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wnt 经典信号通路在酸性 pH 抑制成骨细胞功能中的
作用

张顺1，2，田爱现2，张杨2，郭悦2，王岩2，董本超2，马剑雄2，马信龙1，2
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摘要 目的：探讨 wnt经典通路在酸性 pH 抑制成骨细胞功能中的作用。 方法：胶原酶消法提取新生 Sprague-Dawley（SD）大鼠
颅骨原代成骨细胞，碱性磷酸酶（ALP）和茜素红（ARS）染色鉴定。 传代培养至第 3代，分别用 pH6.0、pH6.4、pH6.8、pH7.4（对照）
的 DMEM 高糖培养基进行培养。 CCK8 法检测各组细胞增殖情况；Live/Dead 染色观察凋亡情况；反转录聚合酶链反应（RT-
PCR）检测各组细胞 COL1A1、β-catenin、RUNX2、wnt3a 的 mRNA 表达水平；Western 印迹法分析各组细胞 COL1A1、β-catenin、
RUNX2、wnt3a 蛋白的表达情况。 结果：ALP 和 ARS染色结果均为阳性，证明提取的原代细胞为成骨细胞。 CCK8 结果显示随着
pH 值降低和时间延长，pH6.0、pH6.4、pH6.8 组实验各组细胞增殖活力均有下降（F=42.800、93.700，均 P<0.05）。 Live/Dead 染色
结果显示，随着 pH 值降低，细胞凋亡百分比显著增加（F=63.74，均 P<0.05）。 RT-PCR 结果显示,与对照组相比，pH6.0、pH6.4、
pH6.8组 mRNA 的表达显著降低（F=20.32、17.76、7.809、11.16，均 P<0.05）。Western 印迹结果显示,与对照组相比，pH6.0、pH6.4、
pH6.8组蛋白表达水平均显著下降（F=20.02、15.67、22.11、42.11，均 P<0.05）。 结论：酸性 pH 可影响成骨细胞的增殖、凋亡和分
化，其机制可能与 wnt经典信号通路有关。
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Effects of wnt classic signaling pathway on the inhibition of osteoblast function by acidic pH
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Abstract Objective：To explore the role of wnt classic pathway in inhibiting osteoblast function at acidic pH.Methods：The collagenase
digestion method was used to extract primary osteoblasts from the skull of newborn Sprague-Dawley（SD）rats and stained with alkaline
phosphatase（ALP）and alizarin red（ARS）. After subculture to the third generation，DMEM high-glucose medium of pH 6.0，pH 6.4，pH 6.8，
and pH 7.4（control）was used for culture. CCK8 method was used to detect cell proliferation；Live/Dead staining was used to observe apop
tosis；reverse transcription polymerase chain reaction（RT-PCR）was used to detect mRNA expression levels of COL1A1，β-catenin，
RUNX2，wnt3a；Western blotting was used to analysis the protein expression levels of COL1A1，β-catenin，RUNX2，wnt3a in each group of
cells. Results: The results of ALP and ARS staining were both positive，which proved that the extracted primary cells were osteoblasts.
CCK8 results indicated that as the pH value decreased and time prolonged，the cell proliferation activity in the pH6.0，pH6.4 and pH6.8
groups decreased（F=42.800，93.700，both P<0.05）.Live/Dead staining results showed that as the pH value decreased，the percent－
age of apoptosis increased significantly（F=63.74，P<0.05）.RT-PCR results showed that compared with the control group，the expression of
mRNA in the pH6.0，pH6.4，and pH6.8 groups was significantly decreased（F=20.32，17.76，7.809，11.16，all P<0.05）.Western blot ting re－
sults indicated that compared with the control group，the protein expression level in the pH6.0，pH6.4 and pH6.8 groups de
creased significantly（F=20.02，15.67，22.11，42.11，all P<0.05）. Conclusion: The proliferation，apoptosis and differentiation of osteoblasts
are affected by acidic pH，and the mechanism may be related to the classic wnt signaling pathway.
Key words primary culture；osteoblasts；acidic environment；pH；wnt classic signaling pathway

骨质疏松症（osteoporosis，OP）作为临床上中老

年人和绝经期女性的常见病和多发病，其特征是低

骨量和骨组织的微结构性退化，易发生骨折等严重

后果[1]。骨形成和骨吸收过程的动态平衡是骨代谢

正常的前提。成骨细胞（osteoblast，OB）与破骨细胞

（osteoclast，OC）作为骨形成与骨吸收的主要功能细

胞，前者主要促进骨形成，后者主要促进骨吸收。
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正常骨代谢的维持离不开二者数量和活性的平衡。

局部酸性环境会引起骨细胞数量和活性降低，成骨

能力减弱。以往研究表明，随着培养基 pH值降低，成

骨细胞矿化能力显著降低，可能与碱性磷酸酶（ALP）
表达受抑制有关[2]。也有实验证明慢性代谢性酸中

毒可通过对成骨细胞相关基因和蛋白质的不同作用，

改变骨髓间充质干细胞的成骨分化，抑制骨形成[3]。

但是胞外酸性环境抑制成骨细胞功能的具体机制

尚不明确。为此，本研究提取新生 Sprague-Dawley
（SD）大鼠原代成骨细胞，用不同梯度的酸性 pH 值

培养基干预，旨在探讨胞外酸性环境抑制成骨细胞

功能相关的潜在通路。

1 材料与方法
1.1 主要试剂及仪器 CCK-8 试剂盒、BCIP/NBT
显色试剂盒、茜素红 S 染色液、高效 RIPA 组织/细
胞裂解液（索莱宝公司，中国北京），Live/Dead 试剂

盒（宇恒生物公司，中国杭州），COL1A1、β-catenin、
RUNX2、wnt3a 一抗（abcam 公司，美国），GAPDH 一

抗（赛维尔生物科技有限公司，中国武汉），CO2 培养

箱（Hera-cell 公司，德国），恒温摇床（Heidolph 公

司，德国），酸度计（梅特勒托利多，中国上海），凝胶

成像分析仪（昆明信诺莱伯科技有限公司，中国云

南），定量 PCR 仪（Roche，Diagnostic，瑞士），倒置

显微镜（Leica 公司，德国），倒置荧光相差显微镜

（Nikon 公司，日本），百级层流实验室（天津市骨科

研究所组织与工程研究室）。

1.2 原代成骨细胞的分离、培养及实验分组 取 4
只雌性新生（1 周龄）SD 大鼠，脱颈处死后放入盛有

75%乙醇的烧杯中浸泡 20 min；移至超净工作台内，

俯卧固定大鼠，剪开头部皮肤，剪下头盖骨，仔细剥

离骨膜及结缔组织，剪至 1 mm×1 mm 大小，PBS 清

洗 2 次。将剪下的组织块放入离心管，加入 5 mL 胰

蛋白酶，置于 37℃水浴锅 30 min，期间给与适当震

荡。弃去消化液，换用 5 mLⅡ型胶原酶消化 60 min。
将细胞液移入新的离心管内终止消化，离心后吸去

上清液体，用 10%胎牛血清（FBS）含青链霉素的高糖

DMEM 培养基重悬细胞并吹打均匀，种植在 25 cm2

的培养瓶内，培养箱内培养。3 d 更换 1 次培养基，

勤观察细胞长势、密度、形态以及培养基颜色并及

时传代。实验共分为 4 组：pH6.0 组、pH6.4 组、pH6.8
组及 pH7.4 组 （对照组）。各组培养基 pH 值用

0.1 mmol/L的 HCl及 0.1 mmol/L的 NaOH进行调整。

1.3 成骨细胞的鉴定
1.3.1 ALP 染色采用第 3 代成骨细胞进行实验 以

每孔1×105/mL 的密度接种在 6 孔板。细胞融合后吸

净培养液，PBS 洗 3 次，加入 BCIP/NBT 染色工作液，

室温避光 30 min，ddH2O 清洗 2 次终止显色，光镜下

观察。

1.3.2 ARS 染色采用第 3 代成骨细胞进行实验 以

每孔1×105/mL 的密度接种在 6 孔板。在第 21 天移

除培养基，固定 15 min，用 4%多聚甲醛，丢弃固定物，

用ddH2O洗 3次，将水完全吸净后缓慢加入 1%茜素

红 S 染液染色 5 min，ddH2O 洗 3 次，光镜下观察。

1.4 成骨细胞增殖率检测 采用 CCK8 法检测成

骨细胞增殖活力，以 1×103/孔的种植密度将成骨细胞

接种于 96 孔板，每组设置 3 组复孔，置于 37℃、5%
CO2 培养箱内培养 24 h 后换用 pH 值 6.0、6.4、6.8、
7.4 的培养基处理 7 d，分别于第 1、4、7 天测各组 OD
值。检测时每组各孔加入 10 μL CCK-8工作液，避光

孵育 4 h。紫外分光光度计测定 450 nm光吸收值。

1.5 Live/Dead 荧光双染色检测细胞凋亡 用 Live/
Dead 染色试剂盒进行凋亡检测，CalceinAM/EthD-I
染色工作液配制按照说明书。将成骨细胞以 2×104/mL
接种于 48孔板，实验各组均设置 3 组复孔，于第 7天

去除各组培养液，PBS 清洗 3 次，吸弃 PBS，加入适

量染色工作液，室温避光孵育 20 min，荧光显微镜

下观察。

1.6 RT -PCR 检 测 COL1A1、β -catenin、Runx2、
wnt3a mRNA 的表达 以 2×104/孔的密度将成骨细

胞接种于 6 孔板，分组培养第 7 天用 Trizol 法裂解

各组成骨细胞，加入氯仿，4℃离心，12 000×g，15 min
后取上清液加入等体积异丙醇，4℃离心，12 000×g，
10 min 后弃上清，加入 75%乙醇，4℃离心 7 500×g，
5 min 后弃上清后加入 10μLDEPC水，即为细胞RNA，
后经逆转录合成 cDNA。RT-PCR 检测目的基因表

达情况，以 GAPDH 为内参，用 2-ΔΔCt 值计算目的基

因的相对表达量。COL1A1 引物序列：上游 5′-AGA
GGCATAAAGGGTCATCGTG -3′， 下 游 5′ -AGAC
CGTTGAGTCCATCTTTGC-3′，产物长度 161 bp。β-
catenin 引物序列：上游5′-TGCGGCTGCTGTTCTAT
TCC-3′，下游 5′-CCATCAACTGGATAGTCAGCACC-3′，
产物长度294bp。RUNX2:引物序列：上游 5′-CAGTAT
GAGAGTAGGTGTCCCGC-3′，下游 5′-AAGAGGGG
TAAGACTGGTCATAGG-3′，产物长度 152 bp。wnt3a
引物序列：上游 5′-TGCCATGAACCGTCACAACA-3′，
下游 5′-ACTTCGCAACTGCCGGATAG-3′，产物长

度 99 bp。GAPDH 引物序列：上游 5′-CTGGA－
GAAACCTGCCAAGTATG-3′，下游 5′-GGTGGAA－
GAATGGGAGTTGCT-3′，产物长度138bp。扩增条件：

95℃预变性 1 min，94℃变性 10 s，60℃退火 15 s，70℃
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延伸 20 s，共 40 个循环。每次反应至少重复 3 次。

1.7 Western印迹观察 COL1A1、β-catenin、RUNX2、
wnt3a 的表达 以 2×104/孔的种植密度将成骨细胞

接种于 6 孔板，分组培养第 7 天提取各组蛋白。经

10%聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），每孔上样

10 μL，电泳后转膜到聚偏二氟乙烯膜（PVDF）上，

5%脱脂牛奶室温封闭 1 h，加入 COL1A1 抗体

（1 ∶5 000），β-catenin 抗体（1∶4 000），RUNX2 抗体

（1∶1 000），wnt3a抗体（1∶1 000），GAPDH抗体（1：5 000）
一抗 4℃孵育过夜，TBST 洗 3 次，辣根过氧化物酶

（HRP）标记的二抗（1：2 000）室温孵育 1 h，TBST 洗

3 次后加 ECL 试剂反应显像。Image J 软件分析目标

蛋白相对表达量。

1.8 统计学处理 正态分布的计量资料以 ｘ±ｓ 表
示，采用统计软件 GraphPad Prism8 的单因素方差

分析（ANOVA）中的多重比较进行分析，两两比较采

用 Dunnett′s 法进行数据分析，以 P<0.05 为差异有

统计学意义。

2 结果
2.1 原代成骨细胞鉴定结果 原代成骨细胞镜下

外观大多呈梭形、三角形和多边形，以梭形细胞居多，

延展性较好，符合成骨细胞形态特征（图 1A）；光镜

下可见碱性磷酸酶染色的深蓝色沉淀（图 1B）；光镜

下可见茜素红染色散在分布的钙结节（图1C）。

注:A：原代成骨细胞；B:碱性磷酸酶染色结果；C:茜素红染色结果

图 1 原代成骨细胞鉴定结果（200×）
Fig 1 Primary osteoblast identification results（200×）

2.2 不同 pH 值对大鼠原代成骨细胞增殖的影
响 CCK-8 检测结果显示，不同 pH 值培养 1 d 时，

细胞增殖率差异没有统计学意义（F=2.185，P>0.05），
培养 4 d 和 7 d 时，pH6.0 组、pH6.4 组、pH6.8 组细

胞增殖率均显著小于对照组（F=42.800、93.700，均
P<0.05），见图 2。

2.3 不同 pH值对大鼠原代成骨细胞凋亡的影响 Live/
Dead荧光染色结果显示酸性环境下成骨细胞凋亡

百分比显著上升（F=63.74，P<0.05），见图 3。

注:与对照组（pH7.4）相比，*P<0.05；**P<0.01
图 2 CCK-8检测原代成骨细胞在不同 pH下的增殖情况
Fig 2 CCK-8 detection of the proliferation of primary osteoblasts
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图 3 Live/Dead染色检测原代成骨细胞在不同 pH下的凋亡情况
Fig 3 Live/Dead staining detection of the apoptosis of primary os－

teoblasts at different pH
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2.4 不同 pH 值对大鼠原代成骨细胞 COL1A1、β-
catenin、RUNX2、wnt3a mRNA 表达的影响 与对照

组（pH7.4）相比，其余各组 COL1A1、β -catenin、
RUNX2、wnt3a mRNA 的表达水平均显 著 降 低

（F=20.32、17.76、7.809、11.16，均 P<0.05），见图 4。

2.5 不同 pH 值对大鼠原代成骨细胞 COL1A1、β-
catenin、RUNX2、wnt3a 蛋白表达的影响 与对照组

（pH7.4）相比，其余各组 COL1A1、β-catenin、RUNX2、
wnt3a的蛋白表达水平均显著降低（F=20.02、15.67、
22.11、42.11，均 P<0.05），见图 5。

3 讨论
OP 作为临床上的常见病和多发病，好发于老

年男性和绝经期女性，是多种基因-环境因素等微

注：与对照组（pH7.4）相比，*P<0.05；**P<0.01
图 4 RT-PCR检测各组原代成骨细胞目的基因表达情况
Fig 4 RT-PCR detection of target gene expression in primary os－

teoblasts of each group
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图 5 Western印迹检测各组原代成骨细胞相关蛋白表达情况
Fig 5 Western blotting detection of protein expression in primary

osteoblasts of each group
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小作用积累的共同结果[4]。各种原因导致的骨代谢

失衡是 OP 发病的重要因素，而 OB 的数量和分化

能力是骨形成的重要保证，所以可以通过促进成骨

细胞增殖和成骨分化来防治 OP 的发生。新生大鼠

的颅骨为板层骨，几乎无髓腔和小血管，混杂的其

他细胞相对较少[5]，因此获取的成骨细胞纯度相对

较高，生物学活性较为稳定。

生物体内的酸碱平衡对细胞功能有重要影响，

蛋白质的结构和功能受组织液中质子浓度的精细

调控，因此酸性内环境可广泛影响体内各种细胞的

活性和生物学功能[6-8]。体外研究表明，酸性环境显

著抑制大鼠原代成骨细胞的增殖并促进其凋亡[9]。

本研究也观察到相同的结果，并且在荧光显微镜下

观察到实验各组的成骨细胞形态较对照组有皱缩

趋势，且荧光强度小于对照组（以 pH6.4 组和 pH6.8
组最为明显），此现象是否说明较为严重的酸中毒

能直接影响成骨细胞骨架结构有待进一步研究。酸

性内环境对成骨细胞中酶的活性、转录因子的活性

和参与骨代谢的其他蛋白质的结构和功能也有显

著影响[10]。体外研究表明在酸性环境下，成骨细胞分

泌的白细胞介素-6（IL-6）和组织蛋白酶 B（cathep－
sin B）的水平均增加，提示酸性环境可能促进局部

炎性反应，进而影响骨代谢[11]。体内实验证明，慢性

酸中毒能显著降低大鼠的骨密度以及骨钙素的表

达[12]，但是慢性阻塞性肺疾病患者体内的成骨细胞

数量及活性如何有待进一步研究。

近年来经研究证实 wnt 信号通路包括 wnt/β-
catenin 通路（经典 wnt 通路）、wnt-PCP 通路（平面细

胞极化通路）以及 wnt-Ca2+通路（钙离子依赖型通

路）[13]，其中 wnt/β-catenin 信号通路的激活与失活

和骨代谢密切相关[14]。在已发现的 19种 wnt配体中，

wnt3a 可通过 wnt 经典信号通路促进骨生成[15]。研究

表明，在以酸中毒为主要特征的内毒素性休克大鼠

模型的肺组织中，wnt3a、β-catenin 的表达受到明显

抑制[16]，提示酸性环境可能对经典的 wnt 信号通路

产生影响。体外实验证明糖皮质激素和炎症因子如

肿瘤坏死因子-α（TNF-α）可通过促进氧化应激进

而抑制成骨细胞的 wnt 信号通路[17]，但氧化应激状

态下的酸性内环境在其中是否发挥作用有待进一

步研究。RUNX2 是介导成骨细胞分化成熟的重要转

录因子，敲除此基因可导致成骨细胞发育抑制及骨

发育不良[18-19]。此外，RUNX2 还是 wnt 经典通路的下

游成分，其残缺的结构域存在于Ⅰ型胶原、骨桥蛋

白等成骨标志蛋白中[20]。COL1A1作为成骨细胞分泌

表达的特异性基因，是骨基质的主要有机成分，参

与成骨细胞的分化[21]。RUNX2 作为成骨的正向调节

因子可上调包括 COL1A1 在内的骨基质蛋白基因

的表达[22]。

本研究发现，与对照组（pH7.4）相比，随着培养

基 pH 的降低，大鼠原代成骨细胞的增殖受到明显

抑制且凋亡率显著上升，成骨细胞 wnt 经典信号通

路的核心因子 β-catenin 和配体 wnt3a 的 mRNA 及

蛋白的表达显著降低，提示酸性环境可抑制成骨细

胞的 wnt 经典信号通路。此外，酸性环境下 RUNX2
和 COL1A1 的 mRNA 和蛋白表达均受到明显抑制，

说明酸性环境对成骨细胞分化的抑制作用。综上所

述，成骨细胞增殖、凋亡和分化功能均会受到胞外

酸性环境的影响，wnt 经典信号通路可能在酸性 pH
抑制成骨细胞功能中发挥作用。
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