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过量氟引起成骨细胞内质网应激信号通路的基因差异表达
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　　摘　要：目的　观察人成骨细胞在过量氟作用下未折叠蛋白反应（ＵＰＲ）信号通路的差异基因表达，探索在氟中毒条件下成

骨细胞内质网应激的作用。方法　体外培养人成骨细胞染氟模型，用不同浓度的氟干预２４ｈ后 ＭＴＳ法检测细胞存活率和流式

细胞仪检测细胞凋亡百分率，用ＵＰＲ信号通路ＰＣＲＡｒｒａｙ芯片检测通路中相关基因表达的情况，并用蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ）检测蛋白表达。结果　在氟化钠浓度为０、５、１０、２０、４０、８０ｍｇ／Ｌ时，细胞存活率分别为（１００．６７８５±２．８３０３）％、

（１０５．３９３４±２．５３８４）％、（１０６．１２５７±２．０４８３）％、（７７．９７７３±２．５４４３）％（与对照组比较犘＜０．０５）、（３０．２３７７±０．６３２７）％（与

对照组比较犘＜０．０５）。流式细胞仪检测，凋亡率分别为５ｍｇ／Ｌ组４．８％，１０ｍｇ／Ｌ组１３．８％，２０ｍｇ／Ｌ组３７．０％，４０ｍｇ／Ｌ组

５８．９％，８０ｍｇ／Ｌ组６３．２％（犘＜０．０５）。ＰＣＲ芯片检测发现１个基因表达下调，１４个基因表达上调。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，

ＢＩＰ、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、ＩＲＥ１均呈现出不同程度的随氟剂量增加蛋白表达逐渐上调。ＸＢＰ１在ＮａＦ５～２０ｍｇ／Ｌ表达逐渐增强，在４０

与８０ｍｇ／Ｌ时表达减弱。结论　氟化钠可以通过ＰＥＲＫ和ＩＲＥ１途径引起成骨细胞内质网应激，并且可以引起成骨细胞凋亡。
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　　氟中毒是一种慢性全身性疾病，可致氟斑牙和氟骨症。地

方性氟中毒是我国流行最为广泛、病情最为严重的重点地方病

之一［１］。目前，氟中毒机制仍不清楚。研究表明染氟成骨细胞

存在内质网应激［２３］。但是对于内质网应激信号通路在染氟成

骨细胞中的表达，未见报道。本研究用氟化钠（ＮａＦ）干预体外

培养的人成骨肉瘤细胞Ｓａｏｓ２，应用荧光定量ＰＣＲＡｒｒａｙ技

术和蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）观察对成骨细胞中未折叠

蛋白反应（ｕｎｆｏｌｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ）信号通路的差异基

因蛋白表达，为揭示过量氟暴露下成骨细胞内质网应激的发生

特点和开发相应的药物保护剂提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料　ＮａＦ，分析纯（上海生工）；人成骨肉瘤细胞Ｓａｏｓ２

购于上海细胞库；ＡｎｎｅｘｉｎⅤ凋亡检测试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；

ＭＴＳ细胞增殖分析试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ）；ＲＮｅａｓｙＰｌｕｓＭｉｎｉＫｉｔ；

ＲＴ２ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＫｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）；ＲＴ２ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓ

ｔｅｒｍｉｘ（Ｑｉａｇｅｎ）；ＰＣＲ芯片（ＰＡＨＳ０８９ＺＡ２）购于 Ｑｉａｇｅｎ公

５２４４重庆医学２０１４年１１月第４３卷第３３期

 基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１１０２０８４）。　作者简介：张亚楼（１９７６－），副教授，博士，主要从事骨细胞信号转导。　△　通讯

作者，Ｔｅｌ：（０９９１）４３６５３３１；Ｅｍａｉｌ：ｓｅｊｏｕｒ＠１６３．ｃｏｍ。



司；实验中所用一抗ＢＩＰ、ＸＢＰ１、ＡＴＦ４、ＩＲＥ１、ＣＨＯＰ、ＥＩＦ２Ｓ１、

βａｃｔｉｎ均购自Ａｂｃａｍ公司，羊抗兔辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）二

抗、羊抗鼠 ＨＲＰ二抗购自武汉博士德。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　Ｓａｏｓ２在含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养

基于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱进行贴壁培养，每２～３天根据细

胞生长的密度和培养液酸碱度的变化更换培养液，当细胞汇合

达度到８０％进行传代培养。

１．２．２　细胞增殖　Ｓａｏｓ２细胞生长处于对数生长期时，胰酶

消化成单细胞悬液。细胞计数后以２×１０４ 细胞接种于９６孔

板，３７℃、５％ＣＯ２ 培养。ＮａＦ用培养液配制，浓度分别为５、

１０、２０、４０、８０ｍｇ／Ｌ，同时设立空白对照（对照组）。染氟时间

为２４ｈ。每孔１００μＬ培养基加入２０μＬＭＴＳ，酶标仪检测吸

光度值，检测波长４９０ｎｍ。每种处理剂量设置５个复孔。

１．２．３　凋亡细胞的流式细胞仪检测　将Ｓａｏｓ２细胞接种于

２５ｃｍ２ 的培养瓶中，待细胞长至镜下细胞融合度为８０％时，加

入ＮａＦ（０、５、１０、２０、４０、８０ｍｇ／Ｌ）作用２４ｈ后，再加入０．２５％

胰酶消化细胞，制成单细胞悬液，调整细胞浓度为１×１０６ 个／

ｍＬ，用ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和ＰＩ双染色在流式细胞仪上进行早期细胞

凋亡的检测。

１．２．４　ＰＣＲ芯片检测　将ＮａＦ（０、１０ｍｇ／Ｌ）干预Ｓａｏｓ２细胞

２４ｈ后，提取ＲＮＡ。ＮＡＮＯＤＲＯＰ分光光度计测定其浓度，琼

脂糖凝胶电泳测定其ＲＮＡ完整性。取４００ｎｇＲＮＡ前转录合

成ｃＤＮＡ，采用Ｑｉａｇｅｎ公司ＲＴ２ＰｒｏｆｉｌｅｒＰＣＲＡｒｒａｙ进行荧光

定量检测，将ｃＤＮＡ 模板适当稀释后加入到实时荧光定量

ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）反应混合液中，然后在含有基因特异性引物的

９６孔板各孔中加入等量反应液，于 ＲＴＰＣＲ 仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｅｐｒｅａｌｐｌｅｘ２）上进行 ＲＴＰＣＲ反应。计算每张

ＰＣＲ芯片中的每个基因的Ｃｔ值。每种处理组，重复用ＰＣＲ芯

片测定３次。采用 ΔΔＣｔ方法比较相应基因的表达量变化。

表达量差异在２倍以上者为差异有意义基因。

１．２．５　蛋白表达检测　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法。提取各组细胞

总蛋白，蛋白质定量试剂盒（ＢＣＡ）法测定蛋白浓度。取３０μｇ

蛋白质，与５×上样缓冲液混合，１００℃变性１０ｍｉｎ。各种一抗

以１∶１０００稀释。加入ＥＣＬ化学发光试剂，反应５ｍｉｎ，Ｘ线

片曝光后，显影，定影，以管家基因βａｃｔｉｎ作为内参照。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件分析数据，细胞

增殖及凋亡结果采用单因素方差（组间比较采用ＬＳＤ法）分

析，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞增殖结果　ＮａＦ（剂量分别为５、１０、２０、４０、８０ｍｇ／Ｌ）

对人 成 骨 细 胞 Ｓａｏｓ２ 作 用 ２４ｈ后，细 胞 存 活 率 分 别 为

（１００．６７８５±２．８３０ ３）％、（１０５．３９３ ４±２．５３８ ４）％、

（１０６．１２５７±２．０４８４）％、（７７．９７７３±２．５４４２）％、（３０．２３７７±

０．６３２７）％。与对照组比较，４０、８０ｍｇ／Ｌ组的细胞存活率差异

有统计学意义（犘＜０．０５），见图１。

２．２　流式细胞仪检测凋亡结果　ＮａＦ可以促进Ｓａｏｓ２细胞

凋亡，在５、１０、２０、４０、８０ｍｇ／Ｌ浓度下Ｓａｏｓ２细胞凋亡率分别

为４．８％、１３．８％、３７．０％、５８．９％、６３．２％（犘＜０．０５），呈现出

剂量依赖性，其浓度越高，促凋亡作用越强，见图２。

２．３　ＰＣＲ芯片检测结果　ＰＣＲ芯片检测显示在总共８４个检

测基因中表达下调的有犉犅犡犗６基因，表达上调的有犅犐犘、

犡犅犘１、犃犜犉４、犘犈犚犓、犐犚犈１α、犐犚犈１β、犈犚犗１犔犅、犑犖犓３、

犘犇犐犃３、犝犛犘１４、犎犛犘犃１犔、犎犛犘犎１、犎犜犚犃４、犝犌犆犌犔１等１４

个基因，图３。

图１　　不同浓度ＮａＦ对人成骨肉瘤细胞

Ｓａｏｓ２的增殖抑制作用

图２　　不同浓度ＮａＦ对人成骨肉瘤细胞Ｓａｏｓ２的凋亡作用

图３　　ＰＣＲ芯片（ＰＡＨＳ０８９ＺＡ２）检测确定

有１５个差异表达基因

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　０、５、１０、２０、４０、８０ｍｇ／ＬＮａＦ

作用Ｓａｏｓ２细胞２４ｈ后抽提细胞总蛋白进行十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），分别行 ＥＩＦ２Ｓα、ＡＴＦ４、

ＩＲＥ１、ＧＲＰ７８、ＸＢＰ１和 ＣＨＯＰ蛋白检测结果。ＢＩＰ表达随

ＮａＦ剂量增高而增强；ＣＨＯＰ在４０与８０ｍｇ／Ｌ时表达，且逐

渐增强；ＸＢＰ１在５～１０ｍｇ／Ｌ时，表达随 ＮａＦ剂量逐渐增强，
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在４０与８０ｍｇ／Ｌ时表达减弱；ＡＴＦ４表达明显随ＮａＦ剂量增

高而增强；ＩＲＥ１也随 ＮａＦ干预剂量增高而表达增强，但不如

ＡＴＦ４明显；ＥＩＦ２ａ表达在各剂量组中基本保持不变，见图４。

图４　　不同浓度ＮａＦ作用于人成骨细胞２４ｈ的蛋白表达

３　讨　　论

当细胞内未折叠蛋白质或错误折叠的蛋白质聚集在内质

网内，即可引发内质网应激，从而进一步产生内质网应激反应，

表现为ＵＰＲ，以恢复或维持内质网的功能
［４５］。持续的内质网

应激，如不能恢复，会导致细胞凋亡［６７］。氟可以造成成骨细胞

的内质网应激并引起ＵＰＲ，并调节成骨细胞的分化和成熟
［８］。

引起内质网应激的途径可能是氟离子引起的过氧化反应、内质

网钙代谢紊乱或者氟离子的直接化学作用［９１１］。

ＲＴＰＣＲＡｒｒａｙ是目前较为简单实用的检测基因表达的

方法，能够一次性检测８４个与 ＵＰＲ相关的基因在 ｍＲＮＡ水

平上的表达，结果无需再进行实时荧光定量检测。在本研究

中，下调的基因犉犅犡犗６，与诱导内质网相关性降解（ＥＲａｓｓｏｃｉ

ａｔｅｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ，ＥＲＡＤ）有关。在表达上调的１４个基因中，属

于未折叠蛋白结合的基因有：犝犌犆犌犔１、犈犚犗１犔犅；属于内质网

蛋白质折叠的质量控制的基因有：犌犃犖犆；属于翻译调节的基

因有：犈犐犉２犃；属于ＥＲＡＤ的基因有：犎犜犚犃４；属于泛素化有

关的 基 因 为 犝犛犘１４；属 于 转 录 因 子 的 有：犃犜犉４、犡犅犘１、

犐犚犈１α、犐犚犈１β；属于凋亡相关基因的有：犑犖犓３、犘犈犚犓；属于

热休克蛋白的基因有：犎犛犘犃１犔、犎犛犘犎１、犅犐犘；属于蛋白质二

硫键异构酶的基因有：犘犇犐犃３。

从芯片检测结果，发现过量氟引起了成骨肉瘤细胞Ｓａｏｓ２

未折叠蛋白信号通路中多种基因有意义表达，进一步用 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ发现ＢＩＰ、ＣＨＯＰ、ＸＢＰ１、ＡＴＦ４等蛋白表达随剂量逐

渐增高，ＡＴＦ４、ＸＢＰ１分别属于内质网应激３条通路中的两

条：ＰＥＲＫ和ＩＲＥ１，说明这两条通路均参与了氟对成骨细胞

的作用。本研究中尚未发现第３条通路 ＡＴＦ６路径在染氟过

程中的变化。尤其是ＰＴＥＮ途径，ＡＴＦ４的蛋白表达呈现出典

型的剂量反应关系。ＸＢＰ１在 ＮａＦ５～２０ｍｇ／Ｌ表达逐渐增

强，与此时成骨细胞内质网应激状态增强有关。而在内质网应

激较强状态时，４０、８０ｍｇ／Ｌ的表达减少，ＸＢＰ１ｓ蛋白表达受到

抑制，可能是 ＵＰＲ受阻，进入诱导细胞凋亡
［１２］。而此时染氟

成骨已经不能处理ＵＰＲ，成骨细胞逐渐转向凋亡，这与流式细

胞仪反映出的结果相符。ＣＨＯＰ的表达与凋亡密切相关，在

芯片的检测结果中虽然没有发现其高表达，但是据已有的研究

和本次实验发现，在 ＮａＦ２０、４０ｍｇ／Ｌ时表达明显增高，也与

流式细胞仪的凋亡百分率结果相符合。

综上所述，氟所激活的 ＵＰＲ信号通路与成骨细胞的生长

和增殖密切相关。尤其是氟中毒条件下成骨细胞内质网应激

与细胞凋亡存在一定的关系，本研究仅涉及少数凋亡相关基

因，与凋亡信号通路尚未联合研究，并且其发生的先后顺序仍

需要进一步研究。
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