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温度对过氧化氢抑制前成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞增殖和成骨
分化的影响

耿卢婧，孙智欣，李俞辰，张　瑜，史培培
（新乡医学院生命科学技术学院，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　目的　探讨温度对过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）抑制前成骨细胞增殖和成骨分化的影响。方法　取对数生长期
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞，随机分为 ０、４５０、５００、５５０、６００、６５０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２干预组，分别给予 ０、４５０、５００、５５０、６００、
６５０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２溶液干预２ｈ。另取对数生长期ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞，随机分为对照组、模型组、低温组和高温组。对
照组细胞置于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２培养箱中孵育２４ｈ；模型组细胞置于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２培养箱中孵
育２４ｈ，并给予Ｈ２Ｏ２刺激２ｈ；低温组细胞置于３２℃、含体积分数５％ＣＯ２培养箱中孵育２４ｈ，并给予Ｈ２Ｏ２刺激２ｈ；高
温组细胞置于４０℃、含体积分数５％ＣＯ２培养箱中孵育２４ｈ，并给予Ｈ２Ｏ２刺激２ｈ。采用细胞计数试剂盒８检测各组
细胞增殖能力，实时荧光定量聚合酶链反应法检测细胞中Ｒｕｎｔ相关转录因子２（ＲＵＮＸ２）、骨桥蛋白（ＯＰＮ）和骨钙素
（ＯＣ）ｍＲＮＡ表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中 ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和 ＯＣ蛋白表达水平。结果　０、４５０、
５００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２干预组细胞增殖率比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；５５０、６００、６５０μｍｏｌ·Ｌ

－１Ｈ２Ｏ２干预组细胞
增殖率显著低于０、４５０、５００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２干预组，且随Ｈ２Ｏ２浓度增加细胞增殖率显著降低（Ｐ＜０．０５）。为保证后
续实验有足够的细胞，选择Ｈ２Ｏ２的干预浓度为 ５５０μｍｏｌ·Ｌ

－１。模型组和低温组细胞增殖率显著低于对照组和高温

组，低温组细胞增殖率显著低于模型组（Ｐ＜０．０５）；对照组与高温组细胞增殖率比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
模型组和高温组细胞中ＲＵＮＸ２ｍＲＮＡ相对表达量显著高于对照组和低温组，低温组细胞中ＲＵＮＸ２ｍＲＮＡ相对表达
量显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）；模型组与高温组细胞中ＲＵＮＸ２ｍＲＮＡ相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
模型组、低温组和高温组细胞中ＯＰＮｍＲＮＡ相对表达量显著高于对照组，低温组和高温组细胞中ＯＰＮｍＲＮＡ相对表
达量显著高于模型组，低温组细胞中ＯＰＮｍＲＮＡ相对表达量显著高于高温组（Ｐ＜０．０５）。模型组、低温组和高温组
细胞中ＯＣｍＲＮＡ相对表达量显著高于对照组，低温组和高温组细胞中 ＯＣｍＲＮＡ相对表达量显著高于模型组（Ｐ＜
０．０５）；低温组与高温组细胞中ＯＣｍＲＮＡ相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。模型组、低温组和高温组细
胞中ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和ＯＣ蛋白相对表达量显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。低温组细胞中 ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ蛋白相对表达量
显著低于模型组和高温组，ＯＣ蛋白相对表达量显著低于高温组（Ｐ＜０．０５）；低温组与模型组细胞中ＯＣ蛋白相对表达
量比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。高温组细胞中ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和ＯＣ蛋白相对表达量显著高于模型组（Ｐ＜０．０５）。
结论　Ｈ２Ｏ２可抑制ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞增殖和成骨分化，低温可增强 Ｈ２Ｏ２对 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞增殖和成骨分化的抑制作
用，高温可缓解Ｈ２Ｏ２对细胞增殖和成骨分化的抑制作用。ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和ＯＣ蛋白可能在温度调控细胞增殖和成骨
分化的过程中发挥重要作用。

关键词：　孵育温度；氧化损伤；成骨细胞；ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞；细胞增殖；成骨分化
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ｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｑｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｗｅｅｘｐｅｒｅｓｓｏｎ
ｏｆＯＣｐｒｏｔｅｉｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｇｒｏｕｐａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＲＵＮＸ２，ＯＰＮａｎｄ
ＯＣｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆＨ２Ｏ２ｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｃｅｌｌｓ；ｌｏｗｔｅｍｐｅｒａ
ｔｕｒｅｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｃａｎｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＨ２Ｏ２ｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｌｅ
ｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｃａｎｒｅｌｉｅｖｅｉｔｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ．ＲＵＮＸ２，ＯＰＮ
ａｎｄＯＣｐｒｏｔｅｉｎｍｉｇｈｔｐｌａｙａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｍｅｄｉａｔｅｄｂｙｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｄａｍａｇｅ；ｐｒｅｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ；ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｃｅｌｌ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

　　随着人口老龄化的持续加速，骨质疏松症已成
为公共卫生健康的热点问题之一。老年骨质疏松症

诱发的脆性骨折１ａ内病死率高达１４％［１］。研究表

明，在骨质疏松症发病过程中，氧化应激［２］、肠道微

生物［３４］、自噬［５６］、铁代谢［７］、细胞衰老［８］等均发挥

重要作用，而氧化应激是导致骨质疏松症中成骨细

胞和破骨细胞功能失衡的关键因素之一［９］。此外，

随着年龄的增加，机体的体温调节能力自然衰

退［１０］。温度不仅可以调节机体的免疫能力［１１］，改

变肠道微生物的功能［１２］，还会增加机体患癌风险，

影响癌症的免疫治疗效果［１３］，甚至影响生物体的寿

命［１４］。然而，目前温度与骨质疏松的关系尚不清

楚。基于此，本研究选用小鼠胚胎成骨细胞前体细

胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１为研究对象，观察温度对过氧化氢
（ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２）诱导的氧化损伤抑制前
成骨细胞增殖和成骨分化的影响，旨在揭示温度对

骨重建的影响，为骨质疏松症的治疗提供实验基础

和新思路。

１　材料与方法

１．１　细胞、主要试剂与仪器
　　小鼠胚胎成骨细胞前体细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１由河南
省温度应激分子基础与疾病防治创新团队赠予并保

存。ＭＥＭα培养液、胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，
ＦＢＳ）、１００×青霉素链霉素溶液、２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白
酶购自武汉普诺赛生命科技有限公司，细胞计数试
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剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）、引物购自生工生
物工程（上海）股份有限公司，Ｈ２Ｏ２溶液购自西格
玛奥德里奇（上海）贸易有限公司，ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、反
转录试剂盒、荧光定量试剂盒购自宝日医生物技术

（北京）有限公司，聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｐｏｌｙａｃｒｙｌ
ａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＡＧＥ）凝胶快速制备试剂
盒、三色预染蛋白 Ｍａｋｅｒ购自上海雅酶生物医药科
技有限公司，甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）、Ｒｕｎｔ相关转录因
子２（Ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，ＲＵＮＸ２）、骨
桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）和骨钙素（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，
ＯＣ）一抗和二抗均购自英国 Ａｂｃａｍ公司；ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００微量分光光度计购自美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃ公司，电泳仪和电泳槽购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司，
７５００荧光定量聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃ
ｔｉｏｎ，ＰＣＲ）仪购自美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司，
ＡｍｅｒｓｈａｍＩｍａｇｅｒ６００化学发光仪购自美国ＧＥ公司。
１．２　细胞培养及分组处理
　　将 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞接种于含体积分数 ２０％
ＦＢＳ、体积分数 １％１００×青霉素链霉素溶液的
ＭＥＭα培养液中，置于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的
培养箱中培养，待细胞生长至汇合度为８０％～９０％时
进行传代。传代时，先去除所有培养液，然后加入

１ｍＬ胰蛋白酶（２．５ｇ·Ｌ－１）消化细胞，１０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心５ｍｉｎ，收集细胞；取对数生长期 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细
胞，以每孔１×１０４接种于９６孔板，随机分为０、４５０、
５００、５５０、６００、６５０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２干预组，分别给
予０、４５０、５００、５５０、６００、６５０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２溶液干
预２ｈ。依据参考文献［１５１７］和预实验结果，选择
３２℃、３７℃、４０℃温度作为实验温度条件。取对数
生长期ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞，以每孔３×１０５接种于６孔
板，随机分为对照组、模型组、低温组和高温组。对

照组细胞置于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２培养箱中
孵育２４ｈ；模型组细胞置于３７℃、含体积分数５％
ＣＯ２培养箱中孵育２４ｈ，并给予Ｈ２Ｏ２刺激２ｈ；低温
组细胞置于３２℃、含体积分数５％ＣＯ２培养箱中孵
育２４ｈ，并给予 Ｈ２Ｏ２刺激 ２ｈ；高温组细胞置于
４０℃、含体积分数５％ＣＯ２培养箱中孵育２４ｈ，并予
Ｈ２Ｏ２刺激２ｈ。
１．３　ＣＣＫ８法检测ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞增殖能力
　　取０、４５０、５００、５５０、６００、６５０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２干
预组细胞，以及对照组、模型组、低温组和高温组细

胞，滴加新鲜含体积分数１０％ ＣＣＫ８工作液的完全
培养液，继续在３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的培养
箱中培养１ｈ；然后，使用酶标仪检测各孔在４５０ｎｍ

处的光密度值（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）。计算细胞增殖
率，细胞增殖率 ＝（ＯＤ处理组 －ＯＤ空白组）／（ＯＤ对照组 －
ＯＤ空白组）×１００％。实验重复３次，取均值。
１．４　实时荧光定量 ＰＣＲ法检测 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞
中ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和ＯＣｍＲＮＡ表达水平
　　取对照组、模型组、低温组和高温组细胞，使用
ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ提取细胞总 ＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ，进
行荧光定量ＰＣＲ检测。根据不同目的基因的ｍＲＮＡ
序列，设计荧光定量 ＰＣＲ引物：βａｃｔｉｎ上游引物序
列为 ５′ＴＡＴＧＣＴＣＴＣＣＣＴＣＡＣＧＣＣＡＴＣＣ３′，βａｃｔｉｎ
下游引物序列为 ５′ＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＴＣＴ
ＣＡＧ３′；ＲＵＮＸ２上游引物序列为 ５′ＧＡＴＧＡＴＧＡ
ＣＡＣＴＧＣＣＡＣＣＴＣＴＧＡＣ３′，ＲＵＮＸ２下游引物序列为
５′ＴＧＡＧＧＧＡＴＧＡＡＡＴＧＣＴＴＧＧＧＡＣＴＧ３′；ＯＰＮ上游
引物序列为５′ＡＴＧＧＡＣＧＡＣＧＡＴＧＡＴＧＡＣＧＡＴＡＴＧ３′，
ＯＰＮ下游引物序列为 ５′ＡＴＧＧＡＣＧＡＣＧＡＴＧＡＴ
ＧＡＣＧＡＴＡＴＧ３′；ＯＣ上游引物序列为５′ＣＡＡＧＣＡＧ
ＧＡＧＧＧＣＡＡＴＡＡＧＧＴＡＧＴＧ３′，ＯＣ下游引物序列为
５′ＣＧＧＴＣＴＴＣＡＡＧＣＣＡＴＡＣＴＧＧＴＣＴＧ３′。反应体系
为：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）（２×）
１０．０μＬ，上游引物（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）０．８μＬ，下游引
物（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）０．８μＬ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ
（５０×）０．４μＬ，灭菌水 ６．０μＬ。反应条件为：第１
阶段，９５℃ ３０ｓ；第２阶段 ９５℃ ５ｓ，６０℃ ３１ｓ，重
复 ４０个循环；第 ３阶段，９５℃ １５ｓ，６０℃ ６０ｓ，
９５℃ １５ｓ。以 βａｃｔｉｎ为内参，采用 ２－ΔΔＣｔ法计算
ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ、ＯＣｍＲＮＡ相对表达量。实验重复 ３
次，取均值。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中
ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和ＯＣ蛋白表达
　　取对照组、模型组、低温组和高温组细胞，加入
８０μＬＲＩＰＡ裂解液，置于冰上裂解３０ｍｉｎ；４℃下
１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ，收集细胞裂解液上清液；使
用二辛可酸蛋白浓度测定试剂盒测定上清液蛋白浓

度后，调整不同样品的蛋白浓度一致，按比例加入

５×蛋白上样缓冲液，１００℃加热１５ｍｉｎ，冷却至室
温后１００００×ｇ离心５ｍｉｎ，取上清液；使用 ＰＡＧＥ
凝胶快速制备试剂盒（１２．５％）配制凝胶进行电泳，
上样量为每孔 ２０ｎｇ蛋白，电泳条件为 ８０ｍＶ
３０ｍｉｎ，然后调整电压为１２０ｍＶ继续电泳９０ｍｉｎ。
电泳结束后，将样品转移至０．４５μｍ聚偏氟乙烯膜
上；然后，用脱脂奶粉室温摇床封闭 ２ｈ后，滴加
ＧＡＰＤＨ小鼠源一抗、ＲＵＮＸ２兔源一抗、ＯＰＮ兔源一
抗、ＯＣ兔源一抗（滴度均为１１０００），摇床孵育过
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夜；洗膜３次后，添加对应种属来源的羊抗鼠二抗或
羊抗兔二抗（滴度均为 １１０００），室温摇床孵育
５０ｍｉｎ。使用增强化学发光试剂盒进行显影，
ＡｍｅｒｓｈａｍＩｍａｇｅｒ６００化学发光仪采集蛋白条带照
片；使用 ＩｍａｇｅＪ软件分析目的蛋白条带灰度值，计
算目的蛋白相对表达量，以 ＧＡＰＤＨ为内参，以目的
蛋白灰度值与内参蛋白灰度值比值表示目的蛋白相

对表达量。实验重复３次，取均值。
１．６　统计学处理
　　应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０软件进行统计学分
析。计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间
比较采用方差分析，多重比较采用 Ｔｕｒｋｅｙ′ｓｔ检验，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　不同浓度 Ｈ２Ｏ２诱导 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞增殖率

比较

　　０、４５０、５００、５５０、６００、６５０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２干预
组细胞增殖率分别为（１００．００±６．４９）％、（９５．１０±
５．６９）％、（８８．５０±４．４６）％、（７６．００±２．０２）％、
（５１．２０±６．８７）％、（３９．５０±４．４６）％。０、４５０、
５００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２干预组细胞增殖率比较差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）；５５０、６００、６５０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２
干预组细胞增殖率显著低于０、４５０、５００μｍｏｌ·Ｌ－１

Ｈ２Ｏ２干预组，且随Ｈ２Ｏ２浓度增加细胞增殖率显著
降低（Ｐ＜０．０５）。为保证后续实验有足够的细胞，
选择 ５５０μｍｏｌ·Ｌ－１为Ｈ２Ｏ２干预浓度。
２．２　对照组、模型组、低温组和高温组细胞增殖率
比较

　　对照组、模型组、低温组和高温组细胞增殖率分
别为（１００．０±１．７３）％、（７７．７±２．２８）％、（５４．３±
１．９９）％、（９６．２±４．５６）％。模型组和低温组细胞
增殖率显著低于对照组和高温组，低温组细胞增殖

率显著低于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
对照组与高温组细胞增殖率比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。
２．３　对照组、模型组、低温组和高温组细胞中
ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和ＯＣｍＲＮＡ相对表达量比较
　　模型组和高温组细胞中 ＲＵＮＸ２ｍＲＮＡ相对表
达量显著高于对照组和低温组，低温组细胞中

ＲＵＮＸ２ｍＲＮＡ相对表达量显著低于对照组，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）；模型组和高温组细胞中
ＲＵＮＸ２ｍＲＮＡ相对表达量比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。模型组、低温组和高温组细胞中 ＯＰＮ
ｍＲＮＡ相对表达量显著高于对照组，低温组和高温

组细胞中ＯＰＮｍＲＮＡ相对表达量显著高于模型组，
低温组细胞中 ＯＰＮｍＲＮＡ相对表达量显著高于高
温组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。模型组、低温
组和高温组细胞中ＯＣｍＲＮＡ相对表达量显著高于
对照组，低温组和高温组细胞中 ＯＣｍＲＮＡ相对表
达量显著高于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；低温组与高温组细胞中 ＯＣｍＲＮＡ相对表达
量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结果见表１。
表１　对照组、模型组、低温组和高温组细胞中ＲＵＮＸ２、

ＯＰＮ和ＯＣｍＲＮＡ相对表达量比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＲＵＮＸ２，

ＯＰＮａｎｄＯＣｍＲＮＡｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｇｒｏｕｐ

ａｎｄｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ ＲＵＮＸ２ｍＲＮＡ ＯＰＮｍＲＮＡ ＯＣｍＲＮＡ
对照组 ３ １．００±０．０１ １．００±０．０４ １．００±０．０１
模型组 ３ １．６７±０．０６ａ １．１８±０．１０ａ ２．１９±０．１３ａ

低温组 ３ ０．５９±０．０１ａｂ １．３６±０．０４ａｂ １．８８±０．０４ａｂ

高温组 ３ １．６６±０．０４ａｃ １．８２±０．０２ａｂｃ １．８８±０．０３ａｂ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与模型组比较ｂＰ＜０．０５；与低温组
比较ｃＰ＜０．０５。

２．４　对照组、模型组、低温组和高温组细胞中
ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和ＯＣ蛋白相对表达量比较
　　模型组、低温组和高温组细胞中 ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ
和ＯＣ蛋白相对表达量显著低于对照组，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。低温组细胞中 ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ
蛋白相对表达量显著低于模型组和高温组，ＯＣ蛋白
相对表达量显著低于高温组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；低温组与模型组细胞中 ＯＣ蛋白相对
表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。高温组
细胞中ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和ＯＣ蛋白相对表达量显著高
于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结果见
图１和表２。

１：对照组；２：模型组；３：低温组；４：高温组。

图１　对照组、模型组、低温组和高温组细胞中
ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和ＯＣ蛋白表达

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＲＵＮＸ２，ＯＰＮ，ａｎｄＯＣｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓ
ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｇｒｏｕｐ，

ａｎｄｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｇｒｏｕｐ
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表２　对照组、模型组、低温组和高温组细胞中
ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和ＯＣ蛋白相对表达量比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＲＵＮＸ２，
ＯＰＮ，ａｎｄＯＣｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｇｒｏｕｐ，

ａｎｄｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＲＵＮＸ２蛋白 ＯＰＮ蛋白 ＯＣ蛋白

对照组 ３ １．００±０．０５ １．００±０．０６ １．００±０．０５

模型组 ３ ０．６９±０．０３ａ ０．４６±０．０３ａ ０．６６±０．０４ａ

低温组 ３ ０．５９±０．０２ａｂ ０．３２±０．０２ａｂ ０．６５±０．０３ａ

高温组 ３ ０．８７±０．０４ａｂｃ ０．６２±０．０３ａｂｃ ０．８１±０．０４ａｂｃ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与模型组比较ｂＰ＜０．０５；与低温组
比较ｃＰ＜０．０５。

３　讨论

　　骨质疏松主要是由于骨量丢失增加与骨细胞生
成减少所致，过量自由基导致的氧化应激是骨质疏

松症发生和进展的主要因素之一。Ｈ２Ｏ２常用于模
拟自由基引起的细胞氧化损伤模型，包括骨质疏松

模型［９］。本研究结果显示，模型组细胞增殖率显著

低于对照组，ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和ＯＣｍＲＮＡ相对表达量
显著高于对照组，ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和ＯＣ蛋白相对表达
量显著低于对照组；说明，Ｈ２Ｏ２可抑制 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１
细胞的增殖和 ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和 ＯＣ的蛋白翻译，从
而抑制成骨分化，导致骨质疏松。与文献报道Ｈ２Ｏ２
抑制间充质干细胞［１８］、成骨细胞［１９］和血管平滑肌

细胞［２０］成骨分化的作用一致。

　　温度是生物体不可避免的应激因子之一，适度
应激可为机体抵御不良因素的损伤建立保护机

制［２１］。此外，温度可以通过积极的基因调控策略对

机体产生影响，而不仅仅是被动的热力学效应。有

研究报道，３６℃或１５℃的低温能够激活人源细胞
和线虫体内的蛋白酶体，降解无用蛋白质，从而使人

源细胞和线虫的寿命显著延长；但线虫在４℃孵育
１２ｈ并没有延长寿命的效果［１４］。正确认识环境温

度对机体的影响，有助于更好地进行健康管理，甚至

可能有助于发现退行性骨病的治疗新方法和新思

路。冷休克蛋白和热休克蛋白分别是哺乳动物体内

受到低温或高温刺激后产生的特征性的蛋白。冷休

克蛋白普遍具有 ＲＮＡ结合能力，可稳定 ｍＲＮＡ，促
进蛋白翻译［２２］。热休克蛋白具有分子伴侣活性，可

以维持蛋白稳态从而使细胞在应激条件下存活［２３］。

有研究报道，热休克蛋白７０经３９～４２．５℃刺激后
高表达可能抑制破骨细胞增殖［２４］。本研究结果显

示，低温组细胞增殖率显著低于模型组，高温组与对

照组细胞增殖率比较差异无统计学意义；说明，

３２℃低温处理可促进Ｈ２Ｏ２对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞增殖
抑制作用；而 ４０℃高温处理对于 Ｈ２Ｏ２导致的
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞增殖率下降具有较好的缓解作用。

　　ＲＵＮＸ２是转录因子 ｒｕｎｘ家族成员，可调控成
骨细胞的基因表达，对成骨细胞分化和骨骼形态发

生至关重要。ＯＰＮ是成骨细胞分化成熟的标志。
ＯＣ在调节骨钙代谢中起到重要作用。ＲＵＮＸ２、
ＯＰＮ、ＯＣ蛋白均是研究骨分化、骨代谢的重要标志
物。本研究结果显示，与对照组相比，模型组、低温

组和高温组细胞中ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和 ＯＣ蛋白的相对
表达量显著减少；与模型组相比，低温组 ＲＵＮＸ２、
ＯＰＮ蛋白的相对表达量均显著下降，ＯＣ蛋白的相
对表达量无显著变化；高温组细胞 ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和
ＯＣ蛋白的相对表达量显著高于模型组。这说明，低
温处理对 Ｈ２Ｏ２引起的 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞的成骨分化
抑制具有增强作用，而高温处理可有效缓解 Ｈ２Ｏ２
造成的成骨分化抑制，推测其机制可能是低温抑制

了 ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ蛋白的表达，而高温促进了
ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和 ＯＣ蛋白的表达。低温组中 ＯＣ蛋
白表达量的变化不同于 ＲＵＮＸ２和 ＯＰＮ，可能是由
于基因对不同刺激的敏感度不同造成的，需要进一

步的实验验证。

　　本研究结果显示，ｍＲＮＡ的表达量变化和蛋白
质并不完全一致，Ｈ２Ｏ２可抑制 ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和 ＯＣ
蛋白相对表达量，但 ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和 ＯＣｍＲＮＡ相
对表达量并未受到 Ｈ２Ｏ２的抑制，其相对表达量显
著增加；与对照组相比，高温组同样出现 ＲＵＮＸ２、
ＯＰＮ和ＯＣ的基因表达量增加、蛋白表达量减少的
现象；低温组细胞中 ＲＵＮＸ２ｍＲＮＡ表达量和蛋白
显著下降，ＯＰＮ和ＯＣ呈现基因表达量增加、蛋白表
达量减少；与模型组相比，低温组 ＯＰＮｍＲＮＡ表达
量上调，ＲＵＮＸ２、ＯＣｍＲＮＡ表达量和 ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ、
ＯＣ的蛋白表达量均显著下降；高温组细胞中 ＯＰＮ
ｍＲＮＡ表达量显著高于模型组，ＯＣ的基因表达量显
著低于模型组，ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和ＯＣ蛋白表达量高模
型组。出现这一现象，可能是因为 ｍＲＮＡ浓度只能
部分解释蛋白质浓度的变化，复杂而多样的调控机

制导致转录组和翻译组之间定量关系的差异［２５］。

此外，本研究中仅检测了蛋白质和 ｍＲＮＡ的相对表
达量，并不能用来直接比较蛋白质和 ｍＲＮＡ水
平［２６］。在特定稳态条件下，影响蛋白质表达水平的

翻译和蛋白质降解的基因特异性调控仍需要进一步

的研究。

４　结论

　　Ｈ２Ｏ２可抑制ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞增殖和成骨分化，
低温可促进 Ｈ２Ｏ２对 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞增殖和成骨分
化的抑制作用，高温则可缓解Ｈ２Ｏ２对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细
胞增殖和成骨分化的抑制作用。ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ和
ＯＣ蛋白可能在温度调控成骨分化的过程中有重要
作用，然而其具体的信号通路还需要进一步研究。
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