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摘要：目的 研究外源性神经生长因子(nerve growth factor，NGF)对转基因降钙素基因相关肽(calcitonin gene related peptide，

CGRP)骨髓干细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)移植治疗骨质疏松大鼠的影响。方法 构建CGRP基因表达载体，转染制

备转基因CGRP—MSCs靶细胞；60只雌性sD大鼠骨质疏松模型随机均分为空白对照组(A组)、单纯MSCs移植治疗组(B

组)、CGRP·MSCs移植治疗组(C组)、CGRP—MSCs+NGF移植组(D组)。在治疗1W、2w、3w后，实时定量荧光PCR和Western

blot检测3个时间段每组大鼠股骨骨组织中CGRP基因和蛋白的相对表达水平，评价各组疗效。结果 与A组比较，3个时间

点，c组和D组中CGRP表达水平均显著上调(P<0．叭)；治疗1W后，c组和D组上调水平差异明显(P<0．01)，D组低于c

组；治疗2w后，c组和D组之间仍保持显著差异(P<O．05)，D组仍低于c组；治疗3w后，C组和D组上调水平差异明显缩

小，二者差异无统计学意义(P>0．05)。CGRP基因和蛋白相对表达水平在各组检测结果差异一致，同七。结论 在转基因

CGRP—MSCs移植治疗骨质疏松大鼠中联合应用外源性NGF，无累计效应，并可能抑制大鼠股骨骨组织中CGRP的表达，表明

外源NGF于转基因CGRP—MSCs移植治疗骨质疏松症中可能并无促进作用，至少在CGRP表达层面无促进作用，而单纯的转

基因CGRP．MSCs移植治疗骨质疏松大鼠疗效优于联合应用外源性NGF治疗方案。

关键词：降钙素基因相关肽；骨髓干细胞移植；神经生长因子；骨质疏松；骨代谢
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Abstract：Objective To investigate the effect of exogenous nerve growth factor(NGF)on osteoporotic rats under therapy with

mesenchymal stem cell(MSC)transfected with calcitonin gene related peptide(CGRP)gene．Methods Vectors express CGRP

were constructed and transfected to CGRP-MSCs target cells．Sixty female osteoporotic SD rats were randomly divided into the

control group(group A)，simple MSCs transplantation treatment group(group B)，CGRP transgenic MSCs(CGRP-MSCs)

transplantation treatment group(group C)，and CGRP—MSCs transplantation with exogenous NGF(CGRP—MSCs+NGF)treatment

group(group D)．At 1，2，and 3 weeks after the treatment，CGRP expression levels in the femurs was measured using real—time

PCR and Western blotting．The efficacy was compared between each group．Results Compared with control group，CGRP

基金项目：广东省自然科学基金(9151051501000054)；广东省科技计划项Ii(20118031800064)

}通讯作者：刘成龙，Email：liucw878@163．com

万方数据



主国量亟堕坠銎查!!!!至!!旦笙!!鲞箜!!塑垦!!!!Q!!!!￡!!塑!旦竺!竺!!!!!!!!!!!!!：塑!：!!

expression in Group C and D were both significantly up—regulated(P<0．01)at all time．After 1一week treatment，the difference

between group C and D was significant(P<0．0 1)．The expression in group D was significantly lower than that in the group C．

After2一week treatment，the difference between group C and D was still significant(P<0．05)，and the expression in group D was

still significantly lower than that in group C．After 3一week treatment。the up—regulation difference in group D and C became

narrower，and the difference was not statistically significant(P>0．05)．The results of CGRP gene and protein expression were

consistent in all groups．Conclusion This study suggests that additional application of exogenous NGF may inhibit CGRP

expression when CGRP gene transgenic MSCs transplantation therapy is applied in osteoporosis rat model，indicating that additional

application of exogenous NGF has no benefit tO the effect of CGRP，at least on CGRP gene expression level．CGRP gene transgenic

MSCs transplantation therapy without exogenous NGF is better than additional application of exogenous NGF．

Key words：Calcitonin gene related peptide；Marrow stromal cells；Nerve growth factor；Osteoporosis；Bone metabolism

骨质疏松症是威胁老年人群健康的常见病之

一，身体机能退化及内分泌功能下降是引起老年人

群骨代谢水平失衡，发生骨质疏松的主要原因_J。

近年来研究证实，骨的代谢活动受骨组织中的神经

系统调控，并与骨质疏松症的发生密切相关1。“。

同时免疫细胞化学研究也证实骨膜、骨皮质、骨小

梁、骨髓中存在感觉和自主神经纤维，传递各种神经

生物因子(如神经肽、儿茶酚胺和神经营养因子)，

通过手术和化学方式去神经化可引起骨骼的表型变

化，直接证实神经调控在骨代谢中扮演重要的角

色”’。在相关神经肽中，降钙素基因相关肽

(calcitonin gene related peptide，CGRP)的深入研究

表明其对成骨、破骨细胞活动均有影响，能促进骨的

形成和抑制骨的吸收。将CGRP基凶移植到小鼠

后，可发现成骨细胞中CGRP过表达，骨小梁密度增

加。另外，Valentijn K等、4j也报道CGRP基因疗法

增加成骨细胞中CGRP表达而预防性治疗卵巢切除

的大鼠发生骨质疏松症，进一步证实CGRP可通过

促进骨形成和抑制骨吸收来调控骨代谢及影响骨组

织的表型。神经生长因子(nerve growth factor，

NGF)是骨代谢中另一重要的递质及调节因子，

Nakanish’5 o和Jehan、6。曾分别报道：成骨细胞能自发

分泌NGF，并保存NGF及其受体，从而诱导成骨细

胞的自身磷酸化，促进骨代谢。另外，NGF还可诱

发骨的营养代谢活动，提高骨的修复率，并增强大鼠

肋骨骨折修复后的骨痂生物机械强度。“，刺激兔的

下颌骨感觉神经再生及神经周围类骨样组织的形

成‘引。

目前骨质疏松症治疗研究证实，CGRP基因疗

法和NGF均表现不同潜力。但在骨质疏松动物模

型中，CGRP基因治疗联合外源性NGF的应用是否

会获得累计效应、在对CGRP表达方面具体影响尚

无报道，本实验仅针对此问题做出研究。

1材料与方法

1．1 实验动物和主要材料仪器

1．1．1 实验动物：选用4月龄雌性SD大鼠70只

(60只建模分组，5只获取靶细胞，5只备用)，体重

190～275 g(南方医科大学实验动物中心提供，饲养

南方医科大学实验动物中心)，恒温(22％～26。C)、

恒湿(湿度50％～60％)的清洁环境，标准自由摄

食、饮水适应饲养lW后备用。

1．1．2 主要材料及仪器：凝胶成像系统(上海培清

科技有限公司)；冷冻低温离心机[珠海黑马

(HEMR)公司]；电泳设备(Tanoan公司)；引物设计

序列分析软件Clone Manager Suite 7和Primer

premier 5．0引物设计软件；荧光定量PCR仪(四通

道实时荧光定量PCR仪)；DNA凝胶纯化试剂盒

[天根生化(北京公司)]；引物合成由上海英骏生物

公司提供；载体构建及质粒重组(PIK包装质粒与

pBaBb—puro—CGRP)广州达安生物公司构建。

1．2实验方法

1．2．1 骨质疏松模型建立：取60只大鼠连续维甲

酸灌胃饲养14天，饲养环境：恒温(22℃～26。C)、

恒湿(湿度50％～60％)的清洁环境，标准自由摄

食、饮水适应环境，日剂量70 mg／kg一1，构建骨质疏

松模型。

1．2．2 MSCs提取及培养：另取5只同源大鼠获取

股骨，参照文献。1叫方法，去除长骨两端暴露骨腔，

DMEM／F12培养基冲洗髓腔，获骨髓组织，制成细

胞悬液，800 rpm／min离心5min，弃上清液后，10％

FBS的DMEM／F12培养基重悬后，置37℃、5％CO，

培养箱24 h，弃未贴壁细胞，更换培养基(1次／3d)，

增殖融合后，用0．25％胰蛋白酶消化分离，10％FBS

的DMEM／F12培养基接种、传代，获充足MSCs。

1．2．3 pBaBb—puro—CGRP载体构建：参照文献⋯1

介绍方法，载体构建及质粒重组。CGRP基因的扩
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增与纯化由广州达安生物公司完成，经验证后使用。

检测：用琼脂糖凝胶(1．5％)电泳检测PCR反应产

物。纯化：酶切产物用的PCR产物纯化试剂盒(天

根生化公司)进行纯化回收。用EcoR I和BamH I

对纯化后的CGRP基因产物和pBaBb．puro．CGRP载

体酶切。T4 DNA连接酶连接：将pBaBb．puro．CGRP

的重组质粒转化大肠杆菌DH50t，经过菌落PCR，酶

切鉴定(由上海英骏生物技术公司)。

1．2．4 MSCs基因转染：用293FT(人胚肾)细胞系

扩增pBaBb-puro-CGRP载体后，病毒液中转染备用。

消化处对数生长期的MSCs，在密度为5×105时接

种到6 cm培养皿中，待细胞生长至70％融合时，用

pBaBb—puro—CGRP 2 ug／ml的腺病毒液转染，37。C孵

育3 h后弃上清，再次转染，重复3次。转染48 h

后，用含嘌呤霉素(0．5 ug／u1)的培养基筛选获得稳

定细胞株。

1．2．5实验处理和CGRP表达分析：将60只骨质

疏松动物模型随机均分为A组[对照组(未作任何

治疗)]、B组(单纯MSCs移植治疗组)、C组

(CGRP—MSCs移植治疗组)、D组[CGRP-MSCs+

NGF(外源性)移植治疗组]，上述各组均在同天内

接受不同治疗处理。细胞移植方式为尾静脉单次注

射1×105 cells。外源性NGF联合使用方式为腹腔

注射2．0 u／(kg·d)，每天一次，连续3天，与CGRP-

MSCs移植同时进行。分别在治疗1、2、3 W后，处死

各组5只大鼠，获取股骨骨组织，用实时荧光定量

PCR检测CGRP mRNA的相对表达水平，Western

blot检测CGRP蛋白质相对表达水平[Bradford测定

法(Bio—Rad公司Laboratory一里斯)](3-actin内参)。

1．2．6统计学方法：所有数据均用孟±s表示，用

SPSS 18．0软件分析。采用双侧配对t检验组间差

异性比较，P<0．05为差异有统计学意义。

2 结果

2．1 CGRP蛋白表达水平的比较(见图1、表1和图

2)

Western blot分析，与A组比较，治疗后的3个

时间点C组和D组的CGRP表达水平均显著上调

(P<0．01)。但当联合应用外源性NGF时，治疗1

周后，c、D两组CGRP的表达上调水平差异明显(P

<0．01)，D组明显低于C组。治疗2周后，CGRP

表达水平在C组和D组之间仍保持显著差异(P<

0．05)，D组仍低于C组。治疗3周后，两组间差异

明显缩小，但二者差异无统计学意义(P>0．05)。

一＼ Ij L IJ

L(；Rl’ ．J · 一一●●_●●●——--

㈨“。|3-3ctm■■——●—■—■——_
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图1 Western blot法检测各组中CGRP蛋白表达。A：空白对照组；B：MSC治疗组；C：MSC—CGRP治疗

组；D：MSC—CGRP+NGF治疗组

Fig．1 Protein expression level of CGRP detected using Western blotting．A：Control group；B：MSCs

transplantation treatment group；C：CGRP—MSCs transplantation treatment group；D：CGRP—MSCs

transplantation with exogenous NGF treatment group．

表1 Western blot法检测各组CGRP蛋白表达水平比较

Table 1 Comparison of protein expression level of CGRP between each group

注：与A组比较，+P<0．01；与C组比较，4P<0 01；与C组比较。P<0．05

Note：’P<0．01 compared to A group；4P<0．Ol compared to C group；。P<0．05 compared to C group
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疗2周后，CGRP表达水平在C组和D组之间仍保

持显著差异(P<0．05)，D组仍低于C组。治疗3

周后，两组间差异明显缩小，但二者差异无统计学意

义(P>0．05)，CGRP基因和蛋白相对表达检测结果

类似，差异一致。

表2 RT荧光PCR检测各组CGRP基因相对表达

Table 2 Changes of gene expression level of CGRP in each group

注：与A组比较，+P<0．Ol；与C组比较，’P<0．0l；与C组比较。P<0．05

Note：‘P<O．01 compared to A group；。P<0．01 compared to C group；。P<0．05 compared to C group

3 讨论

骨质疏松症是一种多因素引发的疾病，其病理

特征表现为骨密度与骨强度降低，临床表现为慢性

疼痛与骨折风险的增加。目前普遍认为骨的成骨与

破骨代谢失衡、骨细胞丢失为主要因素，因此，如何

提高骨细胞的含量是目前骨质疏松症治疗研究的主

要方向¨⋯。Ichioka等¨副研究发现，骨髓干细胞移

植治疗能抑制骨质疏松病程进展，新鲜的骨髓组织

可刺激造血系统受体产生大量的新鲜干细胞，并分

化骨髓基质细胞，并可进一步分化为成骨细胞，促进

骨细胞的形成。Takada等¨4。则从不同的方面阐述

了骨髓移植对骨质疏松的影响，新鲜的骨髓能调控

骨组织中细胞因子的表达和维持骨髓造血微环境的

平衡，从而有效缓解骨质疏松症状。

另一方面研究证实，神经纤维广泛分布于骨组

织中，并通过多种神经因子(如神经肽、儿茶酚胺、

神经营养因子)调控骨代谢活动。CGRP是广泛存

0l!r||1、r^”山L1i

j||lj||j||||||||j。
|| || || ||

一j || || || || oj ||
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的实验研究提示，外源性NGF联合运用在CGRP基

因疗法治疗骨质疏松症中并未表现出有利影响，至

少在CGRP表达层面无促进作用，而单纯的转基因

CGRP干细胞移植治疗骨质疏松大鼠疗效优于联合

应用外源性NGF治疗方案。本实验首次报道CGRP

基因疗法于骨质疏松动物模型治疗中，联合应用外

源性NGF对其疗效的影响及评价，同时考虑骨质疏

松症的发病与诸多因素相关，笔者将继续完善实验

方案设计，进一步深入及全面的研究骨质疏松症的

CGRP基因疗法中，外源性NGF运用对CGRP表达

及骨代谢影响，选取全面的评价指标如骨代谢计量

指标测定、病理染色、骨密度检测机及生物力学测定

等，从基因与蛋白表达以外的方面全面评价及比较

治疗效果，通过多因素、多参数选择研究外源性

NGF与CGRP基因治疗的相关影响及疗效评估，为

骨质疏松的基因治疗研究提供参考。
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