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模拟微重力通过调节 AKT磷酸化抑制前成骨细胞的增殖 *
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摘要 目的：研究模拟微重力对前成骨细胞的增殖作用及其分子机制。方法：利用 2D 回转器模拟失重条件培养前成骨细胞
MC3T3-E1 24小时；将 p-AKT 激活剂 SC79 加入细胞培养基后模拟失重条件下培养前成骨细胞 MC3T3-E1 24 小时；利用
Western blot技术分别检测细胞增殖相关蛋白 PCNA以及 AKT、p-AKT的表达变化情况。结果：①与对照组相比，模拟失重组前成

骨细胞增殖受到抑制（P<0.01），p-AKT/AKT比值减小（P<0.01）；②加入 SC79组与对照组相比，p-AKT/AKT比值显著增加；③加

入 SC79的模拟失重组（MG+SC79）与模拟失重组相比（MG），p-AKT/AKT比值增加，PCNA蛋白表达增加（P<0.01），成骨细胞增

殖有所恢复。结论：模拟微重力可能通过抑制 AKT的磷酸化形式抑制前成骨细胞的增殖，加入 p-AKT激活剂可部分恢复前成骨
细胞的增殖。
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Simulated Microgravity Inhibits the Proliferation of Osteoblasts by
Regulating the Phosphorylation of AKT*

To investigate the effect of simulated microgravity on the proliferation and the molecular mechanism of the
osteoblast. 2D rotator was used to simulate weightlessness condition. The MC3T3-E1 cells were divided into 4 groups: control

group (CON), the simulated weightlessness group (MG), the control with SC79 group (CON+SC79) and simulated weightlessness

treatment with SC79 group (MG+SC79). AKT phosphorylation activator SC79 was added into the cell culture medium before exposing

to simulated weightlessness, then all the MC3T3-E1 cells were cultured for 24 h. Changes among MC3T3-E1 cells were detected by

Western blot analysis, which including cell proliferation related protein PCNA, p-AKT and AKT. ① Compared with the CON

group, cell proliferation of MG group is inhibited (P<0.01), and the ratio of p-AKT/AKT was decreased (P<0.01).② Compared with the
CON group, the ratio of p-AKT/AKT of CON+SC79 group was raised. ③Compared with MG group, p-AKT / AKT ratio was increased,

PCNA protein expression was increased partially (P <0.01), and osteoblast proliferation had been restored in the MG+SC79 group.

Simulated microgravity can inhibit the proliferation of osteoblasts by inhibiting the phosphorylation of AKT. The

proliferation of osteoblasts are partially restored by the addition of p-AKT activator.
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前言

随着载人航天飞行的发展，航天员在空间失重环境下引发

的一系列生理病理改变愈显突出。其中，失重环境造成的骨代

谢失衡是威胁长期航天飞行航天员健康的主要因素之一[1,2]。正

常的骨重建过程依赖骨形成与骨吸收过程的动态平衡，而这一

过程分别与成骨细胞和破骨细胞的功能密切相关。大量研究显

示，在失重 /模拟失重导致的骨质丢失中，成骨细胞功能障碍

是主要原因[3-5]，但是航天失重下骨代谢紊乱的确切机制尚未完

全阐明。丝 /苏氨酸蛋白激酶(serine-threonine kinase , Akt )广泛

分布于各种细胞中，参与细胞多种生理过程，发挥着重要的促

进增殖的作用[6]。很多研究均发现 AKT在骨形成和骨重建中发

挥着重要的调控作用[7]。但失重条件下 AKT和成骨细胞增殖变

化的关系尚未见报道。本实验验证了模拟失重状态下前成骨细

胞 MC3T3-E1细胞增殖受到抑制，并在此基础上进一步探索模

拟失重是否是通过影响 AKT的蛋白磷酸化水平从而影响细胞

增殖，初步探索失重条件下骨代谢紊乱可能的分子机制，为进

一步深入研究和临床用药提供实验依据。

1 材料与方法
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1.1 实验材料

前成骨细胞 MC3T3-E1（ATCC 细胞库），DMEM-F12/1:1

培养基，磷酸盐缓冲液，双抗和胎牛血清（Hyclone公司），胰蛋

白酶（Millipore公司），RIPA细胞裂解液，PSMF，丽春红染液，

一抗稀释液（Beyotime），预制胶，PVDF膜（美国 Invitrogen 公

司），BCA蛋白定量试剂盒（美国 Sigma公司），蛋白 MARK-

ER，磷酸酶抑制剂 (Roche)，PCNA抗体，磷酸化 AKT抗体，
AKT抗体，GAPDH抗体（Cell Signaling Technology）。回转器

（2D-RWVs-ISME，中国航天员科研训练中心），超净工作台（天

津泰斯特仪器有限公司），CO2培养箱（美国 Thermo公司）。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 细胞培养 将前成骨细胞 MC3T3-E1 在 DMEM-F12/1:

1培养基中培养，培养基含有 10%的胎牛血清，1%的双抗，细胞

置于 37℃孵箱中。每 2天换液 1次，当细胞的汇合度达到 90%

左右时，使用不含 EDTA的胰蛋白酶进行传代培养。选取 3-6

代呈对数生长期的细胞进行实验。

1.2.2 回转器模拟失重模型的建立 采用 2D 回转器进行
MC3T3-E1细胞模拟失重效应的研究。回转半径为 1.5 cm，转

速为 24 r/min，回转时间为 24 h。用胰酶将 MC3T3-E1细胞消
化下来并用 DMEM-F12/1:1培养基重悬。在 6孔板中放置好回

转器专用玻片，将重悬细胞接种在玻片上，每个孔加入 2 mL的

细胞稀释悬液，待细胞完全贴壁后给细胞换液。在回转培养瓶

中灌满培养基并放于 37℃孵箱中预热。将 6孔板中的玻片插

入回转培养瓶的卡槽内，接种细胞的一面向内，将回转培养瓶

瓶盖拧紧，用注射器排出多余的气泡。将排空气泡的回转瓶安

装于 2D回转器上，对照组（CON）进行垂直回转，模拟失重组

（MG）进行水平回转。回转完成后提取细胞样本进行相应检测。
1.2.3 Western blot检测 Western blot检测 p-Akt、Akt、PCNA

蛋白表达：提取 MC3T3-E1细胞总蛋白，加入蛋白酶抑制剂及

磷酸酶抑制剂防止其降解，BCA 法测定蛋白质浓度，并加入
loading buffer煮沸 10 min。取 40 滋g样品上样至预制胶上，恒

压 90 V电泳 30 min，而后 120 V电泳 90 min，常规转膜，牛奶

封闭 4 h，分别加入 p-Akt、Akt、PCNA抗体 (1∶ 1000) 4℃孵育

过夜，用 TBST 充分洗涤，加 HRP 标记羊抗兔二抗(1∶ 5000)

孵育 60 min，TBST洗涤，加入 ECL发光液进行发光并拍摄照
片。采用 Image J软件分析图像条带灰度值并计算蛋白相对含

量。

1.3 统计学方法

全部数据采用 SPSS 17.0统计软件进行分析，两样本间比

较采用独立样本 t检验，将 P＜ 0.05定为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 模拟失重 24 h抑制前成骨细胞的增殖
研究发现 PCNA蛋白与细胞 DNA合成关系密切，在细胞

增殖的启动上起重要作用，是反映细胞增殖状态的良好指标
[8,9]。故将前成骨细胞 MC3T3-E1放入 2D回转器模拟失重条件

下培养 24 h，采用 Western blot技术检测 PCNA蛋白表达。结

果显示模拟失重 24 h组与对照组相比 PCNA蛋白表达显著减
少，P<0.01（图 1），细胞增殖受到抑制。

2.2 模拟失重 24h p-AKT减少

大量研究表明 AKT磷酸化水平与细胞增殖有着密切联系
[10-13]。本实验采用Western blot技术检测 p-AKT以及 AKT蛋白
表达，发现模拟失重条件下培养 24 h后 AKT蛋白的磷酸化水

平受到显著抑制，p-AKT与 AKT比值减小 P<0.01（图 2）。

2.3 模拟失重通过影响 p-AKT水平抑制前成骨细胞增殖

在模拟失重环境下，前成骨细胞增殖受到抑制，同时我们

发现 AKT磷酸化水平显著下降。我们推测模拟失重环境可能

通过影响 AKT 蛋白的磷酸化水平进而影响前成骨细胞的增

殖。因此在模拟失重条件下在细胞培养基中加入 p-AKT的激
动剂 SC79[14, 15]，观察提高 p-AKT后能否逆转模拟失重对细胞

增殖的抑制作用。

2.3.1 加入 SC79能提高细胞 p-AKT水平 按照说明书推荐

剂量 8 滋g/mL[16,17]，在细胞培养基中加入 SC79培养 24 h后提取

总蛋白，采用Western blot技术检测 p-AKT、AKT蛋白表达，实

验发现加入 SC79 的细胞与对照组相比 p-AKT 以及
p-AKT/AKT均有提高，P<0.01（图 3）；而 AKT蛋白总量无明显

变化。

图 1 Western blot检测各组MC3T3-E1细胞中 PCNA的表达

Fig.1 The expression of PCNA in MC3T3-E1 cells was detected by

Western blot. **P<0.01 vs CON

图 2 Western blot检测各组MC3T3-E1细胞中 p-AKT、AKT的表达

Fig.2 The expressions of p-AKT, AKT in MC3T3-E1 cells were detected

by Western blot
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图 3加入 SC79后MC3T3-E1细胞中 p-AKT、AKT的表达

Fig.3 The expression of p-AKT, and AKT in MC3T3-E1 cells with SC79

were detected by Western blot.

**P<0.01 vs CON

图 4 Western blot检测模拟失重各组MC3T3-E1细胞中 p-AKT、AKT

表达

Fig.4 The expressions of p-AKT, AKT in MC3T3-E1 cells exposed to

simulated microgravity were detected by Western blot. **P<0.01 vs MG

2.3.2 在模拟失重条件下加入 SC79能部分提高 p-AKT水平，

促进细胞增殖 实验分为 2个组，单纯模拟失重 24 h组、模

拟失重加 SC79组。实验发现加入 SC79的模拟失重组相比单

纯模拟失重 24 h组 p-AKT、p-AKT/AKT明显升高，P<0.01（图
4）；同时 PCNA蛋白的表达增加，P<0.01（图 5），提示细胞增殖

能力增强。

3 讨论

本实验利用回转器模拟失重效应刺激 MC3T3-E1细胞 24

h，发现其 PCNA蛋白表达减少，细胞增殖受到抑制。同时我们

检测了 p-AKT 以及 AKT 蛋白的表达，发现 p-AKT 减少，

p-AKT与 AKT比值减小。补充 p-AKT的激动剂 SC79后则显

著提高了模拟失重下 MC3T3-E1细胞中 PCNA蛋白的表达水
平。结果提示模拟失重可能通过干扰 AKT蛋白的磷酸化，从而

抑制成骨细胞的增殖;提高 p-AKT的表达，则能够部分对抗模

拟失重对成骨细胞增殖的抑制作用。

骨是一种对力学刺激十分敏感的组织，骨组织的结构以及

功能的变化都与力学刺激的改变密切相关[18,19]。重力是一种以

场力的形式作用于骨的力，重力也是维持骨的正常生理功能状

态的重要力刺激。当骨骼失去重力作用后骨吸收与骨重建失

衡，骨质减少，骨小梁变薄，次级骨松质消失[20-22]。随着我国航天

事业的发展，航天员在轨时间不断增加，失重状态下航天员骨

质持续丢失且无自限性的状况令人担忧。目前，失重造成骨质

丢失的分子机制还未阐明。但是大量研究显示成骨细胞功能障

碍是导致失重性骨质丢失的主要原因[5,23]。

AKT蛋白分子量约为 60kD，由 480个氨基酸组成。目前，

在哺乳动物中发现 3种 Akt亚型: Aktl、Akt2和 Akt3。Akt1广

泛存在于各种细胞中，而 Akt2主要分布于肌肉和脂肪细胞中，
Akt3只存在于大脑与睾丸中[24]。P-AKT是 AKT的活化形式，
AKT具有两个活化位点 Thr308与 Ser473。AKT能被细胞内多
种物质激活并参与细胞多种生理过程，发挥抑制凋亡、促进增

殖的重要作用[6,25]。AKT在骨形成和骨重建中发挥着重要的调

控作用，研究显示，敲除 Akt1 /Akt2的小鼠骨化延迟[7]，而敲除

Akt的小鼠骨骼变短，并且延迟了次级骨化中心的形成[26]。为了

进一步验证失重环境是否通过影响 AKT磷酸化水平进而影响

成骨细胞的增殖能力，本实验采用 2D回转器模拟失重效应，

回转器所形成的等效重力加速度（即离心加速度与重力加速度

的比值）可以达到 10-3-10-5 G [27]。实验结果显示模拟失重后

MC3T3-E1细胞增殖受到抑制，p-AKT减少，p-AKT与 AKT比

值减小。为了进一步明确模拟失重下 MC3T3-E1细胞中 AKT

和增殖的关系，我们采用激动剂提升 p-AKT的水平，发现提升

图 5 Western blot检测模拟失重各组MC3T3-E1细胞中 PCNA的表达

Fig.5 The expression of PCNA in MC3T3-E1 cells exposed to simulated

microgravity was detected by Western blot.**P<0.01 vs MG
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p-AKT的水平后可部分恢复前成骨细胞 MC3T3-E1细胞的增
殖能力。以上结果提示模拟失重下 AKT在 MC3T3-E1细胞的
增殖变化中发挥了重要的调控作用。

本实验在细胞学基础上初步证明模拟失重环境可通过影

响 AKT蛋白的磷酸化水平从而抑制成骨细胞的增殖，为模拟
失重环境下骨丢失的细胞学机制研究提供了理论依据。但值得

注意的是通过 2D回转器建立的模拟失重条件并不能完全等
同于真实失重条件，而 Akt也并不是唯一影响成骨细胞增殖的
因素。虽然提高细胞 AKT磷酸化水平能改善模拟失重环境对
细胞增殖的抑制，但是细胞增殖并未恢复到正常水平。模拟失

重下 AKT与其它分子之间的相互作用以及在动物整体水平上
的变化，对成骨细胞增殖的影响作用是我们下一步研究的方

向。
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