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【摘* 要】目的：构建针对核心结合因子 3!（GS>3!）的 2K+ 小

干扰 OPQ 载体，并将其转染到人牙周膜细胞 :TAUGE，观察其

干扰效果，以期建立稳定的低表达 GS>3! 基因的 :TAUGE 模

型, 方法：设计针对 GS>3! 基因编码区的寡核苷酸链，体外退

火后克隆入经双酶切线性化的小干扰载体 2K+ 中，对重组质

粒进行酶切分析和 APQ 序列测定, 以脂质体法将 2K+ 空载

体和重组质粒分别导人 :TAUGE 细胞系, 用含 X0!’ 的培养液

筛选，挑取阳性克隆后用 O-#TGO 技术检测各 :TAUGE 克隆内

GS>3! 2OPQ 水平的表达情况, 结果：经酶切鉴定及 APQ 测

序，重组质粒 GS>3!#E4OPQ 中插入的目的基因片段与预计片

段完全一致, X0!’ 筛选转染细胞 0VY 后获得稳定转染 2K+
空载体的细胞克隆株 :TAUGE#2K+ 和稳定转染重组质粒的细

胞克隆株 :TAUGE#E4OPQ, 经 O-#TGO 鉴定，GS>3! 在 :TAUGE#
E4OPQ 细胞中的表达比对照细胞明显降低, 结论：成功构建了

针对 GS>3! 的小干扰 OPQ 载体，成功建立了稳定的低表达

GS>3! 的 :TAUGE 模型，为进一步研究 GS>3! 的功能奠定了实

验基础,
【关键词】GS>3! 基因；OPQ 干扰；人牙周膜细胞

【中图号】O%’), (* * * 【文献标识码】Q

FG 引言

核心结合因子 3!（?;C. S47547< >3?@;C 3!，GS>3!）

是一种成骨分化特异性转录因子，参与了成骨细胞的

发 生 与 分 化，对 维 持 骨 的 生 长 发 育 起 着 关 键 作

用［! Z 0］, 研究［( Z %］发现，GS>3! 在牙齿发育过程中呈

保守表达，可能是牙齿发育和矿化的重要转录调控

因子，在牙齿发育过程中发挥重要作用, 我们以人

牙周膜细胞（:TAUGE）为对象，建立了低表达 GS>3!
的细胞模型，为进一步研究 GS>3! 的功能奠定了实

验基础,

%G 材料和方法

%, %G 材料G :TAUGE 引自美国典型培养物保存中心

（Q-GG）；2K+ 载体为美国 J4?:4<37 大学医学院 -6#
2.C 教授赠送；-0 APQ 连接酶、各种限制性内切酶

（-3[3O3 公司）；脂质体转染试剂 U4B;>.?@3247.$"""
（美国 \7L4@C;<.7 公司）；OTJ\ !+0"，X0!’（X4S?; 公

司）；OPQ 抽提试剂盒（上海华舜公司）,
%H IG !"#$% ’*@C8 载体的构建G 根据 X.7]37Y GS#
>3! 基因的已知序列设计其 E4OPQ 的序列：上游引

物： (^#@@@<?<<3<@3<@@?@?<@?3@3?33@<3?<3<33?@3?@??<?@@@@@#
)^，下游引物：(^#?@3<33333<?<<3<@3<@@?@?<@?3@@<@3@<3?<3#
<33?@3?@??<#)^, 上述序列用 ]UQH- 软件进行同源分

析证实为 GS>3! 高度保守后，由 H37<;7 公司合成, 退

火后酶切 2K+ 质粒，行 !" < _ U 琼脂糖凝胶电泳，回
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收线性 化 载 体，将 退 火 产 物 和 回 收 产 物 定 量 后 于

!"#连接 !" $，将连接产物转化大肠杆菌 %&’! 感受

态细菌( )*#培养 !+ , !- $( 挑选单克隆扩增后进行

酶切鉴定和 %./ 测序(
!( "# 细胞培养与转染# 将 $0%123 常规培养于 !44
51 6 1 7089 !":4 培养液中( ;:!- 筛选浓度的确定：

将 $0%123 接种于 " 孔板（+ < !4’ 6 孔）( ;:!- 按 !44，

+44，)44，:44，’44，"44，*44，-44 5= 6 1 的终浓度加入

各孔细胞，观察细胞生长状况，以第 - 日细胞全部死

亡的最低浓度为筛选浓度( 确定筛选浓度为 )44 5= 6
1( 取对数生长期 $0%123，接种于 " 孔板（’ < !4’ 6
孔），在 ’4 51 6 1 2>+ 培养箱中过夜，直至细胞 -4?
饱和( 在 ! 51 7089 !":4 培养液中加 !4 "= 质粒（分

别加入重组质粒 5@"A2BCD!，空载体 5@"）振荡混匀，

加入 EFGHCIJKFLD5FLI 脂质体悬液 !4 "1，室温温育 !’
5FL( 弃去培养基，用无血清培养基洗 + 次，逐滴缓慢

加入预先制备的质粒 %./ 6 脂质体复合液，)*#，’4
51 6 1 2>+ 培养箱中温育 ’ $ 后补充 ! 51 +44 51 6 1
新生牛血清的 7089 !":4 培养液，继续培养( )4 $ 后

改用含 ;:!- )44 5= 6 1 的培养液筛选，挑取阳性克隆

并进行扩增培养( 设立 5@" 空载体转染细胞作为对

照( 阳性克隆株分别命名为 $0%123A3F7./ 和 $0A
%123A5@" 细胞，以 7MA027 进行鉴定(
!$ % # &’()*& # 用 7./ 抽提试剂盒提取细 胞 总

7./ 并定量，取 !4 "= 的总 7./ 和 >EF=H NM（!’）: "1
进行反转录，于 *4# !4 5FL 后置于冰上，再依次加入

’ < OPCCIQ !4 "1，N.M0 + "1，/8R ! "1，7.D3FL !
"1，去离子水补至 ’4 "1，:+#孵育 + $ 后冰冻保存(
常规进行 027 扩增，反应引物 2BCD!：’SAJDJJKJ==DDJKA
=DDJJJDKA)S 和 ’SA=JJKJJDJ=JJDKJDJKJKA)S；#ADJKFL： ’SA
D=J===DDDKJ=K=J=K=A)S 和 ’SAJD===KDJDK==K==K=JJA)S( 将

027 反应产物行 !+ = 6 1 琼脂糖凝胶电泳，TO 染色，

紫外线灯下观察并照相(

+# 结果

+$ !# *,-.! 的小干扰 &/0 载体的构建和鉴定# 根

据 ;ILODLU 提供的 2BCD! 基因 J%./ 序列，设计合成

发夹样 2BCD! 3F7./( 5@"A2BCD! 3F7./ 真核表达质

粒和空载体被 !"#$和 $%&N %双酶切鉴定，分别形

成 :44 BG 和 !!44 BG 的 %./ 片段，与预计片段长度

相同（图 !）(
+$ +# *,-.! 低表达的细胞模型的建立 # ;:!- 筛选

转染细胞 : VU 后获得稳定克隆株( 经 7MA027 鉴定

（图 +），2BCD! 在 $0%123A3F7./ 细胞中的表达比对

照细胞 $0%123A5@" 明显降低，说明成功建立了 2BA

CD! 低表达的细胞模型(

!：%./ 5DQUIQ；+：5@" 质粒；)：2BCD! 3F7./ 质粒(

图 !W 2BCD! 3F7./ 表达质粒的酶切鉴定图

!：$0%123；+：$0%123A5@"；)：$0%123A3F7./(

图 +W 7MA027 鉴定 2BCD! 低表达的细胞模型

"# 讨论

2BCD! 是近几年发现的与骨发育密切相关的转

录因子，在成骨细胞分化和骨形成过程中发挥重要作

用( 2BCD! 是调控成骨细胞特异性基因的主控基因，

该基因只在与成骨相关的细胞中表达，如果在非成骨

细 胞 中 强 制 表 达，则 该 细 胞 出 现 成 骨 细 胞 的 特

性［+，- X Y］( 研究表明，敲出 2BCD! 后小鼠的成骨细胞

功能下降，包括成骨细胞数量减少、组织中骨基质蛋

白缺乏以及碱性磷酸酶活性降低等［!4 X !!］( 2BCD! 还

参与了乳恒牙替换过程中牙槽骨的改建与乳牙根吸

收的过程，在促进成骨分化的同时参与了对破骨细胞

的生长及活性的调节( 目前，在多个牙齿特异性的基

因的启动子上发现了 2BCD! 的结合位点，推测 2BCD!
可能通过调控多种分子通路在牙齿发育中发挥着重

大作用( 迄今为止，2BCD! 对 $0%123 的调控作用尚不

清楚(
为了探讨 2BCD! 的表达对 $0%123 的作用，首先

要选择一个有效的技术沉默此基因的表达( 7./ 干

扰是一门具有高效、特异、持久的对目的基因表达进

行阻断的技术( 与反义核酸相比，7./ 干扰造成的基

因抑制效率更高、特异性更好，以致于可以和基因敲

除相媲美，但其较基因敲除简便、快速、经济，因此具

有广阔的应用前景［!+ X !)］( 我们成功制备了 2BCD! 的

小干扰 7./ 真核表达载体，并建立了稳定低表达
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!"#$% 的细胞亚系，为深入研究 !"#$% 在牙齿发育过

程中的功能奠定了基础&

【参考文献】

［%］’$()*+,-( ./，/0123$(( 4，521(67 8，16 $9& !"#$:%（;<(=:>）

$() ?*61?+$9+-( 1=@21**-?( "A ,<3$( ?*61?"9$*6* -( ,1@$2-( ?*61?@?:

2?*-* -( B-62?［C］& !9-( .@@9 5,2?3" ’13?*6，>DDE，%>（F）：FEG H

FI>&

［>］J,$(K L，M$(K 4，N-( N，16 $9& ;<(=> ?B121=@21**-?( 1(,$(+1* ?*:

61?"9$*6-+ )-##121(6-$6-?( $() 3-(12$9-7$6-?( -( $)-@?*1:)12-B1) *613

+199* !" #!$%& $() !" #!#&［ C］& !$9+-# 5-**<1 O(6，>DDE，IP（Q）：

%EP H %IR&

［Q］N-( N，!,1( N，S$(K ’& .)1(?B-2<*:31)-$61) 62$(*#12 ?# *-;T.

$K$-(*6 ;<(=> U !"#$% -(,-"-6* 6,1 #?23$6-?( ?# ,1612?6?@-+ ?**-#-+$6-?(

-( $(-3$9 3?)19［ C］& V-?+,13 V-?@,A* ;1* !?33<(，>DDE，QFP

（>）：GEF H GI>&

［F］W?3?2- 5& 4?91+<9$2 31+,$(-*3* ?# 6,1 21K<9$6-?( ?# ?*61?"9$*6 $()

+,?()2?+A61 )-##121(6-$6-?( $() "?(1 #?23$6-?(［ C］& X1-Y$K$Y<，

>DDE，IR（E）：GD% H GDR&

［G］;A?? ’4，S$(K LZ& !?(62?9 ?# 6??6, 3?2@,?K1(1*-* "A ;<(=>［C］&

!2-6 ;1B /<Y$2A?6 [1(1 /=@2，>DDE，%E（>）：%FQ H %GF&

［E］C$31* 4C，C$2B-(1( /，S$(K LZ，16 $9& \-##121(6 2?91* ?# ;<(=> )<2:

-(K 1$29A (1<2$9 +21*6:)12-B1) "?(1 $() 6??6, )1B19?@31(6［ C］& C

V?(1 4-(12 ;1*，>DDE，>%（I）：%DQF H %DFF&

［I］W?3?2- 5& 41+,$(-*3 ?# 62$(*+2-@6-?($9 21K<9$6-?( "A ;<(=> -( ?*61:

?"9$*6*［C］& !9-( !$9+-<3，>DDE，%E（G）：R% H RI&

［R］\<+A Z，J,$(K ;，[1?##2?A ]，16 $9& 8*#$% U !"#$%：. 62$(*+2-@6-?(:

$9 $+6-B$6?2 ?# ?*61?"9$*6 )-##121(6-$6-?(［ C］& !199，%PPI，RP（G）：

IFI H IGF&

［P］X19B$3<2<K$( T，C1#+?$6 X!，W^?Y X& 8B121=@21**-?( ?# ;<(=> )-:

21+61) "A 6,1 3$62-= 316$99?@2?61-($*1:%Q @2?3?612 +?(6$-(-(K 6,1

.Z:% $() ;<(= U ;\ U !"#$ *-61* $9612* "?(1 213?)19-(K !" #!#&［C］& C

!199 V-?+,13，>DDE，PP（>）：GFG H GGI&

［%D］W?3?2- 5，M$K- ’，T?3<($ X，16 $9& 5$2K161) )-*2<@6-?( ?# !"#$%

21*<96* -( $ +?3@9161 9$+Y ?# "?(1 #?23$6-?( ?^-(K 6? 3$6<2$6-?($9 $2:

21*6 ?# ?*61?"9$*6［C］& !199，%PPI，RP（G）：IGG H IEF&

［%%］866? _，5,2?(199 .Z，!2?3@6?( 5，16 $9& !"#$%，$ +$()-)$61 K1(1

#?2 +91-)?+2$(-$9 )A*9$*-$ *A()2?31，-* 1**1(6-$9 #?2 ?*61?"9$*6 )-##12:

1(6-$9 $() "?(1 )1B19?@31(6［C］& !199，%PPI，RP（G）：IEG H II%&

［%>］O(?<1 .，X$^$6$ XM，5$-2$ W& 4?91+<9$2 )1*-K( $() )19-B12A ?# *-;:

T.［C］& C \2<K 5$2K16，>DDE，%F（I）：FFR H FGG&

［%Q］W<221+Y C& *-;T. /##-+-1(+A：X62<+6<21 ?2 X10<1(+1:5,$6 O* 6,1

‘<1*6-?(［C］& C V-?31) V-?61+,(?9，>DDE，>DDE（F）：RQIGI&

编辑a 王a

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

睿

·经验交流·a 文章编号：%DDD:>IPD（>DDI）DP:DRGI:D%

红细胞增多症漏诊 ! 例

魏a 伟，吴 a 成，王 a 滨，李曙红，崔海宏，刘丽丽，

赵a 佳a （解放军第 FGE 医院干部病房，山东 济南 >GDDQ%）

收稿日期：>DDI:D%:>E；a 接受日期：>DDI:DQ:DG

作者简介：魏a 伟& 硕士，主治医师& 519：（DGQ%）GE%GQGQFa /3$-9：FGE:

"$?b-$(c *-($& +?3

【关键词】红细胞增多症；动脉栓塞；脑梗塞

【中图号】;GGG& %a a a 【文献标识码】V

!" 临床资料" 男，FI 岁，因颜面潮红、头晕 % $，反复言语迟

钝、右手活动不灵 % ^Y 入院& % $ 前患者因头晕、颜面潮红，多

次测血压升高，诊为高血压病；Q 3? 前患者出现左手拇指肿

胀、皮色紫暗、皮温减低，上肢血管彩超提示左桡动脉、左大拇

指动脉血流明显减低，诊为肢体动脉栓塞，经扩血管等治疗后

症状消失& 其间多次化验血常规红细胞 E& G d %D%> U N，血红蛋

白 %IE K U N，血小板 F>Q d %D%> U N& 入院查体：血压 %FD U IG 33:
’K，面部、手、足、结膜充血，呈醉酒状，腱反射右膝较左侧活

跃& 头颅 4;O 提示右侧基底节区、半卵圆区、颞叶、枕叶多发

腔隙性脑梗塞& V 超提示副脾& 初诊：!脑梗塞；"高血压病&
给予抗凝、抗血小板凝集、改善脑代谢及供血等治疗 D& G 3?
后患者仍反复头晕、言语迟钝、右手活动不灵，其间多次化验

血常规 红 细 胞 E& G% d %D%> U N，血 红 蛋 白 %PE K U N，血 小 板

QFR d %D%> U N，红细胞压积 GR& Ie & 血氧饱和度 PRe & 血流变

中度异常& 骨髓象提示粒、红及巨核细胞系均增生，以红系增

生显著，中性粒细胞碱性磷酸酶积分 %QE& 结合患者无严重

心肺疾病、肿瘤、高原居住史等，确诊为红细胞!多症（Z]）&
给予羟基尿 D& G K，@?，6-)；干扰素 Q 4f ，-3，0?)，% 3? 后患者

不适症状均消失，Q 3? 后血常规恢复正常&

#" 讨论" Z] 是一种克隆性干细胞疾病，以全血容量增多、血

黏度增高及脾肿大为主要表现& 其合并症有栓塞、出血、肿

瘤、急性白血病、高血压等& 其中，栓塞居首位，脑血管最常

见，其次为心肌梗死、周围血管栓塞、肺栓塞等［%］& 以并发症

为主诉的患者极易被漏诊误诊& 本病患者 % $ 内先后出现高

血压、肢体动脉栓塞、脑梗塞& 因颜面潮红可见于高血压病，

而后者可导致血管痉挛、玻璃样变、血管壁重构，管壁纤维化、

管腔狭窄、粥样斑块形成等，导致肢体动脉栓塞形成，且患者

经常规处理后上述症状均控制，故一直未考虑到 Z]& 直至患

者出现脑梗塞且治疗效果欠佳方经骨穿确诊，化疗后病情得

以控制& 如发现患者有血栓形成及出血病史，伴有神经系统

症状、肝脾大、血压升高、醉酒面容，且有血常规血红蛋白、红

细胞、白细胞、血小板计数升高、红细胞压积增高者，应考虑骨

穿，排除 Z]&
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