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骨髓基质细胞（CEB> FLAAE[ ?@AEFLD ->DD?R(W4*）

是成体骨髓中一种多能干细胞，能够分化为包括脂

肪细胞和成骨细胞在内的多种细胞a%;!b。研究表明，

(W4*向脂肪细胞和成骨细胞的分化过程存在着一

定的相互制约的动态关系，二者此消彼长，若该过

程失衡将可能导致骨质疏松等疾病的发生a#;'b。因此，

对 (W4* 的研究可能为预防和治疗这类疾病的发

生提供新的治疗方向。

双尾;*基因（(,-- ULF,DP :01 C,B7,BQ .AE@>,B %R

(,--%）编码产物是一种由 &++ 个氨基酸组成的保守

的 :01 结合蛋白 acb，在体外可以与 :01 结合，使

F:01 #+;Y5:在细胞质中发生多腺苷酸化，从而在

转录后水平发挥调节作用 a+;db。目前发现，与(,--%

基因突变相关的小鼠模型均出现肾脏囊性变，其表

型与人类多囊肾疾病病理表型高度相似a&b。有研究
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筛选了与 !"#$% 蛋白相互作用的因子，发现 !"$$%

能够与糖异生酶、乙酰辅酶 & 羧化酶 ! 及脂肪酸合

成酶等多种酶结合'%()%%*，表明其可能在多种代谢途

径中发挥作用。目前，!"$$% 在骨代谢相关疾病中

的作用和调控机制尚不明确。本研究以 !+,$ 系

,-. 为研究对象，探讨 /"$$% 对 !+,$ 定向分化的

调控作用，为进一步的机制研究奠定基础。

! !"#$%

%0% !"#$%& ,-. 细胞由本室保存；限制性

内切酶、!)+1+ 培养基、胎牛血清（2/,）、34567+1+、

逆转录试剂盒为 -89:;< 26=89: 产品；$><?1@4:9==!

"克隆试剂盒购自南京诺唯赞生物科技有限公司；

引物及 /$"ABC/- 碱性磷酸酶显色试剂盒购自生工

生物；&55:DE59?9 转染试剂为 F"&G1C 产品；总 HC&

提取试剂盒购买自 G9?9+D:I 公司；抗坏血酸、#7甘

油磷酸、胰岛素、地塞米松、吲哚美辛、J7异丁基7%7

甲基黄嘌呤（"/+K）、油红 3为 ,6L;D产品；#7DE56?、

#B1/A!、DA. 及 AA&H$ 抗体为 A:< 596?59E8 产品，

HM?K. 抗体购自 #,- 公司，&NA、3=59<4<?56? 抗体

为 &OED; 产品。

%P. '(

%P.P% 建立 /6EE% 过表达质粒 小鼠 ,-. EQC& 为

模板扩增 /6EE% 编码序列，在上下游分别引入 !"# "

和 $%& " 酶切位点。引物序列为：2RS T!)-&G$G--

-&&&$--&&G$--GG-&$$G$$&$$&-GG$$-$G$

&G&G$G&G )J! ；H9UST! )G---&&&$GGG$$$-$

-&G&$-&$$&G$G G$$&$-G&$G$-)J!。按照 VT"

预变性 . ;6?，JT 个循环（VT" J( =；TW" J( =；X."

% ;6?），X." %( ;6? 进行 A#H 扩增。将扩增片段进

行纯化回收，利用 #><?1@4:9==!"克隆试剂盒克隆，

转化至感受态细胞 QYT!，提取质粒后用 !"'"B$%&"

进行酶切鉴定和测序，将测序正确的重组子命名为

/6EE%)4EQC&JP%。

%P.P. ,-. 细胞的培养及转染 用含 TZ 2/,、%Z

双抗的 !7+1+ 完全培养基培养骨髓基质细胞

,-.于 .[ 孔板，待细胞汇合度达 X(Z时进行转染。

对照组 4EQC&J0% 与实验组 /6EE%74EQC&J0% 质粒

（JXT ?LB孔）及转染试剂 &55:DE59?9（(0XT %NB孔）分

别稀释于 34567+1+（.T %NB孔），混匀后室温静置

T ;6?，然后向含有质粒的混合物中加入等量的转染

试剂混合物，混匀后室温静置 %\ ;6?，缓慢滴加于

.[ 孔板（T( %NB孔）后培养，转染 %.#%\ 8 后换 !7

+1+ 完全培养基。

%0.0J 成骨分化诱导 待细胞汇合度达 \(Z 时，

更换含有 T( %LB;N 抗坏血酸、T ;;<>BN #7甘油磷

酸钠的 !7+1+ 完全培养基，每 J ] 换液，至第 %[

天进行碱性磷酸酶染色。

%0.0[ 成脂分化诱导 待细胞汇合度达 %((Z 时，

更换含有 (0T %;<>BN 地塞米松、(0.T ;;<>BN "/+K、

T %LB;N 胰岛素、T( %;<>BN 吲哚美辛的 !7+1+ 完

全培养基，诱导 J ] 后更换含有 T %LB;N 胰岛素的

!7+1+完全培养基，继续培养 . ]进行油红3染色。

%0.0T 碱性磷酸酶染色 弃去孔板中的培养基，%$

A/, 洗涤细胞 . 次后用 [Z 多聚甲醛室温固定 %T

;6?，弃固定液，%$A/, 洗涤 % 次，C/-B/$"A 碱性磷

酸酶染色剂盒避光染色 %T ;6?，用 ";DL9 ^ 软件对

染色进行半定量分析。

%P.PW 油红 3 染色 弃去孔板中的培养基，%$A/,

洗涤细胞 . 次，[Z 多聚甲醛固定 %T ;6?，%$A/, 洗

涤 % 次，加 W(Z 异丙醇（.(( %NB孔），% ;6? 后弃去，

加入油红 3 染液室温染色 T ;6?。镜下观察脂滴着

色情况。蒸馏水轻轻冲洗，倒置显微镜下观察细胞

分化情况并拍照；待培养板晾干后，加入 %(( Z 异

丙醇（%(( %NB孔），室温静置 .( ;6?，萃取油红 3，用

分光光度计测定 3Q

T.(

。

%P.PX _H-)A#H 实验 细胞诱导 . ] 后采用 G9?%

9+D:I 总 HC& 提取试剂盒提取 HC& 并逆转成 EQ%

C&，然后进行 _H-)A#H 反应。反应体系如下：模板

EQC& . %N，特异性上、下游引物（%( %;<> BN）

各 (PT %N，.$,`/H G:99? A#H +D=59: +6@ T %N，去

离子水 . %N。反应条件：VT"预变性 J ;6?，JT个循环

（VT" T =；TW" %T =；X." %T =）。以 #)DE56? 为内

参，采用 .

)&&#5 法计算实验组的各目的基因相比于对

照组的 ;HC& 相对表达量，其中 &#5a$5 目的 ;HC&

)

$5 内参 ;HC&

；&&$5&&$5 实验组%&$5 对照组。所有实验重复

J 次，引物见表 %。

%P.P\ b9=59:? O><5 细胞诱导 J ] 后提取蛋白，

%(Z ,Q,)A&G1凝胶电泳后转膜，牛奶室温封闭 . 8，

["孵一抗过夜，%'-/,- 洗 J 次，每次 %( ;6?，室温

孵二抗 . 8，%'-/,- 洗 J 次，每次 %( ;6?，曝光。

%PJ )*+,( 采用 ,A,, %XP( 统计软件进行

分析，所有实验均重复 J 次，计量资料数据以 !"#

表示。组间比较采用 ( 检验，)((P(T 为差异具有

统计学意义。

" &'

.P% -./0 /6EE% 12345 以小鼠 ,-.

EQC& 为模板扩增 /6EE% 编码区序列，克隆于 4EQ%

C&JP%，命名为 /6EE%)4EQC&JP%。酶切鉴定（图 %）及

测序结果显示过表达质粒构建成功。

.P. /6EE%)4EQC&JP% 6 ,-. 78129 转染
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注：562 78*9&* 自上而下依次为：: $$$、; $$$、< $$$、# $$$、

- $$$、=;$、;$$、#;$、-$$ >?，箭头指示为目标条带

! ! "#$$!"#$%&'()*+,

%#& ! '()*+#,#$-+#.* ., "#$$! $.*/+01$+ 23 )*435) (#&)/+#.*

+,''-@?'562<3-后，AB#细胞中 +,''- 7C62表达水

平较对照组升高 -;3#< 倍，差异有统计学意义（!D<，

"!$3$;），见图 #。

#3< +E..- !" AB# #$%&'( 转染 +,''-

过表达质粒后，AB# 细胞向成骨细胞分化增强，表现

为实验组成骨细胞碱性磷酸酶染色较对照组增强

（图 <2）。对染色结果进行半定量分析，结果显示实

验组（$ 3;$""$ 3$$!）的平均光密度值较对照组

（$3<!:"$3$$<）明显升高（图 <+）；成骨特异性基因

)0(& *,F（40F）、2GH、骨桥蛋白（4H6）和骨钙素（4'）的

7C62表达上调，分别为对照组的 #3I<、"3-I、#3;; 和

<3$# 倍，差异有统计学意义 （!D<，"!$3$;）（图

<.）。2GH、4H6和C1/F#的蛋白表达上调（图<5）。

#3" +E..- )* AB# #$%+'( 转染 +,''-

过表达质粒后，AB# 细胞成脂分化减少，表现为实验

组油红 4染色阳性脂滴减少（图 "2）。对油红 4染色

结果进行定量分析，结果显示实验组（$3#::"$3$##）

的45

;#$

测定值明显低于对照组（$3"-:"$3$":）（图 "+）；

成脂特异性基因 HH2C!、.JK+H"、8H# 和 8L,?0,/ 的

基因

#@8'(,/

+,''-

HH2C!

.JK+H"

8H#

8L,?0,/

2GH

40(&)?)/(,/

40(&*,F

40(&)'8M',/

上游引物（;#!<$）

NB...B.2...B...2222N

N.B.B.22.2.BB.NNB.2NB.

.BBN2.2NN222N2.22.NN

.BN2BB.BBN..222.BN2N

222B.2..N.2N2.N2.2NN

2B..BNN2N.NN.BNB2BN

..2N222N2.2..BBN2.BNBNN

2.B..22B.NB...B2.2NB.

NN.BBBB.BN.NN.22N2NNBB

N.22B22NNB2NBN22.2N2.B..

下游引物（;$!<$）

N.BN..B.22. 2..B.22..

NNN22N.2B22NNBNBNNB2B.N

N.BB.B2.NN2B.N2 22.BN

N2NN22N.B22N2...2.B2.

NN.B.2BN...BBB.2B222.

2B..NB.2.B..2B..2BN.

B.BBNB..NBNB.N.B.2..2B

N2.B.2..N.B.BB .2BNBN

.N.BN2BNBBBN.B.22NBNNB.

..2B2N2BN.NBBBNB2NN.NN

- ! 6789:;7./

8-2 ! 6789:;7 <0#5)0

#$!$、%&'$双酶切后

目的条带

#$

-;

-$

;

$

%&'()*

+,''- .)/0(*1'(

+
,
'
&
M
7
C
6
2

相
对

表
达

量

注：O"P$3$$;

! = "#$$!"-$01

%#& = 8>) .?)0)@<0)//#.* ., "#$$! -,+)0 +0-*/,)$+#.*

注：23 成骨诱导 -" L 后碱性磷酸酶染色结果；+3 E78Q& R 半定量分析碱性磷酸酶染色结果；.3 诱导 < L 后成骨相关因子 7C62 表达情况；

53成骨相关蛋白表达情况

! A "';;!23 B8=4567

%#& A C?)0)@<0)//#.* ., "';;! #* B8= <0.5.+)( ./+).2D-/+ (#,,)0)*+#-+#.*

. 5

40F 2M? 4?/ 4'

%&'()* +,''-

2GH

C1/F#

4H6

%@8'(,/

杨俊英，等3+E..- 对骨髓基质细胞定向分化的调控作用研究!
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!"#$ 表达分别下降 %&'、&('、&)' 和 %*'，差异

均有统计学意义（!+&，均 ",-.-/）（图 %0），11$"!、

02341" 和 516 的蛋白表达下调（图 %7）。

! !"

多囊肾病（187）是一种退行性的常染色体隐性

遗传疾病，与 19:; 和 19:6 基因（分别编码多囊蛋

白<;和多囊蛋白<6）突变有着密切的关系=;6>。近期研

究发现，多囊蛋白复合物对成骨细胞也有着重要的调

控作用，19:;在成骨细胞中缺失，可通过多囊蛋白<;

和 ?$@ 的相互作用从而降低 "ABC6 表达而增加

11$"! 表达，使得骨形成减少=;&<;%>。19:;

<2<模型小鼠

肾脏细胞中 4DEE; 的表达出现明显下调，提示 4DEE;

的表达与 19:; 密切相关=;/>。

4DEE; 是果蝇双尾 0 基因的同源基因，其编码

产物普遍存在于从线虫到人类的各个物种中，并且

序列高度保守=;F>，参与胚胎内肾脏的形成=;)>。4DEE;

等位基因突变小鼠（4DEE;

GEH9）由于终止密码子提前

出现产生功能缺陷的 4I00;，表现出严重的早发性

187，与人类常染色体显性多囊肾病极为相似。通

过全基因组关联性研究（JK$L）发现，4DEE; 与骨密

度相关基因 4!:%6、4!:%& 有着密切的联系。测量

4DEE;

GEH9 小鼠的骨密度，结果显示在 6( 周时杂合

4DEE;

M2GEH9 雄性小鼠股骨的骨密度（4N7）明显低于野

生型小鼠，由此可以推测，4DEE; 基因表达减少可能

导致了骨密度的降低。通过分离模型小鼠颅骨细胞

进行成骨诱导，结果显示 $O1 活性显著降低，成骨

标志物的表达降低，证实 4I00; 能够增强成骨细胞

活性=;(>。目前关于4I00; 在成骨分化和脂肪分化中

作用的研究相对较少，尤其是脂肪分化方面鲜有报

道。因此，本研究通过构建 4DEE; 过表达质粒，以

4NL0 L?6 为细胞模型，来探讨 4I00; 对 4NL0 的

调控功能。

本实验中，通过转染的方式使 4DEE; 在L?6 细

胞中高表达，随后分析了 4DEE; 对骨髓基质细胞成

骨分化的作用。结果显示，4DEE; 高表达后，L?6 成骨

分化显著增强，表现为成骨诱导后 4DEE; 高表达组

$O1 染色增强，"ABC6、PQRSTDC、PE、P1# 及骨涎蛋

白（4L1）等成骨特异性基因的 !"#$ 和2或蛋白表

达水平均显著升高。由此推测，4I00; 可以促进

4NL0 向成骨细胞分化。

骨稳态依赖于破骨细胞再吸收和成骨细胞骨

形成之间的动态平衡=;*>，成骨细胞的活力与骨髓基

质细胞的分化密切相关=6->。成骨细胞和脂肪细胞都

来源于 4NL0，在分化过程中存在着彼此竞争的关

系，对骨稳态的维持有着重要的作用=6;<6&>。因此笔者

进一步检测了 4I00; 对 4NL0 成脂分化的调节作

用。成脂诱导后，4DEE; 高表达组脂肪细胞分化明显

减少，胞内储脂降低。此外，11$"!、02341"、516 及

5:DHQDB 等脂肪特异性基因 !"#$ 及蛋白表达水平

均显著下降。由此推测，4I00; 可以抑制 4NL0 向

脂肪细胞分化。

综上，本研究结果提示 4I00; 可以调节 4NL0
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注：$. 成脂诱导后 / : 油红 P 染色结果（!6--）；4. 萃取油红测

P7

/6-

值；0. 诱导 6 : 后成脂相关基因 !"#$ 表达情况；7. 诱导 & :

后成脂相关蛋白表达情况
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成骨及成脂分化的平衡，这可能是其影响骨稳态和

骨密度的细胞学基础。!"#$% 可能参与了骨质疏松

骨再建紊乱的病理机制，调节 !"$$% 表达水平可能

成为改善骨健康状态的有效策略。
!"#$!
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