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摘要

目的：观察不同频率振动应力对RAW264.7细胞体外诱导分化过程中，其特异性基因及骨保护素（OPG）/核因子κB

受体活化因子配体（RANKL）表达的影响。

方法：应用复合振动仪，将不同频段3—10Hz、15—35Hz、35—45Hz、50—70Hz和70—90Hz振动应变分别作用于体

外诱导分化的RAW264.7细胞，分别为B、C、D、E、F组，未进行振动干预组为A组，振动应变加载3天和6天时，应用

RT-PCR方法检测破骨细胞特异性基因（TRAP、MMP-9和CATK）与OPG/RANKL的表达水平。

结果：不同振动频率组破骨细胞特异性基因表达水平逐渐减低，同时B、C、D组逐渐上调OPG基因表达，而RANKL

基因的表达逐渐下调。

结论：不同频率振动应力均抑制RAW264.7细胞向成熟破骨细胞增殖分化。
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Abstract
Objective: To investigate effects of different frequency of vibration strain on the expression of osteoclast-specif-

ic genes and osteoprotegerin(OPG)/receptor of activator for nuclear factor-κB ligand(RANKL) in RAW264.7

cells in vitro induced differentiation process.

Method: RAW264.7 cells were subjected to vibration strain with different frequency [3—10Hz (B-goup),

15-35Hz(C-group), 35—45Hz(D-group), 50—70Hz(E-group),70—90Hz(F-group)] and similar induced fluid.

A-group cells were not subjected to vibration strain.The expressions of osteoclast-specific genes(TRAP, MMP-9

and CATK) and OPG/RANKL in osteoclasts were analyzed by semi-quantative RT-PCR.

Result: In different frequency vibration groups, the expression levels of osteoclast-specific genes reduced gradu-

ally, at the same time in B、C、D group vibration strain promote the expression of OPG mRNA and inhibit the

expression of RANKL mRNA gradually.

Conclusion: Different frequency of vibration strain can inhibit proliferation and differentiation of RAW264.7

cells into osteoclasts.
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目前骨质疏松症（osteoporosis, OP）已成为世

界范围内常见的疾病，尤其在绝经期妇女和老年人

中发病率极高，严重影响患者的生存质量。关于防

治骨质疏松的研究有很多报道，近年来物理疗法（力

学、电磁学）成为研究的热点[1—6]。机械振动是力学

刺激形式之一，目前较多相关研究表明振动疗法是

一种不良反应小、无创的非药物治疗 OP 的新型模

式，具有良好的临床应用前景[7—8]。振动的成骨效应

已经形成共识，但其具体的成骨机制尚不清楚。成

骨效应是否就是成骨细胞效应的结果，还是有破骨

细胞效应的成分存在，尚未见相关研究报道，所以研

究振动对破骨细胞分化的影响能更好地阐述振动防

治OP的具体机制。

本实验使用不同频率的复合振动直接作用于破

骨细胞前体RAW264.7细胞，从基因水平来观察不

同频段的复合振动对破骨细胞特异性基因和骨保护

素（osteoprotegerin，OPG）/核因子κB受体活化因子

配体（receptor of activator for nuclear factor-κB li-

gand，RANKL）表达的影响情况，从而进一步阐述振

动防治OP机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

DMEM培养基和胎牛血清（购自Gibco公司），

小鼠RANKL（购自Peprotech公司），RAW264.7细胞

株（ATCC，Manassas，USA），M-MLV 反转录试剂盒

（Invitrogen公司，美国），TrizolRAN提取试剂盒、无

RNA酶水、SYBR Premix EX TaqTM试剂盒（Taka-

ra 公司，中国），抗小鼠 GAPDH 抗体（KangChen

Bio-tech公司，中国），CO2细胞培养箱 Nu3500E（奥

地利），YG-875B超净工作台（苏州医疗设备厂），细

胞培养瓶和板（美国Corning公司），EP管、八联管、

枪头（无RNA酶）（Axygen公司，美国），倒置相差显

微镜（日本 Canon 公司），ABI7500PCR 扩增仪（ABI

公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 RAW264.7 细胞培养：从液氮中取出装有

RAW264.7 细胞的冷冻管，快速 37℃水浴直到解冻

后，离心弃上清，培养液重悬，隔天换液，细胞约长满

后，用0.25%胰酶+0.02%EDTA将RAW264.7细胞消

化下传代培养，取状态良好同步化生长的第 6 代

OC，随机分为 A、B、C、D、E、F 组。每组加入含有

RANKL 的 DMEM 诱导培养基，并将 RANKL 调节

成终浓度为 50ng/ml，定期换液，并保持 RANKL 终

浓度不变；A组为非加力组，B、C、D、E、F组为加力

组，分别施加（3—10Hz）、（15—35Hz）、（35—45Hz）、

（50—70Hz）及（70—90Hz）频段的 VS，各加力组其

他振动参数一致（振动强度：0.3g，振动时间：每次振

动15min，每日振动2次）。

1.2.2 不 同 基 因 总 RNA 提 取 和 RT-PCR：按 照

TrizolRAN提取试剂盒说明提取细胞总RNA，分别

在不同频率振动处理3d和6d后，弃去培养板内的培

养基，并用PBS溶液清洗2次。将1ml Trizol试剂加

入培养板内，并用移液器反复吹打细胞以促进细胞

裂解，移入 1.5ml EP 管中，冰上静置 5min，加入

0.2ml 氯仿，盖好管盖，用手剧烈振 5s，冰上静置

5min，见样本分层。样本在预冷的高速离心机上

40℃，12000g，离心 15min。轻轻地取出样本，小心

吸取上层无色溶液，转入新的 1.5ml EP管中，加入

等体积的异丙醇，混匀，以沉淀RNA。静置 10min。

样本在 4℃，12000g，离心 10min。弃去上清，加入

1ml 75%乙醇，振匀样本，4℃，离心5min。小心吸去

上清，见白色沉淀，在超净台内干燥 5—10min，使

RNA沉淀干燥，加入无RNA酶水20μl，制成RNA溶

液。取上述RNA样品1μl，用核酸分析仪进行定量，

A260/280 判断其纯度及浓度，根据测定结果用无

RNA 酶水将各组样品 RNA 浓度调为一致，按照试

剂盒说明书合成第一链 cDNA，再以第一链 cDNA

为 模 板 进 行 RT-PCR 反 应 测 量 TRAP、MMP-9、

CATK和OPG/RANK mRNA表达。该反应的条件：

Stage l：预变性 95℃，30s，1循环；Stage 2：PCR反应

95℃，5s；60℃，34s，40循环；Stage 3：退火95℃，15s；
60℃，60s；95℃，15s，1循环。用 SYBR Green Mater
Mix试剂检测待测基因的mRNA水平，共重复检测

3次，mRNA水平用GAPDH作内参，基因的表达用

△△Ct法定量分析[7]。所用引物序列见表1。

1.3 统计学分析

采用SPSS 11.5统计学软件对实验数据进行分

析，实验结果用均数±标准差表示。各组总体均数

比较采用单向方差分析。
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2 结果

2.1 对破骨细胞特异性基因表达的影响

按实验设计分组，RAW264.7 细胞诱导培养 3d

和 6d后进行实时RT-PCR检测，分析破骨细胞特异

性基因：组织蛋白酶-K（cathepsin K, CATK），基质

金属蛋白酶-9（matrix metalloproteinase-9, MMP-9）

和 抗 酒 石 酸 酸 性 磷 酸 酶（tartrate resistant acid

phosphatase, TRAP）的表达。研究不同频率的复合

振动对破骨细胞分化成熟的影响。实验发现，与对

照组A组相比，B、C、D、E、F组频段的复合振动均能

抑制 RANKL 促进破骨细胞特异性基因 CATK，

MMP-9和TRAP表达，其差异具有显著性意义（P＜
0.01）。见图1—3，表2。

2.2 对OPG/RANKL基因表达的影响

按实验设计分组，RAW264.7细胞诱导培养3天

后进行实时 RT-PCR 检测，分析 OPG、RANKL 基因

的表达。实验发现与A组对比，B、C、D、E、F组OPG

基因和 RANKL 的表达水平差异均有显著性意义

（P＜0.01）。随着振动频率的增加，其抑制RANKL

基因表达越明显，但对于OPG基因表达情况，B、C、

D 组逐渐上调，而 E、F 组逐渐下调 OPG 基因的表

达。见图4，表3。

3 讨论

OP是一种以骨量减少、骨组织微结构退化为特

征，以致骨的脆性增高、骨折危险性增加的一种全身

性、系统性、代谢性骨病。OP是危害中老年人健康

的常见病，尤以绝经后妇女为甚。根据Wolff定律，

骨重建是骨对机械应力的适应过程。骨重建过程

中，骨在应力集中的地方生长，而应力减少的地方骨

表 l PCR引物序列

目的基因

MMP-9

CATK

TRAP

OPG

RANKL

GAPDH

引物系列

5'-GCCCTGGAACTCACACGACA-3'
5'-TTGGAAACTCACACGCCAGAAG-3'
5'-CAGCAGAACGGAGGCATTGA-3'
5'-CCTTTGCCGTGGCGTTATAC-3'
5'-CTACCTGTGTGGACATGACCA-3'
5'-GCACATAGCCCACACCGTTC-3'
5'-CACAGTGAGGAGGAAGACATT-3'
5'-GAGAAGAACCCATCTGGACAT-3'
5'-ATCAGAAGACAGCACTCACT-3'
5'-ATCTAGGACATCCATGCTAATGTTC-3'
5'-AAATGGTGAAGGTCGGTGTG-3'
5'-TGAAGGGGTCGTTGATGG-3'

图1 不同频率复合振动对破骨细胞
CATK基因表达的影响

图2 不同频率复合振动对破骨细胞
MMP-9基因表达的影响

图3 不同频率复合振动对破骨细胞
TRAP基因表达的影响

图4 3d后不同频率复合振动对
OPG/RANKL基因表达的影响
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吸收。复合振动虽然在成骨细胞和动物层次得到很

好的成骨效应，但其确切的信号传导通路尚不清

楚[9—11]。目前关于不同频率的复合振动对破骨细胞

活性影响尚未见报道，因此本实验拟使用不同频率

的复合振动直接作用于破骨细胞前体RAW264.7细

胞，观察振动对破骨细胞特异性基因表达及 OPG/

RANKL mRAN表达的影响，从而为振动防治OP机

制提供进一步的理论基础。

核因子-κB受体活化因子配体（activator of nu-

clear factor-Kappa B ligand, RANKL）是一种肿瘤

坏死因子（tumor necrosis factor, TNF）家族的二型

跨膜蛋白 [12]。人类 RANKL 基因主要表达于骨髓、

骨及淋巴组织。RANK在细胞内缺乏内在酶活性，

只能通过肿瘤坏死因子受体相关因子（TNF recep-

tor associated factor, TRAF）介导，其中 TRAF6 是

RANK-RANKL诱导破骨细胞分化最重要的衔接蛋

白。人类RANK编码的蛋白在体内有两种，第一种

称为可溶性RANK，存在循环的血液中，其虽然能与

RANKL结合，但不能介导破骨细胞分化和成熟，反

而起抑制破骨细胞的分化和成熟作用[14]。第二种称

为跨膜蛋白，表达于破骨细胞前体细胞膜表面，其与

RANKL结合后能够促进破骨细胞分化和成熟。众

所周知，OPG和RANK能够相互竞争与RANKL结

合，若RANK与RANKL结合，激活RANK信号通路

从而促进破骨细胞分化及成熟 [13]；若 OPG 与

RANKL 结合则抑制破骨细胞分化和成熟。因此

RANK/RANKL/OPG调节轴在破骨细胞分化及骨重

建耦联中发挥重要的作用。本实验中，B、C、D组频

段的复合振动逐渐上调 OPG mRNA 的表达，相应

的 RANKL mRNA 表达逐渐减少，这导致 OPG/

RANKL 的比值增加；本实验表明复合振动频率在

小于 45Hz 时，随着振动频率增加，该 OPG/RANKL

比值逐渐增大，说明该频段的复合振动能够抑制破

骨细胞的分化和成熟，同时能促使骨组织代谢向着

骨形成的方向发展，从而提高骨密度，增加骨量，改

善骨的微结构，从而可以达到防治OP。随着振动频

率的增加，比如振动频率大于50Hz时（E和F组），其

下调OPG和RANKL基因的表达，说明过强的复合

振动频率，不仅抑制破骨细胞的分化和成熟，也抑制

骨组织向骨形成方向发展，这与临床上相似，过强频

率的复合振动会使 RANK/RANKL/OPG 调节轴紊

乱，从而危害人的机体。

TRAP，MMP-9 和 CATK 作为成熟破骨细胞的

特异性基因[15—16]。TRAP在融合前单核细胞内和成

熟破骨细胞内表达，在破骨细胞前体细胞内不表达，

其主要存在于胞转小泡内；TRAP是一种结构高度

保守的含铁糖蛋白，其作用的底物专一性较低，可以

水解各种无机磷酸盐类和磷酸醋酶，其主要在胞转

时破坏内吞噬的基质退化物。MMP-9可以降解细

胞外基质多种蛋白成分，在骨吸收及胶原降解中发

表2 不同频率VS对破骨细胞CATK,MMP-9,TRAP
基因表达的影响 (n=4,x±s)

组别

CATK基因表达
A组
B组
C组
D组
E组
F组
G组

P
MMP-9基因

A组
B组
C组
D组
E组
F组
G组

P
TRAP基因

A组
B组
C组
D组
E组
F组
G组

P

实验3d

1±0
0.6829±0.0061
0.4143±0.0013
0.3655±0.0745
0.2158±0.0059
0.1167±0.0056
0.0465±0.0078

0.000

1±0
0.7845±0.0332
0.5443±0.0416
0.4653±0.0875
0.3183±0.0149
0.2177±0.0236
0.0046±0.0018

0.000

1±0
0.7981±0.0462
0.6521±0.0531
0.5653±0.0875
0.3143±0.0489
0.2387±0.0341
0.0216±0.0015

0.000

实验6d

1±0
0.5335±0.0025
0.3232±0.0023
0.2612±0.0041
0.1255±0.0038
0.0919±.0.0051
0.0455±0.0075

0.000

1±0
0.5675±0.0115
0.3675±0.0113
0.2813±0.0151
0.1125±0.0178
0.1009±.0.0581
0.0045±0.0015

0.000

1±0
0.5863±0.0317
0.4134±0.0298
0.3193±0.0154
0.2865±0.0287
0.1521±.0.0343
0.0125±0.0017

0.000

表3 不同频率VS 3d后对OPG/RANKL
基因表达的影响 (n=4,x±s)

组别

A组
B组
C组
D组
E组
F组

P

OPG

1±0
0.2356±0.0162
0.3121±0.0132
0.4623±0.0175
0.5123±0.0263
0.5765±0.0256

0.000

RANKL

1±0
0.8643±0.0876
0.7668±0.0618
0.5367±0.0344
0.3895±0.0267
0.2376±.0.0344

0.000
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挥重要作用[16]，其在破骨细胞向骨表面迁移的过程

中发挥重要作用。倘若MMP-9缺失，会阻碍破骨细

胞向骨表面的迁移，促使破骨细胞聚集在类骨质和

软骨界面处，减低破骨细胞的骨吸收功能。TRAP

和CATK是破骨细胞分泌的两种水解酶，均能促使

破骨细胞对骨质的溶解、吸收[15]，其中发挥主要作用

的是CATK。CATK属于溶酶体半甘氨酸蛋白酶中

的番木瓜蛋白酶超家族成员，它是破骨细胞中表达

量最高、溶骨活性最强的一种半甘氨酸蛋白酶，是骨

吸收过程中的一个关键酶。本实验发现不同频率复

合振动均抑制破骨细胞特异性基因CATK、MMP-9

和TRAP的表达，随着振动频率的增加，其抑制能力

增强。该研究从基因水平上说明复合振动可以抑制

破骨细胞的分化和成熟，抑制破骨细胞骨吸收功能。

总之，本研究首次从基因水平方面报道不同频

段的复合振动对破骨细胞特异性基因表达的影响，

不同频率的复合振动对 RANKL/RANK/OPG 骨代

谢调节轴的影响。本研究表明，不同频率的复合振

动抑制破骨细胞的分化和成熟，抑制破骨细胞的骨

吸收功能且随着振动频率的增加，其抑制能力增

强。小于 45Hz的复合振动可以抑制破骨细胞的分

化和成熟，促进骨组织向骨形成的方向发展，但过强

的复合振动频率，不仅抑制破骨细胞的分化和成熟，

也抑制骨组织向骨形成方向发展，这与临床上相似，

过强频率的复合振动会使 RANK/RANKL/OPG 调

节轴紊乱，从而危害人的机体，本研究的内容与结果

进一步完善复合振动防治OP的理论基础。
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