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过表达 ＣＯＬＩＡ１ｃＤＮＡ 腺病毒感染 ＴＴ 型成骨细胞株后
对其生物学性能影响的研究
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摘要： 目的　本实验前期研究发现 Ｉ型胶原α１链基因-１９９７Ｇ→Ｔ纯合突变可降低成骨细胞生物学性能。 现利用基因重组技
术提高 ＴＴ型成骨细胞 ＣＯＬＩＡ１基因 ｍＲＮＡ的表达水平，观察能否逆转 ＣＯＬＩＡ１基因-１９９７Ｇ→Ｔ突变对 ＴＴ型成骨细胞生物学
性能的影响。 方法　构建过表达 ＣＯＬＩＡ１基因的腺病毒载体，并感染 ＴＴ型成骨细胞。 比较感染后 ＴＴ型成骨细胞 Ｉ型胶原α１
链 ｍＲＮＡ的表达水平、Ｉ型胶原的含量、细胞基质钙含量以及钙结节数量的差异。 结果　过表达 ＣＯＬＩＡ１基因的腺病毒载体感
染后，ＴＴ型成骨细胞 Ｉ型胶原α１链 ｍＲＮＡ的表达水平、Ｉ型胶原的含量、细胞基质钙含量以及钙结节数量较未感染组及空病
毒组有显著提高，差异有统计学意义。 结论　利用腺病毒载体提高 ＴＴ型成骨细胞的 Ｉ型胶原α１ 链 ｍＲＮＡ的表达水平，可增
加 Ｉ型胶原的含量、细胞基质钙含量以及钙结节数量。 ＴＴ型成骨细胞 Ｉ型胶原合成的减少导致细胞外基质减少，导致钙质沉
着部位不足可能是-１９９７Ｇ／Ｔ患者 ＢＭＤ降低的原因。
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Abstract： Objective　Based on the findings that the homozygotic mutation of G to T in α１ chain-１９９７ could lower the
biochemical functions in osteoblasts in our preliminary study， to enhance COLIA１ mRNA expression level using recombinant DNA
technology in TT genotype osteoblasts， and to observe whether it could reverse the effect of COLIA１-１９９７ G→T mutation on the
biology performance in TT genotype osteoblasts．Methods 　The COLIA１cDNA over-expression adenovirus vector was constructed
and used to infect TT genotype osteoblasts．The expression level of COLIA１ mRNA， the content of type I collagen， the content of
the calcium in cell matrix， and the amount of calcium nodules in infected TT genotype osteoblasts were detected and analyzed．
Results　After the infection of COLIA１cDNA over-expression adenovirus vector in TT genotype osteoblasts， the expression level
of COLIA１ mRNA， the content of type I collagen， the content of the calcium in cell matrix， and the amount of calcium nodules
increased significantly compared with those in uninfected group and non-virus group （P ＜０畅０５）．Conclusion 　The expression
level of COLIA１ mRNA increases after the infection of COLIA１cDNA over-expression adenovirus vector in TT genotype
osteoblasts， leading to an improvement of the content of type I collagen， calcium in cell matrix， and the amount of calcium nodules．
The lower content of synthesized type I collagen in TT genotype osteoblasts results in the decrease of extracellular matrix， leading to
insufficient site for calcium deposition， which maybe the cause of low BMD in TT genotype patients．
Key words： Type I collagen； Polymorphism； -１９９７ site； Osteoblast

　　Ｉ型胶原是构成骨基质的重要成分，约占骨有
机质的 ９０％，是维持骨构架和骨生物力学特性的关
键部分。 正常骨组织中胶原纤维排列紧凑形成板层

样结构，多层胶原纤维板以互相垂直的方向交织在
一起。 这种结构可以防止微裂痕的延伸。 而骨质疏
松患者骨内胶原纤维排列成疏松的网状且矿化不

全，致使骨脆性增加，骨强度降低。 因此 Ｉ 型胶原的
改变在骨质疏松症的发病中起重要作用。 本实验前
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期研究了 Ｉ型胶原在骨质疏松症的发病中所起的作
用。 通过对成都地区绝经后妇女的研究发现
ＣＯＬＩＡ１基因-１９９７Ｇ／Ｔ 位点多态性存在三种基因
型：ＧＧ 型：野生纯合子型；ＧＴ 型：杂合突变型；ＴＴ
型：纯合突变型。 ＴＴ 基因型患者的 ＣＯＬＩＡ１ｍＲＮＡ
表达水平和骨密度显著低于 ＧＧ 和 ＧＴ 型患者，且
ＴＴ基因型患者的骨组织的生物力学强度也略低于
ＧＧ和 ＧＴ型患者。 认为-１９９７Ｇ／Ｔ 的纯合突变能影
响 ＣＯＬＩＡ１基因的表达和 Ｉ 型胶原的合成，导致骨
基质矿化不足，从而导致 ＢＭＤ 降低，骨的生物力学
性能下降

［１-３］ 。
进一 步 研 究 发 现 ＴＴ 型 成 骨 细 胞 的

ＣＯＬＩＡ１ｍＲＮＡ表达量、Ｉ型胶原含量，细胞基质钙含
量及钙结节数量均较 ＧＧ、ＧＴ 型低。 推测-１９９７Ｇ／Ｔ
的纯合突变能影响 ＣＯＬＩＡ１ 基因的表达和 Ｉ 型胶原
的合成，导致骨基质矿化不足，从而导致 ＢＭＤ降低，
可能是绝经后骨质疏松症 ＢＭＤ 降低的发病机制。
现设想采用基因重组技术提高 ＴＴ 型成骨细胞的
ＣＯＬＩＡ１ｍＲＮＡ表达量和 Ｉ 型胶原的合成和分泌，探
讨能否逆转上述病理过程，进一步证实绝经后骨质
疏松症 ＢＭＤ降低的发病机制。

1　材料
1畅1　主要仪器与试剂

主要仪器：
超净工作台，丹麦 Ｈｅｔｏ-Ｈｏｔｅｎ 公司；５％ＣＯ２孵

箱，日本 ＳＡＮＹＯ 公司；紫外-可见分光光度计，美国
ＰＥＲＫＩＮ ＥＬＭＥＲ公司； ＦＴＣ２０００实时荧光定量基因
扩增仪，加拿大枫岭公司；微型台式离心机，日本
Ｓａｎｙｏ公司；微量移液器，法国 Ｇｉｌｓｏｎ 公司；水平电
泳仪，美国 ＢＩＯ-ＲＡＤ 公司；凝胶成像系统（Ｇｅｌ Ｄｏｃ
１０００），美国 ＢＩＯ-ＲＡＤ公司。

主要试剂：
ＤＭＥＭ 高糖培养基 Ｇｉｂｃｏ 公司；胎牛血清；

Ｈｙｃｏｌｏｎ生物公司，限制性内切酶 Ｅｃｏ３１Ｉ， Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ
公司；ｄＮＴＰ，美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；Ｍａｒｋｅｒ，北京天为时
代生物公司；ＴａｑＤＮＡ聚合酶，立陶宛ＭＢＩ 公司；人 Ｉ
型胶原 ＥＬＩＳＡ 试剂盒，Ｓｉｇｍａ 公司；ＤＮＡ 提取试剂
盒，上海生物工程有限公司。

2　方法
2畅1　重组 ＣＯＬＩＡ１基因腺病毒载体的构建

重组 ＣＯＬＩＡ１基因腺病毒载体构建委托上海吉
凯生物公司完成。

2畅2　分组
实验分三组：Ａ 组：ＴＴ型成骨细胞株组； Ｂ 组：

ＴＴ型成骨细胞株过表达 ＣＯＬＩＡ１ｃＤＮＡ 腺病毒载体
感染组； Ｃ组：ＴＴ型成骨细胞株空腺病毒载体感染
组。
2畅3　重组 ＣＯＬＩＡ1基因腺病毒载体感染 ＴＴ型成骨
细胞

将 Ａ、Ｂ、Ｃ三组细胞株调整细胞浓度为 ５ ×１０５

个／ｍＬ分别接种于 ６ 孔板，５ ｍＬ／孔。 待细胞爬满
８０％孔底时，开始转染腺病毒。 Ａ 组加入细胞培养
液 ２０ μＬ；Ｂ组加入 ＣＯＬＩＡ１基因过表达腺病毒载体
２０ μＬ；Ｃ加入空载体 ２０ μＬ，之后进行成骨细胞生
物学性能测定。 每组实验重复三次。
2畅4　成骨细胞生物学性能的测定
2畅4畅1　成骨细胞 ＣＯＬＩＡ１ ｍＲＮＡ表达量的测定：培
养 ７２ ｈ后用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ。 以其中的ｍＲＮＡ
作为模板，用逆转录试剂盒，按说明书逆转录合成
ｃＤＮＡ，在 ＰＣＲ 仪上进行扩增，然后进行 ＲＴ-ＰＣＲ。
ＣＯＬⅠ Ａ１ 基因扩增引物序列：上游引物： ５ ’-
ＡＣＣＡＧＣＡＴＣＡＣＣＣＴＴＡＧＣＡＣ-３’； 下游引物： ５ ’-
ＣＴＧＧＴＣＣＴＧＡＴＧＧＣＡＡＡＡＣＴ-３’。 扩增体系： ｃＤＮＡ
５０ ｎｇ，２５ ｍＭ ＭｇＣｌ２ ２ μＬ，１００ ｎｇ／μＬ 引物各 ０畅１７
μＬ，１０ ×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ２１５ μＬ，Ｔａｑ酶 １ Ｕ，加去离子水
至终体积 ２５ μＬ。 反应条件：９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ， 随
后进入循环：９４ ℃变性 ３０ ｓ，退火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸
６０ｓ，３０个循环，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 取产物用琼脂糖
凝胶电泳，经溴化乙锭染色在凝胶成像系统上扫描
测定目标基因和β-２ａｃｔｉｎ内参照基因的电泳条带灰
度积分二者比值代表目标基因的相对表达含量。
2畅4畅2　Ｉ 型胶原含量的测定：培养 ７２ｈ 后根据人 Ｉ
型胶原 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书进行 Ｉ 型胶原含量测
定。 其主要步骤如下：①实验开始前 ２０ ｍｉｎ从冰箱
中取出试剂盒，以平衡至室温（２０ ～２５ ℃）。 ②取出
酶标板，倾去孔中液体，用洗涤液洗板 １ 次，滤纸上
拍干。 ③建立标准曲线：设标准孔 ８孔，每孔加入样
品稀释液 １００ μＬ，第一孔加标准品 １００ μＬ，混匀后
用加样器吸出 １００ μＬ，移至第二孔。 如此反复作对
倍稀释至第七孔，最后，从第七孔中吸出 １００ μＬ 弃
去，使之体积均为 １００ μＬ。 第八孔为空白对照。 ④
待测孔中每孔加入细胞上清液 １００ μＬ。 将反应板
置 ３７ ℃ １２０ ｍｉｎ。 用洗涤液将反应板充分洗涤 ４ ～
６ 次，向滤纸上印干。 每孔中加入第一抗体工作液
５０ μＬ。 将反应板充分混匀后置 ３７ ℃ ６０ ｍｉｎ 用洗
涤液将反应板充分洗涤 ４ ～６次，向滤纸上印干。 每
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孔加酶标抗体工作液 １００ μＬ。 将反应板置３７ ℃ ６０
ｍｉｎ ，洗板同前。 每孔加入底物工作液 １００ μＬ，置
３７ ℃暗处反应 ５ ～１０ ｍｉｎ。 每孔加入 ５０ μＬ终止液
（硫酸）混匀。 在 ４９２ ｎｍ 处测吸光值。 每组样品设
３个复孔。
2畅4畅3　细胞基质钙含量测定：培养 １８ｄ后开始测细
胞基质钙含量。 吸出培养基， ｐｂｓ 冲洗 ２ 遍，用
０畅２％ＮａＯＨ １ ｍｌ 溶解细胞及间质，于 ４２２畅７ ｎｍ 波
长，在原子吸收分光光度仪上测定每孔总 Ｃａ２ ＋

含

量。
2畅4畅4　钙结节数量测定：培养 １８ ｄ 后进行茜素红
染色，在倒置相差显微镜下计每孔钙结节数量。 计
数由两位实验室技师独立进行，如有分歧由上级技
师裁定

2畅4畅5　统计学方法：所有数据均采用 珋x ±s 表示，利
用 ｓｐｓｓ１２畅０软件进行统计分析，组间比较采用单因
素方差分析，P ＜０畅０５为差异有统计学意义。

3　结果
3畅1　过表达 ＣＯＬＩＡ1ｃＤＮＡ腺病毒载体构建检测结
果

从含有 ＣＯＬＩＡ１ 基因 ｃＤＮＡ 文库中，利用 ＰＣＲ
方法钓取 ＣＯＬＩＡ１ 基因。 将 ＣＯＬＩＡ１ 基因与酶切线
性化的载体进行定向连接，其产物转化细菌感受态
细胞。 对长出的克隆先进行菌落 ＰＣＲ 鉴定，再对
ＰＣＲ鉴定阳性的克隆进行测序和比对分析，比对正
确的克隆即为构建成功的目的质粒。 我们得到的测
序结果与目标基因序列匹配率达 ９９％。 说明目标
基因克隆成功。
3畅1畅1　质粒表达 ｗｅｓｔｅｒｎ-ｂｌｏｔ 检测结果：ｐＤＣ３１５-
ＣＯＬ１Ａ１质粒为 ＣＯＬ１Ａ１ 的过表达腺病毒载体，是
目的基因融合 ＦＬＡＧ 共同表达；表达克隆中插入目
的基因片段大小：４３９５ｂｐ。
通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ｐＤＣ３１５-ＣＯＬ１Ａ１ 质粒

转染２９３Ｔ的样品，可以观察到１３０ＫＤｒ-２５０ＫＤｒ间检
测到特征条带。 其大小和 ＣＯＬ１Ａ１-ＦＬａｇ 融合蛋白
（１６１ＫＤｒ＋２ＫＤｒ ＝１６３ＫＤｒ）相吻合。 据此可以判断
ＣＯＬ１Ａ１表达。 说明重组质粒构建成功。 结果如图
１所示。
3畅1畅2　腺病毒感染表达 ｗｅｓｔｅｒｎ-ｂｌｏｔ 检测结果：通
过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测重组质粒腺病毒感染 ２９３Ｔ 的
样品，可以观察到 １３０ＫＤｒ-２５０ＫＤｒ 处有条特征带，
其大小和 ＣＯＬ１Ａ１ -ＦＬａｇ 融合蛋白 （ ～１６１ＫＤｒ ＋
２ＫＤｒ＝～１６３ＫＤｒ）相吻合。 因此可以判断 ＣＯＬ１Ａ１-

图 1　质粒表达 ｗｅｓｔｅｒｎ-ｂｌｏｔ检测结果
Fig．1　Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｓｍｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

Ｍ 为 Ｍａｒｋｅｒ；ＷＢＳＴＤ００１： ＷＢ标准品：带 ３倡ＦＬＡＧ 标签，融合 ＧＦＰ 基
因（分子大小：４８ＫＤｒ）；ｃｏｎ 为 ２９３Ｔ 细胞样品；ＫＬ１２０２Ｘ-１，-２ 为目的质
粒［ｐＤＣ３１５-ＣＯＬ１Ａ１ ］转染 ２９３Ｔ后样品；一二抗稀释比例为 １∶５ ０００

　

Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ 表达 ＣＯＬ１Ａ１。 说明重组质粒腺病毒包
装成功。 结果如图 ２所示。

图 2　腺病毒感染表达 ｗｅｓｔｒｅｎ ｂｌｏｔ 检测结果
Fig．2　Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｖｅｃｔｏｒ
Ｍ 为 Ｍａｒｋｅｒ；ＷＢＳＴＤ００１： ＷＢ 标准品：带 ３倡ＦＬＡＧ 标签，融合 ＧＦＰ
基因（分子大小：４８ＫＤｒ）；Ｃｏｎ 为 ２９３Ｔ 细胞样品；２０ｕｌ，１００ｕｌ，５００ｕｌ
为不同量目的病毒【 ＣＯＬ１Ａ１-Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ 】感染 ２９３Ｔ 后样品； 一二

抗稀释比例为 １∶５００

　

综上可知过表达 ＣＯＬＩＡ１ 基因腺病毒载体构建
成功。
3畅2　各组成骨细胞株的 ＣＯＬＩＡ１ ｍＲＮＡ 表达量的
测定

结果显示 Ａ，Ｂ，Ｃ三组的 ＣＯＬＩＡ１ｍＲＮＡ表达量
分别为： ０畅４９６５ ±０畅０５５４９、 ０畅５６６２ ±０畅０４２４２、
０畅４９３６ ±０畅０６１４３。 Ａ，Ｃ组 ＣＯＬＩＡ１ｍＲＮＡ表达量低
于 Ｂ组，差异有统计学意义（P ＜０畅０５）。 Ａ 组与 Ｃ
组的 ＣＯＬＩＡ１ｍＲＮＡ 表达量无统计学意义 （ P ＞
０畅０５）见图 ３。
3畅3　Ｉ型胶原含量的测定

Ａ，Ｂ，Ｃ 三组的 Ｉ 型胶原含量分别为：０畅５６７０ ±
０畅０６９８７、０畅６４４８ ±０畅０４１１７、０畅５６８８ ±０畅０５９５３。 Ａ，Ｃ
组 Ｉ型胶原含量低于 Ｂ 组，差异有统计学意义（P ＜
０畅０５），而 Ａ、Ｃ组之间无明显差异（P ＞０畅０５）见图 ４。
3畅4　细胞基质钙含量以及钙结节数量的测定

细胞基质钙含量 Ａ 组（０畅４６９７ ±０畅０５３５１）和 Ｃ
组 （ ０畅４８８２ ±０畅０４９６１ ） 低于 Ｂ 组 （ ０畅５７２５ ±
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图 3　三组间 ＣＯＬＩＡ１ｍＲＮＡ表达水平的比较
Fig．3　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ＣＯＬＩＡ１ｍＲＮＡ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ

　

图 4　三组间 Ｉ型胶原合成量的比较
Fig．4　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｙｐｅ

Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ
　

０畅０４８６７），差异有统计学意义（P ＜０畅０１），而 Ａ组与
Ｃ组之间无明显差异（P ＞０畅０５）。 钙结节数量 Ａ组
（１０８畅８３ ±６畅２４）和 Ｃ 组（１０９畅１７ ±５畅３４）低于 Ｂ 组
（１２０畅００ ±４畅５６），差异有统计学意义（P ＜０畅０５）。
Ａ组与 Ｃ组之间无明显差异（P ＞０畅０５）见图 ５，６。

图 5　三组间钙基质含量的比较
Fig．5　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ

ｉｎ ｍａｔｒｉｘ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ
　

4　讨论
在骨质疏松症一系列的病理变化中，Ｉ 型胶原

图 6　三组间钙结节数量的比较
Fig．6　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｎｏｄｕｌｅｓ

ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ
　

与之关系密切
［４］ 。 Ｗａｎｇ［５］

等研究发现随年龄的增

长，长骨的矿化增加，胶原数量减少，且显微结构发
生变化。 绝经后骨质疏松妇女Ⅰ型胶原含量降低，
在偏振光显微镜下纤维变细排列紊乱，骨小梁中断。
Ｌｕｂｅｃ［６］

和 Ｓｈｅｎ［７］
等研究均发现，去卵巢大鼠股骨

Ⅰ型胶原含量明显低于假手术组，且结构发生改变。
Ｉ型胶原对骨质疏松症的微观影响机制主要在

于骨基质中Ⅰ型胶原约占有机成分的 ９０％，它对维
持骨结构的完整及骨生力学特性非常重要。 Ⅰ型胶
原纤维的排列方向决定了羟基磷灰石沉积的位置，
且纵向胶原纤维的取向与骨的弹性模量和强度有

关。 正常骨组织中胶原纤维排列紧凑形成板层结
构，多层胶原纤维板像夹板一样以互相垂直的方向
重叠、粘合。 这种结构有利于防止微裂痕的延伸。
骨质疏松症患者骨内胶原纤维排列成疏松的网状结

构且矿化不全，致使骨脆性增加，强度下降。 骨胶原
过度降解或合成减少均可引起骨弹性和韧性降低，
骨盐失去依附，溶解增多，极易导致骨质疏松。 因
此，骨胶原对维持骨结构的完整及骨生物力学特性，
防止骨的变形和断裂起着非常重要的作用。
此外，Ｉ型胶原是细胞外基质的主要组成成分，

它和其他胞外成分共同构成成骨细胞正常生存和工

作的微环境。 因此胞外 Ｉ型胶原质和量的改变必然
会影响成骨细胞的生物学性能。 本实验前期研究结
果显示 Ｉ型胶原α１ 链-１９９７Ｇ／Ｔ多态性可通过减少
ＣＯＬＩＡ１ｍＲＮＡ的表达，而导致 Ｉ型胶原合成量减少，
不能提供足够的钙质附着部位，使得细胞外基质矿
化不足，以致 ＢＭＤ降低，骨的脆性增加。
目前研究认为 Ｉ型胶原α１ 链-１９９７Ｇ／Ｔ 多态性

影响 Ｉ 型胶原合成的机制主要是-１９９７Ｇ／Ｔ 多态性
位点是位于 Ｉ 型胶原α１ 链基因启动子区。 该区域
有调控成骨细胞分化的关键转录因子 ｃｂｆα１ 因子特
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异性结合位点
［８］ 。 而-１９９７Ｇ→ Ｔ 突变可能影响

ｃｂｆα１因子与 Ｉ型胶原α１ 链基因启动子区结合，从
而抑制 Ｉ型胶原α１链的转录和成骨细胞的分化，最
终导致 Ｉ型胶原的合成减少。 Ｈａｒａｄａ ［９］

等发现稳定

转染 ｃｂｆα１ 可诱导或上调 Ｉ 型胶原 ｍＲＮＡ 的表达，
从而证实了 ｃｂｆα１ 与 Ｉ 型胶原 α１ 链基因启动子区
的结合水平可影响 Ｉ型胶原 ｍＲＮＡ的表达。
本实验前期研究结果显示 ＴＴ 型成骨细胞的

ＣＯＬＩＡ１ｍＲＮＡ表达量、Ｉ型胶原含量，细胞基质钙含
量及钙结节数量均较 ＧＧ、ＧＴ型低。 证实了-１９９７Ｇ／
Ｔ的纯合突变能影响 ＣＯＬＩＡ１ 基因 ｍＲＮＡ的表达和
Ｉ型胶原的合成。 从而推测 ＣＯＬＩＡ１ 基因-１９９７Ｇ／Ｔ
位点多态性影响 ＢＭＤ 的病理机制可能是-１９９７Ｇ→
Ｔ突变影响 ｃｂｆα１因子与 Ｉ型胶原α１ 链基因启动子
区结合，从而抑制 Ｉ 型胶原α１ 链的转录，使 Ｉ 型胶
原α１链 ｍＲＮＡ的表达水平降低，Ｉ 型胶原α１ 链合
成减少，而导致 Ｉ型胶原合成量减少，不能提供足够
的钙质附着部位，使得细胞外基质矿化不足，以致
ＢＭＤ降低［３］ 。
目前骨质疏松症的基因治疗还处于动物试验

阶，但展现出诱人的前景［１０-１２］ 。 因此我们设想利
用基因重组技术，将 ＣＯＬＩＡ１ 基因导入成骨细胞以
提高 Ｉ型胶原α１ 链 ｍＲＮＡ 的表达水平，观察能否
逆转上述病理过程，从而验证上述推论。 因此我
们构建了过表达 ＣＯＬＩＡ１ｃＤＮＡ 腺病毒载体。 重组
ＣＯＬＩＡ１ 基因腺病毒载体感染后 ＴＴ型成骨细胞的
ＣＯＬＩＡ１ 基因 ｍＲＮＡ 的表达水平较未感染组和阴
性载体感染组有显著提高，且 Ｉ 型胶原合成量、细
胞基质钙含量及钙结节数量均有显著增加，差异
有统计学意义。 而上述指标在未感染组和阴性载
体感染组之间无明显差异。 说明重组 ＣＯＬＩＡ１ 基
因腺病毒载体感染后确实可以提高 ＴＴ 型成骨细
胞 ＣＯＬＩＡ１ 基因 ｍＲＮＡ的表达水平，Ｉ 型胶原合成
量、细胞基质钙含量及钙结节数量，而空腺病毒载
体感染后则不具有此作用。 说明提高 ＣＯＬＩＡ１ 基
因 ｍＲＮＡ的表达水平，可以提高 Ｉ 型胶原合成量、
细胞基质钙含量及钙结节数量。 从而证实
ＣＯＬＩＡ１ 基因-１９９７Ｇ／Ｔ位点多态性影响 ＢＭＤ 的病
理机制是-１９９７Ｇ→Ｔ突变可能抑制 Ｉ型胶原α１ 链
的转录，使 Ｉ 型胶原 α１ 链 ｍＲＮＡ 的表达水平降
低，Ｉ型胶原α１ 链合成减少，而导致 Ｉ 型胶原合成
量减少，不能提供足够的钙质附着部位，使得细胞
外基质矿化不足，以致 ＢＭＤ降低。
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