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　　摘　要：目的　观察镁锌合金（ＭｇＺｎ）共同培养对成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１的促增殖作用及相关的作用机制。方法　实验分为

对照组、ＭｇＺｎ组、聚Ｌ丙交酯（ＰＬＬＡ）组。采用细胞毒实验（ＭＴＴ）法检测细胞增殖活性，酶联免疫分析（ＥＬＩＳＡ）法检测整合素

β２ 的表达变化，免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测细胞ＢＭＰ２和ｐＳｍａｄ１蛋白的表达变化。结果　培养到第２天，３组间细胞

增殖活性差异无统计学意义（犘＞０．０５）。第４、６、８、１０天时，ＭｇＺｎ组 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞增殖显著高于对照组和ＰＬＬＡ组，差异有

统计学意义（犘＜０．０５）；对照组与ＰＬＬＡ组细胞增殖活性比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。３组 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞整合素β２ 的

表达在第２、４、６天逐渐升高，第８天又逐渐减低，差异有统计学意义（犘＜０．０５），在同一时间点 ＭｇＺｎ组整合素β２ 的表达显著高

于对照组和ＰＬＬＡ组，差异有统计学意义（犘＜０．０１），对照组和ＰＬＬＡ组之间整合素β２ 的表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结

论　ＭｇＺｎ共培养可以促进成骨细胞的增殖，上调整合素β２ 的表达和激活ＢＭＰ／Ｓｍａｄ信号通路能是其主要的作用机制。
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　　生物可降解的镁锌合金（ＭｇＺｎ）具有好的机械学特性和

生物相容性，在医学领域得到了广泛的应用研究，例如心血管

的可降解支架、骨的固定材料等［１２］。近期的研究显示，ＭｇＺｎ

材料不仅有良好的生物相容性，还可以促进成骨和化股过程，

其相关的作用机制研究极少［３］，因此，本研究将 ＭｇＺｎ材料与

成骨细胞混合培养，观察 ＭｇＺｎ对成骨细胞的促生长作用，并

探讨其相关作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料　成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１在３７℃、５％ＣＯ２ 条件下培

养于低糖ＤＭＥＭ培养液中（１０％胎牛血清、青霉素和链霉素

各１００ＩＵ／ｍＬ），并分为对照组、ＭｇＺｎ组、聚Ｌ丙交酯（ＰＬ

ＬＡ）组。青霉素、链霉素购于美国Ｓｉｇｍａ公司，胎牛血清购于

美国Ｇｉｂｃｏ公司公司，ＤＭＥＭ 培养基为广州英韦创津公司产

品，生物可降解 ＭｇＺｎ为上海奥芮济医疗科技有限公司产品，

聚Ｌ丙交酯（ＰＬＬＡ）由长春圣博玛生物材料有限公司提供，人

β２ 整合素酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自上海希美生

物科技有限公司，ＢＭＰ２、ｐＳｍａｄ１、ＧＡＰＤＨ抗体购自美国Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ公司，ＨＲＰ标记二抗购自上海康成生物技术有限公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞增殖实验　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞接种到９６孔板（４００／

孔），３组分别于培养２、４、６、８、１０ｄ时，加入０．５ｍｇ／ｍＬ二甲

基四氮唑蓝（ＭＴＴ），检测细胞的增殖活性，以酶标仪５７０ｎｍ

波长处测定的吸光度（犃）值为纵坐标，时间为横坐标绘制生长

曲线。

１．２．２　整合素β２ 的检测　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞接种到６孔板（１
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×１０５／孔），３组分别于培养２、４、６、８、１０ｄ时取培养液上清液，

严格按着整合素β２ＥＬＩＳＡ试剂盒说明操作，酶标仪４５０ｎｍ波

长处测定测定各孔的犃值，以犃值为纵坐标，以标准品浓度为

横坐标，绘制标准曲线，然后对照标准曲线计算出整合素β２ 的

浓度。

１．２．３　目的蛋白的免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测　

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞接种到６孔板（５×１０５／孔），４８ｈ后，３组分别

采用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤细胞２次，１×ＳＤＳ上样缓冲液

裂解细胞，９５℃加热１０ｍｉｎ，１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清

液，８％～１２％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ），电转移蛋白至聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜，含５％脱脂奶

粉的洗膜缓冲液（ＴＢＳＴ）浸润ＰＶＤＦ膜１ｈ封闭非特异性结

合，加入特异性的一抗（１∶１０００）４℃过夜，加入１∶５０００稀

释的二抗室温１ｈ，化学发光，Ｘ线曝光。扫描曝光胶片，Ｂｉｏ

Ｒａｄ凝胶成像仪分析软件测定各蛋白条带密度值，目的蛋白与

内参磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）的比值为蛋白表达相对定

量值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，两样本比较采用狋检验，多组间比较采用方

差分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭｇＺｎ对 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞增殖活性的影响　３组对

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞的增殖活性显示，在第２天时，３组间细胞增

殖活性差异无统计学意义（犘＞０．０５），到第４、６、８、１０天时，

ＭｇＺｎ组细胞增殖显著高于对照组和ＰＬＬＡ组，差异有统计

学意义（犘＜０．０５），对照组和ＰＬＬＡ组细胞增殖活性比较，差

异无统计学意义（犘＞０．０５），说明 ＭｇＺｎ可以促进 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１

细胞的增殖，见图１。

图１　　３组成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１的增殖活性

表１　　３组 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞整合素β２ 表达

　　　（狓±狊，μｍｏｌ／Ｌ）

组别 第２天 第４天 第６天 第８天 第１０天

对照组 ０．３１±０．０６０．８５±０．２６０．９１±０．２８０．６５±０．１８０．５３±０．０９

ＰＬＬＡ组 ０．３７±０．０５０．９４±０．２１１．０４±０．３３０．７１±０．１５０．６１±０．１０

ＭｇＺｎ组 ０．６４±０．１３１．６７±０．３４１．６２±０．４１１．２１±０．１７１．０８±０．１６

　　：犘＜０．０１，与对照组和ＰＬＬＡ组比较。

２．２　ＭｇＺｎ对 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞整合素β２ 表达的影响　３组

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞整合素β２ 的表达在第２、４、６天逐渐升高，第８

天又逐渐减低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；在同一时间点

ＭｇＺｎ组 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞整合素β２ 的表达水平高于对照组

和ＰＬＬＡ组，差异有统计学意义（犘＜０．０１），对照组与ＰＬＬＡ

组之间整合素β２ 的表达，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

图２　　３组 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞ＢＭＰ２和ｐＳｍａｄ１蛋白的表达

２．３　ＭｇＺｎ对 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞ＢＭＰ２和ｐＳｍａｄ１表达的影响

　与对照组比较 ＭｇＺｎ组显著升高了 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞ＢＭＰ２

的表达，随后Ｓｍａｄ１蛋白的磷酸水平也相应地出现了升高，而

ＰＬＬＡ并没有显现出激活ＢＭＰ／Ｓｍａｄ通路的活性，见图２。

３　讨　　论

近年来生物可降解的骨内固定材料在骨科中的应用已成

为研究的热点，生物可降解的 ＭｇＺｎ内固定材料因其强度和

塑韧性均强于可降解的陶瓷或聚合物材料，故而受到更多学者

的关注［４５］。镁和锌是体内含量丰富的不可缺少的重要金属元

素，对机体多个系统的生长发育具有重要的影响，因此，ＭｇＺｎ

内固定材料不仅不会释放有毒离子，而且其释放的镁、锌金属

离子反而会促进成骨细胞的增殖和分化［６８］。本研究显示，

ＭｇＺｎ与成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１共培养可以促进细胞的增殖，

而另外一个生物可降解吸收骨内固定材料ＰＬＬＡ没有发现这

个现象，说明 ＭｇＺｎ可以促进骨折的愈合。

整合素是细胞黏附的一个重要调节蛋白，调节着细胞的增

殖和分化。本研究显示，与ＰＬＬＡ组相比 ＭｇＺｎ组可以促进

成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１高表达整合素β２ 蛋白，ＭｇＺｎ组表面比

ＰＬＬＡ组粗糙，而粗糙的表面也是刺激整合素表达的一个因

素，但其具体的机制还有待进一步的研究［９１１］。骨形成蛋白

（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＢＭＰｓ）能诱导成骨细胞和软骨

细胞的分化成熟，在骨的修复中起到重要作用，ＢＭＰｓ的缺失

会导致骨折的不愈合和骨缺损，ＢＭＰｓ通过磷酸化Ｓｍａｄ蛋白，

使ｐＳｍａｄ蛋白入核发挥转录因子的作用，激活下游靶基因的

表达调控骨和软骨的生成［１２］。本研究显示，ＭｇＺｎ共同培养

可以上调 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞ＢＭＰ２和ｐＳｍａｄ蛋白的表达，说

明 ＭｇＺｎ共同培养可以激活ＢＭＰ／Ｓｍａｄ信号通路。

综上所述，ＭｇＺｎ共同培养可以促进成骨细胞的增殖，其

作用机制可能与上调整合素β２ 的表达和激活ＢＭＰ／Ｓｍａｄ信

号通路相关。
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细胞凋亡密切相关［１３］。野生型ｐ５３基因半衰期短，免疫细胞

化学方法检测不到其表达，故本研究检测突变型ｐ５３基因的表

达。本研究结果显示，ｐ５３基因在对照组不表达，照射组表达

率显著升高，但各ＡＰＳ组和ＮＳ组比较差异不明显，这可能是

由于突变型ｐ５３基因的表达不会因为损伤得到修复而减少所

致。细胞周期和凋亡率检测结果显示，ＮＳ组与对照组相比，

Ｇ０／Ｇ１ 期比例和凋亡率均升高，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），各 ＡＰＳ组与 ＮＳ组比较，Ｇ０／Ｇ１ 期比例和凋亡率均降

低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。说明电离辐射可以诱导细

胞凋亡，ＡＰＳ可以促进细胞周期阻滞及凋亡的恢复。

目前，放疗是肿瘤的主要治疗方式，它在杀死肿瘤细胞的

同时也损伤机体正常细胞，因此，辐射保护剂的开发势在必行。

大量文献报道ＡＰＳ有明显的抗辐射、抗肿瘤等作用，但其具体

机制仍不清楚，本研究就 ＡＰＳ抗电离辐射的机制进行基础研

究，为后续研究提供参考依据。
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