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［摘要］ 目的·应用CRISPR/Cas9系统对小鼠间充质干细胞C3H10T1/2进行靶向Piezo1基因稳定敲除，探究Piezo1对间充质

干细胞成骨分化能力的影响。方法·根据 CRISPR/Cas9 原理，设计 2 条靶向 Piezo1 基因的单链指导 RNA （single guide 

RNA，sgRNA），利用 Lenti-Cas9-GFP 和 Lenti-U6-sgRNA-mCherry 载体分别构建表达 Cas9 的慢病毒和表达 sgRNA 的慢病

毒。将 2种慢病毒感染C3H10T1/2细胞，利用流式细胞分选技术对GFP和mCherry阳性的细胞进行筛选；挑取单克隆细胞，

经 PCR 扩增及琼脂糖凝胶电泳验证，最终得到 Piezo1 基因片段敲除的单克隆细胞系。序列测定、实时荧光定量 PCR

（quantitative realtime PCR，qPCR）及细胞免疫荧光技术对构建的Piezo1基因敲除细胞（Piezol knockout C3H10T1/2，CPK）

进行敲除效率验证。CCK-8实验检测敲除Piezo1对细胞增殖的影响；对构建成功的Piezo1基因敲除细胞进行体外成骨诱导

分化，并进行碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）染色及茜素红染色，利用 qPCR探究敲除Piezo1对细胞的成骨相关

基因mRNA水平的影响。结果·琼脂糖凝胶电泳结果显示，敲除Piezo1的单克隆细胞菌液通过PCR扩增后产物出现阳性克

隆。单克隆细胞的测序结果显示，敲除Piezo1的单克隆细胞的Piezo1基因在第 4外显子中提前形成终止密码子TGA，无法

正确翻译蛋白；qPCR验证了CPK中Piezo1基因在mRNA水平被抑制；免疫荧光显示CPK中Piezo1基因的敲除效率较高，

基本阻碍Piezo1在细胞中的表达。CCK-8实验显示敲除Piezo1后细胞增殖能力下降（P<0.05）；ALP染色及茜素红染色结果

显示敲除 Piezo1 后细胞成骨能力降低 （P<0.05），且 CPK 中成骨相关基因如Ⅰ型胶原蛋白 A1 （α 1 type Ⅰ collagen，

Col1a1）、Runt相关转录因子 2 （Runt-related transcription factor 2，Runx2）、成骨细胞特异性转录因子（osterix，Osx）以及

碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，Alp）的mRNA表达水平降低（均P<0.05）。结论·利用CRISPR/Cs9基因编辑系统成功

构建靶向敲除Piezo1基因的C3H10T1/2细胞系。敲除Piezo1能抑制小鼠间充质干细胞C3H10T1/2的成骨分化。
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[Abstract]  Objective·To investigate the effect of Piezo1 on osteogenic differentiation of mouse mesenchymal stem cells 

C3H10T1/2 cell line based on CRISPR/Cas9 system that can achieve stable gene knockout. Methods·According to the principle of 

CRISPR/Cas9 target design principle, two single guide RNAs (sgRNAs) were designed to construct lentivirus expressing Cas9 and 

lentivirus expressing sgRNA by using Lenti-Cas9-GFP and Lenti-U6-sgRNA-mCherry vectors. After the C3H101/2 cells were 

transfected with two types of lentiviruses, flow cytometry was used to screen mCherry- and GFP-positive cells. The monoclonal 

cells were selected, and amplified by PCR and agarose gel electrophoresis, and finally the monoclonal cell line with Piezo1 gene 

fragment knocked out was obtained. Sequencing, quantitative realtime PCR (qPCR) and immunofluorescence were performed to 

verify the the knockout efficiency of the constructed Piezol knockout C3H10T1/2 cells (CPK). CCK-8 assay was used to detect the 

effect of knocking out Piezo1 on cell proliferation; in vitro osteogenic induction differentiation was performed on successfully 

constructed Piezo1 gene knockout cells, and alkaline phosphatase (ALP) staining and alizarin red staining were used to investigate 

the effect of Piezo1 on osteogenic ability. Results·Positive clone was obtained in bacterial fluid of monoclonal cell lines with Piezol 

knocked out after PCR amplification and agarose gel electrophoresis. Sequencing analysis showed that a stop condon TGA was 

produced in exon 4 of Piezo1 gene in advance, so that the protein could not be translated correctly. qPCR verified that Piezo1 gene 

in CPK was inhibited at mRNA level; Immunofluorescence showed that the knockout efficiency of Piezo1 gene in CPK was high, 

which basically hindered the expression of Piezo1 in cells. CCK-8 assay showed that the cell proliferation ability decreased after 

knocking out Piezo1 (P<0.05); The results of ALP staining and alizarin red staining showed that the osteogenic ability of cells 

decreased after knocking out Piezo1(P<0.05). The mRNA expression levels of osteogenetic-related genes such as α 1 type Ⅰ 

collagen (Col1a1), Runt-related transcription factor 2 (Runx-2), osterix (Osx) and alkaline phosphatase (Alp) in CPK decreased 

significantly (all P<0.05). Conclusion·Piezo1 knockout C3H10T1/2 cells based on CRISPR/Cas9 system is constructed 

successfully and the osteogenic activity of stable Piezo1 knockout cell line is hindered significantly.

[Key words] Piezo1; CRISPR/Cas9; mesenchymal stem cell; osteogenesis

机械力转导是生命体中细胞增殖、分化以及凋亡

等生理功能的基础。细胞可通过力学传感器将细胞接

收到的信号转导为生物信号，从而发生膜电位的改

变、离子内流改变等短期效应，或者产生细胞功能上

的长期改变［1］。机械力转导在人体的骨骼改建，尤

其是口腔颅颌面系统中的牙槽骨改建中起到不可或缺

的作用。细胞中的力学感受器包括机械敏感的离子通

道蛋白、细胞骨架、G蛋白偶联受体等［2］。机械敏感

的离子通道蛋白介导的机械力转导过程具有快速转导

的特性，且机械敏感的离子通道蛋白分布于机体大部

分组织中，如肌梭、血管内皮等。机械敏感的离子通

道蛋白受力，改变细胞膜张力，使得通道得以开放或

关闭，并随着细胞膜张力的变化而呈现相应变化［3］。

机械敏感的离子通道主要包括钠离子通道、双孔钾离

子 通 道 （tandem-pore-domain potassium channel，

K2P）、 瞬 时 感 受 器 电 位 通 道 （transient receptor 

potential，TRP）以及压电离子通道（Piezo）。Piezo1

作为一种与机械刺激高度相关的新型离子通道蛋白近

年来备受瞩目。

由于 Piezo1 分布广泛，涉及众多生理过程，其

在机械力转导领域的机制研究已成为热点。研究表

明，Piezo1可介导牵张力［4-6］、重力［7-8］、压力［9-10］、

流体剪切力［11-12］ 等多种不同形式的力学刺激。

Piezo1 可通过影响间充质干细胞、成骨细胞、软骨

细胞等细胞的增殖、分化与凋亡调控骨改建过程。

SUGIMOTO 等［13］ 利用人骨髓间充质干细胞 UE7T-

13 以及转染反转录病毒载体 （pBABE-neo-hTERT）

的人牙髓来源的间充质干细胞 SDP11，通过小干扰

RNA （small interfering RNA， siRNA） 阻碍 Piezo1

的表达，发现可抑制由于静水压力所介导的成骨分

化能力。ZHOU 等［14］发现 Prx1Cre;Piezo1fl/fl小鼠骨量

下降，体内成骨能力受到抑制；利用腺病毒敲除

Piezo1fl/fl小鼠骨髓间充质干细胞中的 Piezo1，发现小

鼠间充质干细胞的成骨分化能力减弱。WANG 等［7］

发现 Prrx1Cre;Piezo1fl/fl小鼠出现骨量下降，成骨细胞

中的 Piezo1 通过改变 YAP 的核定位来影响破骨细胞
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的分化进而调控骨改建。SUN等［8］研究发现成骨细

胞中 Piezo1 作为力学感受器，能够影响骨的形成。

LEE 等［15］ 利用 siRNA 以及 Piezo1 的特异性抑制剂

GsMTx4 抑制软骨细胞中 Piezo1 的表达后，发现软

骨细胞的凋亡水平大幅降低。关于 Piezo1 基因在骨

改建中的功能研究切入点十分多元，体外细胞类型

以及抑制基因功能的手段不同，结果也不尽相同。

因此，获得一个可以在体外研究 Piezo1 基因功能的

稳定的工具显得尤为重要。

随着技术的发展，CRISPR/Cas9系统用于基因编

辑日益成熟。CRISPR/Cas9是细菌所特有的一种获得

性免疫系统。基因编辑中CRISPR/Cas9系统的作用原

理 主 要 是 CRISPR 相 关 蛋 白 （CRISPR-associated 

protein 9，Cas 9） 通过单链指导 RNA （single guide 

RNA，sgRNA） 识别靶基因并与其结合，在目的位

点使DNA双链断裂，激活内源性DNA修复机制［16］；

但这种修复往往会导致碱基插入或缺失，从而导致基

因的编码蛋白突变最终导致基因敲除。由于具有操作

简便、效率高的特点，目前CRISPR/Cas9系统在研究

基因功能、基因治疗及建立靶向基因敲除动物模型中

已具有广泛应用。

因此，本文基于 CRISPR/Cas9 系统，拟构建靶

向敲除Piezo1基因的小鼠间充质干细胞C3H10T1/2细

胞系，并与细胞体外成骨分化实验相结合，观察敲

除 Piezo1 对细胞成骨能力的影响，希冀为进一步揭

示机械离子通道蛋白 Piezo1 在机械力介导的骨改建

中的功能，提供一种有效的工具并建立一定的研究

基础。

1　材料与方法

1.1　主要材料

1.1.1　细胞　小鼠间充质干细胞 C3H10T1/2 来源于

中国科学院细胞库。

1.1.2　试剂与仪器　 MEM 培养基 （Hyclone，美

国）， 胎 牛 血 清 （FBS）、 青 霉 素/链 霉 素 溶 液

（Gibico，美国），4% 多聚甲醛 （武汉赛维尔生物科

技有限公司），Lenti-U6-sgRNA-mCherry质粒、Lenti-

Cas9-GFP 质粒 （Addgene，美国），质粒小提试剂盒

（Tiangen， 中 国）， BsmBⅠ酶 、 T4 DNA 连 接 酶

（Thermo Scientific，美国），反转录试剂盒（TaKaRa，

日本），SYBR Green Master Mix试剂盒（上海惠凌生

物技术有限公司），CCK-8 试剂盒、碱性磷酸酶

（alkaline phosphatase，ALP）染色试剂盒、茜素红染

色试剂盒、柠檬酸抗原修复液、QuickBlock™封闭液

（上海碧云天生物技术有限公司），DAPI 染色液、

Piezo1 抗体 （货号 NBP1-78446）（Novus，美国），

Cy3标记山羊抗兔 IgG （H+L）（货号A0516，上海碧

云天生物技术有限公司），成骨诱导分化培养基

（Cyagen，美国）；PCR仪（BioRad，美国），凝胶成

像系统 （GE Healthcare，美国），流式细胞分析仪

Fortessa X-20 （BD Biosciences，美国），微孔板分光

光度计（Bio Tek，美国），体视显微镜、倒置荧光显

微镜（Olympus，日本），激光共聚焦显微镜（Zeiss，

德国）。

1.2　实验方法

1.2.1　 Lenti-U6-sgRNA1-U6-sgRNA5-mCherry 载 体

构建　通过 NCBI 网站查询 Piezo1 基因信息，在

Piezo1 基因片段的两端设计 2 个 sgRNA （序列见

表 1）；设计 PCR 引物 （序列见表 1），对目的片段

进行 PCR 扩增，琼脂糖凝胶电泳切胶回收目的基因

片段后，BsmBⅠ酶切 PCR 产物。将酶切后的 PCR

产物通过 T4 DNA 连接酶连接到 Lenti-U6-sgRNA-

mCherry 质 粒 中 ， 构 建 Lenti-U6-sgRNA1-U6-

sgRNA5-mCherry 重组质粒。设计测序引物（序列见

表 1）， 利 用 Snapgene 软 件 对 构 建 的 Lenti-U6-

sgRNA1-U6-sgRNA5-mCherry 重组质粒测序后进行

序列比对。将构建好的 Piezo1 敲除的重组质粒转化

至大肠埃希菌 DH5a 感受态细胞，涂板。参考小鼠

Piezo1 基因序列设计 PCR 引物，将菌液进行 PCR 扩

增后进行琼脂糖凝胶电泳验证，再将此菌液 PCR 产

物送测序。

表1　sgRNA 寡核苷酸序列及引物序列

Tab 1　sgRNA oligonucleotide sequences and primers

Name

sgRNA-1

sgRNA-5

Piezo1 forward primer

Piezo1 reverse primer

Sequencing primer

Sequences (5′→3′)

GTTGAGACACCTTCACCCAA

TCTGCCGGGCTTTCCTCGTG

ATCAGCATTCCTGAATCACGGATG

CTAGGGCTCTGTTACGCAGAG

GGAAAGAATAGTAGACATAATAGC
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1.2.2　慢病毒包装与转染　利用第 3代慢病毒包装系

统，将 Lenti-Cas9-GFP 质粒或 Lenti-U6-sgRNA1-U6-

sgRNA5-mCherry质粒分别转入 293T细胞，于转染后

48 h收集慢病毒上清液，经过 0.45 μm膜过滤后，超

速离心浓缩。

1.2.3　细胞感染、流式分选及单克隆培养、挑选与

鉴定　C3H10T1/2 细胞以完全培养基 （MEM+10% 

FBS+1%青霉素/链霉素），于5% CO2、37 ℃恒温培养

箱培养，每48~72 h按照1∶3的比例传代。将构建好的

Lenti-Cas9-GFP 慢 病 毒 和 Lenti-U6-sgRNA1-U6-

sgRNA5-mCherry 慢病毒感染 C3H10T1/2 细胞，感染

后 24 h更换为新鲜完全培养基。病毒感染后 72 h的细

胞，用流式细胞仪进行分选。先用未感染的细胞作为

对照进行设门，分选红色和绿色荧光双阳性的

C3H10T1/2 细胞——Piezo1 基因敲除细胞至 96 孔板，

在37 ℃培养箱中培养；培养7~10 d后，每孔挑选出单

克隆细胞系进行鉴定。提取Piezo1基因敲除细胞的基

因组 DNA 进行 PCR 扩增 （引物序列见表 1） 后，将

PCR产物经琼脂糖凝胶电泳后进行测序鉴定（苏州金

唯智生物科技有限公司），并利用 Snapgene 软件比

对测序结果后确定 Piezo1 基因敲除成功的单克隆细

胞系。

1.2.4　CCK-8 细胞增殖检测　将未敲除 Piezo1 的

C3H10T1/2 细胞及 Piezo1 基因敲除细胞接种于 96 孔

板中，分别于 4 h、48 h及 7 d进行CCK-8细胞增殖检

测。每孔加入 10 μL CCK-8溶液，于培养箱中继续孵

育 2 h。利用微孔板分光光度计于 450 nm波长处检测

吸光度值。

1.2.5　细胞体外成骨诱导分化　将未敲除 Piezo1 的

C3H10T1/2 细胞及 Piezo1 基因敲除细胞分别以 5×104

个接种至 48 孔板中，待细胞贴壁后加入成骨诱导分

化培养基，隔日更换 1 次成骨诱导液。成骨诱导分

化 7 d 后，进行 ALP 染色并进行成骨能力相关基因

的 qPCR 检测；成骨诱导分化 14 d 后，进行茜素红

染色。

1.2.6　ALP 染色　未敲除 Piezo1 的 C3H10T1/2 细胞

及 Piezo1 基因敲除细胞经体外成骨诱导分化 7 d 后，

分别进行ALP染色。将孔板内原有液体吸去，PBS清

洗 3次后加入 4%多聚甲醛固定 5 min，再用PBS清洗

3 次后，加入按照说明书配置好的 ALP 染色液，于

37 ℃避光孵育约 30 min，染色结束后用双蒸水清洗

残留染色液，用体视显微镜拍照。

1.2.7　茜素红染色　未敲除 Piezo1 的 C3H10T1/2 细

胞及 Piezo1 基因敲除细胞经体外成骨诱导分化 14 d

后，分别进行茜素红染色。将孔板内原有液体吸去，

PBS 清洗 3 次后加入 4% 多聚甲醛固定 5 min，再用

PBS清洗残余固定液，加入按照说明书配置好的茜素

红染色液，于室温下孵育 10~15 min，染色结束后用

双蒸水清洗残留染色液，用体视显微镜拍照。

1.2.8　RNA 抽提、反转录及实时荧光定量 PCR　未

敲除Piezo1的C3H10T1/2细胞及Piezo1基因敲除细胞

经体外成骨诱导分化 7 d，分别提取总RNA，应用超

微量紫外分光计测量总 RNA 浓度，利用反转录试剂

盒 将 RNA 反 转 录 为 cDNA， 再 利 用 SYBR Green 

Master Mix 试 剂 盒 进 行 实 时 荧 光 定 量 PCR

（quantitative realtime PCR，qPCR） 检测，结果均以

次黄嘌呤 -鸟嘌呤磷酸核苷转移酶 （hypoxanthine-

guanine phosphoribosyltransferase，HPRT） 作为参考

进行归一化处理，Piezo1、Ⅰ型胶原蛋白 A1 （α 1 

type Ⅰ collagen， Col1a1）、 Runt 相关转录因子 2

（Runt-related transcription factor 2，Runx2）、成骨细

胞特异性转录因子 （osterix，Osx） 和碱性磷酸酶

（alkaline phosphatase，Alp）的相对表达量以 2-ΔΔCT 值

表示。引物序列见表2。

表2　qPCR 引物序列信息

Tab 2　Primer sequences for qPCR

Gene

HPRT

Runx2

Osx

Alp

Col1a1

Forward sequence (5′→3′)

GTTAAGCAGTACAGCCCCAAA

CCTCCAGCATCCCTTTCTT

CCTTCCCTCACTCATTTCCTGG

CGGGACTGGTACTCGGATAA

GCTCCTCTTAGGGGCCACT

Reverse sequence (5′→3′)

AGGGCATATCCAACAACAAACTT

CCTCCAGCATCCCTTTCTT

TGTTGCCTGGACCTGGTGAGAT

ATTCCACGTCGGTTCTGTTC

CCACGTCTCACCATTGGGG

Note: HPRT—hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase; Runx2—Runt-related transcription factor 2; Osx—osterix; Alp—alkaline phosphatase; 

Col1a1—α 1 type Ⅰ collagen.
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1.2.9　 免 疫 荧 光 染 色　 将 未 敲 除 Piezo1 的

C3H10T1/2 细胞及 Piezo1 基因敲除细胞分别用 4%

多聚甲醛固定 20 min，利用柠檬酸抗原修复液修复

抗原 1 h，室温下孵育抗原封闭液 1 h，孵育 Piezo1

一抗 （1∶200），4 ℃过夜。PBS 清洗后，室温孵育

二抗 Cy3 标记山羊抗兔 IgG （H+L） 1 h，PBS 清洗

后 DAPI 染色 10 min，PBS 清洗后激光共聚焦显微

镜拍照。

1.3　统计学分析

使用 SPSS 24.0软件进行数据的统计分析。定量

资料以 x±s 表示，采用独立样本 t 检验进行 2 组间比

较。P<0.05表示差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　Lenti-U6-sgRNA1-U6-sgRNA5-mCherry 重组

质粒的测序鉴定

利用 Snapgene 软件对构建的 Lenti-U6-sgRNA1-

U6-sgRNA5-mCherry 重组质粒进行测序。质粒构建

结果 （图 1） 如下：sgRNA1 与 sgRNA5 正确插入 U6 

sgRNA-mCherry 中，插入的 sgRNA 序列及方向与实

验设计相符合，表明 Lenti-U6-sgRNA1-U6-sgRNA5-

mCherry重组质粒构建成功。

2.2　稳定敲除 Piezo1 的小鼠间充质干细胞系的

构建

敲除 Piezo1 基因的单克隆细胞能够通过 PCR 扩

增出和阳性克隆具有同样大小的目的片段 （约

600 bp），琼脂糖凝胶电泳 （图 2A） 结果证实 PCR

产物条带大小正确。将 PCR 产物送测序，结果如

图 2B 所示。未敲除 Piezo1 的 C3H10T1/2 （Control，

CON） 组细胞在第 4 外显子可以正常编码氨基酸；

而 Piezo1 基因敲除的 C3H10T1/2 （Piezol knockout 

C3H10T1/2，CPK） 组细胞在第 4 外显子中产生 1

个碱基缺失，并在第 4 外显子中提前形成终止密码

子 TGA，无法正确翻译蛋白，表明 CPK 中 Piezo1

基因被敲除。提取 CON 组及 CPK 组细胞的 RNA 进

行 qPCR 检测，结果如图 2C 所示。与 CON 组细胞

相比，CPK 组细胞中 Piezo1 在 mRNA 水平明显降

低，差异具有统计学意义 （P=0.000）。我们又利用

免疫荧光检测 CPK 中 Piezo1 的表达。如图 2D 所

示，CON 组 Piezo1 在细胞膜处表达，而敲除 Piezo1

后 ， 红 色 荧 光 减 弱 ， 提 示 稳 定 敲 除 Piezo1

的 C3H10T1/2 细 胞 可 实 现 Piezo1 在 蛋 白 层 面 的

敲除。

2.3　敲除 Piezo1 对小鼠间充质干细胞增殖能力的

影响

利用CCK-8试剂盒对CON组细胞及CPK组细胞

进行增殖能力检测，结果如图 3 所示。与 CON 组相

比，敲除 Piezo1 基因后，CPK 组小鼠间充质干细胞

的增殖能力减弱，且差异具有统计学意义 （P=

0.000）。

2.4　敲除 Piezo1 对小鼠间充质干细胞成骨能力的

影响

CON组细胞及CPK组细胞在成骨诱导分化 7 d后

进行ALP染色，结果如图4A所示。在敲除Piezo1后，

CPK 组 的 ALP 活 性 相 较 于 CON 组 明 显 降 低

（P=0.000）。2组细胞在成骨诱导分化 14 d后进行茜素

红染色，结果如图4B所示。在敲除Piezo1后，相较于

CON 组，CPK 组细胞中钙结节的形成明显减少（P=

0.000）。成骨诱导分化 7 d后，利用 qPCR对成骨相关

基因的表达水平进行检测，结果如图4C所示。与COJ

组比较，敲除 Piezo1 基因后，CPK 组成骨相关基因

Col1a1、Runx2、Alp、Osx的 mRNA 表达水平明显下

降，且差异均具有统计学意义（均P=0.000），提示敲

除 Piezo1 导致小鼠间充质干细胞的成骨分化能力

减弱。

GTTGAGACACCTTCACCCAAU6 promoter ACACCG GTT

sgRNA-1

GTTTCTGCCGGGCTTTCCTCGTGU6 promoter ACACCG

sgRNA-5

图 1　 Lenti-U6-sgRNA1-U6-sgRNA5-mCherry 重组质粒测序
鉴定结果
Fig 1　 Sequencing identification of Lenti-U6-sgRNA1-U6-

sgRNA5-mCherry recombinant plasmid
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图 3　CCK-8 检测 Piezo1 敲除细胞系的增殖能力
Fig 3　Cell proliferation of Piezo1 knockout cell line detected by CCK-8
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Note： A. PCR identification of CPK. M—Marker; Lane 1—negative control; Lane 2—wild cell; Lane 3—CPK. B. Base sequence of exon 4 of CON group 

cells and CPK group cells. C. qPCR results of Piezo1 expression. D. Immunofluorescence staining in CON group and CPK group.

图 2　Piezo1 基因敲除细胞系的成功构建
Fig 2　Successful construction of Piezo1-knockout cell line
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3　讨论

Piezo1作为重要的机械敏感的离子通道蛋白，在

骨发育和力学相关的骨改建中都起着不可替代的作

用［13-15，17-21］。研究［7］表明，全身性 Piezo1 基因敲除

小鼠有胚胎致死的表型。在研究Piezo1对骨发育的影

响时，需要根据骨发育的各个阶段有针对性地采用组

织特异性的敲除手段及工具进行研究。在总结Piezo1

对骨改建的影响的研究时发现，大量文献是根据骨发

育 的 不 同 阶 段 以 细 胞 为 切 入 点 进 行 研 究 的 。

SUGIMOTO 等［13］ 证明 Piezo1 可以作为间充质干细

胞系中感受静水压力的受体，通过激活 ERK1/2 和

p38 MAPK信号通路促进成骨细胞分化，抑制脂肪细

胞分化。SUN 等［8］研究发现 Piezo1离子通道介导成

骨细胞的机械响应从而影响骨形成，并通过激活成骨

细胞中CaMKⅡ/Creb信号通路，促进成骨细胞分化。

WANG 等［7］发现成骨细胞中 Piezo1可通过影响 YAP

的核定位而改变细胞外基质中的 2型胶原蛋白和 9型

胶原蛋白表达，从而影响破骨细胞的分化调控骨改

建。骨细胞系 MLO-Y4［17］以及成骨细胞系 MC3T3-

E1［16］中均可见 Piezo1大量表达，Piezo1与骨发育及

力学相关骨改建的机制研究往往具有细胞特异性的

特点。

在体外机制研究中，常利用原代细胞研究Piezo1

基因对于成骨分化能力的影响。这种方法虽可行，但

原代细胞相较于细胞系需要更长的生长时间，且由于

其生长潜力有限，原代细胞可能会随细胞传代数量增

加而改变特性。在研究某一基因对于细胞功能的影响

时，体外研究常采用药物（如激动剂或抑制剂）实现

对于该基因功能的激活或抑制，进而探究某一基因对
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Note： A. ALP staining of CON group and CPK group after osteogenic differentiation induction in vitro. B. Alizarin red staining of CON group and CPK group 

after osteogenic differentiation induction in vitro. C. qPCR results of osteogenetic-related genes in CON group and CPK group.

图 4　敲除 Piezo1 基因对 C3H10T1/2 细胞成骨分化的影响
Fig 4　Effect of Piezo1 knockout on the osteogenic differentiation of mouse bone marrow mesenchymal stem cells C3H10T1/2
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于细胞功能的影响。这样的方式虽然简便易行，但对

细胞的影响并无特异性，很难排除药物对细胞增殖、

分化的影响。因此，构建Piezo1基因稳定敲除的细胞

系，对于研究Piezo1基因在细胞功能上的影响具有重

要意义。

随着基因编辑技术的日益成熟，CRISPR/Cas9系

统作为一种设计简便、高特异性、高精准度的基因编

辑手段，可实现多种动物和细胞的基因敲除、敲入以

及诱导突变，这对基因功能的研究有了巨大的推动。

通过对某一基因设计特定的 sgRNA，可使得 Cas9 在

sgRNA的引导下与特定的 DNA序列结合，在目的位

点使 DNA 双链断裂，以达到基因敲除的效果。这也

为本课题设计小鼠间充质干细胞C3H10T1/2稳定敲除

Piezo1的细胞系提供了有力工具。

本文主要针对Piezo1基因设计 2条 sgRNA，利用

Lenti-Cas9-GFP和 Lenti-U6-sgRNA-mCherry载体构建

表达 Cas9 的慢病毒和表达 sgRNA 的慢病毒；收集

2 种慢病毒感染的 C3H10T1/2 细胞，经筛选后得到

Piezo1 基因片段敲除的单克隆细胞系。经序列测定、

qPCR及细胞免疫荧光技术证实了 Piezo1基因敲除细

胞系 CPK 的构建成功。为进一步探究 Piezo1 基因对

细胞增殖的影响，本文利用 CCK-8实验检测 CON 组

和CPK组细胞的增殖分化情况，结果表明敲除Piezo1

基因后CPK细胞增殖能力下降。研究表明，Piezo1可

通过影响间充质干细胞的增殖、分化与凋亡调控骨改

建过程［13-14］。故本文还通过对 2组细胞进行体外成骨

诱导分化实验，进行 ALP 染色、茜素红染色以及利

用 qPCR探究Piezo1基因对细胞成骨分化的影响。结

果表明，敲除小鼠间充质干细胞中的Piezo1基因，会

阻碍细胞的成骨分化。CPK 组细胞的 ALP 活性、体

外成骨诱导分化后形成钙结节的数量、成骨相关基因

的 mRNA 水平的表达，均明显下降。这提示 Piezo1

可能是介导间充质干细胞成骨分化的关键分子。但本

研究局限于仅发现敲除小鼠间充质干细胞的Piezo1基

因后，小鼠间充质干细胞的成骨分化能力下降。影响

成骨分化能力的深层机制还有待于进一步研究。与此

同时，Piezo1 作为重要的机械敏感的离子通道蛋白，

在介导力学相关的骨改建发挥重要作用。而Piezo1基

因敲除细胞在力学状态下的成骨分化能力如何改变尚

不清楚，也有待进一步研究与验证。

综上，本研究获得了敲除 Piezo1 基因的小鼠间

充质干细胞稳转株，并利用该细胞初步探索了

Piezo1 基因对于细胞成骨分化能力的影响。该稳转

株或将成为探索 Piezo1 在骨改建中作用的良好实验

工具。
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“双一流”暨高水平地方高校建设项目

一流学科——临床医学

面向人民健康重大需求，聚焦学科前沿发展方向，推动

多学科联合攻关，以学科特色为导向深化临床科研支撑体系

建设，推动转化医学大科学设施高效运行，重点打造特色鲜

明、引领全国、具有全球影响力的若干学科领域方向。针对

危害我国人民健康的重大疾病，围绕全生命周期健康管理、

恶性肿瘤精准治疗和临床诊治技术突破 3 个重点领域，开展

“一流学科培优行动”，全面激发学科发展新动力，为全方

位、全周期维护和保障人民健康贡献智慧并提供优质服务。

力争成为顶尖名医大师集聚地、卓越医学人才培育地、原始

创新策源地和成果转化应用高产地，学科整体实力继续保持

全国领先优势，跻身国际一流。
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