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转化生长因子 Β对骨形成蛋白-2基因
转染细胞生物学行为的影响

司晓辉　杨连甲　金　岩

摘要　目的:探讨骨形成蛋白22 (BM P22)和转化生长因子 Β(T GFΒ)对细胞增殖分化的调控作用及其机制。方法: 构

建含有人BM P22基因的噬菌粒表达载体 pBK2B 2,利用脂质体转染方法将其导入N IH 3T 3细胞,通过 G2418筛选获

得阳性细胞克隆。细胞原位杂交、免疫组化法检测BM P22基因的稳定转染及表达,并检测了外源性 T GFΒ对转染细

胞增殖活力及碱性磷酸酶活性和骨钙素含量的影响。结果: T GFΒ(50 ngöm l)促进BM P22转染细胞的增殖,但是抑

制其碱性磷酸酶活性和骨钙素的含量。结论: T GFΒ的生物学效应与多种因素密切相关,BM P 和 T GF2Β在细胞生

长分化过程中具有协同作用。
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　　骨形成蛋白 (bone morphogenetic p ro tein s,

BM P s)作为骨的生长因子属于 T GFΒ超家族的一
个成员。BM P s的一个重要特点是能在非骨组织如

肌肉中诱导新的软骨和骨形成,随着对BM P s研究

的不断深入,揭示了它在形态发生和细胞分化过程

中发挥重要的作用。BM P 家族至少包括20个成员,

其中BM P22被认为是活性最强的唯一能单独诱导

成骨的因子。转化生长因子 Β( transfo rm ing grow th

facto r Β, T GFΒ)对多种组织细胞的生长分化及功能

过程具有调控作用, 它与BM P s最明显的区别是

T GFΒ本身无异位成骨的作用。本文以BM P22基因

为目的基因,以小鼠成纤维细胞为载体细胞,建立

了稳定表达 BM P22的细胞株, 并检测了外源性

T GFΒ对转染细胞的增殖活力和碱性磷酸酶
( alkaline phosphatase, AL P ) 活 性、骨 钙 素

(o steocalcin,OC)含量的影响,进一步从分子水平探

讨BM P22和 T GFΒ对细胞增殖分化的调控作用以
及二者的作用机制。

1　材料和方法

1. 1　主要材料

pBK2B 2噬菌粒表达载体由第四军医大学口腔医院病

理科构建 1 ,L ipofectam ine转染试剂盒、DM EM、G2418为美

国 Gibco 公司产品。ABC 试剂盒为美国V ecto r 公司产品。

牛血小板 T GFΒ由第四军医大学口腔医院病理科制备 2 。

M T T 为美国 Sigm a 公司产品。AL P 检测试剂盒购自广州

标佳科技有限公司,OC 放免检测试剂盒购自北京东亚免疫

技术研究所。

1. 2　基因转染和克隆筛选

采用脂质体载体 ( lipofectam ine ) 将 pBK2B 2转染

N IH 3T 3细胞。转染3 d 后, 弃去原培养液, 加入含 G2418

(500 Λgöm l)的DM EM 培养液 (含10% FCS) ,在标准环境下

培养, 15 d后绝大多数细胞死亡,收集 G2418抗性的细胞克

隆,扩大培养并制备细胞爬片。

1. 3　原位杂交 3

细胞爬片经4%多聚甲醛 (PFA ) öPBS (pH 714)固定,分

别用013% T riton X2100öPBS、011 molöL HC l及蛋白酶 K

处理, 4% PFA 后固定及逐级酒精脱水干燥后,滴加热变性

后的含地高辛标记BM P22探针的杂交液, 42℃杂交过夜。缓

冲液2×SSC、1×SSC、015×SSC 充分漂洗, 正常羊血清封

闭, 然后滴加标记碱性磷酸酶的抗地高辛抗体 (A n ti2D IG2

A P ) 37℃温育2 h。缓冲液É、缓冲液Ë 充分漂洗后, NBT ö

BC IP 暗处显色20 h。T E 终止反应, 逐级酒精脱水, 二甲苯

透明,中性树胶封片。

1. 4　免疫组化

已固定的细胞爬片经1%H 2O 2öPBS、013% T riton X2
100öPBS处理后,滴加正常马血清37℃温育30 m in,弃去血

清后滴加鼠抗人BM P22单抗 (G8A 6) , 4℃过夜。滴加生物素

化的羊抗鼠 IgG, 37℃温育30 m in。滴加ABC 复合物37℃温

育30 m in,上述各步之间均以 PBS充分振洗。最后滴加新鲜

配制的DAB 显色液,室温10 m in,蒸馏水洗终止反应,苏木

精衬染,逐级酒精脱水后二甲苯透明,中性树胶封片。
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1. 5　M T T 检测

转染细胞以4×103的细胞密度 (200 Λl)接种于96孔板,

在含10% FCS的DM EM、标准环境下培养3 d 后,弃去原培

养液,每孔加含1%血清DM EM 稀释的 T GFΒ,终含量分别

为5 ngöm l、50 ngöm l和500 ngöm l,继续培养3 d 后,每孔加

M T T (5 m göm l) 20 Λl,继续培养4 h, 轻轻吸尽上清, 加150

Λl DM SO 振荡15 m in, 使结晶物充分溶解, 用 EL ISA 仪测

定490 nm 的光密度 (OD )值。同时设空白对照。采用统计学

软件 Statgraph ics(310版本)进行组间统计学分析,下同。

1. 6　AL P 检测

细胞接种与培养同前。弃去孔内培养液, PBS (pH 714)

洗涤细胞2次, 每孔加入012% T riton X2100öPBS (pH 714)

100 Λl,冰浴下超声粉碎,加入200 Λl底物反应液, 37℃孵育

30 m in, 011 molöL N aOH 终止反应。用 EL ISA 仪测定410

nm 的OD 值。同时设空白对照,统计学分析。

1. 7　OC 检测

细胞接种与培养同前。取待测培养液100 Λl、125 I标记的

OC100 Λl与OC 抗体100 Λl混合后4℃放置24 h。每管加分

离剂015 m l,混匀后室温放置20 m in, 4℃3500 röm in 离心20

m in, 弃上清,检测沉淀物放射剂量。由自动 Χ计数仪 (Cap2
R ia, 美国)预先编制程序,直接给出相关参数、标准曲线及

样品浓度。最后以 ngöm l表示。同时设空白对照,统计学分

析。

2　结　　果

2. 1　原位杂交

转染细胞的胞浆中有蓝色颗粒样阳性杂交信

号 (图1) ,而亲本细胞为阴性,证明 pBK2B2成功导

入细胞,并有mRNA 的较高表达。

2. 2　免疫组化

转染细胞的胞浆中有棕色阳性信号 (图2) , 而

亲本细胞为阴性,证明人BM P22基因在N IH 3T 3细

胞中得到表达。

2. 3　M T T 检测

T GFΒ(50 ngöm l)作用于转染细胞后, 活力细

胞数增加, 二者间有显著性差异, 而5 ngöm l组和

500 ngöm l组对细胞增殖无明显影响 (表1)。
表1　TGFΒ作用于转染细胞的M TT检测

TGFΒ(ngöm l) n OD 值 (xθ±s) P

0 10 0. 230±0. 019

5 12 0. 246±0. 005 > 0. 05

50 12 0. 254±0. 005 < 0. 05

500 12 0. 238±0. 003 > 0. 05

2. 4　AL P 活性

T GFΒ(50 ngöm l)抑制转染细胞的AL P 活性,

二者间有显著性差异, 而5 ngöm l组和500 ngöm l

组对细胞AL P 活性无明显影响 (表2)。
表2　TGFΒ作用于转染细胞的AL P活性检测

TGFΒ(ngöm l) n OD 值 (xθ±s) P

0 10 0. 021±0. 002

5 10 0. 020±0. 000 > 0. 05

50 10 0. 017±0. 015 < 0. 05

500 10 0. 019±0. 001 > 0. 05

2. 5　OC 含量

T GFΒ(5 ngöm l、50 ngöm l及500 ngöm l)抑制

转染细胞OC 的合成,二者间有显著性差异 (表3)。
表3　TGFΒ作用于转染细胞的OC含量检测

TGFΒ(ngöm l) n OD 值 (xθ±s) P

0 14 2. 227±0. 310

5 5 0. 336±0. 229 < 0. 05

50 5 0. 170±0. 100 < 0. 05

500 5 0. 536±0. 300 < 0. 05

3　讨　　论

许多研究表明,外源性BM P 不仅可以诱导未

分化间充质细胞向骨- 软骨细胞分化,而且还具有

诱导肌源性细胞、成骨前体细胞、成纤维细胞等向

骨细胞系分化的作用。BM P 能够促进Balb2c 3T 3、

Sw iss 3T 3及3T 32L 1等成纤维细胞向脂肪细胞或成

骨细胞分化 4 。N IH 3T 3细胞来源于 Sw iss小鼠胚

胎,它可能向几个方向分化,受到诱导后可向成骨

样细胞或脂肪细胞分化, 而BM P22是重要的细胞

诱导因子, 并且小鼠胚胎N IH 3T 3细胞与标记的

BM P22有高亲和力 5 , 这些提示 N IH 3T 3细胞是

BM P22的靶细胞,将BM P22基因导入N IH 3T 3细胞

基因组中并检测其功能, 有助于从分子水平研究

BM P22对细胞表型的影响及其调控机理。第四军医

大学口腔医院病理科构建了原核、真核均表达的噬

菌粒表达载体 pBK2B2,利用简单、安全、高效的新

一代产品脂质体载体, 将其导入小鼠N IH 3T 3细

胞, 并在 G2418压力下筛选抗性克隆, 获得稳定表

达BM P22的细胞克隆, 通过核酸原位杂交和免疫

组织化学检测,从mRNA 水平及蛋白质水平证实

稳定转染后的N IH 3T 3细胞可以表达外源BM P22
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基因,表明BM P22转染N IH 3T 3细胞是成功的。转

染BM P22后细胞的增殖能力减弱,但AL P 活性和

OC 含量提高,表现出成骨细胞的表型 6 。

T GFΒ是骨重建的关键性因子,它促进成骨细

胞增殖而抑制破骨细胞分化。T GFΒ以剂量依赖方
式 (011～ 100 ngöm l)促进体外培养的骨膜移植物

的软骨成骨, 尤其以50 ngöm l组最为显著 7 。与

BM P 不同的是 T GFΒ无诱导未分化间充质细胞向
骨细胞分化的作用,它主要对已经分化的细胞发挥

作用 8 。T GFΒ1抑制M C3T 32E1细胞的AL P 活性,

而成骨素 (o steogen in, 即BM P23)可以在48 h 之内

逆转这种抑制作用 9 。骨折愈合过程中BM P22和

T GFΒ1 mRNA 的表达时期及表达细胞既有重叠又

有差异 3 。这些均提示BM P 和 T GFΒ在刺激骨生
长和骨愈合方面存在协同作用。

M T T 比色实验是一种检测细胞存活和生长的

方法。在一定范围内,M T T 结晶物形成的量与细胞

数成正比。AL P 是成骨细胞分化成熟的重要标志

之一,是参与骨组织形成、代谢及再生的重要物质。

OC 是唯一已知的由成骨细胞产生的骨特异性蛋

白,又称骨玻璃蛋白 (bone glass p ro tein, BGP ) , 它

在骨细胞分化的终末阶段出现。用125 I标记的OC

抗体, 通过放射免疫法可测定细胞中OC 的含量。

本实验结果显示, T GFΒ对AL P 活性和OC 含量的

影响与它对转染细胞增殖的作用相反,即50 ngöm l

的 T GFΒ能够促进细胞的增殖, 但却抑制AL P 活

性和OC 含量,提示成骨细胞的增殖和分化过程可

以独立进行。田卫东等 10 观察 T GFΒ对人胚成骨样
细胞生物学行为的影响也得出相同的结论。而在5

ngöm l组和500 ngöm l组,其对AL P 的活性无明显

影响,而对OC 的合成有抑制作用,这可能与 T GFΒ
的剂量、细胞分化的时期等因素有关。

以往的研究表明,外源性 T GFΒ1抑制多潜能的

细胞系ROB2C26和分化程度较高的成骨样细胞系

ROB 2C20的AL P 活性, 也不诱导OC 的产生; 而

BM P22则刺激C26细胞AL P 活性并增加这两种细

胞的OC 含量 11 。本实验结果显示, N IH 3T 3细胞在

转染BM P22基因后表现出某些成骨细胞的表型

(AL P 活性和OC 含量提高) , T GFΒ能够促进此细
胞的增殖却抑制AL P 和OC 的活性。说明 T GFΒ具
有双重效应,其对靶细胞作用的性质取决于细胞类

型、分化状态、生长条件、剂量及其它生长因子的存

在等因素。

综上所述, T GFΒ能够促进BM P22基因转染细

胞的增殖能力,但却抑制该细胞的AL P 活性和OC

含量。T GFΒ对细胞的作用性质与细胞的分化状态
和剂量等因素密切相关。由于BM P 和 T GFΒ对细
胞生物学作用不尽相同,如何合理地将两者用于细

胞分化的不同时期以加速骨修复是值得深入探讨

的问题。

(本文图见中心插页15)　　
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Effects of TGFΒ on BM P-2 Gene Tran sfection Cel ls in V itro
Si X iaohui, Yang L ian jia, J in Yan

D ep artm ent of O ral P atholog y , S tom atolog ical Colleg e, the Fou rth M ilitary M ed ical U niversity

Abstract
Objective: To elucidate the m echan ism of bone morphogenetic p ro tein22 (BM P22) and transfo rm ing grow th facto r Β(T GFΒ)

on cell differen tiation. M ethods: A phagem id exp ression vecto r fo r hum an BM P22 (pBK2B 2) w as constructed and transfected

in to the N IH 3T 3 cells by using lipofectam ine. Positive cell clonesw ere selected w ith G418. T he stable transfection and exp ression

of BM P22 w ere determ ined by using in situ hybridization and imm unoh istochem istry m ethods. T he p ro liferativity of the

transfected cells treated w ith T GFΒ w ere assayed by M T T m ethod. A lkaline phosphatase (AL P ) and osteocalcin (OC )

p roduction w ere also m easured. Results: T he p ro liferation of the transfected cells w as stim ulated after being treated w ith T GFΒ
(50 ngöm l). But the AL P activity and OC p roduction w ere inh ibited. Conclusion: T he effects of T GFΒ are clo sely related to

m any facto rs, and BM P and T GFΒm ay be synergistic in cell p ro liferation and differen tiation.

Key words:　tran sfo rm ing grow th facto r Β　　bone morphogenetic p ro tein 2　　gene transfection　　cell differen tiation

颌下淋巴结 Burk itt’s恶性淋巴瘤一例报告

何志秀　马　莉　黄河长　陈　艳

　　患者男性, 38岁,农民,住院号34920。因右颌下无痛性

包块3+ 月入院。3月前偶然发现右颌下长一无痛包块,包块

进行性肿大,生长迅速,经抗炎治疗无效。自发病以来无发

烧及消瘦,精神、饮食较好。体格检查: 呼吸、心跳正常,胸腹

部检查未见异常。专科检查: 右颌下区1个4 cm×4 cm 大小

包块,质地较硬,边界欠清,表面呈节结节状,无压痛,活动

度较差;右下颌角下后方可触及2 cm×115 cm 硬结,边界清

楚,表面光滑,活动,无压痛。颌下腺导管开口处无异常分泌

物。实验室检查: 血常规、肝肾功、电解质、血糖均无异常。临

床诊断:右颌下恶性混合瘤。

治疗采用手术摘除肿瘤加COM P 方案化疗。术中见包

块位于颌下腺之外,在腺体的前上内侧,与内侧组织有轻度

粘连。

病理学检查: 细胞学涂片 (C65295)检查见大量肿瘤细

胞,细胞大,较为一致,胞浆少,几为裸核,核仁明显,核分裂

象易见, 符合恶性淋巴瘤 (图1)。大体检查见灰褐色组织1

个, 112 cm×112 cm×1 cm 大小,另一碎组织黄豆大小。光

镜检查 (473295)见肿瘤为弥漫性,瘤细胞形态一致,中等大

小,胞浆少,核圆,核膜厚,核分裂象易见; 吞噬了死亡瘤细

胞碎片的巨噬细胞,均匀散布在瘤细胞之间,胞浆淡染,呈

“星空现象”(图2)。免疫组化检查 CD 20阳性。病理诊断: 右

颌下Burk itt’ s恶性淋巴瘤。术后随访4年, 无复发, 情况良

好。

讨论　本型淋巴瘤好发于中非儿童。我国亦有报道。病

因学研究该病与 EB 病毒密切相关。好发于颌骨,约20%侵

犯淋巴结。光镜检查特点为肿瘤细胞间的巨噬细胞吞噬瘤

细胞碎片导致的“星空现象”。免疫组化检查为 CD 20阳性,

CD 19阳性。分子生物学检查 EBV 阳性; 8, 14染色体易位及

C2m gc 基因易位。本病例为发生于颌下淋巴结的结内型

Burk itt’ s恶性淋巴瘤,国内少有报道。

(本文图见中心插页16)　　
(1999201208收稿)
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