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雌激素对小鼠成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 氧化应激损伤的
保护作用及机制探究

徐昊∗

(武汉市第四医院ꎬ武汉　 ４３００００)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨雌激素对小鼠成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 氧化应激损伤的保护作用及机制ꎮ 方法　 将体外培

养 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞分为空白对照组、Ｈ２Ｏ２ 组(３００ μｍｏｌ / Ｌ)、Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 组、Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １ μｍｏｌ / Ｌ
组、Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １０ μｍｏｌ / Ｌ 组和 Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组ꎬ分别与相应浓度的药物进行孵育ꎮ ＣＣＫ￣８ 检测各组细

胞增殖活性ꎬ流式细胞仪检测细胞凋亡率和线粒体膜电位ꎻ试剂盒检测丙二醛(ＭＤＡ)和超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)水
平ꎻ荧光探针法检测细胞活性氧(ＲＯＳ)水平ꎻＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 Ｓｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２、Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表

达ꎮ 结果　 与空白对照组比较ꎬＨ２Ｏ２ 组小鼠成骨细胞的增殖活性明显下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ细胞凋亡率和 ＪＣ￣１ 阳性细

胞率明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＭＤＡ 和 ＲＯＳ 水平明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＳＯＤ 活性明显下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＳｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２ 和

Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达明显下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＢａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与 Ｈ２Ｏ２ 组比较ꎬＨ２Ｏ２

＋ 雌激素 １ μｍｏｌ / Ｌ 组、Ｈ２Ｏ２ ＋ 雌激素 １０ μｍｏｌ / Ｌ 组和 Ｈ２Ｏ２ ＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组细胞的增殖活性明显升高

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ细胞凋亡率和 ＪＣ￣１ 阳性细胞率明显下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＭＤＡ 和 ＲＯＳ 水平明显下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＳＯＤ 活性

明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＳｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＢａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达明显

下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 雌激素可能通过激活 Ｓｍａｄ５ / Ｒｕｎｘ２ 信号轴的表达ꎬ降低氧化应激损伤 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞的

ＲＯＳ 水平ꎬ提高细胞的分化能力ꎮ
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ (ＯＢ). Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ (３００ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ Ｈ２Ｏ２＋ ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｇｒｏｕｐꎬ Ｈ２Ｏ２＋ １ μｍｏｌ / Ｌ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｇｒｏｕｐꎬ Ｈ２Ｏ２＋
１０ μｍｏｌ / Ｌ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ Ｈ２Ｏ２＋ １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＡＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｕｇｓ. Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＣＣＫ￣８. Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ
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ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ (ＳＯＤ) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｋｉｔｓ. Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ) ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ａ
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ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＪＣ￣１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＤＡ ａｎｄ ＲＯＳ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｍａｄ５ꎬ Ｒｕｎｘ２ꎬ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ
ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ (Ｐ< ０􀆰 ０５). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｈ２Ｏ２

ｇｒｏｕｐꎬ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＪＣ￣１ ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＤＡ ａｎｄ ＲＯＳ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｍａｄ５ꎬ Ｒｕｎｘ２ꎬ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｈ２Ｏ２＋ １ μｍｏｌ / Ｌ ｅｓｔｒｏｇｅｎ
ｇｒｏｕｐꎬ Ｈ２Ｏ２＋ １０ μｍｏｌ / Ｌ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ Ｈ２Ｏ２ ＋ １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＡＣ ｇｒｏｕｐ (Ｐ< ０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｍａｙ
ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＲＯＳ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｄａｍａｇｅｄ ｂｙ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｍａｄ５ / Ｒｕｎｘ２ ｓｉｇｎａｌ ａｘｉｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｅｓｔｒｏｇｅｎꎻ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔꎻ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 绝 经 后 骨 质 疏 松 症 ( ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌ
ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓꎬＰＭＯＰ)是临床常见的一种女性年龄相

关的系统性骨骼退行性疾病ꎬ早期无明显症状ꎬ随
病情发展可表现为骨痛、驼背、局部压痛等症状ꎬ是
引起老年女性骨折最常见的原因ꎬ发病率可达 １０％
~２０％[１－２]ꎮ 既往研究认为ꎬＰＭＯＰ 主要由于雌激素

缺乏引起[３]ꎻ然而近年来研究显示[４]ꎬ氧化应激是

ＰＭＯＰ 的重要发病机制ꎬ活性氧 ( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ) 增加可以诱导成骨细胞 ( ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔꎬ
ＯＢ)的氧化应激损伤ꎬ影响骨重建ꎬ降低骨密度ꎬ增
加骨折的风险ꎮ ＯＢ 是骨形成的主要功能细胞ꎬ来
源于骨、骨膜、骨髓及骨外组织ꎬ可以合成并分泌多

种生物活性物质ꎬ参与调节骨的形成和重建[５]ꎮ 研

究显示ꎬ随着绝经期妇女年龄的增加ꎬ机体的抗氧

化系统功能也会降低ꎬ导致细胞内的 ＲＯＳ 累积ꎬ可
损伤成骨细胞功能ꎬ影响骨的形成[６]ꎮ 雌激素是生

物体重要的内源性激素ꎬ可以调节成骨细胞和破骨

细胞间的平衡ꎬ对于骨的形成和骨量维持具有重要

作用[７]ꎮ 近年来研究显示ꎬ雌激素可以通过弱化活

性氧作用ꎬ增加抗氧化酶的表达ꎬ调节破骨细胞和

成骨细胞的活性ꎬ维持骨吸收和转换的平衡ꎬ但其

具体的作用和机制尚不清楚[８－９]ꎮ 因此ꎬ本研究探

讨了雌激素对小鼠成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 氧化应激损

伤的保护作用ꎬ并进一步阐明了其对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细

胞分化能力的影响及机制ꎬ旨在为雌激素在 ＰＭＯＰ
治疗中的应用提供一定的理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞

ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞由中国科学院上海生命科学研

究院提供ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

β￣雌二醇(批号 １９０４０９)购自上海广锐生物科

技有限公司ꎻα￣ＭＥＭ 培养基(批号 １９０６１５)、１０％胎

牛血清 (批号 １９０４０７)、ＣＣＫ￣８ 检测试剂盒 (批号

１９０７１２)购自上海经科化学科技有限公司ꎻＡｎｎｅｘｉｎ
Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 凋亡检测试剂盒(批号 １９０９１６)和 ＲＯＳ
荧光探针购自北京绿源伯德生物科技有限公司ꎻＪＣ￣
１ 荧光探针购自 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ 公司ꎻ 丙二醛

(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)(批号 １９０４１０)和超氧化物

歧化酶( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ) (批号 １９０３２６)
购自南京建成生物科技有限公司ꎻ兔抗鼠 Ｓｍａｄ５、
Ｒｕｎｘ２、Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３、β￣ａｃｔｉｎ 单克隆

抗体和辣根过氧化酶(ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＨＲＰ)
标记羊抗兔 ＩｇＧ 均购于美国 ＣＳＴ 公司ꎮ

流式细胞仪(ＦＡＣＳｃａｎ)购自美国 ＦｒａｎｋｌｉｎＬａｋｅｓ
公司ꎻ多功能酶标检测仪( ｉＭａｒｋ６８０)购自 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
公司ꎻ荧光显微镜(ｉｘ７１)购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞氧化应激损伤模型的建立

将 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞培养于质量分数为 １０％热灭

活胎牛血清的 α￣ＭＥＭ 培养液ꎬ置于 ３７℃、５％ ＣＯ２

５２８



中国实验动物学报 ２０２０ 年 １２ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＤｅｃｅｍｂｅｒ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. ６

培养箱中贴壁培养ꎬ每周换 ２ 次培养液ꎮ 将贴壁培

养至对数生长期的细胞分为空白对照组、Ｈ２Ｏ２ 组

(３００ μｍｏｌ / Ｌ)、Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 组、Ｈ２Ｏ２

＋ 雌激素 １ μｍｏｌ / Ｌ 组、Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １０ μｍｏｌ / Ｌ 组

和 Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组ꎮ 除空白对照组加入 α￣
ＭＥＭ 培养液外ꎬ其他各组细胞均加入含 Ｈ２Ｏ２(终浓

度为 ３００ μｍｏｌ / Ｌ)的培养液孵育 ３ ｈꎬ诱导氧化应激

损伤ꎮ 处理后ꎬ采用无血清培养液洗 ２ 遍ꎬ除空白对

照组和 Ｈ２Ｏ２ 组加入 α￣ＭＥＭ 培养液外ꎬ其他各组细

胞均加入含相应浓度药物的培养液继续孵育ꎬ培养

２４ ｈ 过夜ꎬ用于检测细胞的生物学特征ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＣＣＫ￣８ 实验检测细胞的增殖

取贴壁培养 ２４ ｈ 至对数生长期的细胞ꎬ胰酶消

化后制成单细胞悬液ꎬ以 ３ × １０－４ ｍＬ 密度接种至

９６ 孔板ꎬ３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中贴壁培养 ２４ ｈ 后ꎬ
分组与相应药物孵育ꎬ分别于 ２４、４８、７２ ｈ 的细胞ꎬ
弃培养液ꎬ每孔分别加入 １０ μＬ ＣＣＫ￣８ 溶液ꎬ继续培

养 ４ ｈꎬ采用酶标仪检测 ５７０ ｎｍ 波长的吸光度值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 试剂盒检测细胞的 ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 水平

取各组与相应浓度药物孵育 ２４ ｈ 的细胞ꎬ吸去

培养基ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次后采用 ＩＰ 细胞裂解工作液裂解

细胞ꎬ离心(１０ ０００ ｒｐｍꎬ１０ ｍｉｎ)ꎬ取上清ꎬ硫代巴比

妥酸法检测 ＭＤＡꎻ黄嘌呤氧化酶法检测 ＳＯＤ 水平ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 荧光探针法检测细胞的 ＲＯＳ 水平

用无血清的 α￣ＭＥＭ 培养液稀释 ＤＣＦＨ￣ＤＡ(终
浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ装载探针ꎮ 取各组与相应浓度

药物孵育 ２４ ｈ 的细胞ꎬ吸去培养基ꎬ加入 ＤＣＦＨ￣ＤＡ
培养基重悬细胞ꎬ孵育 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ采用无血清细胞

培养液洗去未进入细胞内的 ＤＣＦＨ￣ＤＡꎬ荧光酶标仪

检测 ＲＯＳ 水平ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 流式细胞仪检测细胞的凋亡

取各组与相应浓度药物孵育 ２４ ｈ 的细胞ꎬ离心

(１０００ ｒｐｍꎬ ５ ｍｉｎ)ꎬ 弃上清ꎬ 依次加入 ５ μＬ 的

ＡｎｎｅｘｉｎＶ￣ＦＩＴＣ 和 ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ 进行染色ꎬ室温

避光孵育 ３０ ｍｉｎꎬ经 ７０ 目的细胞筛过滤后ꎬ采用流

式细胞仪分析细胞凋亡率ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 流式细胞仪检测细胞线粒体膜电位

取各组与相应浓度药物孵育 ２４ ｈ 的细胞ꎬ
２􀆰 ５％胰酶消化ꎬ 离心 ( １０００ ｒｐｍꎬ １０ ｍｉｎ)ꎬ 加入

１ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＪＣ￣１ 染色工作溶液 １ ｍＬꎬ３７℃ 孵育

３０ ｍｉｎꎬＪＣ￣１ 缓冲液洗 ３ 次后ꎬ倒置荧光显微镜下分

析荧光强度ꎬ流式细胞仪分析 ＪＣ￣１ 阳性率ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测细胞分化和凋亡相关蛋白

表达

取各组与相应浓度药物孵育 ２４ ｈ 的细胞ꎬ细胞

裂解液提取总蛋白后经 ＢＣＡ 法进行蛋白定量ꎬＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 凝胶电泳ꎬ转膜ꎬ室温封闭 ２ ｈꎬ加入一抗

(Ｓｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２、Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ稀
释比例均为 １ ∶１０００)４℃孵育过夜ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 作为

内参ꎬ 洗 膜 加 ＨＲＰ 标 记 的 二 抗 ( 稀 释 比 例 为

１ ∶５０００)室温孵育 ２ ｈꎬ电化学发光显影ꎬ分析对比

条带强弱ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件对所得数据进行分析ꎬ满
足正态分布计量资料均以平均值 ± 标准差( 􀭰ｘ ± ｓ)
表示ꎬ采用单因素方差分析比较组间差异性ꎬ若组

间比较有差异ꎬ采用 ＳＮＫ￣ｑ 比较两组间差异性ꎬ以
Ｐ< ０􀆰 ０５表示差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 雌激素对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞增殖的影响

表 １ 结果显示ꎬ与空白对照组比较ꎬＨ２Ｏ２ 组细

胞在不同时间点的增殖活性明显下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ
与 Ｈ２Ｏ２ 组比较ꎬＨ２Ｏ２＋ 雌激素 １ μｍｏｌ / Ｌ 组、Ｈ２Ｏ２＋
雌激素 １０ μｍｏｌ / Ｌ 组和 Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组细

胞在不同时间点的增殖活性明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ２　 雌激素对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞凋亡水平的影响

流式细胞仪检测结果显示(图 １)ꎬ与空白对照

组比较ꎬＨ２Ｏ２ 组细胞的凋亡率明显升高[(１１􀆰 ７４ ±
２􀆰 １８) ｖｓ (４􀆰 ８５ ± ０􀆰 ５３)ꎬＰ< ０􀆰 ０５]ꎻ与 Ｈ２Ｏ２ 组比

较ꎬＨ２Ｏ２＋ 雌激素 １ μｍｏｌ / Ｌ 组、Ｈ２Ｏ２ ＋ 雌激素 １０
μｍｏｌ / Ｌ 组和 Ｈ２Ｏ２ ＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组细胞的凋亡

率明显下降[(８􀆰 ８６ ± ０􀆰 ９５)、(６􀆰 ７１ ± ０􀆰 ７２)、(６􀆰 ５３
± ０􀆰 ６５) ｖｓ (１１􀆰 ７４ ± ２􀆰 １８)ꎬＰ< ０􀆰 ０５]ꎮ
２􀆰 ３　 雌激素对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞线粒体膜电位的

影响

流式细胞仪检测结果显示(图 ２)ꎬ与空白对照

组比较ꎬＨ２Ｏ２ 组细胞的 ＪＣ￣１ 阳性细胞率明显增加

[(９􀆰 ７０±１􀆰 ５３) ｖｓ (３􀆰 ８５±０􀆰 ４２)ꎬＰ< ０􀆰 ０５]ꎻ与 Ｈ２Ｏ２

组比较ꎬＨ２Ｏ２＋ 雌激素 １ μｍｏｌ / Ｌ 组、Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素

１０ μｍｏｌ / Ｌ 组和 Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组 ＪＣ￣１ 阳性

细胞率明显下降 [( ７􀆰 ８２ ± ０􀆰 ９３)、 ( ５􀆰 ６１ ± ０􀆰 ６５)、
(５􀆰 ５４±０􀆰 ６２) ｖｓ (９􀆰 ７０±１􀆰 ５３)ꎬＰ< ０􀆰 ０５]ꎮ
２􀆰 ４　 雌激素对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞氧化应激水平的

影响

表 ２ 结果显示ꎬ与空白对照组比较ꎬＨ２Ｏ２ 组

６２８
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ＭＤＡ 和 ＲＯＳ 水平明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＳＯＤ 活性明

显下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与 Ｈ２Ｏ２ 组比较ꎬＨ２Ｏ２ ＋ 雌激素

１ μｍｏｌ / Ｌ 组、Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １０ μｍｏｌ / Ｌ 组和 Ｈ２Ｏ２＋
ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组 ＭＤＡ 和 ＲＯＳ 水平明显下降

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＳＯＤ 活性明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ５　 雌激素对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞 Ｓｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２、
Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３表达的影响

图 ３、表 ３ 结果显示ꎬ与空白对照组比较ꎬＨ２Ｏ２

组细胞 Ｓｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达明显下降

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＢａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达明显

升高 (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与 Ｈ２Ｏ２ 组比较ꎬＨ２Ｏ２ ＋ 雌激素

１ μｍｏｌ / Ｌ组、Ｈ２Ｏ２ ＋ 雌激素 １０ μｍｏｌ / Ｌ 组和 Ｈ２Ｏ２ ＋

ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组细胞 Ｓｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白

表达明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＢａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３

蛋白表达明显下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ

表 １　 雌激素对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞增殖的影响(ｎ＝ ６ꎬ 􀭰ｘ ± ｓ)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ (ｎ＝ ６ꎬ 􀭰ｘ ± ｓ)

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
空白对照组 Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６８５ ± ０􀆰 ０２４ ０􀆰 ８０４ ± ０􀆰 ０２３ ０􀆰 ９７５ ± ０􀆰 ０２８

Ｈ２Ｏ２ 组 Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３２４ ± ０􀆰 ０１８∗ ０􀆰 ３８１ ± ０􀆰 ０２１∗ ０􀆰 ４４８ ± ０􀆰 ０２４∗

Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３３１ ± ０􀆰 ０２６∗ ０􀆰 ３８８ ± ０􀆰 ０２０∗ ０􀆰 ４５２ ± ０􀆰 ０２２∗

Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １ μｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ｅｓｔｒｏｇｅｎ １ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４２７ ± ０􀆰 ０２１∗＃ ０􀆰 ４８３ ± ０􀆰 ０２５∗＃ ０􀆰 ５７６ ± ０􀆰 ０２１∗＃

Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １０ μｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ｅｓｔｒｏｇｅｎ １０ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５１４ ± ０􀆰 ０２３∗＃ ０􀆰 ５８７ ± ０􀆰 ０２６∗＃ ０􀆰 ６７１ ± ０􀆰 ０２７∗＃

Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５２０ ± ０􀆰 ０２５∗＃ ０􀆰 ５９１ ± ０􀆰 ０２６∗＃ ０􀆰 ６７４ ± ０􀆰 ０２８∗＃

Ｆ ９６􀆰 ７５２ １１７􀆰 ３４１ １０４􀆰 ５９３

Ｐ < ０􀆰 ００１ < ０􀆰 ００１ < ０􀆰 ００１

注:与空白对照组相比ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎻ与 Ｈ２Ｏ２ 组相比ꎬ＃Ｐ< ０􀆰 ０５ꎮ (下表同)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ < ０􀆰 ０５. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ)

图 １　 雌激素对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞凋亡水平的影响

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ

７２８
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图 ２　 雌激素对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞线粒体膜电位的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ

表 ２　 雌激素对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞氧化应激水平的影响(ｎ＝ ６ꎬ 􀭰ｘ ± ｓ)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ (ｎ＝ ６ꎬ 􀭰ｘ ± ｓ)

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＭＤＡ(ｎｍｏｌ / ｍｇ) ＳＯＤ(Ｕ / ｍｇ) ＲＯＳ(％)
空白对照组 Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ４５ ± ０􀆰 ３４ ２７􀆰 ８０ ± ２􀆰 １３ ９􀆰 ７５ ± ０􀆰 ７８

Ｈ２Ｏ２ 组 Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ７８ ± ０􀆰 ６８∗ ２０􀆰 ３６ ± ２􀆰 ０７∗ １４􀆰 ４８ ± １􀆰 ２４∗

Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ５１ ± ０􀆰 ６６∗ ２１􀆰 ０７ ± ２􀆰 ２０∗ １３􀆰 ４２ ± １􀆰 ２５∗

Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １ μｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ｅｓｔｒｏｇｅｎ １ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ３２ ± ０􀆰 ５１∗＃ ２３􀆰 ６５ ± ２􀆰 ２４∗＃ １２􀆰 ５６ ± １􀆰 ２１∗＃

Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １０ μｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ｅｓｔｒｏｇｅｎ １０ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ７６ ± ０􀆰 ４３∗＃ ２５􀆰 ７１ ± ２􀆰 １５∗＃ １０􀆰 ６１ ± １􀆰 ０６∗＃

Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ５１ ± ０􀆰 ４５∗＃ ２５􀆰 ８９ ± ２􀆰 ２１∗＃ １０􀆰 ７４ ± １􀆰 ０２∗＃

Ｆ ８７􀆰 ４５１ ２６􀆰 １４３ ５２􀆰 ６９５
Ｐ < ０􀆰 ００１ < ０􀆰 ００１ < ０􀆰 ００１

表 ３　 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞 Ｓｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２、Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达(ｎ＝ ６ꎬ 􀭰ｘ ± ｓ)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｍａｄ５ꎬ Ｒｕｎｘ２ꎬ ｂｃｌ￣２ꎬ Ｂａｘ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ (ｎ＝ ６ꎬ 􀭰ｘ ± ｓ)

组别 Ｇｒｏｕｐｓ Ｓｍａｄ５ Ｒｕｎｘ２ Ｂｃｌ￣２ Ｂａｘ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３
空白对照组 Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 ２７ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 ２４ ± ０􀆰 ０２

Ｈ２Ｏ２ 组 Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 １８ ± ０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ２１ ± ０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ２２ ± ０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ４８ ± ０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ４５ ± ０􀆰 ０３∗

Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 １８ ± ０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ２２ ± ０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ４７ ± ０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ４４ ± ０􀆰 ０４∗

Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １ μｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ｅｓｔｒｏｇｅｎ １ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０２∗＃ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０２∗＃ ０􀆰 ２７ ± ０􀆰 ０３＃ ０􀆰 ４１ ± ０􀆰 ０４∗＃ ０􀆰 ３９ ± ０􀆰 ０３∗＃

Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １０ μｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ｅｓｔｒｏｇｅｎ １０ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２２ ± ０􀆰 ０３∗＃ ０􀆰 ２７ ± ０􀆰 ０３∗＃ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 ０３∗＃ ０􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０３∗＃ ０􀆰 ３３ ± ０􀆰 ０３∗＃

Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２２ ± ０􀆰 ０２∗＃ ０􀆰 ２７ ± ０􀆰 ０２∗＃ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 ０２∗＃ ０􀆰 ３３ ± ０􀆰 ０３∗＃ ０􀆰 ３３ ± ０􀆰 ０２∗＃

Ｆ ７７􀆰 ９６１ ６３􀆰 ２８５ １７􀆰 ６３２ ９５􀆰 ２４０ ８９􀆰 ４３７
Ｐ < ０􀆰 ００１ < ０􀆰 ００１ < ０􀆰 ００１ < ０􀆰 ００１ < ０􀆰 ００１

８２８
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图 ３　 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞 Ｓｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２、Ｂｃｌ￣２、
Ｂａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｍａｄ５ꎬ Ｒｕｎｘ２ꎬ ｂｃｌ￣２ꎬ Ｂａｘꎬ
ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ

３　 讨论

氧化应激是指细胞内氧自由基尤其是 ＲＯＳ 的

产生与抗氧化能力失衡的一种状态ꎬ可以引起多组

织细胞的氧化损伤[１０]ꎮ 已有多项研究显示[１１－１２]ꎬ
氧化应激是导致 ＰＭＯＰ 发生的主要原因之一ꎬ细胞

内过多的 ＲＯＳ 可以诱导成骨细胞和骨细胞的凋亡ꎬ
影响骨形成和吸收过程的平衡ꎮ 雌激素是机体重

要的内分泌激素ꎬ具有广泛的生物学作用ꎬ可以调

节骨的形成和吸收ꎬ目前已逐步应用于 ＰＭＯＰ 患者

的替代治疗[１３]ꎮ 既往研究显示[１４]ꎬ雌激素可以增

加细胞内抗氧化酶的表达ꎬ清除细胞内过多的

ＲＯＳꎬ调节破骨细胞骨吸收和成骨细胞骨形成的平

衡ꎬ但作用机制尚不清楚ꎮ 因此ꎬ本研究建立了体

外成骨细胞氧化应激损伤模型ꎬ来分析雌激素成骨

细胞氧化应激损伤的作用ꎮ Ｈ２Ｏ２ 是一种常见的活

性氧自由基ꎬ可以穿透细胞膜ꎬ诱导细胞的氧化应

激损伤ꎬ与 ＰＭＯＰ 的发生发展密切相关[１５]ꎮ 因此ꎬ
本研究采用 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞的氧化应激

损伤ꎬ来分析雌激素的作用ꎮ 本研究中ꎬＨ２Ｏ２ 诱导

ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞的增殖活性明显下降ꎬ细胞凋亡率

明显升高ꎬ经浓度为 １ μｍｏｌ / Ｌ 及以上的雌激素作用

后ꎬＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞的增殖活性明显增加ꎬ凋亡率明

显下降ꎮ 周雪娟等[１６]的研究显示ꎬ雌二醇可以上调

成骨细胞内抗氧化酶的表达ꎬ减轻骨质疏松大鼠的

氧化应激损伤ꎬ提示雌激素可以促进氧化应激损伤

成骨细胞的增殖ꎬ抑制其凋亡ꎬ其具体的作用机制

有待于进一步深入研究ꎮ
本研究中ꎬＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞经 Ｈ２Ｏ２ 诱导后ꎬ细

胞内 Ｓｍａｄ５ 和 Ｒｕｎｘ２ 蛋白表达明显下降ꎬ经浓度为

１ μｍｏｌ / Ｌ 及以上的雌激素作用后ꎬ细胞内 Ｓｍａｄ５ 和

Ｒｕｎｘ２ 蛋白表达明显升高ꎮ 已有研究显示[１７－１８]ꎬ
Ｓｍａｄ５ / Ｒｕｎｘ２ 信号轴在成骨细胞的分化中具有重要

的调节作用ꎬ细胞外信号分子磷酸化 Ｓｍａｄ５ 后ꎬ可
以与 Ｓｍａｄ４ 结合形成复合物并进入细胞核ꎬ与

Ｒｕｎｘ２ 相互作用ꎬ调节成骨细胞的分化ꎮ 王慧等[１９]

的研究显示ꎬ雌激素可以通过多种信号通路调节成

骨细胞 Ｒｕｎｘ２ 的表达ꎬ提示雌激素可能通过调节

Ｓｍａｄ５ / Ｒｕｎｘ２ 信号轴的表达ꎬ提高成骨细胞的分化

能力ꎮ 本研究中ꎬＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞经 Ｈ２Ｏ２ 诱导后ꎬ
细胞内 ＭＤＡ 和 ＲＯＳ 水平明显升高ꎬＳＯＤ 活性明显

下降ꎬ经浓度为 １ μｍｏｌ / Ｌ 及以上的雌激素作用后ꎬ
细胞内 ＭＤＡ 和 ＲＯＳ 水平明显下降ꎬＳＯＤ 活性明显

升高ꎬ提示雌激素可以提高细胞内抗氧化酶的表

达ꎬ降低 ＲＯＳ 水平ꎬ改善细胞的氧化应激状态ꎮ
本研究中ꎬＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞经 Ｈ２Ｏ２ 诱导后ꎬＪＣ￣

１ 阳性细胞率明显升高ꎬ经浓度为 １ μｍｏｌ / Ｌ 及以上

的雌激素作用后ꎬ细胞 ＪＣ￣１ 阳性细胞率明显下降ꎮ
ＪＣ￣１ 是实验中常用的一种检测线粒体膜电位的荧

光探针ꎬ在线粒体膜电位降低时ꎬＪＣ￣１ 为单体出现

绿色荧光[２０]ꎬ提示雌激素可以升高氧化应激损伤

ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞的线粒体膜电位ꎮ 线粒体是细胞内

能量代谢的中心ꎬ线粒体膜内外的电位差变化可以

影响细胞内的能量代谢ꎬ影响细胞增殖、分化、凋亡

等多种生物学过程[２１]ꎬ提示雌激素可能通过恢复线

粒体膜电位ꎬ促进 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞的增

殖ꎬ抑制其凋亡ꎮ 本研究中ꎬＨ２Ｏ２ 可以诱导 ＭＣ３Ｔ３￣
Ｅ１ 细胞 Ｂａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白的表达上调ꎬ
Ｂｃｌ￣２ 蛋白的表达下调ꎬ经浓度为 １ μｍｏｌ / Ｌ 及以上

的雌激素作用后ꎬＢａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白的表

达下调ꎬＢｃｌ￣２ 蛋白的表达上调ꎮ Ｂｃｌ￣２ 和 Ｂａｘ 为一

组调控线粒体凋亡途径的蛋白ꎬｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 为

细胞内凋亡的执行蛋白ꎬ可以降解细胞内多种重要

蛋白ꎬ诱导细胞凋亡[２２]ꎬ提示雌激素可以恢复线粒

体膜电位ꎬ上调氧化应激损伤 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞 Ｂｃｌ￣
２ / Ｂａｘ 的表达ꎬ抑制细胞凋亡ꎮ

综上所述ꎬ雌激素可以调节 Ｓｍａｄ５ / Ｒｕｎｘ２ 信号

轴的表达ꎬ促进 Ｈ２Ｏ２ 致氧化应激损伤 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细

胞的增殖和分化ꎬ降低细胞的氧化应激水平ꎬ抑制

其凋亡ꎬ有望应用于临床治疗ꎮ 但本研究尚处于初

步探索阶段ꎬ其雌激素保护 Ｈ２Ｏ２ 致氧化应激损伤

ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞的具体机制尚需进一步验证ꎮ

９２８
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