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流体剪切力作用下无间隙连接
成骨细胞阵列内的钙响应
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摘要: 目的 研究间隙连接和 ATP在力致胞间钙传递过程中各自的作用。方法 首先应用微模式化方法建立无
间隙连接的成骨细胞阵列，再利用流动腔对细胞施加流体剪切力，观察并分析细胞的钙响应特征参数。结果 细
胞间无物理连接时，仍会出现多个钙响应峰，但第 1 峰的响应时间与有间隙连接时相比明显加长。除去胞外或胞
内钙时，只有约 40%的细胞发生钙响应，且单峰与多峰约各占一半。阻断胞外 ATP 通路后，只有约 20%的细胞有
钙响应，且大多为单峰。结论 细胞间的间隙连接不存在时，ATP是介导细胞间钙传递的主要途径，说明间隙连接
不是细胞间力致钙响应的必需途径。
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Calcium response in osteoblastic pattern without gap junction
under flow shear stress
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Abstract: Objective To investigate the specific roles of gap junction and ATP in mechanical stimulation induced-
calcium transfer in osteoblasts． Methods The isolated osteoblastic pattern without gap junctions was established
by using the micropatterning method． Then fluid shear stress was applied on cells using the flow chamber to ob-
serve and analyze the characteristic parameters of calcium response． Results Multiple calcium response still
occurred in osteoblastic pattern without gap junction，but the response time to the first responsive peak was much
longer than that with gap junction． When the intracellular and extracellular calcium ions were removed，only 40%
cells responded to the mechanical stimulation，with single peak and multiple peaks accounting for 50%，respec-
tively． If ATP pathway was blocked，only 20% cells responded，most of which showed single peak． Conclusions
ATP was the major pathway mediating intercellular calcium transfer，while the gap junction was not the neces-

sary one．
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成骨细胞位于骨小梁的表面，可在狭小的空间

内形成间隙连接，构成成骨细胞网络［1］。骨小梁所
组成的网状结构的孔隙内充满了液体，当人们活动

身体时，来自肌肉的收缩力以及重力会使骨发生变

形，从而造成其中的液体流动，进而在细胞表面引起

剪切应变［2-3］。流体剪切力会在成骨细胞上引起包
括钙响应在内的诸多生物学响应，最终调控细胞的

增殖、凋亡和分化［4］。
力致钙响应是指施加力学刺激后胞浆内钙离子

浓度升高，进入胞浆的钙离子主要来源于细胞内质

网( ER) 和胞外溶液［5-6］。胞浆中钙离子浓度约为
50 nmol /L［7］，远低于 ER( 100 ～ 700 μmol /L) ［8］和胞
外溶液( α-MEM培养基中约为 2 mmol /L) 中的钙离
子浓度。三磷酸肌醇( IP3 ) 与 ER 膜上受体结合会
促使 ER中的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。胞外钙可通过膜上离子通
道进入胞浆，成骨细胞膜上钙离子通道主要是力学

敏感性钙离子通道( MSCC) 和 L 型电压敏感性钙离
子通道( L-VSCC) 。
力致细胞间钙传递的途径主要是间隙连接和三

磷酸腺苷( ATP) 。间隙连接是细胞间的连接通道，
由两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

许分子量小于约 1 kD的小分子在细胞间快速( 毫秒
量级) 传递［9］。当一个骨细胞受力刺激时，间隙连
接半通道激活后会引起 ATP 由胞浆进入胞外溶
液［10-11］; 进而胞外 ATP 会通过扩散到达周围细胞，
并与细胞膜上的 P2 能受体结合，激活胞内的 IP3 通

路，IP3 与 ER膜上受体结合，引起胞内 ER中钙离子
的释放［12］。
本课题组在此前的研究中利用自组装分子单层

技术( SAMs) 成功建立了具有功能化间隙连接的成
骨细胞系 MC3T3-E1 的网络，并利用流动腔技术对
其施加流体剪切刺激［13］以及利用原子力显微镜

( AFM) 的探针对单细胞施加压力刺激［14-15］。该研
究结果表明，间隙连接和 ATP扩散都是流体剪切刺
激导致的钙信号传导的途径，但 ATP 的扩散对力致
钙信号在成骨细胞间的传递更为关键。应用试剂
18α-GA( 18α-glycyrrhetinic acid) 来阻断间隙连接所
主导的成骨细胞间钙信号的传导，这种 GA 的衍生

物可与细胞膜蛋白结合来发挥其阻断作用［16］。但
受力刺激细胞内的 ATP 可经由细胞膜上的半通道
( 还可与相邻细胞膜上的半通道组成间隙连接) 释

放进入胞外溶液，而有研究表明 18α-GA 亦可阻断
ATP的释放［17］; 因此，使用 18α-GA 阻断间隙连接
时有可能也同时阻断了 ATP的释放，实际上耦合了
ATP传导途径。为了更清晰地证明间隙连接在成骨
细胞间钙传递过程的作用，本文构建了无直接物理

连接的成骨细胞阵列。如果此时细胞间力致钙信号
传递的时空特性与有功能化间隙连接的细胞网络一

致，则证明间隙连接是非必需的; 进一步在无直接连

接的成骨细胞阵列内阻断 ATP，如果仍不能观察到
钙传递，则可证明 ATP为成骨细胞间力致钙信号传
递的唯一途径。

1 材料与方法

1． 1 成骨细胞阵列
首先将十八硫醇分子和 HS-C11-EG3 硫醇分子

利用微模式化方法以及自组装分子单层技术在镀金

玻片表面构建可黏附和不可黏附蛋白的区域。具体
方法可参见本课题组此前的论文［13］。可黏附蛋白
的区域为具有 4 个矩形枝条的圆岛，枝条宽度为
2 μm，长度为 15 μm，圆岛直径为 15． 7 μm，圆心之
间距离为 95． 7 μm ( 见图 1 ( a ) ) 。将成骨样细胞
MC3T3-E1 接种于此模式化表面，细胞会在有枝条
的圆岛上铺展生长( 见图 1 ( b) ) 。由于非黏附性硫
醇分子的限制，细胞间将不能形成物理连接，即间隙

连接。细胞培养液为含 10% FBS 和 1% P /S 的
α-MEM，接种后培养 24 h 再进行下一步的钙染色
实验。
1． 2 胞内钙的染色及力致钙响应测量
利用绿色荧光染料 Fluo-4 AM标记胞浆中的钙

离子，具体方法是将已经接种成骨细胞的玻片与

5 μmol /L Fluo-4 AM常温下孵育 2 h，然后用培养液
清洗 3 遍。将玻片置于一个自制流动腔内，设置蠕
动泵以使平板流动腔内的细胞表面产生 2 Pa 的稳
定流体剪切力。利用倒置显微镜( OLYMPUS IX71)
和 CCD 相机进行实时录像，记录细胞内钙信号的动
态变化过程。整个操作过程中动作尽量轻柔以避免
细胞内发生钙响应，并且录像前将流动腔在显微镜

下静置20 min以使胞内钙离子水平达到稳定平衡
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图 1 细胞阵列的设计与钙响应 ( a) 可黏附细胞区域的几何尺寸，( b) 流体剪切力作用下成骨细胞阵列内钙响应的荧光图( 伪彩) ，箭头所

示为正在发生钙响应的细胞

Fig． 1 Design of a pattern in osteoblasts and calcium response ( a) Geometric parameters of the islands capable of adhering cells，

( b) Fluorescent images in pseudo-color of calcium response in osteoblastic pattern without physical connections under flow shear stress，

in which the arrowheads highlight the responding cells

状态。录像 1 min后施加剪切力 9 min，每 3 s拍摄 1
张图片。然后将每一时刻某个细胞的荧光强度除以
未加剪切时荧光强度的平均值，从而得到胞浆内钙

离子浓度的相对比值，绘出钙响应曲线后对相应参

数进行后续的统计分析。
1． 3 实验组
为了确定细胞间力致钙响应和传递的钙源及传

递途径，利用不同化学试剂设计如下实验组来加以

研究: ( 1) 对照组不加入任何化学试剂( Untreated) ;
( 2) 应用无钙细胞培养液( Invitrogen 公司) 除去胞
外溶液中的钙( Ca-free) ; ( 3) 利用 1 μmol /L thapsi-
gargin( TG，Sigma-Aldrich 公司) 耗尽胞内钙源———
内质网( ER ) 内的钙离子( TG ) ; ( 4 ) 100 μmol /L
suramin( Sigma-Aldrich 公司) 被用来阻断胞外溶液
中的 ATP 分子与细胞表面 P2 能受体的结合，从而
抑制 ATP 对细胞钙响应的影响。在细胞与 Fluo-4
孵育时加入以上试剂共同作用 2 h，清洗玻片和进行
流体刺激时也分别包含上述试剂。
1． 4 实验数据的统计分析
所有数据采用平均值 ±标准误差来表示。采用

单因素方差分析( ANOVA) 检验不同实验组间平均
值的差异，以 P ＜ 0． 05 为有统计学差异。

2 结果

由连续拍摄的荧光照片的荧光强度的变化可以

测量得到胞浆中钙离子浓度的变化。对于未加化学
试剂的实验组( 见图 1 ( b) ) ，接种于无物理连接小
岛上的成骨细胞受到流体剪切力刺激后，多数细胞

胞浆中的钙离子浓度升高，到达一个峰值后衰减。
如升高或衰减的幅值大于未加剪切力时钙离子浓度

平均变化幅值的 5 倍，则认为形成一个钙响应峰。
有些细胞可以响应多次( 见图 1 ( b) 中箭头所示细
胞) ，表现在钙响应曲线上是形成多个钙响应峰( 见

图 2( a) ) 。由典型钙响应曲线还可看到，加入无钙
培养基、TG( 除去胞内钙) 和 Suramin( 阻断 ATP) 后，
发生钙响应的细胞明显减少，但也有细胞可发生单

峰或多峰钙响应( 图 2( b) ～ ( d) ) 。
发生钙响应细胞的百分比和分布分别如图 3

( a) 和( b) 所示。可以看到不加任何阻断剂时，约有
80%的细胞会发生钙响应，且有 60%会出现多个钙
响应峰。除去胞外或胞内钙时，只有约 40%的细胞
发生钙响应，其中单峰与多峰各占一半左右。阻断
胞外 ATP 通路后，只有约 20%的细胞有钙响应，且
基本为单峰响应。如果将未发生钙响应细胞的响应
峰数目计为0，则所有细胞的平均钙响应峰数目反
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图 2 不同实验组的典型钙响应曲线 ( a) 对照组，( b) 无钙培养液组，( c) Thapsigargin组，( d) Suramin组
Fig． 2 The typical calcium response curves of different groups ( a ) Untreated control group，( b ) Calcium-free medium group，

( c) Thapsigargin group，( d) Suramin group

图 3 细胞的力致钙振荡特性 ( a) 不同实验组发生钙响应细胞的百分比，( b) 响应峰数目的分布，( c) 平均响应峰数目，( d) 多峰情况
( ≥2) 下峰间平均时间间隔
Fig． 3 The property of mechanically induced-calcium oscillation in osteoblasts ( a) The percentage of responding cells，( b) The distri-

bution of responsive peaks，( c) The average number of responsive peaks，( d) The time intervals between multiple peaks ( ≥2) for differ-

ent groups
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映了力致钙振荡特性( 见图 3 ( c) ) 。未加化学试剂
时细胞的平均钙振荡次数大于 2 次，耗尽胞内钙池
后约为 1 次，而除去胞外钙或阻断 ATP 时低于 1
次。对于出现 2 次以上钙响应峰的峰间时间进行统
计分析发现各组间无显著差异，时间范围在 120 ～
160 s左右( 见图 3( d) ) 。
不加化学试剂时，本文中无间隙连接情况下第

1 个钙响应峰的响应时间约为 100 s，除去胞外和胞
内钙后第 1 峰响应时间分别为 136 s 和 181 s，但阻
断 ATP后响应时间为 241 s，与未加试剂组相比具
有显著差异( 见图 4 ( a) ) 。各实验组的第 1 峰的衰
减时间无显著差异，变化范围 29 ～ 86 s ( 见图 4
( b) ) 。第 1 峰的幅值各组间也无显著差异，都低于
1． 5( 见图 4( c) ) 。

图 4 细胞钙响应对力学刺激的敏感性 ( a) 不同实验组的第 1 个钙响应峰的响应时间，( b) 衰减到 50%的时间，( c) 峰值
Fig． 4 Sensitivity of osteoblasts to mechanical stimulation ( a) Time to the first peak，( b) Time to 50% relaxation point of the first peak，

( c) Magnitude of the first peak for different groups

3 讨论

本文利用自组装分子单层方法构建了无间隙连

接的成骨细胞阵列。细胞接种于带有矩形长枝条的
圆岛上，枝条之间的边-边距离为 50 μm，岛间的非
蛋白黏附分子区域可保证细胞间不会形成直接的物

理接触。选用带有枝条形状的小岛是为了保证黏附
于其上的细胞维持其正常细胞表型。本研究组另外
一项工作已经证明随机培养的细胞凋亡率仅为

8%，接种于面积为 314 μm2 的圆形小岛上的细胞在

接种 24 h后会有一半进入凋亡，而接种于同样面积
的带有枝条的小岛上的细胞只有 20%的细胞会进
入凋亡。有意思的是，本文中不加任何化学试剂时
有 80%的细胞会发生力致钙响应，可能说明未进入
凋亡的细胞都可以对力学刺激产生响应。
本文结果显示成骨细胞间无间隙连接时钙响应

仍有明显的多峰现象，加入 Suramin 阻断胞外溶液
中 ATP 与膜上受体的结合后只有 20%的细胞发生
钙响应且多为单峰，说明钙响应多峰的主要机制是

由 ATP在胞外溶液中扩散并进而引起胞内钙释放，
而间隙连接对细胞间钙传递是非必需的。这与本课
题组此前的一系列工作的结果是一致的［13-15］。

Hung等的结果表明，当使用新霉素( neomycin) 抑制
IP3 的生成时

［6］，流体剪切力在成骨细胞内的钙响

应被完全抑制。因为 IP3 是 ATP引起胞内钙释放的
信号途径上的必需分子，进一步证明本文结果中

Suramin确实阻断了 ATP介导的钙响应。而约 20%
的细胞出现单峰可能是剪切力引起细胞膜变形，进

而激活膜上 MSCC通道导致一部分胞外钙直接流入
胞浆，最终产生钙响应( 见图 5) 。

图 5 流体剪切力引起成骨细胞胞内钙响应的信号传导示意图
Fig． 5 Schematic diagram of signaling transduction of calcium

response in an osteoblast under fluid shear stress
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本课题组［13］研究结果显示，有间隙连接细胞的

第 1 峰响应时间约为 40 s，第 2 峰距第 1 峰的时间
约为 110 s。而本文显示无间隙连接时，第 1 峰的响
应时间长达 100 s，说明间隙连接存在时钙响应速度
要快得多。这种响应速度的差异的可能原因之一是
有间隙连接时胞浆中钙离子会经由间隙连接传递到

周围细胞。但是由于未加剪切时胞浆中的钙离子浓
度很低，所以更可能的原因是有间隙连接时细胞铺

展较好，导致膜上钙离子通道在力学刺激下更易激

活，从而引起快速的胞外钙内流。而无物理连接时，
未充分铺展的细胞形态可能影响膜表面钙离子通

道，导致胞外钙不易流入，进而造成钙响应变慢，响

应时间增长。使用无钙培养基时，由于胞内钙和
ATP 仍存在，故仍会发生单峰或多峰的钙响应。但
一些工作已经证明［12-13］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; 文献［10］中研究表明，
胞外钙内流是 ATP释放的必要条件，进而可以影响
细胞间的钙传递。因此，这可能是使用无钙培养基
时约 60%细胞不发生响应的原因。当利用 TG提前
耗尽 ER 中的钙时，本文结果显示无间隙连接的细
胞仍有约 40%发生响应，其中单峰和多峰各占一
半。如前所述，Suramin组中一部分胞外钙可直接进
入胞浆，进而导致仍有 20%的细胞有单峰响应，故
可能说明 TG组中一部分钙响应峰( 特别是单峰) 可
能来自直接流入胞浆的胞外钙，具体途径可能是剪

切力激活膜上 MSCC通道和 ATP与 P2X7 作用分别
引起的直接钙内流［18］; 而另外一部分钙响应峰( 特

别是多峰) 可能是胞外钙流入 ER，补充 ER 中的钙
离子，后者在 ATP 的作用下再释放进入胞浆，从而
产生多个响应峰( 见图 5) 。
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