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摘　要　目的：观察抑制Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１和Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ表达对人成骨肉瘤细胞ＭＧ６３骨代谢调节相关蛋白表达水平的影响。方法：培

养ＭＧ６３细胞，构建沉默Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１重组腺病毒载体和沉默 Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ重组腺病毒载体。将培养好的 ＭＧ６３细胞（每孔２×１０５

个）分为４组，Ｓｃｒ组以Ｓｃｒ腺病毒转染、Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组以沉默Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１重组腺病毒载体转染、Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组以沉默 Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ重

组腺病毒载体转染、Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组以沉默 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１重组腺病毒载体和沉默 Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ重组腺病毒载体共同转染。

各组ＭＧ６３细胞转染重组腺病毒４８ｈ后以ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法测定各组细胞中骨保护素（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）、低密度脂蛋白受体相

关蛋白－５（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ－５，Ｌｒｐ－５）、骨形态发生蛋白－２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ－２，ＢＭＰ－

２）、成纤维细胞生长因子－２（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－２，ＦＧＦ－２）、Ｒｕｎｔ相关转录因子 －２（Ｒｕｎｔ－ｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ－２，

Ｒｕｎｘ－２）、结缔组织生长因子（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ）、骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）、肿瘤坏死因子－α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏ

ｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）等骨代谢调节相关蛋白的表达水平。结果：Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组的ＯＰＧ表达量与Ｓｃｒ组、Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组比较，组间

差异均无统计学意义（Ｐ＝０．０５０，Ｐ＝０．１９６）；Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组、Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的ＯＰＧ表达量均高于Ｓｃｒ组（Ｐ＝０．０１０，Ｐ＝

０．０００）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组和Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的 ＯＰＧ表达量均低于 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）。Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组、

Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组、Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的Ｌｒｐ－５表达量均高于Ｓｃｒ组（Ｐ＝０．０１２，Ｐ＝０．０１０，Ｐ＝０．０００）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组的Ｌｒｐ－５

表达量与Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．１１９）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组和Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的Ｌｒｐ－５表达量均低于Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋

Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）。Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组的ＢＭＰ－２表达量与Ｓｃｒ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．１８５）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１

组的ＢＭＰ－２表达量低于Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组（Ｐ＝０．０３７）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组和Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的ＢＭＰ－２表达量均低于Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓ

ｔｉｎ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）。Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组、Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组、Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的ＦＧＦ－２表达量均高于Ｓｃｒ组（Ｐ＝０．０１０，

Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组的 ＦＧＦ－２表达量低于 Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组和 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；

Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的ＦＧＦ－２表达量低于Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组（Ｐ＝０．０００）。Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组、Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组、Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ

组的Ｒｕｎｘ－２表达量均高于Ｓｃｒ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组的Ｒｕｎｘ－２表达量低于Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组和Ｄｉｃｋ

ｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的 Ｒｕｎｘ－２表达量低于 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组（Ｐ＝０．０００）。Ｄｉｃｋ

ｋｏｐｆ－１组、Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组、Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的 ＣＴＧＦ表达量均高于 Ｓｃｒ组（Ｐ＝０．０１０，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０１０）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１

组的ＣＴＧＦ表达量与Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．０８０）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组和Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的ＣＴＧＦ表达量均低于Ｄｉｃｋ

ｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００４）。Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组、Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组、Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的 ＯＰＮ表达量均高于 Ｓｃｒ

组（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组和Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的ＯＰＮ表达量与 Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组比较，差异均无统

计学意义（Ｐ＝０．０５０，Ｐ＝０．１７０）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组的 ＯＰＮ表达量低于 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组（Ｐ＝０．０００）。Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组、

Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组、Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的 ＴＮＦ－α表达量均低于 Ｓｃｒ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组的

ＴＮＦ－α表达量高于Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组和Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组和 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的

ＴＮＦ－α表达量比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．１２５）。结论：抑制ＭＧ６３细胞Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１和Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ表达，均能上调具有骨形成

和双向调节作用的骨代谢调节相关蛋白表达水平、下调具有骨吸收作用的骨代谢调节相关蛋白表达水平，其中抑制 Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ表

达对骨代谢调节相关蛋白表达水平的影响强于抑制Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１表达，而且抑制Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１和Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ表达在调节骨代谢调节
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相关蛋白表达水平方面具有协同作用。

关键词　骨质疏松；基因沉默；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１；Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ；腺病毒；ＭＧ６３细胞

ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤｉｃｋｋｏｐｆ－１ａｎｄＳｃｌｅｒｏｓｔｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｂｏｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｈｕｍａｎｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａＭＧ６３ｃｅｌｌｓ
ＷＡＮＧＪｉｌｉ１，ＷＡＮＬｅｉ１，ＺＨＡＮＧＺｈｉｈａｉ１，ＨＵＡＮＧＨｏｎｇｘｉｎｇ１，ＨＵＡＮＧＨｏｎｇ２，ＸＩＡＯＢｅｎｈａｏ１，ＷＥＩＨｅｗｅｉ１，ＺＥＮＧ
Ｇｕｏｙｏｎｇ３
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ＡＢＳＴＲＡＣＴ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤｉｃｋｋｏｐｆ－１ａｎｄＳｃｌｅｒｏｓｔｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｂｏｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｈｕｍａｎｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａＭＧ６３ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＴｈｅＭＧ６３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄａｎｄＤｉｃｋｋｏｐｆ－１ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉ

ｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｓａｎｄＳｃｌｅｒｏｓｔｉｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｓｗｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．ＴｈｅＭＧ６３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ４

ｇｒｏｕｐｓ，ｔｗｏｈｕｎｄｒｅｄｔｈｏｕｓａｎｄｃｅｌｌｓｉｎｏｎｅｈｏｌｅ，ａｎｄｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＳｃｒａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ（Ｓｃｒｇｒｏｕｐ），Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｓ（Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１ｇｒｏｕｐ），Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｓ（Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎｇｒｏｕｐ）ａｎｄＤｉｃｋｋｏｐｆ－１ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｓｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＳｃｌｅｒｏｓｔｉｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｓ（Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１－Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎｇｒｏｕｐ）ｒｅｓｐｅｃ
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２个负调控因子Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１和Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ在调节骨形
成和骨代谢中发挥着重要作用［１－５］。我们前期的研

究已证实，过表达 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１重组腺病毒载体和过
表达Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ重组腺病毒载体可降低人成骨肉瘤细
胞 ＭＧ６３活性，影响骨代谢调节相关蛋白表达水
平［６］。为更深入地研究骨发育和骨重塑的分子基因

机制，本研究构建了沉默 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１重组腺病毒载
体和沉默Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ重组腺病毒载体并转染人成骨肉
瘤细胞ＭＧ６３，观察了骨代谢调节相关蛋白的表达情
况，现总结报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验材料　人成骨肉瘤细胞 ＭＧ６３（中国科学
院上海细胞所细胞库），ＨＥＫ２９３Ａ细胞（ＡＴＣＣ），
ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅｐ、Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ培
养基（Ｇｉｂｃｏ公司），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ、ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ、逆
转录试剂盒、荧光定量 ＰＣＲ试剂盒、ＯｎｅＳｈｏｔ Ｓｔ
ｂｌ３ＴＭＥ．ｃｏｌｉ感受态细胞、ＢＰＣｌｏｎａｓｅＩＩｅｎｚｙｍｅｍｉｘ、
ＬＲＣｌｏｎａｓｅＩＩｅｎｚｙｍｅｍｉｘ（Ｉｎｖｉｔｏｒｇｅｎ公司），胶回收／纯
化试剂盒、质粒提取试剂盒（天根生化科技有限公

司），ＤＨ５α感受态细胞（北京鼎国昌盛生物技术有限
责任公司），ＡｇｅⅠ、ＥｃｏＲⅠ、ＰａｃⅠ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶
（ＮＥＢ公司），ＲＩＰＡ细胞裂解液、ＸＣＴ－７９０（Ｓｉｇｍａ公
司），ＤＫＫ１抗体（ＣＳＴ公司），抗 Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ抗体、抗骨
形态发生蛋白 －２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ－２，
ＢＭＰ－２）抗体、抗骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）抗体、
抗肿瘤坏死因子 －α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－

α）抗体、抗骨保护素（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）抗体、抗
Ｒｕｎｔ相关转录因子 －２（Ｒｕｎｔ－ｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ－２，Ｒｕｎｘ－２）抗体（Ａｂｃａｍ公司），ＨＲＰ标记山
羊抗小鼠 ＩｇＧ、ＨＲＰ标记山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ公
司），抗低密度脂蛋白受体相关蛋白 －５（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙ

ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ－５，Ｌｒｐ－５）抗体、
抗结缔组织生长因子（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＣＴＧＦ）抗体、抗成纤维细胞生长因子 －２（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－２，ＦＧＦ－２）抗体（Ｓａｎｔａ公司），蛋白酶
抑制剂／磷酸化抑制剂、ＥＣＬ发光液（Ｍｅｒｃｋ公司），蛋
白Ｍａｒｋｅｒ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓａ公司）。
１．２　实验仪器　ＤＨＰ－９０５２细胞培养箱（上海一恒
科学仪器有限公司），ＳＷ－ＣＪ－１ＦＤ超净工作台（苏
州安泰空气技术有限公司），Ｈ１６５０－Ｗ／Ｈ１６５０Ｗ高
速低温离心机（湘仪集团），ＴＣ－Ｓ普通 ＰＣＲ（杭州博
日科技有限公司），Ｍｉｎｉ－ＰＲＯＴＥＡＮＴｅｔｒａ电泳仪、
ＭｉｎｉＴｒａｎｓ－Ｂｌｏｔ蛋白转印仪、ＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰ凝胶成像
系统、电泳、转膜设备（Ｂｉｏ－ｒａｄ），ＮａＮｏＤｒｏｐ－２０００微
量核酸定量仪、ＡＢＩ７５００荧光定量 ＰＣＲ、酶标仪（Ｔｈｅｒ
ｍｏ公司），ＩＸ７３倒置荧光显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ公司）。

２　方　法
２．１　ＭＧ６３细胞培养及总ＲＮＡ提取　将ＭＧ６３细胞
以１×１０６个·ｍＬ－１接种于 Ｔ７５培养瓶，加入适量
ＤＭＥＭ高糖培养基（含 １０％胎牛血清）和 １％ Ｐｅｎ／
Ｓｔｒｅｐ，在５％ＣＯ２细胞培养箱内培养。待长至８０％左
右融合，消化、收集细胞，以１∶３比例进行传代。弃培
养瓶内旧培养基，以预冷 ＰＢＳ洗涤细胞３次，吸尽液
体，加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ，提取细胞总ＲＮＡ。
２．２　目的基因沉默重组腺病毒载体构建　根据前期
研究结果［６］，选择Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１引物、Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ引物及
空载体基因Ｓｃｒ引物（表１），将合成的寡聚核苷酸链
分别重悬于双蒸水至浓度为１００ｐＭ，然后将此溶液
加入到含有 ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ１μＬ、ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ１

μＬ、１０×退火 Ｂｕｆｆｅｒ３μＬ的 ＲＮａｓｅｆｒｅｅＰＣＲ管中变
性、退火。在ＲＮａｓｅｆｒｅｅＰＣＲ管中加入 ｐＡｄ－ＧＦＰ－
ｓｈＲＮＡ质粒２μｇ、１０×ＮＥＢｂｕｆｆｅｒ２２μＬ、ＡｇｅⅠ１μＬ、
ＥｃｏＲⅠ１μＬ，并加双蒸水至２０μＬ，轻轻混匀后３７℃
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孵育４ｈ，电泳并胶回收线性化的ｐＡｄ－ＧＦＰ－ｓｈＲＮＡ
质粒，将回收的线性化ｐＡｄ－ＧＦＰ－ｓｈＲＮＡ１μＬ与退
火后的寡核苷酸２μＬ加入到１０×ＮＥＢＴ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ
ｂｕｆｆｅｒ２μＬ、Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ１μＬ的溶液中，再加双蒸

水至２０μＬ，在１６℃与线性腺病毒载体反应连接。连
接产物在ＬＢ液体培养基（不含抗生素）中转化到感受
态的ＤＨ５α细胞，用质粒小提试剂盒提取转化到ＤＨ５α
细胞重组质粒，对提取的重组质粒进行测序鉴定。

表１　Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１、Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ及Ｓｃｒ引物碱基序列

基因名称 引物序列

Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１
ＰｒｉｍｅｒＦ ＣＣＧＧＣＧＧＧＡＡＴＡＡＧＴＡＣＣＡＧＡＣＣＡＴＣＴＣＧＡＧＡＴＧＧＴＣＴＧＧＴＡＣＴＴＡＴＴＣＣＣＧＴＴＴＴＴＧ
ＰｒｉｍｅｒＲ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＣＧＧＧＡＡＴＡＡＧＴＡＣＣＡＧＡＣＣＡＴＣＴＣＧＡＧＡＴＧＧＴＣＴＧＧＴＡＣＴＴＡＴＴＣＣＣＧ

Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ
ＰｒｉｍｅｒＦ ＣＣＧＧＣＣＡＣＡＡＣＣＡＧＴＣＧＧＡＧＣＴＣＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＧＡＧＣＴＣＣＧＡＣＴＧＧＴＴＧＴＧＧＴＴＴＴＴＧ
ＰｒｉｍｅｒＲ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＣＣＡＣＡＡＣＣＡＧＴＣＧＧＡＧＣＴＣＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＧＡＧＣＴＣＣＧＡＣＴＧＧＴＴＧＴＧＧ

Ｓｃｒ
ＰｒｉｍｅｒＦ ＣＣＧＧＣＣＴＡＡＧＧＴＴＡＡＧＴＣＧＣＣＣＴＣＧＣＴＣＧＡＧＣＧＡＧＧＧＣＧＡＣＴＴＡＡＣＣＴＴＡＧＧＴＴＴＴＴＧ
ＰｒｉｍｅｒＲ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＣＣＴＡＡＧＧＴＴＡＡＧＴＣＧＣＣＣＴＣＧＣＴＣＧＡＧＣＧＡＧＧＧＣＧＡＣＴＴＡＡＣＣＴＴＡＧＧ

２．３　病毒包装　将ＨＥＫ２９３Ａ细胞以每孔１×１０６个
接种于６孔板，于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养，待细
胞生长至９５％融合后，再加入转染复合物转染。转
染复合物制备方法：２μｇ线性 ＤＮＡ和 ６０μＬＬｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００分别与２５０μＬＯｐｉ－ＭＥＭＩ培养基混
匀，室温静置 ５ｍｉｎ后将二者混合，混匀后静置
２０ｍｉｎ。转染４８ｈ后，接种于培养皿中培养到８０％
细胞出现显微镜可见的细胞病变效应后，在 ４℃、
３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ（离心半径８．５ｃｍ），所得
上清即为初次病毒液。再以初次病毒液为基础在

ＨＥＫ２９３Ａ细胞中扩增腺病毒。
２．４　ＭＧ６３细胞分组及转染　将 ＭＧ６３细胞（每孔
２×１０５个）分为 Ｓｃｒ组、Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组、Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组、
Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组。将测序正确的 ｓｈＲＮＡ及
Ｓｃｒ腺病毒克隆，扩大培养后提取无内毒素质粒，以无
内毒素的沉默 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１、沉默 Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ、Ｓｃｒ腺病
毒分别转染Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组、Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组、Ｓｃｒ组，以无
内毒素的沉默 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１和沉默 Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ共同转
染Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组，在３７℃、５％ ＣＯ２培养
箱中培养４～６ｈ。
２．５　骨代谢调节相关蛋白表达量检测　ＭＧ６３细胞
转染重组腺病毒 ４８ｈ后，弃旧培养基，消化收集细
胞，在４℃以１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心３０ｍｉｎ（离心半径
８．５ｃｍ），提取细胞总蛋白，将蛋白上样、电泳、转膜，
于室温下脱色摇床上用 ５％脱脂牛奶（０．５％ＴＢＳＴ
配）封闭１ｈ；稀释一抗（ＴＢＳＴ溶解的５％脱脂牛奶，
磷酸化蛋白使用 ＴＢＳＴ溶解的５％ＢＳＡ），４℃过夜后
用ＴＢＳＴ在室温下脱色摇床上洗３次，每次５ｍｉｎ；将
二抗用ＴＢＳＴ稀释３０００倍，室温下孵育３０ｍｉｎ后用
ＴＢＳＴ在室温下脱色摇床上洗３次，每次５ｍｉｎ。将膜

蛋白放入暗匣中曝光，用显影、定影试剂进行显影和

定影，然后将胶片扫描存档，用ＩｍａｇｅＪ软件处理系统
分析目标带的光密度值，进行图像分析。检测的骨代

谢调节相关蛋白包括ＯＰＧ、Ｌｒｐ－５、ＢＭＰ－２、ＦＧＦ－２、
Ｒｕｎｘ－２、ＣＴＧＦ、ＯＰＮ、ＴＮＦ－α。
２．６　数据统计分析　采用ＳＰＳＳ２０．０软件，４组细胞
ＯＰＧ、Ｌｒｐ－５、ＢＭＰ－２、ＦＧＦ－２、Ｒｕｎｘ－２、ＣＴＧＦ、ＯＰＮ、
ＴＮＦ－α表达量的组间整体比较采用单因素方差分析，
组间两两比较采用ＬＳＤ－ｔ检验，检验水准α＝０．０５。

３　结　果
Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组的ＯＰＧ表达量与Ｓｃｒ组、Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ

组比较，组间差异均无统计学意义（Ｐ＝０．０５０，Ｐ＝
０．１９６）；Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组、Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的
ＯＰＧ表达量均高于 Ｓｃｒ组（Ｐ＝０．０１０，Ｐ＝０．０００）；
Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组和 Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的 ＯＰＧ表达量均低于
Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）。
Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组、Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组、Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ
组的Ｌｒｐ－５表达量均高于 Ｓｃｒ组（Ｐ＝０．０１２，Ｐ＝
０．０１０，Ｐ＝０．０００）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组的 Ｌｒｐ－５表达量
与Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．１１９）；
Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组和 Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的 Ｌｒｐ－５表达量均低
于 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组 （Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００）。Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组的 ＢＭＰ－２表达量与 Ｓｃｒ组
比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．１８５）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组
的 ＢＭＰ－２表达量低于 Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组（Ｐ＝０．０３７）；
Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组和Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的ＢＭＰ－２表达量均低
于 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组 （Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００）。Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组、Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组、Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋
Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的 ＦＧＦ－２表达量均高于 Ｓｃｒ组（Ｐ＝
０．０１０，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组的
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ＦＧＦ－２表达量低于 Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组和 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋
Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的
ＦＧＦ－２表达量低于 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组（Ｐ＝
０．０００）。Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组、Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组、Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋
Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的 Ｒｕｎｘ－２表达量均高于 Ｓｃｒ组（Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组的
Ｒｕｎｘ－２表达量低于 Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组和 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋
Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的
Ｒｕｎｘ－２表达量低于 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组（Ｐ＝
０．０００）。Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组、Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组、Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋
Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的 ＣＴＧＦ表达量均高于 Ｓｃｒ组（Ｐ＝
０．０１０，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０１０）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组的ＣＴＧＦ
表达量与Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝
０．０８０）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组和 Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的 ＣＴＧＦ表达
量均低于Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．００４）。Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组、Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组、Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋
Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的ＯＰＮ表达量均高于 Ｓｃｒ组（Ｐ＝０．００２，
Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组和Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋
Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的ＯＰＮ表达量与 Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组比较，差异
均无统计学意义（Ｐ＝０．０５０，Ｐ＝０．１７０）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１
组的 ＯＰＮ表达量低于 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组
（Ｐ＝０．０００）。Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１ 组、Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ 组、
Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的 ＴＮＦ－α表达量均低于
Ｓｃｒ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１
组的ＴＮＦ－α表达量高于Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组和Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋
Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组和
Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组的ＴＮＦ－α

表达量比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．１２５）。见
图１、表２。

图１　４组ＭＧ６３细胞骨代谢调节相关蛋白

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法电泳结果

１）Ｓｃｒ组　２）Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组　３）Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组　４）Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋

Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组

表２　４组ＭＧ６３细胞骨代谢调节相关蛋白表达情况检测结果　ｘ±ｓ，μｍｏｌ·Ｌ－１

组别
样本量
（个）

ＯＰＧ Ｌｒｐ－５ ＢＭＰ－２ ＦＧＦ－２ Ｒｕｎｘ－２ ＣＴＧＦ ＯＰＮ ＴＮＦ－α

Ｓｃｒ组 ３ ０．７６±０．０５ ０．８９±０．０４ ０．７４±０．０３ ０．３７±０．０１０．８１８±０．０２６０．９１±０．０３ ０．６７±０．０１ １．２１±０．０４
Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１组 ３ ０．９０±０．０２ ０．９８±０．０２ ０．７７±０．０１ ０．５０±０．０１１．０８１±０．００８１．０８±０．０２ ０．７５±０．０１ ０．９０±０．０５
Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组 ３ ０．９６±０．０１ １．０４±０．００ ０．８３±０．００ ０．７１±０．０２１．４２１±０．０１６１．１９±０．０５ ０．９８±０．０１ ０．４１±０．０２

Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１＋
Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ组 ３ １．３８±０．００ １．２３±０．０３ １．０６±０．０４ １．００±０．０４１．６０４±０．０３０１．３２±０．０１ １．０３±０．０３ ０．３５±０．０２

Ｆ值 １００．７４６ ５１．１０８ ６７．１８６ ２７０．８８９ ６８５．５１３ ５９．１４４ １７５．８０４ ２７７．４００
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

４　讨　论
Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１和Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ可通过Ｗｎｔ信号通路促

进间充质干细胞向成骨细胞分化及成骨细胞增殖、成

熟［７－８］。腺病毒载体可容纳高达３７ｋｂ的ＤＮＡ片段，
多次复制不会改变外源基因，而且致病性低，并能迅

速转染处于分裂期或静止期的细胞［９］。

ＯＰＧ可促进破骨细胞凋亡，抑制破骨细胞生成和
活化，促进骨形成［１０］，敲除ＯＰＧ基因的小鼠可发生高
转换型骨质疏松［１１］。Ｌｒｐ－５存在于成骨细胞表面，
可通过降低Ｔｐｈ１表达，抑制 ５－羟色胺的生成，促进
骨细胞增殖［１２］。ＢＭＰ－２参与骨和软骨的生长发育
及其重建过程。对 ＢＭＰ－２基因缺乏小鼠的骨祖细
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胞监测表明，其在扩增、分化为成熟的成骨细胞过程

中表现出了严重缺陷［１３］。ＦＧＦ－２对于骨基质蛋白
均有着较强的增殖和表达效应，而且能够矿化人成骨

细胞［１４］，与 Ｒｕｎｘ－２共同调节骨和软骨的代
谢［１５－１６］。ＴＮＦ－α能促进骨髓来源的巨噬细胞的破
骨前体细胞数量，并向破骨细胞分化，而且能增强破

骨细胞介导的骨吸收，并通过 ＩＧＦ－１、Ｏｓｘ以及
Ｒｕｎｘ－２的抑制作用，抑制成骨细胞分化［１７－１８］。ＣＴ
ＧＦ能刺激或抑制成骨细胞分化［１９］。ＯＰＮ对破骨细
胞和成骨细胞均有作用，影响骨基质的矿化、吸收、骨

重塑过程，介导骨组织细胞与骨基质间的连接［２０］。

本研究的结果提示，抑制ＭＧ６３细胞Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１
和Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ表达，均能上调具有骨形成和双向调节
作用的骨代谢调节相关蛋白表达水平、下调具有骨吸

收作用的骨代谢调节相关蛋白表达水平，其中抑制

Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ表达对骨代谢调节相关蛋白表达水平的影
响强于抑制 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１表达，而且抑制 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１
和Ｓｃｌｅｒｏｓｔｉｎ表达在调节骨代谢调节相关蛋白表达水
平方面具有协同作用。
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