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FSH I3}在骨形态蛋白9诱导小鼠胚胎成纤维细胞 

成骨分化中的作用研究 

苏晓娅，黄 敏，刘 宏 

(重庆医科大学附属第一医院生殖健康与不孕症中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨卵泡刺激素 p亚基(follicle-stimulating hormone B，FSH13)对骨形态发生蛋白9(bone morphogenetie protein 9， 

BMtO)诱导小鼠胚胎成纤维细胞 mouse embryonic fibroblasts，MEFs)成骨分化中的作用。方法：采用AdEasy系统构建表达绿色 

荧光蛋 白(green fluorescent protein，GFP)、FSH13和 BMP9的重组腺病毒(Ad—GFP、Ad—FSH13和 Ad—BMP0)，实验分组为：Ad— 

GFP组、Ad—BMP9组、Ad—FsHB组和Ad-BMP9+Ad—FSH13组。运用化学发光定量和组织化学染色法分别检测各组3、5、7 d碱 

性磷酸酶(alkaline phosphatase，ALP)活性；Western blot检测成骨分化早期转录因子(Runx2和 DLX5)的蛋白表达水平；RT—PCR 

检测成骨分化晚期指标骨钙蛋白(osteocalcin，OCN)和骨桥蛋白(osteopontin，OPN)的 mRNA表达水平；茜素红染色检测钙盐沉 

积；流式细胞技术检测各实验组细胞的周期分布。结果：在 MEFs中，过表达 FSH13能明显促进 BMtO诱导MEFs骨化过程中第 

3天(6 874．67 4-224．93 vs．11 935．67 4-568．76，P=0．000)、第 5天(43 434．67-t-2 047．57 vs．98 913．33±4 606．26，P=0．000)、第 

7天(38 198．oo 4-2 376．43 vs．78 534．67 4-2 114．56，P=O．ooo)的 ALP活性 ，转录因子 Runx2(1．171 4-0．105 vs．1．350-i-0．053．P= 

0．026)、DLX5(1．382 4-0．123 vs．1．738 4-0．286，P--0．001)和晚期成骨指标 OCN(1．300 4-0．045 vs．1．471±0．046，P=O．002)、OPN 

(1．3004-0．084 vs．1．4794-0．038，P=-0．016)的表达水平，以及钙盐沉积。此外，FSH13和(或)BMP9对 MEFs细胞周期没有明显影 

响(G1期 ：F--0．226，P=-0．876；G2期 ：F--0．147，P=-0．929；S期 ：F=0．027，P=0．994)。结论：在不影响 MEFs细胞周期的情况下，FSH13 

协同 BMtO诱导 MEFs成骨分化。 
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Role of FSHI3 in BMP9-induced osteogenic differentiation 

in mouse embryonic fibroblasts 
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【Abstract]Objecave：To study the effect of follicle—stimulating hormone B(FSH13)on bone morphogenetie protein 9(BMtO)一 

induced osteogenic differentiation in mouse embryonic fibrDblasts(MEFs)．Methods：AdEasy system was used for generating target re— 

combinant adenovirnses(Ad—GFP，Ad—FSH13，and Ad—BMP9)，and our investigation was designed into four groups：Ad—GFP group． 

Ad—BMP9 group，Ad—FSH13 group，and Ad—BMPg+Ad—FSH13 group．Chemiluminescence technique and histoehemical staining were 

conducted to assay alkaline phosphatase(ALP)activity on day 3，5，and 7，Western blot to test the protein expression of Runx2 and 

Dlx5，RT-PCR to measure the mRNA expression of osteocalcin(OCN)and osteopontin(OPN)，and Alizarin Red S staining to detect 

the matrix mineralization．In addition，Flow cytometry was utilized for analysing the cell cycle of different groups．Results：Exogenous 

expression of FSHI3 dramatically enhanced the ALP activity on day 3(6 874．67±224．93 vs．1 1 935．67 4-568．76，P=-0．000)，day 5 

(43 434．67 4-2 047．57 vs．98 913．33 4-4 606．26，P=O．000)，and day 7(38 198．00 4-2 376．43 vs．78 534．67 4-2 114．56．P=0．000)． 

and the protein expression ofRunx2(1．171 4-0．105 vs．1．3504-0．053，P=0．026)andDLX一5(1．382．4-0．123 vs．1．738 4-0．286，P=-0．001)， 
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and the mRNA expression of late osteogenic makers，namely 

OCN(1．300 4-0．045 vs．1．471 4-0．O46．P--O．O02)and OPN(1．300 4- 

0．084 vs．1．479±0．038．P=0．016)．and matrix mineralization 

induced bv BMP9 in MEFs．Moreover．efficient infection of Ad— 

FSH13 odand Ad—BMP9 remains no apparent influence on cell 

cycle in MEFs(G1-phase：F=0．226，P=0．876；G2-phase：F= 
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0．147，P=0．929；S—phase：F=0．027，P=0．994)．Conclusion：FSHI3 promotes BMP9-induced osteogenic differentiation without substan— 

tial effect on cell cycle in MEFs． 

【Key words]bone morphogenetie protein 9；follicle—stimulating hormone 13；mouse embryonic fibroblasts：osteogenic differentiation 

绝经后期骨质疏松(postmenopausal osteoporosis． 

PMOP)是临床上骨科常见的女性骨缺损、骨不连接 

疾病 ，表现为循环中卵泡刺激素水平(follicle—stim— 

ulating hormone，FSH)增高和雌激素水平(estradiol， 

E2)降低，目前以激素替代疗法为主，但常引发一系 

列副作用【lJ。组织工程骨是治疗该疾病的理想材料， 

间充质干细胞(mesenchymal stem cells．MSCs)作为 

骨组织工程的种子细胞之一圆，小鼠胚胎成纤维细 

胞 mouse embryonic fibroblasts，MEFs)是常用的一 

种 MSCs，具有 自我复制和多向分化潜能，研究如何 

将其快速、高效地用于临床也成为近年热点[33。骨形 

态发生蛋 白(bone morphogenetic proteins，BMPs)属 

于转化生长因子 13(transforming growth factor—B， 

TGF一13)超家族成员。对骨发育和骨缺损修复有重要 

作用[41，其中。骨形态发生蛋白9(bone morphogenetic 

protein 9．BMP9)被认为是目前诱导 MSCs骨向分化 

最具潜力的BMPs之一l 5_，但其具体机制尚不明确。 

FSH是N-％动物 中调节生殖的重要因子，属 

于垂体分泌的二聚体(由 、p亚基组成，p亚基发 

挥其特异性功能)糖蛋白，FSH对围绝经期女性的 

骨重塑有重要调节作用[61。虽然大多数学者认为FSH 

是促进骨吸收、抑制骨形成的主要因子 ，但是 ，运 

用转基因技术在雌小鼠中过表达 FSH13，却能显著 

促进骨的形成[91，表明FSH对骨代谢的具体调节作 

用尚存争议。由此猜想，如果将 MSCs作为研究和 

治疗 PMOP的组织工程种子细胞 ，必须 同时考虑 

PMOP患者特殊的生理水平 ，增高的 FSH水平与 

BMP9联合应用是否对 MSCs诱导成骨效应有影 

响，目前鲜有报道。 

考虑到 FSH13通常与 FSH受体(follicle—stimu— 

lating hormone receptor．FSHR)特异性结合来执行 

FSH功能【 q：以及BMP9高效诱导MSCs成骨分化的 

特性，本研究采用 AdEasy方法r11】构建过表达绿色 

荧光蛋白(green fluorescent protein，GFP)、FSH13和 

BMP9的重组腺病毒载体．探讨 FSH13对BMP9诱 

导 MEFs骨向分化的作用，为临床有效地预防和治 

疗PMOP提供理论依据，并进一步拓展BMP9诱导 

MSCs骨向分化的影响因子及应用范围。 

1 材料及方法 

1．1 试剂与细胞培养 

MEFs和人胚胎肾细胞一293(human embryonic kidney一 

293，HEK-293)购自American Type Culture Collection(ATCC)。 

采用 DMEM培养液(高糖、含 10％胎牛血清、链霉素 100 ms／L 

和青霉素 100 kU／L)培养细胞 ；孵育在 5％ CO：饱和湿度 、 

37℃培养箱。碱性磷酸酶(alkaline phosphatase，ALP)染色试 

剂盒购自碧云天生物科技有限公司，ALP化学发光试剂盒购 

自BD Clontech公司。Lipofectamine2000购 自Invitrogen公 

司。实验所用抗体均购自Santa Cruz Biotechnology公司。 

1．2 目标重组腺病毒构建 

本实验均采用 AdEasyt“]系统构建重组腺病毒。运用 PCR 

扩增从小鼠 EST克隆中的目的基因编码序列，并克隆到穿梭 

质粒(均用 CMV启动子)，再将穿梭质粒线性化后与BJ5183一 

AdEasy细菌重组 。最后将正确重组的质粒线性化后转染 

HEK一293细胞，进而得到目标基因编序列重组的腺病毒 ，即 

GFP重组腺病毒(Ad—GFP)、BMP9重组腺病毒(Ad—BMP9) 

及 FSHB重组腺病毒(Ad—FSH13)。Ad—GFP用作实验对照组。 

1．3 腺病毒滴度检测与实验分组 

实验前将各 目标腺病毒(Ad—GFP、Ad—BMP9及 Ad— 

FSH13)液在MEFs细胞中分别进行相对滴度测定，将指数生 

长的细胞接种于 24孔板(5．0×10s个／孑L)，待其贴壁之后分 

别加入不同体积(0．5、1、2．4、8、16 IXL／孑L)的病毒液于孔板中， 

24 h后观察荧光，确定目标腺病毒感染率所需病毒液体积； 

最后 ，根据实验设计确定最佳腺病毒感染率。实验分组分为 

对照组(Ad—GFP组)和实验组(Ad—BMP9组、Ad—FSH13组及 

Ad—BMP9+Ad—FSH13组)。 

1．4 ALP活性检 测 

将指数生长的 MEFs接种于 24孔板 (5．0×l05个／：fL)， 

待其贴壁后按实验设计施加相应处理，于实验第3、5、7天参 

照文献 进行 ALP 染色和 AIJP活性定量测定，按具体试剂 

盒说明规范操作 ，另用 BCA法测定蛋白浓度，以校正 ALP活 

性。每组实验重复 3次。 

1．5 Western blot实验 

将指数生长的 MEFs接种于 6孔板(2 X 106个，孑L)，待其 

贴壁后按实验设计施加相应处理，于特定时间点提取各组总 

蛋白。采用 BCA法检测各组蛋白浓度，按常规操作方法进行 

目标蛋白检测。最后运用 ECL试剂盒显影成像。每组实验重 

复 3次。 

1．6 RNA提取 与 RT—PCR实验 

将指数生长的 MEFs接种于 T25培养瓶(5 X 10 个／瓶)， 

待其贴壁后按实验设计施加不同处理 ，于特定时间点采用 
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TRIzol法提取总 RNA。冉逆转录制备 cDNA，最后进行 PCR 

榆测 目的基 mRNA表达水平。每组实验重复 3次。PCR引 

物序列 表 1。 

较采用单 素方差分析，加入时间变化趋势时，采用重复测 

超方差分析．两两比较采朋 ISD—t检验。检验水准 =O．05。 

表1 PCR引物序列表 2 结 果 

Tab．1 Sequences of PCR primers 

1．7 茜素红 染色测定钙盐沉积 

将指数生长的 MEFs接种于 24孔板(5．0 X 10 个／孑L)，待 

J￡贴壁后按实验设计施加秆j应处理，48 h后，加 入终浓度为 

50 txg／mL的维生素 c和 10 mmol／1 的 B一磷酸甘油 ，培养第 

2 l天参照文献j”1进行茜素红染色。每组实验重复 3次 

1．8 流式细胞技术测细胞周期 

将指数生长的 MEFs接种于 6孔板(2 X 10 个HL)，待其 

[I!IIi 后按文验设 汁施加相应处理．于 48 h后收集细胞 ．通过 

流式细胞技术检测细胞周期。每组实验重复 3次。 

1．9 统计 学分析 

应用 IBM SPSS Statistics l 9．0软件进行实验数据统计学 

分析，数据结果以均数 ±标准差(x± )表示。多样本均数比 

Ad—BMP9绀 

A．荧光倒置显微镜下示 GFP和 BMP9霞组 

腺病毒感染 MEFs24 h后的感染率(200x) 

Ad—GFP组 Ad—BMI 9组 

BMIx) 

( APDH 

55 kD 

C．Western blot结果示 GFP和 BMP9 组 
腺病毒感染 MEFs24 h后 BMP0的表达 

皿 

2．1 重组腺病毒对 MEFs的感染以及相应重组腺病毒的蛋 

白检测 

MEFs经重组腺病毒(Ad—GFP，Ad—FSHB和 Ad—BMP9) 

感染 24 h后，生长状态良好．荧光倒置显微镜下观察感染率 

为 30％～40％(网 1A、B)。Western blot结果显示在 MEFs叶】 

Ad—FSHI3和 Ad～BMP9的病毒检测结果(罔 1C、D)，提示实 

验用病毒构建成功。 

2．2 FSHI3使 BMP9诱导MEFs的ALP活性增加 

AI P广泛存在于机体各组织器官中，是成骨细胞的特异 

性标志，足常川于评价成骨细胞早期分化的特异性指标。考 

虑实验组是检测第 3、5、7火的 ALP活性趋势有无变化，采 

用重复测量方差分析进行统计，AI P活性读数结果(表 2) 

示．与 GFP x,J‘照组相比．BMP9组能显著诱导AI P活性增加 

(P<0．000)，说明 BMP9有诱导早期成骨分化的作用；结果 也 

显示 FSHI3组与对照组差异无统计学意义，说明单独运用 

FSHB并不能诱导 AI P活性增加。但是 BMP9与 FSHB联 合 

组比单独 BMP9处理组更能促进 MEFs巾 ALP活性增加(P< 

0．000)，在第 3、5、7天都呈现fI{相同的趋势 (表 2，图 2A)。 

ALP染色结果 j AI P活性读数结果一致(罔2B)。提示FSH6 

在 BMP9诱导 MEFs成骨分化巾可能具有重要作用 

B．荧光倒置显微镜下示 (：FP和FSHI3蘑组 
腺病 感染 MEFs24 h后的感染,~(2OOx) 

Ad—GFP_／'H Ad—FSHI~组 

FsHp■— —— 24 kD 

CAPDH 【 
D．Western})lot结果示 GFP和 FSH[3重组 
腺病毒感染 MEFs24 h后 FSH[3的表达 

37 kD 

图 1 GFP、FSH p和 BMP9的重组腺病毒分别感染 MEFs细胞24 h后的有效感染~g(200X)和相应的蛋白表达水平 

Fig．1 Efficient infections of GFP，FSH 13 and BMP9 recombinant adenovirus(200 X)and the corresponding expression 

level of proteins in MEFs 
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2．3 FSH~3促进 BMP9诱导 MEFs早 、中晚期成骨相关指标 

的表达 

在各实验组施加处理因素后．于第 24小时提取各组蛋 

白．运用 Western blot检测各组 Runx2和 DLX一5的蛋白表达 

水平，以及 Image J软件定量测定各组条带的相对灰度值 ， 

Runx2蛋 白在各组的相对表达量为 ：Ad—GFP组(1．000± 

0．ooo)、Ad—BMP9组 (1．171±0．105)、Ad—FSHB组(O．867± 

0．109)、Ad—BMP9+Ad—FSHB组(1．349±0．537)，且组问比较 

有统计学差异( 20．327，P=0．000)；DI X一5蛋白在各组的相对 

表达量为：Ad—GFP组(1．000±0．000)、Ad—BMP9组(1．382± 

0．123)、Ad—FSHI3组(1．276±0．094)、Ad—BMP9+Ad—FSH[3组 

(1．350±0．286)，且组间比较有统计学差异(F=37．753，P=O．000) 

结果显示，FSHB与 BMP9联合能增强 BMP9在 MEFs rrl诱 

导早期成骨转录因子 Runx2(P=0．026)、DI X5(P=0．001)的赁 

白表达水平(图 3)，单独 rSHfB组 与对照组相比，只增加 _r 

DI x一5(P=0．004)的蛋白表达水平 ，但对 Runx2(P=0．076)的 

表 2 FSH13对 BMP9诱导 MEFs的 ALP活性的影响(x±s。n=3) 

Tab．2 Effect of FSH 13 on BMP9一initiated quantitative ALP activities in MEFs( ± ，n=3) 

注 ：F I州=2 4O9．637，P姐剐_0．000；F时M=l 092．910，P时问=0．000；F叟 影响：453．177，P tLIl~=0．000 

Runx2 

(55 kD) 

I)1．X一5 

(55 kD) 

(；APDH 

(37 kD) 

雕  

超 
山  
一  

5 X l 

0× 10’ 

5×1 04 

l 2 3 4 

第 3天 

l 2 3 4 

第 5天 

1 2 3 4 

第 7天 

n  

浓 

H< 
In 

按 

H< 
卜  

妹 

AI P染色 

A．各组第 3、5、7天 ALP活性定量测定 B．各组第3、5、7天 ALP活性染色结果 

l：Ad—GFP组：2：Ad—BMP9组；3：A(1一FSH13组；4：A(I—BMP9+A(1一FsHB±H 

a：Ad—BMP9组与 Ad—GFP组相比，，LO．000；b：Ad—BMPg+Ad—FSHB组1j Ad—BMP9-ill~II比，， 0．000 

图 2 FSHB对BMP9诱导 MEFs的 ALP活性的影响 

Fig．2 Effect of FSHB on BMP9一initiated ALP activity in MEFs 

—一—- —崎 舞 

A．Western blot结果示各组 24h 

期成骨转录因子的表达 

1．5 

t．0 

罂 
0．5 

l 2 3 4 

c．DLX一5的相对定量结果 

a：与Ad—GFP组相比，P=-0．(301 

h：与 Ad—BMP9组相比，P=-0．00 

1：Ad—GFP组；2：Ad—BMP9组；3：Ad—FSHB组；4：Ad—BMPg+Ad—FSHB组 

图3 Western blot结果示 FSH 13对 BMP9诱导 MEFs早期成骨转录因子表达的影响 

Fig．3 Western blot results show the effect of FSH B on BMP9一induced early osteogenic transcriptional factors in MEFs 
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蛋白表达水平差异并无统计学意义。 

各实验组施加处理因素后，于第 l1天提取各组 mRNA， 

运用 RT-PCR检测各组 OPN和 OCN的 mRNA表达水平，以 

及 Image J软件定量测定各组条带的相对灰度值 ，OPN的 

mRNA在各组的相对表达量为：Ad—GFP组(1．000±0．000)、 

Ad—BMP9组(1．305±0．084)、Ad—FSHI3组(1．080±0。116)、 

Ad—BMP9+Ad—FSH[3组(1．479+0．038)，且组间比较有统计学 

差异(F=25．565．P=0．ooo)；OCN的mRNA在各组的相对表达 

量为：Ad—GFP组(1．000±0．000)、Ad—BMP9组(1．300±0．045)、 

Ad—FSH[~组(1．027±0．067)、Ad—BMP9+Ad—FSHI3组(1．471 4- 

0．046)，且组间比较有统计学差异(F=70．197，P=-0．000)。结果 

显示．FSH[3与 BMP9联合作用 MEFs后，比单独 BMP9组增 

加了 OCN(P=O．002)、OPN(P=0．026)的 mRNA表达水平(图 

4)，单独 FSH[3组与对照组相 比，OCN(P=O．500)和 OPN(P- 

0．225)的 mRNA水平差异无统计学意义。 

以上结果显示 ，FSH[3显著促进 BMP9诱导 MEFs骨向 

分化过程中早期指标(Runx2和 DLX一5)和中晚期指标(OCN 

和 OPN)的表达水平．表明 FSHI3对 BMP9诱导 MEFs成骨分 

化具有明显促进作用。 
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2．4 FsHB促进 BMP9诱导 MEFs的钙盐沉积 

在各实验组施加处理因素后，于第 3天用钙盐诱导培养 

基培养，第 2l天用茜素红进行染色，结果显示 FsH母与 

BMP9联合能增强单独 BMP9诱导 MEFs的钙盐沉积，表现出 

更强的矿化作用(图 5)。结果提示，~SHI3能促进 BMP9诱导 

MEFs晚期骨向分化。 

2．5 FSH[3和(或)BMP9对 MEFs细胞周期没有明显影响 

如前面所示，FSHI3能促进 BMP9诱导 MEFs早 、中、晚 

期骨向分化．而细胞的生长发育常常伴随增殖与分化两个过 

程．那么是否同时对 MEFs的增殖周期也有影响。如前面所 

述各组处理因素，在 FSHI3协同 BMP9诱导 MEFs成骨分化 

中施加相同的重组腺病毒滴度．于48 h后收集细胞 ，用流式 

细胞技术检测细胞周期分析 ，各实验组 (Ad—GFP组、Ad— 

BMP9组、Ad—FSHI3组和 Ad—BMP9+Ad—FSHI3组)细胞的周 

期分布分别为：Gl期(44．122％、41．7l3％、41．15l％和42．438％)． 

组间比较 F=0．226， ．876；G2期(10．274％、13．519％、12．636％ 

和 11．481％)，组间比较 F=0．147，P=0．929；S期(45．604％、 

44．768％、45．213％和46．081％)，组间比较 F=0．027．P=O．994。 

由此得出各实验组间细胞周期的分布没有明显差异(图6)。 

结果提示。可能在不影响 MEFs细胞周期的情况下，FSHI~协 

同刺激 BMP9诱导 MEFs成骨分化。 

2 3 4 

B．OPN的相对定量结果 

a：与 Ad—GFP组相比．P=-0．001； 

b：与 Ad—BMP9组相比．P=O．016； 

l 2 3 4 

C．OCN的相对定量结果 

a ：与 Ad—GFP组相比．／1=-0．000； 

b：与 Ad—BMP9组相比．P=-0．002 

1：Ad-GFP组；2：Ad—BMP9组；3：Ad—FSH J3组；4：Ad—BMP9+Ad—FSH[3组 

图 4 RT-PCR结果显示 FSHI5对 BMP9诱导 MEFs中OCN、OPN的mRNA表达的影响 

Fig．4 RT-PCR results exhibit the effect of FSHB on BMP9一induced the expression of OCN and OPN in MEFs 

A．Ad—GFP组 B．Ad—BMP9组 C．Ad-FSH6组 D．Ad—BMPg+Ad—FSHB组 

图5 茜素红染色显示 FSHp对 BMP9诱导 MEFs钙盐沉积的影响0oo×) 

Fig．5 Alizarin Red S staining results show the effect of FSHp on BMP9一induced matnx mineralization in MEFs(1 00×) 
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3 讨 论 

i一 &2．．0 一 

PMOP是临床 卜目 科常见的女性骨缺损 、骨小 

连接疾病， j年龄增加 、卵巢功能减退 ，以及骨代崩 

紊乱等1人J素相关，Il1前以激素替代疗法为主，并倾 

⋯ “预防一治疗一lI标”个性化治疗策略I1,141 但是， 

jL求更什的治疗方案仍是近年研究热点，如组织 _厂 

徉骨等。MEFs作为MSCs的一种，是组织T程骨的 

州想种予细胞之一， 应用前景可观I I。 

研究表明 FSH ．j绝经期女性骨量流失关系密 

FSH町通过刺激TNF一 I的产生，促进破骨细 

胞的增殖与活性 ，从 抑制成骨效应I I；此外 ，FSH 

【1f通过 FSHR介导 Erk1／2磷酸化来抑制 MSCs的骨 

向发育 I．．但是，运ilia~ 【大I模型在雌小鼠中过表达 

FSH[5，却能显著增强骨强度 、骨密度与骨形成I I．凡 

卡H对年轻的绝经后期女性循环中．FSH水平与降 

低的骨密度水平并小卡H关 I 、因此，FSH对骨代谢可 

能存存双向测节作川． 由于PMOP患者常呈现出骨 

吸收大于骨形成．m FSH对成骨细胞和破骨细胞均 

存存作用，那么是_甭存在某种因子，使 FSH与之棚 

作j{j后能减慢骨吸收，甚至促进骨形成，即成为 

研究和治疗 PMOP的关键． 

FSH的作用常受到其他冈子的调控，如 BMPs 

成员I1 i 大鼠卵巢颗粒细胞中，BMP9可通过BMPs／ 

Smads信号通路下渊 FSH的表达水平．从而影IJ~FSH 

诱导的甾体类激素表达 i：小鼠颗粒细胞中 BMP2 

却纰G．-鼬~ft J儿1 FsH8的转录水平I洲，这些研究表明不同 

细胞系和组织中BMPs和 FSH之间存在相互作用。 

号虑到 BMP9是日前发现的诱导MSCs成 朋Ill 分化最 

强的 BMPs之一1 5I，于是猜想．FSH对 BMP9 导 

MSCs成骨分化可能具有州 作川，、本实验中，采用 

MEFs作为成骨诱导细胞 ，虽然忖化过程十分复杂． 

f【_1日前仍可通过榆测 ·些成 fh1i 分化标志物来分析 

该过程，如 期成骨分化转 f-(Runx2、Osterix、 

DI x5) I AI P活性，中晚垮Jj'院 }{ 柄 忠物OPN和f)CN， 

以及钙盐沉积等 、 

木实验运用 AdEasvI I醺组腺病毒方法构建过 

表达 目标载体 Ad—GFP、Ad—BMP9卞̈ Ad—vsHI3．阿 

先进行了构建重组腺病毒的蛋白检测，随后证实 J 

vsHI3能促进 BMP9诱导 MEFs成骨分化过程巾 

期成骨指标 Runx2、DI 一5嗣ll}1晚期成骨指标()CN、 

OPN的表达水平 ，以及钙 })l=干』5，表现为 ~'sHI3与 

BMP9联合组比单独应j}】BMP9绀更能诱导 MEFs 

成骨效应．而单独 FSH[3 j埘照组羊异没有统计 

学意义 、并 且保持对 MEFs成骨分化有效的 A r1一 

BMP9和 Ad—FSHB感染滴度 变的情况下，运用流 

式细胞技术检测到 BMP9雨I(或)FSHB对 M Fs的 

细胞周期并没有明显影响'l{ 脱tt{各实验组细胞周 

期分布在 Gl、G2和 S期差异并无统计学意义，该结 

果与 Huang等研究的 Plen(phosphatase and tensin 

homolog deleted OIl chromosome ten)抑制剂协同促 

进 BMP9诱导 MEFs成骨分化过程对细胞增殖周期 

也没有明显影响的结果 一致 I．推测 当 FSH[3与 

BMP9共同作用时，只是加速 j MEl；’S的分化过程， 

而对细胞增殖周期并没 大影响 

本实验初步揭示了 FSHB对 BMt}9诱导 MEFs 
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成骨分化过程中的促进作用。但是，该研究结果仅 

从单一的体外实验所得，没有考虑到其他细胞(如 

破骨细胞)和细胞因子的相互作用，并且选择 MEFs 

作为成骨诱导细胞与实际 PMOP的研究还有一定 

差异．后期可以考虑采用成骨细胞与破骨细胞共培 

养，以及PMOP动物造模，并提取造模动物 MSCs等 

深入分析。 

本研究表明，在不影响 MEFs细胞周期的情况 

下，FSHB协同 BMP9诱导 MEFs成骨分化。该研究 

为临床深入研究和有效治疗PMOP提供理论依据， 

并进一步拓展 BMP9诱导 MSCs骨向分化中的影响 

因子和可能机制。 
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