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模拟微重力效应对骨细胞 ＳＯＣ 通道功能的影响
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摘要：目的　 探究模拟微重力效应下骨细胞钙池操纵 Ｃａ２＋通道（ｓｔｏｒｅ⁃ｏｐｅｒａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌｓ，ＳＯＣ）的活性变化以

及其可能机制，阐明失重性骨丢失的发生机制。 方法　 以小鼠骨细胞（ＭＬＯ⁃Ｙ４）为对象，分为回转模拟微重力效应

组（ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｍｉｃｒｏｇｒａｖｉｔｙ， ＳＭ）和正常重力组（ｃｏｎｔｒｏｌ， ＣＯＮ）。 分别旋转培养 ２４、４８ ｈ 后，激光共聚焦显微镜检测毒

胡萝卜素引发细胞内质网钙库耗竭后胞内 Ｃａ２＋浓度水平，以反映 ＳＯＣ 通道的活性；免疫荧光染色法观察膜骨架

ｓｐｅｃｔｒｉｎ 和内质网膜蛋白 ＩＰ３Ｒ 的分布情况，研究 ＳＯＣ 通道功能变化的可能机制。 结果　 在内质网钙库释放 Ｃａ２＋时

期，２４、４８ ｈ ＳＭ 组的胞内 Ｃａ２＋浓度水平与 ＣＯＮ 组相比均无显著差异，而在胞外 Ｃａ２＋经 ＳＯＣ 通道内流时期，２４ ｈ ＳＭ
组只在前 ４ ｍｉｎ 比 ＣＯＮ 组有显著性下降，４８ ｈ ＳＭ 组在整个时期均比 ＣＯＮ 组有显著性下降。 与 ＣＯＮ 组相比，ＳＭ
组膜骨架 ｓｐｅｃｔｒｉｎ 向细胞边缘聚集，而 ＥＲ 膜蛋白 ＩＰ３Ｒ 则向 ＥＲ 核被膜区域聚集，且 ４８ ｈ 组更为显著。 结论　 模拟

微重力效应可抑制骨细胞 ＳＯＣ 通道活性。 骨细胞膜骨架 ｓｐｅｃｔｒｉｎ 以及内质网膜上蛋白 ＩＰ３Ｒ 位置分布变化，可能影

响 ＳＯＣ 通道激活过程中蛋白间的构象耦合，进而降低骨细胞 ＳＯＣ 通道的活性。
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　 　 航天员在长期失重环境下会产生严重的骨质

丢失，这是人类在太空飞行中遇到的最主要生理性

障碍之一，其发生机制尚不清楚［１⁃３］。 骨组织中的

骨细胞可以感知外界的机械力刺激，进而调节骨组

织中成骨细胞和破骨细胞的功能和活动，在骨重建

过程中起到重要作用［４⁃１１］。 本课题组前期研究发

现，模拟微重力效应下骨细胞的力学敏感性降

低［１２］，其机制还有待进一步探究。
细胞内钙离子（Ｃａ２＋ ）浓度升高是骨细胞对机

械力刺激的最初响应之一。 胞内 Ｃａ２＋ 最初来源途

径之一是 ＩＰ ３ 与细胞内质网（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ，
ＥＲ）膜上 ＩＰ ３ 受体（ ＩＰ ３Ｒ）结合引发的胞内钙库释

放，而 ＥＲ 钙库的耗竭会再激活细胞膜上的钙池操

纵 Ｃａ２＋ 通道（ ｓｔｏｒｅ⁃ｏｐｅｒａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ，ＳＯＣ），
胞外 Ｃａ２＋ 经由 ＳＯＣ 内流，使胞内 Ｃａ２＋ 浓度持续升

高［１３］。
“构象耦合”模型是目前被广泛认可的一种由

ＥＲ 钙库耗竭引发的 ＳＯＣ 通道活化模型［１４］。 即 ＥＲ
钙库耗竭后，细胞骨架牵引 ＥＲ 膜向细胞膜移动，使
ＥＲ 膜上的 ＩＰ ３Ｒ 与 ＳＯＣ 通道耦合，进而激活 ＳＯＣ 通

道，引发胞外 Ｃａ２＋ 内流［１５⁃１６］。 由此可知，细胞骨架

是 ＳＯＣ 通道活化的“构象耦合”模型中的重要一环。
研究表明，破坏膜骨架血影蛋白（ｓｐｅｃｔｒｉｎ）可以降低

ＳＯＣ 通道活性，提示膜骨架 ｓｐｅｃｔｒｉｎ 在调控 ＳＯＣ 通

道中的重要作用［１７］。
本文使用毒胡萝卜素（ ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎ，ＴＧ）引发细

胞 ＥＲ 钙库耗竭，通过检测不同阶段胞内 Ｃａ２＋浓度

水平，研究模拟微重力效应对骨细胞 ＳＯＣ 通道功能

的影响。 同时观察 ｓｐｅｃｔｒｉｎ 和 ＩＰ ３Ｒ 在细胞中的分

布情况，探究模拟微重力效应对骨细胞中 ＳＯＣ 通道

功能影响的可能机制，以期阐明微重力导致骨细胞

力学响应变化的原因。

１　 方法

１ １　 材料和试剂

小鼠骨细胞系（ＭＬＯ⁃Ｙ４），由美国密苏里州大

学 Ｌｙｎｄａ Ｆ． Ｂｏｎｅｗａｌｄ 教授提供； α⁃ＭＥＭ 培养基

（Ｇｉｂｃｏ 公司，美国）；Ｃａ２＋染色剂 Ｆｌｕｏ－３ ＡＭ（碧云天

公司，中国）；Ｓｐｅｃｔｒｉｎ βⅡ小鼠单克隆抗体（ Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ 公司，美国）；ＩＰ ３Ｒ 兔多克隆抗体（博奥森公

司，中国）；羊抗鼠 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８、羊抗兔 Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ ４８８、ＥＲ⁃Ｔｒａｃｋｅｒ Ｒｅｄ（碧云天公司，中国）。
１ ２　 细胞培养

细胞以（１ ～ ３） × １０４ ／ ｃｍ２ 密度接种在培养皿

（Ｎｅｓｔ 公司，中国）上，３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养 ２４ ｈ。 之后

分为旋转模拟微重力效应组（ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｍｉｃｒｏｇｒａｖｉｔｙ，
ＳＭ）和对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ， ＣＯＮ）：ＳＭ 组 １５ ｒ ／ ｍｉｎ 旋转

培养 ２４、４８ ｈ；ＣＯＮ 组静置培养。
１ ３　 Ｆｌｕｏ⁃３ ＡＭ 染色检测胞内 Ｃａ２＋浓度水平

分别于实验 ２４、４８ ｈ，ＨＢＳＳ 缓冲液（无 Ｃａ２＋）清
洗细胞 ３ 次，加入 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｆｌｕｏ⁃３ ＡＭ， ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 激光共聚焦显微镜 （ ＴＣＳ
ＳＰＥ，Ｌｅｉｃａ 公司，德国）观察并记录［Ｃａ２＋］ ｉ 荧光强

度：第 １ 阶段（０ ～ ２ ｍｉｎ），不添加任何试剂；第 ２ 阶

段（２～１４ ｍｉｎ），向外液中添加 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＧ；第 ３ 阶

段（１４～２６ ｍｉｎ），向外液中添加 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＣｌ２。
１ ４　 免疫荧光染色检测膜骨架 ｓｐｅｃｔｒｉｎ 和 ＩＰ３Ｒ 在

细胞中的分布变化

１ ４ １　 膜骨架 ｓｐｅｃｔｒｉｎ 染色　 ４％ 多聚甲醛溶液固

定细胞 １５ ｍｉｎ，０ １％ Ｔｒｉｔｏｎ⁃Ｘ 破膜 ５ ｍｉｎ，４％ ＢＳＡ
室温封闭 ３０ ｍｉｎ。 之后加入 Ｓｐｅｃｔｒｉｎ βⅡ抗体（１ ∶
１５０），４ ℃孵育过夜；加入二抗（１ ∶４００），室温孵育
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２ ｈ；加入 ＤＡＰＩ，室温孵育 ５ ｍｉｎ，激光共聚焦显微镜

观察。
１ ４ ２　 ＩＰ ３Ｒ 染色 　 加入 １ ∶ ２ ０００ ＥＲ⁃Ｔｒａｃｋｅｒ Ｒｅｄ
工作液，３７ ℃、５％ ＣＯ２ 避光孵育 ３０ ｍｉｎ；按 １ ４ １ 节

中的步骤进行免疫荧光染色， ＩＰ ３Ｒ 抗体浓度为

１ ∶１５０，二抗浓度为 １ ∶ ４００。 激光共聚焦显微镜

观察。
１ ５　 数据分析

所有数据以均数±标准差表示。 使用 ＳＰＳＳ 软

件对数据进行成组 ｔ 检验，Ｐ＜０ ０５ 表示差异有统计

学意义；使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｍ ５ 软件对数据进行曲线

下面积（ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）处理，并进行成

组 ｔ 检验，Ｐ＜０ ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结果

２ １　 骨细胞 ＭＬＯ⁃Ｙ４ 形态

使用倒置显微镜拍摄的骨细胞ＭＬＯ⁃Ｙ４ 在正常

重力和模拟微重力效应下培养 ２４、４８ ｈ 后的细胞形

态如图 １ 所示。 在正常重力下，ＣＯＮ 组细胞铺展较

好，形态比较肥大，呈现为梭型或四边形。 模拟微

重力效应下，ＳＭ 组生长的细胞与 ＣＯＮ 组相比，铺展

的较小，多呈现为长条形或细瘦的三角形。

图 １　 不同重力效应下骨细胞 ＭＬＯ⁃Ｙ４ 形态（２０×）
Ｆｉｇ．１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃｙｔｅｓ ＭＬＯ⁃Ｙ４ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒａｖｉｔｙ

ｅｆｆｅｃｔｓ　 （ａ） Ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ｇｒａｖｉｔｙ， （ ｂ） Ｕｎｄｅｒ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｍｉ⁃
ｃｒｏｇｒａｖｉｔｙ

２ ２　 胞内 Ｃａ２＋浓度检测

ＭＬＯ⁃Ｙ４ 骨细胞分别在正常重力环境和模拟微

重力效应环境下培养 ２４、４８ ｈ 后，使用激光共聚焦

显微镜对［Ｃａ２＋］ ｉ 荧光强度检测。 ［Ｃａ２＋ ］ ｉ 荧光强

度的变化如下：第 １ 阶段（０～２ ｍｉｎ），细胞外液中不

添加任何试剂，记录原始的［Ｃａ２＋ ］ ｉ荧光强度；第 ２
阶段（２～１４ ｍｉｎ），细胞外液中只存在 ＴＧ，由于细胞

的外环境中无 Ｃａ２＋ 存在，故此时［Ｃａ２＋ ］ ｉ 荧光强度

的升高仅来源于细胞中内质网钙库 Ｃａ２＋释放；第 ３
阶段（１４～ ２６ ｍｉｎ），细胞外液中同时存在着 ＴＧ 和

Ｃａ２＋，此时胞外 Ｃａ２＋通过细胞膜上的 ＳＯＣ 通道内流

进细胞质，可能是 ［ Ｃａ２＋ ］ ｉ 荧光强度升高的主要

来源。
在第 １、２ 阶段（０～１４ ｍｉｎ），２４、４８ ｈ 的 ＣＯＮ 组

以及 ＳＭ 组之间无显著性差异。 在第 ３ 阶段（１４ ～
２６ ｍｉｎ），２４ ｈ 的 ＣＯＮ 组和 ＳＭ 组在前 ４ ｍｉｎ（１４ ～
１８ ｍｉｎ）内存在着显著性差异，而在后 ８ ｍｉｎ（１８ ～
２６ ｍｉｎ）２４ ｈ 的 ＣＯＮ 组与 ＳＭ 组［Ｃａ２＋］ ｉ 荧光强度

达到了平衡状态；而 ４８ ｈ 的 ＣＯＮ 组和 ＳＭ 组在第 ３
阶段期间一直存在着显著性差异［见图 ２（ａ）］。

使用 ＡＵＣ 对第 ２、３ 阶段［Ｃａ２＋］ ｉ 荧光强度变化

曲线进行计算及分析。 在第 ２ 阶段，即胞内钙库释

放 Ｃａ２＋期间，２４、４８ ｈ 的 ＣＯＮ 组和 ＳＭ 组之间无显

著性差异；而第 ３ 阶段，即 ＴＧ 诱导的通过 ＳＯＣ 的胞

外 Ｃａ２＋内流期间，２４、４８ ｈ 的 ＣＯＮ 组和 ＳＭ 组之间

存在着显著性差异［见图 ２（ｂ）］。

２ ３　 膜骨架 ｓｐｅｃｔｒｉｎ 分布情况

ＭＬＯ⁃Ｙ４ 骨细胞分别在正常重力和模拟微重力

下培养 ２４、４８ ｈ 后，使用 Ａｌｅｘａ ４８８ （绿） 和 ＤＡＰＩ
（蓝）对膜骨架 ｓｐｅｃｔｒｉｎ 和核进行免疫荧光染色，并
使用激光共聚焦显微镜观察发现，正常重力环境

下，膜骨架 ｓｐｅｃｔｒｉｎ 在细胞中均匀分布；在微重力效

应环境下，ＳＭ 组膜骨架 ｓｐｅｃｔｒｉｎ 的均匀分布消失，
向细胞膜边缘聚集（见图 ３）。
２ ４　 ＩＰ３Ｒ 分布情况

ＩＰ ３Ｒ 是存在于细胞内质网上的 ＩＰ ３ 受体蛋白。
ＭＬＯ⁃Ｙ４ 骨细胞分别在正常重力和模拟微重力下培

养 ２４、４８ ｈ 后，使用 ＥＲ ｔｒａｃｋｅｒ 对内质网进行染色，
使用 Ａｌｅｘａ ４８８（绿）和 ＤＡＰＩ（蓝）对 ＩＰ３Ｒ 和核进行

免疫荧光染色，并使用激光共聚焦显微镜观察发

现：正常重力环境下，ＩＰ ３Ｒ 在细胞的内质网膜上均

匀分布；在微重力效应环境下，ＩＰ ３Ｒ 均匀分布消失，
向内质网 ＥＲ 上的核被膜结构聚集，且 ４８ ｈ 更显著

（见图 ４）。
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图 ２　 骨细胞 ＭＬＯ⁃Ｙ４ 的胞内 Ｃａ２＋浓度水平（∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１）

Ｆｉｇ．２　 Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｃａ２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃｙｔｅｓ ＭＬＯ⁃Ｙ４　 （ａ） ［Ｃａ２＋］ ｉ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｃｕｒｖｅ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ，

（ｂ） ［Ｃａ２＋］ ｉ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＡＣＵ

图 ３　 不同重力效应下骨细胞 ＭＬＯ⁃Ｙ４ 膜骨架 ｓｐｅｃｔｒｉｎ 分布

（６３×）
Ｆｉｇ．３ 　 Ｓｐｅｃｔｒｉｎ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｋｅｌｅｔｏｎ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ｏｓｔｅｏｃｙｔｅｓ

ＭＬＯ⁃Ｙ４ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒａｖｉｔｙ ｅｆｆｅｃｔｓ 　 （ ａ） Ｕｎｄｅｒ
ｎｏｒｍａｌ ｇｒａｖｉｔｙ， （ｂ） Ｕｎｄｅｒ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｍｉｃｒｏｇｒａｖｉｔｙ

３　 讨论

骨细胞可以感受外界液体流动以及骨基质的

挤压作用，进而激活力学传导通路，将力学刺激转

化为生化信号［９］。 胞内 Ｃａ２＋ 是细胞重要的第 ２ 信

使，主要来源于细胞膜上 ＳＯＣ 通道［１８］。 本研究发

现，ＥＲ 钙库释放 Ｃａ２＋ 时期，２４、４８ ｈ 的 ＳＭ 组胞内

Ｃａ２＋浓度与对照组均无显著差异；而在胞外 Ｃａ２＋经

ＳＯＣ 通道内流期，２４ ｈ 的 ＳＭ 组只在前 ４ ｍｉｎ 比

ＣＯＮ 组有显著性下降，４８ ｈ 的 ＳＭ 组在整个时期均

比 ＣＯＮ 组显著性下降。 模拟微重力效应降低了骨

细胞膜上 ＳＯＣ 通道的活性，且模拟微重力效应作用

时间越长，抑制越明显。
膜骨架 ｓｐｅｃｔｒｉｎ 不仅参与维持细胞膜形态、参

与细胞的力学传导，也在 ＳＯＣ 通道激活中也起到了

重要作用［１７，１９⁃２１］。 ＩＰ ３Ｒ 存在于 ＥＲ 膜上，是 ＳＯＣ 通

道激活过程中的关键蛋白。 ＥＲ 钙库耗竭可使 ＩＰ ３Ｒ
在细胞骨架 ／ ｓｐｅｃｔｒｉｎ 的牵引下向细胞膜上移动，与
ＳＯＣ 通道蛋白发生构象耦合从而激活 ＳＯＣ 通

道［１４⁃１５， ２２］。 本研究发现，ＳＭ 组膜骨架 ｓｐｅｃｔｒｉｎ 向细

胞边缘聚集，而 ＥＲ 膜蛋白 ＩＰ ３Ｒ 向 ＥＲ 的核被膜区

域聚集，且 ４８ ｈ 比 ２４ ｈ 更为显著，这也与上述不同

作用时间的胞内 Ｃａ２＋ 水平变化相一致。 模拟微重

力效应下细胞骨架牵拉 ＩＰ ３Ｒ 向细胞膜移动的构象

耦合过程受阻，从而抑制了 ＳＯＣ 通道功能。
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图 ４　 骨细胞 ＭＬＯ⁃Ｙ４ 内质网上 ＩＰ３Ｒ 分布（４０×）

Ｆｉｇ．４　 ＩＰ３Ｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ＥＲ ｉｎ ｏｓｔｅｏｃｙｔｅｓ ＭＬＯ⁃Ｙ４　 （ａ） Ｎｕｃｌｅａｒ， （ｂ） ＩＰ３Ｒ，（ｃ） ＥＲ， （ｄ） Ｍｅｒｇｅ

综上所述，ＳＯＣ 通道在骨细胞对力学刺激的响

应中起着重要作用，微重力下骨细胞 ＳＯＣ 通道变化

及其可能机制还有待进一步的深入研究。
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