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基金项目!国家自然基金面上项目"编号!

89:;$88<

#$浙江省自然科学基金%编号!

=>9:?!:"""<

&$浙江省中医药重点研究项目%编

号!

!"!!@@"!"

&$浙江省自然科学基金%编号!

:98;$88<

&
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通过体外细胞培养观察补体 &$对骨形成影响的

实验研究

刘康 9

!童铭豪 !

!唐彬彬 9

!曹延广 9

!史晓林 9

!余阳 !

%

94

浙江中医药大学附属第二医院'浙江 杭州
$9""%$

$

!4

浙江中医药大学第二临床医学院'浙江 杭州
$9""%$

&

!摘要" 目的!探讨慢病毒介导补体
&$

沉默载体转染人
P

淋巴细胞
Q*G(R

成骨细胞系
SD#$

共培养体系对共培

养体系成骨能力的影响及其作用机制" 方法! 构建慢病毒补体
&$

沉默载体# 转染人
P

淋巴细胞
Q*G(

后建立体外

Q*G(R

成骨细胞系
SD#$

共培养体系$分为空白对照组%不做特殊处理&'补体
&$

沉默组(慢病毒补体
&$

沉默载体转染

共培养体系& 与模型组 (慢病毒空载载体转染共培养体系&) 培养
!< '

后$ 采用反转录酶
R

聚合酶链锁反应(

-ETE-NE

.-*)NH-(0.(/)R0/6U3E-*NE H'*() -E*H.(/)

$

Q1RF&Q

&法及
VEN.E-)RP6/.

法检测各组补体
&$

表达水平*各组分别培养
"

+

$

'

#

'

9!

'

!<

'

<8

'

;! '

后采用
&&WR8

检测各组成骨细胞系
SD#$

增殖能力*培养
!< '

后分别采用流式细胞术检测各组成

骨细胞系
SD#$

的细胞凋亡情况$采用碱性磷酸酶(

*6X*6()E 0'/N0'*.*NE

$

YWF

&检测盒检测各组
SD#$

细胞
YWF

活力$

采用
VEN.E-)RP6/.

法检测各组成骨细胞系
SD#$

的骨保护素(

/N.E/0-/.ECE-()

$

,FD

&蛋白表达水平" 结果!

Q1RF&Q

法

检测结果显示补体
&$

沉默组
&$

表达水平低于空白对照组和模型组*

VEN.E-)RP6/.

法检测结果显示补体
&$

沉默组

&$

表达水平低于空白对照组和模型组*

&&WR8

检测结果提示培养
$

'

# '

后补体
&$

沉默组
SD#$

增殖能力与空白对

照组'模型组比较差异无统计学意义*培养
9! '

后补体
&$

沉默组成骨细胞系
SD#$

增殖能力高于空白对照组和模型

组*培养
!<

'

<8

'

;! '

后补体
&$

沉默组成骨细胞系
SD#$

增殖能力高于空白对照组和模型组*流式细胞术检测结果提

示补体
&$

沉默组成骨细胞系
SD#$

的细胞凋亡水平低于空白对照组和模型组*

YWF

检测盒检测结果提示补体
&$

沉

默组
YWF

活力高于空白对照组和模型组*

VEN.E-)RP6/.

法检测结果提示补体
&$

沉默组
,FD

蛋白表达水平高于空白

对照组和模型组" 结论!补体
&$

的沉默能够增强成骨细胞系
SD#$

的骨形成能力$并且发挥这种能力需要时间的累

积" 补体
&$

可能通过改变
,FD Z QY7W= Z QY7W

轴来影响成骨能力"

!关键词" 补体
&$

* 骨生成* 细胞培养技术* 碱性磷酸酶
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1/ E[06/-E EIIEH. /I 6E).(T(-2N 3EB(*.EB H/306E3E). &$ N(6E)H()C TEH./- /) .'E /N.E/CE)(H *\(6(.U /I

'23*) P 6U30'/HU.E Q*G( /N.E/\6*N. HE66 6()E SD#$ H/ H26.2-E NUN.E3 *)B (.N 3EH'*)(N34 A).B531

!

1'E 6E).(T(-*6 H/306E3E).

&$ N(6E)H()C TEH./- ]*N H/)N.-2H.EB *)B .-*)NIEH.EB ()./ '23*) P 6U30'/HU.E Q*G( ./ EN.*\6(N' () T(.-/ Q*G( /N.E/\6*N. HE66 6()E

SD#$ H/ H26.2-E NUN.E34 1'E HE66N ]E-E B(T(BEB ()./ \6*)X H/).-/6 C-/20

%

](.'/2. N0EH(*6 .-E*.3E).

&'

H/306E3E). &$ N(6E)H()C

C-/20

%

6E).(T(-*6 H/306E3E). &$ N(6E)H()C TEH./- .-*)NIEH.(/) H/ H26.2-E NUN.E3

&

*)B 3/BE6 C-/20

%

6E).(T(-*6 TEH./- .-*)NIEH.(/)

H/RH26.2-E NUN.E3

&

4 1'E E[0-ENN(/) /I H/306E3E). &$ () E*H' C-/20 ]*N BE.EH.EB \U -ETE-NE .-*)NH-(0.(/)R0/6U3E-*NE H'*()

-E*H.(/)

(

Q1 RF&Q

&

*)B VEN.E-) RP6/. *. !< ' *I.E- H26.2-E

'

0-/6(IE-*.(/) /I SD#$ HE66N ]*N BE.EH.EB \U &&W R8 *.

"

'

$

'

#

'

9!

'

!<

'

<8 *)B ;! '

'

*0/0./N(N /I SD#$ HE66N () E*H' C-/20 ]*N BE.EH.EB \U I6/] HU./3E.-U *. !< ' *I.E- H26.2-E

'
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%

YWF

&

*H.(T(.U /I SD#$ HE66N () E*H' C-/20 ]*N BE.EH.EB \U YWF BE.EH.(/) X(.

'

*)B /N.E/0-/.ECE-()

%

,FD

&
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!
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骨质疏松症!

/8.9/0/-/8(8

"

,:

#是由多种原因导

致的骨密度和骨质量下降"骨微结构破坏"造成骨脆

性增加"易发骨折的全身性骨病$

;

%

& 随着社会老龄化

的进展" 骨质疏松症现已成为困扰我国中老年人的

一大难题"给家庭与社会带来极大的负担$

!

%

& 近年来

大量研究显示骨免疫学与骨质疏松症存在联系 $

$

%

"

而补体
&$

在免疫应答的提呈'增殖效应等多个环节

中发挥核心作用$

<

%

&在含量上"

&$

在补体各成分中最

高(在功能上"

&$

亦居于中心地位 $

%

%

(同时"

&$

裂解

片段及其结合蛋白复杂而多样"在免疫防御'免疫调

控以及免疫病理中发挥着重要作用 $

#

%

& 有研究 $

=

%称

&$

在骨的发育过程中参与软骨内骨化中心软骨模

型的细胞溶解"

&$*

驱动对骨形成至关重要的血管

生成细胞的趋化性& 因此"研究补体
&$

与骨质疏松

症的病理改变之间的联系尤为关键& 碱性磷酸酶

)

*6>*6()9 0'/80'*.*89

"

?@:

*常被作为骨形成标志物"

其含量的高低能体现成骨能力的强弱$

A

%

& 而骨保护

素)

/8.9/0-/.9B9-()

"

,:C

*是一种由骨髓基质细胞及

成骨细胞)

/8.9/D6*8.

"

,E

*分泌的细胞因子"能作为诱

饵受体竞争性地与核因子
!E

受体活化因子配体

)

-9F90./- *F.(G*./- /H )2F69*- H*F./- I!*00 E 6(B*)J

"

K?7@L

*结合"从而阻断具有促破骨前体细胞分化

功能的核因子
I!E

受体活化因子 )

-9F90./- *F.(G*./-

/H )2F69*- H*F./-I!*00E

"

K?7@

*与
K?7@L

结合的过

程"抑制骨吸收的发展 $

M

%

"亦被作为骨形成的指标&

目前补体
&$

对骨代谢的影响及其作用机制尚不明

确"因此"本研究自
!";M

年
$

月至
!";M

年
A

月通过

构建慢病毒补体
&$

沉默载体" 转染人
E

淋巴细胞

K*N(

后建立体外
K*N(I

成骨细胞系
OC#$

共培养体

系"分为空白对照组)未进行慢病毒转染*'补体
&$

沉默组 )慢病毒补体
&$

沉默载体转染共培养体系*

与模型组)慢病毒空载载体转染共培养体系*"检测

补体
&$

沉默后共培养体系中成骨细胞系
OC#$

增

殖能力与凋亡情况以及
?@:

'

,:C

的表达情况"得

出补体
&$

对成骨细胞系
OC#$

骨形成的影响"探究

补体
&$

与骨质疏松症之间的联系&

!

材料与方法

!" !

实验材料

胎牛血清 )

CPE&,

公司 *(

QORO

)

STF6/)9

公

司*(青链霉素混合液)

;""U

*"琼脂糖凝胶
Q7?

回

收试剂盒及胰蛋白酶
IRQ1?

消化液)

"4!%V

*)

W/6*-X

D(/

公司*(

&&@IA

)

W?E

公司*(羊抗兔
SK:

标记二

抗" 驴抗山羊
SK:

标记二抗"

?))9Y() 5IZP1&

细胞

凋亡检测试剂盒)碧云天生物技术有限公司*(

W[EK

C-99) :&K

试剂盒"

E&?

蛋白定量试剂盒)

1'9-3/

公

司*(逆转录试剂盒)

Z9-39).*8

公司*"

,:C

'

&$

)

?DX

F*3

公司*( 碱性磷酸酶
?@:

测试盒 )南京建成公

司*(质粒抽提试剂盒)

,ORC?

公司*(二甲基亚砜

)

W(B3*

公司*(

:L@,4;

)慢病毒核心质粒*"

08:?U!

"

0OQ!C

)慢病毒包装质粒*)

?JJB9)

公司*(感受态细

胞
QS%*

)

1-*)8B9)

公司*(

!M$1

细胞 )用于包装病

毒*)

?1&&

*&

!" #

溶液配制

细胞培养基+

;"V

胎牛血清'

;V

双抗"过滤后保

存&细胞冻存液+

;"V

二甲基亚砜)

J(39.'T6 826H/Y(J9

"

QOW,

*"

!"V

胎牛血清"

="VQORO

培养(

LE

液体培

养基+将蛋白胨"

7*&6

"酵母提取物溶于二次蒸馏水

)

J(8.(66*.(/)IJ(8.66*.(/) S

!

,

"

JJS

!

,

*中 "定容 "灭菌 &

LE

固体培养基+液体培养基中加入琼脂粉"灭菌(溶

液
"

+加入
1-(8

,

&6

'葡萄糖'乙二胺四乙酸)

9.'T69)9

J(*3()9 .9.-*F9.(F *F(J

"

RQ1?

*灭菌后保存(溶液
#

+

7*,S

' 十二烷基硫酸钠 )

8/J(23 J/J9FT6 826H*.9

"

WQW

*(溶液
$

+乙酸钾'冰乙酸'水"保存(

"4% 3/6 \ L

RQ1?

+双蒸水加入二水乙二胺四乙酸二钠"调
0S

"

定容" 灭菌备用&

; 3/6 \ L 1-(8

,

&6

+ 蒸馏水中溶解

1-(8

"调
0S

"定容"灭菌后备用&

%"]1?R

缓冲液+双蒸

水中溶解
1-(8

"加入
RQ1?

'冰乙酸"定容"备用&

:EW

溶液+

#"" 36

的
JJS

!

,

中溶解
A B 7*&6

'

"4! B @&6

'

;4<< B 7*

!

S:,

<

和
"4!< B @S

!

:,

<

" 用
S&6

调节溶液

0S

至
=4<

"定容至
; L

"滤器过滤后高压灭菌"室温保存&

!" $

实验仪器与耗材

离心机)

$@;%

"上海卢湘仪离心机仪器有限公

B-/20 *)J 3/J96 B-/20

"

&&@IA -9826.8 8'/^9J .'*. .'9-9 ^*8 )/ J(HH9-9)F9 () 0-/6(H9-*.(/) *D(6(.T /H OC#$ *3/)B F/306939).

&$ 8(69)F()B B-/20 *)J D6*)> F/).-/6 B-/20 *)J 3/J96 B-/20 *. $ *)J # ' *H.9- F26.2-9

(

*. ;! ' *H.9- F26.2-9

"

0-/6(H9-*.(/) *D(6(.T

/H OC#$ F9668 ^(.' &$ 8(69)F()B ^*8 '(B'9- .'*) .'*. /H D6*)> F/).-/6 B-/20 *)J 3/J96 B-/20

(

*. !<

"

<A *)J =! ' *H.9- F26.2-9

"

0-/6(H9-*.(/) *D(6(.T /H OC#$ F966 6()9 ^(.' F/306939). &$ 8(69)F()B B-/20 ^9-9 '(B'9- .'*) .'*. /H D6*)> F/).-/6 B-/20 *)J

3/J96 B-/204 Z6/^ FT./39.-T -9862.8 8'/^9J .'*. *0/0./8(8 /H 0-/6(H9-*.(/) *D(6(.T /H OC#$ F966 6()9 ^(.' F/306939). &$ 8(69)FX

()B B-/20 ^*8 6/^9- .'*) .'*. /H D6*)> F/).-/6 B-/20 *)J 3/J96 B-/20

(

?@: J9.9F.(/) >(. 82BB98.9J .'*. ?@: *F.(G(.T () F/3X

06939). &$ 8(69)F()B B-/20 ^*8 '(B'9- .'*) .'*. () D6*)> F/).-/6 B-/20 *)J 3/J96 B-/20

"

_98.9-)IE6/. -9826.8 8'/^9J .'*.

9Y0-988(/) 69G96 /H ,:C 0-/.9() () F/306939). &$ 8(69)F()B B-/20^*8 '(B'9- .'*) .'*. () D6*)> F/).-/6 B-/20*)J 3/J96 B-/204

%&'()*+,&'

+

W(69)F()B /H F/306939). &$ F/26J 9)'*)F9 D/)9 H/-3*.(/) *D(6(.T /H /8.9/D6*8. OC#$

"

*)J (. .*>98 .(39 ./ *FF2X

326*.9 .'(8 *D(6(.T4 &/306939). &$ 3*T *HH9F. /8.9/B9)98(8 DT *6.9-()B ,:C \ K?7@L \ K?7@ *Y(84

-./01234 &/306939). &$

(

,8.9/B9)98(8

(

&966 F26.2-9 .9F')(`298

(

?6>*6()9 0'/80'*.*89

%<M

" "
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表
! "#$

实验引物设计选择

%&'() *+,+-./01 02 34/5+46 204 "#$ +73+4/5+1.

基因名称 基因序列!

%

"

8$

"# 扩增长度!

90

#

:/-;*-<

$

&=&&=>&=>=&&>1==&&=1&

?@A@-B@

$

>&=>&&11>=&11&&=&11&&

C"C

:/-;*-<

$

>>=>1&1=&1>>&>1&11&=&

?@A@-B@

$

=1>=>&&&11&&=&>=1>&

!$D

&$

>*0<'

司#%

E(0@.3*)

移液枪 !吉尔森
E

型移液器公司#%

E&?

仪!

=FG8!D!"

&

=FG

公司#%细胞培养耗材!

1?HI

JKG7J

公司#%

&,

!

恒温培养箱!

1'@-3/

公司#%流式

细胞仪购!

FL

公司#%电转仪!自大连竞迈科技有限

公司#%酶标仪!芬兰雷勃酶标仪公司#%稳压电泳仪

!

JEM$""

&上海天能科技有限公司#&凝胶成像仪!上

海天能科技有限公司#'

)8 9

实验方法

!( :( ;

慢病毒补体
&$

沉默载体的构建 慢病毒补

体
&$

沉默载体的构建由上海基尔顿公司合成&选择

EKN,4C

为慢病毒核心载粒&

0BE=O!

(

0PL!>

为慢病

毒包装质粒&经过基因测序&证明序列正确性'

!( :( <

共培养系模型建立与分组 将含
C"Q

胎牛

血清&

CQ

双抗!青链霉素混合液#的
LPJP

高糖培

养基置于
$D R

&

%Q &,

!

的培养箱中培养
P>#$

细

胞' 观察细胞呈不规则形&为贴壁细胞&台盼蓝染色

活细胞率达
S%Q

以上' 采用含
C"Q

胎牛血清&

CQ

双

抗的
C#T"

培养基&培养
?*U(

细胞' 观察细胞为悬浮

细胞&台盼蓝染色活细胞率达
S%Q

以上' 将
?*U(

细

胞铺入培养板中培养&分为$!

C

#补体
&$

沉默组!慢

病毒补体
&$

沉默载体转染共培养体系#'!

!

#空白对

照组!未进行慢病毒转染#' !

$

#模型组!慢病毒空载

载体转染共培养体系#&每组
$

孔'

! '

后补体
&$

沉

默组
$

孔加入
C%!6

补体
&$

沉默慢病毒
VC!6 %!W X!6

0/6Y9-@)@

&混匀后加入细胞中继续培养&转染后换新

鲜培养基&筛选稳定株%对照组!未进行慢病毒转染#

$

孔加入
EFM

溶液
C% !6VC !6 % !W X!6 0/6Y9-@)@

混

匀后加入细胞中继续培养&转染后换新鲜培养基&筛

选稳定株% 模型组 !慢病毒空载转染共培养体系#

$

孔加入
C% !6

空载慢病毒
VC !6 % !W X!6 0/6Y9-@)@

混

匀后加入细胞中继续培养&转染后换新鲜培养基&筛

选稳定株'应用
.-*)B;@66

实验建立共培养体系&将转

染后的各组
?*U(

细胞种植于
!T

孔板
.-*)B;@66

小室

上层&下层为成骨细胞系
P>#$

&常规培养'

!( =

检测项目与方法

!( =( !

补体
&$

沉默效果检测 采用反转录酶
8

聚

合酶链锁反应!

-@A@-B@ .-*)BZ-(0.(/)80/6Y3@-*B@ Z'*()

-@*Z.(/)

&

?18E&?

#法及
[@B.@-)8F6/.

法检测补体
&$

沉默组补体
&$

沉默效果&并与补体
&$

沉默组及模

型组对比&

E&?

实验引物设计见表
C

'

!( =( <

各组成骨细胞系
P>#$

细胞增殖能力检测

使用
&&N8\

检测成骨细胞系
P>#$

增殖能力$分别

在共培养体系培养
"

(

$

(

#

(

C!

(

!T

(

T\

(

D! '

后&按
C]C"

体积比混合
&@66 &/2).()W N(. 8\

!

&&N8\

#和无血清

必需基本培养基 &每孔
$"" !6

加入待测孔中 &在

$D R

&

%Q &,

!

培养箱中孵育
C '

& 采用酶标仪测定

T%" )3

波长吸光度' 记录每块板的数值并进行分析'

!( =( >

各组成骨细胞系
P>#$

的细胞凋亡检测

培养
D! '

后利用流式细胞术检测成骨细胞系
P>#$

的细胞凋亡$!

C

#收集细胞&用
EFM

轻轻重悬细胞并

计数 ' !

!

#取
%^C"

万重悬的细胞 &

C """ W

离心

% 3()

&弃上清&加入
CS% !6 =))@_() 58:G1&

结合液

轻轻重悬细胞' !

$

#加入
% !6 =))@_() 58:G1&

&轻轻

混匀&

T R

避光孵育
C% 3()

' !

T

#加入
% !6

碘化丙啶

染色液&轻轻混匀&

T R

避光孵育
% 3()

' 同时以不加

=))@_()58:G1&

及碘化丙啶的
C

管作为阴性对照

!注$孵育过程中重悬细胞
!^$

次以改善染色效果#'

!

%

#流式细胞仪检测&

=))@_() 58:G1&

为绿色荧光&

对应
FL

流式细胞仪
:KC

检测通道% 碘化丙啶为红

色荧光& 对应
FL

流式细胞仪
:K!

检测通道% 涂片

后&荧光显微镜下观察'对比流式检测的效果说明图

分析数据'

;8 =8 :

各组成骨细胞系
P>#$

的
=NE

活力检测

培养
!T '

后采用
=NE

测试盒!货号
="%S8C %"1 X T\

样#对共培养体系中补体
&$

沉默组(空白对照组及

模型组
=NE

灰度值!

,L

值#进行检测&并按说明书

公式计算
=NE

活性'

;8 =8 =

各组
,E>

蛋白质表达水平检测 培养
!T '

后采用
[@B.@-)8F6/.

方法检测共培养体系中的补体

&$

沉默组(空白对照组及模型组各组中成骨细胞系

P>#$

的
,E>

蛋白表达水平'

;8 ?

统计学处理

采用
MEMM !%4"

软件进行统计学分析 '

E&?

(

[@B.@-)8F6/.

检测的补体
&$

(

,E>

基因表达 (

=NE

活力值等定量资料以均数
`

标准差!!

!

!"

#表示&先进

行正态性检验(方差齐性检验&不同组间比较采用单

因素方差分析& 组间多重比较采用
KML8#

检验' 以

$a"4"%

为差异有统计学意义'

<

结果

<8 ;

补体
&$

沉默效果检测结果

?18E&?

检测显示补体
&$

沉默组补体
&$ 3?I

7=

水平!

"4""% TSC #S\ \b"4""" $"# "!\ T

#&较空白

对照组
&$ 3?7=

水平 !

"4"C% T%C %\S Cb"4""" %$$

CST %

# 及模型组
&$ 3?7=

水平 !

"4"C# SDT DT# Db

%%"

" "
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图
! 89:.9-);<6/.

检测补体
&$

沉默后共培养体系下各组
&$

灰度

值!可见补体
&$

沉默组灰度值显著小于空白对照组及模型组

"#$%! =9.9>.(/) /? &$ @-*A B*629 () >/ >26.2-9 :A:.93 *?.9- >/306939).

&$ :(69)>()@

!

@-*A B*629 /? >/306939). &$ :(69)>9 @-/20 C*: :(@)(?(>*).6A

6/C9- .'*) .'*. /? .'9 D6*)E >/).-/6 @-/20 *)F .'9 3/F96 @-/20

!

F9.9>.9F DA

89:.9-);<6/.

图
& &$ 3G7H

扩增动力学曲线

"#$%& &$ 3G7H *306(?(>*.(/) E()9.(>: >2-B9

"4""$ II" JI! #

" 显著下降!

$

组比较差异有统计学

意义#

!K$J4L!J

!

"K"4""

"$空白对照组与模型组相比

差异无统计学意义#

#K;"4%#

!

"K"4%M$N"4"%

"$补体
&$

沉默组与模型组比较#

#K;L4$#

!

"K"4""O"4"%

"!补体

&$

沉默组与空白对照组相比#

#K;L4P#

!

"K"4""O"4"%

"

差异均有统计学意义$提示建模成功%

&$ 3G7H

扩

增动力学曲线见图
I

%

89:.9-);<6/.

法检测显示补体
&$

沉默组补体

&$

水 平 #

M!JI4"!J Q$#4"%!

"! 较 空 白 对 照 组 的

#

IM %J%4J"PQ%J4$PL

"与模型组的#

IM J!%4P!JQ#I4M!#

"

显著降低#

!K%% L#%4#I!

!

"O"4"I

"$空白对照组与模

型组相比差异无统计学意义 #

#K"4$#

!

"K"4M$!N

"4"%

"$ 补体
&$

沉默组与模型组比较 #

#K;I%4#"

!

"K

"4""O"4"%

"!补体
&$

沉默组与空白对照组相比#

#K;

I%4#$

!

"K"4""O"4"%

"差异均有统计学意义$再次提示

造模成功%

&$

灰度值见图
!

%

!% !

各组成骨细胞系
RS#$

细胞增殖检测结果

" '

时
&&T;L

检测结果!显示补体
&$

沉默组吸

光度与空白对照组& 模型组比较差异无统计学意义

#

"N"4"%

"$

$ '

后
&&T;L

检测结果显示空白对照组

吸光度为
"4%!IQ"4""!

! 模型组吸光度为
"4%!"Q

"4""J

!补体
&$

沉默组吸光度为
"4%ILQ"4""#

!补体

&$

沉默组吸光度与空白对照组及模型组比较差异

无统计学意义 #

"N"4"%

"$

# '

后
&&T;L

检测结果显

示空白对照组吸光度为
"4%!IQ"4""M

!模型组吸光度

为
"4%IMQ"4""M

! 补体
&$

沉默组组吸光度为
"4%ILQ

"4""!

! 补体
&$

沉默组吸光度与空白对照组及模型

组比较差异无统计学意义 #

"N"4"%

"$

I! '

后
&&T;L

检测结果显示空白对照组组吸光度为
"4LMPQ"4""$

!

模型组吸光度为
"4LMLQ"4""%

! 补体
&$

沉默组吸光

度为
"4P""Q"4""!

! 补体
&$

沉默组吸光度显著高于

空白对照组及模型组#

"O"4"%

"$

!J '

后
&&T;L

检测

结果显示空白对照组吸光度为
I4$#JQ"4""#

$模型组

吸光度为
I4$#JQ"4""L

! 补体
&$

沉默组吸光度为

I4JJPQ"4""L

!补体
&$

沉默组吸光度显著高于空白对

照组及模型组#

"O"4"%

"$

JL '

后
&&T;L

检测结果显

示空白对照组其吸光度为
I4#!LQ"4""#

!模型组吸光

度为
I4#!# Q"4""%

! 补体
&$

沉默组组吸光度为

I4LL!Q"4""#

!较空白对照组其增殖率为
UI%4#!V

!补

体
&$

沉默组吸光度显著高于空白对照组及模型组

#

"O"4"%

"$

M! '

后
&&T;L

检测结果显示空白对照组

吸光度为
!4!%!Q"4""%

$ 模型组吸光度为
!4!%"Q

"4""!

!补体
&$

沉默组吸光度为
!4PMIQ"4"I"

!补体

&$

沉默组吸光度显著大于空白对照组及模型组#

"O

"4"%

"% 见表
J

%

!% '

各组成骨细胞系
RS#$

的细胞凋亡检测结果

利用流式细胞术检测各组成骨细胞系
RS#$

的

细胞凋亡! 测得补体
&$

沉默组凋亡细胞百分比

#

!4#$Q"4!%

"

V

! 小于空白对照组凋亡细胞百分比

#

M4J"Q"4!"

"

V

及模型组凋亡细胞百分比 #

L4PMQ

"4!%

"

V

#

!K#LM4%L"

!

"O"4"%

"$ 空白对照组与模型组

相比#

#KP4JJ

!

"O"4"%

"!补体
&$

沉默组与模型组相比

#

#K;$J4MM

!

"O"4"%

"!补体
&$

沉默组与空白对照组相

比#

#K;I%4$#

!

"O"4"%

"!差异均有统计学意义%流式细

胞仪检测图见图
$;%

%

!% ( HTW

检测盒检测各组
RS#$

细胞
HTW

活力

培养
!J '

后测得补体
&$

沉默组
HTW

活力

!#4M!$QJ4$%"

!显著高于空白对照组的
IM4!LIQ!4ILL

及模型组的
I#4J#!QI4MP%

!#

"O"4"%

"% 而空白对照组

HTW

活力
IM4!LIQ!4ILL

与模型组的
I#4J#!QI4MP%

比较差异无统计学意义#

!KI"4L##

!

"N"4"%

"$空白对

照组与模型组相比!差异无统计学意义#

#K"4I$

!

"N

"4"%

"$ 补体
&$

沉默组与模型组相比 #

#KJ4IP

!

"O

"4"%

"!补体
&$

沉默组与空白对照组相比#

#K$4L%

!

"O

"4"%

"!差异均有统计学意义%

!% ) 89:.9-);<6/.

法检测各组
,WS

表达水平

培养
!J '

后测得干补体
&$

沉默组
,WS

灰度

值
I% MI"4MPJQ$J4%P!

! 较空白对照组的
L !JP4I%LQ

%$4#MI

及模型组
L !JP4I%LQ%$4#MI

显著升高 #

"O

%%I

" "
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图
!

空白对照组
8))9:() 5;<=1&

和碘化丙啶染色后的流式细胞仪

检测图!提示空白对照组中凋亡早期的细胞为
>4?@

"图中右下部分#

"#$%! <6/A BC./39.-C D9.9B.(/) D(*E-*3 /F 8))9:() 5;<=1& *)D 0-/G

0(D(23 (/D(D9 H.*()()E () I6*)J B/).-/6 E-/20

!

9*-6C *0/0./.(B B966H A*H >4?

@

"

6/A9- -(E'.

$

图
&

补体
&$

沉默组
8))9:() 5;<=1&

和碘化丙啶染色后的流式细

胞仪检测图!提示凋亡早期的细胞为
!4#@

%图中右下部分$

"#$%& <6/A BC./39.-C D9.9B.(/) D(*E-*3 /F 8))9:() 5;<=1& *)D 0-/G

0(D(23 (/D(D9 H.*()()E () &/306939). &$ H(69)B9 E-/20

!

9*-6C *0/0./.(B

B966H A*H !4# @

"

6/A9- -(E'.

$

表
!

培养各时间段后
''()*

检测各组吸光度比较

+,-%! './0,1#2.3 .4 ,-2.1-,356 ,/.3$ 6,57 $1.80 96:65:69 -; ''()* ,4:61 58<:816 ,: 9#446163: :#/62

注& 与模型组相比!

*$

!K"4??

!

"K"4#>%L"4"%

'

*?

!K"4?%

!

"K"4###L"4"%

'

*%

!K"4M>

!

"K"4$>NL"4"%

'

*#

!K"4!$

!

"K"4O!NL"4"%

'

*>

!K"4NN

!

"K"4MN?L"4"%

'

*O

!K"4%N

!

"K"4#$NL"4"%

'

*M

!K"4?M

!

"K"4#?$L"4"%

'

I$

!KN4$!

!

"K"4!$%L"4"%

'

I?

!K;"4?%

!

"K"4###L"4"%

'

I%

!K"4!O

!

"K"4>MNL"4"%

'

I#

!K>4ON

!

"K"4""P"4"%

'

I>

!KN?4$%

!

"K

"4""P"4"%

'

IO

!K%4%#

!

"K"4""P"4"%

'

IM

!KN$4NO

!

"K"4""P"4"%

( 与空白对照组相比!

B$

!K"4OO

!

"K"4?N$L"4"%

'

B?

!K"4MN

!

"K"4$MML"4"%

'

B%

!K"4#M

!

"K"4%N%L

"4"%

'

B#

!K>4%O

!

"K"4""P"4"%

'

&>

!KN?4!?

!

"K"4""P"4"%

'

BO

!K%4%N

!

"K"4""P"4"%

'

BM

!KN$4N$

!

"K"4""P"4"%

7/.9

&

&/30*-9D A(.' 3/D96 E-/20

!

*$

!K"4??

!

"K"4#>%L"4"%

'

*?

!K"4?%

!

"K"4###L"4"%

'

*%

!K"4M>

!

"K"4$>NL"4"%

'

*#

!K"4!$

!

"K"4O!NL"4"%

'

*>

!K"4NN

!

"K"4MN?L

"4"%

'

*O

!K"4%N

!

"K"4#$NL"4"%

'

*M

!K"4?M

!

"K"4#?$L"4"%

'

I$

!KN4$!

!

"K"4!$%L"4"%

'

I?

!K;"4?%

!

"K"4###L"4"%

'

I%

!K"4!O

!

"K"4>MNL"4"%

'

I#

!K>4ON

!

"K"4""P"4"%

'

I>!KN?4$%

!

"K"4""P"4"%

'

IO

!K%4%#

!

"K"4""P"4"%

'

IM

!KN$4NO

!

"K"4""P"4"%4 &/30*-9D A(.' .'9 I6*)J B/).-/6 E-/20

!

B$

!K"4OO

!

"K"4?N$L"4"%

'

B?

!K"4MN

!

"K

"4$MML"4"%

'

B%

!K"4#M

!

"K"4%N%L"4"%

'

B#

!K>4%O

!

"K"4""P"4"%

'

&>

!KN?4!?

!

"K"4""P"4"%

'

BO

!K%4%N

!

"K"4""P"4"%

'

BM

!KN$4N$

!

"K"4""P"4"%

"4"%

$!而空白对照组
O !?M4N%OQ%$4#>N

与模型组

O !>O4$"MQ!>4OO?

比较 ! 差异无统计学意义 %

"L

"4"%

$'空白对照组与模型组相比!差异无统计学意

义%

!K;"4OO

!

"L"4"%

$'补体
&$

沉默组与模型组相比

%

!K!!4#!

!

"P"4"%

$! 补体
&$

沉默组与空白对照组相

比%

!K!!4>N

!

"P"4"%

$!差异均有统计学意义(

,RS

灰

度值见图
#

(

&

讨论

近年来! 骨免疫学与骨质疏松症的关系成为研

究的热点)

N"

*

( 正常人体内由成骨细胞引导的骨形成

与破骨细胞%

/H.9/B6*H.

!

,&

#引导的骨吸收处于一种

平衡状态 )

NN

*

!而骨质疏松症患者通常表现为骨吸收

和骨形成的平衡被打破! 其本质是
,&

过度激活或

破骨前体细胞向
,&

过度分化! 导致骨吸收过程加

速!并以骨组织显微结构变化+骨量降低等为主要病

理改变)

N!

*

( 有关免疫系统细胞调节骨形成及骨吸收

的假说认为!

T87U

与
T87UV

结合能够促进破骨前

体的细胞的分化!引起
,&

的成熟)

N$

*

( 而由骨髓基质

细胞及
,W

分泌的
,RS

!因其
7

末端与
T87U

结构

具有较高相似性!故能够竞争性结合
T87UV

!阻断

T87U

与
T87UV

的结合!从而抑制骨吸收的发展)

O

*

(

&% =

补体
&$

在骨免疫的地位

补体
&$

是补体系统的核心!它是补体激活途径

中经典途径+凝集素途径及旁路途径汇聚的枢纽)

N?

*

(

时间 模型组 空白对照组 补体
&$

沉默组
#

值
"

值

" ' "4%N>Q"4""$ "4%NOQ"4""!

*$

"4%NMQ"4""N

I$B$

"4M"$ "4?%?
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!
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图
!

模型组
8))9:() 5;<=1&

和碘化丙啶染色后的流式细胞仪检

测!提示模型组凋亡早期的细胞为
>4!?

"图中右下部分#!凋亡晚期

的细胞为
"4%?

"图中右上部分$!坏死细胞为
"4!?

%图中左上部分$

"#$%! <6/@ AB./39.-B C9.9A.(/) *D.9- 8))9:() 5;<=1& *)C 0-/0(C(23

(/C(C9 E.*()()F () 3/C96 F-/20

!

9*-6B *0/0./.(A A966E () 3/C96 F-/20 @*E

>4! ?

"

6/@9- -(F'. 0*-. () .'9 D(F2-9

$!

6*.9 *0/0./.(A A966E @*E "4% ?

"

20G

09- -(F'.

$!

)9A-/.(A A966E @*E "4! ?

"

2009- 69D.

$

图
& H9E.9-);I6/.

检测补体
&$

沉默后共培养体系下各组
,JK

灰

度值!可见补体
&$

沉默组灰度值显著大于空白对照组及模型组

"#$%& H9E.9-);I6/. C9.9A. F-*B L*629 /D ,JK *3/)F 9*A' F-/20 *D.9- &$

E(69)A()F4 K-*B L*629 /D ,JK () &$ E(69)A()F F-/20 @*E E(F)(D(A*).6B '(F'G

9- .'*) .'*. () M6*)N A/).-/6 *)C 3/C96 F-/20

补体
&$

的激活进一步产生补体成分并发挥其

免疫作用&

O%

'

( 补体
&$

与骨免疫学也有密切的联系&

O#

'

!

P*./

等&

OQ

'的研究证明初级成骨细胞能够产生
&$

!并

且阻断骨髓细胞培养中的
&$

会减弱破骨细胞的分

化(另有研究&

O>

'发现补体
&$

可能通过促进破骨细胞

的分化影响牙槽骨的吸收)有研究 &

OQ

'显示在骨髓细

胞培养时!使用单克隆抗体阻断
&$

或
&$

受体能够

明显抑制
O

!

!%;

%

,R

$

!;5(.S$

刺激的骨髓单核细胞

的破骨向分化(以上实验均提示
&$

能够通过影响骨

吸收来改变骨稳态!但补体
&$

对骨形成的影响及作

用机制探究甚少(

T*AU*B

等&

OV

'研究发现
&$

参与小

鼠卵巢切除术后的骨稳态(

&$

的缺失减少了骨丢

失!改善了骨小梁微结构!使骨的力学性能得到潜在

的改善( 但该实验未直接体现
&$

对骨形成的影响(

'% (

补体
&$

沉默对骨形成的影响

本研究首先构建了能够较好地模拟体内多种细

胞共存培养的条件的
1-*)E@966

小室!建立体外人
I

淋巴细胞
W*X(;TK#$

共培养体系! 然后通过
W1;

J&W

及
H9E.9-);I6/.

检测等方法比较补体
&$

沉默

组与空白对照组的补体
&$

水平!分析数据认为补体

&$

沉默组
&$

水平较空白对照组显著降低! 而模型

组与空白对照组
&$

水平无明显差异(结果表明慢病

毒干扰的方法对
&$

水平无影响!提示造模成功(

造模成功后! 通过检测
&&U;>

发现补体
&$

沉

默组成骨细胞系
TK#$

增殖能力在培育
O! '

之前

与空白对照组比较差异无统计学意义! 在培育
O! '

后补体
&$

沉默组增殖能力显著高于空白对照组!提

示补体
&$

的沉默能够显著提升成骨细胞的增殖能

力!且增殖能力的提升需要时间的累积)然后利用流

式细胞术检测成骨细胞系
TK#$

的细胞凋亡! 分析

得出补体
&$

沉默组成骨细胞凋亡率显著低于空白

对照组及模型组!提示补体
&$

的沉默能够抑制成骨

细胞系
TK#$

的凋亡( 因此!本研究发现补体
&$

的

沉默对成骨细胞系
TK#$

的增殖与凋亡存在影响(

8UJ

作为骨形成的早期标志物! 其活力能够体

现骨形成能力的强弱( 通过检测
8UJ

活力发现培养

!Y '

后补体
&$

沉默组
8UJ

活力显著高于空白对照

组!再次提示补体
&$

的沉默能够显著提升成骨细胞

的骨形成能力( 采用
H9E.9-);I6/.

法检测各组
,JK

结果发现补体
&$

沉默组的
,JK

表达水平显著高于

空白对照组!提示补体
&$

对成骨能力的影响可能通

过调控
,JK

水平进而影响
,JK Z W87U[ Z W87U

信

号通路来实现(

综上所述!本研究证明补体
&$

的沉默能增强成

骨
TK#$

细胞的骨形成能力(

T*AU*B

等&

OV

'的研究也

发现
&$

参与了小鼠卵巢切除术后的骨稳态!

&$

的

缺失减少了骨丢失!改善了骨小梁微结构!使骨的力

学性能得到潜在的改善( 然而
T*.E2/N*

等&

!"

'的实验

却发现
&$*

在成熟破骨细胞培养基中具有成骨细胞

刺激活性! 破骨细胞条件培养基通过
&$*W

信号促

进成骨细胞分化! 使用
&$*W

拮抗剂治疗的
CCB

小

鼠胫骨干骺端骨损失比未治疗的小鼠更大( 另有学

者 &

OV

'认为!在
T*.E2/N*

等的研究中!体内部分实验

的分析局限在了单个解剖部位!未进行力学测试!随

着时间推移!补体
&$

是作用于破骨细胞或成骨细胞

亦有不确定性(

本实验通过建立
W*X(;TK#$

共培养体系后!通

过检测成骨细胞系
TK#$

的增殖与凋亡情况*

8[J

活力以及
,JK

的表达发现了补体
&$

的沉默能增强

成骨
TK#$

细胞的骨形成能力! 并且其增强骨形成

能力可能通过影响
,JK Z W87U[ Z W87U

信号通路

实现!但其具体机制还需要进一步研究(
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