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基础研究

周期性张应力联合淫羊藿苷促进脂肪干细胞
成骨分化的实验研究

叶亚平　 李娜　 向威　 王锐　 郭风劲　 许涛

【摘要】 　 目的　 探讨周期性张应力(ＣＴＳ)联合淫羊藿苷促进脂肪干细胞(ＡＳＣｓ)成骨分化的作用ꎮ 方

法　 分离 １０ 只 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠的 ＡＳＣｓꎬ分别按不同的干预方法将收集的 ＡＳＣｓ 细胞分为对照组(仅
用普通培养基干预)、淫羊藿苷组(仅用淫羊藿苷干预)、１０００ μ 组(仅用 １０００ μ 的 ＣＴＳ 干预)、２０００ μ 组(仅用

２０００ μ 的 ＣＴＳ 干预)、３０００ μ 组(仅用 ３０００ μ 的 ＣＴＳ 干预)和联合干预组(用 ２０００ μ 的 ＣＴＳ 联合淫羊藿苷进

行干预)ꎮ 淫羊藿苷的作用浓度为 １０－７ ｍｏｌ / ＬꎻＣＴＳ 的设置参数为频率 １.０ Ｈｚꎬ应力大小分别为 １０００ μ ｓｔｒａｉｎ
(简称 １０００ μ)、２０００ μ、３０００ μꎬ每刺激 ５ ｓ 之后休息 １５ ｓꎬ每日总刺激时间为 ２ ｈꎮ 干预 ７ ｄ 后ꎬ收获细胞采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测碱性磷酸酶(ＡＬＰ)蛋白的表达ꎻ用淫羊藿苷联合 ２０００ μ 的 ＣＴＳ 对 ＡＳＣｓ 进行干预 ３ ｄ 后ꎬ
收获 ＡＳＣｓ 细胞用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测其 Ｒｕｎｔ 相关基因转录因子 ２(Ｒｕｎｘ２)、ＹＥＳ 相关蛋白(ＹＡＰ)和结缔组织

生长因子(ＣＴＧＦ)蛋白的表达ꎻ分别于干预 ３ ｄ 和 ７ ｄ 后ꎬ采用 ＡＬＰ 活性定量检测试剂盒对 ＡＬＰ 活性进行检

测ꎻ干预 ３ ｄ 后ꎬ利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＹＡＰ 下游靶基因 ＣＴＧＦ 和锚蛋白重复结构域 １(Ａｎｋｒｄ１)的表达ꎻ干预 ７ ｄ
后ꎬ利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测成骨分化相关基因骨桥素(ＯＰＮ)和Ⅰ型胶原的表达ꎬ并对各组所得数据进行统计学分

析比较ꎮ 结果　 淫羊藿苷和 ＣＴＳ(１０００ μ、２０００ μ、３０００ μ)均能显著促进 ＡＬＰ 蛋白的表达ꎮ 与 １０００ μ 和

３０００ μ应力大小的 ＣＴＳ 相比ꎬ２０００ μ 的 ＣＴＳ 具有最强的促 ＡＬＰ 蛋白表达能力ꎻ且 ２０００ μ 的 ＣＴＳ 联合淫羊藿

苷能显著促进 ＡＬＰ 的表达及 Ｒｕｎｘ２ 和 ＣＴＧＦ 的表达ꎬ且其联合作用时效应更明显ꎻ但淫羊藿苷和 ２０００ μ 的

ＣＴＳ 单独作用并不能促进 ＹＡＰ 蛋白的表达ꎬ只有联合作用时才具有促 ＹＡＰ 表达作用ꎮ 淫羊藿苷和 ２０００ μ 的

ＣＴＳ 单独作用 ３ ｄ 和 ７ ｄ 后均能显著上调 ＡＬＰ 的活性ꎬ且其联合作用时上调 ＡＬＰ 活性的效应更加明显ꎮ 淫羊

藿苷和 ２０００ μ 的 ＣＴＳ 单独作用 ７ ｄ 后ꎬ能显著促进成骨分化基因 ＯＰＮ 和Ⅰ型胶原蛋白的表达ꎬ且联合作用时

效应更明显ꎮ 淫羊藿苷和 ２０００ μ 的 ＣＴＳ 单独作用 ３ ｄ 后能显著促进 ＹＡＰ 靶基因 ＣＴＧＦ 和 Ａｎｋｒｄ１ 的表达ꎬ联
合作用时效应更明显ꎮ 结论　 ＣＴＳ 和淫羊藿苷联合作用可以通过上调 ＹＡＰ 活性来促进 ＡＳＣｓ 的成骨分化ꎮ

【关键词】 　 淫羊藿苷ꎻ　 周期性张应力ꎻ　 脂肪干细胞ꎻ　 成骨分化
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Ｃｙｃｌｉｃ ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒａｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｉｃａｒｉｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｉｐｏｓｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ　 Ｙｅ Ｙａｐｉｎｇ∗ꎬ Ｌｉ Ｎａꎬ Ｘｉａｎｇ Ｗｅｉꎬ Ｗａｎｇ Ｒｕｉꎬ Ｇｕｏ Ｆｅｎｇｊｉｎｇꎬ Ｘｕ Ｔａｏ. ∗Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓꎬ Ｔｏｎｇｊｉ Ｈｏｓ￣
ｐｉｔａｌꎬ Ｔｏｎｇｊｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｗｕｈａｎ ４３００３０ꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: Ｘｕ Ｔａｏꎬ Ｅｍａｉｌ: ｒｅｈａｂｃｃ＠ １６３.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｉｃａｒｉｉｎ ａｎｄ ｃｙｃｌｉｃ ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒａｉｎ (ＣＴＳ) ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏ￣
ｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｉｐｏｓｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ (ＡＳＣｓ) ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　
ＡＳＣｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｅｄ ｅｉｔｈｅｒ ｗｉｔｈ ｉｃａｒｉｉｎ (１０－７ ｍｏｌ / Ｌ) ｏｒ ｗｉｔｈ １０００ μꎬ ２０００ μ ｏｒ
３０００ μ ｏｆ ＣＴＳ ｆｏｒ ７ ｄａｙｓꎬ ｏｒ ｗｉｔｈ ｉｃａｒｉｉｎ ｐｌｕｓ ＣＴＳ ａｔ ２０００ μ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｄａｙｓ. Ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ (ＡＬＰ) ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｆｔｅｒ ３ ａｎｄ ７ ｄａｙｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒｕｎｔ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｆａｃｔｏｒ ２ (Ｒｕｎｘ２)ꎬ Ｙｅｓ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ (ＹＡＰ) ａｎｄ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ (ＣＴＧＦ) ａｆｔｅｒ
ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｄａｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ. Ａ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｔ ７ ｄａｙｓ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ (ＯＰＮ) ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ １ａ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ３ ｄａｙｓ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＹＡＰ ｔａｒｇｅｔ
ｇｅｎｅꎬ ＣＴＧＦ ａｎｄ ａｎｋｙｒｉｎ ｒｅｐｅａｔｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ １ (Ａｎｋｒｄ１). Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｉｃａｒｉｉｎ ａｎｄ ＣＴＳ ａｔ １０００ μꎬ ２０００ μ ｏｒ ３０００ μ
ｃｏｕｌｄ ａｌｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＬＰ ｐｒｏｔｅｉｎ. ＣＴＳ ａｔ ２０００ μ ｗａｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ. Ｔｈｅ ｃｏ￣ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｗｉｔｈ ｉｃａｒｉｉｎ ａｎｄ ＣＴＳ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ＡＬＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｉｃａｒｉｉｎ ｏｒ ＣＴＳ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｌｏｎｅ. Ｉｔ
ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ａｎｄ ＣＴＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｉｃａｒｉｉｎ ｏｒ ＣＴＳ (２０００ μ) ａｌｏｎｅ ｃｏｕｌｄ ｎｏｔ ｐｒｏ￣
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ｍｏｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＹＡＰ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｂｕｔ ｉｃａｒｉｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＣＴＳ (２０００ μ) ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｉｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ. Ｅｉｔｈｅｒ ｉｃａｒｉｉｎ
ｏｒ ＣＴＳ (２０００ μ) ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｆｔｅｒ ３ ａｎｄ ７ ｄａｙｓꎬ ｂｕｔ ｉｃａｒｉｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＣＴＳ ｈａｄ ｔｈｅ
ｍｏｓｔ ｏｂｖｉｏｕｓ ｅｆｆｅｃｔ. Ｂｏｔｈ ｉｃａｒｉｉｎ ａｎｄ ＣＴＳ (２０００ μ) ｃｏｕｌｄ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅ￣
ｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ＯＰＮ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ １ａꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ＹＡＰ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ＣＴＧＦ ａｎｄ Ａｎｋｒｄ１. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｉｃａｒｉｉｎ ａｎｄ ＣＴＳ ｈａｄ ｔｈｅ ｇｒｅａｔｅｓｔ ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＮ ｍＲＮＡꎬ ｃｏｌｌａｇｅｎ １ａ ｍＲＮＡꎬ ＣＴＧＦ
ｍＲＮＡ ａｎｄ ａｎｋｒｄ１ ｍＲＮＡ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｉｃａｒｉｉｎ ａｎｄ ＣＴＳ ｃｏ￣ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍａｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ
ＡＳＣｓ ｖｉａ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＹＡＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｉｃａｒｉｉｎꎻ　 Ｃｙｃｌｉｃ ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒａｉｎꎻ　 Ａｄｉｐｏｓｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎻ　 Ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (ｇｒａｎｔ ８１３７１９１５)

　 　 随着我国人口老龄化和社会经济的逐步发展ꎬ因
退行性疾病或创伤导致的骨质疏松症、骨折以及相应

的骨质大量丢失、骨折术后不愈合等疾病的发病率也

稳步上升[１]ꎬ给临床医师带来了巨大的挑战ꎮ 促进骨

再生和骨折早期康复的方法包括自体骨移植、同种

异体骨移植及人工合成骨修复材料[２] ꎬ其中以细胞

为基础的骨组织工程技术的发展为骨再生和骨折早

期康复提供了新的治疗选择[３] ꎮ 骨组织工程领域中

脂肪干细胞(ａｄｉｐｏｓｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＡＳＣｓ)作为种

子细胞已得到广泛应用[４] ꎬ而种子细胞如何感知细

胞外基质(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘꎬＥＣＭ)中生物力学和生

物化学环境的变化已经成为目前研究人员最为关心

的问题之一[５] ꎮ 有研究表明ꎬ间充质干细胞(ｍｅｓｅｎ￣
ｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＭＳＣｓ)能感知不同强度的细胞外基

质并作出不同反应[６] ꎮ 笔者前期研究工作也表明ꎬ
生物力 学ꎬ即 周 期 性 张 应 力 ( ｃｙｃｌｉｃ ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒａｉｎꎬ
ＣＴＳ)刺激可以显著促进 ＡＳＣｓ 和骨髓间充质干细胞

( ｂｏｎｅ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＢＭＳＣｓ ) 的 成 骨 分

化[７] ꎮ 除生物力学因素外ꎬ生物化学因素也能够调控

ＡＳＣｓ 的一系列生物学行为(如粘附、增殖和分化等)ꎮ
笔者前期研究工作显示ꎬ双糖链蛋白多糖( ｂｉｇｌｙｃａｎꎬ
ＢＧＮ)等生物化学因素可以显著促进骨形态发生蛋白￣
４(ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ￣４ꎬＢＭＰ￣４)诱导的成骨分

化[８]ꎮ 研究生物力学和生物化学联合干预对 ＡＳＣｓ 成

骨分化的影响及其相关分子机制有助于加深对 ＡＳＣｓ
生物学行为的理解及骨组织工程相关生物材料设计原

则与理念的改进ꎬ更有助于骨折等临床常见疾病的早

期康复治疗ꎮ
淫羊藿是中国传统医学中治疗骨损伤最常用的中

草药之一ꎮ 淫羊藿苷是淫羊藿的主要活性成分ꎬ分子

量为 ６７６.６７ꎬ分子式为 Ｃ３３Ｈ４０Ｏ１５ꎬ结构上是异戊烯基

黄酮醇苷类化合物[９]ꎮ 有研究显示ꎬ淫羊藿苷能有效

防治骨质疏松和骨质疏松相关性骨折[１０]ꎮ 本研究旨

在深入探讨 ＣＴＳ 和淫羊藿苷联合作用促进脂肪干细

胞成骨分化的作用及其机制ꎬ为促进骨缺损修复及骨

折早期康复提供有意义的临床依据ꎮ

材料与方法

一、实验材料
ＤＭＥＭ 培养基(Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ′ｓ ｍｅｄｉ￣

ｕｍꎬＧｉｂｃｏ 公司ꎬ美国)ꎬ胎牛血清(Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ美国)ꎬ
青霉素链霉素双抗(博士德公司ꎬ中国)ꎬⅠ型胶原酶、
胰蛋白酶(博士德公司ꎬ中国)ꎬＲＩＰＡ 蛋白裂解缓冲液
(碧云天生物科技公司ꎬ中国)ꎬ结缔组织生长因子
(ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＣＴＧＦ)一抗(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
公司ꎬ美国)ꎬＹＥＳ 相关蛋白 ( Ｙｅｓ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＹＡＰ)一抗( ＣＳＴ 公司ꎬ美国)ꎬＲｕｎｔ 相关转录因子 ２
(Ｒｕｎｔ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｆａｃｔｏｒ ２ꎬＲｕｎｘ２)一抗(Ｓａｎ￣
ｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎬ美国)ꎬ碱性磷酸酶(ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬ
ＡＬＰ)一抗(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎬ美国)ꎬ辣根过氧化物酶
偶联二抗(博士德公司ꎬ中国)ꎬ电泳仪、半干转膜仪和
凝胶成像仪(ＢｉｏＲａｄ 公司ꎬ美国)ꎬＥＣＬ 化学发光试剂
盒(Ｔｈｅｒｍｏ Ｐｉｅｒｃｅ 公司ꎬ美国)ꎬＴｒｉｚｏｌ 抽提液( Ｉｎｖｉｔｒｏ￣
ｇｅｎ 公司ꎬ美国)ꎬ聚乙二醇辛基苯基醚￣１００(Ｏｃｔｙｌ Ｐｈｅ￣
ｎｏｘｙ Ｐｏｌｙ Ｅｔｈｏｘｙ １００ꎬＴｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００) ( Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ美
国)ꎬ反转录聚合酶链反应( ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣ｐｏｌｙ￣
ｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＲＴ￣ＰＣＲ) 试剂盒、Ｔａｑ 聚合酶、
ｄＮＴＰ(ＭＢＩ 公司ꎬ美国)ꎬ引物合成(北京擎科生物技
术有限公司)ꎬＲＮＡ 酶( Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ美国)ꎬＩＱ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ 混合物(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎬ美国)ꎬ蛋白定量检测试
剂盒(武汉博士德生物工程有限公司)ꎬＡＬＰ 定量检测
试剂盒(中国建成生物科技公司)ꎬ淫羊藿苷(中国药
品生物制品检定所)ꎬ二甲基亚砜 ( ＤＭＳＯꎬＤｉｍｅｔｈｙｌ
ｓｕｌｆｏｘｉｄｅꎬＳｉｇｍａ 公司ꎬ美国)ꎮ

二、实验方法
(一)大鼠 ＡＳＣｓ 的分离和培养
选取体重 ２００~２５０ ｇ 的成年 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)

大鼠 １０ 只(华中科技大学同济医学院实验动物中心
提供)ꎬ所有实验动物操作都经华中科技大学同济医
学院伦理委员会批准ꎮ 将大鼠颈椎脱臼处死后ꎬ仔细
解剖分离得到大鼠腹股沟脂肪组织ꎬ修剪并去除血管
及浅筋膜等结缔组织ꎬ用眼科剪剪至糊状ꎬ加入 ２ 倍于
组织体积的 ０.１％Ⅰ型胶原酶ꎬ３７ ℃水浴 ３０ ｍｉｎꎬ加入
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等体积的含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 终止消化ꎬ９００×ｇ
离心 １０ ｍｉｎ 后ꎬ去掉上清ꎬ沉淀物用 ５ ｍｌ 含 １０％胎牛
血清的 ＤＭＥＭ 重悬ꎬ并以 ８０ 目尼龙筛网过滤ꎬ倒置显
微镜下观察并计数后ꎬ将细胞种植于 ２５ ｃｍ２ 培养瓶
中ꎬ置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 孵箱内培养ꎬ并标记为原代ꎮ
以后每隔 ２ 天换液 １ 次ꎬ并于换液后在倒置显微镜下
观察细胞生长状况和形态特征ꎮ 待细胞接近融合时用
０.２５％胰蛋白酶消化ꎬ按 １ ∶ ２ 比例传代ꎮ

(二)不同干预方法及细胞分组
干预方法有普通培养基、淫羊藿苷、ＣＴＳ 和 ＣＴＳ

联合淫羊藿苷四种方式ꎮ 其中ꎬ淫羊藿苷的作用浓度
为 １０－７ ｍｏｌ / ＬꎻＣＴＳ 的设置参数为频率 １.０ Ｈｚꎬ应力大
小分别为 １０００ μ ｓｔｒａｉｎ(简称 １０００ μ)、２０００ μ、３０００ μꎬ
每刺激 ５ ｓ 之后休息 １５ ｓꎬ每日总刺激时间为 ２ ｈꎮ 采
用四点弯曲加力系统进行加力ꎬ将细胞接种到特制的
塑料培养板上面ꎬ细胞的初始接种密度为 １×１０５ / ｃｍ２ꎬ
普通培养基进行培养ꎬ每 ２ 天更换 １ 次培养液ꎮ 当应
力作用于细胞培养皿时ꎬ培养皿发生形变ꎬ其下面发生
弯曲形变而其上面发生牵张形变ꎬ同时粘附于培养皿
上表面的细胞也受到牵张应力的作用ꎬ牵张应力大小
由培养皿形变位移和厚度决定ꎮ

对 ＡＬＰ 蛋白进行定量检测时共选取不同张应力
大小(１０００ μ、２０００ μ 和 ３０００ μ)的 ＣＴＳ 进行干预ꎬ分
别按不同的干预方法将收集的 ＡＳＣｓ 细胞分为对照组
(仅用普通培养基干预)、淫羊藿苷组(仅用淫羊藿苷
干预)、１０００ μ 组(仅用 １０００ μ 的 ＣＴＳ 干预)、２０００ μ
组(仅用 ２０００ μ 的 ＣＴＳ 干预)、３０００ μ 组(仅用 ３０００ μ
的 ＣＴＳ 干预)、联合干预组(用 ２０００ μ 的 ＣＴＳ 联合淫
羊藿苷干预)ꎮ 其余实验仅将 ＡＳＣｓ 细胞分为对照组
(仅用普通培养基干预)、淫羊藿苷组(仅用淫羊藿苷
干预)、ＣＴＳ 组(仅用 ２０００ μ 的 ＣＴＳ 干预)、联合干预
组(用 ２０００ μ 的 ＣＴＳ 联合淫羊藿苷进行干预)ꎮ

(三)成骨分化相关蛋白检测
诱导 ＡＳＣｓ 成骨分化 ７ ｄ 后ꎬ收获 ＡＳＣｓ 细胞提取

对照组、淫羊藿苷组、１０００ μ 组、２０００ μ 组、３０００ μ 组
和联合干预组 ＡＳＣｓ 细胞的总蛋白ꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法
检测 ＡＬＰ 蛋白的表达ꎮ 诱导 ＡＳＣｓ 细胞成骨分化 ３ ｄ
后分别检测对照组、淫羊藿苷组、２０００ μ 组、联合干预
组 ＡＳＣｓ 细胞的 Ｒｕｎｘ２、ＹＡＰ、ＣＴＧＦ 蛋白水平的表达ꎮ

具体方法如下:磷酸缓冲盐溶液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ
ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)漂洗细胞 ３ 次ꎬ之后加入 ＲＩＰＡ 裂解液于
冰上进行裂解ꎬ再加入 １ ∶ ５０ 的蛋白酶抑制剂和
１ ∶ １００磷酸化酶抑制剂于冰上继续裂解ꎬ之后细胞刮
刀刮取细胞收集悬液ꎬ离心取上清ꎮ 利用二喹啉甲酸
(ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄꎬＢＣＡ)蛋白定量检测试剂盒对总蛋
白进行定量检测ꎬ之后将蛋白质煮沸变性ꎬ加入上样缓

冲液后置于－２０ ℃ 条件下保存待用ꎮ 蛋白上样量为
２５ μｇꎬ聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅ￣
ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)法分离蛋白质ꎬ将蛋白质转
移到硝化纤维膜上ꎬ用 ５％脱脂牛奶进行封闭 １ ｈ 以避
免抗体非特异性结合ꎮ 然后加入相应的一抗抗体进行
孵育ꎬ４ ℃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继续
漂洗 ３ 次ꎮ 最后采用 ＥＣＬ 化学发光法对蛋白表达定
量进行检测ꎬ选取甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶 ( ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ￣
ｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＧＡＰＤＨ)为内参ꎮ 条
带强度以凝胶成像分析系统 ＢｉｏＲａｄ 软件进行相对定
量分析ꎮ

(四)ＡＬＰ 定量检测
将 ＡＳＣｓ 细胞以 ５×１０４ 个 / ｍｌ 的密度种植于六孔

板中ꎬ干预细胞 ３ ｄ 和 ７ ｄ 后ꎬ分别收获对照组、淫羊藿
苷组、２０００ μ 组和联合干预组的 ＡＳＣｓ 细胞并检测其
ＡＬＰ 活性ꎮ

步骤简述如下:ＰＢＳ 漂洗后ꎬ细胞刮刀刮下细胞以
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 处理ꎬ然后于 ４ ℃条件下离心 １０ ｍｉｎꎮ 取
３０ μｌ 上清ꎬ５０ μｌ 缓冲液和 ５０ μｌ 基质溶液混合ꎬ３７ ℃
孵育 １５ ｍｉｎꎮ 最后加入 １５０ μｌ 体积的显色液ꎬ分光光
度计读取 ５２０ ｎｍ 长度波长下的吸光度值ꎬ同时 ＢＣＡ
法测定蛋白质浓度ꎬＡＬＰ 活性以光密度(ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉ￣
ｔｙꎬＯＤ)值 / ｍｇ 蛋白为单位ꎮ

(五)基因检测
诱导 ＡＳＣｓ 成骨分化 ３ ｄ 后ꎬ分别收获对照组、淫

羊藿苷组、２０００ μ 组和联合干预组的 ＡＳＣｓ 细胞ꎬ提取
总 ＲＮＡꎬ用 ＰＣＲ 法检测 ＣＴＧＦ 和锚蛋白重复结构域 １
(ａｎｋｙｒｉｎ ｒｅｐｅａｔｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ １ꎬＡｎｋｒｄ１)的 ｍＲＮＡ 表达ꎮ

诱导 ＡＳＣｓ 成骨分化 ７ ｄ 后ꎬ分别收获对照组、淫
羊藿苷组、２０００ μ 组和联合干预组的 ＡＳＣｓ 细胞ꎬ提取
总 ＲＮＡꎬ用 ＰＣＲ 法检测骨桥素(ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎꎬＯＰＮ)和Ⅰ
型胶原的 ｍＲＮＡ 表达ꎮ

具体方法如下:收获 ＡＳＣｓ 细胞ꎬＰＢＳ 轻柔漂洗ꎬ
并使用 Ｔｒｉｚｏｌ 分别提取各组细胞的总 ＲＮＡꎬ按逆转录
试剂盒的操作步骤逆转录得到 ｃＤＮＡꎬ并选取逆转录
产物进行实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲꎮ 引物标记采用荧光
染料 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰꎮ 扩增条件如下:９５ ℃ 预变性
５ ｍｉｎꎬ然后 ９５ ℃变性 ４５ ｓꎬ５２ ℃退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃延伸
４５ ｓꎬ共进行 ３０ 次循环ꎮ

ＣＴＧＦ 引物序列:上游 ＣＧＴＴＡＧＣＣＴＣＧＣＣＴＴＧＧＴＧꎬ
下 游 ＧＧＧＡＧＣＣＧＡＡＧＴＣＧＣＡＧＡ ( ＮＭ ＿ ０２２２６６.２ )ꎻ
Ａｎｋｒｄ１ 引物序列:上游 ＣＧＧＣＴＣＴＴＧＡＴＧＡＣＣＴＴＣＧꎬ下
游 ＧＣＡＴＴＣＴＣＣＴＴＧＡＧＧＣＴＧＴＣ(ＮＭ＿０１３２２０.１)ꎻＯＰＮ
引物序 列: 上 游 ＣＡＧＣＡＡＣＧＧＧＡＡＧＡＣＣＡＧＣꎬ 下 游
ＧＣＴＴＴＧＧＡＡＣＴＣＧＣＣＴＧＡＣＴＧ(ＮＭ＿０１２８８１) ꎻＣＯＬ１ａ
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注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与淫羊藿苷组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 ２０００ μ 组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 ４　 干预 ３ ｄ 后各组细胞中 Ｒｕｎｘ２ 和 ＹＡＰ 及 ＣＴＧＦ 蛋白表达水平的相对定量图

引物 序 列: 上 游 ＧＴＧＧＡＴＧＧＣＴＧＣＡＣＧＡＧＴＣꎬ 下 游
ＴＧＡＧＴＴＴＧＧＧＴＴＧＴＴＧＧＴＣＴＧＴ(ＮＭ＿０５３３０４)ꎻＧＡＰＤＨ
引物 序 列: 上 游 ＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧꎬ 下 游
ＣＧＣＣＡＧＴＡＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴ(ＮＭ＿０１７００８.４)ꎮ 反应
结束后在 ＰＣＲ 仪上读取 Ｃｔ 值ꎬ并进行相应计算ꎬ以
ＧＡＰＤＨ 为内参ꎮ

三、统计学方法
使用 ＳＰＳＳ １１.０ 版统计软件对数据进行统计学分

析处理ꎮ 计量资料以(ｘ－±ｓ)表示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检测ꎮ Ｐ<０.０５认
为差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、淫羊藿苷和 ＣＴＳ 对 ＡＬＰ 蛋白表达的影响
干预 ＡＳＣｓ 细胞 ７ ｄ 后ꎬ收获 ＡＳＣｓ 细胞检测 ＡＬＰ

蛋白的表达水平(图 １)ꎮ 结果显示淫羊藿苷组 ＡＬＰ
蛋白表达水平显著高于对照组(Ｐ< ０.０５)ꎻＣＴＳ 干预
(１０００ μ、２０００ μ 和 ３０００ μ 组)的 ＡＬＰ 蛋白表达水平
也显著高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎻ与 １０００ μ 组和 ３０００ μ
组相比ꎬ ２０００ μ 组的 ＡＬＰ 蛋白表达水平最高 ( Ｐ<
０.０５)ꎻ与 ２０００ μ 组或淫羊藿苷组相比ꎬ联合干预组的
ＡＬＰ 蛋白表达水平最高(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见图 ２ꎮ

二、淫羊藿苷和 ＣＴＳ 对 Ｒｕｎｘ２ 和 ＹＡＰ 及 ＣＴＧＦ 蛋
白表达的影响

淫羊藿苷和 ２０００ μ 组 Ｒｕｎｘ２ 的表达水平均显著
高于对照组(Ｐ< ０.０５)ꎬ干预 ３ ｄ 后ꎬ联合干预组的
Ｒｕｎｘ２ 表达水平不仅显著高于对照组(图 ３)ꎬ也显著
高于淫羊藿苷组和 ２０００ μ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ 对 ＹＡＰ 蛋
白和其靶基因 ＣＴＧＦ 蛋白的表达水平分析的结果显
示ꎬ与对照组相比ꎬ淫羊藿苷或者 ２０００ μ 组干预并不
能显著促进 ＹＡＰ 蛋白的表达ꎬ但联合干预组的 ＹＡＰ
表达却显著高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎮ 淫羊藿苷组及
２０００ μ 组 的 ＣＴＧＦ 表 达 均 显 著 高 于 对 照 组 ( Ｐ<
０.０５)ꎬ联合干预组 ＣＴＧＦ 表达不仅显著高于对照组ꎬ
也显著高于淫羊藿苷组和 ２０００ μ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ详见
图 ４ꎮ

图 １　 干预 ７ ｄ 后各组细胞中 ＡＬＰ 蛋白表达水平的蛋白电泳图

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ２０００ μ 组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与淫

羊藿苷组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 ２　 干预 ７ ｄ 后各组细胞中 ＡＬＰ 蛋白表达水平的相对定量图

图 ３　 干预 ３ ｄ 后各组细胞中 Ｒｕｎｘ２ 和 ＹＡＰ 及 ＣＴＧＦ 蛋白表

达水平的蛋白电泳图

三、淫羊藿苷和 ＣＴＳ 对 ＡＬＰ 活性的影响
干预 ３ ｄ 后ꎬ淫羊藿苷组和 ２０００ μ 组的 ＡＬＰ 活性

表达均显著高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ联合干预组的 ＡＬＰ
表达不仅显著高于对照组ꎬ也显著高于淫羊藿苷组和
２０００ μ 组(Ｐ<０.０５)ꎻ干预 ７ ｄ 后的 ＡＬＰ 活性均高于干
预 ３ ｄ 时的水平ꎬ淫羊藿苷组和 ２０００ μ 组 ＡＬＰ 活性表
达亦显著高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ联合干预组的 ＡＬＰ 表
达不仅显著高于对照组ꎬ也显著高于淫羊藿苷组和
２０００ μ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ详见图 ５ꎮ
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　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与淫羊藿苷组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与
２０００ μ 组比较ꎬｃＰ<０.０５

图 ５　 干预 ３ ｄ 和 ７ ｄ 后 ＡＬＰ 定量检测示意图

四、淫羊藿苷和 ＣＴＳ 对成骨分化基因骨桥素和Ⅰ
型胶原表达的影响

干预 ７ ｄ 后ꎬ淫羊藿苷组和 ２０００ μ 组的 ＯＰＮ 及Ⅰ
型胶原 ｍＲＮＡ 的表达均显著高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ联
合作用组的 ＯＰＮ 及Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ 的表达不仅高于
对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ也显著高于淫羊藿苷组和 ２０００ μ
组ꎬ且差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ详见图 ６ꎮ

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与淫羊藿苷组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与
２０００ μ 组比较ꎬｃＰ<０.０５

图 ６　 干预 ７ ｄ 后各组细胞的骨桥素基因和Ⅰ型胶原基因

ｍＲＮＡ 相对表达量

五、淫羊藿苷和 ＣＴＳ 对 ＹＡＰ 蛋白靶基因 ＣＴＧＦ 和
Ａｎｋｒｄ１ 表达的影响

干预 ３ ｄ 后ꎬ淫羊藿苷组和 ２０００ μ 组的 ＣＴＧＦ 及
Ａｎｋｒｄ１ 的 ｍＲＮＡ 表达均显著高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ
联合作用组的 ＣＴＧＦ 及 Ａｎｋｒｄ１ 的 ｍＲＮＡ 表达不仅高
于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ也显著高于淫羊藿苷组和 ２０００ μ
组(Ｐ<０.０５)ꎬ详见图 ７ꎮ

讨　 　 论

骨组织工程在治疗骨缺损ꎬ促进骨折愈合等领域

具有十分重要的意义[１１]ꎮ 诸多研究表明ꎬＡＳＣｓ 在骨

组织工程中已得到广泛应用[１２]ꎮ 体内和体外研究显

示ꎬＡＳＣｓ 能通过直接向成骨细胞方向分化或通过旁分
泌细胞因子促进机体内源性干细胞增殖来达到促进骨

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与淫羊藿苷组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与
２０００ μ 组比较ꎬｃＰ<０.０５

图 ７　 干预 ３ ｄ 后各组细胞中 ＣＴＧＦ 基因和 Ａｎｋｒｄ１ 基因

ｍＲＮＡ的相对表达量

缺损修复和加速骨折愈合的目的[１３￣１５]ꎮ ＡＳＣｓ 成骨分
化可受到不同生物化学因素的调控ꎮ 最近的诸多研究
显示ꎬ淫羊藿苷在抑制骨质疏松和促进干细胞成骨分
化方面发挥着十分关键的作用ꎮ 有研究表明ꎬ淫羊藿
苷能通过类似雌激素机制来抑制骨质疏松发生[１６]ꎬ淫
羊藿苷能通过 ＥＲａ￣Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路来促进大
鼠骨髓间充质干细胞成骨分化[１７]ꎮ 淫羊藿苷对大鼠
ＡＳＣｓ 成骨分化的作用尚缺乏深入研究ꎮ ＡＬＰ 活性为
最常见的测量成骨活性的指标之一ꎬ它是成骨分化最
常见的蛋白质产物[１８]ꎮ 本研究表明ꎬ淫羊藿苷可显著
促进 ＡＳＣｓ 成骨分化相关基因 ＡＬＰ 蛋白的表达和显著
促进 ＡＬＰ 活性的上调ꎮ Ｒｕｎｘ２ 是成骨分化的核心调

控基因ꎬ研究显示 Ｒｕｎｘ２ 基因敲除能显著抑制小鼠的
成骨细胞发育[１９]ꎮ 本研究表明ꎬ淫羊藿苷可以显著促
进大鼠 ＡＳＣｓ 内 Ｒｕｎｘ２ 的表达ꎮ 骨桥素为成骨细胞分
泌的非胶原蛋白ꎬⅠ型胶原为促进成骨发育的基质蛋
白[２０]ꎮ 本研究也表明ꎬ淫羊藿苷可促进 ＡＳＣｓ 内骨桥
素和Ⅰ型胶原的表达ꎮ

ＡＳＣｓ 成骨分化也受到生物力学因素的调控ꎮ 研
究显示力学干预可促进细胞成骨分化ꎬ但相关的生物
力学研究大部分集中于骨细胞、成骨细胞和 ＢＭＳＣｓꎬ
研究生物力学因素对 ＡＳＣｓ 成骨分化影响的研究相对
较少ꎮ 有学者研究显示ꎬＣＴＳ 能通过上调 ＢＭＰ￣２ 表达
来促进 ＡＳＣｓ 成骨分化[２１]ꎮ 本研究结果亦进一步证实
了 ＣＴＳ 能够促进 ＡＳＣｓ 成骨分化基因 ＡＬＰ 蛋白的表
达ꎬＣＴＳ 也能促进成骨分化相关基因 Ｒｕｎｘ２ꎬ骨桥素和
Ⅰ型胶原的表达ꎮ 本研究也显示 ２０００ μ 大小的 ＣＴＳ
相比于 １０００ μ 和 ３０００ μ 而言ꎬ其促 ＡＳＣｓ 成骨分化能
力更强ꎮ

骨组织工程中 ＡＳＣｓ 作为种子细胞ꎬ不仅受到生
物化学因素调控ꎬ也受到生物力学因素调控ꎬ本研究对
此联合作用进行了重点阐述ꎮ 本研究结果表明ꎬ淫羊
藿苷和 ＣＴＳ 联合作用能进一步促进 ＡＳＣｓ 成骨分化ꎬ
且能显著促进 ＹＡＰ 蛋白及其靶基因 ＣＴＧＦ 和 Ａｎｋｒｄ１
的表达ꎮ ＹＡＰ 为最近研究发现的一个新的转录共激
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活子ꎬ它与转录因子 ＴＥＡＤ 结合形成复合物后再与
ＤＮＡ 结合并激活下游基因表达[２２]ꎮ 研究显示ꎬＹＡＰ
受到上游 Ｈｉｐｐｏ 通路的调控ꎬＨｉｐｐｏ 通路的核心成员
包括 丝 氨 酸 /苏 氨 酸 激 酶 ＭＳＴ１、 ＭＳＴ２、 ＬＡＴＳ１ 及
ＬＡＴＳ２ꎬ支架蛋白 ＳＡＶ１ (与 ＭＳＴ１ 和 ＭＳＴ２ 结合)、
ＭＯＢ１(与 ＬＡＴＳ１ 和 ＬＡＴＳ２ 结合)ꎮ 当 Ｈｉｐｐｏ 通路激活
的时候 ＹＡＰ 蛋白发生磷酸化并被运出细胞核进入细
胞质内ꎬ继而被 β￣ＴＲＣＰ 依赖的蛋白酶体降解[２３]ꎮ 本
研究结果显示ꎬ虽然单独淫羊藿苷或单独 ＣＴＳ 作用并
不能直接促进 ＹＡＰ 的表达ꎬ但其联合作用却能显著上
调 ＹＡＰ 表达ꎬ单独淫羊藿苷或单独 ＣＴＳ 均能显著促进
ＹＡＰ 靶基因 ＣＴＧＦ 和 Ａｎｋｒｄ１ 的表达ꎬ在淫羊藿苷和
ＣＴＳ 联合作用时ꎬ其促 ＣＴＧＦ 和 Ａｎｋｒｄ１ 表达的效应得
到进一步增强ꎮ

综上所述ꎬ淫羊藿苷和 ＣＴＳ 联合作用可能通过上
调 ＹＡＰ 来促进 ＡＳＣｓ 的成骨分化ꎬ但该调控关系仍然
需要采用基因敲除等方法进行进一步的深入验证ꎮ 本
实验对研究生物力学和生物化学因素协同作用下的
ＡＳＣｓ 成骨分化意义重大ꎬ有助于加深对 ＡＳＣｓ 生物学
行为的理解及骨组织工程相关生物材料设计原则与理
念的改进ꎬ也对促进骨缺损修复和加速骨折早期康复
具有参考价值ꎮ
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