
前 言

当前认为，骨组织感受机械应力刺激的应答过

程是一个复杂而精密的过程，可分为多个连续的过

程。其中第一个阶段就是机械刺激信号感受阶段：

机械应力可以活化骨细胞表面的跨膜受体如机械敏

感离子通道（Mechanosensitive Channels, MSC）［1］等，

这些受体或者蛋白能够将细胞外的物理信号转化为

生物化学信号并传递至骨细胞内。而piezo非选择性

离子通道是MSC家族中至关重要的一份子，在机械

应力的传导中起到重要作用。

piezo通道蛋白是2010年Coste等［2］将RNA干扰

技术作用于小鼠的Neuro2A细胞系而发现的一种新

型MSC，自发现以来迅速引起各个领域学者的广泛

关注。国内外现有报道显示 piezo1主要表达于非感
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【摘 要】目的：研究加载不同时间流体剪切力（FSS）对MC3T3-E1成骨细胞piezo1机械敏感型离子蛋白表达的影响。 方

法：利用自行设计的平行平板FSS加载装置，对MC3T3-E1成骨细胞施加12 dyn/cm2 FSS 0、15、30、45、60、90 min，采用免

疫荧光染色实验检测piezo1机械敏感型离子蛋白的表达水平。 结果：piezo1明显表达于成骨细胞细胞质及细胞核，细胞

质尤为明显。对体外培养的MC3T3-E1细胞加载12 dyn/cm 2 FSS，随着加载时间的延长，piezo1蛋白表达上调，在45 min

左右达到高峰。 结论：加载不同时间的12 dyn/cm 2 FSS能够上调MC3T3-E1成骨细胞piezo1机械敏感型离子蛋白，加载

45 min最合适。
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Effects of loading time of fluid shear stress on expression of piezo1 mechanosensitive protein in

osteoblasts
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Abstract: Objective To discuss the variations of the expression of piezo1 mechanosensitive ion protein in MC3T3-E1 osteoblasts

with the increasing loading time of fluid shear stress (FSS). Methods With the use of a self-designed parallel plate flow system,

FSS (12 dyn/cm2) was acted on MC3T3- E1 osteoblasts for 0, 15, 30, 45, 60, 90 min. The expression level of piezo1

mechanosensitive ion protein was detected by immunofluorescence. Results Piezo1 was obviously expressed in the cytoplasm

and nucleus of osteoblasts, especially in the cytoplasm. FSS of 12 dyn/cm 2 was acted on MC3T3-E1 cells cultured in vitro. With

the increase of loading time, the expression of piezo1 protein was upregulated. At 45 minutes after loading, the expression of

piezo1 protein reached the maximum. Conclusion Loading 12 dyn/cm2 FSS can upgrade the expression of piezo1

mechanosensitive ion protein in MC3T3-E1 osteoblasts, and the optimal loading time of FSS is 45 minutes.
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觉组织和非神经元细胞，如膀胱、肾、肺、内皮细胞，

红细胞、牙周韧带细胞和软骨细胞，而 piezo2主要在

感 觉 组 织 中 表 达 ，如 背 根 神 经 节（Dorsal Root

Ganglion, DRG）神经元和Merkel细胞等［3］。piezo离

子通道在各种生理过程中发挥作用，例如在调节红

细胞体积以及在触觉传递中起很大作用［4］。此外，很

多研究发现 piezo1缺陷型小鼠在血管重构缺陷的血

液灌注和胚胎致死率方面表现明显，这表明piezo1在

血管构造和胚胎发育的控制中起关键作用［5］。然而

piezo 非选择性离子通道在骨与关节领域的研究少之

又少，piezo 蛋白在骨组织及成骨细胞内是如何表

达？怎样起到传递机械应力作用的呢？其与下游信

号通路间到底又是何种关系？

与此同时机械应力刺激可引起骨组织微管内液

体的流动，形成流体剪切应力（Fluid Shear Stress,

FSS），FSS是一种存在广泛、研究较为充分的机械应

力，只有处于生理范围内适宜的机械应力刺激才能

有效地促进成骨，有利于骨组织的生长和重构［6］。笔

者研究加载不同时间FSS对成骨细胞 piezo1蛋白表

达的影响，对于了解骨组织重建的机制是非常重要

的，可能为临床治疗骨质疏松和骨折等疾病提供新

的方向和思路。本实验通过对MC3T3-E1细胞加载

不同时间 12 dyn/cm2的FSS，观察 piezo1蛋白的表达

水平，有助于了解FSS作用下骨组织重建的机制。

1 材料和方法

1.1 材料

实验细胞为 MC3T3-E1细胞（中国医学科学院）。

试剂有胎牛血清（PAN-Biotech，德国）；α-MEM培养基

（Hyclone公司, 美国）；磷酸盐缓冲液PBS（中杉金桥，中

国）；胰蛋白酶（Sigma公司，美国）；青霉素-链霉素双抗

（武汉博士德生物工程公司, 中国）；piezo1一抗（novus

公司，美国）；多聚甲醛（碧云天生物技术有限公司, 中

国）；TritionX-100；山羊血清（碧云天生物技术有限公司，

中国）；488山羊抗兔荧光二抗（PTG公司，美国）；DAPI

（索莱宝公司，中国）;甘油（碧云天生物技术有限公司,

中国）。实验仪器有细胞培养箱（上海力申科学仪器有

限公司，中国）；倒置相差显微镜（Olympus，日本）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

小鼠成骨MC3T3-E1细胞株购于中国医学科学

院细胞库，将细胞接种到无菌培养瓶中，α-MEM培养

基中添加10%胎牛血清和100 U/mL青链霉素制成完

全培养基，在温度37 ℃、CO2饱和度5%的培养箱中孵

育细胞，每隔 2~3 d 换液 1 次，待细胞融合至 80%~

90%时，用0.25%胰酶消化，接种至25 cm2培养瓶中继

续传代培养。

1.2.2 加载FSS 在倒置相差显微镜下观察培养瓶中的

成骨细胞生长情况，选择生长达80%~90%以上融合的

成骨细胞，将细胞培养瓶中的成骨细胞用胰酶作用后，

加入完全培养基轻轻吹打成细胞悬液。将吹打好的细

胞悬液（浓度约为4×103个/mL）接种于20 mm×50 mm无

菌盖玻片（置于培养皿中）上，静置约1 h待细胞完全贴

壁后在盖玻片周围加入完全培养基使其没过盖玻片，

继续培养1~2 d。待细胞融合至80%~90%后，先使用未

加胎牛血清的α-MEM 培养基静置约4 h后，放置盖玻

片到密闭加力小室中，组装层流流体小室，并将其连接

到储液柱和蠕动泵上。向储液柱中加入200~250 mL预

热（37 ℃）的α-MEM基础培养基，以蠕动泵为动力，加

载大小为12 dyn/cm 2的FSS，分别加载FSS作用0、15、

30、45、60、90 min。

1.2.3 免疫荧光染色 将细胞分为未加力组和加载

FSS组。收集不同组载有细胞的盖玻片，用PBS洗涤

3 遍，多聚甲醛固定 30 min，PBS 洗涤 3 遍，TritionX-

100通透 20 min，PBS洗涤 3遍，滴加山羊封闭血清，

37 ℃下封闭 30 min，然后吸净封闭液，勿洗，加入一

抗 piezo1(1∶100)，玻片置于湿盒中，于 4 ℃冰箱中孵

育过夜。PBS洗涤3遍，每次5 min，避光下加山羊抗

兔荧光二抗(1∶300)，37 ℃温箱中避光孵育 90 min，

PBS洗涤3 遍，每次5 min，避光下附加DAPI染核，室

温孵育 20 min，PBS洗涤 3遍，甘油封片。荧光显微

镜下观察piezo1蛋白的定位表达情况。

2 结 果

如图1所示，可发现piezo1明显表达于成骨细胞

细胞质及细胞核，细胞质尤为明显。且其表达变化

呈现时间依赖性。piezo1表达量从 15 min开始逐渐

增加，在45 min达到高峰，60 min开始下降，但仍然高

于空白对照组，随后不再增加，到90 min时细胞形态

已发生明显变化，不适合继续加力。这说明在

MC3T3-E1成骨细胞中，随着 FSS加载时间的延长，

FSS 可以上调 piezo1 的表达，加载 45 min 作用最

明显。

3 讨 论

成骨细胞是重要的感受和效应细胞,有研究表

明，机械应力可以刺激成骨细胞，介导成骨细胞的增

殖与分化，因此成骨细胞缺乏机械应力刺激时，其细

胞功能及生物学特性将受到影响，进而导致机体产

生相应的病理症状，如长期卧床的患者可导致骨质
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疏松的发生［7-8］，只有处于生理范围内适宜的机械应

力刺激才能有效地产生成骨作用，介导骨组织的重

建［9］。

目前的研究发现，骨骼细胞感受到的机械应力，主

要包括压应力、牵张力和FSS等多种机械应力模式。

Basso 等［10］研究了体内各种机械应力刺激模式，最终发

现FSS是得到理论支持最多的一种，是调控成骨细胞代

谢的主要应力模式。本课题组前期实验表明［11-13］，FSS

可以促进成骨细胞的增殖分化以及抑制成骨细胞的凋

亡，然而具体机制仍需要进一步研究。Lee等［14］结果揭

示了piezo1和piezo2在软骨细胞的力学环境中是高表

达的，同时使用piezo通道抑制剂GsMTx4作用后可降

低软骨细胞的凋亡率。Rocio等［15］使用高速压力钳方

法发现piezo1能够介导牵张力激发的软骨细胞内电流，

Piezo1 Nucleus Merge

0 min

15 min

30 min

45 min

60 min

90 min

图1 FSS对成骨细胞内的piezo1蛋白表达的影响（×200）
Fig.1 Effect of fluid shear stress (FSS) on the expression of piezo1 protein in osteoblasts (×200)
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进一步证实了piezo1在软骨细胞的机械应力信号转导

中的作用。正如前文所说，piezo通道蛋白在多种细胞

和组织上均有其表达，然而成骨细胞作为骨组织中能

够感受机械应力刺激的主要细胞之一，piezo通道蛋白

在成骨细胞中的表达以及功能的研究非常少，目前尚

不清楚piezo通道蛋白在成骨细胞力学信号转导中所起

的作用。

在本研究中，根据笔者前期的研究，对MC3T3-E1

成骨细胞施加 12 dyn/cm2的 FSS 是对成骨细胞最适

宜的刺激［16］。加载12 dyn/cm 2的FSS分别作用0、15、

30、45、60、90 min，piezo1 蛋白的变化随着加载时间

而变化。piezo1从15 min开始逐渐增加，在45 min达

到高峰，60 min 开始下降，表现出明显的时间依赖

性。这说明，piezo 通道蛋白表达于成骨细胞中，此

外，FSS可以促进 piezo1蛋白的表达，且 45 min最为

合适，不宜过久，但piezo通道蛋白在成骨细胞力学信

号转导中是如何发挥作用的呢？

我们前期研究发现，FSS可以促进成骨细胞力学

敏感分子COX-2和PGE-2的表达［12］，那么piezo离子

通道蛋白是否在 FSS 调控成骨细胞力学敏感分子

COX- 2 的表达中发挥作用呢？目前尚未得知。

MAPK 信号通路在成骨细胞的增殖、分化以及凋亡

中都发挥着重要作用［17］。MAPK家族主要包括 4个

成员：ERK1/2、p38、JNK以及ERK5［18］。其中，ERK1/

2和ERK5是在成骨细胞中研究较多的成员，尤其是

在力学转导机制中发挥重要作用。本课题组的研究

结果表明［11-13, 19］，FSS可以刺激成骨细胞中ERK5的活

化，活化后的ERK5进一步在成骨细胞的增殖、分化、

凋亡中发挥调节作用。但是其在成骨细胞的上游信

号通路的研究仍然不十分清楚。那么根据我们前期

的实验结果，我们猜想：piezo离子通道是否可以促进

下游ERK1/2和ERK5信号分子的磷酸化，磷酸化后

ERK1/2和ERK5进入成骨细胞胞核，核内的ERK1/2

和ERK5再促进相关转录因子如AP-1、CREB等磷酸

化，进一步调节成骨细胞力学敏感基因转录，最终促

进成骨细胞的力学信号转导，从而产生一系列细胞

生理效应呢？因此，研究 piezo离子通道在骨质疏松

发病机制以及骨折治疗中的作用非常重要，尤其是

随着人们对各种piezo离子通道抑制剂GsTMx4和激

活剂Yoda1的了解，它有可能成为研发抗骨质疏松药

物的新靶点。
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