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  摘 要:目的 研究血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)调控小鼠成骨细胞凋亡的分子机制。方法 用10-6
 

mol/L
 

AngⅡ刺激小鼠成骨细胞24
 

h,利用原位末端转移酶标记技术检测成骨细胞凋亡情况。并将成骨细胞分为4
组,对照组(α-MEM培养基处理细胞1

 

h);AngⅡ组(10-6
 

mol/L
 

AngⅡ处理细胞1
 

h);AngⅡ+SP600125组

[使用c-Jun氨基末端激酶(JNK)通路抑制剂(SP600125)预处理细胞1
 

h,再用AngⅡ处理1h];AngⅡ+vehicle
组(加入对应量的二甲基亚砜预处理1

 

h,再用
 

AngⅡ处理细胞1
 

h)。利用免疫印迹法检测凋亡信号通路相关

蛋白(Bax、Bcl-2、细胞色素 C)及应激活化蛋白激酶(SAPK)/JNK 信号通路的表达,同时使用试剂盒检测

Caspase-3活性。结果 10-6
 

mol/L
 

AngⅡ处理后,成骨细胞凋亡数目增加2倍,同时细胞内SAPK/JNK通路

活化,Bcl-2表达明显降低,Bax表达明显增加,细胞色素C从细胞核内向细胞质内转移增加,Caspase-3活性明

显增加,而使用SP600125后可明显抑制上述改变。结论 AngⅡ可促进小鼠成骨细胞凋亡,凋亡效应可由

SAPK/JNK通路所介导。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

effects
 

of
 

Angiotensin
 

(Ang)
 

Ⅱon
 

osteoblast
 

apoptosis
 

and
 

underly-
ing

 

molecular
 

mechanism.Methods The
 

mouse
 

osteoblasts
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro,and
 

treated
 

with
 

or
 

without
 

10-6
 

mol/L
 

AngⅡfor
 

24
 

h,cell
 

apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

TUNEL.Osteoblasts
 

were
 

divided
 

into
 

four
 

groups,
control

 

group
 

(α-MEM
 

medium
 

treatment
 

for
 

1
 

h);
 

AngⅡ
 

group
 

(10-6
 

mol/L
 

AngⅡtreatment
 

for
 

1
 

h);Ang
Ⅱ+SP600125

 

group
 

[c-Jun
 

N-terminal
 

kinase
 

(JNK)
 

inhibitor
 

SP600125
 

pre-treatment
 

for
 

1
 

h,then
 

10-6
 

mol/L
 

AngⅡtreatment
 

for
 

1
 

h];AngⅡ+vehicle
 

group
 

(corresponding
 

amount
 

of
 

dimethyl
 

sulfoxide
 

pre-
treatment

 

for
 

1
 

h,then
 

10-6
 

mol/L
 

AngⅡtreatment
 

for
 

1
 

h).Bax,Bcl-2,cytochrome
 

C
 

expressions
 

and
 

stress-
activated

 

protein
 

kinase
 

(SAPK)/JNK
 

activation
 

were
 

evaluated
 

by
 

Western
 

blot,and
 

Caspase-3
 

activity
 

was
 

measured.Results After
 

being
 

stimulated
 

with
 

10-6
 

mol/L
 

AngⅡ,number
 

of
 

apoptotic
 

cells
 

were
 

increased
 

by
 

2-time.Expression
 

of
 

Bcl-2
 

was
 

decreased,while
 

the
 

expression
 

of
 

Bax
 

and
 

translocation
 

of
 

cytochrome
 

C
 

from
 

mitochondria
 

to
 

cytosol
 

were
 

highly
 

increased.And
 

Caspase-3
 

activity
 

was
 

enormously
 

elevated.Howev-
er,these

 

above
 

changes
 

could
 

be
 

alleviated
 

by
 

pre-treatment
 

of
 

SP600125.Conclusion Ang
 

Ⅱ
 

promote
 

apoptosis
 

in
 

osteoblast
 

through
 

SAPK/JNK
 

signaling
 

pathway,which
 

could
 

provide
 

insights
 

into
 

potential
 

links
 

between
 

hyper-
tension

 

and
 

bone
 

loss-related
 

diseases.
Key

 

words:Angiotensin
 

Ⅱ; osteoblast; apoptosis; signaling
 

pathway

  血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)属于肾素-血管紧张素系

统核心效应分子,参与调节血流动力,影响细胞生长、
分化和凋亡,促进炎症细胞因子分泌[1-2]。研究表明,
AngⅡ参与调控高血压的发生、发展,其机制主要是通

过刺激细胞活性氧簇的产生,改变细胞内氧化还原状

态,从而激活下游相关细胞信号通路[1-3]。临床研究

表明,AngⅡ除在心血管和泌尿系统中发挥重要作用,
其也能参与到骨平衡的调节中,血管紧张素转换酶抑

制剂能明显降低骨折的发生率并提高骨矿物质密

度[4-5]。同时,AngⅡ能抑制碱性磷酸酶的活性,促进
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小 鼠 成 骨 细 胞 分 泌 白 细 胞 介 素-6,从 而 促 进 骨

吸收[6-7]。
细胞凋亡由凋亡信号通路所介导,包括外源性凋

亡通路,即依赖凋亡受体所形成的复合物,直接活化

Caspase通路导致细胞凋亡,以及内源性凋亡通路,即
由线粒体所介导的途径激活Caspase相关蛋白,发生

级联放大反应,使细胞内相应底物被降解,导致细胞

凋亡。同时作为细胞内重要信号通路,丝裂原活化蛋

白激酶(MAPK)蛋白家族参与调控细胞内多种基因

转录和蛋白表达,并可影响细胞增殖、分化及凋亡等

过程[8-9]。
为了探讨AngⅡ对小鼠成骨细胞凋亡的影响及

调控机制,本研究体外培养小鼠成骨细胞,经过24
 

h
 

10-6
 

mol/L
 

AngⅡ处理,用原位末端转移酶标记技术

(TUNEL)检测小鼠成骨细胞的凋亡状态,同时对c-
Jun氨基末端激酶(JNK)信号通路进行检测,以确定

AngⅡ参与小鼠成骨细胞凋亡的调控机制。
1 材料与方法

1.1 仪器与试剂 Ⅱ型胶原酶、JNK通路的抑制剂

(SP600125)、抗β-actin抗体购自美国Sigma公司;胰
蛋白酶、胎牛血清、HRP标记的抗免疫球蛋白(Ig)G
抗体购自美国Invitrogen公司;抗phospho-应激活化

蛋白激酶(SAPK)/JNK抗体、抗SAPK/JNK抗体购

自美国Cell
 

Signaling
 

Technology公司;抗细胞色素

C抗体购自美国BD公司;抗
 

Bcl-2抗体、抗Bax抗

体、抗Cox
 

Ⅳ抗体等均购自美国Santa
 

Cruz公司;
TUNEL原位检测细胞凋亡试剂盒、Caspase-3活性测

量试剂盒购自美国Roche公司;Tris碱、甘氨酸(电泳

级)、十二烷基硫酸钠(SDS)、丙烯酞胺、N,N-亚甲双

丙烯酞胺、N,N,N,N-四甲基乙二胺(电泳级)、过硫

酸铵、二硫苏糖醇(DTT)、甲醇、溴酚蓝、Tween-20、
牛血清蛋白、脱脂奶粉、甘油、氯化钠、多聚甲醛、聚乙

二醇辛基苯基醚、浓盐酸、枸橼酸钠等均购自上海生

物工程有限公司。
1.2 方法

1.2.1 小鼠成骨细胞体外培养及处理 取乳鼠(由
重庆医科大学动物实验中心提供),断头处死后,无菌

条件下分离取出头颅骨,用 Hank液反复清洗,将组

织块移入盛有0.2%
 

Ⅱ型胶原酶及0.05%胰蛋白酶

的培养瓶中在37
 

℃、5%
 

CO2 孵箱中静置消化4次,
每次15

 

min,收集后3次的消化液,300
 

r/min离心5
 

min,弃除上清液,加入含10%胎牛血清的完全培养

液,于37
 

℃、5%
 

CO2 的培养箱中培养。每3
 

d换1
次液,至细胞铺满培养瓶底时,用0.25%胰蛋白酶及

1%胰酶消化传代[7]。本研究符合作者所在单位实验

动物伦理委员会所制订的伦理学标准。
1.2.2 TUNEL染色 根据原位检测细胞凋亡试剂

盒的说明书操作,将细胞接种于8孔培养板中,用不

含或含有10-6
 

mol/L
 

AngⅡ处理细胞24
 

h[7,10],记为

对照组和AngⅡ组。加入4%多聚甲醛在室温固定细

胞1
 

h,加入TUNEL反应混合液50
  

μL,在37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中孵育60
 

min。在激光共聚焦显微镜下

观察染色情况(激发波长510
 

nm,发射波长580
 

nm)。
本实验重复3次,每组细胞设置3个复孔。两组细胞均

在相同的设置条件下完成拍摄,图片后期使用NIH
 

Im-
age

 

J
 

软件进行TUNEL阳性细胞计数分析。
1.2.3 对JNK信号通路相关蛋白的检测 实验分

为4组,1组(简称对照组):α-MEM 培养基处理细胞

1
 

h;2组(简称AngⅡ组):含10-6
 

mol/L
 

AngⅡ的α-
MEM培养 基 处 理 细 胞1

 

h;3组(简 称 AngⅡ+
SP600125组):使用10

 

μmol/L
 

SP600125预处理细

胞1
 

h后,再用含10-6
 

mol/L
 

AngⅡ的α-MEM 培养

基处理细胞1
 

h;4组(简称AngⅡ+vehicle组):加入

与第3组配制抑制剂相对应量的二甲基亚砜,预处理

细胞1
 

h后,再用含10-6
 

mol/L
 

AngⅡ的α-MEM 培

养基处理细胞1
 

h。
根据实验分组,收集各组蛋白样品,检测SAPK/

JNK信号通路相关蛋白表达。根据欲分离的蛋白质

相对分子质量大小选择适合的凝胶浓度。本实验选

配分离胶浓度为10%,浓缩胶浓度为5%,利用聚丙

烯酰胺凝胶电泳,分离样品蛋白质,90
 

V 恒压20
 

min,120
 

V恒压1
 

h左右,至蛋白指示剂分开,停止电

泳;采用湿转的方法,使蛋白质转移到硝酸纤维素膜

上;将硝酸纤维素膜室温封闭1
 

h,分别加入抗phos-
pho-SAPK/JNK抗体(或抗SAPK/JNK抗体、抗β-
actin抗体),4

 

℃过夜;TBST缓冲液漂洗3次,加入

HRP标记的抗IgG抗体,室温孵育1
 

h;TBST缓冲

液漂洗3次,将ECL试剂A液和B液等体积混合,均
匀滴加于膜上,室温孵育1.5

 

min;在机器内进行曝

光,保存图片;后期对所得图片用 NIH
 

Image
 

J
 

软件

进行分析,同时对相应的磷酸化JNK蛋白、总JNK蛋

白及β-actin蛋白条带灰度值进行比较,得到各标本的

灰度比值。
1.2.4 对凋亡信号通路相关蛋白的检测 根据实验

分组,分别收集各组细胞总蛋白、线粒体蛋白、细胞质

蛋白样品,检测凋亡信号通路相关蛋白表达。实验方

法基本同1.2.3。对细胞总蛋白样品,使用抗Bcl-2抗

体检测各组Bcl-2蛋白表达量;对线粒体和细胞质蛋

白样品,使用抗Bax抗体和抗细胞色素C抗体检测。
后期对所得图片用NIH

 

Image
 

J
 

软件进行分析,同时

对凋亡信号通路相关蛋白与β-actin和Cox
 

Ⅳ蛋白条

带灰度值进行比较,得到各标本的灰度比值。
1.2.5 Caspase-3

 

活性测定 实验分组同1.2.3。按

照Caspase-3活性试剂盒说明书,提前配制工作浓度

的铺板缓冲液、抗Caspase-3抗体、孵育缓冲液、DTT、
反应底物溶液等。在孔板每孔中加入100

  

μL含有抗

Caspase-3的铺板溶液,4
 

℃过夜;去除铺板溶液,加入

封闭液以避免非特异性的结合,置于室温30
 

min;去
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除封闭液,用孵育缓冲液清洗孔板3次。在孔板内加

入样品(包括待测样品及阳性对照样品),37
 

℃孵育

1
 

h;加入200
  

μL孵育缓冲液,清洗孔板3次;每孔加

入100
  

μL反应底物溶液,在荧光分光光度计内读数

T0(荧光激发波长为400
 

nm,发射波长为505
 

nm);将
孔板用薄膜严密封闭,放置于37

 

℃孵育2
 

h,再次用

荧光分光光度计在相同设置条件下读数T1;对各孔

的荧光值进行校正,即用样品(包括标准品)的荧光值

减去 空 白 孔 的 荧 光 值,计 算 各 孔 的 荧 光 变 化 值

(ΔFU=T0-T1);根据标准曲线及各样品的荧光变

化值,计算相应样品中Caspase-3的活性;计算公式

为:Caspase活性=ΔFU/(120
 

min×标准曲线斜率)。
1.3 统计学处理 采用SPSS16.0统计分析软件进

行处理,计量资料以x±s 表示,采用单因素方差分

析,组间比较采用q检验,检验水平α=0.05。以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 AngⅡ对小鼠成骨细胞凋亡的影响 在激光共

聚焦显微镜下观察,小鼠成骨细胞在经过10-6
 

mol/L
 

AngⅡ处理24
 

h后,TUNEL染色阳性细胞占所有细

胞的比例明显增多。与对照组比较,AngⅡ组阳性细

胞数差异有统计学意义(P<0.05)。见图1。

  注:A 表 示 对 照 组 TUNEL 染 色 阳 性 细 胞;B 表 示 AngⅡ组

TUNEL染色阳性细胞(标尺长度30
 

μm);C表示两组TUNEL染色阳

性细胞数统计值,与对照组比较,aP<0.05。

图1  AngⅡ对小鼠成骨细胞凋亡的影响

2.2 AngⅡ对JNK 信 号 通 路 的 影 响 在10-6
 

mol/L
 

AngⅡ组处理小鼠成骨细胞1
 

h后,AngⅡ组

磷酸化JNK蛋白表达量较对照组升高,约为对照组

表达量的2倍,总JNK蛋白及内参β-actin
 

表达量无

明显改变。见图2。

  注:A表示免疫印迹法测定相关蛋白的相对表达量;B表示免疫印

迹法测定相关蛋白相对表达量的统计值,与对照组比较,aP<0.05。

图2  AngⅡ对小鼠成骨细胞JNK信号通路的影响

  注:A表示免疫印迹法测定Bcl-2的相对表达量;B表示免疫印迹法测

定Bcl-2相对表达量的统计值,AngⅡ+SP600125组与AngⅡ组比较,aP<
0.05,与AngⅡ+vehicle组比较,bP<0.05;C表示免疫印迹法测定Bax分别

在细胞质及线粒体内的相对表达量;D表示免疫印迹法测定Bax分别在细

胞质及线粒体内相对表达量的统计值,与AngⅡ组比较,aP<0.05。

图3  AngⅡ对小鼠成骨细胞凋亡Bcl家族蛋白的影响
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2.3 AngⅡ处理对成骨细胞凋亡Bcl家族蛋白的影

响 结果显示10-6
 

mol/L
 

AngⅡ处理成骨细胞1
 

h
后,AngⅡ组Bcl-2蛋白表达量较对照组下降约52%,
而使用 SP600125预处 理 细 胞1

 

h后 再 加 入10-6
 

mol/L
 

AngⅡ的刺激,AngⅡ+SP600125组Bcl-2蛋

白表达量较对照组仅改变了7%,与AngⅡ组比较,差
异有统计学意义(P<0.05)。同样,10-6

 

mol/LAng
Ⅱ处理成骨细胞可致 AngⅡ组Bax蛋白在细胞质与

线粒体 内 表 达 量 的 比 率 明 显 较 对 照 组 降 低。而

SP600125预 处 理 可 部 分 抑 制 该 改 变,AngⅡ +
SP600125组与 AngⅡ组比较,差异有统计学意义

(P<0.05)。见图3。
2.4 AngⅡ处理对成骨细胞色素C释放的影响 结

果显示10-6
 

mol/L
 

AngⅡ处理成骨细胞1
 

h后,Ang
Ⅱ组线粒体内细胞色素C表达量相对于对照组明显

下降,而细胞质内表达量上升。而用SP600125预处

理细胞后,可抑制细胞色素C在线粒体和细胞质中表

达量的改变,AngⅡ+SP600125组与 AngⅡ组比较,
差异有统计学意义(P<0.05)。见图4。

  注:A表示免疫印迹法测定细胞色素C分别在线粒体及细胞质内

的相对表达量;B表示免疫印迹法测定细胞色素C在线粒体内相对表

达量的统 计 值,AngⅡ 组 与 对 照 组 比 较,aP<0.05,与 AngⅡ +
SP600125组比较,bP<0.05;C表示免疫印迹法测定细胞色素C在细

胞质内相对表达量的统计值,AngⅡ组与对照组比较,aP<0.05,与

AngⅡ+SP600125组比较,bP<0.05。

图4  AngⅡ对小鼠成骨细胞细胞色素C释放的影响

2.5 AngⅡ处理对成骨细胞 Caspase-3活性的影

响 结果发现10-6
 

mol/L
 

AngⅡ处理成骨细胞1
 

h
后,AngⅡ组Caspase-3的活性较对照组明显升高约2
倍,差 异 有 统 计 学 意 义 (P <0.05)。而 在 加 入

SP600125预处理后 AngⅡ+SP600125组中其活性

改变并不明显。见图5。

  注:AngⅡ组与AngⅡ+SP600125组比较,aP<0.05。

图5  AngⅡ对小鼠成骨细胞Caspase-3活性的影响

3 讨  论

  MAPK蛋白家族是细胞内重要信号通路之一,通
过调控细胞内多种基因转录和蛋白表达,可影响细胞

增殖、分化及凋亡等多种生理活动。同时细胞受到异

常刺激时,该通路也可被激活,介导细胞发生一系列

改变[8-9]。至今普遍认为该蛋白家族包括4种成员:
细胞外信 号 调 节 激 酶(ERK)、SAPK/JNK、p38及

ERK5/大丝裂素活化蛋白激酶1[11]。
研究表明多种细胞因子或生长因子,如内皮生长

因子、神经生长因子和血小板衍生生长因子等,可激

活ERK1/2信号通路,参与调节细胞增殖、分化等活

动[12-14]。而p38和SAPK/JNK信号通路多由炎症介

质或某些应激因素所活化,与细胞凋亡的调控密切相

关[15-17]。本课题组之前研究发现,AngⅡ可通过激活

ERK1/2信号通路,刺激小鼠成骨细胞合成分泌炎症

细胞因子白细胞介素-6,从而可能参与到骨代谢调节

中[7]。本实验发现使用10-6
 

mol/L
 

AngⅡ处理成骨

细胞后,AngⅡ组凋亡细胞较对照组增多,为了进一步

探讨AngⅡ对小鼠成骨细胞凋亡过程的调控机制,本
课题组对相关可能信号通路进行了检测。SAPK/
JNK信号通路被 AngⅡ刺激活化,磷酸化JNK蛋白

相对表达量较对照组明显升高,且JNK通路可能参

与到细胞凋亡调控中。在AngⅡ组中,成骨细胞内凋

亡抑制蛋白Bcl-2相对表达量明显降低,说明 AngⅡ
引起Bcl-2蛋白表达的改变是通过JNK通路所介导

的,且促凋亡蛋白Bax从细胞质中转入到线粒体内。
以上凋亡相关蛋白的表达改变均可在一定程度上被

SP600125所阻断,说明AngⅡ可以通过SAPK/JNK
途径对细胞凋亡过程进行调控。

细胞色素C在正常情况下位于线粒体膜间隙内,
由于其具有亚铁血红素基团,可以在呼吸链复合酶Ⅲ
(细胞色素还原酶)及Ⅳ(细胞色素氧化酶)之间传递

电子,参与线粒体氧化磷酸化过程。而当线粒体内外

膜结构、通透性或细胞色素C本身构型发生改变,细
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胞色素C可以释放到细胞质内,从而与细胞质内前凋

亡蛋白酶-9(procaspase-9)及凋亡蛋白酶活化因子-1
(Apaf-1)结合,形成Cyt

 

c-Apaf-1-procaspase-9多聚

体,也称为凋亡体,进而形成成熟的caspase-9,再诱导

其下 游 的 Caspase(主 要 是 Caspase-3,Caspase-6,
Caspase-7)的 活 化,产 生 级 联 放 大 效 应。活 化 的

Caspase-3是凋亡过程的主要执行者,其由2个大亚

基和2个小亚基组成,可裂解相应的细胞质、细胞核

底物,最终导致细胞凋亡[14]。
本研究证实,10-6

 

mol/L
 

AngⅡ的刺激可导致成

骨细胞内的细胞色素C从线粒体内释放到细胞质中,
同时细胞内Caspase-3的活性较无AngⅡ刺激的对照

组明显升高。而SP600125在一定程度上可以抑制细

胞色素C的释放及Caspase-3的活化。以上结果说

明,SAPK/JNK信号通路可参与调控由 AngⅡ刺激

导致的小鼠成骨细胞凋亡过程,为进一步探讨AngⅡ
的作用及原发性高血压与骨吸收相关性的可能机制

打下基础。而对于p38、ERK或其他信号通路是否也

参与调控AngⅡ导致的细胞凋亡,尚需更多的研究进

行证实。
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