
药制剂的质量检测提供一种新思路.
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􀅰基础研究􀅰

基因沉默DickkopfＧ１和Sclerostin表达对强直性脊柱炎小鼠
骨代谢调节蛋白的影响
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【摘　要】　目的　探讨 DickkopfＧ１及Sclerostin在强直性脊柱炎病理性成骨中的作用.方法　构建基因沉默DickkopfＧ１
及Sclerostin的重组腺病毒载体,并将其转染到强直性脊柱炎小鼠模型体内,采用ELISA法检测骨代谢调节相关蛋白骨保护

素 (OPG)、骨桥蛋白 (OPN)、肿瘤坏死因子 (TNFＧα)、骨形态发生蛋白Ｇ２ (BMPＧ２)、骨保护素配体 (RANKL)的表达

情况.结果　DickkopfＧ１＋Sclerostin 组 和 Sclerostin 组 的 OPG、OPN、BMPＧ２ 表 达 量 均 高 于 对 照 组,DickkopfＧ１ 组 和

Sclerostin组的 OPN表达量均高于对照组,差异均有统计学意义 (均P＜０􀆰０５).DickkopfＧ１＋Sclerostin组、Sclerostin组和

DickkopfＧ１组 TNFＧα和 RANKL蛋白的表达水平均低于对照组,Sclerostin组和DickkopfＧ１＋Sclerostin组的 TNFＧα蛋白表达

水平均低于 DickkopfＧ１组,差异均有统计学意义 (均P＜０􀆰０５);Sclerostin组和 DickkopfＧ１组 RANKL蛋白表达水平均高于

DickkopfＧ１＋Sclerostin组,差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５).结论　基因沉默 DickkopfＧ１、Sclerostin均明显抑制强直性脊柱

炎症的发生发展,与转染单个基因沉默相比较,共同转染 DickkopfＧ１＋Sclerostin基因在抑制强直性脊柱炎症的发生发展效

果更好.
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　　强直性脊柱炎 (AS)在慢性炎症性自身免疫系

统疾病中,发病率仅次于类风湿性关节炎,居于第

２位.其发病主要是由于肌腱附着点出现了纤维化

和骨化,从而引起了反复循环进展性的骨破坏,最

终导致骨关节强直[１].近年来有研究发现,负调控

因子DickkopfＧ１和Sclerostin在调节新骨生成和旧

骨代谢中有着重要作用[２Ｇ３],但具体作用机制尚不

十分清楚,与多种因素有关.本研究通过构建基因

沉默DickkopfＧ１及 Sclerostin的重组腺病毒载体,
并将其转染到强直性脊柱炎小鼠模型体内,观察骨

代谢调节相关蛋白骨保护素 (OPG)、骨桥蛋白

(OPN)、肿瘤坏死因子 (TNFＧα)、骨形态发生蛋

白Ｇ２ (BMPＧ２)、骨保护素配体 (RANKL)的表达

情况,探讨 DickkopfＧ１及Sclerostin在强直性脊柱

炎病理性成骨中的作用机制.

１　材料与方法

１􀆰１　材料:Elisa试剂盒 (美国Elabscience公司),
TMB (武汉双金精细化工有限公司),Imagepro
Plus６􀆰０ 图像分析系统 (美国 MEDIA CYBERＧ
NETICS公司)实验动物:雌雄不限的６周龄昆明

种小鼠,体质量 (２０􀆰４±２􀆰１)g,清洁级,购自成

都达硕实验动物有限公司,实验动物生产许可证号

SCXK (川)２００８Ｇ２４,质量合格证号００５１３４４.
１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　自身免疫性强直性脊柱炎 (AS)小鼠模型

的构建:取雄性和雌性小鼠各５０只,采用无菌注

射器往实验小鼠的腹腔中注射蛋白聚糖乳剂０􀆰１５
mL (７５μg＋弗氏佐剂),于第７次免疫后２周分离

小鼠的脊柱、骶髂关节和外周关节标本,然后行免

疫组织化学检查,同时观察炎细胞浸润、软骨和骨

糜烂的情况,若韧带和椎间盘连接处表现出单个核

细胞浸润以及骶髂关节区炎性细胞浸润,即表明自

身免疫性强直性脊柱炎 (AS)小鼠模型的构建

成功.

１􀆰２􀆰２　基因沉默 DickkopfＧ１及 Sclerostin的重组

腺病 毒 载 体 的 构 建:根 据 GenＧBank 中 最 新 的

RAGE 基因库,设计 DickkopfＧ１引物、Sclerostin
引物及对照组基因引物 (无相关对照序列),见表

１.将合成的寡聚核苷酸链悬于双蒸水后加入到

RNasefreePCR 管中变性、退火.在 RNasefree
PCR管中孵育,电泳并胶回收线性化的pAdＧGFPＧ
shRNA质粒并与线性腺病毒载体反应连接.所构

建质粒同源重组后感染 HEK２９３A 细胞进行包装、
扩增后离心,取上清液即为病毒液.

表１　引物序列表

　　基因 　　序列

DickkopfＧ１

　正义链
５′ＧCATCACGGTCAGGACAGACGCTAGGAＧ
TCGAAGCTACTGTGCGATCTATATＧ３′

　反义链
５′ＧGTATCCATATAAGGTCAGACAGAAGＧ
CTAGCATCGAAGCTACTGTCAGGCCＧ３′

Sclerostin

　正义链
５′ＧTAGCAGCCAGGCAATGATCAGCGATAＧ
TACGTGTTCATTGGCTTGGCTATATＧ３′

　反义链
５′ＧAATTCCATATAACCAGGCAATGAAＧ
CAGGAATATTCGTGTTCATAGACAGGＧ３′

无相关对照序列

　正义链
５′ＧTATCAGCCCTGTCTACCAGATTCGTGＧ
GAATCGTGGTAGACACGGCGTAATＧ３′

　反义链
５′ＧAATTCCAATACACGGTGTCTACCAGAＧ
TTCATAGGAGTCTGGTAGCCACGGＧ３′

１􀆰２􀆰３　AS小鼠的分组及病毒转染:将造模成功的

AS小鼠平均分为４组,DickkopfＧ１组、Sclerostin
组、对照组 [(无相关对照序列 (Scr)组]、DickＧ
kopfＧ１＋ Sclerostin组.造模第２周后采用关节腔

内注射的方法将沉默DickkopfＧ１重组腺病毒液、沉

默Sclerostin重组腺病毒液、对照组重组腺病毒液

分别转染 DickkopfＧ１ 组、Sclerostin 组、对照组,
以基因沉默 DickkopfＧ１及Sclerostin重组腺病毒液

共同转染 DickkopfＧ１＋ Sclerostin组,每隔２周重

复１次至第１０周.

１􀆰２􀆰４　骨代谢调节相关蛋白表达量检测:术后１２
周取材切除感染组织细胞培养４８h,收集消化细

胞,在４℃以１２０００r􀅰minＧ１离心３０min,提取

细胞总蛋白,加一定稀释的检测蛋白０􀆰１mL于上

述已包被之反应孔中,置３７ ℃孵育１小时.然后

洗涤,加酶标抗体,３７℃孵育０􀆰５小时,洗涤.加

入TMB底物溶液０􀆰１mL,３７℃反应３０min,终

止反应后,ELISA检测仪检测检测小鼠外周血中骨

代谢调节相关蛋白 OPG、OPN、TNFＧα、BMPＧ２、

RANKL的表达水平.

１􀆰３　统计学处理:使用SPSS１３􀆰０统计软件对实

验结果进行分析.所有均数以均数±标准差表示,
计量资料采用t 检验,P＜０􀆰０５为差异有统计学

意义.

２　结果

２􀆰１　不同组 OPG、OPN、BMPＧ２蛋白的表达水

平:DickkopfＧ１＋Sclerostin 组 和 Sclerostin 组 的

OPG、OPN、BMPＧ２表达量均高于对照组,DickＧ
kopfＧ１组和 Sclerostin组的 OPN 表达量均高于对

照组,差异均有统计学意义 (均P＜０􀆰０５);而两
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组 OPN 表达量差异无统计学意义;DickkopfＧ１组

和对照组 OPG 和 BMPＧ２表达量差异无统计学意

义;DickkopfＧ１组和 Sclerostin组的 OPG、OPN、

BMPＧ２表达量差异均无统计学意义 (均P＞０􀆰０５,
表２).

表２　不同组OPG、OPN、BMPＧ２蛋白的表达水平 (x±s)

　　组别 OPG OPN BMPＧ２

对照组 ０􀆰７９±０􀆰０３ ０􀆰６５±０􀆰０２ ０􀆰７３±０􀆰０５
DickkopfＧ１组 ０􀆰８９±０􀆰０３ ０􀆰８２±０􀆰０３∗ ０􀆰７９±０􀆰０２
Sclerostin组 ０􀆰９３±０􀆰０２∗ ０􀆰９５±０􀆰０２∗ ０􀆰８４±０􀆰０１∗

DickkopfＧ１＋

Sclerostin组
１􀆰５２±０􀆰０１∗＃△ １􀆰００±０􀆰０１∗＃ １􀆰２２±０􀆰０５∗＃△

　　注:与对照组比较,∗P＜０􀆰０５;与 DickkopfＧ１组比较,＃

P＜０􀆰０５;与Sclerostin组比较,△P＜０􀆰０５.

２􀆰２　不同组TNFＧα和 RANKL蛋白的表达水平:
结果见表３,DickkopfＧ１＋Sclerostin组、Sclerostin
组和DickkopfＧ１组 TNFＧα和 RANKL蛋白的表达

水平均低于对照组,Sclerostin组和 DickkopfＧ１＋
Sclerostin组的 TNFＧα蛋白表达水平均低于 DickＧ
kopfＧ１组,差异均有统计学意义 (均 P＜０􀆰０５);
但两组 TNFＧα蛋白表达水平差异无统计学意义;

DickkopfＧ１组和Sclerostin组的 RANKL蛋白表达

水平差异无统计学意义 (均 P＞０􀆰０５);而两组

RANKL 蛋 白 表 达 水 平 均 高 于 DickkopfＧ１ ＋
Sclerostin组,差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５,表

３).

表３　不同组TNFＧα和RANKL蛋白的表达水平 (x±s)

　　组别 TNFＧα RANKL

对照组 １􀆰３８±０􀆰０７ １􀆰５８±０􀆰０７
DickkopfＧ１组 ０􀆰９４±０􀆰０６∗ ０􀆰５５±０􀆰０６∗

Sclerostin组 ０􀆰４０±０􀆰０４∗＃ ０􀆰５２±０􀆰０４∗

DickkopfＧ１＋Sclerostin组 ０􀆰３３±０􀆰０３∗＃ ０􀆰３５±０􀆰０２∗＃△

　　注:与对照组比较,∗P＜０􀆰０５;与 DickkopfＧ１组比较,＃

P＜０􀆰０５;与Sclerostin组比较,△P＜０􀆰０５.

３　讨论

近年 来,随 着 各 类 信 号 通 路 研 究 的 深 入,

DickkopfＧ１和Sclerostin在促进成骨细胞分化、增

殖、成熟的关键调节作用被越来越多地发掘出来.

DickkopfＧ１一方面能直接与 LRP５/６受体结合,另

一方面也能间接与 Kremen蛋白受体和 LRP受体

以三聚体的形式结合,从而导致 Wnt蛋白活性显

著下降,最终破坏骨代谢平衡[４].Sclerostin 则主

要是通过与LRP５/６受体结合来阻断 Wnt信号通路

从而达到破坏骨代谢平衡的目的[５].王吉利等[６]通

过构建沉默 DickkopfＧ１和Sclerostin的腺病毒载体

并将其转染到骨肉瘤细胞 MG６３中,结果表明抑制

MG６３细胞中 DickkopfＧ１和Sclerostin的表达,能

增强骨形成相关蛋白并抑制骨吸相关蛋白的表达的

双重作用.
骨保护素 (OPG)和RANKL在成骨细胞和破

骨细 胞 分 化、发 挥 生 物 活 性 中 起 着 重 要 作 用;

BMPＧ２ 会 参 与 骨 和 软 骨 的 生 长 发 育 及 其 重 建;

OPN会影响骨基质的矿化、吸收、骨重塑;而炎

性因子中的 TNFＧα可通过多种途径并促使破骨细

胞分化、活化,破坏骨质;在正常情况下,这些骨

代谢相关蛋白的共同作用维持着骨代谢的平衡和

稳定.
为更好地研究 DickkopfＧ１及Sclerostin在强直

性脊柱炎病理性成骨中的作用,分析 DickkopfＧ１及

Sclerostin与骨代谢调节蛋白 OPG、OPN、TNFＧ
α、BMPＧ２、RANKL 之间的关系,本研究通过构

建沉默 DickkopfＧ１和Sclerostin的重组腺病毒载体

并将其转染到强直性脊柱炎小鼠模型体内,观察骨

代谢调节相关蛋白的表达情况,结果表明自身免疫

性强直性脊柱炎 (AS)小 鼠 转 染 DickkopfＧ１ 和

Sclerostin以及共同转染 DickkopfＧ１＋Sclerostin基

因后,强直性脊柱炎小鼠骨的一些代谢因子在蛋白

水平 的 表 达 上 受 到 明 显 促 进 或 抑 制,TNFＧα 及

RANKL蛋白水平的表达显著下降,而另一些代谢

因子 OPG、OPN、BMPＧ２蛋白水平的表达也显著

升高,与对照组相比较,３个转染沉默基因的小组

均有 显 著 性 差 异, 而 共 同 转 染 DickkopfＧ１＋
Sclerostin基因的效果更佳,说明沉默 DickkopfＧ１、

Sclerostin基因均明显抑制强直性脊柱炎症的发生

发展,与 转 染 单 个 沉 默 基 因 相 比 较,共 同 转 染

DickkopfＧ１＋Sclerostin基因在抑制强直性脊柱炎症

的发生发展效果更好.
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􀅰基础研究􀅰

靶向PI３K/AKT/mTOR信号通路对成骨细胞自噬及线粒体
功能的影响

福建省福州市第二医院骨科 (福州３５０００７) 　张　森　林　伟

基金项目:２０１８年度福州市卫生计生中青年科学研究项目 (２０１８ＧSＧwq２２);２０１５年福州市临床重点专科建设项目 (骨科)

【摘　要】　目的　探讨靶向PI３K/AKT/mTOR信号通路对成骨细胞自噬及线粒体功能的影响.方法　通过体外培养

成骨细胞,分为实验组和对照组,实验组用 VSＧ５５８４处理成骨细胞,对照组不做处理,用 RealＧtimePCR检测实验组以及对

照组成骨细胞 AKT、PI３K、mTOR 的 mRNA 的表达情况,Westernblot法检测 LC３ＧⅡ、mTOR、pＧmTOR、AKT、pＧ
AKT蛋白表达水平,Clark氧电极法检测线粒体的功能并换算出 R３、R４、RCR、P/O 比值.结果　抑制成骨细胞 PI３K/

AKT/mTOR信号通路后,与对照组比较,实验组的 AKT、PI３K、mTOR的 mRNA量,pＧAKT、pＧmTOR蛋白表达水平,

R３、RCR、P/O含量均下降,差异均有统计学意义 (P＜０􀆰０５);LC３ＧⅡ蛋白表达水平以及 R４含量升高,差异均有统计学

意义 (P＜０􀆰０５).结论　抑制成骨细胞PI３K/AKT/mTOR信号通路后,能够促进细胞自噬,损伤线粒体功能.
【关键词】PI３K/AKT/mTOR信号通路;自噬;线粒体
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　　骨的新陈代谢是破骨细胞吸收旧骨和成骨细胞

形成新骨的动态平衡过程[１],近年来,随着分子生

物学的发展,对基因及细胞信号传导通路的研究更

加深入,研究者对基因表达与调控在骨科疾病中的

作用更加重视,细胞凋亡与细胞自噬相关理论逐步

成为研究焦点.自噬是真核生物中进化保守的对细

胞内物质进行周转的重要过程,在正常机体内,细

胞的自噬水平很低,当受到外界应激刺激时,细胞

自噬程序被激活,从而对外界刺激进行抵御[２].细

胞自噬涉及多条信号传导通路,目前大多针对哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白 (mammaliantargetofrapamＧ
ycin,mTOR)信号通路,即通过研究 mTOR 信

号通路的上、下游信号通路,来确定调控细胞自噬

的关 键 组 成.但 是 关 于 靶 向 磷 脂 肌 醇 ３Ｇ激 酶

(PI３K)Ｇ蛋白 激 酶 B (AKT)Ｇ雷 帕 霉 素 靶 蛋 白

(mTOR)信号通路对成骨细胞自噬的影响却少有

研究.
本课题通过利用 RealＧtimePCR检测实验组以

及对照组成骨细胞AKT、PI３K、mTOR的 mRNA
表达情况,Westernblot法检测微管相关蛋白轻链

３ＧⅡ (LC３ＧⅡ)、mTOR、磷酸化 AKT (phosphoＧ
AKT,pＧAKT )、 AKT、 磷 酸 化 (phosphoＧ
mTOR,pＧmTOR)蛋白表达水平,Clark氧电极

法检测线粒体的功能并换算出呼吸Ⅲ态 (R３)、呼

吸Ⅳ 态 (R４)、呼 吸 控 制 率 (RCR)、磷 氧 比 值

(P/O比值)测定线粒体的呼吸功能,从而探讨

PI３K/AKT/mTOR信号通路对成骨细胞线粒体功

能的影响及其在细胞自噬过程中的作用机制.

１　材料与方法

１􀆰１　 主要材料、试剂及仪器:C５７BL/６ＧJ雄 鼠

[体质量 (３０±５)g,生产许可证号:SCXK (沪)

２０１０Ｇ００１４,质量合格证号:００００４１９,来自第二军

医大学实验动物中心],VSＧ５５８４ (上海皓元生物医

药科技有限公司),DMEM 培养基 (美国 Gibco公

司),胎牛血清 (天津 TBD 公司),恒温细胞培养

箱 (美国热电 Thermoforma),Westernblot电泳

仪 (北京六一仪器厂产品),Westernblot相关试

剂 (购于美国 Amresco公司和碧云天生物技术公

司),RealＧTimePCR 相关试剂和引物 (宝生物有

限公 司), 实 时 荧 光 定 量 PCR 扩 增 仪 (德 国
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