
!论
!!

著!

7#/

干扰
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对大鼠骨髓基质干细胞的成骨分化表达的影响"

张
!
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!
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!高建清!田发明!韩大成!牛军强!刘晓宁
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摘
!

要"目的
!

通过对大鼠
/N:0&

基因的
7#/

干扰"

7#/:

$!探讨
/N:0&

对大鼠骨髓基质干细胞"

VT,-.

$向成骨细胞分化

过程的影响%方法
!

取
<

周龄雌性
,"

大鼠双侧股&胫骨骨髓细胞!采用全骨髓培养法进行原代和传代培养%细胞传
&

代后实验

组进行
/N:0&27#/

干扰质粒转染!对照组进行阴性干扰质粒转染%转染
)?D

后换用成骨诱导分化培养基%诱导分化
&?8

后

用
@90S9..C

方法进行细胞外基质矿化染色%采用适时定量聚合酶链反应"

7k4O-7

$技术检测诱导分化后第
>

&

%)

天
"

4FCBA0:0

&

骨钙素"

-̂#

$&

EH:WWGA84&

&

3AE4%

&

a0B(C27#/

的表达水平%结果
!

对照组大鼠
VT,-.

经体外诱导后分化为具备矿化细胞外基

质能力的成熟成骨细胞!而实验组
VT,-.

成骨分化不全#

7k4O-7

检测显示!诱导分化后第
>

天实验组
"

4FCBA0:0

&

EH:WWGA84&274

#/

表达水平显著低于对照组!而
-̂#

&

3AE4%

&

a0B(C27#/

表达水平显著高于对照组#诱导分化后第
%)

天实验组
EH:WWGA84&

&

3AE4%

和
a0B(C27#/

表达水平均显著高于对照组"

!

#

*'*(

$%结论
!

对大鼠
VT,-./N:0&

进行
7#/:

后!

VT,-.

向成骨细胞

分化晚期细胞外基质矿化能力减弱%
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近年随着骨组织工程研究的不断深入#具有多向分化潜能

的骨髓基质干细胞$

M90A2CHH9K.BH92CGFAGG.

#

VT,-.

&因取

材容易(增殖能力强越来越受到关注#并逐渐成为骨组织工程

中首选的种子细胞#在体外诱导培养具有成骨活性的
VT,-.

是骨组织工程研究的关键'

a0B

信号途径与成骨细胞的分化

成熟密切相关#最新报道证实
a0B

通路参与调控成骨细胞的

分化和成熟)

%

*

'本研究利用已建立的大鼠
VT,-.

体外培养

模型)

&

*

#在诱导其成骨分化同时对
/N:0&

进行
7#/

干扰

$

7#/:0BAHEAHA0FA

#

7#/:

&#从而探讨
/N:0&

基因沉默对
VT4

,-.

向成骨细胞分化过程以及
a0B

信号途径的影响'

>

!

材料与方法

>'>

!

材料
!

<

周龄雌性
,"

大鼠$北京维通利华实验动物养殖

中心提供&'

>'?

!

方法

>'?'>

!

VT,-.

的培养
!

将
<

周龄雌性
,"

大鼠颈椎脱位法处

死后#于无菌条件下取出双侧股(胫骨#去除双侧干骺端#以
(

23

注射器针头用高糖
"TUT

$美国
!XV-̂

公司&冲洗骨髓腔#

收集骨髓细胞于
(*23

离心管中'

%***H

"

2:0

离心
%*2:0

#弃

上清液#加入完全培养基)含青霉素
%**

&

1

"

23

(链霉素
%**

&

1

"

23

和
%*[

的胎牛血清$天津
5V"

公司&的普通高糖
"TUT

*#

重悬后计数有核细胞#并接种细胞于培养瓶中#置
+>]

含体积

分数
([ -̂

&

的湿化气孵育箱行原代培养'

+8

后换液#以后

每
+

天全量换液#红细胞不贴壁死亡或随换液弃去'原代培养

至第
%*

天细胞汇合成单层后传代'用磷酸盐缓冲液$

J

D9.4

J

DCBAMIEEAH.CG:0A

#

OV,

&洗
&

次#

*'*([

胰蛋白酶消化后#加入

适量完全培养基重悬细胞接种于培养瓶或培养板中'

>'?'?

!

VT,-.

的转染与诱导分化
!

细胞传
&

代后#细胞融汇

达到
;*[

!

;([

时#实验组用
3:

J

9EAFBTX#U&***

$

X#eX57̂ 4

!U#

公司&介导转染
/N:0&27#/

干扰质粒$上海吉玛制药

技术有限公司&#对照组转染阴性干扰质粒$上海吉玛制药技术

有限公司&#操作步骤按说明书进行'转染
)?D

后#实验组及对

照组均换用诱导分化培养基$加入维生素
-(*

&
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"

23

#

"

4

甘油磷

酸钠
%*229G

"

3

(地塞米松
%*

h?

229G

"

3

的完全培养基&'维生

素
-

(

"

4

甘油磷酸钠和地塞米松均为美国
,X!T/

公司产品'
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!

@90S9..C

染色
!

细胞诱导分化后第
&?

天#采用
@90

S9..C

方法进行细胞外基质矿化染色'取已接种细胞的
<

孔

板#用
OV,

冲洗#

)[

多聚甲醛固定
(2:0

#加入
([

硝酸银溶

液#开盖在紫外灯下照射
%D

#加入
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硫代硫酸钠溶液中和残

?*&&

重庆医学
&*%%

年
?

月第
)*

卷第
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期

"

基金项目!河北省自然科学基金资助项目$
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!
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通讯作者#
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!
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!
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留的硝酸银溶液#室温晾干#

)]

保存'
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!

适时定量聚合酶链反应$

HACGB:2A

Z

IC0B:BCB:@A4O-7

#

7k4O-7

&

!

细胞于诱导分化后第
>

天和第
%)

天#采用
5H:W9G

$美国
X#eX57̂ !U#

公司&一步法提取细胞总
7#/

'

T4

T3e

法逆转录合成
-̂ #/

#最后在冰上冷却后进行后续试验

或于
h>*]

保存备用'

表
%
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实时定量
O-7

引物序列

基因 引物

/N:0&

正义
(Q4-//!!!--/!!5-/--//4+Q

反义
(Q4-----//---/5-55-!54+Q

"

4FCBA0:0

正义
(Q45!-/!-!/-5//!-/!!/4+Q

反义
(Q45-/--/!-/-!//!!/-/4+Q

骨钙素$

-̂#

& 正义
(Q4//!---/!-!/-5-5!/!5-54+Q

反义
(Q4/!!5/!-!--!!/!5-5/55-4+Q

EH:WWGA84&

正义
(Q45!!!-/-/-!//--//!4+Q

反义
(Q4/!-!5/-/5!!/!-/-/!!4+Q

3AE4%

正义
(Q45--/!!5555---/5-/-/4+Q

反义
(Q4-5!55-!5!-5-/!!-55-4+Q

a0B(C

正义
(Q4!-55-//-5----//--/4+Q

反义
(Q4-5-!-/!--!5--/5-4+Q

"

4CFB:0

正义
(Q45!/-!/!!---/!/!-//!/4+Q

反义
(Q4/5!!!-/-/!5!5!!!5!/-4+Q

根据目的基因在
!A0VC0P

中的已知序列#采用
OH:2AH('*

设计引物#引物序列见表
%

#引物均由上海生工公司合成'选

择
&(

&

3O-7

反应体系#加入各反应成分!上(下游引物$

%*

&

29G

"

3

&各
*'(

&

3

#模板
F"#/%'(

&

3

#双蒸水$

886

&

^

&

%*

&

3

#

,bV7!HAA0

$日本东洋纺公司&

%&'(

&

3

#采用三步法进行

O-7

反应'反应条件均为预变性
;( ]

(

+ 2:0

#

%

个循环%

;(]

(

%(.

#

<*]

(

&*.

#

+(

个循环'反应结束后#使用
79B9H4

!A0A<'%'*'?%

软件$

-9HMABB7A.ACHFD

公司&分析
O-7

过程#

检测样本的循环阈$

BDHA.D9G8F

L

FGA

#

-B

&值#

-B

值随模板浓度增

大而减少'以
"

4CFB:0

为对照内参基因#软件自动得出
%

-B

(

%%

-B

及
&h

%%

-B

数值'由熔解曲线判断
O-7

反应的特异

性'

>'@

!

统计学处理
!

采用
,O,,%+'*

统计软件进行分析'实验

数据以
2 À

表示#采用单因素方差分析#

!

#

*'*(

表示差异有

统计学意义'

?

!

结
!!

果

?'>

!

细胞形态学观察
!

倒置相差显微镜观察诱导分化后第
>

天实验组细胞生长稀疏(增大#实验组与对照组细胞形态相似#

长梭形居多#少数是小圆形或三角形#见封
)

图
%

'

?'?

!

细胞外基质矿化染色
!

VT,-.

诱导分化后第
&?

天#对
<

孔板中细胞外基质进行
@90S9..C

染色#见封
)

图
&

'对照组

细胞外基质可见点状及片状钙沉积#而实验组未见细胞外基质

矿化'

表
&

!!

VT,-.

诱导分化后第
>

天
7k4O-7

!!

检测结果#

%j?

%

2 À

$

组别
"

4FCBA0:0 -̂# EH:WWGA84& 3AE4% a0B(C

对照组
%'**̀ *'** %'**̀ *'** %'**̀ *'** %'**̀ *'** %'**̀ *'**

实验组
*')*̀ *'%*

"

&'(<̀ *'++

"

*'(>̀ *'%)

"

%%'+<̀ ('*>

"

&'%+̀ *'>)

"

!!

"

!

!

#

*'*(

#与对照组比较'

?'@

!

7k4O-7

检测结果
!

VT,-.

诱导分化后第
>

天实验组

"

4FCBA0:0

(

EH:WWGA84& 27#/

表达水平显著低于对照组#而

-̂#

(

3AE4%

(

a0B(C27#/

表达水平显著高于对照组%诱导分

化后第
%)

天实验组
EH:WWGA84&

(

3AE4%

和
a0B(C27#/

表达水

平均显著高于对照组#差异均有统计学意义$

!

#

*'*(

&#见表

&

(

+

'

表
+

!!

VT,-.

诱导分化后第
%)

天
7k4O-7

!!

检测结果#

%j?

%

2 À

$

组别
"

4FCBA0:0 -̂# EH:WWGA84& 3AE4% a0B(C

对照组
%'**̀ *'** %'**̀ *'** %'**̀ *'** %'**̀ *'** %'**̀ *'**

实验组
%'%%̀ *'<? *'+%̀ *'&; ?'(+̀ +'(>

"

%('>>̀ <'%?

"

%';>̀ %'*?

"

!!

"

!

!

#

*'*(

#与对照组比较'

@

!

讨
!!

论

VT,-.

具有不断自我增殖和在特定条件下定向分化的特

性#在一定条件下可以向成骨细胞(软骨细胞和神经元样细胞

等分化)

+4)

*

%而在
VT,-.

向不同的细胞分化过程中均伴有特

异性标志物水平的上调'细胞外基质矿化能力是成骨细胞成

熟的标志'本实验中对矿化结节的检测提示
VT,-.

的成骨

分化诱导成功#这与本课题组先前的研究结果一致)

(

*

'

在
VT,-.

向成骨细胞分化过程中#有若干相关信号转导

途径参与#以往的研究多侧重于转化生长因子
4

"

信号转导途

径)

<

*

#而最新研究证实
a0B

信号途径和成骨细胞的分化以及

骨折的愈合密切相关)

%

#

>

*

'

a0B

蛋白家族是由
a0B

基因编码

的一类信号分子#这类基因编码一组富含半胱氨酸的分泌型糖

蛋白#构成
a0B

分子家族'目前#在脊椎动物中至少发现有
%;

种亚型#

a0B(C

就是其中之一'有研究发现#

a0B(C

能够以不

依赖
!,S+M

的方式降解
"

4FCBA0:0

#从而调节经典
a0B

信号途

径'

a0B

受体是存在于细胞膜上的一类
>

次跨膜受体#称

EH:WWGA8

受体家族#

37O4(

与其组成共受体'

a0B

蛋白与
EH:W4

WGA8

受体结合后#将信号传入细胞内'

a0B

"

"

4FCBA0:0

途径称

为/经典途径0'

"

4FCBA0:0

是存在于细胞浆内的一类大分子#缺

乏
a0B

信号刺激时#其被降解%当
a0B

蛋白和
EH:WWGA8

受体结

合后#

a0B

信号途径激活#通过一系列反应抑制其降解#使其在

胞浆内的浓度升高#并进入细胞核内#与转录因子$包括
3AE4%

&

结合后调控目的基因的转录)

?4%%

*

'

/N:0

可存在于许多生物体

内#参与构成
"

4FCBA0:0

降解复合物#目前发现
/N:0

家族有两

个成员#即
/N:0

$

/N:0%

&及其同源物
/N:G

$

/N:0G:PA

&#又称

F908IFB:0

或
/N:0&

)

%&

*

'

a0B

信号途径通过调节成骨细胞的增殖(分化和功能而影

响个体出生后的骨组织生长和发育)

%+

*

'最新研究显示#同时

对
"

4FCBA0:0

与
37O4(

进行
7#/:

后#抑制
a0B

信号途径的活

性#下调人
VT,-.

向成骨细胞分化过程中碱性磷酸酶的表

达#并上调其他成骨细胞标志物的表达)

%)

*

'本实验中#对
/N4

:0&

进行
7#/

干扰后#多种检测基因
27#/

的表达发生显著

改变#且个别基因在两个时间点表达趋势也不一致'诱导分化

>8

#实验组
"

4FCBA0:0

下调#可能是由于干扰
/N:0&

后胞浆内具

有功能活性并进入胞核内的
"

4FCBA0:0

增加导致自身反馈性

27#/

表达的降低'作为
"

4FCBA0:0

核内结合位点之一#转录

因子
3AE4%

在两个时间点均表达上调#可能也与核内
"

4FCBA0:0

增加相关'而促进
"

4FCBA0:0

降解的
a0B(C

表达在两个时间点

均上调可能与
"

4FCBA0:0

功能活性增加后反馈性引起
a0B(C

27#/

表达上调有关'

-̂#

和
EH:WWGA84&

的表达在两个时间

点表达趋势相反#说明在
VT,-.

成骨分化的不同阶段#该基

因的功能并非完全一致'已有研究表明
a0B

信号途径在成骨

细胞分化的早(中期起不同的作用)

%(

*

'

@90S9..C

染色结果表明#对照组细胞外基质矿化良好#已

分化为成熟的成骨细胞#而实验组细胞外基质矿化不良#提示

抑制
/N:0&

的表达后能够抑制成骨细胞的成熟'最新研究证

实#下调
a0B

信号途径活性能够促进
VT,-.

向肝细胞分

化)

%<

*

#本实验对
/N:0&

进行
7#/:

后抑制
VT,-.

的成骨分

化#也可能与此有关'
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当然#本实验仅为
27#/

水平检测#而非具有生物活性功

能的蛋白水平检测#二者的表达时期通常不一致'因此上述检

测基因在成骨分化过程中的作用尚有待进一步研究'另外#每

个信号途径在调节细胞分化成熟的过程中都存在联系#相互调

节'最近研究已经证实转化生长因子
4

"

信号途径和
a0B

信号

途径密切相关)

%>4%?

*

#

/N:0&

基因敲除小鼠的
VTO&

及
VTO<

表

达升高)

%;

*

'

综上所述#包括
/N:0&

在内的多个
a0B

信号途径部分信

号分子和相关基因均可能参与
VT,-.

的成骨分化#如能深入

研究并确定有效基因靶点作为骨组织工程学研究的切入点#通

过基因沉默或加强个别基因的表达促进
VT,-.

的成骨分化

和矿化对骨组织工程学研究及其相关疾病的治疗具有重要

意义'
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