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[摘要]     目的   探究机械激活性离子通道压电蛋白Piezo1通过Notch信号通路介导人牙周膜干细胞（hPDLSC）成骨分

化作用机制。方法   选取自2016年1月1日—2018年1月1日就诊于北京儿童医院正畸科的8~14岁儿童因阻生而拔出的

年轻恒牙的牙周膜组织为细胞来源，采用酶消化法对hPDLSC进行提取。采用免疫组织化学染色法检测角蛋白、波

形蛋白的表达和流式细胞术对hPDLSC的标志物CD146和STRO-1进行鉴定。构建和筛选siRNA-Piezo1基因干扰载体

和Piezo1基因过表达质粒。应用Flexcell 4000T机械牵张应力仪器构建体外牵张力学hPDLSC细胞模型。实验分成5

组：siRNA干扰组、过表达组、空白对照组、牵张应力组和阴性对照组。荧光定量聚合酶链反应（RT-qPCR）检测

Piezo1、Notch1和成骨基因碱性磷酸酶（ALP）、Runt相关基因2（Runx2）、骨钙素（OCN）和骨涎蛋白（BSP）的

表达。Western blot检测成骨标志蛋白ALP和Runx2的表达。Fluo-3 AM探针检测细胞内钙离子含量。结果   hPDLSC波

形蛋白染色阳性，角蛋白染色阴性。流式细胞仪检测hPDLSC标志物STRO-1表达阳性，CD146表达阳性。空病毒载

体、siRNA-Piezo1干扰序列和Piezo1过表达载体序列均可以通过慢病毒转染hPDLSC，而且转染效率较高，均在90%。

逆转录聚合酶链反应结果显示，siRNA干扰组、过表达组、空白对照组、牵张应力组和阴性对照组Piezo1 mRNA的

表达水平差异有统计学意义（F=9.573，P<0.05）；过表达组Piezo1 mRNA的表达水平明显高于siRNA干扰组，差异

有统计学意义（q=3.893，P<0.05）；牵张应力组Piezo1 mRNA的表达水平明显高于空白对照组，差异有统计学意义

（q=2.006，P<0.05）。Notch1和成骨基因ALP、Runx2、OCN和BSP的mRNA表达具有同样的趋势。Western blot检

测结果显示siRNA干扰组、过表达组、空白对照组、牵张应力组和阴性对照组成骨标志蛋白ALP蛋白表达差异有统

计学意义（F=11.207，P<0.001）；过表达组ALP蛋白的表达水平明显高于siRNA干扰组，差异有统计学意义（q= 

2.991，P<0.05）；牵张应力组ALP蛋白的表达水平明显高于空白对照组，差异有统计学意义（q=3.007，P<0.05）。

Runx2蛋白表达具有同样趋势。细胞内钙离子检测结果显示，过表达组和牵张应力组细胞内钙离子荧光强度明显高于

siRNA干扰组。结论   机械牵张应力可以促进Piezo1蛋白的表达，以Ca2+为第二信使，激活Notch1

信号通路，激活ALP、Runx2、OCN和BSP的表达，促进hPDLSC成骨分化。而siRNA-Piezo1干扰

质粒可以阻断这一进程，反之，Piezo1的过表达质粒可以促进hPDLSC成骨分化进程。
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[Abstract]     Objective   To explore the mechanism of 

Piezo1 protein in mediating the osteogenic differentiation of 

human periodontal ligament stem cells (hPDLSCs) via the 

Notch signaling pathway. Methods   In this study, young 

permanent teeth extracted from impacted teeth of 8-14-year- 
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牙齿发育不良是指患儿的上下牙齿对位不良，

影响日常生活，通常采用正畸治疗[1-2]，主要通过牙

齿矫形器，给予适当的、持续的力量，使牙位移

动，从而达到矫正效果[3-4]。既往研究[5-6]主要集中于

分析牙周膜的作用，即牙周膜组织在持续应力刺激

下可以不断的形成新的骨性结构，促进牙槽骨的改

建，从而达到矫形的目的，但是具体的机制尚未明

了。

近年来，随着人牙周膜干细胞（human perio
dontal ligament stem cells，hPDLSC）的分离成功，

研究的热点主要集中于牙周膜干细胞的成骨分化方

面[7-8]。本研究以hPDLSC为研究对象，构建体外机

械牵张应力细胞模型，以新型机械激活性离子通道

压电蛋白Piezo1为切入点，构建Piezo1蛋白的过表达

载体和siRNA干扰载体，从过表达Piezo1蛋白和抑

制Piezo1蛋白两个方向上探究Piezo1蛋白在hPDLSC
向成骨细胞分化的作用机制。以成骨基因碱性磷酸

酶（alkaline phosphatase，ALP）、Runt相关基因2
（Runt-related transcription factor 2，Runx2）、骨钙

素（osteocalcin，OCN）和骨涎蛋白（bone sialopro­
tein，BSP）为成骨的标志物[9-12]，探究Piezo1在促进

hPDLSC成骨分化方面的作用。

1   材料和方法

1.1   hPDLSC的分离、培养

选取2016年1月1日—2018年1月1日就诊于北京

儿童医院正畸科的8~14岁儿童因阻生而拔出的年轻

old children from January 1, 2016 to January 1, 2018 in the Department of Orthodontic, Beijing Children’s Hospital were 

selected as cell sources. hPDLSCs were extracted by enzymatic digestion. Immunohistochemical staining was used to detect the 

expression of keratin and vimentin, and flow cytometry was used to identify the markers (CD146 and STRO-1) of hPDLSCs. 

The construction and screening of Piezo1 siRNA gene interference vector and Piezo1 gene overexpression plasmid were com­

pleted. Flexcell 4000T mechanical distraction stress instrument was used to construct hPDLSC cell model in vitro. According 

to the preliminary results, the experiment was divided into five groups: siRNA interference group, overexpression group, 

blank control group, stretch stress group, and negative control group. Real time quantitative polymerase chain reaction (RT-

qPCR) was used to detect the expression of Piezo1, Notch1, alkaline phosphatase (ALP), Runt-related transcription factor 2 

(Runx2), osteocalcin (OCN), and bone sialoprotein (BSP). Western blot was used to detect the expression of ALP and Runx2. 

Fluo-3 AM probe was used to detect intracellular calcium content. Results   Vimentin staining of hPDLSCs was positive, and 

keratin staining was negative. Flow cytometry was used to detect the expression of STRO-1 and CD146, markers of hPDLSC. 

Empty viral vectors, siRNA-Piezo1 interference sequence, and Piezo1 overexpression vector sequence could be transfected into 

hPDLSC by lentivirus, and the transfection efficiency was high (approximately 90%). The reverse transcription-polymerase 

chain reaction (RT-PCR) results showed that there were significant differences in Piezo1 gene levels among the siRNA inter­

ference group, overexpression group, blank control group, stretch stress group, and negative control group (F=9.573, P<0.05). 

The level of Piezo1 in the overexpression group was significantly higher than that in the siRNA interference group (q=3.893, 

P<0.05). The level of Piezo1 in the stretch stress group was significantly higher than that in the blank control group (q=2.006, 

P<0.05). The expression of Notch1 and osteogenic genes ALP, Runx2, OCN, and BSP had the same trend. Western blot results 

showed that there were significant differences in the expression of ALP in the siRNA interference group, overexpression 

group, blank control group, stretch stress group, and negative control group (F=11.207, P<0.001). The expression level of 

ALP in the overexpression group was significantly higher than that in the siRNA interference group (q=2.991, P<0.05). The 

expression of ALP in the stretch stress group was significantly higher than that in the blank control group (q=3.007, P<0.05). 

The expression of Runx2 protein showed the same trend. The intracellular calcium fluorescence intensity of the overexpression 

group was significantly higher than that of the siRNA interference group, and the intracellular calcium fluorescence intensity 

of the stretch stress group was significantly higher than that of the siRNA interference group. Conclusion   Mechanical stretch 

stress can promote the expression of Piezo1 protein. Ca2+ is the second messenger, activates the Notch1 signaling pathway 

and the expression of ALP, Runx2, OCN, and BSP; and promotes the osteogenic differentiation of hPDLSC. The siRNA-

Piezo1 interfering plasmid can block this process. On the contrary, the overexpression plasmid of Piezo1 can promote the 

osteogenic differentiation of PDLSCs.

[Key words]     human periodontal ligament stem cells;    mechanically activated ion channels;    Piezo1;    differentiation;    

signaling pathways
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恒牙的牙周膜组织为细胞来源，研究方案通过北京

儿童医院伦理委员会同意并通过，取得儿童直系监

护人的知情同意授权书。纳入标准：所有儿童均无

活动性牙齿感染，细胞均来源于因阻生而拔出的恒

牙牙周膜组织。排除标准：有明显牙周炎或感染症

状的患儿。

收集牙周膜组织后采用酶消化法提取hPDLSC。

采用眼科剪和无菌刀片刮取牙周膜组织，用预热的

PBS溶液冲洗3次，加入Ⅰ型胶原蛋白酶消化处理 

50 min，置于37 ℃恒温箱中，每5 min摇晃一次，使

牙周膜组织与胶原蛋白酶充分混合，常温离心机 

3 000 r·min-1离心5 min，弃掉上清液，加入含15% 
胎牛血清的DMEM培养基，制成细胞悬液，然后接

种于25 cm×25 cm的Flask’s培养瓶中，放入37 ℃，

15%CO2浓度细胞培养箱中进行原代干细胞培养。

1.2   hPDLSC的鉴定

本研究采用免疫组织化学染色法检测角蛋白

（pan-cytokeratin）、波形蛋白（vimentin）的表达。

选取第3代hPDLSC作为实验细胞，以2×104细胞量

接种于预先铺有无菌圆形玻璃板的24孔板中，加入

含15%胎牛血清的DMEM培养基，37 ℃，15%CO2

浓度细胞培养箱中孵育48 h，待细胞融合率达80%
时，弃掉培养基，加入预热的PBS溶液冲洗3次，加

入4%多聚甲醛孵育20 min，PBS溶液冲洗3次，加

入0.4%Triton X-100孵育5 min，PBS溶液冲洗3次，

5%BSA封闭20 min，加入一抗（pan-cytokeratin，

vimentin兔抗人一抗），4 ℃低温水箱孵育过夜，

PBS溶液冲洗3次，加入二抗（山羊抗兔CY3二抗）

孵育10 min，使用DAB工作液进行染色。

采用流式细胞术对hPDLSC的标志物CD146和

STRO-1进行鉴定，收集第3代hPDLSC细胞，加入无

血清的DMEM培养基，制备细胞悬液，细胞密度控

制在每毫升3×107个；加入5支EP管，每管100 μL，加

入一抗体系：STRO-1兔抗人一抗，CD146兔抗人一

抗，STRO-1和CD146的同型对照单抗以及PBS空白

对照，加入到5支EP管中，4 ℃低温避光孵育20 min，

PBS漂洗，采用流式细胞仪检测表面蛋白CD146和

STRO-1。

1.3   siRNA-Piezo1干扰载体的构建

siRNA-Piezo1干扰载体的构建和筛选由上海吉

凯公司完成。首先通过Pubmed Genebank查询人源

Piezo1蛋白的基因序列以及ORF序列和3’-UTR序列。

根据siRNA靶点设计原理，构建siRNA-Piezo1的干扰

序列。设计3种干扰序列，具体如下。siRNA-Piezo1- 
homo-3299：GCGTCATCATCGTGTGTAAGA；

siRNA-Piezo1-homo-5762：GCCTCAAGTACTTC

ATCATCAACT；siRNA-Piezo1-homo-1875：GCG
TCTTCCTTAGCCATTACT。选取上海吉凯公司提

供的hU6-MCS-CMV-EGFP慢病毒载体作为酶切对

象，加入siRNA-Piezo1干扰序列后，转染人胚肾293T
细胞，进行克隆测定，然后进行质粒的抽提、慢病

毒的包装以备用。

1.4   Piezo1过表达载体的构建

Piezo1基因过表达载体的构建和筛选由上海吉

凯公司完成。首先对目的基因进行过表达引物设计，

Piezo1（4589-11）序列为：ACGGGACTAAGCGC
ATTGCAATTTCC。然后逆转录聚合酶链反应（re
verse transcription-polymerase chain reaction，RT-
PCR）扩增目的基因序列，将目的基因扩增序列加

入线性化表达载体，选取上海吉凯公司提供的hU6-
MCS-CMV-EGFP慢病毒载体作为酶切对象，加入

Piezo1基因过表达载体序列后，转染人胚肾293T细

胞，进行克隆测定，然后进行质粒的抽提，慢病毒

的包装以备用。

1.5   应用Flexcell 4000T机械牵张应力仪器构建体外 

         牵张力学hPDLSC细胞模型和细胞分组

将hPDLSC接种于Flexcell公司的BIO膜性六孔

板中，加入含15%胎牛血清的DMEM培养基，待细

胞融合率达50%时，加入无血清的DMEM培养基进

行“同位化”处理，孵育过夜后，加入含15%胎牛

血清的DMEM培养基，将膜性六孔板加载Flexcell 
4000T机械牵张应力仪器，根据预实验结果，即牵

张应力作用时间为12 h对细胞的牵张应力作用最明

显，所以选取12 h牵张应力进行后续试验。同时设

置六孔板形变量为15%，每分钟6个循环。

本实验分成5组：空白对照组：不加载机械牵

张应力；牵张应力组：加载12 h机械牵张应力；阴

性对照组：加载12 h机械牵张应力，并且转染空白

无序序列的慢病毒转染hPDLSC（不含有功能质粒

的慢病毒）；siRNA干扰组：加载12 h机械牵张应

力，并且转染siRNA-Piezo1干扰序列的慢病毒转染

hPDLSC；过表达组：加载12 h机械牵张应力，并且

转染Piezo1过表达序列的慢病毒转染hPDLSC。

1.6   荧光定量聚合酶链反应（real time quantitative 
        polymerase chain reaction，RT-qPCR）检测Pie- 
          zo1、Notch1和成骨基因的表达

利用胰蛋白酶收集上述各组细胞，经PBS溶液

清洗3次，常温离心机1 500 r·min-1离心5 min，取沉

淀，加入1 mL Trizol溶剂，提取细胞总RNA，保证

RNA纯度范围为1.8~2.1，然后利用TAKARA逆转录

试剂盒的要求，采用20 μL反应体系逆转录为cDNA，

-80 ℃保存，采用TAKARA荧光定量PCR试剂盒
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（SYBR Premix Ex TaqⅡ试剂盒）的要求，采用FTC- 
2000 RT-qPCR系统和50 μg反应体系对样本DNA进

行分析，溶解曲线确定Tm值为53.7 ℃，统计并记录

各组样本的CT值，采用2-△△CT法对Piezo1基因和成

骨基因OCN和BSP的表达进行统计。Piezo1、OCN、

BSP和内参基因磷酸甘油醛脱氢酶（glyceraldehyde 
phosphate dehydrogenase，GAPDH）引物设计由上

海生工公司设计并检测合格（表1）。

1.7   Fluo-3 AM探针检测细胞内钙离子含量

利用胰蛋白酶收集上述各组细胞，经PBS溶液

清洗3次，接种于预先铺有细胞圆形玻璃爬片的24
孔板，加入不含钙离子的培养基，孵育24 h，采用

Hank’s平衡盐溶液清洗3次，加入预先1︰5稀释的

Fluo-3 AM工作液，避光孵育30 min，树胶封片，倒

置荧光显微镜观察细胞内钙离子含量。

1.8   Western blot检测成骨标志蛋白ALP和Runx2的 

         表达

预冷处理各组细胞，经PBS溶液清洗3次，加入

1 mL RIPA细胞裂解液，冰上裂解30 min，收集入

1.5 mL离心管中，4 ℃、5 000 r·min-1离心5 min（离

心半径为3 cm）后取上清，95 ℃煮沸后，收集蛋白

备用。制备浓缩胶10 mL，分离胶20 mL。上样后

（每孔上样量为20 μL）电泳分离，转膜后用BSA封

闭，封闭的时间为30 min，封闭后PBST溶液洗膜，

重复3次，加入一抗（兔抗人）（ALP、Runx2、

OCN和BSP）1︰10 000稀释后加入样本离子膜（孵

育的温度为4 ℃，时间为>12 h）；第二天用PBST稀

释液洗膜3次，加用山羊抗兔IgG二抗（1︰1 000）

稀释后孵育1.5 h（孵育温度为37 ℃），用PBST稀

释液洗膜3次，用DAB显影液处理样本。应用Image 
J软件分析蛋白灰度，计算相对表达量。

1.9   统计学分析

采用SPSS 19.0软件对数据进行统计学分析，定

量资料采用均数±标准差表示，各组间Piezo1 mRNA
的相对表达量、蛋白表达量、钙离子含量等比较采

用方差分析，组间比较采用q检验，认为P<0.05具有

统计学差异。

2   结果

2.1   hPDLSC的鉴定结果

免疫组织化学染色结果显示，hPDLSC波形蛋

白染色阳性，角蛋白染色阴性。流式细胞术检测

hPDLSC标志物STRO-1表达阳性，CD146表达阳性

（图1、2）。

 

左：波形蛋白染色阳性    × 200； 右：角蛋白染色阴性    × 100。

图  1    hPDLSC的鉴定    免疫组织化学染色

Fig  1    Identification of  hPDLSC    immunohistochemical staining

2.2   RT-PCR筛选3种序列的Piezo1 mRNA表达结果

RT-PCR检测结果显示：阴性对照组中Piezo1 
mRNA相对表达量为（1.25±0.02），siRNA-Piezo1-
homo-3299序列，siRNA-Piezo1-homo-5762序列和

siRNA-Piezo1-homo-1875序列中Piezo1 mRNA相对表

达量分别为1.03±0.02、0.22±0.01、1.17±0.03，各组

比较差异有统计学意义（F=12.009，P=0.000）；并

且siRNA-Piezo1-homo-5762与另外2组相比，Piezo1 
mRNA相对表达量明显减少，差异有统计学意义（q= 
3.021，3.548，P<0.05）。

2.3   siRNA-Piezo1干扰序列和Piezo1过表达载体序列 

         转染hPDLSC的结果

空病毒载体、siRNA-Piezo1干扰序列和Piezo1过

表达载体序列均可以通过慢病毒转染hPDLSC，而

且转染效率较高，均在90%（图3）。

表  1   引物序列

Tab  1    Primer sequences

引物名称 引物序列（5’-3’）

Piezo1 正义链：5’-CATCTTGGTGGTCTCCTCTCTCT-3’

反义链：5’-CTGGCATCCACATCCCTCTCATC-3’

ALP 正义链：5’-GGGCACCGTTCAGCTTCC-3’

反义链：5’-CCACAACTTATTTCTTTCC-3’

Runx2 正义链：5’-GCACAAACATGGCCAGATTCA-3’

反义链：5’-AAGCCATGGTGCCCGTTAG-3’

OCN 正义链：5’-TAGTGAAGAGACCCAGGCGCT-3’

反义链：5’-ATAGGCCTCCTGAAAGCCGA-3’

BSP 正义链：5’-ACGATTTCCAGTTCAGGGCA-3’

反义链：5’-TCCTCTCCATAGCCCAGTGT-3’

Notch1 正义链：5’-GCGATTTCAAGGCTGACTTG-3’

反义链：5’-CCTTTGAAGAAGACAGCCGA-3’

GADPH 正义链：5’-CCACCGTCAACGCTGAGAAC-3’

反义链：5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’
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A：STRO-1表达阳性；B：CD146表达阳性；C：STRO-1和CD146同型对照；D：STRO-1和CD146双标阳性。

图  2    流式细胞仪检测结果

Fig  2    The results of the flow cytometry

图  3    siRNA-Piezo1干扰序列和Piezo1过表达载体序列转染hPDLSC    倒置荧光显微镜    × 400

Fig  3   The siRNA-Piezo1 interference sequence and Piezo1 overexpression vector sequence were transfected into hPDLSC    inverted fluorescence 

                       microscope    × 400

空病毒载体 siRNA-Piezol干扰载体 Piezol过表达载体
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2.4   RT-PCR检测Piezo1、Notch1和成骨基因的表达

siRNA干扰组、过表达组、空白对照组、牵张

应力组和阴性对照组Piezo1 mRNA的表达水平差异

有统计学意义（F=9.573，P<0.05）。过表达组、空

白对照组Piezo1 mRNA表达水平明显高于siRNA干

扰组，差异有统计学意义（q=3.893，P<0.05；q= 
2.113，P<0.05）。牵张应力组Piezo1 mRNA表达水

平明显高于空白对照组，差异有统计学意义（q= 
2.006，P<0.05），但是与阴性对照组比较，差异无

统计学意义（q=0.208，P>0.05）（图4A）。siRNA
干扰组、过表达组、空白对照组、牵张应力组和阴

性对照组Notch1 mRNA的表达水平差异有统计学意

义（F=11.003，P<0.05）。过表达组、空白对照组

Notch1 mRNA水平明显高于siRNA干扰组，差异具

有统计学意义（q=2.991，P<0.05；q=2.463，P< 
0.05）。牵张应力组Notch1 mRNA表达水平明显高

于空白对照组，差异有统计学意义（q=2.331，P< 
0.05），但是与阴性对照组比较，差异无统计学意

义（q=0.188，P>0.05）（图4B）。成骨基因ALP、

Runx2、OCN和BSP的表达也有同样的趋势（图4C~ 
F）。

A~F：分别为Piezo1、Notch1、ALP、Runx2、OCN、BSP mRNA的表达水平；a~e：分别为siRNA干扰组、过表达组、空白对照组、牵张

应力组和阴性对照组。**为P<0.05；#为P>0.05。

图  4    RT-qPCR检测Piezo1、Notch1和成骨基因ALP、Runx2、OCN和BSP的表达结果

Fig  4    The expression of piezo1, Notch1, ALP, Runx2, OCN and BSP were detected by RT-qPCR

2.5   Western blot检测成骨标志蛋白ALP和Runx2的 

         表达

Western blot检测成骨标志蛋白ALP和Runx2的

表达结果见图5。siRNA干扰组、过表达组、空白对

照组、牵张应力组和阴性对照组ALP蛋白差异有统

计学意义（F=11.207，P<0.001）；过表达组和空白

对照组ALP蛋白表达水平明显高于siRNA干扰组，差

异有统计学意义（q=2.991，P<0.05；q=2.451，P< 
0.05）；牵张应力组ALP蛋白表达水平明显高于空白

对照组，差异有统计学意义（q=3.007，P<0.05）。

但是牵张应力组ALP蛋白表达水平与阴性对照组比

较，差异无统计学意义（q=0.451，P>0.05）。

siRNA干扰组、过表达组、空白对照组、牵张

应力组和阴性对照组Runx2蛋白差异有统计学意义

（F=18.473，P<0.001）；过表达组和空白对照组

Runx2蛋白表达水平明显高于siRNA干扰组，差异有

统计学意义（q=3.499，P<0.05；q=3.568，P<0.05）；

牵张应力组Runx2蛋白表达水平明显高于空白对照

组，差异有统计学意义（q=2.661，P<0.05）。但是

牵张应力组Runx2蛋白表达水平与阴性对照组比较，

差异无统计学意义（q=0.328，P>0.05）。

2.6   细胞内钙离子检测结果

siRNA干扰组、过表达组、空白对照组、牵张

应力组和阴性对照组细胞内钙离子检测结果见图6。

由图6可见，过表达组、牵张应力组细胞内钙离子

荧光强度明显高于siRNA干扰组。采用Image J软件

统计细胞内钙离子荧光强度，结果显示siRNA干扰

组、过表达组、空白对照组、牵张应力组和阴性对

照组钙离子荧光强度分别为102.03 μm±15.02 μm、

473.57 μm±34.37 μm、158.29 μm±10.55 μm、247.98 μm±
11.45 μm、259.23 μm±10.24 μm，差异有统计学意

义（F=10.009，P<0.05）。过表达组、空白对照组
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细胞内钙离子荧光强度明显高于siRNA干扰组，差

异有统计学意义（q=2.571，P<0.05；q=2.336，P< 
0.05）；牵张应力组细胞内钙离子荧光强度明显高

于空白对照组，差异有统计学意义（q=3.124，P< 

0.05）。但是牵张应力组细胞内钙离子荧光强度与

阴性对照组比较，差异无统计学意义（q=0.995，P> 
0.05）。

3   讨论

既往有文献[13]报道，在正畸科矫正口齿发育不

良的过程中，机械应力刺激可以促进牙周骨组织的

重建。适度机械牵张应力刺激对牙齿的正畸存在积

极意义，但是具体的作用机制尚未明了。Song等[14]

通过构建体外机械牵张应力模型，以成纤维细胞为

对象，探究机械牵张应力对于口齿矫形的作用，结

果表明，机械牵张应力可以通过内质网应激系统刺

激成纤维细胞的增殖与凋亡，从而影响正畸效果。

所以，本研究利用Flexcell 4000T机械牵张应力仪器

构建体外牵张应力刺激下的细胞模型，以机械敏感

性离子通道Piezo1为研究的切入点，以Ca2+为第二

信使，传递机械信号，通过Notch1信号通路，激活

成骨基因ALP、Runx2、OCN和BSP的表达，进而

促进hPDLSC的成骨分化作用。

Piezo1蛋白离子通道是近年来新发现的一种机

械敏感性离子通道，有学者[15-16]报道，Piezo1蛋白离

子通道与骨性关节炎的软骨细胞密切相关，而且可

左：ALP和Runx2的蛋白条带；中：ALP的表达；右：Runx2的表达。a~e：分别为siRNA干扰组、过表达组、空白对照组、牵张应力组和

阴性对照组。**为P<0.05；#为P>0.05。

图  5    Western blot检测ALP和Runx2的表达

Fig  5    The expression of ALP and Runx2 was detected by Western blot

A：siRNA干扰组；B：过表达组；C：空白对照组；D：牵张应力组；E：阴性对照组。

图   6    细胞内钙离子检测结果

Fig  6    The result of the intracellular calcium
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以被阳离子非特异性阻滞剂GsMT4所阻断。另外，

通过冰冻电子显微镜解析Piezo1蛋白的三维立体结

构，发现Piezo1蛋白是一种7跨膜的三棱锥状结构，

Ca2+可通过Piezo1蛋白离子通道，从而发挥作用[17]。

本研究中利用Fluo-3 AM探针检测细胞内钙离子含

量，利用绿色荧光探针特异性结合细胞内的钙离子，

结果显示，过表达组细胞内钙离子荧光强度明显高

于siRNA干扰组，差异有统计学意义（P<0.05）。

说明Piezo1蛋白离子通道表达量增多后，在机械应

力刺激下，可以有更多的Ca2+涌入细胞内，发挥第

二信使的作用。另外牵张应力组细胞内钙离子荧光

强度明显高于空白对照组，差异有统计学意义（P< 
0.05），说明机械牵张应力刺激可以促进Piezo1蛋白

的表达。另外本研究采用RT-PCR检测Piezo1 mRNA
水平的表达，结果证明机械应力的确可以促进Piezo1
蛋白的表达。

RNA干扰技术是分子生物学领域常用的一种阻

断基因表达的方法[18-19]。本研究利用siRNA干扰技

术，构建siRNA-Piezo1干扰质粒和Piezo1过表达质

粒，并且通过慢病毒转染hPDLSC细胞，利用RT-
PCR检测目的基因Piezo1的表达。结果证明，过表

达组Piezo1 mRNA的表达水平明显高于siRNA干扰组

（P<0.05），说明过表达组的Piezo1表达量要高于

siRNA干扰组。另外，牵张应力组Piezo1 mRNA的

表达水平明显高于空白对照组（P<0.05），说明牵

张应力可以促进Piezo1的表达。成骨基因ALP是成

骨细胞表型最重要的生物标志物，是成骨细胞矿化

的标志之一[20]。Runx2是骨形成的标志蛋白，反应

了骨细胞的生物活性[21]。故此本研究采用成骨基因

ALP、Runx2、OCN和BSP的表达作为检测Piezo1在

促进PDLSC成骨分化方面的作用。RT-PCR结果和

Western blot结果表明，过表达组ALP、Runx2、OCN
和BSP的mRNA和蛋白表达水平要明显高于siRNA
干扰组（P<0.05）。结果说明，过表达组hPDLSC
的成骨能力高于siRNA干扰组。牵张应力组ALP、

Runx2、OCN和BSP的mRNA和蛋白表达水平明显

高于空白对照组（P<0.05），结果说明牵张应力可

以促进PDLSC成骨分化。

Notch1信号通路分子是与干细胞的分化密切相

关的一类分子，邱申彩等[22]的研究表明，Notch1的

过表达载体可以促进hPDLSC的分化和增殖。本研

究RT-PCR结果表明，siRNA-Piezo1可以降低Notch1
的表达，抑制成骨基因ALP、Runx2、OCN和BSP
的表达，而Piezo1过表达质粒可以促进Notch1的表

达，促进成骨基因ALP、Runx2、OCN和BSP的表

达。与hPDLSC的成骨分化结果相结合，笔者认为，

机械牵张应力可以促进hPDLSC成骨分化的作用是

通过Notch1信号通路介导。

综上所述，机械牵张应力可以促进Piezo1蛋白的

表达，以Ca2+为第二信使，激活Notch1信号通路，激

活ALP、Runx2、OCN和BSP的表达，促进hPDLSC
成骨分化。而siRNA-Piezo1干扰质粒可以阻断这一

进程，反之，Piezo1的过表达质粒可以促进PDLSC
成骨分化进程。

利益冲突声明：作者声明本文无利益冲突。
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