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显著（犘＜０．０５）。与同组手术侧比较，两给药组ＳＯＤ、ＴＡＯＣ、ＮＯＳ活性、ＭＤＡ含量均升高，其中连续给药组ＳＯＤ

活性、单次给药组ＴＡＯＣ活性差异显著（犘＜０．０５）。

【结论】　牛磺酸可以通过有效清除氧自由基、保护氧化酶活性和抑制脂质过氧化，对青春前期大鼠睾丸缺血

再灌注损伤有明显的保护作用，并对其对侧睾丸组织损伤亦有一定的保护作用，且连续给药明显优于单次给药。
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　　【目的】　在促进 ＭＳＣｓ骨形成的众多调节因子中，骨形成蛋白（ＢＭＰｓ）家族在胚胎发育及骨骼形成中扮演重

要的角色。目前发现的ＢＭＰｓ家族成员骨诱导活性中，具有成骨活性的有 ＢＭＰ２、７、９亚型。除了ＢＭＰ通路外，

ｗｎｔ通路在骨形成中也起到了重要的作用。本实验旨在进行ＢＭＰ２／ｗｎｔ３ａ、ＢＭＰ７／ｗｎｔ３ａ、ＢＭＰ９／ｗｎｔ３ａ三种

联合转染，观察感染后细胞各基因和蛋白的干扰效率及细胞体外成骨分化的影响，评价三种转染的成骨分化能力

的强弱，并与单独转染效果进行比较。

【方法】　以ｃＤＮＡ文库为模版，应用ＰＣＲ方法获得ＢＭＰ２、ＢＭＰ７、ＢＭＰ９、ｗｎｔ３ａ基因的编码序列，经大肠杆

菌转化后抽取质粒，构建基因表达质粒载体，酶切鉴定重组体并且经测序进一步确定。然后用ｐＬＰ／ＶＳＶＧ、ｐＬＰ２、

ｐＬＰ１质粒与ＢＭＰ２、ＢＭＰ７、ＢＭＰ９、ｗｎｔ３ａ共转染２９３ＦＴ细胞。包装ｐＥＬＮＳＢＭＰ２、ＢＭＰ７、ＢＭＰ９、ｗｎｔ３ａ后转染

小鼠间充质干细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞，ＧＦＰ荧光证实转染效果。茜素红染色检测钙结节，蛋白质印迹和ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ检测成骨相关基因（Ｒｕｎｘ２）的表达水平，鉴定各成骨诱导因子的单独转染效能。最后用双基因联合转染

（ＢＭＰ２／ｗｎｔ３ａ，ＢＭＰ７／ｗｎｔ３ａ，ＢＭＰ９／ｗｎｔ３ａ三组）ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞，ＧＦＰ荧光证实转染效果；应用ＥＬＩＳＡ检测

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞培养上清中ＢＧＰ和ＡＬＰ的表达水平；应用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测Ｒｕｎｘ２ｍＲＮＡ的表达水平；应用蛋

白质印迹法检测蛋白的表达水平，鉴定双基因联合转染的成骨分化效能。

【结果】　ｐＥＬＮＳＢＭＰ２、ｐＥＬＮＳＢＭＰ７、ｐＥＬＮＳＢＭＰ９、ｐＥＬＮＳｗｎｔ３ａ表达质粒构建成功。重组慢病毒

ｐＥＬＮＳＢＭＰ２、ｐＥＬＮＳＢＭＰ７、ｐＥＬＮＳＢＭＰ９、ｐＥＬＮＳｗｎｔ３ａ构建成功，成功转染 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞；Ｒｕｎｘ２表达水

平：ＢＭＰ２＞ＢＭＰ９＞ＢＭＰ７；茜素红染色显示ＢＭＰ２钙结节数量最多。双基因联合转染 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞，ＧＦＰ荧

光证实转染成功；蛋白质印迹与ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法显示三组联合转染Ｒｕｎｘ２表达水平比单独转染明显上升，且联合

转染Ｒｕｎｘ２表达水平：ＢＭＰ２／ｗｎｔ３ａ＞ＢＭＰ９／ｗｎｔ３ａ＞ＢＭＰ７／ｗｎｔ３ａ；ＢＧＰ表达与 ＡＬＰ表达亦然。

【结论】　ＢＭＰｓ能促进间充质干细胞向成骨细胞分化，其中ＢＭＰ２成骨效果最好。而ＢＭＰｓ与ｗｎｔ３ａ的联

合转染成骨效果高于单独转染，说明ＢＭＰ通路与ｗｎｔ通路有协同作用。其中ＢＭＰ２／ｗｎｔ３ａ双基因联合转染比

另两种转染（ＢＭＰ７／ｗｎｔ３ａ和ＢＭＰ９／ｗｎｔ３ａ）成骨效能更高。这为组织工程骨重建研究提供了重要的理论依据

和技术支持。
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