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678干扰沉默 9:;<表达对人成骨样 =;’!
细胞!型胶原、8>? +678表达的影响

隋国良 彭依群 翟木绪 廖二元

摘要：目的 本研究将利用 678干扰技术，阻断 9:;<在人成骨样 =; ’!细胞中的表达，观察 9:;<
降表达后对人成骨样 =; ’! 细胞!型胶原、碱性磷酸酶 +678 表达的影响。方法 针对人 9:;<
+678 ))"、&$#、@("位点设计、合成 !对 %(核苷酸 A-678（A-678 (、A-678 %、A-678 !）；在阳离子脂质体
介导下转染人成骨样 =; ’!细胞，以空白及非特异性 A-678作为对照，转染 )& B后收集细胞。采用

71CDB/C4杂交研究 9:;< +678表达水平的改变，半定量 6:E?96观察!型胶原、8>? +678表达的改
变，F/AD/C4 G.1DD-4H观察 9:;<蛋白表达的变化。=::法测定 678干扰后人成骨样 =; ’!细胞活力的
改变。结果 空白对照组相比，转染 A-678 (、A-678 !的 =; ’!细胞 9:;< +678和蛋白表达明显下
调，转染 A-678 %及非特异性 A-678的 =; ’!细胞 9:;<的表达无明显变化。转染 A-678 (、A-678 !的

=; ’!细胞!型胶原、8>? +678表达明显下调，细胞活力明显降低。结论 针对人 9:;< +678设
计、合成的 A-678可有效抑制人成骨样 =; ’!细胞 9:;<的转录和表达；9:;<表达下调可抑制 =; ’!
细胞表型标志物!型胶原、8>? +678的表达，降低 =; ’!细胞活力，这说明 9:;<可能在维持骨代谢
平衡中具有重要的作用。

关键词：678干扰；小干扰 678；结缔组织生长因子；!型胶原；碱性磷酸酶
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<%,&/1)&：A%B*)&$+* :1 -4I/AD-H,D/ DB/ -4B-G-D-14 /JJ/3D 1J A+,.. -4D/CJ/C-4H 678（A-678）14 DB/ /KLC/AA-14 1J
3144/3D-I/ D-AAM/ HC1NDB J,3D1C（9:;<），,4O D1 1GA/CI/ DB/ /JJ/3DA 1J O1N4EC/HM.,D-14 1J 9:;< 14 DB/ /KLC/AA-14 1J
D0L/ ( 31..,H/4 ,4O ,.P,.-4/ LB1ALB,D,A/ +678 -4 BM+,4 1AD/1G.,AD-3 =; ’! 3/..A5 =*&#’4, :BC// L,-CA 1J %(E
4M3./1D-O/ 9:;< A-678A O-C/3D/O D1 BM+,4 9:;< +678 ))"，&$#,4O @(" D,CH/DA N/C/ O-JJ/C/4D.0 DC,4AJ/3D/O -4D1
BM+,4 1AD/1G.,AD-3 =; ’! 3/..A N-DB Q=6R*E9 C/,H/4D L,3P,H/5 S4DC/,D/O ,4O DC,4AJ/3D/O A3C,+G./ A-678 A/CI/O
,A DB/ G.,4P 314DC1. ,4O 414AL/3-J-3 A-678 314DC1. C/AL/3D-I/.05 :1D,. 678 ,4O LC1D/-4 1J DB/ 3/..A ,JD/C )&B
-43MG,D-14 N/C/ /KDC,3D/O5 :B/ /KLC/AA-14 1J 9:;< -4 +678 ,4O LC1D/-4 ./I/. N/C/ ,AA/AA/O G0 41CDB/C4 G.1D ,4O
N/AD/C4 G.1D，,4O DB/ /KLC/AA-14 1J D0L/ ( 31..,H/4 ,4O ,.P,.-4/ LB1ALB,D,A/ +678 -4 BM+,4 1AD/1G.,AD-3 =; ’!
3/..A N/C/ /I,.M,D/O G0 A/+-TM,4D-D-I/ 6:E?96，3/.. I-,G-.-D0 N,A D/AD/O G0 =:: ,AA,05 :*,-7&, 91+L,C/O N-DB
G.,4P 314DC1. HC1ML，DB/ /KLC/AA-14 1J 9:;< +678 ,4O LC1D/-4 N/C/ +,CP/O.0 O1N4EC/HM.,D/O G0 A-678 O-C/3D/O
D1 ))" ,4O @(" D,CH/D 1J BM+,4 9:;< +678，A-678 O-C/3D/O D1 &$# D,CH/D ,4O A3C,+G./ A-678A AB1N 41 /JJ/3D 14
DB/ /KLC/AA-14 1J 9:;<5 :B/ /KLC/AA-14 1J D0L/ ( 31..,H/4 ,4O ,.P,.-4/ LB1ALB,D,A/ +678 N,A C/OM3/O -4 BM+,4
1AD/1G.,AD-3 =; ’! 3/..A DC,4AJ/3D/O N-DB A-678A O-C/3D/O D1 ))" ,4O @(" D,CH/DA，,4O 3/.. I-,G-.-D0 A-H4-J-3,4D.0
O/3C/,A/O -4 BM+,4 1AD/1G.,AD-3 =; ’! 3/..A DC,4AJ/3D/O N-DB A-678A O-C/3D/O D1 ))" ,4O @(" D,CH/DA5 C’")7-,$’",
9:;< A-678 3,4 /JJ/3D-I/.0 C/OM3/O DB/ /KLC/AA-14 1J 9:;< +678 ,4O LC1D/-45 R4B-G-D-14 1J 9:;< /KLC/AA-14
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结缔组织生长因子（#,--"#’+9" ’+&&;" 2$,8’( .%#’,$
BC=D）是一个高度保守的肽类家族的成员，参与了
体内多种生理和病理过程，尤其在 C=DE!依赖性的
纤维化途径中发挥重要作用。有研究表明，BC=D作
为一种重要的效应分子之一，在软骨细胞和成骨细

胞的增殖分化方面发挥重要作用。我们以前的研究

发现，雌二醇可下调人成骨样 <= >?细胞 BC=D的
表达［0］，但人成骨样 <= >? 细胞 BC=D表达下调所
引起的生物学效应目前尚不清楚。在本研究中，我

们将利用针对人成骨样 <= 细胞 BC=D 合成的
&+567，观察不同 &+567片断对人成骨样 <= >?细胞
BC=D表达的阻断作用，以及 BC=D降表达后对人成
骨样 <= >?细胞"型胶原、碱性磷酸酶（7FG）4567
表达的影响。

) 材料和方法

)*) 实验材料
<=E>?细胞株购自美国组织培养库（74"$+#%-

C/*" B;1’;$" B,11"#’+,- 7CBB 号：B5FE0HIJ），小干扰
567（&4%11 +-’"$."$+-2 567，&+567）由武汉晶赛生物
技术 有 限 公 司 合 成，K<5LMEB 5"%2"-’、C$+N,1、
,*’+<M< 购自 L-9+’$,2"- 公司，羊 BC=D 抗体购自
&%-’% #$;N公司，培养瓶、培养板购自 -;-#1,-公司，无
酚红 <M<培养基，胰酶，MKC7，抗坏血酸，牛血清白
蛋白购自 A+24% 公司，焦碳酸二乙酯（KMGB）购自
=+:#,公司，胎牛血清购自 O/#1,-"公司，逆转录试剂
盒购自 G$,4"2%公司，C%P酶、琼脂糖、溴化乙啶购自
上海生工公司，#Q 0JHEO+-#$ !+2"&’ K67 <%$3"$ 购
自 C%3%$% 公司，%E?I GE!BCG 购自北京亚辉生物制品
公司。

)*+ 实验方法
)*+*) &+567 的设计和合成：按 M1:%&(+$ 等［I］的
&+567设计原则，针对人 BC=D 4567 HHR、SJT、U0R
靶位通过生物转录方法合成 ? 对 &+567序列如下：
HHR位点（&+567 0）：&"-&" &’$%-! &+567：TVE=7W ==W
=BW BBB W=B 7WB WWWE?V，%-’+&"-&" &’$%-! &+567：
TVEWWB W7B B7B =7= ==7 B=W 7=7E?V；SJT 位点
（&+567 I）：&"-&" &’$%-! &+567：TVE=BW =7B BW= =77
=7= 77B 7WWE?V， %-’+&"-&" &’$%-! &+567：TVEWWB

=7B W== 7BB WWB WBW W=W；U0R位点（&+567 ?）：
&"-&" &’$%-! &+567：TVE=W= B7W BB= W7B WBB B77
7WWE?V， %-’+&"-&" &’$%-! &+567：TVEWWB 7B= W7=
=B7 W=7 === WWWE?V；经 X1%&’确定 ?对 &+567的特
异性。阴性对照 &+567：&"-&" &’$%-! &+567：TVE=BW
WB7 W77 ==B =B7 W7= BWWE?V，%-’+&"-&" &’$%-!
&+567：TVEWWB =77 =W7 WWB B=B =W7 WB=E?V，经
X1%&’确定其与人 BC=D 4567无同源性。
)*+*+ 细胞培养：从液氮罐中取出第 UU 代 <=E>?
细胞株复苏，TY BZI、UTY空气、饱和湿度 ?J[培养
箱培养，培养液为无酚红%E<M<培养液（含 0RY胎
牛血清、TR 42\F抗坏血酸，?RR 42\F FE谷氨酸），达
汇片后按 T ] 0RT 细胞\瓶接种至 IT #4I 培养瓶。

)*+*, 脂质体转染：实验共设 T组，实验组 ?组，分
别为 &+567 0组（转染时加入 &+567 0与脂质体复合
物），&+567 I组（转染时加入 &+567 I与脂质体复合
物），&+567 ?组（转染时加入 &+567 ?与脂质体复合
物），另设空白对照组（转染时只加入脂质体）及阴性

对照组（转染时加入阴性对照 &+567与脂质体复合
物）。?对 &+567及阴性对照 &+567均以 0RR -4,1\F
浓度转染。转染前更换无血清培养基，&+567 与
K<5LMEB 5"%2"-’ 按等体积混匀，室温孵育 IR ^ IT
4+-后加入培养皿，轻轻摇 ?R &，混匀置 ?J[，TY
BZI 培养箱孵育，H (后按终体积 TY加胎牛血清，HS
(后收集细胞，抽提细胞总 567和蛋白质待测。
)*+*- 567抽提及半定量 5CEGB5分析 &+567干预
后 0 型胶原和 7FG 4567 的变化：用 C$+N,1 法
（L-9+’$,2"- 公司）按说明书抽提总 567。在 ="-"
74* IHRR GB5扩增仪上行半定量 5CEGB5。首先取
总 567 I_R&2，用逆转录试剂盒（G$,4"2%公司），按
说明书合成 #K67，再取 #K67行 GB5扩增。扩增体
系：#K67 TR -2，IT 4< <2B1I I&1，0RR -2\&1引物各

R_J&1，0R ] GB5 :;.."$ I_T&1，C%P酶 0 W，加去离子
水至终体积 IT&1。0型胶原和 7FG扩增条件：UH[
预变性 T 4+-，UH[ TR &，TS[ ?R &，JI[ HT&，最后
JI[延伸 J 4+-，循环 IT个。同时以!E%#’+-基因作
为内部质控。扩增产物经 0_IY琼脂糖凝胶电泳，
凝胶成像系统测定光密度，分别计算各基因与!E
%#’+-基因的光密度比值。
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!"#"$ !"#$%&#’ ()"$ 检测人成骨样 *+ ,- 细胞
./0!1干预后 23+4 50!1的表达：参照分子克隆实
验指南进行操作。分别取对照组和实验组总 0!1
67!8，9:6;甲醛琼脂糖变性胶电泳，转尼龙膜，将
纯化回收的用"<-6=<>23=标记 ?@!1探针（#<A?$/’为
内对照），,BC杂交，6 D EE2F7:7G; E@E洗膜 9G 5/’

D 6次，7:G D EE2F7:G;E@E G7C洗膜 9G 5/’ D 6次，
用 3HI%""’ 6777 J5A8&KLA’$ G:9成像分析系统扫描图
像，并行条带光密度检测。

!"#"% 引物设计：用 =20 @&./8’&#软件设计，引物由
上海博亚生物技术有限公司合成。

引物序列如下：

正向 反向

#<A?$/’ GM<322 3+3 ++2 132 212 +11 123<-M GM<+11 +21 333 +2+ +3+ +12 +13<-M
23+4 GM<221 1++ 122 111 22+ 3++ 3<-M GM<312 322 121 +11 333 1+2 32+<-M
9 型胶原 GM<122 1+2 132 122 233 1+2 12<-M GM<23+ +32 23+ 13+ +21 111 23<-M
1N= GM<122 32+ 33+ 121 223 ++1 1+<-M GM<+3+ 11+ 12+ 3++ +11 3++ 32<-M

!"#"& 蛋白质抽提及O&.$&#’ ()"$分析：蛋白质的提
取：倾去培养瓶中培养基，=PE洗 6 次，每瓶加入三
去污蛋白裂解液 Q77!)（G7 55")FN 3#/.<R2)（IRB:7），
9G7 55")FN !A2)，9;3#/$"’ S<977，7:6; !A!-，7:G;
去氧胆酸钠，97!8F5) 1I#"$/’’/’，9!8F5) =*E4），冰
上放 67 5/’，用细胞刮刮取细胞，转移至 9:G 5) T=
管中。用 P#A>U"#> 法测蛋白含量后放 V W7C冰箱保
存。

O&.$&#’ ()"$分析参照分子克隆实验指南。取细
胞 Q7!8总蛋白与 Q D E@E加样缓冲液混匀，XGC加
热蛋白变性 G 5/’，点样于 97;E@E<=1+T胶中电泳，
转移至 =Y@4膜上。含 G;脱脂奶粉的 =PE封闭 9 %
后，用含羊抗人 23+4 多克隆抗体（9 Z G77 稀释）
（EA’$A 2#L[公司）=PE 温育 9 %，=PE 洗膜 G 5/’ D -
次，用含辣根过氧化物酶标记抗羊二抗（9 Z 6777 稀
释）（EA’$A 2#L[ 公司）=PE 温育 9 %，洗膜后，T2N
（EA’$A ?#L[公司）发光自显影，洗片显带。同一张膜
洗脱后，用 9 Z 9777 稀释的羊抗鼠#<A?$/’（ .?<9,9,
EA’$A 2#L[公司）一抗，辣根过氧化物酶标记抗羊二
抗（9 Z6777稀释）（EA’$A 2#L[公司）重新杂膜，发光自
显影，洗片显带作为内对照。所有杂交信号在成像

分析仪系统测定条带密度。

!"#"’ 细胞活力的测定（*33法）：将 *+ ,-细胞以
每孔 - D 976 细胞的浓度接种于 X, 孔培养板，培养
6Q %后，分别用 -对 ./0!1及阴性对照 ./0!1均以
977 ’5")FN浓度转染。Q %后按终体积 97;加新鲜
小牛血清，继续培养 QB %后加入 67!) *33溶液（G
58F5)），继续培养 Q %，吸去培养液，加入 9G7 !)
@*E\，振荡，充分溶解结晶，酶联免疫检测仪测定各
孔光吸收值，测定波长为 GW7 ’5。细胞存活率 ]实
验组 \@值F空白对照组 \@值。
!"( 统计学处理
各实验独立重复 -次，重复性好。所选图表为

重复实验的结果之一。数据以均数 ^ 标准差（!! ^
"）表示，组间比较用方差分析。所有统计分析均采
用 E=EE 97:7统计软件进行分析。

# 实验结果

#"! 与空白对照组相比，转染 ./0!1 9、./0!1 - 的
*+ ,- 细胞 23+4 50!1 和蛋白表达明显下调，
./0!1 9组 23+4蛋白抑制率可达 W7;，转染 ./0!1
6及非特异性 ./0!1的 *+ ,- 细胞 23+4 50!1和
蛋白的表达无明显变化（见图 9），这说明针对 23+4
不同片断设计的 ./0!1可有效抑制 *+ ,-细胞

图 ! ./0!1干预对人成骨样 *+ ,-细胞 23+4 50!1和蛋白表达的影响

注：与对照组比较，" # _ 7:79；9、6、-、Q、G分别表示空白对照组、非特异性 ./0!1、./0!1 9、./0!1 6、./0!1 -组；平均光密度比值为

23+4光密度F#<A?$/’平均光密度
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!"#$ %&’(和蛋白表达。
!"! 与空白对照组相比，转染 )*&’( +、)*&’( , 的
-# .,细胞!型胶原、(/0 %&’(表达明显下调，尤
以 )*&’( + 组下调明显，转染 )*&’( 1 及非特异性

)*&’(的 -# .,细胞!型胶原、(/0 %&’(的表达则
无明显变化（见图 1），说明 -# .,细胞分泌的 !"#$
可调节!型胶原、(/0 %&’(表达，是促进 -# .,细
胞分化的重要因素。

图 ! )*&’(干预对人成骨样 -# .,细胞 +型胶原和 (/0 %&’(的表达的影响

注：与空白对照组比较，! ! 2 343+；与空白对照组比较，5 ! 2 3436；+、1、,、7、6分别表示空白对照组、非特异性 )*&’(、)*&’(

+、)*&’( 1、)*&’( ,组；平均光密度比值为!型胶原光密度8"9:;<*=平均光密度或 (/0光密度8"9:;<*=平均光密度

!"# 与空白对照组相比，转染 )*&’( +、)*&’( , 的
-# .,细胞活力明显降低，其中 )*&’( +组细胞活力
的下降最显著，而转染 )*&’( 1 及非特异性 )*&’(
的 -# .,细胞活力则无明显改变（见图 ,），这说明
!"#$是维持成骨细胞存活的重要因子。

图 # )*&’(干预对人成骨样 -# .,细胞细胞活力的影响

注：与空白对照组比较，! ! 2 3436；+、1、,、7、6分别表示空白对照

组、非特异性 )*&’(、)*&’( +、)*&’( 1、)*&’( ,组；细胞存活率 >
实验组 ?@值8空白对照组 ?@值

# 讨论

&’( 干扰是一种转录后基因沉默机制，即
%&’(被结合后即被降解或被相应的反义 &’(8蛋
白质封闭，从而阻止 %&’( 修饰和翻译，这种 &’(
水平的基因调控比转录水平基因沉默现象更普

遍［,］。&’(干扰具有高特异性、高效、持久的特点，
目前已广泛应用于基因功能的研究。本研究中，我

们针对人 !"#$ %&’( 773、AB6、C+3位点设计、合成
,对 1+ 核苷酸 )*&’(，以 +33 =%DE8/浓度在脂质体
介导下转染人成骨样 -# .,细胞，观察其对人成骨

样 -# .,细胞 !"#$基因表达和功能的影响。结果
表明，体外转录合成的 )*&’( +（对应于 773 位点）、
)*&’( ,（对应于 C+3 位点）转染人成骨样 -# ., 细
胞后，能够有效地抑制 !"#$ %&’(和蛋白的表达，
其中 )*&’( +的抑制作用更为显著，可将 !"#$蛋白
抑制达 B3F以上，)*&’( 1（对应于 AB6位点）则对人
成骨样 -# .,细胞 !"#$的表达无明显作用。通过
本研究，我们筛选出能够高效抑制 !"#$基因表达
的 )*&’(，为今后研究 !"#$在成骨细胞中的功能进
一步奠定了实验基础。

结缔组织生长因子是 !!’（为 !"#$、!GH .+、
’?I第一个字母的缩写）的成员，是一种多功能的
生长因子，参与了体内多种病理生理过程。!"#$不
仅可促进诸如成纤维细胞、血管平滑肌细胞、软骨细

胞等的增殖，还可增加!型胶原、纤黏连蛋白、#6整
合素的表达，促进细胞外基质的积聚，在胚胎发育、

肿瘤形成、动脉粥样硬化、纤维化疾病及骨折愈合中

发挥重要作用［7，6］。我们以往的研究结果显示，在人

成骨细胞整个培养期内均检测到 !"#$ %&’(表达，
于增殖期达高峰，其后迅速下调，至基质成熟期其表

达水平逐渐上调，并维持至矿化期，提示 !"#$可能
与成骨细胞的增殖、分化有关［.］。’*)J*K:等［B］研究
表明，H!"#$轻度促进 L:?L91 细胞和 -! , " ,9M +
细胞的增殖，却能明显上调骨基质蛋白如 +型胶原、
骨桥素和 ?! %&’(的表达，提示 !"#$主要与成骨
细胞的分化有关。’:N:=*)J*［A］对过度表达 !"#$ 的
转基因小鼠的研究表明，过度表达 !"#$的转基因
小鼠骨密度（尤其是后肢骨密度）明显降低；OP［C］对
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骨质硬化的大鼠研究发现，该大鼠的颅骨、股骨

!"#$表达显著升高；这些研究说明 !"#$可能在维
持骨代谢平衡方面具有重要的作用。此外，我们以

前的研究还显示，雌二醇呈时间、剂量依赖性下调增

殖期成骨细胞 !"#$ 表达［%］，因此我们推测，!"#$
可能与雌激素的骨保护作用有关，并参与绝经后骨

质疏松症的发生。但成骨细胞中 !"#$表达下调所
引起的生物学效应目前尚不清楚。在本研究中，我

们发现，在 &’()* + 组、&’()* , 组，随 !"#$表达下
调，成骨细胞的功能基因!型胶原、*-. /()*表达
明显下调，而在 &’()* 0组!型胶原、*-. /()*表
达则无明显变化。此外，我们还观察到，在 &’()* +
组、&’()* ,组，!"#$表达下调可引起人成骨样 1#
%,细胞存活率显著降低，这说明，!"#$是维持成骨
细胞存活及分化的所需重要因素。!"#$在人成骨
样 1# %,细胞表达下调，不仅降低 1# %,细胞的存
活率，还可抑制细胞分化相关基因（!型胶原、*-.）
的表达。这一研究结果同时还提示：在人成骨样

1# %,细胞可能存在一个 !"#$自分泌环（234567’89
:55;），!"#$可能作为一种自分泌细胞生长、存活因
子，通过作用于自身受体（可能为一种分子量为

0<===的配体>受体复合物［+=］），影响其自身的增殖、
分化。从目前的研究结果来看，!"#$表达下调可降
低人成骨样 1# %,细胞的存活，下调!型胶原、*-.
的表达，但其是否参与雌激素的骨保护作用仍有待

进一步研究。

总之，通过本研究，我们发现：针对 !"#$ /()*
??=、@+=位点合成的 &’()*可有效抑制人成骨样1#
%,细胞 !"#$的表达；!"#$表达下调不仅降低 1#
%,细胞的存活率，还可下调人成骨样 1# %,细胞功
能基因!型胶原、*-.的表达，这说明 !"#$在维持
骨代谢平衡方面具有重要的作用。
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