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&
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TU8S! 基因过表达载体修饰 VWE& 来源外泌体

联合碳酸钙支架系统在骨缺损中的应用

赵有顺!林平!涂迎春!安涛!吴裕平!李晓飞
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$!?"""

&

!摘要" 目的!探究
!"#$!

基因过表达载体修饰骨髓间充质干细胞"

X/)G 3*--/Y 3GNG)F'Z3*7 N.G3 FG77N

#

VWE&

$

来源的外泌体联合碳酸钙支架系统在骨缺损中的效果% 方法!以兔源
VWE&N

为研究对象&利用流式细胞仪对
VWE&N

进行鉴定%构建
!"#$!

基因过表达载体&利用慢病毒转染
VWE&N

&采用超速离心法进行收集外泌体%利用透射电子显

微镜观察外泌体的形态&利用
[GN.G-) X7/.

法检测外泌体标志物
&\;$

分子的表达&利用三室并联自动温控反应系统&

构建碳酸钙支架% 根据是否转染
!"#$!

基因过表达载体&将
VWE&N

与碳酸钙支架的复合物分成
$

组&即
VWE&N

组&

!"#$!

过表达组和外泌体组% 利用油红
,

染色和逆转录
A

聚合酶链反应 '

-GLG-NGA.-*)NF-(0.(/)A0/7Z3G-*NGF'*() -G*F]

.(/)

&

T1AK&T

$检测
VWE&N

的成骨分化%采购成年健康雄性新西兰大白兔
@

只&清洁级&年龄"

?!5@^_?5!?

$个月&体质量

"

?@5$_$5;

$

`D

&每组
$

只% 利用手术方法构建颅骨缺损动物模型&利用影像学&

:M

染色和
W*NN/)

染色评估骨缺损的修

复% 结果!流式细胞仪检测结果表明&

VWE&N

细胞表面
&\!@

蛋白表达为
@@5%a

&

&\##

蛋白表达为
?""b

&

&\??X

蛋白

表达为
"5?b

&

&\#%

蛋白表达为
"5?b

% 透射电镜结果显示& 外泌体为直径
%"c?%" )3

的双层膜囊泡状结构%

[GN.G-)

X7/.

结果显示&外泌体的分子标志物
&\;$

表达阳性% 油红
,

染色结果显示&外泌体组
VWE&N

的成骨分化要明显高于

!"#$!

过表达组和
VWE&N

组%

T1AK&T

检测结果显示& 外泌体组
VWE&N

的
!"#$!

&

VWKA!

和碱性磷酸酶的
3T84

相对表达量要明显高于
!"#$!

过表达组和
VWE&N

组"

!d"5"%

$%影像学结果显示&外泌体组颅骨缺损修复效果要优于

!"#$!

过表达组%

:M

染色和
W*NN/)

染色结果显示&外泌体组颅骨缺损修复效果要优于
!"#$!

过表达组"

!d"5"%

$%

结论!相较于
!"#$!

基因过表达载体转染&直接提取外泌体&可以更高效的促进
VWE&N

向成骨细胞分化&与碳酸钙支

架相结合后&可以更好地促进骨缺损的愈合&从而为临床上骨缺损的治疗提供新思路和方法%

!关键词" 外泌体( 骨缺损( 骨髓间充质干细胞( 慢病毒

中图分类号!

T;<?

!"#

#

?"5?!!"" e J5(NN)5?""$A""$#5!"!!5"#5"?;

开放科学$资源服务%标识码$

"$#%

%#

&''()*+,)-. -/ !"#$0 12.2 -324 25'4266)-. 32*,-4 7-8)/)28 25-6-726 /4-7 9:$; *-7<).28 =),> *+(*)?7 *+4<-.+,2

6*+//-(8 6@6,27 ). <-.2 82/2*, "#$% &'( )*(+

'

,-. !/+0

'

12 &/+0 3*(+

'

$. 14'

'

52 &( 6/+0

'

4+7 ,- 8/4' 9:/; <:64=>?

@:+> '9 A'+: B(=0:=C

'

$99/D/4>:7 E/+*(4 #')6/>4D

'

"*:F/4+0 2+/G:=)/>C B3*''D '9 H:7/3/+:

'

1*: E/+*(4 H(+/3/64D I:+>=4D #')?

6/>4D

'

E/+*(4 $!?"""

'

"*:F/4+0

'

I*/+4

&9$AB&;A "<C2*,)32

!

1/ ()LGN.(D*.G .'G GHHGF. /H !"#$! DG)G /LG-GO0-GNN(/) LGF./- 3/C(H(GC GO/N/3GN CG-(LGC H-/3

X/)G 3*--/Y 3GNG)F'Z3*7 N.G3 FG77N

%

VWE&N

&

F/3X()GC Y(.' F*7F(23 F*-X/)*.G NF*HH/7C NZN.G3 () X/)G CGHGF.5 :2,>-86

!

T*XX(. VWE&N YG-G 2NGC *N .'G -GNG*-F' /XJGF.

'

*)C VWE&N YG-G (CG).(H(GC XZ H7/Y FZ./3G.-Z5 &/)N.-2F. !"#$! DG)G /LG-GO]

0-GNN(/) LGF./-

'

.-*)NHGF. VWE&N Y(.' 7G).(L(-2N

'

*)C F/77GF. GO/N/3GN XZ 27.-*FG).-(H2D*.(/)5 1'G 3/-0'/7/DZ /H GO/N/3GN Y*N

/XNG-LGC XZ .-*)N3(NN(/) G7GF.-/) 3(F-/NF/0G

'

.'G GO0-GNN(/) /H GO/N/3G 3*-`G- &\;$ Y*N CG.GF.GC XZ [GN.G-) X7/.

'

*)C .'G

F*7F(23 F*-X/)*.G NF*HH/7C Y*N F/)N.-2F.GC XZ .'-GG F'*3XG- 0*-*77G7 *2./3*.(F .G30G-*.2-G F/).-/7 -G*F.(/) NZN.G35 4FF/-C()D

./ Y'G.'G- .'G !"#$! DG)G /LG-GO0-GNN(/) LGF./- Y*N .-*)NHGF.GC /- )/.

'

.'G F/307GO /H VWE&N *)C F*7F(23 F*-X/)*.G NF*H]

H/7C Y*N C(L(CGC ()./ .'-GG D-/20N

'

)*3G7Z VWE&N D-/20

'

!"#$! /LG-GO0-GNN(/) D-/20 *)C GO/N/3G D-/205 1'G /N.G/DG)(F

C(HHG-G).(*.(/) /H VWE&N Y*N CG.GF.GC XZ /(7 -GC , N.*()()D *)C T1AK&T5 1'G-G YG-G @ F7G*) *C27. 'G*7.'Z 3*7G 8GY IG*7*)C

Y'(.G -*XX(.N

'

*DGC

%

?!5@^f?5!?

&

3/).'N

'

Y(.' * X/CZ YG(D'. /H

%

?@5$_$5;

&

`D

'

Y(.' $ -*XX(.N () G*F' D-/205 1'G *)(3*7 3/CG7

/H N`277 CGHGF. Y*N F/)N.-2F.GC XZ N2-D(F*7 3G.'/C

'

*)C .'G -G0*(- /H X/)G CGHGF. Y*N GL*72*.GC XZ (3*D()D

'

'G N.*()()D *)C

·基础研究·
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随着我国经济的不断发展! 交通工具也在逐渐

普及化! 随之而来的高能量交通事故伤也在逐年增

加" 在高能量致伤因素中!四肢骨折伤最为常见!而

影响骨折愈合的关键因素就是骨缺损! 会导致骨折

的不愈合或者延迟愈合! 从而导致患者个人的痛苦

和社会医保资源的浪费#

9:!

$

" 对于骨缺损治疗的研究

中!干细胞具有明显的优势!具有多向分化的特点!

这种%种子&细胞可以在特定细胞环境中分化为目的

细胞!从而起到修复特定组织的作用#

$:#

$

" 其中骨髓

间充质干细胞'

;/)< 3*--/= 3<><)?'@3*7 >.<3 ?<77>

!

ABC&>

(因为来源广泛!自身排异反应低而广受关

注#

%

$

" 但是!

ABC&>

也因为培养周期长!分化方向不

定!易老化等问题而限制其进一步应用#

D:E

$

" 外泌体

也是最新的热门领域!可以摆脱细胞培养周期长!易

老化的问题!从而可以更好的传递生物学信息 #

F:G

$

"

HI81

相关转录因子 '

-2).:-<7*.<J .-*)>?-(0.(/) K*?L

./-

!

!"#$

(

!

基因与干细胞的骨细胞分化密切相关!

有研究表明!

!"#$!

基因可以诱导干细胞向成骨细

胞分化!从而影响骨的生成和发育#

9"

$

"本研究再此基

础上!利用
&*>:G

技术构建
!"#$!

的基因过表达载

体!利用慢病毒转染
ABC&>

!提取基因过表达载体修

饰后
ABC&>

分泌的外泌体成分!与碳酸钙支架构成

复合物!观察其对
ABC&>

的分化作用和对骨缺损动

物模型的修复作用! 以期为临床上骨缺损的治疗提

供新的思路和方法"

!

材料与方法

!" !

实验材料与仪器

胎牛血清购自以色列
AM

公司)

NBOB

培养基购

自美国
M)P(.-/Q<)

公司)

!5% Q R S

胰蛋白酶和购自北

京碧云天生物有限公司)油红
,

染色!茜素红染液

等均购自北京碧云天公司)

1I8OS

凋亡检测试剂盒

购自北京碧云天公司"

+MNM:!"N

台式多用途高速离心机购自中国广

州吉迪仪器有限公司!型号为
+MNM:!"N

)低电压台

式透射电子显微镜购自
TI481IB

量子科学仪器贸

易'北京(有限公司!型号为
S6OB%

)荧光定量
U&H

仪购自美国
4AM

公司!型号为
EG""

)蛋白显影仪购

自美国
4V2-< A(/>@>.<3>

公司! 型号为
4V2-< &$""

)

B(?-/ &1

影像系统和模块购自上海然哲设备有限公

司!倒置荧光显微镜购自美国
M)P(.-/Q<)

公司!型号

为
O6,C BE"""

"

!" #

实验动物

采购成年健康的新西兰大白兔
G

只! 清洁级实

验动物!均检测合格!雄性!年龄'

9!5GEW95!9

(个月!

体质量为'

9G5$W$5D

(

XQ

!购自浙江中医药大学实验

动物中心#

C&YZ

'浙(

!"9G:FE##

$)实验动物饲养于

浙江中医药大学实验动物研究中心!室温为'

!!5GW

#5!

(

[

!湿度为
#%\]%%\ H^

!无菌饲料喂养"

!" $

兔源
ABC&>

的培养和鉴定

!" $" ! ABC&>

的培养 新西兰大白兔采用
9"\

水

合氯醛腹腔注射进行麻醉!

!]$ 37 R XQ

! 麻醉成功后

股骨备皮!逐层切开皮肤!筋膜和肌肉!至股骨骨髓

腔!取
!]$ 37

骨髓!加入
# 37

含
!"\

胎牛血清'

K<.*7

;/P()< ><-23

!

_AC

(的'

J27;<??/> 3/J(K(<J <*Q7< 3<J(L

23

!

NBOB

( 培养基! 接种在细胞培养瓶中!

$E [

!

9%\ &,

!

细胞培养箱中培养!

$ J

换液
9

次! 待细胞

融合率达
F"\

时!进行细胞传代"

!" $" # ABC&>

的鉴定 采用
U$

代
ABC&>

!用流式

B*>>/) >.*()()Q5 %&'()*'

*

1'< -<>27.> /K K7/= ?@./3<.-@ >'/=<J .'*. .'< <`0-<>>(/) /K &N!G 0-/.<()

!

&N## 0-/.<()

!

&N99; 0-/L

.<() *)J &N#% 0-/.<() /) .'< >2-K*?< /K ABC&> =<-< GG5%\

!

9""\

!

"59\ *)J "59\

!

-<>0<?.(P<7@5 1-*)>3(>>(/) <7<?.-/) 3(L

?-/>?/0@ >'/=<J .'*. .'< <`/>/3<> =<-< ;(7*@<- P<>(?7<> =(.' * J(*3<.<- /K %" ./ 9%" )35 a<>.<-) ;7/. >'/=<J .'*. .'< 3/7<?L

27*- 3*-X<- &ND$ /K <`/>/3<> =*> 0/>(.(P<5 ,(7 -<J , >.*()()Q >'/=<J .'*. .'< />.</Q<)(? J(KK<-<).(*.(/) /K ABC&> () <`/>/3<

Q-/20 =*> >(Q)(K(?*).7@ '(Q'<- .'*) .'*. () !"#$! /P<-<`0-<>>(/) Q-/20 *)J ABC&> Q-/205 1'< -<>27.> /K H1:U&H >'/=<J .'*.

.'< -<7*.(P< <`0-<>>(/)> /K !"#$!

!

ABU:! *)J 4SU 3H84 () ABC&> () <`/>/3< Q-/20 =<-< >(Q)(K(?*).7@ '(Q'<- .'*) .'/>< ()

!"#$! /P<-<`0-<>>(/) Q-/20 *)J ABC&> Q-/20

'

!b"5"%

(

5 1'< (3*Q()Q -<>27.> >'/=<J .'*. .'< -<0*(- <KK<?. /K >X277 J<K<?. ()

<`/>/3< Q-/20 =*> ;<..<- .'*) .'*. () !"#$! /P<-<`0-<>>(/) Q-/205 ^O >.*()()Q *)J B*>>/) >.*()()Q >'/=<J .'*. .'< -<0*(-

<KK<?. /K >X277 J<K<?. () <`/>/3< Q-/20 =*> ;<..<- .'*) .'*. () !"#$! /P<-<`0-<>>(/) Q-/20

'

!b"5"%

(

5 BC&> () <`/>/3< Q-/20

=*> >(Q)(K(?*).7@ '(Q'<- .'*) .'*. () !"#$! /P<-<`0-<>>(/) Q-/20 *)J ABC&> Q-/205 1'< -<>27.> /K H1:U&H >'/=<J .'*. .'<

-<7*.(P< <`0-<>>(/)> /K !"#$!

!

ABU:! *)J 4SU 3H84 () ABC&> () <`/>/3< Q-/20 =<-< >(Q)(K(?*).7@ '(Q'<- .'*) .'/>< ()

!"#$! /P<-<`0-<>>(/) Q-/20 *)J ABC&> Q-/20

'

!b"5"%

(

5 1'< (3*Q()Q -<>27.> >'/=<J .'*. .'< -<0*(- <KK<?. /K >X277 J<K<?. ()

<`/>/3< Q-/20 =*> ;<..<- .'*) .'*. () !"#$! /P<-<`0-<>>(/) Q-/205 ^O >.*()()Q *)J B*>>/) >.*()()Q >'/=<J .'*. .'< -<0*(-

<KK<?. /K >X277 J<K<?. () <`/>/3< Q-/20 =*> ;<..<- .'*) .'*. () !"#$! /P<-<`0-<>>(/) Q-/20

'

!b"5"%

(

5 +,-.)('/,-

*

&/30*-<J

=(.' !"#$! Q<)< /P<-<`0-<>>(/) P<?./- .-*)>K<?.(/)

!

<`.-*?.(/) /K <`/>/3<> J(-<?.7@ ?*) 0-/3/.< .'< J(KK<-<).(*.(/) /K ABC&>

()./ />.</;7*>.> 3/-< <KK(?(<).7@

!

*)J .'< ?/3;()*.(/) =(.' ?*7?(23 ?*-;/)*.< >?*KK/7J ?*) ;<..<- 0-/3/.< .'< '<*7()Q /K ;/)<

J<K<?.>5 C/ *> ./ 0-/P(J< )<= (J<*> *)J 3<.'/J> K/- .'< ?7()(?*7 .-<*.3<). /K ;/)< J<K<?.>5

01234%56 O`/>/3<>

)

A/)< J<K<?.>

)

A/)< 3*--/= 3<><)?'@3*7 >.<3 ?<77>

)

S<).(P(-2>

$F"

" "
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细胞仪检测
9:;&<

的
&=!>

!

&=##

!

&=??@

和
&=#%

的表达! 待细胞融入率为
>"A

时! 利用胰蛋白酶将

B$

代
9:;&<

消化!利用培养基进行重悬!先进行细

胞计数!细胞数量达到
%C?"

D后!

$

个流式管分装!常

温离心机
! """ - E 3()

离心
% 3()

!去上清液!

B9;

清

洗
$

次!常温离心机
! """ - E 3()

离心
% 3()

!再次去

上清液! 其中
!

个流式管加入兔抗人
&=!>

!

&=##

!

&=??@

和
&=#%

"稀释比例为
?F!""

#!剩余
?

管不加

任何抗体! 作为阴性对照$ 避光条件下
# G

下孵育

!"H$" 3()

!

B9;

液清洗
!

次!

! """ - E 3()

离心
% 3()

!

弃上清液!

"5% 37 B9;

重悬!流式细胞仪检测
9:;&<

细胞表面标记物
&=!>

!

&=##

!

&=??@

和
&=#%

的表

达情况! 实验重复
$

次$ 以表面标记物阳性百分比

"

A

%来表示$

!" # !"#$!

过表达载体质粒构建和转染

!"#$!

基因过表达载体的构建和筛选由上海

吉玛生物有限公司完成$ 目的基因进行过表达引物

设计!设计序列为&

!"#$!

'

?D%%I!!

%&

4411J&&14

444J141J14&

$ 将目的基因扩增序列加入线性化

表达载体! 选取上海吉凯公司提供的
'KDI:&;I

&:6ILJMB

慢病毒载体作为酶切对象!加入过表达

载体序列后!进行克隆测定!然后进行质粒的抽提!

慢病毒的包装后转染
9:;&<

$ 倒置荧光显微镜观察

慢病毒的转染效率!转染效率
N

"绿色荧光细胞
E

白色

细胞数%

C?""A

$

!" $

外泌体的提取和鉴定

!" $" !

外泌体的提取 本研究采用超速离心法进

行收集外泌体$ 待
B$

代
!"#$!

基因过表达载体转

染的
9:;&<

融合率达
O"A

以上时 !

B9;

溶液清洗

$

次!更换无
M9;

的
=:L:

培养基!孵育
#O '

!收集

细胞上清液!

# G $"" - E 3()

!离心
?" 3()

!取上清液!

# G ! """ - E 3()

!离心
!" 3()

!取上清液!重悬后经

"5!! !3

滤器过滤 !转移至超速离心管中 !

# G

?" """ - E 3()

!离心
P" 3()

!取沉淀$

B9;

冲洗后!

# G

?" """ - E 3()

!离心
P" 3()

!重复
$

次!

IO" G

冰箱中

保存$

!" $" %

透射电子显微镜观察外泌体形态 取
$" !7

!"#$!

基因过表达载体转染的
9:;&<

来源的外泌

体悬液!放置于栽样铜网上!室温下静置
$ 3()

!加入

$A

磷钨酸溶液
$" !7

!室温下负染
% 3()

!室温下孵

育直至铜网干燥!然后透射电镜观察并拍摄$

!" $" & QR<.R-) @7/.

法检测外泌体标志物
&=D$

分

子的表达 将
!"#$!

基因过表达载体转染的
9:S

;&<

来源的外泌体置于
LB

管中! 冰上预冷
?" <

!加

入
TUB4

"

-*V(/ (332)/0-RW(0(.*.(/) *<<*X

%裂解液后!

提取总蛋白!利用
9&4

"

@(W()W'/)()()W *W(V

%试剂盒

确定蛋白浓度$ 按照
;=;IB4JL

说明书要求配置

?"A

分离胶和
%A

浓缩胶!根据需要!插入分子梳$取

$" !Y

蛋白质上样!先使用
O" 6

电压进行电泳!待条

带跑至浓缩胶和分离胶的交接点后! 改为
?!" 6

电

压$ 待条带跑至分离胶底部!停止电泳$ 利用聚偏二

氟乙烯膜"

0/7X Z()X7(VR)R [72/-(VR

!

B6=M

%和滤纸进

行转膜!设置转膜电流为
!"" 34

!转膜槽放到冰袋

中低温处理$ 转膜成功后浸入封闭液中!摇床封闭
! '

!

加入
&=D$

分子蛋白的一抗稀释液 "

?\?" """

%!

# G

孵育过夜!

19;1

溶液清洗
$

次!每次
% 3()

!加入稀

释好的辣根过氧化物酶 "

'/-<R -*V(<' 0R-/](V/<R

!

^TB

%二抗溶液"

?\! """

%!孵育二抗!

19;1

缓冲液漂

洗
$

次!每次
% 3()

!加入
;20R-<(Y)*7 _R<. [R3./

试剂

盒显影液!分光发光成像分析仪显影并拍照$

!" '

磷酸钙支架的制备

利用三室并联自动温控反应系统! 以改良的人

体组织液的电解质为背景电解质!调节至
0^P5#

!制

备仿生矿化磷酸钙纳米粒材料$ 借助高分辨电镜进

行阶段性超微结构观察$

!" (

细胞分组

根据是否转染
!"#$!

基因过表达载体 !将

9:;&<

与碳酸钙支架的复合物分成
$

组!即
9:;&<

组!

9:;&<

与碳酸钙支架构成复合物$

!"#$!

过表

达组! 慢病毒介导
!"#$!

基因过表达载体转染

9:;&<

!与碳酸钙支架构成复合物$ 外泌体组!慢病

毒介导
!"#$!

基因过表达载体转染
9:;&<

! 提取

9:;&<

分泌的外泌体!与碳酸钙支架构成复合物$

!" ) 9:;&<

成骨分化鉴定

!" )" !

油红
,

染色 取上述
$

组细胞!经骨诱导!

接种于
!#

孔板 !待细胞融合率
`D"A

!

B9;

冲洗

$

次!加入
?"A

甲醛进行固定
$" 3()

!加入经去离子

水稀释的油红染液!室温避光孵育
$" 3()

!

P%A

乙醇

进行脱色!甘油明胶封片后倒置光学显微镜下观察$

!" )" % T1IB&T

检测各组 慢病毒处理
!

周后!利

用细胞刮提取各组细胞!加入
? 37 1-(a/7

试剂!研磨

棒充分研磨!已入
LB

管中!静置后加入
"5! 37

的氯

仿!离心机离心!

?" """ - E 3()

!离心
% 3()

!取上层溶

剂! 加入
? 37 P%A

乙醇!

P %"" - E 3()

离心
% 3()

!测

定
T84

的
,=

值!保证纯度在
?5OH!5?

$ 然后利用逆

转录试剂盒!将
T84

逆转为
=84

!采用
!" !7

逆转

录反应体系!按照逆转录试剂盒说明书加入各试剂$

应用荧光定量
B&T

试剂盒 ! 测定总
T84

中的

!"#$!

!

9:BI!

和
4bB

的
3T84

相对表达量$ 采用

%" !7

荧光定量
B&T

反应体系! 按照试剂盒说明书

加入各试剂$ 加入美国
49U P>""

荧光定量
B&T

仪!

设定
%"

个循环! 记录
&1

值! 应用
!

I!!&1行比较分

$O?

" "
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!
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!

8/5#

表
! "#$%&

成骨分化的基因序列

'()*! +,-, &,./,-0, 12 1&3,14,-50 6522,7,-35(351- 12 "#$%&

!"

!# !$

%&

%'

%(

图
!

兔源骨髓间充质干细胞的培养和鉴定原代
!(* 9:;&<

!)* =$

代
9:;&< !0

!

!6

!

!,

!

!2*

细胞表面
&>!?

!

&>##

!

&>@@A

和

&>#%

表达

854*! &27.2-B *)C (CB).(D(E*.(/) /D -*AA(. CB-(FBC 3B<B)E'G3*7 <.B3

EB77< !(* =-(3*-G 9:;&< !)* =$ 9:;&< !0

!

!6

!

!,

!

!2* &>!?

!

&>##

!

&>@@A *)C &>#% BH0-B<<(/) /) EB77 <2-D*EB

靶基因 序列

!"#$!

正义链
%

"

I1JJJ41J&&111J1JJ44&1I$

"

反义链
%

"

IJ4J4&4J&&4JJ4J4441&444&I$

"

9:=I!

正义链
%

"

I4J41&&&4J4J111J4J&&JI$

"

反义链
%

"

I&&41&&&11&J1&J1&&1I$

"

4K=

正义链
%

"

I&&1111J&11&4JJJ111&41I$

"

反义链
%

"

IJ4J4&4&1&J&1&4J&11&11JI$

"

J4=>L

正义链
%

"

IJ&4&&J1&44JJ&1J4J44&I$

"

反义链
%

"

IJ&1JJ1J44J4&J&&4J1JJ4I$

"

析# 引物序列由上海生物化学有限公司提供# 见表
@

#

!* 9

颅骨缺损动物模型的构建和分组

实验动物术前
# '

禁食水!称量体重!

@M

戊巴比

妥钠
#" 3N O PN

腹腔注射麻醉! 常规皮肤消毒后!无

菌条件下正中切开头皮! 充分暴露颅骨! 制备直径

!" 33

极量颅骨缺损# 根据加入修复复合物不同将

动物分成
$

组#

9:;&<

组动物模型中加入
9:;&<Q

碳酸钙复合物$

!"#$!

过表达组动物模型中加入慢

病毒介导
!"#$!

基因过表达载体转染
9:;&<Q

碳

酸钙复合物$ 外泌体组动物模型中加入慢病毒介导

!"#$!

基因过表达载体转染
9:;&<

! 提取
9:;&<

分泌的外泌体!与碳酸钙支架构成复合物#

!* !:

动物模型的评估

!* !:* !

影像学评估 利用颅脑
&1

对动物模型进

行评估!通过矢状位和冠状位对动物模型进行评估#

!* !:* ; LR

染色 利用骨穿刺针对随机选取实验

动物骨组织进行活检! 记录模型骨缺损的早期愈合

过程# 进行冰冻切片固定!

=9;

溶液冲洗
$

次!加入

苏木精染液!

S" T

水浴箱孵育
@" 3()

!

=9;

溶液冲洗

$

次!

@M

盐酸乙醇处理
% <

!

"5%M

伊红染液!

S" T

水

浴箱孵育
@" 3()

!

=9;

溶液冲洗
$

次 !

U%M

%

V"M

%

V%M

乙醇梯度处理样本! 二甲苯
!

和二甲苯
"

梯度

处理!中性树胶固定!倒置光学显微镜观察#

!* !:* < :*<</)

染色 利用骨穿刺针对随机选取

实验动物骨组织进行活检! 记录模型骨缺损的早期

愈合过程# 进行石腊凝块固定! 常温脱蜡后切片!

=9;

溶液冲洗
$

次!利用
:*<</)

丽春红酸性染液处

理
% 3()

!用
! M

冰醋酸水浸润!

=9;

溶液冲洗
$

次!

U%M

%

V"M

%

V%M

乙醇梯度处理样本!二甲苯
!

和二甲

苯
"

梯度处理!中性树胶固定!倒置光学显微镜观察#

!* !!

统计学处理

应用
;=;; !$5"

软件进行统计学分析!定量资料

用均数
!

标准差&!

!

!"

'进行表示!

9:;&<

组!

!"#$!

过表达组!外泌体组等比较采用
#

检验!组间比较采

用
$

检验# 以
%W"5"%

为差异有统计学意义#

;

结果

;* !

兔源骨髓间充质干细胞的培养和鉴定

结果显示 !原代
9:;&<

呈多角形 !贴壁生长

&图
@*

'#

=$

代
9:;&<

细胞成长梭形&图
@A

'$流式细

胞仪检测细胞表明
&>!?

蛋白表达为
??5%M

!

&>##

蛋白表达为
@""M

!

&>@@A

蛋白表达为
"5@M

!

&>#%

蛋白表达为
"5@M

&图
@E

!

@C

!

@B

!

@D

'#

;* ;

慢病毒转染
9:;&<

结果显示 !慢病毒转染效率较高 !为 &

?!5@@X

#5!!

'

M

# 见图
!

#

;* < 9:;&<

细胞来源的外泌体和鉴定

透射电镜结果显示! 外泌体为直径
%"Y@%" )3

的双层膜囊泡状结构#

ZB<.B-) A7/.

结果显示!外泌

体的分子标志物
&>S$

表达阳性# 见图
$

#

;* =

透射电镜下碳酸钙支架复合物检测结果

结果显示!碳酸钙支架排列疏松!无序&见
#*

'#

复合
9:;&<

后复合物排列较为紧密&图
#A

'#加入外

$V!

" "
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图
!

碳酸钙支架复合物
!"#

碳酸钙支架
!$#

碳酸钙复合
9:;&< !%#

碳酸钙复合外泌体

&'(#! &*7=(23 =*->/)*.? <=*@@/7A =/307?B !"# &*7=(23 =*->/)*.? <=*@@/7A< !$# &*7=(23 =*->/)*.? =/30/<(.? 9:;&< !%# &*7=(23 =*->/)*.? =/3C

0/<(.? ?B/</3?<

图
)

慢病毒转染
9:;&<

同一视野下细胞

*"+

荧光下
*$#

白光下

&'(#* 9:;&< .-*)<@?=.?A D(.' 7?).(E(-2< () .'?

<*3? @(?7A *"# F)A?- @72/-?<=?)=? *$# F)A?-

D'(.? 7(G'.

图
,

外泌体的提取和鉴定

,"#

透射电镜检测外泌体

,$#

外泌体的鉴定

&'(#, HB.-*=.(/) *)A (A?).(@(C

=*.(/) /@ ?B/</3?< ,"# I?.?=C

.(/) /@ ?B/</3?< >J .-*)<3(<<(/)

?7?=.-/) 3(=-/<=/0J ,$# KA?).(C

@(=*.(/) /@ ?B/</3?<

!"

!#

9:;&< 9:;&<

外泌体 外泌体

&IL$

M4NIO

%$ PI*

$L PI*

$"

$%

&"

&% &'

表
*

各组细胞中
-./01

成骨分化的基因
234502

检测结果!!

!

!"

"

&'(+* 2617891 :; :196:(6<'% =';;6>6<9'"9':< (6<61 :; -./01 =696%96= $?

234502 "@:<( 9A>66 (>:7B1

!!

!

!"

"

组别 样本量
!"#$! 3Q84

的相对表达量

9:NR! 3Q84

的

相对表达量

4SN 3Q84

的

相对表达量

9:;&<

组
$ T5"UV"5"$ T5"#V"5"% T5"WV"5"L

!"#$!

过表达组
$ !5"!V"5$% #5!#VT5%L L5#$VT5WU

外泌体组
$ #5T%VT5!# W5#WV!5"U TT5"%V$5%$

#

值
T$5TLW $$5%W# #X5UUX

$

值
"5""" "5""" "5"""

泌体后可以与碳酸钙相结合!图
#=

"#

*# C

体外
9:;&<

的成骨分化检测

*# C# D

油红
,

染色和矿化结节检测 结果显示$

!"#$!

过表达组
9:;&<

的成骨分化要明显高于

9:;&<

组$并且外泌体组
9:;&<

的成骨分化要明显

高于
!"#$!

过表达组和
9:;&<

组# 见图
%

#

*# C# * Q1RN&Q

检测各组细胞中
9:;&<

成骨分化

的基因结果 结果显示$

!"#$!

过表达组
9:;&<

的
!"#$! 3Q84

表达量要明显高于

9:;&<

组!

%Y!5"WW

$

$Y"5"T$Z"5"%

"$外泌

体组
9:;&<

的
!"#$! 3Q84

表达量要

明显高于
!"#$!

过表达组!

%Y!5T!L

$

$Y

"5""UZ"5"%

"#

!"#$!

过表达组
9:;&<

的
9:NR! 3Q84

表达量要明显高于

9:;&<

组!

%Y!5#UU

$

$Y"5""UZ"5"%

"$外泌

体组
9:;&<

的
9:NR! 3Q84

表达量要

明显高于
!"#$!

过表达组!

%Y!5%UT

$

$Y

"5""LZ"5"%

"#

!"#$!

过表达组
9:;&<

的
4SN 3Q84

表达量要明显高于
9:C

;&<

组!

%Y!5UXW

$

$Y"5"""Z"5"%

"$外泌体组
9:;&<

的

4SN 3Q84

表达量要明显高于
!"#$!

过表达组

!

%Y$5""U

$

$Y"5"""Z"5"%

"# 见图
L

和表
!

#

*# E

颅骨缺损的动物模型大体结果

结果显示$ 根据颅骨缺损的形状$ 加入
9:;&<

和碳酸钙支架复合物$贴合性较好# 见图
W

#

*# F

颅骨缺损动物模型修复的检测结果

*+ F+ D

影像学结果 结果显示$

!"#$!

过表达组

$X$

" "
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!"

!# !$

图
!

油红
,

染色和光镜下矿化结节!箭头所示"

"#$%! ,(7 -9: , ;.*()()< *): 3()9-*7(=9: )/:279 2):9- 7(<'. 3(>-/;>/09

!

*--/? /) .'9 @(<2-9

"

图
&

各组
ABC&;

成骨分化的
D1EF&D

结果与前面邻组比较#

!

!G"5"% &'% !"#$! 3D84

的相对表达量
&(% ABFE! 3D84

的相对表达量

&)% 4HF 3D84

的相对表达量

"#$%& D9;27.; /@ .'9 D1EF&D *I/2. .'9 /;.9/<9)(> :(@@9-9).(*.(/) /@ ABC&; *3/)< .'-99 <-/20;5 &/30*-(;/) ?(.' 0-9J(/2; )9(<'I/- <-/20

#

!

!G"5"%

&'% D97*.(J9 9K0-9;;(/) /@ !"#$! 3D84 &(% D97*.(J9 9K0-9;;(/) /@ ABFE! 3D84 &)% D97*.(J9 9K0-9;;(/) /@ 4HF 3D84

$

图
*

颅骨缺损的动物模型大体结果
*'%

颅骨缺损模型的建立
*(% ABC&;

组
*)% !"#$!

过表达组
*+%

外泌体组

"#$%* L9)9-*7 -9;27.; /@ *)(3*7 3/:97 /@ ;M277 :9@9>. *'% CM277 :9@9>. 3/:97 *(% ABC&; <-/20 *)% !"#$! /J9-9K0-9;;(/) <-/20 *+% NK/;/39

<-/20

%"

&' &$ &(

培
养
皿

光
镜
下
结
果

ABC&;

组
!"#$!

表达组 外分泌组

颅骨缺损修复效果要优于
ABC&;

组#外泌体组颅骨

缺损修复效果要优于
!"#$!

过表达组% 见图
O

%

,% *% , PN

染色和
B*;;/)

染色结果 利用
,

&

Q-(;>/77

评分和
B*M()

评分比较各组
PN

染色和

B*;;/)

染色结果%其中
!"#$!

过表达组
,

&

Q-(;>/77

评分为!

RR5!ST!5SS

"分#而
ABC&;

组
,

&

Q-(;>/77

评

分为!

RO5SST!5R$

"分#差异有统计学意义!

"U!5OVW

$

! U"5"RR G"5"%

"#

!"#$!

过表达组
B*M()

评分为

!

"5#!T"5"V

"分#而
ABC&;

组的
B*M()

评分为!

"5!$T

"5"$

"分 #差异有统计学意义 !

" U$5V"S

$

! U"5""" G

"5"%

"% 外泌体组
,

&

Q-(;>/77

评分和
B*M()

评分为

!

O5R!TR5"O

"分和!

R5!#T"5RR

"分#与
!"#$!

过表达

组比较差异有统计学意义 !

" U$5VO!

#

!5"S!

$

! U

"5"""

#

"5"!$G"5"%

"% 见图
V

和表
$

%

-

讨论

-% .

间充质干细胞来源外泌体可能成为骨缺损修

复研究的热点

间充质干细胞的治疗手段已

经应用于各种疾病的治疗# 比如

软骨的缺损# 骨缺损和骨质疏松

等疾病'

RRER$

(

% 既往研究表明#利用

间充质干细胞移植技术# 对于新

西兰大白兔的软骨缺损# 骨缺损

模型具有治疗作用# 其作用机制

是可以促进干细胞的定向分化和

增殖 #对缺损组织起到修复作

用 '

R#

(

% 但是干细胞具有分化方向

不定#易老化的特点#所以#修复

效果不佳% 外泌体是存在于细胞

内部的囊泡结构#有研究表明#干

细胞的细胞质中含有大量的颗粒

$O#

" "
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图
!

颅骨缺损动物模型修复的
9:

染色和
;*<</)

染色结果

"#$%! 9: <.*()()= *)> ;*<</) <.*()()= -?<27.< /@ <A277 >?@?B. *)(3*7 3/>?7 -?0*(-

C;D&<

组
!"#$!

表达组 外分泌组

9
:

染
色

;
*
<
<
/
)

染
色

图
&

颅骨缺损动物模型修复的影像学结果!箭头所示"

"#$%& E3*=()= -?<27.< /@ *)(3*7 3/>?7 -?0*(- /@ <A277 >?@?B.

!

*--/F /) .'? @(=2-?

"

C;D&<

组
!"#$!

表达组 外分泌组

冠
状
位

矢
状
位

样的外泌体#外泌体起到信号传递的作用#可以传递

干细胞的生物信息$

G"

%

& 本研究中以
C;D&<

为研究对

象#其主要优点是来源广泛#组织兼容性强#排异性

低&利用流式细胞仪对脂肪干细胞进行鉴定#从而明

确细胞类型#为下面的研究奠定基础&并且利用超速

离心法提取
C;D&<

来源的外泌体#并且利用透射电

镜技术和
H?<.?-) I7/.

等方法对外泌体进行鉴定#结

果表明#囊泡直径大小合适#并且可以表达外泌体特

异性蛋白
&JK$

& 从而完成了外泌体的提取和鉴定#

从而为进一步的研究奠定基础&

'% ( !"#$!

基因过表达载体可以促进
C;D&<

性

成骨细胞分化

!"#$!

基因是目前发现的新型基因#与干细胞

的成骨分化密切相关#其本身是一

种基因转录因子# 有研究表明#

!"#$!

基因可以促进干细胞向成

骨细胞分化#抑制其向脂肪细胞分

化#抑制其向软骨细胞分化$

G%

%

& 也

有研究表明#对于
!"#$!

基因缺

失的小鼠#其软骨内成骨和骨膜内

成骨的过程均会受到明显的抑制#

所以#他们认为
!"#$!

基因在骨

生成过程中是必不可少的 $

GK

%

& 与

上述研究结果相同#在本研究中#

通过构建
!"#$!

基因的过表达

载体#利用慢病毒转染
C;D&<

#从

而促进
C;D&<

向成骨细胞分化&

L1MN&L

检测各组细胞中
C;D&<

成骨分化的基因 # 结果显示 #

!"#$!

过 表 达 组
C;D&<

的

!"#$!

#

C;NM!

和
4ON 3L84

表

达量要明显高于
C;D&<

组 !

!P

"5"%

"# 外 泌 体 组
C;D&<

的

!"#$!

#

C;NM!

和
4ON 3L84

表

达量要明显高于
!"#$!

过表达

组!

!P"5"%

"&结果说明#

!"#$!

的

过度表达# 可以促进
C;D&<

向成

骨细胞分化& 另外#本实验还利用

油红
,

染色#结果显示#外泌体组

C;D&<

的矿结节的数量明显高于

C;D&<

组和
!"#$!

过表达组&更

加证明#

!"#$!

的过度表达#可以

促进
C;D&<

向成骨细胞分化&

)% )

基因修饰
C;D&<

来源外泌

体与碳酸钙支架相结合可以促进

骨缺损动物模型的修复

外泌体是目前研究的热点问题# 可以摆脱细胞

的桎梏#携带关键遗传信息#从而更好的干预生物学

行为& 为了进一步验证外泌体的功能# 既往研究表

明#外泌体可以携带细胞增殖和凋亡的相关信息#参

与细胞的增殖#凋亡和侵袭$

GQMGR

%

& 在本研究发现相较

于
!"#$!

基因过表达载体转染
C;D&<

组# 外泌体

组可以更好地促进
C;D&<

向成骨细胞分化#分析其

原因可能为# 高浓度的外泌体可以携带大量的生物

学信息#可以更好地促进
C;D&<

的分化& 另外#还通

过构建新西兰大白兔的颅骨缺损模型# 在体内对外

泌体的生物学行为进行检测#

9:

染色和
;*<</)

染

色结果表明# 外泌体组颅骨缺损修复效果要优于

!"#$!

过表达组#

,

'

J-(<B/77

评分较低#

;*A()

评分

$R%
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各组改良
"

!
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评分和
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评分比较

!!

!

!"

"分#

.+/01 2(34+$%&(- (5 "67$%&'()) &'($8 +-9 *+,%- &'($8 %-

8+': ;$(<4

!!

!

!"

"

9:/-;

$

注%与
<=>&9

组比较"

"

#?!5@AB

"

$?"5"CCD"5"%

&

""

%?$5A"E

"

$?"5"""D

"5"%

' 与
!"#$!

过表达组比较 "

#

%?$5A@!

"

$?"5"""

&

##

%?!5"E!

"

$?

"5"!$D"5"%

8/.;

%

&/30*-;F G(.' <=>&9 H-/20

"

"

%?!5@AB

"

$?"5"CCD"5"%

&

""

%?

$5A"E

"

$?"5"""D"5"%5 &/30*-;F G(.' !"#$! /I;-;J0-;99(/) H-/20

"

#

%?

$5A@!

"

$?"5"""

"

##

%?!5"E!

"

$?"5"!$D"5"%

组别 样本量 改良
,

(

K-(9:/77

评分
=*L()

评分

<=>&9

组
$ C@5EEM!5C$

"

"5!$M"5"$

""

!"#$!

过表达组
$ CC5!EM!5EE

#

"5#!M"5"A

##

外泌体组
$ @5C!MC5"@ C5!#M"5CC

&

值
A5"E@ A5!!C

$

值
"5""" "5""!

较高' 充分说明"相较于
!"#$!

基因过表达载体转

染"直接提取外泌体"可以更高效地促进
<=>&9

向

成骨细胞分化"与碳酸钙支架相结合后"可以更好地

促进骨缺损的愈合'
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