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巨噬细胞炎症蛋白
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!

通过骨硬化蛋白抑制

骨髓瘤骨病患者成骨细胞功能研究"
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"摘要#

!

目的
!

探讨巨噬细胞炎症蛋白
.$

!

"

=>?.$

!

#对骨髓瘤骨病"

=@A

#患者成骨细胞抑制功能的研究$

方法
!

采用人骨髓瘤细胞株
B(1(

细胞及
=@A

患者骨髓基质细胞"

@=CD+

#分化成熟的第三代成骨细胞

"

E@

#!实验分
;

组%对照组&

=>?.$

!

组&骨硬化蛋白"

C6:

#组&抗
=>?.$

!

单抗"

=>?.$

!

.FG

#组和抗
C6:

单抗"

C6:.

FG

#组$分离并原代培养
@=CD+

分化的
E@

!传代培养
B(1(

'

HI>CF

定量检测
B(1(

培养上清液中的
=>?.$

!

和
C6:

水平'碱性磷酸酶染色及茜素红染色鉴定
E@

!

@J

!

!K"J!

法定量检测
E@

的碱性磷酸酶"

FI?

#活性'

L7+3.

7J,G:"3

检测
E@

的
FI?

的表达水平'茜素红染色法检测
E@

钙离子沉积结节'流式细胞仪检测
E@

的凋亡率$

结果
!

体外成功分离培养
@=CD+

为
E@

'

C6:

组及
C6:.FG

组
=>?.$

!

水平较对照组改变不明显"均
!

#

%&%;

#!

=>?.$

!

组
C6:

的水平明显高于对照组"

!

$

%&%;

#!

=>?.$

!

.FG

组中的
C6:

水平较对照组明显下降"

!

$

%&%;

#'

=>?.$

!

.FG

组&

C6:.FG

组中
E@

的钙离子沉积结节&

FI?

活性&

FI?

蛋白较对照组明显增高"均
!

$

%&%;

#!而

E@

的凋亡率则明显低于对照组"

!

$

%&%;

#'

=>?.$

!

&

C6:

组中
E@

的钙离子沉积结节&

FI?

活性&

FI?

蛋白较

对照组组明显降低"均
!

$

%&%;

#!而
E@

的凋亡率明显高于对照组"

!

$

%&%;

#$结论
!

=>?.$

!

能抑制
=@A

患

者
E@

分化成熟!促进
E@

的凋亡!其机制可能是通过增加
C6:

水平来实现的$
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恶性血液病的临床与基础研究)
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骨髓瘤骨病#

8

P

7:"89G",7!#+79+7

%

=@A

$是多发

性骨髓瘤#

8R:3#

4

:78

P

7:"89

%

==

$患者常见的并发症)

=@A

以进行性骨质破坏*多发溶骨性病变等为特征%是

==

患者致残的主要原因)研究表明%有
-%̂

左右的

患者因
=@A

而危及生活质量并增加死亡风险%给家庭

及社会造成沉重负担&

$

'

)因此%深入研究
=@A

发生机

制%可为靶向治疗
=@A

奠定理论基础)

=@A

发生的主要机制是在骨髓微环境中%瘤细

胞与骨髓基质细胞#

G",789JJ"Q+3J"89:67::+

%

@=.

CD+

$通过多条信号通路导致破骨细胞#

"+37"6:9+3

%

ED

$活性增强和成骨细胞#

"+37"G:9+3

%

E@

$活性减弱%

造成溶骨性损害%阻碍新骨生成&

1.'

'

)本课题组的前

期研究已证实%巨噬细胞炎症蛋白
.$

!

#

896J"

4

29

O

7

#,K:98893"J

P4

J"37#,.$

!

%

=>?.$

!

$能激活
ED

%介导瘤

细胞生长%并在
=@A

的发生*发展中发挥重要作

用&

0

'

)最新研究发现%

=>?.$

!

有抑制
E@

的作用&

;

'

%

但其具体机制不明确)笔者前期研究发现%大部分

==

患者骨髓中
=>?.$

!

和骨硬化蛋白#

+6:7J"+3#,

%

C6:

$水平增高%两者呈明显的正相关&

)

'

%

C6:

是
L,3

"

#

.

6937,#,

通路的重要抑制剂&

-

'

%

#

.6937,#,

与
M

细胞因

子相互作用%诱导
E@

碱性磷酸酶#

9:59:#,7

4

2"+

4

29.

39+7

%

FI?

$的活性%促进前体
E@

的生长和早期分化*

细胞外基质成熟和矿化&

/

'

)因此%本研究拟通过体外

实验验证
=>?.$

!

促进瘤细胞表达
C6:

%从而抑制
E@

的分化与成熟*细胞外基质成熟和矿化促进
E@

凋亡%

导致
=@A

的发生*发展)

@

!

资料与方法

@&@

!

一般资料
!

选择来自
1%$;

年
$]$1

月本科室

新确诊的
)

例
=@A

患者%其中男
0

例%女
1

例%中位

年龄
)0

岁#

0-

$

-'

岁$)入选病例均按照国际骨髓瘤

工作组的诊断标准确诊为活动性
==

%如并发
=@A

症状的
==

患者均需行
W

线片检查骨盆*颅骨*肱

骨*股骨等确诊不同程度的
=@A

%如无
=@A

相关症

状的
==

患者需行全身低剂量
DM

或胸椎*腰椎
=<>

以明确有无并发
=@A

)所有入选患者均签署知情同

意书)细胞株!高表达
=>?.$

!

和
C6:

的人骨髓瘤

B(1(

细胞#购自天津血液病研究所&

)

'

$及
=@A

患者

@=CD+

分化成熟的第
'

代
E@

为研究对象)

@&A

!

方法

@&A&@

!

主要试剂和仪器
!

胎牛血清*小牛血清*

A=H=

培养基*

<?=>.$)0%

干粉均购自杭州四季青

公司%淋巴细胞分离液*碱性磷酸酶#

F:59:#,7

4

2"+.

4

2939+7

%

FI?

$测定试剂盒#南京建成生物工程研究所

第一分所$%

@J9!K"J!

法蛋白定量试剂盒#上海捷瑞生

物工程有限公司$%二甲基亚砜#

A=CE

$*地塞米松*

#

.

甘油磷酸钠*维生素
D

*茜素红染色液#美国
C#

O

89

公

司$)

FI?

改良钙钴法染液#南京建成科技有限公

司$(

=>?.$

!

和
C6:HI>CF

试剂盒#美国
V#G6"

公

司$(

=>?.$

!

和
C6:

蛋白%鼠抗人
=>?.$

!

*

C6:

*

>I.)

和

FI?

单克隆抗体%免疫组织化学试剂盒*

AF@

显色试

剂盒%鼠抗人
VF?AB

单克隆抗体#北京中杉金桥生物

技术有限公司$(

F,,7S#,_Y>MD

细胞凋亡测定试剂盒

#美国
<̀ A

公司$(凝胶电泳仪*酶标仪#美国
@#".<9!

公司$%

>W-'

倒置荧光显微镜#日本
E:

P

8

4

R+

公司$)

@&A&A

!

实验分组
!

实验分
;

组!对照组!常规培养基

培养(

=>?.$

!

组!培养基加
%&1,

O

"

8I =>?.$

!

标准

品(

C6:

组!培养基加
%&1,

O

"

8IC6:

标准品(

=>?.$

!

单抗#

=>?.$

!

.FG

$组!培养基加
%&1,

O

"

8I =>?.$

!

单抗(

+6:7J"+3#,

单抗 #

C6:.FG

$组!培养基加
%&1

,

O

"

8IC6:

单抗)

@&A&B

!

纯化并原代培养
E@

并鉴定
!

从
=@A

患者

髂后上棘处抽取骨髓
;

$

$%8I

%肝素抗凝%结合全骨

髓培养法%用等量的
?@C

稀释%按
$&%a$&;

比例加入

红细胞裂解液%

)/%b

O

离心
1%8#,

%去除上清液%移

至无菌培养瓶中%补足完全培养基#

$;̂

胎牛血清%

$̂

双抗%

A=H=

$培养)

;!

后首次换液%并在显微镜

下观察细胞开始变为梭形*贴壁%后每
'

天换液
$

次%

待细胞长满视野
-%̂

$

/%̂

后首次传代%经
%&1;̂

胰酶消化%并接种于六孔板%改为
E@

诱导分化培养基

#

$b$%

]/

8":

"

I

地塞米松*

;%

O

"

8I

抗坏血酸及
$%

88":

"

I

#

.

甘油磷酸$)每
'

天换液
$

次%并在显微镜

下观察细胞形态变化%行茜素红染色%

FI?

免疫组织

化学鉴定为
E@

后方可进行传代培养并留做后续

实验)

@&A&C

!

茜素红染色鉴定并观察钙离子沉积结节
!

@=CD+

分化的
E@

培养
$0!

后%换液%种至
)

孔板%

?@C

冲洗
1

次%

0̂

多聚甲醛固定
'%8#,

后%再用
?@C

冲洗
'

次%用
%&$̂

茜素红
.MJ#+.BD:

染色
'%8#,

%

?@C

冲洗%干燥%封固后%倒置相差显微镜下观察钙

结节)

@&A&D

!

E@

的定性检查
!

改良
V"8"J#

钙钻法
FI?

染色%倒置相差显微镜观察)

FI?

阳性细胞表现为细

胞质出现棕黑色片状颗粒)

@&A&E

!

B(1(

细胞传代培养
!

B(1(

细胞在含
$%̂

1)1$

重庆医学
1%$(

年
0

月第
0/

卷第
/

期
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F

!

@=CD+

分离纯化培养
$%!

(

@

!

@=CD+

分离纯化培养
$0!

(

D

!茜素红染色
@=CD+

分离纯化培养
$0!

的
E@

(

A

!

FI?

染色
@=CD+

分离纯化

培养
$0!

的
E@

图
$

!!

@=CD+

分离培养纯化
E@

%

b0%

&

澳洲胎牛血清#美国
V#G6"

公司$*

;̂

小牛血清*

$%%

c

"

8I

青霉素*
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