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应力促进BMMSCs迁移及Smad信号通路在其中的作用机制研究
韩妍冬1，2，张海娟1，2，杨宇轩1，2，王 爽1，2

（1.西安交通大学口腔医院陕西省颅颌面精准医学研究重点实验室  陕西 西安  710004；2.西安交通大学口腔医院口腔正畸科  

陕西 西安  710004）

[摘要]目的：研究应力促进骨髓间充质干细胞迁移，并深入探究Smad信号通路在该过程中是否起到调控作用，为将来关于

力学刺激（牵张应力）对骨髓间充质干细胞迁移的信号转导机制的研究奠定基础。方法：贴壁培养法培养P3～4代骨髓间

充质干细胞，采用FLEXCELL-4000加力仪，将P3～4代细胞以2×105/孔的密度接种于Flexcell专用六孔板，实验分组为四组

（组一：0.5 Hz加力频率，8%牵张幅度，8 h加力时间；组二：0.5 Hz加力频率，8%牵张幅度，12 h加力时间；组三：0.5 Hz

加力频率，12%牵张幅度，8 h加力时间；组四：0.5 Hz加力频率，12%牵张幅度，12 h加力时间）。划痕实验法观察细胞迁

移情况，Western blot、Real-time PCR检测骨髓间充质干细胞Smad信号通路相关蛋白及基因的表达。随后建立大鼠BMMSCs 

Smad2/3sh-RNA干扰稳定转系，阻断Smad通路，对其施加0.5 Hz加力频率，12%牵张幅度，12 h加力时间，划痕实验法观察细

胞迁移情况，Western blot、Real-time PCR检测骨髓间充质干细胞Smad信号通路相关蛋白及基因的表达。结果：在牵张力

幅度为12%，加力时长为12 h的加力模型下，具有最显著的体外促骨髓间充质干细胞迁移作用；并且Smad2、Smad3基因和蛋

白表达量上调。当阻断了Smad信号通路后，牵张力刺激骨髓间充质干细胞迁移能力明显减弱。结论：适宜的牵张力刺激可以

提高骨髓间充质干细胞的迁移能力，并且可以激活Smad信号通路，在牵张应力促进骨髓间充质干细胞的迁移过程中，Smad信

号通路发挥了重要的信号转导作用。
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The Acceleration for BMMSCs' Migration with the Stress and Mechanism of Smad 
Signaling Pathway Involved

HAN Yandong1，2, ZHANG Haijuan1，2, YANG Yuxuan1，2, WANG Shuang1，2

( 1.Key Laboratory of Shaanxi Province for Craniofacial Precision Medicine Research, College of Stomatology, Xi'an Jiaotong 
University, Xi'an 710004, Shaanxi, China; 2.Department of Orthodontics, College of Stomatology, Xi'an Jiaotong University, 

Xi'an 710004, Shaanxi, China )

Abstract: Objective  The study deep dive into the eff ect of stress on the migration of bone marrow mesenchymal stem cells 
(BMMSCs), and to explore whether Smad signaling pathway plays a regulatory role in this process, consequently, for further 
revealing the signal transduction mechanism of mechanical stimulation on the migration of bone marrow mesenchymal stem 
cells. Methods  BMMSCs from generation 3 to 4 were cultured using the adherent culture method. The FLEXCELL-4000 
tension device was used for mechanical stimulation. Cells were seeded at a density of 2×105 cells per well in a FLEXCELL-
specifi c six-well plate. The experiment was divided into four groups: Group 1: 0.5 Hz frequency, 8% stretch amplitude, 8 hours 
of stimulation. Group 2: 0.5 Hz frequency, 8% stretch amplitude, 12 hours of stimulation. Group 3: 0.5 Hz frequency, 12% 
stretch amplitude, 8 hours of stimulation. Group 4: 0.5 Hz frequency, 12% stretch amplitude, 12 hours of stimulation. Cell 
migration was assessed using the scratch wound assay. The migration of BMMSCs was observed under diff erent mechanical 
stimulation conditions. The expression of proteins and genes related to the Smad signaling pathway in BMMSCs was detected 
using Western blot and Real-time PCR. Then establish Smad2 / 3sh RNA interference stable transfer of rat BMMSCs in vitro. 
When Smad signaling pathway was blocked, and the cells were subjected to mechanical stimulation at a frequency of 0.5 Hz, 12% 
stretch amplitude, and 12 hours of stimulation. Cell migration was observed using the scratch wound assay, and the expression 
of proteins and genes related to the Smad signaling pathway was detected using Western blot and Real-time PCR. Results  
Under the loading model with a stretch amplitude of 12% and a loading duration of 12 hours, the most significant in vitro 
promotion of BMMSC migration was observed, along with upregulation of Smad2 and Smad3 gene and protein expression. 
When the Smad signaling pathway was blocked, the migration capacity of BMMSCs stimulated by mechanical loading was 
significantly weakened. Conclusion  The appropriate tension could accelerate the cell's migration, and activate the Smad 
signal pathway, improve the smad2 and smad3's gene and protein expression, promote the migration of BMMSCs. During the 
migration process of BMMSCs with stress promotion, the Smad signal pathway plays a critical role on signal transduction.
Key words: stress; mesenchymal stem cellbone marrow mesenchyml stem cell(BMMSCs); migration; Smad signaling pathway; 
Smad2/3

错牙合畸形较为常见，可增加龋齿和牙周病的发病率，

影响正常咀嚼、口颌系统功能以及面部美观，甚至导致心

理障碍[1]。由于治疗过程一般较长，为2～3年，所以目前

如何通过加快牙槽骨改建重塑效率，加速牙齿移动，缩短

疗程是正畸临床需要解决的重要问题。成骨细胞和破骨细胞

相互作用使牙槽骨改建，其效率是正畸牙移动速率的决定性因

素，成骨细胞可通过OPG/RANKL轴调控破骨细胞的功能，其活性

功能及分化作用是牙槽骨改建的重点和核心[2-3]。然而，成骨

细胞在人体内无任何分化功能，骨缺失后成骨细胞无法再分

化出新的成骨细胞进行缺损组织的修复，其在发育完成后主

要的来源储备为机体内的骨髓间充质干细胞[4-6]。目前应力对

间充质干细胞影响的研究大都着眼于探讨对干细胞增殖及分

化的影响[7-9]，干细胞向成骨细胞的分化和活化确实可以加

速骨改建，但若换个角度考虑，局部干细胞数量的增加也可

增速骨改建的效率。若能促进干细胞的募集和补充，将可在

骨改建部位增加干细胞数量，也势必提高骨改建效率。先前

已有研究证实，机械应力可促进干细胞迁移，从而影响局部

骨的改建重塑。在另一方面，随着Smad信号通路近年来颇受

关注，已有研究结果显示，Smad信号通路对骨髓间充质干细

胞、成软骨细胞、骨细胞、脂细胞、肌细胞及各种癌细胞

迁移具有重要的调控作用，但目前应力通过Smad信号通路

对间充质干细胞迁移的调控机制仍不清楚[10-11]。

本课题旨在研究应力促进骨髓间充质干细胞迁移，并深

入探究Smad信号通路在该过程中是否起到调控作用，为将来

关于力学刺激（牵张应力）对骨髓间充质干细胞迁移的信号

转导机制的研究奠定基础。该研究结果对于阐明应力促进牙

槽骨改建的作用机制，加速正畸牙移动及牙周组织修复重建

具有十分重要的科学意义，还可为咀嚼力对种植体及修复体
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的牙槽骨改建以及牵张成骨研究提供理论和技术依据。

1  资料和方法

1.1 实验动物：6周龄SPF级雄性SD大鼠，90～140 g，由西

安交通大学医学院动物实验中心提供。

1.2 实验试剂与仪器：胎牛血清（FBS）、三抗购自美国

Gibco公司；青链霉素购自北京索莱宝公司；α-MEM培养基

购自美国Hyclone公司；二甲基亚砜（DMSO）、抗坏血酸购

自美国Sigma公司；大鼠BMMSCs成骨诱导分化试剂盒、大鼠

BMMSCs成脂诱导分化试剂盒购自美国Cyagen公司；Real-

time PCR试剂盒购自日本TaKaRa公司；Smad2抗体、Smad3

抗体、GAPDH抗体购自美国CST公司；shRNA-Smad2干扰慢

病毒、shRNA-Smad 3干扰慢病毒Polybrene购自上海吉玛公

司；FLEXCELL细胞牵张拉伸培养板购自美国Flixcellint公

司；FX-5000T体外细胞牵张拉伸加载培养系统购自世联博

研科技有限公司；5424普通高速离心机、5810R高速冷冻离

心机购自德国Eppendorf公司。

1.3 体外大鼠BMMSCs加力模型的建立及应力对其定向迁移

的影响：取100～140 g SD大鼠股骨和腓骨，冲出骨髓，采

用贴壁培养法，取P3～4代细胞进行成骨及成脂分化诱导

鉴定，鉴定结果为阳性，用于后续实验。加力模型的构建

采用西北工业大学生命科学院FLEXCELL-5000加力仪，将

P3～4细胞以2×105/孔的密度接种于flexcell专用六孔板，

待其长满后以200 μl黄枪头制造出划痕后将培养皿置于仪

器内。实验分组为四组，加力参数分别为：组一：0.5 Hz加

力频率，8%牵张幅度，8 h加力时间；组二：0.5 Hz加力频

率，8%牵张幅度，12 h加力时间；组三：0.5 Hz加力频率，

12%牵张幅度，8 h加力时间；组四：0.5 Hz加力频率，12%

牵张幅度，12 h加力时间。划痕实验法观察细胞迁移情况。

1.4 应力对BMMSCs Smad2及Smad3表达的影响：通过Western 

blot、Real-time PCR、检测不同牵张力刺激作用下，骨髓间

充质干细胞中Smad2及Smad3的表达量变化，从而证明牵张力

对大鼠骨髓间充质干细胞Smad2及Smad3的表达影响。

1.5 体外大鼠BMMSCs Smad2/3sh-RNA干扰稳定转系的建立：

先进行慢病毒转染骨髓间充质干细胞MOI值的测定及骨髓间充

质干细胞转染最适嘌呤霉素的浓度测定，确定转染最适MOI值

及嘌呤霉素浓度值随后进行Smad2及Smad3的慢病毒转染。最后

通过Western blot、Real-time PCR试验，检测骨髓间充质干

细胞Smad2/3sh-RNA干扰稳定转染系是否成功建立。

1.6 阻断Smad通路后，应力对BMMSCs定向迁移的影响：筛

选出转染成功的骨髓间充质干细胞，对其施加定向迁移阳

性结果最明显的牵张力值，观察细胞的迁移情况，进一步

证明Smad信号通路在牵张力刺激下，能否对骨髓间充质干

细胞的迁移起到调控作用。

1.7 统计学分析：采用Image J处理牵张力加载前后的图

像；SPSS 20.0软件进行数据处理，多组比较应用方差分析，

组间比较采用t检验。以P＜0.05为差异具有统计学意义。

A B C

2  结果

2.1 体外大鼠BMMSCs加力模型的建立及应力对其定向迁移

的影响：体外成功培养SD大鼠骨髓间充质干细胞，传代培

养后细胞生长状态良好。第三代的骨髓间充质干细胞形态

较好，纯度较高，用于实验。加入大鼠骨髓间充质干细胞

成脂诱导液后，细胞形态发生改变，由原先细长的梭形变

为圆形，诱导两周后显微镜下可见脂滴。持续诱导5 d后，

可见其数量与体积增长融合。油红“O”染色后脂滴光学波

长增大（见图1A）。加入大鼠BMMSCs成骨诱导液后，细胞

形态变为方形且体积增大，细胞层叠。持续诱导14 d后，细

胞间可见有钙结节形成，较为明显，经茜素红染色后，钙

结节呈红色（见图1B）。对照组细胞形态、体积均无明显

变化（见图1C）。划痕实验结果显示，施加相同牵张力幅

度为8%时，随着加力时间的增加，划痕区域内细胞迁移的

数量增加，迁移能力增强（见图2、表1），进行各组划痕

区域内细胞数比较，差异具有统计学意义（P＜0.05）（见

图4）。施加相同牵张力幅度为12%时，随着加力时间的增

加，划痕区域内细胞迁移的数量增加，迁移能力增强（见

图3、表2），进行各组划痕区域内细胞数比较，差异具有

统计学意义（P＜0.05）（见图4）。

注：A.成脂诱导组（油红O染色，脂滴呈阳性）；B.成骨诱导组（茜素

红染色，钙结节呈阳性）；C.对照组（未诱导，细胞形态无变化）

图1  大鼠BMMSCs成脂及成骨诱导分化鉴定

          对照组             8% 8 h               8% 12 h

注：第一行为加力0 h时初始细胞状态

图2  8%牵张应力幅度划痕实验结果

          表1  8%牵张应力幅度各划痕区域内细胞数比较      （n）

应力加载时间      对照组 8%牵张应力幅度

8 h                  10                27

12 h                  17        42

       表2  12%牵张应力幅度各划痕区域内细胞数比较      （n）

应力加载时间 对照组      12%牵张应力幅度

8 h             10             36

12 h             20             73
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A B C

注：A.Western blot结果；B.Smad2 mRNA表达水平；C.Smad3 mRNA表达水平。*P＜0.05；**P＜0.01

图5  8%牵张应力幅度对BMMSCs Smad2及Smad3表达的影响

A B C

注：A.Western blot结果；B.Smad2 mRNA表达水平；C.Smad3 mRNA表达水平。*P＜0.05；**P＜0.01

图6  12%牵张应力幅度对BMMSCs Smad2及Smad3表达的影响

        对照组               12% 8 h            12% 12 h

注：第一行为加力0 h的初始细胞状态

图3  12%牵张应力幅度划痕实验结果

                

 

注：A.8%牵张应力幅度各划痕区域内细胞数；B.12%牵张应力幅度各划

痕区域内细胞数；***P＜0.001

图4  各区划痕内细胞数比较

2.2 应力对BMMSCs Smad2及Smad3表达的影响：Western 

blot、Real-time PCR结果显示，随着应力加载时间的

增加，Smad2、3的表达量增加。在牵张力幅度为8%时，

与牵张力作用0 h相比，牵张力作用8 h组Smad2、Smad3

蛋白及基因的表达量明显上调，差异具有统计学意义

（P＜0.05）；与牵张力作用0 h相比，牵张力作用12 h

组Smad2、Smad3蛋白及基因的表达量明显上调，差异具

有统计学意义（P＜0.05）（见图5）。在牵张力幅度为

12%时，与牵张力作用0 h相比，牵张力作用8 h组Smad2、

Smad3蛋白及基因的表达量明显上调，差异具有统计学意义

（P＜0.05）；与牵张力作用0 h相比，牵张力作用12 h组

Smad2、Smad3蛋白及基因的表达量明显上调，差异具有统

计学意义（P＜0.05）。见图6。

2.3 体外大鼠BMMSCs Smad2/3sh-RNA干扰稳定转系的建立：

以1、5、10、20作为骨髓间充质干细胞转染Smad2/3慢病毒

MOI值的梯度进行转染最适MOI值的筛选，以2 μg/ml、3 μg/

ml、4 μg/ml、5μg/ml浓度梯度进行骨髓间充质干细胞最

适嘌呤霉素浓度的筛选，结果显示MOI值为10，且嘌呤霉素

为4 μg/ml时，转染效率最高（见图7～8）。随后以MOI值

为10，对骨髓间充质干细胞进行Smad2/3-shRNA慢病毒转

染，结果显示转染可靠，可用于后续实验（见图9）。采用

Western blot、Real-time PCR方法分别检测蛋白及基因层

面上构建的体外大鼠BMMSC Smad2sh-RNA及Smad3sh-RNA干

扰稳定转染系是否成功。结果显示，转染成功可靠（见图10）。

2.4 阻断Smad通路后，应力对BMMSCs定向迁移的影响：成
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图8  转染最适Puromycin值筛选

24 h

48 h

2 μg/ml 3 μg/ml 4 μg/ml 5 μg/ml

图7  转染最适MOI值筛选

36 h

1 5 10 20

48 h

72 h

96 h

功建立起体外大鼠BMMSCs Smad2/3sh-RNA干扰稳定转染系

后，在相同的牵张力加载条件下（12%，12 h），进行慢病

毒转染组的细胞迁移至划痕区域内的数量明显减少，转染

Smad2sh-RNA组细胞迁移至划痕区域的数量较未转染组细胞

的迁移量差异具有统计学意义（P＜0.05）；转染Smad3 sh-

RNA组细胞迁移至划痕区域的数量较未转染组细胞的迁移量

差异具有统计学意义（P＜0.05）；但实验组细胞的形态有

所改变，细胞变得细长，梭形更为明显（见图11～12、表

3）。牵张力刺激骨髓间充质干细胞迁移能力明显减弱，进

一步说明该过程受Smad信号通路调控。

                  表3  各组划痕实验结果                  （n）

应力加载时间 对照组 Smad2 sh-RNA组 Smad3 sh-RNA组

   0h             0       0                   0

  12 h            73      19                  14

3  讨论

细胞形态的影响因素有多种，如细胞自身结构、内

在张力或者外部施加的机械压力，细胞的形状和功能之间

有着密切的关系。受到外界刺激时，细胞的骨架发生改

变，引起细胞内细胞间一系列变化和信号的传导，是细胞
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24 h

空白对照 空病毒转染 Smad2shRNA转染 Smad3shRNA转染

48 h

72 h

图9  转染Smad2/3-shRNA

注：A～B.Smad2 sh-RNA；C～D.Smad3 sh-RNA。***P＜0.001

图10  大鼠BMMSC中Smad2 sh-RNA与Smad3 sh-RNA稳定转染干扰效率的鉴定

A

BC D

功能发生变化的一种表现形式。本实验中，牵张应力刺激

改变了骨髓间充质细胞形态，可能有以下两种原因[12]：

①力学刺激可能改变了细胞原有骨架，使得受体蛋白，跨

膜蛋白等排列或结构发生改变，进而受体活性以及跨膜通

道发生改变，整合素将应力信号转导为化学信号，传递给

细胞核，细胞做出相应的改变，如应力纤维重新排列以及

加速迁移。②施加的力学刺激可通过力学敏感型受体直接

图11  各组划痕实验结果

注：***P＜0.001

图12  各组12%、12 h牵张应力幅度划痕区域细胞数比较
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从细胞膜上的分子传导至环磷酸腺苷（Cyclic Adenosine 

Monophosphate，cAMP），激活蛋白激酶路径，继而将信号

传导至核内，细胞做出相应的改变。因此，细胞形态变得

细长，细胞排列规整，实验结果与先前研究基本一致。细

胞迁移与多种因素有关，在迁移过程中也是如此，可能由

于细胞骨架重新排列，细胞和细胞外之间动态平衡发生变

化，周围基质发生改建，跨膜蛋白发生重组；也可由于力学

信号直接激活了力学敏感型受体，这些反应都在迁移过程中

的相互作用涉及了复杂的信号参与调控。应力被认为是细胞

功能的主要调节者之一。细胞在持续的力学刺激作用下，细

胞结构发生改变，细胞内发生一系列的化学变化和信号转

导，这些反应引起细胞形态的进一步改变，如持续向前方伸

出突足、相互黏附等最终牵拉细胞引起细胞的迁移运动。本

实验研究结果显示，与对照组相比，受到机械牵张力刺激的

细胞迁移能力显著增强，与先前研究基本一致。本研究结果

虽表明随着牵张应力的幅度或时间的增加，迁移至划痕区域

内的细胞数也有所增加，但是两者并非线性关系，也许是到

达某一阈值，细胞的迁移能力才有明显的改变，因此，牵张

力加载的条件与细胞的迁移能力之间存在的具体数学模型的

关系，还有待于进一步对应力加载条件的细化和研究。

本实验结果p-smad2、p-Smad3、Smad2、Smad3的蛋

白均上调，但是根据对Smad信号通路的分析，在受到相

应的刺激后，活化了的Ⅰ型受体会磷酸化控制型Smad2、

Smad3，所以p-smad2、p-Smad3蛋白的表达量增高[13]，但

本次结果显示，未磷酸化的Smad2/3蛋白表达量增高，磷酸

化的Smad2/3蛋白条带虽显示增高，但其趋势与未磷酸化的

Smad2/3相同，WB半定量分析结果显示不同应力加载时间组

p-Smad2/3之间无显著性差异，重复的实验结果并不能说明

p-Smad2/3增高，与先前相关研究不符，但其中原因及机制

需待进一步研究。

本实验证明了牵张应力与Smad2、Smad3基因及蛋白表

达量的正相关性，证实了适宜的牵张应力对促进Smad2、

Smad3基因及蛋白表达中起到了重要作用。初步证实了在

牵张应力促进BMMSCs迁移过程中Smad通路发挥了重要的信

号转导作用。但是并不清楚这个过程中Smad通路其上游或

TGF-β分支通路的信号转导机制，TGF-β1是否发生变化以

及BMP通路在这个过程中是否受到影响[14]。BMMSCs感受到的

力学信号是首先引起细胞骨架改变还是直接作用于力学信号

敏感受体继而进行信号转导过程，并且在接受信号后细胞生

物学表型还会发生哪些变化，这些问题亟需研究。

本文虽然初步证实Smad信号通路在牵张应力促进

BMMSCs迁移过程中发挥重要的调控作用，但也许在该过程

中存在与其他通路的交叉，仍需进一步的实验研究。适宜

的牵张力可使SD大鼠BMMSCs的形态变得更加细长，细胞梭

形改变更为明显，整体排列更为整齐。适宜的牵张应力还

可以加速细胞的迁移。

适宜的牵张应力可激活Smad信号通路，使得Smad2、

Smad3基因和蛋白表达量上调，促进骨髓间充质干细胞的

迁移。在牵张应力促进骨髓间充质干细胞的迁移过程中，

Smad信号通路发挥了重要的信号转导作用。
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