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成骨细胞力致钙响应和钙传递的研究进展
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摘要: 钙是骨系细胞内和细胞间的重要信号分子，同时也是细胞外矿物基质的主要组成部分。尽管 100 多年的科

学实践已经证明力学刺激可以影响骨系细胞内的分子信号转导、细胞间的通讯和协同作用以及组织水平的骨矿化

和骨吸收，但为了阐明力致骨重建的机制，仍需在力致钙响应和钙传递方面进行更加深入的研究。本文总结了近

年来在成骨细胞的力致钙响应和钙传递方面的研究进展，包括: ( 1) 研究细胞力致钙响应和传递的主要实验手段;

( 2) 成骨细胞感受力学刺激并发生钙响应的钙来源和机制; ( 3) 细胞间钙传递的路径; ( 4) 成骨细胞内力致钙响应

和细胞间钙传递的特征参数。最后对该领域未来可能的研究方向进行了展望。
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Abstract: Calcium is not only the important signaling molecule within and between bone cells，but also the primary
component of extracellular matrix in bone． It has been demonstrated during the past over 100 years that mechani-
cal stimulations can regulate the molecular signal transduction and intercellular communication in bone cells as
well as the bone mineralization and resorption at tissue level，but further more researches are still needed to give
insight into the mechanism of mechanical stimulation-induced bone remodeling． This paper will summarize the re-
lated works on the following aspects: ( 1) the primary experimental approaches for studying mechanical stimula-
tion-induced calcium response and transfer in osteoblasts，( 2 ) the calcium sources and mechanism of calcium
response in osteoblasts，( 3) the intercellular calcium transfer pathways and ( 4) characteristic parameters of cal-
cium response and transfer in osteoblasts． Finally，several potential research directions in this field are presented
in the paper．
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尽管人们很早就已经认识到骨骼可以改变其结

构以获得适应其周围力学环境的功能［1］，但机械力

是如何转化为化学信号进而调控其生物学行为的仍

是尚未完全阐明的问题。成骨细胞位于骨小梁的表

面，细胞间距离约为 1 μm，并通过间隙连接形成细

胞网络。力学刺激可以调控成骨细胞的基质分泌行
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为，从而影响骨的矿化过程［2］。受到力学刺激后，

在较短时间尺度( 10 s ～ 1 min) 内，成骨细胞内钙离

子浓度的迅速升高是最早发生的生物学响应之一，

这种现象通常称为力致钙响应［3］。成骨细胞力致

钙响应的关键作用体现在较长时间尺度( 10 d 至数

月) 时，是指矿化过程中的钙沉积现象，即在胶原纤

维上形成羟基磷酸钙结晶。钙响应信号不但可以调

控成骨细胞的增殖与分化［4］，其在相邻细胞间的传

递也是细胞间通讯和细胞群体行为的重要调控机制

之一［5］。因此，除了可以沉积为矿化的骨基质外，

钙离子也常被看作是成骨细胞寿命期内的必要的信

号分子。尽管目前已经积累了一些研究成果，但在

如何将短期、长期两个时间尺度同细胞、组织两个空

间尺度的现象加以关联以及各自的调控机制方面仍

存在很多待研究的课题。例如，在细胞水平的力致

钙响应与传递过程的机理研究方面，我们也还不知

道这样一些问题的答案: 成骨细胞是如何感受力学

刺激并引起钙响应的? 力学刺激引起的胞浆内迅速

增加的钙离子主要来源于何处? 钙响应是如何在细

胞间传递的? 成骨细胞网络内钙响应和传递的定量

规律是什么? 本文将针对上述问题，综述近年来在

成骨细胞力致钙响应和钙传递方面的相关研究结

果，并提出近期该领域内可能的热点研究方向。

1 加载方式和钙响应测量方法

骨内包含 3 类不同尺度的孔隙结构，包括尺度

在 10 ～ 100 μm 左右的血管和神经所占据的哈弗氏

系统、直径约为 10 μm 的骨细胞及其间隙连接所占

据的骨陷窝-骨小管系统以及大小约为 20 ～ 60 nm
的胶原纤维和羟基磷灰石之间的孔隙。需要指出的

是，以上 3 种孔隙结构内都充满了液体。当我们的

身体进行运动时，来自肌肉的收缩力以及重力会使

骨发生变形，传递到骨内的细胞主要有以下一些力

学刺激形式: 骨基质的变形会对附着于其上的细胞

产生拉力或压力; 外力作用下细胞所处孔隙的体积

会发生动态变化，从而造成其中的液体流动，并进而

在细胞表面产生压力或剪切力。
骨系细胞所受的力学刺激可引起细胞内的钙响

应，并且可在相邻的骨系细胞间传递，后者通常称为

细胞间钙波 ［6-8］。人们已经可以利用柔性基底膜实

现对贴壁细胞的基底牵拉力学刺激的模拟［9］，但因

为动态加载时无法稳定聚焦，所以还没有行之有效

的技术在模拟细胞基底变形的同时观察细胞内钙离

子浓度的动态变化。施加单细胞压力有较好的办法

( 见图 1) ，如一些学者［10-11］使用玻璃微管对单个骨

细胞施加压力刺激并研究胞内钙响应。但使用玻璃

微管的一个主要问题是难以准确控制所施加力的大

小和频率，因而难以定量比较不同批次的实验结果。
因此近年来人们采用原子力探针对单个细胞施加压

力以研究力致钙响应［8，12-13］。当改变单细胞压力的

大小时，发现产生钙响应细胞的百分比也发生变化，

在 1 Hz 频率下，可由 30 nN 时的 18% 增加到 90 nN
的约 50%［12］。除了微管和原子力探针可以施加单

细胞压力，人们也利用平板流动腔对铺展于基底上

的所有细胞施加流体剪切力( 见图 1 ) 并观测钙响

应［14］。目前剪切流动的加载形式主要有两种: 平稳

流和振荡流。已经有大量关于两类剪切流动形式作

用下的成骨细胞钙响应的相关研究［15］。

图 1 细胞中力致钙响应和钙传递的力学加载( 微管、原子力

探针、流动腔) 和荧光观测示意图

Fig． 1 Schematic of mechanical stimulations ( micropi-

pette，AFM probe and flow chamber) and fluorescent ob-

servation for studying calcium response and transfer in bone

cells

力学刺激引起的成骨细胞胞浆内的钙响应可以

利用荧光显微镜及 CCD 相机观察和记录。目前通

常使用的荧光染料是 fura-2 /AM、Fluo-3 AM、Fluo-4
AM。使用 Fura-2 /AM 时需要双波长( 340 和 380 nm)

的激发光，并分别利用 KCl 和 EGTA 刺激细胞得到

荧光光强比值的最大值和最小值，进而可以直接得

到胞浆内钙离子浓度的绝对值。这种方法的缺点是

对装置要求较高，且操作较为繁琐，因此当不需要知
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道钙离子的绝对浓度时，可以选用 Fluo-3 AM 或

Fluo-4 AM 来得到胞浆内钙离子浓度的相对变化

量。Fluo-4 AM 是 Fluo-3 AM 的换代产品，其产生的

荧光强度远远高于后者。

2 成骨细胞力致钙响应的机制和钙来源

细胞对外力刺激的直接物理响应包括以下几

种: ( 1) 细胞膜变形; ( 2) 细胞骨架变形; ( 3 ) 细胞质

内物质输运改变。其中后两种变化与钙响应的关系

的研究很少，目前研究较多的是细胞膜变形所致的

钙响应。成骨细胞膜上存在着所谓“牵拉激活离子

通道”( stretch-activated ion channel) 或力学敏感性

钙 离 子 通 道 ( mechanosensitive calcium channel，
MSCC) ( 见图 2 ) 。已经证明了长期、间歇性的机械

应变可增加通道的开放概率［16-17］，因而此类离子通

道可以调控成骨细胞这种力学刺激敏感性细胞的许

多功能。有研究表明［18］，流体剪切力引起的成骨细

胞内钙离子浓度的升高可能部分( 约 30% ) 来自于

经由 MSCC 通道的钙内流，但与 L 型电压敏感性钙

离子通道( L-type voltage-sensitive Ca2 + channel，L-
VSCC) 无关，这说明 MSCC 通道只是感受力学刺激

的一个途径，可能还有其他感受途径，如细胞骨架。
也有研究证明，阻断经由 L-VSCC 通道的钙内流抑

制了流体剪切引起的三磷酸腺苷( ATP) 释放［19］，提

示 L-VSCC 通道可能也是感受力学刺激的直接受

体。需要指出的是，有研究表明成骨细胞上 MSCC
通道的激活部分依赖于 L-VSCC 通道的 α1C 亚基的

表达和功能［17］。
胞浆中钙离子浓度升高的主要来源之一是胞外

钙通 过 膜 上 离 子 通 道 进 入 胞 浆。已 经 有 工 作 证

明［14，20］胞外钙可能是成骨细胞中力致钙响应的触

发源，没有胞外钙的进入，胞内钙池的钙也不能释放

进入胞浆; 更有研究表明胞外钙内流是 ATP 释放的

必要条件［19］，进而可以影响细胞间的钙传递。如果

阻断 MSCC 通道，就不再能观察到 ATP 所导致的

ERK /MAPK 通路的激活［21］。因此，P2Y 的激活需

要经由 MSCC 通道的钙内流，相关分子机制仍有待

加以阐明( 见图 2) 。当阻断 ROS 成骨细胞 L-VSCC
通道时细胞间力致钙传递不再发生，但受力刺激的

细胞内仍可观察到钙离子浓度的升高［22］。新霉素
( neomycin) 可以阻断磷酯酶 C( PLC) 对 PIP2 的水解

生成肌醇三磷酸( inositol trisphosphate，IP3 ) 和甘油二

酯( diacylglycerol，DG) ，研究发现使用新霉素时流体

刺激引起的钙响应完全消失，说明经由离子通道的钙

内流可能并未直接进入胞浆中，而仍需 IP3 的调控释

放进入胞浆［18］，但具体的机制仍有待进一步研究。

图 2 骨内细胞中力致钙响应的信号转导示意图

Fig． 2 Schematic showing signaling pathways of mechanically stimulated calcium response in osteoblasts

483
医用生物力学 第 26 卷 第 4 期 2011 年 8 月

Journal of Medical Biomechanics，Vol． 26 No． 4，Aug． 2011



胞浆内钙离子浓度升高的另一来源是胞内钙

池，在成骨细胞内主要指内质网( endoplasmic reticu-
lum，ER) 。当利用毒胡萝卜素( thapsigargin) 提前耗

尽 ER 中的钙时，细胞间力致钙传递不再发生，说明

胞内钙池调控钙传递［12］。当骨系细胞受到流体剪

切力等力学刺激后，胞内的 ATP 会经由激活的间隙

连接半通道( 主要由连接蛋白 Cx43 组成) 流出到胞

外溶液中［19，23］。胞外的 ATP 会与细胞膜上的 P2
能受 体 结 合［20］，进 而 激 活 G 蛋 白 耦 联 受 体 以 及

PLC，产生 IP3，IP3 与 ER 上的相应受体结合促使钙

离子释放进入胞浆中。当胞浆中钙离子浓度升高到

一定程度后，钙离子将回到胞内钙池中直到下一次

钙释放。因此，即使细胞间存在有功能的间隙连接

以及胞外的 ATP 通路，当胞内钙池排空后，力学刺

激只能引起胞外钙内流所导致的第 1 个钙响应峰，

而不会出现 2 个以上的多峰。
与肌细胞等兴奋性细胞类似，在成骨细胞这种

非兴奋性细胞中也可观察到胞内钙池与膜上钙离子

通道之间的耦合作用。当阻断 MSCC 通道后，成骨

细胞内的钙响应显著减弱［24］; 而当耗尽胞内钙池中

的钙后，可以引起膜上电压依赖型钙离子通道的打

开，从而使胞外钙离子注入胞内［25］。前者通常称为

“钙 致 钙 释 放”( calcium-induced calcium release，

CICR) ，而后者通常称为“容积性钙注入”( capacita-
tive calcium entry，CCE ) 或“钙 池 排 空 致 钙 内 流”
( store-operated calcium entry，SOCE) 。

3 细胞间钙传递路径

钙信号传导在骨系细胞行使其功能( 如增殖与

分化等) 和骨代谢过程中异常重要，因而研究细胞

间钙波的产生和传递的机制对理解不同物理条件下

细胞的生物学功能非常必要。许多学者已经观察到

力学刺激所导致的成骨细胞间的钙传递 ［8，26-27］。
人们通常认为 IP3 通过间隙连接孔隙内扩散至相邻

细胞，并触发可感受 IP3 的钙池，从而导致所谓细胞

间钙传递现象［28］。间隙连接是细胞间的连接通道，

由 2 个相邻细胞膜上的连接蛋白半通道对接形成，

中心的孔道可直接连通相邻细胞的胞质，该孔道允

许小于约 1 kD 的小分子在细胞间快速( 毫秒量级)

传递［29］。目前普遍认为间隙连接是构成骨系细胞

网络的主要物理介质。

但越来越多的证据表明，间隙连接并非是细胞

间钙传递的主要通路。相关研究表明，当利用 18α-
GA 阻断 间 隙 连 接 后，发 现 并 不 能 减 弱 流 体 剪 切

力［14］或单细胞压力［12-13］等力学刺激作用下引起的

成骨细胞 MC3T3-E1 间的钙传递现象，说明力致胞

间钙传递主要是由 ATP 通路而非间隙连接介导的。
主要原因是经由高敏感性 P2Y 受体 / IP3 信号路径

的细胞 间 钙 传 递 可 能 比 间 隙 连 接 路 径 的 速 度 更

快［30］。当对成骨细胞 MC3T3-E1 施加 12 dyne /cm2

的流体剪切力刺激时，可以观察到 ATP 由胞内释放

进入胞外溶液中，并在约 1 min 后达到峰值，力致

ATP 释放需要胞外钙内流，但其分子机制仍有待研

究［19］。当应用无钙的培养基时，无论是单细胞压

缩［12-13］或流体剪切［14］，都不能观察到使用正常培养

基时力学刺激所引起的钙响应，此结果说明力致钙

响应或细胞间钙传递都需要胞外钙的内流以及 ATP
释放。利用 apyrase 水解成骨细胞 MC3T3-E1 胞外

溶液中的 ATP 或利用 18α-GA 阻断间隙连接都不能

完全消除细胞间钙传递，但同时阻断胞外 ATP 和间

隙连接时则没有胞间钙传递发生，说明两种细胞间

钙传递同时存在［12］。但由于 ATP 传递途径发生快

速且敏感，对成骨细胞细胞间钙传递的影响应占主

导地位。这一结论的佐证是表达连接蛋白 Cx43 且

没有 ATP 能受体 P2U 的成骨细胞 ROS 17 /2． 8 间的

细胞间钙传递较慢，而表达另一连接蛋白 Cx45 且表

达 P2U的成骨细胞 UMR106-01 间钙传递较快［26］。

4 成骨细胞内钙响应和传递的特征参数

大量研究表明力学刺激精确控制着钙信号传导

的时间和空间特性［15］。一个有趣的例子是，当应用

稳定流刺激成骨细胞时，可以观察到胞外钙内流导

致的胞内钙释放，但使用振荡流时则观察不到此现

象，说明细胞可以精确感知力学刺激随时间变化的

模式［15］。因此，为了定量研究成骨细胞间距离、铺

展形状等几何参数对其钙响应与传递规律的影响，

人们利用基于分子自组装单层技术的微模式化方

法，建立了具有可控几何分布和功能性间隙连接的

成骨细胞网络［8］。对此种成骨细胞网络施加流体

剪切力后的 9 min 之内，大概有 50% 的细胞能够产

生 3 个以上的钙响应峰［14］( 见图 3( a) ) 。单细胞钙

响应曲线的特点是在施加剪切力后约 40 s 后首先
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出现一个幅值较高( 平均相对比值约为 1． 6) 的峰，

然后出现多个幅值较低的响应峰［14，31］，各响应峰出

现的间隔时间约为 100 s。当胞内钙池中的钙离子

被耗尽后，钙响应峰的数目减少到 1 个左右，说明

ER 负责上述第 2 个以后的低幅值的钙响应峰; 而且

与有胞内的情况相比钙响应峰的幅值改变不明显，

这说明胞外钙内流是上述第 1 个钙响应峰的主要来

源［32］; 另外，无论是模式化的成骨细胞网络［14］还是

自由铺展的成骨细胞单层［32］，都有大概 60% 的细

胞可以发生钙响应。
利用原子力探针对二维成骨细胞网络中的一个

细胞施加单细胞压力［12］，受压细胞迅速发生钙响应

( 10 s 左右) 。另外，发现始于受压细胞的钙响应可

以传递的距离是有限的，通常在相距 200 μm 左右

的细胞上将不再能观察到钙响应，且钙响应峰的幅

值随距离的增加而减弱，由相对比值 4 ( 受压细胞)

迅速减弱到 1． 5 左右( 相邻细胞) 。利用微模式化

方法建立通过间隙连接相联系的一维的成骨细胞

链，并利用原子力探针对一端的细胞施加压力后，观

察到钙响应在链状细胞上的传递规律与二维成骨细

胞网络相似( 见图 3 ( b) ) ，钙传递可以到递到与受

压细胞相隔约 180 μm 的第 3 个细胞处［13］。还发现

未受压的相邻细胞中的钙响应不降低，即维持在较

高的胞内钙离子浓度，相似的现象也发生于平滑肌

细胞中［33］，其中约 35% 的平滑肌细胞在 ATP 刺激

后约 6 min 内一直维持在较高的胞内钙离子浓度，

但这种现象的机制仍未找到清晰的解释。流体剪切

力刺激模式化的 MC3T3-E1 成骨细胞网络，钙传递

的速度约为 0． 9 μm/s［14］。类似地，细胞单层培养

的以链状连接的 ROS 成骨细胞中，微管刺激下钙传

递的速度约为 0． 6 ～ 0． 8 μm/s［6］。由于 ATP 是成骨

细胞间力致钙传递的主要通路，此种传递速度可能

由受力学刺激细胞分泌 ATP、ATP 在胞外溶液中扩

散以及 ATP 与膜上受体结合引起相邻胞内钙响应

的速度决定。

( a) ( b)

图 3 力学刺激后典型的细胞内钙响应( 伪彩) ( a) 成骨细胞网络，60 s 时开始施加流体剪切［14］; ( b) 成骨细胞链，60 s 时对右端细胞施加单细

胞压力［13］( 箭头所指为出现钙响应的细胞，有些细胞可以响应多次)

Fig． 3 Pseudo-color images of typical intracellular calcium responses after mechanical stimulation ( a) Osteoblast network stimulated by

fluid flow at 60 seconds［14］，( b) Linear osteoblast chain in which the cell at right end was stimulated by an AFM probe at 60 seconds［13］

( Arrowheads highlight those cells with calcium response and some cells could respond for multiple times)

5 展望

本文综述了成骨细胞力致钙响应和钙传递的相

关研究进展，但我们注意到仍有许多问题尚未解决。
为解决这些问题，可能应该在未来 5 至 10 年开展如

下的相关研究。
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细胞的力学感受机制仍是目前研究的关键问

题。由于骨系细胞钙响应对力学刺激形式的敏感

性，实验研究中应注意力学加载条件的严格控制。
例如流体剪切力的方向、大小、频率应仔细设计以反

映真实的生理状态。还应综合考虑基底牵拉、静水

压等力学刺激对骨系细胞内钙响应与钙传递的影

响。
不同骨系细胞钙响应与传递的时空特性与其特

定的细胞生物学行为之间的联系具有非常重要的科

学意义，细胞的短时钙响应与骨组织的长期重建行

为之间的关联是未来迫切需要加以阐释的问题。联

系时间与空间不同尺度的一个关键是发展空间分布

形式可控的异种细胞共培养技术。
钙响应和钙传递信号通路的研究中化学试剂的

副作用应予以重视。例如，人们通常使用 18α-GA
阻断细胞间的间隙连接，但目前尚无证据表明这种

试剂不会影响 ATP 的释放及下游通路，反而有研究

表明 18α-GA 亦可阻断 ATP 的释放［34］。解决这个

问题可以设法构建无直接物理连接的成骨细胞模

式。
同时，在未来的研究中还应注意基底的使用。

近年来已经有大量的实验结果说明基底的力学性质

影响细胞的生物学行为，例如干细胞的分化［35］; 不

同种类的基底蛋白也会影响细胞黏附能力，进而影

响细胞内信号通路，如黏附斑的激活和 PGE2 的释

放［36］。因此，需要更多的实验结果来说明基底蛋白

的种类是否会影响细胞的钙响应。
致 谢: 感 谢 国 家 自 然 科 学 基 金 委 面 上 项 目

( 30970707) 、科技部国家高技术研究发展计划( 863
计划) 项目( 2009AA02Z407) 的支持。
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