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Ｃｂｆβ人工ｍｉＲＮＡ干扰载体构建及稳定细胞株系的获得与鉴定
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　　［摘要］　目的　构建Ｃｂｆβ基因干扰载体，获得Ｃｂｆβ人工ｍｉＲＮＡ干扰载体和稳定细胞株系，检测其对间充质干细胞
Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞成骨分化的影响。方法　 设计特异性干扰小鼠Ｃｂｆβ基因的人工ｍｉＲＮＡ序列，构建Ｃｂｆβ干扰载体Ｂｌｏｃｋｉｔ
ｍｉＲＮＡｃｂｆβｍｉＲＮＡ１／ｍｉＲＮＡ２，将其转入Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞获得稳定细胞株；用ＢＭＰ２诱导３ｄ后采用荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴ
ＰＣＲ）和Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测Ｃｂｆβ、Ｒｕｎｘ２和成骨标志基因ＡＬＰ表达水平。结果　 成功构建成骨转录因子Ｃｂｆβ的干扰载体
并获得了稳定细胞株系，成骨标志基因ＡＬＰ和Ｃｂｆβ的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显下降（Ｐ＜０．０５），而Ｒｕｎｘ２下降不显著
（Ｐ＞０．０５）。结论　 ｍｉＲＮＡｃｂｆβｍｉＲＮＡ１／ｍｉＲＮＡ２载体可以抑制成骨转录因子 Ｃｂｆβ的功能，进而降低成骨标志基因
ＡＬＰ蛋白和ｍＲＮＡ的表达，并获得可以影响成骨过程的稳定细胞株系。
　　［关键词］　 Ｃｂｆβ；ａｍｉＲＮＡｓ；ａｍｉｒＣｂｆβ；间充质干细胞；成骨分化
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　　Ｃｂｆβ是核心结合因子（ｃｏｒｅｂｉｎｄｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＣＢＦ）
的一个亚基，与成骨细胞分化及骨生成有着非常密切

的关系。虽然Ｃｂｆβ不与 ＤＮＡ结合，但在体外实验能
提高Ｒｕｎｘ２（Ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２）与 ＤＮＡ
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的结合力进而促进骨形成［１－２］。研究表明，Ｒｕｎｘ２是
通过 ｒｕｎｔ结构域介导与 Ｃｂｆβ结合形成的异二聚
体［３］，其转录活性是单独 Ｒｕｎｘ２的５～６倍［１］。人工

ｍｉＲＮＡ（ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｍｉｃｒｏＲＮＡ，ａｍｉＲＮＡ）技术最早应用于
哺乳动物细胞系［４］，并能在活体细胞内高效表达，具

有高度特异性，其表达可有效干扰外源性的和一个或

多个内源性的靶基因的表达［５］。ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）
是通过完全或近似完全的碱基配对而导致靶 ｍＲＮＡ
的分裂和破坏［６］，而ａｍｉＲＮＡｓ通过修饰内源性ｍｉＲＮＡ
前体来定位目的基因，这已被证明可用于下调哺乳动

物里的基因表达［７－１０］。本实验前期通过对成骨转录因

子 Ｃｂｆβ和间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＭＳＣｓ）成骨分化的研究，发现Ｃｂｆβ在ＭＳＣｓ中高表达，
推测Ｃｂｆβ可能是ＭＳＣｓ成骨分化过程中的重要影响因
子。本 研 究 构 建 了 Ｃｂｆβ人 工 小 ＲＮＡ（ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ
ｍｉｃｒｏＲＮＡＣｂｆβ，ａｍｉｒＣｂｆβ）干扰载体并转染Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２
（来源于小鼠胚胎细胞）细胞，观察Ｃｂｆβ、Ｒｕｎｘ２和成骨
标志性基因碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）的
ｍＲＮＡ和蛋白表达情况，为今后进一步研究 Ｃｂｆβ和
Ｒｕｎｘ２的结合力及其对成骨等细胞的影响奠定基础。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞（由第三军医大学生物医学材料学教研室
董世武教授惠赠），ＤＮＡｍａｒｋｅｒ和大肠杆菌ＪＭ１０９感受态购买
于全式金公司，胎牛血清、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基购于 ＨｙＣｌｏｎｅ公
司，转染试剂脂质体２０００（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００）、ＲＮＡ抽提试剂
Ｔｒｉｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，无ＲＮＡ酶的物品购自Ａｘｙｇｅｎ公司，
ＤＮＡ连接酶购自ＮＥＢ公司，ＤＮＡ聚合酶和实时定量ＰＣＲ（ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ）试剂盒购于 ＴａＫａＲａ公司，ＰＣＲ引物和 ｄｓＤＮＡ由上
海英俊公司合成，质粒提取试剂盒、切胶回收试剂盒购自Ｏｍｅｇａ
公司，逆转录试剂盒购买于 Ｆｅｒｅｎｔａｓ公司，ＭＴＴ、稻瘟菌素
（Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ）和 ＤＭＳＯ购于 Ｓｉｇｍａ公司，用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的兔
抗鼠Ｃｂｆβ、Ｒｕｎｘ２和ＡＬＰ抗体购于Ｓａｎｔａ公司，二抗（羊抗兔）、
兔抗鼠内参βａｃｔｉｎ购于康为世纪公司。

１．２　ａｍｉｒＣｂｆβ质粒表达载体的构建
１．２．１　质粒的构建、转化和纯化　　①ＣｂｆβｍｉＲＮＡ干扰质粒
载体的构建：依据小鼠 Ｃｂｆβ（ＮＭ＿０２２３０９．４）的基因信息，设计
并合成２对人工ｍｉＲＮＡ序列，序列见表１。②载体连接：按照
载体构建试剂盒 ＢＬＯＣＫＩＴＴＭ ＰｏｌⅡ ｍｉＲＲＮＡｉＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＶｅｃｔｏｒ
Ｋｉｔ提供的方法，分别将２对ｏｌｉｇｏ单链退火合成双链，然后进行
重组克隆，将２对双链的ｍｉＲＮＡｏｌｉｇｏ分别插入ｍｉＲＮＡ表达载
体ｐｃＤＮＡ６．２Ｇ／ＷＥｍＧＦＰｍｉＲ中，构建ＣｂｆβｍｉＲＮＡ１及Ｃｂｆβ
ｍｉＲＮＡ２表达质粒，具体操作见试剂盒说明。③质粒转化和筛
选：取２μＬ连接物加入２００μＬ感受态细菌，轻轻混匀，冰上放
置５～３０ｍｉｎ；４２℃ ６０ｓ，立即于冰上放置 １～２ｍｉｎ；加入
２５０μＬＳＯＣ培养基，３７℃２００ｒ／ｍｉｎ缓慢摇菌１ｈ；涂布连接产
物到含有５０μｇ／ｍＬ壮观霉素的 ＬＢ平板，３７℃倒置培养皿培

养过夜；每个转化平板分别挑取３个克隆进行测序，以验证重
组克隆中插入片段序列是否与设计的 ｏｌｉｇｏ序列一致。筛选出
插入片段正确的阳性克隆即为构建成功的质粒载体。④质粒
的纯化：质粒纯化试剂盒进行质粒纯化。

表１　Ｃｂｆβ人工ｍｉＲＮＡａｍｉＲＮＡＣｂｆβ１及ａｍｉＲＮＡβ２设计序列

序号 Ｏｌｉｇｏ序列

ａｍｉＲＮＡＣｂｆβ１
正义链：５′ＴＧＣＴＧＡＴＣＡＡＴＧＧＧＡＧＡＡＡＴＧＣＡＴＣＴＧＴＴＴＴＧ

ＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＡＧＡＴＧＣＡＴＣＴＣＣＣＡＴＴＧＡＴ３′

反义链：５′ＣＣＴＧＡＴＣＡＡＴＧＧＧＡＧＡＴＧＣＡＴＣＴＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣ

ＣＡＡＡＡＣＡＧＡＴＧＣＡＴＴＴＣＴＣＣＣＡＴＴＧＡＴＣ３′

ａｍｉＲＮＡＣｂｆβ２
正义链：５′ＴＧＣＴＧＴＣＡＴＡＧＴＧＣＴＣＡＧＴＡＡＣＡＣＡＡＧＴＴＴＴＧ

ＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＴＧＴＧＴＴＡＧＡＧＣＡＣＴＡＴＧＡ３′

反义链：５′ＣＣＴＧＴＣＡＴＡＧＴＧＣＴＣＴＡＡＣＡＣＡＡＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣ

ＣＡＡＡＡＣＴＴＧＴＧＴＴＡＣＴＧＡＧＣＡＣＴＡＴＧＡＣ３′

加粗部分为人工ｍｉＲＮＡ成熟序列，斜体部分为人工ｍｉＲＮＡ互补序
列，下划线部分为接头序列

１．２．２　ＣｂｆβｍｉＲＮＡ串联序列质粒表达载体构建　　利用ＢｇｌⅡ
和ＢａｍＨⅠ同尾相连的原理构建串联序列质粒表达载体。将
ＣｂｆβａｍｉＲＮＡ２用ＳａｌⅠ及ＸｈｏⅠ酶切，而ＣｂｆβａｍｉＲＮＡ１用ＢｇｌⅡ
和ＸｈｏⅠ酶切，利用ＢａｍＨⅠ酶与 ＢｇｌⅡ酶为同尾酶的特性，用
Ｔ４连接酶将其构建到同一个载体上。酶切回收原理见图１。
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图１　酶切回收原理图

１．３　细胞培养、稳定细胞系的筛选及诱导
　　Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞（小鼠胚胎细胞）常规培养于添加１０％胎
牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液中，３７℃、５％ ＣＯ２孵箱中培养，每
２～３天，以１∶３比例传代。接种 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞，１０％胎牛血
清ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基培养２４ｈ后，按照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００
试剂盒说明书进行转染。待将ａｍｉｒＣｂｆβ和空载体转染细胞按
照试剂盒转入细胞中，４ｈ后更新鲜培养基，第２天更换带杀稻
瘟菌素（Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ，Ｓｉｇｍａ，浓度为６μｇ／ｍＬ）培养基，每隔３～
４ｄ更换１次带抗性的培养基，１４ｄ后进行荧光观察，存活细胞
均能发出荧光。ＢＭＰ２为常规成骨诱导剂，本研究在培养基中
加入１００ｎｇ／ｍＬ的ＢＭＰ２对其成骨过程进行诱导。在确认获得
稳定的细胞株后，将携带ａｍｉｒＣｂｆβ和空载体的细胞接种于６孔
板中，待细胞融合度达８０％～９０％时，加入１００ｎｇ／ｍＬＢＭＰ２进
行成骨分化诱导。７２ｈ后行ｑＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。

１．４　ｑＲＴＰＣＲ检测ｍＲＮＡ表达
　　用Ｔｒｉｚｏｌ提取总ＲＮＡ，使用反转录试剂盒得到ｃＤＮＡ后，定
量ＰＣＲ检测目的基因，并以ＧＡＰＤＨ为内参均一模板。按照试
剂盒说明书将定量试剂、待测基因引物和１μＬ的 ｃＤＮＡ模板
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加到０．２ｍＬＭｉｃｒｏＡｍｐ（ＡＢＩ）中使最后容积为２０ｍＬ。扩增参
数为 ９４℃５ｍｉｎ，接着９４℃３０ｓ、５７℃３０ｓ、７２℃３ｓ，４０个循
环。本实验中使用 ＲＴＰＣＲ引物：ＧＡＰＤＨ正义链：５′ＡＡＡＴＧ
ＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴ３′，反义链：５′ＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴ
ＧＧＧ３′，基因编号：ＮＭ＿００８０８４．２，扩增片段２３１ｂｐ；Ｃｂｆβ正义
链：５′ＴＴＣＧＴＴＡＡＧＴＧＧＡＧＣＡＣＡＧＣ３′，反义链：５′ＡＧＴＧＧＧＴ
ＧＡＣＧＴＣＴＴＣＡＣＴＧ３′，基因编号：ＮＭ＿０２２３０９．４，扩增片段
１４９ｂｐ；Ｒｕｎｘ２正义链：５′ＣＣＡＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＴＧＣＣＴＣ３′，反义
链：５′ＡＴＧＡＡＡＴＧＣＴＴＧＧＧＡＡＣＴＧＣ３′，基 因 编 号：ＸＭ＿
００６５２３５４７．１，扩增片段 １０８ｂｐ；ＡＬＰ正义链：５′ＧＧＡＣＡＧＧＡ
ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡ３′，ＡＬＰ反义链：５′ＣＡＡＡＣＡＧＧＡＧＡＧＣ
ＣＡＣＴＴＣＡ３′，基因编号：ＸＭ＿００６５３８５００．１，扩增片段 ７７ｂｐ。
ＰＣＲ扩增，循环数４０个。所有的 ｑＲＴＰＣＲ反应在 ＰＣＲＳｙｓｔｅｍ
７５００（ＡＢＩ）完成。定量数据用２－△△Ｃｔ的方法分析。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达
　　总的 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞裂解物被裂解缓冲液［５０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．６），１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，１％脱氧胆酸
钠，０．１％ ＳＤＳ，１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ和０．２％抑肽酶（Ｓｉｇｍａ）］提取。
检测蛋白浓度后，同等的蛋白样本被混合到２×上样本缓冲区
（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）并煮沸。１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ胶体分解，用半干燥的方
法转移至ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）上。之后融入５％脱脂牛奶洗涤
缓冲液 ２ｈ后，加入 Ｃｂｆβ一抗（１∶１０００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）、
Ｒｕｎｘ２一抗（１∶１０００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）、ＡＬＰ一抗（１∶１０００，Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司）和βａｃｔｉｎ抗体（１∶１００，康为世纪公司），４℃孵化过
夜。βａｃｔｉｎ作为内参。接着用 ＴＢＳＴ洗涤，加入带有辣根过氧
化物酶的二抗（１∶１００００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），室温孵化１ｈ。印
迹被Ｆｅｍｔｏ（Ｐｉｅｒｃｅ，ＩＬ，ＵＳＡ）显现。

１．６　统计学分析
　　实验重复３次，数据用 珋ｘ±ｓ表示，各样本取均值比较，采用
ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行ｔ检验。

２　结果

２．１　酶切鉴定结果
　　ａｍｉＲＮＡＣｂｆβ两片段以ＸｈｏⅠ和ＢａｍＨⅠ双酶切，１％琼脂
糖凝胶电泳获得１２７ｂｐ左右载体片段（空载体会获得５０ｂｐ左
右片段），与预期片段大小相符合（图２Ａ）。ａｍｉＲＮＡＣｂｆβ１／２
融合载体用相同方法酶切，获得阳性为２５３ｂｐ片段（图２Ｂ），将
３号阳性菌落送金丝特生物技术有限公司（中国，南京）测序。

２．２　载体构建与鉴定
　　凝胶电流所显示的条带约为２５０ｂｐ，符合目的条带大小，
初步证明两片连接成功。最终设计片段：ＡＧＴＧＧＡＴＣＣＴＧＧＡＧ
ＧＣＴＴＧＣＴＧＡＡＧＧＣＴＧＴＡＴＧＣＴＧＡＴＣＡＡＴＧＧＧＡＧＡＡＡＴＧＣＡＴ
ＣＴＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＡＧＡＴＧＣＡＴＣＴＣＣＣＡＴＴＧＡＴＣＡＧＧ
ＡＣＡＣＡＡＧＧＣＣＴＧＴＴＡＣＴＡＧＣＡＣＴＣＡＣＡＴＧＧＡＡＣＡＡＡＴＧＧＣＣＣＣ
ＴＧＧＡＧＧＣＴＴＧＣＴＧＡＡＧＧＣＴＧＴＡＴＧＣＴＧＴＣＡＴＡＧＴＧＣＴＣＡＧＴＡ
ＡＣＡＣＡＡＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＴＧＴＧＴＴＡＧＡＧＣＡＣＴＡＴＧ
ＡＣＡＧＧＡＣＡＣＡＡＧＧＣＣＴＧＴＴＡＣＴＡＧＣＡＣＴＣＡＣＡＴＧＧＡＡＣＡＡＡＴＧ
ＧＣＣＣＣＴＣＧＡＧ。用ＤＮＡＭＡＮ软件将反义链和设计序列进行比
对得出结果符合要求（图３）。
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图２　载体酶切结果
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箭头包含的部分为ａｍｉＲＮＡＣｂｆβ１／２的成熟序列
图３　测序结果与设计序列比对

２．３　细胞转染及荧光鉴定
　　转染ａｍｉｒＣｂｆβ干扰载体的 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞通过荧光显
微镜观察，可见细胞发出绿色荧光，表明细胞中有转染的外源

基因表达，提示载体转染成功（图４）。
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图４　ａｍｉｒＣｂｆβ转染Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞４８ｈ后绿色荧光蛋白表达
（荧光显微镜×４００）

２．４　ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｃｂｆβ、Ｒｕｎｘ２和
ＡＬＰ的表达

　　在 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞里转染了 ａｍｉｒＣｂｆβ干扰载体（实验
组）及其阴性对照（对照组），ＢＭＰ２诱导 ３ｄ，ｑＲＴＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组细胞转录物（表２，图５），结果显示实验组
与对照组相比，Ｒｕｎｘ２的表达略有降低，而Ｃｂｆβ和ＡＬＰ的表达
降低明显（Ｐ＜０．０５）。

表２　ｑＲＴＰＣＲ检测Ｃｂｆβ、Ｒｕｎｘ２和ＡＬＰ表达（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｃｂｆβ Ｒｕｎｘ２ ＡＬＰ
对照组 １．００±０．０１ １．００±０．０３ １．００±０．０８
实验组 ０．４８±０．０９ａ ０．８６±０．０５ ０．１８±０．０３ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
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１：转染ａｍｉｒＣｂｆβ干扰载体；２：阴性对照
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｃｂｆβ、ＡＬＰ和Ｒｕｎｘ２表达

３　讨论

　　骨髓来源的ＭＳＣｓ是一类具有高度自我更新和多
向分化潜能的成体干细胞［１１］，可在体外特定的条件下

诱导分化为骨、软骨、脂肪等组织。ＭＳＣｓ具有来源广
泛、取材方便、生长稳定、增殖快、定向分化能力强、易

于接种成活等优点，所以被广泛应用于基础和临床研

究，也被认为是骨组织工程中最佳的种子细胞。碱性

磷酸酶 ＡＬＰ广泛存在于机体各组织器官中，主要是
肝、肾、胎盘、小肠和骨。人体血清ＡＬＰ几乎有５０％是
由成骨细胞合成，也称骨源性碱性磷酸酶。ＡＬＰ是用

来评价成骨细胞分泌功能最常见的指标之一，是成骨

细胞分泌的一种酶蛋白，也是成骨细胞分化的特异性

指标。所以，ＭＳＣｓ成骨分化过程中 ＡＬＰ的检测对成
骨的研究有重要意义。

　　Ｃｂｆβ是非 ＤＮＡ结合的 ＣＢＦ复合体的亚基，长约
５０ｋｂ，定位于人类１６号染色体的１６ｑ２２上，有６个外
显子［１］。虽然Ｃｂｆβ调节成骨的机制仍然在研究，但是
由于它缺失后导致鼠出生后即刻死亡［２］，限制了研究

的进展，这也成为今研究的重点、难点之一。

　　ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）技术是通过降
解互补ｍＲＮＡ的一种方法，其机制是被同源的 ｓｉＲＮＡ
有效地双重诱导和特定序列转录后抑制基因表

达［１２－１３］，即转录后导致基因沉默的细胞处理［１４－１５］。

该技术可以有效地在癌基因的治疗中起作用［１６－１８］。

ＲＮＡｉ技术包括合成的ｓｉＲＮＡｓ和ａｍｉＲＮＡｓ；ａｍｉＲＮＡ是
利用天然ｍｉＲＮＡｓ前体框架靶向特定序列上目的基因
的技术［１９－２０］，并已成功用于基因治疗研究［９］。与

ｓｈＲＮＡ或ｓｉＲＮＡ比较，ａｍｉＲＮＡ有调节表达的优势，表
现为动物模型体内处理更高效和更安全［２１－２２］。我们

利用ＲＮＡｉ原理，构建了 ａｍｉｒＣｂｆβ干扰载体，并通过
酶切和测序的验证，符合实验设计。然后将其成功地

转入具有成骨分化能力的小鼠胚胎细胞 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２
细胞中，并通过抗性筛选形成了稳定细胞株。通过转

染ａｍｉｒＣｂｆβ干扰载体（实验组）和空载体（对照组）后
用成骨细胞诱导剂 ＢＭＰ２诱导３ｄ，分别检测２组细
胞中Ｃｂｆβ、Ｒｕｎｘ２和 ＡＬＰ的 ｍＲＮＡ及蛋白的表达，结
果显示实验组的Ｃｂｆβ、ＡＬＰｍＲＮＡ和蛋白的表达相比
对照组明显降低，而 Ｒｕｎｘ２降低不显著。所得结果充
分说明在ＭＳＣｓ成骨分化过程中，ａｍｉｒＣｂｆβ干扰载体
明显抑制了Ｃｂｆβ的表达，进而显著降低成骨标志基因
ＡＬＰ的ｍＲＮＡ和蛋白表达，并通过抗性筛选成功获得
稳定的Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞株系，但是Ｒｕｎｘ２蛋白和ｍＲＮＡ
的表达降低不显著，在后续研究中可以通过对 Ｒｕｎｘ２
进行ＣｈｉｐｑＰＣＲ（基因组免疫共沉淀定量 ＰＣＲ）的检
测确定Ｒｕｎｘ２在缺少Ｃｂｆβ的条件下对下游成骨关键
基因的启动子结合力强弱，为阐明其在成骨过程中的

作用打下基础。
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　　（上接６８１页）
可进一步损害机体的免疫功能，而免疫功能的低下又易导致感

染或感染不易控制。由此可见，感染性发热为糖尿病患者主要

的发热原因。本例患者入院时有明确的排尿疼痛症状，查尿常

规：镜下白细胞４０以上／ＨＰ，血常规示：ＷＢＣ１７．５×１０９／Ｌ，ＧＲ
８８．５％，静滴喹诺酮类药物有效，尿路感染不难诊断。抗生素
升级后尿路刺激症状很快消失，中段尿细菌培养未检出致病

菌，多次血培养结果均为阴性，患者其它症状仍无明显改善，考

虑可能存在非感染因素，结合进一步相关检查作出诊断。

　　早期明确诊断是治疗本病的关键。成人 Ｓｔｉｌｌ病临床表现
复杂多样，症状不典型，缺乏特异诊断指标和统一的诊断标准，

需反复检查排除感染性疾病、肿瘤及其他结缔组织疾病，此过

程易导致过度检查和卫生资源的浪费。近３０年来，不同的诊
断标准相继提出，但临床上仍无法避免误诊和漏诊的发生，经

过临床验证，仍以１９９２年日本 Ｙａｍａｇｕｃｈｉ标准［１］作为主要诊

断指标，具有较高的特异度和敏感度。２００２年 Ｆａｕｔｒｅｌ等［２］提

出一种新的诊断标准，无需进行排除诊断，敏感性达８０．６％，特
异性达９８．５％。临床上诊断不明原因发热的患者时，Ｙａｍａｇｕ
ｃｈｉ诊断标准可作为成人Ｓｔｉｌｌ病的筛选标准，在满足Ｙａｍａｇｕｃｈｉ
标准的基础上，如果血清铁蛋白在１２５０μｇ／Ｌ以上，则诊断特
异性高达９９．２％。
　　糖尿病合并成人 Ｓｔｉｌｌ患者应用糖皮质激素时需密切注意
血糖变化。糖皮质激素是目前治疗ＡＯＳＤ的主要药物，约８０％
的患者需应用糖皮质激素治疗，据报道激素治疗有效率可达

７６％～９５％［３］。糖皮质激素可使肝脏和周围组织对胰岛素敏

感性下降，肝糖输出增多，减少肌肉和脂肪组织对葡萄糖的摄

取，使糖尿病患者的胰岛素用量显著增加。本例患者入院前应

用预混胰岛素控制血糖，入院时查随机指尖血糖 ＨＩ，糖化血红
蛋白１０．４％，开始接受胰岛素泵治疗，很快血糖控制达标。应
用大剂量糖皮质激素治疗后，午餐后及晚餐后血糖显著升高。

这与清晨１次口服中效激素制剂有关。甲基泼尼松龙用药４～
８ｈ作用最强，故午餐血糖升高，晚餐后最明显，夜间和清晨自
然下降（因较大剂量激素治疗１０～１４ｄ，患者内源性皮质醇分泌
被完全抑制，早晨４：００～１０：００时，身体内、外源性皮质醇浓度均
很低）［４］，提示我们应注意患者夜间低血糖的问题。在下泵后我

们采用晚睡前皮下注射甘精胰岛素配合三餐前皮注门冬胰岛素

的治疗方案，灵活控制血糖，同时有效避免了低血糖的风险。
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