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氟对人成骨细胞和小鼠骨组织 caspase14表达影响 *
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摘要 目的：初步探讨氟对人成骨细胞 saos-2和小鼠骨组织中 caspase14表达的影响。方法：体外建立人成骨细胞染氟模型，以不

加入氟入培养基者为空白对照，实验组培养基内分别含氟化钠 5、10、20、40 mg/L。以氟化钠加入饮水中，建立小鼠染氟模型。应用

Western blot法检测不同剂量氟（0、5、10、20、40 mg/L）对成骨细胞 saos-2中 caspase14的表达，再用免疫组织化学检测不同染氟剂

量（0、50、100、150 mg/L）染氟小鼠骨骼上 caspase14的表达情况。结果：Caspase14在成骨细胞 saos-2中各实验组表达明显上调（均

P＜0.01），5 mg/L组表达最高。染氟小鼠模型骨组织中亦有表达，染氟组表达均高于对照组（均 P＜0.05），且有逐渐增高趋势。结

论：Caspase14在染氟成骨细胞和骨组织中的高表达参与了氟诱导细胞凋亡的过程。
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Effect of Fluoride on the Expression of Caspase14 in Human Osteoblasts and
Bone Tissue in Mice*

To study the effect of fluoride on the expression of caspase14 in human osteoblasts Saos-2 cells and bone

tissues in mice. The model was established using human osteoblasts exposed to fluoride in vitro, by adding fluorine into the

culture medium as blank control, and the culture medium of the experimental group contained sodium fluoride respectively 5, 10, 20 and

40 mg/L. By adding sodium fluoride into drinking water, the fluoride model of mice was established. Using Western blot method, the ef-

fect of different doses of fluoride (0, 5, 10, 20, 40 mg/L) on the expression of caspase14 in human osteoblasts Saos-2 cells was detected.

Then the immunohistochemistry was used to detect the effect of different doses of fluoride (0, 50, 100 and 150 mg/L) on the caspase14

expression in mouse skeletal tissues. The expression of caspase14 in the experimental group of Saos-2 cells was up-regulated（all

P＜0.01）, and it was highest in the 5 mg/L group. Caspase14 were also expressed in bone tissues of fluorosis-treated mice model, and the

expression of caspase14 in fluoride group of different dose was higher than that of control group with a gradual increase trend (all P＜

0.05). The high expression of caspase14 in osteoblasts and bone tissues is involved in the process of apoptosis induced by

fluoride.
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前言

Caspase-14是 caspase家族成员之一，是一种较新发现的

蛋白[1,2]。近年来发现 Caspase-14在多种组织器官中有表达，并

且与疾病的发生有一定关系[3,4]。慢性氟中毒是一种地方病，它

的基本病症是氟斑牙和氟骨症[5]。慢性氟中毒中存在成骨细胞

的凋亡。目前还没有关于 caspase14在慢性氟中毒表达及其意义

的报道。前期研究发现 Caspase-14在染氟成骨细胞表达增高[6]，

本研究通过应用 Western blot法检测不同剂量氟对成骨细胞

saos-2中 caspase14的表达情况，再用免疫组织化学检测不同

剂量氟中毒小鼠骨骼上的免疫组织化学染色结果。我们希望能

够从细胞和动物体内模型两个层面进行蛋白水平的验证，探讨

caspase14在成骨细胞凋亡中所起的作用。

1 材料与方法

1.1 细胞来源

人成骨细胞株(Saos-2)购于上海中国科学院典型培养物保

藏委员会细胞库，采用 DMEM培养基（含 100 mL/L小牛血清，

2 mol/L谷氨酰胺），在 37℃、5 % CO2饱和湿度培养箱中培养。

每 3天传代一次，取对数生长期用于染氟实验。
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1.2 主要试剂和仪器

氟化钠 (NaF，上海生工生物工程技术服务有限公司）

DMEM 培养基（life 公司）、茁-actin、caspase14 抗体(santa cruse

公司）、DAB显色试剂盒(武汉博士德)。

1.3 细胞培养

将成骨细胞置于 DMEM培养基中，在 37 ℃、体积分数 5

%CO2饱和湿度培养箱中培养。每 3天传代 1次。实验时，将对

数生长期的成骨细胞置于含 10 %胎牛血清的 DMEM培养液

中。细胞浓度为 2× 105/L。按每孔 1 滋L接种于 6孔板中，于 37

℃、体积分数 5 % CO2及饱和湿度条件下培养 24 h。按染氟剂

量将成骨细胞分为 0 (对照组)、5.0、10.0、20.0、40.0 mg/L组，每

组 3份平行样。染氟时，培养 24 h后收集细胞。

1.4 Western blot法检测 caspase-14表达

体外培养的成骨细胞，收集体外培养的细胞(1× 106个)，

RIPA缓冲液裂解后得到全细胞蛋白，加入缓冲液后，煮沸 5

min。SDS-PAGE后，湿转法将蛋白质转移至 PVDF膜上；50

g/L脱脂奶粉封闭，加入 caspase-14抗体(0.4 滋g/mL)，4℃过夜。
PBS缓冲液洗去未结合的抗体，加入 HRP标记兔抗山羊抗体

(0.05 滋g/mL)室温摇床孵育 1 h后，采用化学发光检测试剂盒

显色，GE图像分析系统成像。茁-actin为内参照进行半定量分
析，以 caspase-14和 茁-actin灰度的比值作为 caspase-14相对表

达量。

1.5 动物分组

近交系 C57雄性小鼠 40只，小鼠适应性喂养 1周后随机

分为对照组、50 mg/L、100 mg/L、150 mg/L四组，每组各 10只。

分别以剪毛的方式标记。各组均给予普通饲料。慢性氟中毒模

型的建立：50 mg/L、100 mg/L、150 mg/L组分别按相应的剂量

饮用氟化钠蒸馏水，对照组饮用超纯水。氟斑牙出现，慢性氟中

毒模型的建立成功。

1.6 免疫组织化学检测

近交系 C57雄性各组小鼠股骨用 4 %PFA（多聚甲醛）固

定一天后用 10 %EDTA脱钙一个月，后常规石蜡包埋切片。常

规脱水、透明、浸蜡、包埋。切片机将骨组织切成 5 滋m厚的连
续切片，常规烤片、脱蜡至水，按 S-P（链霉菌抗生素蛋白过氧化

物酶）法进行检测 caspase-14在骨组织的表达。步骤：（1）4 %多

聚甲醛固定标本 24 h，脱水，石蜡包埋，4 滋m连续切片，梯度乙
醇脱蜡至水。（2）10 mmol/L柠檬酸缓冲液（pH 6.0）微波修复抗

原 5 min，室温冷却，PBS漂洗。（3）滴加 1% BSA，室温封闭 2

h，弃封闭液，滴加兔抗鼠单克隆 CASP14（1:100）抗体，另用正

常兔 IgG代替一抗作为阴性对照。用 5 %BSA稀释 2 000倍，4

℃冰箱过夜，或者 37℃气浴箱孵育 2 h；（4）PBS冲洗 3 min× 3

次；（5）滴加兔生物素二抗工作液(IgG/Bio)，室温孵育 15 min；

（6）PBS冲洗 3 min× 3次；（7）滴加辣根酶标记链霉卵白素工

作液(S-A/HRP)室温孵育 15 min；（8）PBS冲洗 3 min× 3次；（9）

DAB显色，在显微镜下观察有棕黄色物质出现时即可停止显

色，自来水冲洗 3 min，蒸馏水冲洗 1 min；（10）苏木素复染，脱

水、透明、封片；（11）光镜下观察棕黄色颗粒为阳性结果。

1.7 统计学分析

实验结果数据采用 SPSS 17.0统计软件进行统计分析，统

计描述采用 x± s表示，统计推断采用方差分析，检验水准 P=0.05。

2 结果

2.1 caspase14在成骨细胞 saos-2和 4种不同染氟剂量的成骨

细胞 saos-2的表达

正常的人骨肉瘤 saos-2细胞中 caspase14有低表达。在染

氟剂量组（5、10、20、40 mg/L）较正常组骨肉瘤 saos-2细胞内

caspase14 表达均有明显增高（均 P＜0.01）。染氟剂量组 5

mg/L caspase14表达较染氟剂量组（10、20、40 mg/L）表达最强。

管家基因 茁-actin在各实验组中的表达基本一致，没有明显变
化。见图 1、2。

2.2 Caspase14在不同染氟剂量小鼠模型骨组织中的表达

免疫组织化学显示，Caspase14在对照组骨组织中的表达

呈阴性。见图 3A。在实验组小鼠模型染氟剂量 50 mg/L组骨组

织中，caspase-14主要表达于骨细胞细胞质中，个别骨细胞的细

胞质中分布少量棕黄色的颗粒。见图 3B。在实验组小鼠模型染

氟剂量 100 mg/L组骨组织中 caspase-14 主要表达于细胞质

中，部分软骨细胞细胞质中分布棕黄色的颗粒。见图 3C。在实

验组小鼠模型染氟剂量 150 mg/L组骨组织中，免疫组织化学

显示 caspase-14主要表达于细胞质中，部分软骨细胞细胞质中

分布棕黄色的颗粒，颗粒染色深。见图 3D。

3 讨论

Caspase是半胱氨酸天门冬氨酸蛋白酶，都具有特异性天

冬氨酸酶切位点，又称作 Caspase蛋白酶家族[7]。研究认为Cas-

图 1 不同染氟剂量处理的成骨细胞 saos-2中 caspase-14的表达

Fig.1 The expression of Caspase-14 in osteoblast saos-2 cells treated with

fluorine

图 2 不同染氟剂量处理的成骨细胞 saos-2中 caspase-14的相对表达量

Fig.2 The relative expression of Caspase-14 in osteoblast saos-2 cells

treated with fluorine

Note: **P<0.01, compared with control group (0 mg/L).
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pase家族蛋白主要与炎症、细胞凋亡有关，还与细胞增殖和分

化有关[8]。目前，已经发现至少有 14种 Caspase。Caspase-14是

Caspase家族的一员，是较新发现的一种蛋白。Caspase-14与

Caspase家族其它成员相比，具有它独特的特点。它只存在于哺

乳动物[9]。Caspase-14分布极具皮肤特异性，主要分布在表皮的

角质层和颗粒层，毛囊、皮脂腺[10,11]。在皮肤外的组织，Caspase-14

可见于大脑脉络丛，人胎盘组织的滋养层[12]。Caspase-14除了具

有分布特异性外，它过度表达时不能自我分解为大亚基和小亚

基，而且过度表达时不引起细胞凋亡。目前，人们已经发现，

caspase-14功能不同于其它典型的半胱天冬酶家族成员[14]。研

究认为，Caspase-14是参与皮肤屏障的重要因子，主要功能是

参与表皮细胞的分化及皮肤屏障的形成[13,14]。近年学者研究发

现，Caspase-14在肿瘤组织中有表达，在单层上皮细胞来源的

肿瘤(胃、乳腺、膀胱和前列腺等)中可有广泛表达 [15-18]。Cas-

pase-14还能够抑制神经胶质细胞乙酰化和胎盘细胞分化[19]，对

糖尿病病人的视网膜上皮细胞具有一定的影响[4]。

前期研究发现，在氟化钠作用剂量（5、10、20、40 mg/L）时，

成骨细胞的凋亡率是逐渐增高的[6]，本研究中 Caspase-14在成

骨细胞 saos-2中的各实验组表达明显上调，这提示 Caspase-14

可能参与了染氟成骨细胞的凋亡过程。而 Caspase-14在染氟成

骨细胞凋亡中的作用机制目前尚不清楚，可能与以下两方面有

关：① Caspase-14与表皮细胞终末分化，即细胞程序性死亡有

关，Caspase-14表达增加，促进细胞凋亡，可导致骨质疏松发

生；② Caspase-14受其它基因的调控，被动参与凋亡过程。这可

能与内质网应激途径或死亡受体途径有关联[2]。

我们初步探讨染氟成骨细胞 saos-2和慢性氟中毒骨组织

caspase14 表达影响。研究发现，caspase14 在染氟成骨细胞

saos-2和慢性氟中毒骨组织中均有表达。caspase14在染氟剂量

组低剂量 5 mg/L表达明显高于正常成骨细胞 saos-2和其它剂

量组。caspase14在染氟小鼠模型的骨组织中亦有表达，但是高

剂量组表达更明显，并且有逐渐增高趋势。本研究结果与张颖

等[21]研究结果相似，均为高氟促进成骨细胞凋亡，但是其关于

成骨细胞凋亡研究并未涉及 caspase14。在动物模型各剂量组

caspase14的表达情况与成骨细胞染氟模型的结果并不完全一

致，这种差异可能是由于相比细胞模型，动物模型存在神经内

分泌系统的调控以及免疫系统的防御作用，以及氟局部分布浓

度不一致等原因造成，而细胞模型则不存在上述影响。

在本实验中通过应用Western blot和免疫组织化学检测方

法，发现 Caspase14可能通过诱导染氟成骨细胞凋亡，降低染

氟成骨细胞的存活数量，诱导不同染氟剂量小鼠骨组织局部发

生骨质疏松，但其诱导细胞凋亡机制可能尚未明了。Caspase-14

在细胞凋亡中的信号通路尚不明确，我们将在后期实验中进一

步研究。虽然 Caspase-14表达在染氟各组线性关系不明显，但

根据在染氟成骨细胞和动物模型骨组织中表达显著增加，使其

可能作为早期诊断的生物标记物。
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