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􀅰基础研究􀅰

机械生长因子对骨髓间充质干细胞迁移作用的
影响及相关机制研究

吴燕丽　 毕小军　 宫晨　 张明生

【摘要】 　 目的　 探讨机械生长因子(ＭＧＦ)调控骨髓间充质干细胞(ＭＳＣｓ)迁移作用机制ꎮ 方法 　 分

离 Ｓｐｒａｕｇｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠的 ＭＳＣｓꎬ外源性给予不同浓度(０ꎬ１ꎬ１０ꎬ２５ꎬ５０ μＭ)ＭＧＦ 干预ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
方法检测细胞骨架相关蛋白 ＲｈｏＡ 及其下游 ｐ￣ＭＹＰＴ 和粘附斑激酶相关蛋白 ｐ￣ＦＡＫ、ｔ￣ＦＡＫ 表达ꎬ探讨 ＭＧＦ
对 ＭＳＣｓ 细胞骨架张力和粘附斑的调节作用ꎻ然后通过肉毒素 Ｃ３ 抑制 ＲｈｏＡ 活性ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 方法检

测ｐ￣ＭＹＰＴ、ｐ￣ＦＡＫ 及 ＦＡＫ 蛋白表达ꎬ采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 跨膜小室实验检测细胞迁移能力ꎬ采用免疫荧光检测

ＭＳＣｓ 细胞骨架及粘附斑形成情况ꎮ 结果　 ＭＧＦ 可明显促进 ＭＳＣｓ ＲｈｏＡ 激酶激活及其下游 ｐ￣ＭＹＰＴ 表达ꎬ
且该效应具有浓度依赖性ꎬ以 ＭＧＦ 浓度为 ５０ μＭ 时 ＲｈｏＡ 及 ｐ￣ＭＹＰＴ 表达尤为显著ꎻｐ￣ＦＡＫ / ｔ￣ＦＡＫ 结果提

示 ＭＧＦ 可激活粘附斑激酶 ＦＡＫꎬ促进粘附斑形成ꎻ使用肉毒素 Ｃ３ 抑制 ＲｈｏＡ 活性后发现 ＦＡＫ 激活受到明

显抑制ꎻＴｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果提示 ＭＧＦ 可促进 ＭＳＣｓ 迁移ꎬ而经肉毒素 Ｃ３ 干预后能明显抑制 ＭＳＣｓ 迁移ꎻ免
疫荧光染色结果提示 ＭＧＦ 可促进 ＭＳＣｓ 细胞骨架重排及粘附斑形成ꎬ而经肉毒素 Ｃ３ 干预后可见细胞骨架

破坏及粘附斑形成明显减少ꎮ 结论　 ＭＧＦ 通过控制 ＲｈｏＡ￣ＦＡＫ 信号轴介导细胞骨架及粘附斑形成ꎬ从而调

控 ＭＳＣｓ 迁移ꎮ
【关键词】 　 机械生长因子ꎻ　 骨髓间充质干细胞ꎻ　 迁移ꎻ　 ＲｈｏＡꎻ　 粘附斑
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｂｙ ｗｈｉｃｈ ｍｅｃｈａｎｏ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ (ＭＧＦ) ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｍｉ￣
ｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ (ＭＳＣｓ) . Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｅｄ
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ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐ￣ＭＹＰＴꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｐ￣ＦＡＫ ａｎｄ ｔ￣ＦＡＫ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｋｉｎａｓｅ. Ｔｈｅ ａｉｍ ｗａｓ ｔｏ ｉｌｌｕｓ￣
ｔｒａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＧＦ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ｏｆ ＭＳＣｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ. Ｃ３ ｔｏｘｉｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ
ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ＲｈｏＡ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣ＭＹＰＴꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ
ｋｉｎａｓｅｓ ｐ￣ＦＡＫ ａｎｄ ｔ￣ＦＡＫ. Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ＭＳＣｓ′ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙꎬ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｃｅ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆ￣ａｃｔｉｎ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ａｎｄ ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＭＧＦ ｃａｎ ｓｉｇ￣
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＳＣｓ′ ＲｈｏＡ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐ￣ＭＹＰＴ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｉｓ ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ.
Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲｈｏＡ ａｎｄ ｐ￣ＭＹＰＴ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｔ ５０ μＭ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐ￣ＦＡＫ ｔｏ
ｔ￣ＦＡＫ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ＭＧＦ ｃａｎ ａｃｔｉｖａｔｅ ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｋｉｎａｓｅ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ. Ｃ３ ｔｏｘｉｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ
ＦＡＫ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ. Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＭＧＦ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ＭＳＣ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ｂｕｔ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ
Ｃ３ ｔｏｘｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｉｔ. Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ＭＧＦ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ＭＳＣｓ′
Ｆ￣ａｃｔｉｎ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ. Ｃ３ ｔｏｘｉｎ ｄｉｓｒｕｐｔｅｄ ＭＳＣｓ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎｓ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｆｏｃａｌ
ａｄｈｅｓｉｏｎ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＭＧＦ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ＭＳＣｓ′ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ＲｈｏＡ￣ ａｎｄ ｋｉｎａｓｅ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ｒｅａｒ￣
ｒａｎｇｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｍｅｃｈａｎｏ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎻ　 Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎻ　 Ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎻ　 ＲｈｏＡꎻ　 Ａｄｈｅｓｉｏｎ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ: Ｔｈｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｆａｍｉｌｙ Ｐｌａｎｎｉｎｇ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

(ＷＪ２０１７Ｍ０５８)

􀅰９６５􀅰中华物理医学与康复杂志 ２０１８ 年 ８ 月第 ４０ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ａｕｇｕｓｔ ２０１８ꎬ Ｖｏｌ. ４０ꎬ Ｎｏ.８



　 　 骨髓来源的间充质干细胞( ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ￣ｄｅｒｉｖｅｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＢＭ￣ＭＳＣｓ) 是一类具有自我
更新和多向分化潜能的多能干细胞ꎮ 在特定诱导因
子作用下ꎬ它能在体外快速增殖并具有多向分化潜
能[１] ꎮ 在体内环境中 ＭＳＣｓ 能感知损伤组织产生的
修复信号或在某些趋化因子诱导下向损伤部位定向
迁移ꎬ参与受损组织修复[２] ꎮ ＭＳＣｓ 具有容易获得、
增殖速度快、多分化性以及定向迁移等特点ꎬ是组织
工程与再生医学研究的种子细胞[３] ꎮ 因此深入研究
ＭＳＣｓ 增殖、分化、迁移等生物学行为的调控因素及
其机制对临床应用 ＭＳＣｓ 具有重要指导意义ꎮ

机械生长因子 (ｍｅｃｈａｎｏ￣ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＭＧＦ) 是
力敏感细胞受到机械应力刺激而自分泌或旁分泌产
生的一种生长因子ꎬ是胰岛素样生长因子￣Ｉ( ｉｎｓｕｌｉｎ￣
ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣ＩꎬＩＧＦ￣Ｉ)基因的剪接变体ꎬ其编码基
因由 ＩＧＦ￣Ｉ 基因的外显子 １ꎬ２ꎬ５ꎬ６ 及部分外显子 ４
组成[４] ꎮ 许多研究证实 ＭＧＦ 是一种重要的局部组
织修复因子ꎬ当机体受到机械刺激或组织受损后ꎬ
ＭＧＦ 能显著表达并诱导体内卫星细胞增殖、分化[５] ꎮ
ＭＧＦ 在机体多种组织、细胞中均有表达ꎬ并受机械应
力调控ꎬ能激活卫星细胞ꎬ促进成肌细胞增殖ꎬ在骨
骼肌损伤修复、神经损伤修复及治疗心肌梗死等方
面具有积极临床意义ꎬ有可能为运动损伤的康复治
疗开辟新途径[６￣７] ꎮ

目前关于 ＭＧＦ 在 ＭＳＣｓ 迁移行为过程中的作用
还缺乏系统认识ꎬ其分子机制亦未明确ꎮ 基于此ꎬ本
课题拟用外源性 ＭＧＦ 处理大鼠 ＭＳＣｓꎬ观察 ＭＧＦ 对
ＭＳＣｓ 迁移行为的影响特征ꎬ并探究细胞骨架及粘附
斑在该调控过程中的作用ꎬ从而揭示 ＭＧＦ 影响 ＭＳＣｓ
迁移行为的可能细胞学机制ꎮ

材料与方法

一、主要实验材料
主要实验材料包括 ＤＭＥＭ(Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ

ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍꎬＤＭＥＭ) / Ｆ１２ 培养基(Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎬ美
国)、胎牛血清(Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ美国)、青霉素链霉素双
抗(博士德公司ꎬ中国)、ＲＩＰＡ 蛋白裂解液(博士德公
司ꎬ中国)、蛋白定量检测试剂盒 (博士德公司ꎬ中
国)、蛋白酶抑制剂(博士德公司ꎬ中国)、细胞骨架相
关蛋白 ＲｈｏＡ 抗体( ＳＡＮＴＡ ＣＲＵＺＥ 公司ꎬ美国)、ｐ￣
ＭＹＰＴ(ＣＳＴ 公司ꎬ美国)、粘附斑激酶 ｐ￣ＦＡＫ( ｆｏｃａｌ
ａｄｈｅｓｉｏｎ ｋｉｎａｓｅꎬ ＦＡＫ)、 ｔ￣ＦＡＫ ( ＣＳＴ 公 司ꎬ 美 国 )、
ＦＩＴＣ￣鬼笔环肽(碧云天ꎬ中国)、辣根过氧化物酶二
抗(博士德ꎬ中国)、增强化学发光( ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｏｌ￣
ｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ) 试剂盒 ( Ｔｈｅｒｍｏ Ｐｉｅｒｃｅ 公司ꎬ美
国)、Ｖｉｎｃｕｌｉｎ(ＣＳＴ 公司ꎬ美国)、Ａｌｅｘａ ５５５ 荧光二抗

(碧云天ꎬ美国)、外源 ＭＧＦ( Ｐｈｏｅｎｉｘ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
公司ꎬ美国)、肉毒素 Ｃ３(Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ 公司ꎬ美国)及
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室(Ｃｏｒｎｉｎｇ Ｃｏｓｔａｒ 公司ꎬ美国)等ꎮ

二、大鼠 ＭＳＣｓ 的分离及培养
选取无特定病原体级 ( ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅꎬ

ＳＰＦ)雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠 １０ 只ꎬ体重２００ ~
２５０ ｇ 左右(由华中科技大学动物实验中心提供)ꎬ所
有实验动物操作均经华中科技大学同济医学院伦理
委员会批准ꎮ 采用颈椎脱臼法将大鼠处死ꎬ浸泡于
７５％酒精中 ５ ｍｉｎ 并转移至超净台上ꎬ用已灭菌的剪
刀逐层剪开大鼠双下肢皮肤ꎬ暴露双下肢ꎮ 用剪刀
沿后肢内侧贴近脊柱处完全分离下肢ꎬ经无菌磷酸
盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳ)洗涤 ２ 次
后转移至 １０ ｃｍ 无菌培养皿中ꎮ 剔除双下肢肌肉筋
膜ꎬ分离股骨及胫骨ꎻ剪开两端干骺端并暴露骨髓
腔ꎻ然后用 ６ ｍｌ 培养基冲洗骨髓腔ꎬ重复冲洗 ３ ~ ４
次ꎬ收集培养基并接种至 Ｔ２５ 培养瓶中ꎬ每瓶注入
１３ ｍｌ培养基ꎬ置于 ５％ＣＯ２、３７ ℃ 恒温培养箱中培养
并标记为原代ꎮ ２４ ｈ 后换液ꎬ再用 ＰＢＳ 冲洗 ２ 次ꎮ
以后每隔 ２ ｄ 换液 １ 次ꎬ并置于倒置显微镜下观察细
胞形态及生长状况ꎮ 待细胞接近融合时用 ０.２５％胰
酶消化传代ꎬ按 １ ∶ ２ 比例传代ꎮ

三、细胞干预及分组
取第 ３ 代 ＭＳＣｓ 按 ２０ 万细胞 /孔接种于六孔板

中ꎬ待细胞长满至 ７５％后分别加入不同浓度( ０ꎬ１ꎬ
１０ꎬ２５ꎬ５０ μＭ)ＭＧＦꎬ干预 ２４ ｈ 后提取蛋白ꎮ ＭＧＦ 联
合肉毒素 Ｃ３ 干预 ＭＳＣｓ:该实验分为对照组(给予普
通培养基干预)、ＭＧＦ 组(给予 ５０ μＭ ＭＧＦ 干预)及
ＭＧＦ＋Ｃ３ 组(先用 ２ μｇ / ｍｌ 肉毒素 Ｃ３ 预干预 ４ ｈꎬ随
后用５０ μＭ ＭＧＦ 进行干预)ꎮ 干预时间为 ２４ ｈꎬ实验
开始前所有培养基均更换为无血清培养基ꎮ

四、细胞骨架及粘附斑相关蛋白检测
ＭＳＣｓ 经不同浓度 ＭＧＦ 干预 １ ｄ 后提取细胞总

蛋白ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 方法检测细胞骨架相关蛋白
ＲｈｏＡ 激酶及其下游 ｐ￣ＭＹＰＴ 含量ꎮ 经肉毒素 Ｃ３ 预
处理 ４ ｈꎬＭＧＦ 干预 １ ｄ 后分别提取对照组、ＭＧＦ 组
及 ＭＧＦ＋Ｃ３ 组细胞总蛋白ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 方法检
测 ｐ￣ＭＹＰＴ 和粘附斑激酶 ｐ￣ＦＡＫ、ｔ￣ＦＡＫ 表达ꎮ

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 具体操作步骤如下:采用 ＰＢＳ 洗涤细
胞 ３ 次ꎬ再加入 ＲＩＰＡ 裂解液于冰面上进行裂解ꎬ再加入
１ ∶ １００蛋白酶抑制剂抑制细胞内源性蛋白酶对细胞蛋
白的降解ꎻ随后用细胞刮刀刮取细胞并制成细胞悬液ꎬ
离心取上清ꎬ利用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒对蛋白进行定
量检测ꎬ之后加入上样缓冲液ꎬ将蛋白煮沸变性后置于
－２０ ℃环境下保存ꎮ 蛋白上样量为 ２５ μｇꎬ采用聚丙烯
酰胺凝胶电泳法(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)分离蛋白质并将蛋白质转
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移到硝化纤维膜上ꎬ采用 ５％脱脂牛奶封闭 １ ｈ 以避免
抗体非特异性结合ꎬ然后加入相应一抗抗体进行孵育ꎬ
置于 ４ ℃环境下过夜ꎮ 漂洗后再加入以适当比例稀释
的辣根过氧化物酶偶联的抗兔二抗ꎬ室温下孵育 ２ ｈꎬ
连续漂洗 ３ 次ꎮ 最后采用增强型化学发光试剂盒对蛋
白表达进行定量检测ꎮ 选取 ３￣磷酸甘油醛脱氢酶
(ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＧＡＰＤＨ)作
为内参ꎬ采用凝胶成像分析系统 Ｂｉｏｒａｄ 软件对条带强
度进行相对定量分析ꎮ

五、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室跨膜实验
将 ３ 万 ＭＳＣｓ 重悬于 １００ μｌ 无血清培养基中ꎬ并

加入到上室中ꎬ该实验共分为 ３ 组ꎬ分别是对照组、
ＭＧＦ 组(给予 ５０ μＭ ＭＧＦ 干预)及 ＭＧＦ＋Ｃ３ 组(先用
２ μｇ / ｍｌ 肉毒素 Ｃ３ 预干预 ４ ｈꎬ再用 ５０ μＭ ＭＧＦ 进行
干预)ꎮ 下室加入 ６００ μｌ 含 １０％ 血清培养基ꎮ 将
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室置培养箱中干预 ２４ ｈ 后弃去培养基ꎬ取
出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ用棉签轻轻拭去上
室表面细胞ꎬ用 ４％多聚甲醛固定 ２０ ｍｉｎꎬ然后用 ０.１％
结晶紫染色 １０ ｍｉｎꎬ经 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次后置于显微镜下
观察拍照ꎬ计数表面细胞数量ꎮ

六、免疫荧光检测细胞骨架及粘附斑形成
该实验分为对照组、ＭＧＦ 组(给予 ５０ μＭ ＭＧＦ 干

预)和 ＭＧＦ＋Ｃ３ 组(先用 ２ μｇ / ｍｌ 肉毒素 Ｃ３ 预干预
４ ｈꎬ再用 ５０ μＭ ＭＧＦ 进行干预)ꎮ 各组细胞经干预
２４ ｈ后先用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ 经 ４％ 多聚甲醛固定
２０ ｍｉｎꎬ然后采用 ０.１％ Ｔｒｉｔｏｎ￣Ｘ１００ 破膜ꎬ经 １％ ＢＳＡ
封闭 １ ｈ 后加入 １ ∶ ２００ 稀释的 ｖｉｎｃｕｌｉｎ 一抗ꎬ４ ℃孵育
过夜ꎮ 然后加入相应的 Ａｌｅｘａ ５５５ 抗兔二抗避光孵育
１ ｈꎬ经 ＰＢＳ 液漂洗 ３ 次ꎬ 每次 １０ ｍｉｎꎻ 然后加入
１ ∶ １０００稀释的 ＦＩＴＣ 标记的鬼笔环肽ꎬ室温避光孵育
１ ｈꎬＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎻ最后用 ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚(４′ꎬ
６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎬＤＡＰＩ) 染色 ５ ｍｉｎꎬ经 ＰＢＳ
漂洗 ３ 次后置于免疫荧光显微镜(美国 ｌｉｆｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏ￣
ｇｉｅｓ 公司)下拍照分析ꎮ

七、统计学分析
本研究所得计量资料以( ｘ－ ± ｓ)表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ

２２.０版统计学软件包进行数据处理ꎬ两组间比较采用 ｔ
检验ꎬ多组间比较采用单因素方差分析ꎬＰ<０.０５表示
差异具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、ＭＧＦ 对 ＲｈｏＡ 激酶及其下游 ｐ￣ＭＹＰＴ 表达的
影响

ＲｈｏＡ 激酶可通过调节 ＭＹＰＴ 蛋白活性来调控细
胞骨架蛋白 Ｆ￣ａｃｔｉｎ 聚合ꎬ在细胞迁移过程中具有重要
作用ꎮ 本研究各组 ＭＳＣｓ 经梯度浓度 ＭＧＦ 处理后ꎬ通
过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检查发现 ＲｈｏＡ 激酶蛋白及其下游
ｐ￣ＭＹＰＴ蛋白表达均明显增强(Ｐ<０.０５)ꎬ说明 ＭＧＦ 可
激活 ＲｈｏＡ 激酶ꎻ并且 ＭＧＦ 对 ＲｈｏＡ 的调控作用具有
浓度依赖性ꎬ以 ＭＧＦ 浓度为 ５０ μＭ 时其影响作用尤为
显著ꎬ具体情况见图 １ꎮ

二、ＭＧＦ 对 ＭＳＣｓ 粘附斑生成的影响
粘附斑激酶(ＦＡＫ)是细胞粘附斑生成相关蛋白ꎬ

在细胞粘附及迁移过程中具有重要作用ꎮ 经不同浓度
ＭＧＦ 处理大鼠 ＭＳＣｓ 后ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检查显示
ｐ￣ＦＡＫ / ｔ￣ＦＡＫ 比值升高ꎬ说明 ＦＡＫ 活性增强ꎬ并且当
ＭＧＦ 浓度为 ２５ μＭ 和 ５０ μＭ 时ꎬｐ￣ＦＡＫ / ｔ￣ＦＡＫ 比值明
显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ其变化趋势与 ＲｈｏＡ 激酶激活特点
类似ꎬ提示 ＭＧＦ 可促进 ＭＳＣｓ 粘附斑形成ꎮ 具体情况
见图 ２ꎮ

三、ＲｈｏＡ 激酶在 ＭＧＦ 调控 ＭＳＣｓ 粘附斑形成中
的作用

ＭＳＣｓ 经肉毒素 Ｃ３ 干预后ꎬ发现其 ｐ￣ＭＹＰＴ 表达
降低ꎬ提示 ＲｈｏＡ 激酶活性被抑制ꎻＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检查
结果显示 ｐ￣ＦＡＫ / ｔ￣ＦＡＫ 比值降低ꎬＭＧＦ 对 ＭＳＣｓ 粘
附斑的促形成作用被抑制(Ｐ<０.０５)ꎬ提示 ＭＳＣｓ 粘
附斑激酶 ＦＡＫ 活性可能受 ＲｈｏＡ 调控ꎮ 具体情况见
图 ３ꎮ

　 　 注:Ａ 为 ＭＳＣｓ 经梯度浓度 ＭＧＦ 处理后 ＲｈｏＡ 及 ｐ￣ＭＹＰＴ 表达变化(Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测)ꎻＢ 和 Ｃ 表示通过条带灰度分析计算 ＲｈｏＡ 和

ｐ￣ＭＹＰＴ相对表达量ꎻ与对照组(０ μＭ)比较ꎬａＰ<０.０５
图 １　 不同浓度 ＭＧＦ 对 ＭＳＣｓ ＲｈｏＡ 激酶及其下游 ｐ￣ＭＹＰＴ 表达的影响
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注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＭＧＦ 组比较ꎬｂＰ<０.０５
图 ３　 ＲｈｏＡ 激酶在 ＭＧＦ 调控 ＭＳＣｓ 粘附斑形成中的作用

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＭＧＦ 组比较ꎬｂＰ<０.０５
图 ４　 ＭＧＦ 对 ＭＳＣｓ 迁移能力的影响

　 　 注:Ａ 为 ＭＳＣｓ 经梯度浓度 ＭＧＦ 处理后 ｐ￣ＦＡＫ 和 ｔ￣ＦＡＫ 表达

变化(Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测)ꎻＢ 为通过条带灰度分析计算 ｐ￣ＦＡＫ /
ｔ￣ＦＡＫ相对表达量ꎻ与对照组(０ μＭ)比较ꎬａＰ<０.０５

图 ２　 不同浓度 ＭＧＦ 对 ＭＳＣｓ 粘附斑激酶的影响

四、ＭＧＦ 对 ＭＳＣｓ 迁移的影响
与对照组比较ꎬＭＧＦ(５０ μＭ)干预可明显提高

ＭＳＣｓ 跨膜数量 ( Ｐ< ０.０５)ꎮ 经肉毒素 Ｃ３ 干预后ꎬ
ＭＧＦ(５０ μＭ)促 ＭＳＣｓ 迁移能力被抑制ꎻ与 ＭＧＦ 组
比较ꎬＭＧＦ＋Ｃ３ 组 ＭＳＣｓ 跨膜细胞数量明显减少ꎬ组
间差异具有统计学意义 ( Ｐ< ０.０５)ꎮ 具体情况见
图 ４ꎮ

五、ＭＧＦ 对 ＭＳＣｓ 细胞骨架及粘附斑形成的影响
Ｖｉｎｃｕｌｉｎ 是粘附斑核心蛋白ꎬＶｉｎｃｕｌｉｎ 免疫荧光

染色显示 ＭＧＦ 可明显促进 ＭＳＣｓ 粘附斑形成ꎻ同时
通过 ＦＩＴＣ 标记鬼笔环肽ꎬ免疫荧光染色显示 ＭＧＦ 可
促进 ＭＳＣｓ 细胞骨架聚合及形成ꎻ而经肉毒素 Ｃ３ 干
预后发现 ＭＳＣｓ 细胞骨架遭破坏及粘附斑形成减少ꎬ
与Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测结果类似ꎬ提示粘附斑激酶 ＦＡＫ
活性可能受 ＲｈｏＡ 调控ꎮ 具体情况见图 ５ꎮ
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注:粘附斑用红色荧光标记ꎬ细胞骨架用绿色荧光标记ꎬ细胞核用蓝色荧光标记ꎻ标尺＝ ５０ μｍ
图 ５　 ＭＧＦ 对 ＭＳＣｓ 细胞骨架及粘附斑形成的影响(免疫荧光染色ꎬ×４００)

讨　 　 论

近年来干细胞领域的兴起和发展为组织修复、再
生提供了新的途径ꎮ ＭＳＣｓ 具有自我更新及多向分化
潜能ꎬ并有向损伤处迁移及修复受损组织功能ꎬ因此在
组织工程修复及再生医学中具有广泛应用[８￣９]ꎮ ＭＧＦ
是近年来发现的 ＩＧＦ￣Ｉ 的一个亚型ꎬ广泛存在于机体
各种组织中ꎬ包括骨骼肌、心脏、脑和软骨等[１０]ꎮ ＭＧＦ
表达主要受机械刺激和组织损伤影响ꎬ外源伤害性刺
激可促进组织自分泌或旁分泌 ＭＧＦꎬ能发挥促增殖、
抑制分化、加速干细胞迁移等作用ꎬ有助于组织修复及
再生[１１￣１２]ꎮ 近年来相关实验证明ꎬＭＧＦ 具有促进肌肉
肥大、修复肌肉损伤、保护神经元、提高心脏功能等多
种生理作用[１３￣１４]ꎬ对肌肉萎缩、肌营养不良、神经退行
性变及大脑局部缺血等相关病症的治疗及药物研发具
有重要作用ꎬ目前已引起国内、外学者广泛关注ꎮ

干细胞向损伤部位迁移及募集是受损组织修复、
再生的重要前提[１５]ꎬ通过深入研究 ＭＧＦ 调控 ＭＳＣｓ 迁
移的分子机制ꎬ对 ＭＧＦ 临床转化、促进 ＭＳＣｓ 向损伤
部位迁移及归巢具有重要意义ꎮ ＲｈｏＡ 属于小 Ｇ 蛋白
超家族成员ꎬ是细胞内信号转导的重要成分ꎬ参与细胞
多种功能调控[１６]ꎬ可通过调节肌动蛋白细胞骨架重
组ꎬ在细胞迁移、侵袭中发挥重要作用[１７]ꎮ 本研究结
果表明ꎬＭＧＦ 可促进细胞骨架相关蛋白 ＲｈｏＡ 激活及
细胞骨架张力提高ꎻ当采用肉毒素 Ｃ３ 阻断 ＲｈｏＡ 激酶

活性后ꎬＭＧＦ 促 ＭＳＣｓ 迁移效果被抑制ꎬ推测 ＲｈｏＡ 激
酶在 ＭＧＦ 调控 ＭＳＣｓ 迁移中发挥重要作用ꎮ 细胞迁
移是肌动蛋白细胞骨架重排导致的细胞形变及细胞对
细胞基质粘附共同作用的过程ꎬ除细胞骨架外ꎬ粘附斑

激酶介导的粘附斑形成在细胞迁移中也具有重要作

用[１８]ꎮ 本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 和免疫荧光检测发现

ＭＧＦ 可促进粘附斑激酶 ＦＡＫ 激活及粘附斑形成ꎬ经
肉毒素 Ｃ３ 抑制 ＲｈｏＡ 活性后ꎬ发现 ＭＳＣｓ 粘附斑激酶
ＦＡＫ 活性降低ꎬ说明 ＲｈｏＡ 也可调控粘附斑形成ꎮ 本
研究结果表明ꎬＲｈｏＡ 是一种很重要的细胞张力及粘附

程度调节因子ꎬ在调节细胞张力同时ꎬ还能通过影响粘
附斑形成来控制细胞运动ꎮ

综上所述ꎬ本研究结果表明ꎬＭＧＦ 可促进 ＭＳＣｓ 迁

移ꎬＲｈｏＡ 激酶通过调控肌动蛋白细胞骨架张力在其中
发挥重要作用ꎻ另外本研究还发现粘附斑在 ＭＧＦ 调控
细胞迁移过程中也具有重要影响ꎬ并可能受 ＲｈｏＡ 激

酶控制ꎮ 本研究上述发现为外源性应用 ＭＧＦ 促进受
损组织修复、再生提供了参考资料ꎬ对改进运动损伤后
康复治疗手段具有重要意义ꎮ
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ｍｅｃｈａｎｉｃｓ ｂｙ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ａｓｓｅｍｂｌｙ[ Ｊ] .Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎꎬ
２０１７ꎬ８:１５３２１.ＤＯＩ:１０.１０３８ / ｎｃｏｍｍｓ１５３２１.

(修回日期:２０１８￣０５￣２９)
(本文编辑:易　 浩)

􀅰外刊撷英􀅰
Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＢＭＩ ａｎｄ ｌｏｗ ｂａｃｋ ｐａｉｎ

ＢＡＣＫＧＲＯＵＮＤ ＡＮＤ ＯＢＪＥＣＴＩＶＥ Ｌｏｗ ｂａｃｋ ｐａｉｎ (ＬＢＰ) ａｎｄ ｏｂｅｓｉｔｙａｒｅ ｔｗｏ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｐｒｅｖａｌｅｎｔ ｍｅｄｉｃａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ
Ｓｔａｔｅｓ. Ｅａｃｈ ａｒｅ ｍａｊｏｒ ｄｒｉｖｅｒｓ ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｈｅａｌｔｈ ｃａｒｅ ｅｘｐｅｎｄｉｔｕｒｅｓ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅꎬ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ａｎｄ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ＬＢＰ ａｎｄ
ｉｔｓ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘ (ＢＭＩ).

ＭＥＴＨＯＤＳ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ４ꎬ７９６ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ Ｉｎｉｔｉａｔｉｖｅꎬ ａ ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｉｎｉｔｉａｌｌｙ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ｒｅｖｉｅｗ ｏｓｔｅｏ￣
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｋｎｅｅ. ＢＭＩ ｗａｓ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ Ｗｏｒｌｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ′ｓ ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎꎬ ｗｉｔｈ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅꎬ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ａｎｄ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ
ｌｏｗ ｂａｃｋ ｐａｉｎ ａｌｓｏ ａｓｓｅｓｓｅｄ.

ＲＥＳＵＬＴＳ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｕｎｄｅｒｗｅｉｇｈｔ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓꎬ ｔｈｏｓｅ ｗｈｏ ｗｅｒｅ ｏｖｅｒｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｏｂｅｓｅ ｈａｄ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ＬＢＰ (Ｐ<０.０５ ｆｏｒ ｂｏｔｈ)ꎬ ａｓ ｄｉｄ ｔｈｏｓｅ ｗｈｏ ｗｅｒｅ ｓｅｖｅｒｅｌｙ ａｎｄ ｍｏｒｂｉｄｌｙ ｏｂｅｓｅ (Ｐ<０.０１ ｆｏｒ ｂｏｔｈ). Ａｎ ａｄｊｕｓｔｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｔｈａｔ ｖａｒｉａｂｌｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ＬＢＰ ｗｅｒｅ ａ ＢＭＩ ｏｆ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ２５ ｋｇ / ｍ２(Ｐ ＝ ０.０２１)ꎬ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ (Ｐ ＝
０.０４８)ꎬ ｓｍｏｋｉｎｇ (Ｐ＝ ０.００２)ꎬ ＯＡ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｐ (Ｐ＝ ０.０２５) ａｎｄ ＯＡ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｉｎｅ (Ｐ<０.００１).

ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｕｇｇｅｓｔｓ ｔｈａｔ ａ ＢＭＩ ｏｆ ｏｖｅｒ ２５ ｋｇ / ｍ２ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ｌｏｗ ｂａｃｋ ｐａｉｎ.
【摘自:Ｓｕ ＣＡꎬ Ｋｕｓｉｎ ＤＪꎬ Ｌｉ ＳＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅꎬ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ａｎｄ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｌｏｗ

ｂａｃｋ ｐａｉｎ. Ｓｐｉｎｅꎬ ２０１８ꎬ ４３(１２): ８４８￣８５２.】
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