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美洛昔康对骨形态发生蛋白９诱导间充质干细胞骨向分化的抑制作用

周龙洋，杨秋臖，牟钰钦，刘映孜，周岐新，蒋青松，何百成

（重庆医科大学药理学教研室，重庆 ４０００１６）

　　摘要：目的　探讨美洛昔康对骨形态发生蛋白９（ＢＭＰ９）诱导间充质干细胞成骨分化的影响。方法
用ＢＭＰ９编码序列的重组腺病毒感染Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞，并同时加入美洛昔康５，１０和２０μｍｏｌ·Ｌ－１对ＢＭＰ９
的作用进行干预。采用化学发光法检测第５天、第７天和第９天的碱性磷酸酶（ＡＬＰ）活性，ＲＴＰＣＲ方法分
别于第９天和第１１天检测骨钙蛋白ｍＲＮＡ表达以及第１天、第３天和第５天Ｄｌｘ５ｍＲＮＡ表达，于第１４天
和第２０天采用茜素红Ｓ染色法检测钙盐沉积。另用荧光素酶报告质粒检测 ＢＭＰＲＳｍａｄ信号的转录活性。
结果与正常Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞组相比，第５～第９天ＢＭＰ９组ＡＬＰ活性明显增加（Ｐ＜０．０１），但加入美洛昔康
５，１０和２０μｍｏｌ·Ｌ－１后，ＡＬＰ活性随美洛昔康浓度增加而明显降低（Ｐ＜０．０５）。与正常Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞组
相比，ＢＭＰ９组骨钙蛋白素和Ｄｌｘ５的ｍＲＮＡ表达水平及钙盐沉积明显增加，美洛昔康则明显抑制 ＢＭＰ９诱
导的骨钙蛋白素和Ｄｌｘ５ｍＲＮＡ的表达及钙盐沉积（Ｐ＜０．０５）。ＢＭＰ９促进Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞中ＢＭＰＲＳｍａｄ
报告质粒的荧光素酶活性增加（Ｐ＜０．０１），美洛昔康能够抑制 ＢＭＰ９对 ＢＭＰＳｍａｄ信号的活化作用（Ｐ＜
０．０５）。结论　美洛昔康对 ＢＭＰ９诱导的间充质干细胞成骨化有明显的抑制作用，其机制可能与抑制
ＢＭＰＳｍａｄ信号激活有关。
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　　近年来研究表明，环氧酶２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，
ＣＯＸ２）在干细胞成骨分化、骨折的修复和愈合中具
有重要作用。选择性 ＣＯＸ２抑制剂能抑制和延迟
骨折愈合，ＣＯＸ２－／－小鼠胫骨骨折愈合明显延迟，
且颅骨的膜内成骨量明显减少［１－２］。骨形态发生蛋

白（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＢＭＰ）属于转化生
长因子 β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）超
家族成员，在个体发育过程中具有重要作用，包括

对骨发育的影响［３］。间充质干细胞是一种具有多

向分化潜能的干细胞，在适当因子剌激下能向骨、软

骨、肌肉及脂肪细胞分化［４］。文献报道，ＢＭＰ２具有
明显诱导间充质干细胞成骨分化的能力，但 ＢＭＰ２
不能有效诱导 ＣＯＸ２－／－小鼠来源的骨髓间充质细
胞成骨分化 ［５］。

ＢＭＰ９是目前发现的ＢＭＰ成员中，诱导干细胞
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成骨分化能力最强的因子［６］。至今尚无相关文献

报道ＣＯＸ２在 ＢＭＰ９诱导干细胞成骨分化过程中
的作用。美洛昔康 （ｍｅｌｏｘｉｃａｍ）是一种选择性
ＣＯＸ２抑制剂，因不良反应较小而广泛用于临床。
本研 究 采 用 ＣＯＸ２抑 制 剂 美 洛 昔 康，通 过
体外实验研究ＣＯＸ２在ＢＭＰ９诱导间充质干细胞成
骨分化过程中的作用，为深入研究 ＣＯＸ２与 ＢＭＰ９
诱导干细胞成骨分化的关系提供理论及实验依据。

１　材料与方法

１．１　细胞、试剂及仪器
间充质干细胞 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２购自美国 Ａｍｅｒｉｃａｎ

ＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ公司。美洛昔康购自 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司，采用二甲亚砜（ＤＭＳＯ，购自碧云天，
ＳＴ０３８）作为溶剂。Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞培养采用
ＤＭＥＭ培养基培养（含 １０％胎牛血清、青霉素
１００ｋＵ·Ｌ－１和链霉素１００ｍｇ·Ｌ－１），培养条件为５％
ＣＯ２及 ３７℃。碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，
ＡＬＰ）化学发光检测试剂盒购自 ＢＤ Ｃｌｏｎｔｅｃｈ
（Ｃａｔ＃６３１７３７），采用Ｐｒｏｍｅｇａ光度计（ＧｌｏＭａｘ２０／２０）
测定。茜素红Ｓ（ａｌｉｚａｒｉｎｒｅｄＳ）购自成都格雷西亚化
学技术有限公司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
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公司。

１．２　ＢＭＰ９和绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）重组腺病毒构建

重组腺病毒均采用 ＡｄＥａｓｙ系统［７］构建，由芝

加哥大学 ＴＣＨｅ（何通川）教授提供。构建方法如
下：从ＥＳＴ克隆中用ＰＣＲ将目的基因的编码序列扩
增，然后克隆到穿梭质粒。最后将穿梭质粒线性化

并与含腺病毒骨架序列的质粒进行重组，将重组正

确的质粒线性化并转染到ＨＥＫ２９３Ａ细胞进行病毒
包装，得到目的基因编码序列的重组腺病毒。即

ＧＦＰ重组腺病毒（ＡｄＧＦＰ）和 ＢＭＰ９重组腺病毒
（ＡｄＢＭＰ９）。
１．３　细胞分组及腺病毒滴度测定

Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞分为正常对照组、美洛昔康
组、ＢＭＰ９组及 ＢＭＰ９合并美洛昔康组。正常对照
组用ＡｄＧＦＰ处理并同时给予１％ ＤＭＳＯ。美洛昔
康组用不同浓度的美洛昔康合并 ＡｄＧＦＰ处理细
胞。ＢＭＰ９组用ＡｄＢＭＰ９感染细胞并同时给予１％
ＤＭＳＯ处理细胞。ＢＭＰ９合并美洛昔康为 ＡｄＢＭＰ９
感染细胞并同时给予不同浓度的美洛昔康。实验前

每种腺病毒均需进行滴度测定（相对滴度），按如下

方法进行：首先将目的细胞按实验要求种于 ２４孔
板，待细胞贴壁后，分别加入 ０．５，１，２，４，８和
１６μｌ病毒液于孔板中；２４ｈ后，进行荧光观察，确定
达到要求感染效率（３０％）每孔应加入腺病毒液的
体积。

１．４　化学发光法测定碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓ
ｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）活性

按１．３项分组处理细胞，美洛昔康的浓度分别
为５，１０和２０μｍｏｌ·Ｌ－１。参照文献［８］方法，做适
当改进用以测定ＡＬＰ活性。先吸去培养基，每孔加
入１００μｌ裂解液，裂解５ｍｉｎ，然后收集裂解液，离
心弃沉淀。反应体系组成为５μｌ裂解液 ＋１５μｌ缓
冲液＋５μｌ底物。室温下孵育２５ｍｉｎ后用Ｐｒｏｍｅｇａ
光度计测定 ＡＬＰ活性。另用 ＢＣＡ法测定蛋白浓
度，用以校正ＡＬＰ活性。ＡＬＰ活性以生成对硝基苯
酚的量表示，即ｎｍｏｌ·ｓ－１·ｇ－１蛋白。
１．５　茜素红Ｓ染色检测钙盐沉积

按１．３项分组处理细胞，美洛昔康浓度为
２０μｍｏｌ·Ｌ－１。于给药后第１４天和第２０天参照文献
［９］进行茜素红Ｓ染色检测钙盐沉积。弃培养基后用
ＰＢＳ洗清１次，用２．５％的戊二醛固定１０ｍｉｎ，吸去固
定液后用ＰＢＳ（ｐＨ４．２）清洗２次。用２％的茜素红
Ｓ染液处理细胞２０ｍｉｎ，然后用 ＰＢＳ（ｐＨ４．２）清洗
２次，对染色结果进行扫描（出现红色结节为阳性

结果）。

１．６　 ＲＴＰＣＲ法检测骨钙蛋白 （ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，
ＯＣＮ）和Ｄｌｘ５ｍＲＮＡ的表达

将指数生长的细胞种于 Ｔ２５培养瓶中，贴壁后
按 １．３细胞分组方 法 加 入 ＤＭＳＯ，ＡｄＧＦＰ，
ＡｄＢＭＰ９和美洛昔康 ５，１０，２０μｍｏｌ·Ｌ－１。提取总
ＲＮＡ前２４ｈ，将完全培养基换为含１％胎牛血清的
完全培养基。采用异硫氰酸胍酚氯仿法提取总
ＲＮＡ，通过ＲＴＰＣＲ制备ｃＤＮＡ，利用 ＰＣＲ检测目的
基因表达情况。所用 ＰＣＲ引物如下：ＧＡＰＤＨ上游
５′ＧＧＣＴＧＣＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＡＴ３′，下游 ５′ＣＧＧＡＣＡ
ＣＡＴＴＧＧＧＧＧＴＡＧ３′；Ｄｌｘ５上游 ５′ＣＴＣＡＧＣＣＡＣ
ＣＡＣＣＣＴＣＡＴ３′，下游５′ＴＧＧＣＡＧＧＴＧＧＧＡＡＴＴＧＡＴ
３′；ＯＣＮ上游 ５′ＣＣＡＡＧＣＡＧＧＡＧＧＧＣＡＡＴＡ３′，下
游５′ＴＣＧＴＣＡＣＡＡＧＣＡＧＧＧＴＣＡ３′。将ＰＣＲ产物进
行电泳并成像，利用 ＩｍａｇｅＪ进行光密度值测定，结
果表示为目的基因条带吸光度值（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ）与
对应内参Ａ的比值。
１．７　ＢＭＰＲＳｍａｄ报告质粒检测 ＢＭＰＲＳｍａｄ信
号的激活

将指数生长状态的细胞种于 Ｔ２５培养瓶中，待
细胞贴壁后，用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ转染ＢＭＰＲＳｍａｄ报告
质粒（ｐ１２×ＳＢＥＬｕｃ）３μｇ，４ｈ后换液。１２ｈ后将
细胞消化重新种于２４孔板，细胞贴壁后按１．３细胞
分组方法加入ＤＭＳＯ，ＡｄＧＦＰ，ＡｄＢＭＰ９和美洛昔
康２０μｍｏｌ·Ｌ－１。２４ｈ后，裂解细胞并按照试剂盒
说明进行荧光素酶活性测定。ＢＣＡ法测定总蛋白
浓度，对荧光素酶活性进行校正。荧光素酶相对活

性用各组测定值与对照组测定值的比值表示，间接

反映信号通路的激活程度。

１．８　统计学分析
所有实验均重复３次。实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，

利用ｔ检验进行组间比较。

２　结果

２．１　美洛昔康对 ＢＭＰ９诱导的 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞
ＡＬＰ活性的影响

表１结果显示，与正常对照组相比，美洛昔康
２０μｍｏｌ·Ｌ－１对正常Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞ＡＬＰ活性有抑
制作用（Ｐ＜０．０５）；ＢＭＰ９能明显诱导间充质干细胞
Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２的ＡＬＰ活性增加，第７天的活性达峰值
（Ｐ＜０．０１）。ＢＭＰ９＋美洛昔康组 ＡＬＰ活性较
ＢＭＰ９组在不同时间点均有明显降低（Ｐ＜０．０１），并
有明显的量效关系（ｒｄ７＝０．９５３６，Ｐ＜０．０５）。
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Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｌｏｘｉｃａｍｏｎａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ＡＬＰ）ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＣ３Ｈ１０Ｔ１／２ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂｏｎｅｍｏｒ
ｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ９（ＢＭＰ９）ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ

Ｇｒｏｕｐ
ＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙ／ｎｍｏｌ·ｓ－１·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ

　ｄ５ ｄ７　 　ｄ９

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ０．４２９±０．０３９ ０．５４０±０．０２２ ０．４０５±０．０１６

Ｍｅｌｏｘｉｃａｍ５μｍｏｌ·Ｌ－１ ０．４１４±０．０１３ ０．４４０±０．０１８ ０．３３９±０．０１４

　　　　１０μｍｏｌ·Ｌ－１ ０．３５２±０．０１４ ０．３７９±０．０２１ ０．３０４±０．０１７

　　　　２０μｍｏｌ·Ｌ－１ ０．２２９±０．０１８ ０．３０３±０．０３３ ０．２２４±０．０２４

ＢＭＰ９ ６．９１７±０．１４５ １２．３３±０．４１４ ８．６３８±０．２９０

ＢＭＰ９＋ｍｅｌｏｘｉｃａｍ５μｍｏｌ·Ｌ－１ ４．７９９±０．０４２＃ ７．０８２±０．２０１＃ ５．７３７±０．１６６＃

　　　　　　　１０μｍｏｌ·Ｌ－１ ２．０６４±０．０６９＃＃ ４．２７９±０．１６０＃＃ ３．４２３±０．１２３＃

　　　　　　　２０μｍｏｌ·Ｌ－１ ０．５７１±０．０２６＃＃ １．２３４±０．０９０＃＃ １．０２４±０．０７４＃＃

珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＢＭＰ９ｇｒｏｕｐ．

２．２　美洛昔康对 ＢＭＰ９诱导的 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞
钙盐沉积的影响

图１结果显示，间充质干细胞 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２经
ＢＭＰ９诱导后，第１４天和第２０天钙盐沉积与 ＧＦＰ
对照组相比显著增强；但 ＢＭＰ９＋美洛昔康
２０μｍｏｌ·Ｌ－１组钙盐沉积较 ＢＭＰ９组明显减弱。提
示美洛昔康对 ＢＭＰ９在 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞中诱导的
钙盐沉积具有明显的抑制作用。

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｌｏｘｉｃａｍ ｏｎｍａｔｒｉｘｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎｉｎ
Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＢＭＰ９．Ｏｎｄ１４（Ａ）ａｎｄｄ２０（Ｂ）
ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏａｌｉｚａｒｉｎｒｅｄＳｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒｍａｔｒｉｘ
ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎｔｅｓｔ．１：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＢＭＰ９；３：ＢＭＰ９＋ｍｅｌｏｘｉｃａｍ
２０μｍｏｌ·Ｌ－１．

２．３　美洛昔康对 ＢＭＰ９诱导的 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞
ＯＣＮｍＲＮＡ表达的影响

图２结果显示，与正常对照组相比，ＢＭＰ９明显
诱导Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞ＯＣＮｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０１）。
ＢＭＰ９＋美洛昔康组，第９天（图２Ａ，Ｃ）和第１１天
（图 ２Ｂ）ＯＣＮｍＲＮＡ表达水平较 ＢＭＰ９组明显
下降（Ｐ＜０．０１），表明美洛昔康对ＢＭＰ９诱导

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｌｏｘｉｃａｍｏｎｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ（ＯＣＮ）ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙＢＭＰ９ｉｎＣ３Ｈ１０Ｔ１／２ｃｅｌｌｓｏｎｄ９
（Ａ）ａｎｄｄ１１（Ｂ）．Ｌａｎｅ１：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；ｌａｎｅ２：ＢＭＰ９；ｌａｎｅ３：
ＢＭＰ９＋ｍｅｌｏｘｉｃａｍ ５ μｍｏｌ·Ｌ－１；ｌａｎｅ４：ＢＭＰ９＋ｍｅｌｏｘｉｃａｍ
１０μｍｏｌ·Ｌ－１；ｌａｎｅ５：ＢＭＰ９＋ｍｅｌｏｘｉｃａｍ２０μｍｏｌ·Ｌ－１．Ｃｗａｓｔｈｅｓｅｍｉ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｏｆＡ－Ｂ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒ
ｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＢＭＰ９ｇｒｏｕｐ．

Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞ＯＣＮｍＲＮＡ的表达有明显的抑制
作用。

２．４　美洛昔康对 ＢＭＰ９诱导的 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞
Ｄｌｘ５表达的影响

图３结果显示，Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞经 ＢＭＰ９诱
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导，Ｄｌｘ５表达水平较正常对照组明显增加；ＢＭＰ９＋
美洛昔康组，Ｄｌｘ５ｍＲＮＡ表达水平较ＢＭＰ９组明显
降低。提示美洛昔康抑制ＢＭＰ９诱导间充质干细胞
成骨分化作用，可能与抑制成骨分化早期的转录调

节因子Ｄｌｘ５表达有关。

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｅｌｏｘｉｃａｍｏｎＤｌｘ５ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＢＭＰ９ｏｎｔｈｅｆｉｒｓｔ（Ａ），ｔｈｅ
ｔｈｉｒｄ（Ｂ）ａｎｄｔｈｅｆｉｆｔｈｄａｙ（Ｃ）ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｌａｎｅ１：ｎｏｒ
ｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；ｌａｎｅ２：ＢＭＰ９；ｌａｎｅ３：ＢＭＰ９＋ｍｅｌｏｘｉｃａｍ５μｍｏｌ·Ｌ－１；
ｌａｎｅ４：ＢＭＰ９＋ｍｅｌｏｘｉｃａｍ２０μｍｏｌ·Ｌ－１．Ｄｗａｓｔｈｅｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅｓｕｌｔｏｆＡ－Ｃ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＢＭＰ９ｇｒｏｕｐ．

２．５　美洛昔康对 ＢＭＰ９诱导的 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞
ＢＭＰＲＳｍａｄ报告质粒荧光素酶活性的影响

表２结果显示，ＢＭＰ９在 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞中，能
使ＢＭＰＲＳｍａｄ报告质粒的荧光素酶活性较 ＧＦＰ对
照组明显升高（Ｐ＜０．０１）；ＢＭＰ９＋美洛昔康组，
ＢＭＰＲＳｍａｄ报告质粒荧光素酶活性较 ＢＭＰ９组明显
降低（Ｐ＜０．０５）。提示ＢＭＰ９能够激活ＢＭＰＳｍａｄ信
号，促使ＢＭＰＲＳｍａｄ报告质粒荧光素酶活性升高；美
洛昔康能够抑制ＢＭＰ９对ＢＭＰＳｍａｄ信号的活化，从
而抑制ＢＭＰＲＳｍａｄ报告质粒荧光素酶活性升高。

Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｌｏｘｉｃａｍ ｏｎｉｎｃｒｅａｓｉｎｇＢＭＰＲＳｍａｄ
ｒｅｐｏｒｔｅｒｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＣ３Ｈ１０Ｔ１／２ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ
ＢＭＰ９

Ｇｒｏｕｐ ＢＭＰＲＳｍａｄｒｅｐｏｒｔｅｒ
ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １．００±０．０５

ＢＭＰ９ １３．８４±０．０１

ＢＭＰ９＋ｍｅｌｏｘｉｃａｍ２０μｍｏｌ·Ｌ－１ ９．４３±０．０３＃

Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＢＭＰＲＳｍａｄｒｅｐｏｒｔｅｒｐｌａｓｍｉｄ
（ｐ１２ＸＳＢＥＬｕｃ）ｉｎＴ２５ｆｌａｓｋ．Ｔｈｅｍｅｄｉｕｍｗａｓｃｈａｎｇｅｄａｆｔｅｒ４ｈ．Ｔｈｅ
ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｒｅｐｌａｃｅｄ１２ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
ＡｄＧＦＰａｎｄＤＭＳＯ，ｃｅｌｌｓｉｎｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＡｄＢＭＰ９
ａｎｄＤＭＳＯ，ａｎｄＡｄＢＭＰ９ｗａｓｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｍｅｌｏｘｉｃａｍ２０μｍｏｌ·Ｌ－１．
Ｔｗｅｎｔｙｆｏｕｒｈｏｕｒｓｌａｔｅｒ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｌｙｓｅｄｆｏｒｆｉｒｅｆｌｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ
ａｓｓａｙ．ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｔｅｓｔｅｄｗｉｔｈＢＣＡｔｏｎｏｒｍａｌｉｚｅｔｈｅｆｉｒｅｆｌｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＢＭＰ９ｇｒｏｕｐ．

３　讨论

本研究发现，美洛昔康能明显抑制 ＢＭＰ９诱导
的间充质干细胞成骨分化，提示 ＣＯＸ２在 ＢＭＰ９诱
导干细胞成骨分化过程中具有重要作用。

ＢＭＰ属于ＴＧＦβ超家族成员之一，目前已分离
和鉴定了２０余种。ＢＭＰ是具有多种生物学功能的
形态原，不但在胚胎时期对骨组织的发育和成年时

期对骨缺损修复具重要作用，而且还参与机体某些

疾病的发生过程［３］。ＢＭＰ可通过经典的ＢＭＰＳｍａｄ
通路进行信号转导，即 ＢＭＰ与相应的受体（ＢＭＰⅠ
型和Ⅱ型受体）结合后，导致下游成骨性 Ｓｍａｄ１，
Ｓｍａｄ５和Ｓｍａｄ８磷酸化，继而与 Ｓｍａｄ４形成复合
物并转位入核，调节下游特定目的基因表达，如

Ｒｕｎｘ２，Ｏｓｔｅｒｉｘ和Ｄｌｘ５等［１０－１１］。Ｋａｎｇ等［９］系统分

析了ＢＭＰ２至ＢＭＰ１５共１４种ＢＭＰｓ，发现除传统的
ＢＭＰ２和ＢＭＰ７外，ＢＭＰ４，ＢＭＰ６和ＢＭＰ９也具有诱
导间充质干细胞成骨分化的作用，其中 ＢＭＰ９诱导
间充质干细胞 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２成骨分化作用明显强于
其他ＢＭＰ成员。ＢＭＰ２与ＢＭＰ７重组蛋白已经用于
临床，治疗骨不连接等相关疾病［１２－１３］；ＢＭＰ９诱导
干细胞成骨分化的作用明显强于ＢＭＰ２及ＢＭＰ７，具
有较大的潜在临床应用价值。因此，研究 ＢＭＰ９诱
导间充质干细胞成骨分化的机制及影响因素具有重

要意义。

ＣＯＸ１在正常骨组织及受损骨组织中均有表
达，而ＣＯＸ２则只在骨受损后修复的早期表达增
加［１４］，提示 ＣＯＸ２在骨损伤修复过程中可能具有
重要作用。Ｚｈａｎｇ等［５］研究表明，ＣＯＸ１（－／－）小鼠
骨折愈合没有明显影响，但 ＣＯＸ２（－／－）小鼠不但骨
折愈合明显延迟，而且 ＣＯＸ２（－／－）小鼠来源的骨髓
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间充质细胞成骨分化也受到抑制；Ｂｒａｄｌｅｙ等［１５］通

过体内实验发现 ＣＯＸ２抑制剂对辛伐他汀诱导的
ＢＭＰ２表达及成骨功能有抑制作用。Ｌａｕ等［１６］报

道，ＣＯＸ２与ＢＭＰ４在体外能协同诱导间充质干细
胞成骨分化。Ｄａｍｒｏｎｇｓｒｉ等［１７］报道，ＣＯＸ２抑制剂
能抑制 ＢＭＰ６的表达，影响骨再生。Ｓｐｉｒｏ等［１８］证

实，ＣＯＸ２抑制剂能抑制 ＢＭＰ７促进骨折修复的功
能和ＢＭＰ７诱导的异位成骨。提示 ＣＯＸ２在干细
胞成骨分化及骨损伤修复过程中具有重要作用，并

且与 ＢＭＰ２，ＢＭＰ４，ＢＭＰ６及 ＢＭＰ７的关系密切。
本实验结果表明，ＢＭＰ９能明显诱导间充质干细胞
成骨分化，ＣＯＸ２选择性抑制剂美洛昔康对 ＢＭＰ９
诱导的间充质干细胞成骨分化具有明显抑制作用；

美洛昔康可能与通过抑制ＢＭＰ９对 ＢＭＰＳｍａｄ信号
的激活，使成骨分化早期重要的转录调节因子Ｄｌｘ５
表达受到抑制有关。

由于目前缺乏相关的文献报道，所以本实验利

用ＣＯＸ２选择性抑制剂美洛昔康进行体外实验，初
步验证ＣＯＸ２对 ＢＭＰ９诱导干细胞成骨分化的重
要性。后续研究将进一步对 ＣＯＸ２进行沉默表达
和基因敲除，通过体外细胞实验及体内异位成骨实

验，进一步确证 ＣＯＸ２对 ＢＭＰ９诱导干细胞成骨分
化的重要性，并研究 ＣＯＸ２与 ＢＭＰ９之间的相互关
系，为组织骨工程及临床合理用药提供理论及实验

依据。

致谢：感谢美国Ｒｏｃｈｅｓｔｅｒ大学陈迪教授提供ＢＭＰＲＳｍａｄ报
告质粒及芝加哥大学何通川教授提供重组腺病毒载体。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｅｌｏｘｉｃａｍ；ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ９；ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ；ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；Ｓｍａｄｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ
　
　　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｉｔｅｍ：ＴｈｅｐｒｏｊｅｃｔｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１０７１４６２）；ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ
ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ，２０１１ＢＢ５１２９）
　　Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＨＥＢａｉｃｈｅｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｈｅｂａｉｃｈｅｎｇ９９＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ，Ｔｅｌ：１３３１０２１８６５０

（收稿日期：２０１１０７１１　接受日期：２０１１１２２６）
（本文编辑：乔　虹）

·６２３· 中国药理学与毒理学杂志２０１２年６月第２６卷第３期　ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，Ｖｏｌ２６，Ｎｏ３，Ｊｕｎ２０１２


