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要!目的
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构建
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和
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双基因修饰的组织工程骨并检测其表达情况)方法
!

构建
EOAPL!7&

和
E\.I"

真核表达质粒!并转染至兔成骨细胞!以
6I\

为支架!构建双基因修饰的组织工程骨!同时采用
?M>I+?

和
C,4/,F<1-2/

对两种

基因表达情况进行检测)结果
!

转染
E\.I"

和
EOAPL!7&

的成骨细胞可以在
6I\

上贴附生长!并且体外表达时间可持续
=9

)

结论
!

成功构建双基因修饰组织工程骨!且能有效表达!为其用于大段骨缺损修复奠定了实验基础)

关键词!组织工程骨$血管内皮细胞生长因子$骨形态发生蛋白$基因表达
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因创伤等造成的骨缺损在临床上十分常见!对缺损的修复

主要采用骨移植的方法进行治疗"现有的治疗手段均存在一

些缺陷!组织工程技术为骨缺损修复提供了新的途径"本实验

构建
E\.I"

和
EOAPL!7

基因修饰的组织工程骨!为进一步

观察其在体内的再血管化和成骨活性!用于大段骨缺损修复奠

定实验基础"
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!

材料与方法
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材料
!

质粒
U

'?A(">APLI>E\.I"

及
U

AM""1>EOAPL

!7&

'

U

APLI>+!

及大肠埃希菌
6D&

'

由重庆医科大学临床检

验诊断学实验室保存"健康成年新西兰大白兔!雌雄不限!体

质量
":*#

!

*:"#Z

V

和临产前
!

周孕兔!由重庆医科大学实验

动物中心提供"

!:%

!

试剂和设备
!

过氧化氢和乙醚'环氧乙烷'

\
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AN2?
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'

6J"###6B@50Z,F
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M86B@

连接酶'质粒抽提试

剂盒'

6B@

产物纯化试剂盒'

J3

U

2W,N/053<,

'

?B@

提取试剂

盒'

M0

gU

-T46B@

聚合酶'

IO6L

膜'

I+?

仪'全自动酶标仪'凝

胶成像系统'培养箱'荧光显微镜等"
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方法
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APLI

,

EOAPL!7&

'

U

APLI

,

E\.I"

重组质粒的构建

及鉴定
!

$

!

%

U

APLI

,

EOAPL!7&

质粒构建及鉴定#引物$由上

海生工设计%上游
&f+PP+@P @M+M@M P@@+MMM+M

P+MPM+MMP*f

&下游
&fP@M PPM @++M+@ ++P++M

+PP+MMPM+@+*f

"以
U

AM"">EOAPL!7&

为模板!按下列

体系及条件进行
I+?

#

$8^

预变性
"53<

&

$8^*#4

!

7#^*#

4

!

="^8&4

!

*#

个循环后
="^

延伸
&53<

"

I+?

产物经琼脂

糖电泳分离后!进行
I+?

产物回收!用
c

U

<

(

和
\

V

-

)

酶切回

收产物和
U

APLI>+!

质粒!加入
M8

连接酶进行连接反应"将

重组质粒转化至
6D&

'

进行培养!挑取阳性菌落!回收质粒!

j"#^

保存"采用
I+?

鉴定'

c

U

<

(

和
\

V

-

)

双酶切鉴定'测

序鉴定$上海英骏生物技术有限公司%等"$

"

%

U

APLI

,

E\.I"

质粒构建及鉴定#用
AN2?

(

和
\

V

-

)

分别酶切质粒
U

'?A(">

APLI>E\.I"

和
U

APLI>+!

质粒!

*=^

反应
"E

"回收酶切产

物!加入
M8

连接酶进行连接反应"将重组质粒转化至
6D&

'

进行培养!挑取阳性菌落!进行质粒回收!

j"#^

保存"采用

AN2?

(

和
\

V

-

)

双酶切鉴定'测序鉴定"
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!

成骨细胞的培养与鉴定
!

$

!

%成骨细胞的培养采用酶

消化
>

组织块联合培养法分离'培养成骨细胞"取临产前
!

周

新西兰大白兔胎兔颅骨顶部组织!浸泡于
#:!52-

,

J

磷酸缓冲

液$

I\(

%中"将骨组织反复冲洗后剪成大约
"55_"55

的

骨块!加入胶原酶消化后!均匀摆放于涂有胎牛血清的培养瓶

中!置于培养箱中培养!每
"

!

*

天全量更换培养液"按
!]"

比例传代培养"$

"

%成骨细胞的鉴定在倒置相差显微镜下直接

观察细胞的生长情况及形态特点"通过
@JI

染色'钙化结节

染色对细胞进行观察鉴定"

!:&:&

!U

APLI

,

EOAPL!7&

'

U

APLI

,

E\.I"

体外转染成骨细

胞
!

采用脂质体法进行体外转染!将
U

APLI

,

EOAPL!7&

'

U

APLI

,

E\.I"

重组质粒共同转染至第
8

代成骨细胞"未转

染的成骨细胞为对照组"

8%E

后用荧光显微镜观察转染

效果"

!:&:'

!

6I\

支架制作
!

采用过氧化氢
>

乙醚法制作
6I\

支架

材料"用大白兔胫骨上端'股骨下端骨松质切割成
*55_8

55_!&55

的骨条"将骨条浸泡在盛有
"#R

过氧化氢的容

器中进行脱蛋白处理后!置入加有乙醚的
(2Y-,E/

容器中循环

脱脂处理!由此制得的
6\I

!用环氧乙烷密闭消毒!

j"# ^
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保存"
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组织工程骨的构建及检测
!

$
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%成骨细胞与
6I\

体

外复合培养#将
6I\

分为两组!实验组$复合转染
U

APLI

,

EOAPL!7&

'

U

APLI

,

E\.I"

的成骨细胞%和对照组$复合未转

染的成骨细胞%"将细胞制成密度为
"_!#

=

,

5J

的细胞悬液!

用微量移液器吸入
8#

"

J

!缓慢'均匀地浸滴在
6I\

材料上"

将接种细胞后的
6I\

材料小心放入孵育箱中培养"$

"

%

?M>

I+?

检测
E\.I"

和
EOAPL!7&5?B@

的表达#两组细胞于

接种后
8%E

!随机选取各组
"

个标本进行检测#

*

引物设计#

OAPL!7&

上游
&f>M@+MP++@M++@ @M+P@P@++>*f

!

下游
&f>P+@@PM@+PMM+PMMM@@+M+>*f

"

\.I"

#上

游
&f>+P@P++@@+@+MPMP+P+@P+>*f

!下游
&f>+MM

@M+MPM P@+ +@P +MP MPM>*f

"

%

>0N/3<

上游
&f>M+M

M++@P+ ++M ++M M++ MP>*f

!下游
&f>+PM MM+ MP+

P++PMM@PPM>*f

"

+

提取细胞总
?B@

"

,

?M

反应条件#

8"^

反转录
8#53<

!

$$^

灭活
&53<

"

-

I+?

反应条件#

$8^

"53<

!

$8^*#4

!

&=^*#4

!

="^7#4

!

*#

个循环"取
?M>

I+?

产物!进行电泳!在凝胶成像系统下成像并观察结果"

$

*

%

C,4/,F<1-2/

检测
E\.I"

和
EOAPL!7&

蛋白的表达#将两

组细胞接种到
6I\

上进行复合培养!分别选取接种后
!

'

*

'

=9

的标本进行检测#

*

将胰酶消化后的培养液冰上裂解!制备成

细胞上清液及蛋白电泳"

+

转膜!取上述电泳后凝胶!切胶后

按次序与滤纸和
IO6L

膜层叠在一起!放入电转槽!

8^

'

8#O

过夜"

,

加入各自抗体进行免疫反应"

.

化学发光!显影!

定影"

%

!

结
!!

果

%:!

!

I+?

反应扩增
EOAPL!7&N6B@

!

以
U

AM"">EOAPL

!7&

为模板的
I+?

产物经电泳显示!在
&##1

U

与
=&#1

U

之间

可见一明显扩增条带$图
!

%!与
EOAPL

$约
78=1

U

%大小相符"

!!

.

#

6J"###6B@50FZ,F

&

!

#

EOAPL!7&

"

图
!

!!

以
U

AM"">EOAPL!7&

为模板
I+?

扩增产物电泳图

%:%

!U

APLI

,

EOAPL!7&

'

U

APLI

,

E\.I"

重组质粒的双酶切

鉴定及测序的结果
!

重组
U

APLI

,

EOAPL!7&

和
U

APLI

,

E\.I"

质粒经酶切'电泳后可见
!

'

"

泳道各出现两条片段$图

"

%!大 小 分 别 与
U

APLI

$

8:= Z1

%'

E\.I"

$

!:" Z1

%和

EOAPL!7&

相符合!初步表明载体构建成功"质粒经序列分析

证实分别含有
EOAPL!7&

基因序列和
E\.I"

基因序列"进

一步证实
U

APLI

,

EOAPL!7&

质粒构建成功"

%:&

!

成骨细胞的培养及鉴定结果

%:&:!

!

原代培养细胞的观察
!

培养
"9

后!可见少量细胞从

骨块边缘爬出!并贴壁生长"

&

!

=9

细胞贴壁生长呈长梭形'

不规则形$封
"

图
*

%"培养
!#9

左右细胞基本长满培养瓶壁!

细胞相互汇合后呈明显*铺路石+状"

%:&:%

!

传代细胞的观察
!

传至第
8

代!细胞形态以梭形为主"

胞核呈圆形或椭圆形!居中或偏于一侧!呈集落样生长趋势!集

落中心细胞相互重叠$封
"

图
8

%"

! !

.

#

6J"### 6B@ 50FZ,F

&

!

#

U

APLI

,

E\.I"

&

"

#

U

APLI

,

EOAPL!7&

"

图
"

!!U

APLI

'

EOAPL!7&

和
U

APLI

'

E\.I"\

V

-

)

!!

和
AN2?

(

双酶切鉴定

%:&:&

!

@JI

染色
!

肉眼观察#在盖玻片上生长的第
8

代细胞

布满黑褐色细小颗粒&镜下观察#第
8

代细胞质被染成黑褐色

$封
"

图
&

%"

%:&:'

!

钙化结节染色
!

肉眼观察#在盖玻片上生长的第
8

代

细胞可见散在的黑色结节&镜下观察#可见较多黑褐色结节分

布在细胞周围$封
"

图
7

%"

%:'

!

荧光显微镜观察转染效果
!

第
8

代成骨细胞经质粒转染

后
8%E

!荧光显微镜下可见对照组几乎无绿色荧光$封
*

图

=

%!转染组存在较亮的绿色荧光$封
*

图
%

%"

!!

!

#对照组&

"

#转染组"

图
$

!!

两组
E\.I"5?B@

转录水平

!!

!

#对照组&

"

#转染组"

图
!#

!!

两组
EOAPL!7&5?B@

转录水平

%:"

!

?M>I+?

检测
E\.I"

和
EOAPL!7&5?B@

的表达
!

?M>I+?

结果表明!转染组的成骨细胞在复合
8%E

后均表达

E\.I"

和
EOAPL!7&5?B@

!对照组未见明显
5?B@

表达

$图
$

'

!#

%"表明构建的组织工程骨可以在体外表达
E\.I"

和
EOAPL!7&5?B@

"
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%:F

!

C,4/,F<1-2/

检测结果
!

C,4/,F<1-2/

结果表明转染组

的成骨细胞在复合
!9

即可见
E\.I"

和
EOAPL!7&

蛋白表

达!至
=9

后转染组还可以高表达两种蛋白!对照组未见明显

E\.I"

和
EOAPL!7&

蛋白表达或有痕量表达$图
!!

'

!"

%"表

明构建的组织工程骨可以在体外持续$

=9

%表达
E\.I"

和

EOAPL!7&

蛋白"

!!

!

#对照组&

"

#转染组"

图
!!

!!

两组
\I."

蛋白表达水平

!!

!

#对照组&

"

#转染组"

图
!"

!!

两组
EOAPL!7&

蛋白表达水平

&

!

讨
!!

论

血管内皮生长因子$

OAPL

%是一种特异性作用于血管内

皮细胞并促进其增殖的细胞因子!与特异性受体结合后!刺激

新生血管的形成-

!

.

"另外!

OAPL

可增加成骨细胞数量!促进

骨组织形成!同时减少骨吸收-

"

.

"因此!

OAPL

可以明显加快

组织工程骨的血管新生!促进骨缺损的修复-

*

.

"骨形态发生蛋

白$

\.I

%参与骨骼的生长'发育及创伤的修复!主要表现为

\.I

的诱导成骨作用-

8

.

"

\.I"

能引起细胞的增殖!参与骨

的形成'改建和修复!它通过提高碱性磷酸酶的活性!提高骨钙

素和胶原蛋白的表达!刺激未分化间充质细胞向成骨细胞定向

分化!提高成骨细胞的成骨活性-

&

.

"虽然
\.I"

单独应用即

有较强的诱导成骨活性!但骨修复是一个受多种细胞因子调控

的过程!血管形成是其中非常重要的环节"

OAPL

是机体内促

进血管生长最重要的生长因子!对软骨内成骨及骨折愈合过程

中的血管增生发挥重要作用-

7

.

"

OAPL

在由
\.I

介导的成骨

过程中非常重要!它们可以通过联合方式促进骨的再生-

=

.

"有

研究表明!在体外培养的成骨细胞等!

\.I

和
OAPL

可以相互

促进表达!

\.I

可对
OAPL

的表达起到正向调控作用-

%

.

"

支架材料是构建组织工程骨的基本要素之一-

$

.

"支架材

料是细胞附着的基本框架和代谢场所!其影响着细胞生长'分

化等多种功能活动"本实验采用的
6\I

为天然生物衍生骨支

架材料!具有一定的强度和柔韧度!保存了原有的孔径及孔间

连接等天然孔网系统!骨小梁结构得以保持!便于成骨细胞附

着生长!为细胞增殖分化'功能发挥'营养物质的交换'血管的

长入提供宽大的内部空间和表面积!从而发挥良好的传导成骨

作用-

!#>!!

.

"经对其理化特性的检测!该材料
U

D

值为弱碱性!

与体外构建组织工程骨时的环境较一致!且利于钙盐的沉积&

材料在制备过程中经脱脂处理!使其抗原性得以基本消除-

!"

.

"

采用环氧乙烷熏蒸法消毒!其挥发的环氧乙烷气体可杀灭材料

中的细菌等微生物"该消毒法具有操作简便'消毒彻底'便于

保存等优点-

!*

.

"

本实验将重组质粒
U

APLI

,

E\.I"

和
U

APLI

,

EOAPL

!7&

分别和共同转染到成骨细胞中!构成组织工程骨中的种子

细胞"再用
6I\

支架材料与种子细胞在体外进行复合培养"

经观察!转染
EOAPL!7&

和
E\.I"

基因的成骨细胞在
6I\

上均能有效的贴附'生长'增殖"而且经
?M>I+?

和
C,4/,F<

1-2/

检测转染后的成骨细胞能在
6I\

上表达
EOAPL!7&

和

E\.I"

!说明成功在体外构建了组织工程骨!为以后修复骨缺

损和加快成骨和血管化的体内实验奠定了基础"
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