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XCT一790对沉默DKKl、Sost腺病毒载体转染MG63细
胞中OPG、CTGF、FGF2、TNF仪的影响研究
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摘要：目的 研究ERRd抑制剂(xcT一790)对沉默wnt信号通路抑制因子Dickkopfl(DKKl)、骨硬化蛋白sclerostin(sost)重

组腺病毒载体转染MG63细胞中OPG、cTGF、FGF2、TNFa的影响。方法 本实验将培养好的MG63细胞分为空白对照组、沉

默DKKl组、沉默sost组、沉默(DKKl+sost)组、xcT一790处理空载腺病毒组、xcT一790处理沉默DKKl组、xcT一790处理沉默

sost组、xcT-790处理沉默(DKKl+sost)组，根据组别不同分别用包装好的沉默DKKl、sost腺病毒载体转染MG63细胞，应用

westem blot检测MG63细胞中OPG、cTGF、FGF2、TNFⅨ蛋白的表达量。结果 (1)与空白对照组对比，沉默DKKl、sost、

DKKl+sost可以提高oPG、cTGF、FGF2表达量(P<o．05)，降低TNFo【表达量(尸<O．05)；xCT-790干预MG63细胞可降低

OPG、cTGF、FGF2表达量(P<0．05)，增加TNFa表达量(P<0．05)；(2)与沉默DKKl、Sost、DKKl+Sost组比较，xCT-790处理

沉默DKKl、sost、DKKl+sost组可降低因沉默DKKl、sost、DKKl+sost而增加0PG、cTGF、FGF2的表达量的作用(P<O．05)，

增加因沉默DKKl、sost、DKKl+sost而降低TNF仅的表达量(P<O．05)。结论 xcT．790可以降低MG63细胞中0PG、cTGF、

FGF2表达量，升高TNFⅨ表达量；还可以调节因沉默DKKl、sosc、DKKl+sost而改变的MG63细胞中0PG、CTGF、FGF2及

TNF仅的表达量。
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Effect of XCT-790 on OPG，CTGF，FGF2，TNFd in silencing DKKl and sost adenoVirus Vector-
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Abstract：Objective To investigate the effect of ERRd inhibitor(xcT-790) on silencing DickkopfI (DKKl)，sclerostin

(Sost)reconmbinant adenovirus vector，and the related proteins oPG，CTGF，FGF2，and TNF仪in the transfection MG63 cells．

Methods MG63 cells were divided into control group，silence DKKl gIDup，silence Sost group，silence(DKKl+Sost)group，

XCT一790 dispose no—load adenovillls group， XCT·790 dispose silence DKKl group， XCT-790 dispose silence Sost group， and

XCT一790 dispose silence(DKKl+sost)group． The silencing DKKl or sost reconmbinant adenoVinls Vector was transfected to

MG63 cens。respectively．The expression 1evels of related proteins oPG，CTGF，FGF2，and TNFd were detected witll Westem

blotting in MG63 cens． Results (1)compared with control group，the expression leVels of OPG，CTGF，FGF2 increased in

silence DKKl，Sost，and DKKl+sost group(尸<O．05)，while ttle expression level of TNF0【decreased(P<0．05)．The

expression levels of 0PG，CTGF，and FGF2 decreased(P<0．05)，while TNFd increased(P<O．05)，when XCT-790 intervened

MG63 cells． (2)compared wim silence DKKl，sost，and DKKl+sost gmup，the increased expression leVels of oPG，cTGF，

FGF2 were impaired(P<0．05) and the decreased expression level of TNF0【increased(P<O．05) in xcT一790 dispose silence
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DKKl，Sost，and DKKl+Sost groups． Conclusion XCT一790 decreases the expression leVels of 0PG，CTGF， and FGF2，

increases the expression level of TNF仅． It also regulates the changed expression 1eVels of 0PG， CTGF， FGF2， and TNFd in

silencing DKKl，Sost，and DKKl+Sost MG63 ceUs．

Key words：XCT一790；Dickkopfl；Sost；MG63 cell

骨质疏松症是困扰老年人身体健康的一大疾

病，亦是世界性前沿研究难题。wnt信号通路是与

骨代谢相关的一个重要胞内信号传导通路，DKKl

和sost是wnt信号通路的负调控因子，在骨形成过

程中起重要作用，被视为骨相关疾病如骨质疏松、骨

修复的治疗靶点⋯。近年来，有研究表明雌激素受

体相关受体仅(estrogen receptor-related receptor

alpha，ERR仅)与骨代谢的调节密切相关¨。。Auld

等∞1发现，ERR仅通过抑制Wnt信号靶基因表达来

调控成骨细胞分化，当成骨细胞中ERRd基因沉默

后，可促进wnt通路转导。而xcT一790是ERR仅的

特异性抑制剂H]，可以显著降低成骨细胞的增殖能

力和矿化能力"o。本实验采用沉默DKKl、Sost腺

病毒载体转染MG63细胞，并用ERR仅抑制剂

(xCT．790)干预转染的MG63细胞，应用western

blot检测MG63细胞中骨保护素(osteoprotegerin，

0PG)、结缔组织生长因子(connective tissue growth

factor，CTGF)、成纤维生长因子2(fibroblast growth

factor 2，FGF2)、肿瘤坏死因子仅(tumor necrosis

factor d，TNFd)蛋白的表达量，现报道如下。

1材料与方法

1．1主要试剂和仪器

人成骨肉瘤细胞(MG63)由中国科学院上海细

胞所细胞库提供，DMEM培养基、胎牛血清、Pen／

strep和Opti—MEM培养基均购自美国Gibco公司；

ERR仅抑制剂(xCT．790)购自于sigma公司；逆转录

试剂盒、Lipofectamine 2000，TRIzol Reagent、Taq

DNA聚合酶、荧光定量PCR试剂盒均购自美国

Invitrogen公司；质粒提取试剂盒、胶回收／纯化试剂

盒购白北京天根生物有限公司；DH5仪感受态细胞

购自北京鼎国生物有限公司；BJ5183感受态细胞购

自上海杰美基因公司；T4DNA连接酶、Kpn I、Xho

I、Pme I、Pac I限制性内切酶购自美国NEB公司；

抗wnt信号通路抑制因子DKKl抗体购自美国CST

公司；抗骨硬化蛋白(sost)抗体购自美国Abcam公

司；抗结缔组织生长因子(cTGF)抗体、抗碱性成纤

维细胞生长因子(FGF2)抗体购自美国santa公司；

抗人成骨细胞内骨保护素(OPG)抗体、抗肿瘤坏死

因子d(TNFd)抗体购自美国abcam公司；蛋白

Marker购自美国Fe瑚entasa公司；蛋白酶抑制剂／磷

酸化抑制剂、ECL发光液购自德国Merck公司；

RIPA细胞裂解液、Triton 100、EGTA、MTT购自美国

Sigma公司；calcium OtangeTM Indicators购自美国

Molcular Probes公司。细胞培养箱(DHP-9052，中国

上海一恒)、超净工作台(swcJ．1FD，中国江苏苏

净)、高速低温离心机(H1650．w／H1650w，中国湘

仪)、普通PcR仪(Tc—s，中国博日)、荧光定量PcR

仪(ABl7500，美国Thermo)、倒置荧光显微镜(Ix73，

美国0LYMPus)。电泳仪(Mini-PROTEAN Tetra，美

国Bio—Rad)、蛋白转印仪(Mini Trans．Blot，美国Bio—

Rad)、凝胶成像系统(chemiDoc MP，美国Bio．Rad)，

微量核酸定量仪(Nanodr叩一2000，美国Thermo)。

1．2方法

1．2．1 MG63细胞培养：收集对数期MG63细胞，制

成细胞悬液，调整细胞浓度为1×105 cells／mL。6

孔板中每孔加入2 mL细胞悬液，置于37℃，5％

CO，及饱和湿度条件下培养。培养24 h后，用沉默

重组腺病毒颗粒转染MG63细胞(MOI=50)。

1．2．2 目的基因沉默重组腺病毒载体的构建’6。：在

NcBI数据库查询参考核苷酸序列DKKl(801bp)、

Sost(642bp)，采用Primer 5．0设计PCR引物，设计

出特异性针对DKKl、Sost的序列和无关对照序列

(Scr)，并在两端分别加入Age I、EcoR I酶切位点。

将连接产物转化到感受态的DH5仅细胞，用质粒小

提试剂盒提取转化到DH5仅细胞重组质粒，对提取

的重组质粒进行测序鉴定，提取测序正确的腺病毒，

经培养提取无内毒素质粒，再经过筛选及病毒包装，

成功构建沉默DKKl、Sost腺病毒载体。

1．2．3 xcT-790处理沉默DKKl、sost腺病毒载体

转染的MG63细胞：100斗M xCT一790溶于838¨L

DMs0中配制成储存液。临用时，以xcT-790储存

液：含10％FBs DMEM高糖培养基=1：1 000的比例

稀释xCT一790，即配制成含100斗M xCT-790的

DMEM高糖培养基(DMsO终浓度为0．1％)，分别

处理空载腺病毒组和DKKl、sost沉默腺病毒载体转

染组，培养24 h。

1．2．4细胞总蛋白的提取及浓度测定：消化收集细
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胞，1000 rpm离心5 min，尽可能弃尽上清。预冷

PBs洗涤细胞沉淀两次，向细胞沉淀中加入20“L

RIPA(含有0．2“L PMSF)裂解液，置于冰上裂解细

胞30 min，期间用枪头吹打使细胞充分裂解。在

4℃，12 000 rpm离心30 min，小心转移上清到新的

预冷的EP管中，一20℃保存备用。900¨L

Bradford加入1斗L待测蛋白和99斗L 0．9％生理盐

水，混匀后在595 nm处检测吸光度，根据标准品做

出的标准曲线上计算出各样本蛋白浓度。

1．2．5 OPG、CTGF、FGF2、TNF仅蛋白的检钡0：MG63

细胞转染重组腺病毒48 h后，分为空白对照组、沉

默DKKl组、沉默sost组、沉默DKKl、sost组、xcT一

790处理空载腺病毒组、xcT-790处理沉默DKKl

组、xCT一790处理沉默Sost组、xCT·790处理沉默

DKKl、sost组8组，弃旧培养基，消化收集细胞，提

取细胞总蛋白，并测定蛋白浓度，上样、电泳、转膜、

免疫反应，化学发光显色后进行图像分析。

1．3统计学处理

实验数据采用sPSS 18．O统计学软件进行处

理，运用One．way ANOVA及LSD检验，数据以均

数±标准差(元±s)表示，以P<0．05为差异有统计

学意义。

2 结果

2．1 各组的MG63细胞中(OPG、CTGF、FGF2、

TNF仪)蛋白灰度分析(图1)
1 1 ' 4 5 6 7 8

。镁鞴潦斓懒卿醪嘲—斛滢黉曦蠢囊纛l潮嘲醭嘲_·蚓簟簟擎。川oPG

毒霉掌■灞赣雾翟嗣—糜肼：

期嘲萌醪爿脚啊¨州帅_孵蔫赣囊舅擎t嘲-一-·一囊—噼 TNF“

图1 各组MG63细胞中(0PG、cTGF、FGF2、TNFd)灰度分

析情况(凝胶电泳法)

Fig．1 Analysis of gray area of 0PG， CTGF， FGF2， and

TNF仅in each MC63 cell group(The gel electrophoresis)

注：1：空白对照组，2：沉默DKKl组，3：沉默sost组，4：沉默(DKKl+

sost)组，5：xcT-790处理空载腺病毒组，6：xCT一790处理沉默DKKl组，

7：xcT-790处理沉默Sost组，8：xCT．790处理沉默(DKKl+sost)组。

2．2 各组MG63细胞中(0PG、CTGF、FGF2、TNF仅)

蛋白表达情况(表1)

表1 各组MG63细胞中(0PG、CTGF、FGF2、TNFd)蛋白表达情况(孑±s)

Table 1 Expression of 0PG，CTGF，FGF2，TNFd in each MG63 cell gmup(孟±s)

注：与空白对照组比较，+P<0．05；与沉默DKKl组比较，8P<O．05；与沉默sost组比较，6P<O．05；与沉默(DKKl+sost)组比较，‘P<

O．05。

图1、表1结果显示：(1)与空白对照组对比，沉

默DKKl、Sost、DKKl+Sost可以提高0PG、CTGF、

FGF2表达量(P<0．05)，降低TNF仪表达量，组间

比较差异有统计学意义(P<0．05)；xcT_790干预

MG63细胞可降低OPG、CTGF、FGF2表达量(JP<

0．05)，增加TNF仅表达量，组间比较差异有统计学

意义(P<0．05)。(2)与沉默DKKl、sost、DKKl+

Sost组相比较，XCT-790处理沉默DKKl、Sost、

DKKl+sost组可降低因沉默DKKl、sost、DKKl+

sost而增加的0PG、cTGF、FGF2表达量，增加因沉

默DKKl、Sost、DKKl+Sost而降低的TNFd表达量，

组间比较差异均有统计学意义(P<0．05)。

3讨论

近年来，国内外不少研究表明wnt／p—catenin信

号通路在骨代谢过程中具有重要意义，是研究骨质

疏松症治疗的新热点。其组成主要包括细胞外因子

(wnt)、跨膜受体(frizzled)、胞质蛋白(p·catenin)及

核内转录因子等一系列蛋白。wnt信号刺激成骨细

胞增殖，促进骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化，促
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进转录因子0sterixl(0sxl)向成骨细胞表达¨。。

DKKl和Sost蛋白为wnt信号通路的细胞外拮抗

剂，与骨形成的调控密切相关。DKKl直接与低密

度脂蛋白受体相关蛋白(10w density lipoprotein re—

ceptor related protein，LRP)受体结合，或者与其跨膜

受体Kremen(Kremen一1、Kremen一2)结合后再与

LRP5／6结合形成三聚体，诱导快速的细胞内吞，减

少细胞膜上的LRP5／6，由此阻断了wnt信号向胞

内的传递，使骨形成减少‘81。sost能竞争性结合

wnt信号通路中的共受体LRP5来抑制该信号通

路，从而引起骨形成障碍。91。雌激素受体相关受体

d(ERRd)是最早发现的一种孤儿核受体，是核受体

超家族中的一员。有研究表明，ERRd表达于成骨

细胞分化的所有阶段，用反义寡核苷酸阻断ERRd

降低了大鼠Rc细胞增殖期的细胞数目，之后又抑

制了骨结节形成¨⋯。然而，Delhon等⋯1发现，

ERR仅敲除小鼠股骨松质骨骨体积和密度增加，体

外培养成骨细胞和骨髓问充质干细胞沉默ERR仅后

发现细胞增殖与骨向分化能力增强。OPG属分泌

型糖蛋白，是一种可溶性肿瘤坏死因子受体，在体内

以单体和同源二聚体两种形式存在。其主要功能是

抑制破骨细胞的分化，抑制成熟破骨细胞的骨吸收

活性并诱导其凋亡。在体外，1～40 ng／mL(ED。=

4～6 ng)的0PG可抑制破骨细胞生成，在超过11 d

的细胞培养时间中，有效作用时间范围是第5～

11 d¨⋯。CTGF是一种新发现可刺激成纤维细胞增

殖和胶原沉积生长因子，亦是高度保守ccN

(cTGF、cefl0／cyr6l和Nov缩写)多肽家族中成员。

有研究表明，CTGF可抑制成骨细胞核因子K印pa B

配体受体(RANKL)的表达，提示cTGF可通过抑制

成骨细胞RANKL的表达，可能具有间接抑制成熟

破骨细胞活化的作用‘1⋯。FGF2是膜内成骨和软骨

化成骨的主要调节因子，在成骨细胞中，FGF2激活

多种信号通路包括胞外信号调节激酶(ERK)途径

和蛋白激酶C(PKC)途径，进而影响成骨细胞的转

录，被认为是成骨样细胞的靶基因。1“。TNFd是

17kDa的细胞因子，可由破骨细胞样细胞及成骨细

胞合成，是十分重要的破骨细胞激活因子，亦是一种

强有力的骨吸收诱导剂，可使破骨细胞活性增强。

有报道表明，基质内所含的破骨和成骨类细胞以及

髓腔间充质类细胞均可以通过自分泌或者旁分泌方

式获得细胞因子，并参与机体骨代谢调节”‘1⋯。由

此可知，OPG、CTGF、FGF2、TNF仅蛋白的表达量与

成骨细胞的增殖分化关系密切。

本实验研究中采用沉默DKKl、Sost腺病毒载体

转染MG63细胞，并使用xCT一790干预，进一步研究

不同组别MG63细胞中0PG、CTGF、FGF2、TNF仅蛋

白在不同干预情况下的表达量。实验结果表明，沉

默DKKl、Sost、DKKl+Sost可以提高在MG63细胞

中0PG、cTGF、FGF2蛋白的表达量，降低TNF仅蛋

白的表达量，尤以DKKl、Sost二者同时沉默时影响

最大，其作用机制可能是DKKl、sost沉默后，wnt信

号通路被激活，刺激成骨细胞MG63增殖活化，促进

成骨细胞形成，引起OPG、CTGF、FGF2、TNFd蛋白

的变化。而使用xcT一790干预后，xCT-790可通过

抑制ERR仪的表达和竞争wnt信号通路的靶基因，

从而降低wnt信号通路的活性，影响成骨细胞

MG63的形成和增殖，引起OPG、CTGF、FGF2、TNF0【

蛋白的变化，这与杨冰等"1的研究结果一致。本实

验结果支持ERR仪促进成骨细胞分化与增殖，其抑

制剂xCT一790能降低成骨细胞活性的假说。而

ERR仅与wnt信号通路之间是竞争拮抗关系，抑或

是协同关系，本实验结果证实二者有协同作用。

Delhon等⋯1认为ERRd抑制成骨细胞分化与增殖，

杨冰等∞1研究表明ERRQ促进成骨细胞分化与增

殖，ERR仪在成骨细胞中的研究结果不一致的原因

可能有3个方面：①动物成骨细胞与人成骨细胞非

同一种属，故而实验结果存在分歧，本实验为人成骨

细胞实验；②ERRd抑制剂xcT-790干预的时间不

一致；③实验条件和环境等方面不一致。

此外，本实验中xCT-790是通过影响Wnt／B—

catenin信号通路还是独立发挥作用，ERR仅与wnt／

B—catenin信号通路之间的具体联系如何，仍需要进

一步的研究和探讨。
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