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!摘!要" 目的!探索泛素特异性蛋白酶 -,!7>2f72;24*38<D2F2D8:9;<B3<-,#S6U-,$在人脂肪干细胞!@7IB4 B=2893<*

=<:2c<= 3;<ID<CC3#@(6G3$体内外成骨向分化中的作用+ 方法!用慢病毒转染 @(6G3#构建敲低和过表达S6U-, 的稳

定转染细胞系#通过碱性磷酸酶!BCKBC24<8@938@B;B3<#(TU$染色及活性定量'茜素红 6 矿化结节染色及定量#检测

实验组!敲低组和过表达组$及对照组在成骨诱导下 @(6G3成骨向分化能力的差异#通过定量逆转录聚合酶链反应

!f7B4;2;B;2c<:<c<:3<;:B43D:28;294 89C?I<:B3<D@B24 :<BD;294#f%Y*UG%$检测实验组及对照组成骨相关基因的表达水

平#通过蛋白免疫印迹实验检测实验组及对照组成骨相关蛋白的表达水平#通过裸鼠异位成骨实验评价 S6U-, 在

@(6G3体内成骨向分化中的作用+ 结果!敲低组S6U-, 的I%A(和蛋白表达显著低于对照组#过表达组显著高于

对照组+ 成骨诱导 & =后#敲低组的(TU活性显著高于对照组#过表达组显著低于对照组%成骨诱导 "- = 后#敲低

组茜素红 6染色显著深于对照组#过表达组显著浅于对照组+ f%Y*UG%结果显示#成骨诱导 "- =时#敲低组 (TU'

成骨细胞特异性转录因子!93;<:2d#R6+$和
#

型胶原!D9CCBH<4 ;?8<

#

#GRT

#

$的I%A(表达水平显著高于对照组#

过表达组显著低于对照组+ 蛋白免疫印迹实验结果显示#成骨诱导 "- =时敲低组:74;相关转录因子 ,!:74;*:<CB;<=

;:B43D:28;294 FBD;9:,#%SA+,$'R6+和GRT

#

蛋白表达水平显著高于对照组#过表达组显著低于对照组+ 裸鼠皮下移

植物苏木精*伊红染色结果显示#敲低组类骨组织百分比较对照组显著增高+ 结论!敲低S6U-, 显著促进 @(6G3的体

内外成骨向分化#过表达S6U-,显著抑制 @(6G3的体内成骨向分化#S6U-,可作为骨组织工程学潜在治疗靶点+
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!!骨缺损为多种口腔疾病治疗的主要难题#如何

促进骨缺损的愈合是口腔医学亟需解决的问题#近

年来#骨组织工程学的发展为解决该问题指出了方

向#其中干细胞成骨向分化一直是骨再生领域的核

心问题+ 间充质干细胞是骨再生修复的组织工程技

术中最有前途的细胞类型#人脂肪干细胞! @7IB4

B=2893<*=<:2c<= 3;<ID<CC3#@(6G3$和人骨髓干细胞

!@7IB4 >94<IB::9e*=<:2c<= 3;<ID<CC3#@\_6G3$是

间充质干细胞的主要来源)" ,̀*

+ 其中 @(6G3由于来

源广泛'采集容易'患者易于接受和易于扩增等优

点#成为骨组织工程中极具吸引力的一种成体干细

胞来源+ 因此#研究 @(6G3成骨向分化的调控机制

有助于寻找新的靶点#具有重要临床应用价值). -̀*

+

细胞的分化由遗传和表观遗传机制决定#这种

基因调控方式在干细胞的分化及功能调控中的作用

逐渐被证实)5 &̀*

+ 表观调控通过调节干细胞分化及

影响成骨细胞的增殖和成熟#参与成骨的各个方

面+ 泛素化修饰是一种重要的表观遗传调控方

式#其对干细胞的分化方向也有着重要的调控作

用)$*

+ 泛素化过程是可逆的#通过蛋白质去泛素

化酶可实现去泛素化)/*

+ 泛素特异性蛋白酶

!7>2f72;24*38<D2F2D8:9;<B3<#S6U$家族是目前已知

的去泛素化酶中成员最多的一类#亦属半胱氨酸

蛋白酶#本课题组前期研究表明 S6U& 可以促进

@(6G的成骨向分化)"#*

+ S6U-, 也是 S6U家族中

的一员#研究表明 S6U-, 可以通过结合组蛋白

[,\并使其去泛素化来调控其转录活性)""*

#且

S6U-, 还能选择性地参与抑癌基因 ./0 的保护和

修复功能#从而对肿瘤性疾病的研究有所帮助)",*

+

另有研究表明S6U-, 是a4;0

"

*连环蛋白途径的负

调控因子#可促进 a4;受体的清除)".*

#提示 S6U-,

可能参与干细胞分化的调节#但具体作用机制尚

不清楚+ 本研究通过敲低和过表达 @(6G3中的

S6U-, 基因#研究 S6U-, 对成骨向分化能力的影

响#以揭示 S6U-, 调控 @(6G3成骨分化的作用+

$%资料与方法

$'$!细胞及主要试剂

本实验采用的细胞为 . 株来源于不同人的

@(6G3!U#$#货号 &5"##购自美国 6D2<4D<CC公司+

7̂C><DD9改良MBHC<培养基! 7̂C><DD9(3I9=2F2<= MB*

HC<I<=27I# _̂M_$'胎牛血清!F<;BC>9c24<3<:7I#

E\6$'胰蛋白酶及青*链霉素双抗购自美国W2>D9公

司+ 敲 低 S6U-, ! 3@9:;@B2:824 %A( S6U-,#

3@S6U-,$慢病毒购自上海吉玛制药技术有限公司#

过表达S6U-,!e2C=;?8<S6U-,# aY*S6U-,$慢病毒

购自上海吉凯基因科技有限公司+ T289F<D;BI24<

Y_

%A(2_(+Y:B43F<D;294 %<BH<4;'T289F<D;BI24<,###

及总%A(抽提试剂!Y%Lg9C

Y_

$购自美国 L4c2;:9H<4

公司#无水乙醇'异丙醇'氯仿购自北京化工厂试剂

公司#EB3;6;B:;S42c<:3BC6Z\%W:<<4 _B3;<:!%R+$

购自美国%9D@<公司#%A(逆转录试剂盒购自日本

YBKB:B公司+ %LU(裂解缓冲液购自北京普利莱公

司#预染蛋白 _B:K<:及二喹啉甲酸 ! >2<24<@94242<

BD2=#\G($蛋白定量测试盒购自美国 Y@<:I96D2<4*

;2F2D公司+ 茜素红 6!BC2gB:24 :<= 6#(%6$购自美国

62HIB公司#\GLU0A\Y碱性磷酸酶!BCKBC24<8@93*

8@B;B3<#(TU0(VU$显色试剂盒购自北京康为世纪

公司#(VU测试盒购自南京建成生物工程研究所+

鼠源抗人 S6U-, 抗体购自美国 6B4;BG:7g\29;<D@*

49C9H?公司#货号 3D*./#)#-%兔源抗人 :74;相关转

录因子 ,!:74;*:<CB;<= ;:B43D:28;294 FBD;9:,#%SA+,$

抗体购自美国 G<CC62H4BC24HY<D@49C9H?公司#货号

G6Y*$-$)%兔源抗人
#

型胶原!D9CCBH<4 ;?8<

#

#GRT

#

$抗体购自美国 U:9;<24;<D@ 公司#货号 "-)/5*"*

(U%鼠源抗人成骨细胞特异性转录因子 !93;<:2d#

"#""
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R6+$抗体购自美国 6B4;BG:7g\29;<D@49C9H?公司#

货号 3D*./..,5%兔源抗人甘油醛*.*磷酸脱氢酶

!HC?D<:BC=<@?=<*.*8@938@B;<=<@?=:9H<4B3<#W(Û[$

抗体购自英国 (>DBI公司#货号 B>/-$5+ 6?4*

;@9H:BF;

Y_

"

*磷酸三钙!

"

*;:2DBCD27I8@938@B;<#

"

*YGU$

购自美国\2D94 公司#货号 ,)#*-##*",5+ \(T\0G裸

鼠购自北京大学医学部实验动物科学部+

$'&!细胞培养

@(6G3在增殖培养基中#置于 .& O'5P!体积

分数$GR

,

恒温培养箱中培养+ 增殖培养基的成分

为 _̂M_]"#P!质量分数$E\6 ]"P!质量分数$

青*链霉素#每 , N. 天更换一次培养基#待细胞汇合

度达到 $#P N/#P时进行细胞传代#本实验使用的

是U- 代的 @(6G3+

$''!慢病毒构建及细胞转染

构建敲低 S6U-, !3@S6U-,*"'3@S6U-,*,$及对

照组!3@AG$慢病毒'过表达 S6U-,!aY*S6U-,$及

对照组!X<D;9:$慢病毒+ 按转染复数!I7C;28C2D2;?9F

24F<D;294#_RL$5# 加入病毒悬液#再加入终浓度 5

IH0T的聚凝胺以增强转染效率+ ,- @ 后更换增殖

培养基#&, @后用 5 N"# IH0T嘌呤霉素筛选 . =#得

到稳 定 转 染 3@S6U-,*"' 3@S6U-,*,' 3@AG' aY*

S6U-, 和X<D;9:的 @(6G3+ 通过倒置荧光显微镜观

察细胞表达绿色荧光蛋白的情况来评估转染效率+

$'(!体外成骨诱导

@(6G3生长至 &#P汇合状态时进行成骨诱导+

成骨诱导培养基成分为 _̂M_]"#PE\6 ]"P青*

链霉素]"# II9C0T

"

*甘油磷酸钠]#', II9C0T抗

坏血酸]"## 4I9C0T地塞米松+

$')!(TU染色与活性定量检测

敲低组'过表达组和对照组分别在增殖培养基

和成骨诱导培养基中培养 & =#用\GLU0A\Y(TU显

色试剂盒行 (TU染色实验#用 (VU测试盒行 (TU

定量实验+ \G(法测定总蛋白含量#以定量读数除

以总蛋白含量代表(TU活性+

$'K!(%6染色和钙离子浓度测定

敲低组'过表达组和对照组分别在增殖培养基

和成骨诱导培养基中培养 "- =#用 "P !质量分数$

(%6染液)"P!质量分数$VR[调节 8[值至 -',*

行 (%6 矿化检测+ 向染色后的各孔板加入 "##

4I9C0T十六烷基吡啶溶解与钙螯合的(%6染剂#于

酶标仪 5), 4I波长下测量光密度+

$'L!定量逆转录聚合酶链反应

敲低组'过表达组及对照组 @(6G3提取总

%A(#测定浓度后按照 YBKB:B反转录试剂盒说明书

合成 D̂A(#按 6Z\%W:<<4说明书进行定量逆转录

聚合酶链 反 应 ! f7B4;2;B;2c<:<c<:3<;:B43D:28;294

UG%# f%Y*UG%$# 以 12345为内参基因# 检测

67389'2:3';7<和=;:

!

基因的 I%A(表达+

UG%反应条件为&/5 O热启动 "# I24#/5 O变性 .#

3#)# O退火延伸 " I24#变性'退火及延伸共 -# 循

环+ 引物序列见表 "+

表 $%实验相关 f%Y*UG%引物序列

H2E4-$%6<f7<4D<39F<d8<:2I<4;BCC?:<C<cB4;f%Y*UG%8:2I<:3

W<4< E9:eB:= 8:2I<:!5l;9.l$ %<c<:3<8:2I<:!5l;9.l$

12345 WW(WGW(W(YGGGYGG((((Y WWGYWYYWYG(Y(GYYGYG(YWW

67389 ((YGYYG(W(GGG(YG(WGGY (W((GGYWG(YGG(YWYGYGG

2:3 (YWWW(YWWWYWYGYGG(G( GG(GW((WWWW((GYYWYG

;7< GGYGYWGWWW(GYG((G((G Y(((WWWWWGYWW(Y((WG(Y

=;:

#

YWWYGGG((WWWY((G(WGW ((G(GG((G(WWWGG(WWGY

!!W(Û[# HC?D<:BC=<@?=<*.*8@938@B;<=<@?=:9H<4B3<% S6U-,# 7>2f72;24*38<D2F2D8:9;<B3<-,% (TU# BCKBC24<8@938@B;B3<% R6+# 93;<:2d% GRT

#

#

D9CCBH<4 ;?8<

#

'

$'M!蛋白免疫印迹实验

敲低组'过表达组及对照组 @(6G3提取总蛋

白#\G(法测定蛋白浓度#计算上样量为,# N.#

%

H

蛋白的体积#加入 5 m上样缓冲液使其终浓度为

" m#再用 U\6 补齐#// O煮 5 I24+ 根据目的蛋白

相对分子质量制备合适浓度的分离胶及浓缩胶#上

样#蛋白在浓缩胶中时电压为 $# X#进入分离胶后

转为 ",# X+ 聚偏二氟乙烯!89C?c24?C2=<4<FC79:2=<#

UX̂ E$膜冰浴下 "## X恒压转膜 /# I24#5P!质量

分数$脱脂牛奶室温封闭 " @+ 一抗 - O孵育过夜#

二抗室温孵育 " @#将发光液孵育在膜的蛋白侧#曝

光拍照+

$'N!裸鼠背部皮下移植

本实验通过北京大学生物医学伦理委员会审查

批准!批准号&T(,#,"##/$# 实验用 \(T\0G裸鼠

!) 周龄#雌性$共 "5 只+ 分别取第 - 代慢病毒转染

后的 @(6G3!3@AG'3@S6U-,*"'3@S6U-,*,$体外成骨

诱导 & =#用胰酶消化#培养基重悬+ 在 "'5 IT冻存

管中放入含 "#

) 个细胞的细胞悬液及 -# IH

"

*YGU

支架材料#置于 .& O恒温摇床中轻摇 " @#再于

""""潘!媛#等!泛素特异性蛋白酶 -, 调节人脂肪干细胞成骨向分化



",# m>转速下离心 5 I24#弃去上清液#收集细胞支

架复合体+ 在无特定病原体!38<D2F2D8B;@9H<4 F:<<#

6UE$级动物手术室中#取 \(T\0G裸鼠腹腔注射

"P!质量分数$戊巴比妥钠麻醉#碘伏消毒#于背部

中线切开#做一个 , DI左右的纵行切口#向皮下两

侧充分钝性分离出植入腔+ 每组随机植入 "# 个位

点#植入后对位缝合#分笼饲养#$ 周后取材+

$'$O!统计学方法

使用 W:B8@UB= U:23I) 软件进行统计学分析+

当数据符合正态分布时#以平均值n标准差表示#采

用双侧独立样本 %检验比较两组间差异#采用单因

素方差分析 !(ARX($比较多组间差异#并采用

Y7K<?事后检验%当数据不符合正态分布时#以中位

数表示#使用非参数检验比较+ 3o#'#5 为差异具

有统计学意义+

&%结果

&'$!S6U-, 敲低和过表达效率的检测

S6U-,实验组及对照组慢病毒转染 @(6G3细胞

后#在倒置荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白在细胞中

的表达情况!图 "',$+ f%Y*UG%结果显示#敲低组中

67389基因的I%A(表达量显著低于对照组#过表达

组中67389基因的I%A(表达量显著高于对照组#蛋

白免疫印迹实验结果与 f%Y*UG%结果一致!图 .'-$+

3@AG# 3@9:;@B2:824 %A(49:IBCD94;:9C% 3@S6U-,# 3@9:;@B2:824 %A(7>2f72;24*38<D2F2D8:9;<B3<-,% @(6G3# @7IB4 B=2893<*=<:2c<= 3;<ID<CC3'

图 $%敲低组!3@S6U-,*"'3@S6U-,*,$和对照组!3@AG$慢病毒转染 &, @后 @(6G3中绿色荧光蛋白的表达情况

P#/71-$%Md8:<33294 9FH:<<4 FC79:<3D<4;8:9;<24 24 @(6G3BF;<:&, @ ;:B43F<D;294 e2;@ C<4;2c2:7324 K49DK=9e4 H:978

!3@S6U-,*"# 3@S6U-,*,$ B4= D94;:9CH:978 !3@AG$

!

aY*S6U-,# e2C=;?8<7>2f72;24*38<D2F2D8:9;<B3<-,% @(6G3# @7IB4 B=2*

893<*=<:2c<= 3;<ID<CC3'

图 &%过表达组!aY*S6U-,$和对照组!X<D;9:$慢病毒转染 &, @后

@(6G3中绿色荧光蛋白的表达情况

P#/71-&%Md8:<33294 9FH:<<4 FC79:<3D<4;8:9;<24 24 @(6G3BF;<:

&, @ ;:B43F<D;294 e2;@ C<4;2c2:7324 9c<:<d8:<33294

H:978 !aY*S6U-,$ B4= D94;:9CH:978 !X<D;9:$

!

&'&!敲低S6U-, 对 @(6G3体外成骨向分化的影响

将敲低组及对照组慢病毒转染后的 @(6G3分

别在普通增殖培养基和成骨诱导培养基中培养 & =#

(TU染色结果显示敲低组较对照组的蓝紫色染色明

显变深#对应的 (TU定量分析结果显示#敲低组较

对照组的(TU活性显著上升!图 5$+

将敲低组及对照组慢病毒转染后的 @(6G3分

别在普通增殖培养基和成骨诱导培养基中培养

"- =#(%6染色结果显示敲低组较对照组的钙沉积

结节多#且红色染色明显更深#对应的 (%6 定量分

析结果与染色结果一致!图 )$+

将敲低组及对照组慢病毒转染后的 @(6G3

分别在普通增殖培养基和成骨诱导培养基中培

养 "- =#提取总 %A(#使用 f%Y*UG%检测成骨相

关基因 2:3';7<和 =;:

!

的表达情况+ 结果显

示#敲低组 2:3';7<和 =;:

#

的 I%A(表达水

平较对照组升高!图 &$ + 蛋白免疫印迹实验结

果显示#在成骨诱导 "- = 后#敲低组的 %SA+,'

R6+和 GRT

#

蛋白表达水平较对照组升高 !图

$$ +

",""
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S6U-,# 7>2f72;24*38<D2F2D8:9;<B3<-,% 3@AG# 3@9:;@B2:824 %A(49:IBCD94;:9C% 3@S6U-,# 3@9:;@B2:824 %A(S6U-,% W(U# HC?D<:BC=<@?=<*.*8@93*

8@B;<% f%Y*UG%# f7B4;2;B;2c<:<c<:3<;:B43D:28;294 UG%'

图 '%f%Y*UG%和蛋白免疫印迹实验检测S6U-, 的敲低效率

P#/71-'% <̂;<D;294 9FK49DK=9e4 <FF2D2<4D?9FS6U-, >?f%Y*UG%B4= a<3;<:4 >C9;;24H

!

S6U-,# 7>2f72;24*38<D2F2D8:9;<B3<-,% aY*S6U-,# e2C=;?8<S6U-,% W(U# HC?D<:BC=<@?=<*.*8@938@B;<% f%Y*UG%# f7B4;2;B;2c<:<c<:3<;:B43D:28;294 UG%'

图 (%f%Y*UG%和蛋白免疫印迹实验检测S6U-, 的过表达效率

P#/71-(% <̂;<D;294 9F9c<:<d8:<33294 <FF2D2<4D?9FS6U-, >?f%Y*UG%B4= a<3;<:4 >C9;;24H

!

3@AG# 3@9:;@B2:824 %A(49:IBCD94;:9C% S6U-,# 7>2f72;24*38<D2F2D8:9*

;<B3<-,% 3@S6U-,# 3@9:;@B2:824 %A( S6U-,% U_# 8:9C2F<:B;294

I<=27I% R_# 93;<9H<42DI<=27I% (TU# BCKBC24<8@938@B;B3<% @(6G3#

@7IB4 B=2893<*=<:2c<= 3;<ID<CC3'

图 )%@(6G3敲低S6U-, 后成骨诱导 & =时(TU染色及活性定量

P#/71-)%(TU3;B2424HB4= f7B4;2F2DB;294 9FBD;2c2;?B;& =B?39F

93;<9H<42D24=7D;294 BF;<:S6U-, K49DK=9e4 >?@(6G3

!

3@AG# 3@9:;@B2:824 %A(49:IBCD94;:9C% S6U-,# 7>2f72;24*38<D2F2D8:9*

;<B3<-,% 3@S6U-,# 3@9:;@B2:824 %A( S6U-,% U_# 8:9C2F<:B;294

I<=27I% R_# 93;<9H<42DI<=27I% (%6# BC2gB:24 :<= 6% @(6G3# @7IB4

B=2893<*=<:2c<= 3;<ID<CC3'

图 K%@(6G3敲低S6U-, 后成骨诱导 "- =时(%6染色及定量

P#/71-K%(%6 3;B2424HB4= f7B4;2F2DB;294 B;"- =B?39F93;<9H<42D

24=7D;294 BF;<:S6U-, K49DK=9e4 >?@(6G3

!

U_# 8:9C2F<:B;294 I<=27I% R_# 93;<9H<42DI<=27I% 3@AG# 3@9:;@B2:824

%A(49:IBCD94;:9C% S6U-,# 7>2f72;24*38<D2F2D8:9;<B3<-,% 3@S6U-,#

3@9:;@B2:824 %A(S6U-,% (TU# BCKBC24<8@938@B;B3<% R6+# 93;<:2d%

GRT

#

# D9CCBH<4 ;?8<

#

% @(6G3# @7IB4 B=2893<*=<:2c<= 3;<ID<CC3'

图 L%@(6G3敲低S6U-, 后成骨诱导 "- =时(TU'R6+和

GRT

#

的I%A(表达水平

P#/71-L%I%A(<d8:<33294 C<c<C39F(TU# R6+# B4= GRT

#

B;

"- =B?39F93;<9H<42D24=7D;294 BF;<:S6U-, K49DK=9e4 >?@(6G3

!

&''!过表达S6U-,对 @(6G3体外成骨向分化的影响

过表达及对照慢病毒转染后的 @(6G3分别在普

通增殖培养基和成骨诱导培养基中培养 & = 时的

(TU染色结果显示#过表达组较对照组的蓝紫色染色

明显变浅#对应的(TU定量分析结果显示#过表达组较

对照组的(TU活性显著下降!图/$%培养"- =时#过表

达组较对照组的钙沉积结节少#且红色染色明显更浅#

对应的(%6定量分析结果与染色结果一致!图 "#$+

".""潘!媛#等!泛素特异性蛋白酶 -, 调节人脂肪干细胞成骨向分化



3@AG# 3@9:;@B2:824 %A(49:IBCD94;:9C% S6U-,# 7>2f72;24*38<D2F2D8:9;<B3<-,% 3@S6U-,# 3@9:;@B2:824 %A(S6U-,% %SA+,# :74;*:<CB;<= ;:B4*

3D:28;294 FBD;9:,% W(U# HC?D<:BC=<@?=<*.*8@938@B;<% GRT

#

# D9CCBH<4 ;?8<

#

% R6+# 93;<:2d% @(6G3# @7IB4 B=2893<*=<:2c<= 3;<ID<CC3'

图 M%@(6G3敲低S6U-, 后成骨诱导 "- =时%SA+,'R6+和GRT

#

的蛋白表达水平

P#/71-M%U:9;<24 <d8:<33294 C<c<C39F%SA+,# R6+# B4= GRT

#

B;"- =B?39F93;<9H<42D24=7D;294 BF;<:S6U-, K49DK=9e4 >?@(6G3

!

S6U-,# 7>2f72;24*38<D2F2D8:9;<B3<-,% aY*S6U-,# e2C=;?8<S6U-,%

U_# 8:9C2F<:B;294 I<=27I% R_# 93;<9H<42DI<=27I% (TU# BCKBC24<

8@938@B;B3<% @(6G3# @7IB4 B=2893<*=<:2c<= 3;<ID<CC3'

图 N%@(6G3过表达S6U-, 后成骨诱导 & =时(TU染色及活性定量

P#/71-N%(TU3;B2424HB4= f7B4;2F2DB;294 9FBD;2c2;?B;& = 9F

93;<9H<42D24=7D;294 BF;<:@(6G39c<:<d8:<33294 9FS6U-,

!

S6U-,# 7>2f72;24*38<D2F2D8:9;<B3<-,% aY*S6U-,# e2C=;?8<S6U-,%

U_# 8:9C2F<:B;294 I<=27I% R_# 93;<9H<42DI<=27I% (%6# BC2gB:24 :<=

6% @(6G3# @7IB4 B=2893<*=<:2c<= 3;<ID<CC3'

图 $O%@(6G3过表达S6U-, 后成骨诱导 "- =时(%6染色及定量

P#/71-$O%(%6 3;B2424HB4= f7B4;2F2DB;294 B;"- = 9F93;<9H<42D

24=7D;294 BF;<:@(6G39c<:<d8:<33294 9FS6U-,

!

!!将过表达及对照慢病毒转染后的 @(6G3分别

在普通增殖培养基和成骨诱导培养基中培养 "- =#

提取总 %A(#使用 f%Y*UG%检测成骨相关基因

2:3';7<和=;:

#

的表达情况+ 结果显示#过表达

组2:3';7<和=;:

#

的I%A(表达水平较对照组

降低!图 ""$+ a<3;<:4 >C9;;24H结果显示#在 @(6G3

成骨诱导 "- =后#过表达组的 %SA+,'R6+和 GRT

#

蛋白表达水平较对照组降低!图 ",$+

S6U-,# 7>2f72;24*38<D2F2D8:9;<B3<-,% aY*S6U-,# e2C=;?8<S6U-,%

U_# 8:9C2F<:B;294 I<=27I% R_# 93;<9H<42DI<=27I% (TU# BCKBC24<

8@938@B;B3<% R6+# 93;<:2d% GRT

#

# D9CCBH<4 ;?8<

#

% @(6G3# @7IB4

B=2893<*=<:2c<= 3;<ID<CC3'

图 $$%@(6G3过表达S6U-, 后成骨诱导 "- =时(TU'

R6+和GRT

#

的I%A(表达水平

P#/71-$$%I%A(<d8:<33294 C<c<C39F(TU# R6+# B4= GRT

#

B;"- = 9F93;<9H<42D24=7D;294 BF;<:@(6G39c<:<d8:<33294 9FS6U-,

!

&'(!敲低S6U-, 对 @(6G3体内成骨能力的影响

将敲低及对照慢病毒转染后的 @(6G3分别与

"

*YGU骨粉复合植入裸鼠背部皮下#$ 周后收取植

入的复合构建体+ 苏木精*伊红染色结果结合

LIBH<Q软件对类骨组织百分比的计算显示#敲低组

类骨组织百分比显著高于对照组!图 ".$+

'%讨论

目前的研究表明#干性调控因子协同染色质重

塑复合物'组蛋白修饰或染色质结合因子的翻译后

修饰#在干细胞命运决定过程中发挥着重要作

用)"- "̀5*

+ 泛素化修饰作为蛋白质翻译后修饰的重

要形式之一#它的动态变化调节着蛋白质稳定性'蛋

白质定位和信号传递等过程#进而对细胞周期'增

殖'凋亡和分化等产生重要影响)") "̀$*

+ 干细胞成骨

向分化受多种因素及信号通路调控#其中泛素化修

"-""
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饰作为表观遗传调控#通过作用于多种信号转导通

路来精密调控干细胞的成骨向分化+ 其涉及到的主

要信号通路包括&转化生长因子
"

!;:B43F9:I24H

H:9e;@ FBD;9:*

"

#YWE*

"

$0骨形态生成蛋白!>94<I9:*

8@9H<4<;2D8:9;<24# \_U$' a4;0

"

*连环蛋白 途径

!a4;0

"

*DB;<424 8B;@eB?$'刺猬信号通路!@<=H<@9H

32H4BC24H8B;@eB?#[@$'成纤维生长因子!F2>:9>CB3;

H:9e;@ FBD;9:#EWE$'核因子
&

\!47DC<B:FBD;9:KB88B*

\#AE*

&

\$和甲状旁腺素!8B:B;@?:92= @9:I94<#UY[$

信号通路等)"/ ,̀"*

+ 此外#泛素化修饰也通过调控转

录因子!如%SA+,$#对干细胞的成骨向分化起到重

要作用),,*

+

S6U-,# 7>2f72;24*38<D2F2D8:9;<B3<-,% aY*S6U-,# e2C=;?8<S6U-,% %SA+,# :74;*:<CB;<= ;:B43D:28;294 FBD;9:,% W(U# HC?D<:BC=<@?=<*.*8@938@B;<%

GRT

#

# D9CCBH<4 ;?8<

#

% R6+# 93;<:2d% @(6G3# @7IB4 B=2893<*=<:2c<= 3;<ID<CC3'

图 $&%@(6G3过表达S6U-, 后成骨诱导 "- =时%SA+,'R6+和GRT

#

的蛋白表达水平

P#/71-$&%U:9;<24 <d8:<33294 C<c<C39F%SA+,# R6+# B4= GRT

#

B;"- = 9F93;<9H<42D24=7D;294 BF;<:@(6G39c<:<d8:<33294 9FS6U-,

!

3@AG# 3@9:;@B2:824 %A(49:IBCD94;:9C% 3@S6U-,# 3@9:;@B2:824 %A(7>2f72;24*38<D2F2D8:9;<B3<-,'

图 $'%苏木精*伊红染色! m,##$及骨组织形态计量学分析

P#/71-$'%[<IB;9d?C24*<9324 3;B2424H! m,##$ B4= >94<I9:8@9I<;:2D3B4BC?323

!

!!回顾以往关于S6U-, 的研究可知#在 S6U-, 的

A端有一个泛素水解酶结构域#可去除组蛋

白[,\和85. 的泛素化)""*

+ 有研究表明#S6U-, 可

通过去泛素化酶活性保护 a4;受体低密度脂蛋白

受体相关蛋白 )!C9e*=<432;?C2898:9;<24 :<D<8;9:8:9*

;<24 )#T%U)$和卷曲蛋白!F:2ggC<=#Eb̂ $免受泛素依

赖性的清除#从而抑制 a4;0

"

*DB;<424 信号通路)".*

+

一项关于日本脑炎病毒的研究显示#S6U-, 可以通

过去泛素化来稳定细胞内 M. 泛素连接酶三基序蛋

白 ,"!;:28B:;2;<*I9;2F8:9;<24 ,"#Y%L_,"$#并提高人

类小胶质细胞中寡腺苷酸合成酶 " !9C2H9B=<4?CB;<

3?4;@<;B3<"#R(6"$的水平),.*

+ 有研究表明#S6U-,

是一种核斑点蛋白#可以与 M̂([*>9d解旋酶 /

!(38*WC7*(CB*(38*>9d@<C2DB3</# [̂+/$相互作用

并参与同源重组),-*

+ 另有研究认为#S6U-, 可以通

过控制剪接体成分多效调节因子 "!8C<29;:982D:<H7CB*

;9:"# UT%W"$的相分离来调节各种I%A(的剪接事

件#提示S6U-,具有作为癌症治疗靶点的潜力),5*

+ 但

与其他可能调节成骨的去泛素化酶相比#关于S6U-,

的底物'生物学功能和相关分子机制的研究较少+

为明确S6U-, 对 @(6G3成骨向分化的作用#本

研究通过慢病毒转染 @(6G3#使细胞内 S6U-, 表达

水平降低或升高#检测 @(6G3体内外成骨能力的变

化+ 通过体外实验对成骨过程中各个时间点的成骨

指标进行定性和定量分析#包括成骨早期指标

%SA+,'成骨前中期指标 (TU及成骨晚期指标

R6+'GRT

#

和矿化物沉积#研究结果表明#敲低

S6U-, 可促进 @(6G3的体外成骨分化#过表达

S6U-, 可抑制 @(6G3的体外成骨分化+ 此外#体内

裸鼠皮下异位植入实验结果表明#S6U-, 敲低导致

@(6G3和
"

*YGU支架复合体内新骨形成范围增大+

以上体内外实验证明了 S6U-, 的敲低可以促进

@(6G3成骨分化#但关于 S6U-, 的底物和相关的分

子机制仍需进一步研究+

"5""潘!媛#等!泛素特异性蛋白酶 -, 调节人脂肪干细胞成骨向分化



综上所述#本研究通过体内外研究发现 S6U-,

敲低促进 @(6G3成骨向分化能力#S6U-, 过表达抑

制 @(6G3成骨向分化能力#表明 S6U-, 可能是

@(6G3成骨分化的抑制基因+ 本研究结论有助于为

@(6G3成骨分化提供有效的手段#为骨组织工程学

提供潜在的治疗靶点+
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