)%#’( & 为探究1-S%3KS#I! 信号
通路是否介导TY/诱导的,J02Q核力学变化#首先
验证 TY/作用下 1-S和 3KS#I! 的磷酸化水平&
X@QM@OC =7;M实验证实#TY/处理,J02Q能明显上调
1-S和3KS#I!的磷酸化水平’见图 !"5$ ‘"B$(&

$’!
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图 %!=E;对大鼠50@I8核力学特性的影响

"6d(# !!!/m"?""#$

P3H:%!X//14A8)/=E;),,*4.1-+6147-,348)/+-A50@I8!

"5$ J;OP:;7;HD;8B>7M>O@A ,J02Q# "=$ />B7@66Q;75M@A

8O;4,J02Q# "B$ 375QM6B4;A>7>QA@M@BM6;C =D-1J8;O

,J02C>B7@6# "A$ 388@BM;8TY/;C @75QM6B4;A>7>Q;8

,J02C>B7@6

在此 基 础 上# 用 1-S 抑 制 剂 Y1’$(!!& "Y1#
#" $4;7I_$ 或 3KS#I! 抑 制 剂 Y\*&"’* "Y\#
’" $4;7I_$阻断1-S%3KS#I! 信号通路#结果发现#
TY/降低的细胞核弹性模量均得到恢复’见图 !
"A$(#提示 1-S%3KS#I! 信号通路在 TY/降低
,J02Q核力学特性中起着重要介导作用&
#O"!PKDWXND%_# 信号通路介导 =E;诱导的

50@I8迁移
在明确 1-S%3KS#I! 信号通路在 TY/影响

,J02Q核力学特性中的介导作用后#为确定该信
号通路在 TY/诱导的 ,J02Q迁移中的作用#采用
RO5CQ[@77法考察 1-S抑制剂或 3KS#I! 抑制剂存
在下 TY/诱导的 ,J02Q迁移行为的变化& 与对
照组比较#TY/明显促进 ,J02Q的迁移能力& 加
入 1-S抑制剂 Y1’$(!!&"#" $4;7I_$或 3KS#I!
抑制剂 Y\*&"’* " ’" $4;7I_$ 后#TY/促进的
,J02Q迁移受到明显抑制& 该研究结果证实#
1-S%3KS#I! 信号通路介导 TY/诱导的 ,J02Q
迁移"见图 ($&
#OU!=E;对 50@I8核纤层蛋白 [-63,K_I表

达的影响
核纤层蛋白"_546C$是一种 k型中间纤维#为

图 #!PKDWXND%_# 信号通路在 =E;影响大鼠 50@I8核力学

特性中的作用"6d(# !/m"?"’# !!/m"?"#$

P3H:#!N).1)/PKDWXND%_# 83H,-.3,H 3,=E;W-//14A12,*4.1-+

6147-,348)/+-A50@I8!"5$ 388@BMQ;8TY/;C P:;QP:;%

OD75M6;C 7@h@7;81-S5CA 3KS#I!# "=$ b>5CM6M5M6h@5C57DQ6Q

;8P:;QP:;OD75M6;C 7@h@7;81-S# "B$ b>5CM6M5M6h@5C57DQ6Q;C

P:;QP:;OD75M6;C 7@h@7;83KS#I!# " A$ 2:5CH@Q;8@75QM6B

4;A>7>Q;8,J02C>B7@>Q58M@OMO@5M4@CM[6M: 1-S6C:6=6M;O

"Y1$ ;O3KS#I! 6C:6=6M;O"Y\$

核纤层的主要组成成分& 研究证实#核纤层蛋白
_546C -I2表达的变化对细胞核力学特性的改变起
着重要决定作用’#+( & TY/可以减小 ,J02Q弹性模
量#降低细胞核的硬度#影响核的力学特性&

采用KR%Y2K和X@QM@OC =7;M考察 TY/对纤层
蛋白_546C -I2表达的影响& 结果显示#TY/作用
下,J02Q的_546C -I2表达无论在4K/-还是蛋
白水平都呈现显著下调#提示 TY/可能通过降低
,J02Q核纤层蛋白 _546C -I2的表达降低细胞核
的硬度’见图 )"5$)"=$(&

此外#实验结果也证实#1-S%3KS#I! 信号通路
介导TY/诱导的,J02Q核力学特性改变& 进一步
采用 1-S或 3KS#I! 抑制剂阻断该信号通路&
X@QM@OC =7;M检测结果发现#加入1-S或3KS#I! 的
抑制剂作用后#TY/下调的 _546C -I2表达得到了
回救#提示1-S%3KS#I! 信号通路也介导了TY/对
_546C -I2表达的影响’见图 )"B$(&
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图 "!PKDWXND%_# 信号通路在=E;促50@I8迁移中的作用 "6d(# !!/m"?"#$

P3H:"!N).1)/PKDWXND%_# 83H,-.3,H 3,=E;WR+)6)A1250@I63H+-A3),!"5$ -QQ5D;8,J0246HO5M6;C

=DRO5CQ[@77QDQM@4# "=$ b>5CM6M5M6h@5C57DQ6Q;C 46HO5M;ODB@77C>4=@O;8,J02Q

图 U!=E;对大鼠50@I8核纤层蛋白[-63,K_I表达的影响 "6d(# !/m"?"’#!!/m"?"#$

P3H:U!X//14A8)/=E;),1ZR+1883),)/[-63,K_I3,+-A50@I8!"5$ 388@BMQ;8TY/;C 4K/-@]PO@QQ6;C ;8_546C -I26C ,J02Q#

"=$ 388@BMQ;8TY/;C PO;M@6C @]PO@QQ6;C ;8_546C -I26C ,J02Q# "B$ 2:5CH@Q;8_546C -I2@]PO@QQ6;C 6C ,J02Q58M@OMO@5M4@CM[6M:

1-S6C:6=6M;O"Y1$ ;O3KS#I! 6C:6=6M;O"Y\$

"!讨论

细胞迁移是多细胞生物体的一种重要生命活
动#参与机体的多种生理病理过程#如%胚胎发生
"生长$)伤口愈合"组织修复与再生$)对入侵病原
的免疫响应"炎症反应$以及癌细胞的侵袭转移等
等& 研究证实#细胞的硬度)变形能力等生物力学
特性对细胞的迁移能力有重要影响& 作为真核细
胞最大和最硬的细胞器#细胞核是决定细胞力学特
性的主要因素’#$( & 细胞核力学特性的改变不仅对

细胞分化有重要影响’#&( #而且细胞核特殊基因的转
录)核重新定位和核形状的改变与细胞迁移能力密
切相关’+( & 核形状改变是细胞在迁移过程中为了
适应新的环境而做出的物理响应& 当细胞通过狭
小的细胞外基质或细胞与细胞之间的间隙时#细胞
通过挤压细胞核促使细胞能够顺利通过这些狭小
间隙& 在此过程中#细胞核的变形能力成为细胞通
过胞外基质屏障迁移中的限速因素’#*( & 细胞核的
力学特性直接影响细胞核的变形能力和定位& 细
胞核越软越容易变形#但太软的细胞核却不利于细

*’!
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胞核重新定位& 较硬的细胞核利于重新定位#但太
硬的细胞核变形能力有限#不利于细胞迁移中通过
核变形穿过狭小间隙’$( & 由此可见#适宜的细胞核
硬度有助于调节细胞核的形变和定位#增加细胞的
迁移能力&

TY/在多种组织)细胞中广泛存在#介导细胞
的运动)迁移)侵袭等生物学行为& 组织受损后往
往伴随TY/表达的升高’!"( & 本课题组前期研究证
实#TY/可以促进 ,J02Q的迁移能力’’#*( & 本实验
结果发现#TY/处理后可使,J02Q细胞核弹性模量
显著下降#这一结果与 W5A5O5等’!#(的研究结果一
致#提示TY/可能通过降低 ,J02Q细胞核硬度增
加核的变形能力#从而增加细胞的迁移能力&

在影响细胞核力学特性的诸多因素中#核纤层
蛋白成为人们近年关注的热点& 研究发现#细胞
_546C -I2表达下调会减小细胞核的硬度#爪蟾卵
母细胞 _546C -I2上调后细胞核硬度明显增加#并
呈现一定的剂量依赖关系’!!( #提示核纤层蛋白
_546C -I2对细胞核力学特性的维持起着重要作
用& 本实验结果表明#TY/作用下 7546C -I2的表
达明显下降#TY/可能通过下调7546C -I2的表达#
改变,J02Q核的力学特性& 前期研究发现#TY/可
以明显促进,J02Q的迁移行为#同时1-S)3KS#I!
信号分子的磷酸化水平出现上调& 当用 1-S)
3KS#I! 信号分子的抑制剂处理后#TY/上调的
1-S)3KS#I! 的磷酸化水平被抑制#同时TY/促进
,J02Q迁移的行为也被抑制#表明 1-S%3KS#I! 信
号通路介导TY/促进的,J02Q迁移’’( & 为进一步
验证 1-S%3KS#I! 信号通路是否参与 TY/对
7546C -I2表达和核力学特性的影响#通过抑制剂阻
断1-S%3KS#I! 信号通路& 结果发现#该信号通路
阻断后抑制 TY/下调的 7546C -I2表达和核弹性
模量#也抑制 TY/促进的 ,J02Q迁移& 这些结果
不仅证明 1-S%3KS#I! 信号通路在 TY/影响
,J02Q核纤层蛋白)核力学特性#并最终影响细胞迁
移行为中的关键介导作用#而且揭示了TY/信号从
胞外经细胞质到细胞核的传递过程及其对 ,J02Q
迁移行为影响的分子机制&

综上所述#TY/可通过 1-S%3KS#I! 信号通路
下调,J02Q核骨架蛋白_546C -I2的表达#降低细
胞核的硬度#促进,J02Q的迁移能力& 该研究结果

不仅有助于从细胞核力学角度认识 TY/促 ,J02Q
迁移的生物力学机制#而且为基于 J02Q迁移能力
调控的相关研究和临床应用提供理论指导和方法
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