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血管内皮生长因子与转化生长因子的协同作用诱导兔骨髓间充质干细胞分化
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　　［摘要］　目的　研究血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）和转化生长因子
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）的协同作用对兔骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）成骨分化的影响及其可能机制。方法　将细胞分为４组：对照组、腺相
关病毒（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）ＶＥＧＦ组、ＡＡＶＴＧＦβ１组和ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１组。穿刺法抽取兔骨
髓液，分离培养原代ＢＭＳＣｓ，分别构建ＡＡＶＶＥＧＦ和ＡＡＶＴＧＦβ１腺病毒载体转染ＢＭＳＣｓ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测各组细胞中ＶＥＧＦ、ＴＧＦβ１的蛋白表达。流式细胞术检测细胞凋亡情况，ＣＣＫ８法检测细胞增殖能
力，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测髓核细胞标志ＳＯＸ９、Ⅱ型胶原和蛋白聚糖的表达，以及 Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路相关
蛋白Ｐ３８、ＭＡＰＫＡＰＫ２和ＨＳＰ２７的表达。加入 Ｐ３８ＭＡＰＫ的特异阻滞剂 ＳＢ２０３５８０预处理 ＢＭＳＣｓ，检测
ＶＥＧＦ和ＴＧＦβ１对 ＢＭＳＣｓ增殖、凋亡、分化及相关蛋白表达的影响。结果　ＶＥＧＦ和 ＴＧＦβ１可通过
调节Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路抑制ＢＭＳＣｓ凋亡，促进ＢＭＳＣｓ增殖，并向类髓核细胞分化，且在其协同作用下
效果显著。抑制Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路可反转 ＶＥＧＦ和 ＴＧＦβ１对 ＢＭＳＣｓ增殖分化能力的促进作用。
结论　ＶＥＧＦ和ＴＧＦβ１的协同作用能增强 ＢＭＳＣｓ增殖和分化的能力，提高胶原蛋白和蛋白聚糖等细
胞外基质的表达，从而促进退变椎间盘的修复和再生。

　　［关键词］　 血管内皮生长因子；转化生长因子；骨髓间充质干细胞；椎间盘退变
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　　椎间盘退变疾病与椎间盘结构崩塌和功能失调有
关。近年研究报道全球有超过６亿人患有椎间盘退变
疾病，严重影响患者的工作和生活［１］，但其发病机制

尚不完全明确。一般认为椎间盘退变疾病起自椎间盘

内层髓核中的细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）
的合成与降解失衡，主要表现为 ＥＣＭ含量降低、活细
胞减少和促炎因子分泌增多［２－３］。目前，活性物质注

射、基因治疗和细胞移植是椎间盘退变疾病治疗最有

前景的三个领域［４－５］。研究报道骨髓间充质干细胞

（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ，ＢＭＳＣｓ）能被诱导向中胚层
细胞分化，发挥抗凋亡和抗炎的作用［６］，添加外源性

细胞因子或基因能诱导其分化为类髓核细胞（ｎｕｃｌｅｕｓ
ｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓ，ＮＰＣｓ），并发挥髓核细胞的生物功能［７］。

人血管内皮素生长因子（ｈｕｍａｎｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｈＶＥＧＦ）和转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）具有协同作用，可增加退行
性椎间盘中纤维环细胞Ⅰ型胶原的表达。在模拟微重
力环境下，ＴＧＦβ１能提高 ＢＭＳＣｓ合成蛋白聚糖和Ⅱ
型胶原的能力，诱导 ＢＭＳＣｓ向 ＮＰＣｓ分化［８］。细胞内

的血管内皮生长因子 （ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）能通过转录因子的调节控制 ＢＭＳＣｓ的
分化［９］。但目前关于ＶＥＧＦ和 ＴＧＦβ１的协同作用对
ＢＭＳＣｓ分化的影响尚少见报道。本研究以兔 ＢＭＳＣｓ
为细胞载体，转染腺相关病毒（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，
ＡＡＶ）ＶＥＧＦ和ＡＡＶＴＧＦβ１腺病毒载体，探讨 ＶＥＧＦ
和ＴＧＦβ１的协同作用对 ＢＭＳＣｓ增殖、分化的影响及
其可能的机制，以期为椎间盘退变性疾病的细胞移植

治疗提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物及材料
　　３周龄健康清洁级新西兰大白兔，雄性，体质量

１２～１．８ｋｇ，购于浙江大学医学实验动物中心。胎牛
血清购于杭州四季青公司，ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基购于
ＨｙＣｌｏｎｅ公司，腺病毒载体ＡＡＶｐＳＮＡＶ购自上海生工
公司，ｐｃＤＮＡ３（＋）ＶＥＧＦ和 ｐｃＤＮＡ３（＋）ＴＧＦβ１原
核表达质粒由本实验室保存，ＣＣＫ８试剂盒购于 Ｓｉｇｍａ
公司，鼠抗人 ＶＥＧＦ、ＴＧＦβ１、ＳＯＸ９、ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、
Ａｇｇｒｅｃａｎ、Ｐ３８、ＭＡＰＫＡＰＫ２、ＨＳＰ２７和 βａｃｔｉｎ一抗及
ＨＲＰ标记的羊抗鼠二抗购于北京博奥生物技术有限
公司，ＳＢ２０３５８０购于广州威佳科技有限公司，荧光倒
置显微镜购于英国 Ａｎｄｏｒ公司，ＣＯ２培养箱购于美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司，凝胶成像仪购于美国Ｂｉｏｒａｄ公司。
１．２　ＢＭＳＣｓ的分离培养
　　大白兔麻醉后于双侧股骨转子部位脱毛，１６号骨
髓穿刺针在股骨转子处抽取 ５ｍＬ左右的骨髓液，
１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ后收集沉淀，ＰＢＳ溶液清洗
２次，用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基稀释细
胞至１×１０６／ｍＬ，并立即接入细胞培养瓶，于３７℃，５％
ＣＯ２饱和湿度的条件下培养。４８ｈ后半量换液，待细
胞长至９０％左右按１∶３的比例传代，以后每３天进行
１次全量换液，倒置显微镜观察各组细胞形态，第３代
细胞用于对照和转染实验。

１．３　ＡＡＶＶＥＧＦ和 ＡＡＶＴＧＦβ１腺病毒载体的构建
和转染及分组处理

　　ＡＡＶＶＥＧＦ腺病毒载体的构建：以包含 ＶＥＧＦ全
序列的ｐｃＤＮＡ３（＋）ＶＥＧＦ质粒为模板扩增，上游引
物：５′ＡＴＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＡＣＴＴＴＣＧＣＴＧ３′，下游引
物：５′ＡＴＣＴＧＴＣＧＡＣＴＣＡＣＣＧＣＣＴＣＧＧＣＴＴ３′，ＰＣＲ扩
增得到带有ＥｃｏＲⅠ和ＳａｌⅠ酶切位点的ＤＮＡ片段，用
ＥｃｏＲⅠ和 ＳａｌⅠ同步双酶切 ＰＣＲ产物和腺病毒载体
ＡＡＶｐＳＮＡＶ，连Ｔ载转化感受态细胞ＤＨ５α，单克隆测
序得到的含 ＶＥＧＦ基因的腺病毒表达载体 ＡＡＶ
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ＶＥＧＦ。ＡＡＶＴＧＦβ１腺病毒载体的构建按照与 ＡＡＶ
ＶＥＧＦ相同的方法进行。取第３代生长良好的ＢＭＳＣｓ，
５×１０４／孔铺９６孔板，镜检细胞铺满７０％左右时，将细
胞分为 ４组：对照组：单独转染腺病毒空载体；ＡＡＶ
ＶＥＧＦ组：单独转染 ＡＡＶＶＥＧＦ腺病毒表达载体；
ＡＡＶＴＧＦβ１组：单独转染 ＡＡＶＴＧＦβ１腺病毒表达
载体；ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１组：同时转染 ＡＡＶＶＥＧＦ和
ＡＡＶＴＧＦβ１腺病毒表达载体。转染腺病毒载体后的
各组细胞，培养７２ｈ后，倒置显微镜观察细胞形态。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达
　　收集各组 ＢＭＳＣｓ，加入０．２５％胰蛋白酶消化后，
用ＰＢＳ缓冲液清洗细胞３次。加入６５μＬＲＩＰＡ细胞
蛋白裂解液，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离蛋白。电泳结束后
转膜，再用５％脱脂奶粉室温封闭１ｈ，加入稀释１０００
倍的鼠抗人ＶＥＧＦ、ＴＧＦβ１、ＳＯＸ９、ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、Ａｇｇｒｅ
ｃａｎ、ＳＯＸ９、ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、Ａｇｇｒｅｃａｎ、Ｐ３８、ＭＡＰＫＡＰＫ２、
ＨＳＰ２７和βａｃｔｉｎ一抗，４℃轻摇过夜，加入稀释５０００
倍的ＨＲＰ标记的羊抗鼠二抗，室温孵育１ｈ。Ｘ线片
曝光分析，结果用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ处理，以目的蛋白与
内参βａｃｔｉｎ的灰度值比值表示蛋白的相对表达量。
１．５　流式细胞术检测细胞凋亡
　　取培养４８ｈ后的各组ＢＭＳＣｓ，用４℃预冷的ＰＢＳ
洗涤２次，加入 ０．２５％胰酶消化，收集后迅速加入
０．５ｍＬ１×ＡｎｎｅｘｉｎＶ结合缓冲液，低速离心后弃上
清，另加结合缓冲液１０μＬ和ＰＩ５μＬ并混匀，于３７℃
避光孵育３０ｍｉｎ。在流式细胞仪上设置激发波长４８８ｎｍ
和发射波长５３０ｎｍ，检测细胞凋亡率。
１．６　ＣＣＫ８检测细胞增殖
　　转染腺病毒４８ｈ后，收集细胞，１×１０４／孔铺９６孔
板，置于细胞培养箱培养０、２４、４８、７２、９６、１２０ｈ后，分
别加入１０μＬＣＣＫ８试剂，３７℃继续孵育２ｈ，用酶标
仪检测４５０ｎｍ处光密度值［Ｄ（４５０）］，每组设３个复
孔，重复３次测量，计算细胞增殖倍数，做增殖曲线。
１．７　ＳＢ２０３５８０处理ＢＭＳＣｓ
　　用Ｐ３８ＭＡＰＫ的特异阻滞剂ＳＢ２０３５８０处理第３代
生长良好的ＢＭＳＣｓ细胞，分为４组：对照组：单独转染腺
病毒空载体；ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１组：同时转染ＡＡＶＶＥＧＦ和
ＡＡＶＴＧＦβ１质粒；ＳＢ２０３５８０组：抑制剂 ＳＢ２０３５８０用
ＤＭＳＯ溶解后，加入培养基稀释至１０μｍｏｌ／Ｌ预干预
细胞 １ｈ后，在 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中培养；ＶＥＧＦ＋
ＴＧＦβ１＋ＳＢ组：用１０μｍｏｌ／ＬＳＢ２０３５８０干预细胞１ｈ
后，转染 ＡＡＶＶＥＧＦ和 ＡＡＶＴＧＦβ１腺病毒载体到抑
制剂干预后的细胞中。每组设置３个复孔，每３天换

１次液，收集各组细胞按照前面的方法研究各组细胞
的增殖，凋亡及蛋白表达情况。

１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，
行单因素方差分析，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　腺病毒载体 ＡＡＶＶＥＧＦ和 ＡＡＶＴＧＦβ１的转染
情况

　　第３代ＢＭＳＣｓ细胞被腺病毒载体 ＡＡＶＶＥＧＦ和
ＡＡＶＴＧＦβ１分别单独转染和共转染后，继续培养４８ｈ，
分别提取总蛋白。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析显示，与对照组相
比，ＶＥＧＦ在 ＡＡＶＶＥＧＦ组和 ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１组的表
达显著升高（Ｐ＜０．０５），在 ＡＡＶＴＧＦβ１组中无显著
变化，ＴＧＦβ１的表达在 ＡＡＶＴＧＦβ１组和 ＶＥＧＦ＋
ＴＧＦβ１组中显著升高（Ｐ＜０．０５），在ＡＡＶＶＥＧＦ组中
无明显变化（图１）。
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１：对照组；２：ＡＡＶＶＥＧＦ组；３：ＡＡＶＴＧＦβ１组；４：ＶＥＧＦ＋
ＴＧＦβ１组
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢＭＳＣｓ中ＶＥＧＦ和ＴＧＦβ１的蛋白

表达水平比较

２．２　ＡＡＶＶＥＧＦ和ＡＡＶＴＧＦβ１诱导分化后对ＢＭＳＣｓ
细胞形态的影响

　　在倒置显微镜下观察各组细胞形态，未转染腺病
毒表达载体的兔骨髓间充质干细胞多为长梭形，少数

为多角形。单独转染 ＡＡＶＶＥＧＦ和 ＡＡＶＴＧＦβ１的
ＢＭＳＣｓ细胞密度增加，且少部分细胞由长梭形回缩成
类圆形、圆形及不规则形态，在细胞内的中央位置可观

察到清晰的细胞核。这种现象在 ＡＡＶＶＥＧＦ和 ＡＡＶ
ＴＧＦβ１共转染的 ＢＭＳＣｓ细胞中更加明显，细胞密集
生长并能观察到大量的圆形或类圆形细胞聚集。从对

照组到单独转染、共转染 ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１组，细胞质
颜色逐渐加深，分化细胞显著增加（图２）。
２．３　ＡＡＶＶＥＧＦ和ＡＡＶＴＧＦβ１对ＢＭＳＣｓ细胞凋亡

的影响

　　流式细胞术检测ＢＭＳＣｓ细胞凋亡情况，与对照组
比较，单独转染ＡＡＶＶＥＧＦ和 ＡＡＶＴＧＦβ１的 ＢＭＳＣｓ
细胞凋亡减少（Ｐ＜０．０５），ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１组的ＢＭＳＣｓ
细胞凋亡较单独转染组显著降低（Ｐ＜０．０１，图３）。

７５７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１５）



!

"

# $

%&& !'

%&& !' %&& !'

%&& !'

Ａ：对照组；Ｂ：ＡＡＶＶＥＧＦ组；Ｃ：ＡＡＶＴＧＦβ１组；Ｄ：ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１组
图２　倒置显微镜观察各组ＢＭＳＣｓ细胞形态
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Ａ：对照组；Ｂ：ＡＡＶＶＥＧＦ组；Ｃ：ＡＡＶＴＧＦβ１组；４：ＶＥＧＦ＋
ＴＧＦβ１组
图３　流式细胞术检测ＡＡＶＶＥＧＦ和ＡＡＶＴＧＦβ１对ＢＭＳＣｓ

细胞凋亡的影响

２．４　ＡＡＶＶＥＧＦ和 ＡＡＶＴＧＦβ１对 ＢＭＳＣｓ细胞增殖
的影响

　　ＣＣＫ８检测细胞增殖情况显示，与对照组相比，
ＡＡＶＶＥＧＦ组、ＡＡＶＴＧＦβ１组和ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１组细
胞增殖能力均显著升高（Ｐ＜０．０５）；共转染ＡＡＶＶＥＧＦ
和ＡＡＶＴＧＦβ１质粒的细胞比单独转染 ＡＡＶＶＥＧＦ和
ＡＡＶＴＧＦβ１的细胞增殖能力明显提高（Ｐ＜０．０５，图４）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与其余３组比较
图４　ＡＡＶＶＥＧＦ和ＡＡＶＴＧＦβ１对ＢＭＳＣｓ细胞增殖

的影响

２．５　ＡＡＶＶＥＧＦ和ＡＡＶＴＧＦβ１对ＢＭＳＣｓ细胞成骨
分化的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，与对照组相比，ＳＯＸ９、Ⅱ
型胶原和蛋白聚糖的表达在 ＡＡＶＶＥＧＦ组和 ＡＡＶ
ＴＧＦβ１组有所增加，ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１组表达显著升高
（Ｐ＜０．０１），ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１组表达明显高于 ＡＡＶ
ＶＥＧＦ组和ＡＡＶＴＧＦβ１组（Ｐ＜０．０５，图５）。
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１：对照组；２：ＡＡＶＶＥＧＦ组；３：ＡＡＶＴＧＦβ１组；４：ＶＥＧＦ＋
ＴＧＦβ１组
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＡＶＶＥＧＦ和ＡＡＶＴＧＦβ１对

ＢＭＳＣｓ细胞成骨分化的影响

２．６　ＡＡＶＶＥＧＦ和 ＡＡＶＴＧＦβ１对 ＢＭＳＣｓ细胞 Ｐ３８
ＭＡＰＫ信号通路的调节

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明，与对照组相比，Ｐ３８、
ＭＡＰＫＡＰＫ２和 ＨＳＰ２７蛋白在 ＡＡＶＶＥＧＦ组和 ＡＡＶ
ＴＧＦβ１组表达有所增加，ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１组表达明显
提高（Ｐ＜０．０１），且明显高于 ＡＡＶＶＥＧＦ组和 ＡＡＶ
ＴＧＦβ１组（Ｐ＜０．０５，图６）。
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１：对照组；２：ＡＡＶＶＥＧＦ组；３：ＡＡＶＴＧＦβ１组；４：ＶＥＧＦ＋
ＴＧＦβ１组
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＡＶＶＥＧＦ和ＡＡＶＴＧＦβ１对

ＢＭＳＣｓ细胞Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路的调节
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２．７　ＳＢ２０３５８０干扰 ＡＡＶＶＥＧＦ和 ＡＡＶＴＧＦβ１对
ＢＭＳＣｓ细胞凋亡的影响

　　流式细胞术检测显示，与 ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１＋ＳＢ组
相比，ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１组细胞凋亡明显降低（Ｐ＜００５），
而ＳＢ２０３５８０组细胞凋亡显著增加（Ｐ＜００５）（图７）。
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Ａ：对照组；Ｂ：ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１组；Ｃ：ＳＢ２０３５８０组；Ｄ：ＶＥＧＦ＋
ＴＧＦβ１＋ＳＢ组
图７　流式细胞术检测ＳＢ２０３５８０干扰 ＡＡＶＶＥＧＦ和ＡＡＶ

ＴＧＦβ１转染对ＢＭＳＣｓ细胞的影响

２．８　ＳＢ２０３５８０干扰 ＡＡＶＶＥＧＦ和 ＡＡＶＴＧＦβ１对
ＢＭＳＣｓ细胞增殖的影响

　　ＣＣＫ８检测 ＢＭＳＣｓ细胞的增殖情况发现，与
ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１＋ＳＢ组相比，ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１组细胞
增殖增加（Ｐ＜０．０５），而 ＳＢ２０３５８０组细胞增殖降低
（Ｐ＜０．０５）（图８）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１＋ＳＢ组比较
图８　ＳＢ２０３５８０干扰 ＡＡＶＶＥＧＦ和ＡＡＶＴＧＦβ１转染对

ＢＭＳＣｓ细胞增殖的影响

２．９　ＳＢ２０３５８０干扰ＡＡＶＶＥＧＦ和ＡＡＶＴＧＦβ１对软
骨形成标志物及通路蛋白表达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测软骨形成标志物 ＳＯＸ９、Ⅱ型胶

原和蛋白聚糖的表达，以及 ＰＰ３８、ＰＭＡＰＫＡＰＫ２和
ＰＨＳＰ２７的表达显示，与ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１＋ＳＢ组相比，
ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１组蛋白表达明显提高（Ｐ＜０．０５），而
ＳＢ２０３５８０组蛋白表达显著降低（Ｐ＜０．０５，图９）。
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１：对照组；２：ＶＥＧＦ＋ＴＧＦβ１组；３：ＳＢ２０３５８０组；４：ＶＥＧＦ＋
ＴＧＦβ１＋ＳＢ组
图９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＢ２０３５８０干扰ＡＡＶＶＥＧＦ和ＡＡＶ

ＴＧＦβ１对软骨形成标志物及通路蛋白表达的影响

３　讨论

　　椎间盘退变是一种伴随着下腰痛的慢性且复杂的
病理过程［４］。据报道，椎间盘退变从髓核开始并以髓

核细胞减少为典型特征［１０］，因此恢复椎间盘细胞的数

量和功能成为治疗椎间盘退变疾病的关键［１１］。ＢＭＳＣｓ
具有多向分化的潜能，能增殖分化为类髓核细胞，并具

有合成ＥＣＭ的功能，可促进椎间盘的修复和再生［１２］，

因此促进ＢＭＳＣｓ向髓核细胞分化已成为治疗脊柱退
变疾病的研究热点。

　　ＴＧＦβ１是椎间盘维持和退化过程中的关键因子，
该蛋白由一系列多肽组成，被认为是与胶原代谢关系

最密切的蛋白之一［１３］。ＴＧＦβ１不仅调节胶原蛋白和
蛋白聚糖的合成，也影响椎间盘细胞的新陈代谢［１４］。

ＶＥＧＦ被报道能引起椎间盘组织中新血管的生成，在
椎间盘突出的重吸收中发挥作用［１５］。本实验结果表

明，ＡＡＶＶＥＧＦ和ＡＡＶＴＧＦβ１能促进ＢＭＳＣｓ增殖且
促进其分化为类髓核细胞，并且，在 ＡＡＶＶＥＧＦ和
ＡＡＶＴＧＦβ１的共转染组中效果更显著，说明 ＶＥＧＦ
与ＴＧＦβ１可能参与椎间盘退变的修复和再生。
　　Ⅱ型胶原和蛋白聚糖是ＥＣＭ的主要组成部分，也
是椎间盘退变的典型标志物［１６］。Ⅱ型胶原主要位于
纤维环和髓核细胞内层，维持含水量和承受压力［１７］。

蛋白聚糖能保持椎间盘的渗透性、高度和抗压缩能

力［１８］。研究表明，ＳＯＸ９在椎间盘再生中起着关键作
用。在软骨形成中，ＳＯＸ９是Ⅱ型胶原的增强子。腺

９５７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１５）



病毒介导的 ＳＯＸ９转染椎间盘细胞后，细胞增殖增
加，Ⅱ型胶原和蛋白聚糖的合成也随之上调［１９］。且添

加生长因子，如ＬＭＰ１［２０］、ＩＧＦ１［２１］、ＧＤＦ５［２２］等能刺
激ＳＯＸ９、Ⅱ型胶原和蛋白聚糖的过表达从而修复椎
间盘。本研究中，转染腺病毒包装的ＶＥＧＦ和ＴＧＦβ１
能上调ＳＯＸ９、Ⅱ型胶原和蛋白聚糖的表达，与前述研
究结果相同，且 ＶＥＧＦ和 ＴＧＦβ１的协同作用能显著
提高３种标志蛋白的表达，提示该协同作用可能在退
变的椎间盘修复和再生中发挥重要作用。

　　据报道，Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路通过改变椎间盘中合
成代谢基因和抗分解代谢基因的表达，影响蛋白多糖

的降解，在调节椎间盘中基质的合成与降解起着关键

作用［２３－２４］。Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路的激活依赖于 ＴＧＦβ
诱导的蛋白聚糖的表达［２５］。本实验发现 ＶＥＧＦ和
ＴＧＦβ１的协同作用能显著上调 Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路
中Ｐ３８、ＭＡＰＫＡＰＫ２和 ＨＳＰ２７的表达，提示 ＶＥＧＦ和
ＴＧＦβ１的协同作用可能通过调节 Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通
路从而对退变的椎间盘进行修复和再生。进一步用

Ｐ３８ＭＡＰＫ的特异阻滞剂 ＳＢ２０３５８０处理 ＢＭＳＣｓ，能反
转ＶＥＧＦ和ＴＧＦβ１的协同作用对 ＢＭＳＣｓ增殖、分化
及相关蛋白表达的调节，反向证实了ＶＥＧＦ和ＴＧＦβ１
是通过增加Ｐ３８ＭＡＰＫ通路蛋白的表达影响ＢＭＳＣｓ的
增殖和分化。

　　综上所述，本研究证实 ＶＥＧＦ和 ＴＧＦβ１可通过
调节Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路诱导ＢＭＳＣｓ的增殖并向髓核
细胞分化，且 ＶＥＧＦ和 ＴＧＦβ１的协同作用可以更显
著增强ＢＭＳＣｓ增殖和分化的能力，促进胶原蛋白和蛋
白聚糖等ＥＣＭ的表达，从而促进退行性脊柱的修复和
再生。本研究仅在细胞水平探讨了 ＶＥＧＦ和 ＴＧＦβ１
的协同作用促进ＢＭＳＣｓ向髓核细胞分化的作用，仍需
在体内试验中进一步验证 ＶＥＧＦ和 ＴＧＦβ１的协同效
果。下一步研究计划建立椎间盘退变的动物模型，先

预实验探索最适的包装载体和转染方法，以减少对动

物的毒性伤害和副作用，再检测各项指标，分析共转染

ＶＥＧＦ和ＴＧＦβ１对椎间盘退变动物模型的修复效果。
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