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　　摘　要：目的　探讨脱嘌呤／脱嘧啶核酸内切酶（ＡＰＥ１）在核因子κＢ受体活化因子配体（ＲＡＮＫＬ）及巨噬细胞集落刺激因子

（ＭＣＳＦ）诱导外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ）破骨样分化过程中的作用。方法　采用密度梯度法分离提取人ＰＢＭＣｓ；将构建的

ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ表达载体导入分离获得的单个核细胞中。抗酒石酸酸性磷酸酶（ＴＲＡＰ）染色检测是否为破骨样细胞（ＯＣＬ），蛋白

免疫印记法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测单个核细胞ＡＰＥ１蛋白表达，逆转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）检测 ＯＣＬ中组织蛋白酶 Ｋ（ｃａ

ｔｈｅｐｓｉｎＫ，ＣＫ）及ＶＡＴＰａｓｅ基因表达水平。结果　ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ可明显降低ＰＢＭＣｓＡＰＥ１蛋白表达，与未感染ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ细

胞相比，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；在ＲＡＮＫＬ／ＭＣＳＦ作用下单个核细胞可分化为ＴＲＡＰ阳性的ＯＣＬ，ＣＫ及ＶＡＴＰａｓｅ的

表达在基因水平升高；但经ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ处理后，诱导分化的ＯＣＬ数量减少，ＣＫ和ＶＡＴＰａｓｅ的表达在基因水平降低。结论　

ＰＢＭＣｓ经ＲＡＮＫＬ／ＭＣＳＦ诱导培养后可产生大量ＯＣＬ，ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ能明显抑制单个核细胞的破骨样分化，ＡＰＥ１参与调节单

个核细胞破骨样分化过程。
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　　骨髓瘤骨病是多发性骨髓瘤的重要病理改变，其溶骨性骨

质破坏严重影响患者的生活质量及预后。破骨细胞（ｏｓｔｅｏ

ｃｌａｓｔ，ＯＣ）是参与骨吸收功能的惟一效应细胞，其分化及功能

异常会导致多种骨代谢疾病［１２］。已有研究表明，体外联合应

用核因子κＢ受体活化因子配体 （ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒ

ｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）和巨噬细胞集落刺激因子

（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＭＣＳＦ）可诱导混合／富

集的造血细胞系向ＯＣ分化
［３４］。脱嘌呤／脱嘧啶核酸内切酶／

氧化还原因子（ａｐｕｒｉｎｉｃ／ａｐｙｒｉｍｉｄｉｎｉｃｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ／ｒｅｄｏｘｆａｃ

ｔｏｒ１，ＡＰＥ１／Ｒｅｆ１）是一种独特的氧化还原、ＤＮＡ损伤修复双

功能蛋白，通过氧化还原调控多种转录因子的表达和激活，从

而调控细胞因子分泌及细胞分化、增殖、凋亡等［４６］。ＡＰＥ１是

否参与单个核细胞的破骨样分化过程，目前国内外少见报道。

本实验应用ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ抑制多发性骨髓瘤患者外周血单个

核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣｓ）中 ＡＰＥ１

蛋白表达，利用外源性ＯＣ活化因子ＲＡＮＫＬ及 ＭＣＳＦ诱导

单个核细胞破骨样分化，观察破骨样细胞（ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｌｉｋｅｃｅｌｌ，

ＯＣＬ）生成，为以ＡＰＥ１为分子靶点治疗骨髓瘤骨病提供实验

依据。

１　材料与方法

１．１　 主要试剂和仪器 　αＭＥＭ 培养基购自 ＨｙＣｌｏｎｅ，

ＲＡＮＫＬ购自Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司，ＭＣＳＦ购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，

单个核细胞分离液购自天津灏洋生物制品科技有限责任公司，

ｐＳｉｌｅｎｃｅｒＵ６ｃｏｎｔｒｏｌ、ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ由本室自行构建
［５］；鼠抗人

ＡＰＥ１单克隆抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，逆转录聚合酶链反应

（ＲＴＰＣＲ）试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司（ＰＣＲ引物由上海捷瑞生

物工程有限公司合成）。抗酒石酸酸性磷酸酶（ｔａｒｔｒａｔｅｒｅｓｉｓｔ

ａｎｔａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＴＲＡＰ）试剂盒购自Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　方法

１．２．１　外周血来源　采集初诊多发性骨髓瘤患者外周血１３
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ｍＬ，其中３ｍＬ标本用于血常规检查，白细胞计数均在正常

范围。

１．２．２　人ＰＢＭＣｓ的分离及培养　抽取外周血１０ｍＬ置于无

菌肝素抗凝管，磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）

等量稀释，将稀释外周血与单个核细胞分离液按等比体积加入

离心管后离心，洗涤２次，αＭＥＭ 培养液重悬细胞，以１×

１０６／Ｌ细胞密度接种于培养瓶中，加入 ＭＣＳＦ（终浓度为１０

ｎｇ／ｍＬ），置于３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度孵箱内培养４８ｈ后，弃

除上清液，０．１％胰酶消化，收集单个核细胞。

１．２．３　ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ 感染ＰＢＭＣｓ　实验分为 ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ

感染组和ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ未感染组。ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ感染组：将分

离获得的单个核细胞接种于６０ｍｍ２ 培养皿中，待细胞融合

５０％后，加入Ａｄ５ｖＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ感染ＰＢＭＣｓ。本研究前期研

究中已筛选出抑制率ＡＰＥ１表达超过９０％的 ＡＰＥ１特异ｓｉＲ

ＮＡ
［７］，腺病毒表达载体 Ａｄ５ｖＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ由本室向德兵博

士构建，其滴度为１．６×１０１０ＩＵ／ｍＬ。通过预实验后确定以５０

复感染指数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）有效工作浓度感染

ＰＢＭＣｓ４８ｈ。

１．２．４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ对单个核细胞 ＡＰＥ１

蛋白水平的影响　分组同１．２．３，收集经 ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ感染

４８ｈ的ＰＢＭＣｓ，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白水平，１５％十二烷基硫酸

钠聚丙烯酰胺凝胶（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｇｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｇａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）电 泳，转 移 至 聚 偏 二 氟 乙 烯

（ｐｌｏｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｄｉｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜，５％脱脂奶粉３７℃封闭

１ｈ后以特异性抗体（用 ＴＢＳＴ以１∶８０００比例稀释鼠抗人

ＡＰＥ１单克隆抗体）４℃孵育过夜后加入１∶１００００辣根过氧

化物酶偶联的羊抗鼠抗体。洗膜后加入显色液，常规方法显

色、定影。ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．４．０软件分析，以目的蛋白条带灰

度值／βａｃｔｉｎ蛋白条带灰度值表示相对蛋白水平，实验重复

３次。

１．２．５　单个核细胞诱导培养　实验分组：ＰＢＭＣｓ未处理（Ａ

组）、ＰＢＭＣｓ＋５０ｎｇ／ｍＬＲＡＮＫＬ＋３０ｎｇ／ｍＬＭＣＳＦ（Ｂ组）、

ＰＢＭＣｓＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ＋５０ｎｇ／ｍＬＲＡＮＫＬ＋３０ｎｇ／ｍＬ Ｍ

ＣＳＦ（Ｃ组）。收集ＰＢＭＣｓ及转染４８ｈ的ＰＢＭＣｓＡＰＥ１ｓｉＲ

ＮＡ，用含５０ｎｇ／ｍＬＲＡＮＫＬ及３０ｎｇ／ｍＬＭＣＳＦ的αＭＥＭ

培养液重悬细胞，以７×１０５／孔接种于６孔板内，置于３７℃、

５％ＣＯ２ 饱和湿度孵箱内培养，隔２ｄ换１次液。

１．２．６　ＴＲＡＰ染色法　分组同１．２．５，细胞培养至１２ｄ时，按

照ＴＲＡＰ染色试剂盒说明书进行染色，光学显微镜下观察，对

每张玻片６个随机视野中的ＴＲＡＰ染色阳性细胞的ＯＣＬ（细

胞核大于或等于３个，细胞质内出现棕褐色颗粒）进行计数。

１．２．７　ＲＴＰＣＲ检测 ＯＣＬ中ＣＫ、ＶＡＴＰａｓｅｍＲＮＡ水平　

实验分为ＰＢＭＣｓ＋５０ｎｇ／ｍＬＲＡＮＫＬ＋３０ｎｇ／ｍＬＭＣＳＦ组

和ＰＢＭＣｓＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ＋５０ｎｇ／ｍＬＲＡＮＫＬ＋３０ｎｇ／ｍＬＭ

ＣＳＦ组。细胞培养１２ｄ，采用 ＲＮＡ提取试剂盒提取细胞总

ＲＮＡ。按照反转录试剂盒说明书取１μｇ总ＲＮＡ行反转录反

应及ＰＣＲ。ＣＫ上游引物５′ＣＴＣＡＡＧＧＴＴＣＴＧＣＴＧＣＴＡ

３′，下游引物５′ＧＡＣＡＧＧＡＧＴＡＡＣＡＴＡＴＣＣ３′，扩增产物

３８１ｂｐ；ＶＡＴＰａｓｅ上游引物５′ＡＡＧＧＧＡＴＧＡＣＣＡＧＧＡ

ＡＧＧＡＴ３′，下游引物５′ＡＡＣＡＴＡ ＧＣＡＣＴＧ ＡＧＧ ＡＣＣ

ＣＡ３′，扩增产物４１０ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游引物５′ＣＣＴＣＧＣＣＴＴ

ＴＧＣＣＧＡＴＣＣ３′，下游引物５′ＧＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＡＧＧＴ

ＡＧＴＣＡＧＴＣ３′，扩增产物５２０ｂｐ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预

变性３ｍｉｎ，９５℃３０ｓ、退火温度（βａｃｔｉｎ：５４．４℃，ＣＫ：５０．５

℃，ＶＡＴＰａｓｅ：６０．３℃）３０ｓ、７２℃６０ｓ，共３４个循环，７２℃充

分延伸１０ｍｉｎ。取扩增产物行琼脂糖凝胶电泳，ＢｉｏＲａｄ图像

分析系统照相，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．４．０软件分析各扩增条带产物

含量，以目的条带灰度值／βａｃｔｉｎ条带灰度值表示产物相对含

量，实验重复３次。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据处理，

实验数据以狓±狊表示，组间比较采用两独立样本均数的狋检

验进行比较，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　人ＰＢＭＣｓ中ＡＰＥ１蛋白表达　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，

ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ感染ＰＢＭＣｓ４８ｈ后，感染组细胞中 ＡＰＥ１蛋白

相对表达量（０．２５±０．０５）明显降低，与 ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ未感染

组（０．３８±０．０３）比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图１。

　　Ａ：ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ未感染组；Ｂ：ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ感染组。

图１　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测单个核细胞ＡＰＥ１蛋白水平

２．２　ＴＲＡＰ染色鉴定 ＯＣＬ　多发性骨髓瘤患者外周血ＰＢ

ＭＣｓ呈类圆形或不规则形状，在ＲＡＮＫＬ及 ＭＣＳＦ联合诱导

下，１２ｄ时会出现较多ＴＲＡＰ染色阳性的ＯＣＬ。ＯＣＬ形态呈

圆形、梭形或不规则性，细胞体积较大，周边可见伪足伸展，细

胞质中可见许多红色阳性颗粒，表明人外周血单个核细胞经外

源性ＲＡＮＫＬ及 ＭＣＳＦ联合诱导下可分化为破骨样细胞，此

培养体系建立成功，见图２。

　　Ａ：Ａ组（×４０）；Ｂ：Ｂ组（×２００）；Ｃ：Ｃ组（×１００）。

图２　　ＯＣＬＴＲＡＰ染色鉴定图

２．３　ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ对ＯＣＬ生存数量的影响　在患者ＰＢＭＣｓ 向ＯＣＬ分化的过程中，经ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ处理后在光学显微镜
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（×２００）下每个视野中ＯＣＬ数量为（１０４±１６），是 ＡＰＥ１ｓｉＲ

ＮＡ未处理组（２７７±２１）的３８％，两组比较差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。

２．４　ＲＴＰＣＲ检测 ＯＣＬ中ＣＫ、ＶＡＴＰａｓｅ基因水平变化　

外周血ＰＢＭＣｓ经ＲＡＮＫＬ及 ＭＣＳＦ联合诱导后，ＯＣＬ标志

酶ＣＫ和 ＶＡＴＰａｓｅｍＲＮＡ 表达水平增高，分别为（０．３１±

０．０２）、（０．５２±０．０３）。但在经 ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ 处理后分化的

ＯＣＬ中，ＣＫ 和 ＶＡＴＰａｓｅｍＲＮＡ 表达水平降低，分别为

（０．２０±０．０１）、（０．３０±０．０３），与未处理ＰＢＭＣｓ细胞相比，差

异有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

多发性骨髓瘤是血液系统常见的恶性肿瘤，其病程中约

８０％患者并发骨髓瘤骨病，而溶骨性骨质破坏是骨髓瘤性骨病

最严重的临床表现［８］。ＯＣ来源于单核／巨噬细胞系的造血前

体细胞，由这些单核细胞经分化融合而成［９］，其前体细胞位于

骨髓、脾及外周血内。ＯＣＬ指在实验中原代培养或诱导生成

的具有ＯＣ性质的细胞，二者在生物学上仍属于同一种细胞。

ＯＣ／ＯＣＬ的分化和活化受多种细胞因子的调节，其中ＲＡＮＫＬ

和 ＭＣＳＦ是对ＯＣ分化起关键调控作用的两种细胞因子
［１０］。

Ｍａｔｓｕｚａｋｉ等
［１１］报道ＲＡＮＫＬ可诱导人ＰＢＭＣｓ生成ＯＣＬ，为

培养人ＯＣＬ提供了新思路。霍晓聪等
［１２］发现：ＲＡＮＫＬ和 Ｍ

ＣＳＦ可协同诱导类风湿关节炎患者ＰＢＭＣｓ转分化为 ＯＣＬ。

ＴＲＡＰ活性已作为ＯＣ鉴定的可靠指标而被广泛应用
［１３］。本

实验以多发性骨髓瘤患者ＰＢＭＣｓ为实验对象，采用ＲＡＮＫＬ

和 ＭＣＳＦ诱导培养１２ｄ时会出现较多 ＴＲＡＰ染色阳性的

ＯＣＬ。由此表明，本实验采用外源性ＲＡＮＫＬ及 ＭＣＳＦ联合

诱导人ＰＢＭＣｓ向ＯＣＬ分化培养体系建立成功。

正常ＯＣ的分化发育主要通过ＲＡＮＫＬ及 ＭＣＳＦ经典分

化途径和其他非经典分化途径，其中转录因子核因子κＢ（ＮＦ

κＢ）和转录激活蛋白（ＡＰ１）是正常 ＯＣ 分化成熟过程中

ＲＡＮＫＬ／ＲＡＮＫ和 ＭＣＳＦ／ｃＦｍｓ信号途径的共同效应分

子［１４］。ＡＰＥ１是一种体内广泛分布的多功能蛋白，在氧化应

激、细胞凋亡等多个生物过程中发挥重要作用。Ｆｌａｈｅｒｔｙ等
［１５］

研究发现人ＰＢＭＣｓ表达 ＡＰＥ１，并证实了 ＡＰＥ１是通过与细

胞ＡＰ１结合改变了Ｆｏｓ和Ｊｕｎ蛋白的氧化还原状态，从而调

节了单个核细胞向肺泡巨噬细胞的分化。本研究采用 ＲＮＡ

干扰技术发现，ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ 感染 ＰＢＭＣｓ４８ｈ后，细胞中

ＡＰＥ１蛋白表达明显降低。此外，与ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ未处理组相

比，ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ处理组中 ＯＣＬ的生成数量明显减少，ＯＣＬ

标志酶ＣＫ和ＶＡＴＰａｓｅｍＲＮＡ表达水平均下降。由此提示：

ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ能明显抑制单个核细胞的破骨样分化，ＡＰＥ１参

与调节单个核细胞破骨样分化过程。本研究不仅成功建立了

体外ＯＣＬ培养体系，而且进一步揭示了双功能蛋白 ＡＰＥ１参

与调节ＰＢＭＣｓ破骨样分化过程。基于目前实验结果，本研究

将进一步以ＡＰＥ１为研究对象，揭示 ＡＰＥ１在调控ＯＣＬ分化

过程中的下游分子机制，为以ＡＰＥ１为分子靶点治疗骨髓瘤骨

病提供实验依据。
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ｔｅｏｃｌａｓｔｓ［Ｊ］．ＨｕａＸｉＫｏｕＱｉａｎｇＹｉＸｕｅＺａＺｈｉ，２０１２，３０（５）：

５１８５２１．

［１１］ＭａｔｓｕｚａｋｉＫ，ＵｄａｇａｗａＮ，ＴａｋａｈａｓｈｉＮ，ｅｔａｌ．Ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ（ＯＤＦ）ｉｎｄｕｃｅｓｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｌｉｋｅｃｅｌｌ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ

ｃｕｌｔｕｒｅｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍ ＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，１９９８，２４６

（１）：１９９２０４．

［１２］霍晓聪，张浩，季迎，等．类风湿关节炎患者外周血单核细

胞诱导转分化为破骨样细胞［Ｊ］．中国现代医学杂志，

２０１０，２０（７）：１０６３１０６６，１０７２．

［１３］ＬｉＨ，ＺｈａｉＺ，ＬｉｕＧ，ｅｔａｌ．Ｓａｎｇｕｉｎａｒｉｎｅｉｎｈｉｂｉｔｓｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｂｏｎｅｒｅｓｏｒｐｔｉｏｎｖｉａｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇＲＡＮＫＬ

ｉｎｄｕｃｅｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮＦｋａｐｐａＢａｎｄＥＲＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈ

ｗａｙｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０１３，４３０（３）：

９５１９５６．

［１４］ＬｉＣ，ＹａｎｇＺ，ＬｉＺ，ｅｔａｌ．Ｍａｓｌｉｎｉｃａｃｉｄｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｏｓｔｅｏｃｌａｓ

ｔｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｐｒｅｖｅｎｔｓｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙｉｎｄｕｃｅｄｂｏｎｅｌｏｓｓｂｙｒｅｇ

ｕｌａｔｉｎｇＲＡＮＫＬｍｅｄｉａｔｅｄＮＦｋａｐｐａＢａｎｄＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．ＪＢｏｎｅＭｉｎｅｒＲｅｓ，２０１１，２６（３）：６４４６５６．

［１５］ＦｌａｈｅｒｔｙＤＭ，ＭｏｎｉｃｋＭＭ，ＣａｒｔｅｒＡＢ，ｅｔａｌ．ＧＭＣＳＦｉｎ

ｃｒｅａｓｅｓＡＰ１ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇａｎｄＲｅｆ１ａｍｏｕｎｔｓｉｎｈｕｍａｎ

ａｌｖｅｏｌａｒｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｅｌｌＭｏｌＢｉｏｌ，

２００１，２５（２）：２５４２５９．

（收稿日期：２０１３０９１２　修回日期：２０１３１０１３）
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