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钙离子／钙调蛋白依赖性蛋白激酶ⅡδＲＮＡ干扰对下游基因表达及破骨细胞分化的影响
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　　［摘要］　目的　研究钙离子／钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱδ（Ｃａ２＋／ＣａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅⅡ
δ，ＣａＭＫⅡδ）ＲＮＡ干扰对下游基因表达及破骨细胞分化的影响，以证实其在破骨细胞分化中的作用。
方法　应用慢病毒构建ＣａＭＫⅡδＲＮＡ干扰载体，并确定最佳感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）值
及转染效率。小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞分为对照组、空白载体组和干扰组。转染５ｄ后收获细胞，确定干扰
效率；并检测ＲＮＡ干扰对活化Ｔ细胞核因子蛋白 ｃ１（ＮＦＡＴｃ１）、抗酒石酸酸性磷酸酶（ＴＲＡＰ）、非受体
酪氨酸激酶（ｃＳｒｃ）基因表达及破骨细胞分化的影响。结果　成功构建了 ＣａＭＫⅡδＲＮＡ干扰载体，最
佳转染ＭＯＩ值为３０，转染效率可达７８％（Ｐ＜０．０５）。重组病毒对 ＣａＭＫⅡδ的干扰效率在 ｍＲＮＡ水平
超过７８％，在蛋白水平超过７０％（Ｐ＜０．０１）。ＣａＭＫⅡδＲＮＡ干扰显著降低 ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＰ和 ｃＳｒｃ基
因，与对照组、空白载体组比较，其 ｍＲＮＡ水平下降分别超过了４７．８％、４３３％ 和４８．５％（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１），蛋白相对水平分别超过了６１．１％、４８．２％和３９．６％％（Ｐ＜００１）；免疫荧光细胞化学检测也
得到相似结果。ＣａＭＫⅡδＲＮＡ干扰也显著降低了破骨细胞生成及骨吸收功能；与其他两组比较，干扰
组破骨细胞数、牙本质吸收陷窝数目和面积下降分别超过了 ４９．８％、４７．６％和 ６１．３％（Ｐ＜０．０１）。
结论　ＣａＭＫⅡδＲＮＡ干扰可显著下调其下游 ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＰ、ｃＳｒｃ基因表达并抑制破骨细胞分化；
ＣａＭＫⅡδ在破骨细胞分化中可能发挥关键调控作用。
　　［关键词］　 破骨细胞；钙离子／钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱδ；ＲＮＡ干扰；活化 Ｔ细胞核因子蛋白
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ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ．ＴｈｅｎｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＣａＭＫⅡδＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄＴ
ｃｅｌｌｓｔｙｐｅｃ１（ＮＦＡＴｃ１），ｔａｒｔｒａｔｅｒｅｓｉｓｔａｎｔａｃｉｄｐｈｏｓｐｈｏｔａｓｅ（ＴＲＡＰ）ａｎｄｎｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ（ａｌｓｏ
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δＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｖｅｃｔｏｒｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ，ｗｉｔｈｔｈｅｂｅｓｔＭＯＩｖａｌｕｅｏｆ３０，ａｎｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
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ａｔｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ（Ｐ＜０．０１）．ＣａＭＫⅡδＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ＮＦＡＴｃ１，ＴＲＡＰａｎｄｃＳｒｃｂｙ４７８％，４３．３％ ａｎｄ４８．５％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙａｔｍＲＮＡｌｅｖｅｌ（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜
００５），ａｎｄｂｙ６１．１％，４８．２％ ａｎｄ３９．６％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙａｔｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ（Ｐ＜０．０１），ｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｔｈｅｏｔｈｅｒ２ｇｒｏｕｐｓ．Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｂｔａｉｎｅｄｓｉｍｉｌａｒｒｅｓｕｌｔｓ．ＣａＭＫⅡδＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ
ａｌｓｏｏｂｖｉｏｕｉｓｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｂｏｎｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｏｔｈｅｒ２ｇｒｏｕｐｓ，ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒｏｆｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ，ａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒａｎｄｓｉｚｅｏｆａｂｓｏｒｂｅｄｌａｃｕｎａｅｗｅｒｅｒｅｄｕｃｅｄｂｙｍｏｒｅｔｈａｎ４９．８％，
４７６％ ａｎｄ６１．３％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｐ＜０．０１）ｉｎｔｈｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＣａＭＫⅡδＲＮＡ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦＡＴｃ１，ＴＲＡＰａｎｄｃＳｒｃａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ
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　　破骨细胞（ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ）在牙周炎、骨质疏松、骨肿瘤
等许多疾病的骨破坏中发挥着关键作用［１－２］。Ｃａ２＋／
ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ／ＮＦＡＴｃ１信号通路对破骨细胞分化至关重
要，而钙离子／钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱ（Ｃａ２＋／
ＣａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅⅡ，ＣａＭＫⅡ）是其中Ｃａ２＋

信号传递的关键分子［３－５］。活化 Ｔ细胞核因子蛋白
ｃ１（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄＴｃｅｌｌｓｔｙｐｅｃ１，ＮＦＡＴｃ１）
作为破骨细胞重要调节因子，参与许多破骨细胞特异性

基因（如ｃａｔｈｅｐｓｉｎＫ、ＴＲＡＰ、ｉｎｔｅｇｒｉｎβ３、ｃＳｒｃ）表达的调
控。国外学者研究表明，在 ＣａＭＫⅡα、β、γ、δ４个异构
体中，异构体δ在破骨细胞分化中表达最高［６］，提示其

在破骨细胞分化中可能扮演关键角色，但其发挥的作用

及可能的分子机制目前尚不清楚。本研究通过对

ＣａＭＫⅡδ进行 ＲＮＡ干扰，探索其对下游相关基因表
达及破骨细胞分化的影响，以证实ＣａＭＫⅡδ在破骨细
胞分化中的关键作用，揭示破骨细胞分化的分子调控

机制，为骨过度吸收性疾病的治疗提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　核因子κＢ受体激活因子配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｉｏｒ
ｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ），美国 Ｂｉｏｖｉ
ｓｉｏｎ公司；小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞株，北京军事医学科学
院；αＭＥＭ培养基，中国四季青公司；兔抗鼠 ＣａＭＫⅡ
δ、ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＰ、ｃＳｒｃ多克隆抗体及 βａｃｔｉｎ单克隆
抗，美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；抗酒石酸酸性磷酸酶
（ＴＲＡＰ）染色试剂盒、异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）、碘化丙
啶（ＰＩ），美国Ｓｉｇｍａ公司；ＰＣＲ引物，上海生工；激光聚

焦显微镜（ＬＳＣＭ），日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；ＰＣＲ扩增仪，
美国ＰＥＲＫＩＮＥＬＭＥＲ；ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ３０００荧光定量 ＰＣＲ
仪，美国Ｇｅｎｅｃｏｍｐａｎｙｌｉｍｉｔｅｄ。
１．２　ＣａＭＫⅡδ干扰载体构建及转染效率测定
　　根据ＧｅｎＢａｎｋ数据库ＣａＭＫⅡδ（ＮＭ００１０２５４３８）
基因序列并参考文献［７］，确定干扰靶点为５′ＴＴＣＴＧ
ＧＡＧＡＡＡＧＡＴＡＣＣＣＡＧＧＴＧＴＧ３′；将合成的干扰序列
与慢病毒载体 ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ）
连接形成重组干扰载体，并与辅助载体ｐＨｅｌｐｅｒ２．０共
转染２９３Ｔ细胞进行包装；提取重组病毒液，－８０℃储
存备用。以上实验操作由上海吉凯基因公司完成。

　　应用包装好的重组病毒在感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ
ｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）值分别为 １、１０、３０、５０下转染小鼠
ＲＡＷ２６４．７细胞。转染１２ｈ后更换新鲜培养基，转染
５ｄ后激光共聚焦显微镜（ＬＳＣＭ）下观察；确定转染效
率高、细胞状态好的最佳 ＭＯＩ值；并根据如下公式确
定转染效率：ＧＦＰ阳性细胞数／所测细胞总数×１００％。
１．３　实验分组
　　ＲＡＷ２６４．７细胞分为３组：对照组、空白载体组和
干扰组。细胞接种２４ｈ后分别应用空白载体及干扰
载体进行转染，１２ｈ后更换含 ５０μｇ／ＬＲＡＮＫＬ的
αＭＥＭ培养基，继续培养 ５ｄ后收获细胞，进行相关
检测。

１．４　干扰效率测定
１．４．１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测　　ＴＲＩｚｏｌ提取细胞总
ＲＮＡ，逆转录合成 ｃＤＮＡ；在 ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ３０００荧光定量
ＰＣＲ仪上进行变性、退火、延伸；引物序列：ＣａＭＫⅡδ
（４０９ｂｐ），正义链 ５′ＣＡＧＴＧＧＡＧＣＴＧＴＣＴＧＴＣＧＴＴ３′，

３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）



反 义 链 ５′ＧＣＡＧＡＣＴＡＣＣＡＣＧＣＡＡＣＴＣＡ３′；βａｃｔｉｎ
（１８６ｂｐ），正义链５′ＧＴＴＧＧＡＧＣＡＡＡＣＡＴＣＣＣＣＣＡ３′，
反义链 ５′ＣＧＣＧＡＣＣＡＴＣＣＴＣＣＴＣＴＴＡＧ３′。反应条
件：９５℃ ３０ｓ；９５℃ １５ｓ，５５℃ ２０ｓ，７２℃ ２０ｓ，
４０ｃｙｌｃｅｓ。分析软件 ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ处理后得数据，计算
目的基因 ｍＲＮＡ相对表达量，每组设３个复孔，实验
重复３次。
１．４．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　提取细胞总蛋白，测定
蛋白浓度，加入上样缓冲液后，煮沸变性，蛋白上样后，

凝胶电泳，转膜，室温封闭 １ｈ，一抗 ４℃过夜，二抗
３７℃孵育２ｈ，ＥＣＬ显色仪上显色１ｍｉｎ。用ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ分析软件检测膜上条带光密度值；每组设３个复
孔，实验重复３次。
１．５　ＣａＭＫⅡδＲＮＡ干扰对 ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＰ、ｃＳｒｃ基

因表达的影响

１．５．１　免疫荧光化学检测　　按２×１０４个／ｃｍ２密度
接种细胞爬片，再分组处理（同实验１．３）。细胞收获
后，４％多聚甲醛固定，０．４％的 ＴｒｉｔｏｎＸ１００ＰＢＳ室温
孵育１５ｍｉｎ，多克隆抗体一抗４℃过夜，异硫氰酸荧光
素（ＦＩＴＣ）标记的羊抗兔 ＩｇＧ为二抗，３７℃避光孵育
９０ｍｉｎ，碘化丙啶（ＰＩ）复染胞核，甘油封片，激光共聚
焦显微镜观察，每组检测３个细胞爬片，实验重复３次。
１．５．２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测　　实验方法同１．４，所用
引物见表１。

表１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ使用基因引物

ＧｅｎＢａｎｋ号 基因 引物序列（５′→３′） 产物长度（ｂｐ）

ＮＭ＿００１１６４１１２．１ ＮＦＡＴｃ１
正义链：ＣＴＣＡＣＣＡＣＡＧＧＧＣＴＣＡＣＴＡＴＧ

反义链：ＴＴＣＴＴＣＣＴＣＣＣＧＡＴＧＴＣＣＧＴ
３６４

ＮＭ＿００６５０９９４６．１ ＴＲＡＰ
正义链：ＡＧＡＴＴＴＧＴＧＧＣＴＧＴＧＧＧＣＧＡ

反义链：ＡＡＧＴＣＡＧＣＧＣＣＣＡＴＣＧＴＣＴＧ
１１６

ＮＭ＿００６４９９０６７．２ ｃＳＲｃ
正义链：ＡＣＴＧＴＣＡＣＣＴＣＣＣＣＡＣＡＡＡＧ

反义链：ＧＡＣＡＴＴＣＣＡＣＣＴＴＣＣＴＣＧＴＧＴ
１５４

ＮＭ＿００７３９３．３ βａｃｔｉｎ
正义链：ＧＴＴＧＧＡＧＣＡＡＡＣＡＴＣＣＣＣＣＡ

反义链：ＣＧＣＧＡＣＣＡＴＣＣＴＣＣＴＣＴＴＡＧ
１８６

１．５．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　实验方法同１．４。
１．６　破骨细胞生成及功能检测
１．６．１　ＴＲＡＰ染色　　按２×１０４个／ｃｍ２密度接种细
胞爬片，再分组处理（同实验１．３）。细胞收获后，按照
ＴＲＡＰ染色试剂盒说明进行染色。光镜２００倍下随机
选取６个视野，计数 ＴＲＡＰ＋多核细胞数目（胞核≥
３个），取平均值［８］。每组检测５个细胞爬片。
１．６．２　骨吸收陷窝检测　　用新鲜离体牙制备厚约
０．２ｍｍ的牙本质磨片，高温高压灭菌，细胞接种密度
为２×１０４个／ｃｍ２，再分组处理（同实验１．３）。细胞收

获后，扫描电镜（ＳＥＭ）观察，５００倍下每个磨片上选取
６个视野，测量吸收陷窝总数目及总面积，取平均值，
作为该磨片的吸收陷窝数目及面积［８］。每组检测５个
牙本质磨片。

１．７　统计学分析
　　用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对数据进行单因素方差分
析，计量数据用 珋ｘ±ｓ表示；两组间比较采用ＬＳＤ法；检
验水准设为α＝０．０５。

２　结果

２．１　转染最佳ＭＯＩ值及转染效率
　　重组干扰载体转染ＲＡＷ２６４．７细胞５ｄ后，当ＭＯＩ
值分别为 １、１０、３０、５０时，转染效率分别为 ５．３％、
４３６％、７８．０％和８９．４％；随着ＭＯＩ值增加，转染效率
逐步增加。ＭＯＩ值为５０时，转染效率虽然最高，但部
分细胞出现变形、脱落；故本实验最佳ＭＯＩ值为３０，转
染效率为７８．０％（Ｐ＜０．０５）。
２．２　干扰效率测定
　　经 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测，对照组、空白载体组和干
扰组ＣａＭＫⅡδｍＲＮＡ水平分别为（１．０９４±０．１０１）、
（０．９８６±０．００７）和（０．２１４±０．００４）；干扰组较前两组
ｍＲＮＡ水平分别下降了８０．４％和７８．３％；即干扰效率
＞７８％，满足实验要求。
　　经Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，３组 ＣａＭＫⅡδ蛋白条带见
图１。对照组、空白载体组和干扰组 ＣａＭＫⅡδ蛋白相
对水平（与 βａｃｔｉｎ的比值）分别为 １．０５２、１．０１６和
０３００；干扰组蛋白表达较前两组分别下降了７１．５％
和７０．４％；即蛋白水平干扰效率 ＞７０％，进一步印证
ＣａＭＫⅡδＲＮＡ干扰的有效性。
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１：对照组；２：空白载体组；３：干扰组
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３组细胞中ＣａＭＫⅡδ蛋白表达

２．２　ＣａＭＫⅡδＲＮＡ干扰对下游因子ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＰ、
ｃＳｒｃ基因表达的影响

２．２．１　经免疫荧光细胞化学检测　　ＮＦＡＴｃ１、
ＴＲＡＰ、ｃＳｒｃ在对照组和空白载体组中均呈强阳性表
达，而在干扰组中表达明显较弱（图２）。上述结果说
明，ＣａＭＫⅡδＲＮＡ干扰显著抑制了破骨细胞分化中
ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＰ、ｃＳｒｃ的蛋白表达。

４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ＦＩＴＣ标记靶蛋白（绿色）；ＰＩ标记细胞核（红色）
图２　免疫荧光细胞化学检测ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＰ、ｃＳｒｃ在３组破骨细胞中表达　（ＬＳＣＭ×４００）

２．２．２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测　　３组细胞 ＮＦＡＴｃ１、
ＴＲＡＰ、ｃＳｒｃｍＲＮＡ水平差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，
表２）；其中干扰组 ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＰ、ｃＳｒｃ基因 ｍＲＮＡ
水平较对照组分别下降了５３．３％、４９．１％和５４．６％，
较空白载体组分别下降了４７．８％、４３．３％和４８．５％。
上述结果说明，ＣａＭＫⅡδＲＮＡ干扰显著下调了下游因
子ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＰ、ｃＳｒｃｍＲＮＡ水平。

表２　３组细胞ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＰ和ｃＳｒｃｍＲＮＡ
水平定量分析（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ＮＦＡＴｃ１ ＴＲＡＰ ｃＳｒｃ
对照组　　 １．１０１±０．１０４ａ １．０９７±０．１０２ａ １．１１４±０．１２０ａ

空白载体组 ０．９８５±０．００５ａ ０．９８４±０．００４ａ ０．９８３±０．００４ａ

干扰组　　 ０．５１４±０．０１４ ０．５５８±０．００６ ０．５０６±０．００３

ａ：Ｐ＜０．０１，与干扰组比较

２．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　３组细胞 ＮＦＡＴｃ１、
ＴＲＡＰ、ｃＳｒｃ蛋白条带见图 ３Ａ。干扰组 ＮＦＡＴｃ１、
ＴＲＡＰ、ｃＳｒｃ蛋白相对水平（与βａｃｔｉｎ比值）显著低于
前两组（图３Ｂ）；较对照组分别下降了６１１％、４８．２％
和３９．６％（Ｐ＜０．０１），较空载载体组分别下降了
６１６％、４６．３％、３８．３％（Ｐ＜０．０１）；而对照组与空白
载体组间则无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。上述结果提
示，ＣａＭＫⅡδＲＮＡ干扰显著下调了破骨细胞分化中
ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＰ、ｃＳｒｃ的蛋白表达。
２．３　ＣａＭＫⅡδＲＮＡ干扰对破骨细胞分化和骨吸收的

影响

　　经 ＴＲＡＰ染色，３组细胞均有 ＴＲＡＰ＋多核破骨细
胞产生（图４）；但干扰组破骨细胞数目较对照组和空

５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）



白载体组显著减少（Ｐ＜０．０１，表 ３），分别下降了
５２８％和４９．３％。上述结果提示，ＣａＭＫⅡδＲＮＡ干
扰显著抑制了破骨细胞分化。

　　扫描电镜观察，可见３组细胞均有牙本质吸收陷
窝形成（图４）；但干扰组牙本质吸收陷窝数目和面积
较对照组和空白载体组显著减少（Ｐ＜０．０１，表３），其
中吸收陷窝数目分别下降了５５．６８％和５３．３％，吸收陷
窝面积分别下降了６０．２％和５７．７％。上述结果提示，
ＣａＭＫⅡδＲＮＡ干扰可显著抑制破骨细胞骨吸收功能。

! " #

$%&'(!!)*!!*

#

"!

'+&,!#-!!*

#

"!

(!./(!0*!!*

#

"!

"!1(234!)*!!*

#

"!

5

-

#

"

!

*

$%&'(! '+&, (!./(

#$%

&'()%

*+%

,
-
.
6
"
!
1
(
2
3
4
/
#
0
1
2

1

1

1

#

$

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　１：对照组；
２：空白载体组；３：干扰组　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组、空白载
体组比较

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３组细胞ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＰ、ｃＳｒｃ
蛋白的表达

表３　３组破骨细胞计数及牙本质磨片吸收陷窝
定量分析（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

组别
破骨细胞数

（个）

吸收陷窝计数

（个）

吸收陷窝面积

（μｍ２）

对照组 ３１．３±３．２ａ ３４．４±４．３ａ １０１５２．８±２１０．６ａ

空白载体组 ２８．６±１．５ａ ３３．４±４．０ａ １０１１２．５±５１９．４ａ

干扰组 １５．７±１．５ １８．０±４．６ ３９２８．４±１１５．５

ａ：Ｐ＜０．０１，与干扰组比较

３　讨论

　　破骨细胞生成相关信号通路研究近年来取得了许
多进展，其中 Ｃａ２＋／Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ／ＮＦＡＴｃ１信号通路的
发现是一个重要突破［３－５，９］。ＣａＭＫⅡ是该信号通路中
Ｃａ２＋信号传递的关键分子。
　　ＣａＭＫⅡ有 α、β、γ、δ４个异构体。国外研究表
明，异构体 δ在破骨细胞分化中作用可能最为关键。
Ｃｈａｎｇ等［７］研究发现，在破骨细胞分化初期，ＣａＭＫⅡδ
表达上升，其特异性ｓｉＲＮＡ可显著抑制破骨细胞生成。
Ｙａｏ等［６］研究也发现在４个异构体中，只有 ＣａＭＫⅡδ
在破骨细胞分化中呈高水平表达，且 ｍＲＮＡ变化和蛋
白相一致。本课题组前期研究也证实，ＣａＭＫⅡδ在破
骨细胞形成的不同阶段呈时间依赖性持表达增强，其

ｍＲＮＡ和蛋白表达趋势一致；因此推断ＣａＭＫⅡδ可能
在破骨细胞分化信号调控中发挥着重要作用。

　　研究表明，ＣａＭＫⅡ与 Ｃａ２＋／Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ结合后，
获得两个特性［４］：（１）对 Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ的亲和力提高
１０００倍；（２）ＣａＭＫⅡ在无Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ时仍具备部分酶
的活性。因而，ＣａＭＫⅡ在破骨细胞分化过程中可能发
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图４　３组破骨细胞生成及牙本质吸收陷窝检测结果
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挥重要作用。本课题组前期研究发现，唑来膦酸可以

时间依赖性抑制破骨细胞内Ｃａ２＋震荡（ｏｓｃｉｌｌａｔｉｏｎ），并
下调ＣａＭＫⅡ基因表达及蛋白活性［８］；提示ＣａＭＫⅡ参
与了唑聀膦酸对破骨细胞分化的抑制。

　　ＣａＭＫⅡδ在破骨细胞分化中到底发挥怎样的作
用，目前还知之甚少。为此，本实验采用 ＲＮＡ干扰技
术，特异性沉默ＣａＭＫⅡδ基因，以探讨其对破骨细胞
生成的调控作用及涉及的下游信号分子。实验结果显

示，ＣａＭＫⅡδＲＡＮ干扰可明显抑制破骨细胞生成及骨
吸收功能，使破骨细胞生成下降超过了４９．８％，骨吸
收陷窝数目下降超过了 ４７．６％。上述结果提示，
ＣａＭＫⅡδ在破骨细胞分化调控中作用极为关键。
　　ＮＦＡＴｃ１作为破骨细胞的主要调节基因，参与许
多破骨细胞特异性基因表达的调控，包括ｃａｔｈｅｐｓｉｎＫ、
ＴＲＡＰ、ｉｎｔｅｇｒｉｎβ３、ｃＳｒｃ、ＤＣＳＴＡＭＰ（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓｐｅ
ｃｉｆｉｃｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ）、Ａｔｐ６ｖ０ｄ２等，对破骨细
胞分化及骨吸收功能至关重要［３－４，９－１０］。ＮＦＡＴｃ１及
上述基因表达异常会导致破骨细胞生成及功能严重障

碍［１１］。本研究发现，ＣａＭＫⅡδＲＡＮ干扰可显著降低
破骨细胞分化中 ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＰ、ｃＳｒｃ蛋白和 ｍＲＮＡ
水平，从而说明ＣａＭＫⅡδ对破骨细胞生成的抑制可能
是通过调控 ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＰ、ｃＳｒｃ基因表达来发挥作
用。

　　然而，ＣａＭＫⅡδ是通过下游哪些信号分子来调控
ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＰ、ｃＳｒｃ基因表达，从而影响破骨细胞生
成的，目前尚存在争议。Ｃｈａｎｇ等［７］认为，ＣａＭＫⅡ与
ＣａＭＫⅣ一样［５］，是通过ｃＡＭＰ反应元件结合蛋白信号
通路来发挥作用；Ｙａｏ等［６］和 ＰａｒｋＭｉｎ等［１２］一致认

为，ＣａＭＫⅡ是通过 ＭＥＫＥＲＫ信号通路来发挥作用。
鉴于此，ＣａＭＫⅡδ下游信号调控通路，尚待进一步研
究探讨。本研究证实，ＣａＭＫⅡδＲＮＡ干扰可有效抑制
破骨细胞生成，并下调下游分子 ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＰ、ｃＳｒｃ
基因表达；ＣａＭＫⅡδ可能通过影响上述基因表达发挥
对破骨细胞分化的关键调控作用。
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