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缺氧诱导成骨细胞 VECF mRNA的 RT—PCR 

表达 

戴俊峰 王稚英 王海燕 

【摘要】 目的 观察在体外缺氧条件下，sD大鼠成骨细胞 VEGF mRNA表达的变化。方法 酶 

消化法收集培养 SD大鼠颅骨成骨细胞，用高纯氮气造成缺氧环境，应用 RT-PCR技术观察不同时间 

段 VEGF mRNA表达的改变。结果 缺氧 6 h后 ，VEGF mRNA明显增加 ，缺氧 12 h后，增至顶峰，缺氧 

24 h后开始下降，缺氧48 h接近正常水平。结论 缺氧在转录水平调节成骨细胞 VEGF的表达。 
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【h,l~tmet】 Objective To investigate the expression changes in Sprague-I)auley rat osteoblast VEGF mR- 

NA after hypoxia induction／n titro。Methods 08teoblasts were collected from the ealvaria of fetal rat using type 

II col~enase，then e， 。日 to hypoxia for different time．The levels of osteoblast VEGF mRNA were detected by 

RT-PCR．Results The expression of VEGF mRNA inerea~-,d 8ioli~ea-tly at 6h after exposure to hypoxia，and 

reached peak at 12h，but decreased at 24 h．The level ofVEGF mRNA w聃 similar to that in the control group at 

48h in hypoxia．Collelustlon Hypoxia regulates the expression of osteoblast VEGF at transeriptiOn leve1． 
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骨损伤后新骨生成依赖于血管的再生，血管内 

皮生长因子(Vascular endothelial growth factor，VEGF) 

是迄今发现的最强的一种血管生成因子。本实验用 

RT-PCR技术 ，观察缺氧诱导成骨细胞 VEGF mRNA 

表达的规律。 

材料和方法 

1．成骨细胞的培养 

取新生24 h内SD大鼠3只(北京大学医学部动 

物中心提供)，无菌取下颅骨，适量 1 me,／ml的 Ⅱ型 

胶原酶(Gibeo)，消化、收集细胞悬液。重复4—5次， 

送 37℃，5％Co2培养箱中培养。差速粘附法纯化成 

骨细胞，并按 1：2的比例传代。取第 3代成骨细胞 

作为实验对象。 

2．骨钙素免疫组化染色 

待成骨细胞达到70％汇合后，用骨钙素多克隆 
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抗体(Santa Cruz)和山羊抗兔二抗(Santa Cry)及卵白 

素过氧化物酶标记，DAB显色。 

3．缺氧条件下培养成骨细胞 

(1)缺氧装置的设计：取与 100 ml培养瓶口相适 

的橡皮塞，在塞上插两个 12号针头，做进气孔和出 

气孔。高纯氮气经过滤，由进气孔充入培养瓶。从 

出气孔随机抽气进行血气分析(美国 sT．Ⅲ血气分析 

仪)，控制氧分压为 2．5 mmrlg，密封。 

(2)缺氧培养方案：取5瓶第4代细胞，分为 A、 

B、C、D、E 5组。更换 pH为 7．6的无血清培养基，应 

用上述装置将 A、B、C、D、E分别缺氧 0，6，12，24和 

48 h，培养时间均为48 h。 

4．提取成骨细胞总 RNA 

根据 RNA提取盒(鼎国)的步骤，提取总 RNA。 

紫外扫描仪(64O5 US，Jenw AY)测 oO26o和OD28o值及 

ODx,o／OD2so值。琼脂糖凝胶电泳检查所提 RNA的 

质量，其余一80℃保存。 

5．RT—PCR扩增 VEGF mRNA 

(1)Ill"反应：根据试剂盒(鼎国)说明，2Oral反应 
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体系加 3t-tg总 RNA．放 PCR仪(美国 Genius HB．1D 

型)内进行逆转录，产物一20℃保存。 

(2)PCR扩增 0．aetin：50txl反应体系加 RT产物 

4 1，按试剂盒的说明设定反应参数 

(3)PCR扩增样本：50F1反应体系加 RT产物 

4p．1，特异性引物上下游各50pmol，VEGF引物序列 ‘ 

(上海基康公司代为合成)为： 

Sense：5 TCACC CAT 3 

Antisense：5 TGCACCCACGACAGAAGGGGA 3 

反应参数：94℃5 min一28循环：94℃ l Inin；61℃ 45 

s：72℃ 45 s；72℃ 5 min一4oCHold= 

6．电泳：取 PCR产物 8ttl，以 DL．2000(Takara) 

为标准，低压平板电泳，采集分析图象： 

结 果 

1骨钙素免疫组化染色：成骨细胞胞浆中可见 

棕黄色颗粒，太小不均(图 1)。 

围 】 甘钙幂免蜓组化染色(x 400) 

2．各组 RNA的 OD260／OD280值均在 1．8以上．且 

RNA电泳见28 s，】8两条带，丰度好．28 S：1 8 s≥2： 

1。 

3．RT．PCR结果 

RT产物经 PCR扩增得到约565bp和430bp两个 

主要片段(图 2) 与其他研究符合l1 ；内参(13-actin) 

片段为 540bp．符合预计结果．且亮度相当(图 2)。 

光密度扫描分析(Image—proplus USA)结果如表 1。从 

中可见缺氧 6 hVEGF mRNA开始增加，12 h增至顶 

峰，24 h下降，48 h接近正常水平= 

565bp 

43Obp 

M A II (
，  D 

：_ 一s 

曲2 vEGF RT-PCR产物及相应的内参结果 

表 1 缺氧后 VEGF表达(OD)．(i± )̂ 

注 与对朋组柑比较 P‘0 05．一 P<0 0 

讨 论 

骨组织的损伤、骨折的愈合及改建，股骨头坏死 

等是骨科及骨相关学科的常见疾病，这些疾病的发 

生、发展皆与局部血供变化有关。新形成的血管促 

进新骨的形成，在新骨生成之前，首先发生的是血管 

的侵袭．新骨发生在新生血管的附近，血管转运骨租 

细胞，分泌分裂原始成 骨细胞，并提供养分和氧 

气日。。影响血供变化的因素很多，目前公认 VEGF 

是最强的血管生成因子，成骨细胞能够表达 VEGF， 

缺氧是诱导 VEGF产生的最有效因素。 

骨折、骨缺损等疚病均可造成局部血管断裂、缺 

血、缺氧、乳酸含量增加及 州 值下降。Jason Af引等 

在实验中发现酸性环境抑制成骨细胞 VEGF mRNA 

的生成=本实验结果显示缺氧 6 h 成骨细胞 VEGF 

mRNA明显增加．缺氧 l2 h达顶峰，随后开始下降， 

至缺氧48 h时，与对照组 A无明显差异。Steinbrech 

等也得出先增加后降低的趋势 j。本实验中各组 

pH值有不同程度的降低。其中缺氧48 h组pH值和 

VEGF表达量均是最低的。这提示细胞在代谢过程 

中产酸，短时问缺氧细胞会产生适应性反应，长期缺 

氧可能导致细胞数减少及抑制成骨细胞合成 VEGF 

mRNA 

VEGF表达的增强，有利于损伤处骨组织的修复 

重建。成骨和血管化是不可分割的，成骨细胞总是 

与血管床的内皮细胞紧密相邻。成骨细胞在缺氧条 

件下分泌 VEGF，VEGF有促进内皮细胞增殖和保护 

内皮细胞的作用，而内皮细胞又能合成分泌一系列 

可溶性嗣节因子，如 FGF，lL．1，CSFs，PGE．ET-I等． 

这些因子具有控制成骨细胞募集、增殖及分化等作 

用。成骨细胞和内皮细胞相互作用，促进血管化，以 

带来养分和新的成骨细胞，完成骨组织的修复重建 

工作。由于 VEGF蛋白在体内的半衰期短(≤6 

rnin)，且价格昂贵，临床应用受到局限。人们试图通 

过基因技术，使成骨细胞持续、稳定表达 VEGF，但目 

前仍处在动物研究阶段。 
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物学研究、老年时期骨衰退机制研究和防治药物研 

究的重要手段 J。实验动物月龄、评价指标和考察 

部位等的选择直接影响到实验结果和细胞学机制的 

分析判断以及实验数据的参考价值。 

骨量峰值和骨量丢失月龄的确定是动物月龄选 

择的关键，目前对此仍存在争议。如对 SD雄性大 

鼠的研究结果表明，腰椎 BMD等指标在 4月龄可达 

到平台，13月龄后开始降低，而股骨 9月龄开始降 

低，同时 9月龄骨生长停止、腰椎皮质变薄，故认为 

雄性 sD大鼠骨量丢失开始于 9月龄L4 J。然而有研 

究发现小梁骨在 12月龄后仍有增~jIlIs J。本文结果 

也显示大鼠股骨和腰椎生长(体积增大)分别可持续 

到 12月龄(雌性)和 18月龄(雄性)。骨密度峰值位 

于7～12月龄 ，与文献报道皮质骨峰值区间 6～12 

月龄接近，处于小梁骨密度峰值的 6～21月龄范围 

内 J。16月龄后腰椎骨量明显丢失，晚于股骨骨量 

丢失的 12月龄，并以早期的快速丢失为特征，18月 

龄以后骨密度变化不大。腰椎最大抗压力出现在 

12月龄，股骨最大抗弯力出现在 12月龄 (雌性)和 

18月龄(雄性)，略滞后于骨量峰值月龄，反映力学 

结构调整和骨体积变化对生物力学功能的影响。12 

月龄后小幅减低(与密度一致)，而 P含量相对维持 

稳定，股骨中 Ca／P比值增加，其原因有待研究。镁 

含量随年龄变化不大，1月龄大鼠腰椎 Mg含量高水 

平可能与其尚未矿化有关。 

骨密度、生物力学和 ca含量的性别差异主要表 

现在股骨，可能与性激素差异和骨建造位点的分布 

有关。文献报道 3月龄大鼠椎骨的骨建造位点为 

17．1％，而胫骨为 61．6％ J。发育期雌性骨量增加 

早于雄性 J。因此，性激素差异可能造成骨建造水 

平的不同，如骨建造活动启动时间、强弱、延续时间 

等，这些差异在皮质骨中表现的更明显。 

由以上研究可以认为，大鼠骨骼系统尤其是腰 

椎等中轴骨在 7月龄时已基本完成塑形 ，7～12月 

龄主要表现为内在力学结构的调整，密度相对恒定， 

矿盐含量略有减低而力学特性进一步改善。12月 

龄以后出现骨量丢失，12～16月龄可能为一度快速 

丢失阶段。18月龄以后丢失减缓，同时可能存在代 

偿性骨形成增加，密度维持稳定，而力学性能未得到 

改善。 
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总之，本实验研究认为，适宜的缺氧环境有利于 

成骨细胞 VEGF nfflNA的表达和 VEGF的分泌，过度 

的缺氧环境抑制成骨细胞 VEGF nfflNA的表达 和 

VEGF的合成。本实验通过缺氧的损伤环境模拟临 

床相关骨科疾病的缺氧过程，探讨体外培养成骨细 

胞表达 VEGF mRI~IA的规律及部分影响因素，了解 

临床上相关疾病的发生机理，为今后选择治疗时机 

和利用有利因素(缺氧)提供参考，并为实现骨缺血、 

缺氧性疾病的临床VEGF基因治疗打下理论基础。 
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