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·基础研究·
二维回转培养对MLO-Y4骨样细胞 PKD2表达定位

及胞内钙信号的影响 *
关 莹 续惠云△ 瓮媛媛 商 澎

(西北工业大学生命学院 特殊环境生物物理学研究所空间生物实验模拟技术国防重点实验室 陕西西安 710072)

摘要 目的：PKD2(polycystin2，多囊肾病蛋白 2)能够在细胞膜上形成无选择性的阳离子通道，在肾上皮细胞中 PKD2与初级纤毛

共定位，通过改变胞内的钙信号过程参与细胞对力学刺激的响应。本实验通过二维回转培养来模拟失重效应，旨在探讨二维回转

培养对 MLO-Y4骨样细胞 PKD2表达定位，及胞内钙信号的影响。初步了解 PKD2在小鼠骨样细胞MLO-Y4响应力学刺激过程

中起的作用。方法：采用二维回转培养骨样细胞 MLO-Y4，用 RT-PCR和 western blotting检测 PKD2的表达，用荧光共聚焦显微镜

检测细胞中 PKD2与初级纤毛的定位及细胞内钙离子含量。结果：与对照组相比，在二维回转培养后，骨样细胞 MLO-Y4的 PKD2

表达在 mRNA和蛋白水平都有明显的下降，PKD2、PKD1(polycystin1，多囊肾病蛋白 1)和乙酰化的 琢-tubulin共定位，同时二维回

转培养降低了细胞内钙离子含量。结论：在二维回转培养下，PKD2可能通过调节自身表达来改变细胞膜上 PKD通道的数目和开

放情况来影响细胞内钙离子含量，参与骨细胞对细胞外应力的感受过程，其详细机制还有待进一步实验研究。这将对探讨骨细胞

响应力学刺激的具体机制提供重要的理论依据。
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The Effects of 2D-Clinorotation on Expression and Location of PKD2
Protein and the Intracellular Ca2+Concentration of MLO-Y4*

PKD2 (polycystin2) could form nonspecific cation channel on the cytomembrane, which is responsible for

Ca2+ penetration when kidney epithelial cell transforms mechanical stimulation into intracellular chemical information. In this study,

2D-clinorotation was used to simulate weightlessness condition. The aim of this study was to investigate the effects of 2D-clinorotation

culture on expression and location of PKD2 protein and the intracellular Ca2+ concentration of mouse osteocyte-like MLO-Y4 cell. Also

we want to understand the role of PKD2 in the process of MLO-Y4 responsding to mechanical stimulation. Mouse

osteocyte-like MLO-Y4 cell were cultured under the condition of 2D-Clinorotation.The expression and location of PKD2 was detected by

RT-PCR, western-blotting and fluorescent staining, the intracellular Ca2+ concentration was detected by Ca2+ staining technique.

Under the condition of 2D-Clinorotation culture, the exspression of PKD2 and the intracellular Ca2+concentration were distinctly reduced.

At the same time, we found that PKD2 co-localized with PKD1 (polycystin1) and the specific ciliary axoneme marker-acetylated

琢-tubulin. the results suggest under 2D-clinorotation culture, mouse osteocyte-like cell could respond to the mechanical

stimulation by regulating the expression of PKD2 and the intracellular Ca2+ concentration. It is helpful to investigate the cellular

mechanism of bone cells in responding to mechanical stimulation.
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前言

骨细胞分散在整个矿化的骨基质中，占据骨组织细胞的

90%-95%。由于其特殊的结构和分布，骨细胞成为骨组织中感

受力学刺激的主要感受细胞和协调者[1]。人们一直希望能在骨

细胞上找到一些力学感受结构，从而进一步揭示其力学感受机

制。有研究者在对肾细胞的研究中发现了初级纤毛对流体的响

应，提出了初级纤毛可能是一种力学感受器[2-5]。

作为纤毛 - 多囊蛋白复合物的组成蛋白之一 [6]，PKD2

(polycystin2，多囊肾病蛋白 2)是位于细胞膜上一个无选择性的
阳离子通道蛋白。Nauli等的研究表明，PKD2和 PKD1(polycy-

stin1，多囊肾病蛋白 1)定位在肾细胞的初级纤毛上，通过改变

胞内的钙信号过程参与了肾细胞对外界流体变化的感受[5-7]。那

么，在骨组织细胞中，PKD蛋白和初级纤毛是否也有同样的里

感受功能呢 ?2006 年 Xiao 等第一次在小鼠成骨样细胞
MC3T3-E1 和小鼠骨样细胞 MLO-Y4 中检测到了 PKD1、
PKD2和纤毛蛋白 Tg37和 Kif3a的表达[8]，观察到了初级纤毛

的存在[9]。2010年，Ronald等发现初级纤毛参与了MLO-Y4细

胞对流体的响应过程[10]。目前，Xiao等已经构建了 PKD1条件

敲除的小鼠，发现小鼠的骨骼发育受到了明显的影响[11]。但目

前对 PKD2在骨力学响应方面的研究还很少。

本实验使用二维回转条件培养骨样细胞 MLO-Y4。二维回

转培养是将细胞培养在特定的回转器中，通过回转器不断地变

换方向，使细胞在矢量方向上所受到的力学刺激为零，来达到

模拟失重的效应[12]。本实验中检测了MLO-Y4细胞 PKD2的表

达定位，及细胞内钙离子含量的变化，旨在探讨二维回转条件

对 PKD2的影响及 PKD2在骨细胞力学感受中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 主要试剂 总 RNA抽提试剂 Trizol、BSA、Pacific blue 标

记羊抗兔荧光二抗购自美国 Invitrogen公司，MEM培养基、胎

牛血清（FBS）、小牛血清（BCS）购自美国 Hyclone公司，I型鼠

尾胶原购自美国 BD公司，Tap DNA聚合酶、dNTPs、Oligo(dT)

引物、RT-PCR试剂盒购自日本 Takara公司，PKD2蛋白抗体、
PKD1 蛋白抗体、乙酰化 琢-tubulin 抗体购自美国 SANTA

CRUZ公司，罗丹明标记羊抗鼠荧光二抗购自美国 TEMECULA

公司，FITC标记兔抗羊荧光二抗购自美国 ROCKLAND公司，
Fluo-3-AM购自美国 Sigma公司。
1.1.2 细胞系 小鼠骨样细胞系 MLO-Y4由美国密苏里大学堪

萨斯分校 Bonewold教授惠赠。
1.1.3主要仪器 双向多样本回转器（2D-RWVs）购自中国航天
员科研训练中心，蛋白电泳仪（PowerPac300）购自美国 Bio-Rad

公司，双红外荧光成像系统（Odyssey）购自美国 LI-COR 公司，

激光扫描共聚焦显微镜（TCS SP5）购自德国莱卡公司。

1.2 方法
1.2.1细胞培养 小鼠骨样细胞 MLO-Y4，使用含 5%小牛血清

和 5%胎牛血清的 MEM培养液进行细胞培养。培养瓶用 I型

鼠尾胶原包被，置于 37 ℃，5% CO2培养箱中。

1.2.2 二维回转培养 细胞以 2.0× 105 /片均匀地接种在血盖片

（26 mm× 22 mm）上，贴壁 24 h后，随机选取血盖片分为三组：

静止对照组（SC），水平旋转组（RC）和二维回转实验组（E），置
于样本支架上，放在专用的细胞培养瓶中，置于 37 ℃培养箱中

培养 12 h。SC组静止培养；RC组以 30转 /分进行水平旋转，

作为旋转对照组；E组以 30转 /分进行绕水平轴的旋转培养。
1.2.3 RT-PCR 使用 Trizol提取总 RNA，用紫外分光光度计测

定 RNA的纯度和浓度。cDNA合成后用 RT-PCR检测 mRNA

表达。

PCR引物为：
pkd2：正向引物: 5'-CCGGGAGACTCTCTGAGATGG-3’

反向引物: 5'-GGGGCTGCTACAGTTTCTTG-3’
18S：正向引物: 5'-AATCAGGGTTCGATTCCGGA-3’

反向引物: 5'- CCAAGATCCAACTACGAGCT-3’，
PCR反应产物进行琼脂糖电泳，然后用凝胶成像系统扫描后软

件 Quantity One处理分析结果，独立实验重复三次。

1.2.4 western-blotting 细胞裂解后收集总蛋白，SDS-PAGE

凝胶的分离胶浓度 10%，浓缩胶浓度为 5%，蛋白分离后，湿转

法将胶上的蛋白转移至硝酸纤维膜上，用 5%的脱脂奶粉封闭 1.5

h，一抗 4℃静置过夜（PKD2抗体为 1:200，GAPDH为 1:6000），
二抗为 IRDyeTM 800荧光试剂标记的抗体（1:4000），室温孵育
2 h，用 Odyssey红外成像仪对膜扫描，计算机软件 Quantity
One处理分析结果，独立实验重复三次。
1.2.5 共聚焦显微镜检测 PKD2、PKD1在细胞内的表达和定位
5%的戊二醛室温固定细胞 10 min，0.1%硼氢化钠，室温 7 min

进行淬灭，Abdil（TBS+0.1% TX100+2% BSA+0.1%叠氮钠）室

温封闭 30 min 到 1 h，然后一抗 4 ℃过夜，浓度分别为：PKD1
(1:100)，PKD2(1:100)，乙酰化 alfa-tubulin(1:300)。加 FITC标记

的兔抗羊抗体（1:10）室温孵育 1 h，清洗后，再加罗丹明标记的

羊抗鼠抗体（1:10）和太平洋蓝标记的羊抗兔抗体（1:200）室温

孵育 1 h，用抗荧光淬灭的甘油封片，共聚焦显微镜进行检测。
1.2.6 共聚焦显微镜检测细胞内钙浓度 取出已处理的爬片细

胞，向细胞中加入 5 滋M Fluo-3-AM，37 ℃孵育 30 min。室温放

置 15 min，用 loading buffer (PSS100 mL BSA3 g，pH 7.3)，生理

盐缓冲液清洗两次，在共聚焦显微镜下观察。

2 结果

2.1 RT-PCR检测 pkd2 mRNA的表达
对电泳条带做灰度定量，用 18S做内参，对三次实验结果

做统计学处理分析，用 pkd2灰度值 /18S灰度值为纵坐标做柱
状图。如图 1所示，SC组是 E组表达量的约 3倍，RC组是 E

组表达量的约 2倍。说明二维回转条件明显降低了 pkd2 mR-

NA的表达。
2.2 western blotting检测 PKD2的表达

图 2中 50KD左右的未知条带可能是 PKD2的剪切体。对
western blotting结果图进行灰度定量，对三次结果进行统计学

分析，以 PKD2灰度 /GAPDH灰度为纵坐标，得到柱状图，可以

看出二维回转培养明显降低了 PKD2蛋白的表达。
2.3 荧光共聚焦显微镜检测 PKD2、PKD1在细胞内的定位

采用荧光共聚焦显微镜检测了 PKD2、PKD1、和纤毛上特
异表达的乙酰化 琢-tubulin在骨样细胞中的定位情况。从图 3
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中可以看出，PKD2（绿色）、PKD1（蓝色）和乙酰化 琢-tubulin（红 色）表征的初级纤毛在细胞内共定位。

图 1 二维回转培养降低了 PKD2 mRNA的表达(***P<0.001)

Fig.1 Expression of PKD2 in mRNA level decreased under 2D-

clinorotation culture(***P<0.001)

图 2 二维回转培养降低了 PKD2蛋白的表达(**P<0.01)

Fig.2 Expression of PKD2 in protein level decreased under 2D-

clinorotation culture(**P<0.01)

图 3 共聚焦显微镜检测 PKD2、PKD1和初级纤毛在细胞内共定位（× 63）

Fig.3 PKD2 co-localized with PKD1 and the primary cilium（× 63）

2.4 荧光共聚焦显微镜检测细胞内钙含量

用荧光共聚焦显微镜检测了实验组和对照组细胞内钙离

子的含量（图 4）。从图 4中可以看出，二维回转培养降低了细

胞内钙含量。

3 讨论

PKD蛋白是纤毛 -多囊蛋白复合物的组成蛋白，PKD1和
PKD2可以共定位在肾上皮细胞的初级纤毛上，共同参与细胞
对流体剪切力的感知。同时，Nauli等还发现，去除培养基中的
Ca2+或加入 PKD2抗体可完全阻断流体剪切力引起的肾小管
上皮细胞胞内 Ca2+变化，这表明经 PKD2通道内流的 Ca2+携

带着管腔内流体液压变化的信号[5]。pkd2基因突变可以导致肾
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上皮不能正确感应肾小管管内液压的变化，最终引起多囊肾病

的发生[5]。Masyuk等证实在胆管上皮细胞中也存在类似的流体
感知机制 [13]。这提示了，力学信号通过经 PKD2通道内流的
Ca2+转化为胞内 Ca2+水平变化，可能是细胞进化发育过程中形

成的一种具有保守性的信号转导机制[14]。

此外，初级纤毛已经被认为是骨组织中感受力学刺激的感

受器之一[15]。Qui等发现敲除初级纤毛重要组成蛋白 Kif3a基
因，能造成小鼠胫骨中骨钙素 mRNA表达的下降，从胫骨中分

离出成骨细胞进行体外培养，发现细胞质中钙离子水平下降，

而且流体剪切力刺激的细胞间钙应答受到了阻断[16]。因此，在

骨组织细胞中，初级纤毛可能也有响应力学刺激，引起细胞内

钙信号改变的功能。

在本实验中，我们采用二维回转培养 MLO-Y4小鼠骨样

细胞，二维回转器在不断的转动过程中，作用于细胞上的重力

由于方向连续不断改变，所以产生的矢量和等于“零”，其结果

就像没有受到重力的作用一样，产生出类似于空间失重环境下

的现象[12]。因此，回转器虽然不能提供真实的失重环境，但是可

以模拟失重效应，在力学感知的研究中有重要作用。骨细胞可

以通过改变自身结构和功能去适应力学环境的改变[17]。我们的

前期研究表明小鼠骨样细胞 MLO-Y4 在二维回转培养 24 h

后，细胞突触数目明显减少，在 48 h后 琢-Tubulin和 F-actin的

分布会改变，细胞骨架发生重排[18]。在本次实验中，我们发现在

小鼠骨样细胞 MLO-Y4中，二维回转培养降低了 PKD2的表
达，PKD1、PKD2和初级纤毛共定位。同时，二维回转培养引起

了细胞内钙离子水平的下降。因此，我们推测，在二维回转模拟

失重条件下，细胞感受的力学刺激下降，PKD2表达降低来响

应这一变化，从而可能引起了膜上的钙通道数目或通道开放程

度的变化，进一步引起下游细胞内钙离子水平的降低，从而将

外界力学信号的改变传递到细胞内部转化成生化信号，激活胞

内多种信号通路，影响细胞内一系列的生化反应。也就是说，在

骨细胞中可能存在与肾上皮细胞中类似的机制，PKD1/2和初

级纤毛参与了细胞的力化学传导过程。

作为骨组织中最主要的力学感受细胞，骨细胞能够感受外

界的力学刺激，并引起细胞内一系列的生化反应发生改变，调

节骨形成和骨吸收，维持骨组织平衡 [19-21]。我们的结果提示

PKD1/2 和初级纤毛可能是骨样细胞响应力学刺激的结构之
一。接下来我们将采用 RNAi沉默 MLO-Y4细胞中 PKD2的表

达，研究 PKD2对胞内钙离子水平的调节机制。同时进一步调

查 PKD1/2和初级纤毛在骨样细胞感受力学刺激过程中所起
的作用。这将为探究骨细胞响应力学刺激的具体机制提供实验

基础，同时也对研究力学刺激改变引起的一些骨骼疾病提供参

考依据。

致谢：感谢美国密苏里大学堪萨斯分校 Lynda Bonewald教授惠赠
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·重要信息·
《分子影像学》第二版已正式出版发行

卜丽红 1 戴薇薇 2

（1哈尔滨医科大学附属第四医院医学影像科 150001；2人民卫生出版社医药教育出版中心第四编辑室）

由哈尔滨医科大学附属第四医院申宝忠教授主编的《分子影像学》第二版( ISBN：978-7-117-13344-9/R·
13345)一书已于 2010年 9月 14日由人民卫生出版社出版发行。《分子影像学》是国内第一部分子影像学大型
专著。对于分子影像学的基本概念、基本原理、基本方法和应用概况都有精彩而详细的论述，充分体现了国际
分子影像学的最新进展。
《分子影像学》第二版由著名医学影像学家、中国工程院院士刘玉清教授和美国分子影像学专家、美国医

学科学院院士 Sanjiv Sam Gamhbir教授亲自作序。编委会包括美国哈佛大学、斯坦福大学等国外知名院校 7
名专家作为国外编委，国内多家知名大学、研究中心学术带头人 13名作为国内编委，还包括国内外共 40名专
家参与编写。
全书共计 130余万字，收录图片 378幅，共分基础篇和应用篇。
基础篇共分 10章，主要介绍了分子影像学的发展简史，分子成像的相关概念、基本原理、基本技术和设备

等，内容较第一版更为精准、完善，覆盖面更加宽泛。着重针对探针合成这一当前分子成像研究的技术瓶颈，纳
入了材料学、生物学和化学等相关技术内容。
应用篇共分 7章，着重介绍了分子影像学技术的最新进展和应用情况，并详细介绍了分子成像在肿瘤、中

枢神经系统和心血管系统疾病诊断中的应用情况，重点阐述了分子成像在监测基因治疗、活体细胞示踪以及
新药研发等方面的最新研究进展，并就分子影像学向临床转化所面临的问题进行了深入剖析。
本书内容系统详实，深入浅出，图文并茂，可读性强。可供医学影像学专业、临床专业学生使用，并可为临

床各学科研究生、临床医师及其他相关生命科学的研究人员提供参考。
《分子影像学》精装本定价 260元,全国各大书店有售。
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