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摘要"目的<系统研究流体剪应力"_/8.: J12-KJ7K2JJ#DNN$作用下成骨分化方向不同阶段 & 种细胞内X.2aH# 离子通
道蛋白的基因表达情况& 方法<利用自行研发的锥板流动腔技术#对小鼠来源的间充质干细胞 TNR’成骨样细胞
TR(G(%+#’成骨末期细胞TiE%>)和骨细胞TiE%f&施加不同强度DNN""?#’#?# X-$#并分别在 "’"?)’#’(’’’#! 1

等不同时间点抽提细胞内总 =F>#应用实时荧光定量 XR=技术研究 DNN 刺激对 X.2aH# 基因表达的影响情况&
结果<TNR’TR(G(%+#’TiE%>)和TiE%f&细胞内都表达X.2aH# 和X.2aH!& DNN作用后#所有细胞的X.2aH# 表达明
显升高#并且 #?# X-DNN刺激下的表达水平显著高于 "?# X-& TNR’TR(G(%+# 和TiE%>)这 ( 种细胞在DNN刺激
# 1后#X.2aH#表达水平达到最高& X.2aH# 表达依赖于细胞种类#其中 TR(G(%+# 细胞的表达量高于其他 ( 种细胞&
结论<X.2aH#的表达与成骨分化过程’DNN水平和加载时间相关#研究结果对于揭示骨组织细胞内力学信号的传递
机制以及发展相应临床治疗措施具有重要意义&
关键词"流体剪应力! 成骨分化! 力敏感离子通道! 力学传导
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<<尽管已经有大量研究表明#力学因素会经由激
活细胞膜上阳离子通道引起细胞内的一系列生物
学响应(#%() #但哺乳动物细胞中具体的力敏感离子
通道蛋白在很长时间内都未确定& !"#" 年#美国斯
克利普斯研究院的 X-7-MH87.-3 课题组从小鼠成神
经细胞瘤细胞系中发现两种跨膜蛋白 X.2aH# 和
X.2aH!#当利用 =F>干扰技术敲低其表达时#玻璃
探针施压细胞所引起的通道电流会显著降低!而当
两种蛋白分别过表达时#力学作用引起的通道电流
都会显著升高(&) & 其后续工作证明 X.2aH# 是具有
成孔性的力敏感离子通道()) & !"#) 年#研究者利用
冷冻电镜技术解析小鼠 X.2aH# 离子通道的三维结
构(’) #并进一步确定X.2aH# 离子通道中负责离子通
透与选择性的孔径区以及负责机械力感受与传递
的结构域(*) & X.2aH离子通道的发现及其结构’感受
和传递分子机制的明确#极大地促进了细胞力学传
导机制的研究&

目前研究发现#大部分生物组织"如肺’神经’
膀胱’肌肉等$的细胞基因水平都会表达 X.2aH##而
X.2aH! 仅在肺部和背根神经节中表达丰富($) & 另
外#关于 X.2aH在骨组织细胞中的表达研究#已经发
现骨细胞系TiE%f& 中会表达X.2aH##但利用J.=F>
技术沉默X.2aH# 后骨细胞对流体剪应力"_/8.: J12-K
J7K2JJ# DNN$的钙响应并无显著变化(C) & 在成骨样
细胞系TR(G(%+# 中也会表达 X.2aH# 和 X.2aH!#并
且蛋白分子在胞浆中呈颗粒状分布(#") & 另外#在牙
齿形成相关的细胞#如成牙本质细胞(##) ’牙骨质细
胞(#!)中都已经发现了 X.2aH的表达& 但是#目前还
不清楚在其他骨组织细胞内 X.2aH基因水平的表达
情况&

研究发现#当对细胞施加机械力刺激后#某些
种类的细胞中 X.2aH在基因水平的表达会发生变
化& 例如#当施加静水压作用 "?) 1后#人牙周韧带

成纤维细胞中X.2aH# 的,=F>水平会显著增加#但
随着加载时间延长至 #! 1#其表达会略有下降(#() &
对小鼠成牙骨质细胞施加静水压力后#其成骨标志
物表达下降#并且在 !& 1内X.2aH# ,=F>的表达也
呈逐渐下降趋势& 当利用 J.=F>技术降低 X.2aH#
的表达后#静水压力所引起的成骨功能下降现象会
被进一步增强(#!) & 有关力学刺激对骨组织细胞中
X.2aH离子通道表达的影响#目前鲜有系统的研究
报道&

本文针对 & 种成骨向分化过程中不同阶段的
细胞"间充质干细胞 TNR’成骨样细胞 TR(G(%+#’
成骨末期细胞TiE%>) 和骨细胞TiE%f&$#首先检
测了其中 X.2aH# 和 X.2aH! 在基因水平的表达情况#
然后对细胞分别施加不同强度 DNN#在加载的不同
时间点检测胞内X.2aH# 在基因水平上的表达变化&

&!材料与方法

&[&!细胞培养
选用 & 种成骨向分化相关的细胞系#其中小鼠

间充质干细胞 TNR和小鼠成骨样细胞 TR(G(%+#
购买自美国标准细胞库">GRR$#小鼠类骨质骨细
胞"或成骨末期细胞$ TiE%>) 和小鼠骨细胞
TiE%f&受赠于美国密苏里%堪萨斯大学 i53:-
YH324-/:教授& 以上 & 种细胞的培养基均为含 #"!
胎牛血清"DYN#V.I0H公司#美国$和 #!XN 双抗
"N.W,-公司#美国$的 &%T+T"O50/H32公司#美
国$#培养环境为 (* o’)!RE!&
&[$!施加KPP

利用实验室自制的锥板流动腔装置对细胞施
加DNN& 实验装置由加载锥形轴’电机和盖子组成#
可直接应用于 ’ 孔细胞培养板#通过调节加载轴转
动速度’加载轴与底板距离等参数来调节培养板底
面上的流场分布"见图 #$&
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图 &!锥板流动腔实验装置
K3C:&!B),1\-,2\N.-D1/.)J47-6G1+!"-$ ]372WK-72: :2L.02#

"I$ N.:2L.24H_/H-:.3W:2L.02

锥板流动腔旋转参数的确定利用RETNEi有限
元计算软件完成& 计算结果表明#当加载轴距底面的
距离 =b"?# ,,’加载轴转速分别为 (’(" K-:@J时#
在细胞培养板底面上距半径 $ ;#) ,,的环状区域
内存在DNN为 "?#’#?# X-的均匀流场(见图 !"-$)&
实验前用免疫组化笔在 ’ 孔细胞培养板底面圈涂掉
非均匀流场区域#然后将细胞悬液接种于培养板内上
述具有均匀流场的目标接种区域(见图 !"I$)& 培养
&$ 1后#连续施加DNN "?)’#’(’’’#! 1&

图 $!不同加载轴转速下 # 孔板底面KPP数值模拟结果
K3C:$!;*61+34-.836*.-D3),+18*.D8)/KPP),D71N.-D18*+/-41

-D23//1+1,D+)D-D3,C 8N112!"-$ DNN :.J7K.I87.H3#

"I$ =2/-7.H3 I274223 DNN -3: 712:.J7-302_KH,71202372K

&["!实时荧光定量XBR
当对细胞完成DNN加载后#使用 G=]aH/试剂抽

提细胞中的总 =F>#并进行实时荧光定量 XR=检
测& 引物序列如表 # 所示#所使用的试剂盒是
XK.,2KN0K.M7GT =GT-J72KT.Q和 NfY=XK2,.Q+Q

G-U ]]"G-S-=-公司#美国$#根据 (’值#利用 !D%%(’

公式计算相对表达量(#&%#)) &

表 &!引物设计
L-G:&!R1-.L361dXBRX+361+8

引物
名称 引物序列 扩增长

度@IM
纯化
方式

X.2aH#

正 向% ) 0 B V>GGVVVR>VRVG>G%
V>>RGB(0
逆向%)0 B>>R>RRVGV>VV>>R>V>%
R>B(0

#!’ gNi

X.2aH!

正向%)0 BV>VRRR>R>V>V>>VV>>%
V>B(0
逆向%) 0 BR>RRGV>GG>RRR>VR>R%
RGB(0

#(! gNi

V>XgO

正 向% ) 0 B VVGV>>VVGRVVGVG%
V>>RVB(0
逆向% ) 0 BRGRVRGRRGVV>>V>GV%
VGVB(0

!(( gNi

&[S!统计分析
任一实验组至少重复 ( 次#并且所有数据采用

均值 n标准差来表示& 采用单因素方差分析
">FE\>$检验不同实验组间平均值的差异#-j
"?") 或-j"?# 表示差异有统计学意义&

$!结果

$[&!S 种细胞内表达X31W)& 和X31W)$
XR=实 验 结 果 显 示# 在 TNR’ TR(G(%+#’

TiE%>)和TiE%f& 这 & 种细胞内#均表达X.2aH# 和
X.2aH!& 统计分析表明#& 种细胞之间相比 X.2aH#
,=F>或 X.2aH! ,=F>的表达量相似#其与内参基
因的相对比值分别为 "?) ;"?$’"?! ;"?(#细胞种
类间无显著差异& 另外#X.2aH# 的表达量显著高于
X.2aH!#后者的表达非常微弱"见图 ($& 因此#本文
只关注DNN对X.2aH# 表达的影响&
$[$!加载时间&大小对X31W)& 表达的影响

对 TNR’TR(G(%+#’TiE%>) 和 TiE%f& 细胞
连续施加DNN#作用 "?)’#’(’’ 和 #! 1 后#XR=结
果显示X.2aH# ,=F>表达先升高再降低& 在#?# X-
DNN作用 "?)’# 和 ( 1 时#所有细胞的 X.2aH# 表达
量均 显 著 高 于 未 加 载 的 对 照 组& 在 TNR’
TR(G(%+#和 TiE%>) 这 ( 种细胞连续受到 DNN 作
用 # 1后#X.2aH# 表达量达到峰值#其与内参基因的
相对比值分别为 $?#) n!?!!’#"?’$ n&?’&’’?(C n
"?&&!而在TiE%f& 内#X.2aH# 表达量在 "?) 1 时达
到峰 值# 即 (?)" n"?**& 在 #! 1 时# TNR’

C()
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图 "!S 种细胞中X31W)& 和X31W)$ 在6R;@水平的表达情况及统

计分析"#-j"?")# ##-j"?#$

K3C:"!L716R;@1]N+1883),)/X31W)& -,2X31W)$ 3,/)*+41..

.3,18-,28D-D38D34-.-,-.I818! "-$ U=G%XR=K2J8/7J# <

"I$ TNR# <"0$ TR(G(%+## <":$ TiE%>)#

"2$ TiE%f&9

TR(G(%+#和TiE%>) 这 ( 种细胞中表达量显著低
于对照组#推测 #?# X-DNN连续 #! 1的刺激对细胞
而言是较为恶劣的环境#细胞不耐受而出现了异
常& 在 "?# X-DNN 作用 "?)’# 和 ( 1 时#TNR’
TR(G(%+# 和TiE%f& 这 ( 种细胞 X.2aH# 表达量显
著高于无加载对照组#但对 TiE%>) 细胞而言不同
时间点并无显著差异& 在 TNR’TR(G(%+# 和
TiE%>)等 ( 种细胞都会在受到 DNN 作用 # 1 时
X.2aH#的表达量达到最高值#但 #?# X-作用下的表达
量显著高于 "?# X-#相对比值分别为 !(#?("!’
#(’?!$!和 !’C?(’!!相同时间处#TiE%f& 胞内表达
的相对比值为 !*?!(!& 当细胞分别受到 "?#’#?# X-
DNN作用 "?) 1 时#TiE%f& 胞内表达的 X.2aH# 并没
有显著差异#但是其他 (种细胞内的X.2aH#表达量在
高剪应力下均显著高于低剪应力"见图 &$&
$["!X31W)& 表达依赖于细胞种类

当 & 种细胞受到 DNN 作用 "?) 1 或 # 1 后#
X.2aH#在TR(G(%+# 细胞内的表达量平均值最高#其
次为 TNR’TiE%>) 和 TiE%f&& 在 #?# X-DNN 作
用 "?) 1之后#X.2aH# 在TR(G(%+# 细胞内的表达显
著高于TiE%>) 和TiE%f&!而在施加剪切力 # 1之
后# X.2aH# 在TiE%f& 细胞内的表达显著低于其他
<<

图 S!不同KPP对 S 种细胞中X31W)& 表达的影响"不同加载时间与各自未加载时比较#p-j"?")# pp-j"?#!相同加载时间不同 DNN比

较##-j"?")# ##-j"?#$

K3C:S!U//14D8)/23//1+1,DKPP),X31W)& 1]N+1883),3,/)*+41...3,18!"-$ TNR# <"I$ TR(G(%+##<"0$ TiE%>)#<":$ TiE%f&

( 种细胞& 与 #?# X-DNN 结果不同#在 "?# X-DNN
作用 "?) 1后X.2aH# 在TiE%f& 细胞内的表达要显
著高于TiE%>)#在作用 # 1时在TR(G(%+# 内的表
达显著高于TiE%>)"见图 )$&

"!讨论

细胞力学通常是指研究力学作用下细胞的生
物学行为和机制#但细胞通过何种途径感受和传递

力学信号一直是此领域的核心问题#实际上该问题
目前仍未得以很好地解决& 在外力刺激作用下#细
胞会发生细胞膜变形’细胞骨架变形’细胞质内物
质输运改变等直接物理响应(#’) & 其中#细胞膜变形
会激活位于细胞膜上的离子通道#引起胞内外离子
跨膜输运的变化#进而调节细胞的生物学响应& 本
课题组在骨组织细胞力学方面已经开展了大量工
作#发现当使用金属钆"V:R/($阻断细胞膜上的力

"&)
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图 O!S 种细胞系在不同KPP作用 %[O&& 7的X31W)& 6R;@表达情况"#-j"?")$

K3C:O!X31W)& 6R;@1]N+1883),3,/)*+41...3,18*,21+23//1+1,DKPP/)+%[O 7-,2& 7! +18N14D3A1.I!

"-$ "?) 1# #?# X-#<"I$ "?) 1# "?# X-#<"0$ # 1# #?# X-#<":$ # 1# "?# X-

敏感离子通道后#DNN 引起的破骨细胞的钙响应以
及沿液体流动方向的定向迁移都会受到显著抑
制(#*%#$) & 与他人在细胞力学方面的工作类似#虽然
能够证明细胞膜上存在对力学刺激敏感的离子通
道#但该种离子通道是什么及其调控机制仍不清
楚& X.2aH力敏感离子通道的发现为细胞力学方向
的机制研究指明了重要的研究对象& 本文研究了
X.2aH#和X.2aH!在 & 种成骨向分化相关细胞中的在
基因水平上的表达情况以及 DNN 对其表达的影响#
可为后续骨组织细胞中的力学传导机制研究提供
初步的数据和结果&

处于成骨向分化不同阶段的细胞的力学敏感
性一直是骨生物力学领域十分感兴趣的问题& 由
于骨陷窝%骨小管孔隙结构中的骨细胞深埋于骨基
质内#人们推测它们应该最容易探测到骨骼受到外
力后的变形#是最可能的力学感受器& 而大量研究
工作也支持这一推断#例如当利用转基因技术敲除
骨内 *"!;$"!的骨细胞后#正常情况下无外载所
导致的骨质流失将不再发生(#C) & 本课题组此前的
一项工作也证明#与成骨样细胞系TR(G(%+# 相比#
DNN 作用下骨细胞系 TiE%f& 的钙振荡更为显
著(!") & 但骨细胞对力学刺激更为敏感的机制仍不
清楚#显然力敏感离子通道表达量是一个最值得重
点关注的原因& 本文结果表明#X.2aH# 和 X.2aH! 都
会表达于TNR’TR(G(%+#’TiE%>)’TiE%f& 这& 种
细胞中#并且在未受到DNN刺激时#X.2aH# ,=F>和
X.2aH! ,=F>表达量在细胞间无显著性差异#说明
未加载时X.2aH力敏感离子通道的表达量并不会导
致成骨向分化不同阶段细胞间在受力初始瞬间响
应的差异& 本研究还发现#在上述 & 种细胞中
X.2aH#的基因表达显著高于X.2aH!#实际上此前关于

细胞力学感受和响应的研究也多关注 X.2aH#& 例
如#对人脐静脉内皮细胞细胞施加 DNN#结果发现
X.2aH# 参与细胞钙信号的传递(!#) & 静止状态培养
时人脐静脉内皮细胞的排列并不具有方向性#但当
施加DNN 后#与 X.2aH# 低表达的细胞相比#正常表
达X.2aH# 的细胞会呈现沿液体流动方向的排列#说
明 X.2aH# 参与对力学加载方向的感受并调控细胞
铺展极性(!#%!!) & 鉴于已有研究中 X.2aH# 对细胞力
学转导的作用#在此初步工作中本文只研究了 DNN
作用下 X.2aH# 在基因水平的表达#后续将探讨
X.2aH!的表达情况及两者对细胞力学转导的调控作
用& 当对这 & 种细胞施加 DNN 后#细胞中 X.2aH# 的
表达量都会在 "?) ;( 1 内迅速升高到峰值#然后
在 ’ ;#! 1后逐渐恢复到与未加载时接近的水平&
特别是骨细胞TiE%f&#其在受到力学刺激 "?) 1后
即可迅速达到峰值& 尽管明显早于其他 ( 种细胞#
但其中 X.2aH# 的表达量仍与其他 ( 种细胞无显著
差异#说明从力敏感离子通道的基因水平表达量方
面并不足以说明骨细胞具备更优于其他细胞的力
敏感性& 因此#阐明骨细胞具有特殊力敏感性的机
制仍需开展进一步深入的工作&

X.2aH# 的表达量依赖于 DNN 的大小& 例如#这
& 种细胞在受到较高 DNN"#?# X-$作用 "?) ;( 1
后#X.2aH# 的表达量都显著高于低 DNN 水平 ""?#
X-$的相应结果& 骨内存在多种尺度的充满液体的
孔隙结构#外载作用下液体流动会对骨组织细胞施
加DNN#研究者已经通过理论分析推测其大小应为
"?$ ;(?" X-(!() & 因此#与低于生理水平的DNN 相
比#正常生理水平的力学刺激会在骨组织细胞上引
起显著增强的X.2aH# 表达#提示细胞在较高水平的
力学作用下可增强其力敏感性& X-7-MH87.-3 等(!&)
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利用一个希腊词汇**q+,-+来命名他们发现的这种
蛋白#意为压力或挤压#表明该通道具有被压力激
活的特性& 实际上#已有研究发现#模拟压力作用
时细胞中 X.2aH的表达也有类似的现象& 例如#e.3
等(#()对人牙周韧带细胞施加 !"" X-静水压力
"?) 1#X.2aH# 的相对比值提高至未加载时的 * 倍#
但随着加载时间的增加#其表达量逐渐下降!m1-3W
等(#!)对小鼠成牙骨质细胞施加 !"" X-压力后#细
胞中的X.2aH# 的,=F>和蛋白水平在加载 ( 1后即
逐渐下降(#!) & 因此#力学作用会调控细胞中 X.2aH
离子通道的表达#并且其表达量与力学刺激的大小
有关&

通常研究者采用平行板流动腔对细胞施加DNN
刺激(!)) & 平行板流动腔是一种狭长腔室结构#其高
度远小于宽度和长度#通过蠕动泵驱动培养基流过
腔室#并对接种于腔室底板上的细胞施加 DNN& 平
板流动腔的流场计算简单#可以用来对细胞进行短
时间的实时加载观察实验& 平板流动腔的缺点是
使用操作复杂#并且安装过程中容易污染细胞#难
以对细胞进行长时间的 DNN 作用& 本实验室研制
了新型的锥板流动腔技术#可以直接应用于生物实
验室常规的 ’ 孔细胞培养板& 此装置的缺点是流
场计算较为复杂#优点是操作简便#并且可以对细
胞施加长期的DNN作用&

综上所述#TNR’TR(G(%+#’TiE%>)’TiE%f&
这 & 种成骨向分化不同阶段细胞#均能够表达
X.2aH#和 X.2aH!& DNN 作用下会引起 X.2aH# ,=F>
的表达升高#在加载 "?) 1 或 # 1 时#X.2aH# 会出现
峰值#显著高于未加载的对照组& 该初步结果为进
一步深入研究骨组织细胞的力学传导机制提供了
基础数据&
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