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　　［摘要］　目的　研究通过声诺维（ＳｏｎｏＶｕｅ）转染骨形态发生蛋白２（犅犕犘２）进入人牙周膜成纤维细胞（ＨＰＤＬＦｓ）的条件

及其对ＨＰＤＬＦｓ成骨向诱导的作用。方法　原代培养ＨＰＤＬＦｓ，按不同声诺维浓度、超声强度和辐照时间转染细胞，筛选获

得最佳转染参数。将细胞随机分为４组：声诺维＋质粒＋超声组、脂质体＋质粒组、超声组和空白对照组，按所筛选条件进行

转染，分别于转染后３、５、７、９ｄ时检测碱性磷酸酶活性，２１ｄ时通过茜素红染色检查钙化情况；７、１０、１４ｄ时行ＲＴＰＣＲ对骨

桥素（犗犘犖）、骨涎蛋白（犅犛犘）、Ⅰ型胶原蛋白（犆狅犾Ⅰ）、骨钙素（犗犆犖）、成骨特异性转录因子（犚狌狀狓２）的ｍＲＮＡ进行半定量检

测。结果　超声功率为０．８Ｗ／ｃｍ２、辐照时间为９０ｓ、声诺维浓度为２０％时细胞转染率与存活率均较佳，以该参数条件为转

染参数。各时间点声诺维＋质粒＋超声组细胞的碱性磷酸酶活性及钙化结节形成量均高于空白对照组和超声组（犘＜０．０５）；

ＲＴＰＣＲ结果显示各时间点声诺维＋质粒＋超声组细胞犗犘犖、犅犛犘、犆狅犾Ⅰ、犗犆犖、犚狌狀狓２的ｍＲＮＡ表达量均高于超声组与空

白对照组（犘＜０．０５），但与脂质体＋质粒组相比差异无统计学意义。结论　通过声诺维能成功将犅犕犘２转染进入ＨＰＤＬＦｓ

并诱导其成骨向分化，为声诺维在牙周组织工程的应用奠定了基础。
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第９期．王雪蔓，等．经声诺维转染骨形态发生蛋白２后促进人牙周膜成纤维细胞成骨向分化

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犗犘犖，犅犛犘，犆狅犾Ⅰ，犗犆犖ａｎｄ犚狌狀狓２ｍＲＮＡｉｎＳｏｎｏＶｕｅ＋ｐｌａｓｍｉｄ＋ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ

ｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５），ｂｕｔｗａｓｓｉｍｉｌａｒｔｏｔｈａｔｉｎｔｈｅｌｉｐｏｓｏｍｅ＋ｐｌａｓｍｉｄｇｒｏｕｐ

（犘＞０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 ＴｈｅＢＭＰ２ｇｅｎｅｃａｎｂｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＨＰＤＬＦｓｂｙＳｏｎｏＶｕｅａｎｄｃａｎｉｎｄｕｃｅｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＨＰＤＬＦｓ，ｗｈｉｃｈｌａｙｓａｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ＳｏｎｏＶｕｅ；ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２；ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔ；ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（９）：１１０８１１１４］

　　牙周病是口腔两大类主要疾病之一，在世界范

围内均有较高的患病率，我国牙周病的患病率更居

于龋病之上；此外，种植体周围炎也是由牙周致病菌

引起的炎症性疾病［１］。这两类疾病的共同特点是牙

齿或种植体周围的骨破坏缺失，最终导致牙齿或种

植体脱落［１２］，实现牙齿或种植体周围的骨再生是目

前的研究热点。成纤维细胞表型细胞具有较强的胶

原合成能力，成骨细胞表型细胞能发育为成骨细胞

或成牙骨质细胞［１，３］，因此人牙周膜成纤维细胞

（ｈｕｍａｎ ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌ ｌｉｇａｍｅｎｔ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，

ＨＰＤＬＦｓ）是用于口腔组织工程的较好选择。声诺

维（ＳｏｎｏＶｕｅ）是现临床上应用的一种超声造影剂，

其同时具有靶向运输药物及ＤＮＡ的功能，但运用

声诺维将骨形态发生蛋白 ２（犅犕犘２）转染至

ＨＰＤＬＦｓ以期促进其骨向诱导分化的研究较为少

见，现将本研究报告如下。

１　材料和方法

１．１材料与试剂　ＲＮＡ提取、反转录、ＲＴＰＣＲ试

剂盒均购自日本ＴａＫａＲａ公司，质粒提取试剂盒购

自北京康为世纪生物科技有限公司，ＣＣＫ８试剂盒

购自日本Ｄｏｊｉｎｄｏ公司。ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、ＰＢＳ

购自美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胎牛血清（ＦＢＳ）、青霉素＋

链霉素购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，Ⅰ型胶原酶购自美国

Ｓｉｇｍａ公司，胰蛋白酶购自上海碧云天生物技术有

限公司，声诺维购自意大利Ｂｒａｃｃｏ公司，角蛋白单

克隆抗体、波形蛋白单克隆抗体购自北京中杉金桥

生物技术有限公司。超声基因转染治疗仪由重庆医

科大学超声影像学研究所研制。

１．２　ＨＰＤＬＦｓ的原代培养及鉴定　取因正畸需拔

牙的１１～１４岁患者的健康前磨牙（患者及家属已知

情同意），用含双抗的ＤＭＥＭ培养液冲洗后快速带回

实验室，于超净台中用刀片刮取根中１／３的牙周膜组

织，加入Ⅰ型胶原酶在３７℃水浴箱中消化３０ｍｉｎ。将

消化后的组织块均匀平铺在用ＦＢＳ润洗后的一次性

培养瓶底部，翻转培养瓶后加入４ｍＬ完全培养液，拧

松瓶盖并置入３７℃ ＣＯ２ 孵箱中，２４ｈ后翻转培养

瓶［４］。待细胞生长到８０％时传代，将第４代细胞用于

后续实验研究。取部分细胞制作细胞爬片，４％多聚

甲醛固定２０ｍｉｎ，分别用角蛋白单克隆抗体和波形蛋

白单克隆抗体行免疫组织化学染色。

１．３　质粒的扩增提取　按照比例配制固体和液体

ＬＢ培养基并高压灭菌，加入卡拉霉素。将已转化

ｐＥＧＦＰＮ１ＢＭＰ２的大肠杆菌接种于含固体ＬＢ培

养基的培养皿上，挑取单克隆菌落放入液体ＬＢ培

养基中，恒温摇菌１４～１６ｈ后，使用质粒提取试剂

盒提取质粒并测定浓度。

１．４　实验分组及转染　实验参数：声诺维微泡浓度

（微泡体积占总体积比例）分别为１０％、２０％、３０％，超

声辐照时间为６０、９０、１２０ｓ，超声功率为０．６、０．８、１．０

Ｗ／ｃｍ２；以不同声诺维微泡浓度、超声强度和辐照时

间为参数筛选出细胞转染率较高、细胞状态相对较好

的参数组合，并根据该参数组合进行后续实验。转染

前取生长较好的第４代ＨＰＤＬＦｓ以１×１０５／孔的密度

接种于２４孔板中，待细胞生长到８０％时更换为无血

清无双抗的培养液，将细胞随机分为４组：声诺维＋

质粒＋超声组、脂质体＋质粒组、超声组和空白对照

组。声诺维＋质粒＋超声组：根据声诺维使用说明书

将５ｍＬ生理盐水与声诺维粉剂用力震荡混合，加入

质粒后３７℃孵育３０ｍｉｎ，将质粒（１μｇ／孔）与声诺维

微泡混合物加入孔板中，在孔板底部涂上一层耦合

剂，使超声紧贴孔板底部，按设置参数组合进行辐照；

脂质体＋质粒组：质粒与脂质体按照比例为１∶２．５

混合后室温孵育２０ｍｉｎ，吸出孔板内原有培养液后加

入质粒脂质体混合物；超声组：根据设置参数组合对

细胞进行辐照，不做其他处理。各组细胞在转染６ｈ

后均更换为完全培养液，继续培养用于后续实验。

１．５　细胞转染率及活性检测　转染４８ｈ后于荧光

倒置显微镜下观察细胞绿色荧光表达情况，在１００

倍视野下抽取１０个非重复视野计数细胞，按公式计

·９０１１·
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算细胞转染率：细胞转染率（％）＝表达荧光的细胞

数／细胞总数×１００％。并取部分细胞接种于９６孔

板中，按１．４项下方法操作，４８ｈ后各组均更换为含

１０％ＣＣＫ８的无血清及双抗培养基，培养３ｈ后酶

标仪检测光密度（犇）值，计算细胞存活率：细胞存活

率（％）＝［（犇实验孔－犇空白孔）／（犇对照孔－犇空白孔）］×

１００％。每组设６个孔，实验重复３次。

１．６　碱性磷酸酶及钙化检测　分别于细胞转染３、

５、７、９ｄ时用０．２％Ｔｒｉｔｏｎ裂解细胞收样，在９６孔

板中按碱性磷酸酶检测说明书操作，每个样本设置

３个复孔，３７℃孵育３０ｍｉｎ后加入反应终止液，用分

光光度计检测波长为４０５ｎｍ时各组的犇 值。细

胞转染２１ｄ后用ＰＢＳ冲洗细胞，４％多聚甲醛固定

２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后２％茜素红染色，倒置显微镜下

观察各组细胞钙化结节形成情况。

１．７　ＲＴＰＣＲ检测成骨相关基因的表达　细胞转染

７、１０、１４ｄ后收集样本，ＲＴＰＣＲ检测各组细胞成骨

相关基因骨钙素（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，犗犆犖）、成骨特异性转录

因子（ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，犚狌狀狓２）、骨涎

蛋白（ｂｏｎｅｓｉａｌｏｐｒｏｔｅｉｎ，犅犛犘）、骨桥素（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，

犗犘犖）、Ⅰ型胶原蛋白（ｔｙｐｅⅠｃｏｌｌａｇｅｎ，犆狅犾Ⅰ）的ｍＲＮＡ

表达情况，内参为犌犃犘犇犎。引物序列见表１。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计

分析。计量资料以珔狓±狊表示；组间比较采用单因素

或多因素方差分析，两两比较采用狇检验。检验水

准（α）为０．０５。

表１　犚犜犘犆犚所用引物序列

犜犪犫１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊犳狅狉犚犜犘犆犚

Ｇｅｎｅ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′） Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）

犗犆犖 ＣＴＣＡＣＡＣＴＣＣＴＣＧＣＣＣＴＡＴＴＧ ＣＴＣＣＣＡＧＣＣＡＴＴＧＡＴＡＣＡＧＧＴＡＧ

犚狌狀狓２ ＣＴＴＴＡＣＴＴＡＣＡＣＣＣＣＧＣＣＡＧＴＣ ＡＧＡＧＡＴＡＴＧＧＡＧＴＧＣＴＧＣＴＧＧＴＣ

犅犛犘 ＧＡＴＴＴＣＣＡＧＴＴＣＡＧＧＧＣＡＧＴＡＧ ＣＣＣＡＧＴＧＴＴＧＴＡＧＣＡＧＡＡＡＧＴＧ

犗犘犖 ＣＡＧＴＴＧＴＣＣＣＣＡＣＡＧＴＡＧＡＣＡＣ ＧＴＧＡＴＧＴＣＣＴＣＧＴＣＴＧＴＡＧＣＡＴＣ

犆狅犾Ⅰ ＡＡＣＡＴＧＧＡＧＡＣＴＧＧＴＧＡＧＡＣＣＴ ＣＧＣＣＡＴＡＣＴＣＧＡＡＣＴＧＧＡＡＴＣ

犌犃犘犇犎 ＧＡＧＣＣＡＡＡＡＧＧＧＴＣＡＴＣＡＴＣＴＣ ＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＧＴＧＧＧＴＧＴＣ

　　ＯＣＮ：Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ；Ｒｕｎｘ２：Ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２；ＢＳＰ：Ｂｏｎｅｓｉａｌｏｐｒｏｔｅｉｎ；ＯＰＮ：Ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ；ＣｏｌⅠ：ＴｙｐｅⅠｃｏｌｌａｇｅｎ；

ＧＡＰＤＨ：Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ

２　结　果

２．１　ＨＰＤＬＦｓ的生长情况及来源鉴定　原代培养的

ＨＰＤＬＦｓ大约在培养５ｄ后开始爬出，呈梭形生长，生

长密集时表现为围绕组织块的放射状排列，生长迅

速。１～５代细胞形态及生长速度均无明显变化，取第

４代细胞进行后续实验。免疫组织化学染色示角蛋白

阴性、波形蛋白阳性，表明该细胞来源于中胚层，见图１。

图１　原代犎犘犇犔犉狊的生长情况及来源鉴定

犉犻犵１　犘狉犻犿犪狉狔犮狌犾狋狌狉犲犪狀犱犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犎犘犇犔犉狊

Ａ：ＰｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄＨＰＤＬＦｓ；Ｂ：ＨＰＤＬＦｓｏｆｔｈｅ４ｔｈｐａｓｓａｇｅ；Ｃ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｆｏｒｋｅｒａｔｉｎｓ；Ｄ：Ｉｍｍｕｎｏｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒｖｉｍｅｎｔｉｎ．ＨＰＤＬＦｓ：Ｈｕｍａｎ

ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０（Ａ，Ｂ），×２００（Ｃ，Ｄ）

２．２　细胞转染率及活性测定　多因素方差分析结果

显示，不同的声诺维浓度、超声强度及辐照时间对细

胞的转染率均有交互影响作用（犘＜０．０１），其中不同

的声诺维浓度对细胞的转染率影响明显，首先确定声

诺维浓度为２０％时细胞转染率相对较高；以该条件进

一步筛选分析，结果发现超声强度为０．８Ｗ／ｃｍ２、辐照

时间为９０ｓ时细胞转染率与存活率均较佳，故选择此

实验参数，见表２、３。在此参数下检测各组细胞转染

·０１１１·
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第９期．王雪蔓，等．经声诺维转染骨形态发生蛋白２后促进人牙周膜成纤维细胞成骨向分化

率，结果发现声诺维＋质粒＋超声组细胞转染率为

（１７．５７±１．０２）％，脂质体＋质粒组为（１８．７６±

０．５７）％，两组差异具有统计意义（犘＜０．０５）；而超声

组和空白对照组细胞几乎无转染现象。表明声诺维

＋超声和脂质体均能有效转染质粒进入ＨＰＤＬＦｓ，但

脂质体对细胞的转染效率高于声诺维＋超声处理。

表２　不同声诺维浓度、超声强度及辐照时间条件下细胞的转染率

犜犪犫２　犜狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔狅犳犎犘犇犔犉狊狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犛狅狀狅犞狌犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊，狌犾狋狉犪狊狅狌狀犱犲狓狆狅狊狌狉犲犻狀狋犲狀狊犻狋犻犲狊犪狀犱狋犻犿犲

％，狀＝１０，珔狓±狊

ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＳｏｎｏＶｕｅ（％） Ｅｘｐｏｓｕｒｅｔｉｍｅ狋／ｓ
Ｅｘｐｏｓｕｒｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（Ｗ·ｃｍ－２）

０．６ ０．８ １．０

１０ ６０ ８．７６±０．０８ ８．３６±０．３４ ９．２３±０．３９

１０ ９０ １０．０３±０．７３ １３．４３±２．７８ １２．１９±０．３２

１０ １２０ １１．４０±０．５９ １２．２１±１．２４ １３．７９±０．７８

２０ ６０ １３．３８±１．０９ １５．１５±０．７９ １６．１４±０．９６

２０ ９０ １５．７９±１．７９ １７．５７±１．０２ １７．６４±１．３８

２０ １２０ １６．２６±０．４９ １７．８９±０．９２ １６．７２±０．２７

３０ ６０ ４．８７±０．９９ ５．０９±０．５９ ７．４８±０．６８

３０ ９０ ４．２３±０．８２ ５．９８±０．３８ ６．３７±０．１７

３０ １２０ ７．４５±０．６９ ９．４２±０．８３ ８．２１±１．６７

　　ＨＰＤＬＦｓ：Ｈｕｍａｎｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓ０．８Ｗ／ｃｍ２，１２０ｓｉｎ２０％ＳｏｎｏＶｕｅｓｏｌｕｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

表３　声诺维浓度为２０％时不同超声强度及辐照时间条件下细胞的存活率

犜犪犫３　犛狌狉狏犻狏犪犾狉犪狋犲狅犳犎犘犇犔犉狊狑犻狋犺２０％犛狅狀狅犞狌犲狊狅犾狌狋犻狅狀狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狌犾狋狉犪狊狅狌狀犱犲狓狆狅狊狌狉犲犻狀狋犲狀狊犻狋犻犲狊犪狀犱狋犻犿犲

％，狀＝３，珔狓±狊

Ｅｘｐｏｓｕｒｅｔｉｍｅ狋／ｓ
Ｅｘｐｏｓｕｒｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（Ｗ·ｃｍ－２）

０．６ ０．８ １．０

６０ ９６．２３±１．８４ ９４．３９±１．６９ ８９．４１±０．９３

９０ ９７．９１±１．８６ ９３．８８±０．８９ ８４．５１±０．４９

１２０ ９０．９７±０．４８ ８６．４２±２．７５ ７５．１２±１．９４

　　ＨＰＤＬＦｓ：Ｈｕｍａｎｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓ０．８Ｗ／ｃｍ２，９０ｓ

２．３　碱性磷酸酶活性及茜素红染色结果　各组

细胞碱性磷酸酶活性在３～７ｄ内均呈上升趋势，

７ｄ时达到最高峰。３～９ｄ内声诺维＋质粒＋超

声组细胞的碱性磷酸酶活性均高于超声组和空

白对照组（犘＜０．０５）；５、７ｄ时超声组与空白对照

组相比差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图２。

茜素红染色结果示超声组和空白对照组细胞中

仅有较零散的少量钙结节形成，明显少于声诺

维＋质粒＋超声组和脂质体＋质粒组细胞中钙

结节的形成量（图３）。

图２　各组细胞碱性磷酸酶活性

犉犻犵２　犃犾犽犪犾犻狀犲狆犺狅狊狆犺犪狋犪狊犲犪犮狋犻狏犻狋狔犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

犘＜０．０５ｖｓＳｏｎｏＶｕｅ＋ｐｌａｓｍｉｄ＋ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｇｒｏｕｐａｔｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔ；△犘＜０．０５ｖｓｌｉｐｏｓｏｍｅ＋ｐｌａｓｍｉｄｇｒｏｕｐａｔｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔ；▲犘＜０．０５

ｖｓｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｇｒｏｕｐａｔｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．狀＝３，珔狓±狊
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图３　各组细胞茜素红染色结果

犉犻犵３　犃犾犻狕犪狉犻狀狉犲犱狊狋犪犻狀犻狀犵犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

Ａ：ＳｏｎｏＶｕｅ＋ｐｌａｓｍｉｄ＋ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｌｉｐｏｓｏｍｅ＋ｐｌａｓｍｉｄｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．４　成骨相关基因的表达变化　ＲＴＰＣＲ结果显

示，转染７、１０、１４ｄ时声诺维＋质粒＋超声组细胞中

早、中、晚成骨分化重要标志蛋白犗犘犖、犅犛犘、犗犆犖

ｍＲＮＡ的表达量均升高，成骨相关的重要因子犆狅犾Ⅰ

和犚狌狀狓２ｍＲＮＡ的表达量也升高，与超声组和空白

对照组相比差异均有统计学意义（犘＜０．０５，图４）。

图４　各组细胞成骨相关基因的表达变化

犉犻犵４　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狅狊狋犲狅犵犲狀犻犮犵犲狀犲狊犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

ＯＰＮ：Ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ；ＢＳＰ：Ｂｏｎｅｓｉａｌｏｐｒｏｔｅｉｎ；ＯＣＮ：Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ；ＣｏｌⅠ：ＴｙｐｅⅠｃｏｌｌａｇｅｎ；Ｒｕｎｘ２：Ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２．犘＜

０．０５ｖｓＳｏｎｏＶｕｅ＋ｐｌａｓｍｉｄ＋ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｇｒｏｕｐａｔｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔ；△犘＜０．０５ｖｓｌｉｐｏｓｏｍｅ＋ｐｌａｓｍｉｄｇｒｏｕｐａｔｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔ；▲犘＜０．０５ｖｓ

ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｇｒｏｕｐａｔｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

基因治疗需要安全有效的转染载体和转染方

式［５］。非病毒载体在体内会很快被单核吞噬细胞系

统吞噬；而病毒载体具有免疫原性、致瘤性，在体内

会被肝Ｋｕｐｐｆｅｒ细胞清除，这都将产生严重的肝毒

性。此外，由于非病毒载体和病毒载体的作用均不

具有靶向性，只有加大剂量才能达到作用目的，这与

其肝毒性相矛盾。超声微泡因其安全有效且在转染

基因或转运药物时具有时间和空间靶向性而成为目

前国内外的研究热点［６９］。声诺维是目前运用于临

床的第二代微泡造影剂，平均直径为７．５μｍ，实验

研究和临床应用均发现其具有较好的稳定性及生物

安全性。Ｗａｎｇ等
［１０］将声诺维与其他两种超声造影

剂Ｏｐｔｉｓｏｎ及Ｌｅｖｏｖｉｓｔ进行对比研究，分别注入小

鼠骨骼肌中进行基因转染，结果发现声诺维具有更

·２１１１·
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高的转染率及更好的稳定性。声诺维现主要作为造

影剂应用于临床，而其作为基因载体的应用仍处于

研究阶段，但其较好的生物性和临床应用基础为其

应用于临床基因治疗提供了良好前景。声诺维转染

基因的机制主要是在超声作用下其微泡产生空化效

应，使细胞表面产生小孔从而使转染基因进入细胞

内［１１］；也有研究人员发现一定强度的超声也能有效

促进细胞的内吞作用从而达到转染目的［１２］。

声诺维在心肌细胞、骨骼肌细胞、血管内皮细胞

等细胞中的研究报道较为常见，而在口腔方面的研

究相对较少。本次研究将声诺维作为基因转染载体

转染具有成骨诱导活性的 犅犕犘２ 基因进入

ＨＰＤＬＦｓ中，结果显示在一定条件下应用声诺维转

染ＨＰＤＬＦｓ可以得到较理想的转染率而同时对细

胞活性无明显影响。ＢＭＰ２具有较强的成骨诱导活

性，在骨形成与重塑方面具有重要作用。重组骨形

成蛋白２（ｒｈＢＭＰ２）在体内半衰期较短，需要超剂量

运用［１３］，从而可能会带来一定的不良反应。本实验

成功将犅犕犘２基因通过声诺维转染至ＨＰＤＬＦｓ，证

实了该转染方式的可行性及有效性，为以后牙周组

织工程研究奠定了良好基础。本研究将声诺维转染

与目前运用较多的脂质体转染进行对比，结果发现

两者的转染率相近，成骨相关基因的表达差异也无

统计学意义，表明此种转染方式应用于ＨＰＤＬＦｓ能

够达到较理想的结果。

碱性磷酸酶为细胞早期的成骨向分化标志，本

实验检测结果显示，３、５、７ｄ时各组细胞碱性磷酸酶

的表达量逐渐增高，在７ｄ时达到高峰，在第９天时

呈下降趋势，与Ｙｅ等
［１４］研究报告结果基本一致。

声诺维＋质粒＋超声组细胞犗犘犖、犚狌狀狓２、犅犛犘、

犆狅犾Ⅰ、犗犆犖 ｍＲＮＡ的表达量与超声组、空白对照

组相比均升高，而与脂质体＋质粒组相比差异无统

计学意义，表明通过声诺维能够将犅犕犘２基因成功

转染进入细胞内并发挥理想的诱导作用。

本实验结果显示各时间点声诺维＋质粒＋超声

组ＨＰＤＬＦｓ的成骨活性均较高，与脂质体＋质粒组

相比无明显差异，这提示使用超声微泡转染

ＨＰＤＬＦｓ具有较好的效果，同时对远期成骨向诱导

无明显干扰。研究表明低强度超声辐照可以刺激新

骨形成［１５］、促进种植体的骨整合［１６］、促进细胞增殖

和诱导细胞成骨向分化［１７］，也有研究表明在低强度

脉冲超声作用下 ＨＰＤＬＦｓ表达ＢＭＰ２的能力增

强［１８］。但本研究发现超声组与空白对照组细胞的

成骨向分化能力基本一致，表明在声诺维＋质粒＋

超声组中发挥成骨向诱导分化作用的主要是转染进

入ＨＰＤＬＦｓ的犅犕犘２基因，可排除超声干扰。这可

能是因为在本实验中超声辐照时间较短，而成骨方

面的研究大多需超声连续辐照至少１周，短时间超

声作用不足以诱导细胞成骨向分化。

综上所述，犅犕犘２基因可以通过声诺维以较可

观的转染率转染进入ＨＰＤＬＦｓ中，并对细胞没有明

显毒性。转染后的ＨＰＤＬＦｓ成骨活性明显增强，这

为声诺维在牙周组织工程中的应用提供了依据，且

因超声微泡造影剂的靶向性将更有利于其在体内的

定向作用。但本次研究未能进行体内实验，声诺维

在体内应用时的参数及成骨的量和结构等均需进一

步实验研究证实。
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