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摘要　 目的　 探讨蛋白酪氨酸磷酸酶 ＳＨＰ⁃２ 抑制剂 ＰＨＰＳ１
对 ＡｐｏＥ 基因敲除小鼠动脉粥样硬化斑块易损性的作用及

其机理，为研究动脉粥样硬化提供新思路。 方法 　 １６ 只 ８
周龄 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠随机分为对照组和 ＰＨＰＳ １ 组，给予西方

膳食饲料 １６ 周，构建易损 ＡＳ 模型。 取主动脉根部经福尔马

林固定后制成切片，行 Ｍｏｖａｔ、天狼星红等染色法评估斑块内

胶原、巨噬细胞含量等；降主动脉做 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥＲＫ
活性及基质金属蛋白酶⁃９ （ ＭＭＰ⁃９） 的表达量。 结果 　
ＰＨＰＳ１ 组和对照组相比主动脉根部动脉斑块面积大小（０. ５２
± ０. ０５）、（０. ３１ ± ０. ０３）、斑块内胶原含量（０. ０６２ ± ０. ０１３）、
（０. １３６ ± ０. ０２２） 及巨噬细胞细胞比例 （０. ７９９ ± ０. ０３１）、
（０. ６２１ ± ０. ０４３）有差异（Ｐ ＜ ０. ０１），同时斑块内 ＭＭＰ⁃９ 含

量下降；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示 ＰＨＰＳ１ 抑制了斑块内 ＥＲＫ 活

性，降低了 ＭＭＰ⁃９ 的蛋白表达量（Ｐ ＜ ０. ０１）。 结论　 ＳＨＰ⁃２
抑制剂 ＰＨＰＳ１ 通过抑制 ＥＲＫ 活性，降低 ＭＭＰ⁃９ 的表达量，
从而减少了纤维帽胶原成分的降解，进而稳定了易损动脉粥

样硬化斑块。
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　 　 易损动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ， ＡＳ）斑块是

导致心肌梗死、卒中等致死、致残性心脑血管疾病的
主要病因，又被称为“犯罪斑块”，所以如何稳定易

损斑块是重要的研究方向，对减少疾病发生具有重

要临床意义。 ＡＳ 易损斑块的主要病理学特征为大
的坏死核心，其上覆盖有薄的、并不连续的纤维帽，
胶原成分及斑块内平滑肌细胞（ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ，
ＳＭＣｓ）减少，巨噬细胞成分增加［１ － ２］。 巨噬细胞是
参与斑块形成和炎症因子分泌的主要细胞，其可通

过分泌多种基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ⁃

ａｓｅ， ＭＭＰｓ）来降解胶原，促使斑块不稳定性增加，
极易破裂受损，其中研究较多，作用较清晰的为

ＭＭＰ⁃１、ＭＭＰ⁃２、ＭＭＰ⁃９ 等，所以抑制这些基质金属

蛋白酶的分泌可以加强斑块的稳定性，使其不易破

裂。 巨噬细胞内部有许多信号通路，通过这些信号

通路来调节体内各种反应，有些研究［２ － ４］中表明：巨
噬细胞中的细胞外调节蛋白激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｕ⁃
ｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ， ＥＲＫ）信号通路是调节基质金

属蛋白酶（ＭＭＰ⁃９）表达的主要调控途径，ＥＲＫ 通路

的激活是决定斑块破裂的重要原因之一。 研究［５］

表明蛋白酪氨酸磷酸酶 ＳＨＰ⁃２ （ ｓｃｒ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ２ ｄｏ⁃
ｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ⁃２， ＳＨＰ⁃
２）主要通过调控 ＥＲＫ 的活性来影响斑块，该研究使

用 ＳＨＰ⁃２ 特异性抑制剂 ＰＨＰＳ１ 干预 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠

来说明抑制 ＳＨＰ⁃２ 对 ＡＳ 稳定性的影响。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物、试剂及实验仪器　 １６ 只 ８ 周龄体

质量（２０ ± ５） ｇ ＳＰＦ 级 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠购自常州卡文

斯实验动物技术有限公司，饲养于河北省人民医院

临研中心 ＳＰＦ 级动物房，每笼 ４ ～ ６ 只，适应性饲养

１ 周后开始实验，本动物实验经过了医学伦理委员

会的批准并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道关

怀；抗 ＣＤ ６８、抗 ＭＭＰ⁃９、抗 ＥＲＫ 及 ｐ⁃ＥＲＫ、山羊抗

兔 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ （ＨＲＰ）、山羊抗鼠 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ（Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ
Ⓡ ４８８）预吸附二抗购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；ＤＡＢ 显

色试剂盒购自北京中杉金桥公司；蛋白裂解液、
ＰＭＳＦ、蛋白酶磷酸酶抑制剂、ＢＣＡ 蛋白试剂盒均购

自北京索莱宝公司；ＰＨＰＳ１ 及天狼星红染液均购自

美国 ｓｉｇｍａ ａｌｄｒｉｃｈ 公司；西方膳食饲料购自江苏美

迪森生物医药有限公司；正置显微镜 （德国 Ｃａｒｌ
ｚｅｉｓｓ 公司）、石蜡切片机（德国 Ｌｅｉｃａ 公司）。
１． ２　 动物分组及标本取材　 １６ 只 ６ ～ ８ 周龄雄性

ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠随机分为 ２ 组，８ 只 ／组。 ＰＨＰＳ１ 处理

组给予腹腔注射 ３ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ＰＨＰＳ１，对照组给予

腹腔注射同等剂量 ０. ９％ ＮａＣｌ 溶液，同时喂养西方

膳食饲料（１． ２５％ 胆固醇、７％ 脂肪、其余为基础饲

料）１６ 周，以构建 ＡＳ 模型。 实验中期每组死亡 １ 只
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小鼠，实验结束后，取出主动脉根部存于福尔马林

中，固定后石蜡包埋，制备连续切片，用于 Ｍｏｖａｔ 染
色、天狼星红染色、免疫组化和免疫荧光双染色；整
条降主动脉浸入液氮中，研磨提取蛋白后于 － ８０ ℃
冰箱保存。
１． ３　 Ｍｏｖａｔ 及天狼星红染色　 每个主动脉根部标

本切片 ３０ 张，每间隔 ６ 张切片选取 １ 张分别做 Ｍｏ⁃
ｖａｔ、天狼星红染色。 Ｍｏｖａｔ 染色分别经过阿尔新蓝

染色细胞外基质，乙醇氨水返蓝，铁苏木素染色动脉

弹力板，比布列希猩红染色血管平滑肌，乙醇藏红花

染斑块内胶原成分；天狼星红染色特异性评估胶原

成分，天狼猩红 － 苦味酸饱和溶液染 ３０ ｍｉｎ， 无水

乙醇分化脱水， 中性树胶封片，显微镜下观察拍照。
１． ４　 免疫组化染色　 将石蜡切片放置于 ６５ ℃恒温

箱中烘烤 ２ ｈ，依次经过脱蜡、水化后置于 ３％ 的

Ｈ２Ｏ２ 中以消除内源性过氧化物酶的活性，用蒸馏水

冲洗 ２ ～ ３ 次，５ ｍｉｎ ／次， 将切片放入盛有 ｐＨ 值 ６. ０
柠檬酸缓冲液的容器中，置于 ９０ ～ ９５ ℃的微波炉中

加热 ２５ ～ ３０ ｍｉｎ，修复结束后取出容器，冷却至室

温，用正常山羊血清室温封闭孵育 ３０ ｍｉｎ 后加入一

抗 ＣＤ６８ （１ ∶ １００）孵育 ４ ℃过夜，第二天 ＰＢＳ 冲洗

３ 次，５ ｍｉｎ ／次，洗去未结合抗体的后，加入山羊抗兔

ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ （ＨＲＰ） 的二抗室温孵育 ４５ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 冲

洗 ３ 次，５ ｍｉｎ ／次，然后 ＤＡＢ 显色、苏木精复染细胞

核、常规脱水、透明后中性树胶封片，自然晾干后使

用 Ｃａｒｌ ｚｅｉｓｓ 显微镜采图后，经使用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ
６. ０ 测算斑块面积、分析组化染色光密度值，观察动

脉粥样硬化斑块内单核巨噬细胞的阳性面积。
１． ５　 免疫荧光染色　 将切片放于恒温烤箱中烘烤

２ ｈ，依次经梯度乙醇脱蜡后，用免疫组化笔在标本

附近画一个圆圈，滴加 ３％ 的 Ｈ２Ｏ２，室温封闭 ３０
ｍｉｎ，取出切片放入 ＴＢＳ 中冲洗 ３ 次，５ ｍｉｎ ／次，甩干

切片，滴加 ２ ％ ＢＳＡ 封闭液室温封闭 ２ ｈ，加入一抗

ＣＤ６８（１ ∶ ５０）、ＭＭＰ⁃９（１ ∶ ８０）置于湿盒内 ４ ℃ 过

夜；第二天取出湿盒，平衡至室温，用 ＴＢＳ 冲洗 ３
次， ５ ｍｉｎ ／次， 加 入 山 羊 抗 鼠 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ （ Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ Ⓡ４８８）预吸附二抗，室温避光孵育 ４５ ｍｉｎ 后

ＴＢＳ 冲洗 ３ 次，５ ｍｉｎ ／次，加入 ＤＡＰＩ 封片，盖上盖玻

片，避免气泡，全程避光，倒置荧光显微镜下观察，并
采集图像。
１． ６　 Ｗｅｓｔｅｎ ｂｌｏｔ 实验　 将主动脉蛋白提取，将主动

脉放入研磨皿中研磨，加入蛋白裂解液 ５００ μｌ、５ μｌ
ＰＭＳＦ、蛋白酶磷酸酶抑制剂 ５ μｌ 混合物，在冰上充分

研磨 ３０ ｍｉｎ 后 ４ ℃，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上

清液置于 １. ５ ｍｌ ＥＰ 管中，按照 ＢＣＡ 蛋白试剂盒操作

测定蛋白浓度，按 ４：１ 的 比例加入 ５ × 上样缓冲液，
煮沸 １０ ｍｉｎ， － ２０ ℃保存备用。 １０ ％ 聚丙烯酰胺

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳 １２０ Ｖ，６０ ｍｉｎ，ＰＶＤＦ 膜半干式转膜

３００ ｍＡ，９０ ｍｉｎ 后，封闭 ＰＶＤＦ 膜过夜，ＴＢＳＴ 缓冲液

充分震荡洗膜，一抗（ＥＲＫ ／ ｐ⁃ＥＲＫ 和 ＭＭＰ⁃９ 浓度均

为１ ∶ １ ０００），４ ℃过夜孵育后，ＴＢＳＴ 震荡洗脱未结合

的一抗 ２ ｈ，加入二抗（１ ∶ ２ ０００）室温孵育 ２ ｈ，ＴＢＳＴ
缓冲液摇床震荡洗膜，ＥＣＬ 发光液曝光。
１． ７　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 及 Ｇｒａｐｈ Ｐｒｉｓｍ
６. ０ 软件进行统计分析及绘制相关图片，计量结果

数据均以 �ｘ ± ｓ 表示，组间均数比较采用单因素方差

分析，两组间样本均数比较采用 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０. ０５
为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 小鼠主动脉根部斑块面积大小　 与对照组相

比，ＰＨＰＳ １ 处理组主动脉根部斑块面积大小有差异

（Ｆ ＝ ３. ７０３，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 １。

图 １　 两组小鼠主动脉根部 Ｍｏｖａｔ 染色评估斑块　 × ４０
与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ２　 斑块内胶原成分　 结果显示，与对照组相比，
实验组 ＰＨＰＳ１ 斑块内胶原成分含量增加 （ Ｆ ＝
２. ７０２，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ２。
２． ３　 斑块内容物评估　 对照组和实验组斑块内巨

噬细胞成分阳性面积 ／斑块面积分别为：（０. ７９９ ±
０. ０３１）、（０. ６２１ ± ０. ０４３），实验组小鼠主动脉斑块

内巨噬细胞阳性面积减少（Ｆ ＝ １. ９１１，Ｐ ＜ ０. ０１）。
见图 ３；免疫荧光双染可见实验组抑制了巨噬细胞

（ＣＤ ６８）分泌的 ＭＭＰ⁃９ 的表达量，ＭＭＰ⁃９ 荧光强度

减弱（Ｆ ＝ １. １１７，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ４。
２． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测降主动脉内蛋白水平 　 实

验结果显示，经过 ＰＨＰＳ１ 处理后的小鼠降主动脉内

ＥＲＫ 活性下降（Ｆ ＝ １. ２２２， Ｐ ＜ ０. ０１），同时伴随着

其调控的下游 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达量也降低 （ Ｆ ＝
３７. ４９，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ５。
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图 ２　 主动脉根部切片天狼星红染色评估胶原成分　 × ４０
与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

　

图 ３　 两组小鼠主动脉根部切片巨噬细胞（ＣＤ６８）
免疫组化染色　 × ４０

与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ４　 免疫荧光检测小鼠主动脉根部 ＣＤ６８ 及 ＭＭＰ⁃９ 的表达　 × １００
与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小鼠降主动脉内 ＥＲＫ ／ ｐ⁃ＥＲＫ、ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达水平

与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

３　 讨论

　 　 蛋白酪氨酸磷酸酶 （ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａ⁃
ｔａｓｅ， ＰＴＰａｓｅ） ＳＨＰ⁃２ 主要通过调控细胞外调节蛋白

激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ， ＥＲＫ）包
括 ＥＲＫ１ 和 ＥＲＫ ２（ｔｏｔａｌ ＥＲＫ１ ／ ２）发挥作用，是参与

ＡＳ 进程的关键蛋白之一［４ － ６］。 动脉粥样硬化的发

展程度取决于斑块的大小、稳定性，稳定性决定了动

脉管壁的状态，斑块不稳定是由于纤维帽的连续性

差，厚度薄，当血流冲击时，易引起不稳定的斑块脱

落，导致严重的临床后果［７ － ９］。 斑块的纤维帽主要

是由胶原构成的，胶原可以抵抗血流对血管壁的冲

击，也可以保护斑块的完整性。 在动脉粥样硬化的

发展中，单核细胞迁移到血管内皮，分化为易损斑块

中的巨噬细胞［１０ － １２］，巨噬细胞分泌基质金属蛋白酶

（ＭＭＰｓ），可以降解不稳定斑块的纤维帽， ＭＭＰ⁃９
是 ＭＭＰｓ 的一种， ＭＭＰ⁃９ 活性升高，可加速细胞外

基质降解，降低动脉粥样硬化斑块的稳定性，加速斑

块破裂的速度，加重 ＡＳ 的进展［１３］。
ＥＲＫ 通路是参与 ＡＳ 进程发展的蛋白之一，也

是调控基质金属蛋白酶（ＭＭＰ⁃９）分泌的关键［１３］。
由于 ＳＨＰ⁃２ 是蛋白酪氨酸磷酸酶家族的一员［１４］，其
主要是通过调控 ＥＲＫ 蛋白活性而达到不同的生物

学作用［３ － ５］。 ＰＨＰＳ１ 可以特异性地结合 ＳＨＰ⁃２ 的生

物活性区域，进而顺利打入细胞内部，所以是理想的

ＳＨＰ⁃２ 抑制剂［１５］。 该研究以 ３ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ＰＨＰＳ１
腹腔注射 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠来观察 ＳＨＰ⁃２ 在 ＡＳ 中的作

用，以斑块大小 ／动脉总面积代表动脉的堵塞或者狭

·３０１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｊａｎ；５７（１）



窄程度。 结果表明 ＰＨＰＳ１ 处理后可影响小鼠主动

脉根部斑块的面积，斑块面积减小。 斑块内胶原成

分的含量是评估斑块稳定性的重要因素之一，胶原

是构成纤维帽的主要成分，经过天狼星红特异性病

理染色观察斑块内胶原含量，显示 ＰＨＰＳ１ 组小鼠主

动脉根部切片斑块内纤维帽连续性较好并且厚度增

加，提示 ＰＨＰＳ１ 可以稳定斑块。 ＡＳ 斑块主要由平

滑肌和巨噬细胞构成，其中斑块内平滑肌是分泌胶

原成分的主要细胞，具有增强斑块稳定性的作用；而
巨噬细胞是 ＡＳ 斑块内最主要的细胞成分，可以分

泌多种炎症因子和 ＭＭＰｓ 降解胶原成分，促进细胞

凋亡，是加速斑块进展、导致斑块不稳定的主要的细

胞，通过免疫组化染色发现：ＰＨＰＳ１ 组小鼠主动脉

斑块内巨噬细胞成分阳性面积减少，提示 ＰＨＰＳ１ 具

有抑制炎症的作用。 该实验通过免疫荧光双染进一

步发现 ＣＤ６８ 标记的巨噬细胞和其分泌的细胞因子

ＭＭＰ⁃９ 分布具有一致性，提示 ＰＨＰＳ１ 可能是通过抑

制 ＭＭＰ⁃９ 的表达进而抑制了胶原的降解。 进一步，
该实验通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进行验证，结果表明在经

ＰＨＰＳ１ 处理后 ＭＭＰ⁃９ 蛋白含量减少，并检测降主动

脉中 ＥＲＫ ／ ｐ⁃ＥＲＫ 的活性（磷酸化水平），结果表明

ＰＨＰＳ１ 抑制了 ＥＲＫ ／ ｐ⁃ＥＲＫ 的磷酸化水平，提示其

下游的 ＭＭＰ⁃９ 的表达量降低，可能是由于 ＥＲＫ 的

活性被抑制。
综上所述，该研究表明 ＰＨＰＳ１ 可以通过抑制

ＥＲＫ 通路的蛋白活性，降低基质金属蛋白酶 ＭＭＰ⁃９
的表达，来保持斑块纤维帽的完整，加强动脉粥样硬

化斑块的稳定性，所以该实验结果提示 ＳＨＰ⁃２ 的活

化能够导致易损斑块不稳定性增强。 该研究表明

ＳＨＰ⁃２ 调控 ＥＲＫ ／ Ｐ⁃ＥＲＫ 通路而影响 ＭＭＰ⁃９ 的表达

及活性，可为 ＡＳ 进一步临床研究提供研究方向、思
路及相对客观理论依据。
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慢病毒介导沉默 ＮＩＰＢＬ 基因对小鼠骨髓间
充质干细胞成骨分化能力的影响

姜德坤，张惠荣，潘金勇，马雯晴，刘　 辉，董丽丽

摘要　 目的　 探讨慢病毒介导沉默 ＮＩＰＢＬ 基因对小鼠骨髓

间充质干细胞成骨分化能力的影响。 方法 　 将第三代 ｃ５７
小鼠骨髓间充质干细胞分为实验组、阴性对照组、空白对照

组。 将慢病毒载体转染至小鼠骨髓间充质干细胞，倒置荧光

显微镜观察慢病毒转染结果，Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＮＩＰＢＬ 基

因表达情况。 成骨诱导培养，检测碱性磷酸酶活性，应用

Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术分别检测成骨相关基因

ＯＣＮ、ＢＭＰ⁃２、ＲＵＮＸ⁃２ 基因转录及蛋白表达水平。 结果　 实

验组 ＮＩＰＢＬ ｍＲＮＡ 表达量降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 实验组碱性磷

酸酶活性比阴性对照组及空白对照组低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 实验

组 ＯＣＮ、ＢＭＰ⁃２、ＲＵＮＸ⁃２ 基因转录及蛋白表达水平均较阴性

对照组及空白对照组低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 茜素红染色结果提示

阴性对照组和空白对照组较实验组可见更多的红色钙结节。
结论　 慢病毒介导沉默 ＮＩＰＢＬ 基因降低小鼠骨髓间充质干

细胞增殖能力，抑制成骨分化相关基因的表达，降低成骨分

化能力。
关键词　 慢病毒；ＮＩＰＢＬ 基因；骨髓间充质干细胞；成骨分

化；德朗热综合征
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　 　 德朗热综合征 （ Ｃｏｒｎｅｌｉａ ｄｅ Ｌａｎｇｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＣｄＬＳ）是一种以生长发育迟缓、严重认知障碍、特征

性面容、肢体发育畸形为特点的遗传性疾病［１］。
ＮＩＰＢＬ 基因为主要致病基因［２］，其表达水平越低则

病情越严重，在 ＣｄＬＳ 诊断中首要检测指标是确定

ＮＩＰＢＬ 基因是否突变［３］。 研究［４］ 表明其肢体发育

畸形发生率高达 ７３. １％ 。 前期研究［５］ 表明 ＮＩＰＢＬ
基因低表达会抑制 ｓｈｈ、Ｗｎｔ５ａ 基因及其蛋白的表

达，从而影响 Ｗｎｔ 信号通路相关分子的表达。 推测

ＮＩＰＢＬ 基因可能通过 Ｗｎｔ 信号通路调控骨髓间充

质干细胞的成骨分化，但其具体机制尚未见报道。
该研究用慢病毒转染小鼠骨髓间充质干细胞沉默

ＮＩＰＢＬ 基因，探究成骨相关基因骨形态发生蛋白 ２
（ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ２，ＢＭＰ⁃２）、骨钙素（ ｏｓ⁃
ｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣＮ）、Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２ （ ｒｕｎｔ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２，ＲＵＮＸ⁃２）的表达，以揭示 ＮＩＰ⁃
ＢＬ 基因对骨髓间充质干细胞成骨分化相关基因表

达的影响。

１　 材料与方法

１． １　 实验对象　 原代小鼠骨髓间充质干细胞购于

武汉普诺赛生命科技有限公司。
１． ２　 试剂与仪器　 ＤＭＥＭ ／ Ｆ⁃１２ 培养基（美国 ｇｉｂｃｏ
公司）；胎牛血清（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司）；反转录试剂

盒、荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；
ＣＣＫ⁃８ 试剂盒（上海东仁化学科技有限公司）；碱性
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