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过度机械拉伸应力通过Ｐｉｅｚｏ１介导肌腱细胞凋亡的作用及机制研究
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　　［摘要］　目的　探索机械敏感离子通道蛋白 Ｐｉｅｚｏ１在过度机械拉伸应力诱导肌腱细胞凋亡中的
作用机制。方法　分离并培养８周龄雄性Ｃ５７小鼠（ｎ＝２０，体质量２２～２６ｇ）的肌腱细胞，采用Ｆｌｅｘｃｅｌｌ
系统建立机械拉伸诱导肌腱细胞凋亡的细胞模型。将肌腱细胞分为对照组、２０％拉伸组、２０％拉伸＋
Ｙｏｄａ１组、２０％拉伸＋ＧｓＭＴｘ４组、２０％拉伸＋Ｐｉｅｚｏ１敲低慢病毒（ＬｖＰｉｅｚｏ１）组及 ２０％拉伸＋对照慢病毒
（ＬｖＣｔｒｌ）组，采用线粒体膜电位、流式细胞仪、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和钙离子荧光探针检测Ｐｉｅｚｏ１在肌腱细胞凋
亡中的作用。将肌腱细胞分为２０％拉伸组、２０％拉伸＋ｓｉＲＮＡ介导Ｃａｌｐａｉｎ２敲低（ｓｉＣａｌｐａｉｎ２）组、２０％拉
伸＋对照ｓｉＲＮＡ（ｓｉＣｔｒｌ）组，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｐｉｅｚｏ１下游信号 Ｃａｌｐａｉｎ２／ＢＡＸ／Ｃａｓｐａｓｅ３轴的激活情况。
结果　过度机械拉伸应力作用下，２０％拉伸组细胞凋亡水平显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），Ｙｏｄａ１进一步
促进了机械拉伸应力诱导的肌腱细胞凋亡（Ｐ＜０．０５），而 ＧｓＭＴｘ４和 ＬｖＰｉｅｚｏ１表现出相反的作用（Ｐ＜
０．０５）。过度机械拉伸应力作用下，肌腱细胞Ｃａｌｐａｉｎ２、ＢＡＸ和ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的表达增强（Ｐ＜０．０５）。
２０％拉伸＋ｓｉＣａｌｐａｉｎ２组 ＢＡＸ和 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的表达水平低于２０％拉伸组、２０％拉伸＋对照 ｓｉＲＮＡ
组（Ｐ＜０．０５），敲低Ｃａｌｐａｉｎ２可抑制ＢＡＸ和ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的表达（Ｐ＜０．０５），减轻肌腱细胞凋亡（Ｐ＜
０．０５）。结论　过度机械牵拉应力通过激活 Ｐｉｅｚｏ１和下游 Ｃａｌｐａｉｎ２／ＢＡＸ／Ｃａｓｐａｓｅ３通路诱导肌腱细胞
凋亡，Ｐｉｅｚｏ１有望成为肌腱病的潜在治疗靶点。
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ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＣａｌｐａｉｎ２ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＡＸａｎｄｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３（Ｐ＜０．０５）ａｎｄａｔｔｅｎｕａｔｅｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｔｅｎｄｏｎｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｅｘｃｅｓｓｉｖｅｍｅｃｈａｎｉｃａｌｓｔｒｅｔｃｈｓｔｒｅｓｓｃａｎｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｏｆｔｅｎｄｏｎｃｅｌｌｓｖｉａｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＰｉｅｚｏ１ａｎｄｔｈｅｄｏｗｎｓｔｒｅａｍＣａｌｐａｉｎ２／ＢＡＸ／Ｃａｓｐａｓｅ３ｐａｔｈｗａｙｓ．Ｐｉｅｚｏ１
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　　随着社会人口老龄化程度进一步加深、群众健身
运动意识增强，以跟腱断裂、前交叉韧带损伤、肩袖损

伤为代表的肌腱病发病率逐渐增高［１－２］。肌腱病主要

表现为疼痛、功能受限、运动能力下降，常需要手术治

疗，严重影响患者的生活质量［３－４］。机械拉伸应力被

认为是导致肌腱病的重要外界因素之一。解剖上，肌

腱组织主要承受循环拉伸应力［５］。病理学研究证实，

肌腱过度、重复的轴向拉伸使用导致了肌腱细胞的过

度凋亡［６－７］。然而，机械拉伸应力如何介导肌腱细胞

凋亡，目前尚不清楚。Ｐｉｅｚｏ１是新近发现的机械敏感
离子通道蛋白［８－９］。Ｐｉｅｚｏ１参与细胞对外部机械刺激
包括压缩、拉伸、重力、流体剪切的反应，可通过增强钙

离子（Ｃａ２＋）内流和改变细胞内钙信号，帮助细胞将机
械信号转化为生物信号，进而参与调节发育、肿瘤发

生、骨重塑等多种细胞生命进程［１０－１１］。Ｐｉｅｚｏ１广泛分
布于全身多个组织，且已被证实在肌腱组织中表

达［１２－１３］。多项研究表明，Ｐｉｅｚｏ１可以介导过度机械应
力导致的细胞凋亡［１４－１７］，因此本研究推测机械拉伸应

力诱导肌腱细胞凋亡可能由Ｐｉｅｚｏ１介导。
　　为验证假设，本研究分离小鼠肌腱细胞并进行培
养，使用细胞牵张拉伸应力加载系统刺激肌腱细胞检

测细胞凋亡水平，并检测机械拉伸应力作用下的肌腱

细胞中 Ｐｉｅｚｏ１的表达和激活状态。而后利用 Ｐｉｅｚｏ１
激动剂、抑制剂和Ｐｉｅｚｏ１敲低病毒阐明机械拉伸应力
诱导肌腱细胞凋亡的机制，验证 Ｐｉｅｚｏ１对机械拉伸应
力诱导肌腱细胞凋亡的影响，有助于更好地理解肌腱

病中Ｐｉｅｚｏ１、机械拉伸应力和肌腱细胞凋亡之间的关
系，为肌腱病治疗提供新的靶点。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　８周龄雄性Ｃ５７小鼠共２０只，体质量２２～２６ｇ，由
陆军军医大学实验动物中心提供。动物实验伦理批准

由陆军军医大学实验动物福利伦理委员会提供

（ＡＭＵＷＥ２０２１０７８２）。
１．２　小鼠肌腱细胞提取的分离培养
　　小鼠肌腱细胞的分离培养根据参考文献［１８］进
行。小鼠腹腔注射过量戊巴比妥钠（１５０ｍｇ／ｋｇ）处
死。肌腱组织在无菌条件下分离，用眼科剪剪成约

１ｍｍ３的碎片。组织用０．４％Ⅰ型胶原酶和０．０１％透
明质酸酶Ｖ型在３７℃下消化９０ｍｉｎ。用７０μｍ细胞
过滤器去除组织碎片，４００×ｇ离心 ５ｍｉｎ，弃上清。用
含有ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基 （中国普诺赛公司）和 １０％
胎牛血清（中国四季青公司）、１％青霉素／链霉素双抗
（中国碧云天公司）的完全培养基重新悬浮沉淀物。

细胞在含５％ＣＯ２的３７℃细胞培养箱中培养。每３天
更换１次培养基，当融合度达到８０％～９０％时传代，第
３代肌腱细胞被用于后续实验。
１．３　机械拉伸应力干预
　　肌腱细胞接种于Ｂｉｏｆｌｅｘ拉伸６孔板（美国Ｆｌｅｘｃｅｌｌ
公司），细胞融合率达到 ８０％～９０％时，使用 ＦｌｅｘＣｅｌｌ
５０００张力系统（美国 Ｆｌｅｘｃｅｌｌ公司）诱导机械拉伸。机
械拉伸的参数选择为０．５Ｈｚ，拉伸形变量５％～２０％［１９］。
拉伸３６ｈ后，收集肌腱细胞用于后续测试。
１．４　Ｐｉｅｚｏ１的激动剂、抑制剂干预
　　肌腱细胞分为２０％拉伸组、２０％拉伸＋Ｙｏｄａ１组、
２０％拉伸＋ＧｓＭＴｘ４组，使用ＤＭＳＯ配置０．５μｍｏｌ／Ｌ的
Ｐｉｅｚｏ１激动剂Ｙｏｄａ１（美国 ＭＣＥ公司）而后添加于肌

１４０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１０）



腱细胞中以激活 Ｐｉｅｚｏ１，使用 ＤＭＳＯ配置０．１μｍｏｌ／Ｌ
的Ｐｉｅｚｏ１抑制剂ＧｓＭＴｘ４（美国ＭＣＥ公司）添加于肌腱
细胞中以抑制Ｐｉｅｚｏ１。２０％拉伸组添加ＤＭＳＯ处理。
１．５　慢病毒及ｓｉＲＮＡ干扰Ｐｉｅｚｏ１及Ｃａｌｐａｉｎ２表达
　　肌腱细胞分为２０％拉伸组、２０％拉伸＋ＬｖＰｉｅｚｏ１
组及２０％拉伸＋ＬｖＣｔｒｌ组，Ｐｉｅｚｏ１ｓｈＲＮＡ慢病毒表达
载体ＬｖＰｉｅｚｏ１及对照慢病毒载体 Ｌｖｃｔｒｌ购于上海和
元生物公司。肌腱细胞采用无血清培养基培养２４ｈ，
分别加入 ＬｖＰｉｅｚｏ１或 Ｌｖｃｔｒｌ，感染复数（ｍｕｌｔｉｐｅｏｆ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为２０，然后在肌腱细胞中加入新鲜培养
基。肌腱细胞分为２０％拉伸组、２０％拉伸＋ｓｉＣａｌｐａｉｎ２
组、２０％拉伸＋ｓｉＣｔｒｌ组。ｓｉＲＮＡＣａｌｐａｉｎ２及 ｓｉＲＮＡ
Ｃｔｒｌ购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。ｓｉＲＮＡ敲除实验根据
说明书进行标准操作，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）用于ｓｉＲＮＡ的转染。
１．６　流式细胞仪检测细胞凋亡
　　用０．０５％ＥＤＴＡ胰蛋白酶（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司）消
化肌腱细胞。随后，使用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ／７ＡＡＤ凋亡
检测试剂盒（中国碧云天公司）进行标准染色。用流

式细胞仪进行检测。ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ ＋／７ＡＡＤ和
ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ＋／７ＡＡＤ＋细胞被认为是凋亡细胞。计
数凋亡细胞发生比例。

１．７　线粒体膜电位（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ，
ＭＭＰ）测定

　　 采用 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＲｅｄＣｈｌｏｒｏｍｅｔｈｙｌＸｒｏｓａｍｉｎｅ
（ＣＭＸＲｏｓ）试剂盒（中国碧云天公司）检测肌腱细胞的
线粒体膜电位。根据试剂制造商的说明书配置

ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ工作溶液，在３７℃黑暗环境中孵育３０ｍｉｎ。
细胞核用Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２（中国碧云天公司）进行染色。
用荧光显微镜（德国ＺＥＩＳＳ公司）观察荧光强度。
１．８　钙离子内流检测
　　细胞内钙离子浓度用 Ｃａｌ５２０钙离子荧光探针
（中国百萤生物公司）测定。肌腱细胞置于含有０．０２％
ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ１２７（中国索莱宝公司）和１ｍｍｏｌ／ＬＰｒｏｂｅｎｅｃｉｄ
（中国索莱宝公司）的 Ｈａｎｋｓ平衡盐溶液中，在 ３７℃
的黑暗环境中，使用５μｍｏｌ／Ｌ的 Ｃａｌ５２０孵育１ｈ，然
后用ＰＢＳ清洗３次。细胞核用Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２（中国碧
云天公司）进行染色。用荧光显微镜（德国 ＺＥＩＳＳ公
司）观察荧光强度。

１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
　　使用ＲＩＰＡ裂解缓冲液（中国碧云天公司）裂解肌
腱细胞，用 ＢＣＡ测定试剂盒（中国碧云天公司）测定
蛋白浓度。在裂解液中加入１／５体积的加载缓冲液，

然后将样品置于沸水中 １０ｍｉｎ。蛋白质通过 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分离并转移到 ＰＶＤＦ膜上。用 ５％脱脂牛奶阻
断ＰＶＤＦ膜１ｈ，添加一抗置于４℃孵育过夜。一抗包
括兔抗小鼠Ｃａｌｐａｉｎ２（中国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）、ＢＡＸ（中
国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３（美国 Ａｂｃａｍ公
司）、Ｐｉｅｚｏ１（中国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）和 βａｃｔｉｎ（中国
Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）。用 ＴＢＳＴ清洗 ＰＶＤＦ膜，然后用二
抗孵育１ｈ。二抗为山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）ＨＲＰ（中国
Ａｂｓｉｎ公司）。目的蛋白表达采用 ＣｈｅｍｉＤｏｃ成像系统
（美国ＢｉｏＲａｄ公司）检测，所有结果使用βａｃｔｉｎ进行
归一化处理。

１．１０　统计学分析
　　每个实验至少重复３次。使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０
软件进行统计分析。数据均以 珋ｘ±ｓ表示。两组比较采
用ｔ检验。采用单因素方差分析和 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ事后检
验（ｐｏｓｔｈｏｃｔｅｓｔ）对多个组间的比较进行评估。Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　机械拉伸应力可以诱导肌腱细胞凋亡
　　使用Ｆｌｅｘｃｅｌｌ５０００张力系统对小鼠肌腱细胞施加
逐渐递增的拉伸应力。流式结果显示，肌腱细胞凋亡

百分比随着拉伸程度的增加而显著增加，在拉伸２０％
凋亡水平高于其余拉力参数下的凋亡水平（Ｐ＜０．０５，
图１Ａ、Ｃ）。ＭＭＰ测定结果显示，随着拉伸程度的增
加，ＭＭＰ强度逐渐下降（Ｐ＜０．０５，图 １Ｂ、Ｄ）。这些结
果表明机械拉伸应力可以诱导肌腱细胞的凋亡。２０％
的拉伸诱导细胞凋亡最为明显，被用于后续实验。

２．２　机械拉伸应力可以激活肌腱细胞的Ｐｉｅｚｏ１表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，机械拉伸应力作用下，肌腱
细胞中Ｐｉｅｚｏ１蛋白的表达水平上调（Ｐ＜０．０５，图２Ａ、Ｂ）。
钙离子荧光探针检测结果显示，机械拉伸应力促进了

肌腱细胞中钙离子内流（Ｐ＜０．０５，图２Ｃ、Ｄ）。结果表
明，机械拉伸应力可以激活体外培养的肌腱细胞中的

Ｐｉｅｚｏ１的表达。
２．３　机械拉伸应力通过 Ｐｉｅｚｏ１激活调控肌腱细胞的

凋亡

　　为进一步探讨 Ｐｉｅｚｏ１在肌腱细胞凋亡中的作用
机制，分别在机械拉伸应力下的肌腱细胞中添加

０．５μｍｏｌ／ＬＹｏｄａ１和０．１μｍｏｌ／ＬＧｓＭＴｘ４。流式细胞
仪分析显示，Ｙｏｄａ１可以增强肌腱细胞凋亡，ＧｓＭＴｘ４
则减轻肌腱细胞凋亡（Ｐ＜０．０５，图３Ａ、Ｂ）。ＭＭＰ免疫
荧光染色结果显示，Ｙｏｄａ１加剧了机械拉伸应力刺激
下ＭＭＰ强度的降低，而 ＧｓＭＴｘ４导致 ＭＭＰ强度增强

２４０１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



（Ｐ＜０．０５，图 ３Ｃ、Ｄ）。结果表明，机械拉伸应力下
Ｐｉｅｚｏ１的激活状态与肌腱细胞凋亡有关。
２．４　敲除 Ｐｉｅｚｏ１可以减少机械拉伸应力下肌腱细胞

的凋亡

　　为进一步证实 Ｐｉｅｚｏ１在机械拉伸应力诱导的肌
腱细胞凋亡中的作用，使用ＬｖＰｉｅｚｏ１敲低Ｐｉｅｚｏ１的表
达。结果显示２０％拉伸＋ＬｖＰｉｅｚｏ１组的肌腱细胞凋亡
率低于２０％拉伸＋ＬｖＣｔｒｌ组和２０％拉伸应力组（Ｐ＜０．０５，
图４Ａ、Ｂ），敲除Ｐｉｅｚｏ１可以缓解机械拉伸应力导致的
肌腱细胞中ＭＭＰ强度的降低（Ｐ＜０．０５，图４Ｃ、Ｄ）。结果

进一步表明，Ｐｉｅｚｏ１介导了机械拉伸应力刺激下肌腱
细胞的凋亡。

２．５　Ｐｉｅｚｏ１促进肌腱细胞凋亡涉及 Ｃａｌｐａｉｎ２／ＢＡＸ／
Ｃａｓｐａｓｅ３的激活

　　探讨 Ｐｉｅｚｏ１介导肌腱细胞凋亡的下游机制。
Ｐｉｅｚｏ１激活的钙离子信号通路可诱导下游钙离子的活
化，其与细胞凋亡密切相关。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，
机械拉伸应力处理后 Ｃａｌｐａｉｎ２及下游 ＢＡＸ、ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３的表达均升高，ＬｖＰｉｅｚｏ１处理后则下降（Ｐ＜
０．０５，图５）。
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Ａ：肌腱细胞凋亡的流式细胞图；Ｂ：肌腱细胞ＭＭＰ的ＣＭＸＲｏｓ荧光染色观察　ＣＭＸＲｏｓ呈红色，核呈蓝色；Ｃ：凋亡肌腱细
胞比例统计分析；Ｄ：ＭＭＰ平均荧光强度的统计分析　１：对照组；２：５％拉伸组；３：１０％拉伸组；４：１５％拉伸组；５：２０％拉伸
组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图１　机械拉伸应力对体外培养的肌腱细胞凋亡的影响　（ｎ＝３）
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Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测机械拉伸应力下肌腱细胞中 Ｐｉｅｚｏ１表达及统计结果；Ｃ、Ｄ：ＣＡＬ５２０染色检测 Ｃａ２＋内流及统计分析　
绿色：Ｃａｌ５２０；蓝色：核；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图２　机械拉伸应力对肌腱细胞中Ｐｉｅｚｏ１表达的影响　（ｎ＝３）
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Ａ、Ｂ：Ｙｏｄａ１及ＧｓＭＴｘ４作用下肌腱细胞凋亡的流式细胞图及统计分析；Ｃ、Ｄ：Ｙｏｄａ１及ＧｓＭＴｘ４作用下肌腱细胞ＭＭＰ的ＣＭＸＲｏｓ
荧光染色观察及统计分析　红色：ＣＭＸＲｏｓ，蓝色：核；ａ：Ｐ＜０．０５，与２０％拉伸组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与２０％拉伸＋Ｙｏｄａ１组比较；
１：２０％拉伸组；２：２０％拉伸＋ＬＶＰｉｅｚｏ１组；３：２０％拉伸＋ＬｖＣｔｒｌ组

图３　Ｙｏｄａ１及ＧｓＭＴｘ４对机械拉伸应力诱导的肌腱细胞凋亡的影响　（ｎ＝３）
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图４　敲除Ｐｉｅｚｏ１对机械拉伸应力诱导的肌腱细胞凋亡的影响　（ｎ＝３）
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图５　Ｐｉｅｚｏ１对肌腱细胞凋亡相关蛋白表达的影响　（ｎ＝３）
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Ａ～Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肌腱细胞 ＢＡＸ、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３表达及统计分析；Ｄ、Ｅ：肌腱细胞凋亡的流式细胞图及统计分析；
Ｆ、Ｇ：肌腱细胞ＭＭＰ的ＣＭＸＲｏｓ荧光染色观察及统计分析　红色：ＣＭＸＲｏｓ　蓝色：核；ａ：Ｐ＜０．０５，与２０％拉伸组比较；ｂ：Ｐ＜
０．０５，与２０％拉伸＋ｓｉＣａｌｐａｉｎ２组比较；１：２０％拉伸组；２：２０％拉伸＋ｓｉＣａｌｐａｉｎ２组；３：２０％拉伸＋ｓｉＣｔｒｌ组

图６　敲低Ｃａｌｐａｉｎ２对ＢＡＸ／Ｃａｓｐａｓｅ３表达和机械应力导致的肌腱细胞凋亡的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．６　敲低 Ｃａｌｐａｉｎ２下调 ＢＡＸ／Ｃａｓｐａｓｅ３表达，抑制机
械应力导致的肌腱细胞凋亡

　　使用ｓｉＣａｌｐａｉｎ２干扰机械拉伸应力下肌腱细胞中
的 Ｃａｌｐａｉｎ２表达。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ｓｉＣａｌｐａｉｎ２
处理后，ＢＡＸ和ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的表达下调（Ｐ＜０．０５，
图６Ａ～Ｃ）。ｓｉＣａｌｐａｉｎ２处理后肌腱细胞凋亡受到抑
制（Ｐ＜０．０５，图６Ｄ～Ｇ）。上述结果表明，机械拉伸应

力通过激活 Ｐｉｅｚｏ１和 Ｃａｌｐａｉｎ２／ＢＡＸ／Ｃａｓｐａｓｅ３通路促
进肌腱细胞凋亡。

３　讨论

　　过度机械拉伸诱导肌腱细胞凋亡是肌腱病的诱发
因素之一［１９］。然而，机械拉伸促进肌腱细胞凋亡的机

制尚不清楚。本研究探讨机械敏感离子通道蛋白
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Ｐｉｅｚｏ１在机械拉伸诱导肌腱细胞凋亡中的作用，并探
讨其可能的机制。本研究发现在体外培养的肌腱细胞

中，机械拉伸应力引起了明显的肌腱细胞凋亡，伴

Ｐｉｅｚｏ１表达上调和Ｐｉｅｚｏ１通道的激活。Ｙｏｄａ１进一步
促进肌腱细胞凋亡，ＧｓＭＴｘ４和慢病毒敲除 Ｐｉｅｚｏ１则
抑制肌腱细胞凋亡。Ｐｉｅｚｏ１可以激活下游 Ｃａｌｐａｉｎ２／
ＢＡＸ／Ｃａｓｐａｓｅ３通路促进肌腱细胞凋亡。本研究揭示
Ｐｉｅｚｏ１在机械拉伸应力介导的肌腱细胞凋亡的作用，
可能有助于未来肌腱病的临床诊疗。

　　Ｐｉｅｚｏ１是机械敏感离子通道蛋白，可将细胞外机
械刺激转化为细胞内信号。Ｐｉｅｚｏ１参与软骨细胞、Ⅱ
型肺泡细胞和肿瘤细胞等多种细胞的机械拉伸诱导凋

亡［２０－２２］。因此，本研究探索Ｐｉｅｚｏ１在肌腱细胞中的表
达以及 Ｐｉｅｚｏ１是否介导了机械拉伸诱导的肌腱细胞
凋亡。发现拉伸应力作用下，Ｐｉｅｚｏ１在肌腱细胞中表
达。通过使用 Ｐｉｅｚｏ１特异性激活剂 Ｙｏｄａ１［２３］，发现
Ｐｉｅｚｏ１激活增强了机械拉伸应力诱导的肌腱细胞凋
亡。机械敏性阳离子通道阻断剂 ＧｓＭＴｘ４可抑制机械
拉伸应力诱导的肌腱细胞凋亡。然而，ＧｓＭＴｘ４并不是
一种特异的Ｐｉｅｚｏ１抑制剂，因为它也会阻碍ＴＲＰＣ１和
ＴＲＰＣ３等其他机械敏感阳离子通道的激活［２４］。因此，

通过ＬｖＰｉｅｚｏ１转染实现Ｐｉｅｚｏ１的敲除，并发现Ｐｉｅｚｏ１
敲除抑制了机械拉伸应力诱导的肌腱细胞凋亡。这些

结果证明 Ｐｉｅｚｏ１激活是机械拉伸应力诱导肌腱细胞
凋亡的关键环节。

　　进一步研究由 Ｐｉｅｚｏ１激活刺激的下游细胞内信
号。Ｐｉｅｚｏ１激活通过促进Ｃａ２＋内流和改变后续细胞内
钙信号，帮助细胞将机械信号转化为生物信号，从而引

发一系列细胞生物学过程［２５－２６］。Ｃａ２＋在真核生物信
号转导中作为第二信使发挥核心作用。细胞内游离

Ｃａ２＋浓度维持在较细胞外液低的水平。而Ｃａ２＋超载与
所有３种凋亡途径相关，即内在凋亡途径（线粒体途
径）、外在凋亡途径（死亡受体途径）和内质网途

径［２７－２８］。Ｃａｌｐａｉｎ是特殊的 Ｃａ２＋激活的非溶酶体半胱
氨酸蛋白酶，与Ｃａ２＋介导的凋亡密切相关，可通过激活
ＢＡＸ在内的凋亡因子，启动Ｃａｓｐａｓｅ级联反应，加速细
胞凋亡［２９－３２］。钙蛋白酶的活性受到细胞内 Ｃａ２＋浓度
的严格调控。Ｃａｌｐａｉｎ与机械力刺激的细胞凋亡密切
相关，且 Ｃａｌｐａｉｎ可在肌腱组织中表达［３３］。传统的

Ｃａｌｐａｉｎ有两种亚型：Ｃａｌｐａｉｎ１（μｃａｌｐａｉｎ）需要微摩尔
级别 Ｃａ２＋来激活，Ｃａｌｐａｉｎ２（ｍｃａｌｐａｉｎ）需要毫摩尔级
别 Ｃａ２＋来激活［３４］。据报道，Ｐｉｅｚｏ１可以通过升高的
Ｃａ２＋内流激活Ｃａｌｐａｉｎ２并介导机械信号诱发的细胞凋

亡［３５－３６］。本研究结果发现，机械拉伸应力增强了

Ｃａｌｐａｉｎ２的表达，沉默 Ｃａｌｐａｉｎ２可以逆转 Ｙｏｄａ１和机
械拉伸应力刺激的肌腱细胞凋亡，这表明 Ｐｉｅｚｏ１通过
Ｃａ２＋内流介导的 Ｃａｌｐａｉｎ２激活促进了肌腱细胞凋亡。
为了研究Ｃａｌｐａｉｎ２激活的下游效应，我们探索了可被
Ｃａｌｐａｉｎ２切割的 ＢＡＸ的表达，其可参与诱导线粒体凋
亡通路［３７］。结果发现，机械拉伸应力增强了 ＢＡＸ和
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的表达，而敲除 Ｐｉｅｚｏ１抑制了 ＢＡＸ
和 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的增高。沉默 Ｃａｌｐａｉｎ２可抑制
ＢＡＸ和 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的表达，并抑制肌腱细胞凋
亡。以 上 证 据 证 明，Ｐｉｅｚｏ１通 过 Ｃａｌｐａｉｎ２／ＢＡＸ／
Ｃａｓｐａｓｅ３途径促进肌腱细胞凋亡。
　　本研究亦存在局限之处：①本研究中体外施加的
循环拉伸应力无法完全模拟体内的肌腱细胞受力情

况，因此实验中拉伸应力刺激导致的肌腱细胞凋亡与

肌腱病病理情况下肌腱细胞的凋亡并不对等；②本研
究未对高水平的拉伸应力导致的肌腱细胞凋亡情况进

行探究。在下一步的研究中，将结合动物实验进行

Ｐｉｅｚｏ１的敲低实验，以进一步明确 Ｐｉｅｚｏ１在肌腱病中
的作用及致病机制。

　　综上所述，本研究探讨 Ｐｉｅｚｏ１在机械拉伸应力刺
激肌腱细胞中的作用，验证机械拉伸应力可以通过

Ｐｉｅｚｏ１激活下游 Ｃａｌｐａｉｎ２／ＢＡＸ／Ｃａｓｐａｓｅ３轴来启动肌
腱细胞凋亡。敲除 Ｐｉｅｚｏ１可以缓解肌腱细胞凋亡。
Ｐｉｅｚｏ１有望成为治疗肌腱病的潜在治疗靶点。
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