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头蛋白 ｓｈＲＮＡ和骨形态发生蛋白２的协同作用对
骨髓间充质干细胞成骨能力的影响
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摘　要　目的：观察头蛋白ｓｈＲＮＡ和骨形态发生蛋白２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２，ＢＭＰ－２）的协同作用对骨髓间充质干细胞

（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）成骨能力的影响。方法：分离、培养兔ＢＭＳＣｓ，分为头蛋白ｓｈＲＮＡ基因干扰组、ＢＭＰ－２

过表达组、双基因转染组。构建慢病毒头蛋白ｓｈＲＮＡ干扰载体和ＢＭＰ－２过表达载体。头蛋白ｓｈＲＮＡ基因干扰组、ＢＭＰ－２过表

达组分别加入头蛋白ｓｈＲＮＡ基因干扰载体和ＢＭＰ－２过表达载体，双基因转染组同时加入头蛋白ｓｈＲＮＡ基因干扰载体和ＢＭＰ－２

过表达载体，进行基因转染。基因转染成功后，采用荧光定量ＰＣＲ检测３组ＢＭＳＣｓ中头蛋白和ＢＭＰ－２的ｍＲＮＡ相对表达量，采

用茜素红染色和碱性磷酸酶染色检测３组ＢＭＳＣｓ的诱导成骨能力。结果：①细胞培养和基因转染鉴定结果。流式细胞仪检测第

２代培养细胞，ＣＤ４４和ＣＤ２９表达分别为６１．３％和５７．２％，ＣＤ３４和ＣＤ４５表达分别为３．６％和２．４％，符合ＢＭＳＣｓ表型特征。基

因转染７２ｈ后，３组ＢＭＳＣｓ的转染率为（９２．５±２．５）％，基因转染成功。②头蛋白和ＢＭＰ－２ｍＲＮＡ表达检测结果。基因转染成

功后，３组细胞中头蛋白ｍＲＮＡ相对表达量的组间总体比较，差异有统计学意义（０．３４３±０．１２４，１．０４０±０．２６９，０．１２３±０．０５７；

Ｆ＝２２．３９０，Ｐ＝０．００２）；ＢＭＰ－２过表达组较头蛋白ｓｈＲＮＡ基因干扰组和双基因转染组高（Ｐ＝０．０１６，Ｐ＝０．００５），头蛋白 ｓｈＲＮＡ

基因干扰组和双基因转染组的组间差异无统计学意义（Ｐ＝０．０５４）。３组细胞中ＢＭＰ－２ｍＲＮＡ相对表达量的组间总体比较，差

异有统计学意义（１．１２０±０．３６３，３．６６７±０．４３１，４．８３３±０．４７５；Ｆ＝５９．６８０，Ｐ＝０．０００）。双基因转染组较头蛋白ｓｈＲＮＡ基因干扰

组和ＢＭＰ－２过表达组高（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０３５），ＢＭＰ－２过表达组高于头蛋白ｓｈＲＮＡ基因干扰组（Ｐ＝０．００１）。③茜素红和碱

性磷酸酶染色结果。茜素红染色可见胞浆边缘呈现不透光的矿化结节。３组细胞茜素红染色阳性率的组间总体比较，差异有统

计学意义［（６２．３１７±３．９６９）％，（３９．２６７±２．１７０）％，（７２．３２０±４．１３３）％，Ｆ＝６８．８７０，Ｐ＝０．０００］；双基因转染组高于头蛋白ｓｈＲ

ＮＡ基因干扰组和ＢＭＰ－２过表达组（Ｐ＝０．０３９，Ｐ＝０．０００），头蛋白ｓｈＲＮＡ基因干扰组高于ＢＭＰ－２过表达组（Ｐ＝０．００１）。碱性

磷酸酶染色细胞内呈现灰黑色颗粒或块状沉淀。３组细胞碱性磷酸酶染色阳性率组间总体比较，差异有统计学意义［（５５．１５７±

９．９５９）％，（３５．３５３±６．４９４）％，（８２．３３７±１０．５９４）％，Ｆ＝１９．７５０，Ｐ＝０．００２］；双基因转染组高于头蛋白 ｓｈＲＮＡ基因干扰组和

ＢＭＰ－２过表达组（Ｐ＝０．０３２，Ｐ＝０．００３），头蛋白ｓｈＲＮＡ基因干扰组高于ＢＭＰ－２过表达组（Ｐ＝０．０４５）。结论：头蛋白ｓｈＲＮＡ和

ＢＭＰ－２的协同作用可以强化ＢＭＳＣｓ的成骨能力。

关键词　间质干细胞；骨髓；骨形态发生蛋白质２；转染；头蛋白

ＴｈｅｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆＮｏｇｇｉｎｓｈＲＮＡａｎｄｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２ｏｎｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃａｂｉｌｉｔｙｏｆｂｏｎｅｍａｒ
ｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
ＺＨＡＮＧＲｕｉｐｉｎｇ１，ＱＩＵＸｉａｎｇｊｕｎ２，ＳＵＢｉｎｇ３，ＺＨＥＮＧＬｕｌｕ１

１．ＴｈｅＦｉｒｓｔＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＬｕｏｙａｎｇ，Ｌｕｏｙａｎｇ４７１００２，Ｈｅｎａｎ，Ｃｈｉｎａ
２．ＨｅｎａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｌｕｏｙａｎｇ４７１００３，Ｈｅｎａｎ，Ｃｈｉｎａ
３．Ｑｕａｔｅｒｄｉａｇｎｏｓｉｓｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｂｕｆｆａｌｏ１４２００，ＮｅｗＹｏｒｋ，Ａｍｅｒｉｃａ
ＡＢＳＴＲＡＣＴ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆＮｏｇｇｉｎｓｈＲＮＡａｎｄｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２（ＢＭＰ－２）ｏｎｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ

ａｂｉｌｉｔｙｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＢＭＳＣｓ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＴｈｅＢＭＳＣｓｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｆｅｍｏｒａｌｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｏｆｒａｂｂｉｔｓａｎｄ

ｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ．Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄ－ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎＢＭＳＣｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏＮｏｇｇｉｎｓｈＲＮＡｇｅｎｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐ，ＢＭＰ－２ｏｖｅｒｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｄｏｕｂｌｅ－ｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ－ｍｅｄｉａｔｅｄＮｏｇｇｉｎｓｈＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｖｅｃｔｏｒｓａｎｄＢＭＰ－２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｗｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．ＴｈｅＢＭＳＣｓｉｎＮｏｇｇｉｎｓｈＲＮＡｇｅｎｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄＢＭＰ－２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈＮｏｇｇｉｎｓｈＲＮＡｇｅｎｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｖｅｃｔｏｒｓａｎｄＢＭＰ－２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅＢＭＳＣｓｉｎｄｏｕｂｌｅ－ｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

通讯作者：张瑞萍　Ｅｍａｉｌ：ｌｙｘｉｅｗ＠１２６．ｃｏｍ

·１·　中医正骨２０１９年９月第３１卷第９期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０１９，Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．９　　　（总６４１）　　　




ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｏ－ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＮｏｇｇｉｎｓｈＲＮＡｇｅｎｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｖｅｃｔｏｒｓａｎｄＢＭＰ－２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓ．Ａｆｔｅｒｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｇｅｎｅｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｉｏｎ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮｏｇｇｉｎｍＲＮＡａｎｄＢＭＰ－２ｍＲＮＡｉｎＢＭＳＣｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ

ｍｅｔｈｏｄ，ａｎｄｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＢＭＳＣｓｔｏｉｎｄｕｃｅｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇａｌｉｚａｒｉｎｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇ（ＡＲＳ）ａｎｄａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ＡＬＰ）

ｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄ－ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎＢＭＳＣｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ａｎｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ

ＣＤ４４，ＣＤ２９，ＣＤ３４ａｎｄＣＤ４５ｗｅｒｅ６１．３％，５７．２％，３．６％ ａｎｄ２．４％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓ

ｔｉｃｓｏｆＢＭＳＣｓ．Ａｆｔｅｒ７２－ｈｏｕｒｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，ｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＢＭＳＣｓｗａｓ（９２．５＋／－２．５）％ ｉｎｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓ．Ａｆｔｅｒｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ

ｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，ｔｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＮｏｇｇｉｎｍＲＮＡｉｎＢＭＳＣｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓｉｎｇｅｎｅｒａｌ

（０．３４３＋／－０．１２４，１．０４０＋／－０．２６９，０．１２３＋／－０．０５７；Ｆ＝２２．３９０，Ｐ＝０．００２）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＮｏｇｇｉｎｍＲＮＡｉｎＢＭＳＣｓ

ｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎＢＭＰ－２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＮｏｇｇｉｎｓｈＲＮＡｇｅｎｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄｄｏｕｂｌｅ－ｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＝

０．０１６，Ｐ＝０．００５），ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＮｏｇｇｉｎｍＲＮＡｉｎＢＭＳＣｓｂｅｔｗｅｅｎＮｏｇｇｉｎｓｈＲ

ＮＡｇｅｎｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄｄｏｕｂｌｅ－ｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０５４）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖ

ｅｌｏｆＢＭＰ－２ｍＲＮＡｉｎＢＭＳＣｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓｉｎｇｅｎｅｒａｌ（１．１２０＋／－０．３６３，３．６６７＋／－０．４３１，４．８３３＋／－０．４７５；Ｆ＝５９．６８０，Ｐ＝

０．０００）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＢＭＰ－２ｍＲＮＡｉｎＢＭＳＣｓｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎｄｏｕｂｌｅ－ｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＮｏｇｇｉｎｓｈＲ

ＮＡｇｅｎｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄＢＭＰ－２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０３５），ａｎｄｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎＢＭＰ－２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ

ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＮｏｇｇｉｎｓｈＲＮＡｇｅｎｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．００１）．Ｔｈｅｏｐａｑｕｅｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄｎｏｄｕｌｅｓａｌｏｎｇｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｍａｒｇｉｎｗｅｒｅｆｏｕｎｄ

ｔｈｒｏｕｇｈＡＲＳ．ＴｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＡＲＳｆｏｒＢＭＳＣｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓｉｎｇｅｎｅｒａｌ（６２．３１７＋／－３．９６９，

３９．２６７＋／－２．１７０，７２．３２０＋／－４．１３３％，Ｆ＝６８．８７０，Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＡＲＳｆｏｒＢＭＳＣｓｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎｄｏｕｂｌｅ－ｇｅｎｅｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＮｏｇｇｉｎｓｈＲＮＡｇｅｎｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄＢＭＰ－２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０３９，Ｐ＝０．０００），ａｎｄｗａｓ

ｈｉｇｈｅｒｉｎＮｏｇｇｉｎｓｈＲＮＡｇｅｎｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＢＭＰ－２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．００１）．Ｔｈｅｇｒａｙ－ｂｌａｃｋｇｒａｎｕｌｅｓｏｒ

ｂｌｏｃｋ－ｓｈａｐｅｄｓｅｄｉｍｅｎｔｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄｗｉｔｈｉｎＢＭＳＣｓｔｈｒｏｕｇｈＡＬＰｓｔａｉｎｉｎｇ．ＴｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＡＬＰｓｔａｉ

ｎｉｎｇｆｏｒＢＭＳＣｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓｉｎｇｅｎｅｒａｌ（５５．１５７＋／－９．９５９，３５．３５３＋／－６．４９４，８２．３３７＋／－１０．５９４％，Ｆ＝１９．７５０，Ｐ＝０．００２）．

ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＡＬＰｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒＢＭＳＣｓｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎｄｏｕｂｌｅ－ｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＮｏｇｇｉｎｓｈＲＮＡｇｅｎｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

ｇｒｏｕｐａｎｄＢＭＰ－２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０３２，Ｐ＝０．００３），ａｎｄｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎＮｏｇｇｉｎｓｈＲＮＡｇｅｎｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏ

ＢＭＰ－２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０４５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆＮｏｇｇｉｎｓｈＲＮＡａｎｄＢＭＰ－２ｃａｎｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ

ａｂｉｌｉｔｙｏｆＢＭＳＣｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ；ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２；ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；Ｎｏｇｇｉｎ

　　具有多向分化潜能的骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）可被诱导分化
成人体内的多种细胞［１－３］。ＢＭＳＣｓ在特定诱导条件
下可分化为成骨细胞，进而促进骨与软骨损伤的修

复，且自体ＢＭＳＣｓ移植可避免移植后的排异反应，为
骨缺损的修复提供了一条新途径［４］。然而在体外诱

导分化的过程中需加入多种诱导因子才能使 ＢＭＳＣｓ
向成骨细胞分化，且转化效率不稳定。随着基因工程

技术的发展，基因修饰为干细胞的成骨分化研究提供

了新的思路。近年来，最初由非洲爪蟾的胚胎中分离

出来的头蛋白，作为调节骨骼系统生长发育的重要细

胞因子，正逐渐被学者们认知。头蛋白具有调节胚胎

的形态发生、抑制体外成骨细胞增殖与分化以及抑制

体内骨形成等作用，其作用机制主要是通过抑制骨形

态发生蛋白（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＭＰ）的表
达，调节骨形态发生蛋白信号通路从而间接调节骨形

成［５－７］。ＢＭＰ属转化生长因子β超家族成员，具有多

种生物学功能，参与胚胎时期骨组织的发育、成年骨

缺损修复及机体某些骨疾病的发生过程，其中ＢＭＰ－
２是最主要的骨形成调控因子［８］。ＢＭＰ在骨形成中
各个阶段都发挥作用［９－１１］，近年来，基因重组 ＢＭＰ－
２和ＢＭＰ－７的安全性和有效性得到了充分的证实，
ＢＭＰ－２已用于脊柱融合［１２－１４］。为进一步探讨头蛋

白ｓｈＲＮＡ和ＢＭＰ－２的协同作用对ＢＭＳＣｓ成骨分化
能力的影响，笔者采用 ＲＮＡ干扰技术和基因过表达
技术进行了研究，现报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　雌性新西兰大白兔５只，体质量１．５～
２．０ｋｇ，购自河南省实验动物中心，实验动物合格证号
ＳＣＸＫ（豫）２０１５－０００５。
１．２　实验试剂和仪器　胎牛血清、ＤＭＥＭ、ＰＢＳ、
０．２５％胰酶（美国Ｇｉｂｃｏ公司），ＴＲＩＺＯＬ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司），反转录试剂盒（美国ＡＢＩ公司），茜素红染
色试剂、碱性磷酸酶染色试剂盒（武汉博士德生物工
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程有限公司），倒置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），ＣＯ２
培养箱（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），流式细
胞仪（美国 ＢＤ公司），Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ仪（美国 Ｂｉｏ－
Ｒａｄ公司）。

２　方　法
２．１　ＢＭＳＣｓ的分离、培养和鉴定　按照３０ｍｇ·ｋｇ－１

的剂量经耳缘静脉注射３％戊巴比妥钠麻醉动物，消
毒、铺巾，无菌操作下分离股骨。用骨髓穿刺针抽取

新鲜骨髓，按照１∶３的体积比加入含１０％胎牛血清和
青霉素（１００单位·ｍＬ－１）的 ＤＭＥＭ细胞培养液，充

分混匀后，移入２５ｃｍ２培养瓶中，差速贴壁法培养。
３ｄ后去掉培养瓶中的油脂等杂质，之后每３ｄ换１
次细胞培养液，待细胞融合率达７０％～８０％后进行传
代培养［１５－１６］。倒置显微镜观察 ＢＭＳＣｓ的形态。采
用流式细胞仪检测 ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ３４、ＣＤ４５等表面
标志物对培养的细胞进行鉴定［１７］。

２．２　慢病毒载体的构建
２．２．１　慢病毒头蛋白 ｓｈＲＮＡ干扰载体的构建　由
上海吉凯公司采用文献［１８］的方法合成头蛋白 ｓｈＲ
ＮＡ基因干扰载体，采用ＤＮＡＭＡＮ软件进行同源性分
析，将ｃＤＮＡ与 ｐＣＳ２＋Ｔα－１成功结合，构建 ｓｈＲＮＡ
基因干扰载体。

２．２．２　慢病毒ＢＭＰ－２过表达载体的构建　由上海
吉凯公司采用文献［１９］的方法合成 ＢＭＰ－２过表达
载体，克隆入 ｐＨＢＬＶ－Ｕ６－ＺｓＧｒｅｅｎ－ＰＧＫ－Ｐｕｒｏ质
粒载体，克隆切入点为 ＸｈｏⅠ／ＢａｍＨⅠ。经基因测序
证明序列正确。

２．３　细胞分组及基因转染　取第２代 ＢＭＳＣｓ，按照
５×１０５个·孔 －１的密度，接种到６孔板。分为头蛋白
ｓｈＲＮＡ基因干扰组、ＢＭＰ－２过表达组、双基因转染
组。待细胞融合率为 ５０％时进行基因转染，转染复
数为５０。头蛋白ｓｈＲＮＡ基因干扰组、ＢＭＰ－２过表达
组分别加入头蛋白 ｓｈＲＮＡ基因干扰载体和 ＢＭＰ－２
过表达载体５０μＬ·孔 －１，双基因转染组同时加入头

蛋白ｓｈＲＮＡ基因干扰载体和 ＢＭＰ－２过表达载体各
５０μＬ·孔 －１。转染后７２ｈ，倒置荧光显微镜观察转

染率［２０］。

２．４　实验指标检测
２．４．１　荧光定量ＰＣＲ检测头蛋白和 ＢＭＰ－２ｍＲＮＡ
的表达　基因转染成功后取各组细胞，提取总 ＲＮＡ。
检测总ＲＮＡ的纯度在１．９～２．０，利用反转录试剂盒

进行反转录操作，合成ｃＤＮＡ，４℃保存。取２０μＬ反
应体系进行荧光定量ＰＣＲ检测，反应条件为９５℃预
变性３０ｓ，９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ扩增，４０个循环。熔解
曲线分析条件为９５℃５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，降温５０℃３０ｓ，
１个循环［２１］。头蛋白、ＢＭＰ－２和磷酸甘油醛脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰ
ＤＨ）的引物（表１）由上海生工公司设计。采用２－ΔΔＣｔ

的方法计算各组细胞中头蛋白和 ＢＭＰ－２的 ｍＲＮＡ
相对表达量。

表１　目的基因的引物序列

引物名称 引物序列

头蛋白

正义链：５′－ＧＴＧＡＴＡＡＡＧＧＴＴＴＣＧＧＴＴ
ＧＣＴＧ－３′

反义链：５′－ＴＧＴＴＴＴＣＴＧＴＧＧＣＴＣＣＴＣ
ＣＴＣＴＧＧ－３′

ＢＭＰ－２

正义链：５′－ＣＡＡＧＡＧＧＴＣＣＴＧＴＣＴＴＣＡ
ＧＡＴＧＡ－３′

反义链：５′－ＴＣＴＧＴＴＴＣＣＧＴＴＴＣＣＴＧＧ
ＴＴＣ－３′

ＧＡＰＤＨ

正义链：５′－ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡ
ＡＣ－３′

反义链：５′－ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧ
Ａ－３′

　ＢＭＰ－２：骨形态发生蛋白２；ＧＡＰＤＨ：磷酸甘油醛脱氢酶

２．４．２　茜素红染色和碱性磷酸酶染色　基因转染
后，每３ｄ换液１次，连续培养１４ｄ后，去掉培养基，
ＰＢＳ冲洗３次，４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ
冲洗３次。①茜素红染色。具体操作按照试剂盒说
明书进行。将配制好的茜素红染液加入细胞培养孔

中（１ｍＬ·孔 －１），孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗２次，干燥、
封固。倒置显微镜下观察，采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软
件计算茜素红染色阳性率。②碱性磷酸酶染色。具
体操作按照试剂盒说明书进行。将配制好的碱性磷

酸酶显色缓冲液加入细胞培养孔中（１ｍＬ·孔 －１），

孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗２次；适量ＢＣＩＰ／ＮＢＴ染色工作
液加入培养孔中（１ｍＬ·孔 －１），孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲
洗２次。干燥，封固，倒置显微镜下观察，计数２００个
细胞，计算碱性磷酸酶染色阳性率［（碱性磷酸酶染色

阳性细胞数／２００）×１００％］［２２－２３］。
２．５　数据统计　应用ＳＰＳＳ１６．０统计软件处理数据。
３组细胞头蛋白和ＢＭＰ－２ｍＲＮＡ相对表达量及茜素
红染色、碱性磷酸酶染色阳性率的组间总体比较采用

单因素方差分析；组间两两比较采用ｑ检验。检验水
准α＝０．０５。
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３　结　果
３．１　ＢＭＳＣｓ培养和鉴定结果　接种４８ｈ后，原代细
胞开始贴壁，细胞为梭形或多角形［图１（１）］；培养至
第２代后，呈漩涡状或辐射状生长，细胞增殖迅速
［图１（２）］。流式细胞仪检测第２代培养细胞，ＣＤ４４
和ＣＤ２９表达分别为６１．３％和５７．２％，ＣＤ３４和ＣＤ４５
表达分别为 ３．６％和 ２．４％，符合 ＢＭＳＣｓ表型特征
（图２）。
３．２　基因转染鉴定结果　基因转染 ７２ｈ后，３组
ＢＭＳＣｓ的转染率为（９２．５±２．５）％，基因转染成功。
３．３　头蛋白和ＢＭＰ－２ｍＲＮＡ表达检测结果　基因
转染成功后，３组细胞中头蛋白 ｍＲＮＡ相对表达量的
组间总体比较，差异有统计学意义；ＢＭＰ－２过表达组
较头蛋白ｓｈＲＮＡ基因干扰组和双基因转染组高（Ｐ＝

０．０１６，Ｐ＝０．００５），头蛋白ｓｈＲＮＡ基因干扰组和双基
因转染组的组间差异无统计学意义（Ｐ＝０．０５４）。３
组细胞中 ＢＭＰ－２ｍＲＮＡ相对表达量的组间总体比
较，差异有统计学意义。双基因转染组较头蛋白ｓｈＲ
ＮＡ基因干扰组和 ＢＭＰ－２过表达组高（Ｐ＝０．０００，
Ｐ＝０．０３５），ＢＭＰ－２过表达组高于头蛋白 ｓｈＲＮＡ基
因干扰组（Ｐ＝０．００１）。见表２。
３．４　茜素红和碱性磷酸酶染色结果　茜素红染色可
见胞浆边缘呈现不透光的矿化结节。３组细胞茜素红
染色阳性率的组间总体比较，差异有统计学意义；双基

因转染组高于头蛋白ｓｈＲＮＡ基因干扰组和ＢＭＰ－２过
表达组（Ｐ＝０．０３９，Ｐ＝０．０００），头蛋白ｓｈＲＮＡ基因干
扰组高于 ＢＭＰ－２过表达组（Ｐ＝０．００１），见表 ２、
图３。碱性磷酸酶染色细胞内呈现灰黑色颗粒或块

图１　兔骨髓间充质干细胞培养结果（×２００）

图２　第２代兔骨髓间充质干细胞流式细胞仪鉴定结果（×２００）
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状沉淀。３组细胞碱性磷酸酶染色阳性率的组间总
体比较，差异有统计学意义；双基因转染组高于头蛋

白ｓｈＲＮＡ基因干扰组和 ＢＭＰ－２过表达组（Ｐ＝

０．０３２，Ｐ＝０．００３），头蛋白 ｓｈＲＮＡ基因干扰组高于
ＢＭＰ－２过表达组（Ｐ＝０．０４５）。见表２、图４。

表２　３组兔骨髓间充质干细胞基因转染后检测结果

组别 样本量（孔） 头蛋白ｍＲＮＡ ＢＭＰ－２ｍＲＮＡ 茜素红染色阳性率 碱性磷酸酶染色阳性率

头蛋白ｓｈＲＮＡ基因干扰组 ３ ０．３４３±０．１２４ １．１２０±０．３６３ （６２．３１７±３．９６９）％ （５５．１５７±９．９５９）％
ＢＭＰ－２过表达组 ３ １．０４０±０．２６９ ３．６６７±０．４３１ （３９．２６７±２．１７０）％ （３５．３５３±６．４９４）％
双基因转染组 ３ ０．１２３±０．０５７ ４．８３３±０．４７５ （７２．３２０±４．１３３）％ （８２．３３７±１０．５９４）％

Ｆ值 ２２．３９０ ５９．６８０ ６８．８７０ １９．７５０
Ｐ值 ０．００２ ０．０００ ０．０００ ０．００２

　ＢＭＰ－２：骨形态发生蛋白２

　ＢＭＰ－２：骨形态发生蛋白２
图３　３组兔骨髓间充质干细胞基因转染后茜素红染色结果（×２００）

　ＢＭＰ－２：骨形态发生蛋白２
图４　３组兔骨髓间充质干细胞基因转染后碱性磷酸酶染色结果（×２００）

４　讨　论
干细胞具有自我更新和多向分化的特点，且无抗

原性，不会引起自身的免疫反应，是具有优良潜质的

种子细胞，已被广泛应用于多个领域［２４］。ＢＭＰ－２蛋

白参与骨细胞生成和分化的各个阶段［２５］。ＢＭＰ－２

蛋白的表达量与骨量有直接相关性，可作为判断骨量

的指标之一［２６－２８］。头蛋白可抑制 ＢＭＰ－２的表达，

也是ＢＭＰ蛋白信号通路的抑制剂。经头蛋白ｓｈＲＮＡ
基因干扰载体和 ＢＭＰ－２过表达载体转染后，ＢＭＳＣｓ
中ＢＭＰ－２ｍＲＮＡ的表达均可增加，且经 ＢＭＰ－２过
表达载体转染的 ＢＭＳＣｓ中 ＢＭＰ－２ｍＲＮＡ表达量高
于经头蛋白 ｓｈＲＮＡ基因干扰载体转染的 ＢＭＳＣｓ，但
标志骨形成的矿化结节的形成率却低于后者。这可

能与头蛋白也调控骨形态发生蛋白家族其他基因的

表达，从而加强成骨作用有关。而经两种基因转染的

ＢＭＳＣｓ中的ＢＭＰ－２ｍＲＮＡ相对表达量最高，矿化结
节的形成率也最高，说明头蛋白ｓｈＲＮＡ和ＢＭＰ－２的
协同作用可以强化ＢＭＳＣｓ的成骨能力。
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