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周期性压应力对成骨细胞增殖及活性的影响
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［摘　要］目的：研究周期性压应力对成骨细胞增殖及活性的影响。方法：提取２４ｈ新生ＳＤ大鼠成骨细胞并
培养至第三代，鉴定后接种于六孔板，采用Ｅ１级饼形实验砝码加压（分别为０、１．４２、２．８３、４．２５和５．６６ｇ／ｃｍ２），
压应力以加压３０ｍｉｎ再停止加压３０ｍｉｎ的方式循环进行，作用时间分别为３、６、９、１２和２４ｈ，设０ｇ／ｃｍ２压应力
为对照组，１．４２、２．８３、４．２５和５．６６ｇ／ｃｍ２压应力为实验组；采用活细胞计数试剂盒（ＣＣＫ８试剂盒）及碱性磷酸
酶（ＡＬＰ）活性检测不同周期性压应力对成骨细胞生长增殖数目和细胞活性的影响。结果：经鉴定，原代培养细
胞符合成骨细胞特性；周期性压应力作用６ｈ，１．４２和２．８３ｇ／ｃｍ２实验组成骨细胞 ＯＤ值大于较对照组（Ｐ＜０．
０５），但作用１２和２４ｈ时，前两者细胞ＯＤ值小于对照组（Ｐ＜０．０５）；周期性压应力作用３ｈ，２．８３ｇ／ｃｍ２实验组
成骨细胞ＡＬＰ活性较对照组及其他实验组高（Ｐ＜０．０５）；作用９、１２和２４ｈ，各实验组成骨细胞的ＡＬＰ活性均低
于对照组（Ｐ＜０．０５）；各时间点，４．２５和５．６６ｇ／ｃｍ２实验组的成骨细胞ＯＤ值及ＡＬＰ活性均低于对照组及其他
实验组（Ｐ＜０．０５）。结论：短时间内０～２．８３ｇ／ｃｍ２的周期性压应力促进成骨细胞生长，但随着时间的延长，细
胞增殖及活性受到抑制；２．８３～４．２５ｇ／ｃｍ２的周期性压应力对成骨细胞增殖有抑制作用；＞４．２５ｇ／ｃｍ２周期性
压应力能抑制成骨细胞的增殖及活性。
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　　口腔正畸治疗促使牙的移动依赖于牙槽骨的
改建，而牙槽骨改建至关重要的一步为牙槽骨的吸

收，作为行使骨吸收功能的破骨细胞，它的成熟和

分化受成骨细胞相关因子的调控，多种信号通路参

与和调节破骨细胞的分化和成熟，最终达到动态的

破骨吸收和成骨生成的平衡。 正畸牙移动时受到

的主要机械力为压应力，是刺激压力侧牙槽骨改建

的重要因素［１］。其中，体外施加周期性压应力与

人体牙槽骨受力的方式更为接近［２］。本研究目的

探究周期性压应力对成骨细胞增殖及活性的影响，摸

索促进或抑制成骨细胞生长的周期性压应力范围。

１　材料与方法

１．１　材料
２４ｈ内新生ＳＤ大鼠（贵州医科大学动物实验

中心），Ｅ１级实验砝码（成都金沙计量公司）、
ＤＭＥＭ高糖培养基美国（Ｇｉｂｃｏ公司）、青 －链霉素
（以色列 ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司）、胎牛血清（以
色列 ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司）、胰蛋白酶美国
（Ｇｉｂｃｏ公司）、Ⅰ型胶原酶（美国索莱宝公司）、
ＣＣＫ８细胞计数试剂盒（日本同仁化学公司）、碱
性磷酸酶（ＡＬＰ）检测试剂盒（南京建成公司），
ＥＬＸ８００ＵＶ酶标仪（美国ＢｉｏＴｅｃｋ公司）。
１．２　方法
１．２．１　原代成骨细胞提取、纯化、培养和鉴定　将
２４ｈ新生 ＳＤ大鼠颅盖骨取出剪碎为 １ｍｍ ×１
ｍｍ碎骨，依次在３７℃水浴箱中加入０．２５％胰蛋
白酶消化２０ｍｉｎ、１ｇ／ＬⅠ型胶原酶消化６０ｍｉｎ后
收集细胞。采用倒置差速贴壁法纯化细胞后培养

至第３代备用。按照茜素红、Ⅰ型胶原染色试剂盒
说明书步骤进行染色鉴定。

１．２．２　压应力的施加及分组　将已纯化并经鉴定
的第３代成骨细胞以２×１０４密度接种于６孔板中
（每孔直径 ３．５ｍｍ），常规培养 ８ｈ，待细胞融合
８０％后换液１次，并覆盖直径为３ｃｍ的圆形盖玻

片，换用含１％胎牛血清完全培养基培养１６ｈ后，
在盖玻片上分别放置重量为０（无砝码）、１０、２０、３０
和４０ｇ的饼形 Ｅ１级实验砝码，因盖玻片重量为
０２８ｇ，单位面积产生的压应力为０．０４ｇ／ｃｍ２，可
忽略不计。Ｅ１级实验砝码产生的压应力分别为
０、１．４２、２．８３、４．２５和５．６６ｇ／ｃｍ２。计时：压应力
以加压３０ｍｉｎ再停止加压３０ｍｉｎ的方式循环进
行，总时间分别为３、６、９、１２和２４ｈ；以０ｇ／ｃｍ２压
应力作为对照组，１．４２、２．８３、４．２５和５．６６ｇ／ｃｍ２

压应力作为实验组，每组设平行样本６个。
１．２．３　成骨细胞增殖　采用活细胞计数试剂盒
（ＣＣＫ８试剂盒）检测成骨细胞的增殖数。各组分
别施加周期性压应力培养３、６、９、１２和２４ｈ后，采
用９６孔培养板每孔依次加入相应时间点取出的中
间部分培养液１００μＬ和ＣＣＫ８溶液１０μＬ，各组６
个平行样本，３７℃，５％ＣＯ２培养箱孵育１２０ｍｉｎ，
用酶标仪以４５０ｎｍ测定各孔吸光度（ＯＤ）值。以
含有成骨细胞、ＣＣＫ８溶液和 Ｅ１级饼形试验砝码
的孔作为测定孔；含有 Ｅ１级饼形试验砝码的培养
基和ＣＣＫ８溶液，不含成骨细胞的孔作为标准孔；
不含成骨细胞的培养基和 Ｅ１级饼形试验砝码，但
含有ＣＣＫ８溶液的孔作为空白孔。ＯＤ值 ＝测定
孔ＯＤ值－标准孔 ＯＤ值 －空白 ＯＤ值。ＯＤ值大
小反映细胞增殖数的多少。

１．２．４　成骨细胞中碱性磷酸酶（ＡＬＰ）　按照试剂
盒操作步骤依次备好各测定孔、标准孔及空白孔，

在用酶标仪以波长４９０ｎｍ测定各孔 ＯＤ值。ＡＬＰ
活力（金氏单位／ｍＬ）＝（测定 ＯＤ值 －空白 ＯＤ
值）／（标准ＯＤ值 －空白 ＯＤ值）×酚标准品浓度
×１００ｍＬ×样本测定前稀释倍数，金氏单位／ｍＬ
与国际单位（Ｕ／Ｌ）进率为７．１４。
１．３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件进行统计学分析，
实验数据用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，比较时采用
单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。
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２　结果

２．１　成骨细胞观察及鉴定
原代细胞培养的第５天（图１Ａ），镜下见细胞

形态多样，细胞之间连接较少；细胞培养到第三代，

细胞形态相对稳定，呈“铺路石”状生长，细胞间通

过基质均匀连接、生长密集（图１）；茜素红染色阳
性，镜下见红色灶状钙节结生长；Ⅰ型胶原染色阳性，
细胞基质呈浅棕黄色，细胞核呈深棕黄色（图２）。

图１　成骨细胞培养（２００×）
Ｆｉｇ．１　Ｐｒｉｍａｒｙｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

２．２　周期性压应力下成骨细胞ＣＣＫ８检测
周期性压应力作用３和６ｈ时，１．４２和２．８３

ｇ／ｃｍ２实验组的ＯＤ值高于对照组（３ｈ，Ｐ＞０．０５；６
ｈ，Ｐ＜０．０５）；作用９、１２和２４ｈ时，１．４２和２．８３
ｇ／ｃｍ２实验组的ＯＤ值少于对照组（９ｈ，Ｐ＞０．０５；
１２和２４ｈ，Ｐ＜０．０５）。见表１。
２．３　周期性压应力下成骨细胞ＡＬＰ活性

周期性应压力作用３ｈ时，２．８３ｇ／ｃｍ２实验组
成骨细胞ＡＬＰ的活性较对照组及其他实验组高（Ｐ
＜０．０５）。见表２。

图２　成骨细胞鉴定（４００×）
Ｆｉｇ．２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓ

表１　周期性压应力对成骨细胞ＯＤ值影响（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｐｅｒｉｏｄｉｃｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎｆｏｒｃｅｏｎｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

压应力

（ｇ／ｃｍ２）
样本量（ｎ）

ＯＤ值
３ｈ ６ｈ ９ｈ １２ｈ ２４ｈ

０ ６ ０．４３６±０．０５８ ０．５２７±０．０６３ ０．７３１±０．０４９ ０．９４８±０．０３３ １．３８３±０．０４７

１．４２ ６ ０．４５１±０．０６１ ０．５６２±０．０４４（１） ０．７０７±０．０３８ ０．７８２±０．０４８（２） ０．８３４±０．０５２（３）

２．８３ ６ ０．４６３±０．０４６ ０．６２６±０．０５１（１） ０．６９２±０．０３５ ０．７４９±０．０３３（２） ０．８０１±０．０５０（３）

４．２５ ６ ０．４２２±０．０５０ ０．４１３±０．０３５（４） ０．３８６±０．０４３（４） ０．３７２±０．０５１（４） ０．３２５±０．０４３（４）

５．６６ ６ ０．３４８±０．０３０（５） ０．２８７±０．０３３（５） ０．２５４±０．０４２（５） ０．２２７±０．０４０（５） ０．２０１±０．０５６（５）

（１）与对应时间点０ｇ／ｃｍ２组相比，Ｐ＜０．０５；（２）与对应时间点其他各组相比，Ｐ＜０．０５

表２　不同周期性压应力下成骨细胞ＡＬＰ表达（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｏｓｔｅｏｂｌａｓｔＡＬＰｂｙｐｅｒｉｏｄｉｃｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎｆｏｒｃｅ

压应力

（ｇ／ｃｍ２） 样本量（ｎ）
ＡＬＰ（Ｕ／Ｌ）

３ｈ ６ｈ ９ｈ １２ｈ ２４ｈ

０ ６ ５．００６±０．２９６（１） ６．８８１±０．３３０ ７．７５８±０．４４０ ８．５２１±０．３９４ １１．５８５±０．４５０

１．４２ ６ ５．２３５±０．３９９（１） ７．０８５±０．４５０ ７．２３７±０．４１０（２） ７．４３９±０．４５０（４） ８．０１２±０．４００（２）

２．８３ ６ ６．６１６±０．５５０ ７．２５９±０．４２２ ６．３５０±０．２５３（２） ６．０７３±０．４３８（４） ５．３７６±０．３８５（２）

４．２５ ６ ４．８９２±０．３２６（１） ４．６６４±０．３９１ ４．５９５±０．５２７（２） ４．１７２±０．６７１（４） ３．２２４±０．３１７（２）

５．６６ ６ ３．４１３±０．４９０（１） ３．１７１±０．４１１ ３．０６２±０．４３９（２） ３．００８±０．３８８（４） ２．７８１±０．５４７（２）

（１）与３ｈ，２．８３ｇ／ｃｍ２组比较，Ｐ＜０．０５；（２）与对应时间点，０ｇ／ｃｍ２组相比，Ｐ＜０．０５
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３　讨论

颌骨是人体骨骼中最活跃的部分，其良好的可

塑性为正畸牙移动提供了可行的生理基础［３］。正

畸牙移动的基础是牙受到外力后通过牙体、牙周膜

传递到牙槽骨，使得牙槽骨受力而发生改建，最终

牙移动到理想位置［４］。在参与颌骨改建的细胞

中，成骨细胞扮演了重要的角色，它能较早且快速

的响应机械应力刺激，通过内源性细胞骨架、离子

通道及非胶原蛋白等多种途径将外界应力刺激转

化为细胞内化学信号，对机械应力刺激敏感，是重

要的感受与效应细胞，且它对破骨细胞的成熟分化

有重要的调控作用［５－６］。采用 Ｅ１级饼型实验砝
码，具有较高精度、经济实惠和操作方便的优势，且

Ｅ１级实验砝码无磁场力，确保实验为单一的压缩
应力［７］，为实验的进行提供可靠的保障。ＣＣＫ８检
测试剂盒具有高灵敏度，能快速敏锐反应细胞数增

减变化［８］。而ＡＬＰ是评价成骨细胞早期活性的重
要指标，通过检测可以判断成骨细胞在周期性压应

力作用下的早期活性及分化情况［９］。结果显示，

对照组在不施加周期性压应力条件下成骨细胞的

增殖及活性随着时间的延长而逐渐增加，１２ｈ后
增殖数显著增多，提示细胞进入快速增长期。而实

验组（１．４２和２．８３ｇ／ｃｍ２）在短时间内，能促进细
胞增殖，但是随着时间的延长增值数逐渐降低，活

性下降，提示较小力值范围内周期性压应力短时间

内对成骨细胞的增殖有明显促进，但随着时间的延

长抑制成骨细胞的生长，这可能是成骨细胞自分泌

的外基质所形成的内源性骨架在短时间受压后发

生轻微而缓慢的结构重排，张力重新分布，进一步

使得相关蛋白位点上的氨基酸发生磷酸化，从而增

加了酶的活性而加快细胞增殖分化的效应［１０］，但

是随着时间的延长，成骨细胞形变时间过长而使细

胞骨架受损导致细胞增殖受到抑制。Ｍｉｔｓｕｉ等［１１］

发现以１．０ｇ／ｃｍ２压应力作用于成骨细胞能显著
上调骨涎蛋白（ＢＳＰ）、环氧合酶２（ＣＯＸ２）、前列腺
素Ｅ２（ＰＧＥ２）等基因的表达，促进成骨的合成。田
林强等［１２］发现２０～５０ｍｍＨｇ动态压应力能上调
成骨相关基因的水平，促使大鼠成骨细胞成熟分

化，而１００ｍｍＨｇ动态压应力虽较对照组有所增
强，但差异无统计学意义，提示过大的动态压应力

将抑制成骨分化。实验组（４．２５和５．６６ｇ／ｃｍ２）在
周期性压应力作用３～２４ｈ均呈负增长趋势，前者

在１２ｈ后负增长趋势显著，而后者在３～６ｈ负增
长趋势显著，提示过大的周期性压应力将抑制成骨

细胞的生长或导致细胞凋亡。这可能是过大的压

应力超过单个成骨细胞及成骨细胞骨架承受的压

缩应力上限，细胞膜通透性增强，凋亡诱导因子和

凋亡蛋白酶激活ｃａｓｐａｓｅ系统，进而促使细胞凋亡，
致整个细胞骨架破坏，膜内酶及相关蛋白失活，成

骨细胞过度形变而凋亡。李军等［１３］发现高重力不

仅可抑制成骨细胞增殖，促进细胞凋亡，还可导致

成骨细胞发生变性坏死。ＺｈａｎｇＦａｎ等［１４］发现压应

力＞３．０ｇ／ｃｍ２时对成骨样细胞的生长影响偏大，而
＞４．０ｇ／ｃｍ２的压应力将引发成骨样细胞凋亡。
综上所述，本实验研究条件下，在０～２．８３ｇ／

ｃｍ２周期性压应力下作用２４ｈ内，对成骨细胞的
增殖有促进作用，且在此范围内随着力的增加及时

间的推移，促进作用逐渐减小；２．８３～４．２５ｇ／ｃｍ２

的周期性压应力可能对成骨细胞的生长起抑制作

用，且随时间的推移抑制作用可能逐渐显著；超过

４．２５ｇ／ｃｍ２的周期性压应力不仅抑制成骨细胞生
长，且可能直接导致其凋亡。具体相关作用机制有

待进一步实验研究。
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