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摘要 利用微局域机械力刺激，快速实时观察机械力引起的细胞间钙波传递，系统地研究了 BV-2小胶质细胞间钙通讯机
制．结果表明，在细胞种植密度较小且彼此未接触的情况下，旁分泌途径可介导 BV-2小胶质细胞间钙波传递．在细胞密度
较大且相互接触的情况下，旁分泌和间隙连接两种途径可共同介导胞间钙波传递．更为有趣的是，在体外发现 BV-2小胶质
细胞间存在通道纳米管类似物连接，也可介导小胶质细胞间钙波传递．综上所述，小胶质细胞间钙波传递可通过旁分泌、间

隙连接和通道纳米管类似物连接三种途径介导．
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钙离子是细胞内重要的第二信使分子，参与调

控细胞运动、形变、分化、增殖、转录等各种生理

病理过程 [1-2]． 细胞间钙波 (intercellular calcium
waves)作为一种有效的钙通讯机制[3]，广泛存在于

平滑肌细胞[4]、骨细胞[5]、神经元细胞[6]、星型胶质

细胞[7-9]等细胞中．细胞间钙波传递的经典途径有

两种，即旁分泌(paracrine)介导的胞间钙通讯[10-11]和

间隙连接(gap junction)介导的胞间钙通讯 [7, 12]．但

2004年，Rustom等[13]在大鼠嗜铬细胞瘤细胞之间

发现一种微小的丝状连接，直径 50～200 nm之间，
取名为通道纳米管(tunneling nanotubes，TNTs)，可
传递线粒体．随后，更多研究表明，巨噬细胞[14]、

星型胶质细胞[15]、内皮祖细胞[16]等诸多细胞中也存

在通道纳米管类似物(TNT-like structures) [17-19]，可

传递病毒[20]、细菌[14]、细胞器[17]，甚至介导钙波传

递[21-22]．

小胶质细胞作为一种神经胶质细胞存在于脑和

脊髓中，是中枢神经系统的第一道也是最主要的一

道免疫防线，参与帕金森病、阿尔兹海默病、多发

性硬化等神经系统紊乱疾病的发生．其在体内主要

功能是清除损伤、退化的神经细胞及脑部肿瘤细胞

等[23]．研究发现，当脑部受到创伤或感染时，小胶

质细胞可迅速动员并聚集，在正常细胞和受损细胞

间形成一个保护屏障[23-24]，但其实现快速有效通讯

的机制目前仍不明确．BV-2小胶质细胞系是反转
录病毒感染原代培养的小鼠小胶质细胞而获得的永

生细胞系，基本具备了原代培养的小胶质细胞的形

态学、表型以及各项功能特点，且易于培养，作为

原代小胶质细胞替代模型已被广泛应用于小胶质细

胞生理病理功能的研究中[25]．本文应用快速钙荧光

显微成像方法，在体外分别研究了稀疏培养和密集

培养的 BV-2小胶质细胞在微局部机械力刺激下钙
波传递，发现有三种途径可介导细胞间钙波传递．

1 材料与方法

1援1 BV鄄2小胶质细胞的培养
6孔板内放入厚度为 0.17 mm，直径为 25 mm

的无菌圆形盖玻片．经胰酶消化处理的 BV-2小胶
质细胞吹散打匀，种植于含有 10% 胎牛血清
DMEM 培养基的 6 孔板内，在 CO2 孵箱中培养

24 h，待细胞稳定贴片后即可用于实验．
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2援2 间隙连接介导的胞间钙波传递

在显微镜视野下，选取细胞密度较大彼此接触

的区域，利用微操作器带动玻璃针尖触碰其中一个

细胞，如图 2a 白色箭头所示区域．结果显示机
械力刺激引起的胞间钙波沿着被触碰细胞向外传递

(图 2a～d和视频 2)．由于细胞彼此几乎全部接触
连接，则钙波传递有可能是通过间隙连接途径介导

的，但不排除旁分泌途径参与．为了确定间隙连接

是否参与该过程，选取两个与刺激源细胞成直线且

接触的细胞进行[Ca2+]c监测，如图 2b红色方框内

Fig. 1 Mechanical stimulus induces propagations of intercellular calcium waves
through paracrine pathway in isolated BV鄄2 microglial cells

The white arrow represents the region of mechanical stimulus. (a～ e) Pseudocolor representations of cytosolic calcium concentration
(Ca2+]c) were expressed as the emission of Fluo-3 caused by the excitation at 488 nm. The color range was divided in the spectral
sequence from high concentration (white) to low concentration (black). (f) The image of BV-2 microglial cells visualized by differential
interference contrast microscopy.

1援2 BV鄄2小胶质细胞质钙监测
钙荧光探针 Fluo-3 AM 溶于 DMSO，再用

HBSS 稀释至浓度为 2 滋mol/L， 37℃负载细胞
40 min．负载结束后再用 HBSS冲洗 2次以除去胞
外残余的 Fluo-3 AM．将玻片转移到特制的培养池
(含 1 ml HBSS)中，放置于显微镜载物台以备观
察．荧光成像系统主要由倒置荧光显微镜(蔡司，
型号 Axio observer D1)和电子倍增式电子耦合器件
(electron multiplying charge coupled device，
EMCCD；英国 Andor 公司，型号 DU-897D)组
成．激发波长为 488 nm，发射波长为 540 nm，连
续采集速度约为 10 帧 / 秒．荧光强度变化采用
MetaMorph 7.1进行感兴趣区域定性分析．
1援3 机械力刺激

使用拉针仪制作的玻璃针对细胞进行机械力刺

激．为了实现微局域刺激，且避免细胞膜破裂导致

细胞死亡，玻璃针尖外径控制在 2 滋m 左右 [5]．

玻璃针与三维显微操作系统(日本 NARISHIGE公
司，型号 MMO-202ND)相连，固定在倒置荧光显
微镜上．

2 结 果

2援1 旁分泌介导的胞间钙波传递

利用三维微操作器控制玻璃针，对稀疏种植培

养池中的一个 BV-2小胶质细胞进行触碰，如图 1f
白色箭头所示区域．结果显示机械力刺激引起该细

胞胞质钙浓度(cytosolic calcium concentration, [Ca2+]c)
显著升高，并进一步诱发周围细胞[Ca2+]c先后升高

(图 1a～ e和视频 1)．计算发现胞间钙波传递速度
约为 15 滋m/s．由于发生钙波传递细胞间并未全部
接触，则旁分泌途径必然参与介导胞间钙波传递．

(a) (b) (c)

04.365s02.396s00.000s

(d) (e) (f)

20 滋m15.663s08.559s
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Fig. 3 Active propagation of intercellular calcium wave along a TNTs鄄like structure
which evokes a response in the connected cell

Application of mechanical stimulus (white arrow) to a cell induced a calcium signaling response. (a～e) Pseudocolor images exhibiting the propagation
of intercellular calcium wave through a TNTs-like structure. (f) A TNTs-like structure (blue arrow) between two cells was shown by differential

interference contrast microscopy.

2援3 TNTs类似物连接介导的胞间钙波传递
细胞培养过程中，发现两个 BV-2小胶质细胞

之间也会形成 TNTs类似物连接(图 3f蓝色箭头所
示)．使用玻璃针尖(图 3b白色箭头所示)对其中之

区域．有趣的是，如图 2b, e中所示，细胞 2与刺
激源细胞较近，细胞 1与刺激源细胞较远，但细胞
1的[Ca2+]c升高时间先于细胞 2(图 2f)，与单一的旁

分泌途径介导钙波传递的情况不符，因此，间隙连

接必然参与此钙波传递过程．

(a) (b) (c)

02.225s01.113s00.000s

(d) (e) (f)

10 滋m14.379s04.108s

(a) (b) (c)

07.960s02.739s00.000s

(d)

(e) (f)

20 滋m

04.965s
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Fig. 2 Gap junction is involved in mechanically鄄induced intercellular calcium waves in BV鄄2 microglial cells
The white arrow indicates the region of mechanical stimulus. (a～d) A sequence of pseudocolor images were taken during propagations of intercellular

calcium waves. (e) Image is obtained from the red rectangular region. (f) Time-course of [Ca2+]c changes detected from the two labeled cells exhibiting

propagations of intercellular calcium waves. : Cell 1; : Cell 2.▲ ▲● ●
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一进行机械力刺激．结果显示钙波从被刺激细胞传

递到与之相连的另一个细胞中(图 3a～e和视频 3).
由于左下两个细胞并未发现[Ca2+]c升高现象，因此

可以排除旁分泌途径的参与．同时 2 个细胞并未
接触，只是通过 TNTs类似物相连，因此不难判
断此胞间钙波传递是通过 TNTs类似物连接途径介
导的．

3 讨 论

细胞间钙波传递是指单个细胞[Ca2+]c升高后，

引起周围细胞的[Ca2+]c随之升高，从而形成传递，

其发生传递机制目前还不完全清楚．旁分泌作为诱

发胞间钙波一种常见机制[10-11]，主要是通过激素、

成长因子、神经传递素等旁分泌分子引起第二信使

(如钙)的改变来触发细胞内通讯以及激活信号传
导．目前微局域机械力刺激是研究胞间钙波传递的

一个有效方法[5, 10]，但机械力刺激力度掌控很重要，

如果刺激后细胞的[Ca2+]c升高后未能降低，则说明

细胞膜破裂，细胞中的内溶物可能分散到周围环境

中，这时观察到的胞间钙传递现象并不是通过旁分

泌机制引起的．控制玻璃针尖大小在 2 滋m左右，
可以有效防止破坏细胞膜[5]．本文所有实验结果显

示被刺激细胞[Ca2+]c升高后都可降低，说明细胞膜

完整，排除了细胞内溶物外泄引起周围细胞[Ca2+]c

升高的可能．因此，在 BV-2小胶质细胞种植密度
较小且彼此未接触的情况下，局域的机械力刺激引

发[Ca2+]c升高，并传递给附近未相连的细胞(图 1)，
旁分泌途径必然介导此胞间钙波传递．

此外，研究表明，释放 ATP激活周围细胞的
P2受体是旁分泌途径介导的胞间钙通讯常见机制
之一，如星形胶质细胞[26]、胰腺 茁细胞[27]、人骨髓

间充质干细胞[28]都可通过分泌 ATP将信息传给其
他细胞．小胶质细胞中存在 P2受体，ATP可激活
小胶质细胞快速应激反应[24]，且 P2受体参与 ATP
介导的星形胶质细胞与小胶质细胞之间的钙通

讯[10]．判断细胞是否通过分泌 ATP激活 P2受体诱
导胞间钙波传递，常规药理学方法之一是预先加入

较高浓度的 ATP，使 P2受体失敏，阻断其再对后
续 ATP产生响应[29]．因此，我们用 100 滋mol/L的
ATP对 BV-2小胶质细胞孵育处理 5 min，此时 P2
受体处于“失敏”状态．结果显示，在机械力刺激

下，旁分泌途径介导的钙波传递现象被明显抑制，

不难推测机械力刺激导致的旁分泌因子有 ATP
参与．

间隙连接是相邻细胞形成小孔或通道，让信号

小分子或离子在细胞之间自由通过的地方，是胞间

钙信号传递的主要机制之一 [7, 12]．间隙连接蛋白

(connexin)的抑制剂通常被用来研究观察间隙连接，
如用 0.1 mmol/L的 gap27 可以特异性阻断间隙连
接，另外，10 mmol/L的甘草次酸(琢-glycyrrhetinic
acid)也可以抑制间隙连接机制，阻断间隙连接机
制介导的钙涌入[22]．本文中我们换了一个角度讨论

钙波传递．正常情况下，旁分泌途径介导的细胞钙

波传递的空间顺序必然是由近到远(相对刺激源)，
然而图 2红色方框内两个相互接触细胞并不符合这
样的规律，距离源细胞较远的细胞 1先于距离源细
胞较近的细胞 2的[Ca2+]c升高，与单一的旁分泌途

径情况不符．我们分析认为，细胞 1与细胞 2处于
不同的旁分泌响应状态，源细胞分泌的信号分子虽

然先到达细胞 2，但不足以引起其[Ca2+]c升高，反

而引起后到达的细胞 1[Ca2+]c升高．由于细胞 1和
2彼此相互接触，存在间隙连接，细胞 1[Ca2+]c升

高再引起细胞 2[Ca2+]c升高，于是呈现图 2所观察
到空间顺序与时间矛盾的情况．因此，间隙连接是

参与介导 BV-2小胶质细胞间钙波传递的．但此过
程中两种介导机制的信号通路不同：间隙连接介导

的胞间钙波可能是通过 IP3分子的扩散直接导致

的；而旁分泌介导的胞间钙波的信号通路则更为复

杂，如胞外配体激活 G蛋白偶联受体，进而激活
磷脂酶 C产生 IP3和 DG，前者诱导胞内钙升高实
现改变传递，后者可以激活蛋白激酶 C导致下游
事件的发生[30]．

TNTs连接是新发现的一种可有效介导细胞间
通讯的机制[13]．目前认定 TNTs的标准主要基于形
态学，随后在很多其他细胞中发现与 TNTs类似的
结构，有些结构并不完全与 Rostom 等的定义一
致，如有的结构膜并未联通[20]，有的直径在微米量

级[14]，因此研究者将这些相似结构统称为 TNTs类
似物[17-19]．体外培养过程中，我们发现，部分 BV-2
小胶质细胞会形成伪足样突出，少量空间距离较近

的细胞伪足样突出会发生两两相连，形成直径约为

1 滋m连丝(图 3f)，因此称其为 TNTs类似物．我们
的研究还发现脂多糖激活处理的细胞形态多发生极

化而形成伪足样突出，生成 TNTs类似物的细胞对
数量也相对较多．分析认为可能跟 BV-2细胞的状
态有关，激活态的细胞可能更容易形成 TNTs类似
物，具体原因和机制还需进一步探讨．本文结果显

示，TNTs类似物连接也可以介导 BV-2小胶质细
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胞间钙波的传递(图 3a～e)，与他人结果类似[21-22]．

但此过程并未激活旁分泌途径(图 3左下角两个细
胞没有变亮)，我们推测是与机械力刺激强度不同
有关．在此次实验中，使用了相对低强度的机械力

刺激细胞，该刺激不能达到使细胞产生旁分泌因子

的响应阈值，导致此过程没有产生旁分泌因子，则

与被刺激细胞空间离散的两个细胞并未发生[Ca2+]c

的升高，而左上角的细胞与被刺激细胞之间存在

TNTs类似物连接，从而实现钙波传递而变亮.
综上所述，通过对 BV-2细胞进行机械力刺激

引起的胞间钙信号通讯的观察与分析，发现 BV-2
小胶质细胞间钙波传递可通过旁分泌、间隙连接以

及 TNTs类似物连接三种机制介导．只有结构相同
或极其相似的连接小体才能在细胞之间建立间隙连

接，因此间隙连接只能介导彼此接触同种细胞间的

信号通讯．而旁分泌机制可介导远程细胞间通讯，

甚至介导不同种类细胞间的通讯，弥补了间隙连接

机制的不足．TNTs类似物介导相对远程连接的两
个细胞间通讯，仅限制于同种细胞间，但其不仅可

传递钙[21]等小信号分子，还可以传播蛋白质、病

毒、细胞器等物质[17, 20]．三种机制的相辅相成，对

于小胶质细胞来说可能更有利于其快速有效地实现

免疫防御保护功能．神经组织主要是由星型胶质细

胞、小胶质细胞等细胞组成的一个复杂系统[10]，胞

间钙波在其正常行使生理功能起到重要作用，以前

对星型胶质细胞关注较多[7-11, 15]，而本文对小胶质

细胞间钙波传递机制的研究，可能有益于正确认识

和阐明小胶质细胞快速有效保护中枢神经系统的

机制．

附件 视频 1～3，见论文网络版 http:// www.pibb.
ac.cn/cn/ch/common/view_abstract.aspx?file_
no=20130007&flag=1
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Multi鄄Pathways鄄Mediated Propagations of Intercellular
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Abstract In the present work, we applied mechanical stimulus to study the propagations of intercellular calcium
waves among BV-2 microglial cells by the fast fluorescence microscopy imaging system in vitro. The results
showed that calcium signaling responded to mechanical stimulus and propagated to neighboring cells in isolated
BV-2 microglial cells, suggesting that the paracrine pathway mediated intercellular calcium waves. Further data
indicated that gap junction was involved in mechanically-induced intercellular calcium waves when the cells had
physical contact with each other. More importantly, tunneling nanotubes (TNTs)-like structure between BV-2
microglial cells was found in vitro and mediated the propagation of intercellular calcium wave. Taken together, our
studies demonstrated that three distinct pathways, including paracrine, gap junction and TNTs-like structures,
could mediate the intercellular calcium waves in BV-2 microglial cells.
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