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应用 Lo n g SA G E 技术构建成骨细胞力信号

转导基因调控网络
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生物有机体受应力调节的生长一直是人们关心的问题 已有研究表明应力/ 应变可以引起力

效应细胞在基因水平或表达水平的调控
。

由于细胞内的力信号转 导是一个异常复杂的过程
,

一系

列的基因
、

受体和通路都参与其中
,

因此需要通过基因组水平的检测手段 全面分析力信号的生物学

功能和作用机制
。

我们以大鼠的成骨细胞为研究对象
,

对细胞进行以形变量 15 %
,

频率 3 0 次/ mi n

基底膜周期性拉伸 2 4 h 后
,

利用基因表达串联分析(s e ria . a n alys is o f g e n e e x Pre s s io n
,

S AG E )的

方法检测了周期性拉伸前后成骨细胞内的差异表达基因
,

并对这些基因进行了生物信息学分析
,

包

括功能分析
、

基因分类数据库 G e n e O nt ol o g y(G O )分析和信号通路分析
,

根据生物信息学的研究

结果构建了成骨细胞力信号转导的调控网络
。

我们的研究发现
,

周期性拉伸引起的差异表达基因主要调节细胞的蛋白质生物合成
,

信号转

导
,

代谢
,

离子结合
,

发育
,

凋亡
,

细胞粘附
,

细胞骨架
,

细胞增殖和细胞运动等功能
。

同时
,

我们的结

果发现了一些研究很少或者从来没有在成骨细胞中研究过的基因
二

差异表达基因的 KE G G 信号

通路分析结果显示
,

差异表达基因参与的三条最主要的通路
,

分别是核糖体通路
,

细胞粘附通路和

细胞外基质 一受体相互作用通路
。

综上所述
,

我们的研究构建了一个较完整的系统的力信号转导网络
,

这将有助于更深人的理解

成骨细胞内的力信号转导过程 (国家自然科学基金资助项 目(31 , 7 0 89 0) )
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在太空 飞行中
,

骨流失是威胁到宇航员健康的一 个严重问题
。

已有的体内和体外实验表明
,

微

重力环境会对成骨细胞的生物学行为有很大的影响
,

但其中的重力感受与传到机制还十分模糊
。

常用的旋转培养器和随机指向装置等生物反应器是利用培养过程中细胞所受的矢量力在一段时间

内积分为零这一原理来模拟微重力环境 (微重力效应 )
,

但不可避免的会引人诸如流体剪切或碰撞

等其他力学因素
,

从而很难区分出细胞对于单一重力矢量的响应
。

为解决这一问题
,

另一种可能的
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方法是改变细胞培养基底的取向来进一步研究重力矢量对细胞的静态影响
。

本文选取 MC3 T3
一

E1 这一 力敏感的前成骨细胞系作为考察目标
,

将胶原包被并接种细胞的

玻片放人 自行研制的培养装置
,

使细胞在培养基底上分别处于正置
、

倒置 与侧置 (细胞所受的重力

矢量分别与基底法线方向呈 180
“ 、

0
“

和 90
“

)状态
。

通过考察细胞在 ,
一

7 天内的增殖 和细胞周期
,

发现细胞的增殖曲线在三种基底上基本重合
,

细胞周期分布也无显著性差异 ;采用成骨诱导液诱导

MC3 T3
一

E1 向成骨细胞分化
,

也发现细胞碱性磷酸酶表达没有显著性差异
,

表明基底取向对细胞

增殖和分化等生物学行为没有显著影响
。

同时
,

细胞在三种基底上培养 2 4 小时和 7 2 小时后固定

并对三种细胞骨架(acti n
,

tu 匕uli n
,

vi m e nti n) 染色
、

采用 Im a g e J 测量细胞的圆度
、

粘附面积和核位

移
,

发现在三种静态受力状态下形态学指标无显著性差异
。

然而
,

采用平均荧光强度来表征三种细

胞骨架的表达量
,

发现不论是 2 4 还是 7 2 小时
,

倒置和侧置基底上的细胞骨架与正置基底上 的相

比有显著性差异 ;对 a cti n 进一步定量分析发现
,

在倒置和侧置基底上细胞的 acti n 数量和强度都

远高于正置基底上细胞中表达 ;更有意思的是
,

研究中还观测到在侧置基底上细胞骨架排列与重力

矢量方向相关
。

上述结论说明
,

MC 3下3
一

E1 在倒置和侧置基底上通过自身骨架重组
、

从而维持其

正常的细胞形态和生物学行为
。

为探究其中的分子机制
,

进一步考察了细胞粘着斑蛋白(vi nc uli n

和 p axil lin )和 ? 1 整合素的表达
,

发现在倒置基底上细胞粘着斑数量和平均面积以及团 整合素的

表达与正置基底上有显著性差异 ;采用 si R NA 敲出团 整合素后
,

三种受力状态下细胞的粘着斑和

细胞骨架之间的差异有大幅减小
,

证明 MC 3 T3
一

E1 是通过 田 整合素/ 粘着斑/ 细胞骨架这一信号

通路调控自身对重力矢量的响应
。

上述研究不仅观测到 MC 3 T3
一

E1 在重力矢量与不同取向基底共同作用下典型生物学行为和

形态学特征
,

同时发现细胞骨架重组并发现其中的力信号感受与传导通路
,

对细胞的重力感受和传

导机制的进一步深 人研究提供了一 个新的视角 (国家 自然科学基金资助项 目 (31 1 101 0 391 8
,

1 10 7 2 2 5 1 )
,

国家重点基础研究发展计划项 目(20 l lCB7 1 0 9 0 4 ) )
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整合素作为细胞表面糖蛋白受体
,

介导细胞 一 细胞
、

细胞 一胞外基质以及细胞 一病原体间的粘

附
,

在炎症反应
、

肿瘤转移和创伤愈合等许多病理生理过程中起关键作用
。

其中 LFA
一

1 (Ly m Ph 。
-

eyte fu n e tio n
一
a s s o eiat e d a n tig e n l )

、

Ma c
一

1 (M a e ro Pha g e
一

1 a n tig e n )是表达于白细胞表面的 p
Z 整

合素亚家族成员
,

二者与表达于血管内皮细胞表面的配体 ICAM
一

1 之间相互作用
,

共同介导炎症级

联反应中白细胞在血管内皮细胞上的粘附川 二者功能上分工明确
,

以中性粒细胞为例
,

LFA
一

1 主

要介导前期中性粒细胞在血管内皮细胞上的慢速滚动 与稳定粘附
,

而 M a c
一

1 则专注于后期的爬


