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ｓｉＲＮＡ抑制转化生长因子β１对
小鼠黄韧带骨化的影响

张颖哲，吴东进，彭长亮，李波翰，宋扬，张程，赵杰，

李德全，杨中雁，刘鹏，赵坤，马胜忠，高春正
（山东大学第二医院脊柱外科，山东 济南 ２５００３３）

摘要：目的　运用ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）技术抑制转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）在小鼠黄韧带成纤维细胞中的表达，探
讨其对脊柱黄韧带骨化的影响。方法　培养小鼠黄韧带成纤维细胞，经人重组骨形态发生蛋白２（ｒｈＢＭＰ２）诱导
骨化，对骨化成功的黄韧带细胞（成骨细胞）进行形态学观察，并对其进行碱性磷酸酶（ＡＬＰ）染色及钙结节茜素红
染色鉴定；构建靶向ＴＧＦβ１基因的小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）真核表达载体（ｓｉＲＮＡｐＳｉｌｅｎｃｅｒ２．０Ｕ６ＴＧＦβ１）并转染成
骨细胞，分为３组：真核表达载体转染后细胞为实验组，空载体转染后细胞为阴性对照组，未转染细胞为空白对照
组。应用免疫荧光技术检测转染前后细胞中ＴＧＦβ１、ＢＭＰ２的表达；ＲＴＰＣＲ检测ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ在细胞内表达
变化；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＴＧＦβ１和 ＢＭＰ２蛋白在细胞内表达变化；酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测细胞中
ＡＬＰ、骨钙素（ＯＣ）水平的变化。结果　经诱导骨化成功后，小鼠黄韧带细胞形态学观察可见细胞ＡＬＰ染色、钙结
节茜素红染色均呈阳性，具有典型成骨细胞生物学特征。构建的ｓｉＲＮＡ表达载体对细胞转染后，免疫荧光检测显
示ＴＧＦβ１和ＢＭＰ２荧光强度下降；ＲＴＰＣＲ检测显示实验组较阴性对照组和空白对照组ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达分
别下降４１．９４％、４７．８２％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测显示实验组较阴性对照组和空白对
照组ＴＧＦβ１／βａｃｔｉｏｎ蛋白表达比值分别下降３５．８８％、４４．７５％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＢＭＰ２／βａｃｔｉｏｎ
蛋白表达比值分别下降８１．７９％、８６．０６％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＥＬＩＳＡ检测显示实验组较阴性对照组和
空白对照组ＡＬＰ分别下降２４．１４％、３２．３０％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＯＣ分别下降１７．０１％、２１．６３％，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　构建靶向 ＴＧＦβ１基因的 ｓｉＲＮＡ真核表达载体能够有效抑制成骨细胞中
ＴＧＦβ１以及内源性ＢＭＰ２表达，达到抑制脊柱黄韧带骨化的目的。
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　　脊柱黄韧带骨化性疾病是一种临床上常见的疾
病，其发病原因尚不明确。年龄、种族、基因、生长因

子、应力改变等诸多因素参与其发病过程［１］。与骨

形成有关系的生长因子、转化生长因子超家族等在

其发病机制中也起着非常重要的作用。转化生长因

子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）、骨
形态发生蛋白２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２，
ＢＭＰ２）参与了韧带骨化的不同时期［２］。有关ＴＧＦ
β１基因与ＢＭＰ２表达的相关性，在脊柱黄韧带骨
化过程中的作用研究较少。

本实验从病因学入手，模拟脊柱韧带骨化的病

理生化过程，通过 ｓｉＲＮＡ干扰技术，靶向沉默小鼠
黄韧带细胞 ＴＧＦβ１基因，观察沉默 ＴＧＦβ１后其
对小鼠黄韧带细胞成骨分化的影响，为该病的病因

与发生机制提供诊疗思路。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　清洁级３５ｄ雌性小鼠６只，昆
明种，体质量（２０±５）ｇ，购自山东大学医学院实验
动物中心。

１．１．２　主要试剂与仪器　ＤＭＥＭ高糖培养基、
ＯｐｔｉＭＥＭＩ、澳洲胎牛血清、０．２５％胰蛋白酶溶液

和ＤＭＳＯ均购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；脂质体 Ｏｌｉｇｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＲｅａｇｅｎｔ和 ＬｉｐｏｆｅｃｔｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂
购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＲＴＰＣＲ试剂盒购自立陶
宛Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；ＳｙｂｒＧｒｅｅｎＭｉｘ购自日本Ｔａｋａｒａ
公司；Ｔｒｉｚｏｌ购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；鼠碱性磷酸
酶ＥＬＩＳＡ检测试剂盒、鼠骨钙素ＥＬＩＳＡ检测试剂盒
购自北京东亚免疫技术研究所；碱性磷酸酶ＡＬＰ检
测试剂盒购自南京建成生物工程研究所；ＴＧＦβ１、
ＢＭＰ２兔抗鼠单克隆抗体、人骨形态发生蛋白２和
辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗购自北京博奥森

生物技术有限公司。

１．１．３　ＴＧＦβ１靶序列设计及引物设计　根据
Ｇｅｎｅｂａｎｋ提供的ＴＧＦβ１基因ｍＲＮＡ序列（基因号：
ＮＭ０１１５７７．１），利用ＢｅａｃｏｎＤｅｓｉｇｎｅｒ７．９软件设计干
扰序列；ＢＭＰ２蛋白及内参ＧＡＰＤＨ、βａｃｔｉｏｎ基因序
列采用 Ｏｌｉｇｏ７．０软件设计，由 Ｔａｋａｒａ公司完成。
ＴＧＦβ１引物序列 Ｆ：５′ＧＴＧＴＧＧＡＧＣＡＡＣＡＴＧＴＧ
ＧＡＡＣＴＣＴＡ３′，Ｒ：５′ＣＧＣＴＧＡＡＴＣＧＡＡＡＧＣＣＣＴ
ＧＴＡ３′；ＧＡＰＤＨ引物序列：Ｆ：５′ＴＧＴＧＴＣＣＧＴＣＧ
ＴＧＧＡＴＣＴＧＡ３′，Ｒ：５′ＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＧＣＡ
ＧＧＡＧ３′；ＢＭＰ２引物序列：Ｆ：５′ＴＴＧＣＴＧＧＡ
ＣＡＣＣＣＧＧＣＴＧＡＴ３′，Ｒ：５′ＡＧＡＣＣＣＴＴＡＣＴＧＧＴ
ＣＡＣＣＴＴ３′；βａｃｔｉｏｎ引物序列：Ｆ：５′ＡＧＧＡＧＣＡ
ＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴ３′，Ｒ：５′ＴＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴＧ
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ＣＴＧＴＣＴ３′。
１．１．４　携带针对ＴＧＦβ１干扰作用的ｓｉＲＮＡ真核载
体的构建　在ｓｉＲＮＡ引物的上下游分别引入酶切位
点ＢａｍＨＩ和ＥｃｏＲＩ，两条寡核苷酸退火产物分别与
ＢａｍＨＩ和ＥｃｏＲＩ双酶切后的质粒载体ｐＳＩＲＥＮＲｅｔ
ｒｏＱＤｓＲｅｄＥｘｐｒｅｓｓ进行连接，构建的重组质粒经酶
切、测序分析正确后，经克隆筛选后选择有效的干扰

ＴＧＦβ１靶基因序列５′ＣＴＡＴＣＡＣＣＴＡＣＣＴＴＴＣＣＴＴ
３′，命名为 ｓｉＲＮＡｐＳｉｌｅｎｃｅｒ２．０Ｕ６ＴＧＦβ１，空载体构
建的序列命名为 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ２．０Ｕ６ＴＧＦβ１。质粒合
成、转化、鉴定、扩增由日本Ｔａｋａｒａ公司完成。
１．２　方法
１．２．１　小鼠黄韧带细胞培养　无菌条件下，手术显
微镜下剪开背部皮肤，取出小鼠胸椎正常黄韧带，剔

除外周骨质后，转移到含有ＤＭＥＭ的培养皿内。将
其剪成０．１ｍｍ２的碎块，均匀贴附在直径１０ｃｍ的培
养皿里，翻转培养皿，使贴壁的组织块倒置。置于

３７℃、５％ＣＯ２孵箱中培养。放置７ｈ后，将培养皿翻
转，使组织块浸没在培养基中，继续培养，具体参见文

献［３］。
１．２．２　黄韧带细胞诱导成骨及纯化　将人重组骨形
态发生蛋白２（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔ
ｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２，ｒｈＢＭＰ２）溶解于含 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ中，调整浓度至５０μｇ／Ｌ，用０．２２μｍ滤菌膜
过滤除菌，４℃保存。将培养至第４代黄韧带细胞，加
入成骨诱导液ｒｈＢＭＰ２［４６］。培养１０ｄ并每日观察细
胞成骨分化情况，反复贴壁法［７］纯化成骨细胞。

１．２．３　成骨细胞的鉴定　①每日镜下观察细胞培养
后的形态变化及生长状况并拍照记录。②成骨细胞
碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）染色：无菌玻
片放入６孔板内，将１×１０４个／ｍＬ细胞接种于每个
孔中，２ｄ换液，１３ｄ后取出细胞爬片，按碱性磷酸酶
染色试剂盒提供的实验步骤对成骨细胞进行ＡＬＰ染
色。③钙化结节茜素红法染色：将无菌玻片放入直径
１５ｃｍ培养皿，将细胞消化后，加入适当培养液，调整
细胞密度为１×１０５个／ｍＬ，将１ｍＬ细胞接种于培养
皿内，２５ｄ后按茜素红染色法步骤染色，低倍镜下观
察矿化结节。

１．２．４　ＴＧＦβ１ｓｉＲＮＡ脂质体转染小鼠成骨细胞及
免疫荧光检测ＴＧＦβ１及ＢＭＰ２表达　转染前１ｄ，
取第４代对数生长期的成骨细胞，调整细胞密度为
１×１０５个／ｍＬ，以１ｍＬ／孔接种在盛有玻片的６孔培
养板中，加入ＤＭＥＭ，２ｍＬ／孔，２ｄ后转染。成骨细
胞转染，首先用２５０μＬ无血清ＯｐｔｉＭＥＭＩ稀释４μｇ
质粒ＤＮＡ，轻轻混匀，室温孵育５ｍｉｎ；使用２５０μＬ不

含血清的 ＯｐｔｉＭＥＭ Ｉ培养基稀释 １０μＬＬｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，轻轻混匀，室温孵育５ｍｉｎ。将两者混
匀，室温孵育２５ｍｉｎ。吸取孔板内培养基并用无血清
ＤＭＥＭ清洗３次，加入无血清ＤＭＥＭ，２ｍＬ／孔。每
孔逐滴加入 １００μＬ脂质体／ＤＮＡ混合物，摇匀。
３７℃、５％ＣＯ２孵育６ｈ，完全培养基换液后继续培养。
７２ｈ后取出玻片，荧光显微镜下观察转染情况。
１．２．５　免疫荧光检测ＴＧＦβ１及ＢＭＰ２表达　将细
胞消化调整密度为１×１０４个／ｍＬ，以每孔１ｍＬ接种
于载有载玻片的１２孔板上，分为３组：ｓｉＲＮＡｐＳｉ
ｌｅｎｃｅｒ２．０Ｕ６ＴＧＦβ１转染后的细胞为实验组，空载体
ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ２．０Ｕ６ＴＧＦβ１转染后的细胞为阴性对照组，
未转染细胞为空白对照组，每组３个复孔。转染７２ｈ
后，ＰＢＳ冲洗，多聚甲醛固定细胞。０．５％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００破膜，ＰＢＳ冲洗细胞。各孔滴入山羊血清，
３７℃封闭 ３０ｍｉｎ；滴加一抗 ＴＧＦβ１（１∶５０）［一抗
ＢＭＰ２（１∶５０）加入方法同下］，４℃湿盒内孵育过夜。
第２天 ＰＢＳＴ冲洗，滴入山羊抗兔 ＦＩＴＣ荧光二抗
（１∶５０），避光孵育。ＰＢＳＴ冲洗后 ＤＡＰＩ复染，ＰＢＳＴ
浸洗后封片，荧光显微镜下观察。

１．２．６　ＲＴＰＣＲ检测 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的表达　转
染４８ｈ后，Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞总 ＲＮＡ，逆转录合成
ｃＤＮＡ［８］后进行ＲＴＰＣＲ反应。反应体系设为２０μＬ，
包括 ＳｙｂｒＧｒｅｅｎＭｉｘ１０μＬ，ｃＤＮＡ（１０倍稀释）
５μＬ，上、下游引物各２．５μＬ。以 ＧＡＰＤＨ为内参，
扩增参数如下：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ；
５６℃退火３０ｓ；７２℃延伸３０ｓ，共４０个循环；７２℃
再延伸１０ｍｉｎ。ＴＧＦβ１浓度由样品平均值标准化。
１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＴＧＦβ１和 ＢＭＰ２蛋
白的表达　转染７２ｈ后，细胞刮子使细胞脱壁，收
集细胞并加入细胞裂解液，置于冰上超声裂解。取

细胞上清加入上样缓冲液，加热后 ＰＡＧＥ凝胶电
泳。蛋白转膜后封闭，加入抗体孵育，ＥＣＬ发光。
应用ＩｍａｇｅＪ软件测量各条带 ＯＤ值。βａｃｔｉｏｎ作
为内参。

１．２．８　ＡＬＰ及骨钙素（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣ）活性检测
　转染７２ｈ后，３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后重悬，调
整细胞密度为５×１０５个／ｍＬ，各取５ｍＬ反复冻融。
３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清。设７个复孔，按照
试剂盒步骤检测细胞ＡＬＰ活性及 ＯＣ活性，酶标仪
下测定样品ＯＤ值，计算ＡＬＰ及ＯＣ含量。
１．３　统计学处理　所得结果采用 ＳＰＳＳ１９．０进行
统计分析。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示。两组间比较采
用两独立样本非配对ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。
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２　结　果

２．１　成骨细胞鉴定　脊柱黄韧带细胞诱导骨化成功
后，成骨细胞形态多样，随着细胞充分铺展呈梭形、多

角形等各种不规则形态；胞质较丰富，有时可见２个

胞核。集落样生长，集落中心细胞排列紧密甚至重

叠，随着细胞增多呈复层生长，见图１Ａ。ＡＬＰ染色阳
性细胞可见黑色或者棕黑色条状、块状颗粒沉积在细

胞活性部位（细胞膜上及胞浆内），见图１Ｂ。钙化结
节染色（茜素红法）成骨细胞钙结节染色阳性者呈深

橘红色，细胞向钙结节处汇集，见图１Ｃ。

图１　成骨细胞鉴定结果（×１００）
Ａ：第２代成骨细胞培养４ｄ后的结果；Ｂ：成骨细胞碱性磷酸酶染色结果；Ｃ：成骨细胞钙化结节茜素红染色结果。

Ｆｉｇ．１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ（×１００）
Ａ：４ｄａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅ，ｔｈｅｓｈａｐｅｏｆｔｈｅｓｅｃｏｎｄｐａｓｓａｇｅｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ；Ｂ：Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓｂｙａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｃ：Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｃａｌｃｉｆｉｃｎｏｄｕｌｅｓｂｙｓｔａｉｎｉｎｇｏｆａｌｉｚａｒｉｎｒｅｄ．

２．２　转染后成骨细胞生长情况观察及免疫荧光检
测ＴＧＦβ１和 ＢＭＰ２表达　脂质体转染细胞７２ｈ
后，荧光达到最亮，光镜下可见培养板内细胞胞质出

现大量颗粒物质，见图２Ａ。转染后细胞胞质内可见

红色荧光，细胞形态由梭形逐渐变为不规则形，细胞

立体感增加，部分细胞出现漂浮现象，见图２Ｂ、Ｃ。
未转染成骨细胞ＴＧＦβ１、ＢＭＰ２荧光强度较强，而
转染后ＴＧＦβ１、ＢＭＰ２荧光强度下降，见图３Ａ、Ｂ。

图２　转染后细胞的形态
Ａ：转染后细胞生长情况（×１００）；Ｂ：细胞内红色荧光蛋白表达（×１００）；Ｃ：细胞内红色荧光蛋白表达（×２００）。

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｓｈａｐｅｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
Ａ：Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ（×１００）；Ｂ：Ｔｈｅｒｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
（×１００）；Ｃ：Ｔｈｅｒｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ（×２００）．

２．３　ｓｉＲＮＡ转染成骨细胞后ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的表达
　与阴性对照组和空白对照组相比，实验组ＴＧＦβ１
ｍＲＮＡ表达分别下降４１．９４％和４７．８２％，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０１），见图４。
２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测干扰后ＴＧＦβ１蛋白的表
达变化　与阴性对照组和空白对照组相比，实验组
ＴＧＦβ１／βａｃｔｉｏｎ蛋白表达比值分别下降３５．８８％和
４４．７５％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），见图５Ａ、Ｂ；
与阴性对照组和空白对照组相比，实验组 ＢＭＰ２／
βａｃｔｉｏｎ蛋白表达比值分别下降８１．７９％和８６．０６％，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），见图６Ａ，Ｂ。
２．５　ＥＬＩＳＡ检测 ＡＬＰ和 ＯＣ的表达结果　实验组
ＡＬＰ［（７．２５±０．８７）μｇ／Ｌ］与阴性对照组［（９．５５±
０．１４）μｇ／Ｌ］及空白对照组［（１０．７０±０．５７）μｇ／Ｌ］相
比，分别下降了２４．１４％和３２．３０％（Ｐ＜０．０１）；实验
组ＯＣ［（６．４６±０．１６）μｇ／Ｌ］与阴性对照组［（７．７８±
０．１１）μｇ／Ｌ］及空白对照组［（８．２４±０．１７）μｇ／Ｌ］相
比，分别下降了１７．０１％和２１．６３％，差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０１）。
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图３　ＴＧＦβ１（Ａ）和ＢＭＰ２（Ｂ）基因在成骨细胞内的表达（×１００）
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅＴＧＦβ１（Ａ）ａｎｄＢＭＰ２（Ｂ）ｉｎｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ（×１００）

图４　ＲＴＰＣＲ检测ＴＧＦβ１所得结果进行数据分析
Ｐ＜０．０１ｖｓ空白对照组；△Ｐ＜０．０１ｖｓ阴性对照组。

Ｆｉｇ．４　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＴＧＦβ１ｇｅｎｅｉｎＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０１ｖｓ
ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

３　讨　论

近年ＢＭＰ２作为诱导成骨能力最强的因子受到
人们的广泛关注［９］。研究表明，脊柱黄韧带细胞经刺

激后，可通过自分泌或旁分泌ＢＭＰ２的方式，诱导周
围正常黄韧带细胞向成骨细胞分化［１０］，并在其他生

长因子的协助下，促进黄韧带骨化的发生与发展。

Ｓｅｋｉｙａ等［１１］研究显示，ＢＭＰ２、ＢＭＰ４体外促进骨髓
基质干细胞向软骨细胞转化的影响，其中ＢＭＰ２影

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测目的基因ＴＧＦβ１的表达
Ａ：ＴＧＦβ１蛋白的表达；Ｂ：ＴＧＦβ１所得结果进行数
据分析。Ｐ＜０．０１ｖｓ空白对照组；△Ｐ＜０．０１ｖｓ阴性
对照组。

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ１ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ１ｇｅｎｅｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ｔｉｎｇ；Ｂ：ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＴＧＦβ１ｇｅｎｅｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．
Ｐ＜０．０１ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０１ｖｓ
ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
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图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＢＭＰ２的表达
Ａ：ＢＭＰ２蛋白的表达；Ｂ：ＢＭＰ２所得结果数据分
析。Ｐ＜０．０１ｖｓ空白对照组；△Ｐ＜０．０１ｖｓ阴性对
照组。

Ｆｉｇ．６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＭＰ２ｐｒｏｔｅｉｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ｔｉｎｇ
Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＭＰ２ｇｅｎｅｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ｔｉｎｇ；Ｂ：ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＢＭＰ２ｇｅｎｅｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．
Ｐ＜０．０１ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０１ｖｓ
ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

响效率最高。ＢＭＰ２可以调节基因的种类达６０余
种［１２］，主要是通过Ｓｍａｄｓ通路来影响成骨细胞分化
的。Ｓｍａｄｓ通路中 Ｍｓｘ２与 Ｒｕｎｘ２是两条重要的信
号通路，也是诱导成骨分化的重要通路。除此之外，

近年Ｍｅｎｉｎ、Ｃｔｈｒｃ１及 Ｓｍｕｒｆ１等更多的调节因子不
断被发现，它们或者正、负性调节，或者通过双向调

节来影响ＢＭＰ２成骨信号通路。因此 ＢＭＰ２基因
诱导成骨分化是受多种生长因子多种因素调节改

变的。

ＢＭＰ２是韧带骨化发生的启动因子，ＴＧＦβ１
在韧带骨化发生与发展中的协助作用不容忽视［１３］。

ＴＧＦ是影响黄韧带骨化的生长因子超家族中的一
员，是一种以 ＴＧＦβ１前体（ｌａｔｅｎｔＴＧＦβ１，ＬＴＧＦ
β１）活性形式存在的分泌型的蛋白［１４］。有研究发

现，ＴＧＦβ１通过刺激成纤维细胞Ⅰ、Ⅲ、Ⅴ型胶原
的分泌来促进韧带的增生与肥厚，但 ＴＧＦβ１自身
并没有诱导异位骨化的能力［１５］。Ｓｉｎｇｈａｔａｎａｄｇｉｔ
等［１６］通过更加深入的研究发现，ＴＧＦβ１促进韧带
骨化进展的机制是通过调控一种 ＢＭＰ／ＢＭＰＲ通

道，进而增强ＢＭＰ２诱导成骨反应的作用。
近年研究证实，ＢＭＰ２作为成骨诱导分化因

子，主要在韧带骨化的早期发挥作用［１７］；而ＴＧＦβ１
主要在后期调节成骨细胞的增殖，促进骨质的形成

与发育成熟。本实验结果显示，构建的靶向沉默

ＴＧＦβ１的真核载体质粒可以有效的抑制 ＴＧＦβ１
的表达。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显示，转染后ＴＧＦβ１
与ＢＭＰ２的表达也出现下降。Ｅｌｉｓａ检测显示成骨
过程中分泌的 ＡＬＰ与 ＯＣ水平转染后也出现不同
程度的下降。已有研究显示，ＡＬＰ是骨形成的标志
酶，出现在细胞成骨分化的早期［１９２１］，和ＯＣ一样随
着成骨细胞的成熟不断分泌。因此两者的共同下降

说明干扰ＴＧＦβ１确实可以起到有效地抑制成骨细
胞分化的作用。但是ＴＧＦβ１不能起到诱导骨化的
作用，它只是对骨化的发展起到协助与促进的作

用［２２］。干扰 ＴＧＦβ１的表达，本质上是减少了
ＴＧＦβ１在黄韧带骨化过程中的协助作用，从而抑
制黄韧带骨化的进展。由此可见，黄韧带骨化的发

生过程极其复杂，细胞因子之间的相互作用及反馈

调节仍需进一步的研究。

本实验结果显示，通过靶向沉默 ＴＧＦβ１可以
有效抑制内源性ＢＭＰ２的表达，同时成骨细胞碱性
磷酸酶及骨钙素的分泌也出现降低，表明成骨细胞分

化的过程受到抑制，而且提示 ＴＧＦβ１与 ＢＭＰ２信
号通路之间存在着密切的联系。由于成骨过程复

杂，受数种生长因子、时间条件的制约以及人力物力

的限制，本实验未能对沉默 ＴＧＦβ１而抑制韧带骨
化的具体机制做出阐释。但通过深入研究抑制黄韧

带骨化过程的重要靶点，为找到一种有效抑制黄韧

带骨化的方法奠定理论上的基础。

国内外有关黄韧带骨化方面的研究较多，其具

体机制尚不明确。本实验优点在于根据发病机制，

从基因水平探讨抑制脊柱韧带向成骨方向分化的可

能性，从病因学入手，为临床治疗从治标转向治本提

供一个新的思路。运用小分子干扰 ＲＮＡ技术抑制
ＴＧＦβ１的表达目前较多应用于肿瘤及炎症免疫性
疾患的研究，有关用于脊柱黄韧带骨化的研究报道

较少。本实验通过构建 ｓｉＲＮＡ真核载体质粒靶向
沉默ＴＧＦβ１质粒，抑制了 ＢＭＰ２基因的表达，达
到抑制韧带骨化的目的。但其是ＴＧＦβ１本身的作
用还是激活了其他某些未知的生长因子、炎性介质

的作用，尚需进一步研究。
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