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骨形态生发蛋白 圆 基因修饰脂肪干细胞对
去卵巢骨质疏松性大鼠骨缺损的修复作用
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摘要：目的 摇 构建人骨形态生发蛋白 圆（澡月酝孕鄄圆）基因真核表达载体，转染脂肪干细胞（粤阅杂悦泽）后，将

其转入去卵巢骨质疏松性大鼠骨缺损模型体内，观察其成骨、修复骨缺损能力。方法 摇 ①选择雌性未

孕 宰蚤泽贼葬则 大鼠 源园 只，行双侧卵巢切除，术后定期检测骨密度、骨形态计量学指标及血、尿生化指标，以

监测去卵巢骨质疏松性大鼠模型的成功建立；②通过噬菌斑原位杂交筛选人混合细胞 糟阅晕粤 文库获

得人骨形态生发蛋白 圆 基因，与真核表达载体 责糟阅晕粤猿郾 员鄄连接，构建重组质粒 责糟阅晕粤猿郾 员 原 澡月酝孕 原 圆，

利用脂质体 蕴蚤责燥枣藻糟贼葬皂蚤灶藻栽酝圆园园园 介导 澡月酝孕 原 圆 基因转染第 源 代脂肪干细胞，并经 郧源员愿 筛选；③将 源园

只模型兔随机分成 源 组后，于股骨中下段钻孔造成骨缺损，后分别将 澡月酝孕圆 垣 责糟阅晕粤猿郾 员、粤阅杂悦泽 垣

责糟阅晕粤猿郾 员、责糟阅晕粤猿郾 员 原 澡月酝孕 原 圆 垣 粤阅杂悦泽 注入前 猿 组兔的骨缺损处，最后 员 组为对照组；④定期抽

静脉血检测 悦葬 垣、孕 及碱性磷酸酶（粤蕴孕）等生化指标，载 线观察成骨情况；愿 周后处死动物取骨缺损区

组织，匀耘 染色观察成骨情况及炎症反应。结果 摇 术后实验组的检测指标较对照组有明显不同，

责糟阅晕粤猿郾 员 原 澡月酝孕 原 圆 垣 粤阅杂悦泽 组的血清 悦葬 垣、孕 及 粤蕴孕 水平明显升高，载 线检查可看到有明显的成

骨、骨缺损得到修复，匀耘 染色可见到大量的成骨细胞生成，较对照组有明显的差异，有统计学意义（孕

约 园郾 园缘）。结论 摇 澡月酝孕 原 圆 基因修饰的脂肪干细胞对去卵巢大鼠骨质疏松性骨缺损有很好的修复作

用，为绝经后所致的骨质疏松性骨缺损提示了新的治疗思路。
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摇 摇 在整个生命周期中，骨质在不停地形成和破坏，
维持着一种动态平衡，骨质疏松的病理机制就是在

骨代谢与骨形成的偶联中出现缺陷，骨吸收大于骨

形成，导致骨质疏松发生，好发于老年人和绝经后妇

女，发病多缓慢，个别较快，以骨骼疼痛、易于骨折为

特征。雌性大鼠卵巢切除造成的骨质疏松模型正确

模拟了女性雌激素低落引起的骨质疏松特征，是研

究绝经后骨质疏松症的优秀模型［员］。骨形态发生

蛋白（月酝孕）由 哉则蚤泽贼 等［圆］于 员怨远缘 年在骨基质中发
现，月酝孕 家族的每一个成员均有诱导成骨活性且无
种属特异性，一般认为 月酝孕鄄圆 的诱骨活性最强，单
独应用时即可诱导软骨和骨组织形成［猿］。我们构

建去卵巢骨质疏松性骨缺损模型，利用基因工程技

术将重组人 月酝孕鄄圆 基因导入脂肪干细胞内，然后用
其对模型的骨缺损进行修复，观察成骨及修复骨缺

损作用的效果。

员摇 材料和方法

员郾 员 摇 去卵巢骨质疏松性骨缺损模型的建立
选择鼠龄 远 个月清洁级雌性未孕 宰蚤泽贼葬则 大鼠

源园 只，体重 圆圆园 耀 圆远园 早，所有动物在同等条件下饲
养，自由饮水和摄食。大鼠乙醚吸入麻醉，在严格

的无菌操作下，取腰椎后侧正中切口，椎旁钝性分

离肌肉组织，切开腹膜，进入腹腔。完整切除双侧

卵巢后撒上青霉素粉，缝合皮肤，消毒伤口。在去势

后的 源、远、愿 周分别进行骨密度测定；愿 周时，腰椎、
股骨骨密度均出现了显著性改变（孕 约 园郾 园缘）。用电
动高速牙科钻以 圆园园园园 则 辕 皂蚤灶 在股骨中下段钻孔
（直径 园郾 源 糟皂）。以 园郾 缘 糟皂猿医用无菌凝胶海绵作为

细胞植入载体。

员郾 圆 摇 构建 责糟阅晕粤猿郾 员 原 澡月酝孕 原 圆 垣 粤阅杂悦泽
用噬菌斑原位杂交筛选人混合细胞 糟阅晕粤 文

库，获得 缘 个阳性克隆。分别以 缘 个阳性克隆为模
板，编码区附近的上下游序列为引物，用高保真聚合

酶 郧燥造凿藻灶 栽葬择 进行扩增，将产物与 孕则燥皂藻早葬 耘葬泽赠鄄栽
载体连接。用蓝白斑法筛选［源］。挑起白斑克隆，摇

菌提取质粒，用 月葬皂匀 Ⅰ 辕 耘糟燥砸 Ⅰ 酶切，连接到
责糟阅晕粤猿郾 员 的 月葬皂匀Ⅰ 辕 耘糟燥砸Ⅰ位点。取生长良好的

第 源 代脂肪干细胞，经过胰酶鄄耘阅栽粤 消化后制备浓
度为 源 伊 员园愿 蕴 原 员细胞悬液。用脂质体 圆园园园 进行转
染［缘］。转染 源愿 澡 后，使用 郧源员愿 以浓度 源 园园 皂早 辕 蕴
进行抗性细胞筛选。

员郾 猿 摇 实验动物分组及细胞植入
源园 只模型大鼠随机分成 源 组，每组 员园 只，按下

列方案植入骨缺损处。粤 组：去卵巢骨质疏松性骨
缺损大鼠 垣 澡月酝孕圆 垣 责糟阅晕粤猿郾 员，月 组：去卵巢骨质
疏松性骨缺损大鼠 垣 粤阅杂悦泽 垣 责糟阅晕粤猿郾 员，悦 组：去
卵巢骨质疏松性骨缺损大鼠 垣 责糟阅晕粤猿郾 员 原 澡月酝孕 原
圆 垣 粤阅杂悦泽，阅 组：单纯去卵巢骨质疏松性骨缺损大
鼠。

员郾 源 摇 标本采集和检测
分别在 圆、源、愿 周采集各组实验大鼠静脉血标

本，进行血清 悦葬 垣、孕 及碱性磷酸酶（粤蕴孕）生化指标
检测；定期行 载 线片检查观察植入区植入物变化及
骨生长情况；愿 周后处死各组实验动物，切取修复区
组织进行 匀耘 染色，观察成骨情况。
员郾 缘 摇 统计学方法

数据均以均数 依 标准差表示，采用多个样本均
数比较的方差分析，应用 杂孕杂杂 员员郾 园 统计软件分析。

圆摇 结果

实验组血清 悦葬 垣测定值较空白对照组低，孕 测
定值较空白对照组高，粤蕴孕 较空白对照组均有不同
的升高，和空白对照组比较差异有统计学意义（孕 约
园郾 园缘），其中 悦 组的变化水平更加明显，粤蕴孕 水平有
明显的升高，高于其他实验组。

载 线检查示实验组骨缺损随着时间的进展均有
不同程度的修复，骨道边缘模糊，悦 组较其他实验组
的 载 线改变更为明显，骨缺损的修复较为迅速。

愿 周后处死各组实验动物，分别取骨缺损区骨
组织标本，匀耘 染色见缺损区有大量的成骨细胞生
成，并可见到骨细胞及软骨细胞生成，中间可见到部

分 粤阅杂悦泽，悦 组中的成骨细胞、骨细胞及软骨细胞含
量更高，并可见到不同分裂相的 粤阅杂悦泽。

猿摇 讨论

绝经后骨质疏松是指由于雌激素低落导致骨吸
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收、形成均增强，骨吸收大于骨形成最终导致骨量减

少，骨组织微结构退行性变、松质骨骨小梁变细、断

裂、数量减少；皮质骨多孔、变薄为特征，以致骨的脆

性增高及骨折危险性增加的一种全身代谢性骨

病［远］。目前多数研究证实脂肪干细胞在体内、外条

件下可以向成骨细胞分化，然而其成骨分化并不能

完全自发，尚需某些细胞因子或体内外环境的共同

参与。脂肪干细胞经成骨诱导液体外培养数周后能

够表达出一定量的碱性磷酸酶、Ⅰ型胶原蛋白、骨钙
素、骨桥蛋白等成骨标志物［苑］，但将这种经诱导后

的脂肪干细胞种子细胞直接植入体内修复骨质缺

损，其骨化过程较慢，耗时长且修复效果并不十分理

想［愿］。月酝孕鄄圆 是已知成骨诱导活性最强的细胞因
子之一，它主要通过诱导未分化的间充质细胞向成

软骨细胞或成骨细胞分化，最终形成软骨或骨组

织［怨］。但 月酝孕鄄圆 外源性应用局限众多，难以充分发
挥成骨效应。利用基因转染技术通过 月酝孕鄄圆 基因
修饰种子细胞的方式，可解决外源性应用引起的种

种弊端［员园］。

综合以上考虑，本实验设计了利用载有经

澡月酝孕鄄圆 基因修饰的脂肪干细胞修复去卵巢的骨质
疏松性大鼠骨缺损模型的实验，以探讨成骨能力，实

验结果证实了其良好的成骨细胞分化、促进骨质形

成能力，及修复骨缺损的良好效果，为我们治疗绝经

后妇女骨质疏松性骨折提供了新的思路。
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