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PGE2 抑制肿瘤坏死因子诱导的成骨细胞凋亡
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摘要　　前列腺素E2(PGE2)通过自分泌或旁分泌方式调节成骨细胞的增殖和分化。本文以小

鼠原代成骨细胞和成骨样细胞 MC3T3-E1为实验材料, 研究了 PGE2对肿瘤坏死因子α(TNF-α)诱
导的成骨细胞凋亡的调节作用。检测发现, 振荡型流体剪切力(OFSS)刺激可诱导成骨细胞内环氧

合酶 2(COX-2)表达升高, 进而促进 PGE2 合成, 并抑制 TNF-α诱导的成骨细胞凋亡。COX-2 选择

性活性抑制剂 NS-398 显著促进 TNF-α诱导的成骨细胞内半胱天冬酶 3(caspase-3)的激活, 且呈时

间依赖性。Hoechst 33258/PI 染色检测发现, NS-398 促使 TNF-α诱导的成骨细胞膜通透性进一步

增强, 核染色质浓缩加剧, 而PGE2可显著抑制这一效应。Caspase-3活性检测证实, NS-398显著促进TNF-
α诱导的成骨细胞内 caspase-3 活性增强, 外源性 PGE2 可有效对抗该效应。这些结果表明, 内源

性和外源性 PGE2 可抑制 TNF-α诱导的成骨细胞凋亡发生。
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成骨细胞骨形成作用与破骨细胞骨吸收作用之

间的代谢平衡, 决定着骨骼系统的动态重塑过程, 因
此, 研究成骨细胞的功能调控对骨骼系统健康的维持

具有重要意义。成骨细胞功能受多种因素调节, 如
力学信号、细胞因子、生长因子、激素分泌及骨

骼微环境改变等[1]。其中, 前列腺素(prostaglandin
E2, PGE2)作为一种重要的细胞生长调节因子, 其
对骨组织细胞功能的调节作用已受到广泛关注和

研究。

细胞内PGE2的产生是以膜甘油磷酸为前体, 由
环氧合酶(cyclooxygenase, COX)COX-1、COX-2 及

前列腺素 E 合成酶 2(prostaglandin E synthetase 2,
PGES2)等催化合成。在应激条件下, 骨组织细胞内

增多的 PGE2主要由COX-2途径合成[2,3]。体内实验

表明, 系统性给服PGE2可促进大鼠骨髓基质细胞分

化和骨质沉积, 且对成年大鼠骨髓基质细胞成骨分化

有更显著的促进作用[4]。PGE2通过EP4/cAMP/PKA
途径抑制破骨细胞骨吸收活性, 且这种抑制作用呈剂

量和时间依赖性[5]。COX-2 基因敲除可促进小鼠颅

骨成骨细胞的增殖, 但对细胞凋亡无显著影响。外

源性PGE2可抑制野生型小鼠成骨细胞增殖并促进分

化,  而使用 COX -2 活性抑制剂可促进其增殖[6]。

COX-2过表达可抑制人骨肉瘤细胞(Saos-2)的增殖并

促进其凋亡的发生[7], 抑制COX-2活性可促使小鼠胚

胎干细胞发生凋亡, 而外源性PGE2的加入可明显抑

制这一效应[8]。进一步研究显示, PGE2 通过与 EP4

受体结合促进大鼠骨髓基质细胞增殖和分化, 且鞘鞍

醇激酶活性增强, 同时 caspase-3 和 caspase-8活性被

抑制, 从而抑制茚甲新诱导的骨髓基质干细胞凋亡
[9]。COX-2 表达升高或加入外源性 PGE2 可抑制辐

射诱导的上皮 / 表皮细胞凋亡发生[10,11]。

这些研究表明, PGE2通过自分泌和旁分泌方式

调节成骨及其前体细胞增殖和分化, 而PGE2对细胞

凋亡的调节作用, 由于所用细胞来源、类型及凋亡

诱导方式不同, 结论并不一致。本文采用肿瘤坏死

因子 α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)结合放线菌

酮(cycloheximide, CHX)诱导成骨细胞凋亡, 以半胱

天冬酶 3(cysteine-aspartic proteases 3, caspase-3)激
活为细胞凋亡检测标志, 研究了PGE2对小鼠原代及

成骨细胞系凋亡的调节作用。

1   材料与方法

1.1  细胞培养与凋亡诱导

颅骨成骨细胞分离与鉴定[12,13]: 取出生3~5天乳

鼠 10~12 只, 氯仿麻醉处死, 75% 酒精灭菌后取颅骨

剪碎, 37℃震荡条件下 0.2% 胶原酶 P(Roche)结合

0.25% 胰酶依次消化 5 min、15 min 及 25 min, 收集

后 2 次消化细胞。原代细胞经氮四唑蓝 / 对甲苯胺
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蓝(NBT/BCIP)染色法进行鉴定, 发现绝大多数细胞碱

性磷酸酶表达阳性( 图片未显示) 。原代细胞和

MC3T3-E1 细胞采用 10% FBS(Hyclone)+1% 双抗的

MEM 培养。

凋亡诱导[12]: 细胞按150个 /mm2接种于60 mm培

养皿, 采用 10% FBS(Hyclone)+1% 双抗的 MEM
(Gibco)于 37℃、5% CO2条件培养 24 h至 70%~80%
融合。更换培养基, 以 0.5% FBS+1% 双抗的 MEM
培养过夜。加入 TNF-α(PeproTech)/CHX(Sigma), 终
浓度为 10 ng/ml 和 10 μg/ml, 37℃、5% CO2 条件诱

导处理。预实验显示原代成骨细胞诱导6 h(MC3T3-E1
诱导 4 h)后, 显微镜下可见明显的凋亡细胞, 且检测

到活化的 caspase-3 片段。因此针对不同细胞, 我们

选取不同的凋亡诱导时间: 原代细胞诱导6 h, 成骨样

细胞 MC3T3-E1 诱导处理 4 h。
1.2  MTT 实验

MC3T3-E1 细胞按 150 个 /mm2 接种于 96 孔板,
采用 10% FBS+1% 双抗的 MEM 于 37℃、5% CO2

条件培养 24 h至80%融合, 分别加入NS-398(Alexis,
终浓度 10 mmol/L、20 mmol/L、40 mmol/L 和 80
mmol/L)和PGE2(Sigma, 终浓度 5 mmol/L、10 mmol/L、
20 mmol/L 和 40 mmol/L), 于 37℃、5% CO2 条件孵

育 12 h, 加入 MTT(终浓度 0.5 mg/ml)继续孵育 4 h。
吸除培养基, 加入200 ml DMSO溶解, 490 nm波长测

定OD值。

1.3  流体加载实验及后续凋亡诱导

MC3T3-E1细胞按150个 /mm2接种于75 mm×38
mm载玻片, 用 10% FBS+1% 双抗的 MEM 于 37℃、

5% CO2条件培养24 h后, 换为0.5% FBS+1%双抗的

MEM 于 37℃、5% CO2 条件继续培养过夜。将接

种细胞的载玻片置于特殊设计的平行板腔室中, 以
0.5% FBS+1% 双抗的 MEM 为流体介质。注入流体

后加上盖板密闭, 腔室一端接口经软管连接 1 ml 进
样器, 进样器置于特殊设计的驱动装置上, 微型泵驱

动进样器往复运动; 腔室另一端接口连接软管开放置

于培养箱, 加载振荡型流体剪切力(oscillatory fluid
shear stress, OFSS, 12 dyn/cm2, 1 hz)刺激一定时间。

对照组细胞采用同样培养条件, 但不施加流体刺激。

流体刺激完成后, 取出载玻片放入含TNF-α/CHX(终
浓度 10 ng/ml 和 10 μg/ml)的 MEM 诱导处理 4 h, 2×
裂解液提取蛋白样品, -20℃保存。

1.4  Western印迹

2× 裂解液配制: 取 10 ml 4× 裂解液(1 ml 20%
SDS, 2 ml 甘油, 500 μl β- 巯基乙醇, 2.5 ml Tris-HCl

pH 6.8, 300 μl 1%溴酚蓝乙醇溶液, 加水至10 ml), 与
等体积尿素溶液(0.1 mol/L NaH2PO4, 0.01 mol/L Tris,
8 mol/L 尿素, pH 8.0)混合。氨基黑法测定总蛋白浓

度, 20 μg/ 孔上样, SDS-PAGE 胶分离、转膜, 5% 脱

脂奶粉(TBST)封闭 30min, 一抗、二抗孵育, ECL 化

学发光检测。所用一抗: COX-2 (Santa Cruz), caspase-
3 (intact/cleaved, Cell Signal), ph-histone (Cell Signal),
vinculin (Sigma), GAPDH ( Santa Cruz)。二抗: GAM-
HRP、GAR-HRP 及 DAG-HRP (Jackson Immu Res)。
采用 Fuji LAS-3000(Fujifilm)进行膜成像扫描, Multi
Gauge V2.3 软件用于图像分析。

1.5  Hoechst+PI 双染检测凋亡

MC3T3-E1细胞以 150个 /mm2接种于 35 mm培

养皿, 10% FBS+1% 双抗的 MEM 于 37℃、5% CO2

条件培养 24 h 至 ~80% 融合, 更换培养基为 0.5%
FBS+1% 双抗的 MEM,  NS-398(20 mmol/L)和 PGE2
(5 mmol/L)预处理 1 h后, 加入TNF-α/CHX进行诱导

处理。为观察到明显的核变化, 我们适当延长后续

的 TNF-α/CHX 诱导处理时间至 6 h。诱导处理完成

后, 依次进行 Hoechst 33258(终浓度 5 μg/ml)染色 15
min, 碘化丙啶(PI, 终浓度 10 μg/ml)染色 10 min, PBS
冲洗后用 4℃预冷的多聚甲醛固定 15 min, PBS冲洗

后, 倒置荧光显微镜(Leica DMIL)下观察拍照。

1.6  Caspase-3 活性检测

MC3T3-E1细胞按150个 /mm2接种于铺有多聚

赖氨酸(Sigma)的不透明 96 孔板, 10% FBS+1% 双

抗的 MEM 于 37℃、5% CO2 条件培养 24 h, 更换

培养基为0.5% FBS+1%双抗的MEM, 加入NS-398
(20 mmol/L)和 PGE2(5 mmol/L)预处理 1 h 后加

TNF-α/CHX(终浓度 10 ng/ml和 10 μg/ml)诱导处理

6 h。按照 caspase-3 活性检测试剂盒(ApoLive-Glo
multiplex assay, Promega)说明, 依次加入试剂, 酶
标仪检测细胞活性(荧光, 400Ex/505Em)和 caspase-3
活性(化学发光)。
1.7  数据处理

采用 t-test 检验对 Western 结果进行统计分析,
χ2 检验用于分析 Hoechs t /P I 染色后凋亡细胞比

例。P<0.05 表示差异具有显著性。

2   结果

2.1  OFSS 促进成骨细胞内 COX-2 表达、抑制

TNF-α诱导的 caspase-3 激活

已发表结果表明, 单向流体剪切力刺激促使成骨

细胞内 COX-2 表达及 PGE2 分泌增加[14]。然而, 由
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于成骨细胞对单向流与振荡型流体刺激的反应并不

一致[15], 我们通过预实验首先检测了OFSS刺激 0.5 h、
1 h、2 h、4 h 及 6 h 后, MC3T3-E1 细胞内 COX-2
的表达变化。结果表明, OFSS 刺激 4 h 促使细胞内

COX-2表达显著升高(图1A和图1B), 随流体刺激时

间的延长, 后续升高并不明显。这一现象在原代成

骨细胞内也得到证实(图片未显示)。此外, 我们及其

它实验室的结果也表明, 流体刺激诱导成骨细胞PGE2
分泌升高, 在采用 COX-2 抑制剂 NS-398 后, 流体诱

导的成骨细胞内 PGE2 分泌增多被有效抑制[14, 16], 这
说明流体刺激诱导的 PGE 2 升高主要来源于胞内

COX-2合成途径。因此, 在检测OFSS 引起的COX-2
表达及内源性PGE2分泌是否与成骨细胞凋亡发生有

关时, 我们选用了 4 h 流体刺激时间点。检测结果

显示, MC3T3-E1 细胞 OFSS 刺激 4 h, 并采用 TNF-α
继续诱导处理 4 h 后, 流体处理组细胞内 TNF-α诱

导的 caspase-3激活被显著抑制(图1C和图1D), 且核

内组蛋白(histone)的磷酸化也被有效抑制(图1E和图

1F), 表明流体刺激可对抗TNF-α诱导的成骨细胞凋

亡发生。

2.2  NS-398 和 PGE2 对细胞的影响

为鉴定COX-2选择性抑制剂NS-398和PGE2对
细胞的影响并确定合适使用浓度, 采用 MTT 法检测

了不同浓度NS-398和PGE2对MC3T3-E1细胞活性

的影响。NS-398 和 PGE2 处理 12 h 后, NS-398 促

使成骨细胞活性显著下降, 且呈一定的剂量依赖性。

此外, 5 mmol/L PGE2 促使成骨细胞活性增强, 当进

一步加大剂量, 细胞活性有所下降, 且与对照组无显

著差异(图 2)。这种细胞活性的变化由细胞增殖还

是凋亡变化引起, 有待后续检测结果的证实。

2.3  NS-398 促进 TNF-α诱导的原代成骨细胞内

caspase-3 的激活

预实验结果表明, 原代成骨细胞经 TNF-α诱导

处理 6 h后显微镜下可见明显凋亡特征的细胞, 且检

测到活化的 caspase-3 片段。考虑到 TNF-α诱导处

理需要 6 h 的时间, 我们选用了 NS-398 预处理 1 h
和持续处理 7 h(预处理 1 h+ 后续 6 h)2 个时间点, 检
测了NS-398抑制COX-2活性对细胞凋亡的影响是否

具有时间依赖性。

结果表明, 单独使用 NS-398 预处理 1 h 和持续

图 1　免疫印迹检测流体刺激和 TNF-α处理诱导成骨细胞内 COX-2 表达、caspase-3 活化及 histone 的磷酸化水平

A, C, E: 流体剪切力刺激 4 h 后, 在用 TNF-α/CHX 继续诱导 4 h 或未诱导处理的情况下, 通过免疫印迹实验检测 MC3T3-E1 细胞内 COX-2
表达、caspase-3 活化及 histone 的磷酸化, vinculin、caspase-3 前体及 GAPDH 分别用作内参。S 或 F: 静止组或流体处理组; T/C: TNF-α/
CHX(终浓度 10 ng/ml 和 10 μg/ml)诱导处理。B, D, F: 图 A、C 及 E 中各条带的定量分析, 每组样品 n=3。*P<0.05 代表与静止组比较

差异具有显著性;  #P<0.01 代表与未处理组比较差异具有显著性。

Fig. 1　Immunoblot assay for testing OFSS-induced expressions of COX-2, activated caspase-3 and phosphorylated histone
in TNFα-treated or untreated MC3T3-E1 osteoblasts

A, C, E: MC3T3-E1 osteoblasts were subjected to 4 h OFSS stimulation followed by another 4 h TNF-α/CHX treatment or untreatment.
Immunoblot assay was employed to detect the expressions of COX-2, cleaved caspase-3 or phosphorylated histone, which was normalized to
vinculin, intact caspase-3 or GAPDH respectively. S or F: static or 4 h flow; T/C: TNF-α/CHX (final concentration 10 ng/ml and 10 μg/ml)
treatment. B, D, F: quantification of immunoblots in A, C or E, n=3. *P<0.05 vs static; #P<0.01 vs T/C untreated.
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处理 7 h并未引起成骨细胞内 caspase-3明显激活(图
3C 和图 3D)。然而, NS-398 预处理 1 h 可明显促进

后续 TNF-α诱导的成骨细胞内 caspase-3 的活化(图
3A和图 3B), 且随着 NS-398 处理时间延长至 7 h 对

caspase-3 的激活作用更显著(图 3C 和图 3D)。表明

抑制 COX-2 活性, 进而抑制内源性 PGE2 合成对

TNF-α诱导的细胞凋亡具有显著促进作用, 且NS-398
处理对TNF-α诱导的细胞凋亡促进作用具有时间依

赖性。

2.4  Hoechst-PI 双染检测成骨细胞凋亡

MC3T3-E1成骨细胞经NS-398或PGE2预处理

1 h, 并采用 TNF-α/CHX 继续诱导处理 6 h 后, 显微

镜下观察, 诱导组可见具有明显凋亡特征的皱缩或漂

浮细胞。Hoechst 33258+PI 双染检测发现, NS-398
处理促进TNF-α/CHX诱导的成骨细胞凋亡比例明显

上升, 细胞膜通透性显著增强, 核染色质浓缩更加明

显(图4A), 加入外源性PGE2可有效抑制这一效应(图
4B)。这些结果进一步证明, 外源性 PGE2 也可有效

对抗 TNF-α/CHX 诱导的成骨细胞凋亡。

2.5  Caspase-3 活性检测

Caspase-3的激活是细胞进入凋亡程序的重要标

志[12,17]。为此, 采用 caspase-3 活性检测试剂盒, 检
测了 NS-398、PGE2 预处理 1 h及后续 TNF-α/CHX
诱导处理 6 h 后, 成骨细胞内 caspase-3 的活性。数

图 2　MTT 分析检测 NS-398 和 PGE2 对成骨样细胞 MC3T3-E1 活性的影响

采用不同浓度的 NS-398(10 mmol/L, 20 mmol/L, 40 mmol/L, 80 mmol/L)或 PGE2(5 mmol/L, 10 mmol/L, 20 mol/L, 40 mmol/L)处理

MC3T3-E1 成骨样细胞 12 h 后,  MTT 法检测细胞活性的变化,  每组样品 n=3。*P<0.01 代表与对照组比较差异具有显著性。

Fig. 2　MTT assay for detecting the activity of MC3T3-E1 cells treated with different concentrations of NS-398 or PGE2
MC3T3-E1 osteoblasts were treated with different concentrations of NS-398 (10 mmol/L, 20 mmol/L, 40 mol/L, 80 mmol/L) or PGE2 (5
mmol/L, 10 mmol/L, 20 mmol/L, 40 mmol/L) for 12 h, then MTT assay was employed to detect the change of cell activity, n=3. *P<0.01 vs
control.

据显示, NS-398 单独处理 7 h 对 caspase-3 活性无显

著影响。当使用NS-398预处理 1 h可明显促进TNF-α/
CHX诱导的caspase-3活性增强, 加入外源性PGE2可
显著抑制这一效应。这些结果进一步证实, 外源性

PGE2对TNF-α/CHX诱导的成骨细胞凋亡有显著抑

制作用。

3   讨论

PGE2是一种重要的细胞生长和调节因子, 在体

内多个组织均发挥着重要的调节作用[18]。对骨组织

来说, PGE2 主要由成骨细胞和骨细胞产生, 并通过

自分泌和旁分泌方式调节成骨及其前体细胞、破骨

细胞和骨细胞功能及细胞间通讯[2 ,1 9]。研究表明,
PGE2促进成骨及其前体细胞的分化和增殖, 从而促

进骨质形成。而 PGE2 对骨组织细胞凋亡的调节作

用, 由于所用细胞类型及凋亡诱导方式不同, 目前还

无一致结论。本文以小鼠原代颅骨成骨细胞和成骨

样细胞 MC3T3-E1 为对象, 通过多种实验检测发现,
内源性和外源性 PGE2 均可有效抑制 TNF-α诱导的

成骨细胞凋亡发生。

细胞内PGE2的产生是以膜甘油磷酸为前体, 由
COX-1、COX-2 及前列腺素 E 酶 2(prostaglandin E
synthetase 2, PGES2)等催化合成[2,18]。在应激条件

下, 骨组织细胞内增多的PGE2主要由COX-2途径合
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成[2]。在使用 COX-2 选择性活性抑制剂 NS-398 和

外源性 PGE2 处理后, MTT结果显示 NS-398致成骨

细胞活性下降, 且呈一定的剂量依赖趋势, 而 PGE2
对细胞活性有一定促进作用。后续实验也证实, 造
成这种细胞活性下降的一个原因是COX-2活性抑制

对细胞凋亡有促进作用。以往研究发现, 流体力学

刺激可显著对抗TNF-α诱导的成骨细胞及骨细胞凋

亡[12,20], 而其作用机制未完全阐明。我们及其他一些

实验室的结果表明, 力学刺激可显著促进成骨细胞内

COX-2表达, 且培养基中PGE2分泌也明显升高[14,15,21]。

结合本文研究结果, 可以看出, 流体刺激诱导的内源

性 PGE2 分泌增加可部分对抗 TNF-α诱导的细胞凋

亡发生。

Caspase家族在介导细胞凋亡的过程中发挥着重

要的作用, 其中 caspase-3 为关键的执行分子, 我们

在文中以caspase-3的激活作为判断细胞进入凋亡程

序的主要标志。此外, 细胞内组蛋白 histone 磷酸化

可导致核染色质结构变化并发生浓缩, 进而引起细胞

凋亡, 因而, 我们通过检测TNF-α诱导的成骨细胞内

磷酸化组蛋白水平及核结构变化, 也作为判断细胞凋

图 3　免疫印迹检测 NS-398 对 TNF-α诱导的原代成骨细胞内 caspase-3 活化片段表达的影响

A: 正常培养或经 20 mmol/L NS-398 预处理成骨细胞 1 h 后, 换用含 TNF-α/CHX 的培养基继续诱导 6 h, 免疫印迹实验检测胞内 caspase-3 活

化片段; C: 原代成骨细胞经 20 mmol/L NS-398 预处理 1 h 后, 换为含 TNF-α/CHX 的培养基或含 TNF-α/CHX 和 20 mmol/L NS-398 的培

养基继续诱导 6 h, 免疫印迹实验检测胞内 caspase-3 活化片段; B, D: 图 A 和 C 中各条带的定量分析, 每组样品 n=3。T/C: TNF-α/CHX 诱

导(终浓度 10 ng/ml 和 10 μg/ml); Intact 或 Cleaved: 未活化或活化的 caspase-3。*P<0.05; #P<0.01 代表与未处理组比较; @P<0.05 代表与 1 h
N S -3 9 8 处理组比较。

Fig. 3　Immunoblot assay for detecting the effect of NS-398 on TNFα-induced caspase-3 activation in primary mouse osteoblasts
A: the primary osteoblasts were subjected to 1 h pretreatment with 20 mmol/L NS-398 or unpretreatment followed by 6 h TNF-α/CHX induction;
C: after pretreated with 20 mmol/L NS-398 for 1 h, the primary osteoblasts were then continueously treated in the media containing TNF-α/
CHX or in the media containing both TNF-α/CHX and 20 mmol/L NS-398 for 6 h. Immunoblot assay was performed to detect the activation
of caspase-3 in cells; B, D: quantification of immunoblots in A and C, n=3. T/C: TNF-α/CHX treatment (final concentration 10 ng/ml and 10
μg/ml). *P<0.05 vs unpretreated; #P<0.01 vs T/C untreated; @P<0.05 vs 1 h NS-398 pretreated.

亡的一个指标。研究表明, 绝经致骨质疏松及类风

湿关节炎病人体内 TNF-α水平升高, 调节成骨细胞

及破骨细胞功能, 表明 TNF-α的分泌有助于骨相关

疾病的发生[22,23]。本实验采用 TNF-α诱导凋亡, 一
定程度上模拟了骨质疏松或骨丢失病人体内病理环

境。在使用 TNF-α诱导细胞凋亡的过程中, 原代成

骨细胞与成骨样细胞系 MC3T3-E1 所需处理时间不

同, 可能由于原代细胞分泌更多胞外基质, 或其胞膜

TNF-α受体表达与 MC3T3-E1 有差异, 造成其凋亡

诱导需要更长的时间。TNF-α诱导细胞内 caspase-3
的激活涉及多个信号通路, 包括膜受体途径分子如核

因子 κB(nuclear factor-κB, NFκB)[24]、磷脂酰肌醇 -
3 激酶(phosphoinositide 3-kinase, PI3K)/ 丝氨酸 / 苏
氨酸蛋白激酶(serine/threonine-specific protein kinase,
Akt)[12, 25]、细胞外信号调节激酶(extracellular signal-
regulated kinase, Erk)[26]、c-Jun 氨基末端激酶(c-Jun
N-terminal kinase, JNK)[27]及线粒体途径分子如Bcl-2/
Bcl-xl、Bad/Bax 等[28]的激活或表达变化。PGE2 抑

制成骨细胞凋亡作用的发现, 使我们对PGE2在体内

调节骨形成的机制有了更深入全面的了解, 而PGE2
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与其受体结合, 如何特异性地影响其中某个或多个信

号通路, 进而抑制 TNF-α诱导的 caspase-3 激活, 还
有待进一步实验研究证实。
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Prostaglandin E2 Inhibits TNFα-induced Apoptosis in Mouse Osteoblasts

Zhou-Qi Yang, Rui Meng, Zhe Wang, Wei Zhang, Peng Shang*
(Key Laboratory for Space Bioscience and Biotechnology, Institute of Special Environmental Biophysics, Faculty of Life Sciences,

Northwestern Polytechnical University, Xi’an 710072, China)

Abstract        Previous studies have revealed that prostaglandin E2(PGE2) regulated the proliferation and
differentiation of osteoblasts in the manner of autocrine or paracrine. In this study, the regulatory role of PGE2 on
TNFα-induced apoptosis in primary mouse osteoblasts or osteoblast-like MC3T3-E1 cells was investigated. The
results demonstrated that oscillatory fluid shear stress (OFSS) promoted the expression of cyclooxygenase-2 (COX-
2), stimulated PGE2 secretion in culture media, and inhibited TNFα-induced apoptosis in primary osteoblasts and
MC3T3-E1 cells. Application of COX-2 selective inhibitor NS-398 significanly enhanced TNFα-induced activation
of caspase-3 in osteoblasts in a time-dependent manner. Hoechst 33258/PI staining experiment showed that NS-398
distinctly increased the membrane permeability and the chromatin condensation in osteoblasts, however, application
of PGE2 suppressed this effect. Further investigation indicated that NS-398 increased the activity of caspase-3
induced by TNF-α in osteoblasts, and the addition of exogenous PGE2 in culture media restrained this effect. In
conclusion, endogenous and exogenous PGE2 inbihits TNFα-induced apoptosis in mouse osteoblasts.
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