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摘要:目的　 探究骨细胞连接蛋白 43( connexin43,Cx43)通道在力学过载对小鼠膝关节影响中的作用。 方法　 对

15 周龄骨细胞特异 Cx43 转基因小鼠(R76W:间隙连接功能抑制而半通道功能促进;Δ130-136:间隙连接和半通道

都被抑制)及同窝野生型小鼠左膝关节施加单次应变(ε= 1. 764
 

62),右膝关节作为对照。 1 周后分析小鼠步态,评
价小鼠膝关节骨与软骨情况。 抑制 MLO-Y4 骨细胞 Cx43 通道功能后进行循环拉伸应变,检测相关因子表达。 收

集条件培养基培养 ATDC5 软骨细胞,检测相关基因表达和成骨分化能力。 结果　 步态分析显示,Cx43 通道抑制没

有明显影响小鼠步态。 但转基因小鼠关节股骨端 OARSI 评分显著增加,骨小梁面积占比更小。 抑制 MLO-Y4 细胞

Cx43 通道降低了 ADAMTS5 和 II 型胶原表达,增强其成骨分化的能力。 结论　 骨细胞 Cx43 通道能够响应力学过

载,影响软骨细胞关键基因表达,并参与其成骨分化过程的调控,影响软骨对力学过载的响应。 研究结果为骨关节

炎的防治提供新思路。
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Abstract:
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

osteocytic
 

connexin43
 

( Cx43 ) -formed
 

channels
 

after
 

being
 

submitted
 

to
 

mechanical
 

overloading
 

on
 

knee
 

joint.
 

Methods　 The
 

strain
 

was
 

applied
 

to
 

left
 

knee
 

joint
 

of
 

15-week
 

Cx43
 

transgenic
 

mice
 

(R76W:
 

gap
 

junctions
 

were
 

blocked
 

and
 

hemichannels
 

were
 

promoted;
 

Δ130-136:
 

both
 

hemichannels
 

and
 

gap
 

junctions
 

were
 

blocked)
 

and
 

their
 

wild-type
 

littermates,
 

and
 

right
 

knee
 

joint
 

was
 

as
 

control.
 

A
 

week
 

later,
 

the
 

mice
 

gait
 

was
 

analyzed
 

to
 

evaluate
 

the
 

structure
 

of
 

subchondral
 

bone
 

and
 

articular
 

cartilage. 　 After
 

inhibition
 

of
 

Cx43
 

channels,
 

MLO-Y4
 

cells
 

were
 

submitted
 

to
 

15%
 

cyclic
 

tensile
 

strain,
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

related
 

factors
 

were
 

detected.
 

The
 

supernatant
 

was
 

collected
 

to
 

culture
 

ATDC5
 

cells,
 

and
 

the
 

gene
 

expression
 

and
 

the
 

osteogenic
 

differentiation
 

ability
 

were
 

detected
 

in
 

ATDC5
 

cells.
 

Results　 Gait
 

analysis
 

showed
 

that
 

inhibition
 

of
 

Cx43
 

channels
 

did
 

not
 

significantly
 

affect
 

the
 

mice
 

gait.
 

However,
 

the
 

femoral
 

OARSI
 

score
 

increased
 

significantly
 

and
 

the
 

ratio
 

of
 

trabecular
 

bone
 

area
 

decreased
 

in
 

transgenic
 

mice.
 

Conditional
 

medium
 

from
 

MLO-Y4
 

cells
 

with
 

inhibition
 

of
 

Cx43
 

channels
 

reduced
 

the
 

expression
 

of
 

ADAMTS5
 

and
 

COL2
 

in
 

ATDC5
 

cells,
 

and
 

enhanced
 

the
 

osteogenic
 

differentiation
 

ability.
 

Conclusions 　 The
 

osteocytic
 

Cx43
 

channels
 

can
 

respond
 

to
 

mechanical
 

overloading,
 

affect
 

the
 

expression
 

of
 

key
 

genes
 

and
 

is
 

involved
 

in
 

osteogenic
 

differentiation
 

process
 

in
 

chondrocytes,
 

thus
 

affects
 

cartilage
 

structure
 

in
 

response
 

to
 

mechanical
 

overloading.
 

The
 

study
 

will
 

provide
 

new
 

ideas
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

osteoarthritis.
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　 　 关节组织对力学环境非常敏感,力学负荷是调

节关节组织发育和维持代谢平衡重要的外部因素。
动物实验证明,关节组织受到异常力时,其自身力

学性能也会改变,影响正常功能,减少负荷和力学

过载都会引起关节软骨组织的分解代谢增加[1-3] 。
关节由关节软骨、软骨下骨、滑膜及其周围软

组织构成,软骨和软骨下骨之间隔着一层薄的钙化

软骨,具有通透性,为软骨下骨和软骨之间的交流

提供基础[4] 。 研究表明,软骨下骨和钙化软骨之

间、软骨和软骨下骨之间有许多微血管联通[5-6] 。
Duncan 等[7]研究发现,软骨下骨板上存在小孔,其
中一些小孔能够穿透软骨下骨板并与骨髓腔相连。
由此可见,软骨下骨和关节软骨之间存在物理上的

相互联系。
骨细胞是骨组织中执行力学信号感知和传递

的主要细胞,关节软骨下骨细胞对力学刺激的响应

能影响关节软骨的结构功能[8] 。 Zhen 等[9] 研究发

现,软骨下骨中高浓度的活性 TGF-β 启动骨关节炎

的病理改变,抑制软骨下骨 TGF-β 信号可以减轻骨

关节炎症状。 也有研究表明,抑制骨细胞 TGF-β 表

达可导致雄性小鼠关节软骨退变,软骨下骨板增

厚,硬骨素增加,但雌性小鼠没有变化[10] 。 抑制小

鼠关节骨细胞 MMP-13 的表达,会影响关节软骨细

胞 II 型胶原、蛋白聚糖和 MMP-13 产生,从而导致

软骨退变[11] 。
骨细胞连接蛋白 43( connexin43,Cx43)能组成

半通道和间隙连接,使骨组织形成一个信息传递的

整体和同步化的网络,介导对外界力学刺激的响

应[12-13] 。 力学刺激能促进骨细胞 Cx43 半通道释放

信号 代 谢 产 物 前 列 腺 素 E2 ( prostaglandin
 

E2,
PGE2) 和腺嘌呤核苷三磷酸 ( adenosine

 

triphos-
phate,ATP)。 抑制骨细胞 Cx43 通道功能促进皮质

骨力学去负荷所导致的骨质流失[14] 。
针对关节软骨下骨中骨细胞 Cx43 通道是否会

对外界力学刺激产生响应,并调节关节软骨的功

能,本文以两种骨细胞 Cx43 显性负突变的转基因

小鼠 R76W (间隙连接功能抑制而半通道功能促

进)和 Δ130-136(间隙连接和半通道都被抑制) 作

为研究对象,探讨 Cx43 的间隙连接和半通道功能

在力学过载下对关节软骨结构与功能的影响。 研

究结果在动物水平上初步揭示骨细胞 Cx43 通道在

响应力学刺激并传递信号到软骨细胞中的作用,丰
富骨-软骨交流作用的实验依据。

1　 材料与方法

1. 1　 动物模型

　 　 骨细胞显性负突变 Cx43 转基因雄性小鼠

R76W 和 Δ130-136 由美国德克萨斯大学健康科学

中心姜欣教授惠赠。 转基因小鼠以 10-kb
 

DMP1 为

启动子,使特异在骨细胞中表达。 R76W 小鼠突变

体氨基酸序列第 76 位精氨酸( R)被色氨酸( W)代

替,骨细胞的间隙连接功能抑制而半通道功能被促

进;Δ130-136 小鼠突变体第 130 ~ 136 位氨基酸残基

被删除,骨细胞间隙连接和半通道均被抑制。 选用

15 周龄小鼠,SPF 级饲养。 动物实验全部流程均已

获得西北工业大学实验动物福利与伦理委员会

批准。
1. 2　 力学加载

　 　 小 鼠 腹 腔 注 射 1. 5% 戊 巴 比 妥 钠 溶 液

(0. 05
 

mL / 10
 

g 体重)。 待小鼠麻醉后,使用万能材

料试验机( Instron
 

5943,Instron 公司,美国) 对小鼠

左腿胫骨实施单次恒定应变(ε= 1. 764
 

62)加载,达
到应变要求即停止加载。 小鼠右腿作为对照不做

处理,笼内自由活动 1 周。
1. 3　 小鼠行为学分析

　 　 处死小鼠 24
 

h 前进行行为学测试[15] 。 将长

90
 

cm、宽 12
 

cm、高 10
 

cm 的 U 型亚克力通道水平

放置于实验台上,开口向上,白纸放在通道底部,通
道的另一端与黑色暗盒的开口对齐。 将小鼠的前

足涂抹为红色,后足涂抹为黑色。 之后,将小鼠放

在无暗盒的一端,小鼠的趋暗性会使其跑入暗盒,待
其通过亚克力通道后,将有足印的白纸取出,取足迹

清晰的两步,分别记录并计算小鼠的前足宽度、后足

宽度、前足距离、后足距离、前足步长偏倚程度、后足

步长偏倚程度、足印重叠偏倚程度和后足步长。
1. 4　 石蜡切片和 HE /番红固绿染色

　 　 取完整膝关节固定在 4% 多聚甲醛中,常规脱

钙脱水后进行石蜡切片,用于常规苏木精伊红染色

和番红固绿染色。 番红固绿染色后镜下观察,根据

OARSI 标准[16] 进行评分。 0 分为正常软骨;0. 5 分

表面完整,但存在蛋白聚糖损失;1 分表面不平整,
没有软骨丢失;2 分存在垂直裂隙和表面板层丢失;

288
医用生物力学　 第 37 卷　 第 5 期　 2022 年 10 月

Journal
 

of
 

Medical
 

Biomechanics,
 

Vol.
 

37　 No. 5,
 

Oct.
 

2022



3 分代表损伤区域占整个关节 1% ~ 25% ;4 分代表

损伤区域占整个关节 25% ~ 50% ;5 分代表损伤区

域占整个关节 50% ~ 70% ;6 分代表损伤区域占整

个关节的 75% 以上。 双人盲评,取平均分为最后得

分。 苏木素-伊红( hematoxylin
 

and
 

eosin,
 

HE)染色

后用 Image
 

J 软件测量软骨和软骨下骨板厚度,选
取软骨下骨骨小梁区域,Image

 

J 计算骨小梁与横截

面总面积占比。
1. 5　 细胞力学加载

　 　 MLO-Y4 骨细胞用含 2. 5% 胎牛血清、2. 5% 小

牛血清、1% 双抗和 1% 谷氨酰胺的 α-MEM 培养基

在 37
 

℃孵育箱中培养。 实验组加入 0. 1%
 

18α 甘

草次酸(18α-glycyrrhetinic
 

acid,18α-AGA,抑制间隙

连接和半通道),对照组加入相同体积 DMSO,随后

用 FX-5000(Flexcell 公司,美国)在 1
 

Hz、15% 循环

拉伸应变处理 3
 

h,收取条件培养基。
ATDC5 细胞用含 10% 胎牛血清和 1% 双抗的

DMEM / F12 完全培养基,在 37 ℃ 孵育箱中培养,取
对数生长期细胞。 用收集的上述加或不加 18α-
AGA 的 MLO-Y4 条件培养基与 DMEM / F12 完全培

养基以 1 ∶ 1 比例培养,用 FX-5000 在 1
 

Hz、15% 拉

伸应变下处理 24
 

h。
1. 6　 qPCR 检测

　 　 Trizol 法提取 MLO-Y4 及 ATDC5 细胞的总

RNA,反转录为 cDNA,进行 PCR,检测基因的相对

表达。 PCR 扩增条件为 95 ℃ 预变性 40
 

s,60 ℃ 再

变性 20
 

s,72 ℃ 退火 5
 

s,80 ℃ 延伸 2
 

s,共 41 个循

环。 采用 2—ΔΔCt 法计算基因相对表达。

表 1　 qPCR 引物序列

Tab. 1　 Primers
 

sequences
 

for
 

qPCR

引物 序列 引物 序列
MMP-13(F) 5’-TGTTGAGCTGGACTCCCTGT-3’ Tgfbr1(R) 5’-

 

AAAGGGCGATCTAGTGATGGA-3’
MMP-13(R) 5’-

 

CAGGATTCCCGCAAGAGTCG-3’ MMP-3(F) 5’-
 

CCCTGGGTCTCTTTCACTCA
 

-3’
COX-2(F) 5’-

 

TCCCCTTCCTGCGAAGTTTAAC-3’ MMP-3(R) 5’-
 

GCTGACAGCATCAAAGGACA-3’
COX-2(R) 5’-CATACATCATCAGACCAGGCACC-3’ ADAMTS5(F) 5’-GCCATTGTAATAACCCTGCACC-3’
SOST(F) 5’-

 

AGCCTTCAGGAATGATGCCAC-3’ ADAMTS5(R) 5’-
 

TCAGTCCCATCCGTAACCTTTG-3’
SOST(R) 5’-

 

CTTTGGCGTCATAGGGATGGT-3’ COL2(F) 5’-
 

CTGGAAAACCTGGTGACG-AC-3’
Tgf-β(F) 5’-TGAACCAAGGAGACGGAATACAGG-3’ COL2(R) 5’-GAATCCACGAGCACCCATAG-3’
Tgf-β(R) 5’-GCCATGAGGAGCAGGAAGGG-3’ GAPDH(F) 5’-CGGTGCTGAGTATGTCG-TGG-3’
Tgfbr1(F) 5’-

 

TCTGCATTGCACTTATGCTGA-3’ GAPDH(R) 5’-
 

ATGAGCCCTTCCACAATGCC-3’

1. 7　 ELISA
　 　 采用小鼠 PGE2

 

ELISA 试剂盒(江苏江莱生物

科技有限公司),根据试剂盒要求操作,用酶标仪在

450
 

nm 处检测 PGE2 含量。
1. 8　 软骨细胞分化能力检测

　 　 ATDC5 细胞用抑制或不抑制 Cx43 后循环拉伸

应变 3
 

h 的 MLO-Y4 细胞条件培养基:DMEM / F12 完

全培养基以 1 ∶1比例混合培养,隔天换液,21
 

h 后,
4%多聚甲醛固定,茜素红染色分析其成骨分化能力。
1. 9　 统计学分析

　 　 用
 

GraghPad
 

Prism
 

6. 0 进行数据分析,3 组之

间差异采用独立样本 t 检验比较,P<0. 05 表示差异

有统计学意义。 所有数据以均值±标准差表示。

2　 结果

2. 1　 过载对小鼠行为学的影响

　 　 力学过载 1 周后,小鼠步态分析显示,转基因

小鼠与其同窝 WT 小鼠前足宽度、后足宽度、前足距

离、后足距离、前足步长偏倚程度、足印重叠偏倚程

度和后足步长均无明显差异。 Δ130-136 转基因小

鼠的后足步长偏倚程度较 R76W 小鼠明显增加(见

图 1)。 该结果表明,骨细胞 Cx43 通道抑制没有明

显影响小鼠过载后的步态,仅后足步长偏倚增加,
说明单次力学过载不足以影响小鼠的关节疼痛。
2. 2　 过载对小鼠关节软骨的影响

　 　 小鼠过载后 1 周,对膝关节外侧矢状面组织学

切片进行番红固绿染色。 结果显示,力学过载诱发

了小鼠膝关节软骨退变,关节胫骨端 OARSI 评分增

加。 但股骨端只有 Δ130-136 小鼠评分增加。 过载

组中,3 种小鼠外侧胫骨软骨厚度较对照组均有减

小趋势, 但无显著差异。 股骨端 Δ130-136 小鼠

OARSI 评分增加,表明两种通道都抑制会增加软骨

改变,R76W 小鼠增加的半通道功能可能部分缓解

了间隙连接抑制对软骨的影响(见图 2)。
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图 1　 过载对小鼠步态的影响

Fig. 1　 Effect
 

of
 

overloading
 

on
 

gait
 

in
 

mice　
 

(a)
 

Forelimbs
 

step
 

width,
 

(b)
 

Hindlimb
 

step
 

width,
 

(c)
 

Forelimb
 

step
 

distance,
 

(d)
 

Hindlimb
 

step
 

distance,
 

( e )
 

Degree
 

of
 

forelimbs
 

stride
 

deviation,
 

( f )
 

Degree
 

of
 

hindlimbs
 

stride
 

deviation,
 

(g)
 

Footprints
 

overlap
 

degree,
 

(h)
 

Hindlimbs
 

stride
 

length,
 

(i)
 

Gait
 

analysis
 

of
 

mice,
 

(j)
 

Loading
 

of
 

mice
注:前足宽度= (d1 +d3 ) / 2,后足宽度= (d2 +d4 ) / 2,前足距离= (A’C’ +AC’ +AC) / 2,后足距离 = ( B’ D’ +BD’ +BD) / 2,前足步

长偏倚程度= CC’ / AA’,后足步长偏倚程度= DD’ / BB’,足印重叠偏倚程度= CD / AB,后足步长= BB’;∗P<0. 05,n≥8。

图 2　 过载对小鼠关节软骨的影响 ( ∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01,
n≥6)

Fig. 2　 Effects
 

of
 

overloading
 

on
 

cartilage
 

in
 

mice　
( a )

 

Safranin-O / fast-green
 

staining
 

of
 

of
 

knee
 

joint,
 

(b)
 

OARSI
 

scores
 

and
 

thickness
 

of
 

tibial
 

cartilage

2. 3　 过载对小鼠关节软骨下骨板的影响

　 　 小鼠过载后 1 周,对膝关节外侧矢状面切片进

行 HE 染色。 结果显示,过载组 Δ130-136 小鼠骨小

梁面积占比与 R76W 小鼠相比有明显下降。 两种

转基因小鼠软骨下骨板厚度与同窝 WT 小鼠相比均

无差异(见图 3)。 该结果说明,单次力学过载没有

明显影响软骨下骨板,但可能对骨小梁的结构有影

响,两种通道均抑制降低了骨小梁面积占比。 同

样,增加的半通道功能可能部分缓解了间隙连接抑

制的这种影响。

图 3　 过载对小鼠关节软骨的影响( ∗P<0. 05,n≥6)
Fig. 3　 Effects

 

of
 

overloading
 

on
 

cartilage
 

in
 

mice
 

　 (a)
 

HE
 

staining
 

of
 

subchondral
 

bone,
 

( b )
 

Subchondral
 

bone
 

plate
 

thickness,
 

( c)
 

Subchondral
 

trabecular
 

bone
 

area
 

ratio
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2. 4 　 Cx43 在拉伸应变对 MLO-Y4 骨细胞及

ATDC5 软骨细胞影响中的作用

　 　 抑制 Cx43 后对 MLO-Y4 细胞进行拉伸应变处

理3
 

h。 基因表达结果显示,Cx43 抑制没有影响基质金

属蛋白酶 13(matrix
 

metalloproteinase-13,MMP-13)、骨

硬化 蛋 白 ( sclerostin, SOST )、 转 化 生 长 因 子 β
(transforming

 

growth
 

factor
 

β,Tgf-β)、转化生长因子 β
受体 1(transforming

 

growth
 

factor
 

β
 

receptor
 

1,Tgfbr1)
的表达,仅环氧合酶 2(cyclooxygenase-2,COX-2)表达

升高,PGE2 分泌水平也无明显变化(见图 4)。

图 4　 抑制 Cx43 通道对 MLO-Y4 基因表达及 PGE2 含量影响( ∗∗P<0. 01,n≥3)
Fig. 4　 Effects

 

of
 

Cx43
 

channels
 

inhibition
 

on
 

gene
 

expression
 

and
 

PGE2
 

content
 

in
 

MLO-Y4
 

cells　 (a)
 

MMP-13,
 

( b)
 

COX-2,
 

(c)
 

SOST,
 

(d)
 

Tgf-β,
 

(e)
 

Tgfbr1,
 

(f)
 

PGE2

　 　 用抑制或不抑制 Cx43 的 MLO-Y4 条件培养

基处理 ATDC5 细胞。 显示抑制 Cx43 对基质金

属蛋白酶 3 ( matrix
 

metalloproteinase-3, MMP-3) 、

MMP-13、聚蛋白聚糖( aggrecan)的表达没有明显

影响,但引起 ADAMTS5 和 COL2 表达下降 ( 见

图 5) 。

图 5　 抑制 Cx43 通道的 MLO-Y4 条件培养上清对 ATDC5 基因表达的影响( ∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,n≥3)
Fig. 5 　 Effects

 

of
 

MLO-Y4
 

conditioned
 

culture
 

supernatant
 

inhibiting
 

Cx43
 

channels
 

on
 

ATDC5
 

cells
 

gene
 

expression
 

　 (a)
 

MMP-3,
 

(b)MMP-13,
 

(c)
 

COL2,
 

(d)
 

ADAMTS5,
 

(e)
 

Aggrecan

　 　 茜素红染色显示,抑制 Cx43 的 MLO-Y4 细胞条

件培养基能促进 ATDC5 细胞的成骨分化。 该结果

表明,骨细胞 Cx43 通道能分泌一些调控因子影响

软骨细胞的关键基因表达,并参与其成骨分化过程

的调控(见图 6)。

3　 讨论

　 　 已有研究认为,对小鼠胫骨的正常加载应变

ε≈1. 2[17-18] ,而异常的力学刺激会导致关节组织遭

到破坏[19] 。 Christiansen 等[20]建立小鼠胫骨的过载

模型,认为单次应变 ε>1. 734 已经达到力学过载。
该研究发现,力学过载速度影响小鼠膝关节对力的

响应,力学过载可导致小鼠炎性细胞因子和蛋白酶

图 6　 抑制 Cx43 通道的MLO-Y4 条件培养上清对 ATDC5 成

骨分化的影响( ∗P<0. 05,n= 3)
Fig. 6 　 Effects

 

of
 

MLO-Y4
 

conditioned
 

culture
 

supernatant
 

inhibiting
 

Cx43
 

channels
 

on
 

ATDC5
 

cells
 

osteogenic
 

differentiation　 (a)
 

Alizarin
 

red
 

staining,
 

(b)
 

Alizarin
 

red
 

quantification

的变化,影响骨小梁结构,引起关节软骨退变,造成
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关节损伤[21-22] 。 在本研究中,由于转基因和野生型

小鼠自身对力学响应存在差异,根据原来用应变片

对 3 种小鼠所做的应力-应变曲线,当 WT 小鼠的单

次轴向应力为 10
 

N(与 Christiansen[23] 等采取的加

力大小一致)时,其应变 ε = 1. 764
 

62。 为保证施加

的应变一致,此时对 R67W 小鼠、Δ130-136 小鼠分

别施加的应力为 10. 41、14. 22
 

N。
Cx43 在骨组织力学响应中起着很重要的作

用[24] 。 本文发现,骨细胞 Cx43 通道功能改变会影

响其条件培养基中代谢物成分和含量,并对成肌细

胞分化产生影响。 骨细胞 Cx43 组成的通道是否参

与力学过载引起的代谢物分泌,并对关节软骨产生

影响,目前的研究还很有限。 本文使用骨细胞特异

的显性负突变转基因小鼠,研究间隙连接和半通道

两种通道在关节受到力学过载时对软骨的作用。
步态分析结果显示,仅 Δ130-136 小鼠的后足步

长偏倚程度较 R76W 小鼠略高,其他指标 3 种小鼠

间均无明显差异。 该结果表明,骨细胞 Cx43 组成

通道没有明显影响小鼠过载后的步态,单次力学过

载不足以影响小鼠的关节疼痛。 后续可以对小鼠

进行更大应变的加载,或增加加载的次数,研究其

对小鼠行为的影响。
研究显示,力学过载会导致小鼠胫骨骨小梁的

快速丢失,加速软骨细胞衰老[23,25] 。 短期冲击载荷

增加了软骨外植体蛋白多糖的释放,并诱导软骨细

胞凋亡[26-27] 。 Zhen 等[9]认为,在关节炎进程中软骨

下骨结构变化先于软骨,并会调节软骨稳态。 Cx43
是对应力刺激敏感的分子,成骨细胞 Cx43 缺失减

弱了骨对力学负荷的合成代谢,而骨细胞及破骨细

胞敲除 Cx43 增强了负荷引起的骨合成代谢,骨细

胞及成骨细胞 Cx43 缺失使骨对力学去负荷的响应

变得不敏感[28-30] 。 本课题组前期研究则发现,骨细

胞 Cx43 通道抑制使骨对力学去负荷的敏感性增

加[14] 。 本文结果显示,3 种小鼠胫骨端 OARSI 评分

在力学过载后均明显增加,但股骨端仅 Δ130-136 小

鼠有明显增加,表明两种通道都抑制会更明显地影

响关节软骨对力学加载的响应,引起其蛋白多糖的

丢失和软骨厚度的降低。 R76W 小鼠增强的半通道

可能部分缓解了这种影响。
在细胞水平上,Huang 等[31] 使用 0. 5

 

Hz、12%
和 0. 5

 

Hz、20% 循环拉伸应变作为过度载荷培养原

代软骨细胞,
 

而 Chang 等[32] 将 0. 5
 

Hz、10% 循环拉

伸应变作为过度载荷培养原代软骨细胞。 本文使

用 1
 

Hz、 15% 循环拉伸应变作为力学过载培养

MLO-Y4 及 ATDC5 细胞,结果发现,18α-AGA 抑制

通道功能没有明显改变骨细胞对循环拉伸应变的

响应,表现为 PGE2 的释放没有改变。 这与从前的

研究结果不一致。 Genetos 等[24] 发现,15
 

min 震荡

流体(2. 0
 

Pa、1
 

Hz)可以激活 Cx43 半通道功能,诱
导 MLO-Y4 骨细胞释放 PGE2,加入抑制剂可减少

PGE2 的释放。 本实验室前期研究同样,表明震荡

流体(2
 

h、1
 

Hz、1. 0
 

Pa) 和模拟失重(2
 

h) 能诱导

MLO-Y4 骨细胞半通道开放, 引起 PGE2 释放增

加[33-34] 。 这种不一致可能与采取的力学刺激大小

和方式等有关, 也许循环拉伸应变对于体外的

MLO-Y4 细胞不是一种有效的力学刺激方式。 后续

应该用流体剪切力等方式进行加载,进一步研究骨

细胞对软骨细胞的作用。

4　 结论

　 　 骨细胞 Cx43 通道参与膝关节及软骨细胞对力

学过载的响应,骨细胞 Cx43 组成的两种通道都抑

制会更明显地导致软骨下骨骨小梁丢失,引起软骨

退变,而增强的半通道可能部分缓解这种影响。
Cx43 参与骨细胞对力学刺激的响应,并可能通过分

泌一些调控因子,影响软骨细胞细胞外基质的产生

及其功能。
本文只进行单次力学过载实验,在细胞实验上

也只选择一种拉伸应变,且在细胞水平上没有区分

两种通道的功能。 后续研究可在体内和体外实验

方面采取多种力学加载方式,设置多种力学加载参

数进行进一步研究。 　
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