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目的
!

探讨二氧乳清酸脱氢酶"

V5\V5

%缺失对线粒体功能和成骨细胞分化成熟的影响&方法
!

通过特异性小干

扰
=Z<

"

+#=Z<

%技术抑制小鼠胚胎成骨细胞前体细胞
S:'?'.2$

细胞中
V5\V5

表达后!观察细胞增殖'三磷酸腺苷"

<?]

%产

量及骨发育相关基因表达水平&结果
!

特异性
+#=Z<+

降低
V5\V5

表达后!细胞增殖受抑制'细胞周期停滞于
3

$

(

K

期&全细

胞
<?]

产量!特别是线粒体来源的
<?]

减少&与对照组相比!

V5\V5

抑制组中
=G,B

相关转录因子
1

"

=G,P1

%及骨钙素"

\H,

%

的
8=Z<+

表达量降低&结论
!

抑制
V5\V5

蛋白影响成骨细胞的分化与成熟&成骨细胞中线粒体功能异常可能是导致米勒

综合征骨发育异常的原因之一&
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是嘧啶从头合成

途径生物合成途径中惟一在线粒体内发生作用的限速酶'

0.6
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*

线粒体产生三磷酸腺苷$

<?]

&并调节细胞生长)分化)凋亡以

及其他多重代谢途径'

6.)
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*前期研究通过海拉$

5A9C

&细胞已

证明#

V5\V5

突变影响了线粒体功能进而影响了米勒综合征

的病理发生'

-./
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*然而#目前仍不清楚
V5\V5

缺失如何最终

导致米勒综合征的发生*米勒综合征的许多临床症状与骨发

育相关#本研究采用成骨细胞前体细胞$

S:'?'.2$

&#通过特

殊小干扰
=Z<+

$

+#=Z<+

&抑制
V5\V5

#观察抑制后成骨细

胞内和线粒体的变化#旨在探索成骨细胞中
V5\V5

功能异

常是否与米勒综合征发生相关*
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材料与方法
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细胞培养
!

小鼠头颅成骨细胞前体细胞#

S:'?'2$

细

胞受赠于日本九州大学牙学院解剖教研室*

S:'?'.2$

细胞

培养于包含
$%X

热失活胎牛血清以及
$X

青霉素"链霉素的基

本血清$

kS2S

&之中#置于
6X :\

1

浓度的
'-Y

细胞培养箱

中*细胞长满续代时使用
BJ

MI

+#,

"

2V?<

$

3#NH"

#

:CJF+NC!

#
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#美国&#并将
$[$%

0 细胞再植于含
kS2S

"

$%X

胎牛血清

$

4UK

&的
10

孔板中*

?&@

!

抗体及试剂
!

V5\V5

抗体受赠于日本九州大学医学院

临床检查部分子生物学检查室*

(

.CHB#,

抗体购于美国
K#

7

8C

H

M

HF#,AU$

#
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6'

抗体购于美国
KC,BC:JGa

*细胞周期依赖蛋白

激酶
:!L$

"

:!H1

$

:V:1

&以及磷酸化视网膜母细胞瘤$

I

D"+.

I

D".=U

&抗体购于美国
:AFFK#

7

,CF#,

7

*

?&A

!

方法

?&A&?

!

+#=Z<+

法抑制蛋白表达
!

两组
16N

I

双链
V5\V5.

+#=Z<

订购于
KBACFBDKAFAHB=Z<#

$

W,@#BJ"

7

A,

#美国&*

V5\V5

及

对照组
+#=Z<

序列及转染方法参见文献'
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细胞增殖测定
!

为检测抑制
V5\V5

后细胞增殖受

影响情况#

S:'?'2$

细胞转染
V5\V5+#=Z<

或对照组
+#=.

Z<

后以
$[$%

0 浓度转入
10

孔板中培养#培养液含
)

S2S

及
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*每组重复
'

次*细胞培养至
-1D

#每日脱壁收

集#用
:"GFBAJ:"G,BAJ

$

UAHL8C,:"GFBAJ

#美国&计数*

?&A&A

!

蛋白印记
!

S:'?'.2$

细胞裂解于
?Z2

裂解液'

6%
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三羟甲基氨基甲烷$
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#
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#
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#
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(*每组上样
1%

G

7

蛋白于
KVK

电泳胶中#并用相应抗体进行免疫阻断*检测)

分析方法及工具参见文献'
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定量分析
!

细胞
<?]

产量通过
<?]

检测试剂

盒测量#依照生产厂商使用说明$

]J"8A

7

C

#

SC!#+",

#

bW

#美

国&*细胞裂解于被动裂解液中$

]J"8A

7

C

&并以相同反应量加

入反应中*裂解液中的发光量依照每份裂解液中所含蛋白量

均化后检测计算*所得
<?]

值按线性标准曲线来确定*

?&A&G

!

=Z<

提取及
=?.]:=

分析
!

经
V5\V5+#=Z<

转染

-1D

后#

S:'?'2$

细胞的
=Z<

依照生产厂商使用说明通过

?J#a#"F

试剂盒$

W,@#BJ"

7

A,

&裂解收集*所有
=Z<

均使用无核

糖核酸酶的脱氧核糖核酸酶
W

$

]J"8A

7

C

&处理#并使用
=ZAC+

M

.

;#B

$

c#C

7
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#

SC#,a

#德国&纯化*用
$

$

7

=Z<

经
=A@AJ?JC<HA

$

?"

M

"N"

#

\+CLC

#日本&合成
HVZ<

后#用
cG#HL?C

i

$

W,@#BJ".

7

A,

&

]:=

扩增出小鼠
=G,B

相关转录因子
1

$

=G,P1

&)骨钙素

$

\H,

&以及
'.

磷酸甘油醛脱氢酶$

3C

I

!D

&#再将
]:=

产物置于

1X

琼脂糖凝胶中电泳*电泳结果用溴化乙锭染色显影#基因

表达状态用
ZW5#8C

7

A

$

DBB

I

!""

J+N&#,E"&,#D&

7
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,#D.#8C

7

A
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定量*相关小鼠序列引物及
]:=

反应条件见表
$

*

?&F

!

统计学处理
!

采用
K]KK$/&%

进行统计分析#计量资料

用
MT;

表示#组间比较分析使用
KBG!A,B6

检验#或在适当的

情况下采用配对
6

检验*检验水准
!

g%&%6

#以
9

$

%&%6

为差

异有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@&?

!

干扰
V5\V5=Z<

后目标蛋白表达受影响
!

分别使用

两种不同
V5\V5+#=Z<

处理成骨细胞前体细胞
-1D

后#

V5\V5

蛋白量在
S:'?'2$

细胞中生成量减少#而细胞内
(

.

CHB#,

表达量并未受影响$图
$<

&*对照
+#=Z<

用以检测

V5\V5+#=Z<

作 用 的 特 异 性#在 该 组 中 并 未 检 测 到

V5\V5

及
(

.CHB#,

表达量受到影响$图
$<

&*

@&@

!

抑制
V5\V5

蛋白表达后细胞增殖受影响
!

每组处理

后
S:'?'2$

细胞数值使用
:"GFBAJ:"G,BAJ

$

UAHL8C,:"GF.

BAJ

&计数#结果发现
V5\V5+#=Z<

处理组中细胞增殖速度较

对照组降低$图
$U

&*

@&A

!

抑制
V5\V5

后对细胞周期的影响
!

在抑制
V5\V5

表达后#

:V:1

#

H

M

HF#,AU$

以及
I

D"+

I

D".=U

在
S:'?'2$

中的

表达量有少量减少#而
I

6'

蛋白量少量增加#提示经
V5\V5

+#=Z<

处理后
S:'?'2$

细胞可能停滞于
3

$

"

K

期$图
$:

&*

@&F

!

抑制
V5\V5

后细胞及线粒体
<?]

产量减少
!

细胞转

染处理后#不同
V5\V5+#=Z<

组均显示较低的
<?]

产量#

该现象在
V5\V5+#

-

$

组中尤为明显$图
$V

&*

S:'?'2$

细胞中
V5\V5+#

-

$

和
+#

-

1

转染组中#源于线粒体的
<?]

产量显著较对照组低$图
$V

&*此外#经寡霉素$

\F#

7

"8

M

H#,

&#

线粒体氧化呼吸链复合体
f

抑制剂处理后#所有实验组中

<?]

产量均大大减低$图
$V

&*这些数据显示
V5\V5

缺失

可导致成骨细胞前体细胞中线粒体功能异常#而这也补充完善

了基于
5A9C

细胞对米勒综合征的研究'

-

(

*

!!

<

!两种不同
V5\V5

蛋白
+#=Z<

$

V5\V5+#

-

$

和
V5\V5+#

-

1

&转染
S:'?'.2$

细胞后
V5\V5

蛋白表达量%

U

!

+#=Z<

转染后

S:'?'.2$

细胞增殖状况%

:

!转染
V5\V5+#=Z<-1D

后
S:'?'.2$

细胞周期相关蛋白的表达情况%

V

!转染
V5\V5+#=Z<

后
S:'?'.2$

细胞
<?]

产量变化情况%

"

!

9

$

%&%6

*

图
$

!!

转染抑制
V5\V5

表达后所产生的影响

@&G

!

成骨基因的表达
!

S:'?'2$

细胞中
V5\V5

表达受抑

制后#

=G,P1

及
\H,

基因表达量均显著降低$图
1

&#从而说明

V5\V5

减少后正常骨形成过程受干扰*

!!

<

!

S:'?'2$

细胞中
V5\V5

表达受抑制后#

=G,P1

及
\H,

基因

表达电泳结果%

U

!

S:'?'2$

细胞中
V5\V5

表达受抑制后#

=G,P1

及

\H,

基因表达定量分析%

"

!
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*

图
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相关成骨基因表达量
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讨
!!

论
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V5\V5

是一种含铁的黄素依赖的线粒体酶#是核酸中嘧

啶合成的关键酶#其作用是催化嘧啶从头生物合成途径中的第

四步反应*

V5\V5

是免疫相关疾病的重要靶点'

(

(

*抑制

V5\V5

#可以阻断新生嘧啶合成#致使
VZ<

合成障碍#抑制

活化的
?

淋巴细胞)

U

淋巴细胞以及肿瘤细胞的增殖#从而在

免疫抑制和抗肿瘤中起重要作用*

V5\V5

抑制剂来氟米特

已经成功应用于自身免疫性疾病如红斑狼疮)类风湿性关节炎

和肾病综合征等的临床治疗*另一种
V5\V5

抑制剂布喹那

已经分别完成了抗肿瘤和器官移植免疫抑制的
%

期临床试

验'

$%

(

*此外#嘧啶补救途径的缺失使疟原虫完全依赖于

V5\V5

参与的嘧啶从头合成途径#因此对
V5\V5

抑制剂

敏感*而人类细胞却可通过嘧啶补救途径获取维持细胞生长

所需的嘧啶#故
V5\V5

还是理想的抗疟药新靶点*

然而关于
V5\V5

与骨发育的研究鲜有报道*基于米勒

综合征的多项症状涉及骨骼发育#而
V5\V5

又是该病的致

病基因#所以本研究将抑制
V5\V5

后成骨细胞前体细胞相

关变化作为研究内容*米勒综合征是常染色体隐性遗传或伴

发复合杂合型突变'

'

(

*目前认为
V5\V5

突变是导致该疾病

的致病原因'

'

(

#并阻断了米勒综合征患者胚胎发育中第一和第

二鳃弓的发育'

$.1

(

*米勒综合征由
V5\V5

功能异常所致并

与骨骼结构异常相关*作者前期研究中观察了源自宫颈癌的

5A9C

细胞中
V5\V5

的功能'

-./

(

#并发现在
5A9C

细胞中

V5\V5

缺失可导致线粒体功能异常和细胞周期停止#从而推

论出
V5\V5

功能缺失导致线粒体功能障碍#对米勒综合征

发生产生作用*尽管前期研究中#分析了
V5\V5

在癌细胞

中的功能#但其在涉及骨骼结构的细胞中所发挥的分子机制并

没有被完全发现*

因此#在本研究中#通过使用成骨细胞前体细胞试图阐明

V5\V5

在这些细胞中的作用并寻找米勒综合征的发病机制*

合成
<?]

为细胞提供能量是线粒体的主要功能之一*

V5\V5

是嘧啶合成途径中惟一定植于线粒体中的限速酶*

而当尿苷磷酸合酶$

RS]K

&#

V5\V5

后续限速酶编码基因#

突变时其所导致的临床表现型却与米勒综合征的临床表现不

同*在
S:'?'2$

细胞#小鼠头颅成骨细胞前体细胞中#

V5\V5

抑制组较对照组#细胞繁殖减缓#细胞内
<?]

产量#

特别是线粒体来源
<?]

产量降低*明确了线粒体功能异常很

可能导致米勒综合征中骨骼结构发育异常*

=G,P1

是转录因子#也是间充质干细胞分化成为成骨细胞

的必须主基因*骨钙素由成骨细胞分泌并参与促进骨形

成'

$$

(

*因此这些基因对于成骨细胞的分化与成熟发挥着重要

作用*当
S:'?'2$

细胞中
V5\V5

受抑制时#骨钙素基因

的表达水平显著降低$图
1

&*本课题研究结果提示
V5\V5

减少所引起的线粒体功能障碍可导致成骨细胞成熟过程停滞#

而这有可能导致米勒综合征异常骨骼发育*

综上所述#本研究证明了
V5\V5

缺失导致线粒体功能

障碍#从而影响成骨细胞的细胞增殖和成骨基因表达*这提示

了
V5\V5

很有可能参与了成骨细胞的分化与成熟*因此#

V5\V5

蛋白减少或缺失所引起的成骨细胞功能障碍有可能

与米勒综合征的发生和临床症状相关*

颌面部骨发育障碍仅是米勒综合征发病机制的一个方面#

若要进一步阐明米勒综合征发生分子机制#仍需从其他组织或

细胞包括神经嵴细胞领域深入研究*
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