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Periostin表达上调对去势大鼠骨髓间充质干细胞生物学行为的作用 *

周维维 李豆豆 张洁云 刘思麟 李春绒 曹 猛△

（军事口腔医学国家重点实验室，国家口腔疾病临床医学研究中心，陕西省口腔疾病临床医学研究中心，

第四军医大学口腔医院正畸科 陕西西安 710032）

摘要 目的：探究 Periostin（骨膜蛋白）表达上调对雌性去势大鼠骨髓间充质干细胞（BMSCs）成骨分化、细胞增殖与凋亡特性的作

用。方法：通过去势手术建立雌性大鼠骨质疏松模型，待建模成功后分离培养并鉴定 BMSCs，利用含有增强型绿色荧光蛋白

（EGFP）和大鼠 Periostin基因的重组慢病毒转染 P3代 BMSCs，成骨诱导后鉴定其成骨分化能力改变，流式细胞仪检测其细胞周

期以及细胞凋亡率的变化。结果：成功建立骨质疏松模型；荧光显微镜下观察到绿色荧光提示慢病毒载体实现转染并表达目的

蛋白；慢病毒转染组 BMSCs成骨诱导后 ALP及茜素红染色较去势组 BMSCs染色加深；慢病毒转染组 BMSCs的 S期细胞比例

为（17.07± 0.56）%，显著高于去势组 BMSCs 的 S 期细胞比例（8.42± 0.02）%，差异具有统计学意义（P约0.05）；慢病毒转染组
BMSCs的细胞凋亡率为（7.3± 0.1）%，显著低于去势组 BMSCs的凋亡率（12.05± 0.55）%，其差异具有统计学意义（P约0.05）。结
论：Periostin表达上调可提高去势骨髓间充质干细胞的成骨分化及细胞增殖能力，并对其凋亡有抑制作用。

关键词：Periostin；绝经后骨质疏松症；骨髓间充质干细胞；成骨分化

中图分类号：R-33; R331.2; R780.2 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2019）10-1864-06

The Effect of Periostin Expression up-regulation on the Biological Behaviors
of Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells in Ovariectomized Rats*

To explore the effects of Periostin up-regulation on osteoblastic differentiation, cell proliferation and

apoptosis of bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) in ovariectomized rats. An ovariectomized animal model was

established by castrated surgery. Then BMSCs were separated, cultured and identified. BMSCs of P3 generation were transfected by

recombinant lentivirus which have enhanced green fluorescent protein (EGFP) and rat Periostin gene. The osteoblastic differentiation

ability were determined after osteoblastic induction. The cell cycle and cell apoptosis of BMSCs were detected by means of flow

cytometry instrument. The ovariectomized animal model was established successfully. Green fluorescence under fluorescence

microscope indicated that lentivirus vector had been transfected and expressed the target protein. ALP and alizarin red staining of BMSCs

in lentivirus transfection group after osteoblastic induction were deeper than that in castrated group. The proportion of s-phase cells in

lentivirus transfected group was (17.07 0.56) %, significantly higher than that in castrated group (8.42 0.02) %, the difference was

statistically significant (P < 0.05). The apoptosis rate of BMSCs in lentivirus transfected group was (7.3 0.1) %, significantly lower than

that in casted-group (12.05 0.55) %, and the difference was statistically significant (P < 0.05). Periostin up-regulation could

improve osteoblastic differentiation and proliferation of bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs), and inhibit apoptosis.
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前言

绝经后骨质疏松症 (Postmenopausal Osteoporosis, PMO)是

妇女绝经后卵巢功能下降所引发的雌激素分泌减少，进而影响

骨代谢，导致的严重骨丢失疾病。PMO常见的口腔并发症为慢

性牙周炎，有研究证实，机体的雌激素水平不仅影响全身的骨

代谢，对牙周组织局部的功能和代谢也产生直接影响[1，2]。雌激素

替代疗法作为传统的治疗手段对于抑制骨吸收有一定的作用，
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但其长期使用可致患者罹患乳腺及生殖系统肿瘤风险增加[3]。

研究表明，颌骨骨髓内的间充质干细胞（BMSCs）可经

过血管通道进入牙周组织，分化为牙周前体细胞并参与牙周

组织的再生 [4]。对于绝经后骨质疏松骨髓间充质干细胞

（PMO-BMSCs）[5]和炎症状态的牙周膜干细胞（P-PDLSCs）[6]的

相关研究证实，其骨向分化能力出现明显下降，且诱导成骨过

程中细胞凋亡增加，这可能是引起骨质疏松及牙周骨组织缺损

的重要原因。

Mamalis等人研究发现，雌激素及其受体（ER）主要通过调

控 Periostin（骨膜蛋白）的表达来参与牙周组织的代谢和功能

改建[7]。大量研究证实，Periostin还能够通过介导整合素依赖的

细胞增殖、粘附和运动，保护细胞降低低氧引起的细胞损伤，并

抑制细胞凋亡。然而，Periostin能否改善 PMO-BMSCs的生物

学功能，未见相关报道。为此，本实验拟借助慢病毒载体系统，

将携带 Periostin目的基因的慢病毒转染 PMO-BMSCs，通过上

调 Periostin的表达，初步探讨 Periostin对 PMO-BMSCs的生理

功能的调节作用，从而为伴有绝经后骨质疏松牙周病的干细胞

治疗提供更多的理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料和试剂

1.1.1 实验动物 自空军军医大学实验动物中心购入 6周龄

SD大鼠（体重约 180 g）30只，均为雌性，统一存放入空军军医

大学口腔医院动物实验中心培养（已经过实验动物伦理审查），

SPF级饲养环境，许可证号：SCXK（陕）2014-002。

1.1.2 实验试剂和仪器 琢-MEM培养基、胎牛血清、双抗（青

霉素 100 U/L、链霉素 100 g/L）、PBS缓冲液、茁-甘油磷酸钠、地
塞米松、抗坏血酸、慢病毒载体（吉凯基因）、BCIP/NBT碱性磷

酸酶显色试剂盒（康为世纪）、茜素红染色试剂盒、细胞周期检

测试剂盒、细胞凋亡检测试剂盒、显微 CT ( micro-CT)

(Siemens，德国)、CO2恒温细胞培养箱（Thermo，美国）、流式细

胞仪（Beckman Coulter，美国）。

1.2 方法

1.2.1 雌性去势大鼠骨质疏松模型的构建与评估 大鼠适应

性喂养一周后，随机分为 A、B两组进行建模，A组为去势组

（OVX），B组为假手术组（SHAM），经腹腔注射 1%浓度的戊巴

比妥钠全身麻醉后，备皮处理，采用改良背部中间单切口，钝性

分离皮下组织，找到输卵管后逆行找到一紫红色菜花状不规则

组织团块，即为卵巢，OVX组大鼠结扎输卵管及血管后切除卵

巢，SHAM组大鼠仅去除卵巢周围等量脂肪即可。相同条件下

饲养三个月后，麻药过量处死大鼠，75%酒精浸泡消毒 10分钟

后，无菌条件下取其股骨进行浸泡于 4%多聚甲醛溶液中固定，

48 h后扫描Micro-CT，三维重建后评估建模是否成功，并对相

关骨形态学参数进行分析。

1.2.2 BMSCs的分离、培养与鉴定 取上述处死并消毒大鼠，

无菌条件下分离剩余股骨、胫骨及肱骨，彻底去除骨周围软组

织后 PBS缓冲液冲洗 3次，剪断骨骺端暴露骨髓腔，用含 10%

胎牛血清及 1%双抗的琢-MEM培养基反复冲洗骨髓腔，吹打细

胞悬液后转移至塑料细胞培养瓶中，放入 37℃、5% CO2、饱和

湿度的细胞孵箱静置培养，待 48 h后半定量换液，并在显微镜

下观察细胞贴壁情况，随后每 2~3d更换培养基，观察细胞形态

及生长情况，拍照记录。细胞生长至 90%以上时，及时消化传

代。流式细胞仪检测第三代 BMSCs干细胞表面标记物 CD29、

CD34、CD45、CD90。

1.2.3 慢病毒转染 感染预实验确定慢病毒感染 BMSCs的复

感染指数（MOI）和最佳感染条件。取第三代 OVX组 BMSCs，

根据预实验结果进行正式转染，感染约 72小时后，荧光表达丰

度较高时，用荧光显微镜观察感染效率，并进行后续实验

（OVX-Virus组）。

1.2.4 成骨诱导与鉴定 选取第三代 SHAM 组、OVX 组

BMSCs，2× 105/孔接种于六孔板，待细胞汇集至 80%左右时换

成骨诱导液（含 10%胎牛血清及 1%双抗的 琢-MEM培养基中加

入 10 mmol /L 茁-甘油磷酸钠、0.1 滋mol/L地塞米松、0 滋mol /L
抗坏血酸）；选取慢病毒感染成功的 OVX-Virus组细胞，待细胞

汇集至 80%左右换成骨诱导液。三组成骨诱导细胞每 3 d更换

新成骨诱导液，诱导 7 d后，用 BCIP/NBT碱性磷酸酶显色法进

行 ALP染色；诱导 21 d后，使用茜素红染液染色，镜下观察比

较各组细胞成骨钙化结节形成情况。

1.2.5 流式细胞仪检测各组 BMSCs的细胞周期 选取第三代

SHAM 组、OVX 组 BMSCs，以及 OVX-Virus 组 BMSCs，分别

消化三组细胞，PBS洗涤细胞 1次（离心 2000 rpm，5 min），收

集并调整细胞浓度为 1× 106/mL，各取 1 mL单细胞悬液，离心

弃上清，加入 3 mL 70%冷乙醇固定，制成单细胞悬液，使用流

式细胞仪检测细胞周期。

1.2.6 流式细胞仪检测各组 BMSCs的细胞凋亡率 选取第三

代 SHAM组、OVX组 BMSCs，以及 OVX-Virus组 BMSCs，分

别消化三组细胞（使用不含 EDTA的胰酶），PBS洗涤细胞 2次

（离心 2000 rpm，5 min），收集并调整细胞浓度为 1× 106/mL，各

取 1 mL单细胞悬液，离心弃上清，加入 2.5 mL含血清培养基，

制成单细胞悬液，使用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.3 统计学分析

各组实验数据使用均数± 标准差表示，采用 SPSS17.0软

件进行统计学数据分析，多组间的比较采用单因素方差分析，

组间两两的比较采用非配对 t检验。

2 结果

2.1 去势大鼠模型的评估及相关参数分析

建模 3个月后处死SHAM组及OVX组大鼠，股骨Micro-CT

扫描结果显示，OVX组松质骨骨小梁数目明显减少，密度降

低，松质骨内间隙增宽。骨形态学参数分析，OVX组大鼠骨体

积分数 (Bone Volume /Total Volume, BV /TV) 为（0.18 ±

0.02）%，显著低于 SHAM 组大鼠（0.62± 0.02）%，两者差异具

有统计学意义（P约0.05）。以上所有结果说明雌性去势大鼠骨质
疏松模型建模成功。见图 1、图 2。

2.2 BMSCs形态学观察及其干细胞特性鉴定

显微镜下观察，原代培养 BMSCs呈现集落样生长，可见细

胞自各集落向四周伸展，细胞形态较多样，分布不均，但以梭形

细胞为主。传代后细胞形态逐渐单一，呈梭形或多边形，分布均

匀，旋涡状生长，高倍镜下可见细胞以突触相联系。

流式细胞术干细胞表面标志物检测结果显示，实验所提取
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图 2骨形态学参数分析比较

Fig.2 Comparison of analysis of bone morphological parameters

among the two groups

图 3 BMSCs表面免疫标志物的表达

Fig.3 The expression of surface immune markers on BMSCs

图 4病毒转染 72h后荧光显微镜下绿色荧光表达

Fig.4 The Green fluorescence expression under fluorescence microscope

on BMSCs, which transfected by virus 72 hours later

细胞表面高表达 CD29 和 CD90，很少甚至不表达 CD34 和

CD45，符合骨髓间充质干细胞的免疫学特征。见图 3。

2.3 慢病毒转染评估

根据慢病毒转染感染条件及MOI的选择原则，预实验结

果确定本实验所用 BMSCs的 MOI=70，感染条件为常规培养

基 +Polybrene,感染后 8 h换回常规培养基继续培养。感染约

72 h后，荧光显微镜观察增强型绿色荧光蛋白（EGFP）绿色荧

光的表达，感染效率 80%左右，且细胞生长良好，既可做后续实

验。见图 4。

2.4 各组 BMSCs的成骨分化能力鉴定

三组细胞经成骨诱导 7d后，BCIP/NBT 碱性磷酸酶染色

结果显示，OVX组较 SHAM组 ALP着色少，但 OVX-Virus组

ALP染色较 OVX组明显增强；成骨诱导 21d后，茜素红染色

结果显示，OVX组较 SHAM组钙化结节数目少，但 OVX-Virus

组较 OVX组钙化结节数目增多。见图 5、图 6。

2.5 Periostin表达上调对雌性去势大鼠 BMSCs细胞周期的作用

流式细胞术细胞周期检测结果显示，OVX组 BMSCs的 S

期细胞比例为（8.42± 0.02）%，低于 SHAM 组 BMSCs的 S期

细胞比例（18.6± 0.24）%，差异具有统计学意义（P约0.05）；
OVX-Virus组 BMSCs的 S期细胞比例为（17.07± 0.56）%，显

著高于去势组 BMSCs的 S期细胞比例（8.42± 0.02）%，差异具

有统计学意义（P约0.05）。见图 7。

图 1两组大鼠股骨Micro-CT扫描结果比较

Fig.1 Comparison of Micro-CT results of the femur among the two groups

Note: A, B are the results of group SHAM; C, D are the results of group OVX.
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SHAM OVX OVX-Virus

图 6三组细胞成骨诱导 21d茜素红染色结果比较

Fig.6 Comparison of alizarin red staining results after osteogenic induction for 21d among different groups

SHAM OVX OVX-Virus

图 7三组细胞流式细胞术细胞周期检测结果比较

Fig.7 Comparison of results of cell cycle detection by flow cytometry among different groups

2.6 Periostin表达上调对雌性去势大鼠 BMSCs细胞凋亡率的

作用

流式细胞术细胞凋亡率检测结果显示，OVX组 BMSCs的

细胞凋亡率为（12.05± 0.55）%，高于 SHAM组 BMSCs的细胞

凋亡率 （8.4 ± 0.9）% ，差异具有统计学意义（P约0.05）；
OVX-Virus组 BMSCs的细胞凋亡率为（7.3± 0.1）%，显著低于

去势组 BMSCs的凋亡率（12.05± 0.55）%，其差异具有统计学

意义（P约0.05）。图 8。

3 讨论

绝经后骨质疏松症（postmenopausal osteoporosis，PMO）是

女性绝经后雌激素的合成与分泌降低，造成的机体骨改建平衡

失调的一种常见病多发病，其常表现为骨密度降低，骨组织代

谢紊乱以及骨脆性增加[8]。研究表明，50岁以上的中年女性约

有一半以上患有骨质疏松，随着老年人口的快速增长，骨质疏

松及其引起的病理性骨折的发生率逐年增长[9]，在世界范围内，

其发生率每五年约增长 18%，严重影响了中老年女性的身体

健康及生活质量，增加了整个社会和患者家属的经济和人力

负担[10]。PMO常见的口腔并发症为慢性牙周炎，是导致慢性牙

周炎持续加重的重要危险因素，临床常表现为进行性发展的牙

槽骨组织吸收破坏及牙周附着组织的丧失，口腔临床治疗难度

大大增加[11]。

切除双侧卵巢建立的去势大鼠骨质疏松模型，与绝经后骨

质疏松症的病理变化相似，且造模方式简单易行，模型质量稳

SHAM OVX OVX-Virus

图 5三组细胞成骨诱导 7d，ALP染色结果比较

Fig.5 Comparison of ALP staining results after osteogenic induction for 7d among different groups

1867窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.19 NO.10 MAY.2019

SHAM OVX OVX-Virus

图 8三组细胞流式细胞术细胞凋亡率检测结果比较

Fig.8 Comparison of results of cell apoptosis rate by flow cytometry among different groups

定，可复制性好，基于这些优点，使其成为了研究骨质疏松症相

关骨病的经典动物模型[12，13]。本实验使用该方式建立动物骨质

疏松模型，经 Micro-CT扫描，三维重建并分析骨形态学参数，

模型大鼠骨密度显著下降，证明模型建造成功。

骨髓间充质干细胞（BMSCs）由中胚层分化而来，具有强大

的增殖扩增和多向分化潜能的一种干细胞[14]，其来源方便，易

于分离培养。另外，BMSCs具有易受外源基因转染且表达相对

稳定，体外增殖迅速，免疫原性低等特点[15]。在特定诱导条件

下，BMSCs可分化为成骨细胞、成软骨细胞、脂肪细胞、基质细

胞、神经母细胞等细胞系。因此，骨髓间充质干细胞成为了临床

应用干细胞治疗的重要种子细胞之一[16]。对于绝经后骨质疏松

骨髓间充质干细胞（PMO-BMSCs）相关研究证实，其成骨和增

殖能力均减弱 [17]，本实验 OVX 组 BMSCs的成骨能力低于

SHAM组, 其细胞凋亡率显著高于 SHAM组细胞，S期细胞比

例低于 SHAM组，与前期研究一致。

绝经后卵巢功能低下从而引起的雌激素缺乏被认为是绝

经后骨质疏松的重要原因[18]。雌激素通过雌激素受体（ER）直接

作用于成骨细胞和破骨细胞，导致骨吸收和骨形成失衡，骨量

和骨密度降低，骨脆性增加，从而发生骨质疏松[19]。雌激素水平

下降和 ER在骨组织的表达降低是其重要的发病机制之一[20]。

ER在成骨和破骨细胞中均表达，雌激素通过调控 ER来刺激

成骨细胞的形成，抑制破骨细胞的活性，从而实现骨平衡的调

节[21]。雌激素替代疗法被认为是治疗 PMO的首选治疗方式，可

以抑制典型的月经暂停症状并预防骨质疏松症，但其副作用如

乳腺癌、子宫内膜癌、心血管意外引起人们的担忧[22，23]。

Periostin首次从MC3T3-E1成骨细胞系分离出来时，被命名

为成骨细胞特异性因子 2（osteoblast-specificfactor2，OSF-2）[24]，

后来由于其在骨膜和牙周组织的特异定位表达而被更名为

Periostin[25，26]。Periostin主要由成骨细胞以及其前体细胞合成和

分泌，有些成纤维细胞也分泌 Periostin，并在成年哺乳动物的

骨骼和心脏瓣膜中表达[27]。Periostin是一种黏附分子，通过与细

胞表面受体结合，以促进成骨细胞的增殖分化、黏附聚集。小鼠

骨生物学研究表明，Periostin通过改变胶原交联（尤其在皮质

部位）和刺激骨保护素生成来调节成骨活动、骨改建等[28]。在炎

症微环境下，成骨细胞、牙周膜细胞 Periostin表达显著降低；

Periostin 的缺失型突变可直接导致骨质疏松和牙周结构紊

乱 [29]。新近研究发现，Periostin的表达与雌激素及其受体（ER）

的调控有关。因此，围绕 Periostin设计的牙周再生策略[30]，将有

望成为治疗 PMO相关牙周炎的全新手段。

基因治疗（Gene Therapy）是指将目的基因导入靶细胞，以

纠正或补偿基因缺陷或异常引起的疾病。其作为一种特异性高

的治疗手段，已成为治疗遗传病、肿瘤等的有效方法，是当今生

命科学领域的研究热点之一。慢病毒载体来源于人类免疫缺陷

病毒 1型（HIV-1），其优点是操作相对简单，致病性低且相对容

易生产[31]。本实验借助慢病毒载体系统，将携带 Periostin基因

的慢病毒转染 PMO-BMSCs，上调 Periostin 的表达，使得去势

组骨髓间充质干细胞恢复一定的成骨能力，同时 S期细胞比例

增多，细胞凋亡率减低，提高了 BMSCs的存活率。我们推测，通

过上调 Periostin的表达，可改善去势骨髓间充质干细胞的生理

功能，但其具体机制仍需更为深入的研究。
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