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摘要 以体外培养的大鼠关节炎模型的滑膜细胞为研究对象，用蛋白激酶 C(PKC)激活剂佛波酯 (phorbol 12-myristate
13-acetate, PMA)刺激细胞模拟炎症过程，应用原子力显微成像技术研究了大鼠滑膜细胞在 PKC活化后细胞骨架变化情况．
结果表明，利用原子力显微镜成像可以较好地表征 PMA刺激引起滑膜细胞骨架的收缩隆起及细胞表面质地的变化，并揭示
了 PKC活化可能是引起滑膜细胞骨架改变的重要原因．这些结果为加深了解类风湿关节炎的发生机制提供了实验基础．
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类风湿关节炎(rheumatoid arthritis，RA)是一种
以慢性关节炎症为主要表现的自身免疫疾病，其显

著特征是滑膜组织增生并向关节侵润生长，导致关

节和关节软骨破坏．滑膜细胞增生是类风湿关节炎

标志性病理改变[1]，其在关节炎中的病理意义在于

细胞增殖能力强于凋亡能力[2, 3]，细胞活化释放细

胞因子[4]，产生基质蛋白酶参与软骨破坏[5]等．先

前研究表明，蛋白激酶 C( protein kinase C, PKC)可
能参与了滑膜细胞的增生[6]，因此研究滑膜细胞病

变情况将有助于认识该疾病和发现新的治疗靶点．

研究表明，炎症和肿瘤发生过程中细胞的多种

病理改变，如细胞增殖[7]，侵润生长[8]等与细胞骨

架的变化有密切关系．据了解，目前对于类风湿关

节炎病理条件下类肿瘤细胞样生长的滑膜细胞的细

胞骨架变化情况尚无相关研究报道．由于胶原诱导

的大鼠关节炎模型与人类类风湿关节炎患者有相似

的病理改变，因此该模型是国际公认的类风湿疾病

的研究模型[9]．原子力显微镜(AFM)显微成像术对
样品制备要求简单，具有真空、空气和液相环境下

工作的优点，近些年来在生物领域(如细胞质膜动
态过程研究[10]，细胞膜表面张力研究[11]，细胞超微

结构的研究[12]，细胞之间[13]及细胞与基底间[14]相互

作用，以及各类细胞骨架的研究[15～17]等方面)的应
用日益广泛，并有了长足的发展．我们应用原子力

显微镜(atmotic force microsocpe, AFM)研究了体外
培养的大鼠关节炎模型的滑膜细胞，在 PKC激活
剂佛波酯 (phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA)和

PKC 抑制剂 GF 109203X 刺激下细胞骨架变化情
况，揭示 PKC 在此信号传导通路中所起的重要
作用．

1 材料与方法

1援1 材料与试剂

体重为 150～250 g的雄性Wistar 大鼠 10只，
由军事医学科学院卫生学环境医学研究所提供；

Axio Observer D1型倒置荧光微分干涉差成像显微
镜(德国 Zeiss公司)，NanoScope芋a型原子力显微
镜 (美国 Veeco 公司 )， 3111 型 CO2 孵箱 (美国
Thermo Electron公司)；域型胶原酶、胰酶、胎牛
血清 (FBS)、DMEM 培养基均购自 Invitrogen 公
司．佛波酯(PMA)、PKC抑制剂 GF 109203X(3-[1-
[3- (Dimethylamino)propyl]-1H-indol-3-yl]-4-(1 Hindol-
3-yl)-1H-pyrrole-2, 5dione)购自 Sigma公司．Hank’s
buffer salt solution (HBSS) 缓冲液参考 Brough等 [18]

方法配制：150 mmol/L NaCl，5.4 mmol/L KCl，
2 mmol/L CaCl2, 1 mmol/L MgCl2·6H2O, 10 mmol/L
HEPRS/NaOH，10 mmol/L葡萄糖，配制所需药品
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2援2 PMA和 GF 109203X刺激引起滑膜细胞隆起
的高度变化

为了确定 PKC激活剂与抑制剂对滑膜细胞骨
架隆起的影响，对细胞隆起程度进行定量化计

算．为了更好地说明细胞的隆起是一个体向变化，

而不只是某些微小局部的变化，采用两种高度统计

方法．一种是峰值高度(peak height)———细胞最高

点到基底的距离，另一种是有效高度 (effective
height)———细胞的总体积与底面积之比．正常舒展

状态细胞表面是凸凹不平，甚至某些局部区域峰值

购自 Sigma公司．其他为国产(分析纯)试剂．
1援2 胶原诱导大鼠关节炎模型的构建和滑膜细胞

的培养

构建大鼠关节炎模型是参考 Shou等[19]所描述

的方法进行．提取滑膜细胞按如下步骤：将已经确

定关节炎病变的大鼠麻醉后，分离病变关节，打开

关节腔，将分离的滑膜组织迅速置于 HBSS溶液，
剪碎后放入含域型胶原酶的无血清 DMEM 溶液
中，在 37℃ 环境放置 3 h． 尼龙网过滤后以
800 r/min速度离心 10 min，倒出上层溶液加入含
10%胎牛血清的培养基，在 37℃，5% CO2环境的

孵箱中培养．传 6代以后，可得到形态性状稳定的
成纤维样的滑膜细胞[20]．

1援3 样品制备

在六孔板中放入厚度为 0.17 mm，直径为
25 mm的无菌德国 Menzel-glaser 圆形盖玻片，经
胰酶消化脱壁处理的滑膜细胞吹散打匀移至六孔板

中，在 CO2孵箱中培养 48～72 h，待细胞舒展贴
壁后即可实验，细胞密度约为 200个 /mm2．一般

活细胞表面比较柔软，较难以牢固地固定于基底，

会使待测细胞变形及漂移，导致 AFM成像质量下
降，或甚至不能成像，因此我们把细胞固定处理后

AFM成像．使用同一种固定方法来研究 PMA作用
前后细胞骨架的改变，在比较实验中可以排除固定

剂对细胞的影响．用 2 滋mol/L PMA室温下刺激滑
膜细胞 30 min，接着用 HBSS溶液漂洗 2次，立刻
滴入 PBS配置的 0.5% Triton X-100和 1%戊二醛室
温固定 30 min．为防止盖玻片在晾干后表面析出盐
结晶引起噪声，保证原子力显微镜成像质量，将固

定后的样品用超纯水小心漂洗 2次，在百级净化超

净室晾干．把晾干后盖玻片用玻璃刀切成大小合适

的小片，置于原子力显微镜特定样品架上进行检

测．为了研究 PKC在 PMA诱导的细胞骨架变化过
程中的作用，我们用 5 滋mol/L GF 109203X孵育滑
膜细胞 30 min，再加上 2 滋mol/L PMA作用 30 min,
而后采用上述相同方法处理细胞．此外，未加任何

刺激的正常滑膜细胞以同样方法处理作为实验对

照组．

1援4 AFM成像及成像分析
一般来说生物材料比较柔软，在 AFM接触模

式(contact mode)成像过程中易受横向力影响，容易
被刮伤，导致图像失真[21]．为此，所有 AFM图像
是用轻敲模式(tapping mode)获得的．所用探针型
号为 RTESP7，材质为掺磷单晶硅，微悬梁弹性系
数为 20～80 N/m，工作频率 300～343 kHz．图像
分辨率为 256伊256像素，扫描频率为 0.4 Hz，高度
成像(height imaging)扫描速度为 80 滋m/s，相位成
像(phase imaging)扫描速度为 1.6 滋m/s．图像分析
用 Nanoscope V5.30r3软件完成．

2 结果与分析

2援1 PMA刺激引起滑膜细胞的隆起
利用 AFM显微成像对 PMA 刺激前后滑膜细

胞的整体形态进行了观察，发现刺激前细胞形态舒

展(图 1a)，刺激后细胞形态发生了明显的隆起收缩
(图 1b)．图 1表示大鼠滑膜细胞 AFM显微成像所
得高度图：图像的左侧图为细胞高度的灰度图，右

上方图为灰度标尺，右下侧图为左侧高度图对应的

三维立体图．

Fig. 1 Tapping mode AFM height image of rat synoviocytes with 100 滋m伊100 滋m scanning range
(a) Control cell. (b) Cells stimulated by 2 滋mol/L PMA for 30 min at room temperature.
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高度起伏很大，如图 1a所示的细胞核区域，因此
峰值高度并不能完全说明细胞隆起情况．为了避免

这样的影响，我们利用每个细胞总体积与底面积比

值得出有效高度来进一步对细胞体向的隆起情况进

行定量描述．

两种统计方法的结果表明，只在 PMA刺激下
滑膜细胞明显隆起：2 滋mol/L PMA刺激后滑膜细
胞的峰值高度(1 634.6 依 138.7) nm (n=20)约是对照
组细胞(679.6 依 126.8) nm (n=20)的 2.4 倍，有效高
度(722.3依79.2) nm约是对照组细胞的 3.3倍，说明
滑膜细胞在 PMA的作用下发生明显收缩隆起，与
对照组有显著性差异(P < 0.01)(图 2)．

PKC 特异性抑制剂 GF 109203X 作用细胞
30 min后施加 PMA刺激，结果表明，细胞并未发
生明显的隆起，如图 2所示：加 PKC抑制剂的滑
膜细胞实验组的峰值高度(799.7依125.5) nm (n=20)
与对照组细胞(679.6依126.8) nm的组间差异性不明
显，P > 0.05，其有效高度(265.7依 69.4) nm与对照
组(216.8依 64.5) nm的组间差异性也同样不明显，
P > 0.05．此外，同是 PMA刺激的条件下，未加抑
制剂组峰值高度约是加抑制剂组的 2倍，有效高度
约为 2.7倍，组间差异性明显，P < 0.01．由此可
说明 PKC特异性抑制剂 GF 109203X 可以显著地
抑制 PMA刺激引起滑膜细胞的隆起效应．
2援3 PMA刺激引起滑膜细胞表面形态变化
相位成像技术有利于克服由于细胞发生较强的

隆起而给探测局部高度形貌带来的困难．为了确定

PMA 对细胞骨架的影响，我们用该技术来检测
PMA处理前后细胞表面的局部形态．实验结果表
明：经过 PMA处理后，由于细胞骨架的变化，引
起细胞表面质地发生较强的变化．图 3a 和 3b为
PMA刺激前后单个细胞膜的局部相位成像图．通
过在相位图上的一维相位曲线，可计算出两者的相

位起伏(图 3c和 d)：正常细胞相位差约为 6.2毅依0.4毅
(n=8)，而 PMA 刺激后的相位差约为 28.7毅 依 1.2毅
(n=8)，两者有显著差别，P < 0.01．这些结果说明
PKC激活剂 PMA可能通过 PKC 活化引起细胞骨
架收缩，进而影响细胞表面的质地．

Fig. 3 Phase image of AFM of rat synoviocytes with 2 滋m伊2 滋m scanning range
(a) Phase imaging of one typical control cell. (b) Phase imaging of one typical cell stimulated by PMA. (c, d) Section lines corresponding to the white

lines in (a) and (b).
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3 讨 论

PMA是促肿瘤剂，结构与二酰基甘油(DG)相
似，可以活化 PKC．PKC是一类钙和磷脂依赖性
激酶，具有广泛的作用底物，通过催化底物蛋白质

的 Ser/Thr磷酸化，调节多种生理过程，如细胞分
泌，细胞增殖等过程以及细胞骨架的改变[22]．PKC
在肿瘤细胞中含量较多，可介导肿瘤细胞的运动，

侵袭和转移[23]，而这些行为的产生会涉及细胞骨架

的变化．V覿覿r覿niemi等[24]报道 PMA可通过诱导活
化肾上皮细胞 PKC 信号通路来调节细胞骨架形
态．病变组织的滑膜细胞是一种类肿瘤细胞，其

PKC处于活化状态[9]．利用 PMA刺激体外培养的
滑膜细胞激活 PKC信号通路来模拟炎症过程，发
现细胞有明显的收缩隆起现象．这一现象被 PKC
特异性抑制剂 GF 109203X 有效地抑制(图 2)，这
揭示了 PMA 刺激的滑膜细胞细胞骨架改变是有
PKC依赖性的．从相位成像实验结果也可发现，正
常细胞表面的相位变化平缓，起伏不明显(图 3c)，
说明细胞表面质地比较均匀，而 PMA刺激后细胞
相位起伏较正常细胞剧烈得多(图 3d)，即细胞表面
局部硬度、黏度等等变化，使质地不均匀，其可能

的原因是 PMA刺激引起细胞骨架收缩导致的．从
以上观察的结果可推测：PMA与细胞作用后，胞
浆中游离的 PKC转移到细胞膜上活化，使细胞骨
架蛋白磷酸化，由此引起细胞骨架收缩，导致细胞

表面质地变化．

虽然在其他细胞中已经证实 PKC活化是细胞
骨架改变的原因，但在类风湿关节炎中的滑膜细胞

是否有类似情况，尚未见相关报道．PMA刺激滑
膜细胞模拟炎症过程，应用原子力显微镜定量地表

征了细胞骨架改变，并证实 PKC被活化可引起细
胞骨架改变．由此推测，若能抑制炎症中的滑膜细

胞骨架改变，将有利于阻止该类细胞侵润性生长和

分泌炎性因子等作用．这一结果可能有益于正确认

识和搞清该疾病发作机制，又为寻找有效地应对该

疾病提供一定的实验依据．
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Study of Cytoskeleton Change in Rat Synoviocytes Induced by PMA*
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Abstract Rat synoviocytes were cultured in vitro and the changing of cellular cytoskeleton induced by PMA was
investigated with atomic force microscopy. PMA is usually used to stimulate PKC signal transduction pathway in
synoviocytes and to simulate process of inflammation. The results presented here show that synoviocyte
cytoskeleton has changed significantly after PKC activation by using the imaging of atomic force microscopy. The
results also indicate that the activation of PKC might play crucial role in cytoskeleton changing of synoviocytes，
which, to some extent, provides some experiments and ideas on understanding the mechanism underlying
rheumatoid arthritis (RA).

Key words synoviocytes, cytoskeleton, PMA, PKC, atomic force microscopy

19 Shou J, Bull C M, Li L, et al. Identification of blood biomarkers of

rheumatoid arthritis by transcript profiling of peripheral blood

mononuclear cells from the rat collagen-induced arthritis model.

http://arthritis-research.com/content/8/1/R28, 2006-01-10

20 Sun W W, Hu F, Yang W X. Heat and hyposmotic stimulation

increase in [Ca2+]i by Ca2+ influx in rat synoviocytes. Chin Sci Bull,

2008, 53(4): 548～554

21 Wada H, Kimura K, Gomi T, et al. Imaging of the cortical

cytoskeleton of guinea pig outer hair cells using atomic force

microscopy. Hear Res, 2004, 187(1～2): 51～62

22 Larsson C. Protein kinase C and the regualation of the actin

cytoskeleton. Cell Signal, 2006, 18(3): 276～284

23 Isakov N, Gopas J, Priel E, et al. Effect of protein kinase C activating

tumor promoters on metastases formation by fibrosarcoma cells.

Invasion Metastasis, 1991, 11(1): 14～24

24 V覿覿r覿niemi J, Palovuori R, Lehto V P, et al. Translocation of

MARCKS and reorganization of the cytoskeleton by PMA correlates

with the ion selectivity, the confluence, and transformation state of

kidney epithelial cell lines. J Cell Physiol, 1999, 181(1): 83～95

87· ·


